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DL一ホモシスティン酸 (HCA)は,晴乳頬中枢系に

おいて,強力な興奮剤として知 られている.ネコの脊

嚇では, HCAは細胞外投与により. 興 奮剤 と して

知 られているアミノ酸のうちで.最 も強い作用を起 こ

すl).この効果は.脊髄運動 ニューロン,Renshaw 細

胞 .他の介在ニューロンだけでなく, 外側 膝状 体 ニ

ューロン,視床全域ニューロン2),外側前庭核ニ ュー

ロン3)などでも同 じである.このように .･HCAは噂

乳類中枢系で,機能の異なる種々の タイプのニューロ

ンにたいし,非特異的に興奮作用をもた らす.したが

って.HCAはニューロンの シナプス部以 外 の受 容 部

に作用 しているのではないかと考え られている.

海肺類 イソアワモチの大脳である,食道環神経節中

26個のニューロンでは.HCAにより, 膜 コ ンダ ク タ

ンス (Gm)増大を伴い.数10mV脱分極する,HCA一

脱分極型ニューロンと.Gm増大を伴い,数 10mV過

分極する,HCA一過分梅型ニューロンの 2タイプが み

られる.電気泳動的投与により,HCAは細 胞 体 よ り

シナプス部に作用する.これは.HCAが イ ソア ワモ

チニューロンでは,シナプス部に作用することを示 し

ている.

生理条件下で,HCAは両性にイオン化 している.H

CA受容部の蛋白分子構造は,どのような構 成 で あ ろ

うか.おそらく.HCAは受容部蛋白質 側 鎖 と イオ ン

結合すると考えられる.

本実験では.イソアワモチのHCA一脱分極型 お よび

過分極型ニューロンを用い.HCA反応 に関 与 す る イ

オン機構の相違.およびHCA受容部分子 構 造 の相 違

杏.蛋白質側鎖の化学修飾剤で処理 したニューロンで

調べた.本実験の一部は.昭和48年度生理学中部談話

会で発表 した.

方 法

海肺類 イソアワモチ(Onchidz'umverruculatum)

の食道環神経節を取 り出 し.その巨大 ニューロン (直

径150-500〟m)を使用 した.表面をおおう結合組織を

注意深 く除去 し.容量約0.4cm3のア ク リル樹 脂容 器

に固定 した.実験中 5ml/minの速度で人工海 水 で潅

流 した.細胞内電位記録および細胞内通電用に.3M

-KClおよび0.6M-K2SOlをそれぞれっめた微小 ガ ラス

電極を使用 した (DC抵抗.10-20ME2).不関電極は,

容器に埋めこまれた銀板で.海水寒天でおおった.ニ

ューロンの膜 コンダクタンスGmは.矩形波電流 (拷

続時間.lsec;頻度,0.1Hz)によって発生する膜電

位降下か ら測定 した.膜電位および膜電流は2現象 オ

ッシロスコープおよび2現象ペンレコーダーで記録 し

た.実験設備は,Oomuraら1)と同様 の もの を用 い

た.

人工海水 日中の組成は,NaCl:457.6mM,KCl:

9.6mM.CaC12:10.4mM,MgC12:48.5mMで あ っ

た.

pHは,Tris-HClか Hepes(N-2-Hydroxyethylp

iperazine-Nし2-ethanesulfonicacid卜NaOH で 常

に7.5に調節 した.高K海水は,NaをKで置換 した等

張K海水 (その他の組成は正常海水 (NSW)と同 じ)

とNSWとの混合により.低K海水は.KをNaで置換

した等張Na海水 とNSWとの混合によ って作成 した .

低Cl海水は, 全Clを acetate イオンで置換 した等張

acetate海水 とNSWとの混合 によ り目的 の濃 度 に

した.Na欠除海水は,NaClを Tris-C1で置換 した.高

Mgおよび高Ca海水は.NaをMgおよびCaで等張 に置

換 した.

Receptormechanism fortheeffectofhomocysteicacid on theOnchidium neurons.

TakakoTanikawa,DepartmentofPhysiology (Ⅱ),(Director :Prof.C.Yamamoto),-

Schoolofmedicine,Kanazawa University.
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実験には,DL･HCA(FlukaAG,Chemical Fabrri.k.

CH9470BuchsSG)と.L-HCA (岡山大 ･薬学 教

室大森合成)を0.1-20mMの濃度で用いた . 両 者の

ニューロンに対する効果には.差はなかった.電気泳

動的投与の場合には.20mMHCAをつめたガラス電 極

(DC抵抗,60ME2)に通電 した.実験の際 ,HCA投

与にさきだち,10mMアセチルコリン (ACh,Sigma),

10mMグルタミン酸 (Glut,Sigma).10mMシステ ィ

ン酸 (Sigma)による,そのニューロンの反応 をみ て

みた.電気泳動以外の実験に使用 した薬物 は.全て目

的の濃度になるよう海水に溶か した.

ニューロン膜の蛋白質側鎖修飾剤 として.Diisopr-

opyl-fruorophosphate(DFP)(Koch･LightLabora･

toriesLtd.ColnbrookBuchsEngland),2,4,6-Tri-

nitrobenzenesulphonicacid(TNBS)(DaiichiKa-

gaku),Para-nitrothiophenol(p-NTP)(TokyoKas･

ai)を用いた.化学修飾剤は,適当な濃度 .至適pHで

必要時間ニューロンに作用 し,その後余分の修飾剤 は

NSWを5-10分縮流 して取 り除いた.ニ ュー ロ ンの

Gmが修飾剤処理前 とかわりないことを確認 した後 ,

HCA効果を調べた.一方 ,化学修飾剤それ自身 で は ,

ニューロンの興奮性およびGmには,変化を与 え なか

った.必要に応 じ,10〟Mneostigmine(Sigma)を

使用 した.実験は17-22oCで行 った,
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結 果

イソアワモチ食道環神経節は,背面観察で.図 1の

ように,左右 1対の脳神経節 (Cerebralganglia,C

G),外套神経節 (Pleuralganglia,PG)および 1個 の

内臓神経節 (Visceralganglion,VG)か らな る. 各

神経節には,直径150-500LLmのニ ュー ロ ンが あ り.

