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論文内容の要旨

緒 一=三下1

近年になり， von Muralt により thiamine リン酸エステルが補酵素としての役割以外に，神経組織に

むいて神経伝達に関与する可能性が示された。以後，この仮説を支持する多くの研究がなされている

が，いまだ完全に解明されてはいない。

最近になり，中枢神経系での thiamine triphosphate (TTP) の欠損症としての亜急性壊死性脳脊髄炎

の発見，更には，神経活性物質による神経膜分画からの脱リン酸化された thiamine の遊離，等の事実

により，神経組織でのリン酸化された thiamine の牛.理的意義が注目されてきた。以来，多くの研究が

なされているがこの現象の生化学的解明，その機作についてはいまだ不明の点が多い。

生体内においては， thiamine は大部分が thiamine diphosphate (TDP) として存在し， この分解酵素

thiamine diphosphatase (TDPase) の性質については，以前から多くの研究がなされてきた。一方， T 

TP を分解する酵素 thiamine triphosphatase (TTPase) については，ごく最近にその存在がみいだされ

たのみで，その諸性質，活性に変動を与える物質，更には，その生理的意義については何ら判明して

いない。

以 kのことから，著者は神経系での thiamine の生理的意義を追求する研究の一・段階として， TTPｭ

ase を中心に thiamine 代謝酵素の諸性質，並びに神経機能との関連を明らかにしていくことが必要と

思われ，本研究に着手した。

第 I 章 ラット脳 TTPase ， TDPase の諸種性質

まず"， TTPase , TDPase の細胞内分布，反応の特異性並びに基礎的性質の検討を行なった。
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ラット脳の細胞画分において， TTPase は後述する様に， soluble なものと， membrane-associated 

なものの 2 種類が存在し， membrane-associated TTPase は，核， ミクロゾーム分画に活性が高く，

soluble TTPase は上清分画にその活性が高かった。一方， TDPase 活性はミクロゾーム分画に高い活

性がみとめられた。又，肝については， TTPase , TDPase 共に脳における分布とほぼ同じであった。

従って，以下の実験には TDPase としてはミクロゾーム， TTPase ミクロゾーム，上清分画を用いた。

種々の pH 値での TTPase 活性の分布をみると， microsomal TTPase については pH6.5 と pH7.8

に二つのピークがみとめられ，一方， soluble TTPase では pH8. 5~9.0 にひとつのピークがみとめら

れた。次に， microsomal nucleoside triphosphatase の pH 分布を inosine triphosphate を基質として検

