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論文内容の要旨

クモ毒腺中より発見された一連の神経毒( J S TX , N STX ，アルジオピンおよびアルジオトキシン

など)はいずれも共通の部分構造をもち，脊椎動物および無脊椎動物のキスカル酸およびカイニン酸感受

性クツレタミン酸レセプターを強く阻害する乙とが報告された。グルタミン酸レセプターについては構造や

機能について未だ不明の点が多く，乙れらのクモ毒がその解明に大きな手がかりを与えるのではないかと

期待されている。そこで，私はそのうちのNSTX-3 に着目し，そのトリチウム体を合成を行い，ラッ

ト脳膜標品に対するその特異的結合の解析を行った。

〔方法ならびに成績)

〔 3HJNSTXー 3 の合成 L ー (3HJ アノレギニン( 7.4 MB q )に対しベンゾキシカノレボニノレク

ロライド( z ー C 1 )を作用させ， α アミノ基に保護基を導入( z化)した。生成したL ー (3HJZ ー

アノレギニンはHP L C~cよって精製した。 NSTX-3 合成の中間体(豊島らによって報告)と Lー(3HJ

Z ーアノレギ、ニンを水溶性カノレボジイミドを用いてカップリングさせた。 トリプルオロメタンスノレフォン酸

/トリフノレオロ酢酸/チオアニソーノレ/mークレゾーノレ (5 : 20 : 6 : 6 , V/V) によって脱保護した後

HPLC によって精製した。

結合実験 結合実験標準溶液は60ßg ラット脳粗膜標品1 4.95nMC3HJ NSTX-3 , lOßM ベ

スタチン， 50mM トリス酢酸 (pH7.4) (全容 200 ﾟ 1 )を含む。反応は o OCにて 1 h 行った。

反応溶液~C 3 M N a C 1, 20 ゚  1 加え，さらに， OOC にて 30mi n 反応させた後，セルハーベスター

(Brandel) を用い 0.33労ポリエチレンイミンで予めコートしたグラスフィノレター (whatman GF / 
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B )によってろ過した。非特異的結合を求めるときには反応溶液中に 2.5 )lM NSTX-3 を含む。特異

的結合は全結合から非特異的結合を差し号|いたものとした。

(3HJNSTX一 3 の膜標品に対する特異的結合の飽和曲線の解析により結合のキネティクスを求めた。

データの解析はコンピューターによる曲線回帰によって行った。それによると，小脳においては高親和性

(Kd=7.75 nM , Bmax=0.37 pmol/匂g protein) および低親和性( K d = 2 0 2 nM , Bma x 

= 5.54 pmol/mg protein )の 2 つの結合部位が存在することが明らかとなった。

次に， NSTX-3 の各種アナログによる (3HJ N S TXー 3 の結合に及ぼす阻害効果について検討し

た。用いたアナログは( Des-Arg-NSTX-3 )• Lys , (Des-Arg-NSTX-3)• Ala , (Des 

-Arg-NSTX-3 )• Asp , (NSTX-3 )-Ac である。 (Des-Arg-NS TXー 3 )←X は NS

TX-3 の末端のアルギ、ニンがXによって置換されたもの， (NSTX-3 )-Ac はNSTX-3 の末端

アルギニンの α アミノ基がアセチノレ化されたものである乙とを示す。これらのうち後 2 者は， jn vjvo 

の活性が非常に弱いが，いずれも NSTX-3 とほぼ同等の強い (3HJNSTX-3 結合阻害活性を示し

た( 1 C 50 = 1 0 -7 ~ 10-6 M )。また，ポリアミン(スペルミン，スペノレミジンおよびカダペリン:クモ

毒は部分構造としてポリアミンを有している)は上記アナログよりも弱い結合間害活性を示した( 1 C50 

= 10- 4 '""10- 3M) 。一方，グノレタミン酸レセプターの措抗型アゴニスト( AMP A , NMDA , Lーグ

ノレタミン酸， L ーアスパラギン酸，カイニン酸およびキスカノレ酸)は非常に弱いかあるいは全く結合阻害

活性を示さなかった。

〔総括〕

今回の研究iとより少なくともラット小脳中には親和性の異なる 2 つの結合部位が存在する乙とが明らか

となった。電気生理学的測定によると ]STXなどクモ毒の示すクツレタミン酸レセプター阻害活性は非常

に強い乙とが知られており，乙の乙とから考えると jn vj tro における NSTXー 3 の結合も相応に強

いものであると予想される。したがって，高親和性を示した結合部位が生理的条件下における真の結合部

位ではないかと思われる。クモ毒アナログを用いた結合阻害実験では活性のあるアナログとともに不活性

のアナログも同様の阻害効果を示したが，乙れは低親和性の結合部位の寄与が大きいために乙のような結

果を得た可能性がある。ポリアミンによる阻害効果がアナログによるものに比して約 10 3 オーダー低い
乙とからもクモ毒の構造相関性の重要さが示唆される。また，クツレタミン酸レセプターの措抗型アゴニス

トがほとんど阻害活性を示さなかった乙とから， NSTX-3 はグルタミン酸レセプターの措抗型アンタ

ゴニストではなくチャンネノレブロッカーなどとして機能しているのではなし、かと予想している。

論文の審査結果の要旨

クモ毒NSTX-3 はグノレタミン酸受容体のサブタイプの 1 つであるキスカノレ酸/カイニン酸受容体の

強力な括抗薬として働くことが近年発見された。特に分子内に官能基を多くもつ乙とから，アフィニティ・
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リガンドとしての有用性が注目されている。しかし，今までは電気生理学的研究が大部分であり，ラベノレ

化合物の合成が遅れていた乙ともあって生化学的薬理学的研究はほとんどなされていなかった。本論文で

はNSTX-3 のトリチウム体の合成に初めて成功し，それを用いてラット脳における特異的結合部位の

解析を行い，いくつかの重要な結果を得ている。小脳においては親和性の異なる 2 つの結合部位を見いだ

いそのうち高親和性結合部位の生理的重要性を指摘している。また，種々のクツレタミン酸受容体アゴニ

ストを用いた結合阻害実験より， NSTX-3 の阻害様式が非措抗型であることを証明している。

キスカノレ酸/カイニン酸受容体の構造解析等を進めるにあたって非常に重要かつ有用な示唆を与えるもの

である。以上のことから，本論文は，医学博士の学位論文として価値があると認める。
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