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論文内容の要旨

[目的]

ヒスタミンH 1受容体(メピラミン結合蛋白)は平滑筋膜や神経シナプス後膜に存在し，それぞれ，

肥満細胞および神経終末より遊離されたヒスタミンを認識し，その情報を細胞内に伝えているO その情

報伝達機構を理解するためにH 1受容体の分子構造及び分子レベルの情報伝達を明らかにすることが必

要である。モルモット脳にH 1受容体が多く存在することはすでに知られているが，最近，ラット肝に

モルモット脳よりも逢かに高い CHJ メピラミンの結合活性が含まれている事が報告された。われわ

れはH 1受容体作用のメカニズムを明確にすることを目的として，モルモット脳及びラット肝のメピラ

ミン結合蛋白 (H 1受容体)を可溶化し，その性質を調べ，更にラット肝について，その結合蛋白の精製

を試みた。

[方法ならびに成績]

1.モルモット脳及びラット肝膜分画の調製:モルモット脳及びラット肝を50mM の Na/K リン酸緩

衝液 (pH7.4) にオモゲナイズし， 50 ,000X g で20分間遠心し，膜分画を得た。ほぼ100%の活性が膜分

画に回収された。

2. メピラミン結合蛋白の可溶化:各種の界面活性剤を用いて可溶化の条件を調べた。その結果，界面

活性剤として10mM C HA P S , 0.2% (w /v) Tween 60，更に増強剤として30% (w /v) グリセ

リンを含むリン酸緩衝液 (pH7.4)を用いることにより可溶化できた。回収率は，モルモット脳の場合

は約30%，ラット肝の場合，約80%であった。可溶化後の結含活性はモルモットの場合， 2 日で半減し

たがラット肝のは同じ条件下で17日後でも80%の活性を保存し，よい安定性を示した。
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3. 可溶化結合蛋白の CHJ メピラミン結合実験:可溶化モルモット脳メピラミン結合蛋白に結合部位

が二つ存在し， K Dが，それぞれ6.1 土 2.5nM と 29 .4::!:: 14.4nMであり， Bm闘が，それぞれ49.2 士 2.5fmol/

mg protein と 180 .4 ::!::70.lfmol/mg proteinで、あった。可溶化ラット肝メピラミン結合蛋白の結合部位

が一つであり， K D と Bmaxそれぞれ19.6 ::!::5.6nM と 6.6士 2.1pmol/mg proteinであった。又，用いた各種

のH 1拾抗薬の (3 HJ メピラミン結合に対する阻害はモルモット脳においてはすべてがnMオーダーで，

ラット肝においてはメピラミンはnMオーダーであったが，他のH 1桔抗薬はμMオーダーで CHJ メ

ピラミン結合を阻害した。

4. メピラミン結合蛋白分子量の測定:可溶化メピラミン結合蛋白の分子量をSepharose CL-4 B を

用いるゲル漉過，ショ糖密度勾配遠心及び、 7線照射法により測定した。モルモット脳とラット肝可溶化

メピラミン結合蛋白はいずれもゲlレ漉過で670Kの分子量であった。更にショ糖密度勾配遠心及び、 T線

照射法で測定したラット肝メピラミン結合蛋白の分子量は，それぞれ800K と 162Kであった。

5. ラット肝メピラミン結合蛋白の精製:可溶化標品についてまず、Sepharose C L -4 B カラムによる

ゲ、ル漉過を行い， D E A E -Celluloseを素通りさせ，易吸着蛋白を除き，さらにジフェンヒドラミン誘

導体アフィニティーカラム及びメピラミン誘導体アフィニティーカラムの各ステップを経て，ラット肝

メピラミン結合蛋白を精製した。最終標品の (3 H J メピラミン結合比活'性は34.7nmol/ mg protein で

あり， CHJ メピラミンに対する親和性 (K D ) は 18.5 土4.2nMで、あった。精製標品は SDS ポリアク

リルアミド電気泳動により， 61K , 58K , 54K の 3 本のバンドを示した。そして，それぞれほぼ同量ず

つ存在した。 3 本の蛋白の分子量の合計は173Kであり， r線照射法で、得た分子量 (162K) とよい一致

を示した。

〔総括〕

1.モルモット脳及びラット肝メピラミン結合蛋白の可溶化法を確立した。

2. ラット肝及びモルモット脳可溶化メピラミン結合蛋白はゲ、ル漉過による分子量は同じであった (670

K)。ショ糖密度勾配遠心及び 7線照射法で、測定したラット肝メピラミン結合蛋白の分子量は，それぞ

れ800K と 162Kであった。

3. 可溶化メピラミン結合蛋白はラット肝のものは安定性が高いが，モルモット脳のものは不安定であっ

た。モルモット脳のものは CHJ メピラミンの結合部位が二つあったが，ラット肝のものは一つであっ

た。各種ヒスタミンH 1拾抗薬はモルモット脳にnMオーダーで CHJ メピラミン結合を阻害したが，

ラット肝にメピラミン以外のH 1桔抗薬がμMオーダーを必要とした。ラット肝とモルモット脳メピラ

ミン結合蛋白は上に述べたような異なる性質を示したO

4. 精製用アフィニティーカラム用リガンドを有機合成した。合成したリガンドはラット肝メピラミン

結合蛋白に対して高い親和性を示した。

5. 可溶化ラット肝メピラミン結合蛋白アフィニティーカラムを用いることにより約5 ，000倍精製され

た。精製標品の CHJ メピラミンの結合活性は理論計算より上回った。精製メピラミン結合蛋白標品

は SDS ポリアクリルアミド電気泳動により， 61K , 58K , 54K の 3 本の蛋白バンドが検出された。
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論文の審査結果の要旨

生理活性アミノの研究には現在受容体の精製が不可欠となってきている。本論文はヒスタミンH J受

容体について，その精製を目的としたもので，精製材料としてはモルモット脳及びラット肝の細胞膜を

用いている。そして，各種の可溶化条件の検討とともに ， HJ詰抗薬であるジフェンヒドラミン及びメ

ピラミンの誘導体を合成し，それらをリガンドとしてアフィニティークロマトグラフィーを行い，その

結果，約5， 000倍の精製倍率で均一の標品を得ることに成功した。ヒスタミン受容体についての単離は

これが最初であり，これによって同受容体の機能，ひいてはヒスタミンの作用機作を分子レベルで解明

する道を開いた。本論文は学位論文として価値あるものと言える。
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