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第1車 序 論

脳研究は発展途上にあり､脳に対する関心は医学､生物学などのLJ=命打撃の分野にと

どまらす､数学､物理学､工学といったさまざまな分野において研究対象となっている

のが現状であるd脳の横偶や思考伎従の理解は､医7芦的な､時には社会的な問題の解決

策をもたらすものとして淵僻 されている｡更に､脇の複雑な楠報処理換隅の理解はニュー

ロコンピューターを生み山す可能性をJTしている｡佑研究の重要他については今さら述

べるまでもなく､10年近く冊にアメリカ合衆国では､当時の7 7シュ大統領により2Old_

紀屯後の10年を脳の10年として脳研究を推進しようという主旨の声明が発点され､これ

を受けて円本でも21ut紀を脳の世掛 こしょうという運動が盛り上がっているO

このような脳研究を推進しようという動きの轟軌 二は､老人の増加に対する危供が存

在する｡ヒトを初めとする生物は必ず老化する｡老化とは,生物値体の時間的雀過によ

る生理学的或いは生化学的横舵の不pT逆的低下であるが､生物にとって老いることは余

りに当たり紺のことであり､また複雑すぎて研究の対製とするには剛 性であった｡とこ

ろが丁石齢化礼金を迎えるに当たって､先進国における生命称･li=の分野での位も大きな課

題のひとつとして､老年者の増加に対する対策がクローズ7ツナされ､それと同時にJj=

命科学の進展により老化というものが科学的に捉えられるようになり､老化研究の杵竿

的発展が期待されるようになってきた｡Jf命が延びるにつれて今までは存在しなかった

または全部が何らかの原因で陀害を受けるケースがn立つようになった｡神経細胞が障

害を受けて死に至る梢気を神経変性疾.瓜と呼び､そのうちの代表的な一つがパーキンソ

ン病である｡

バ-キンソン病は､1817年にイギリスの医的 arnesparkinsonによって初めて報Iul:され

た振戦 (耽mOr)､固縮 (ngidlty)､無動 (akHICS(a).姿勢反射防空を4大症状とする運動性

神経変性疾患であり(park)nson,18)7)､その報告の時期がヨーロッパの韮化学工桑の袈
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ty封切であったことから､当初は産熱克発物による環境汚染によるのではな.いかといわれ､

一酸化炭素､マンガン､二価化炭罪､水銀等の様々な物質が原因として疑われた｡しか

し,当時は寿命が短かったせいか恩者も少なく､さほど柁nされず､糊力的な研究は行

われなかった｡

パーキンソン病の黒質病変が観察されたのは,パーキンソンによる最初の報告から約

100年後の1919年のことであるCrrellakofr,)919)｡この少し前の1913年にLcwyは大脳基底

核(b- Ig･･ngLia)の無名質 (Meyne繊 )にガラス嫌の細胞IJl封入体を発見しており(Levy.

1913)､この封入体は後にLewy′ト体と名付けられた｡現在では.死後剖検で黒質

(subslanliilnlgm)細胞の欠落及びLewyノト体の2点が認められることがパーキンソン縞の

定義となっている｡これらの発見からパーキンソン病の神経病理学が始まったといって

良い｡

それから約40年たった後.ドーパミンが脳内に存在し､発体外籍系に多いことが発見

され(CaTIssonelal,1958)､ヒトのカテコールアミンの脳内分布を測定したところ､ノル

エピネフリンの分布とドーパミンの分布が全く異なっていることがわかった(sanocH J.,

1959)｡当時､ドーパミンはノルエビネ71)ンのFIJTJEP_体にすぎないとぢ･えられていたの

で･この結果は予想外であった｡ ドーパミンは尾状核 (caudatenucleus)と敏核(pulalT.CJl)

からなる線条体(stnaLuITL)において高波皮に存在し､黒質､淡蒼球Lg)obuspall-dus)にも

多くあった｡更に.パーキンソン痕敗者の死後脳のカテコールアミン丑を調べたところ､

ドーパミン丑が多かった部位において減少がみられた(san°.1960)｡後に､細胞体をガー･.

質に持ち､線条体に投射しているドーパミンを神経伝測 勿質とする神軽が存在し､この

神経が拭度に変性していることが明らかとなった｡現在では品質線条体のド-バミン神

毒引ま､神経終末のある線条体で7七チルコリン神経に投射している抑制性神経であるこ

とが知られているo

パーキンソン病における報質の適訳的変性の原馴 こ㈹しては､村境汚数による巾奇説

の他､ウイルス説､迷信艶等があるが､最初の報告から200年近くたった今も原田解明

に至る大きな手がかりは網めていない｡
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今からI5年ほど軌 二､か)フォルニ7の化乍i･il攻する人(,服 せカ.e･成頼長ノペリジ

ン誘港体を督カ､に含成し･自分で注射していたところ､血圧のパーキンソニズム (パー

キンソン病棟症状)を空し､後に死亡した｡月並の拡丸 メペリシン広身性の絹製をな.

り･合成の町の副産物である1-m叫 yl一叫 hcnyl-uy3.6-IC的hydropyndlnc(MPrrP)が船人し

たためであることがわかった仙 ngsLonelaJ･L983)｡M- は虎蒋性が高く､血蔽眉間F･J

を通過して･脳内のJ/リア細胞の一枝であるアストロサイトのB型モノ7ミン酸化辞去

(MAOlB)に上りMPDPを征て､I-melhyl-.-phcnylpyndtnlUrnlOn(MPP+)となり､dop3mLne

tmnspoTlerの題質となってト バミン神臥 ミトコンドリアにnlこ取り込まれて汝箱き

れ･ミトコンドリア呼吸仇のC叫 血 Jを飢'i'･し･AT幡 生能を1げでト バミン神軽を

死に王らしめる(ChibacLaい 9843;ldem･1984b:RamsayelaJl.)984).このスキームは一

般にMYrPストーリーと呼ばれている師 g I-1)｡

MPTPがパーキンソニズムを発症することが知られて以丸 MFTPに手斧道の類似した純々

の内在惟化合物がパーキンソン病発症物質として絶nを集めてきた｡パーキンソン病態
において斯溝(こ減少し､MPTPやMPP･によって阻･L,されるチロシン水位化群点描性を拙

掛 こスクリーニングを行い･一･2･3･41tCtrahydroiso{ru"10llnemQ)Hiが神脚 である町純化

を見山した(Nagal.<uaJld‖'rala,)987)｡

孜々のグループでは､兜馴 アンフェタミンの代湘 勿の検･h･中にTIQ及び1-methyl-TIO

(lMeTTQ)をラット風軸 ､ら検出し畔ohnoelaI･1986)･後にこれらの化合物は､ヒト､

ネコ･ラット､マウスの､脳を含tT種々の紙器にも存在することを示した (ohLaelal.

1987;MaknocLal･･1990a:Tasakjela1.,19叩 ｡その直後に丹羽らは･ヒト脳内¶Qiはパー

キンソン病患者において上昇していると報告した(Niwaetal.t987)が､我々のグループ

は･TIQ呈(まパーキンソン病患者と性常人のPlに有意差はなかったがlMellQ長が′ト キ

ンソン柄患者で有念に低いことを見出した(F唱 1-2･OhLae(a)..)987)｡丹羽らは.後に

耶内TIQ品はサンプルFElllこlfらつきがありイ1意Z･Y･=はなかったと訂正している｡また､

lMcllQは加掛 こよっても妊少することが明らかとなった(Fig･1-3;ChLdeta1-】987.Ay山

etal･,)994)｡IMc'nQは･′ト キンソン頼恋着のみならず､前述のMJyrT･を投与したパー
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キンソン病モデルマウスにおいても顕著な扶少がLZめられた O-JSaL畑 aT.]99日｡これ

らの結果から､lMcllQはパーキンソン病発症を防御している叫は椎が考えられた｡こ

の仮説を証明するために行動薬理試験を行ったところ､入lFm やTtQQ)辻投による11-キ

ンソニズムが､lMcrnQを前投与することに上り完全抑制された(Flg.)■:Tasak.clal.

1991).¶QとlMeTlQu ll;LにメチルLhがあるかないかの追いだけであるが,この牌道

上のJlEかな差児が今く反対の効-狐を生み,hしていることは卵塊ほいdlMcTIQは =;'の

メチル基の位政によって光Jf'･父性体としてJ椛 するが､この光学災性体存在比をヒト脳､

ラット脹及び食品で謁べたところ､全てS体の方が多く存在した(MaklnOeLal.19903)

また､)MellQの生合成に関しても研究がなされており､フェネチJレ7ミンとピルビン

酸からlMeTIQを合成する酵素がミトコンドリ7+シナプトソーム西分に見出さit.t洗

分捕製されているⅣamabwacLaL,1997)､

我々のグループは､rnQの主代謝物は4位の水位化体であり､その代Jt物はm ラノト

の雌が蛙に比べて尿tI)で有意に減少していること､及び¶Qが脳l勺や血放中で布#(ニ増

加していることも見出している(OhLaeLaい 990)aDAラットの肘 よデブリソキンのp00r

mclatx)llZCrのモデル動物として知られており､アプリソキンは'nQ骨格i･ィ1-していること

から､肝降での解繊能の低い任の脳内及び血祭りJにIIQが苗柚していると考えられる

ヒトでデブリソキン代謝麟滋 (cYTT2D6)の皿伝的欠損者が､パーキンソン柄になりやす

いというデータと合わせて考えてみると恵美のある結果である｡IIQ.IMellQは､カテ

コ-ル骨格を持たないため､漁港性が高く､末Mからrf･短-の梯子了も容易であると思わ

れるrmkuchLetal,.1990)｡

以上の1拝集から､TtQh身許掛 土パーキンソン病と非常に関係の探い化合物であり､史

に進んだ研究が期待される｡また､パーキンソン病患者の脇イr髄液の､分+丑10,000以

下の分画には､中脳 ドーパミン神社の機能引呪Tl:-する物質が含まれているという報缶も

あり(l･tuocln1.1')95.1)､パーキンソン蛸においてilIL経塙性をJIけ るr̂J在他低分子化合物

が往E3されている｡

先程述べたように､パーキンソン続発症物質振袖であるIIQ､パーキンソン病臥御物

-7_
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質候補である1MellQは.フェネテルアミンとcl､C2ユニットからそれぞれ生食放され

るO-)I-, 7ェネチルアミンとフェニルアセ トアルデヒドが環化縮合すると､

1-ben'Lylll･2･3･4-teLTahydroISOquinoLlnC(lBnTlQ)が生成することが考えられる(Ftg ト5).

フェニルアセトアルデヒドはフェネチJL,7ミンのかLA88に1る代&物であり､このこと

からIBnTIQが内在性アミンである可能件が示唆されている｡生体内に存在していると

すると､TIQ､1Mm Qと同機に､パーキンソン柄発症と沫い関連があることがサ想され

る○そこC､生仙JlでのlBn'TIQの存在を確認し､LBnTIQのパーキンソン病態に於lナる

正的変動について調べ､パーキンソン蛸と)BnTTQの関係について明らかにしようとい

うのが､本研究の目的である｡
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第2章 lBnTIQの生体内からの検出及び定量

TIQとlMeTTQは祖々の玉堤類や智歯軒から横山され､立米されている(KohnocL31,

1986;N)waelal,)987;OhtaclaL.)987;MaklnO亡Ial..19903;TasaLIClal..1991)｡それらの

rJS収も†采から､両化合物はパーキンソン拍動.-E3において亜要な役割を来たしている可能

性がうかがえる｡しかし､パーキンソニズムを誘発する化合物としてよく知られている

IIQは､パーキンソン柄思老死後脳においても有意な増加は認められず,また､自然発

症のパーキンソン縞を考える上で不可欠である諾.質教条体のドーパミン神経の脱藩は広

掛 こ研究されているが､太だ確認されていない｡そこで､IIQにかわる神経周胞死を講

究しうる侯禰化合物として､TIQと比較して史に胎終世の高い18nTIQを新規神経毒とし

て分子設計し,原品を合成してその内在性を検討した｡lBrlTIQとは道のよく似たllQd.i

蒋体としてIcLT.ahyd'opapaycrolirN'CnlP)があり肝ig.2-1)､この化合物は今から20年以上も

前に､LDOPA治療を施されていたパーキンソン病患者の尿中から検出されている

(Snn(llerelal.,1973)bまた生化学的研究では､TIIPはドーパミンの耽り込み及びミトコ

ンドリア呼吸机のComp)cxIを阻富することがryJらかになっている(IlclkkllaeLaJ..L971:

l̂pez"la1..1974;Su･'.uk'ctal.J990).THPはドーパミンと､ドーパミンのMAOによる代

謝物である3.4JlhydTOXyT)hcnylacelaldehydeが縮合してでき1.:化合物である｡)BnTIQは

THPと同じIIQ骨格を有し､両者の構造の相通は4個の水改進のみであるため.lBn'TIQ

とTHPの生体内に存在する蛍､活性の差只も興味汚い｡

1 マウス脳内からの)BI汀IQの検出

ます初めに,生体内に存在すると考えられるlBnTTQの､マウス脳l勺からの検出を行っ

た｡
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桔品であるIBnTTQの合成は､文献のカ法(Gra)･elal.,19i9)を一鉢改良して行った｡7エ

ネテル7ミンとフェニ(,アセチルタロライドからアミドをつくり.五穀化二,Jンで環化

してできたイミンを水兵化ホウ讃ナトリウムで還元して合成Lf=(F'g2-2).この

ltlnTIQは塩化水&飽和エーテルにてlBnTIQ塩酸塩とし､ジクロロメタンと7七トンか

ら押結晶により柏澱を行い保存し､必掛こ応じて汲鮭塩基に戻して使用した｡

マウス脳のサンプルは､我々のグル-プで以冊に確立した〟払(Flgll3,Kohnoetal.

