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緒言

論文内容の要旨

中枢神経系においては，いくつかのアミノ酸が代謝系での役割以外に 神経機能と密接に関係して

いることが知られている。特に， y-aminobutyrate , glutamate , aspartate , glycine は現在，神経伝

達物質の候補として考えられている九

近年，含硫アミノ酸である taurine( tau) についても多くの研究が行なわれ，中枢神経系において抑

制性神経伝達物質として働いている可能性が示唆されている制。又，このアミノ酸の抗けいれん効果

が臨床的に応用されヘ実験モデルに対しでもその有効性が報告されている(勺 しかし，その機構は未

だ不明で，これを否定する成績もみとめられている(吋

一方， tau の前駆物質である cysteine sulfinic acid( CSA) は含硫アミノ酸の代謝系の key interｭ

mediate として働いているが，その中枢作用を示す知見としては，ネコ脊髄ニユーロンで興奮作用を

示すこと (1? モルモット大脳皮質切片において cyclic AMP 量を上昇させること 11) などが報告されて

いるのみで，その中枢神経系における存在すら不明である。

この様に， CSA と tau が中枢神経系において全く逆の作用を示すという知見を考えると，神経系に

おける含硫アミノ酸代謝はきわめて重要な意義を持つと思われる。

そこで，含硫アミノ酸，特に， CSA と tau の生理的役割を追求する目的で，けいれんと脳内 tau の

関係について，そして，神経系における CSA の存在とそのけいれん誘発作用について検討した。さ

らに，神経化学的研究から，神経終末部における CSA の動態についても検討を加えた。
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第 1 章 薬物依存ラット及び EI 系マウスにおける脳内 tau 含量

けいれんと脳内 tau の関係を明らかにする目的で，薬物(パルピタール，エタノール)依存ラット

及び EI 系マウスを用い，脳内 tau 含量の変動について検討したところ，薬物禁断けいれん及び EI マ

ウスのけいれん発現の際に，大脳皮質 tau 含量の増加がみとめられた。遺伝的にけいれんを起こす系

統の EI 系マウスと ddY系マウスとの聞に脳内 tau 含量の種差はみとめられなかった。 tau の抗けいれ

ん作用については， EI 系マウスのけいれんの場合その有効性を示唆する成績を得たが，薬物禁断け

いれんの場合その有効性はみとめられなかった。

←般に，脳内 tau 含量は変動しにくいといわれているが，今回の大脳皮質における増加の機作とし

ては，脳への tau あるいはその前駆体の取込み増加，脳内 tau 合成の増加が考えられる。

第 2 章 CSA 誘発 seizure とその seizure に対する tau の抑制効果

ラット側脳室ヘ CSA を投与すると， 50μg/ 匹の投与量で全例において，脳波上 seizure の発現が

みとめられた。この seizure 波は高振幅 高頻度の components とそれに続く spikes で構成されるも

のであり， hippocampus に発生し， cortex ヘ波及するものであった。 tau (200μg/匹)の側脳室へ

の同時投与によって， CSA (50μg/ 匹)誘発 seizure の持続時間は短縮された。 glutamate ， asparｭ

tate も CSA と同様な seizure を誘発したが，これらの seizure に対しては， tau は無効であった。

以上の tau の CSA 誘発 seizure に対する選択的措抗という現象は，中枢神経系における CSA か

ら tau に至る系がけいれん発生に重要な役割を果たしている可能性を示すものである。

第 3 章 CSA の微量定量

CSA の定量法に関しては，他のアミノ酸の場合と同様，原則的にはニンヒドリン，フルオレスカ

ミンを用いたクロマトグラフイ一法により行なうことが可能で、ある。しかしながら，これらの方法を

用いてもラット脳内微小部位あるいは細胞下分画での CSA は検出できなかった。そこで，新しい微

量定量法として酵素変換法と酵素サイクリング法12) を用いた方法を確立した。この方法においては，

pyruvate , aspartate , cysteate の防害は除去できた。又，感度は非常に高く 5 pmole の検出が可能

である。この方法により，ラット脳内各部位の CSA 含量を検討した結果，大脳皮質，小脳に高濃度

存在し，中脳，嘆球に低いという局在性がみとめられた。全脳細胞下分画においては上清分画にほぼ

90%の CSA の存在がみられ，又神経機能とのかかわりを論ずる場合，特に，重要とされている組ミ

トコンドリア( P2) 分画にも CSA の存在がみとめられた。

第 4 章 神経終末部における CSA の生合成取込み，遊離，結合

1 .生合成

P2分画を用い， cysteine から tau の生合成を検討したところ，中間代謝産物として CSA ， cysteate 

hypotaurine，が経時的に生成されることが明らかとなった。

2. 取込み

神経終末部への取込み機構は，アミノ酸系神経伝達物質の不活性化機構と考えられている。 tau の

場合，高親和性，温度， Na+エネルギー依存性の取込み機構の存在すること子知られている山。そこ

で， CSA についてもラット大脳皮質P2分画を用い検討した。 CSAo取込みには高親和性と低親和性
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の 2 つがみとめられ，各々 Km値が12 と 155μM であった。高親和性取込みは完全に Na+依存性を示し，