背面で26個数えられた.ニューロンの細胞体は neur-

ppileの結締織か ら突出 しているが,軸索および起 始

部は,その中にうずもれている.シナプス下膜 は.ニ

ューロン起始部に存在 している4).HCA効果を膜 電 位

(Em)とGm変化か ら,これらニュ- ロ ンを大 き く

2タイプにわけることができた.HCA効 果 は , 両 タ

イプとも,閥値濃度 は約0.1mMであり.5mM以上で

最大の反応を示 した.

HCA効果

HCA一脱分極型ニューE)㍗ : 背面にある約77%,20

個のニューロンは, HCAで数10mV脱 分極 し 2-3

倍のGm増大を示 した (図 2A).

HCA一過分極型ニューロン : 26個のニ ュー ロ ン中

6個 (VG-5.RPG-1,LCG-1.RCGl1,VG-

3,3'このあとの 2ニ ュー ロ ンは脱 感受 性 を示 し

た.)は.HCAにより,約 2-3倍のGm増大 を伴 い

Fig.1 Dorsalview oftheesophagealgangliaofOnchidium.

RCG: R ight cerebra一 ganglion

LCG: L eft c erebral ganglion

RPG: R ight pleural gangH on

LPS: L eft p leural ganglion

VG: V isceral gan91ion

AN: Anter ior pleur-al nerve

MN: Median pleuT-a l neT-Ye

PN: Poster ior pleural nerve

V N: Visc eral neT･Ve
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数10mV過分極 した (図 3A).このタイプのニュー ロ

ンは.各神経節申た1個か2個分散 して い る. しか

し.HCA濃度の高い時 (5-20mM),著 しい過 分極

ののち,Gm増大をわずかに伴 う脱分極 (静止電位 か

ら数mV)がみられる場合があった.この タイプにつ

いては,2個のニューロン (VG-5.RPG-1) にか

ぎり,特にHCA過分極の部分を分析 した.

HCA感受部位 : 海水中のMgを 2倍 にして ,周囲

のニューロンからの入力を抑制 して.HCA効 果 を観

察 した.HCA効果は.脱分極型および過分極型ともN

SW中と同様であった｡すなわちHCAは,記録 してい

るニューロン自身に直接作用 している. さ らにHCA

の感受性はニューロンのどの部位であるか,電気泳動

的にHCAを投与 して調べた.図 4は. その一例 を示

した.HCA含有電極の先端を.HCA-過分極型ニ ュー

ロンの細胞体 (上)と起始部 (下)にできるだけ接近

させて.-70nA通電でHCAを投与 している.Emは,

後者の場合にだけ約40mV過分極 して い る.す なわ

ち,HCAはシナプス下膜に直接作用 してい る.脱 分

極型ニューロンについても.同様の結果が得 られた .

量一反応関係 : HCA濃度に対するGm変化 は , ほ

ぼ正比例するが 3mM以上では.飽和 した.図 5は .

脱分極型および過分極型ニューロンについての2例ず

つの平均である.Gm増大が.HCA分子によって 占有

される受容膜部位の数に比例すると仮定する.これか

ら1受容部位 と反応するHCA分子数nが推定 で きる.

Fig.2 HCA･D typecell.Effectof5.0mM DLhomocysteicacid
(HCA).Downwarddisplacements(negative)ofEm indicated the
Gm produced by 0.25Hz square constantcurrentpulses with
a duration oflsec (lowertrace).Upward displacements(posi-
tive)areaction.potentials(amplitudesdistortedbylimited high
frequency response of the pen).A:Continuous depolarization
with increased membrane conductance (Gm).B:Voltage-current
relationshipduring HCA application.R.PH originalresting po-

tential(-30mV).Theintersection of the two V-Icurvesindi-
cates thepointofmembranepotentialreversalfor HCA de-
polarization in normalsea waterand in HCA sea water.C:
Differentneuron.Amplitudeof HCA-induced responsesagainst
shiftsofmembranepotential.EHCA(wherethelinecrosses the
abscissa)isthemembrane reversalpotentialfor HCA depola･
rization.R.PH originalresting potential(-49mV).

A HCA

J'20-V
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Fig.3 HCA･H typecell.Effect
hyperpolarizationwith increased
onshipduring HCA application.
(-45mV).Themembranepotential
V･Icurvesin normaland HCA

ofmembranepotentialreversal

of5.OmM HCA.A:Continuous
Gm.B:Voltage･currentrelati･
R.P.,originalresting potential
whereintersectionofthetwo

sea waterindicatesthepoint
forHCA hyperpolarization.C:

Differentneuron.Amplitudeof HCA-induced responsesagainst
shiftsofmembranepotential.EHCA (wherethelinecrossesthe
abscissa) isthemembranereversalpotentialfor HCA hyper-
polarization.R.PH originalresting potential(-40mV).

nVFig.4 HCA･H typecell.20mM HCA.El

e-ctrophoretic HCA application on thesom

a-tic region (upper)and on theinitialse

g-mentregion (lower).

HCA-Hty

po-70

nAaxor!aLregIOnl

--,I-､ ニ ー製 …二一. 345この場合,各ニ

ューロンによって利用 しうる受容部位数が異 っているから,Gmの相対値を用い,nの計算

は Hillプロットで行 った1).

