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精神分裂病・操うつ病の治療に-

フU6タZ〆錠・散
ピパ~.tロ~.刻

プチロフェノン系薬剤デロピタシ錠は

ベルギーのDr.C. !a.nssenにより開発

されたもので，フェノチアジン系，レ

セJレピシ系に次ぐ第三の向精神薬とし

て注目されている。特に幻覚・妄想な

どの異常体験を主症状とする精神疾患

に優れた効果を発揮し，陳旧化した分

裂病の自閉，自発性欠如の改善にも独

特の効果が見られる。

健保護価 50mg 錠 38円50銭

10% 1 g 77円10銭

てんかん小発作治療剤

エピレオ・プチマル

ヱピレオ・プチマJレは種々の小発作型に対して

広範囲に臨床発作を改善するばかりでなく，と

れらに特有の異常脳波像を著明に改善する。欠

神発作にはもちろん従来の薬剤では難治とされ

ているミオクロヌス発作・失立発作にもかなり

高率に発作抑制が期待できる。又肝障害，差明，

発疹などの副作用がないので安心して長期間投

与できる。

健保薬価 1カプセル 13円20銭

ル夢4P4夢~I錠・穎粒
タロルプロテキセシ鑓剣

トラキランは感情領域の疾患，特に自

閉・自発性減退等を主症状とする分裂

病の精神レベノレを高揚し，従来各種の

向精神薬で奏効しなかった難治例にも

独特な作用を示L.他の療法への誘導

許容易にする。又抗抑うつ作用のほか

強力な鎮静作用を有しており，過度の

抑圧を来たすことな〈優れた静穏効果

が得られる。

健保薬価 15mg 1錠 14同70銭

50mg 1錠 44同

10% 1 g 87円9(!銭

伝記》
東京都文京区小石川4丁目

エーザイ株式会社
大阪・札幌・名古屋・福岡
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先日，ある外賓と一緒に徳島へゆき，竹林院という禅寺へまいりましたら，黄葉山高福

寺の開祖，隠元和尚が，尼僧実際に示した立派な書が掲げられていました。中国人の字で

すから解読にてこずっていましたら，中西某という七地の漢学者が訓読した制りものがあ

るということで，見較べながら，やっと大意を了解することができました。その書示の最

後は「生死未断不可妄陳J(生死未だ断ぜずして妄陳すべからず)と結んでありました。

つまり，生死を超越できない人聞は，グチャグチャ文句をいうなという，禅の悟りを教え

たものですが，われわれ俗人にはなかなかむつかしい訓えです。せめて「棺をおうて定ま

る」という程度の俗世的な評価法ぐらいならよく了解できます。これは研究についてもい

えることで，一時は派手にデヴューした仕事でも後世に何の影響も与えないお粗末なもの

もあれば，その反対のケースもあります。

阪大に，昔，小津修造という内科の教授がおられて， 1913年に種々のモノサ、yハリドの

赤血球への取り込みについて研究された成績を z.Physiolに発表されました。これが世
界ではじめての activetransportの研究の端緒をなすもので，実に 50年近くを経てその

意義の重大さに人が気付いたのであります。先生は赤血球をリンゲル液に浮灘させ，メデ

ィウムに種々の単糖類を加え光学活性によって取り込みの選択性があることを立派に証明

されたのです。先生は退官後比較的お早く亡くなられたのですが，糖尿病動脈硬化心筋硬

塞が死因でした。先日，先生に可愛がられたという笈婦長に，先生の御研究の話をしてい

ると，赤血球への糖の取り込みは，御自身が糖尿であったために，興味をもたれたに違い

ないという意見でした。人間小津修造にとって糖尿は不幸な疾病であったのに，これが世

界の研究に役立ったことは，生死を超越した出来事であったともいえます。

研究の指導者にも，存命中に，いろいろな批判が行なわれますが，これも死んでみない

と当否はわかりません。図は 1964年に Prof.Lynenがノーベル賞を受けた祝賀記念講演

会に，脂酸合成の複合酵素の研究に中心的役割りを果したといわれる Dr.Lorchが描い

た由の漫画で，多くの弟子の背を踏み台にして，ノーベル賞という太陽に招かれて歩いて

ゆく姿です。大変皮肉な漫画ですから，普通の人ならカンにさわりそうなものですが，松

橋通生君の話によると，つぎのような挨拶が行われたのだそうで、す。(日本臨床 26，203， 

1968より引用)。

「親愛なる生徒諸君，私は教師として私の話を一つの叱言から始めねばならない。 この

画には愛すべき女性たちの姿が欠けている。日常の研究生活で私を助けてくれたのは男性

たちだけではない。女性たちもまた私の学問的業績に欠くべからざる貢献をした。ここで

私はまたしても私の家内のことをいうのではない。女性たちとは長い年月の間研究室で私

をまことに行動的に支えてくれた人たちである。 まず Beatrix

Hottenrothにはじまる一連の女子学生が心に浮かぶが，次に2人

の特に優れた実験助手がある。 この 2人はまったくのところ私自

身の手のかわりになって多くの実験を共同して計画し，熟練した

技術で成功に導いた。加うるに Caeci1lieHo妊mann をはじめと

する勤勉な秘書たちを忘れることはできない。 これらの人たちが

皆，今日ここに集まって祝賀にのぞんでいられるのは，私の大き

な喜びである」。
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弟子がこんな漫画を講堂に貼りつけたり，またそれに対してユーモアに満ちたシザペ返

しをしたりする人間関係を持てる Prof.Lynenが，本当に自分の弟子を踏み台にして栄

誉のみを追う人かどうかは，彼が死んでみないと判りませんが，多分堂々たる Schuleが

生き残っていくと思います。

神経化学会は，稀にみる批判のさびしい学会です。これからもそうであってほしいと思

います。あくまで真実を追い，非難攻撃をお互いが素直にやり会ってこそ，それが「妄陳」

でなく， r科学する」という不動の一念をつらぬくことになるのでしょう。 誠意ある批判
げ

は，禅の棒にも通じるものと思、われます。鉄崖和尚は「棒に題する伺」としてつぎの五言

絶句を達筆で書いています。

一棒一条痕，辛酸不可論，丈夫意気多，幾筒是知恩、

(師にたたかれた棒の痕がーすじ残っています。つらいつらい。だけど丈夫意気

多くて，つい，たたかれる破目となりました。幾箇沙諸是れ思は知っています。)

図は松橋君が Lorch氏にことわりなく日本臨床に掲載し，それを小生が盗用したもの

ですが，これは罪にならず，おしゃか様もキリスト様もお許し下さるでしょう。

事務局から御依頼の「提言」をするのはきらいなほうでないのですが，さし当って，神

経化学会員の諸兄姉に提言をする具体的な問題も想い浮んできません。ですから，日曜日

の随想のようなことを書いて責めを果させていただきました。
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佐野 勇

(大阪大学医学部教授)
高次神経活動研究所



[原著]

神経化学 Vol.7， No. 2， pp. 65~72， 1968 

潅流ネコ脳における [U-14C]グルコ{ス

の代謝-機能との相関一

宮 淳 円
刀
仁、
r

(岡山大学医学部 精神神経科教室)

[U-14C]グルコースを含む人エ血液でネコ脳濯流を行ない，脳内糖質中間代謝物と呼吸炭酸

ガスの炭素原子あたりの比放射能の血液グルコースの炭素原子あたりの比放射能に対する比，

すなわち比較的比放射能を調べ脳機能との関係をみた。脳機能は皮質脳波を指標とし，速波を

主体とするものを A群，徐波を主体とするものを B群，ほとんど平担化したものを C群とし

た。

1. 脳機能の良い A群では，グルタミン酸の比較的比放射能は 80%，アスパラギン酸 75%，
グノレタミン 61%，r-アミノ酪酸 43%，呼吸炭酸ガス 55%で，グルタミン酸， アスパラギン
酸のようなクエン酸サイクノレに直接関連するアミノ酸の炭素原子の大部分は血液グルコースに

由来していた。

2. 脳機能水準の低い B群では，各アミノ酸の比較的比放射能はかなり低下し，グルタミン

酸，アスパラギン酸の比較的比放射能はおよそ 50%に，呼吸炭酸ガスの比較的比放射能も 27

%に低下した。

3. C群では，各アミノ酸や呼吸炭酸ガスの比較的比放射能はさらに低い値を示した。

4 このように，脳の機能の低下にともなって解糖呼吸系への内在性基質の寄与が増大する
ことを認めた。乳酸の比較的比放射能は A，B， C各群でおよそ同じで脳機能変化の影響を受
けていないが，その内在性基質の寄与は主にピノレビン酸が脱炭酸されてクエン酸サイクルに入

る過程で，脳機能が低下するほど増大していた。

5. 脳機能の低下に従って，r-アミノ酪酸の代謝回転は増加していた。
6. A群では，脳にとり込まれたグルコースのおよそ 34%が炭酸ガスにまで完全酸化され

ていた。しかしながら，炭酸ガスの代謝的コンパ{トメントを考慮すれば，その値は最小値を

示していると思われる。

緒 言

グルコースが脳のエネルギ一代謝で利用される炭素原

子の主な供給源であることは一般に認められている。脳

にとり込まれたク令ルコースは，一部は酸化されて炭酸ガ

スになり，一部は脳のアミノ酸，蛋白，リピドに保持され

Utilization of [U_14C] Glucose in Perfused Cat 
Brain 

Kiyoaki NINOMIY A 

Department of Neuro.Psychiatry， Okayama Uni. 
versity Medical School， Okayama 

(受付 1968， 2， 29) 

る(WINZLER，MOLDAVE， RAFAELSON & PEARSON， 1952; 

BELOFF.CHAIN， CANTAZARO， CHAIN， MASSI & POCCHIARI， 

1955; ALLWEIS &乱1:AGNES，1958 a， b; GEIGER， 1958; 

ROBERTS， FLEXNER & FLEXNER， 1959; VRBA， GAITONDE 

& RICI王TER，1962; OTSUKI & GEIGER， 1963; CREMER， 

1964)。 これらのうち，アミノ酸は他の組織に比べ脳に

比較的多量に存在し，なかでもグルタミン酸，アスパラ

ギン酸およびそれらの誘導体は脳内総遊離アミノ酸のお

よそ 75%を占める (WAELSCH，1957) 0 GEIGER (1962) 

は [U_14C]グルコースを用いた脳濯流実験で，脳内ア

ミノ酸や呼吸炭酸ガスの炭素原子あたりの比放射能(以

- 65ー



二宮淳明

下 SAと略す)の血液中グルコースの炭素原子あたりの

SAに対する比，すなわち比較的比放射能(以下 RSA

と略す)を調ぺ，内在性基質が解糖呼吸系に栢当関与し

ていることを認めている。またアミノ酸や呼吸炭酸ガス

の RSAは， メトラゾールによる摩れん時 (GEIGER，

KAWAKITA & BARKULIS， 1960)，低酸素血のとき(GEIGER，

GOMBOS & QTSUKI， 1961)あるいは iproniazidなどの

薬物投与によって (GEIGER，GOMBOS， QTSUKI， AGUILAR， 

GETHELF， SCRUGGS & WHITNEY， 1962)，変化すること

が報告されているが，なお脳の機能との関連についての

知見に乏しい。

この研究では， [U_14C]グルコースを用いてネコ脳潅

流実験を行ない，皮質脳波を指標とした脳の機能とグル

コース代謝との関係を調ぺた。

実験方法

1. 実験動物および手術

体重 2~3kg の成猫 12 匹を用い，手術前処置として

ペントパルピトン 45mgfkgを腹腔内に注射した。

脳循環の分離は，原則として GEIGER& MAGNEs(1947) 