又，部分的には Ca 2+ にも依存していた。 P2分画の細分画としてはミトコンドリアには取込みはなく，

シナプトゾームに大部分の取込み活性がみとめられた。 CSA の構造類似物質の中で glutamate ， asparｭ

tate , cysteate がこの Na+依存性高親和性取込みを競合阻害した。

3. 遊離

脊髄ニューロンでの CSA の興奮作用附今回の seizure 誘発作用から CSA が神経伝達物質として

働く可能性を考えるとき，神経終末部からの CSA の遊離現象についての知見は不可欠なものとなる。

この点から，大脳皮質P2分画を用いて CSA の遊離を検討した結果，脱分極斉tl(high K+ , veratridine) 

により CSA の遊離の増加がみとめられた。この脱分極剤による遊離の増加は Ca2+非存在下で低下し

た。この結果は，神経伝達物質一般にみとめられる現象と一致する。

4. 結合

ある物質が神経伝達物質であれば その作用部位である受容体が存在する。そこで，神経膜におけ

る CSA の特異的結合部位の存在について検討した。特異的結合部位を検索する場合，放射比活性の

高い ligand を必要とするが，今回は， ligand としては合成のしやすさ， CSA との構造類似性を考慮

し， CSA の酸化されたものである cysteate( CA) を用いた。[35SJ -L-CA は[ 35SJ -L-cystine から酸

化法により合成した。粗シナフ。ス膜分画への[ 35SJ -L-CA の特異的結合には Na+依存性のものと非依

存性のものの 2 つがみとめられ， Na+非依存性の特異的結合は，温度， pH 依存性を示した。 Scatchard

plot から求めた Na+非依存性の特異的結合の K D値は 358nM で結合部位の数は 2.88 pmole/珂 pro-

tein であった。

中枢神経系での CA の存在は明らかでなく，又，私の検討からもその予想濃度は CSA に比べて無

視できるものであった。そこで [35SJ -L-CA の特異的結合部位が CSA の特異的結合部位を示す品否

かについて， [35SJ ーL-CA の Na+非依存性特異的結合に対する CSA， glutamate , asparate , CA , homｭ

ocysteate ， kairiate の効果を検討した口[35SJ -L-CA の結合を50%阻害する濃度(IC so) は各々， CSA; 

9.6nM glutamate; 107.4nM homocysteate; 298.5nM CA; 704.3nM aspartate; 912nM kainate; 

>20μM であヮた。

この結合部位が CSA に対して特異性の高いことが明らかになり，神経膜における CSA の特異的

結合部位の存在が/示唆された。

結論

1 .薬物禁断けいれん及び EI 系マウスのけいれん発現の際に大脳皮質 tau 含量の増加がみとめられ

た。 EI 系マウスのけいれんに対して tau は抗けいれん作用を示した。

2. CSA の側脳室への投与により脳波上 seizure の発現がみとめられた。この seizure の持続時間

は ta u の同時投与により短縮された。この現象は含硫アミノ酸代謝系 特に， CSA から tau に至

る系が，けいれん発生に重要な役割を果たしている可能性を示すものである。

3. CSA の酵素サイクリング法による定量法を確立し，中枢神経系でのその存在をはじめて明らか

にした。ラット脳各部位の内， CSA は大脳皮質，小脳に高濃度存在し，中脳，嘆球にはその 1/3
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--1/4 の程度しか存在しないこと，又，脳細胞下分画において CSA の 90'10 が上清分画に10%が P2

分画に存在することを明らかにした。

4. 中枢神経系にわける CSA の動態を神経化学的研究から追求したが， Na+依存性高親和性取込み，
脱分極による Cà+依存性の遊離， Na+非依存性の特異的結合部位の存在がみとめられた。これらの事
実は，神経伝達物質問定の規準を一部満たすものであり， CSA が中枢神経系において興奮性の物

質として働いている可能性を示すものである。
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論文の審査結果の要旨

本論文は中枢神経系における含硫アミノ酸のうちタウリンとシステインスルフイン酸の機能的役割

について神経化学的手法を用い検討したもので，とくにシステインスルフイン酸が神経伝達物質とし

てもつべき条件を一部満たすものであることを明らかにした。以上のことから著者に対し薬学博士の

称号を授与するに値するものであると考える。
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