相対Gmの変化Yは次式に従 った.Y-(G,I

-Gn.)/(Gh.1-Gm｡)ここで.G,.｡およびG.

,IはそれぞれNSW中および各HCA濃度でのGmであり

.G…は.HCAによ る最大値 である.図 5左に示す

ように.HCAT脱分極型ニ ュー ロンでは.Gmは,約1.

2mMで50%変化 し,5mM以上ではぼ飽和 してい

る.HCA一過分極 型 ニ ュー ロ ンでは,Gmは.約0.2m

Mで50%変化 し,1mM以上 で飽和 している.図 5

右に Hillプ ロ ッ トを示 して い るが,両 タイプとも2

.2の勾配で直線である.すなわち,HCA2分子が 1受容部位

と反応することを示 して いる.
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谷Fig.5 Effect of HCA concentration on relative Gm chang
e(left)and acorresponding Hillplot(right)forHCA･D typ
ecelland HCA-H typecell.Seetextforde丘nition ofY

.l.
1 (HCA

)HCA反応に関与するイオン機

構HCA-脱分極型ニューロン : 図 2Aは.5mM H

CAで約33mV脱分極 し約 3倍のGm増大を示 したニュ

ーロンの 1例 (RPG-ll)である.図 2BにNSW中 お

よび5mMHCA作用中で,ニューロン膿に与 えた電

流値と発生 した電圧降下の大きさをプロットした.両

直線の交点が.HCAの逆転電位 (EHCA)を示 し,Em

より正の方向にあった.図 2Cには.通電 によ り,E

mをあらかじめ変化させ.その時生 じたHCA脱分極

の大きさを示 している.Em減少により,HCA脱分極

は小となり.一定のEmで消失 し.さらにEmを減少す

ると.HCA分極は逆転 した.一方,Em増加では.HC

A分極は,正常Emの場合より大きくなった.これか

ら測定できるENCAは,20個のニューロンで.+7.0±2.

1mV(M±S.D.)であった

.静止電位より平衡電位の低いCa,NaのHCA効果

におよぽす影草をRPG-11ニューロンでみた.NSW中

のCa濃度を3倍に増加 した時.このニュー ロ ンに対

するHCA効果は.NSW中のそれとかわりなかった

.〔Na〕｡を変化 し.Na平衡電位を完全 に移動 した

状態 (約10分後)で,〔Na〕｡に対するEHc▲変化 とGm

変化をプロットすると.図6のようになる.0.1〔Na〕

｡(45.8mM) と正常 〔Na〕｡間でEHCAとGmは. 直線

的に変化 し,10〔Na〕.変化に対するEncA変化は,,平均4.

4mVであった. 海水中Kを2倍および3倍 に した り

,C1を0.1および0.05倍 (29mM)に変化 したが ,HC

A脱分極には.無関係であった

.以上のことより.HCAによる促進効果 は,主 と

してシナプス下膜でのNa透過性増大の結果である. mM 10 AOSAI 051mM

S(HCA

)Fig.6 HCA･D typecell.10.OmM
HCA.Effectof 〔Na〕o
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Fig.7 HCA-H typecell.10.OmM HCA.E-
ffectoflK]oonthereversalpotentialfor
HCA and Gm.Abscissa:RelativeK conce-
ntration.Ordinate: left,change in EHCA
(EHCAx-EHCAl;X,〔K〕oatx;1,〔K〕oat1);

right,Gm change(Gmx-Gml;X,〔K〕oatx
in HCA seawater;1,〔K〕oat1in normal
seawater).

HCA-Htyp●

1 23 5 10

【K】○

02+

.･l

(>u
)aBuequ
VUH)V

347HCA-過分極型ニューロン : 図 3Aは,5mM

HCAで約20mV過分極 し,約 2倍のGm増大を示 した

VG-5ニューロンである.図 3Bは,NSW申および

5mMHCA作用中でのニューロン膜に与えた電流値

と電圧降下をプロットしたものである.これから得 られるE

HCAは, Emより約30mV過分極側にあ った . 図 3

Cは .Emを変化させた時のHCA分極の大 きさをプロ

ッ トしたものである.すなわち.Em約-77mVでHCA

-分極は逆転 して

いる.EHCAがEmより過分極側にあることか ら.海水

中のKとCl濃度を変化させ,HCA効果に対する影響を

同 じニューロンで調べた.ClをNSWの0.05(29mM)

にした時,EHCAは-75.7mVでHCA効果は変化 しなか

った.図 7は,〔K〕｡を変化 しK平衡電位を完 全 に

移動 した状態で,各 〔K〕｡でのEH｡▲変化 とGm変化 を

調 べ たものである.〔K〕｡が20か ら100mMに増加すると,E

ucAは減少 し, 5から50mM 〔KL変化で,EHCA変

化 は.約48mVである.HCAによるGmは 〔K〕｡増加

に伴 って直線的に増大 している.従 ってHCA過 分極

は,主としてK透過性増大の結果と結論で

きる.図 7に示すように5〔K〕Uで.著 しいHCAに

よるGm増大がみられなかった.これを説明するため

に,港水中の 〔K〕｡変化だけによる,EmとGm変化

を プ ロFig･8 HCA-H typecell.A:Effectof〔K〕oon themembr
anepotential(Em)andGm.Abscissa:RelativeK concentration.
0_rdinate:left,Em change(Emx-Eml;X,〔K〕oatx;1,〔K〕o
at1)Iright,Gm change(Gmx-Gml;X,〔K〕oatx;1,〔K〕oat
1).B:Schematicdiagram illustrating theaxonalregion in a

HC･A･H typecell(VG-5).

