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N - メ チ ル ーD - ア ス パ ラ ギ ソ 酸 ( N M D A ) 型受容体イ オ ン

チ ャ ン ネ ル複合体に お ける高親和性 M g
2 +

結合部位と

ポリ ア ミ シ結合部位の特性

金沢大学医学部公衆衛生学講座 (主任 : 岡田 晃教授)

長 瀬 博 文

( 平成5 年1 月 6 日受付)

近年 , 興奮性 ア ミ ノ 酸受容体の 1 つ の 亜 型で ある N- メ チ ル ー D- ア ス パ ラ ギ ン 酸 ( N -

m e th y トD
-

a S p a r t a t e , N M D A ) 型受容

体が , 神経生理学的 また ほ 神経病理学的プ ロ セ ス に 幅広く関与 して い る こ と か ら , 特 に 注 目され る よう に な っ て きて い る . こ

の 受 容体 ほ ,
L- グル タ ミ ン 酸 ,

グ リ シ ン
, ( + )r5

-

rn e th yト1 0 , 1 l- d ih y d r o
- 5 H Ldib e n z o [ a , d ] c y cl o h e pt e n

-5
,
1 0 -i m i n e m al e a te

( M K- 8 01) と N -(1- [ 2-th i e n yl] c y cl o h e x yl)
-3

,
4- Pi p e ridi n e ( T C P) , M g

2 +

,
ス ペ ル ミ ン と ス ペ ル̀ ミ ジ ン と い っ た ポ リ ア ミ ン な ど多

くの 受容体調節物質を認識す る部位を含ん だイ オ ン チ ャ ン ネ ル 複合体 と考え られ て い る . 本研 究で ほ ,
N M D A 型 受容体複合

体を調節する高親和性 M g
2 ヰ

結合部位お よ び ポ リ ア ミ ン 結 合部位 の 特性を調べ る た め ,
M g
2 +

,
ポ リ ア ミ ン

,
ポ リ ア ミ ン ア ン タ

ゴ ニ ス ト お よ び ア ミ ノ 酸と の 相互 作用 を
3
汁 T C P 結 合実験 に て 検討 した . 1 p M ス

ペ ル ミ ジ ン と 0 . 5 FL M ス
ペ ル ミ ソ は ,

M g
2 +
に よ る

ユ
H-T C P 結合刺激 を相加的に さ らに 増 加 させ て い た . しか し , よ り高濃度の ス ペ ル ミ ソ と ス ペ ル ミ ジ ン は , 相加

的に
3
H- T C P 結合 を増加 させ な か っ た . M g

2 +

に よ る
3
Hr T C P 結合刺激 の 場合 と異な り , 今 回検討 した 濃度の ポ リア ミ ン は ,

L- グ ル タ ミ ン 酸 に よ る
3

H - T C P 結合の 刺激 を各 々 相加的 に 増加 させ て い た . こ れは ,
ポ リ ア ミ ン が N M D A 型受容体複合体 に

お い て
,
し グル タ ミ ソ 酸結合部位 と ほ異な る部位を介 して

3
H- T C P 結合を 刺激 して い る こ と を 示 して い る . 1 0 FL M L- グ ル タ ミ

ン 酸 と 1 0FL M グリ シ ン は ,
3
H- T C P 結合を刺激す る ス ペ ル ミ ン の 親和性を各 々 が 同程度に 増加 させ る

一

方 で , L- グ ル タ ミ ン 酸

は
3

H- T C P 結合を 刺激す る M g
2 +
の 親和性を グ リ シ ン よ り著 明に 強く増加 させ て い た . また

,
ポ リ ア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ

る d ie th yl e n e tri a mi n e (D E T ) と プ ト レ ッ シ ソ ほ I
M g
2 十
と ス ペ ル ミ ン に よ っ て 刺激 され た

3

H - T C P 結合を どち らも競合的に 抑

制 した . これ ら の 相反す る結果は I
M g
2十

と ス ペ ル ミ ン が 同 じ機序 で
3

廿 T C P 結 合を 刺激 しな い こ と を 示 して い る . さ ら に

ほ
,
M g
2 +
と ポ リ ア ミ ン が 高親和性 M g

2 +

結合部位 と ポリ ア ミ ン 結 合部位 と い う 2 つ の 別 々 な 調節部位を介 して N M D A 型受容

体複合体を調節 して い る可 能性も示唆 して い る . 加 え て ,
ア ル カ イ ン と 1 , 1 0

- di a mi n o d e c a n e (D A l O) は 1 /上M L- グ ル タ ミ ン

酸 ,
1 00 p M M g

2 +

と 1 p M ス
ペ ル ミ ン に よ っ て 刺激 され た

3
HLT C P 結合 を濃度依存性に各 々 抑 制 した . そ れ ら抑制 の 効力は ,

明 らか に D E T よ り高い もの で あ っ た . 1 0 p M D E T ほ I L- グル タ ミ ン 酸と グリ シ ン に よ る
3
H - T C P 結 合の 刺激 に 対す る ア ル カ

イ ン と D A l O の 抑制効果を減弱 させ て い た . こ れ らの 結 果は , ア ル カ イ ン が D A l O と 同 じ作用 を 持 つ ポ リ ア ミ ン 結合部位 へ の

イ ン バ
ー ス ア ゴ ニ ス トで あ る こ と を示 し て い た .

K e y w o r d s N M D A r e c e p t o r i o n c h a n n el c o m p le x , hig h affi nit y M g
2 +

sit e
, p Oly a m i n e

r e c o g n iti o n sit e , p Oly a m i n e a n t a g o nist s , i n v e r s e a g o nist

興奮性 ア ミ ノ 酸受容体は , 高等動物の 中枢神経系 に お ける 主

要な興奮性神経伝達物質受容体 であり , シ ナ プ ス で の 神経情報

伝達に 中心 的役割を担 っ て い る . そ れ と共に , 記憶 と学習の 基

礎に な る シ ナ プ ス 可 塑性の 発現, 脳虚血 や て ん か ん 墓標発作 に

よる 神経細胞壊死 き 精神分裂病や痴呆 な どの 病態に 深く関わ っ

て い る こ とも 示唆 され て い る
1)

. よ っ て こ の 受容体 の 機能 の 解

明ほ , 神経情報伝達や脳 の 高次機能 , 病態 の 理解 に 必須 であ

る . 特 に 本研究で は 1 興奮性 ア ミ ノ 酸受容体を調節す る磯能が

最近明 らか に されて きた M g
2 +
と ポ リア ミ ン

2)
に注 目 し , そ れ

ら の 調節部位の 特性を検討 した が , これらの 調節機能を 明らか

A b b r e vi atio n s : D A lO , 1 ,1 0 - di a m i n o d e(ごa n e ; D E T ,

に す る こ と で 興奮性ア ミ ノ 酸受容体 が病態 に 関わ る多くの 疾

病
,
異常

3)
の 予防 に つ な が っ て い くと 考え られ る .

興奮性 ア ミ ノ 酸受容体 は選択的な ア ゴ ニ ス ト に 基 づ い て ,

N - メ チ ルーD- ア ス パ ラ ギ ン 酸 ( N
-

m e t h yl- D- a S P a r t a t e , N M D A )

型 , キ ス カ ル 酸型 ▲
カ イ ニ ン 酸型の 3 つ の 亜 型 に分類 され て き

た
1)

. 特 に N M D A 型受容体は N a
+

,
K
+

,
C a

+

な どの イ オ ン が

通過する陽イ オ ン チ ャ ン ネ ル と共役 し複合体 を形成 し機能 して

い る
4)
. そ の 受容体複合体 は , それ 自身 の 機能 を調節す る特異

的な部位 を有 して お り , 特 に L- グ ル タ ミ ソ 酸 と グ リ シ ン を

別 々 に 認識す る部位 (調節部位 また は 結合部位) が 存在す る と

di eth yle n e t ria m i n e ; E D T A , e th y l e n ed ia m in et e r a a c et a t e ;

3

牲 M K -8 01
,

3

H -

( + )
- 5 - m et h yl

- 1 0
,
1 1 -dih y d r o

-5 H - dib e n z o [ a , d] c y cl o h e p t e n - 5 , 1 0 -i m i n e m al e at e ;
3

H - T C P
,

3 H - N -

( ト [2 - t hi e n yl] c y cl o h e x yl)
-3
,
4 - Pip e ridin e ; N M D A , N

- m e t h yl
- D - a S p a rt a t e ; P C P , p h e n c y clidin e



高親和性 M g
2 十

結合部位 と ポ リ ア ミ ン 結合部位 の 特性 2 9

考え られ て い る
A)

. また ,
フ ェ ン サ イ ク リ ジ ン (p h e n c y cli di n e ,

P C P ) , ケ タ ミ ン , ( + )M5- m e th yl-1 0 , 1 トdih y d r o-5 H- dib e n z o [ a ,

d] c y cl o h e p t e n- 5 ,1 0-i mi n e m al e a t e ( M K- 80 1) な どの い く つ か の

幻覚惹起物質が , ア ミ ノ 酸の 結 合部位 と は別の 部位 に 作用 する

こ とも知 られ て い る
5 ト 7)

. 電気生理 学的実験 か らそ の 結合部位

は N M D A 型受容体複合体 の 中 の イ オ ン チ ャ ン ネ ル 内か ま た

は , そ れ と 親密な関係があ る部位と考え られ て い る
8)

. 受容 体

結合実験で は ,
よ く洗浄 した 膜標品 へ の

3
汁 M K 8 01 結合 が ,

L- グ ル タ ミ ソ 酸や グリ シ ソ に よ っ て 著明に 促進 され て お り
5)8)

,

3
廿 M K 8 01 は N M D A 型受容休内の イ オ ン チ ャ ン ネ ル が 開放 し

た状態 に 特異的 に 結合す る と考え られ て い る . また 本研究 で 使

用 した P C P の ア ナ ロ グの
3

H - N◆(1r [ 2 -th ie n yl] c y cl o h e x yl)- 3 ,

4- Pi p e ridi n e (
3
H- T C P) も

3
H- M K 80 1 と同

一 の 部位 に 結合する と

され て お り
8)

, 膜 標 品 へ の
3
H- M K 8 0 1 や

3
廿T C P の 結 合 は

N M D A 型受容体イ オ ン チ ャ ン ネ ル 複合体の 機能 を反映 して い

ると 考え られ る .

