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論文内容の要旨

中枢神経系の Glu レセプターには， N-methyl-D-asparti"cacid (NMDA) , kainic acid (KA) 

およびDL-α-amino -3 -hydroxy -5 -methy lisoxazole -4 -propionic acid (A M P A) など

の外因性化合物に対する感受性の違いから，少なくとも 3 種類以上のサブタイプが存在する。これらサ

プタイプの中でも特に， NMDA感受性レセプターは中枢神経系の可塑性形成に関与するばかりでなく，

脳虚血時や低血糖時に観察される脳内神経細胞死に関係していることが示されているO このNMDA レ

セプターは，少なくとも 3 種類以上のサブコンポーネントから構成される複合体であると考えられる。

すなわち， NMDA認識部位，ストリキニーネ非感受性 Glycine (Gly) 認識部位およびイオンチャンネ

ル部位である O さらに最近，第 4 番目のサブコンポーネントとしてイオンチャンネルの開放を増強する

ポリアミン部位の存在が示唆されている。これらのNMDA レセプター複合体に関する生化学的結合実

験には数多くの矛盾点が見受けられ，統一的な見解が得られてないのが現状であるO したがって，本研

究では， NMDA レセプター複合体の生化学的検出方法の再検討を行うとともに， NMDA レセプタ一

機構に関する神経薬理学的研究について検索した。

精製 [3 HJ Glu を脱塩蒸留水で調整した緩衝液中で300C ， 60分間反応させるだけで，脳シナプス膜標

品非存在下にもかかわらず，グラスフィルターへの吸着物質が生成された。吸着物質の生成反応は， N

MDAや 3 -[(::t) -2 -carboxy-piperazin -4 -ylJ -propyl-1 -phosphonic acid (C P P) 以

外のほとんどの興奮性アミノ酸レセプターのアゴニストやアンタゴニス卜により抑制された。また，こ

の吸着物質生成反応は，興奮性アミノ酸レセプターと同様の性質を示すことが明らかとなった。吸着物

質の生成は，保存緩衝液を使用直前に煮沸するか，あるいは除菌フィルターで再び漉過することにより
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完全に阻止された。したがって，反応温度依存性のレセプター結合実験は，緩衝液液中の微生物に由来

するであろう吸着物質の生成に注意することが必須である。レセプター結合実験に十分に洗浄したシナ

プス膜標品(未処理膜標品)を用いた場合，反応温度にかかわらず [3HJ Glu 分解産物の生成が検出さ

れた。一方， 0.08% Triton X -100で前処理した膜標品 CTriton 処理膜標品)を用いた場合，反応温

度 2
0

Cで分解産物の生成は認められなかった。これらの結果から，未処理膜標品を用いた場合には反応

温度にかかわらず，膜酵素による [3 HJ Glu の分解が起こることが推察される。したがって， [3HJ Glu 

結合実験は， Triton 処理膜標品を用いて反応温度 2 0Cで行うことが必須条件であることが判明した。

この実験条件下のNMDA感受性 CHJ Glu 結合は，反応温度逆依存性，可逆性，飽和性，高親和性，

構造選択』性を持つことが判明した。これは， Triton 前処理による内因性阻害物質の除去， CHJ Glu 代

謝酵素の除去，あるいは CHJ Glu を取り込む小胞様構造物の消失などに起因するものと推察される。

また，本結合部位の薬理学的性質は，いずれもNMDA認識部位を示すものであった。したがって，本

実験条件により NMDA認識部位が正確にかっ再現性良く検出されることが明らかとなった。

NMDA レセプターの生理的応答を解析する目的で，開放状態のNMDAチャンネル内に結合する [3 HJ

1 -[1 -C 2 -thienyl) cyclohexylJ piperidine CT C P) をリガンドとした NMDAチャンネルの生

化学的標識を検討した。 CHJTCP結合は Glu をはじめとする NMDAアゴニストの添加により結

合が増強し，また Gly 認識部位に親和性を持つ化合物が本結合をさらに増強した。この Glu や Gly に

よる増強作用は，結合の平衡状態レベ、ルを変化させることなく，結合の初速度を克進させることが明ら

かとなった。一方，平衡条件下の Scatchard 解析では Gly の添加による変化は認められなかった。以上

の結果から， Triton 処理膜標品への CHJ TCP結合が電気生理学的に同定されたNMDAチャンネル

のすぐれた生化学的指標であることが判明した。このNMDA レセプター複合体の検出法を用いて，数

種の中枢神経作用薬の作用機序と NMDA レセプター複合体の関連'性について検索した。アセビ，ハナ

ヒリノキ葉の成分の一つである GT X CGrayanotoxin) -ill の作用の一部に中枢神経系抑制作用が関与

することを我々は m VIVO 実験で既に明らかにしている。 GTX-illの自発運動抑制作用は， NMD 

Aや Quisqualic acid CQA) の脳室内投与により回復した。しかしながら， GTX-ill はNMDA認識

部位， Gly 認識部位，イオンチャンネル部位のいずれのサブコンポーネントへのリガンド結合に対して

も全く影響を与えなかった。このことは GTX-illの中枢抑制作用が直接的にNMDA レセプター複

合体を介した現象でないことを強く示唆するものであるO 次に， Ifenprodil C 1 F P) は脳虚血時の神

経細胞障害に対して防御作用を発揮することが知られているが，その薬理作用出現機序として脳血管拡

張作用が推察されている。一方， NMDA レセプター複合体は，脳虚血性の神経細胞死の出現に関与す

ることが明らかになっている O したがって このNMDA レセプター複合体に対する IFP の作用につ

いて検討した。 [3 HJ TC P結合は Glu および Gly により増強されるばかりでなく， Glu および Gly 共

存下に内在性のポリアミンの一つで、ある Spermidine C S P D) により，さらに増強された。この Glu ，

Gly およびSPDの増強作用に対して， 1 F P は濃度依存的に非競合的な阻害作用を発揮した。したがっ

て， 1 F P の脳虚血性神経細胞障害改善作用の出現には，脳血管拡張作用ばかりでなく，神経細胞膜上

のNMDA レセプター複合体の抑制作用も関与する可能性が示唆される。
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このように従来から臨床的に用いられている薬物がNMDA レセプターに対する作用を持つことが徐々

に解明されてきているO したがって生化学的レセプター結合実験の実施に当たっては，本研究で解明

されたような方法論的問題点に十分留意して実験を組み立てる必要がある。

論文審査の結果の要旨

本論文は中枢神経系のクゃルタミン酸レセプターのうち，シナプスの可塑性形成その他において重要な

意義を有する NMDA レセプターの神経薬理学的性格について詳細な検討を行なったもので，薬学博士

の称号を与えるに値するものであるO
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