○(̂∈)36ut!LJUL
AJu

1
0

-15xlO-
t12 35

Relativel
K



348 谷

ットしてみた (図 8A).〔K〕｡を減少あるいは増加 し

た場合,Emは0から8mV程度変化 したが,Gmは高

K海水中で 2か ら5倍増大 している.Nernstの理論

式から,5〔K〕｡でEmは29mV脱分極 す るはずで あ

るが,実願はlmVの変化 しかなかった.一方 .Gm

は5 〔K〕｡で急激な増大が起っている. これ は,吹

のように説明されるであろう.このニューロンは.H
CA以外に ACh,Glutおよびシスティン酸に応ずる.

AChによって,このニューロンは.Gm減少を伴 い脱

分極する.HCAをはじめとして.Glutや システ ィン

酸は.このニューロンに数10mVの過分極 とGm増大

をもたらした.これから.VG-5ニューロンには,輿

奮性および抑制性 シナプスが多数存在すると考え られ

る.実際,電顕観察によると.イソアワモチニューロ

ンでは,軸索起始部にそれぞれ形態的に異なった数個

の シナプスが集中 している (図 8B).〔K〕｡増加 は.

これらのシナプス前線維末端を脱分極 し,各種の伝達

物質の放出を促進する.細胞体 も脱分極するはずであ

るが.実際 1mV程度の脱分極 しか起 こ らないの は,

結果として抑制性 シナプスの効果が強いため,Gm増

大は生 じても.細胞体でのEm変化は.おさえ られ る

ためと考えられる.このため5〔K〕｡の時 のHCAに

よるGm増大がめだたないのであ ろ う. 同様 の こと

は.G･H細胞でもみられている4).

HCA反応と受容部分子構造について

イソアワモチでは,AChl)ペ),Glutl那).グリシン8)

の伝達物質としての可能性が,すで に報告 されて い

る.これら薬物は,同一ニューロンに対 し,それぞれ

特有の効果をもたらすから,各受容部が平行に特有の

イオン機構を備えていることになる. これ ら受容部

が,各薬物に独特のものであるかどうかを,現在まで

一番明 らかになっているACh作用を指標にして,個々

のニューロンに対するAChとHCAとの関係 か ら調 べ

て看た.

まず,HCA脱分極型と過分極型ニ ュー ロンにつ い

て,ACh作用中のEmとGm変化およびその反応 に関

与するイオンの分析結果を,HCAのそれ と比較検討

した (表 1).その結果は,次の通 りである.

HCA一脱分権型ニューロン : i)AChによ りGm増

大を伴い過分極するH一細胞5).ii)AChでは一過性 に ,

Glutでは持続的に,Gm増大を伴い過分極するG･H細

胞1).iii)AChによりGm増大を伴い脱分極 す るD一細

胞5).AChによるこれら3タイプの反応は,すべてCl

透過性増大による.つまりH一細胞はEcl(-60mV)が

Emより深いため過分極する.D一細胞は 〔C1〕iが高 く

Ecl(-30mV)がEmより浅い所にあ るため脱分極 す

る5)6)g)

HCA一過分極型ニューロン : i)AChによ りGm増

Table1 Pharmacologicalclassincationof260nchidium neurons
accordingtoHCA-andACh･induced response.Left:Classはcation
by HCA･induced response.D type,depolarized.H type,hyperpo-

larized.Right:Classification by ACh-induced responses.H cell.
hyperpolarized.G･Hcell,hyperpolarizedbyACh(alsoby glutamate
in which caseGm increasesdueto K permeability increase),D
cell,depolarized.Pseud DIcell,depolarized.DIcell,depolarized.
Inallcasesthearrow intheGm column indicatesthedirection,

increase(up)decrease(down),ofchangeofboth Gm and perme-
ability to theindicatesion which causestheGm change.

HCA ACh

C●lltyp● E¶ q■ Ⅰ○n C○lltyp● En

b Ⅰ〇mDーC○11 D●pO l NA 冗-C○11 Hyper I C1Gtt_C●11 Hyper I C1

D_C●11 D●pO I C1H-C○11 Hyp●r I K p■●udD1-C●11
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大を伴い脱分極するDl一細胞.ii)AChによりGm減少

を伴い脱分極する偽Dl一細胞である.Dl一細胞はシナプ

ス下膜受容部のNa透過性増大による.偽Dl-細 胞 は .

シナプス下膜以外の静止膜のK透過性減少による8)10)

これら2タイプニューロンに対するHCA作 用 は.抑

制であるが,本論文では,主として偽D1-細胞 に関 し

て分析 した.

以上より明 らかに.1個のニューロンは,異なる薬

物に対応 し,それぞれ特有の反応を起す.これは.ニ

ューロンの シナプス下膜 (偽Dl一細胞では静止膿 ) に

は.それぞれ特有の陰および陽イオンチャネルを備え

た受容部が複数個独立あるいは一部を共有 して存在す

ることを示 している.一方,同一薬物でもニューロン

によって異なる効果がみられた.このことは,薬物に

対応する受容部分子 と,それに特異的に結合する薬物

作用基が.ニューロンによって全 くあるいは一部異な

ることを示 している.この受容部 と薬物 との結合 は .

受容部が蛋白質からなること‖)12)∴および生理 条件 下

で本実験で使用 した薬物がイオン化 して い る ことよ

り,イオン結合と考えられる.受容部 と薬物 との結合

と同時に働 くであろう受容部近傍のイオンチャネルも

蛋白質より構成されていると仮定すると.陰イオンあ

るいは陽イオンチャネルであるかは,そのチャネルの
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作用基であるアミノ酸あるいは他の分子構造の荷電の

仕方によるであろう.

これらの仮定を確めるため,HCA-脱分極お よび過

分極型ニューロンについて.HCA一受容部および イオ

ンチャネルの分子構造を次の方法で分析 した .i)す

でに明 らかになっているACh受容部 との関係 をみ る.

