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論文内 J::::. 
Eヨ容の要

〔実験目的〉

副腎髄質ホノレモンであるカテコーノレアミン (CA) は細胞内では特定の頼粒 (CA 含有頼粒，クロー

ム親和性頼粒)中に貯蔵されている。そしてそこから遊離(分泌)されて始めて生理的に重要な作用

を発揮するものである。この CA の遊離機構に関しては副腎濯流実験や副腎髄質切片を用いた多くの
+ト

実験成績からアセチーノレコリン (ACh)，高濃度 K+ により CA 遊離が起る際には medium 中に Ca
件

の存在が必要であり， Ca の inf1ux が生ずること， 膜の安定剤として知られる cocaine などにより

* 阻害されるという実験成績から刺戟ー遊離(分泌)連闘が想定され， 乙れに Ca が coupler として

重要な役割を演じていることが示唆されている。そこで本論文では副腎髄質から分離した CA 含有頼

* 粒を用い主として Ca の働きを中心に該頼粒からの CA 遊離機構について検討を加えた。 亦一方

serotonin, histamine, tyramine なども副腎髄質から CA を遊離させることが知られており，従って

乙れらアミンによる CA 遊離の機構についても細胞レベノレ，頼粒レベノレで検索を試みた。

仁実験方法〕

主としてウシ副腎髄質を用い， 細胞レベノレの実験ではその切片を作製しこれを Locke 液に浮旋さ

せ CA 遊離を検索した。穎粒レベノレの実験では副腎髄質ホモジェネートからミリポアフイノレターによ

り等張煎糖溶液中で CA 含有穎粒を分離しこれを等張 KCl 溶液中に浮辞させ頼粒からの CA 遊離

について検索した。 また該頼粒への CA の取り込みをあわせ検する際には 14C-アドレナリンを使用

した。 CA の定量は水酸化アノレミニウム吸着後 ethylenediamine 縮合法によった。 CA 含有頼粒に存

在する ATPase 活性は ATP を基質として遊離された無機燐を， dopamine-゚-oxidase (DA-゚-oxiｭ

dase) 活性は tyramnie を基質として生じた octopamine をそれぞれ定量することにより測定した。

CA 含有頼粒からの DA-ß-oxidase の精製は Kaufman， Goldstein らの方法に準じておこなった。
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〔実験成績〕
+十