の方法に従ったが，一部は池田 (1961)によって改良さ

れたものを用いた。その術式の原理は，頚動脈の分校お

よび惟骨動脈をすぺて結主として動脈血は脳以外の部分を

通らないようにし，さらに脳からの静脈系をすべて結主主

遮断し，脳の静脈血は sinustransversusの上の骨に挿

入された特殊カニューレを通して集めるというものであ

る。

2. 濯流装置および方法

貯血槽内で氷冷された人工血液は，人工心ポンプ(メ

ラ製ローラー型ポンプ)により送り出され，フィルター

を通り，調圧器で一定流圧となり，恒温槽で約 380Cに

温められて脳に至る。そして， sinus transversusより導

出された静脈血は試料に用いるために回収し，再び脳を

循環しない開放式にした。この間，脳血流量(日本光電

製電磁流量計)，血液温度(日本光電製電子サーモメー

ター)，動静脈血の酸素飽和度(エルマ製オキシメータ

ー)，静脈血 pH(東亜電波製 pHメーター)を連続記

録した。実験時聞は 70~104 分で， その間流圧1l0~

140mmHg，流量 110~130mll100g脳/分に保った。

3 人工血液組成

組成は表1に示す。人工血液 2，500mlに [U_14C]グ

ルコース 10μC(第一化学製)を加えた。従来，人工血

液の謬質渉透圧を保つために牛アルブミン(FractionV) 

(GEIGER et al.， 1947; GEIGER， 1958)あるいは高分子ヒ

ドログキストラン(池田，1961;渡辺，1961;山田，1962)

が用いられて来たが，本実験では低分子デキストラン

表 1 人工濯流血液組成

Bovine erythrocytes. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 500 ml 

12% Dextran(average M.W. 40，000) 
in Krebs-Ringer solution .............. 500 ml 

Bovine serum albumin .................. 2000 mg 

1. 3% Natrium bicarbonate ................ 50 ml 

Cytidine monophosphat←2Na.............. 80mg 
Glucose ................................ 1000 mg 

Amino acids mixture(mg) 

Arg 27.1 Gly 18.0 His 12.9 

I1e 19.8 Leu 30.0 Lys 57.6 

Met 20.4 Phe 28.8 Thr 21.0 

Try 9.0 Val 19.2 Tyr 20.0 

Vitamines mixture(mg) 

A 1000i.u. B6 0.4 D 100i.u. 

B1 1.0 B12 4XlO-4 Nicotinamicie 4.0 

B2 2.2 C 10.0 D-Pantothenol 1.0 

(森光，1968)を用いた。また必須アミノ酸のすべてとグ

リシン，チロシンを正常ネコ血祭濃度に近似した濃度に

加えた。チロシンを加えたのは，血液中のチロシンを欠

く脳潅流では潅流時間1時間以上で，脳遊離チロシンが

著明に減少することを認めたからである(大月，渡辺，

枝松，中島，帆秋，二宮，光信，三宮，奥村， 1967)。

4. 脳機能の観察

脳機能の指標は主として皮質脳波によった。その電極

は押ピンを用い，極間lOmmとし硬膜に接するよう固

定した。そのほか，自発運動，角膜反射，痛覚，触覚，

音刺激に対する反応、を随時検査した。

5. 脳標本および脳動静脈血の化学的分祈

脳標本は頭蓋骨を除去したのち，潅流を持続しながら

1~2 秒間で摘出し直ちにドライアイスーアセトンにて

凍結させた。 脳摘出時聞は潅流開始後 70~104 分であ

った。化学的分析には皮質のみを用いた。動脈血および

静脈血の試料は潅流をはじめて 20，40，60，80分に同時的

に採取した。

i) 酸素炭酸ガス含有量 NATELSON微量ガス分析法

(1951)。

ii) グルコース SOMOGYI法 (1945)による除蛋白液

を SAIFER& GERSTENFELD (1958)の glucoseoxidase 

法。

iii) 乳酸 BARKER& SUMMERSON法 (1941)。

iv) ニンヒドリン陽性物質;ROSEN (1957)のニンヒ

ドリン改良法。

v) アンモニア窒素 CONWAY微量拡散分析法

(1957)。

vi) グリコーゲン CARTER& STONE 1:去(1961)。

vii) 遊離アミノ酸の分離，定量;脳の TCA(5%)上

清を Dowex50-X4H+型カラムで中酸性分画(水によ
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濯流ネコ脳における [U-14C]グルコースの代謝一一機能との相関一一

る溶出液)とアミノ酸分画 (4Nアンモニア水による溶

出液)に分けた。このアミノ酸分画をロータリー・エパ

ポレーターにより減圧乾燥したのち AmberliteCG 4B-

T2酢酸型カラム (0.9X15cm)に通し，ユニグラード

(三田村理研製)で 0.5M酢酸 100ml中に 4M酢酸

を加えて酢酸濃度を直線的に漸増する gradientelution 

により，中塩基性アミノ酸分画，グルタミン酸，アスノミ

ラギン酸を分離した (KURAHASI(1964) の変法)。中塩

基性アミノ酸分画を 2NHCIで 1000C 2時間加水分

解し，グルタミンをグルタミン酸として上記カラムで分

離した。 r-アミノ酪酸(以下 GABAと略す)の分離は
BERL， LAJTHA & WAELSCH (1961)の方法により，TCA

上清を Dowex50H+型カラムで脱塩した分画を Dowex

50X4 Na+型カラムによりクエン酸緩衝液によって溶出

し7こ。

viii) グルコースの分離;脳の SOMOGYI法による上

清を用い， Dowex 50-X4H+型カラムによる水溶出液

を Dowex2一X80H 型カラムにつけ水溶出分画をク守

ルコース分画とした。

ix) 乳酸の分離;5%TCA上清の Dowex50-X4 H+ 

型カラムによる水溶出液(前述の中酸性分画)を Dowex

1ーX8酢酸型カラムにつけ， 2N酢酸によって溶出する

分画を乳酸分画とした。

6. 放射能の測定方法

各試料の一定量を計数ピン内で蒸発乾固したのち 1M

ハイアミンのメタノール溶液 0.3mlに溶かし， トルエ

ン II中に 4gの 2-5diphenyloxazol巴 (PPO) と 100

mgの 1，4-bis-2 (4-methyl-5-phenyloxazolyl)品目zene

(Dimethyl POPOP)を含む溶液 15mlを加え Packard

liquid scintillation spectrometerで測定した。一部の試

料では試料を蒸発乾因することなく ，0.5mlの試料に

PPOと Dimethyl-POPOPを含むトルエンーエタノール

(7: 3)溶液 12mlを加えたのち同様に放射能を測定し

た (HALL& COCKING， 1965)。各試料の計数効率は ex-

external standardizationにより補正し， disintegration 

per minutes(dpm)とした。

炭酸ガスの放射能は血液 4mlに流動パラフィン下で

1N NaOH 1mlを加え撹衿溶解したのち 1ml を

CONWAY容器外側室内で 1N乳酸 1mlを加えて炭酸

ガスを遊離させ， 1Mハイアミンのメタノール溶液を浸

ませた港、紙片を容器の中央内室に置き， 90分放置後この

鴻紙に吸着した 14C02 を前記トルエン-PPO-dimethyl

POPOP液に入れて測定した。

血液中グルコースの放射能は SOMOGYI法の上清の一

定量をそのまま試料としてトルエンーエタノール混液を

用いて測定した。

脳組織は血管に富む組織であり，潅流目白においても血

液を contamina tionとして脳重量の 1%含んでいる

(GOMBOS， GEIGER & OTSUKI， 1963)。 したがって，脳

組織内の放射能にその 1%の血液放射能が含まれている

ものとして補正した。

実験結果

潅流人工血液の謬質渉透圧保持剤として従来用いられ

て来た牛アルブミン (FractionV)あるいは高分子ヒド

ロデキストランにかえて，低分子デキストラン(平均分

子量， 40，000)を用いると濯流脳の機能はより高い水準

に維持されるようになった。さらに代謝的にも，酸素消

費とグルコース消費の経時的減衰および乳酸生成の経時

的増加はみられず， 70~104 分の実験期間を通じてそれ

図 1 A， B， C各群の代表的脳波

A 、、川f戸川d帆州州川桝州内叫州川川J州内州州川J附州州州州州帆州榊内州州州州州、州州帆、州州州l州州州州岬岬w件山内酬州.州州川叫仙蜘t恥伽川伽脚、帆制糊州川叫州?川附F阿耐ρ、川川』いW砕

B WJV~v仙川'~~~I州内川

C 
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らはほぼ一定に保たれ， より生理的状態に近づけ得た

(森光， 1968)。しかしながら，脳濯流実験は非常に複雑

な手術を要するため，時には偶発的に低機能な脳波を示

すものもみられた。それらを脳波水準に従って次の3つ

の群に分けた。すなわち，潅流をはじめて 40分から実

験終了までの脳波が，速波成分を主体とするものをA群

(4例)，徐波成分を主体とし速波の少いものをB群 (4

例)ほとんど平担化したものをC群 (4例)とした(図

1 )。いずれの群においても潅流開始40分から実験終了

までの脳波はそれぞれの水準で一定であった。 A群の脳

波は実験終了まで速波を主体とし，無拘束ネコの覚醒時

パターンに近かった。 GEIGERet al. (1947)は手術前処

置として用いたぺントパルピトンの影響は，脳潅流をは

じめて 6~8 分にはなくなることを認めている。本実験

においても， A，B， Cいずれの群も潅流開始後 20分以

内にベントパルピトン麻酔の影響は脳波上完全に消失し

ており，さらに角膜反射，痛覚，触覚，音刺激に対する

反応も回復した。

脳の動静脈血差と血流量から計算した代謝率を表2に

示した。炭酸ガス生成，グルコース消費，乳酸生成およ

びアンモニア生成は，各群で有意な差を認めなかった。

グルコース消費はC群でやや多い値を示しているが， A

群でのパラブキが大きく明らかな差ではなかった。酸素

消費はC群でやや減少していた。

脳内物質の定量では，グルコースはA群で減少傾向，

乳酸はC群で増加傾向，グリコーゲンはC群で減少傾向

が認められたが，いずれも統計的には有意差ではなかっ

た。脳内アンモニアと遊離アミノ酸では各群でほとんど

変化が認められなかったが， GABAのみは脳機能の低

下とともに減少していた(表3)。

脳内糖質中間代謝物や呼吸炭酸ガスの血中グルコース

に由来する割合が脳機能の変化によってどのように変化

するかを見るため，各物質の炭素原子あたりの SAの血

中グルコースの炭素原子あたりの SAの比， すなわち

比較的比放射能 (RSA)を調べた(表的。 これら各種

物質の RSAは脳の機能と密接な関係を有し，その機能

表 2 代謝率

EEG Level 

No. of Exp. 

