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緒 論

プ ロテ イ ンキ ナー ゼC(PKC)は1977年 に西塚 等2》 に よ り発 見 され た、

Ca2+、 リ ン脂 質 依 存性 の蛋 白質 リ ン酸 化酵 素で あ り、多 くの組 織 に広 く分

布 して い る こ とが 知 られ て い る。 生 理 的 条件 下で 本 酵 素 は細 胞 質 に 多 く存 在

して い る が 、 リ ン脂 質依 存 性 で あ る た め活性 化 に際 して細 胞 質 か ら細 胞 膜 へ

の 移 動 を伴 う こ とが 明 ら か に さ れ た2-6}。 ま たPKCは 特 に 、 中枢 神 経 系 の

細 胞 に 多 く含 まれ て い る こ とか ら、神 経 機 能 へ の関 与 が考 え られ 、様 々な研

究 が な さ れ て き た。 そ の結 果 、 記憶 の分 子 機 構 の基 礎 過程 で あ るIons-tern

potentiation(LTP)の 維 持 に 必 須 で あ る こ とが 明 らか とな り7.8》 、PK

Cが 学 習 や 記 憶 に 重要 な 役割 を 持 って い る と考 え ら れ る よ う にな っ た。Lfi

Pと は 、 高 頻 度 の 電 気刺 激 に よ りシ ナ プス の伝 達 効 率 が長 期 間 にわ た って 上

昇 す る現 象 で あ り9)、 こ の現 象 の誘 発 には興 奮性 ア ミノ酸 受 容 体 の サ ブ タ イ

プ の ひ とつ で あ るN-Methyl-D-aspartate(NMDA)タ イ プ受 容体 の活 性 化

が 必 要 で あ る こ と もよ く知 られ て い るi°.11)。 しか しNMDA受 容体 刺 激 か

らPKCの 活 性 化 に至 る系 の詳 細 は未 だ明 らか に な って い な い 。

ま た最 近 に な って 、興 奮 性 ア ミノ酸 神 経 伝 達 との 関 連 か らZn2+の 神 経 生

理 学 的意 義 ぶ 、 注 目 を集 め て い る。種 々の検 討 か ら、Zn2+に よ りNMDA

受 容体 と カ ップ ル し たCa2+チ ャネ ル が阻 害 され る こ と12)や 、NMDA刺 激

に よ り結 合 蛋 白 に結 合 し たZn2+が 遊 離 す る こ とi3}等 が報 告 され て い る。 さ

ら に 、近 年 明 ら か にな っ たPKCの 一 次構 造 中 に は 、"DNA-ZIRCfinger"と

呼 ば れ るZn.2+の 結合 構 造 に類 似 し た部分 が存 在 して お り14?、PKC活 性 が

Zn2+に よ り影 響 を受 げ る こ と15-17)も 知 られ て い る。 ま たCsemely等 はT

リ ンパ 球 に お い てPKCの 細胞 内移 動 に内在 性 のZn2+が 必 須 で あ る こと を

報 告 して い る18}。 神 経 系 には 特 に高 濃 度 のZnz+が 存 在 して い る17.19.20)

が 、 そ の機 能 的 役 割 の詳 細 は不 明な ま まで あ る。

そ こで 本 研 究 に お いて は 、 このNMDA受 容 体 、PKCそ してZn2+の3

者 の 関連 を追 求 す る 目的 で種 々 の検 討 を行 な っ た。
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本 論

第1章 幼 若 ラ ッ ト 海 馬 切 片 に お げ る

NMDA受 容 体 刺 激 に よ る

プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼCの

細 胞 内 移 動

第1節 プロテ イ ンキナーゼCの 細胞 内移動の評価 に関する基礎的検討

PKCは 生体 内で通常 細胞質 に多 く存在 しているが、その活性化 には リン

脂質 が必要であ るため、活性化 に際 して細胞質か ら細胞膜へ の移動 を伴 うこ

とが明らかにされて いるZ-63。 そ こでNMDA刺 激 とPKCの 活性 化機構 と

の関連 を追求す る 目的で 、まずNMDA受 容体刺激 による細胞質 か ら綱胞膜

へ のPKCの 移動が検出で きる実験系 を検索 した。

一般 に、神経組織 としての機熊 を維持 させ たまま、invitroで の実験 を行

な う場合、切片 の系が よ く用い られている。 そこで、LTP等 の実験 に も用

い られて いるラ ッ ト海馬 の切片 におけ るPKCの 移動 に対す るNMDA受 容

体刺激 の影響 を検討 した。

細胞膜 におげ るPKCはCa2+依 存性 に膜 に結合 したもの とCat+非 依存

性 に膜 に挿 入されたもの の2つ の状 態で存在 し、それぞれ異 な った役罰 を持

っている と考 え られている21-23)。 そ こで本実験 においては細胞膜 分画 と し

て この2つ の状態 のPKCの 対応 す るEGTA-Ext.とCHAPS-Ext.の2つ の分画 を

調 製 し、細胞質 と合わせ て3つ の分 画 について、PKCに 特異的 に結合 す る

[3田phorbol12.13-dibutyrate('1:)結 合 を測定 した(Fig.1)。

 Hippocampal slices (0.25 mm) 
    i 

 preincubation (37  1.3, 60  min) 
    i 

 reaction with drugs 
     1 (37  13, 30  min) 

 washed with KR buffer

hom4-   ogenized in  Tris-HCI buffer 
 P  270,000x  g, 15  min 

pellet  supernatant (Cytosol)  1 

resuspended in EGTA buffer 
 T  270,  000x  g, 15  min 

pellet supernatant (EGTA Ext.) 
 $ 

resuspended in CHAPS buffer 
 cp 270 ,  000x  g, 15  min 

supernatant (CHAPS Ext.)

Fig. 1. Procedure for reaction of slices and preparation 

       of three fractions  -  2  -



実 験 方 法

実 験 に は 、1週 齢(体 重Id-15g)、 ま た は10週 齢(体 重180-250g)の

Sprague-Dawly系 の 雄 性 ラ ッ トを 用 い 、Fig.1に 示 し た プ ロ トコ ー ル に 従 っ た 。

即 ち 、 海 馬 を 摘 出 後 、McH盟intissuechopperを 使 用 し て 厚 さ250μ 田の 切 片

を 作 成 し 、95×02/5XCO2で 通 気 し たKrebs-Ringer緩 衝 液(KR):124副NaC1,

3.3瓢 瀬KCl.2.4盈 軽 熱gSO4.3mMCaC12.1.25皿 凹KH2PQ4.25●MNaHCO3.

10mMglucose(pH7.4)中 で 、37℃ で60分 問 イ ン キ ュベ ー ト し た 。 疑gSO4を 除

い たKE(Mg-freeKR)で 切 片 を 洗 浄 し て か ら 薬 物 を 加 え て37℃ で30分 悶Hg-

freeKR中 で 反 応 後 、 氷 冷 し たMg-freeKRで 洗 浄 し て 薬 物 を 除 去L-,freeの

Ca2+をlupus}と し た 緩 衝 液(25mMTris-HCLpH7.6,100μ 麗1eupeptin,

815.8μ 靉CaCl2,1副EGTA)中 で ホ モ ジ ナ イ ズ し た 。 この ホ モ ジ ネ ー トを

270,000xgで15分 間 遠 心 分 離 して 細 胞 質 分 画(Cytosol)で あ る 上 清 を得 た 後 、

生 じ た 沈 澱 をEGTA緩 衝 液:25mMTris-HCI,100μ 雑leupeptin,10曲EGTA,

2翻EDTA(pH7.6)で サ ス ペ ン ド し 、 さ ら に 遠 心 し て 上 清(EGTA£xt.)と 沈 澱

に 分 離 し た 。 こ の 沈 澱 を さ ら に5nMC雛PSを 含 むEGTA緩 衝 液 中 に サ ス ペ ン ド

し 、4℃ で30分 間 静 置 し て 可 溶 化 し た後 、 遠 心 分 離 し て 上 清(CHAPSExt.)を 得

た 。

[3田PD恥 結 合 の 測 定

そ れ ぞ れ の 分 画 に 対 す る[3H]'1:結 合 の 測 定 はTanaka等 の 方 法26)に 従 い 、

200μ1の 反 応 緩 衝 液:20mMTris-maleate.100●MXCL2.5●MCaC12,100

Etg/mlphosphatidylserine,30nM[3HIPDBu,Q.5%dimethylsulfoxide

(DMSO)(pH6.8)に50μ 至の サ ン プ ル を 加 え 、30℃ で20分 間 イ ン キ ュ ベ ー トし た

後 、4畆 の 氷 冷 し た0.5xDMSOを 添 加 し て 反 応 を停 止 さ せ た 。 こ の 反 応 液 を

0.3冩golyethyleneimineに 浸 し た ガ ラ ス フ ィ ル タ ー(甑a加anGF/B)で 吸 引 ろ

過 し 、 さ ら に0.5%DMSOで 洗 浄 後 、 乾 燥 し て フ ィル タ ー 上 の 放 射 活 性 を測 定

し た 。 こ の 値 か ら非 特 異 的 結 合 と して 非 標 識 の15uMghorboiI2-●yristate

13-acetate存 在 下 で 測 定 し た値 を 差 し引 い て 特 異 的 結 合 を 求 め た 。 結 果 は そ

れ ぞ れ の 分 画 の 特 異 的[sH]PDBu結 合 を 、 ホ モ ジ ネ ー トか ら求 め た 全 結 合 量 に

対 す る パ ー セ ン テ ー ジ で 示 し た 。
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プ ロ テ イ ンキ ナ ー ゼC活 性 の 測 定

PKC活 性 の 測 定 はiKikkawaの 方 法27)を 若 干 変 更 し て 行 な っ た 。 即 ち 、

反 応 液:20mMTris-HC1,5●Mmagnesiumacetate.200μgん 田1histone,

1.25皿 熱CaCl2.4μ9/団lphosphatidylserine,0.8u9/皿ldioleine・10μM

[γ 」2円ATP(pH7.5)に 、25μgの サ ン プ ル を 加 え て 、30℃ で3分 問 イ ン キ ュ

ベ ー トし て 、HIhistoneに32Pを 取 り込 ま せ た 。 反 応 の 停 止 は 氷 冷 し た25x

ト リ ク ロ ロ酢 酸 の 添 加 で 行 な い 、0.45umの フ ィル タ ー で ろ 過 して フ ィ ル タ ー

上 の32Pを 測 定 し た 。

Westernblotting

各 分 画 のWesternblottingは 、Lae闘li等 の 方 法28)に 従 いlflXの ゲ ル で

SDS一 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド電 気 泳 動 を行 な も丶50μ9の サ ン プ ル を 分 離 し た 後 ・

Towbin等 の 方 法291に よ りニ ト ロセ ル ロ ー ス膜 に 転 写 し た 。 膜 を5xの イ ン ス

タ ン ト ミル ク を 含 むTBS-T:20皿HTris-HCi.137酬NaC1,0.1xVeen20

(pH7.6)で1時 問 イ ン キ ュベ ー トし た 後 、 マ ウ ス よ り調 製 し たPKCの 各 サ

ブ タ イ プ に 対 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 で2時 間 、 ビ オ チ ン化 し た抗 マ ウ ス 抗

体 で20分 間 、 ス トレ プ トア ビ チ ン ー ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 複 合 体 で20分

間 、 順 次 イ ン キ ュベ ー ト し た 。 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ ター ゼ の 基 質 溶 液:loo

nMdiethanolamine-HCI.5m熱MgCl2.nitro-bluetetrazoiiun,5-aroma-

4-chrota-3-indolylpbosphate(pH9.5)を 加 えて 発 色 さ せ ニ トロ セ ル ロ ー ス

膜 上 のPKCを 同 定 し た 。

蛋 白 質 の 定 量 法

蛋 白 質 の 定 量 はLowry等 の 方 法30}に 従 っ て 行 な っ た 。

実 験 結 果

10週 齢 の 成 熟 ラ ッ トの 海 馬 切 片 に お い て は 、100μ 覈お よ び1壷 の 濃 度 で も

NMDA刺 激 に よ る細 胞 質 お よ び2つ の 膜 分 画 で の[3HIPDBu結 合 の 変 化 は 認

め ら れ な か っ た 。 これ に 対 して1週 齢 の 幼 若 ラ ッ トの 切 片 に つ い て 検 討 を行 な

っ た と こ ろ 、100MのNMDAに よ り著 名 な 細 胞 質 で の[3H]PDBu結 合 の 減 少

と 、 そ れ に伴 っ た2つ の 膜 分 画 で の増 加 が 認 め ら れ た(Tahle1)。
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Table1.EffectofNMDAondistributionof[3H]PDBubinding

sitesinimmatureandmaturerathippocampalslices

[3H]PDBubinding(%oftotalbinding}

CytosolEGTABxt.CHAPSExt.