① 分離された CA 含有頼粒からの CA 遊離は Ca (0.2mM-2mM) の添加により促進された。ま
4十+t

た ATP (4mM) ・ Mg (2mM) によっても著しく促進された。 ATP ， Mg それぞれ単独では殆んど
十+

影響なく， ATP と Mg の濃度比が約 2 : 1 の時，頼粒からの CA 遊離が最も著明であった。
十十

② ATP.Mg Iとより頼粒からの CA 遊離がみられる際には頼粒膜に存在する ATPase の活性化

が認められた。 SH-阻害剤である N-ethy lmaleinimide (NEM) によりこの ATPase 活性を阻害す
+t +十

れば同時にに ATP.Mg よる頼粒からの CA 遊離も亦阻害をうけた。 一方 ATP.Mg により

14C_アドレナリンの頼粒への取り込みも増強されるが，これも NEM により阻害された。
+十件

( ATP.Mg による頼粒からの CA 遊離には反応液中に混在する微量の Ca の関与している可
十+

能性が考えられるので， この Ca を除去する目的で EGTA を添加した。 EGTA により ATp.
十十

Mgによる頼粒からの CA 遊離は強く阻害された。 また同時に頼粒膜 ATPase 活性も阻害さ
+t +t 

れ， この阻害は Ca の添加により回復した。 しかし ATP.Mg による 14C_ アドレナリンの頼
+ト

粒への取り込みは NEM の場合と異り EGTA により増大した。 従って Mg の存在下， 頼粒膜
+t 

ATPase 活性は微量の Ca (10- 4M 以下)により増強され， これが頼粒からの CA 遊離と関連性

を持つものと思われる。
4十件

④ Ca 或は ATP.Mg により頼粒からの CA 遊離が起る際には同時に頼粒膜に局在する DA-ß-

oxidase 活性の上昇が認められた。乙の乙とは頼粒での CA 遊離と生合成の共事)ßを示唆するものと

して興味深い。
+t 

③ 低張処理 lとより頼粒構造を破壊した後ではもはや Ca による DA -ß-oxidase の活性上昇は認め
件

られなかったが， ATP.Mg による該酵素活性の上昇は尚著明に残存した。

⑤ 頼粒を低張処理後，その頼粒膜分画からエマノレゲン 808 処理， 硫安分画， DEAE セノレローズで

DA-ß-oxidase の精製を試み， ATP ase 活性をもたない DA-ß-oxidase 標品を得た。乙の標品で
件

は ATP.Mg による DA-ß-oxidase 活性の上昇は認められなかった。 しかし乙乙に ATPase 活
+t 

性を有する蛋白の分画を添加すれば ATP.Mg による DA-ß-oxidase 活性の上昇は再現した。こ

のことは頼粒膜に存在する DA-ß-oxidase 活性は共存する ATPase の活性と密接なる関連のある

ことを示唆するものとして興味深い。

⑦ また一方 serotonin， histamine, tyramine 等は副腎髄質切片からの CA 遊離を著しく促進した。
件

しかしこの場合には， ACh，高濃度 K+ による切片からの CA 遊離とは異り， 外液に Ca の存在

は必ずしも必要ではなかった。またその作用が最大に発現するためには一定の時間(約 6 分〉を要

した。従ってこれらアミンによる CA 遊離の機序は ACh， high K+ とは性質を異にするものと思

われる。また分離した CA 含有頼粒からの CA 遊離にはこれらアミンは著明な影響を与えなかっ

ナこ。

@ serotonin, histamine, tyramine による髄質切片からの CA 遊離は cyclic AMP の分解酵素

phosphodiesterase の阻害剤である theophylline 添加により増強された。 theophylline 自身によ

っても軽度ながら CA 遊離が認められた。

① 髄質切片からの CA 遊離は cyclic AMP 及び dibutyryl-cyclic AMP により促進され， この

nu 



作用は theophylline により増強された。

( cyc1ic AMP は分離した CA 含有頼粒からの CA 遊離にはそれ自身，殆んど影響をもたなかっ
+ト

たが ATP.Mg による頼粒からの CA 遊離を増強した。

〔総括〕
+十+十

1 )副腎髄質から分離した CA 含有頼粒からの CA 遊離に Ca 或は ATP.Mg により著しく促進

* * される。 ATP.Mg による CA 遊離には微量の Ca の関与が考えられる。

* * 11) Ca 或は ATP.Mg により頼粒からの CA 遊離が起る際には頼粒膜に存在する ATPase 活性の

上昇， DA-ß-oxidose 活性の上昇が認められる。

1ll) serotonin, histamine, tyramine は副腎髄質切片からの CA 遊離を促進するが，この場合， ACh, 

* 高濃度 K+ による CA 遊離とは異り， 外液中の Ca の存在は必ずしも必要ではない。 これらア

ミンによる CA 遊離には cyclic AMP が関与していることが示唆された。

論文の審査結果の要旨

副腎髄質ホノレモンの遊離機構については未知の問題が多く，特に髄質頼粒からの遊離機構に関して

は過去に少数の報告をみるにすぎない。本論文では頼粒からのカテコーノレアミン遊離機構を詳細に検

* 索し， カテコーノレアミン遊離における微量の Ca の重要性を指摘し， 又頼粒に認められる諸変化を

酵素学的なレベjレで追求しカテコーノレアミンの遊離と生合成の共事)Ëを示唆している。更に副腎髄質か

らの CA 遊離には cyclic AMP の関与する機構もあることを示唆し，これらに基づいてカテコーノレ

アミン遊離機構の作業仮説を提出しており，興味深く，かっ今後の各種ホノレモンの研究に一つの方向

を示す論文であると思われる。
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