近年, ス ペ ル ミ ソ や ス ペ ル ミ ジ ン と い っ た ポ リ ア ミ ン が し

グ ル タ ミ ン 酸 と グ リ シ ン の 最大効果 が得 られ る濃度 の 存在下

で
,
さ らに

3
トトM K 80 1 結合を促進 さ せ る こ と が 報告 され た

10)
.

さ らに ポ リ ア ミ ン の 構造活性相関 に 関す る研究 で は ,
N M D A

型受容体 へ の
3

H- M K 80 1 結合の 効果に 基づ い て ,
ス ペ ル ミ ソ や

ス ペ ル ミ ジ ン は ポ リ ア ミ ン の 結 合部位 へ の ア ゴ ニ ス ト と して 分

類 され
,
ジ ュ チ レ ン ト リ ア ミ ン (di e th yl e n et ri a mi n e , D E T ) ほ

ポ リ ア ミ : / の 結合部位 へ の 選択的か つ 競合的ア ン タ ゴ ニ ス ト と

して 分類 され た
11>

. こ れ ら の 所見 よ り N M D A 型受容体複合体

に お い て
,
ア ミ ノ 酸結合部位と ほ 区別 され る特異 的な結合部位

に ポ リ ア ミ ン が 作用する こ とが 明 らか に な っ て きて い る .

ま た 1 m M 以 上 の 高濃度 の M g
2 +

が
,

3

HL P C P 結合を 抑制す

る こ とや
12)

,

3

H- T C P 結合を抑制する こと が 受容体結合実験 で

示 さ れ
1 3}1 4一

, 電気生理 学的な研究 に お い て も M g
2 1
が N M D A 7

ゴ ニ ス ト に よ っ て 活性化 され た コ ン ダ ク タ ン ス を 電位依存性

(v olt a g e-d e p e n d e n t) に ブ ロ ッ ク する こ と が 明 ら か に さ れ て い

る
15 ト 19一

. こ れ ら の 所見は , M g
2 十

の 結合部位 が N M D A 型受容体

複合体の イ オ ン チ ャ ン ネ ル 内に 存在す る こ と を 示 して い る .

一 方で , 興奮性 ア ミ ノ 酸や ポ リ ア ミ ン と同様に 1 m M 以下の

低濃度の M g
2 ト

も , よ く洗浄 した 膜標品 へ の
3
H- T C P 結合を 刺

激す る こ と が わ か っ て き た
13)1 4 ) 2 0 )2 1 )

. H o ri ら は ,
M g
2 十
に よ る

3
H- T C P 結合刺激が , 最大効果 の 得 られ る濃度の I ; グル タ ミ ン

酸 と グ リ シ ン の 刺激 に よ る特異的
3

H-T C P 結合に 相加的で ある

こ とを 示 し
,
し グ ル タ ミ ン 酸や グリ シ ン の み な らずイ オ ン チ ャ

ン ネ ル 内在の 低親和性 の M g
2 1

結合部位 とも区別 され る新 しい

部位 と して , 高親和性 M g
2 →1 結合部位を提 唱 した

-3-2 1 )

しか し
, 現在ま で 高親和性 M g

2 +

結合部位 に つ い て の 検討は

十分 に な され て お らず不 明 な 点も多い . S a c a a n と J o h n s o n

ほ
,
M g
2 +

と ポ リ ア ミ ン が 同
一

部位 に 作用 し
3

H-T C P 結合を刺

激 して い る可 能性を指摘 し て い る
22)

.

一 方 で W o n g ら は M g
2 1~

と ポ リ ア ミ ン が 各 々 が 異な る部位に 作用 して
3
H- M K 8 01 結合 を

刺激す る こ とを 示 唆 して い る
23)

. こ の よう に N M D A 塾受 容体

複合体 を調節す る M g
2一十 と ポ リ ア ミ ン の 調節部位(結 合部位) の

相 互 関係に つ い ては
一

致 した見解が得 られ て お らず検討の 余地

が多く残されて い る . そ こ で本研究 で は , 高親 和性 M g
2 +

結合

部位と ポ リ ア ミ ン 結合部位 の 特性 を
3

H - T C P 結 合実験 に よ っ て

検討 した .

材料お よび方法

Ⅰ . 薬 品

本研究 で 使用 した リ ガ ン ドお よ び薬品は以下 の 通 りで ある.

3
H- T C P (4 9 . 7 C i/ m m ol) (N e w E n gla n d N u cl e a r , B o st o n ,

M A
,
U S A ) ; P C P (塩野義製薬会社, 大阪); ス ペ ル ミ ン

,
ス ペ

ル ミ ジ ン
,
プ ト レ ッ シ ソ , ア ル カ イ ン ,

1
,
1 0 -d i a m i n o d e c a n e

(D A l O) ( Si g m a C h e m i c al C o m p a n y , S t . L o u is , M O , U S A ) ;

D E T ( A ld ri c h C h e m i c al C o m p a n y . M il w a u k e e . M I , U S A )

H . 実験方法

1 . 膜標 品の 作成

W i st a r 系雄性 ラ ッ ト(1 4 0 - 2 1 0 g) を用 い ,
H o ri ら の 方法

13) に

従 い 膜標品を作成 した . 断頭後直 ち に 脳を取 り出 し, 大脳皮質

を20 倍量相当の 0 . 32 M シ ョ 糖で ホ モ ジネ
ー

ト し
,
9 0 0 Ⅹg , 1 0 分

間 , 4 ℃ に て 遠心 した . 上 清を 再 び ホ モ ジ ネ ー

下 した 後 ,

犯00 0 x g , 2 0 分間 , 4 ℃ で 遠 心 し て 沈砥部分 (P 2 分画) を 得

た . P 2 分画中に残存す る内因性ア ミ ノ 酸な どを 可 能な 限 り除

去する ため
,
以下に 述 べ る 操作 を P 2 分画 に 加 え た . まず ,

P 2 分画を20 倍量の 50 m M T ris- H C l p H 7 . 6/ 1 0 rn M ェ デ テ h ト

( e th yl e n e d i a mi n e te tr a a c e t a t e , E D T A ) 緩衝液( T ris- E D T A 緩

衝液) で ホ モ ジネ ー 卜 し
,
2 0

,
0 0 0 Ⅹg , 2 0 分間, 4 ℃ の 遠心 を 行 っ

た , 得 られ た 沈睦を20倍量の T ri s-E D T A 緩衝液で 再び ホ モ ジ

ネ
ー

卜 し37 ℃
,
1 0 分間の プ レイ ン キ ュ

ベ ー シ
ョ
ソ を した後 , _

上

述 した 条件 で 2 [司目の 洗浄
･

遠心 を 行 っ た . 次に ,
こ こ で 得 ら

れ た 沈睦を20 倍量の T ris- E D T A 緩衝液 で ホ モ ジ ネ
ー

卜 し , ド

ライ ア イ ス を用 い て凍結 ･ 融解 (f r e e zi n gLth a wi n g) を し , 3 回

目 の 洗浄 ･ 遠心 を行 っ た . 最後 に 得 られ た 沈漬 は2 0 倍 量 の

5 m M T ris- H C l 緩衝液(p H 7 . 6) で ホ モ ジネ M ト し - 8 0 ℃ で 保存

した . 実験当日 , 凍 結保存 し た 膜標品 ほ 室温 で 融解した 後,

2 0 倍 量の 5 m M T ri s《H E P E S 緩 衝 液 ( p H 7 . 6 ) を 用 い て ,

2 0
,
0 0 0 x g , 2 0 分間, 4 ℃ で 2 回洗浄 ■ 遠心 し結合実験 に 供 した .

2 .