Immature(IWeek}

None43.1±0.628.0±1.229.0±1.7

100μ 班NMDA7.6±1.1***48.2±1.7***44.1±0.6***

Mature(10Weeks)

None58.0±1.515.8±0,926.2±0.6

100uMNMDA59.5±2.316.8±3.0 .23.7±d.7

1mAiNMDA60.9±1.'714.7±2.824.3±1.7

Valuesaremeans±S.E,M.offourexperiments.

Totalhomogenatebinding(pmol/mgprotein)aredetermined:

None(1W),2.88±0.32;100μ 廻N漣DA(1W),2.56±0.24;

Hone(IOW),6.54±0.56;100μ 難KMDA(10秘).6.36±0.42;

1mMNMDA(law),6.47±0.47.***P〈0.ooZversusNone.

Pxcに はDNAク ロ ー ニ ン グ の 結 果 か ら7つ 以 上 のisozymeが 存 在 して い

る こ と が 認 め られ て お り22》 、 そ の 内3つ の タ イ プ が 分 離 精 製 さ れ て い る23》 。

こ の3種 のPKCのisoz脚eに 対 す る モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 用 い て 、Western

blottingを 行 な い 、 幼 若 ラ ッ ト海 馬 切 片 に お け るNMDA受 容 体 刺 激 に よ る

PKCの 移 動 を 検 討 し た 。PKCタ イ プ1は ほ と ん ど存 在 し て い な か った が 、

タ イ プ 聾、 皿 は 多 く認 め られ 、 ま た 海 馬 切 片 を100uMのNMDAで 処 置 す る

こ と に よ り、PKCの タ イ ブ π、 匿 に お い て 細 胞 質 分 画 で の 減 少 と そ れ に 対

応 し た膜 分 画 で の 増 加 が 認 め ら れ た(Fig.2)。

PKC活 性 に つ い て も[3田PDBu結 合 お よ びWesternbolttingの 結 果 と同 様 、

海 馬 切 片 をNMDA処 置 に よ り細 胞 質 で の 減 少 と2つ の 膜 分 画 で の 増 加 と顕

著 な 変 化 が 認 め られ た(Table2)。
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Fig. 2.  Immunoblot analysis of NMDA-induced translocation of protein 

kinase C. Cytosol, EGTA Ext. and CHAPS Ext. fractions (50  gg of 

protein each) were separated by SDS-PAGE (10 % gel) and transferred 
 to nitrocellulose membrane. Each membrane were analyzed by  immuno-

 blotting with type I-,  11-, and  HI-specific antibodies. 

 Table 2. Effect of NMDA on distribution of protein kinase C 
         activity in immature rat hippocampal slices 

                        Protein kinase C activity 

                        (% of total activity) 

                Cytosol EGTA Ext. CHAPS Ext. 

   None 63.4 ± 1.5 17.3 ± 0.7  19.3 ± 0.9 

 100g  M NMDA 17.3 ± 0.8*** 47.5 ± 1.3*** 35.2 ±  1.6*** 

   Values are means ±  S.E.M. of three experiments. 

   None and  NMDA-treated total homogenate activity are 

   3.45 ± 0.26 and 3.19 ± 0.20  (nmol Pi/3  min/mg protein), 

   respectively. *** P < 0.001 versus None. 

 -  6  -



第2節 幼若 ラ ッ ト海 馬 切 片 に お け るN『MDA受 容 体 刺 激 に よ るプ ロ テ イ ン

キ ナー ゼCの 移 動 の諸 性 質

前 節 に お いて 、幼 若 ラ ッ ト海 馬切 片 でNMDA受 容 体 刺 激 に よ るPKCの

移 動 が 検 出で きる こ とが 明 らか とな っ た。本 節 で は 、PKCの 細 胞 内移 動 を

C3xlPDBa結 合 を測 定 す る こ とで表 し、NMDA受 容 体 刺 激 に よるPKCの 移

動 の諸 性 質 を検 討 した。

実 験 方 法

本 節 に お いて は すべ て 体X10-15gの1週 齢 のSprague-Rawly系 雄 性 ラ ッ ト

を使 用 した。 切 片 の反 応 、 各分 画 の調 製 及 び[3田PDBu結 合 は 前節 と同 様 の 方

法 で行 な った。

実 験 結 果

N遯DA以 外 の興 奮 性 ア ミノ酸 受容 体 の サ ブ タイ プ の選 択 的 アゴ ニ ス トで

あ る カ イニ ン酸(KA)お よび キ スカ ル酸(QA)は100μ 醒の濃度 でPKC

の 移 動 を起 こ さな か っ た(Fig.3)。 ま た生体 内 で のNMDAタ イプ受 容 体 の

ア ゴニ ズ トで あ る グル タ ミ ン酸(Glu)が100μHの 濃 度 でPKCの 移 動 を

引 き起 こ さな か った(Fig.3)こ とか らGIuの 用量 反 応 を検 討 した ところ 、

NMDAが20μ"の 濃 度 か ら有 意 なPKCの 移 動 を引 き起 こ した の に対 して 、

Gluで 姦ま200μ 靉以 上 の 濃 度 で 有 意 な 変 化 を引 き起 こ した(Fig.4)。

次 にN贓DAに よるPKCの 移 動 に対 して 、NMDA受 容 体 とイオ ンチ ャ

ネ ル との複 合 体 に影 響 を 与 える薬 物 の作 用 を検 討 し た(Fig.5)。NMDA受

容 体 の選 択 的 拮 抗 薬 で あ る2一 齟iRo-5-phosphonovalericacid(APV)や

イオ ンチ ャネル 内部 に結 合 す る 阻害 薬ketanineは それ ぞ れ500μ 醒の濃 度 で

100uMNMDAに よるPKCの 移 動 を完 全 に抑 制 した。 ま た外 液 のKBか ら

Ca2+を 除 くとNMDAに よ るPKCの 移 動 は認 め られな くな った。 これ に

対 して膜 電 位 依 存 性 に チ ャネ ル をブ ロ ッ クす る10mMのMgt+やMgt+と は異

な っ た部 位 に作 用 して 蝉MDA受 容体 複 合 体 を阻 害 す る1mMのZn2+はNM

DAに よ るPKCの 移 動 に影響 を与 え な か っ た。受 容体 に対 す るNMDAの

親 和徃 を あ げ る こ とで 、NMDA受 容 体 を活 性 化 さ せ るグ リシ ン もPKCの

移 動 に は 影響 しな か っ た(Fig.6)。
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Fig. 3. Effect of excitatory amino acids on distribution of  [3H]PDBu 

binding sites in immature rat hippocampal slices. 
Slices were incubated for 30  min at 37  °C in the presence of 100 

  M glutamate  (  ),  -100  AM  NMDA  A  ),  100  t  M kainate  (11111111) or 
 100  M quisqualate  (Ti). Cytosol, EGTA Ext. and CHAPS Ext. fractions 

were prepared and then  [3H]PDBu binding to each fractions was deter-

mined, independently. Results are shown as the percentage of  [3H]PDBu 
binding in the each fractions to the total binding. 

 Values are means ±  S.  E.  M. of four experiments. 
 * P < 0.05, ** P < 0.01 versus None. 
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 S.E.M. of four experiments. * P < 0.05, ** P < 0.01 versus control.
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Fig. 5. Effect of  NMDA antagonists on NMDA-induced translocation of 
 [3H]PDBu binding sites in immature rat hippocampal slices. 

 Slices were incubated for 30  min at 37  °C3 in the presence of  100ILM 
 NMDA (Y ,) with 10  mM  M004  (0), 1 mM  ZnC12  500A  M APV 

 (El) or  500/01 ketamine  (Egg), or in the presence of  100  itt.1 NMDA 
 in  Ca"--free KR buffer  (111). Values are means ± S.E.M. of four 

 experiments. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 versus none. 

t P < 0.05,  tt P < 0.01,  Itt P < 0.001 versus 100 pM NMDA. 
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第3節 考 察 と小括