A 

4 

O2 Consumption 2.30土0.37

CO2 Output 2.11土0.74

Glucose Uptake 0.42::!::0.20 

Lactate Output 0.33土0.02

0.030 
::!::0.026 

NH3 Outpt 

B 

4 

C 

4 

2. 32::!::0. 37 1. 94::!::0.15 

1. 68::!::0. 03 1. 94::!::0. 66 

0.41土0.03 0.50::!::0.08 

0.26::!::0.06 0.30::!::0.1l 

0.032 0.029 
土0.010 土0.014

単位 :μ molejgbrainjmin 

表 3 各物質の脳内含有量

EEG Level A B C 

No. of Exp. 4 4 4 

Glucose 0.67土0.32 1. 25土0.23 0.97土0.08

Lactate 5.66土2.38 4.88土0.93 8.35土3.14

Glycogen 3.35::!::0.43 5.83::!::1.07 2.30::!::0.25 

NH3 0.67::!::0.20 0.47土0.18 0.62土0.31

Glutamate 6.10土1.59 5.67土1.28 5.75土1.29

Aspartate 1.72土0.48 1.30土0.65 1.39土0.10

Glutamine 2.06::!::0.75 4.20土1.70 3.12土1.18

GABA 1.31::l::0.34 0.84土0.22 0.66::l::0.12 

TotaI Amino 38.3土8.0 32.3土2.3 36.4::!::6.5 
Acids 

単位 :ρmolejgbrain 

表 4 各物質の比較的比放射能 (RSA)

EEG Level A B C 

No. of Exp. 4 4 4 

Glutamat巴 79.9::!::4.88 50.2土1.99 30.9土5.18

Aspartate 74.6::!::15.2 51.7::!::9.71 32.8::!::15.4 

Glutamine 60.8::!::11.9 31.1::!::7.18 17.4土3.45

GABA 42.7::l::3.50 29.9土4.30 29.2::!::6.29 

Glucose 85.2土9.60 90.4土10.7

Lactate 74.9土16.0 67.3::l::18.5 63.3::l::8.92 

Respiratory C02 55.1::!::13.8 27.0::!::1O.9 13.4::!::2.98 

SA (dpmjμmole Carbon Atoms) of 
Metabolites in Brain 

RSA=一一一一一一一一一一一一一一 X100 
SA (dpmjμmole Carbon Atoms) of 

BIood Glucos巴

によって変化することがわかった。 A群では，グルタミ

ン酸，アスパラギン酸のようなクエン酸サイクルと直接

関連するアミノ酸の炭素原子の 70~80% は，血液グル

コース炭素に由来していた。グルタミンの RSAはそれ

らよりやや低く， GABAの RSAはグルタミン酸の

RSAのおよそ 1j2であった。呼吸炭酸ガスの RSAは

55%であった。 B群では，各アミノ酸の RSAはA群

に比しかなり低下し，グルタミン酸，アスパラギン酸は

およそ 50%に，グルタミンは 30%になった。しかし

ながら， GABAの RSAの低下の割合は少なかった。

呼吸炭酸ガスの RSAは 27%であった。 C群では，グ

ルタミン酸，アスパラギン酸，グルタミンおよび呼吸炭

酸ガスの RSAはさらに低い値を示すが， GABAの

RSAはほとんど低下せずグルタミン酸の RSAに近く

なった。

脳内乳酸の RSAはかなりパラツキがみられたが，各

群の聞に有意な差はなく平均値はおよそ 60~70% であ

った。

表 2，3，4から脳濯流1時間における [U_14C]グルコ

ースからの各代謝物への 14C放射能の分布を計算した
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表 5 [U_14C]グノレコースからの 14C放射能の

分布

EEE Level A B C 
% % % 

Glucose U ptake 151. 2 100 147.5 100 180.0 100 

Brain Glucose 4.0 2.6 7.5 5.1 5.8 3.2 

Lactat巴 12.7 8.4 9.9 6.7 15.9 8.8 

Glutamate 24.4 16.1 14.2 9.6 8.9 4.9 

Aspartate 5.1 3.4 2.7 1.8 1.8 1.0 

Glutamine 6.3 4.1 6.6 4.5 2.7 1.5 

GABA 2.2 1.5 1.0 0.7 0.8 0.4 

Venous CO2 52.2 34.3 20.4 13.8 11.7 6.5 

Lactate 33.6 22.2 23.2 15.7 25.5 14.1 

Total 140.5 92.6 85.5 57.9 73.1 40.4 

分布の計算は RSAX(Number of Carbon Atoms) 

×μmolejgjhrで行った。

(表5)。 この計算のうち，脳内被検物質への 14C放射

能の分布は濯流 60分以後本篇の実験時間の範囲では平

衡を保つので， A，B， C各群の値をそのまま用いた。

静脈血中の乳酸と呼吸炭酸ガスは潅流をはじめて 30分

後まで直線的に増加し，それ以後は平衡に達するものと

して計算した (ALLWEIS et al.， 1958 b; GEIGER et al.， 

1960)。また，静脈血中に遊出した乳酸の SAは，脳内

乳酸の SAと等しいものとして計算した。 A，B， C各

群を通じて，脳内グルコースには 3~5%，乳酸には 7~

9%分布し，脳の機能状態による変化はみられなかっ

た。遊離アミノ酸および呼吸炭酸ガスにおける 14C放射

能の分布は，脳の機能と密接な関係がみられ，機能の低

下とともに 14C放射能の分布率も減少した。すなわち，

これら 4つのアミノ酸への 14C放射能分布の総計は，

A群では 25.1%，B群 16.6%，C群 7.8%であった。

しかし，考察の項で詳述するが，この呼吸炭酸ガスの値

は代謝的コンパートメントを考慮すれば，最小値を示し

ていると思われる。 また，脳にとり込まれた [U_14C]

グルコースの被検物質の総計における回収率は A群 93

%， B群 58%，C群 40%で，脳の機能状態による著明

な変化がみられた。

考 察

本実験では，脳の代謝率は脳波を指標とした脳機能状

態の高低によって顕著な変化を示していない。ただ，酸

素消費はA群に比しC群で減少している。 GLEICHMANN，

INGVAR， LASSEN， LUBBERS， SIESJO & THEWS (1962)は

局所脳皮質の酸素消費を測り，脳波パターンとの密接な

相関を認めている。本実験ではそれほど明らかな差はみ

られていないが，これは全脳と脳皮質局所といった対象

の相異によると思われる。また，低機能状態で乳酸遊出

量が増加しないのは cytidinemonophosphateによる

効果のようである。 GEIGER& YAMASAKI (1956)は濯

流血液にシチジンとヲリジンを加えることによって，潅

流脳の炭水化物代謝を正常化することが出来ると報告

し，大月ら (1965)は，シチジンモノ燐酸ソーダとクリ

ジンモノ燐酸ソーダの潅流血液への添加によって， ~程流

脳のグルコース摂取量の経時的減少と乳酸遊出量の経時

的増加を防ぐことを報告した。シチジンモノ燐酸ソーダ

単独の添加でもほぼ同様の効果がみられた。

調べた脳内物質では，脳の高水準機能を示すA群にお

いてグルコースが他の群に比較してやや低い傾向が認め

られた。 A群におけるグルコース量は興奮時の量にー致

している (KING， LOWRY， PASSONNEAU & VENSON， 

1967) 0 C群におけるほどの低機能状態では軽度ではあ

るが，脳内乳酸の蓄積とグリコーゲンの減少が認められ

た。 GABA含有量は機能の低下とともに減少している

が，その他の遊離アミノ酸量は脳機能の変化による影響

をほとんど受けてし、ない。 BARKULIS，GEIGER， KAWAKITA 

& AGUJLAR (1960)は，安静時，麻酔時およびメトラゾ

ールによる痘れん時も脳内アミノ酸プールの量や組成に

変化がみられなかったと報告している。枝松 (1967)は

無糖血による脳濯流でも脳内遊離アミノ酸量に著明な変

化を認めていなし、。本実験での GABA含有量の減少に

ついてはのちに考察する。

他の組織に比べて，脳にはグルタミン酸，アスパラギ

ン酸， GABAが大量に存在し， グルコースはそれらア

ミノ酸の最もすぐれた前駆物質であることが知られてい

る (ROBERTSet al.， 1959; KOEPPE & HAHN， 1962; 

O'NEAL & KOEPPE， 1966)。 また，それらのアミノ酸

は[14C]グルコースを用いた実験で， [14C]グルコース

から速やかに 14C放射能を組み込み，しかも脳内放射能

の 70~80% を占め (BARKULIS et al.， 1960; GAITONDE， 

RICHTER & VRBA，1962; CREMER， 1964)，その組み込み

の割合は肝，腎など他の組織の数倍であることが報告さ

れている (VRBAet al.， 1962; GAITONDE， DAHL & EL-

LIOTT， 1965)。このように脳におけるグルコースの代謝

は，アミノ酸との密接な関係が特徴のーっとしてあげら

れ，したがってこの点は脳の機能との関係についても注

目されているところである。本実験では前述のごとく，

脳の代謝率や脳内物質含有量からみると脳の機能状態に

よる特異的変化に之しいが， [U_14C]グルコースからの

脳内糖質中間代謝物や呼吸炭酸ガスへの 14C放射能の組

み込みの様子は，脳の機能に対応した変化がみられ興味

ある結果を示している。すなわち，脳機能の良いA群で

はグルタミン酸， アスパラギン酸の RSA は 70~80%

と高く，グルタミン酸，アスパラギン酸の炭素の大部分は
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血液中グルコース炭素に由来しているが， B， C群のよ

うに機能が低下するにともなってその割合は減少してい

る。グルタミンでも同様の傾向がみられるが，その値は

グルタミン酸，アスパラギン酸の RSAよりいつも低く，

グルタミン酸のよRSA のおよそ 60~75% である。

GEIGER (1962)は同様に各物質の RSAを調べ，脳内

乳酸の RSA50%， グルタミン酸 34%，アスノミラギン

酸 24%，グルタミン 23%，GABA 14%，呼吸炭酸ガ

ス 32%であったと報告している。この結果から，グル

コースからピルビン駿までの過程でグルコース以外の内

在性基質によって 50%希釈され，さらにクエン酸サイ

クルにおいて庄一オキソグルタール酸からオギザロ酢酸

への過程でも希釈されることを認めている。彼の各物質

の RSAの値は，本実験のA群の値より著明に低く， B， 

C群の値に相当している。また，内在性基質による希釈

の部位についても様相を異にしている。本実験では，A，

B， Cいずれの群も乳酸の RSAはほとんど変化なくお

よそ 70%であるにもかかわらず，グルタミン酸，、アス

パラギン酸の RSAは A群では乳酸の RSAに大体等

しく， B， C群では乳酸の RSAよりも低下している。

このことは，グルコースから乳酸に至る解糖経路は脳の

機能状態によって影響を受けていないことを示す。脳の

機能状態によって最も著しい影響を受けるのは，ピルビ

ン酸が酸化的脱炭酸を経てクエン酸サイクルに入って代

謝される過程であり，機能が低下するにしたがってこの

部位に内在性基質による希釈が増加している。しかしな

がら，グルタミン酸とアスパラギン酸の RSAは各群で

それぞれ同じ値であり，日ーオキソグルタール酸からオキ

ザロ酢酸への過程での内在性基質によると足、われるよう

な希釈は認められていなし、。

脳の呼吸炭酸ガスの RSAも脳機能状態を著明に反映

している。 A群では呼吸炭酸ガスのおよそ 55%はグル

コースに由来しているが，機能の低下にともなってその

割合は減じ，グルコース以外の内在性基質に由来する割

合が増加することを示唆する。しかしながら，呼吸炭酸

ガスの RSAは A，B， Cいずれの群においても乳酸，

グルタミン酸，アスパラギン酸の各 RSAから予想され

る値よりも相当低い。これは，本実験の呼吸炭酸ガスは

脳静脈血中の炭酸ガスであり，その SAが脳組織内の炭

酸ガスの SAの平均値を表わしておらず，循環血液中に

存在するアミノ酸が脳の限局された代謝コンパートメン

トで酸化されて生じた炭酸ガスを混じているためと推測

される。

呼吸炭酸ガスのかなりの量が内在性基質に由来してい

るという報告は多く，以前の脳潅流実験でもこのことは

確認されている (ALLWEIS & MAGNES， 1956， 1958 b; 

GEIGER et al.， 1960; MAGNES， ALLWEIS & ABELES， 

1967)。これに反し， HOROWICZ & LARRABEE (1962)は

ラットの摘出交感神経節の実験で呼吸炭酸ガスは全てグ

ルコースに由来すると報告し，港流実験の結果と比較し

て潅流脳では呼吸系に何らかの異常な制限があるのでは

ないかと提唱した。 しかしながら，in vivoではヒト，

(SACKS， 1961)，ネコ (GOMBOS， OTSUKI， SCRUGGS， 

WHITNEY， SCHMOLlNSKE & GEIGER， 1963; BAR区EI& 

ALLWEIS， 1966) において πτJitro(HOTTA， 1962; 