およびii)蛋白質側鎖の化学修飾剤を用い, シナプ ス

部'の種々のアミノ酸を修飾 した.そして,Emお よび

Gm変化を指槙としてHCA効果をみた.

HCA一腹分権型ニューロンの分析 : HCAがACh受

容部を共有するか検討 した.図 9Aに,その 1例 を示

した.このニューロンは,10mM AChによ って .飽

和のGm増大を伴 った過分極が,一過性に起 こるG･H

細胞である.ACh作用中 2つの plateau が み られ る

が.早い方の反応を使用 した.5mM HCAは.Gm増

大 と脱分極を起 こすが.その反応の安定なと ころで .

種々濃度のAChを加えてみた.HCA脱分極 は ,ACh

の共存によって過分極側に一過性に移動 している.低

濃度AChでは.HCAと共存 させた場合,Gm増大 は増

強 した.10mM AChでは,HCAの存在に もかか わ ら

ず,Gm増大は対照のそれとはぼ一致 した.

以上の結果は,図 9Bに示 している.曲線 1は.ACh

単独 (G▲C.). 2は5mM HCAとACh共存下 で のGm

Fig.g HCA･D type cell.EffectofACh onresponsesinduced.by
5.0mM HCA Arrowsindicate beginning ofapplication ofACh,
HCA ornormalseawater.A:left.ACh alone;right,Application

ofACh to thesameneuron during peak ofHCA response.B:I,
AChonly,2,5.0mM HCAplusACh,2′,ObservedGm increasefrom
addition ofACh in thepresenceofHCA.C:Plotsof1/dGm vs
1/〔ACh〕forACh･inducedresponses.1,AChonly,2′,Observed Gm
increaseby addition ofACh in thepresenceofHCA.

C

M:A-Dtyp
A ▲chNSW SnNHCA NSW

1
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変化 (GHCA.ACh)である.1の曲線をもとに Hill プ ロ

ットを計算すると,1.5mM以上のAChでは,n-2･3

である.ACh2分子が 1受容部位と反応す る. これ

は,沢田の結果と一致 している6).HCAとACh共存下

では,AChによるGm変化は.明 らか に抑制 を うけ

る.5mMHCA反応が一定と仮定 して,HCA存 在下

でのみかけのAChによるGm変化 (G'ACh)を プ ロ ッ ト

した.それが図 9B2′の曲線である.G'AChとGAchにつ

いて,dGmを速度,ACh濃度を基質濃度と仮定 して ,

LINEWEAVER-Burkのプロットを行った (図 9C).x

軸上で二直線が交るから.HCAがAChに対 し非競合

的に阻害 していることを示すものである.

ACh受容部の構成分子の1要素であるセリン残基13N '

を, その特異的修飾剤であるDFP15)～18) で修飾 した

後,HCA反応に対する影轡をみた (図10A).DFPは

AChEの活性部位にあるセリン残基 も抑えるたb 19'20)

このニューロンを前 もって. 10FLM neostigmine

で10分間処理 した後,実験を行った.この前処理 に

ょって,DFPによるAChE抑制作用が取 り除かれた .

図10Aが 10mMACh.Bが 10mMHCA 反応 であ

る.10mMDFP(pH7.5)1分間作用後,10分 間NS

wで潅流 LAChを作用させると,ACh反応は.明 らか

にGm増大の減少がみられた.しかし.HCA反応 には

無効であった.DFP作用時間を30分にして も.HCA

反応は.対照とかわりなかった.このことは.セリン

残基が.HCA受容部には関係ないことを示 して いる･

Contro一
10mMDFPlmin

イオン機構として.HCA反応にNaが,AChにはClが

関係することから.HCA受容部および イオ ンチ ャン

ネルは,AChのそれらとは全 く異なる分子構造であろ

う.

HCAの化学構造式から,薬物作用基として,a-NH3'.

α.coo一およびSO】~基が あげ られ る (図13).ACh

とACh-受容部は.AChの正電荷を帯びた 4級窒素原
(〕

子と.それから約5.9A離れたCO基が,それぞれ受容

部の帯電部と結合する.これから,HCAの これ ら3

っの作用基と受容部も,HCAの薬物構造 の主軸 に沿
○

って,両端に約6.4A離れた作用基 2個が,HCA受容

部の構成分子と結合すると考えられる.これら薬物作

用基と容易に結合できるニューロン膜のいくつかのア

ミノ酸分子を,それに特異的な修飾剤で抑えた時のH

cA効果を,Gm変化を指標として調べた.

HCAのα.COO-とSO】~基のような陰性帯電分子と容

易に結合できるものとして.正電荷のNH3+基 が考 え

られる.したがって.NH】+基を特異的に修飾するTN

BS21)～26)を作用させた (図11A,B).5mMTNBS(p

H8.2)を必要時間作用後.HCAによるGm増大は作用

時間と共に減少 した.この減少は.最初急激に後ゆる

やかな直線になった.このことは.受容部NH3'基 と

して,TNBSとの反応速度の速いものと,遅 い もの

との2種類の存在を示 している (図11A).TNBS の

各作用時間におけるHCAによる1/Gmを,各作用時間

に対 してプロットすると (図11B),直線 となる.す

Fig.10 EffectofdiisopropylRuorophosphate(DFP)(10･OmM･pH
7.5)onACh･andHCA･induced responses.HCA-D typecell･A:･
hyperpolarization by 10.OmM ACh.B:Depolarization by lO･OmM
HCA.ACh(orHCA)appliedduringtimebetweentwoarrows･

HCA-Dtypo

A
IOmMAChII

丁_-_-_I:B

IOmMH
CAI
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Fig.ll Effectof2.4,6-trinitrobenzenesulphonicacid(TNBS日 -

5.OmM,pH 8.2)on HCA-induced responses.A:Reduction in HC-
A-induced Gm increaseasafunction oftimeperfused in TNBS
in HCA-D type.B:Increasein HCA･induced resistance(1/Gm)vs
perfusion timeinTNBS in HCA-D type,C:Reduction inHCA-i-
nduced Gm increase vs perfusion time in TNBS in HCA-H

HCA-Htype

0 5 11 15 min

SnM TNBS (pH8.2)

なわち,二次反応的な1/Gmの増加がみ られるわ けで

ある.これ らのことか ら,TNBSと反 応 速 度 の異 な

る2種のNH3+基が,HCA効果に関係する と考 え られ

る.