考 察

NMDA受 容 体刺 激 に よるPKCの 活 性 化 機 構 を検 討 す る 目的 で 、 まずN

MDA受 容 体 刺 激 に よるPKCの 細 胞 内移 動 が検 出 で き る実 験 系 を検 索 し た。

そ の結 果 、 幼若 ラ ッ トの海 馬 切 片 に お い てNMDA受 容体 刺 激 に よ るPKC

の 細 胞質 か ら細 胞 膜へ の 顕著 な 移 動 が認 め られ る こ とが 明 らか とな っ た 。P

KCの 細 胞 内 移 動 櫨細 胞 質分 画 と細 胞 膜 分 画 に お げ る[3H]PDBu結 合 を翻 定 す

る こ とで 表 したが 、PKCの モ ノ クロ ナ ー ル抗 体 を 用い た恥stemb夏otti藪g

に よる検 討 やPKC活 性 を測 定 した結 果 よ り、細 胞 質 分 画 と細胞 膜 分 画 に お

げ る[3H]PI3Bu合 の 変化 は 、PKCの 移 動 を反 映 して い る こ とを確 認 した 。

Westernblottingの 結 果(Fig.2)に お い てPKCタ イ プ1の 存在 が ほ とん ど

認 め られ な か っ たが 、Yosh玉da等33》 は 生 後 の 発育 過 程 の海馬 で ばPKCの 発

現 は そ の タ イプ に よ り異 な り、 タ イプ1は タ イプ 巫、 皿 よ り遅 れ て 発現 す る

とい う報 告 を してお り、 本 実験 に お げ る結 果 と一 致 す る もの で あ っ た。

また幼 若 ラ ッ ト海 馬切 片 に お げ るNMDA受 容 体刺 激 に よ るPKCの 移 動

の 諸 性 質 を検 討 した結 果 、NMDA受 容 体 拮 抗 薬APV34}に よ り阻 害 を受 げ

る こ と、 また外 液 中 のCat+に 依 存 して い る こ とが 明 らか とな っ た。 これ ら

の こ とか ら、幼 若 ラ ッ ト海 馬 切 片 に お げ るNMDAに よ るPKCの 移 動 ほ 、

NMDAタ イプ の興 奮性 ア ミノ酸受 容 体 刺 激 に よる 、細 胞 内 へ のCa2+の 流

入 を介 し た もの で あ る と考 え られ た。 しか し、細 胞 膜 の電 位 に依 存 し てNM

DA受 容 体 とカ ップ ル したCat+チ ャネ ル を 阻 害 す る瓢g2+35)や 、Mg2+

とば劉 の部 位 に作 用 してCa2+チ ャネ ル を阻 害 す るZn2+3b》 、 さ らdr.'_NM

DAに 対 す る親 和 性 を上 昇 させ る こ とでNMDA受 容体 を活 性 化 す る こと ぶ

認 め られ て い る グ リシ ン37.38}はNMDAに よるPKCの 移 動 に影 響 を与 え

な か った 。 以上 の結 果 は 、成 熟 動 物 で 明 らか に され たNMDA受 容 体 の性 質

とは若 干 異 な っ て い るが 、Brady等39》 やMcDonald等40}に よ って 報 告 さ れ た幼

若 期 のNMDA受 容 体 の 性 質 とよ く一 致 す る もの で あ った 。 即 ち.Brady等39》

は 幼若 期 のNMDA受 容 体Cat+チ ャ ネル 複 合 体 が 膜電 位 依 存 性 のMg2+に

よ る抑 制 を受 け な か った と報 告 して い る 。 ま たMcDonald40}は 、 幼若 期 の 動

物 にお い てNMDA受 容 体Cap+チ ャ ネル 複 合 体 の 構成 成 分 で あ る グ リ シ ン

結 合部 位 やpheneyciidine結 合 部 位 を伴 わ な いNMDA結 合 部位 が 、 成熟 動 物

よ りも多 く発 現 して い る こ とを報 告 し、 幼 若 期 のNMDA受 容体 複 合 体 が 特
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殊な制御 を受 けて神経 の発達過程 に重要 な役割 を持 っている可能性 を示唆 し

て いる。 さらに、幼若期 の神経 系発生過程 においてLTPが 頻発 しているこ

と41冫を考 え合わ せる と、発 生初期 の動物 の中枢神経 系にお いては、成熟期 と

は異な った翻御 を受けて いる多数のNMDA受 容体Ca2+チ ャネル複合体 が

存 在 してお り、 この複合 体への刺激 は細胞内へ多量 のCap+の 流入 を引 き起

こ し、細胞質か ら細胞 膜へ のPKCの 著 名な移動 を引 き起 こす と考 えられ た。

神 経系 の発達 に伴 い、NMDA受 容体Cat+チ ャネル複合体 が完全 な謝御 を

受 げ るよ うにな ると、NMDA受 容体刺激 に より細胞 内に流 入するCaz+の

量 ば制限 される ため、成熟動物 では幼若期 抵 ど大 きなPKCの 移動 が起 きな

くな るのか もしれない。事実 、デー タには示 さない溺、本実験 にお いてNM

DA受 容体刺激 によるPKCの 移動の発育 との関連 を検討 した ところ、1週

齢 か ら2週 齢 まで のラ ッ ト海馬切片で はH瓢DAに よるPKCの 移動綜確認

されたが、3週 齢以降 の動物で は認 め られなかった。 これは、McDonaldに

よ り報告 された グリシン結合部位 な どの発現 解成熟動物の レベルに達 する時

期 と一致 す るものであ った。

小 抵

1.幼 若 ラ ッ ト海馬切 片にお いてNMDA受 容体刺激に より細胞質 から

細胞膜へ の著 名なPKCの 移動 が起 きる ことが明 らか となっ た。

2.海 馬切片 を用いた検討で ぱ、成熟 動物 においてNMDA受 容体刺激 に

よるPxeの 移動 は認 め られなか った。

3.NMDAに よるPKCの 移動はN蟹DAタ イプの興奮性 ア ミノ酸受容

体 とCa2+チ ャネル複合体 の活性化 を介 した細胞 内へ のCat+の 流入

に より引 き起 こされている ことが明 らか とな った。
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第 ∬ 章 成 熟 モ ル モ ッ ト 大 脳 皮 質 シ ナ

プ ト ニ ュ ー ロ ソ ー ム に お け る

NMDA受 容 体 刺 激 に よ る

プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼCの 移 動

第1章 において、NMDA受 容体刺激 によ るPKCの 移動 は、幼若 ラッ ト

海 馬切片 においては認 め られたが、成熟 した ラッ ト海馬切片 においては認 め

られな か った。 しか し成 熟動物 において もLTPは 認め られ9》、その誘導 に

はNMDA受 容体 の活性 化が10・i1》、維持 にはPKCが 必要 であ るこ と7,8)

が報告 されてい るので 、成熟動物 にお いて もNMDA受 容体刺激 に よるPK

Cの 活性 化淨起 きている ことは十分考 えられ た。

そ こで本章では、成熟 動物 の神経組織 にお いて 、NMDA受 容体刺激 とP

KCの 活性化 との関連 を追求 す る目的で種 々検討 を行な った。

第1節 成熟動物 の神経 組織 におけ るNMDA受 容体刺激に よるプ ロテイ ン

キナーゼCの 移動 に関 する基礎 的検 討

成熟 動物の神経組織 の標品 として用 いたラ ッ トの海馬切片で は、NMDA

受 容体刺 激 によるPKCの 移動 は認 め られな か った ことか ら、他 の標 晶 とし

て ラッ ト大脳皮質の切 片 、またモルモ ッ トの海馬 お よび大脳 皮質 の切 片につ

いての検討 を行 なった。 さらに、NMDA受 容体刺激 によるPKCの 活性 化

は 、シナプスの前部 と後 部 にお いて局 所的に起 きている と考 えられ るこ とか

ら、恥llings翼orth等42》 によ って見い だされ た、 シナプス前部 と後部 を多 く

含 んだ標 品であ るシナプ トニュー ロソー ムにつ いて も検討 を行な った。

実 験 方 法

実験 にはSprague-DaKly系 雄 性 ラッ ト(体 重200-250g)及 びHartley系 雄

性 モル モ ッ ト(体 重300-500g)を 使 用 し、それぞれの大脳 皮質及び海馬 の

切 片については第1章 第1節 の方法 に従い反 応後、各分画 を調製 した。

シナプ トニ ュー ロソームの調製

ラッ ト及びモルモ ッ トの大脳 皮質及 び海馬 のシナプ トニ ュー ロソー ムにつ

いてはFig.7に 示 した実験 のプロ トコール に従 った。
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Cerebral Cortex 

 homogenized in  KR buffer 

 filtrated through 
       nylon mesh  (160,  m) 

  filtrated through  lOttm filter 
 (IP  1,  000x  g, 15  min 

  pellet (synaptoneurosome) 

  resuspended in  KR buffer

reaction  (3713, 10  min) 
 9,000xg, 4  min 

pellet 

homogenized in Tris-HC1 buffer 
 (IP  270,  000x  g, 15  min 

 pellet supernatant (Cytosol) 

 resuspended in EGTA buffer 
 c  270,000xg, 15  min 

 pellet  supernatant (EGTA Ext.) 
  1 

 resuspended in CHAPS buffer 
  cp  270,000xg,  15  min 

 supernatant (CHAPS Ext.)

Fig. 7. Procedure for preparation of synaptoneurosomes and 

       three fractions

即 ち 、 各 組 織 をKrebs-$finger-Henseleit緩 衝 液(K猛H):1251DMAIaCI,3.5副

KC弖.1.2盈 熱MgSO4.0.4靉 雛K蓑{2LpO4.5nMNaHCO3.5彊 懸glucose,20nM

ES脳aOH(pH7.4)中 で 、glass-glassho皿ogenizerを 用 い て 穏 や か に ホ モ ジ

ナ イ ズ し 、160μ 隨の ナ イ ロ ン メ ッ シ ュ で ろ 過 し た 後 、10輝 の フ ィ ル ター で ろ

過 し 、Idddxgで15分 悶 遠 心 分 離 して 得 られ る沈 澱 を シ ナ プ トニ ュ ー ロ ソ ー

ム と し た 。 こ の シ ナ プ トニ ュ ー ロ ソ ー ム を醵gSO4を 除 い たKPHで 洗 浄 し た 後 、

37℃ で5分 間 イ ン キ ュベ ー ト し た 。1.3●MCaCl2と 薬 物 を 加 えて さ ら に10分 問

イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 遠 心 し て 薬 物 を 除 き1μ 醒free(}a2+緩f液(25

皿HTris-HGI.p狂7.6.100μ 躡Ieupeptin.815.8μ 懸CaCl2.1mMEFTA)中 で

ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 以 降 は 第1章 第1節 と 同 様 の 方 法 で 各 分 画 を 調 製 し た 。

モ ル モ ッ ト大 脳 皮 質 シ ナ プ トソ ー ム の 調 製

モ ル モ ッ ト大 脳 皮 質 シ ナ プ トソ ー ム に つ い て はNicOHSの 方 法43)従 い 、

フ ィ コ ー ル 密 度 勾 配 遠 心 分 難 に よ り調 製 し 、 シ ナ プ トニ ュー ロ ソ ー ム と同 様

の 反 応 、 各 分 画 の 調 製 を 行 な っ た 。

各 分 画 に お け る[3H]PDBu結 合 の 測 定 は 第1章 第1節 の 方 法 に 従 っ た 。
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実 験 結 果

成 熟 ラ ッ ト お よ び モ ル モ ッ ト の 大 脳 皮 質 、 海 馬 か ら そ れ ぞ れ 作 成 し た 切 片

をNMDAで 処 置 後 、 細 胞 質 分 画 と2つ の 膜 分 画 を 調 製 し て[3H]'1.結 合 を

測 定 し た 結 果 、NMDA処 置 に よ る 変 化 は 認 め ら れ な か っ た(Table3)。

Table3.EffectofNMDAondistributionof[3H]PDBubinding

SltESin皿aturerat'andguineapigcerebralSliCeS

[3H】'!:1》finding(鑑oftotalbi丑{1ing)

CytosolEGTAExt.CHAPSExt.

Rathippocampus

Nane58.0±1.515.8±0.926.2±0.6

100μM冠KDA59。5±2.326.8±3.023。7±0.7

1血 醒NIBS)A60.9±1.714.7土2.824.3±1.7

Ratcerebralcortex

None57.2±1.4i7.7±1.225.0±1.5

Boau醒 評醒DA55.0±1●118.4±1.226.5±1.1

1皿 頚N憩DA54.2±2.322.1±1.826.6±1.7

Guineapighippocampus

None57.6±2.115.6±1.526.8±0.9

100μ 哲NMDA59.0±1.614.7±1.526.3±1.5

1mM1璽HDA61.6±1.613.7±2.224.6±0.7

Guineapigcerebralcortex

Nave56.6±U.117.$±1.425.6±1.4

100μ 懸NMDA56.5±1.916.4±1.327.1±0.7

1mMNNDA55.9±1.217.4±1.027.0±0.9

Valuesaremeans±S.E.M,ofthreeexperiments.