3
H- T C P の 結合実験

3

HT T C P の 結 合実験 は , L o o らの 方法に 従 い 実施 した
24)

. 具体

的に は
,
ま ず膜標品( 蛋白量 1 0 p g) ほ ,

5 n M
3

汁 T C P と必 要

応 じた 試薬と共に 5 m M T ri sp H E P E S 緩衝液(p トⅠ7 . 6) 巾で 最終

全体量 20 恥1 , 2 5 ℃ に て 2 時間イ ン キ ュ
ベ ー

シ ョ ン した . こ の

反 応 は 2 時 間後 ,
I n ot e c h セ ル ハ

ー ベ ス タ ー

( W o hl e n ,

S w itz e rl a n d ) を 川い て W h a t m a n G F/ C フ ィ ル タ ー

( B r a n d el ,

G ait h e r s b u r g , G e r m a n y) とに 吸 引濾過す る こ と に よ り急速 に

停 止 させ た . そ の 後 W h a t m a n G F/ C フ ィ ル タ
ー ほ

,
末結合の

3
H- T C P を除去す る た め 水冷 した 5 m M T ri s-1i E P E S 緩 衝液

200 FLl で1 0 巨一]洗浄 した . な お ,
W h a t m a n G F/ C フ ィ ル タ ー は非

特異的吸着を防止するた め , 予 め0 . 0 5 % ポ リ エ チ レ ンイ ミ ン

( p oly e th yl e n ei mi n e) に1 5
-

2 0 分間浸して 使用 した .

3 . 放射活性の 測定

3

汁 T C P 結合実験 で 得 られ た フ ィ ル タ ー

は . 液体 シ ン チ レ ー

シ ョ ン カ ウ ン タ
ー 用バ イ ア ル (B i o vi al) ( B e c k m a n , F ull e rt o n ,

C A
,
U . S . A .) に 入 れ シ ソ チ レ

ー タ ー と し て ア ク ア ゾ ー ル

( N e w E n gl a n d N e w cl e a r , B o s to n , M A , U . S . A .) 3 m l を加

え
,
そ の 放 射悟性 を 液体 シ ン チ レ

ー シ ョ ン カ ウ ン タ
ー

(B e c k m a n L S 9 8 00) を 用 い て 測定 した . 特 異的結合 は 30 FL M

P C P 存在下お よ び非存在下の 差と して 求め た . な お 全て の 実

験は tripli c a t e で 行 っ た .
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4 . 蛋白量の 測定

使用 した 摸標品の 蛋白量は ,
L o w r y らの 方法

紬
に 従 っ て 測定

L た . 標準曲線の 作成 に は ウ シ 血 清ア ル ブ ミ ン (岩井化学薬品,

東京) を用い た .

5 . 統計学的処理

E C 5｡ およ び IC 5 ｡ は/ H ill pl o t の 線形 回帰よ り算出 した . 平均

値 の 比較 に は S t u d e n t の t 検定( 両側) を用 い ,
P 値 が0 . 0 5 以下

を 有意差あり と した .

成 績

Ⅰ . M g
2+

ま た は レ グ ル タ ミ ン 酸 に よ っ て 刺 激 さ れ た

ユ
H - T C P 結合 へ の ス ペ ル ミジ ン とス ペ ル ミ ン の 効 果

M g
2 十

ほ 特異 的
3
H てC P 結合 を 濃度依存性 に 増加 さ せ ,

3 0
-

1 0 恥 M で 結合量は最大と な り, M g
2 十

非存在下の 結合量に

比 して約 6 倍 まで 達 した .

一 方 10 恥M 以上 の 高濃度 の M g
2 +

は そ の 結合 を抑制 した ( 図 1 A) . こ の M g
2 十
に よ る

3
H - T C P 結

合 へ の 二相性の 効果は
, 諸家の 報告

制 20)2 4 )
と 一 致するも の で あ る .

図 1 A と 1 B に 示 した よ う に
,
1 /｣ M ス ペ ル ミ ジ ン と 0 . 5
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【L - gl ut a m at e] LLM

FL M の ス
ペ ル ミ ン は

,
M g
2 +
に よ る

3
H- T C P 結合刺激を さ らに 相

加的( a d diti v e) に 増加 させ た . 同様 に 3 p M と 1 0JL M ス ペ ル ミ

ジ ン お よ び 1 J` M と 3 〟M の ス
ペ ル ミ ン も M g

2 十
に よ る

3
H- T C P 結合刺激 を さ らに 増 加 さ せ た が ,

相 加的増加 で は な

か っ た . M g
2 十
に よ る

3
H- T C P 結合増加 に 対する E C 5｡ 値 は , ポ

リ ア ミ ン 非存在下の 11 . 4 ±3 .1 毎 M (平均 ±標準誤差 ; n = 4) か

ら3 J( M ス
ペ ル ミ ジ ン 存在下の 9 . 3 7 ±1 . 7 5 /ノM へ と , ま た 1

〟M の ス ペ ル ミ ン 存 在下で は 8 , 5 3 ±1 . 7 5 〃M へ と減少 した が統

計学的に 有意 で は な か っ た (表 1 ) .

国 1 C と 1 D に 示 し た よ う に L- グ ル タ ミ ン 酸 は 特 異的
3
H- T C P 結合を 濃度依存性 に 増加 さ せ 10

-

1 0 0 FLM で 最大 結合

量が得 られ ,
L- グル タ ミ ン 酸非存在下の 結合量に 比 して約 8 倍

ま で 達 した .
ス ペ ル ミ ジ ン や ス ペ ル ミ ン は

I
L- グ ル タ ミ ン 酸に

よ る
ユ

汁 T C P 結 合刺激を さ ら に 相加的 に 増加させ た . し グ ル タ

ミ ソ 酸 に よ る
3

H-T C P 結合増加に 対す る E C 5｡ 値 で は ,
ポ リ ア

ミ ン 非存在下 の 22 9 . 9 士51 . 3 n M (平均 ±標準誤差 ; n = 4) か ら

1 〃M ス ペ ル ミ ジ ン 存在下 の 39 . 6 ±2 . 2 n M (p < 0 . 0 5) へ と ▲ ま

た 0 . 5 /∠M の ス
ペ ル ミ ン 存在 下の 39 . 2 ±2 . 5 □M (p < 0 . 0 5) へ と
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F ig ･ 1 ･ T h e e ff e c t s of s p e r mi di n e a n d s p e r mi n e o n th e M g
2 +

- a n d し gl u t a m a t e-i n d u c e d
3

HK T C P b i n d i n g ･ C o n c e n t r ati o n -

r e S p O n S e

C u r V e S f o r M g
2 十

( A , B ) a n d し glu t a rn a t e ( C , D) w e r e d e t e r m in ed u n d e r th e c o n tr oI c o n d iti o n s ( o p e n cir cl e s) a n d i n th e p r e s e n c e
Of l p M ( cl o s e d c ir c l e s), 3 〃M ( o p e n tri a n gl e s) , O r l O p M ( cl o s e d tri a n gl e s) s p e r mi di n e ( A , C) ; a n d O .5 iL M ( cl o s e d ci r cl e s), 1 FLM

( o p e n tri a n gl e s) , O r 3 FL M (cl o s e d tri a n gle s) s p e r m i n e (B , D ) . R e s ult s ar e th e a v e T a g e Of t ri pli c at e d e t e r mi n a ti o n s f r o m a
r e p r e s e n t a ti v e e x p e ri m e n t th a t w a s r e p e a t e d 4 ti m e s gl V i n B Si m ila r r e s u lts ,



高親和性 M g
2 十

結合部位 と ポ リ ア ミ ン 結 合部位の 特性

有意に 減少 した (表 1 ) .

Ⅱ . M g
2 +

お よび ス ペ ル ミ ン に よ っ て刺激 された
3
H - T C P 結

合に 対 L て の ア ミノ 酸の効果

1 0 〟M L- グ ル タ ミ ソ 酸お よ び 1 恥M グ リ シ ン と い っ た ア ミ ノ

酸 の 存在下で , M g
2 '

と ス ペ ル ミ ン の
3
H- T C P 結合刺激効果を

検討 した .