1986)に従って調渡した｡C578Lマウス全脳を胤 山した後､0.05%(wl/γol)EUrA､0.05

a(wLhol)アスコルビン酸､0.02%(wt/vol)セミカルバジド塩酸塩の入った0.4Mja塩逓

倍を加えてホモジナイズし､除タンパクして塩基性両分を抽出した｡ガスクロマトグラ

フィー/マススベクトロメト.)-(GC-MS)に上り分析するため､甥品とサンプルは犬に

にへブタフルオロ鮪廠(HFJi)無水物に1り誘i削ヒし､IBnTlQJtf71仏として検出を行っ

た｡

恥イオン花子衝撃比､及び陰イオン化学イオン化法により得られたマススペクトルを

FIg.24に示す｡腿イオン花子紡筆法とは､屯+により衝撃を与えて分7･をイオン化させ､

院イオンを検山する方法で､澱も一般的に川いられている｡除イオン化';'‥イオン化法と

は､メタンやイソブタン､アンモニア等のガス (ここではメタンを用いている)に上っ

てイオン化させ､陰イオンを検出する方法で､隈イオン馬子衝繁法に比べてより穏やか

なイオン化であり､低いバックグラウンドと.I.Sい感度が期待できる｡定菜には､

GC-sdcctediortmorLLLOnng(S【M)法という目的とする化合物が有している特定の買呈投の

ふのビ-クをモニターして感度を向上させ.ノイズを少なくする -̂itを用いた｡この方

沈により､GC-MSの牧百倍から数千倍の感度が期待できる｡走性分qrは､n也359,379､

399に3本の特徴的なピークの得られる陰イオン化乍イオン化抜により行った｡

結兆をFlg･2-5に示す｡陰イオン化学イオン化法において､lBnTIQ-llFL3fSのrTJL359､

379､399の3本のピークが摂L品とマウス脳のサンプルの両方にみられ､マウス脳のサン

プルの3本のピーク比JW'に保御剖馴ま標品のそれと一致した｡また.楓品とマウス脳

のサンプルを一掛 こ注入したところ､ピークは亜なることがわかった｡
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THP以 外 の 内 在 性 'nQ 類 と し て は ､ nQ ､ 1トttllQ ､ SaJsDl.,Y,I.

7-h)droxy-TIQ-3-でaLtK)XytlCacid(HTIC16-hydtoly-7-mctJux†-TIQ-3血 nllCaCdOlヽm CL

6-rrtlhoxy-7-hyd'DXy-TIQ-3-cartx,xyllC aCd (MnllC) rNakagaWa el aL. 1997)､

]-(3'･4■Jihydroxybenlyl)-1.2.3.4-temhydro･soqL･-nOlnc(31,4'DHthTIQ)､)-tKnLy1-

6･7-dlhydroxy-1.2.3.4-lcLmhydroISOquinoline(6.7DtTBnTIQ)O(awa.cLa)..L998)が掛 rられ

る(FLg･2-6)｡ この中でLR.も詳しく研究されているのはsalsoI.notであろう｡

SaJsoHnoLFi､Lm PA投与のパーキンソン柄患者尿中にTlrPと同時に存Jfが報tLE,:され

たアルカロイドで(SandkreLaL.,1973)､7ルコール中毒者で増加 していることからアル

コール専任の原EElである可能性が示唆されていることもあって興味が持たれ､研究され

てきた｡saJsoLLnOlはLDOPA治療を受けていないパーキンソン柄思者の尿中では､牲常

人の約5分の1に淀少するが､LrDOPA投与により上昇するbその1=め､ドーパミンが

C2ユニットを得て閉環したと考えられる化合物で､カテコール7ミン系の神経伝達物質

との構造の額似性から､ドーパミンやノ)I,エピネフリンのアナログとしての可能性が考

えられている｡SaJsol'noLは､カテコ-JL,7ミンの取り込み後胤 こより耽り込まれること

による ドーパミンやノルエピネフリンの取り込み阻害活性､搬びにcaLccholO-lnCthyL

trunsfera決(COMllやM̂ 0に対する阻省活性が報告されている olciLk■hc(al,1971:

CollinselaL1973;CohcrLCLa1.,t974;Alpcrsclal..1975)｡

LBnTIQが今まで生体内から検出されていなかったのは､lBnIIQがTHPと逼ってカテ

コ~ル骨格を持っていないため､化学的に卿 ヒしにくく生体内には存在しないと考えら

れていたからであろう｡実掛 こDavisらは､カテコール骨格を有するドーパミンの上うな

化合物は閉現してnQ類になるが､カテコール骨格を持たない7ェネチルアミンの上う

な化合物は閉環しないと報告しているpavLSCmい 982)｡7ェネチルアミンと､フェネ

チルアミン自身の代洲勿が環化掛合したと々 えられるIBnTTQがJk体内に存在することは.

フェネチルアミン以外に新たにClユニットあるいはC2ユニットを想起 しなければなら

ないIIQやIMcllQと比概しても､より合JIR的であるといえる｡

･18･
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2 マウス脳内IBnTTQの定i

>AIこ､マウス脳内のlBnTIQ立を明らかにするため､C57BLマウスをlflいて)BnllQ計

をGC-SIM法を用いて測定した｡サンプルの調製､測定条件は前節で述べた通りである

その結果､C57BLマウス脳内のIBnTIQ丘は､7.67i=1.60ng/gWCLbra-n(mcunj=SEM,n=5)

であった｡フェネチルアミンをマウス全脳のサンプルに漆加して何様の油川.拙作を行い､

7-ティフアクトを検討したところ､lBnTTQ-IIFB体のピーク面相はほとんど増加しな

かった｡このことから､サンプルの講現の段軒でア-ティ77クトはほとんど生成して

いないことが確認された｡以前に孜々のグループでは､C57BLマウスのIIQ且､lMeTIQ

丘が既に瀦定 されてお り､それぞれ1.1±0.8nB/Ewetbrain､9.も幼.7ng/gwetbrawl

(rTtm士SEM)であることが知られている汀asak■clal.,1991)｡同じTTQ廿格を持ち､は造

的に非常に良く似たIIQ､lMeTIQ､ItlnllQの3着が同程度のi存在するということは.

これらが生合成過程において密接に絡んでいる(.T能件を示唆する｡

3 マウス脳内1BnTIQの光学異性体存在比の検討

ltln'nQはl位に不斉炭頚を持ち､R体とS仏の両方が存iEする｡以I削二孜々のグJL,-

プでは､パーキンソン妬防御物質侯補であるlMの1Qの生体内及び食品中の光学発作仏

存在比が調べられており､tMellQは生体内ではS体の方が多く存在することが確認さ

れているOdakinocLaL,19903)ら18nllQは,生体内ではR体とS体のどちらが多く存在

しているのであろうか｡これを調べるために､キラJL,な誘馴 ヒ剤を用いて､マウス脳内

IBnllQの光学･jV･仏体存在比をGC-SrM法に上り洲鑓した｡

まず､合成したIBnTTQをダイセル化学_E叉の光学分-ガリカラムCHn L̂CELOJを使って､

HPLCで光学Jh割したところ､2本の完全分弧可能など-クが得られたので､それぞれ
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の旋光度をi服 し･文献他と比較して･R臥 S作を同意 し,= これらを穎品として､

辞o'nとC57BLマウス全応を6匹分合わせたサンプルに(-)-F- uoro一つpropoW TDPLOnyl

(ppp)chlondeを涼加して誌即 ヒした後､GC-SIMttにより･光ギ即 tlWT血比を調べた｡

はじめに､GCIMSによりマススペクトルを測定した(R g･217).この測定条件でlま､

保持時rulの早いピークがR体･遅いピークがS体であったolBnTIQ-PPP体はR体､S
体といこnVz444にba･Wpeakを持つことがr91らかとなり､この仙 444をモニターして

GC-SM を行った(ド.g･218)Bその結果､軌 品では保持時間の早いピークの面相/保持時

MJの遅いピークの面臥 つまりRPS-01560であり､マウス崩のサンプルではR/S=0.578で

あった｡マウス崩の結果を8品の結果で補正すると･マウス瓜内のlBnllQはR/S=103と

ラセミないしはラセミに近い形で存在していることが明らかとなった｡このことは

1BnTIQ生合成過程の最終段階が非辞繋附与であることを示唆している｡

ここで他のTIQの光学犬性件存在比について述べか ,｡カテコール骨格を有する

SaJsol,no=it牡常人の尿中においてR体が多く存在する｡一方食品中ではポートワイン

でS体が多く･saJsoI.nolを丘富に含t,乾燥したバナナにはR/S3-1の割合で存在する｡

LICOPA治療を施されているパーキンソン楓Jitl者､及びし∞ P̂ を投与･された髄常人の扶

中ではR/S≒1であることから,生体内で含成されるSaJsol)noIはR体であることが示唆

される03cncddtlCJaL･･-989a;bstcrte"い 989佃 nekluelaI.)989b)｡

lMeTIQはマウス胤 こおいてR/S-0･60の糾合でS体が多いものの､R体も存在すること

が知られている(Maklr- 3]･･19903)DこのことはIMeTIQの生合成通牒の少なくとも-

加が静ま関与であるuT能性を示唆しており､矢掛 こC訂BLマウス全馬のミクロソーム

+サイトソール分画でlMeTIQが酵東関与で生成することをinyIUOの実射 こおいて明らか

にしているrTlasakie.allt993)｡また食品中のIMeTIQも､例えばココア､ワインでlよ

氏/S=055.0.24とS体がR体に比べて豊富である｡

鯛 の央験から､】BnTIq煉合成過程の放終段階がW･繋非関与であることが示唆された｡

この･･･Jnこおいて､1MellQとは興なるスキームで柑nllQが生成することが1･想され､

IBnTIQと)MeTIQの生成に･共通の酵滋等のpq節枝は力滞 在するか再かにも興味が持た

-2ト
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れる｡IkTTQ合成酵素について､現在我々のグループで精力的に研究が行われておlノ･､

綿製途中であるが(Yamahw･etaL 1997),tBnTIQはこの酸基に上る1㌧1ellQの生合成を

阻'!汁 ることが示唆されている.加えて､食品rflのlBnTIQの尤′fLRfiliIFlutを挨11す

ることも､脳内ltlnTIQが食品由来である吋能性を考える上で弔事であるとLg.われる.

4 ヒト脳脊髄液中からの1BnTlqの検出

次にマウス脳内にJf在した柑nTIQに関して､ヒト眉脊髄液中からの検出を試みた｡ヒ

ト瓜常態液は･雌犬堂人草医学洗脳神経内科水野美邦政権から.lil.与きれたものを使用し

た｡

ヒト脹奇態液のサンプルに関しても､1に述べたマウス崩からの検出と阿掛 こ､同じ

04M過塩素酸を加えて除タンパクした後､塩盛性画分を細山､IIFBで誘導化を行い､

GC-SIM法にて検山した｡

その結果･ヒト脳野馳液のサンプルにIUしても､マウス脳のiJンプルと全く同様に

lBnTIQIHFB体のピークが横山された｡ヒト脳介髄液のサンプIT,全てから､柑nTIQは検

出された｡上り確実な同定のため･ヒト脳介髄液のサンプルは､陰イオン化学イオン化

法で高分解能GC-SrlW法 (分解能to.ooo)に上っても検出を行った｡これは､MSのスリッ

ト幅を放くして遭訳性を上げる方法である.悪政は詩ちるものの､例えばmた359.093と

359･094の区別ができるようになり､これに上り分子式が決定できるため､定性分析の

有用な手技となりうる｡

ヒト脳脊髄液のサンプルを､陰イオン化?-イオン化法の高分解能GC-SIM法 (分解能

10･000)で測定した結児をF･g.2-9に示す｡ 173nTIQ-IJFtl体の仙 359093､379100､

399･)06の3本のピークが､帆指とヒト脳野馳枚のサンプルの仰JJ-Lこみられ､ヒト脳野

馳液のサンプルの3本のピーク比並びに保持幡糊は､ほ品のそれと一致した｡以上より､
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内在性眉内7ミンとしでIBnTIQが､マウス茄と剛 左に､ヒト崩甘tt泳tpに存在すること

5 パーキンソン病患者の脳幹髄液中JBnTrQの定立

(1)他の神社疾患の患者との比較

内在性脳内アミンであることが確認された伽 TIQは､･TIQや).WeTIQと同じ7ェネチIL

アミンから生成すると考えられ､Jー キンソン柄患者と健常人の死後掛 二おいて､¶Q

tに有意差はないが､lMcllQiはパーキンソン病惣者で宗吾に漉少していることから､

眉nlBnTIQ丑とパーキンソン病の関連にも興味が持たれる.そこでヒト眉介髄液rfl

18mTIQの定立を行い､′(-キンソン病患&.と他の神経疾患の息肴で比較した｡ヒト脳幹

軸椎は前節と同様に､峨天億大学医学部水野如 B教授から悲与.されたものを使用した｡

ヒト脳は入手凶経であるため､脳rl身の変化を反映しているといわれる脳イ帽 液を川い

た｡ヒト脳脊髄汲卜 10m)を内醐票唯物質としてジベンジルアミン(Dt)̂)を漁加した後､

定性分析のときと同様の方法師g･212)で紬Lli､浪私 議割 ヒを行い､GC-STM法で定見

した｡定性分析で用いた陰イオン化学イオン化ikではなく.滴定の肺杜な堤イオン屯子

'*繋法を用いた｡マススペクトル師g･2-叩 ))より､..vz328､329に特赦的など-クが

校察され この2つのマスナン′,･-をモニターしたが､このうちより大きいmた32名のピー

クを使って走呈した｡

F唱12-10は鞄イオン花子衝撃法で測定したヒト崩#髄液のCCISIMチャートである｡左

がlBnTIQ-肝 B体の1.Vl･328､右が内部嫌咋物質であるDBA-IIFB体の.lV･L302のクロマトJ/

ラムで･楓FL'.と保柳 川 が一致することにより,これらをそれぞれのピークと同定した｡

パーキンソン楓敗者と他の神経疾恩のIril名の､脳脊髄液LnBnTIQA･と年齢の相掬をR
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したものがFig･2･1Ⅰである｡芯奇態汝のサンプルには､手術の掛 二位室から岸取されJ･:

ものと･腰部から採取されたものの24別 rtT在するD前者は′ト キンソン萌を含t,沖

推疾!-h･の外科的な71術 (パーキンソン病における定位崩手術など)の掛 こ検査用に深取

されたものである｡この両者･いわゆる脳室他姓と脳脊髄紋には溶解の済度勾配が存在

する可能性もあるが､眉毛髄液と脳脊髄液のlBnTIQA･1引司じレベルにあったので､結紫

を同一の図に示した｡

バ~キンソン純忠者のlBnTIQ丑は日 7土0.35ng/mICSF(meanj=SEM,n=18),他の神社

疾患の患者のはnTIQitは0･40iOl10ng/mlCSF(mca止SEM,n-I1)であり､有定差はなかっ

たb弧 )0)が･前者の平均は後者の平均に比べて約3倍と高い傾向にあった｡約60巌以

上の散人の′1-キンソン病患者のlBnTIQ且が非常に高く､その他のパーキンソン病患者

では､他の神経疾瓜の･JA者と同じレベルであった｡若い世代に)BnTIQ見のか ,人は存在

しなかったことより､虐化に上る長期間にわたる苫横との関係が示唆される｡つまり.