Totalhomogenatebinding(P皿of/mgProtein)aredeter随ined:

Rathippocampus,6.54±0,56;Ratcerebralcortex,5.94±0.42

Guineapighippocampus,$.67±0.63;Guineapigcerebralcortex,

8.38± ○.54.
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一一方
、 成 熟 し た ラ ッ ト お よ び モ ル モ ッ ト の 大 脳 皮 質 、 海 馬 か ら そ れ ぞ れ シ ナ

プ ト ニ ュ ー ロ ソ ー ム を 調 製 し 、NMDAで 処 置 し た 後 、3つ の 分 画 に 分 け て

[3田P脇u結 合 を 測 定 し た 結 果 、 そ れ ぞ れ に つ い て5-1QX程 度 のPKCの 移 動

が 認 め ら れ た(Table4)。,

Table4.EffectofNMDAondistributionof[3H]PDBubinding

sitesinmatureratandguineapigcerebralsynaptoneurosomes

[sH]'1:binding(%oftotall)finding)

CytosolEGTAExt.CHAPSExt.

Rathippocampus

None51.0±1.314.7±0.534.3±1.1

100wMNMDA49.4±1.117.6±0.4*32.9±0.7

1mMNMDA46.1±1.218。1±0.6*35.8±1.O

Ratcerebralcortex

None45.7±0.914.2±0.740.0±i.2

100μMNNIIA42●6±1。1 .16・5±Q●540・s±1●1

1mMNMDA42.3±0.8*17.6±0.6*40.1±0.7

Guineapighippocampus

None64.4±1.83.4±0.432.2±Q.$

100μM聾 醒DA58.6±1.14.1±0。337.4±1.1*

1mMNMDA56.9±1.2*5.4±0.4*37.6±1.0*

Guineapigcerebralcortex

None46.3±1.42.S±0.451.0±1.0

100μ 覈NMDA39.1±1.1*4.7±0.3*56.2±1.0*

1mMNMDA35.4±1.Q**5.8±0.3**58.8±0.7**

Valuesaremeans±S.E.懸.ofthreeexperi皿ents.

Totalhomogenatebinding(pmol/mggrotein)aredetermined:

Rathippocampus,7.82±0.64;Ratcerebralcortex,6.89±0.39

Guineapighippocampus,7.23±0.47;Guineapigcerebralcortex,

6.26±0.34.*P<0.05,**P<0.01versusNone.
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こ の 中 で モ ル モ ッ ト 大 脳 皮 質 か ら 調 製 し た シ ナ プ ト ニ ュ ー ロ ソ ー ム に お い て 、

NMDA受 容 体 刺 激 に 対 す る 反 応 が 最 も 大 き か っ た こ と か ら 、 モ ル モ ッ ト の

大 脳 皮 質 に つ い て 、 シ ナ プ ス 前 部 の み を 多 く 含 む 標 品 で あ る シ ナ プ ト ソ ー ム

に 関 し て も 検 討 し た 渉 、NMDA処 置 に よ るPKCの 移 動 は 認 め ら れ な か っ

た(Table5)。

Table5.EffectofNMDAondistributionof[3H]PDBubinding

sitesinmatureguineapigcerebralpreparations

[3H]PDBubinding(%oftotalbinding}

CytosolEGTAExt.CHAPSExt.

Slices

None56.S±0.117.$±1.425.6±1.4

100μMNMDA56.5± 丶1.916.4±1.327.1±O.7

1m刪 【NMDA55.9±1.217・4±1.027.Q±0.9

Synaptosomes

None51.1±1.44.5±1.344.4±1.6

100wgNMDA50.8±1.14.1±0.945.0±1.4

1mMNMDA51.9±1.24.4±1.043.6±2.O

Synaptoneurosomes

None46.3±1.42.8±0.452.0±1.0

100uMNMBA39,1±1.1*4.7±0.3*56.2±1.0*

2mMNMDA35.4±1.0**5.8±0.3**58.8±0.7**

Valuesaremews±S.E.H.ofthreeexperiments。

Totalhomogenatebinding(pmoIJmgprotein)aredetermined:

Slices,8.38±0.54;Synaptosomes,6.44±0.57;

Synaptoneurosomes,6.26±0.34.

*P<0.05,**P<0.01versus _None.
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ま たモ ル モ ッ ト大 脳 皮 質 シナ プ トニ ュー ロ ソー ム に お け るNMDAの 用量 反

応 を検 討 した と こ ろ、100μ 籬以 上 の濃 度 で5-IO瓢 の有 意 なPKCの 移 動 が 認

め られ た。(Fig.8)

   Fig. 8. Dose response curve of NMDA—induced 

   translocation  of111PDBu binding sites in guinea pig 
   synaptoneurosomes. Synaptoneurosomes were incubated 

  for 10  min at  37 °C with several concentrations of 
  NMDA.  Cytosol, EGTA Ext. and CHAPS Ext. fractions 

  were prepared and then L3tl1PDBu binding to each 

   fractions was determined independently as described 
 previously. Results are shown as the percentage of 

 I3113PDBu binding in the each fractions to the total 
  binding. Values are means  ± S.E.M. of four 
   experiments. * P <  0.05, ** P < 0.01 versus control. 
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第2節 モ ル モ ッ ト大 脳 皮質 シナ プ トニ ュー ロ ソー ム に お け るNMDA

受 容体 刺 激 に よ るプ ロ テ イ ンキ ナーmacの 細 胞 内移 動 の機 構

前節 で 、 シナ プ トニ ュ ー ロソ ー ム の系 にお いて は 、成 熟 動 物 で もNMDA

受 容 体 刺 激 に よ るPKCの 移 動 が認 め られ る こ と力棚 らか とな った。 そ こで 、

特 にNMDA荊 激 に対 す る反 応 が大 き か っ たモ ル モ ッ ト大脳 皮 質 の シナ プ ト

ニ ュー ロ ソー ム に つ いて 、NMDA受 容体 刺 激 に よ るPKCの 移 動 の諸 性 質

を検 討 し た。

実 験 方 法

本 節 に お いて は 、 すべ てHardey系 雄 性 モ ル モ ッ ト(体 重300-500g)を

使 用 した。 モ ル モ ッ ト大 膳 皮 質 シナ プ トニ ュー ロ ソー ム の調 製 、反 応 及 び 各

分 画 の調 製 は第II章 第1節 の方 法 に従 い 、C3HIPDBu結 合 の測 定 は第1章 第1

節 の 方法 に従 って行 な っ た。

45Ca2+の 取 り込 み の測 定

モ ル モ ッ ト大 脳 皮質 シ ナプ トニ ュ ー ロ ソー ム 内へ の45Ca2+の 取 り込 み は 、

シ ナ プ トニ ュー ロ ソー ム をK認 にサ スペ ン ドし37℃ で5分 間 イ ンキ ュベ ー トし

た後 、1.3顱45CaCl2と 薬 物 を 添 加 して さ らに10分 間 イ ンキ ュベ ー トして行

な っ た。 反 応 の停 止 は 、 氷冷 し たlfl●HEFTAの 添 加 に よ って行 な い 、 ガ ラス

フ ィル ター で ろ過 して フ ィル ター の放 射 活 性 を測 定 した。

イ ノ シ トー ル リ ン酸 の測 定

イ ノ シ トー ル リン酸 の 蓄積 ぱ 、Dudek等 の方 法44}に 従 って 検討 した。 即 ち 、

シ ナプ トニ ュー ロ ソー ム に[3H亜yo-inosito正 を取 り込 ませ た後 、1Q認LiCI

存 在 下 に薬 物 と37℃ で20分 間反 応 し、5%ト リ クロ ロ酢 酸 の添 加 に よ り反 応

を停 止 させ た。 生 成 し た イ ノ シ トー ル リン酸 をBaudry等 の方 法45?で 定量 した。

実 験 結 果

成 熟 モ ルモ ッ ト大脳 皮 質 の シ ナ プ トニ ュー ロ ソー ム にお げ るPKCの 移 動

に 対 して 、 他 の 興奮 性 ア ミノ酸 受 容体 の ア ゴ ニ ス トの影 響 を検 討 した結 果 、

IOUuMのKAやQAで はPKCの 移動 は認 め られ な か った(Fig.9)。
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Fig. 9. Effect of excitatory amino acids on 

distribution of  f3111PDBu binding sites in guinea pig 
 synaptoneurosomes.  Synaptoneurosomes were incubated 

with 100 pM of each excitatory amino acids as 
described in Fig.  8. Results are shown as the 

percentage of  (3113PDBu binding in the each fractions 
to the total binding. Values are means  ± S.E.M. of 

four experiments. * P < 0.05, ** P < 0.01 versus 
none.
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ま た、 シナプ トニ ュー ロ ソー ム 内へ の45Ca2+の 取 り込 み に対 す る興 奮 性

ア ミノ酸 の影響 を検討 し た結 果 、GIuとNMDAに よ って のみ45Ca2+の

取 り込 み が 増 加 した(Fig.10)。

さ らに 、 近年 の イ ノ シ トール リ ン脂 質(PI)代 謝 系 と連 関 した興奮 性 ア

ミノ酸 受 容体 が 存 在 す る とい う報 告46-4δ 》に基 づ き、 モ ル モ ッ ト大 膕 皮 質 シ

ナプ トニ ュー ロ ソー ム に お け る イ ノ シ トー ル リ ン脂 質 代謝 系 へ の興 奮 性 ア ミ

ノ酸 の影 響 を検 討 した と こ ろ、45Ca2+の 取 込 の場 合 とは異 な り、NMDA

で は作 用 が み られ ず 、QAに よ って増 加 が み られ た(Fig.11)。

Fig. 10. Effect of excitatory amino acids on  45Ca2+ 
uptake into guinea pig synaptoneurosomes. 
Synaptoneurosomes were incubated for 10  min at 37  °C 
with 1.3 mM 45CaC12 in the presence of either 100 pM 

glutamate  (  ' ), 100 pM NMDA  (  ).  100 pM kainate 
      )  or 100 pM quisqualate  E ). Values are 

means  +  S.E.M. of four experiments. * P <  0.05, 
** P < 0.01 versus  none. 
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Fig. 11. Effect of excitatory amino acids on 

                                                                  - formation of E31111nositoI-1-phosphate in  guinea 
 pig synaptoneurosomes.  E  3IllInositol-labeled 

synaptoneurosomes were incubated for 20  min at 37 °C 
in the presence of either 100  AM glutamate  (  &'  ), 

 100 pM NMDA (  r4  ), 100 pM kainate (  fin ) or 100  pM 
quisqualate  (  J ). Values are means  ± S.E.M. of 
four  experiments. ** P < 0.01 versus none.