デ
ー タ は 示 して い な い が , 0 . 01 - 1 〃M の ス ペ ル ミ ン は L- グ

ル タ ミ ン 酸 (1 恥 M ) ま た は グ リ シ ン (1 0〟M ) の 存 在 下 で

3
H てC P 結合を刺激 した .

ス ペ ル ミ ン に よ る
3
汁 T C P 結合増加

に 対 し て の E C 50 値は , ア ミ ノ 酸非存在下の 1 . 5 8 土0 .1 5 /` M (平

均 土 標準誤差 ; n = 3) か ら 1 恥 M L- グ ル タ ミ ン 酸 存在下 の

0 . 4 8 土0 . 0 餌 M へ と
,
ま た 1 恥 M グ リ シ ソ 存在下 の 0 . 6 8 土

0 . 0 1 JノM へ と各 々 減少 した ( 表2 ) . 一 方で
, 本研究と 同

一

の 実

験系 で 得 られ た M g
2 +
に よ る

3
H - T C P 結合増加 に お い て は ア ミ

ノ 酸非存在下の 11 士2 . 1 〟M ( 平均 土標準誤差) か ら 1 0〃M し グ

ル タ ミ ン 酸存在下 の 1 . 9 ±0 . 餌 M と ,
ま た 1 恥 M グ リ シ ソ 存在

下の 8 . 4 士1 . レ` M へ と各 々 減少 した
1 3)

. M g
2 十
ま た は ス ペ ル ミ ン

の み に よ る
3
H- T C P 結合増加に 対する対照 の E C 5｡ 値と ア ミ ノ

酸 存在下に おけ る各 々 の E C 5｡ 値 の 比較検討を行 う と ,
ス ペ ル

3 1

ミ ン に よ る
3
H- T C P 結合増加 に 対 して の E C 5｡ 値で ほ 1 対照 :

+ 1 0J上M し グ ル タ ミ ン 酸 : + 1 0 /JM グ リ シ ン = 1 : 0 . 3 0 :

0 ･ 4 3 , M g
2 十

に よ る
3

H- T C P 結 合 増加 に 対 し て の E C 5｡ 値で

ほ
, 対照 : + 1 0〃M し グ ル タ ミ ン 酸 : + 1 0 〟M グリ シ ソ = 1 :

0 .1 7 : 0 . 7 6 であ っ た (表 2) .

Ⅲ ･ M g
2 +
ま た は ス ペ ル ミ ン に よ っ て刺激され た

3

H - T C P 結

合 に対す るポリア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス トの抑制

M g
2 十

また ほ ス ペ ル ミ ソ で 刺激され た
3
H-T C P 結合を抑制す

る
一

連 の ポ リ ア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト
,
ア ル カ イ ン

,
D A l O

,

D E T
,
プ ト レ ッ シ ソ の 効力を 検討 L た . 本実験で 全て の ポ リ ア

ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト は
, 最 大 刺激効果 が得 ら れ る 1 0 恥M

M g
2 '

存在 下で の
3

H て C P 結合 を 濃度依存性 に 抑制 した (図

2 ) . そ の 抑制効力 の 順序ほ 1
ア ル カ イ ン (I C 5｡ = 6 . 8 0 ±0 . 1 1

P M ) > D A 1 0 (I C 5O = 1 0 . 7 土2 . 5 4 FL M ) > D E T (I C 5｡ = 1 4 . 0 ± 3 . 3 2

〃M ) > プ ト レ ッ シ ソ (I C 5｡ = 5 3 . 8 土6 . 7 3/｣ M ) で あ っ た (表3 ) . ま

た デ
】

タ ほ示 さな い が , 最大効果が得 られ る 1 〟M ス ペ ル ミ ソ

に よ る
3

廿 T C P 結合刺激に 対 して も同 様な結果が得られ , しか

も ポ リ ア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト の 効 力の 順序も M g
2 +
に よ る

3
H てC P 結合刺激を抑制する場合 と同

一

で あ っ た .

T a bl e l . E ff e c t s of p oly a mi n e s o n M g
2 +

- a n d しgl u t a m a t e
-i n d u c e d

3

H - T C P - bi n d i n g
ト 3

M o d ul a to r C o n d iti o n E C 50

M g
2 +

L -

gl u t a m a t e

C o n tr ol

+ S p e r m id i n e

+ S p e r mi n e

C o n tr ol

+ S p e r mi di n e

+ S p e r m i n e

(3/` M )

(1 / JM )

(1 〃M )

(0 .5 〃M )

1 1 . 4 ±3 . 1 4

9 . 3 7 ±1 . 7 5

8 . 5 3 ±1 . 7 5

2 2 9 . 9 土5 1 . 3

3 9 . 6 ± 2 . 2

3 9 . 2 ± 2 . 5

1
E x t e n si v el y w a s h e d s y n a p ti c m e m b r a n e s w e r e i n c u b a t e d w ith 5 n M

3
H - T C P a n d v a rio u s

C O n C e n tr a ti o n s of M g S 0 . (l -1 ,0 0 0 FL M ) i n t h e a b s e n c e o r p r e s e n c e of eith e r 3 FLM s p e r mi d i n e o r
l iL M s p e r m i n e , O r V a ri o u s c o n c e n tr a ti o n s of L

-

gl u t a m at e (0 .0 1 -1 0 0 p M ) i n th e a b s e n c e o r

P r e S e n C e Of eit h e r l/J M s p e r m idi n e o r O .5 jLM s p e r mi n e . T h e E C 5｡ W e r e d e ri v e d f ro m ti n e a r

r e g r e s si o n a n aly sis of H ill pI o t s . T h e bi n d i n g a s s a y w a s p e rf o r m e d i n t ri plic a t e .
2
E a c h v al u e r e p r e s e n t s th e m e a n ±S E M c a lc ul a t e d f r o m f o u r e x p e ri m e n t s .

3

S t ati s ti c al a n aly sis w a s p e rf o r m e d u si n g S t u d e n t
'

s t -t e S t ,
*

p < 0 .0 5

T a b le 2 . Ef f e ct s o f L -

gl u t a m a t e a n d gly ci n e o n M g
2 十

- a n d s p e r mi n e
-i n d u c e d

3
H - T C P -b i n d i n g

3

M o d ul a t o r C o n d iti o n E C 5｡ (FL M ) R a ti o

S p er m i n e C o n tr oI l . 58 ±0 . 1 5 1

+ L - gl u t a m a t e (1 0 p M ) 0 . 48 士0 . 0 6 0 . 3 0

+ G ly ci n e (1 0 FL M ) 0 . 68 士0 . 0 1 0 .4 3

M g
2 ヰ 2

C o n tr ol l l 土2 . 1

+ L -

gl u t a m a t e (1 0 FL M ) 1 . 9 ±0 . 6

+ G ly ci n e (1 0 JI M ) 8 . 4 ±1 . 1

一
E x t e n si v el y w a s h e d s y n a p ti c m e m b r a n e s w e r e i n c u b a t e d wi th 5 n M

コ
H - T C P a n d v a ri o u s

C O n C e n tr a ti o n s of
ミp
e r mi n e (0 ･0 1 -1 0 0 p M ) i n th e a b s e n c e o r pl

e S e n C e Of eith e r 1 0 JL M

しgl u t a m a t e o r gl y c l n e ･ T h e E C 5C W e r e d e ri v e d fr o r n li n e a r r e g r e s s l O n a n al y si s of H ill p lo t s .

T h e b i n di n g a s s a y w a s p e rf o r m e d i n tripli c a t e .
2
D a t a f r o m r ef e r e n c e of H o ri e t al .

,
1 9 9 0

3
E a c h v al u e r e p r e s e n t s th e m e a n 土S E M c al c u l a t e d f r o m m o r e th a n th r e e e x p e ri r n e n t s .



3 2

+ 1 0 0 川 M g
2 +

0

r
N

ぎ

重
き
一

男
U

8
ち

邑

P

U

コ

0

8

d

U
ト

土
凸

0 0 .1 1 1 0 1 0 0 1 00 0

【A nt a g o ni st s] u M

F i g . 2 . I n hi biti o n of p ol y a m i n e a n t a g o n is ts o n th e M g
2 十

-i n-
d u c e d

3
汁 T C P bi n di n g . T h e eff e c t s of i n c r e a si n g

C O n C e n tr a ti o n s of p oly a m i n e a n t a g o ni s ts , a r C ai n e ( o p e n

Ci r cl e s) , D A l O ( cl o s e d c ir cl e s) , D E T ( o p e n tri a n gl e s) , a n d

p u tr e s ci n e ( cl o s e d t ri a n gl e s) o n th e
3
H- T C P b i n d i n g

e n h a n c e d b y l O O FL M M g
2 十
w e r e d et e r mi n e d . R e s ult s a r e

th e a v e r a g e of tri plic a te d et e r m i n a tio n s f r o m a r e p r e s e n t-
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Ⅳ . M g
2 +

ま た は ス ペ ル ミ ンに よ っ て刺激 された
ユ
H - T C P 結

合 へ の D E T また は プ ト レ t

ソ シ ン の効果

ポ リ ア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス トで ある D E T お よび プ ト レ ッ シ ソ

の
,
M g
2 +

と ス ペ ル ミ ソ に よ る
3
H p T C P 結合刺激 に 対する抑制

効果 に つ い て 更 に 検討 した . 図 3 A と 図 3B に 示 す 如く
t

T a bl e 3 . E ff e c t s of p u t ai v e p ol y a mi n e a n t a g o n is t s o n

th e e n h a n c e m e n t of
3
廿 T C P bi n di n g b y M g

2 + l
~ 2 ･

S a t u r a ti n g C o n d iti o n

A n t a g o ni s t s

M g
2 +

(1 0 恥M )

