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論文内容の要旨

〔目的〕

“ Ca *が引金となり化学伝達物質が放出される"という事は広く認められており，更に， Ca *を直

接神経終末に注入するとアセチルコリン (ACh) の放出が高まる。すなわち生理的には，膜の構造変

化に伴う細胞外からの Ca*の流入，その結果として神経終末内 Ca *濃度の上昇が， 化学伝達物質の

放出に重要な役割を果たしていると考えられる。では，どのようにして Ca *が化学伝達物質を放出さ

せるのか?は，不明であるが，神経未端の Ca *の少なくとも一つの作用点は，シナプス小胞(Synaptic 

Vesicle) と考えられる。 Rat Brain より得た Synaptic Vesicle を用いて ACh の遊離を検討したと

ころ ATP， Mg *存在下， Sap (神経終末可溶性分画)の添加で，低濃度の Ca 骨に依存した ACh の著

明な遊離促進効果がみられる。化学伝達物質として AChの遊離機序を詳細に知るために， Sap 中の

ACh遊離促進物質の精製を試みた。

〔方法ならびに成績〕

Rat ¥¥hole Brain より得た P2 (Crude Mitochondrial Fraction) を低張処理後， \\'s (l2000Xg, 

40min. で得られる上清)を 10万Xg， 40min. 遠心後，その沈;査を Crude Synaptic Vesicle として

AChの遊離に，その上清を Sap として用いた。 AChの定量は，カエルの腹直筋を用いた。 ACh 遊離

促進物質は不安定であるが，酸性下あるいは， -SH試薬である DTT存在下では安定化されるので，

一定の精製段階までは， DTT存在下で行った。精製は次の 5 step を経て， 265nmの吸収で、約 8 倍，

糖の定量で約 1---2 万倍の部分精製を行った。全活性の回収率は， 15---25%であった。

Step 1. Sap を HClでpH 5.0処理後，遠心で除たん白。
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Step 2. 凍結乾燥後， G-15に apply し， 50mM Tris-HCI Buffer (pH 7.4) I 10-4MDTTで溶出。

ACh遊離活性は， Cysteine の前で溶出o

Step 3. Sample を DEAE-Sephadex A-25に apply し‘上記Mediumで、充分洗った後， 50mM Tris 

(pH7.4) と 200mM KCI を含む50mM Tris (pH 7.4) の Gradiento ACh遊離活性は， 265nm での

吸収と一致して，イオン強度約120mM で溶出される。

Step 4. 凍結乾燥後， G-10に apply し， 5%の酢酸で溶出。 ACh遊離活性は， Tris , KCIの溶出よ

り遅れる。(脱塩)

Step 5. 凍結乾燥後， AG50W-X 2 に apply し， 20mM ピリジンー酢酸Buffer (pH 3. 0) で溶出。

ACh遊離活性，糖の定量，紫外部吸収が一致した。

このように部分精製した ACh遊離促進物質の性質は，次の諸点で， Lーアスコルビン酸と一致した。

1 )酸で安定，アルカリで不安定 2 )クロロホルム等の溶解性 3 )紫外部吸収(中性でλmax:

265nm，酸性で入 max : 241 ~243 nm，に Shift し，可逆的。等吸収点は， 250nmo pKa: 4.0。強アル

カリ下では，吸収の消失。入 max: 265nmの吸収のT以ま，約 7 minで，この吸収の減少は Cysteine

でおさえられ， DTTで可逆性を示す。) 4) UM05 より分子量300以下 5 )糖の発色陽性 6 ) 

Cellulose薄層クロマトグラフィーにより Rf値が一致。更に， L- アスコルビン酸は， ATP. Mg *存

在下， ACh遊離促進効果を示し， EGTAで完全に抑制された。

〔総括〕

Sapの ACh遊離促進効果は，約10-6Mという生理的濃度に近い Ca*で、みられるので Sap中のACh

遊離促進物質の精製を試みた。 5 step を経て， Sap中の ACh遊離促進物質の部分精製を行ったが，上

記の実験結果より，本物質を L- アスコルビン酸と考える。 Sap中の ACh 遊離促進物質の効果は，単

独ではみられず， ATP, Mg *存在下， Ca *濃度に依存してその作用を示す。換言すれば，化学伝達

物質である AChの遊離は， Ca *で Regul ate されている。この遊離促進効果は， S3 (可溶性分画)に

比べ， Sap (神経終末可溶性分画)の方が著明であった。中枢神経におけるアスコルビン酸の作用は，

ほとんど知られてわらず，本物質が 5 X10 -6 Mという低漉度で Sap と同様に Ca *に依存して ACh 遊

離促進効果を示すことは興味深く，その作用様式などは，今後の問題である。

論文の審査結果の要旨

シププス小胞からのアセチルコリン (ACh) 逃離は， ATP, Mg *存在下，神経終末可溶性分画の添

加で，低濃度の Ca *に依存した著明な遊離促進効果が見られる。

著者は，この神経終末可溶性分画中に存在する ACh遊離促進物質の精製を行い，これをアスコルビ

ン酸と同定した。

本論文は，独創性に富み，学位取得に，価する。
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