次 に 、 モル モ ッ ト大 脳 皮 質 シ ナ プ トニs-一 一ロ ソー ム にお け る冠MDAに よ

るPKCの 移 動 に対 す る、NMDA受 容 体Ca2+チ ャネル複 合 体 の阻 害薬 の

作 用 を検 討 した(Fig.12)。500,uMのAPVお よびketa凱ine、 そ して10凾

Mg2+に よ り、100μ 麗NMDAに よ るPKCの 移 動 は完 全 に抑 制 され た。

また この 系 に お げ るNMDAに よ るPKCの 移 動 に も外液 のCa2+に 対 す る

依 存 性 が 認 め られ た。 グ リシ ン の添加 は、若 干 のNMDAに よるPKCの 移

動 を促 進 させ る傾 向 を示 したが 大 きな 変 化 で は な か った(Fig.13)。
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Fig. 12. Effect of  NMDA antagonists on NMDA-induced translocation of 
 [3H]PDBu binding sites in guinea pig synaptosomes. Synaptosomes were 

 incubated for 30  min at 37  °C in the presence of  100 ft  M NMDA  (  A) 
with 10 mM  MgSO4  ('), 1 mM  ZnC12  (SI),  500 APV  (71) or  500AM 

 ketamine  (n), or in the presence of  10001 NMDA in  Ca'-free KR 
 buffer  (III). Values are means ±  S.E.M. of four experiments. 

 * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 versus None. 

 it P < 0.01,  ttt P < 0.001 versus 100  euM NMDA. 
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Fig. 13. Effect of glycine on NMDA-induced 
translocation  of3111PDBu binding sites in guinea pig 

 synaptoneurosomes. Synaptoneurosomes were incubated 
for 10  min at 37  °C with several concentration of 
glycine in the absence  (0 ) and presence (  C) ) of 100 

 pM NMDA. Results are shown as the percentage of  3
111PDBu binding in the each fractions to the total 

binding. Values are means  +  S.E.M. of four 
experiments. ** P < 0.01 versus control.
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第3節 興 奮 性 ア ミノ酸 受 容体 刺激 に対 す る膨 代 謝 改善 薬ibudiiastの 影 響

Ibudilast(KC-404)は 脳 代 謝 改 善作 用 を有 し49》、 同時 に抗 喘 息 作 用 も併

せ持 つ50.51}、 ユ ニー ク な薬 物 で あ る。 このibudilastの 作 用機 序 とLて 抗 喘

息 作 用 に つ い て は 、気 管 支 喘 息 メ デ ィエ ー ター で あ るleukotrieneD4に よ り

起 こ され るPI代 謝 促 進 を抑 制 す る こ とを見 い だ し、 既報523に お い て 明 らか

に して い る。駈ray錮a等53》 は 申枢 神 経 系 にお け るibudilastの 作 用 機 序 を追

求 す る過 程 で 、 モ ル モ ッ ト海 馬 切 片 に お い て電 気 刺 激 に よ り起 こ し たLlTP

一をibuditastが 増 幅 す る こ とを報 告 して い る 。 このLTPへ の関与 に着 日 して 、

NMDAに よるPxeの 移 動 を主 と して 、興 奮 性 ア ミノ酸 受 容 体刺 激 を介 し

た諸 反 応 に対 す るibudilastの 影 響 を、 モ ル モ ッ ト大 脳 皮質 シナプ トニ ュー ロ

ソー ム に お い て検 討 した 。

実 験 方 法

本 節 に お いて は 、すべ てHartley系 雄 性 モ ル モ ッ ト(体 重300-500g)を 使

用 した。 モ ル モ ッ ト大脳 皮質 シ ナプ トニ ュー ロ ソー ム の調製 、反 応 及 び 各 分

画 の調製 は第 豆章 第1節 の方法 に従 い 、[3HIPDBu結 合 の測 定 は第1章 第1節

の 方 法 に従 って 行 な った 。

シ ナ プ トニ ュ ー ロ ソー ムへ の45Ca2+の 取 り込 み 及 び イ ノ シ トー ル リン酸

の測 定 億第H章 第2節 の方 法 に従 って 行 な っ た。

実 験 結 果

NMDA受 容 体 刺激 に よ るPKCの 移 動 に対 して10μ 熱 のibudiiastは 影

響 しな か っ た(Table6)。 ま たibudHastはNMDAに よる シ ナプ トニ ュー ロ

ソー ム内 へ の45Ca2+の 取 り込 み(Table7)、 お よびGluに よるPI代 謝 促

進(Tahle8)に は 影 響 しな か っ た。
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Table6.EffectofibudilastonNgDA-inducedchangesof

distributionof[3H]PDSubindingsites

inmatureguineapigcerebralsynaptoneurosomes

[3H]PDBubinding(%oftotalbinding)

CytosolEGTABxt.CHAPSExt.

Control

Kane46.3±1.42.8±0.451.U±1.0

100μ 遷 短盟DA3g●1±1。1*4.7±0.3*56●2±1・0*

10μ 班ibudilast

done45.8±1.23.1±0.351.1±1.2

iOOuMNMDA38.9±i.4*4.4±4.2*56.7±i.4*

Valuesaremeans±S.E.M.ofthreeexperiments.

*P〈0.05,**P〈0.01versusNo丑e。

Table7.Effectofibudilaston45Ca2+uptake

inguineapigcorticalsynaptoneurosomes

4sCaz+uptake(nmoiJmgprotein/10min)

Contro11◎ μ 麓ibudilast

None5.63±Q.155.58±0.18

100μ 難N藍DA6.62±0.16*6.71±0.11*

40聽 難KC18.79±0.22***8.'88±{}.25***

Valuesaremeans±S.E.M.ofthreeexperiments.

*P{0,05,***P<0.001versusNone
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Table8.Effectofibudilastonformationofinositoi

phosphateinguineapigcorticalsynaptoneurosomes

IPAformation(fmol/mgproteinJ2Qmin)

Contro110μ 逓ibudilast

NoneO.38±0.060.41±0.Q8

100μ 瑟glutamate1.03±0.06**0.99±0。13*

Valuesaremeans±S.E.g_ofthreeexperiments.

*P<0.05,**P<0.01versusNone
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第4節 考 察 と小 括

考 察

成 熟 動 物 にお い て も、 シ ナプ トニ ュー ロ ソー ムの 系 で はNMDA受 容体 刺

激 に よ るPKCの 移動 が 起 き る こ と を明 ら か に した。 この こ とか ら第1章 の

ラ ッ ト海 馬 切 片 の系 にお いて 、1VMDA受 容 体 刺 激 に よるPKCの 細 胞 内 移

動 が 幼 若 動 物 で の み認 め られ 、 成 熟 動 物 で は認 め られ な か っ た原 因 は 、切 片

とい う実 験 系 に よる も ので あ る と考 え られ た 。

シ ナ プ トニ ュ ー ロ ソー ム ば 、HoliingsWOrth等42}に よ り見 い だ され た シ ナ

プ ス前 部 と後 部 を多 く含 む標 品 で あ り、彼 等 に よれ ば この標 品 の94x以 上 は

シ ナ プ ス前 部 で あ る シナ プ トソー ム と後 部 で あ るニ ュー ロ ソー ム 、 さ らに両

者 が接 合 した シ ナプ トニ ュー ロ ソー ム で 占め られ て い る。 ま た この 標 品 に お

い て ば ア ゴニ ス ト刺 激 に よ る アデ ニ レー トシ ク ラー ゼ の活 性 化42}、Cat+や

C1の 取 り込 み 増 加54・55}、 さ らにPI代 謝 の促 進55}が 認 め られ て い る。

本 研 究 に お いて 、NMDA受 容 体刺 激 に よ るPKCの 移 動 が シナプ トニ ュ ー

ロ ソー ムで 認 め られ た こ とは 、 成 熟 動 物 で の 興 奮性 ア ミノ酸 神 経 伝 達 の検 討

を行 な う際 に 、本 標 品 が 有 用 で あ る こ とを示 唆 して い る。 しか し、 シナプ ト

ニ ュー ロ ソー ム の調 製 は サ ンプル の ロ ス を若 干伴 うた め、幼 若 動 物 の海馬 等

の量 の少 な い組 織 に は不 向 きで あ り、実 験 目的 に応 じて選 択 す る必 要 が あ る

と考 え られ た。

ま た、成 熟 モ ル モ ッ ト大 脳 皮 質 か ら フ ィ コー ル密 度 勾配 遠 心法 に よ り調 製

し た 、 シナ プ ス 前 部 の み を多 く含 む標 品 シ ナ プ トソー ム にお いて は 、NMD

Aに よ るPKCの 移動 が 認 め られ な か っ た こ とよ り、NMDA受 容体 刺 激 を

介 し たPKCの 移 動 には シ ナプ スの後 部 の存 在 が必 要 で あ る と考 え られ た。

成 熟 モ ル モ ッ ト大脳 皮 質 シナ プ トニ ュー ロ ソー ム に お け る 、NMDAに よ

るPKCの 移 動 の性 質 を検 討 し た結 果 、APV、keta頗 駐eに よる拮 抗 と外 液

Ca2+に 対 す る依 存 性 が 認 め られ た。 第1章 で の幼若 ラ ッ ト海 馬 切 片 の場 合

と は異 な り、 こ の系 に お い て はMg2+に よ りNMDAの 作 用 は阻 害 され 、成

熟 動 物 に み られ るNMDA受 容 体Ca2+チ ャネル複 合 体 の性 質 と一 致 す る も

の で あ っ た 。 ま た グ リ シ ンにつ い て 董ま、若 干NMDAの 作 用 を増 幅 す る傾 向

が み られ たが そ れ ほ ど大 きな もので は な か っ た。 こ れ は グ リ シ ンの作 用機 序

がNMDA受 容 体 のNMDAに 対 す る親 和 性 を上 昇 させ る こ とに あ り、最 大

反 応 に は影 響 しな い こ と38)か ら、高 濃 度 のrlMDAを 用 い た今 回 の検 討 で は
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作 用 が現 れ に くい と考 え られ た。