I C 5 O u LM ) H i11 C o e ffi ci e nt

A r c ai n e 6 . 8 0 ±0 . 1 1

1 .1 0 - D i a m i n o d e c a n e l O . 7 士2 . 5 4

D i e th yl e n e tri a m i n e 1 4 . 0 ±3 . 3 2

P u tr e s ci n e 5 3 . 8 士6 . 7 3

4

5

0
0

7

9

1

6

6

0

1

0

0

)
E x t e n si v el y w a s h e d s y n a pti c m e m b r a n e s w e r e

i n c u b a t ed wi th 5 n M
3
H- T C P a n d v a ri o u s c o n c e n tr a ti o n s

o f p u t ati v e p oly a m i n e a n t a g o n is t s (0 .01 -1 0 0 0 FLM ) i n th e

p r e s e n c e o f M g S O . (1 0 0J LM ) . T h e l C s｡ W e r e d e ri v e d f r o m

li n e a r r e g r e s si o n a n aly s I S Of H i11 pl o ts . T h e bi n d i n g
a s s a y w a s p e rf o r m e d i n tri pli c a t e .
2
E a ch v al u e r e p r e s e n t s th e m e a n ±S E M c al c ul a t e d f r o m

th r e e e x p e ri m e n t s .
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F i g ･ 3 ･ T h e eff e c ts of D E T a n d p u tr e s ci n e o n th e M g
2 +

- a n d s p e r m i n e
-

i n d u c e d
3

H - T C P bi n d in g ･ C o n c e n tr a ti o n
-

r e S p O n S e C u r V e S

f o r M g
2 +

( A , B ) a n d s p e r mi n e (C , I)) w e r e d e t e r m i n ed u n d e r c o n t r o I c o n diti o n s ( o p e n ci r cl e s) a n d i n th e p r e s e n c e of O .1 p M

( cl o s e d ci r cl e s) o r l p M (o p e n tri a n gl e s) D豆T (A ); 1 FL M ( cl o s ed ci r cl e s) o r
.

1 0 FL M ( o p e n t ri a n gl e s) D E T (C) ; 3 JLM ( cl o s e d
Cir cl e s) o r l O FE M ( o p e n tria n gl e s) p u tr e s ci n e (B ) ; a n d l O /上M ( cl o s e d cir cl e s) o r 3 0 p M ( o p e n tria n gl e s) p u tr e s ci n e ( D) . R e s ul t s
a r e th e a v e r a g e of t ri pIi c a t e d e t e r mi n a tio n s f r o m a r e p r e s e n t a ti v e e x p e ri m e n t th a t w a s r e p e at e d 3 ti m e s gi v l n g Si m il a r r e s u lt s .
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D E T と プ ト レ ッ シ ソ は M g
2 ←
に よ っ て 刺激 された

3
H- T C P 結

合を 競合的 に 刺激 して い た .
ス ペ ル ミ ン に よ る

3
H- T C P 結合刺

激作 用 に 対 して も D E T , プ ト レ ッ シ ソ ほ , 同様に 競合的な抑制

を 示 して い た (図 3 C , 3 D) .

V ∴レ ゲ ル タ ミ ン≠軌 こよ っ て刺激 された
3

H t T C P 結 合 に 対

するポ リ ア ミ ンア ン タ ゴ ニ ス トの 抑制

1 FL M し グ ル タ ミ ソ 酸に よ っ て 刺激 され た
3
汁 T C P 結合に 対

する ポ リ ア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス トの 効果は , そ の 反 応に よ っ て 2

群に 分か れ た , ア ル カ イ ン と D A l O は 濃度依存性 に
3
汁 T C P 結

合を完全 に 抑制 した が ,
D E T と プ ト レ ッ シ ソ は し グ ル タ ミ ン

酸の み に よ っ て 刺激 され た
3

HLT C P 結 合を 完全 に 抑制 で き な

か っ た . し グル タ ミ ン 酸 の
3
汁T C P 結合刺激効果を抑制す る効

力 の 順序 ほ ,
ア ル カ イ ン (I C 5｡ = 0 . 5 1 土0 . 0 3 7 p M ) > D A l O

(I C 50
= 0 . 7 3 士0 . 1 3 7 /上M ) > D E T , プ ト レ ッ シ ソ (I C 5｡ > 5 0 FL M ) で

あ っ た (表 4 ) .

Ⅵ . ア ル カイ ン と D A lO の L - グ ル タ ミ ン酸 とグ リ シ ンに よ

る
3
H - T C P 結合刺激の抑制 に対 L ての D E T の 効果

T a bl e 4 . E ff e c t s of p u t ai v e p oly a m i n e an t a g O ni s t s o n

th e e n h a n c e m e n t of
3
H - T C P bi n di n g b y L

.

gl u t a m a
-

t e
ト 乙

S a t u r a ti n g C o n d iti o n

A n t a g o ni s t s

L -

gl u t a m a t e (1 p M )

lC s8 (JJ M ) H ill C o effi ci e n t

A r c ai n e O . 5 1 士0 . 0 3 7 0 . 6 5

1 .1 0 - D i a m i n o d e c a n e O . 7 3 ±0 . 1 3 7 0 . 9 4

D ie th yl e n e t ri a m i n e > 5 0

P u tr e s ci n e > 5 0

L

E x t e n si v el y w a s h e d s y n a p ti c m e m b r a n e s w e r e

i n c u b a t e d w ith 5 n M
3
H - T C P a n d v a ri o u s c o n c e n t r a ti o n s

of p u t a tiv e p oly a m i n e a n t a g o ni s t s (0 .0 ト1 0 0 0 〃M ) i n t h e

p r e s e n c e of しgl u ta m a t e (1 〟M ) . T h e l C 50 W e r e d e ri v e d

f r o m li n e a r r e g r e s si o n a n aly s I S Of H ill pl o ts . T h e b i n di n g

a s s a y w a s p e rf o r m e d i n tripli c a t e .

2

E a c h v al u e r e p r e s e n t s th e m e a n ±S E M c al c u l a t e d fr o m

th r e e e x p e ri m e n ts .
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ア ル カ イ ン と D A l O が ポリ ア ミ ン 結合部位に 同 じ機序で作用

して い る か ど う か を 見 る た め , 両 ア ン ク ゴ ニ ス ト に よ る
3

H l
､

C P 結合 の 抑制に 対す る D E T の 効果を , L- グ ル タ ミ ン 酸

と グ リ シ ン 存在下で検討 し た . し グ ル タ ミ ン 酸と グ リ シ ン の

3
H- T C P 結 合刺激の D A l O に よ る抑制は ,

1 0 FL M D E T に よ っ て

著 しく減弱され た (図 4B) . こ れ は 以前の 報告
抑
と よく

一

致す る

も の で あ っ た . 同 じ よ う に ,
D E T は ア ル カ イ ン に よ る

3

H←T C P 結合刺激の 抑制も濃度依存性 に 減弱さ せ た (図 4 A) .

Ⅶ . し ゲ ル タ ミン 醸存在下 に お け る ス ペ ル ミ ン によ っ て刺激

され た
3

H
-

T C P 結合 に対する ポ リ ア ミ ン ア ンタ ゴ ニ ス

トの効果

ポ リ ア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト の 薬理 学的特性を 明 らか に す るた

め
,
1 〃M し グ ル タ ミ ン 酸存在下で ス ペ ル ミ ン に よ っ て刺激 さ

れ た
3

H- T C P 結合 へ の ア ン タ ゴ ニ ス ト の 効果を検討 した .
ス ペ

ル ミ ン は I ; ダル ク ミ ソ 酸に よ っ て 刺激 され た
3
H-T C P 結 合 を

さ らに 増加 させ , 1 〃M の 濃度 でそ の 最大効果を 示 した .

一 方

1 FLM 以上 の 濃度の ス ペ ル ミ ン は 著明に
3

H- T C P 結合を 抑制 し

た (図 5 A) .

全て の ア ン タ ゴ ニ ス トは 程度 の 差 は あるもの の
,
1 〟M し グ

ル タ ミ ン 酸存在下の ス ペ ル ミ ン の 濃度依存曲線 を , 低親和性側

に シ フ トさ せ た (図 5 A - D) . また ポ リ ア ミニ/ ア ン タ ゴ ニ ス ト で

ある 10 FLM D E T と 10 p M プ ト レ ッ シ ソ ほ , 対照 の ス ペ ル ミ ン

非存在下の レ ベ ル の88 % と94 % の レ ベ ル ま で しか 各 々 抑制 しな

か っ た ( 図 5 A , 5 B ) . 一 方 で 10 FL M ア ル カ イ ン と 1 0 FL M D A l O

は11 % と 7 % に まで 各 々 抑制 した ( 図 5 C , 5 D ) . ア ル カ イ ン と

D A l O に よ っ て抑制 され た対照の レ ベ ル は よ ア ミ ノ 酸や ポリ ア

ミ ン 等の ア ゴ ニ ス ト非存在下の 基底結合 レ ベ ル と 同等で あり ,

両者の 抑制 は 1 FL M L- グル タ ミ ン 酸 の
3
H- T C P 結合刺激効果 に

対す る完全な抵抗作 捌 こ よ る も の と 考 え られ た . 以上 の 結果

は
,
1 /上M し グ ル タ ミ ン 酸 存在 卜で の ス ペ ル ミ ン に よ る

3

H- T C P 結合刺激効果 を抑制す る ア ル カ イ ン と D A l O の 効力

が
,
明 らか に D E T と プ ト レ ッ シ ソ で得 られ たそ れ よ り強い も

の で ある こ とを 示 して い た .
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[ A r c ai n e h L M [D A l O] LI M