生合成されるか,或いは食品中から摂取されたIBnTIQが長年にわたって寄印し､個人的

な感受性の差はあるものの､lBnTIQ且があるレベルに迂したところでパーキンソン碗i･

発症するという考え)Jdである｡また､今阿の実験では､性差はみられなかったo

老化と射 二見的に減少したり､活性が低下したりする好演が数多くG在する中で､

MA0は加掛 こ従って活性が徐々に上がることが知られ､lBnTIQlまMAO-B関与で生成す

ると考えられている｡するとlBnllQ丘の年齢に伴う上昇は､MACLTl砧性の上昇に上る

ものとも考えられるが･他の神社疾患の患者群では年掛 二伴うItlnllQtは認められない

ので･MAO-B活性の上昇以外に､lJlnTIQがAEけ るための何らかの分子俵柵がか ,て

いると思われる｡

山然発症のパーキンソン病は複数の耶 により発症する痘軌である可能性が考えられ､

そのうちのひとつの安国がlBnTlQであるかもしれない｡他の神経疾患の悠41･

(ncu'ollgLCi.Icontrol)附 二は雌々な神経疾瓜が食まれるので､脳脊髄液lf･IbnllQ丑が多い

という傾向はパーキンソン嫡患者に仲村のものであるoノー キンソン病は代表的な神鮭

知和)ひとつに数えられ､その原臥土全く即 ほ れていない｡生化?試鞍や酎史診断を
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NeurologicalControl

′0

4

'▲

(d
S

U
t
uP
u
)
l
U
3
T
u
O
3
0
tLL
u
ET
T

.
2

9

020 40 60 80

AGE

80.40±0.10
(n=11)

ParkiJlSOn'sDisease

●
omale
+ feJl)aJe

妄 tneanjS.E.M.
⊥

lbO
O T
+..Zl･m O･35

(n=18)

0 20 40 60 80

AGE

FIB.2-11日)nTTQcontenLlnPaTklnSOnlanCSF



含むパーキンソン病の検出に使用されるあらゆる-JJ法も､今のところ迅速性と特異性の

点で医者による降抹診断以上に信頼できるものはない｡1BnTIQが日払発症′{-キンソン

痛のC叫 maTkerとして使用できる可稔性があると患われる｡脹lr笹液中鼓度の空化は唱

日仏の変化を反映しているといわれており･′ト キンソン病･'it･&･の崩自他のlBnTIQ里も

多い傾向にあると考えられる｡更に､この脹舟ii液中18nT)Qtの変動(王二次的なもので

あると考えることもでき､この便定に基づくと･脳内では直接的かつ上り大きなIBnTIQ

tの変化が起きている可能性がある｡自転発症ノー キンソン誘引ま正伝的兼Egの少ない疾

I-b･であることがわかっており･現在までに臨床6断に役立つit伝子等のea'lyma.k.が存

在しないので､tBnTIQとパーキンソン病のrX)係の上り緩い追究が望まれる｡

(2)YahIStage､罷病期間､発症年齢との関係

llJ;(節では､ヒト脳脊髄織中ltlnTIQ丑をGC-SIM班によって測定し､パーキンソン病患

者が他の神粁疾瓜の患者に比べて､高い傾向にあることを示した｡パーキンソン病患者

の【lJにはlBnTIQ丘の非T･･に高い者もいたが､他の神社疾瓜の.'hb.省と同レベルの者もいた｡

そこで･このlBnTIQ丘は､パーキンソン柄の重症度や雁病糊問と1刃係があり､重症であ

ればあるほど･或いは催病期間が長ければ良いほど)BnTIQ立が高いのではないかと考え,

パーキンソン病の韮症皮を表す最も一般的な指標のひとつであるYah,stage,催病期間､

発症年齢と､lBnTIQ丑の関係を詞べた(Ftg.2-12)｡

この結-果･騒脊髄液中柑nTIQtは･Yah'stAgC､罷病好日臥 発症年齢のどれとt.相関

がないことがわかった｡上って･IBnTtQのみがパーキンソン柄発症の原因物質であると

いう可能性は否定されたことになる｡しかし･前述でも述べたように､パーキンソン柄

は多因子性の疾患である可能性が高いので･tBnTIQが′ト キンソン病の庶因物質のひと

つである可能性は十分にある上うに思われる｡





6 ヒト脳脊髄液中IBnTIQ､IMeTIQとp-carbohneの同時定i

前節で､柑nllQはパーキンソン病患者の眉1r亀液中で増加傾向にあることが示された

が､ばらつきがあり､これは他にもパーキンソン病発癌物質候補が存在することを示唆

しているB トリプタミンがllQと同榔 二項化した化合物としてp-ca'bohne新があり､IIQ

と開脚 こパーキンソン病発症物質侯榊としてn･口されている(r;LA.21)3.D.uckc,claL..

Ⅰ990;Matsubam ctal11993.MaLsubaraelaL.1995;MatsubaTaeLa1..1996)｡FIB.2-14は､

β･caTbollrN,類のなかでも.パーキンソン嫡AL.者と他の神経疾患の.'E.者で火箸な差がみら

れる2,9-Me7Nrrと､lBnTIQの脳脊髄液中の定菜結果である｡そこで､′ト キンソン柄 .lil.

者でlBn'nQ壬の低いサンプルはβヾ a'tx)Lllt瀬見が高いのではないかと考え､旭川医大松

原和夫先生との共同研究で･同じ脳脊髄液ヤンプルを用いてIZln.nQとβ一触 lLJtEiの同

時定王を行った｡

総菜をTab)e2-1に示すoPta,boLi.7e鰍 ま､HPLC蛍光検出器で検出pt能なβ･QTboLLn.Um

caltOnの捨丑を定放し､全βヾ arbolin■umca‖on丑 (10taJBC'S)で示した｡パーキンソン楓･L･.

kの2例のうち､ 1例はIBnTTQ丘が低かったがtoLatBC'S蒜が拓く､もう1例はl｡LalBC･S

品が低かったがlBnTIQ嵐が'W ､った｡コントロールの2例は柑nTIQもlOu)BC･Sもr卜陀

皮の値を示した｡また､lMcnQはパーキンソン頼恋着の2例で鼓少しており,こ1日ま

以巾の脹自身での結A･(伽 tatLaU 987-を支持している｡今臥 土測定の都合上.tBnTTQ

とLotalBCsのiN定､比較をしたため,IBnTIQがLotaJBC̀Sの約100倍多い括果となった｡
toldBC◆Sはsimpkp-a,tx)IirN虎 がN-メチJt,化してできる毒性代謝物であると考えられて

おり､本来はlBnTIQとS一mpkβ血 llrt頴､或いはlBnTIQの毒性代淵物とLCAalBC･Sを比

較するべきであろう.更に例故を増やして検柑する必要はあるものの､′{-キンソン病

･吐息の中でtBnllQ鼠の少ない人はp-cartx,lnc止が多く･lBnTTQ鼠の多い人はβ収 rbotlnC

Li.が少ないということになれば､=打nQとβ-*Jレポ.)ン知 でそれぞれパーキンソン病発

症物質として働く可能性が考えられる｡
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ConlroI PD

Y.T. A.a. F.N. M.hl.

totaltic+S(rmoVm]) 39 31 53 14

lIinTIQ(pmol/ml) 430 3.45 1.57 1457

1MeTIQ(pmol/ml) 13.54 5.51 3.88 1.84
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7 tBnTIQ連投サルの脳部位別IBnTIQの定量

以前に我々のグループでは､自治医特大号～fB]光T,もず教授らとの共ral研究により､

カニタイサルに18nTIQIHCl22mgJkgを66El同皮下注射したときの行JZI空化について.9

19の項目別にスコ7をつけ､その結果,カニクイサルには急性もttと食性毒性が扱零さ

礼,lBnTIQの連投に上りノー キンソこズムが認められている0(otaLeetaL 1996)3この

サルの右脇の沸位別lBnTIQ丑をCCIS別法により定正した｡サンプルの抽出､誌導化.

前受は､軒5拓で述べた方法に従った｡

続)RはFLB･2-15に示す通りで､lBnTIQ連投サルの脳のlBnllQ宜に部位問に差は認めら

れす､.%貿叔魚体のみに炎相性はみられなかった｡サルは非常に升亜な実験動物であり､

コントロールのサル脳の入手が不可能であっ1=ため､コントロールとの比較ができない

のが残念である｡しかし､Flg21]5のみからいえることは.IL3n'nQは､皮下注射にII)

迎投したサルでは､r%質奴粂体のみに艇榊せず､lBnTIQが,I.1土質線条体のみに躯砧するこ

とに上りパーキンソニズムを発症する可能他は公定されたことになる｡ただし､適う投

与方法､実験動物､成いは生体内で合成される内因性のlBnTTQに楓してはこの限りでは

なく､更に倹肘を賀する｡また､黒質線条体にパーキンソン桝を発症させる分子伎梢が

あれば､tBnTTQに娘研性がfJ=くとも､パーキンソン病を発症させることは可能である｡

8 まとめ

この孝では､フェネテルアミンと､それ自身のMAO-B代謝物であるフェニルアセトア

ルデヒドが頂化抱合してできると考えられる18nTIQを.マウス脳内､及びヒト脹青色練

巾から横山した.また､ヒト脹脊髄削 7柑nT-Qを定鼓してパーキンソン病!hh昔と他の神

社疾患の悪者で比較し､パーキンソン病患者のlBnTIQ芸で相加仰向にあることを示した｡
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マウス店内で1BrlllQの光717-異性作存在比を検討し1=ところ､RJS≒ 1で存在するここが

わかり･このことはlBnTIQの生合成過程や､IMcllQ生合成過程との関連を{える上で.

並安な手がかりに{+･ると思われるC

′i-キンソン病患者の脳脊髄液中に丑的にか 噸 向のあった)BnTIQには.生体内で何

らかの神経毒性をjT'している可能性が考えられる｡これについては次や以降で検討する｡



第3牽 パーキ ンソン病治療薬アプレニ/レの効果

l lBnTIQinvilro生合成における阻lLl.7･

M̂ O-tl阻'E剤であるL-アプレニル阿8.31t)は､n本では認可されてい小 一ものの､

欧米では′{~キンソン柄治療薬として広く払床k･用されている(ParL'n5仇 SLudyGrtMP.
1989a,Parkl恥OrLStudyGro仲,1989b)｡その作用伎11:は7:-/iミンの代金を阻磐するため

や､MPTPt井通類似神軽毒の代謝を抑制し､作mを党現させないようにするためではな

いかといわれているが､抗酸化作用によるという艶､神経栄養囚†の丑を増加させるこ

とによるという説も唱えられている｡また､近年パーキンソン病に対する効果のみなら

ず､‖己憶の増強といった他の脳部位で効いているという報告もあり､混沌としている

(Gcrhchclnl.Ⅰ992.Wuclal.1994)｡ここではまず､フェネチルアミンを盛質としたとき

のlBnTIQ生合成､並びにそれに及はすデプレニルの劫火について検"･ほ 行った｡

C57BLマウス仝脳の禎分画を除いたホモジネートを鯛魁し,併点線とした｡アプレニ

ルはモノアミン倍化酵滋を卜分に阻審するlo岬 の浪腔をInいた｡反瓜 11,,州 7ェネテ

ルアミンを群題源とといこ60分間インキュペ-トし､2MN80IFで反応を停止した後､塩

品性画分を抽出､llFBで誘導化してGC-SIM法にて検出を行った｡

貼架をFLg･3-2に示す｡compleLe系ではlBnTlQがfL)loopmo也止 し1=が.熱処理した畔
兼源を用いたときは､compleJe系と比較して僅かしかIBnllQが生成していなかった｡こ

れはlBnTIQが鮮よ関与で生成していることを示唆している｡アプレこルはフェネテル7

ミンを塵質とした■nvltJbのlBnT7Q生合成も阻害することが明らかとなった｡この結果か

ら､IBnT-QtまMA0関与で生成することが示唆され･lnV■YOでもinvII'Oと同様に.lBnTIQ

がアプレニルに上り妓少する化合物である可能性が考えられt.=｡
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2 アプ レニル連投マウスの脳内1BnTIQ､ IMcTIQiの変動

そこで､アプレニル連投によるlBl1TIQの王的変軌 こついて3Iべた｡C57BLマウスにア

プレニル5mBrkgを182回計4日間連投し､最終投与2時間後の全馬を取り出し､第2

章の方法に従ってlBnTIQ､lMeTIQを定Jした

その結果 (Fig3-3)､アプレニル連投掛土コントロール群と比較してlBnllQ甘がも隻

に浪少していた｡同じサンプルでlMeTIQも定暮したところ､アプレニル投与評で有意

差はなかったもののIBnTIQとは反対に増加何向にあった.また､lBnTIQのIMcllQに対

する1比をdべたところ､顕著な減少がみられた｡この結果は以下のように考えられる｡

アプレ二ルはFig3-4のように､MAOIBを阻宮することに上りフェネチルアミンか

ら7ユニJL'アセトアルデヒドへの代謝を抑制し､これに上ってlBnTIQが減少すると考え

られる07ェネテルアミンは代謝が抑制されることにより増加することが予想されるの

で､フェネチルアミンと､デプレニルの影響を受け/J:いであろうC2ユニットから生成す

ると考えられるlMeTIQは増加傾向にあると々えられる｡胸内7ェネテルアミン品は

MAOJqltL'･刑により増加するといわれているが､数倍から空目一倍と鮒 守はまちまちである

(Phll■psaT-dtloulLOn,1979;RjcdcrerandYoudln.1986,Youdl"1aJldRledcrcr,1993.Sea,relaL.