と ころ で 興奮 性 ア ミノ酸 受 容 体 の多 くは 、 イオ ン チ ャネル とカ ップ ル して

い る と考 え られ て い るが56.57)、 近年PI代 謝 系 とカ ップ ル した も の の存 在

が報 告 され た46-48}。PI代 謝 の促 進 は 、生 体 内で のPKCの 活 性 化 物質 で

あ る と考 え られ る ジ ア シル グ リセ ロー ル(DG)と 、細 胞 内 のCa2+貯 蔵 部

位 か らのCat+の 遊 離 を引 き起 こす イ ノ シ トール3リ ン酸(IP3)を 増 加 さ

せ る。DGとIP3はPKCの 活 性 化 と密 接 に 関連 して い る こ と47・58.59》 か

ら、 モ ル モ ッ ト大 脳 皮 質 シナ プ トニ ュー ロ ソー ム に お げ る 、興奮 性 ア ミノ酸

受 容 体 の サ ブ タ イプ の ア ゴ ニ ス トに よ る45Ca2+の 取 り込 み と、PI代 謝 系

に対 す る影 響 を比較 検 討 した 。 そ の結 果 、45Ca2+の 取 り込 み につ いて 蔭ま、

GluとNMDAの み で増 加作 用 がみ られ 、PI代 謝 系 に対 して はGluと

QAの み に促 進 作 用 が認 め られ た。PKCの 移 動 に対 す る結 果 を考 え合 わ せ

る と、成 熟 モル モ ッ ト大 脳 皮質 シ ナプ トニ ュー ロ ソー ム にお け る、NMDA

に よ るPKCの 移 動 は 、PI代 謝 の促 進 を直 接 介 し た もので はな くaNMD

A受 容 体 の活 性 化 に伴 っ た外 液Ca2+の 流 入 に よ り引 き起 こされ て い る と考

え られ た。 またFig.9に おい て 、NMDAよ りも多 くのCa蟄 の シ ナプ ト

ニ ュ ー ロ ソー ム 内 へ取 り込 み を起 こ し たGluは 、Fig.8のPKCの 移 動

に お い て はNMDAよ り も小 さ な作 用 しか示 さな か っ た。 この こ とにつ い て 、

現 在 明 らか には され て い な い が 、NMDA受 容 体 以 外 に もCat+の 流 入 を引

き起 こす 受 容 体 が 存 在 して お り、Gluに よ るCa2+の 流 入 が そ の受 容 体 の

活 性 化 を介 して い る可能 性 も考 え られ た 。 ま た 、Glllよ りも さ らに 多 くの

Ca2+を シナ プ トニ ュー ロ ソー ム 内へ 流 入 さ せ るhighg+刺 激(第 斑章 第2節

Table10参 照)は 、デ ー タ に は示 さな い が有 意 なPKCの 移 動 を引 き起 こ さ

な か っ た こ と よ り、生 理 的 な 条 件 下 に お げ るPKCの 移 動 に は単 にCa2+の

流 入 だ け で な くNMDA受 容 体 自身 の 活性 化 が 必 要 で あ る の か も しれ な い。

脳 代 謝 改善 薬 で あ るihudilastは モ ル モ ッ ト大 脳 皮 質 の シナ プ トニ ュー ロ

ソー ム に お い て 、NMDA受 容 体 刺 激 に よ るPKCの 移 動 、NMDA受 容 体

刺 激 に よ るCat+の 取 り込 み 、 そ してGluに よ るPI代 謝 の促 進 作 用 に は

影 響 しな か っ た。Hirayama等53}に よ り報 告 され たモ ル モ ッ ト海 馬 切 片 に お げ

るibudilastのLTP増 強作 用 は 、NMDA受 容 体 の関 与 が 認 め られ て い る海

馬 のCA1野 に お け る も ので は な く、PI代 謝 系 と カ ップル した興 奮性 ア ミ

ノ酸 受 容 体 お よ び β一ア ドレナ リン受 容 体(β 一受 容 体)の 関 与 が 示 唆 され て

い るCA3劈 に お け る も ので あ っ た。 また 、 このibudilastk'よ るLTP増 強

作 用 が β一受 容 体 の ア ン タゴニ ス トに よ り阻 害 され る こ と も明 らか に され て い
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る。 デ ー タに は 示 さな い が 、モ ル モ ッ ト海 馬 切 片 に お い てibudilastが β一受

容 体 刺 激 に よ るcyclicAMPの 産 生 を増 加 させ る こと か ら、ibudHastのLTP

増 強作 用 は β一受 容 体 を介 した もので あ り、興 奮 性 ア ミノ酸 受容 体 へ の影響 捻

少 な い と考 えら れ た 。

小 括

1.モ ル モ ッ ト大 脳 皮 質 シナ プ トニ ュー ロ ソー ム に お いてNMDA受 容 体

刺 激 に よ るPKCの 移動 が認 め られ る こ とを成 熟 動物 の標 品 として は

初 め て明 らか に し た。

2.モ ル モ ッ ト大脳 皮 質 シ ナプ トニ ュー ロ ソー ム に お け るPKCの 移 動 は、

PI代 謝 系 の捉 進 を直接 介 し た もの で 毳まな く、NMDA受 容体 刺 激 に

よ る シナ ブ トニ ュー ロ ソー ム 内 へ のCa2+の 流 入 を介 す る こ とが示 さ

れ た。

3.脳 代謝 改 善薬ibudilastは モル モ ッ ト大脳 皮 質 シナ プ トニ ュー ロ ソー ム

に お いて 、興 奮 性 ア ミノ酸 受 容 体刺 激 を介 し た種 々の 反 応 に影響 しな

か っ たo
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第 皿 章 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼCの 細 胞

内 移 動 に お げ る 内 在 性Zn2+の

関 与

第1章 、第H章 に おい てNMDA受 容体 刺 激 とPKCの 細 胞 内移 動 の関 達

が 明 らか とな っ た。本章 に お い て は、NMDA受 容 体 とPKCの 関 連 に対 し

て 、 さ らに本 研 究 の も う一 つ の 目的 で あ るZn2+の 関与 を検 討 した。

第1節NMDAに よる プ ロテ イ ンキ ナー ゼCの 移 動 に対 す る

Zn2+キ レー ト薬TPENの 抑 制 作 用

中枢 神 経 系 に は高濃 度 のZn2+が 存 在 して お り17・ig・20・65)、 神 経 刺 激 に

応 εた シ ナプ ス か らの遊 離 や再 取 り込 み が認 め られ て い るby-e4)。Z--2+の

神 経 生理 学 的意 義 と して は 、興 奮 性 ア ミノ酸 神経 伝 達 へ の関 与i2_zs_ss_s7」

や 、PKCへ の影 響15-17)が 示 唆 され てい るが 、 そ の詳 細 は 瞬 らか で はな い。

そ こで 中枢 神 経 系で のZn2+の 役 割 と して 、NMDA受 容 体 荊 激 に よるP

KCの 移 動 に対 す る内在 性 のZn2+の 関 与 を、Zn2+に 極 め て高 い親 和 性 を

もつ 、膜 透 過性 の重金 属 イオ ン の キ レー ター で あ るN.A.N'.N'-tetrakis(2-

pyridyl匪ethyΩethy呈ene虚ia蹶i肥(TPEN)57)を 用 いて 検 討 し た。

実 験 方 法

本 節 に おい て は 、 すべ てHartley系 雄 性 モ ル モ ッ ト(体 重300-500g)を 使

用 し、第 亙章 第1節 に従 って モ ル モ ッ ト大 騒 皮 質 シ ナ プ トニ ュー ロ ソー ム の

調 製 、反 応 及 び 各 分画 の調 製 を行 な い 、[3田P冊u結 合 の測 定 は第1章 第1節

の 方 法 に従 って 行 な っ た。

シ ナ プ トニ ュー ロ ソー ム 内へ のTPENの 取 り込 み

モ ル モ ッ ト大 脳 皮質 シ ナ プ トニ ュー一ロ ソー ム 内へ のTPENの 取 り込 み は 、

シ ナ プ トニ ュー ロ ソー ム をIO分 間 、TPENも し くは そ の金 属 複 合 体 とイ ン

キ ュベ ー トし、第1章 第1節 の 方法 に従 って 各 分 画 を調 製 し た後 、TPEN

個 有 の255n皿 の波 長 の吸 収57》 を測 定 す る こ とで 行 な っ た。 サ ンプ ル 申 の核 酸

や 蛋 白質 に よ る影響 を考 慮 して 、蛋 白質 に よ る280n田 の波長 の吸収 を測 定 し、

255磁 に お け る吸収 との 比 を取 ってTPENの 濃 度 の指 標 と した。
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ま た1週 齢 のSprague-Daly系 ラ ッ ト(体 重10-15g)の 海 馬 切 片 に つ い て

は 、 第1章 第1節 に 従 い 、 反 応 、 各 分 画 の 講 製 を 行 な っ た 。 た だ し 、TPE

N及 び そ の 金 属 と の複 合 体 の 処 置 は 、 切 片 作 成 直 後 か ら1時 聞 行 な っ た後 、

薬 物 と反 応 さ せ た 。

実 験 結 果

モ ル モ ッ ト大 臆 皮 質 シ ナ プ トニ ュ ー ロ ソ ー ム を100μHのTPENと 共 に5

分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し て か らNMDAを 添 加 す る と 、TPEN処 置

後 で は 聾MDAに よ るPKCの 移 動 は 、 ほ と ん ど認 め られ な くな っ た(Fig.

14)。 ま た 、 予 めTPENを 同 濃 度 のZn2+と 混 合 し 、 両 者 の 複 合 体(Zn-

TPEN)を 形 成 さ せ る こ とで こ のTPENのNMDAに よ るPKCの 移 動

に 対 す る 抑 儲 作 用 は 消 失 した 。 こ れ に 対 してTPENをCa2+で 処 置 して も

TPENの 抑 制 作 用 は 変 化 し な か っ た 。1壷 のTPENと モ ル モ ッ ト大 脳 皮

質 シ ナ プ トニ ュ ー ロ ソ ー ム を イ ン キ ュ ベ ー トし た後 、 細 胞 質 と細 胞 膜 分 画 に

存 在 す るTPENに つ い て 、TPENに 特 異 的 な255nnの 波 長 の 吸 収57}を

測 定 し た 結 果 、 シ ナ プ トニ ュー ロ ソー ム 内 へ の 取 り込 み は 、Zn-OPEN

で もTPEN単 独 の 場 合 と 同 程 度 で あ っ た(Tabie9)。

Table9.IncorpolationofTPENanditszinccomplex

intoguineapigsynaptoneurosomes

OD255/OD280

CytosolCHAFSExt.

COntrol1.264±0.0050.875±0.000

1躡 麗TPEN1.281±0●003*0.905±0・005**

1mMZn-TPBN1.293±0.006**0.924±0.007**

ValuesareWeans±S.E.M.ofthreeexperiments.

*P<0.45,#*P<4.41versusControl
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Fig. 14. Effect of TPEN and its metal complexes on 

NMDA-induced translocation  of3H1PDBII binding sites 
in guinea pig synaptoneurosomes. Synaptoneurosomes 
were preincubated with 100  pM TPEN, Zn-TPEN or Ca-
TPEN for 5  min and then incubated in the presence 
(  ' ) or absence (  n ) of 100  pM NMDA for 10  min. 
Zn-TPEN and Ca-TPEN show mixtures of 100  pM TPEN and 
100 pM  ZnC12 or 100 pM CaC12, respectively, and these 
mixture were prepared 1 hr before the addition to 
synaptoneurosomes. Cytosol, EGTA-Ext. and CHAPS-Ext. 
fractions were prepared and then  0111PDBu binding to 
each fractions was determined independently as 
described  previously. Results are shown as the 
percentage of  (311)PDBu binding in the each fractions 
to the total binding. Values are means  ± S.E.M. of 
four experiments. 
* P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 versus none. 
t P < 0.05.  ft') < 0.01 versus control.



