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[目的]

神経活動の様々なレベルにおいてCa イオン(以下 Ca++) は非常に重要な役割を演じているとい

う報告が数多く提出されている。

そこで，神経終末の原形質膜における Ca+→の動態を観察する事は静止時および興奮時の神経活動

状態を理解する上で非常に意義ある事と考え シナップス形質膜分画における Ca結合の性質につい

て+食言すした。

[方法]

WHITTAKER らの方法に準じて，ラット脳より分画遠心にて神経終末分画を得，更にシナップ

ス形質膜分画を調製した。このシナップス形質膜分画を用いて， ATP-依存性Ca結合およびMg.Ca­

ATPase活性を測定した。

ATP-依存性Ca結合:標準反応メディウムとしてTris-HC l(pH 7.4)50mM ,MgCI 2 2 mM ,KCI 100 

mM,CaCI 2 9 xlQ- sM,EGTA 0.1mM ,ATP 2 mMおよび4sCaC12 (約 0.2μCi) を使用し，通常 2 分間

37
0

C で反応後， Milipore filter法により Ca結合量を測定した。

Mg.Ca-ATPase活性:標準反応メディウムはATP-依存性Ca結合の場合と同じである D 但し 4sCaCl2

は含まれなしミ。通常30分間37
0

C で反応後，遊離したPi量の測定はTAKAHASHI法に従って行った口

Mg.Ca-ATPase活性とは，この様にして得た活性値から標準反応メディウム中のCaCl2を除いた場合

に得られる Mg.ATPase活性値をヲ|いた値を意味する。

[成績]
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(1) シナップス形質膜における Ca結合はATPに依存しており ATPに関するKm値は約 2.7x10 -5 M 

であった。しかもATPに特異的で、他のnucleotides類およびp-nitropheny1 phosphate , carbamy 1 

phosphate およびacetyl phosphate の効果は認められなかった。

(2) MgイオンによってCa結合量は増大し， Mg++の至適濃度は 2mMで、あった。

(3) 非放射性Caを 2 分間3rc でとり込ませsteady state になった所で，徴量の45CaC12(約 5 x10-10 

moles) を添加し，形質膜への45Caのラベリングを時間的にみると非常に速やかに起り，この時の 2 分

後の値は反応の初めから 45CaC12 を存在させた場合より僅かに低くなった。このことはsteady state 

においてもシナップス形質膜に結合している Caの大部分がメディウム中の遊離Caと極めて活発に交

換している事を示唆している。

(4) このCa結合は一価のカチオン，特にNaイオン(以下Na+) および Kイオン(以下K +)により

特異的な影響を受けた。即ちKCl又はRbCl 100mM存在下で、はCa結合量は増大し， NaCl又はLiCl 100 

mMによって著名に抑制された。このNa+ による抑制効果はKClの存在下でより一層著明となり Ca結

合量を半分にする Na+濃度は約15mMであった。

(5) このNa+効果は非常に速やかで， ATP存在下結合Caがsteady state になった所で、NaCl 100mM 

を添加すると， 10秒以内にほとんどの膜結合Caが遊離された。

(6) Mg.Ca-ATPase活性と ATP-依存性Ca結合に関して次の様な結果を得た。 (a) NaCl 100mM, 

cysteine 5 mMtこよってATP-依存性Ca結合は著明に抑制されたが， Mg.Ca-ATPase活性は有意に影

響を受けなかった。(b) ，La+++ ， Mn++およびRuthenium redによってMg.Ca-ATPase 活性が特異的に

抑制される濃度(La+++ ， Mn++わよびRuthenium red に対する Ki値は それぞれ O.05 mM , 0.06 mM 

わよび 0.03 mMで、ある)で ATP-依存性Ca結合は抑制されなかった。(c) シナップ形質膜をKCl 1 

M+DOC (O.4mgjmg蛋白)で20分間 o OC処理した場合，その遠心沈 におけるATP-依存性Ca結合

量は，末処理のシナップス形質膜に比べて蛋白当りの比活性は18.0 土 4.5 %に低下していたが， 一

方Mg.Ca-A TPase活性は 210.8 土25.0% と約 2 倍に増大しており両者間の解離が認められた。こ

れらの結果よりシナップス形質膜における ATP-依存性Ca結合と Mg.Ca-ATPase活性とは直接関係

していないと思われる。

[総括1

シナップ形質膜における Ca結合はATPに依存し，しかも遊離Ca++の至適濃度が約 3 X10- 7M と非

常に低濃度である所から，神経細』包終末の形質膜の内表面でこのCa結合が生じていると考えられる。

更に，このCa結合に対する一価カチオンの効果は特異的でNa+ と K+では相反する効果を有してい

た。このことから，神経終末内のCa++濃度は一部このCa結合に対する一価カチオンの特異的な効果

によって調節されていると考えられ， ATP-依存性Ca結合は特別なCa-pool としてこの働きを行って

いる可能性を有していると思われる。 ATP-依存性Ca結合はATPに対し特異的であり，又Mg.Ca-

ATPase活性とは直接関係がないという結果が得られた所から，筋小胞体における Ca とり込み機構と

は性質が異ると思われる。

この様にシナップス形質膜におけるATP-依存性Ca結合は，神経終末における Ca++の動態に関して
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重要な意義を有していると考えられる。

論文の審査結果の要旨

神経細』包終末に興奮が伝えられると，終末のCa++濃度が上昇し，このCa++が神経刺激伝達物質を放

放出させることはよく知られている。しかし，種々の細胞内Ca- プールからのCa+ +の動員および神

経伝達に寄与した後のCa++の動態に関しては明らかにされていない。

本研究ではシナップス形質膜における Ca++結合の性質を検討し，次のような新しい知見を得た。

この結合は温度とともにATPに特異的に依存するが，シナップス形質膜にみられるMg.Ca-ATPase

活性とは直接関係がない。またシナップス形質膜のCト結合量は一価のカチオンにより特異的な影響

を受ける。即ち， K+ により Ca結合量はやや増加の傾向を示すが， Na+ 100mMにより結合Caの大部

分が10秒以内に遊離した。

本研究は神経終末内のCa++の動態についての理解を深め，神経伝達機構の解明に貢献しうるも

ので，学位論文に十分値するものと考える。
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