BARBATO & BARBATO 1964)でも脳濯流実験と同様に内

在性基質による希釈が認められており，濯流脳に代謝の

異常が仮にあるにしても，生理的状態からの甚だしい偏

位があると即断することは出来ない。

このような希釈に関与する内在性基質としては蛋白，

核酸，リピドが示唆されており (GEIGER，1956， 1958)， 

ABOOD & GEIGER (1955)は無糖血で脳濯流を行ない，脳

内の蛋白やリピドの減少を認めている。また， ALLWEIS， 

LANDAN， ABELES & MAGNEs(1966)は潅流脳で [UJ4C]

パルミチン酸が僅かではあるが酸化されて炭酸ガスにな

ることを示し， O'NEAL， KOEPPE & WILLIAMS (1966)は

in vivoの羊脳で低級脂肪酸が脳内でクエン酸ナイクル

を経て代謝されることを示している。さらに，血液中よ

り脳にとり込まれる種々のアミノ酸による希釈もある。

脳潅流実験で [U_14C]ロイシン(WATANABE，GOMBOS， 

KURAHASI & ABOOD， 1965)， [U_14C]アスパラギン酸

(GOMBOS， GEIGER & OTSUKI， 1963)， [U_14C]グルタ

ミン酸(中島， 1967)を用いて，脳の呼吸炭酸ガスのお

のおのおよそ 1%が，それぞれのアミノ酸に由来してい

ると報告している。

本実験の GABAについての知見は興味あるものであ

り， GABAは他のアミノ酸より一層緊密に脳機能に関

係しているようである。低酸素血状態においてはGABA

が増量するという報告があるが(DRAVID& }!LEK， 1965)， 
低酸素血状態でない脳潅流では脳機能の低下にしたがっ

て，脳内 GABA濃度は減少している。その RSAは他

のアミノ酸のような著しい低下がみられず， C群ではグ

ルタミン酸の RSAとほとんど等しくなっている。この

ことは，低機能になるとともに GABAの代謝回転が増

加することを示す。野口，塚田 (1966)は実験的高ブェ

ニールアラニン血症のラットと猿で，GABAの代謝回転

が増加することを認めている。

血液中グルコースからの 14C放射能の分布は，脳内グ

ルコース，乳酸では A，B，C，各群で変化していないが

アミノ酸，呼吸炭酸ガスでは脳機能の低下にともなって

減少し，そのため，脳にとり込まれたグルコースの調べ

た物質における総計の回収率はA群 92.6%，B群 57.9
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%， C群 40.4%となっている。この回収率がB群と C

群で低いのは，本実験で調べていない代謝物質へ移行し

ていると考えられるが，グリコーゲン，解糖系中間代謝

物質，クエン酸サイクルに関連した有機酸，そのほか蛋

白，リピドなどのうちで 14C放射能の分布がなにに最も

大きいかという問題は残された興味ある問題である。呼

吸炭酸ガスはA群では 34.3%で，脳にとり込まれたグ

ルコースのおよそ 34%が炭酸ガスにまで完全酸化され

る。しかしながら，この値は前述の代謝的コンパートメ

ントを考慮すれば，その値の最小値を示している。

本論文の要旨は第 10回神経化学会 (1967年 10月東

京)で発表した。奥村二吉教授の御校関を感謝いたしま

す。また直接の御指導，教教示をいただきました大月三

郎講師，渡辺昌祐講師，ならびに実験にあたって御援助

をL、ただぎました中島博士，森光，枝松，帆秋，光信，

三宮医学士に深く感謝します。なお本実験は財団法人慈

圭会医学研究所で行なわれたものであり，所長伊原重彦

博士をはじめ所員のみなさまに感謝します。
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一般演題 (1-17)

1. TCAサイクル中間物質のガスクロマトグラフィ

ーによる分離

永山素男・成瀬 浩

(国立精神衛生研)

宮本侃治(国立武蔵療養所)

TCAナイクルの主要な中間物質， 即ち citricacid， 

a-ketoglutaric acid， succinic acid， malic acidの比放

射能の測定，分析時間の短縮を目指してガスクロマトグ

ラフィーによる分離を試みた。

citric acid， isocitric acid， a-ketoglutaric acid， suc-

cinic acid， fumaric acid， malic acid， oxalacetic acid， 

pyruvic acid， N-acetylaspartic acid， glucose-6-phos-

phateをN，o-bis-trimethyt-acetamideを用いてトリチ

ルシリル化し， 5% SE-52カラムで昇温分析して，おの

おのを単一のピークとして分離した。

マクス脳 200mgに相当する succinicacid， fumaric 

acid， malic acid，日-ketoglutaricacid， citric acidを含

む微量試量を，上記の方法で分離させることができた。

この方法は，a-ケト酸のピークが分裂せず，また反応、に

よる沈澱を生じないこと等の点で従来のヘキナメチルジ

シラザンによるトリメチルシリル化よりも，微量試料の

分離にはるかに適している。

現在，生体脳試料中の TCA-3-イクル中間物質の分離

を検討中であり，この分離が完成すれば，ガスクロマト

グラフ周放射能検出器の使用，またはピークの分取によ

り，放射能の測定が可能であり，比放射能を算出するこ

とができる。

質問:柿本泰男(阪大・医・高次研)

1) 得られたクロマトグラムは予想以上に良く試料の

調製がすぐれているためと思う。 Dowex1， Dowex 50に

よる前処理による物質の回収率は?

2) 調製中に TCAmemberで分解するものはない

か?

3) Nーアセチルアスパラギン酸の回収率は低いよう

に思ょうが。

昭和42年 10月5日， 6日

於:東京・神田・日仏会館ホール

4) 他の組織や体液への応用の可能性はP

いずれにしても今度大いに利用価値のある方法である

と忠、うし，この方法の早急な完成を期待したし、。

答え 1) Dowex 1はすでに確立された方法を用い

たものであり， Dowex 1， Dowex 50いずれも，アイソ

トープを用いて 90数%以上の回収率を確認している。

2) これまで使っている方法であり TCAmember 

の分解は考えられない。

3) クロマトグラム上の NAAピークは，確かに少

ない。これは試料濃縮時にメタノールを用いているため

と考えられる。

4) 他の組織については試みていないが，応用の可能

性があると考えられるので，今後検討したい。

質問:中嶋照夫(阪大・医・高次研)

1) BSAによる Silylation法は非常に簡単な，しか

も効果的な方法ですが，試薬が吸湿性であるため，出来

た試料が粘ばっきしばしば注入が困難になる場合があり

ます。その点をどのように解決されていますか。

2) また上記のような欠点があるため，定量法として

用いる場合に，しばしば再現性をかくことがあります。

この点をどのようにお考えでしょうか。

答え 1) われわれの試料の範囲では， BSAの純度

がよく溶媒の脱水を充分にした場合には，試料の注入に

困難な程のねばっきはありませんでした。

2) われわれは，まだ定量法としては用いておりませ

んが，定量に用いる際には内部標準法を用いる必要があ

ると思います。

2. 脳セロト二ンの生合成に関する研究特にトリプ

トファン水酸化酵素の新しい assay方法につ

いて

市山 新・中村重信

西塚泰美・早石 修

(京大・医・医化)

脳における serotonin合成系，特に tryptophanhy-
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droxylas巴活性を簡単且つ正確に測定する為に L-try-

ptophan [indolyl (alanine-1， 2， 3-14C)] を酵素的に合

成し， 14C02の生成で a臼ayする方法を考案した。 そ

の原理は aromaticL-amino acid decarboxylase の

tryptophanに対する Kmが 5-hydroxytryptophanに

対するそれよりも逢かに高く，従って適当な条件下では

発生する 14C02の量は生成した田rotonin量に等しL、

という事実に基く。モルモットの脳幹部より調整した頼

粒酵素標品を用いて検討した結果，この assayに適した

基質濃度は 2.7XlO-6M でありこの濃度では 14C02の

生成量は事実上 serotonin合成をあらわすが， 4XlO-5M

の基質を用いると tryptophan自身も decarboxylaseの

基質になる為に，僅かではあるが tryptamine 生成に

基く 14C02も生成する事が明らかになった。この assay

方法は簡便且つ鋭敏 (1仰 moleの田rotoninが生成す

ると 20cpmの 14C02生成が認められる)である上に

非酵素的脱炭酸が少く (0.1%以下)， backgroundの値

が低い事を必須とする tryptophanhydroxylaseの

assayとして唯一の信頼性のある方法であろうと思われ

る。反応には酸素が絶対的必要であり，また 2-amino-

4-hydroxy-7，8-dimethyl-5， 6， 7， 8-tetrahydropteridine 

と TPNH(DPNH)の両方が要求されることから phe-

nylalanine hydroxylaseの場合と類似した monooxyge

nase typeの反応機構が推定される。水酸化酵素の分布

は脳幹部，特に間脳，四丘体に多くまた細胞分画では主

として細経未端頼粒に存在する様であるが脱炭酸酵素は

上清と頼粒部分の両方に存在する。 phenylalanine，5--

hydroxytryptophan等による阻害形式およびその機構

も合せて報告する予定である。

質問:永津俊治(愛知学院大・歯・生化)

1) Fe2+の要求性は可溶化したtryptophanhydroxy-

laseで認められるでしょうか。

2) 5-hydroxytryptophanの阻害を発見されました

が，阻害の kineticsはどうでしょうか。最近 NIHで

Dr. M. LEVITT は 5-hydroxy-日一methyl-tryptophanが

tyrosine hydroxylase(副腎)の強力な阻害剤であり，その

kineticsは補酵素 DMPH4に対して単純な compet1・

tive，あるし、は non-competitiveの型ではないことを報

告している点と考えあわせ，報告された阻害は興味深い

と思います。

答え 1) Fe++ の effectについて。 未だ酵素が

crudeですので判りません。今後精製した酵素で検討し

てみたいと思います。

2) 5-hydroxytryptophanの inhibitionについて。

inhibitionの形式に関して未だ充分検討していません。

5--hydroxytrytryptophanの阻害に関しては私共も常に

興味を持っておりまして近々実験を行う予定にしていま

す。

質問:嶋津 孝(阪大・解剖)

この方法の至適基質濃度は 10-6M で，基質濃度を上

げると 14C02の生成と田rotonin形成とが，等モル比

にならないとのことです。一方，この酵素の基質に対す

る Km1i直は 10-5M のオーダーとしますと Kmイ直より

も低い基質濃度を使用しなくてはならないことになり，

Vmaxの状態で酵素活性を測定すことが難しいように思
いますが。

答え Kmより低い基質濃度で測定いたしますが脳

の水酸化酵素活性は非常に低く serotoninの生成は加え

た tryptophanの数%にしか過ぎません。 従って反

応の timecourseの直線性には左程影響しないと思いま

す。 Vmax を得たい時には 3~4 点の基質濃度で反応、を

行い逆数プロットを extrapolateしています。

3_ いわゆる fasterrunning glycolipidについ

て

玉井洋一(東京医歯大・精神)

武 富 保(東大・医科研・化学)

山川民夫(東大・医・生化)