ま た、 幼 若 ラ ッ ト海 馬 切 片 に お いて も、切 片 をiOOuMのTPENで1時 間

処 置 す る こ とでNMDAに よるPKCの 移 動 に対 して、 モル モ ッ ト大脳 皮 質

シ ナ プ トニ ュー ロ ソー ム の場 合 と同様 の抑 戀 作 用 が 認 め られ た(Fig.15)。

Fig. 15. Effect of TPEN and Zn-TPEN complexes on NMDA-induced trans-
 location of  [3H]PDBu binding sites in immature rat hippocampal 

slices. Slices were preincubated with 100  gig TPEN and Zn-TPEN for 

60  min and then incubated in the presence (',) or absence  (r1) 
of 100  01 NMDA for 30  min. Values are means ± S.E.M. of four 

 experiments. * P < 0.05,  ** P < 0.01, *** P < 0.001 versus None. 
t P < 0.05,  ttt P < 0.001 versus control. 
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第2節TPENの 作 用 機 序 に 関 す る 検討

前節 に お い て 、NMDA受 容 体 刺 激 に よ るPKCの 移 動 を細 胞膜 透 過 性 の

Zn2+の キ レー ターで あ る?PENが 抑 制 し た こ とか ら、 そ の抑 制 作 用 の機

構 を検 討 した 。

実 験 方 法

本節 に お い て は 、すべ てHartley系 雄 性 モ ル モ ッ ト(体 重300-500g)を 使

用 した。 モ ル モ ッ ト大麟 皮 質 シ ナ プ トニ ュー ロ ソー ムの 調製 、反 応 及 び各 分

画 の調 製 は第 巫章 第1節 の方 法 に従 い 、[3H3PDBu結 合 の 測 定 は 第1章 第1節

の 方 法 に 従 って 行 な っ た。

Quin2の 蛍 光 測 定

Quin2の 蛍 光 に対 す るZn2+とTPEN7の 影 響 ば 、25μ 醒のQuin2

を含 むCa2+を 除 い たgSH溶 液 に10μHCaCl2を 加 え て蛍 光 を生 じ させ て 、

Z且2+お よ びTPENの 添 加 に よ る蛍 光 の変 化 を測 定 して 行 な っ た。 な お 、

Quin2に よ る蛍 光 は励 起 波 長339nn、 蛍 光 波 長492noで 測 定 した。

モル モ ッ ト大 脳 皮 質 シ ナブ トニ ュー ロ ソー ムへ の45Ca2+の 取 り込 み は 、

第 獲章 第2節 の方 法 に従 し丶 モ ル モ ッ ト大 朕 皮質 の細 胞 質 分 画 にお け るプ ロ

テ イ ンキ ナー ゼC活 性 の測 定 は 第1章 第1節 の方 法 に従 って 行 な っ た。

実 験 結 果

まず 、TPENのZn2+に 対 す る選 択性 を検討 し た。Caイ ンジ ケー ター

で あ るQuin2の 溶 液 にCa2+を 添 加 し発 生 させ た蛍 光 は 、Zn,2+の 添 加

に よ り濃 度 依 存 的 に減 少 し、 さ らに こ こにTPENを 添 加 す る と濃 度 依 存 的

にZn2+に よるmin2の 蛍 光 の減 少 を回 復 させ た(Fig.16)。
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Fig. 16. Effect of  Zn2' and TPEN on quin-2 fluorescence in solution.
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ま たTPENは100媚 の 濃 度 でNMDAやhighA+刺 激 に よ る シ ナ プ ト

ニ ュ ー一ロ ソ ー ム 内 へ のCa2+の 取 り 込 み に 影 響 し な か っ た(fiable10)。

TPENば モ ル モ ッ ト 大 脳 皮 質 可 溶 性 分 画 のPKC活 性 に は 影 響 し な か っ

た が 、Zn2+の 添 加 に よ り 抑 制 さ れ たPKC活 性 を 回 復 さ せ た(Table11)。

Table14.EffectofTPENon45Ca2+uptake

inguineapigcorticalsynaptoneurosomes

45Ca2+uptake(nmol/mgprotein/10min)

Control100μMTPEN

none5.63±0.155.77±0.17

100uMNMDA6.62±0.16*6.47±0.03*

40mMgCl8.79±0.22***8.93±0.11***

Valuesaremeans±S.E.M.ofthreeexperiments.

*P〈0.05,***P〈0 .001versusNone

Table11.EffectofTPENonproteinkinaseCactivity

ProteinkinaseCactivity

(nmolPi/mgprotein/3min)

Control『100μMTPEN

None3.51±0.113.59±0.40

100,ccMZnCIz2.11+_0.05***3.31±0.24

Valuesaremeans±S.E.M,ofthreeexperiments.

***P〈0.001versusN・ne,骨P〈0.01versusC・ntr・1
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第3節2髄 カ チオ ンに よ るプ ロテ イ ンキ ナ ーゼCの 移 動 に対 す る

TPENの 作 用

本章 第1節 、第2節 に おい て 、NMDA受 容体 刺 激 に よるPKCの 移動 に

対 す るTPE.Nの 抑 制 作 用は 細 胞 内Zn2+の キ レー トに よる こ とが 示 され た。

本 節 で は さ らに 、NMDA受 容 体 刺 激 を介 さな いPKCの 移 動 に お げ る内

在 性Zn2+の 役 割 を追 求 す る 目的 で 、TPENを 用 いて検 討 を行 な った。

実 験 方 法

本 節 に お いて は9す べ てHartley系 雄 性 モ ル モ ッ ト(体 重300-500g)を 使

用 し、第 蛭章 第1節 に従 って モ ル モ ッ ト大脳 皮質 シ ナプ トニ ュー ロ ソー ム の

調 製 、反 応 及 び 各分 画 の調 製 を行 な い、[3田PDBu結 合 の測 定 は第1章 第1節

の方 法 に従 って 行 な った 。

ホ モ ジネ ー トにお け る2価 カ チ オ ンの影 響 の検 討 は 、モ ル モ ッ ト大脳 皮 質

シ ナプ トニ ュー ロ ソー ム を調 製 後 反 応 せ ず に ホ モ ジ ネー トし、2価 カチ オ ン

を加 えて37℃ で10分 問 イ ンキ ュベ ー トして か ら遠 心 分 離 を行 なL丶 以後 は 第

1章 第1節 の方 法 に従 って 各分 画 を調 製 した 。 な お 、過 剰 の2価 カ チ オ ンは

[3田PDBu結 合 に 影響 を与 え る童6・69}た め 、SephadexG-25カ ラム を 用 い て除 去

した後 、[3田PDBu結 合 を行 な っ た。

実 験 結 果

カル シ ウム イ オ ノ フ ォ アA23287に よ りモル モ ッ ト大 脳皮 質 シナ プ トニ ュー

ロ ソー ム 内 へ の非 生理 的 なCa2+の 流 入 を起 こ し、PKCの 移 動 を検討 し た

と こ ろ、A23187は 濃 度 依 存 的 にPKCの 移 動 を引 き起 こ した。mOμ 嫉のTP

ENの 添 加 は このA23187に よるPKCの 移 動 を若 干 抑 制 した(Fig.17)。

ま た、PKCの 移 動 に お け るCa2+お よびZn2+の 影 響 を よ り明 確 にす る

た め に 、 シナプ トニ ュー ロ ソー ム をホ モ ジ ネ ー トし たも の につ い て検 討 した

と こ ろ 、Cat+及 びZn2+の 添 加 に よ りPKCの 移 動 が濃度 依存 的 に生 じた

(Fig.i$、19)。 ホ モ ジ ネー トに お いてtOQuMCat+と500μ 藪Zn2+に よ

り引 き起 こさ れ た 同程 度 のPKCの 移 動 に対 して 、TPENの 作 用 を検 討 し

た結 果 、Zn2+に 対 して は濃 度 依 存 的 にPKCの 移 動 を抑 制 したが 、Ca2+

に対 して の作 用 は500μ 醒の濃 度 に お い て も認 め られ な か った(Fig.20)。
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Fig. 17. Effect of TPEN on dose response curve of 

A23187-induced translocation of  0111PDBu binding sites 
in guinea pig  synaptoneurosomes.  Synaptoneurosomes 
were preincubated with ( 0 ) or without (  $ ) 100 pM 
TPEN for 5  min and then incubated with several 
concentration of A23187 for 10  min. Results are shown 
as the percentage of  13111PDBu binding in the each 
fractions to the total binding. Values are means ± 
S.E.M. of four experiments. * P <  0.05. ** P <  0.01, 
*** P  < 0.001 versus none.  t P  <  0.05,  tt P < 0.01 
versus control.

 -40-



 Fig.  1  8  Fig.   1  9 

 Fig. 18. Effect of  Ca' and TPEN on distribution of  [3H]PDBu binding 

sites in guinea pig cerebral homogenate. Homogenate was incubated 
for 10  min at 37  °C in the absence  (0) or presence  (C)) of  100gM 

TPEN with several concentration of  CaCl2. Values are means ±  S.E.M. 
of four experiments. * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 versus 

 None. 

Fig. 19. Effect of  Zn24- and TPEN on distribution of  [3H]PDBu binding 
 sites in guinea pig cerebral homogenate. Homogenate was incubated 

 for 10  min at 37  1: in the absence  (41) or presence  (0) of  100g  M 

 TPEN with several concentration of  ZnC12. Values are means ±  S.E.M. 
 of four experiments. ** P < 0.01, *** P < 0.001 versus None. 

   P  < 0.05 versus control. 
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Fig. 20.2+            Ef feetof TPEN on Ca2+- or Zn-induced 
translocation of  I3H1PDBu binding sites in guinea  pig 
cerebral homogenate. Homogenate was incubated for 
10  min at  37  °C in the absence ( or presence of 
100 pM CaCl2  t  41  ) or 500 pM ZnC12 (  Q ) with several 
concentration of TPEN. Results are shown as the 
percentage of  0111P013n binding in the each fractions 
to the total binding. Values are means  ± S.E.M. of 
four experiments. 

 * P < 0.05, ** P <  0.01, *** P < 0.001 versus none. 
 t P <  0.05,  ft P <  0.01,  ift P < 0.001 versus 0 pM 

TPEN.
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単 独 で はPKCの 移 動 を起 こ さな い10μ 穫のZn,2÷ をホ モ ジネ ー トに添 加 す

る と、10μ 雑のCat+に よ るPKCの 移 動 を増 強 し、TPENの 添 加 は この移

動 を完 全 に阻 害 した(Fig.21)。.