討すると， pH 8. O~8. 5 にひとつのピークがみられるのみで明らかに TTPase の場合と異なっていた。

又，部分精製した soluble TTPase について基質特異性を検討したが TTP に特異的であった。

次に， TTPase 反応の生成物の直接定量から Pi のモル遊離量と， TDP のモル生成量とが一致して

おり， TMP の生成はみられず一段階の脱リン酸反応であることが判明した。

TTPase の 2 価カチオン要求性については， soluble TTPase は Mg++ (最大活性 :6mM) によって活

性化をうけるが， microsomal TTPase は Mg++，あるいは Ca++ (最大活性: 3mM) でも活性化がみら

れた。又， soluble TTPase と microsomal TTPase の違いのひとつとして， soluble TTPase のみが生

理的濃度の Ca++で、著明な活性阻害をうけることが明らかとなった。一方， microsomal TDPase の 2

価カチオン要求性については， Ca++ , Mn++ , Mg+十の順に活性化をうけることが判明した。

以上のことから，ラット脳 TTPase には性質の異なる soluble TTPase と membrane-associated

(microsomal) TTPase の二種類が存在することがみとめられた。又， TTP の代謝が Ca++ によって調

節される可能性が示された。

第 E章 TTPase , TDPase に対する薬物の作用

最近，神経活性物質による神経膜分画での TTP ， TDP の脱リン酸化の促進を示唆する知見，ある

いは亜急性壊死性脳脊髄炎にむける TTP の欠損を示す知見，等から神経系にむける活性な型の thi­

amme として TTP が注目されているが， TTPase , TDPase に対し共に作用する条件，あるいは神経

活性物質はみいだされていない。そこで本章では，種々の条件あるいは薬物の投与の TTPase ， TDPｭ

ase 活性に対する作用を in vivo と iη vitro で検討した。

まず in vivo にむいて， thiamine 欠乏， DL-methamphetamine, chlorpromazine の投与により， ラッ

ト脳 TTPase 活性の有意の変化が惹起されたが， reserpine では影響されず\現時点でこれら薬物に

よる機能変化を酵素活性の変動の関連は不明である。又， insulin 投与，絶食等の実験から，脳及び肝

TTPase は cholinergic な因子によっても変動しないことが確認された。

次に ， in vitro で種々の神経活性物質の作用を検討した。 Microsomal TTPase , TDPase 共に ace­

tylcholine , noradrenaline , tyramine , diphenylhydantoin 等によって活性変動をうけなかった。そこで次

に， 一般に膜の ATPase を阻害することの知られている chlorpromazine (CPZ) の作用を検討した。

CPZ は， O. 25~ 1. OmM にむいて soluble 及び microsomal TTPase を 20~70%阻害し，逆に TDP­

ase に対しては O.125~O. 5mM の濃度において 20~180% もの著明な活性化を惹起することが明らかと
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なつた O 一方， ミクロゾ一ムの分画の

a蹴S艶e に対する CPZ 類似の作用は im町mi恥p戸pram町mm山nn廿ine問l陀e ， desipramine でもわずかにみとめられた。更に CPZ は TT

Pase に対して非括抗阻害を示し， TDPase については Vmax の約 3 倍の増加とそれに伴った Km の減

少を惹起した。

以上のことから， TTPase , TDPase は非常に活性変動の捉え難い酵素であるが，多くの神経活性

物質の中で，膜に作用しその機能を変えるといわれている CPZ により TTPase 活性は抑制され， T 

DPase は活性化されるという興味ある事実が判明した。 CPZ は多くの酵素系に対し，阻害作用を有

するが，代謝上隣接する二つの酵素に全く逆の作用を及ぼす例は thiamine phosphatases にむいて初め

てみとめられたものである。

第田章 ラット脳ミクロゾームにおける TDPase ， TTPase の存在形式 (TTPase ， TDPase に対す

る CPZ の作用機作)

一般に CPZ の作用点は細胞膜，頼粒膜にあるといわれており，膜蛋白の立体構造の変化，あるい

は脂質部分への作用が考えられている。従って，前章で述べた CPZ の TTPase ， TDPase に対する

逆方向の作用という結果から， ミクロゾーム分画におけるこの二つの酵素の存在形式が異なっている

ことが推察される。そこで， CPZ のこれら酵素に対する作用機作の解明を通して両酵素の存在形式

の違いを明らかにすることを目的とし，アセトン処理並びに界面活性剤である deoxycholate の作用を

ネ食言すした。

まず脳ミクロゾーム分画をアセトン抽出すると， TTPase 活性は約M に低下し TDPase活性は逆に

約 4 倍に活性化された。又，アセトン処置したミクロゾームでは， TDPase に対する CPZ の作用の

逆転がみられ，抑制作用を示した。一方， TTPase に対する作用は変化しなかった。又， アセトン処

置により， TDPase の Vmax の著明な増加とそれに伴った Km の減少がみられた。

次に，界面活性剤である deoxycholate (DOC) の作用を検討したが DOC ， 0.02%の添加により TT

Pase の活性阻害， TDPase の活性化がみられた。又，アセトン処置したミクロゾームでは TDPase

に対する DOC の作用の逆転がみられ抑制作用がみとめられた。

更に，アセトン処置によりみられた結果は，Triton X-I00で可溶化したもの，あるいは水に対して透

中斤した後にJ東系吉届虫角揮したものについてもみとめられた。

以上のことから， TTPase と TDPase は脳のミクロゾームにわいてその存在形式を異にし， TTPｭ

ase 活性には脂質成分が必要で、あり，逆に TDPase は正常な状態では活性の抑えられた型として存在

し，その抑制因子として，脂質成分の関与のあることが推察される。又， CPZ の両酵素に対する作

用の違いも，脂質を必要とする TTPase は CPZ が脂質と結合することにより活性が低下し， TDPｭ

ase は活性化された型になる為と考えられる。このことは， CPZ の作用点が脂質成分にあること，更

には，本章で示した如く， DOC が CPZ と類似の作用を有していることからも推定される。

第百章 Thiamine 及びそのリン酸エステルの膜機能 (ATPase) に対する作用

すでに明らかにしてきた如く， thiamine リン酸エステルの代謝は，膜頼粒分l画に和いてその特有の

性質を有している。従って，次に膜頼粒分画にむける thiamine リン酸エステルの作用の検討が必要で
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ある D