最近の chromatograpictechniqueのめざましい進歩

により，動物組織を構成する脂質成分の微量分画をも検

出することが可能になって来た。我々は第39回日本生化

学会総会に於て，クシ脳白質から分離された cerebro司

sideより極性の低い糖脂質について分析を行った結果の

一部を報告したが，その後更に四つの fasterrunning 

glycolipidsについての分析をすすめた結果，KACHETKOV， 

NORTON， DITTMERらと異なる結果を得たので報告する。

各未知分画は FOLCH法に従い flu妊layerから得られた。

continuous gradient elution methodにより四つの単一

物質に分離された。 IRスペクトルで各分画はエステル

結合を持つ sphingoglycolipidであることがわかった。

アルカリ処理によってエステル結合の脂肪酸はノミルミチ

ン酸，ステアリン酸を主たる構成脂酸とすることがわか

った。構成糖の分析は，ガスクロマトグラブィーにより

galactoseのみであった。 アルカリで処理された各分画

は，薄層クロマトグラブィーで cerebrosideに一致する

Rf 1i直を示した。中でも Fr.I は kerasineに， Fr. IT， 

m， N，は phrenosin巴に一致した。 更にガスクロマト
グラフィーを応用して sphingosineを検出し， アミド

結合の脂肪酸をも検討した。また，エステル，グリセロ

ール，アルデヒドの分析並に permethylationの techni-

queを用いて各未知物質の化学構造式を推定した。我々

の実験結果は微量糖脂質成分に関するこれまでの研究報
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告を否定するものであった。

質問:金 沢 彰(阪大・神経科)

1) TLCにおける糖脂質の発色法はどのような方法

で，脂質のどの部分と反応するのか。

2) TLCのスライドで，原材料にくらべ水解物が多

いがどうか。

3) 原材料に何か混在物があると考えられないか。

答え 1) アンスロン試薬を TLCplateに sprayし

加熱すると糖脂質のヘキソース部分と反応して赤紫色を

呈する。

2) 発色の程度が一定でないのは各函分を定量的に

spotしていないからである。

3) 抽出，精製の rnethod上から混在物は考えられ

ない。

質問:柿本泰男(阪大・高次研)

1) 脳内の他の lipidとの相対的な量は大体どれほど

治、?

2) NORTONらの成積と異るのは何故か?

答え・ 1) 四つの画分を合わせて粗セレブロシド画

分の約 1~2% である。

2) NORTONらと我々は拍出法も違い，別の画分を処

理してし、るので当然得られた物質も違うわけである。

4. 脳 acetylcho lineの脂質化学的研究

融 道男・長尾佳子

中根満喜子(東京医歯大・精神)

従来の方法では， 脂質様物質に結合している脳

acetylcholine (Ach)の遊離は不充分であったが， これ

に代わるギ酸 acetone抽出法を用いることによって脳

Achを脂質化学的に研究することが可能になった。

( 1 ) 脂質に富む脳白質の Ach量をこの抽出法を用

いて再検討した。結果はラットでは 7.71土0.99rnμMjg， 

モルモットでは 6.82:tl.15rnμMjgであり， 同時に適

用された他の抽出法によるよりも有意に高い値であった

が，文献値から著しくへだたるものではなかった。

(2 ) 脳を chloroforrn:rnethanol(2: 1)で抽出し，

ギ酸-acetone液を用いてその上層，下層および丑11妊の

Achの分布をしらべ，その各層についてケイ酸 colurnn

chrornatographyによって脂質を分画し，その各分画成

分について Achを遊出させその活性をしらぺ， Achめ

結合している脂質を解明することを試みている。上層部

分についてはとくに gangliosideを予想して検討を行な

ったが， Achはどの分画からも得られなかった。むしろ

下層および h妊から高い Ach活性を得ており， とく

に h妊の分画から大量の Achが回収されているので

更に検索をすすめている。

質問:松田 友宏(阪大・医・第一薬理)

WHITTAKER らによれば nerveending fractionの

bound Achは，pHを4.0にし，1000，10分間boilするこ

とにより，完全に遊離されるものとしております。先生

の方法で nerveending fractionから Achを抽出され

た場合，Achの recoveryにどの位の差ーがありましたか。

答え CROSSLANDの酸性エタノール法の場合最終 pH

は 4.5であり，ギ酸アセトン法では pH2.7~3.0 で，

前者で遊離されない Achを後者で遊離することが出来，

活性が 116%になるという実験は報告したが， pH4に

ついては特に行なっていない。

質問・柿本泰男(阪大・高次研)

御発表の中に boundAchという言葉を用いておられ

るが，たとえば synapticvesicleに局在するという意味

で一般に用いられている boundAch とまぎらわしい。

また細胞内で boundないしは inactiveの形で存在する

メカニズムの解明に本研究はどのような関係があるか。

答え: 形態学的に結合型Achを決定する研究が一方

で行なわれているが， Achの遊離や移送にどのような脂

質が関与しているかを研究することも必要であると考え

る。 WHITTAKERの研究とわれわれのアプローチを結び

つける実験として synapticvesicleをとり出してから

脂質を分析することを計画してしる。

このような実験を行なったもう一つの根拠は，最近

BURTONが gangliosideをAchの結合脂質として提出し

ているので，これをこの方法で確かめてみることであ

る。

質問:谷口 和覧(阪大・高次研)

既知量の Achを脳組織に加えて報告なさった方法で

抽出すると，回収率はどれ位ですか。また他の方法と比

較してどれ位ちがいますか。

答え: ギ酸ーアセトン法の回収率は 97.9土9.7% で

従来の法方酸性アルコール法の回収率 72.8:t1O.7%ま

た 10%TCA法の 54.4:t9.5% よりまさっています。

この回収率はそれぞれの方法を用いた時のラット全脳の

Ach の値，ギ酸アセトン法:3l.2， 酸性アルコール

法:21. 6， 10% TCA法 15.1rnμMjgに対応してい

ます。

5. 神経成長促進因子 (NGF)の生化学的研究

野村純一(京大・医・精神)

E. SHOOTER， S. VARON 

(Stanford Univ) 

NGFは特に雄マクス顎下腺に豊富に含まれる蛋白で，

胎生の一時期において知覚および交感神経節細胞の成長

を促進する因子であり，主として LEVI.MONTALCINI， 
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COHEN等によって研究されてきた。我々は Sephadex，

DEAE celluloseを用いて NGFを精製し，従来の報告

とは異った分子量約140，000の蛋白を得た。精製度は約

40倍で，収量は 80%であり，種々の物理化学的方法に

よって単一の蛋白であることが証明された。本蛋白は酸

性(例えば pH3.8)またはアルカリ性(例えば pH10.3) 

の pHでは分子量;約 30，000の subunitに解離し活性

も 1/4に低下するが， この解離は可逆的であり中性の

pHでは再び高分子量，高活性の NGFを形成する。酸

性 CMcelluloseを用いて NGFを acidic，neutral， 

basicの三種の subunitに分離することが出来る。これ

らの subunitはいずれも分子量約 30，000であるが，電

荷を異にし，電気泳動によってはっきりと区別される。

basic subunitのみが低い活性をもち， {也の subunitに

は全く活性がない。 これら三種の subunitを混合して

中性の bu妊erに透析すると再結合が起り， もとの高分

子量の NGFを形成すると同時に，高い活性を回復する。

すなわち NGF蛋白は三種の subunitから成り，一種

の subunitのみが生物学的活性を有し， 他の二種の

subunitは調節的役割を演じているものと恩われる。

質問:早 石 修(京大・医・医化)

1) subunitに分画される前の比活性，分画されたあ

との basicな subunit の比活性は MONTALCINIや S

COHENが今まで報告している標品の比活性と比較して

どちらに近いものですか。

2) subunitのreconstructionは 1:1 : 1の比で起る

のですか，その比を変えることによって活性が変ります

か。

答え 1) NGFの比活性は COHEN等の製品の比活性

とほぼ同様です。 basicsubunitは活性も蛋白量も非常

に低いので，見かけ上の比活性はやはりほぼ同様になり

ます。 COHEN等の製品がはっきり subunitであったと

いう確証はありませんが，遅らく一部解離した中間段階

のものを得ていたものと思われます。

1) reconstructionの比率は 1:1:1乃至それに極め

て近いものと思われますが，まだ正確な結論が得られて

いません。

質問:野口 鉄也(慶大・医・生理)

1) sucrose gradient centrifugationで pH を酸性

あるいは塩基性にしてそれから中性にもどした時の活性

と CMセルロースで得られた3分画の混合物質の活

性とを比較してみると前者で極めて高いのは何故か?

subunitの混合比の違いによるものか?

2) アクリルアミドゲルの濃度(%)は?

答え 1) i) subunitsの再結合実験を行う場合，正

確な構成比がまだ不明な点， ii)再結合実験は単なる透

析実験に比べて操作が複雑になるため NGFの失活を来

し易い点， iii) CMカラムによる分離の際多少の蛋白変

性を来している可能性のある点等から，このような結果

を来したものと思われます。

2) 5%乃至 7%を用いております。

質問:永津俊治(愛知学院大・歯・生化)

1) NGFは顎下腺に特有に存在するものでしょうか，

他の臓器，例えば耳下腺，にも存在する報告はあります

か。

2) NGFは雄雛で性差がありますか。

3) NGFの細胞内分布の報告はありますか。

答え 1)NGFはそれに反応する組織内には広く極

めて微量に存在し，その組織の保持に必要なのではない

かという考え方が強くなっております。

2) 雄に多く，雛に男性ホルモンを投与すると増加し

ます。

3) 例えば放射性 NGFを用いて，今後検討が続け

られるものと思いますが，未だ全く不明です。

質問:島津孝(阪大・解剖)

1) 酸性あるいはアルカリ性側での解離よりも，中性

域での解離，会合が生理的に重要だと思います。中性域

での解離，結合の条件をお調べになっていませんか。例

えば Ca++などの金属イオンの関与はありませんか。

2) 三つの subunitsのそれぞれをアクリルアミドの

電気泳動を行うと更に数ヶ bandに分れるとのことです

が，これはそれぞれの subunitが更に小さな分子に解離

すると考えておられるか。

答え 1) DEAEセルロースのようなイオン交換樹

脂を用いると，特に流速の遅い場合，中性域でも NGF

の解離が多少起るということは判っておりますが，それ

以上の検索はまだ行っておりません。生理的意味から，

この問題が非常に重要であることは同意見で，今後興味

のある課題と思います。

2) subunitsはアクリラマイド電気泳動で数個の

bandを示すことから，更に小さな分子に解離しうる可

能性は充分にあり，この点尚検討が続けられておりま

す。

質問:中沢恒幸(慶大・神経)

野村さんの NGFを invivoに投与されて節細胞が

大きくなるか?

それは COHEN，LEVI-MoNTALCINIらの crudeNGFと

比較してどうか?

答え:現在の所，この NGFの invivoでの生物学

的作用は COHEN等の NGFと全く同一であります。
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6. 牛脳蛋自の免疫化学的研究

伊藤 斉，三浦貞則

(慶大・医・神経)

牛脳から pH4.8 acetate bu妊erによって拍出し，硫

安の沈澱濃縮で得られた蛋白分画について免疫化学的研

究がなされた。

この分画は核酸成分を殆んど含まない蛋白(蛋白収量

は homogenateの 2.9%)であり， clearな水溶液とし

て得られる。 FREUND'Scomplete adjuvantとともに家

兎に注射すると，約3ヶ月で antibodytiter 1024倍の

抗血清を得ることができた。

OUCHTERLONY法あるいはその変法で沈降反応、を行う

と数多くの沈降線が出現するが，牛血清および肝と腎の

同じ拍出操作による蛋白分画で吸収した抗血清を用いる

と，脳に特異的な明瞭な沈降線を認めることができる。

また，免疫電気泳動法でも，吸収前抗血清では 10本の

沈降線の出現をみるが，吸収操作後には血清 s-globulin

と近似の易動度を有する脳特異沈降線を確認することが

できた。(吸収後の titerは 64倍)

なお，人脳や白鼠脳との沈降反応、の結果から，この蛋

白抗原は臓特異性とともに種特異性をも有することが認

められた。

質問:佐武 明(新潟大・脳研)

MAC PHERSON等が J.lmmunol. (1966)に発表して

いる speciessp巳cific以外のもう 1つの tissuespecific 

antigenが演者のものに見られぬのは抽出法の違いによ

るのかP

答え:伊藤 斉(慶大・医・神経)

tissue specific an tigen (non species speci五c) のみら

れないのは抽出法の違いによるものかも知れない。

質問:野口 鉄也(慶大・医・生理)

1) この抽出方法を用いての利点

2) 血液に対する抗体が多く作られすぎていて MAC

PHARSONの得た成績に比べて脳の蛋白に対する抗体が少

いようであるが，これは抽出の時点での問題か?抗体作

製上の問題か?

