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論文内容の要旨

Lーグノレタミン酸 (Glu) は，中枢神経系において主要な興奮性神経伝達物質として作動しているアミ

ノ酸であり，記憶，学習等の高次神経機能の他，痘撃，脳虚血等の神経疾患とも関連の深い物質であると

報告されているo 海馬苔状線維 (MF ， mossy fiber )は興奮性アミノ酸( EXAA) 神経作動性であると

考えられているが，その終末部位には高濃度の亜鉛( Zn2+) が存在している乙とが知られている。

最近MF の終末部位で神経興奮に応じたZn2+ の取り込み及び遊離の系が存在している乙とが発見され，

Zn2+ の神経伝達物質あるいは神経伝達修飾物質としての役割が提唱されているo しかしながら， MF に

おいて Zn2+がEXAA神経系と如何なる機能的関連性を有しているかについては未だ不明である。そこで

Zn2+ の海馬神経における動態から， EXAA神経の機能的役割を明確にする乙とを目的として，ラット

海馬標本を用い， Zn2+ および、 EXAA の相互の神経薬理学的検討を行った。 Zn2+ は海馬切片からの 40

mMKC 1 (high -K+)及び， veratrine (7μg/ml)による脱分極性びH) Glu の遊離を濃度依存的

に抑制し， 100μMの Zn2+でそれぞ、れ 45~ぢ及び 48~ぢの有意な抑制が認められた。しかしながら海馬切片

からの[ 3H)GABA 及び[ 3H)ACH の脱分極性刺激による遊離は， 100μMの Zn2+ で全く影響を受

けなかった。 Zn2+ は海馬P2 からの [3H)Glu をも抑制した。二価カチオンの中では Fe 2+が有意にびH)

Glu の遊離を抑制したが，その程度は Zn 2十よりも弱く ， Co 2+ , Ni 2+ , :M:n 2+ はいずれも 100μM で

無作用で、あった。 Zn2+はまた海馬シナプス膜へのびH)Glu結合を basal 及び~Ca2+ /Cl一存在下の何

れの場合に対しても著明に阻害した。ラット脳内における Zn2+ の存在様式について基礎的検討を行った

結果， Zn2+ は海馬において，且つその上清可溶J性画分に最もその含量が高かった。海馬上清画分の

SephadexG ー 75 によるゲル漉過ノマターンから， Zn2+ は大部分が蛋白と結合した形で存在するととが

庁t向
。
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示唆され， HPLC イオン交換クロマトグラフィーによる結果，脳内において Zn2+ 結合蛋白が海馬に比較

的多く存在し，大脳皮質，脳幹では低量であった。また，海馬上清蛋白のCd 2+ 及び、Cu 2+ に対する結合

能力はいずれも Zn2+ のそれよりも弱いものであった。海馬 Zn2+ 結合蛋白をさらにHPLCゲル漉過で、分

離すると， 3 つのピークが観察され，概算分子量は 90.32 及び 10K dalton であった。海馬上清画分を

3ìC で 30分 incubation し，氷冷後，遠心限外漉過法iとより櫨液中の Zn2+含量をフレームレス原子

吸光分光光度計にて測定すると， incubation しない場合に比較して約90~ぢ，有意に増加していた。乙の

現象は 15- 120分の incubation でほぼ同程度認められ，上清中の蛋白濃度に依存している乙と， trypsin 

及び熱処理で著明K増加する乙とより，漉液中の Zn2+ の増加は蛋白から解離した Zn2+を反映している

ものと考えられた。海馬MF は EXAA神経作動性であるので， EXAA および関連のアミノ酸を海馬上

清画分に添加して Zn2+ の解離に対する効果について検討した。 30 分の incubation で Glu( 100μM) 

は Zn2+ の解離を約 35%有意に促進した。 60-120 分でも促進傾向がみられた。 しかしながら D-

glutamate は 100μMで Zn2+ の解離に全く無影響であった。 Aspartate (Asp) , Cystea te は， と

もに 100μM で有意な促進作用を示し， EXAA神経受容体サブタイプのagonist はいずれも低濃度で強

いZn2+解離促進効果を惹起した。促進効果の強度は， quisqualic acid (QA)>N-methyl-D-

aspartic acid (N1在DA)>kainic acid (KA) の順であった。抑制性アミノ酸とされる GABA 及び

Taurine はいずれも 100μMで Zn2+ の解離に作用を及ぼさなかった。 NMDA受容体 antagonist とさ

れる Mg 2+ の解離に作用を及ぼさなかった。 NMDA受容体antagonist とされる Mg 2+ は 100μM で

Glu による海馬上清画分からのZn2+解離をやや抑制したが有意な効果ではなかった。また APV (D-2 

-aminQ -5 -phosphonovaleric acid) も 100μMで Glu の効果に無作用であった。 海馬膜画分か

らの Zn2+ の解離は 37-cでインキュベートしても明白にはみられず，またGlu ( 100μM) を添加しても

何ら変化は認められなかった。 Zn2+ キレート薬である dithizone(DITH) は海馬切片からの脱分極性

[3H) Gl u 遊離を 1μM から有意に促進し， 10μMでは約 2倍著明iζ増加させた。乙の作用は外液中の

Ca 2+ の有無にかかわらずみられた。また， o-phenanthroline , tetraethylenepentamine , 

diethyldi th iocarbarnate はいずれも 10μMで high-K+ による[ 3H)Glu 遊離に何ら影響しなか

った。 D1 TH (20μg) をラット海馬MF 付近に両側性に注入すると，海馬内 Zn2+及びGlu の含量が有

意に減少する乙とが認められた。しかしながら，他の metals ， amino acids , monoamines 及び

ac et ylc holine の含量は対照群に比して変化しなかった。また， DITH( 100抑/k9 ， i . p. )をマウスに

投与すると， 4時間後，脳内Glu 及び、Asp レベルが有意に減少する乙とがみられた。以上要約すると，

① Zn2-十は海馬興奮性アミノ酸神経系に対し，脱分極性 Glu の遊離を特異的に抑制し，海馬シナフ。ス膜

への Glu 結合を阻害した乙とから，海馬内因性 Zn2+ は興奮J性アミノ酸神経を調節する作用を有する乙と

が示唆された。②海馬に局在する Zn2+は大部分蛋白結合性であり，その結合蛋白は HPLC 分析から海

馬に高濃度存在し， Cu2+ 及び Cd 2+に対する結合力は Zn2+ よりも弱かった。③海馬 Zn2+結合蛋白は，

生理的条件下で Zn併を解離しうるものであり，特徴的な乙とは，その解離が興奮性アミノ酸iとより著明

iζ促進されるとと，_fiつ解離に過程立体特異性が認識される乙とであった。④ Zn2+キレート薬， di thiｭ

zone は海馬からの脱分極性 Glu 遊離を著明K促進し，また脳内投与により， Zn2+ 及び Glu が特異
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的に減少した乙とから. dithiz one は海馬興奮性アミノ酸神経に選択的に作用しているものと考えられる。

したがって，海馬iと局在する Zn2+は興奮性アミノ酸神経と密接な機能的関連性を有している乙とが示さ

れ. Zn2+ と興奮性アミノ酸が相互に神経機能を調節している可能性が示唆された。

論文審査の結果の要旨

本論文は海馬に局在する Zn2+が興奮性アミノ酸神経と密接な機能的関連性を有し， Zn2+ と興奮性ア

ミノ酸が相互に神経機能を調節している可能を示唆したものであり，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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