1994)Oこれはフェネナルアミンの代謝が速く､正確な延宜が難しいためであろう｡

lBnTtQと1McllQは7ェネテルアミンi･)も通のTm駆体として持ち,両省のバランスはパー

キンソン蛸態を考えるとで重要であると思われる｡今回の結果で､デプレニルがlBnllQ

のlMe¶Qに)け る比､つまりパーキンソン嫡発症物質候補のパーキンソン病防御物質

旋掛 二村する比を詫少させたことは興味疎く､アプレニルに上るバ-キンソン病治療効

恥こ､崩内のlBnTIQ/1MeTIQの没少がr娼与する可能性が示唆された.
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3 まとめ

この帝では､′ト キンソン病治療薬であるアプレこんのlBnTIQに1.+する効果について

誘べた｡そのkt果･lnY･t･.･でデプレニルは､フェネテルアミンを漫質にしたIBn¶QのTn

v■t'O生合成を弧嘗LJ n- Oでは､アプレ二ルを投与したマウスの崩内lBnTIQ呈がま少

することが示された｡これらの岳黒は､アプレニルのMAO乳管ftlnに上ると考えられる

が､他の唖類の薬物によってもlBnllQ王が変動するpT能性が考えられる｡

パーキンソン病BJ.者の眉脊髄液の､分子Jtlo.ooo以下の分画には､中脳 ドーパミン神

社の横億を阻9-する物質が含まれており叩aocLal..1995a)､この脊性はアプレニJL･によ

り抑S･Jきれると報告されている(Hao亡Ial,】995b)｡アプレニルにより柑nllQが減少する

という枯淡より､中脳 ドーパミン神経の債能を阻'Ly･する物焚 (秤)がtBnTIQである (を

含む)可能他が考えられる｡

節4帝以降では､lBnTIQの生体内での役割の脚刑に迫るべく検肘をJunえる｡



第4革 lBnTTQのパーキンソン病r対連invilro生裡統性の検討

l lBnTIQの ドーパ ミン取 り込み阻害括推

考日章でも少し触れたが､M7TTPに上るJト キンソニズム莞庄作17日ま､uFrrPが血液脹

四円を過jALで脳内に入り､･w p'に変換されてト J{ミントランスポーターPAll.ミ

トコンドリ7萩の収に取り込まれて､呼吸inのComplcJ'lをm害してATP産生能を低下さ

せるためであるといわれている師g･4-L'Fig･4-2･mLbaCLaLI1984a''dem,19的 Ramsay
da)1.1984)｡これによりMJ'Tl'はト バミン神授を死に至らしめる｡バ-キンソン病11,.

者の脳骨髄縦やで相加傾向にあり･アプレ二ルにより減少するIBnTIQは,化判 書道的に

もMPTPと関係が疎い化合物であると考えられるので､lBnTIQがMPTPと同じ作用模作

により､神経心性を発現する可能性が大いに考えられる｡

そこでまず･1BnTTQがドーパミンの取り込みをmJ制するかむかを検紺するため､名古

J削Jg･人ノ芦医′7=郎鵜m昌一教授らとの共同研究により､cos細Ⅰ胞にD∧Tを強制発現させ､

lhlドーパミンの取り込みに対するIBnTIQの劫火を.J胡べたD

その枯淡､lBnTIQはMPP̀と同桂皮のドーパミン取り込み阻･LT清作を有していること

が明らかとなったO;LEI4-3)0DATがある化合物をドーパミン榊耗細胞内に取り込tTため

には､部 1段階としてDATが化合物を認識し､q12段肝として失際に取り込むという2

段階の過程を柾る｡コカインu非常にか ,ト バミン取り込み阻rLt活性を持つが､淵鞄

内に取り込まれることはない.これは軒l段軌よクリアでさても.節2段階をクリ7で

きないことに上る｡今回の結果より･tBn･nQは恭l段階をクリアできることが明らかに

なった｡現在､実際に満腹内に取り込まれるか否かを横罫沖 である｡
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2 1BnTIQの ミトコン ドリ7呼吸鎖阻害描性

射 二･瀬天皇大･婚 学部水野美邦教授らとの犬同研究により､ttlnllQのミトコンド)

7呼吸iA阻嘗能について検許を加えた｡

2-3ja齢のC57BLマウスを用い､ミトコンドリ7分貞をLJI空し､ミトコンドリア浮

立液を作成した｡これを凍栽憩解し･C叩 'kxI､Ch deAu活性に対するlBnllQの形守

を検討した｡また､生のミトコンドリ7浮遊液を用いて.Ch,*型酸紫電掛 二上りミトコ

ンドリアのADP､基質依存性改案鞘費(state3)を測定した 基芸としては,グルタミン

酸+リンゴ酸､コハク醸十ロテノン引火用した.タンパク定里IiB,;adr.,d法を用いて測

定し､酵素活性の肘掛 二は､NADH及びNADPHの分7-吸光燥A6270を用いた｡

結果(FLg･4-4)は､練結融解したミトコンドリア浮並唯を使用して測定したcompLet)

阻割占性がlC,)=52･6pM､Cornplexu阻害活性がlC,.-7･38mMであった｡生のミトコンド

リアげ逝枚を使用したStalc3阻害は､グルタミン懐+リンゴ厳を使Fnしたとき (ミトコ

ンドリア股が存在する雌 でComplex憎 性を測定していることになる)のJCヵ=166mM.

コハク般+ロテノンを使用 したとき (ミトコンドリ7股がJTイ汁 る状態でComplex‖砧

性を測延していることになる)のIC㌔ 148mMであった｡

以n'dに､MPP◆に関しても同様の芙馴 -なされており､凍姑触解したミトコンドリ7浮

逝液を使用して測定したCornplcxl阻苫活性が1C.=3･2mM､生のミトコントリ7浮遊紋

を使用 して測定 したslalc3阻害は･グルタミン酸+リンゴ臆を使用 したときに

IC,-50小甘であると報告されている.これは即ち､MPP●がミトコンドリ7既を通過する

掛こ約60倍に汝輪されていることを意味する.ミトコンドリ7股はilの･P..L荷を持つこと

が知られ､MPP◆のような陰イオンで電荷が非局&化した補遺をイけ る化合物は､段を

瑚 し易いため･汝施され易いと考えられる｡鯛 の結果から槻 すると､IBnllQは

slaLe3m尊前性!1強くないが､MPP･と比叔して虐めて低強度でComplcHを阻害するの

で.ミトコンドリアの段透過性が上昇したけ ることに上ってlBnTTQがミトコンドリ7
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JAを通遺し易い状況になれば､cm Plexは 凪-kL､細胞にfPu'を与えるnT託性は如 ､で

あろう｡

tBnTIQがミトコンドリア呼吸銀のComptclほ 阻'E-することに1り､ドーパミン神社を

死波させるとすると､次の3つの可能性が考えられる｡

1､ド-バミン神掛 こ取り込まれる投降T･浪籍がおきている可能tt

MPP●はミトコンドリ7の取り込みだけでなく､ドーパミントランスポーターを介

してドーパミン神掛 二取り込まれる際にも汲輸されることがわかっている｡IBnTIQがドー

パミントランスポーターの基質となり､ドーパミン神経rJlで浪将されていれば､ミトコ

ンドリア段を価沓する可能性もあり､cbmplexlを阻曾しうる｡

2､1BnllQが脳内で､より活性の強い化合物に化学変換される可能性

MFrrPlま前述のように､血液脳髄門を通過した後にMAO-BでMPP◆に代謝されては

じめて磁性を溌現し､MPTP白身の活性に上りパーキンソニズムを誘発しているのでは

ない.lBnT)Qも脳内で化学変換されて活性の軌 ､物只になり､神経心性を発現する可能

性があるOJt体的には,tBnTTQが代謝されてN-Mc仏､か こN･Mc■scKlUmOlinium10nに変

換されていることが考えられる｡掛 こN-McisoqulnOImlumionは正の碓侍を持ち､MPP

●と柵遇がガi似しており､ミトコンドリアを過る際に沈船されるOT能性が糾 ､｡

3､IBnllQがミトコンド1)ア内で生合成されている可能惟

lBnTIQ生合成の基質であると考えられる7ェネナル7ミン､酔漢であると考えら

れるMAOlBは､料 こミトコンドリア内に存在しているため､1BnTIQがミトコンドリ7

内で生合伏される可能性があり､生成しているとすると今回の実験結果から､低濃度で

h p)cxlを阻'L.F'-し､細胞死を誘発しうるであろう｡

MPJ'.に上るATP産生の低下はccmplexIの阻害だけでは不完全で､α-ケトグルタル酸

曳水煮鮮兼複合体の阻･Lr-もfXl与しているとの報告もあるので､柑nTIQがα-ケ トグルタ

ル馳 水玉酵素硬合体を初めとするTm サイクル中の鮮選や･CunplexIll CompleHV

を包省することに上り､AT確 生能を低下させることも考えられ､これらを倹辞するこ

とも興味深いと思われる｡
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3 1BnTLQのMK1801結合部位 に対する親和性の測定

以糾 ニIBnTIQは･phe氾yClidincPCP)偉容Jを･二IC,-1pMという中71度の孜q性を有し

ていることが雑告されている(Grayclal_,1989). -)I-､興~昏性7ミノ鮭貴有休のサ1タ

イプのひとつであるNMDAレセプターの非吐合阻怒義にMK一朝1があり､>ThtDA受容体の

MK-801結合林位は,pcp受容体とほとんど同じ灯正にあることが知られているので.

IBnTIQがMK-801結合部位に親和性がある可能性は削 ､と巴われる｡そこで､tJhTIQの

パーキンソニズム発症作用が､MXJiOl結合飾位を介してNMDA受容体によってグルタ

ミン酸神経の括掛 こ影℡を与えるためではないかと考え､lBnTIQのMK-801結合諌位に

対する敷布性を消べた｡

シナプ トソームの淵亜及びにbindinsassayの際の実額粂111は､骨法 O,one血 andOgLu.

