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論文内容の要旨

緒日

生体内情報伝達機構に cyclic Al\1Pが 2ndメッセンジャーとしての役割を有することが知られてい

るごすなわち，ある種のホルモンは cyclic AMPの合成酵素である adenylate cyclase (AC) を活性

化させ，細胞内 cyclic AMPの増加を介してその作用の発現する機構が確立している。脳においても

神経伝達機構に cyclic AMPの関与することが明らかにされつつある:)

近年，肝や赤血球などの ACの調節に関して多くの知見が集績され， guanine nucleotide regulaｭ

tory protein がその活性調節に関与することが示された 3) また， ACは膜酵素であり，膜の状態変化

によりその活性の影響されることも注目されている。たとえば膜の流動性 4) および1莫リン脂質のメ

チル化反応 5)がホルモンによる ACの活性化に関与すること，さらに， phosphol ipaseや protease 8 ， 9)

の膜修飾により AC活性の変動することなどが報告されている。このように生体膜は ACのための単

なる場を提供するだけでなく 膜の構造あるいはその構成成分であるタンパク質や脂質がAC活性に

対して何らかの役割を有するものと思われる。

一方，脳の AC については calmodulin による調節の可能性が指摘されている 10) にすぎず， AC活

性と膜の状態との関連についての知見はほとんどなし凡そこで，神経膜ACの活性調節における膜の

動態あるいは膜構成の役割を知る目的で本研究に着手した。

AC 活性は SH阻害剤で抑制されることから AC活性に SH基が必要で、あることが示されているP

しかしながら， AC活性調節における膜 SH基の役割については不明である。そこで， AC活性にお

ける膜 SH基の役割について検討した。さらに，その過程で膜脂質の過酸化により AC が活性化され
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ることを見い出したので， AC活性における脂質，とくに不胞和脂肪酸の役割についても検討を加え

た。

本 ~"" H冊

第 1 章 Adeny la te cyc lase活性における膜タンパク SH基の役割

近年，酸化型グルタチオン (GSSG) が膜タンパク SH基と disulfide を形成した mixed disulfide 

(GS S-protein) の存在が種々の組織で見い出されている ;2) また， GSS-proteinの形成により種々

の酵素活性が調節される可能性が考えられている♂)そこで，ラット線条体dopamine (DA) 感受性A

C に対する GSSGの作用について検討した。 DAは線条体ホモジネートのAC活性を増加させるが，

2.5mM GSSGが存在すると basal活性およびDAによる活性化は約50%阻害された。線条体頼粒分

画を前処置した場合にも ACの不活性化がみられ，標品中の GSS-prùtein量は著明に増加していた O

SH化合物である dithiothreitol (DTT) は GSSG による GSS-protein量の増加とともに AC活性の

阻害を control値に回復させた。すなわち， GSSGは GSS-protein を形成することにより AC を不活

性化させることが明らかとなった。 GSSGによる阻害効果は大脳皮質粗シナプス膜 (M 1 分画)のAC

についても同様:にみとめられた。

次に膜 SH基を酸化する Cu 2 + 同の作用を検討したところ， Cu 2 + は低濃度で、M 1 分画の AC活性を阻

害した(ICso =1μM)o Cu 2 +で、処置した M1分画では ACの不活性化とともに膜 SH基の減少がみられ，

DTTによりこの効果は消失した。以上の結果は膜 SH基の酸化および還元により AC活性が調節され

る可能性を示すものである。

第 E章 神経膜の脂質過酸化による adenylate cyclaseの活性化および可溶化

Cu 2 +による ACの不活性化とそれに対する SH化合物の効果を検討する過程で， Cu 2 + と DTTが共存

すると Cu 2 +による阻害が消失するだけでなく逆に著明な活性化のおこることを見い出した。さらに，

Cu 2 +よりも Fe 2 +が強力な AC活性化作用を有していたので， Fe 2 +十 DTT の作用について検討を加え

た。

Fe 2 ++DTT による ACの活性化は酵素標品である M1分画との preincubation ti me に依存しており，

10分間の pre incubation で、約 4 倍の活性化がみられた。 Fe 2 +が脂質過酸化をひきおこす因子として知

られていることを考慮し，膜脂質の過酸化に対する Fe 2++DTTの効果を調べた。 Fe 2 ++DTTは反応

時間に依存して著明な脂質過酸化をひきおこした。 AC活性化に対する Fe 2 +およびDTTの濃度反応

曲線は脂質過酸化のそれと一致していた。 Fe 2 + 十 DTT による ACの活性化は過酸化の阻害剤である

N-町-diphenyl-p-pheny lenediamine (DPPD) の存在下もしくは N2条件下ではみられなかった。こ

れらのことより， Fe 2 +十 DTTは膜脂質の過酸化を介して AC を活性化することが明らかとなった。

AC以外の M1分画の Mg 2 +-A TPase , Na +-K +-A TPase , 5' -nucleotidase , acety lcholinesterase 

および、 phosphodiesterase (PDE) は脂質過酸化により活性化されなかった。

Liver plasma membranes , cardiac sarcolemma および、erythrocyte ghosts などの末梢の AC

は脂質過酸化により活性化されなかった。すなわち 脂質過酸化による ACの活性化は神経膜に特異

的であることが判明した。
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脂質過酸化の膜構造に与える影響を知るため M1分画の濁度を測定した。 Fe 2 ++DTTは反応時間に