HCA･脱分極型ニューロンのNa透過性増大 には, 陰

イオ ンチャンネルが関与するであろう.したが って .

HCA効果に必要な2種類のNH3+基 は.ともにHCA受

容部の ものであろう.また,生体膜の種 々の機能 に関

与するNH3+基を有するア ミノ酸 として, リジ ン残 基

が一番考え られる26).その結果.HCAのα･COO~基 と

SO3~基 は.それぞれニューロン膜上 に一 定 の距 離 で

存在 しているNH3'基 ,おそ らくリジン残基の e-NH3十
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Zl rTlin )l
SmM TNBS(pHl.2)

与するイオンチャネルは.グルタミン酸やアスパ ラギ

ン酸の a-COO-基,γ-COO~基29)で は な い と思 わ れ

る.それ以外のチャネルの作用基 として.恐 らくチ ャ

ネルをっ くっているへ リックス主鎖のCO~基の可能 性

が考え られる.しか し,これに対する適当な修飾剤が

ないため.この点を確認す ることは,で きなか った .

ACh反応に対 して.p-NTPは無効であった.ACh反

応 に関与するのは.陽 イオンチャネルであるか ら,こ

れは.当然である.

HCA･過分極型ニュー E)ンの分析 : HCA一過分 極 型

ニューロンについて,図14に,HCA効 果 単 独 (曲線

1)および 5mM ACh存在下でのHCA効 果 (曲線

陰 イオンチャンネルの作用基 として,COO~基 が予

想できるため.これを特異的に修飾す る p･NTP27)～29)

をニューロンに作用 し,10mM HCA によるGm増 大

に対する影轡 をみた.図12Aは,p-NTP作 用 時 間 に

対するHCAによるGm増大の変化を示 している.40分

間 1mMp･NTP(pH7.5)を作用 して も.HCA効 果

には何の変化 もみ られなか った.Na透 過 性 増 大 に関

5)で.AChはGm減少を起 こす.低濃度HCAで は .

5mM AChによるHCA効果の抑制がみ られる.HCA

濃度上昇によりGm増大 は増加す る.が,AChに よ る

抑制は.やはり起 っている.HCA･脱分極型 ニ ュー ロ

ンで行 ったと同様,ACh存在下でのみかけの G′HCA

を図14Aの曲線 2′に示 している.HCA単独およびACh

存在下での効果か ら LINEWEAVER･BuRK の プ ロ ッ ト
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Fig.12Effectofpara･nitrothiophenol(p･NTP)
(1.OmM,pH7.5)onHCA response,A:HCA-D
typecell.B:HCA-Htypecell.

HCA-Dtypo 74飢l

10mM HCA

◆■l札
札

d
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ln

ト
.恥
丁

帆

;

脚

｣

｣

d

l

Recepto r 5 min 1

0lmM I-NTP を行った (図14B).その結果,HCAとAChは競合

的に阻害することが明 らかとなった

.HCA･脱分極型ニューロンと同様10〟Mneostigmin

eで処理 したのち,10mM DFPを作用させた. DF

P作用30分後に,HCAによるGm増大は,40%の減少

がみられた (図15).そして,DFP作用時間を延 ば し

た時,Gm増大は徐々に減少 した.一方,ACh効 果 は

.H-細胞と同様DFP作用時間と共に一 次反応的 に減

少した.このため.DFPは,HCA受容 部 に も作 用 し

ていi-と考えられる

.HCA反応に必要な受容部およびチ ャネルの分子

構造を調べた.HCA･脱分極型ニューロンでは.HCA

のa-COO~基, SO3-基に対 しNH3+基 が必要で あ った

.したがって.5mMTNBS を作用させた.図11C

に示すように.HCAによるGm増大はわずかに増加 し

たが,作用時間を増すと一次反応的に減少 している.

これから,HCA受容部には,1個のNH3十基 が必 要 と

考えられる.このNH3+基は.脱分極型ニ ュー ロ ンと

同様 リジン残基の e･NH3+基であろう.TNBS作用中

3分で一時的にGm増大の増加がみられる.これにつ

いては不明である.HCAのa-NH3'基がニューロン膜

のNH3'基と普段競合的に作用 しあっていたのが ,除

去されたためかもしれない

.もう一つの受容部あるいはチャネル分子として,

坐体膜作用基として.NH3'基以外にCOO-基が考えら

れる.ニューロン膜のCOO~基を p-NTPを修飾 した

時Fig･13PossiblebindingreactionbetweenHCAandHCAィeceptor
.A:HCA･D type.B:HCA･H type.
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Fig.14 EffectofHCA on response by 5.0mM ACh induced.A:

l,HCA only.2,5.0mM ACh plusliCA.2',Observed Gm increase
from addition ofHCA in presenceofACh.B:Plotof1/AGm vs
1/〔HCA〕for HCA-induced responses.1,HCA only.2′,Observed
Gm increase from addition ofHCA in the presence ofACh.

