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論文内容の要旨

[目的]

ヒスタミンはヒスタミン -N ーメチル基転移酵素 (HM T , S -adenosy lmethionine : histamine 

N -methyltransferase, E. C. 2 . 1 . 1 .8.) またはヒスタミナーゼ(ジアミン酸化酵素， DAO , diｭ

amine : oxygen oxidoreductase, E. C. 1 . 4 . 3 . 6 .)により代謝され，この二つの代謝経路の相対的

な重要性は，動物種や組織によって異なっているO ラットの末梢組織ではヒスタミナーゼによる代謝が

ヒスタミンの主要な分解経路であると考えられているが，脳および腎臓ではヒスタミナーゼ活性が検出

できず， HMTの高い活性が限局して存在していることから，これらの組織ではヒスタミンは専らメチ

ル化経路によってのみ代謝されていると考えられる。脳のHMTは神経刺激伝達物質としてのヒスタミ

ンの分解代謝に関与しており，また，腎臓のHMTはテストステロンにより誘導されることが知られて

いるが，この酵素の生理的意義と細胞レベルでの局在に関しては知見に乏しい。そこで，ラット腎臓の

本酵素を高度に精製し，酵素化学的な検討を加えるとともに，抗体を作成してHMTの細胞組織化学的

な局在を検討するために本研究を行なった。

[方法ならびに成績]

1. HMT活性の測定

酵素反応はO.lmMのヒスタミンと0.25mM の s-アデノシルメチオニンを基質としてpH7.8 ， 37 0Cで

行ない，反応生生物である Nτ メチルヒスタミンを，今回新たに開発した高速液体クロマトグラフィー

システムにより定量した。高速液体クロマトグラフィーの固定相には5〆強性イオン交換体であるTSK一

CM2 SW (東ソー， 4 mm 1 . D . X 150mm) を，移動相には1.25%のイミダゾールと20%のアセトニト
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リルを含む37.5mM クエン酸 (pH6.8，流速1.0ml/min) を用い，カラムからの流出液にオンラインで

オルトフタルアルデヒドと 2 ーメルカプトエタノールを含むホウ酸緩衝液 (pH10.5) を添加し反応

させて蛍光モニターで定量した。

2. HMTの精製

ウイスター系雄性ラット腎臓100 g を， 1.0mMのジチオスレイトールおよび1.0%のポリエチレングリ

コール-300を含む50mM リン酸ナトリウム緩衝液 (pH7.4)でホモジエナイズした遠心上清を用い以

下のような 5 段階のステップを経て SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動法で単一の蛋白バンドとな

るまで精製した。

①硫安分画: 40%--75%飽和。

( DEAE セルロースカラムクロマトグラフィー( 1) : 0 --2.0Mの食塩濃度勾配により溶出。

( DEAE セルロースカラムクロマトグラフィー (2) : 10mMのヒスタミンを含むリン酸ナトリウ

ム緩衝液により溶出。

④アフィニティークロマトグラフィー :CHーセフアロース 4B にヒスタミンを結合させた固定相を用

い， 5mMをヒスタミンを含むリン酸ナトリウム緩衝液で溶出。

⑤セファデックス G75ゲル漉過

精製最終標品の比活性は750nmol/min/ mg蛋白で，精製倍率は3400倍(回収率24%) であった。 S

DS ポリアクリルアミドゲル電気泳動では分子量約29 ， 000の位置に単一ピークとして認められ，未変性

標品のゲル櫨過法による分子量測定では約35 ， 000の位置に溶出し，本酵素はおそらく分子量約 3 万のモ

ノマーであると考えられる。

3. 抗HMT抗体の作成

精製HMT150μg を1.5mgのウシサイログロプリンとカルボジイミドで結合させ，これを100μg の

アジュバントペプチドを含む1.0mlの生理的食塩水に溶解し，等量の Freundの完全アジュパントと混合

懸濁し，雄モルモットの足蹴および腹部皮内に投与した。その後 2 か月間にわたって， 2 週間毎に初回

投与の半量の抗原を投与し，最終投与の 1 週間後に採血した。得られた抗血清7.7μ ￡で 1 nmol/min 

のHMT活性を50%阻害し，また，脳組抽出液のHMT活性も阻害した。 Ouchterlonyの二重拡散試験で

は精製HMT との間に一本の沈降線を形成した。

4. HMTの免疫組織化学

ウイスター系雄性ラットをZamboni液を用いて濯流固定し，間接蛍光抗体法によってHMT免疫反

応陽性構造を検索した。ラット腎臓では近位尿細管のみが陽性免疫反応を示し，糸球体，遠位尿細管，

集合管には全く陽性反応を認めなかった。なお，脳組織についても検討したが，組織化学的に陽性反応

を証明することはできなかった。

[総括]

1.高速液体クロマトグラフィーによる活性測定法およびヒスタミンをリガンドとするアフィニティー

クロマトグラフィーを開発し ラット腎臓よりヒスタミン N ーメチル基転移酵素 (HMT) を約3400

倍の精製で，ほぼ単一標品として純化した。
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2. 精製蛋白は分子量約30.000のモノマーであることが確認できた。

3. 精製HMTをモルモットに免疫し特異抗体を作成した。この抗体は試験管内で腎臓および脳のHM

T活性を阻害した。

4. この抗体を用いて間接蛍光抗体法により組織化学的検索を行い，腎臓では近位尿細管に特異的に陽

性反応が認められたが，脳組織では陽性反応を検出することができなかった。

5. 近位尿細管におけるHMTは，ヒスタミンの分解排池に関与していると考えられる。

論文の審査結果の要旨

ヒスタミンN メチル基転移酵素は晴乳動物におけるヒスタミンの代謝に関与する重要な酵素である。

本研究は，ヒスタミンをリガンドとするアフィニティークロマト法を開発し，ラット腎より単一標品と

して精製することに成功した。そしてその性質を調べ，分子量約 3 万のモノマーであることを明らかに

した。さらに精製した本酵素のポリクロナル抗体を得，その抗体を用いた組織化学的検索により初めて

そのラット腎近位尿細管における局在を明らかにした。この結果は従来より言われていた腎における本

酵素活性の主体が血管に局在するという説を覆すものである。また，本抗体がラット腎及び脳の本酵素

を同程度阻害することにより両部位の酵素が同一の抗体認識部位を持つことを明らかにした。

本研究により，ヒスタミンN メチル基転移酵素の酵素学的性質と組織分布が明らかとなり，学位論

文に値するものである。
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