1989)をC57BLマウス川に改良した方法o'asaki.L994)に従った｡C578Lマウス全脇を摘

(pl1714)でホモジナイズした｡そのホモジネートを､50.000gで20分遠心し､上前を捨

ててペレットをトリス酢酸妓衝液に懸濁させた｡この退心 して懸珊させる操作を更に3

回擦り返し､聴枚の遠心の際のペレットを､予めニトロセルロース股のフィルターを適

しておいた0.32Mシコ恕溶液に懸濁させ､Bradrord法にてタンパク定L.nLした後､_80℃で

保存された｡実験当口に､懸濁液は凍結散解し､D.OJ%TnlonX-tOOを加Jiて戊拝した後､

50,CKX)gで20分遠心を2匝桁 い､ペレットをトリス酷使棲'di練に愁市させて､これをシ

ナプトソームとして用いた｡

シナプト'/-ム､種々の汲度の薫物 (ltlnTIQ､あるい非接点MK-801)､L-グルタミ

ン酸､ トリス肺倍液衝液の入った試挨管を5分間プレインキュペー トした後,

LhlMK-801を紘加して30分間インキュベーションを行っ払 非特異的結合を強ちすため､

予め05%ポリエチレンイミン処理したメンブレンフィルターに､米国B.a.dcl社製の自

伽 ou叫 Frcc分Jl鼓せセルハーベスターを催用して反応･液を放し､嬢衝液で洗い,フ ィ
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ルターを乾かし･A.枚に液体シンチレーションカウンターで所定して放射活性を調べた｡

このkは ･lBnllQはhTX-80場 合訪位に対 して､lC,--46pMという弱い親和性を有す

ることが明らかとなったO'Ig.415h最近､弗を牲7ミノ搬 客体のアンタゴニストがパー

キンソニズム防剛 乍用を持つという稚告がなされており､以前に花々のグ'ト プで､

lMellQがMK-80t出合部位に製和性を持つか密かをiFIべたところ､tMcllQは全く親和性

を持たないことがわかった｡よって､IMellQが興昏性アミノ左レセプターのアンタゴ

ニストとして*くために･パーキンソニズム的榊作用を発現するという可能性は否定さ

れている.今臥 lBnTIQがMX-80億 合部位に対して弱いながらも親和性を有している

ことがわかり､内在性物質力軸K-801結合町立に結合することにより興有性7ミノ甑や

鮭を制御しているのであれば,その制御を解放することによって興甘性7ミノ鮭神経を

瓦進させ･神経碓性を発現させていると考えることもできる｡しかし～lC力値が14･6pM

という弱い瓢和他では､この即発のみでlBnTIQが神私 設性を発現させているとは考えに

くく､他にも作用横付･が存在するものと考えるのか安当であろう｡

4 まとめ

前車までに､新船勺在性脳内7ミンである)f)nTTQが､バ-キンソン病患者の脳脊髄液

Lflで増加傾向にあり･アプレニルにより減少することが明らかとな.?た｡この作用線嬢

が如何なるものかを調べるため･本章ではMPTP類似作用横紙を中心に､様々な角皮か

ら検討を加えた｡凍結故解したミトコンドリ7股を使用して､lBnTIQのミトコンドリ7

呼吸fA阻蕃活性をiN定したところ･TC,.伍が5216pMと､MPP･と比較して非常に隆盛皮

でComplcxIを阻'L'した｡またtBnTIQは､ドーパミン取り込みを阻苦し､MK-80tLL含部

位に軌､那目性を持つことが明らかとなった｡今後更に多方h-からIBnTTQの′ー キンソ

こズム発症攻JI:を検計することにより､パーキンソン病発症物質としての可能性を探る
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必別 rあると思われる｡tBnllQの神経専任発現刺青を解明することli､たとえlBnTIQ
がバ-キンソン柄発症物質でなくとも､′ー キンソン病の原尚解明に屯fな示嘆を与え

ることになろう｡



第5車 中脳線条体切片共培養系を用いた1BnTIQの苛性検討

耐革までに･lBnTIQ且と'{-キンソン病臥 二相連があり､n､.L,0で様々fJノー キンソ

ン病関連生理諮性を示すことを明らかにしてきたoTIQ.SaJsollnOlSの内在性眉内アミ

ンについて､堵糞細胞を用いるとmMオーダーの瑞浪皮で細胞死を引き起こすが､失軒

に動軌 二役Hj･しても#胞死は起こさないことが知られている.そこで.東京大学医学部

桜井正樹J*師ちとのX･同研究により､現存する培葺系でLn… 0に蛙も近いと思われる中

崩線条体切片火培卓系を用いてIBnnQの神経増作の解析を子fった｡切片大塔垂系は鼠紡

位の北本横道を保持しており･高次の神経ネ･/トワークをInVit,Oで捌 ‡築できるという

特色を持つ (G三ihwLter･1988-0StergaaJd e"]･,1990;Yama'ncLocLaI･,1992.SLecnsc."Lal.

1995)a

具体的にIi､w LSLa,系ラット妊娠16E]口から胎児を胤 bL､中馳 側部を切除Lf=｡

また､wIStar系ラット生後 1t]輪から線条体切片を400pmのPZさにミクロト ムにて切

り目=- 小脳と娘灸体の切片を約500LLm赦して､コラー,/ンでコーティンJ/された多孔

質股上にて増輩した(FJE･5-])｡培巷#rま5%FBS含Jl-DMEW ;-)2横地をmい､ 3日後に

無血的榔 也に交換し､以後過2回培蕃液を交換した.培垂を始めて卜 2LIT中脳の卜

′tミン神嫌が奴魚体に向かって突起を延ばし始め､約1過 糊で線条体の隅々にまで突起

が行き渡ることが､免疫故紙化学的検抑 二上って明らかにされている｡このように免疫

私様化学に上る横町は評掛 二行われているが,生化学的検抑 梢 と行われていない｡

1 堵隼液中LDH活性測定による条件検討

そこでまずはじめに実族の基瑳となる生化学的デ-タを柑るため､招飽死の指琵とな

る培養液中に湖山した乳酸脱水素酵嘉(k taLemhydrDgCnaSC･LDH)の桔性を清走した｡
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増税 交換に合わせて週2回の割合で･培紬 nuまで鮮時的に萌-i:した｡LDHT紙 は

ビルビン椴ナト.)ウム存在下,NADHの340nmの吸光TEの強少を洞･kすることに1り求

めた｡

その結果･･JDH活性は培*開始直後に非創 こ高く､その後徐々に戎少し､ほは一定の

似 こ収束することが明らかとなりOTLB･5-2)･このことから.他のき耶色増壬系と同臥 二培

兼開始直径に多くの細胞が死残し､その後は一定の割合で死んでいくことが示唆きれた｡

この培養系frF年以上の長期にわたり培兼可能な点がひとつの特色であるが､徐々に弱っ

ていくため･グリア細胞の増殖が一定になるという報告のある培垂約10日Elから､

lBnllQを増輩絞中に加えて尖験することにした｡

2 1BnTIQによる中脳､線条体 ドーパ ミン盤の変動

培那 JQblOE二IRの培兼細川一に-OpM,30pM､)00LLM柑nTlQをは加比 ､一定時間経過

後にrf'胤 線条体それぞれの ト バミン丑を測起した○股ごと切片を切り山し､過払遠
位を加えてホモジナイズし､遠心による除タンパク後､膿過フィルターにて限外櫨過し､

Hr'LC芯文化学検Ttl器lこてドーパミンを定Btした｡内部標唯物質としてイソプロテレノー

ルを用いた｡

ます､lBnllQi怠加24時間後の中脳の ト ′{ミンを定立 した(F.A.5-3(.)) ト バミン

生は汝度依刷 りに強少し､toopMではコントロールのか 0割二強少していたOlBnTIQ

の嘘加P]問を長くし･lBnTIQを加えて7El後の中尉の ト ′{ミン且を測定したとこち

(Fi8･513(b))､24時m)のデータと比較して更にト バミン里は強少し､10pNでもコント

D~ルの約20%･tOOLLMでは全てのサンプルで綾川扱界以T･-であった.
lBn¶Q迂加後のト Jiミン丑の時間変化をFigl5-4に示す.コントロールでは､時間

錬卦 こよるドーパミン長の詫少は僅かにしかみられなかったが､lBnTtQの強度が上がる
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につれてト バミンの詫少が急になり､100PMでは時間と央lこwt.,}ドーパミンの減少

がみられた｡収粂体のト バミン土に関して,平均値は中脳のデータと人足はなかった

が､ばらつきが大きかった.これは切片ごとのネットワーク形成に差があり､簸粂仏切

片のドーパミン神経の投射される程度が異なるためと思われる｡そのため､平均すると

中脳と獄魚体のト バミンの汝少度は同程度であると思われる｡しかし､中馬でドーパ

ミンの漉少に有定差があり､凄森林で有意差がないという籍果から考察すると,lBnTIQ

が神経終末からではなく､中尾 ト バミン神軽の細也体からtW;すると考えることもで

きる｡

いずれにしろ､lBnllQはrrl脳､麓灸体それぞれの部位において､汲皮依存的かつ時間

依存的にドーパミン丘を減少させることが明らかとなっ1=｡

3 日】nTIQによる培養液中LDH活性の変動

次に､lDnTIQを馴 ILたときの培卓削 コのLDII括他を測定し､IBnTIQが誘発するoT

能性のある柵胞死について検討を加えようと考えた0

分放横道系ではLDH活性は死細胞数と良い相E対があり汎川されているが､切片培養系

の助合､LD11が削 =｣こくく､また漏出するのに時間がかかることが予想され､ばらつ

きが大きいことが丁想される｡また･神経細胞とグリア細胞が区別できないことも,ば

らつきの一因である｡

佑発はばらつきが大きく有意差は出なかったが･100P41BnllQi.f加開始4日臥 7

日日の培養練で高い傾向がみられたFtB.5-5)｡この時軌 二何らかの毒性が出ているため

と思われる｡
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4 免疫組終化学的検討

射 二･柑nTTQに上りド-′(ミン神拝の細胞死が起きているか否かをBIぺるため,抗チ

ロシン水駿化鮮よ(T叩抗体を用いて免疫鼠柊化学的検討を行った｡切片を4隼パラホ
ルムアルデヒドで固定後･suc一〇虻で良木､20p の扱轄切片を作坐した｡1次抗軌 二葉

兎抗TH抗体､2次抗体に山羊打gG抗体を用い､ジアミノペンチジンで発色の後､光学

穎鼓軌 こて校察した｡

)00pMlBnTIQ達加10El後の切片でも簸条件に変化はみられなかったが､中崩で免色

性が不均一で､111粘性細胞･つまりドーパミン神経の細胞体の萎鯛､突超の退箱がみ

られ､細胞体に外常が起きているのが扱寮された(F■g5･6)Oこれは細胞死に繋がる重要

な知見であると･Lnわれる｡更に長い期間や更に商況度でも検討したが､切片が剥推して

ポロポロになり･敗色が不可能であったたれ 細胞死の批掛 二は至らなかった｡このこ

とからlB-1TtQは､祁儀細胞のみならず､I/リア細胞や,蜘 -は細胞棲見回+に彩管を及

ほしている7Tl能性も考えられる｡

5 1BnTIQ神経毒性の不可逆性

郡2節で明らかになった18nllQによるト バミン減少の可逆性を検討するため.loo
岬 1JlnTTQ速hu24時Iiq後に)BnTIQ.*滋加培地に交換し､3日後にト '{ミンを定呈した.

ト パミン強少が可逆的であれば､tBnTIQがチロシン水81ヒ鮮滋を阻害するためにドー

パミンを強少させている可能性が考えられる｡

その耗父･MnllQk結加培地に交襖しても, ト バミンの減少は珂祝しておらず､

LOOpMIBnllQ繰加 4時間後のド パミンの強少は不可逆的であることがわかった(Fig

5-7)｡このことから､)BnTIQによるト パミン壬の浪少は､化合物白身の有するテロシ

ー6ト
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ン水酸化酪薫の阻書館等に上るものではなく･ト バミン神経の摂能低下を反映したも

のであると考えられる｡これ以降･ト バミンの減少を指標に､L8nTTQ神軽毒性の作用

線序を鍾々の刺 勿 (リセプト のアンタゴニスト3)を用いて評価することが可能であ

る｡また､ 4の結果よりlOOpM IBnTTQを艮朋 捌 nL緩けるとド-バミン神鮭の細胞

死を引き起こすことが示唆されているので､ト バミンの減少が不可逆的であるという

ことはJ OOLIM IBnllQ流加24特約後には細胞死シグナルのスイッチがオンになってお

り､そのスイッチをオフにすることはできないと考えられる｡このことから考えると､

loopM lBnllQ法力n24時糊後に18nT-Q無敵鵬 地に交換し､長時間の後に4でみられた

ような ト バ ミン榊律の細胞体の萎縮が附 されることが期待される｡また､-oo岬
IBnTTQ捌 口6時間後､12時例後に､LBnTIQ無制 帽 地に交換し､同棲の実験を行うと､

ある時間を境に,IBnTIQ捌 鵬 RUがその時閃よりか とドーパミン減少は可逆的である

が･lBnTIQ捌 州印脚 その時問より長いとト バミン減少は不可逆的であるという結果

が予想される｡つまり､この剛 脚 ､細胞死シグナルのスイッチがオンになる時間であ

る｡

6 AP5の ドーパ ミン量減少に対する影響

中脳は発生初糊からNMD̂ T)セプターを発現しており､グルタミン酸神経の投射を受

けることが知られているo中位神径系で輿督也7ミノ酸神発が先進するために発現する

苛性は､現在までに数多く報告されている｡

そこで･lBnTIQの神経毒性が､NMDAリセプターを介したものであるか否かを舟べる

ため,NMDA級合阻翻 】である p̂-5(FTgl5-8)を用いて･ ト バミンの減少を指掛 二実

舶 rTったD l00PMAp-5佃 性体であるAP-5(-)として50LLM) と､30PM､ loo川

IBnTlQを同時捌 11し､24樹対後にドーパミンinti.を測定した｡
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そのkt果､Ap-5°tBn¶Qによるト ′{ミンの強少を抑制しなかったtFIS5-9)｡実装

井別 ､らは､IBnTIQの神鮎 性は中馬のNMDAリセプターを介さないurBE伐が示項され

たれ 今回の結果のみで結告づけることはできず､更に詳細な検討を行う必要があると

思わfLる｡

7 1BnTIQ神経毒性の脳部位選択性

次にJ BnTTQ神社考性の鼠射立選択性を3Iぺるため､中脳線条体共培養系､及び中脳

I一機 ､線条体単軌 人位新皮質単軌 海馬単独･小脳単数をそれぞれ同様に多孔質段上

にて培養し､300 pMlBnTtQ撞加 4時耶 臭に培養液中のLD-摘 性をJIべたol00 pM

IBnTIQ漆加したときのLDH砧性は･第3節でみられ1=ように･沌加数口後に佳かなと姓

傾向が扱寮されるのみなので､ここでは300pMlan.nQを培養液中に紙加することにし

た｡300pMlBnTTQを柑 線条体切棚 培輩系に24- 涜加した後､免舶 L抱化学的快

打を行ったところ･-00 pMIBnTIQを長州ILrJ捌 lTしたときと同掛 二切片が刺粧してポロ

ポロになり･漁色が不可能であったが､かなりの心性が出ていると思われる｡

結果は､中脳魚粂体炎培兼系･及び中- 狐においてのみ･コントロールと比較して

tBnTTQ滋加評の有渡fJLDH活性の上昇がみられた(Fig5-10)｡このことから･lBnTIQは

帽 ト バミン神掛 こ選択的に寺性を示すことが示唆された｡グリア細剛 ､崩恭位.ニ

よらず性質は一定であると考えられているので･軒相 で少し述べた柑nTIQのグ )7細

胞に対する毒性は･少なくとも帽 ト バミン棚 に対する毒性よりは小さいと思われ

る｡

ー661



Ol) (C)

Control lTlnTJQ

00

(lO
J
一
tJO

UJ
O

%
)A)
T

^
コ
Ut2H
O
1

00

(】o
J
tu
O

U
J
0

%
)L7!̂F
'3EEH
q
T

Contro一 lTlnYTQ ConlrulttlnTIQ

P) 咋) (町

ControllBnTIQ Control】BnTIQ ControluinTIQ

FLg5-10SclccuvcncuroLoxicilyoHBn･nQlnOrganOtyP'CSllCeCUILu,C.
(A)Co･tullurcofmdbrainandsl,laEum.(B)Midbmjn,(C)SI,.alum,
の)NC∝orlex.作)IlippM mPuS.(F)cerebcnum_
'pく0･05(bySLudenl●sILest)

-67-



8 まとめ

lBnTIQはまずト Jiミン且を低下させ､細胞外の萎編を簸てト ′{ミン神桂を細胞死

に至らしめる可能性が示唆された｡また､1BnTIQは中眉ドーパミン神経系に選胡毒性を

祁■することが示唆された｡)Bm Qの脳内漉JA:は､格差を無視した上で恥2帝のLL･兄から

推測すると､数十nM程度であると考えられる○これは､第5車の中脳線粂体切片火桶

葵系において神経蒋性を発現する濃度と比較すると､数百倍から数千帖の院1さがある.