353

0.1 0.5 1(HCA)mMFig.15 Effectofdi
isopropylfluorophosphate(DFP)(10.OmM,

pH 7.5)on ACh- and HCA-inducedGmincreas
eofHCA-H typecell.DFPreduced Gm increase in both casesaspe

rf･usion time i

ncreased.●●●●HCA-Htype 0.5
mM ACh'"'H.-''"-.-･-.･.････..

t'...0 20 40 60
min 8010mMDFP(pH7.5) 10

0 5 10(HCA) 1hM

xlOのHCA効果を示 したのが図12Bである. 1m

M p-NTP(pH7.5)作用時間に伴 って,HC

Aによ るGm増大は,一次反応的に減少 した.この結果,

HCA一過分極型ニューロンでは,HCA反応にC

OO 基 も必要であ ることがわかった.しか し.HCAチャ

ネルの作用基 は ,陰性帯電を持っため,このCOO~基は

,チャネル構成分子内のものと考えられる.AChに関

しては,p-NTPは何 らの効果 もなかった.AC

hは静止膜 のK透過性減少,HCAはシナプス下膜におけ

るK透過性増大である.したがって.Kチャネルは,分

子構造的に性質 の異なるものであろう.かりに

,ACh効果 も p･NTPが抑制 したとすると,CO

O 基は,む しろ受容 部分子の 1つと考える可能性がでて

くることになる.結果として,HCA一過分極型ニュ

ーロンの受容部は,リジン残基の e-NH3'基とセリン残基の

OHが主構成要素である.そして.受容部の リジン残基の

8-NH3'基とセリン残基のOH基が.HCAの

SO】~基および α-COO~基とそれぞれ反応す

る可能性 が強 い (図 13).これは,分子間距離の長

い薬物の受容部 との結合の仕方は,薬物の主軸方向で結合
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つ.

考 察

HCAは噂乳類中枢神経系で,一般的興奮剤 と して

使用されている1).ニューロンに対する HCA の細胞

外投与は､グルタミン酸､アスパラギン酸等の興奮性

アミノ酸に比 し､一番強い興奮作用を持 っている｡こ

のHCA作用は､運動ニューロン.Renshaw ニューロ

ン,介在ニューロン等に同程度に現われる,全 く非特

異的なものである｡このことか ら,HCA はシナプ ス

以外の細胞膜受容部で作用すると考えられるり-3)

HCA効果

イソアワモチニューロンでは.HCA はシナプ ス下

膜に直接作用 し (図 4).著明な Gm 増大 を誘起 す

る.そして Em の変化から2タイプの ニ ュー ロ ン,

脱分極型 (図 2)および過分極型 (図 3)に分けられ

る.Gm増大を指標 に した量-反応曲線 か ら両 ニ

ューロンとも.HCA 2分子が シナプ ス下膜 の 1受

容部位と反応することが判明 した (図 5).本実験で.

使用薬物濃度が一般に高いのは,ニュー ロ ン腫 上 に

tropospongiumcell層が密着 し､共に細胞内へ轡入

しているためである1).

HCA一脱分極型ニュ-ロン : 神経節ニュー ロ ン26

個のうち20個は,HCAで数10mV脱分極 した . これ

らニューロンは.白色光による双眼顕微鏡観察 で は,

黄色色素を有 し全体として褐色を呈する比較的小型の

ニューロンが大部分であった.EHCA は +7mV で .

〔Na〕O を変化 した場合の HCA効果 (図 6)から,

脱分極は,主 として Na透過性増大の結果 と考 え ら

れる.

HCA-過分極型ニューロン : 26個中 6個 の ニ ュー

ロン (VG-5,RPG-1.RCG-1.VG-3,ときにV

G-3′)が.HCAで数10mV過分極 した.HCA 5mM

以上では,Gm増大を伴 う過分極後.数mV脱分極 し

た.アメフラシの単一 シナプス前 ニ ュー ロ ンが後 ニ

ューロンに対 し,このように興奮性ついで抑制性 とい

う2相性反応を引き起 こす30)31).この場合,興奮性 お

よび抑制性反応は,それぞれ Naおよび Cl透過性

増大による.さらに薬物作用か ら,このアメフラシニ

ュ-ロンは,明 らかに同一伝達物質に対 し2種板の受

容部が平行 してあると考えられる.関与するイオンは

異なるが,イソアワモチでも,このようなシナプス構

造が存在するであろう.

これら6個のニューロンのうち,特 に 2個 (VG-

5.RPG-1)について,HCA分極を分析 した . こ

の2ニューロンは,細胞上層が自衛色 した巨大ニュー

ロン (直径500〟m)で自発放電およびシナプス入力が

ある.グルタミン酸とシスティン酸によって も . HC

A と同様の過分極効果が起 こる.EHCAは 約 -77mV

で , 〔K〕o変化の実験からKだけが, この過分極 に

関係 している (図 7).G-H細胞のグルタミン酸 によ

る抑制 も,K透過性増大である1).

HCA一脱分極および過分極型ニュー ロ ンにおいて .

〔Na〕o あるいは 〔K〕0 10倍変化に対 し EHCA 変

化は,それぞれ44mVおよび48mVで,58mVと相違 し

ている.これは.シナプス部での電位変化を電気緊張

的に,かなり離れた細胞体で記録 しているためであろ

う4).

HCAおよびACh効果

HCA一脱分極および過分極型ニュー ロ ンにつ いて .