答え:三浦貞則(慶大・医・神経)

1) 抄録にも書いたように，抗原性の高い蛋白を clear

な水溶液として得られる利点がある。

2) この場合免疫沈降線の本数の多い少いを問題にし

ていない。電気泳動で陽極側に早く移動する蛋白は拍出

されていない。抗体作製には関係がないものと思われ

る。

7. 異った脳の部位から抽出した DNAの性状と核

の分布
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赤埴豊，森浩一

山 上 栄(阪立大・医・神経)

1) モルモット脳の異った部位より核を調整し，その

投影面積より大きさの分布を検討すると，大脳白質，視

床，橋一延髄では 20~30μ2 の面積をもっ核が最も多

く，灰白質では 40ρ 以上，小脳では 30~40 f12 のもの

が多かった。

2) 各部位から精製した DNAの化学分析値は，ほぼ

他の組織で報告された値と一致した。

3) メチル化アルブミンカラムによる溶出パタンでは

いずれの部位の DNAも0.675Mの食塩濃度において

最も多く溶出されることが示された。

4) グリコール， 酸ーカ日熱， 加熱，尿素で変性処理を

加え hyperchromice妊ectを検討したところ，前二者で

は高く，後二者では低い効果が示された。

5) DNAの GC含量は約 40%であって，部位によ

る差は認められなかった。

以上の結果から，脳の DNAは部位によって異る生

物物理学的性状を示さないものと考える。

質問:金沢 彰(阪大・神経科)

1) DNAの性状と核の分布のむすびつきがよく理解

できない。

2) 脳の各部位で DNA量が多いのはどこで，少ない

のはどこですか，小脳に DNAが多いということです

が，それと小脳の核が大きいこととの関連は?

3) 脳の DNA量が解剖学的部位によって異なると

いう事実から，各部位で DNAの物理化学的性状が異な

るというアイデアにはつながりにくいと思うがどうか。

答え: この実験を行った目的は，今まで脳の DNA

の standardvalueがなかったので，脳のどの部位を用

いれば最も収量が高く， しかも純化された DNAが得

られるかを検討する為に行ったもので，時に核の大きさ

と DNAの性状とを比較することを主目的としたので

はありません。

脳の各部伎の中で DNAの含量の最も高いのは小脳

であり，また最も少ないのは灰白質ですが，イ也の部位よ

りやや少い程度である。

質問:塚田裕三(慶大・医・生理)

核の大きさと DNA含量との間に関係があるのか。

答え: われわれの dataでは小脳において DNAの

含量が最も多く，また 30~40μ2 の核を多く含むが，他

の部位では核の大きさと DNA含量との間に相関関係

は認められなかった。従ってこれをもって核の大きさと

DNAの含量とに特に関係があるとは思われない。

質問:黒川正則(東大・脳研)

1) 核の大きさの部位差を論ずる場合に，分離核で測
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定することに問題がないか? 組織標本を用いて測定す 1O-6M の Cu++に阻言作用はみられませんが， 他の金

る分が正確だと思うが。 属についても検討するつもりです。これまでの結果から

2) 部位的に DNA濃度にちがいがあるとすれば，ま 直ちに alIostericeffectを結論することは控えておりま

ず各部位の細胞密度の差異を検討してもよいと思うが。 す。

答え 1) われわれの核の大きさの分布における部 質問・市山 新(京大・医・医化学)

位的な差は分離核の上で行った結果である。この結果は ATPの効果に対する substrate濃度の影響はどうで

組織学的に得られた核の大きさとも大差がない。したが すか。

って核の大きさの分布はある程度生理的状態を反映して 答え: まだしらべておりません。

いるものと考えられる。 追加:柿本泰男(阪大・医・高次研)

の その点については現在討中である。 本酵素の活性は神経化学上の興味からよく測定されて

8. rーアミノ酪酸トランスアミナーゼについて
谷口和覧・柿本泰男

佐 野 勇(阪大・医・高次研)

Tーアミノ酪酸をはじめとする種々の印アミノ酸のア

ミノ基転移反応について従来多くの記載があるが，それ

ぞれの研究で臭った臓器，異った酵素調製法，異った基

質が用いられ，しかも酵素名も統一されていなし、。脳の

r-アミノ酪酸トランスアミナーゼは他の 2，3の伊アミ
ノ酸に作用することが知られているし，われわれが最近

ブタ腎から精製したかアミノイソ酪酸トランスアミナ

いるがアミノ化合物やまたクレオチドの存在で強く影響

されるので，本酵素活性を測定する場合，種々の考慮を

払う必要がある。

質問:川合 仁(京大・医・精神)

脳の transaminaseは肝腎のそれに比べて Kmが高

いようですが，どういうことでしょうか。

答え LrNEWEAVER-BUIKEanalysisがうまくいきませ

んでしたので，確かなことは申せませんがもう少し検討

してみます。がお説の通り脳酵素は腎酵素とちがうよう

です。意味はまだ判りません。

ーゼも ωーアミノ酸に広い基質特異性を示した。 そこで 9. 白鼠脳の芳香族アミノ酸トランスアミナーゼの細

いくつかの回一アミノ酸一日ケトグルタール酸トランスア 胞内分布

ミナーゼは単一のものではないかと考え以下の結果を得 仙波恒雄(子大・医・脳機能研)

た。 MORTONCrvEN (Radioisotope Service， 

1) rーアミノ酪酸トランスアミナーゼ活性は脳，肝 u.S. Veterans Administration Hos-
腎につよく腸，心筋，横絞筋でよわい。 2) 脳，肝，腎 pital， Long Beach， Calif. and Dept. 

のアセトン末を材料として4段階の精製を行ったが，い of Biochemistry， U.S.C.， Los An-

づれの材料を用いても比活性の上昇の割合はあまり変ら geles， Calif.) 

ず，また r-アミノ硲酸，sーアラニンおよび 1ーかアミノ rat脳を用いて aromaticamino acid transaminase 

イソ酪酸についての活性はほぼ平行し分離されなかっ (phenylalanine-， tyrosine-， DOPA-， 5-HTP-， tryptoー

た。 3) 部分精製酵素は数種の印アミノ酸に活性を示 phan-transaminase)の subcel1ulardistributionを研究

し，またヒドロキシルアミン，モノヨード酢酸，ジエチ し，次の結果をえた。 (1)total activityでは， tyrosine 

ルチオカルパメイトで阻害され，これらの性質は各臓器 transaminaseが最も活性が高い。 (2)各 transaminaseの

で類似していた。 4) いづれの組織から得た標本も精製 60~80% は， crude mitochondrial分画に存在する。

とともに不安定となり，蛋白量，基質量による活性変化 (3) tyrosine-transaminaseと DOPA-transaminaseは，

は酵素蛋白の性状の変化，未知の因子の介在を想定させ 各分画にて，非常に類似の分布を示した。 (4)pheny-

るものであった。 これらの結果から ω~アミノ酸のアミ lalanine-transaminase活性は， 可溶性分画に高い。 (5)

ノ基転移はおそらく一種類の酵素で触媒されると考えら tryptophan-transaminaseと 5-HTP-transaminaseは，

れる。 完全に， M2分画 (synapticvesicles)で分離できた。か

質問:村越 善衛(日大・薬学) つ，この分画において， 5-HTP-transaminase 活性が最

homo-carnosineの如き dipeptid巴の effectをみる際 も高い。 (6)subcellular distributionよりみれば，rat脳

mercapto-ethanolを添加したか。 若し加えていないと には，いわゆる 3つの異った aromaticamino acid 

すると al10sterice長ctを考える前に重金属の阻害を考 transaminase (transaminase 1) よりも多くの tran阻ー

慮された方がよいのではないか。 minaseをふくむことが想定できる。 (7)DOPA-transa-

答え: メルカプトエタノール添加ははぶいています。 minas杷は， dopamine， 5-HTにより阻害される。しか
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し，これら両アミンは， 5-HTP-transaminaseを阻害し

ない。また，両酵素は，NSD1024で強力に阻害される。

(8) catecholamine， indole amineの代謝経路における

transaminationの役割について考察を行った。

質問:柿本泰男(阪大・医・高次研)

1) DHPPA→ DOPAの経路がカテコラミン合成の

1経路として提案されたが DOPA transaminaseは

DOPA→DHPA→ホモプトロカテキン酸
¥ホモパニリン酸

の disposalpathwayとして意義がある。その逆反応を

仮定しでも DHPPAの precursorが DOPA で， あ

れば生合成経過として無意味であろう o p-HOPPA→ 

DHPPAの経路を予想しているのか? 永津さんの御意

見も伺いたい。

2) 活性測定値に対する blankの相対値は?

答え 1) DHPDAの precursorとして DOPAを

考えているだけではなく ρ-HPPAからの経路も考えて

いる。但し仇 VtVOではなんともいえない。

2) 各酵素により blankの債は異る。最も高い blank

を示すのは， DOP A-transaminaseであり，相対値は約

60%である。次に 5HTP-transaminaseは 20%，そ

の他は極めて低L、。

追加:永津俊治(愛知学院大・歯・生化)

tyrosin.巳→PHPPA 参DHPPA→DOPA→dopamin巴

→NEの catecholamine生合成経路の可能性を示され

ましたが invivoでの主要な catecholamine生合成

経路は tyrosinehydroxylaseによる。

tyrosine→DOPA→dopamine→NEの系路と考えて

おります。 tyrosinehydroxylaseを阻害しますと tn

7.nvoで catecholamineは減少します。

答え: お説の pathwayを否定するものではありませ

んが，他の pathwayとして GEYらの示した PHPPA

→DHPPA→DOPA→DAの結果と私が測定した DOPA

transaminase 活性値の高さから，少くとも invitroで

は，上記の経路を想定しでもよいと考えた。

質問:谷口 和寛(阪大・高次研)

1) 動物脳内に芳香族アミノ酸からのピルビン酸は存

在しますか。もし濃度が極めて低ければ，アミンにより

近いアミノ酸が存在する以上アミン生合成での意味が小

さくなりますが。

2) 御報告のトランスアミナーゼは私の以前の実験で

は，ふつうの状態では一方的に進行し酸形成にむかい，

もとのアミノ酸の生合成に重要とは考えられなかった。

答え 1) 芳香族アミノ酸からのピルビン酸たとえ

ば DHPPや 5-hydroxyindolepyruvic acidは極めて不

安定で測定し難いので濃度はどれ位かわかっていないが

in vitroにおいて transaminase活性が可成高いことは

云いうる。

2) paper chromatographyで DHPPや 5-hydroxy

indole pyruvic acidは測定しえなかった。

質問:永井和男(阪大・医)

1) ROBERTIS以外の細分画法は行ったことがあるか。

また ROBERTIS法に於ける osmoticshockでの条件は?