しかし･脳内漁度と比較してlBnTTQが､汲皮依存的かつ時間依存的にト バミン主を誠

少させることから･低汝度のlBnTIQが長時間かけて､[･-バミン呈低下､紳堤体萎玖

村胞死という過程を社て苛性を発現する可能性が示唆される｡この1うな場合､発症原

田物質が脳内に菩併しでいくのではなく､低濃度の発症原因物質に致十年岡見露されて

いることにり 発症すると考えるのが安当であろう.脳内汝度とも性発現汝度に大差が

なく､短期間で細胞死を引き起こす物質は･決して老人性疾恩の原Egとはなり得ないと

･u).われる｡神経確牡の発現が･濃度の柳 川1分により規定されるというデータ､考えJJ-

を,T'した例は数少なく(Bcllucla)･-1996)､今回の結兄は､老人性疾患であり,老年期に

なり初めて発症するバ-キンソン病態を考えるLで･撞めて舛味探いとLP.われる｡



第6車 lBnTTQのパーキンソニズム発射 乍用

1 マウスを用いた行動薬理試軌 こよる検討

パーキンソン病･liI.者の脳介髄液で朋 欄 内にあり､中脳ト バミン神経系に選択も性

をイけ るlBnTIQのLnVIVOにおける生理活性を調べるたれ C57BLマウスを用いてパーキ

ンソン病の症状に特徴的な運動緩徐の指標となるポールテストを行った｡ポールテスト

(Flg･6-I)は岡山大の小川らにより開発されたrT動弗理試験(ogawacLal.]985)で､マウ

スを椎の位上掛 こ上向きに摘まらせ･マウスが動き始めてから回転して下に向くまでの

時luJh Lum,Tに降りるまでの時間をTL̂とし･時間が多くかかるほど運動緩徐が強

く出ているとするものである･マウス等のパーキンソン病モデル動物に加 で行動真理

的評価は珪しく､適切な行動-R理誌族の出現が苛まれていた｡その点このポールテスト

l畑 健であり､MTyrPに上るパーキンソン柄モデルマウスによりその有用也が既に示さ

れている(Ognwactaい 985)C耽々のグループでも以Fnこマウスによるポールテストを

mいた確性試験でM- ･llQがパーキンソニズムを誘発し､lMcTIQを前投与した群で

Il､剛 ヒ合物の毒性が抑えられることを示しているO.asakjeta1.-991)(TabLe611のよう

に∧訂 (n=4)を無処置の｣ントロール､BCF(n=4)をlBnTIQgOmgn(gを川 2臥 5日問

連投･C辞(n→)をIMcTIQ軌 一加 をIR2臥 5円間連投の後･岬 と同船 こtBnTIQ

連投･D帝 (n=5)を8辞と同様に1BnTIQ連投の乱 れと当日に末梢tLL一方盾族アミノ吸取

炭澱酵嘉阻害薬であるカルビドバーomgkg投与､その場 間掛 こL,m PAloomEJkgを殺ti
したものとし･全て腹腔内投与で行った｡遭没後,2日同体典してテストをfTい､実際

の珊定では1回訓練した後の5回の耗兆が用いられた｡

'rlQ だ け で な く ､ 1,31dlnleLhyI-I･2･3A-lct{AllydrolSOqU.nOllne (A.3DlMcTIQ)や

3-nlClhyト6.7-mclllylcncdlOXy-1-2314-letrahydroISOq…no】lnC(3Me617MDTIQ)のような他の･nQ

糊 体も様々な神獅 性を持つことが知られている｡例えば･I.3DiMcTIQを投与したマ
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ウスでは･よろめき抑 ･自発的運動Jtの相加､運動の格調tiの低下がみちiL(Mai]rN)

e"い 990b;Tamyal1994)～3Me6･7･ttDTIQをtMJしたマウスでは､r]発的連動姓の戎少

が扱祭されている(Nahsawae"J･･1993)(lBnTIQにも､常同行動や連動失p耳といったrT

動先帝を引き起こす作用があることが既に報告されている(GrayCta]･.1989)̀ lBnllQか

バ-キンソン瓶ELl･者の脈神髄液中で馴 傾向にあったので､1BnTIQがパーキンソニズム

ないしはそれに知似の州 作用を有するのでuないかと考え､ポールテストを用いて研

究を行った｡

Flg6-2のように1BnTJQを連投したB群ではT-um･TlAが有掛こ延長され､M印 ヤ

TIQと同様に1BnTIQが･パーキンソン病に特敬的な症状のひとつである運動扱徐を誘発

することが示された｡現在のところ､lBnTTQを失敗動軌 こ殺与して､･帽 あるいは中信

の神細 胞死は較寮されていないが･カニタイサルに1Bn･nQ22mBJkg/dlyを66日間皮下

性対し･5日間休糞した後の柄理変化を扱祭したところ･T鳩 性細胞に細胞体の萎乳

突起の退柘といった第5割 節でみられたものと同柳 )所見が柑ら九でいる(Yoshida,

pcrsonalcommun-caLion)｡これは･第5時のgHL.培益系で用いられたIBnllQの漁度とm

v】voで動物に投与したlBnTIQの漁皮には､大きな隔たりがないことを示唆している｡ま

たこれらの所見はJ BnTIQを更に尾脚 投与し掛 ナると仲春細胞死をjIき起こす可能性

を示唆していると考えられる｡lBnllQの長期間#投により細胞死が扱Z.･!され1=ならば､

lBnTIQはパーキンソン柄と関連した神社朝腹死をtbt発する化合物としてははじめてのn

a-性物質であり､lBn.nQの連投に上り待望のパーキンソン病モデル払物が作成できるこ

とになる｡

パーキンソン病モデル動物を作成できる苑物としては･異質線条仏のト バミン神社

lこ適訳的に感性を示すMTyTT･の他に､ト パミンの誘草体で､カテコールアミン神経鞍

山こか て活性別 号硯を*･成し､神経終末を破披する6-hydroxyJ-dop▲ImmCがある｡しか

しタR念ながらどちらも外因作物許であるたれ パーキンソン病の)i(uJであることはiLLし
てあり得ないoTIQ加では､salso】ino作 ､SulsohnoJbf生体内で変換されてJk成すると々

えられるN-melhyI-RISalsolinolを､ラットに投九 ･行動扱察すると､芽勤 (動作が凝侵
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にfLること)ラットが作成でき､パーキンソン嫡モデル動物にな｡うるという掻器があ

る机 これらの化合軌 絹 移行性が悪いため､Jk楢からであれば大iiL=投Lj)Eわばなら

ず,また･実際に行動鼻理試験等で数値化され､有用性が示されているわけではない｡
その点で､IIQ及びt8nTTQは･脳内に存在が確かめられているl勺馳 物質で､ポールテ

ストにより有用性が示され､パーキンソン病モデル作成という大きな日掛 二1,6近づい

たといえる｡

また､D群の結果より､lBnTTQによる行削 相 は､iP)定の直糾 こしm PA及びカルビ
ドパの投与することによって回復し､この作用は､中枢性 ト バミン系の賦活化による

と考えられた｡Lm PAとカルビドバの組み合わせは,ノー キンソン刺の)･1症療法とし

て屯もよく処方される典物であり･事前に投与且の扱者化を試み､L一m PAl- gkg､
カルビドバ tomdkgをD掛 こ投与することにした.臥 LtX)PA:カルビドバ=10:)の

合鰍 土･パーキンソン榔 敗者に対して臨床医が桝 に使うことからも､この割合は安当

であるといえる｡

C肝では･lBnllQが引き起こす運動根徐が､IMcTIQを前投与することにより抑糾され

るか否かを検p･1した｡18nTIQの迎投による4i動非常がIMeTIQのIlfl投Ij･によりMFrrPや

'TIQのときと同掛 こ印刷されたことは､)BnTlQの寺F,-作やlMe¶QのFJJ抑メカニズムを考え

る上で重要な知見であると思われる｡lMcTIQに上るバ-キンソこズム払卸 占性に関し

ては､次々のグループで既に様々な研究がなされている｡前述のように､lh1e･nQはb寸

投与に上り､MPTPやTIQによるパーキンソニズム発症を阻止する内在肘 ヒ合物であり

汀aSakiclaい 991)､この後柵についても種々の枝村がなされてきた..ト 'くミンのDl.

m レセプター､ドーパミン取り込み漸立､外書性7ミノ酸であるグルタミン酸のサブタ

イプのNMDAレセプター (鎗合的結合脚立､非放合的結合部位 (MK-80働 合部位))､

∧畑 ^レセプターの全てに対して親和他がほとんどないことが耶べられている(TasukI,

1994)｡従って､これらのレセプターを駐機介さない祁億調節因了として働いている‖r

碓性がある｡いずれにしても今回の実験で､IIQに加えてlBnllQがパーキンソニズム発

症作用を､lMeTTQがパーキンソニズム防御作用紺 していることが明らかとな｡､TIQ
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骨格の1位の置換基の僅かな汁道の- で･正反対の作用を示すことがわかっ1=｡TIQ.

IMenQは､既存の横柵とは異なる新しい卸Iで白熊発症′{-キンソン病を阻止する有

川な治療薬となりうる｡

2 まとめ

パーキンソン病･lA者の眉脊SS社中で増加dr糾こあり､中編ド パミン系に選択毒ttを

有するlBnTIQの･inviyoにおける生理前性を行動薬理試算を用いてBlべたところ､

1BnTIQの連射 土､パーキンソニズム発癌物質として既に認められているMFTrpや¶Qと

同様な神経雛 を有することがわかった｡その神軽毒性はlMcTIQの冊投与によって抑

糾され､また連投後のLtX)PA投与によって回復することがわかった｡これらの結果か

ら､lBnTTQによる′l'-キンソン病モデル動物作成が糊辞される｡
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第7章 まとめ

TJ;J帝までに,】BnT]Qの生体内からの検札 定見と.パーキンソン棚 逆の神軽も性に

ついて述べてきた｡若者が明らかにした主要州 .Aをまとめると以Fのようになる｡

1･GC-STM法に日 .マウス脳内･及びヒト脳神髄社中にIBnTIQが/T在することを

Inらかにした｡また伽 TIQの存在は･舶 順 能GC-SJM*-によっても確認された｡

2､ヒト脳背馳汲中の柑nllQ立をGC-SIM法により定宜し.パーキンソン病患者と他

の神経疾患の悪者で比較したところ.′{-キンソン病患者に約3倍高い頼向がみち

il_た｡

3､7ェネテルアミンを基質にした-Bn.nQのL- h生合成に対して.パーキンソン嫡

治療燕アプレニルの効果を調べたところ･デプレニルは173nllQの生成を阻害した

4､アプレニルを述投したマウスの脇付 BnTlQJtf捕 少していた また､パーキンソ

ン柄防御物質候補と考えられるlMcTIQに対するlBnTIQの比は､史に新都 こ減少し

ていた｡

5･MPTP苛性のi'tTtT=附立であると考えられているミトコンドリー/uT･吸iJILこ)･IL.

IBnTJQをmいて阻苫活性を測定したところ､凍結敵解したミトコンドリ7股を他

用したC叫 CtIm割榊 のICD位が526p̂tとIMYTPの眉内代甜物であり､毒性本

体であるMPP̀と比較して､強い阻苫活性を′1.･した.

6･中脳挨粂体切片共培兼系を用いて1BnTIQの神社凝性をヨべたところ､lBnnQは

乱皮依存的かつ時PI依存的にト バミン許を誠少させ､細胞休の鼻輪を引き峯こし

た｡

7･収々な凝部位の切片培産系を用いて･棚 液中のLD欄 性を指標に柑nTIQ槻 菰

作の酬立選択性を調べたところ､ql脳 ト バミン神路別 納 に-u･1,ti･イJしていた｡

8･伽 TIQのillVivoにおける細 浦性を･rJ勾べるためJ BnTIQを地役LL･マウスをlH
いてポールテストをrTつたところJ BnTIQの迎接が助 枝徐を引き起こし､この
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行動派常は)MeTlQWL投5･により邦的され､ま1=L-∞ PA投F;1に上,)同役した.