HCAと ACh作用を比較検当した.すなわち.(i)H

CA一脱分極型ニューロン :AChによって.H-細胞 ,

D一細胞およびG-H細胞に分類できた. (ii)HCA一過

分極型ニューロン :AChによって偽Dl一細胞と Dl一細

胞に分類できた.さらに.これら2タイプのニューロ

ンで HCA と AChは両者ともシナプ ス下膜 の受容

部位に相互に関係 しあうことが判明 した (eZI9, 図

14).すなわち同一薬物を作用させても,ニュ-ロンに

よって,その効果とそれに関与するイオンが全 く異な

る場合があること.同一ニューロンでも薬物構造によ

って,種々の反応を示すこと等が明 らかになった.各

ニューロン膜には.薬物と特異的に結合する受容部と

その近傍に.受容部と密接な関係を持つイオンチャネ

ルがあることを示 している.受容部は,一個のニュー

ロンに何種類か存在 し,それぞれ特有のアミノ酸側鎖

が構成要素になっているであろう.各薬物作用の相違

は.ニューロン膜のどの受容部分子を薬物が選 ぶか ,

あるいは選ぶことができるかによって決まる.この受

容部分子の選択は.薬物作用基と受容部分子の蛋白質

側鎖の結合のしやすさによるであろう.薬物 と受容部

分子との結合は,同時にイオンチャネルのイオン透過

性変化をもたらすであろう.

HCAは,その化学構造から作用基 として,α-NH3+
○

基とα-COO~基および主軸にそって.約6.4A離れた

SO3~基があげられる(図13).一方,AChのN+とCO
0

基は. 約5.9A離れているが, これが受容部分子 と

結合する状態から,HCA もα-NH3+基とSO3~基 とが .

あるいは.α-COO~基とSO3~基が.受容部分子 と結合

すると考えられる.このため.受容部にもそれぞれ作＼0
用基に対応する2種のアミノ酸側鎖が,約 6Aの距離
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をもって.存在するであろう.この点を明 らかにする

ため種々の蛋白質側鎖を特異的に修飾する化学修飾剤

を用い,腫上の作動アミノ酸を修飾 した時 の HCA

効果をみた.化学修飾剤自体は,ニューロン膜に対 し

無効であった.

HCA一脱分極型ニューロン : HCA のSO3~基 とa-C

OO~基がニュ-ロン膜上の2個のNH3'基 とそれぞれ

結合する (図11).一方.イオンチャネルとして Na

を取 り込むアミノ酸として.COO~基 が考 え られ た

が,結果はそうではなかった (図12).COO~基以外

としては,膜蛋白ヘ リックス主鎖の CO-基 も考え ら

れたが.適当な修飾剤がないため.この点を確認する

ことはできなかった.

ACh受容部のセリン残基の OH を修飾する DFP

は,ACh作用を抑制 したが.HCA 作用 に対 して は

無効であった.AChとHCA が.非競合的 な抑制 を

すること (図 9B)ら,このことを支持 している.非

競合的抑制はまた AChと HCA が. それぞれの受

容部そのものを共有するのではなく,イオンチャネル

に関係する分子構造に作用 していることを示すもので

あろう.

HCA過分権型ニューロン : この タイプのニュー ロ

ンでは,AChと HCA が競合的に作用 し (図14).D

FPが程度の差はあるが AChと HCA の作用を抑制

し,また TNBSが一次反応的に作用 した.一方 ,H

CA が関係するシナプス 下膜の陰 イオンチ ャネル と

して,グルタミン酸やアスパラギン殻の末端 COO~

基が,構成要素の一つとなっている.したがって,H

CA の α-COOr基と SO31基 とが,それぞれニュー ロ

ン膜上のセリン残基の OH とリジン残基の e-NHS+

基と結合する.AChの関係するKチャンネルは.静

止膜のコンダクタンスを維持 しているもので,HCA

のKチャネルとは,性質の異なるものであろう.HCA

と ACh が受容部に対 し競合的抑制を示 した . この

ことは.両者の反応に,その受容部分子構造の一部を

共有することを示すものである.この点脱分極型のイ

オンチャネルに関係する受容部を共有するものと異な

る.わけである.
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Abstract

Two kindsofneuronsofOnchidium,i.e.depolarization (D)and hyperpola･

rization (H)typesrespondingtoapplicationsofDL-homocysteicacid (HCA)Were

studiedbyintracellularmicroelectrodes.Thechangesinmembranepotentials(Em)

Wereaccompanied with membraneconductance (Gm).

1.ElectrophoreticallyappliedHCA producedbothchangesattheinitialsegment

wherethepresynapticterminalwaslocalized.

2.Therelationship between theHCA concentration and the Gm change was

suggestiveoftwo HCA moleculesreacting with asinglereceptorsite.

3.Thereversallevelsforthedepolarizationandhyperpolarizationwereat +7

and -77mV respectively.By changing theexternal ion composition,the D-and

H-typesweretheresultqfanincreasedpermeabilityofthesubsynapticmembrane

to Naand K respectively.

4.AChproducedbothEm andGm changesinbothtypes.EitherHCA orACh

reduced theresponseproduced by onealone.

5.DiisopropylRuorophosphate(DFP)which modinedtheserineresidues,One

ofthemolecularcompositionsoftheACh･receptor,reducedtheACh-response.DFP

did notaffecttheHCA-depolarization buttheHCA-hyperpolarization.TheHCA-re-

ceptormay bedifferentfrom theACh-receptorin theD-typebutpartly common

intheH-typeinthe molecular configuration. This shows that one molecular

structureoftheHCA･receptorin theH･typeneuron may consist of the serine

residue.

6.Aftermodification ofNH 了 groupsin the receptormembraneby trinitrob-

enzenesulphonic acid,theHCAresponseinbothD･andH･typesdecreased･TheDoss-
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iblebindingfashionofHCAmoleculeonthereceptormembraneintheD-andH-type
neuronswerediscussed.

7.Aftermodification ofCOO-groupsin thereceptormembraneby para-nitr･

othiophenol,theHCAresponsedecreasednotintheD-typebutintheH-typeneuron.

Thepossibility ofmodincation ofnegativecharged ionicchannelforK wasco-
nsidered.