2) またこの分画操作中に Ca++10μMを入れた影

響，理由についてはどうか。

答え・ 1) DE ROBERTIS 以外の細分画法は，試みてい

ない。 osmoticshockの条件はO.32 M sucroseをwater

を含む CaC12 にて 0.032Mにして re.homogenetion 

し， 5分後， Fig. 1に示した条件で遠沈，分離した。

2) 分画操作中 O.32 M sucrose + 10μM CaC12 を用
いた， 最終的にえられた pelletを 0.02Mphosphate 

bu妊er浮遊させて，酵素活性測定にもちいたので CaC12

の濃度は極めて，低濃度であり活性値測定には問題にな

らないと思います。

質問:野口 鉄也(慶大・医・生理)

1) Phe廿ansammaseのアミノ基受容体として何故

pyruvateを用いたか? 脳では Phe-akg. transaminase 

の方が Phe-pyruvate-transaminaseより倍以上高いもの

である。

2) アミノ基受容体として pyruvateを使ったために

他の transammase と分布が異るようになるのではない

かT

答え 1) LIN， PITT， CIVEN， KNOXの方法に従った。

肝と脳における ammoacceptorのちがいは FONNUM

らの成績ではおっしゃる通りです。私の予備実験では，

pyruvateの方が活性が高かったので用いたが再検討を

要すると思う。

2. そのために分布の%がし、ちじるしく異るとは考

えにくいと思いますが。

10. 演題取り消し

11. 冬眠動物脳に於けるリボ核酸代謝

佐武 明・松川恵子

宮沢 登(新潟大・脳研)

冬眠動物に標識アミノ酸を投与すると，これは脳組織

中のアミノ酸プールに活発に取り込まれるにも拘らず脳

蛋白質への取り込みは著しく低下している。この蛋白質

合成低下の機作を知る為に冬眠動物脳に於ける RNA代

謝の実験を行った。実験動物として煽幅を用いこれを冬

眠群と人工覚醒群に分け，前者は全実験経過中，即ち断頭

する迄冬眠状態に保ち後者は冬眠中のものを約 20
0

Cの

室温に於て覚醒せしめ以後断頭までこの温度で覚醒状態

に保った。 [6-C14]-オロチン酸投与は頭蓋腔内に行い冬
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眠群では睡眠中に覚醒群では覚醒後1時間で行った。 可能性はないか。

RNAの抽出は SDSーブェノールで室温高温両温にて抽 答え 1) 実験しておりません。

出し， 4~20% 庶糖密度勾配遠心法で分画し E260mμ 2) 可能性は否定出来ません。

と放射活性について分析し次の結果を得た。 質問:塚田 裕三(慶大・医・生理)

1) 人工覚醒脳に於ては C14ーオロチン酸投与後既に 1) 人工覚醒させる条件をお教え下さい。

30分に於て RNAはかなりの標識を示し遠心図形に於 2) 肝でおやりになったことがあるか? 核酸代謝の

て 28Sより S値の高い所に標識の山を示した。これは 変化は単に温度低下(低体温)ということで全身的に起

所謂 rapidlylabel品 RNAの合成に相当する。 5時間 っている可能性はないかT

後に於ては 28S，18S並びに 4SRNAの紫外吸収に 答え 1) 室温を上昇せしめ (ca2目。C)precursor 

一致した放射活性を示し遅くとも 5時間までに三種の の注入は覚醒後1時間で行った。

RNAが生合成されることを示した。 2) 肝は見ておらぬ。脳に見られた変化が低温のみで

2) 冬眠脳では 30分後の RNA標識は著しく低く おきたかも知れぬという可能性は現在の結果からは否定

遠心図形上も peakを示さない。 5時間後に覚醒 30分 出来ぬ。従って全身的に見られるやも知れない。

のものに似た標識図形を示し， 24時間後に於てもこの図 質問:島津 孝(阪大・医・解剖)

形を保っていた。 実験上の問題ですが 14ιオロチン酸の RNA中への
3) オロチン酸からの遊離の uridinenucleotide pool 取り込みを見た実験で，覚醒時には1匹当り 9.5μcを

の標識は冬眠脳 30分に於て既に高い値を示した。 注射している。 これに対し，冬眠させた時には 5仰を

以上の結果から冬眠状態に於ては，頭蓋内腔に投与し 注射して両者を比較しているがその理由を知りたい。

たオロチン酸の脳内への取り込みや uridinenucleotide 答え: 特に理由はない invivoで前駆物質を注入

poolへの取り込みは抑制されておらず所謂 rapidlyla- 実験する場合高分子の分成(能)をその局所に到達し反

beled RNAの代謝回転が抑制されていると考えられる。 応にあづかっている前駆物質の濃度を考慮に入れて相対

質問: 山上 栄(大阪市大・医・神経科) 比放射能として表現している。従って私共 9.5μcの注

1) RNAを調整する時に， RNase inhibitorとして 入例でも相対比放射能値は reasonablな値と思います。

polyvinylsulfat巴を用いておられるが，これは bentonite

とくらべて inhibitorとしての作用はどうか?

2) 冬眠時における uridinepool sizeは覚醒時と等

しいと考えていいか，また blood-brain -barrierへ CIC

uridineの penetrationは両状態で等しいと考えていい

か。

3) 冬眠5時間， 24時間にみとめられる高分子の

RNA (uridineを取り込んだ specificactivityの高)は

rapidly labelled RNAと呼んでいいかどうか，またこの

RNAは m-RNAと考えていいか。

答え 1) 両 inhibitorを正確に比較してみたこと

はありません。

2) 冬眠から覚醒まで時間単位の経過ですので，所謂

uridine poolの大きさが変化はしておらぬと考えますが

否定は出来ませんし，また oroticacidに対する barrier

の変化する可能性もありましょう。かかることを考えて

相対比放射能を計出した訳です。

3) 所謂 rapidlylabeled RNAと考えます。 m-RNA

と preribosomalRNAの両者を含むと考えます。

質問:川合 仁(京大・医・精神)

1) chlorpromazineを注射した場合 冬眠時と同じ

現象が見られないか。

2) この現象が，冬眠による体温低下に基づいている
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12. 脳における NAD重合反応と NADase反応

について

出口武夫・中沢欽哉

上回国寛・西塚泰美

早石 修(京大・医・医化)

肝細胞核で発見された NAD重合反応 (ADP-ribose

重合反応)は，肝臓以外の臓器にも分布し，特に脳細胞

核では肝臓についで強い活性を示すので，脳組織におけ

る本酵素の分析を行った。 本酵素は NADからニコチ

ン酸アミドを遊離するので，所謂 NADase様式の反応

と考えて良い。 NADaseが特に脳に強く，脳神経系に

おいて果す役割について種々の議論があったが，われわ

れは脳における NADase重合反応を検討すると共に，

NADas巴との性格の異同，両者の関連性について検討

しているので報告する。

本酵素は細胞核にのみ局在し他の細胞画分には全く認

められず，従来から知られている NADas廷がミクロゾ

ーム画分に集中するのと対称的である。また細胞核内分

布を検討したが，本酵素はクロマチンに強固に結合して

いるようである。 本酵素が DNaseにより 100%活性

を失う事実は，本酵素の核酸代謝に対する関与を推定さ

せる。これに対し，従来からの NADase活性は DNase
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によって影響されない。雨酵素に対する種々の阻害剤の

影響を調べたが，ニコチン酸アミドの阻害効果は重合反

応、に対して特に強いようであるが，本質的差異ではない

と思われる。両酵素の基質特異性を調べることはこの両

酵素の相関関係を知る手掛りになると考え，日下検討中

である。 また従来から NADと核酸代謝の関連性が想

像されているが，脳神経系におけるこれらの点を猶追究

中である。

質問:石川 晋次(東大・医・脳研)

DNAase digestionによる阻害について

1) DNaseの reactionproductは阻害しないか。

2) DNA要求は他の polyanionでおきかえられない

か。

3) DNAと enzymeから酵素活性を再構成できな

L 、カ・。

答え 1) DN aseの reactionproductはこの重合

反応を阻害しないようである。

2) NAD-pohymeraseが DNAと単に構造的な意味

で関係しているのか，あるいは機能的に密接な関連性が

あるかは現段階では不明である。

3) P. MANDELは DNAとpolymeraseのreconstitu-

tionに成功しているようである。

質問:島津 孝(阪大・解剖)

1) poly ADP-riboseは的 vivoから分離すること

が出来るか。もし可能ならば核1ケ当りの含有量はどれ

イ立か。

2) NAD-polymeraseの生理学的意義を知り度い。こ

れと関連して，癌とか，再生肝あるいは胎児肝，脳など

で，この酵素活性が高くなるとか，低くなるような事は

見られないか。

答え 1) in vivoでこの polymerを検出してはい

ないが， MANDELは phoshodiesteraseで分解した産物で

ある pseudo-ADP-riboseを lnV1VOの肝臓で見つけた

との事である。

2) 癌組織，切除肝などについて 2~3 試をしてみた

が，現在までの所結論的なことは得られていない。

質問:黒川 正則(東大・ 1菌研〕

1) DNAあたりまたは核あたりでこのポリメラーゼ

活性を表現すると，肝と脳でどうなるか。

2) ヒストン，ポリアミンがポリメラーゼ活性に影響

するか。

3) Poly ADP-リボースの酵素的分解の産物は7

4) 発育的の細胞核において活性の変化があるか。

答え 1) DNA当りの活性は脳については測定し

ているが，他の臓器については測定していない。

2) histon巴 polyaminの影響については現在の所不

明である。

3) 分解産物として種々の産物があるので，分解は一

階段で止まることはないと思われる。

4) 発育過程での変化は，合成と分解の速度が関係す

るので，その解析には猶慎重でなければならないと考え

し、る。

13. 脳 Mitochondriaの呼吸調節及び燐酸転換系に

およぼす Mgイオンの影響

菅野 司・長井晋次

(和医大・生理)

岩本省司 (和医大・神経)

先に脳 mitochondria(Mt)呼吸調節におよぼす Mg

イオンの影響から adenylatekinase(Adk) および末

同定の燐酸転換系が呼吸調節の二次的機構として存在す

ることを提示した。然し当時の Mtは共駈性が劣ってい

たので，小沢氏法により共誕性の優れた Mt(succinate， 

4 glutamate， 14・町一l王etoglutarate.7以上の呼吸調節能

を示す)を得，改めてこの機構を再検討し次のような成

績を得た。

(1) EDTAを含む反応、系 (2価陽イオンをchelateし

た系)では ADPにより定型的な呼吸調節を行うが，こ

れに Mgイオンを追加するときは各種の燐酸転換系が

活性化し呼吸調節の複雑性を示す。

(2) この Mgイオンによる活J性化は ATPase，he-

xokinaseには関係しなかった。

(3) Mgイオンを補充した系で adeninenucleotide 

(AN)， creatine (Cr)， creatine-phosphate (Cr-P)の変

化を呼吸調節に関連する代謝条件で分析した。

(4) 無酸素条件または燐酸化抑制条件では酸化的燐

酸化反応を除外し得るので，燐酸転換を単純化すること

が出来た。その結果脳 Mtでは Adk，cr回 1inekinase 

(CrK)が呼吸調節の主要な二次的機構であることが分

析された。

(5) Mgイオン濃度O.lmmから 8mM付近までは

Mgイオンは呼吸速度 (State3) を促進したがより高

濃度では逆に抑制された。この促進および抑制はMgイ

オン濃度の CrKにおよぼす活性化および抑制と平行し

ている。

質問:石川 晋次(東大・医・脳研)

1) 脳ミトコンドリアと肝ミトコンドリアでMg++の

含有量に差があるか。

2) Mg++存在下の呼吸促進をミトコンドリア内の

ADP濃度だけで説明できるか。

答え 1) われわれは脳，肝 Mt(ミトコンドリア)の

Mg++量は定量していない。
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2) Mt内の ADPjATP比で呼吸速度が調節されて 差は incubationtimeの差によるのではないだろうか。