依存して脳および肝の膜の濁度を減少させた。なtJ~， DPPDはこの濁度の減少を消失させた。したが

って，脂質過酸化により膜構造が変化すること，および膜が可溶化される可能性が考えられた。そこ

で，過酸化による ACの可溶化について検討を加えた。

Fe2+ +DTT は牛脳の膜分画から AC活性および膜タンパクを約60%可溶化させた。この可溶化は

DPPD により阻害された。可溶化された ACは NaF ， Gpp (NH)p および、 calmodulin により活性化さ

れず，本酵素標品には guanine nucleotide regulatory protein が失活あるいは消失している可能性

が考えられた。種々の膜酵素のうち， AC以外に thiamine diphosphatase と PDE がFe 2 ++DTT によ

り可溶化された。

膜標品としてラット大脳皮質 M1分画を用いても同様の結果が得られたが， liver plasma membranes 

の AC活性は Fe 2 ++DTTにより可溶化されなかった。脂質過酸化により脳M1分画の phospha tidy 1-

ethanolamine が特異的に40%減少した。

第皿章 Adeny late cyclase活性における高級不胞和脂肪酸の役割

脂質過酸化はリン脂質の不胞和脂肪酸が酸化され，脂肪酸hydroperoxide が形成されることである F)

したがって，脂質過酸化による ACの活性化に不胞和脂肪酸あるいはその hydroperoxideの関与する

可能性が考えられる。そこで， M1 分画の AC活性に対する高級不飽和脂肪酸の作用を検討した。

不飽和脂肪酸であるアラキドン酸， リノール酸むよびオレイン酸は低濃度 (50μM) でAC を活性化

し，高濃度では逆に阻害するこ相性の作用を示した。また， リノール酸で、処置した場合にもみられた。

なお，阻害のみられた標品では膜流動性の増加を伴っていた。

一方，低濃度のリノール酸による ACの活性化はリノール酸を大豆 lipoxygenase と反応させること

により著明に増大した。また，この活性化は hydroperoxideの生成量と平行していた。さらに， 1 i-

poxygenase と反応したリノール酸のうち，未反応のリノール酸を除去して調製した lipoxygenase系

の代謝物は AC活性を増加させた。しかしながら，酵素標品として liver plasma membranes を用い

た場合， ACの活性化はみとめられなかった。

脳における lipoxygenaseの存在は知られていなかったが， リノール酸を基質として lipoxygenase 活

性を検索したところ，脳にその活性が存在することを発見した。このことは脳内で不飽和系脂肪酸の

lipoxygenase系の代謝物が生成され，それがACの活性化をおこす可能性を示すものである。

結論

1 . GSS-proteinの形成により ACが不活性化されること，およびAC活性が膜 SH基の酸化・還元

により調節される可能性が示された。

2. 膜脂質の過酸化により AC が活性化および可溶化されることを見い出した。また，この現象が神

経膜に特異的であることを明らかにした。

3 .不飽和脂肪酸は ACの活性化と不活性化の二相性の作用を有していた。なお，不活性化には膜流

動性の増加がf半っていた。

4. 脳内で不飽和脂肪酸の lipoxygenase系の代謝物が生成され，神経膜ACの調節に関与すること
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が示唆された。

引用文献

1) Robison , G. A., Butcher, R. W., and Sutherland , E. W. (1971) Cyclic AMP (Academic 

Press , New Y ork) 

2) Greengard , P. (1976) Nature 260 , 101-108. 

3) Ross , E. M. , and Gilman , A. G. (1980) Ann. Rev. Biochem. 49 , 533-546. 

4) Hanski , E. , Rimon , G., and Levitzki , A. (1979) Biochemistry 18, 846-853. 

5) Hirata , F. , Strittmatter , W. J. , and Axelrod , J. (1979) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76 , 

368-372. 

6) Pohl , S. L., Krans , H. M. J. , Kozyreff , V., Birnbaumer , L., and Rodbell , M. (1971) 

J. Biol. Chem. 246, 4447-4454. 

7) Rubalcave , B., and Rodbell , M. (1973) J. Biol. Chem. 248 , 3831-3837. 

8) Wallach , D. , Anderson , W. , and Pastan , 1. (1978) J. Biol. Chem. 253, 24-26. 

9) Anderson , W. B. , Jaworski , C. J., and Vlahakis , G. (1978) J. Biol. Chem.253 , 2921-

2926. 

10) Cheung , W. Y. , Lynch , T. J., and Wallace , R. W. (1978) Adv. Cyclic Nucleotide Res. 

9 , 233-251. 

11) Spiegel , A. M., Brown , E. M., and Auerbach , G. D. (1976) J. Cyclic Nuc. Res. 2 , 

393-404. 

12) Isaacs , J. , and Binkley , F. (1977) Biochim. Biophys. Acta 497 , 192-204. 

13) Ernest, M. J. , and Kim , K. H. (1973) J. Biol. Chem. 248 , 1550-1555. 

14) Hemmerich , P. (1966) Biochemistry of Copper (Eds. Peisach , J., and Blumberg, W. 

E.) , p.15 Academic Press , New York. 

15) May , H. E. , and McCay , P. B. (1968) J. Biol. Chem.243 , 2296ー2305.

論文の審査結果の要旨

本論文は脳 adenylate cyclase活性が膜脂質の過酸化により活性化されることを明らかにし本酵素

活性に対する脂質の役割について検討を加えたもので薬学博士の称号を授与するに値するものである。
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