Fig･7-1は.加給並びに′ト キンソン病における:･!.貫ト バミン槻 細胞艶話の絞式

国である｡誤質のト /{ミン神経細胞は正常の加給でも強少する｡ヒトがもし12娘 ま

で生きれば､その政はTl･･生時の20%以下になり･全てのヒトがパーキンソン病を発症す

るともいわれている｡新及内在性脳内アミンであることが示されたlBnTIQLま､′{-辛

ンソン病患者の脳伯 液中で他の神経疾患の･lii才と比較して増加傾向にあった｡両者の

差は大きくはないが･低汝度のtBnllQが歎十年間足技されていることによりト パ ミ

ン立を低下させ･細胞体の萎絵を鐘でト バミン神社を長時間かけて細胞死に至らしめ

る可能性･つまり･FLg･7-1において-BnTTQlま･AやBのり な直線の頼さをCのよう

に息にする要ZZ]となる可能性が考えられる｡

以上より私は･lBnllQがパーキンソン柄と深い関連があり､パーキンソン宿発症物

筋群のひとつである可苗巨性を示した｡
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MATERIALSAN~DMETHODS

CtlAYrER2

CJlemicals

EDTA･4Na･4日20 was purchased r,om DoJln (KuJW 10tO. Japan)

DibenzyLaminc(DBA)IhcplaLluorobutyrLC(日用)anhydT,de,andoLhe,them.Cals

wer叩urChascdfroTT-WakoPureChem,catlndusLnesLLd･(OsakaJapaJl)

BiologkaJmakria)5

MaJeC57BLJ6JJTh 7W∝ksold･wcpcpurchasedFrom州ppon8iosupply

Center(Tokyo,JapaJl).

HumanCSFsa,npleswerethegenerousg･LrLOfDr.MIZunO (Juntendo

UnLVerSiLySchoolorMedN=ine)TTICreWCrC柑sampJesFromparklnSOnlanpaLLentS

(age･sex:75･M:70･M:65･M:63-M:61lM:59.M;57,M;55.M,45.M;40,M:39,

M.73･ド;72･F･67･F･62･F160-F,58･F･57,ド)andI1sarnplesrronncLlrOJogical

controls(｡inlCaldiagnogもage.Sex:BlnSWiLngerdisease,79.M;lTunjnglllS

carclnOmaLosa,72-M:diatkuCO血olTY)lotpalsy.68,M･･cerv血IspondylosLS.引,M･,

I仙 or叱 urDndlbtHSC･60.M:post-血 rovascuLaTdlS也Se血-om-ahnvolunLary

n}VcrrEnL･551M,∝ rv収Id上skhernla.51IM･叩StenCCphdidcnTKX)OathelosIS.28.M:

pltuiLaryn)nor.吐rCbrovascuJaTPartinsDnlSm･73-F;ohyo-FDn10- - tLaTatrophy.

51.ド;cerd)raユpalsy.15.F)

OrEanicsyTtLhesis

AuLhen【lCl8nTlQ ､vassyntJleSはCdbyr血 .fy.ng山emcLhodolGrayeLaJ

(1989)as follows PhcnylACCLylchlor,dcwastlddcd dropwisc to PEA ln

dichloromeLhaneandpyrld川eatO'C･ll-csoJut10nWasSurfedforhiuranf10ur,and

usuaJwork-upaTlordedN-phenylacelyトPEA･whichwasrecrydauladlron- thy)
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acetate.A-nhydrousLoJLN=neSOlubonorthe m deAlthdtphosphorusFXnlaOXIJe

wasrenuxedfor2h.ColdwaterWlthcrushedlCCWasPOuTd LntOLhc resulllng

soluuonandLhcaqucoLIS)aycTWasSCPamledalLcT m1- 蛋 TTleaqueousZaycTWAS

cxITa=LedwithdhCLhykLhcrLhree山rrm andthciWho一ccthersolubonwasev叩 raJEd

aT(亡rLheusuaJwork-upLOObtainトbenlyL3.4JihydTOI叫 Uinohnc.JBnTTQ was

obLaincdbyTCnuXing 1-bcnlyl-3･4-dihydTOISOqulnOl-nelnethanolw仙 sodJum
borohydddeTorl4h･lBnTTQhydr∝hloddewasobtBincdr.omam.xru,eorLhcfr∝

aJTHnCandcLhtrSahlratEdwithhydTDgenCh)onde･andwasTCCTySlaJllZedfrom

dlchlororTd ancandaceLOnC(m･P16510-1665･C)･IbstructurewasconnrTmdby

lHNMR LMeTIQwassyndlCS12CdbymeansoraJTKdIGcda)sch-er-Napierdikl

cycliZadon(J(essa-IalI)971:TasakjelaU 99I)IlMcTtQhydr∝hlorideandDBA

hydrochlor-dewereobLalnedandrccry9alll･Ledbythesamemethodstu LBnTIQ

hydrcK:h]ondc･Eachsaltwas convertedbad= oLherJ- basewh上nn∝ essary･A

soludonoreachcompound-orl- lOnWasPr甲 rCdbydissoLvugLJIChydr∝hlorlde

ln＼Vater.

SamplepreparationrrorntherTIOu5ebrain

sampzcswereprcparcdaccordingtoLhc n- odolKohoeLal(1986).771e

mc亡W CTekilkdbydccapLtado-ndLhciTbraJnSWCrequicklyTqhOVCdEach braJn
waswe-ghcd,Placed inan にC- lcdPotter-Elvehjcrn -ypchor'Dgen.晰 and

horrK)Ben-dinO･4Mperch)ork:acLdcontalnlngOO5%(wt/VOL)EDTA･4Na.005%

(wVvo1)ascorbIC acid andOO2% (wt̂･ol)scdca'ba2'de hyd,∝h)0.lde TT,e

ho汀岬 naLcwasccntTiluged(J2仰 xgfor20rTm al41q and也esupcmaLanlwas

sepaTald･AconstantVOlumcofDBAwasaddedLO加 叩 CmaLantasanmLemaJ

standardforquMMatJVeanalys■S･Everysupc.llalanLSOlu血nwasdjustedtopH120

andextractedwltJldichbro- LhaJIC 'n一亡Organic]aycTWasellr弧ed甘仙 o.IM

hydr∝hLoridecon'ain'ng0O5%(wuvol)EDTA･4Na,0･05%(wuvol)ascorblCaC.d
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and0O2%(wthol)i- caJbaDdehydTOChlondcTk q ucoushy亡rWabrH dJu>Led

LopHJ2･Oandrctxb･acLcdwithdJChlororrELhanc¶℃orgamch)er"asdT)ed"仙

anhydTOuSPOLLSSiumcaTtX"ateandLhcnzILTatCWasCVaFXmteddownLo200Lil.

SanlPtCPrCPamlionrromhunlanCSF

HurTmlCSF(3-10ml)wasaddedtoo4Mpcrchloricac)dconLa'nlng0O5%
(wUvol)EDTA･4Nal0O5%(wVvol)ascorb'CacklaJld0.02%(wt/yol)sennca,bazid亡

hydr∝hlo'ide.TT'Cmixlu,cwasccntnrugcd()2.OX)×grot20mュnat4･q andthe

pdlclwasdJSCarded･AconstanLVOIuTnCLOrDBAwasaddedLO山‥ uJXmalantas an

mtcrnalstBJldardro√quanMauvca･.叫sLS･Afterlh叫 Lhepro∝ durt･was此 sm aS

Torl九eTTX)usebraJn.

I)crivalizatioTlnthhcptanuorobulyricanhydridc

llleSOIuuonaftercxlracllOnこndconccntmuonwasPIaccdmalmlglass

ampoule･nelI和 derlVaLIVCWasPrCPaTedbylhcaddiuonOHOLILanhydrouSllFq

10UICamPOuk･whlChwassealedand)cr" awalCTbathfor30mlnat700CIELhyL

aceute(5pl)wasaddeddropwLSelOrOmlRon,K}genCOuSSO】u血n･TTLISS0luuon(Ipl)

wasinJeCLcdlnloagasChTOmBlOgraPh一masssT- LTO-Le√(GC-入1S)foranalysts

GC･htSconditiortsrorur8･deriraLiZedITlnTIQ

ForGC-MS･wccmploycdagasch,omo仙graph(HewklLPaEbrd5890Se代s
u)Idouble-rcmslng TTtnSSSPCCtrOm仇打 (JMS SX】02A)andrrLaSS血 asystem

(ComplCrrEntDataSyslcm)GCanalys.swascarriedoutonaJ&W30rnx025mm

(i･d)bonded-phaseDB-5luscd-sllICaCaplTFaryco一umnoperatedlnLhesphLJe.M IOde

wILhhcllumaSaCamCrgin lnlllaJlytheovenLcmpcralurcwasprogralTlmedfrom

60oC(1nun)10150oC(10mJn)at20oC/m- IndulCnFrom150｡cLo250｡C()0mln)

aL30cc/mln(n'thodA)･TnlatcrexperlnYBnLsweusedlmprOVedcondl血ns.LhcOven
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h:mpqamTtWasPrDgmmnd bm60.C(1rrLm)to150oC(7TIM)aAl5JCymn.aztd

Lhcnrr｡m 150oCto250oC(5mJn)a130｡仇 llLl(r'YLhoda)･LnJeCUOnLemperaruTe.
clcdrOnenergyandJOnlZJLlgCWTrntWqe220LC,70eVaJld300pA.resF-uVeIy

lBnTIQwasdetccLcdbyLheGC-sek,cLed ionrWnllonng(SIM)rmLhod.The nlaSS

numbersusdTordlar征 IenZai.onwe,C.TVz359.379.399(HFB-dcrLVauZCd1BnTIQ,

rtsolutLOn=1･∝D)Nldm化359･093.379loo.399]06(IIFB-dcnvdl比dlBn¶Q,

rcsol仙On=10･∝X))intheRega血eLOOthem,caJKm一班 ion(ncgad､eC])'TKKIcusing

nt LhaLIC･lBnllQcontentwasaJsodelm nedbyGC-SI….Tk rrus,numLx'.sused

forquanLiLat- ann)ysLSWeltm/a32801Ftl-derival'託dlBnllQ).302(HF8-

denvaLJZL･dDflA).ntl-elX,S.uVeion亡leeLTOrHrnPaCl(posi一iycET)mode.

I)erivatbIionwith(-)pernuor0-2lp'OPXyprOPionylchloride

SIJ･C57BLr㈹usebmJnSWeregathcrcdandthesamplewaspreparedaccordlng

tothe.saTTY:n=Lhod asthesamplepreparnt10nFor=f8derlVatl}Jng-norderLoLhe

proponjonorRandSenanuomersorlBnTIQ･lOOplorachmJder.vaHZJngrCag叫

(-)pcrnuor0-2-propoxyprop10nyJchlor.dc(PPPCl)､vasadded10■hcsarnplc.llle

rmよtuJICWasheateda180oCFor30mnlobcderlVauZed

CC･MSconditio爪SrOr(･)PPp-derivaliledlIInTlQ

l加 GCprog'wnwas caTTkdoutfrom60oC(Im･n)LO170°C(3mm)a1
20oC/m.Ltlandthenfromi50oCLo250cc(2n-)aL50C/mn.Tl氾'TnSS｡umtx,used

rordetectionwasrTVZ444肝FPJerivanzd 1BrLllQ).lbcothercondLt.0｡SWeT亡(he

sarncastLN=HFB-dcnvaLiヱedsample.

Stln叩IepreJ)arathl1rrOm一he1]}nTIQ-inJCC一ednlOnkeybrain

mcmonkeybrainsampkwasLhcgenerousglrtOrDrYodlida(一ichiMedlCaJ

Sch00))･IBnTIQ.HC)(22m9kg)wasinJCCLCdtoazmnkeyior66daysLOObsc.vetJ.｡
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acute.aDd血 chTt"lCCrrCCtLnCIudlngPTkJTL5mlSm Arter5血y叩 a"ed･dt JTK)比ey

waskiJJcdandd∝apuled･TTtbrainwasqu-cklyTemOVedaJldwas sepamLedmLO

eachs∝t10n･WhJChwas cortcz･ccrcbelluTTt.Stnatt)m.basalgal-glLAl(exccT}llot

strlamlm)IdlalaTnuS.h.pp∝ampusandspLnaJcord･Thc･qscct10nSWC'CW亡Ilhcdand

lhcsamplcs､vcrcpreparedandann)yTtdwltJIGC･MSaccordlngtOalehaJTCmCdlOd

rotthemousebrain.

Ct】Am R3

Erk totdeprenyLon川 畑robiosy爪IhesisorlDnTTQ

NontreaLEdC578U句 rrDuSeドwcckold.nab)waskj]Iedbydecap舶山On

nodthebrainwasqukklyreTnOVEdandhorry)gcnLZedLn5mJorO32M sucTt)Sell"

Polytron･ 'rhchorrDgCrLaLcwasccntnrugCdal900 gror10mjna14lC.andits

supernaLantwasusedasdleCnZyTTnSource.n LhcexperLn"L Deprcny)(10ドル1)

wasemployed asaM 0̂)nhlbiLOr Twornlor山cassaysamplccontainedImM

phcE.eUlyhmlnC(PÊ )･,tsasubsLratcand5m8PrOIC.n.n-00mMsodiuロ-phosphate

burfcr(pH 74)･ ^rte,preincubaL10nfor5min暮theassaywas■n■baledby山e

add-LionofphcJICLhyhrnlnCaJldtheTTl.仙 rcwasmcubalcdfor60 rTM TT)crcacL.Or)

wasLC'mm tedbyaddlngNaOH TTN'horTngCnaLCW as∝nLrilugcd(12.∝X)gro'･'_0

rnmat4●C)topr∝lpLtaLCpr｡lEin･anddlTbcnqhmlneWasaddedLothesupcm lantas
anLnlαnaJTttaSure-TtnLSt;mdA止 m baseJnCtJOnWaseXL∫狂Iedanddcnヽ･aLlzd

wLthhepLaLluorDbutyrk anhydride･aJldLk conlcntsor)BnTTQandlMeTIQ≠eTe

determinedbyLhcgasch,OTT.atOgraphy-Selectcd.onmoniLonng'TKLhod.