齟

   Fig. 21. Effect of TPEN on  Ca2+- and  Zn24.-induced 
   translocation of  0111PDBu binding sites in guinea pig 

   cerebral homogenate.  Homogenate was incubated for 10 
 min at  37.°C in the presence  (VA) or absence  (ri) of 
   10 pM CaC12 with 10 pM  ZnC12 or 10  pM TPEN. Results 

   are shown as the percentage of  O111PDBu binding  in the 
   each fractions to the total binding. Values are 

   means  ± S.E.M. of four experiments. 
  ** P < 0.01 versus none.  t P < 0.05 versus 10 pM 

 ZnC12. 
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第4節 考 察 と小括

考 察

Zn2+は 神 経 系 にお い て 、Na+、K+、Mg2+に つ いで 多 く含 まれ る金 属

イ オ ンで あ り70)、 その 神 経 組 織 で の濃 度 は報 告 者 に よ って 若 干 の 差 が あ る も

の の 、 お よそ200-300μH程 度 と計 算 され て い る17}。 ま た、Zn2+は 海 馬 の 苔

状 纏 維 終 末 に代 表 され る よ うに 、神経 終 末 に 局 在 して お り、神 経 刺 激 に よ り

シ ナプ ス 悶 隊へ 遊 難 す る こ とや再 取 り込 み され る こ と等60-65}が 報 告 され て

い る。Zn2+の 欠乏 に よ る神 経 系 の発 達 不 良71)や 学 習 獲得 障害72}が 認 め ら

れ る こ とな どか ら、Zn2+の 神 経 系 に お げ る機 熊 的 役 割 が注 目 され て い る が

そ の詳 細 は不 明 で あ る。近 年 の 様 々な研 究 に よ り、Zn2+がNMDA受 容 体

を阻 害 す る22)な ど興 奮 性 ア ミノ酸神 経 伝 達 へ の関 与 が明 ら か に され て い るが 、

giharm73}は 、 ラ ッ ト海 馬切 片 か らの[3田Gluの 遊 離 をZn2+が 阻害 す る

こ とを報 告 して い る。 ま た 、Zn2+の 多 くは細 胞 内 に お いて 、 その 結 合蛋 白

質 と結 合 した形 で 存在 してい る と考 え られ る が 、Baba等13)はNMDAに よ り

結 合 蛋 白質 か らのZn2+の 遊 離 が促進 され る こ と を明 らか に して おht興 奮

性 ア ミノ酸 受伝 達 とZn2+の 関 連 は ます ます深 くな って い る 。

と ころ でi最 近 明 らか に され たPKCの 一 次 構 造 中に はCys一 残 基 の繰 り

返 し構 造 、 いわ ゆ る"DNA-zincfinger"と 呼 ば れ るZn2+の 結 合 構 造 に類 似

し た部 分 が 存在 す る こ とが知 られ て お り14}、 ま たZn2+に よ りPKC活 性 が

制 御 され て い る可能 性 も示 唆 され て い る15-17)。 さ らにCser戡ely等1$》 はT

リ ンパ球 にお い てPKCの 移 動 に内在 性 のZn2+が 必 須 で あ っ た と報 告 して

い る。

これ ら の こ とか ら 、本 研 究 の 目的 で あ るNMDA受 容 体刺 激 、PKCの 活

性 化 、 さ らk'Zn2+の 関 与 を明 らか に す る 目的 で 、NMDA受 容 体 刺 激 に よ

るPKCの 移 動 に対 す る 内在 性Zn2+の 影 響 を、膜 透 過 性 の重 金 属 の キ レー

ター で あ るfiPENを 用 いて検 討 し た。 そ の結 果 、TPENに よ りPKCの

移 動 が 阻 害 さ れ 、 その抑 制 作 用 は 、細 胞 内Zn2+の キ レー トに よる こ とが 示

さ れ た 。

ま た 、A23187k'よ る非 生 理 的 なCa2+の 流 入 を介 し たPKCの 移 動へ の 、

Zn2+の 関 与 が示 され た こ とか ら、PKCの 移 動 にお け るCa2+とZn2+の

関 係 を シ ナプ トニ ュ ー ロ ソー ム を ホ モ ジ ネー トした も の につ い て検 討 した 。

A23187に よ る シナ プ トニ ュ ー ロ ソー ム 内で のPKCの 移 動 に お いてTPEN

I<



の効 果 が み られ た の に封 して 、 ホモ ジ ネー トにお い てCa2+の 添 加 に よるP

KCの 移 動 にTPENが 作 用 しな か っ た理 由 は 、内 在性 のZn2+ぶ 希 釈 に よ

る と考 え、単 独 で は そ れ ぞ れPKCの 移動 に大 きな 作 用 を持 たな いZn2+と

Ca2+の 相 互 作 用 を検 討 した結 果 、以 下 の こ とぶ示 唆 され た。

Zn2+は 高 濃 度 で は単 独 でPKCの 移 動 を引 き起 こ し、生 理 的 な濃 度 で は

低濃 度 のCa2÷ 、す な わ ち生理 的 な刺 激 に よ り、細 胞 内 で上 昇 し得 る程 度 の

Cap+に よ るPKCの 移 動 を増 強 して い る と考 え られ た。

第1章 の幼 若 ラ ッ トの海 馬 切 片及 び 、第II章 の成 熟 モ ル モ ッ ト大 脳 皮質 シ

ナ プ トニ ュー ロ ソー ム を 用 い た検 討 に お い て 、NMDA受 容 体Cat+チ ャ ネ

ル複 合 体 を阻害 す る と され る濃 度 のZn2+はNMDA受 容体 刺 激 に よ るPK

Cの 移動 に影響 を与 えな か った 。 この こ とにつ い て 冨eiss等74}は 、Zn2+は

NMDA受 容体 を阻 害 す る に もか か わ らず 、NMDA受 容 体 とカ ッ プル し た

イ オ ンチ ャネル を通 って 翹 胞 内 に取 り込 まれ る可 能 性 を示 唆 して い るので 、

神 経 刺 激 に よ り神 経 終 末 よ り遊 離 したZn,2+は シナ プス後 部 へ 取 り込 まれ 、

内部 のZn?+を 増 加 させ 、Caむ に誘 導 され るPKCの 移 動 を増 幅 して い る

と考 え られ た。

小 括

1.NMDA刺 激 に よ るPKCの 移 動 を重 金 属 の キ レー ト薬TPENが

抑 制 す る こ とが明 らか とな っ た。

2.TPENの 抑 鋼 作 用 は 内在 性Zn2+の キ レー トに よ る と考 え られ た。

3.Zn2+は 高 濃度 に お いて は単 独 でPKCの 移 動 を引 き起 こ し、 生理 的

濃 度 で は 、Ca2+に よ るPKCの 移 動 を増 強 して い る こ とが 示 唆 され

た。
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総 括 と 結 論

総 括

申枢神経 系においてGluや アスパ ラギン酸な どの興奮性 ア ミノ酸は神 経

伝達物質 と して働 き、学習や記憶等の高次の神経機 能に関連 している と考 え

られてい る56.75》 。また、PKCは 中枢神経系 に多 く含 まれ、神経 機能へ の

関与が知 られて お り、Zn2+に ついて も同様 に神経機能 におけ る重要性 が示

唆 されて いる。本研究 の主 目的 は、興奮性 ア ミノ酸受容体、中で もNMDA

受容体 とPKCの 活性化 、さらにZn2+の3者 の関連 を明 らかにす ることで

あ った。 その結 果、PKCの 活性 化に伴 った細胞質 か ら細胞 膜への移 動が、

NMDA受 容体刺激 によ り生 じること、 そして このPKCの 移動には内在性

のZn2+が 必要 であるこ とを明 らかに した。 またこのNMDAに よるPKC

の移 動は、NMDAタ イプの興奮性 ア ミノ酸 受容体刺激 を介 したCat+の 流

入に依存 してお り、PI代 認系 を直接介 したもので はなかった。NMDAに

よるPKCの 移 動は、幼若期 の動物 において特 に顕著であ り、発育 に伴 い減

少 してい る と考 えられたが、成熟期 において もこの現象ぱ確認 で きた。近年

の報告76-78)に お いて、興奮性 ア ミノ酸受容体刺激 によるPKCの 移動は、

幼若 ラッ ト小脳 か ら培養 した顆粒細胞 でのみ認 め られてお り54}、 成熟動物 に

関 しては いずれ も否定的であ った55.56}。 本研 究で も、成熟動物 にお いて切

片 、シナプ トソー ムの系では、NMDA受 容体刺激 に よるPKCの 移動は確

認 で きなか ったが、シナプ トニ ュー ロソームの系で成熟動物では初 めてNM

DAに よ るPKCの 移動 を明 らかに し、 シナプ トニ ュー一ロソームが興奮性 ア

ミノ酸神 経伝達 の検討 に有用で あるこ とを示 した。

本研究 で明 らかにされ た結果 と、既 に明 らかにされている知見よ り、興奮

性 ア ミノ酸神経伝達 におけるPKCとZn2+の 関与 をまとめ、Fig.22に 図

示 した。神経の興奮 によ り電位依存性Cat+チ ャネル を通 ったCaz+は 、 シ

ナ プス前部 からのGluの 遊離 を起 こし、 このGluは シナプス後部 にお い

て 、イオ ンチ ャネル とカ ップル したQAタ イプやKAタ イプの受容体 と結合

して脱分極 を起 こす。成 熟動物 の場合 、生理 的条件下でNMDAタ イプの受

容体 は、細胞外液 に存在 す るMgt+に よ り膜電位 に依存 した阻害 を受 げて い

るが、QAやKAタ イブ受容体 を介 した脱分極 によ り、Mg2+の 電位依存性

の抑制 は解除 される。 また幼若 動物 の場合は、QA、KA受 容体 は余 り発現

してお らず 、Mgt+に 非感受性 のNMDA受 容体が多 く認 め られて い る。
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Fig. 22. Schematic diagram of excitatory amino acid neurotransmission.

そ してGIuがNMDA受 容 体 を刺 激 す る と外 液 か らCa2+の 流 入 を引 き起

こ し、Ca2+依 存 性 酵 素 の活 性 化 やPKCの 細 胞 質 か ら細胞 膜へ の移 動 、活

性 化へ と至 るが 、 このPKGの 移 動 に は 内在 性 のZn2+が 必 要 とされ る。 ま

た 、PI代 謝 系 とカ ップ ル したQAタ イプ受 容 体 の 活性 化 は 、ボ ス ホ リパ ー

ゼC(PLC)に よるDGとIP3の 産 生 を増 加 させ 、PKCの 活 性 化 や細 胞

内Cat+貯 蔵 部 位 か らのCa2+の 誘 導 を引 き起 こ し、 これ らの セ カ ン ドメ ッ

セ ンジ ャー 系 を介 して細 胞 内部 へ と債 報 が伝 達 され て い る と考 え られ た。

さ らに 、 シ ナ プ ス前部 の興奮 は 同 時 に、Zn2+の 遊離 を も引 き起 こす が 、

シ ナプ ス 問隙 へ 遊 難 され たZI32+は 、 シ ナプ ス 前 部 に対 してGluの 遊 離 を

制 御 し、 また シナ プ ス後 部 に取 り込 ま れ て 、 内在 性 のZn2+を 増 し、PKC

の移 動 を促 進 して い る と考 え られ た。 そ して シナ プ ス後 部 に 流 入 したCa2+

に よる活 性 化 を受 け た 、Cat+依 存性 酵 素 に よ り逆 行性 伝 達 物質 が産 生 さ れ 、

シ ナプ ス 後 部 か ら シナプ ス前 部 へ と逆 行性 に刺 激 が 伝 わ り、 シナプ ス前 部 で

もZn.2+依 存 性 にPKCの 移 動 、 活 性 化 が 生 じる。 このPKCの 活 性 化 を 介

してGluの 遊 離 が促 進 され 、 長期 問 に わ た る刺 激 の維 持 に よ りLTP等 の

現 象 に至 る と考 え られ た。
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結 論

1.幼 若期 の ラッ ト海馬切片 にお いてNMDA受 容体刺激 によ り細胞内へ

のCa2+の 流 入を介 して、PKCの 細胞質 か ら細胞膜へ の著名 な移動

が生 じる ことを明 らかに した。

2.モ ルモ ッ ト大脳皮質 シナプ トニ ュー ロ ソーム においてNMDA受 容体

刺 激 によるPKCの 移動 が認 め られ る ことを成熟動物で初 めて明 らか

に し、この標品の有用性 を示 した。

3.中 枢神経 系におげるPKCの 細 胞内移 動に内在性 のZn2+が 必須であ

る ことを明 らかに した。
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