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論文内容の要旨

抗マラリア薬として開発されたquinacrine (QC) は， その作用機作lζ 関する検討の過程で. pho-

spholipase A 2 (PLA2 ) を阻害することが明らかにされた。近年.QCが種々の細胞における刺激応答反応や

分泌を抑制することが示され，乙れらの過程への PLA 2 の関与が示唆されている。

一方，神経終末部からの脱分極による神経伝達物質の遊離に神経終末内部のカルシウムイオン(Ca2+)

の濃度の上昇が必要である乙とが知られているが， Ca 2+ の濃度の上昇からどのようにして神経伝達物

質の遊離に至るかは未だ明らかにされていなし」その機構の有力な候補として PLA 2 の関与が考えら

れている。そ乙で， PLA z 阻害作用の知られているQC の神経伝達物質候補 acetylcholine (AC h ) 

の神経終末からの遊離に対する作用を検討したところ， QC が脱分極による ACh の遊離を抑制すると

いう知見を得た。そこで，本研究では， QC の神経伝達物質遊離の抑制機構を明らかにする目的で，神

経終末部が小胞状となりその機能を保持しているシナプトゾ ムを用いて， QC が脱分極から神経伝達

物質の遊離に至る過程のどの過程に作用しているのか，さらに親和性標識試薬を用いQC の作用部位に

ついて検討した。また，神経終末部の PLA 2 活性の測定を行ない，その活性に対する脱分極刺激の影響

を調べ， QC の神経伝達物質遊離阻害作用と PLA 2 阻害作用の関連について考察した。

く本論〉

第 1 章神経膜phospholipase A 2 活性と神経伝達物質遊離過程K対する quinacrine の作用

2 - ( 14C J -. linoleoylphosphatidylethanolamine ( ( 14C J -PE )カ〉らの( 14 C J ー

1 inoleicacid ( ( 14C) -LA) の遊離量を調べ，神経膜 PLA 2 活性の性質を調べた。神経膜 PLA 2 は

その活性の発現に lmM以上のCa 2+を必要とし，その至適 pH は 8.5-- 9.0 であった。 Cal mod uli n を
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添加した場合にも活性の発現に 1mM以上のCa 2+ が必要であった。 QC は神経膜 PLA2 を30μM ， l∞

μMでそれぞれ約10%，約 25 %阻害した。

シナプトゾームからのACh の遊離は J 56mM KCI-Krebs Ringer buffer CHighk+-KR) あるい

は50μM veratridine の脱分極刺激，またcalcium ionophore A 23187'とより著明に増加した。

Highk+ と veratridine による遊離を 100μM QC はそれぞれ約30%，約50箔抑制したがJ A 23187 

による遊離に対しては影響しなかった。

次lと，シナプトゾームへのCa 2+ の流入 lζ対する QC の効果について検討した。 Highk+ と veratn -

dine 'C:よって Ca 2+ の流入は増加した。 100μM QC は乙れらの Ca 2+ の増加に対しそれぞれ約 40

%，約 85%の抑制作用を示した。しかし，脱分極しないときの Ca 2+ の流入あるいは， Ca 2十チャンネ

+ ノレ以外のCa 2+ の流入を反映すると思われる Na 'free で、のCa 2+の流入を抑制しなかった。 Highk+ と

veratrid ine ，とよる Ca 2 + の流入 lζ対するQC の阻害は， 10μMの濃度からみとめられた。

乙れらの結果は， QC が電位依存性 Ca 2+ チャンネルを特異的に阻害し，脱分極したシナプトゾーム

内での Ca 2+ 濃度の上昇を抑制する乙とにより ACh の遊離を抑制していることを示しているロまた，

A 23187 による ACh の遊離をQC が抑制しなかったことから， QC が Ca 2+ 流入以後の過程に影響

しないことが考えられる。

第 2 章 Quinacrine mustard による quinacrine の作用部位についての検討

Quinacrine mustard CQCM) はQC と同様に highk+ と veratridine によるシナプトゾームへの

Ca 2+ の流入を阻害した。一方， QC あるいはQCMで前処置した後洗浄したシナプトゾームへのCa2十

の流入を調べたところ ， QC の場合にはその阻害が 70 %消失したのに対し， QCMの場合lとは洗浄UJ

かったものと比べ変化はみられなかった。これらの結果から， QCMが， QC と同じ作用点に働きCa2+

の流入を阻害し，さらにその作用点に不可逆的に結合していることが考えられた。

そ乙で， 30μM QCMで処置したシナプス膜を SDS -polyacrylamide gel electrophoresis で分

析したととろ，分子量約 37 ， 000 と約 32 ，000 の位置にQCMの蛍光がみられた。乙の蛍光が蛋白分解酵素

による処置で消失した乙とから， QCMが蛋自に結合していることが明らかとなった。 QCMがシナプス

膜の特定の蛋自に作用しており，これらの蛋白への作用を介して Ca 2+の流入を抑制しているのではな

いかと考えられた。また， QC の作用も乙れらの蛋白が関与している乙とが示唆された。

第 3 章 シナプトゾームのphospholipase A 2 活性

シナプトゾームに単に C 14CJ -PE を加えた場合には， C 14CJ -LA の遊離がみとめられた

が， highk+ あるいは veratridine を添加しても (14CJ -LA の遊離量は変化しなかった。しかし，

phospho1ipid transfer protein を用い， シナプトゾームの膜中に C 14C J -P E を組み入れたとき，

( 14C J -L A の遊離はhighk+ ， veratridine , A 23187 により有意に増加した。また，乙の増加

は外液のCa 2+ に依存していた。

一方，ガスクロマトグラフィーによりシナプトゾーム中の 5 種類の脂肪酸の含量を測定したところ，

いずれの脂肪酸の含量も脱分極刺激lとより変化しなかった。しかし J (3HJ -arachidonic acid で

リゾリン脂質を標識する方法を用いてリゾリン脂質含量の変化を調べた場合， veratridine による脱分
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極により lysophosphatid yl e t hanol a mi ne のみが増加していた。また乙の増加は外液のCa 2+ に依存し

ていた。

乙れらの結果は，シナプトゾームに脱分極 lとより活性化されるPLA 2の存在を示唆しており，その活

性化が Ca 2十の流入 lとより起乙る乙とを示している。

く結論〉

1 , Quinacrine は，電位依存性カノレシウムチャンネノレを特異的に阻害することにより，脱分極によるシ

ナプトゾームからの( 3 H J -acetycholine の遊離を阻害した。

2 , Quinacrine mustard は quinacrine と同様にカノレシウムチャンネルを阻害し，その阻害は不可逆

的であった。 Quinacrine m ust ard はシナプス膜に特異的な分子量約 37 ，000 と約 32，000 の蛋自に結合

し，乙の蛋白がquinac rine の作用点であることが考えられた。

3 ，シナプトゾームに脱分極刺激によるシナプトゾーム内Ca 2-+i濃度の上昇 lとより活性化されるphos

pho1ipase A 2 活性がみとめられた。

4 , Quinac ri ne の( 3 H J -acetylcho1i ne 遊離抑制作用は， qui nac ri ne のphospholipaseA 2阻害

作用によるものではなく，電位依存性カノレシウムチャンネルlと対する阻害による乙とが示された。

論文の審査結果の要旨

本研究は，キナクリンのアセチノレコリン遊離抑制作用が，ホスホリバーゼ'A 2阻害作用によるものでなく，

電位依存性カノレシウムチャンネノレに対する阻害によることを明らかにしたもので，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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