F ig ･ 4 ･ T h e eff e c t of D E T o n t h e i n h ibiti o n of th e L -

gl u t a m a t e a n d gly ci n e-i n d u c e d
3
H- T C P bi n d i n g b y a r c ai n e a n d D A l O . T h e

eff e c t s of i n c r e a si n g c o n c e n tr a ti o n s o f a r c ai n e a n d D A l O o n t h e
3

H - T C P b in di n g s a t u r a t ed w ith l O p M しgl u t a m a t e a n d gly ci n e

W e r e d e te r mi n e d i n th e a b s e n c e (o p e n cir cl e s) a n d th e p r e s e n c e of l p M ( cl o s e d cir cl e s) o r l O p M ( o p e n tri a n gl e s) D E T .
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r e s ult s .
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考 察

t . 高親和性 M g
2 ヰ

結合部位 とポ リア ミ ン結 合部位 の関係

N M D A 型受 容体複合体の 機能 を調節す る M g
2 十
と
,
ス
ペ ル ミ

ジ ン
,
ス ペ ル ミ ソ と い っ た ポ リア ミ ン の 結合部位 の 特性 に つ い

て
3
H- T C P 結合棄験 に て 検討 した .

本実験に お い て , ス ペ ル ミ ン と ス ペ ル ミ ジ ン は検討 した濃度

す べ て に お い て ,
し グル タ ミ ソ 掛 こ よ っ て 刺激さ れ た

3
H - T C P

結 合 を 相加的 ( a d d iti v e) に 増 加 さ せ て い た .
こ の 結 果 は

R a n s o m と S t e c の
3

H- M K 80 1 結合実験 で得た ス ペ ル ミ ジ ン の

し グル タ ミ ン 酸 へ の 効果
10一
に 一 致す るもの で あり , ポ リ ア ミ ン

が L- グル タ ミ ン 酸 結合部位 と は 異 な る部位 を介 して
3
廿 T C P

結合を 刺激 して い る こ と を示 して い る .

一 方 , 1 ノ上M ス ペ ル ミ ジ ン と 0 . 5 〃M ス
ペ ル ミ ン は M g

2 十

の 刺

激 した
3
H - T C P 結合を 相加的に増加 させ てい た が , よ り高い 濃

度で ある 3 〃M お よ び 1 0〟M の ス ペ ル ミ ジ ン と1 J` M お よ び 3

〃M の ス
ペ ル ミ ン ほ

, 相 加的 に 増加 さ せ な か っ た .
こ の 結果は ,
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瀬

上述 した ポ リ ア ミ ン と L- グ ル タ ミ ソ 酸と の 間 で 認 め られ た よ

うな , 違う結合部位 に 作用 す る ア ゴ ニ ス トが 示す相互作 用 と は

若干異な るも の で ある . そ の 理 由と して 図 1 と図 5 で 示 した ,

M g
2 +

と ポ リ ア ミ ン の も つ
3
H てC P 結合 に 対 して の 2 相性効果

が関与 して い た 可能性が考 え られ る . すな わ ち , M g
2 十

濃度 の

増加 に 従い イ オ ン チ ャ ン ネ ル も活性化 され , そ の た め M g
2 +

ま

た は ポ リ ア ミ ン の 抑制部位 が よ り優位 と な り , 期 待 さ れ る

3
H ⊥T C P 結合 の 増加 を阻止 して しま う可 能性で ある . それ ゆ え ,

よ り高濃度 の ポ リ ア ミ ン 存在下で相加的効果が認め られ なか っ

た と 推察でき る .

こ の よ う に ,
M g
2 十
とポ リア ミ ン が

3

H- T C P 結合を 刺激す る

の に 各 々 特異的な結合部位 を介す るか どうか は , 図1 の 結果か

ら は 明 らか に な らな か っ た が
,
両者 が互 い に 影響を 及ぼ しあ っ

て N M D A 型受容体複合体 の 磯能を 調節す る こ と は確認 でき

た .

高親和性 M g
2 +

結合部位 と ポ リ ア ミ ン 結合部位 の 関係 に つ い

て は
, 受容体結合実験 に よ る知見が い く つ か 報告 され て い る .
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Fi g . 5 ･ Ef f e c t s of p o ly a m i n e a n t a g o ni st s o n th e s p e r m i n e
- in d u c e d

3

H - T C P bi n di n g i n t h e p r e s e n c e of l p M しgl u t a m a te ･

C o n c e n tr a tio n - r e S p O n S e C u r V e S W e r e d e t e r mi n e d f o r s p e r mi n e i n th e a b s e n
c e ( o p e n cir cl e s) a n d th e p r e s e n c e of l O FL M ( cl o s e d

cir cl e s) o r l O O FLM ( o p e n t ri a n gl e s) D E T ･( A ) ; l p M ( cI o s ed cir cl e s) , ･ 3 p M (o p e n tri a n gl e s) o r l O p M ( cl o s e d tri a n gl e s) a r c a in e

(B) ; 1 p M ( cユo s e d cir cl e s) o r l O FLM ( o p e n tri a n gl e s) D A l O ( C) ; a n d l O FL M ( cl o s e d c ir cl e s) o r l O O p M (
o p e n tri a n gl e s) p u tr e s ci n e

(D ). A ll a s s a y s w e r e c a r ri e d o u t in th e p r e s e n c e of l FLM し gl u t a m a t e ･ R e s u lt s a r e th e a
v e r a g e o f tripli c a t e d e t e r m i n a ti o n s

f r o m a r e p r e s e n t a ti v e e x p e ri m e n t th at w a s r e p e a t e d 3 ti m e s gi v i n g sir n il a r r e s u lts ･
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S a c a a n と J o h n o n
2 2)
は ポ リ ア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス トと され て い る

ア ル カ イ ン が , ス ペ ル ミ ジ ン と M g
2 十
の 両 方の

3
H- T C P 結合刺

激効果を競合的 に 抑制す る こ と を報告 して い る .
こ の 結果は ス

ペ ル ミ ジ ン と M g
2 十
が 同 じ機序で

3
H - T C P 結合を 刺激す る こ と

を 示 して い る . しか し
,
ア ル カ イ ン が ポ リ ア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス

ト で ある こ と に 対す る反証も示 され て き てお り , こ の 結論も再

検討の 余地が残 され て い る .
ア ル カ イ ン の 薬理 学的特性 に つ い

て は 後に 考察す る .

W o n g らほ
231
ス ペ ル ミ ジ ン と M g

2 十
の
3
H- M K 80 1 結合に 対す

る効果が相加的で ある と報告 して い る . ki n etic s の 実験 か らは ,

3
H- M K 80 1 結合 ま た ほ

3
H p T C P 結合 に おい て 低濃度 の M g

2 十
が

結合速度と解離速度 の 両 方を増加 さ せ る と い う結果が報告 され

て い る
1 膵 )

. また
,

一 方で ス ペ ル ミ ジ ン は
3

H- T C P 結合速度 を増

加 さ せ 逆 に 解離速度 を減少 させ る と い う結果も得 られ て い

る
28)

. W o n g ら の 報告と こ こ に 示 した ki n etic s の 違 い か ら, ス

ペ ル ミ ジ ン の 効果 と M g
2 +

の そ れ と は 区別 でき るもの で ある と

考 え られ る .

本研究で は ,
L- グ ル タ ミ ン 酸や グ リ シ ン 存在下 で の M g

2 ヰ

と

ス ペ ル ミ ン の
3

汁 T C P 結合 へ の 効 果を 検討 し, 両者の 差異 を示

唆す る こ と が で きた . R a n s o m と S t e c
lO)
の 報告 した ス ペ ル ミ ジ

ン に よ る
3
H- M K 8 01 結 合 増加 に 対 し て の E C 50 値 ほ ,

1 0 FLM

L- グル タ ミ ン 酸存在下 で 3 . 9 p M で あ り, 1 0 p M グリ シ ン 存在

下 で 6 . 2 p M で あ っ た . 本実験 の ス ペ ル ミ ン に よ る
3
】÷T C P 結

合増加に 対 して の E C 5｡ 値は ,
1 0 FL M L グ ル タ ミ ン 酸存在下 で

0 . 4 紬 M で あり , l 恥M グリ シ ン 存在 下で 0 . 6 紬 M で あ っ た .

R a n s o m と S t e c
川)
の 報告 した E C 5｡ 値に 基づ い て ス ペ ル ミ ジ ン

に よ る
3
H - M K 8 01 結合増加に 対する E C 5｡ 値 の 比を 算出 した と

こ ろ
, 対照 : + 1 恥M L- グ ル タ ミ ン 酸 : + 1 0 J上M グ リ シ ン =

1 : 0 . 2 0 : 0 . 32 で あり我 々 の 結 果 と ほ ぼ
一

致す る も の で あ っ

た .
こ れ らは

,
L- グ ル タ ミ ン 酸と グリ シ ン が ,

3

H- T C P 結 合 を

刺激す るポ リア ミ ン の 親和性を同程度に 高め て い る こ と を 示 し

て い る .