Thiamine リン酸エステルが直接，あるいは間接的にもひとつの生理作用を及ぼすことを示す知見は

ほとんどない。そこで著者は， thiamine のひとつの生理作用の可能性として，膜の輸送系に対する作

用を考え， ATPase 活性を指標として in vitro で検討した。

その結果，ラット脳ミクロゾームの Mg++ -ATPase , Na+ -K+ -A TPase , Ca++ ーATPase ， Mg++ーCa++-

ATPase のうち， Ca++ ーATPase 活性と乱19++ ーCa++ -A TPase の Ca++ 依存性活性のみが 10-5 ~ 1σ3Mの

TTP により約20~50%の阻害をうけることが明らかになった。又，この TTP による

a鎚se" 活性の阻害は単にメデイウム中での Ca正++のキレ一トによるものでで、ないことが示されたO

以上の様に， TTP が多くの ATPase の中で

vi泌it仰y刀O において TTP が Ca++ の輸送を変えるカか、否カか冶については，用いている TTP の濃度が高いことか

ら明らかではないが， TTP が膜にも局在していること，又，“Ca++ -ATPase" のみを特異的に抑える

ことを考え併せると， TTP のこの作用は， thiamine リン酸エステルの代謝と Ca++ の代謝が密接に関

連する可能性を示すものとして興味ある知見であろう。

結論

ラット脳 thiamine triphosphatase (TTPase) には，可溶性のものと膜に結合したものの 2種類の存在

がみとめられ，各々異なった性質を有していた。 TTPase ， thiamine diphosphatase (TDPase) 活性は，

若干の例を除いて in vivo あるいは in vitro にむいて，種々の因子，神経活性物質によっても変動が

みられず\活性変化の換え難い酵素であることが判明した。しかしながら膜に作用しその機能を変え

ることの知られている chlorpromazine( C P Z) により， TTPase 活性が阻害され， TDPase 活性は逆に

著明な活性化をうけるという興味ある知見がみとめられた。この CPZ の作用機作を解明するため，

酵素標品であるミクロゾーム分画をアセトン抽出すると，まず TTPase の比活性は低下し， TDPase 

のそれは著明に増加した。更に， TDPase に対する CPZ の作用も逆転し抑制作用がみとめられた。

又，界両活性剤である deoxycholate はこれらの酵素に対して CPZ と類似の作用を有していた。 これ

らのことは脳ミクロゾーム分画における TTPase ， TDPase の存在形式が脂質成分を介在として異な

っていること， TDPase については正常で、は活性の抑えられた型で存在することを示している。次に，

thiamine 及びそのリン酸エステルと膜機能の関連については， TTP が種々の ATPas回e の中でで、

ATPa凶seザ" i活舌↑性空のみに著明な阻害害争作用を有することをみいだした口

以上の知見から，ラット脳ミクロゾーム分画にむいて， TTP , TDP の脱リン酸過程がきわめて特

異な性質を有していること司そして，その代謝が Ca十+の輸送系と密接な関係を有することが示され

た。

論文の審査結果の要旨

ラット脳にむける thiamine triphosphatase (TTPase) と thiamine diphosphatase (TDPase) の基礎的
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性質を明らかにし，種々の神経活性物質の両酵素活性に及ぼす影響を検討した口とくに， chlorproｭ

maZlne がTTPase を抑制し， TDPase 活性を著明に促進した。すなわち，ラット脳ミクロゾーム分画

にむいて TTP ， TDP の脱リン酸化過程が特異な性質を有し，その代謝が Ca++ 輸送系と密接に関連

していることを明らかにした。

従って本論文は，薬学博士の学位を授与するに値するものである。
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