Qut)nLilaliyedeleCtiono‖nnTTQJndt!prcnyl-1realedmouse

Dcprelly】5mg/kBMSal川eWaslntTaPentOnCilllyInjectedIntoC57OU6urmce

(7weekold.ma】13)LWICCdailyFortwodays･ TT)camTnalwashandlcdmaccordaTICe

winGuLdeTorAnimalExpcriJTK=nLaL10n-FiK･ultyofMedにme･UnlVCJSllyorTokyo･
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lllCbraJnWasquicklyremoved2halLcr加 Jas叫 CC=On,nodhorTKIgEnLZed､viLhOJ

M peTChJoncacldinaPO-ytTDn TT)esubsequentpr∝cdurcswerethesaTTm Jn

theuJV,'TrOStudy

Ct･lAfTER4

ErfcctorlBnTIQonacLiyitiesorenqmeconplexcs intheclcctrontran叩 rL

System

lllefollow"i-mthodwasamodinICauOnOrtherTCLhoddcscnbcdprevlOuSly

(MiZunOeLa]･1987a:MIZunOetal.I1987b.MLZunOelal.1988)C57BLrrucc.6-8

weeksold･werekj)JedandbrainsWCJVlmndlatClyremoved,TTLrCCbrainsWCTCused

oneachcxpenrrm LTTlctn"∝hondnaJfracdonwasprepared∝cord)ngtoOzawaelal..

(1966)･BraJnSWerehorTq enLZCd]n20mlof03日manni101adjusted10PH74wILh

KOHusulg30ndICCrCOOLedPouBr-EJvchucmlyFX:hoTTqCnl沈r･and山cnd]eywere

hon℃gcnl比dwLth10mlol0･3MmannltOlrotwashlllChomogena-ew･TtSCenLnhBed

(6COgfor8min)-and.tssurx- Lan.wascc-.L'JrUgCd(lO.000grorLOmjn)Anun
Zayerwasr帥-OVedandwaswashed5日nys.¶epelklwasSuS野ndedlnl0rnJChiJnCe.

orwhJCh2叫 wasusedro√Lolalproleinassay∝cordLngtOBmdford(1966)･Apanor

thesusrnnslOnWasrree叫 nndwalm awedwhenl1eCeSSaryOntheexperllnenLS,

nor)frozenandlrcc･LC-thawedmllochond/iaWcrcused.

0ェygenconSumPt10n Was rK aSUrCdpolarographlCaJlyuslngaClark-r)rFNB

oxlgenCJcctrodc" thesany:mediumusedtosuspendmH∝hondrlaGIuLamaLe十

rnahlc･aJldsucclnat亡(WlthroLenone)se,vcdassubsLratcs.ADPw;6added.4_5n血

alLcrulCdd.donolsubslraL亡S･Oxig印 COnSUmP=on.nstate3(At)PandsubaL,aLe-

dcpcndcnt)respimuonwascatct.larcdfrom u.crecord.,.AmadeshortlyancrLJle

addiuonolADP･AHheendofporalography-anallqUOIOfthesuspcnsLOnwas

LransrcrredLOaImlcuvette,andacdv)dcsolComplexT(NADrIIUbLqulnOne

oxldereducLase)andComplex‖(Succinatc-ubiqulnOnCOXjdcJduclase)wereassayed
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ac∞rdJnglothe"tthodo川 atenl(197g)IALhhcahsa)･ゝ "肌 PerrOTm亡da137｡C ＼loLaT

eJttlnCLion00 Cl砧 entsforNADHor6,270a1340nrT" aSUsedlorcatculaL10nOrthe

en王ymeactlVltLeS

llindinga･ssnytorr'H]帆K･80Jbinding.1itcinLhcmoLISebrain

TTlerollowLnBrrN,Lhodwas accordingtoLhcmcLhoddescnbcdp化Vioudy

(Yonedaa･'dOg･La.1989:Ta:'Ak'1994).

MbleTiaLs

(+rl3-3K-801(24･OCi/mm)[)Werepurchasedf,omDahch.Pu.IChemmkC｡.

tldl0lokyoJapan)･TT,coLhcrunhbeucdcompoundswe陀Pur血 sedI,omReSCa.Ch

Bi∝heny=alsI.n (Nauck.UŜ )andoLhcrlnorganlCSaltsWe.亡(,0,nWakoPu,e

ChemcalTndusL,itsCoLtd(Osah.Jap3'')

Tissueprcpnration

TTlemaleC57BIJ6JmiceWeredecaplatcdandthebralnSWerequlCk-yren10Ved

intotJleにe-0001cdhorrK>gCn)1traJldhorrK)g"l}tdlnlOvoluJT)COT)ceCooled5仙 t

TrlS･LYeuteburk (pH 74)～Theburkrwas 山 - prcpaledfr亡Shlyby- un基

5∝hM Tds- - 旭 burTcr(pH 74)･ andwac m LeTaLedthTOuShJnilr∝elluTOSC

lmnbranc nlteTWlthapore血 orO･45prrLTk horrq e仙 c wa- ubSCqu亡叫

ccntrilugedroururrm (50･000grot20mJnaZi-｡q byrEPCa"ALhcrcsu～rws)onorthe

TtSu)lankpelkLin50mM Tns･acetatcbulrcr.TheRna)pcIJctwassuSPCndcdLn0.32M

sucmse･GlleralcdthroughtheTTCmbLLaneSlml)iVly･andtheproLeinsweredekr7- edby

the-柁LhodorBradrord(1976)TbeiSuST氾nSJOnWasStoreda1-80｡C･Onthedayoldle

bindJngassay.fro之eM uSPCr.S.On(8mgprotc")wastI.awcdandLlCatCdwILh0.04%

TrltOnX-looi- 1ottdvolt"TICOfO25m】orTrIS･･ICCtaLeburlerat20CFor10mlnWILha

Bentlesumng･ll" ueaLmenlwasLe- naLcdbyLhccenvirugadonaL50･Ou Afor20
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TnJnandtheresultantFXlb waswashedbyLhe507TiLITnPJCeLDLchurrer and

ccnLnrugedagain･TT)cnLnalpe)klwasrcsuspcndedlnLhc TnSⅧ CtatCburrcT.andthe

proLcinorthesuspcnStOnWasdeLerTTunCdBBalnbytheTTKLhodolBTdford()966)

TlindJ'ngCOndiLiorLSTor【】T71MKl801bhldingsite

TTLCassaySamplccontained300TngprOlelnOlLhc山ssuepreparauonand､aJIOu5

00nccntTadons or cadl COITlPOunds ln50- Tris･aceLaLe burrq (pH 74).ll)C

のnCenLTauonsolPTDL- LnthisassaywasdcleTmjncdbythesaJTELnCubauonwILh

seyeTalcone" tTaLJOnOrpTOLeJnaSdescntxdbelowTk bJJTdingreaC110mWasmmated

byaddlbOnOrthehaJ5nlW r3日】MX-SolandthetolaJvo)umeoreachsampJewas

O5mlaftertheprcincub山lOnfor2minTncubabonwasfor30rTM a130｡C.and

lcETr血aLedbympidvacuumR)ltemLion･usedbyBrandelhaTVe叫 OVerWhaLrrunGFJB

mters prcwcLLedwiLh05%polyeLhylcnclminc･lllCrulersWeTCrOururTm WILh3mlor

iccICOOLcdTns･accLatebulrerwhichwasthesm lnlnCubauonandLheLrresidual

radioaclrvILy･alLerdlSSOIvcdlnCthanollWasnlCaSuredbyconvenuonnlsmLlualion

countJng Nonqxc'ncbmdH一g･dehned ▲鳩 LhaLprescnLaf.eTadd'MM Orl叫 M

unlabeHcd(+)MK-801-wassubtractedFromtoLalblndlngtOye)ldspeclnlCblndlng

CflAJyrER5

CJ)emicaLs

NADII･sodiumpyTVVale･pcTChloricacld･ascorbLCaCidlSemi亡arbazjdehydr∝hloride

andlsoproteLtnOlhydT∝hlohdewaspurchaSCdbmWakoPureChemlCa=ndusLTyud_

汀okyo･)呼an)IDopamnehydLtX:blondewallPUTd-asedbmTokyoKasci(Tokyo.

Japnn)IEDT̂ .4NawaspurchasedfromDojin(KumamoLo.Japan)
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OrpnoLypicSliceCo-cutLu.-e

v亡ntLd n=S" ccphaucstkes weTePrq)arCdFromE16WISLaTraJi ForebriunOl

newbommLswascut血o叫 m-Lhkkskcsw-thaMK:mShce,.AndLhc,i,ulumwas

scpamted･McscncephJJCandstnLtaJsuccswereputonadishcon5JiLJnBOrmlhgcn

coalcdTTtmbran‥ LascpaLnbonor500pLn･DMEM/p-12wascmployed asthe
culLuremedlum.

MCastJreJTlentOrLDliA【livityintheMedjum

llleaeuYiTyOrlactal亡dehydrogcnaseOJ)H)inLh亡ntdJumWasn :asud aJintervals

asanindexolcelldeaLh･LodelemineLhcumecourscorceu血athinLhlSOrganOLyplC

culhJrCSystem. llk rrdjum wasaddedLnLhcpresenceorNADHandsodlum

PynlV叫 and山亡decryascorabsoTbanceaL340nmwas rTt aSuTed Arterexposureof

thesljccstolBnllQ･LDHactrv)ryJnLhcn･cdlaWasdeLermjncdonday0.day4.day7

andday9

McasurenlentOrT)opLlmincContcnlinMescncePhalkandSlriaLnISliccs

meSIJCCSWCreCu)twedforaboutLOdays･山cnlBnTIQ wassupplemcnLcdLDthe

rrEdiumlor24hor7days MeSenCCPhahcandstnnLalsliceswcre叩 uaLCd.andeadl

ntsenscp仙lCSlicewashorrK)genlRdbyLheuseorasonlrlerWithO･4M perchlo血

acidconLa1- AO･05% (wVvol)EDTA･4Na,005%(Wれol)- orblczLCkl,andOO2%

(wvvol)scJTh baZld亡hydr∝仙 rkh Tbcho灯- natcwascentnhJgCd(20.000gfor

15mJnaL4℃)･lsoproLer"olwasaddedLDthesu阿 natantasa- lcnlaJstandard.and

thesolutJOnWasmteredLhTOughaO･45pnI- d- sablenuler(MIL)lPOre,Tokyo.

Japan)DopamlnCCOnlCntW asassayedbyhiBh一町 lomnnccJJqUldchronwography

wlthanc)CcLrodlCm-CatdeLcctoT(HPLC-ECD)I llledetcclionvoJtageofECDwas

+700 mV.
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C比APTER6

Measur- enlorbradJkinesiainducedby)BnTIQinmice

Torrtastm thedcg.ecoTbr叫 kjnesla.a抑 'CaJsyTnPLOm OrPa,k,nsonism,

thepo)cLcsLWasCmPloycd(OgawaeLal･11985:Tasakleta1.-991)TIK dosage

schcduJclorm ccLSSho､叩inTabu1MicerordlJSLCS- ereclas9mledto4groups･

(A)non-tJYatCdcontrol(n=4)･03)i- Ctreatm亡nL 2JnjedJOnS/dayx5days

bcrorcIBnTIQucatmentgDTnykg血JeCtion･2lnJCdlonŝdayx5days(n=4).(C)

lMeTTQ LJtaLmenL80m9kĝInjeaion,2mj∝lions/dayx5daysberoTCIBnTIQ

LrcaLmcnt80m呈/kdmjec=on･2i岬 lions/dayx5days(n=4).0))sahncI,eatmenl2

inJCCtions/dayxS血ysbcloreiBnT-QLrcatment80m8/kgn岬 ion,2Lnject10nS/day

x5days･andcarbidopalI- PhcralLaromaLN=aminozKidd∝arboxylascLnhlbilorlO

mBA'gandLDOPAL00 m旦化glrcaLmenl1hbcforeLhcpo)eLest(n=5).
TllClnLeTValbclvncnthenJTStandLhc5∝OndLTeaLmentswasoneday･Tbcpole

tcslwasCarTledout- dLJTIn血 roorn2daysaAertheEasttreaLmenLnlen℃usewas

pJ･lCedgraspingarough-Surracedpole(d.anleLer8mrn.he-Bh155cm).andTLUmwas

dcnned asthe)ntcrvaJfromtheurrKalwhlCM ICITX)usere一eased cldlerrOrel00Lfrom

山epolctoLumdownwarduno)lttUmCdcomplcLcJydownward.11̂ wasdcfincdasthe

lnLcrvaHromLhebcg川nlTIgOrmC防UJTr7-n10rTtumurluldlfourr∝10(LherTDLue

reachedLhcr)oor.TT"iLestwascarTjedoutrLVeu-T耶 SU- SSLVClyForeachrTnLue,after
onesu∝esshlpmcticcLest.
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