一 方 で ,
M g
2 十
に よ る

3
Ⅰ十T C P 結 合増加に 対 して の

E C 5｡ 値か らそ の 比 を算出した と こ ろ , 対照 : + 1 0 FL M し グ ル タ

ミ ン 酸 : + 1 恥M グ リ シ ン = 1 : 0 . 1 7 : 0 . 7 6 で あ っ た .
こ の よ

う に M g
2 十

に よ る
3
片 T C P 結合刺激に 対 して ,

ア ミ ノ 酸に よ る

修飾 ( m o d ul a ti o n ) の 程度が 適 う こ と は , 高親和性 M g
2 十

結 合部

位が L- グ ル タ ミ ン 酸と グ リ シ ン に よ り異 な っ た 様式 で 修飾 さ

れ て い る こ と を示 して い る . さ らに は , 両 ア ミ ノ 酸に よ る 修飾

が 同程度 で あ っ た ポ リ ア ミ ン 結 合部位 と異 な っ て い る こ と か

ら , 高親和性 M g
2 十

結合部位ほ ポ リ ア ミ ン 結 合部位 とは 異な っ

た 部位で あ る可能性も示唆 して い る .

上述 した 仮説を さ らに 支持する為 ,
M g
2 十
と ス ペ ル ミ ン に よ

る各 々 が H-T C P 結 合刺激効果に 対 して の ア ル カ イ ン ,
D A l O

,

D E T
, プ ト レ ッ シ ソ と い っ た ポ リ ア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト の 効果

を 検討 した . 全 て の ポ リ ア ミ : / ア ン タ ゴ ニ ス ト は
,
1 0 0 J上M

M g
2 十

と 1 p M ス ペ ル ミ ン に よ っ て 刺激 された
3
HTT C P 結合 を

濃度依存性に 完全 に 抑制 し , しか もア ン タ ゴ ニ ス ト に よ る抑制

効力 の 順序は , 両刺激 の 場合で は 同
一

で あ っ た . こ れ らの 結果

は
,
M g
2 +

と ス ペ ル ミ ン の
3

H- T C P 結合刺激効果が類似 した磯

序 で 発現 して い る 可能性 を示 唆す るもの で あ っ た .

ポ リ ア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス トで あ る D E T と プ ト レ ッ シ ソ を使

い M g
2 +

と ス ペ ル ミ ン の
3
H - T C P 結合刺激効果 の 抑制様式を さ

ら に 検討 した と こ ろ , 両者は 両ア ゴ ニ ス トの 効果 に 対 し競合的

抑制を 示 して い た . D E T ほ ポ リ ア ミ ン 結合部位 へ の 選 択的か

つ 競合的 ア ン タ ゴ ニ ス ト と して 作用 する こ と か ら
11)

,
こ れ ら の

結果 は M g
2 →

の
3

H て C P 結合刺激性効果が ポ リア ミ ン 結合部位

と 同
州 部位 を通 じて 発現 して い るか , ま たほ 密接な関連がある

こ と を示 妓 して い る .
これ は

l
上 述 した仮説と相反す るもの で

ある . こ の 矛盾に つ い て はの ち に 考察す る .

W illi a m s ら
一l)
は ポリ ア ミ ン の

3
H, M K 8 01 結合の 刺激効果に ,

プ ト レ ッ シ ソ が 選択的に 抵抗する作 用 を報告 して い る . 本実験

に お い て も, プ ト レ ッ シ ソ が ポ リ ア ミ ン 結合部位に 競合的に 作

用 す る結果が得 られ て い る . と こ ろが
,
S a c a a n と J o b □S O n

28)
は

ス ペ ル ミ ジ ン に よ っ て刺激 され た
3

H てC P 結 合 に 対 して プ ト

レ ッ シ ソ が 非 競合的 に 抑制す る 報告 を し て い る . ま た
,

S c h o e m a k e r ら
29)
の ス ペ ル ミ ソ や ス ペ ル ミ ジ ン と 同じ部位 を認

識す る と され て い る
3
H -if e n p r o d il の 結 合実験 に お い て ,

プ ト

レ ッ シ ン が
3

H-if e n p r o dil の 結合部位 に 全く親和性をもたない と

い う報告も認め られ る . 上 述 した過去の 報告と本実験結果の 間

の 矛盾は ト 結合実験に 用い られた膜標品の 濃度の 違 い に 起因す

るもの と推測 され る .

本研究の 実験 で は , 膜標品中に 残存 して い る
3
汁 T C P 結合を

修飾する内因性物質 の 影響を極力抑え る ため 濃度の薄い 膜標品

を使用 して お り, 蛋白 1 恥g 相 当を最終的に 200 /上1 で イ ン キ エ

ペ -

シ ョ ン を 行 っ て い る (すな わ ち 蛋白 5恥 g 相 当/ m l) . ま た

W illi a m s ら も同様に 蛋白 75 p g 相 当/ m l と共に 薄い 膜標晶を使

用 して い る .

～ 方で . S a c a a n と J o h n s o n は 蛋白 200 FLg 相当/

m l と よ り濃 い 膜標品濃度 で 実験 し て お り , 内因性物質が プ ト

レ ッ シ ソ の
3
廿T C P 結合 へ の 効果を ア ロ ス テ リ ッ ク に 修飾 して

い た こ とが 示 唆され る . S c h o e m a k e r らの 膜標品濃度は記載 が

な か っ た .
こ の よう に , 適 正な プ ト レ ッ シ ソ の 効果の 検討に は

内因性物質を十分取 り除く必要がある . 図5 に お い て
,
1 JJ M

L- グル タ ミ ン 酸の 刺激 した
3
H-T C P 結合に 対 して D E T と プ ト

レ
ッ
シ ソ が 若干の 抑制効果を示 した の は 仁 残存する 内困性の ポ

リ ア ミ ン に 対する抑制効果の ため と考え られ た .

ま と め ると
,
M g
2 寸

に よ る
3

H- T C P 結合刺激に 対 して ア ミ ノ

酸に よ る修飾の 程度が違う こ と は , 高親和性 M g
2 +

結 合部位が

L一ダ ル ク ミ ソ 酸と グ リ シ ン か ら異な っ た様 式 で 修飾 され て い

る こ と を示 して い た . さ らに ほ , 両 ア ミ ノ 酸か らの 修 飾が 同 程

度で あ っ た ポ リ ア ミ ン 結合部位 と異な っ て い る こ と か ら高親和

性 M g
2 十

結合部位 は ポ リ ア ミ ン 結合部位と は異な っ た 部位で あ

る 可 能性も示唆 して い た .

一

方 で ,
D E T と プ ト レ ッ シ ソ は

M g
2 十

と ス ペ ル ミ ン に よ る
3

H- T C P 結合の 刺激効果に 対し競合

的抑制を示 して い た .
こ れ らの 結 果ほ M g

Z 十
の
3

H- T C P 結合刺

激性効果 が ポ リ ア ミ ン 結合部位 と同 一 部位を通 じて 発現して い

るか
, ま たは 密接な関連がある こ とを 示 唆 して い た .

こ れ ら の 相反する現象を説明す るに は 2 つ の 解釈が 考え られ

る .

一

つ ほ高親和性 M g
2 十

結合部位と ポ リ ア ミ ン 結合部位は実

際は異な る部位で はあ るが , ポ リ ア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト に 対 し

て の 薬理 学的特性が類似 して い る とい う 解釈 で ある . もう
一

つ

ほ ,
M g
2`← と ポ リ ア ミ ン は同 一 部位 を介 して

3

H - T C P 結合を 刺

激する が ,
M g
2 +
に よ る ポ リ ア ミ ン 結合部位の 刺激 に よ り , L -

グル タ ミ ソ 酸 と グリ シ ン に よ っ て異な っ た修飾が 観察 され るよ

うな 形式 で c o n f o r m a ti o n が変化す る とい う解釈 で あ る . 後 者

の 解釈は考えにく い もの が ある が , 本案扱か らそ の 可能性を否

定する こ とほ 困難である .

今後, 高親和性 M g
2 十

結合部位とポ リ ア ミ ソ 結合部位の 各 々

に 対 し選択性の 高い 新た な ア ン タ ゴ ニ ス トを使 っ た 実験で
,
両
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部位 の 違い が 明 らか に な るで あろ う .

1 . イ ン バ
ー ス ア ゴ ニ ス ト と して の ア ル カイ ン

ア ル カ イ ン ほ
,
ス ペ ル ミ ジ ン が 刺激 し た

3
H- M K 8 0 1 結 合や

3

H- T C P 結合を 濃度依存性 に 抑制す る こ と か ら ,
ポ リ ア ミ ン 結

合部位 へ の 競合的 ア ン タ ゴ ニ ス ト と し て 理 解 さ れ て きた
22 即 )

しか しア ル カ イ ン は
,
ス ペ ル ミ ソ や ス ペ ル ミ ジ ン と い っ た ポ リ

ア ミ ン の 非存在下に お い て さ えも ,

3
H - M K 8 0 1 や

3

H- T C P の 基

底結合を抑制 して い る こ と が 最近確認 さ れ る よう に な っ て き

た . こ の 現象 に 関 して ほ ,
よく洗浄 してもな お 膜標品に 残存す

る内因性ポ リ ア ミ ン に 対する 括抗作用 とす る考え 方
22)
が ある 一

方 で ,
ア ル カ イ ン が ポ リ ア ミ ン 結 合部位 へ の イ ン バ ー

ス ア ゴ ニ

ス ト (i n v e r s e - a g O n is t) とす る可 能性も指摘 され て い る
31)

. 現 段

階 で は ア ル カ イ ン の 薬理学的特性は ま だ検討す る余地が残 され

て い る .

そ こ で 7 ル カ イ ン の 薬 理学的作用を , ポ リ ア ミ ン の 選択的か

つ 競合的ア ン タ ゴ ニ ス ト と され る D E T
28)

と , ポリ ア ミ ン 結合部

位 へ の イ ン バ ー

ス ア ゴ ニ ス トと され る D A l O の 作用 と比較 して

検討 した , 軋 イ ン バ ー

ス ア ゴ ニ ス ト とほ
, 対応す る ア ゴ ニ ス

ト と同
一

部位 に 作 用 し , しかも ア ゴ ニ ス トと は逆 の 効果 を生み

出す物質を意味する
26)

.

本実験に お い て ,
ア ル カ イ ン と D A l O は 1 /(M の し グル タ ミ

ソ 酸が 刺激 した
3

IトT C P 結合を 濃度依存性 に 完全に 抑制 した .

対照的 に D E T と プ ト レ ッ シ ソ ほ 完全 な抑制 は認め られ な か っ

た . 電気生理学的実験 に お い て も同様 な結果が認 め ら れ て お

り , ス ペ ル ミ ン 非 存 在下 に お い て ア ル カ イ ン と D A l O が

N M D A と グ リ シ ソ に よ る カ レ ン ト ( c u r r e n t) を D E T や プ Tl

レ
ッ
シ ソ よ り著明に 強く抑制 した 報告

32)
が あ る .

これ ら の 結 果

ほ ア ル カ イ ン の 作用が D E T よ り , む しろ D A l O と 同 じ作用で

ある こ と を示 唆 して い る . さ ら に
,
ア ル カ イ ン が ポ リ ア ミ ン 非

存在下で 1 J瓜4 L - グ ル タ ミ ン 酸に よ っ て 刺激 され た
3
H てC P 結

合を 完全 に 抑制 した こ とは , イ ン バ
ー

ス ア ゴ ニ ス ト で ある 可能

性を支持する所見で ある .

ア ル カ イ ン と D A l O ほ し グル タ ミ ン 酸 と グ リ シ ン に よ っ て

最大限に刺激 され た
3
H - T C P 結合を 完全に 抑制 し, そ の 両者の

抑制効果は D E T に よ っ て 同 じ形式 で減弱 され た . こ れ らの 所

見 は ア ル カ イ ン と D A l O の 抑制効果が D E T の 作用部位と同
一

部位 , すな わ ち ポ リ ア ミ ン 結合部位 を介 して 発現 して い る こ. と

を 示 唆 して い る . 加え て 両 者は し グル タ ミ ン 酸 と ス ペ ル ミ ン

の 両刺激効果 に 対 L 強 い 抵抗作用を示 し, しか も D E T や プ ト

レ ッ シ ソ の 抑制効果 と比 して著しく強 い もの で あ っ た (図 5) .

こ の ように こ れ らの 鯨果 は , ア ル カ イ ン が競合的に ポ リ ア ミ ン

ア ン タ ゴ ニ ス ト の D E T よ り , む しろ ポ リ ア ミ ン 結合部位 へ の

イ ン バ ∴ ス ア ゴ ニ ス ト で ある D A l O と同 じ作用をも っ て い る こ

とを 支持 して い る . さ らに
,
S a c a a n と J o h n s o n の 実験 と本実

験で観察 した M g
2 十

に よ る
3

廿 T C P 結合刺激効果を ア ル カ イ ン

が 抑制 した こ と は t
イ ン バ

ー

ス ア ゴ ニ ス トと して の 抑制作用 に

よ るも の と推察 され ,
こ の 結果か ら M g

2 十

と ポ リ ア ミ ン の 結合

部位 の 関係を論 じ る こ とほ 適当でほ な い と 考え られ る .

結 論

N M D A 型受容体イ オ ン チ ャ ン ネ ル 複合体の 機能 を調節す る

高親和性 M g
2 +

結合部位 お よび ポリ ア ミ ン 結合部位 の 特性を調

べ るた 軌 M g
2 十

,
ポ リ ア ミ ン

,
ポリ ア ミ ン ア ソ タ ゴ ニ ス トお よ

び ア ミ ノ 酸 との 相互作用を
3

H - T C P 結合実験に て 検討 し ! 以下

の 知見を得た .

1 . 低濃度の ポ リ ア ミ ン は M g
2 +

に よ る
3

廿 T C P 結合刺激 を

相加的に 増加 さ せ て い た が , よ り 高濃度 の ポ リ ア ミ ン で は 相加

的な
3
H l

､

C P 結合 の 増加は 認め られ な か っ た .

一 方 ,
M g
2 十

に

よ る
3

H - T C P 結 合刺激の 場合と異な り, 今 回検討 した 濃度の ポ

リ ア ミ ン ほ し グ ル タ ミ ソ 酸 に よ る
3
H - T C P 結合 の 刺 激を 相加

的 に 増加 させ て い た .
こ れ ほ

,
ポ リ ア ミ ン が し ダ ル ク ミ ソ 酸結

合部位 とほ 異な る部位を介 して N M D A 型受容体複合体を調節

して い る こ とを 示唆 して い る .

2 . 1 0 iL M L- グ ル タ ミ ン 酸 と 1 0 p M グ リ シ ン は ,
3
H- T C P 結

合を 刺激す る ス ペ ル ミ ン の 親 和性 を同程度 に 増加 させ る 一 方

で
】
L - グ ル タ ミ ソ 酸は

3
H- T C P 結合を 刺激する M g

2+
の 親和性

を グリ シ ン よ り著 明に強く増加 させ て い た . こ れ ほ , 高親和性

M g
2 +

結 合部位 が ポ リ ア ミ ン 結合部位 とは 異な る部位 で ある こ

とを 示 唆 して い る . ま た
, 競合 的ポ リ ア ミ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト で

ある D E T と プ ト レ ッ シ ソ は
I
M g
2 +

と ス ペ ル ミ ソ に よ っ て 刺激

された
3
H てC P 結合を ど ち らも競合的に 抑制 した .

こ れ は t

M g
2 +
が ポ リ ア ミ ン 結合部位を介 して

3
H- T C P 結合 を刺激 して

い る こ とを 示 唆 して い る . こ れ らの 相反す る結果は ,
M g
2 +

と

ポ リ ア ミ ン が N M D A 型受容体複合体 の 機能を調節する の に ,

同 一

機序を 介 して い な い 可 能性を 示 すもの で ある .

3 .
ア ル カ イ ン と D A l O は 一 1 p M し グ ル タ ミ ン 酸 ,

1 0 0 FLM

M g
2 +

と1 J上M ス ペ ル ミ ソ に よ っ て 刺激 され た
3
H-T C P 結合を

濃度依存性 に 抑制 した . そ れ ら抑制の 効力 ほ , 明 らか に D E T

よ り高い も の で あ っ た . 1 0 〟M D E T ほ t
し グル タ ミ ン 酸 と グ リ

シ ン に よ る
3
H- T C P 結合 の 刺激 を 抑制す る ア ル カ イ ン と

D A l O の 効果を 減弱 させ て い た . こ れ らの 結果 は , ア ル カ イ ン

が D A l O と 同 じ作用を持 つ ポ リ ア ミ ン 結合部位 へ の イ ン バ
ー

ス

ア ゴ ニ ス トで ある こ と を示 して い た .

以上 の 結果 か ら , N M D A 型受容体イ オ ン チ ャ ン ネ ル 複合体

の 故能ほ ,
ア ミ ノ 酸の み な らず M g

2ヰ■と ポ リ ア ミ ン に よ っ て も

調節 されて い る こ とが 明 らか に な っ た . しか もそ れ らの 調節部

位(結合部位) の 機能 ほ各 々 異 な り ,
互 い に 影響 を及 ぼ しあ っ て

い る こ とも示 して い た . こ の よ う に 本 研究 の 結果 は ,
N M D A

型受容体が病態 に 関わ る多くの 疾病や異常 に , 中枢神経内に 存

在する M g
2 +

と ポ リ ア ミ ン もそ の 発症や増悪に 関与 して い る可

能性を 示唆 して い た .
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