いるといわれているが， その比の調節に Mg++が関与

することを報告したわけである。 直接には terminal

phosphorylation stepの reactantの動的平衡状態によ

り調節されるものと考えるが，その各 reactantに対し，

2次的に燐酸転移系が調節をおよぼしていることを実験

条件を変化させて観察したものである。

質問:小沢和恵(京大・医・外科)

AdK， CrKなどの燐酸化系の関与に対する考え方は，

興味深く思う。以下の私達の実験成績をどの様に考える

べきか御意見をお聞きしたい。

1) Mg++の NAD-linkedsubstrateに対する特異

的に促進する現象は， DNPが添加後でもみられること。

2) Mg++と K+とが，指抗的阻害関係にあること。

3) agingによって，酸化的燐酸化の低下とともに，

Mg++のstate3呼吸促進効果が，低下する事。 (Mg++-

activat吋 ATPaseは一変)

答え 1) われわれは勿論 AdK，crKのみに Mg++

が作用するとは考えて居なし、。ただ， Mg++の存在によ

り燐酸転移酵素系が活性化し，呼吸調節に関与すると考

える。 S.W. STANBUY et al.が報告しているごとく，

DNPの作用は基質，濃度により差がみられ， DNPの

作用は uncoupler単独でなく他の酵素系にも作用する

と報告されている。彼等は succinateと glutamate，町一

kgの基質の際， DNPは異った作用があると報告して

おり，また，われわれの succinate基質の際でも Mg++

の存在下で ADP濃度を増加することにより，呼吸速度

の増加がみられることから Mg++ の作用に electron

transfer系中の部位特異性があることは，今の所考えて

いない。しかし， DNPと基質， Mg++の作用は更に検

討すべきと思う。 また glutamate.世 kg等を基質とし

た場合 DNPsensitiveな電子伝達水準燐酸化のみなら

ず，基質水準燐酸化系をも考慮すべきであり，更に，非

共車IB化 Mtの succmate呼吸の抑制機構にも考慮をは

らわねばならぬと考える。

2) Mg++と K+の関係については，実験成績の持ち

合せがおりませんのでお答えしかねる。

3) agingによる Mg十+の呼吸促進効果の低下につ

いてはわれわれの anoxicの成績では，燐酸化部位の障

害を受けても electron.transfer系の障害は，みられない

成績を得ている。このことから agingによる energy

転移系の damageにより， より terminalに Mg++作

用点を考えても説明し得ると思う。 われわれは，脳 Mt

では Mg++-activatedATP aseは，肝 Mtの ATP

ase と同様の成績を得ている。 即ち agingにより

Mg++-activated-ATP as巴は活性化する。貴方の成績の

14. 脳ミトコンドリアよりの K+遊出について

荒木 裕・瀬田喜一郎

小川和恵、・半田 肇

(京大・医・脳外)

Mtはイオンの能動輸送に関与し，酸化的燐酸化を営

む事により，種々の電解質に対する濃度勾配を維持して

いる。 Mtが K十を結合する能力はその構造の正常性に

密接に関係して居り，酸化的燐化を阻害したり，腫脹を

起させたりする事により， K+の消失が悲起される。脳

Mtは他臓器 Mtに比し ischemiaにより損傷され易く，

従って Mtの電解質保持能力に対する ischemiaの影響

を追究する事は有意義であろうと思う。そこで私達はこ

の方面より種々追究を行い， 脳 Mtでは他臓器に比し

ischemiaおよび Mtの洗機操作により K+， Na+ の濃

度勾配が著明に影響され， また K+の動行が Mt膜よ

りの脂肪酸の遊離に直接関与しているという事実を得た

ので報告する。

15. ピルビン酸キナーゼ活性による脳解糖系の調節

高垣玄吉郎(慶大・医・生理)

脳組織における glucose代謝の調節機構については，

すでに多くの研究がある。 LOWRYらは ischemiaによっ

て動物の脳の解糖を増強した場合の intermediateの濃

度の変化からホスホフルクトキナーゼ (PFK)の段階が

律速的であり調節段階であることを論じ， ROLLESTONら

は脳切片の K 効果の分析から ischemiaの場合と同様

に， PFKが調節段階であると理解した。著者は昨年度

本会における発表で，主に解糖系の種々の intermediates

を基質として K 効果をみた成績から，ピルギン酸キナ

ーゼ(PK)の段階もまた調節段階であることを示唆し

た。

本年度の発表は，昨年の示唆をさらに確かなものとし，

それは脳の PKの酵素の特質によるのと， またこの活

性は組織構造に関連した要因によって強く抑制されてい

て律速段階となっており， K-効果や Ca-除法の場合に

は，この段階の活性が増強されるために好気的解糖の

total flowが増加するのであることを明らかにしたもの

である。

即ち， K-効果のときには， FDPおよび trioseP が

著しく高まり PFKの増強したことを示しているが，

triose Pよりさきの intermediatesはむしろ controlよ

り低く， PFK以下に律速段階のあることを示している。

ATPなどを加え， あるいは基質としてグルコースとと

もに 3-PGAあるいは PEPを力日え，あるいは 3-PGA
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あるいは PEPのみを基質として ADP，NADHの存在

のもとに代謝せしめるなど，種々の条件で脳切片の好気

的解糖を検すると， PKの段階が調節段階であるとして

理解しうる成績がえられた。

また， 3-PGAを基質として切片と homogenateを比

較すると，切片の解糖が PKの段階で抑制されている

ことが示された。

質問:成瀬 浩(国立精研)

1) 表 1で pyruvat巴levelは下っている。 もし

pyruvate kinaseがつよし、 activateをうけるなら pyru.

vate levelは上る筈でないか?

2) citrateも PFKに feedbackをかけているわけ

であるが， Ke狂ectの時の citratelevelは測定したか?

答え: 図1の成績は，切片の mediumにglucoseだ

けを加えたときのもので，DPNや DPNHは加えてあり

ません。ピルビン酸の濃度は K-効果のとき明らかに下

るようです。 Kー効果のときに，ピルビン酸キナーゼだけ

が高まるのではないと思います。さらに上の段階も高め

られるのですから，それとピルビン酸キナーゼの高まる

度合のちがいでこのようなことも起りうると思います。

ガングリオシッド添加時の呼吸は1O-5M クワパインで

抑制を受けるが嫌気条件下の解糖は殆んど影響を受けな

かっ7こ。

質問:中島照夫(阪大・高次研)

ガングリオシッドの濃度が高詰重度ですが生理的と考え

られる低濃度でも作用がみられるか。

答え:諸研究者の報告では哨乳動物脳の灰白質に於

けるガングリオジッド含量は湿重量比で 0.5~0.7% と

いわれている。私共が主として使用した濃度は1.33%

で約 2 倍に過ぎない。 0.5~0.6% 位の濃度でも同様の

傾向がみられる。

質問:永井和男(阪大・医・薬理)

ouabainの阻害は呼吸の昂進に対してのみ阻害をし

たのか，また膜 ATPaseとの関連性はどうなるか。

答え: クワパインを1O-5Mで用いた場合に，呼吸

のしかもガングリオシッド添加例についてのみ抑制効果

がみられた(約 20%抑制)。 従って解糖昂進の直接原

因を膜の ATPas巴賦活と ATPレベルの変動に帰する

ことは聖住しいと思ょう。

質問:石川 晋次(東大・医・脳研)

濃い homogenateは反応時間内に安定な系であると

16. ラット脳ホ宅ジネートの解糖に対するガングリ 見なしてよろしいか。

オシッドの昂進効果

黒沢 淳・小川保直

(塩野義研)

Krebs-Ringer phosphat巴(又はその Ca++欠除液)で

調整したラット脳ホモジネートに終濃度 1~3% のガン

グリオシッドを加えると，グルコースを含む反応液では

30~40% の呼吸昂進が認められた。 この現象は脳組織

に特異的で，肝，腎，牌，肺，筋，各組織についてはこ

のようなことはみられなかった。又，脳ホモジネートを

用いた場合でも反応液からグルコースを除いたときは効

果が減少するし，グルコースの代りに G-6-P，ピルビン

酸，又はコハク酸を加えた反応液では呼吸昂進が起らな

かった。ゴハク酸を含む系ではむしろ抑制がみられた。

Ca++欠除リンガーで調整した脳ホモジネートにつき，

コハク酸を基質として酸化的燐酸化反応を測定してみる

と，PjO比は1.7を与え，ガングリオシッドの添加時

に著変がみられなかった。嫌気条件でク苧ルコースを基質

とした場合の乳酸生成はガングリオシッドの添加により

増加した。使用した反応系ではクeルコースを除くとガン

グリオシッド添加の有無に拘りなく乳酸の生成が起らな

かった。同様の解糖昂進現象は粗ミトコンドリア分画を

用いた実験でも観察された。上記，呼吸並びに解糖昂進

現象は Na+濃度の高い反応液中で顕著に認められ，Na+

と K+の濃度を逆にすると低下もしくは消失した。 尚，

答え:使用したホモジネートは反応夜中で終濃度5

%に稀釈されますから，特に濃い材料ではないと考え

る。また，呼吸，乳酸生成に関する限りでは反応時間に

応じて比例関係が成立するので大体安定した系とみて良

いと思う。

質問:永田 豊(慶大・医・生理)

1) 表5ではガングリオシドを添加した場合に O2-

uptakeがかえって下ってしまうのは何故か? 表4の

02-uptakeの低と比べて違いすぎる様である。

2) 解糖を測定する場合に lactate生成のみならず，

glucose 消費も測定された方が良いのではないか。

答え 1) 表5はコハク酸を用いた場合の酸素消費

量ですので表4の結果と直接比較することは出来ない。

只，ガングリオシッドが使用した濃度で PjO比に殆ん

ど影響をおよぼさないことを示した結果と御了解頂きた

し、。

2) 御指摘の通りです。

質問:柿本泰男(阪大・高次研)

1) gangliosideを用いたのは脳で gangliosideが多

いためか，あるいは gangliosideに影響される系が特異

的にあると考えたからか。

2) gangliosid巴は呼吸を stimulateする物質として

specificなものか，他の lipidなどの効果は?もっと crude

な extractを用いて効果をみその物質を purifyしてそ
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れが gangliosideであるというのでしたらさらに興味ぷ

カミし、。

3) homogenate以下の preparationについてしらべ

られる必要があると思うが。

答え 1) 電気刺激効果や K七効果が神経組織に特

異的であるという知見から，呼吸や解糖の調節機構が脳

では他の組織と異なる処があるものと考え，その特殊な

調節機構に関与しそうな物質としては神経組織に特異的

に多量存在するガングリオシッドをとりあげた訳であ

る。

2) 御指摘のように他の組織成分についても検討致し

たいと思う。セレブロシッドやスルプァタイドは比較し

てみたが作用はみられなかった。

3) 表6に粗ミトコンドリア分画の例を掲げたが，細

胞分画を用いた実験は現在検討中である。

17. 脳切片における電気刺激並びにカリウム効果の

比較研究

中沢省三(新潟大・脳研)

脳切片の電気刺激およびカリウム効果による本質的な

相異点を比較研究するために次のような実験を行った。

即ち，反応、溶液における各種無機イオンの濃度および組

成を変えることにより，または種々の神経系薬剤jを添加

することによって，この二つの系の刺激呼吸とアミノ酸

の transportにどのような影響がおよぶかを比較検討し

次の結論に達した。

1) KCI100mM以上の添加によりアミノ酸切片へ

の transportは強く抑制されるが電気刺激では全く抑制

をみない。

2) NH4CI 5-10 mMの添加により電気刺激の呼吸

は著しい抑制を示すが，カリクム効果には影響が見られ

ない。この電気刺激呼吸の抑制は glutamine合成の in-

hibitorである methylsulfoxideおよび glutamineの添

加によって reverseされる。

3) 1O-5M濃度の ouabainは，カリウム効果による

呼吸には影響を示さず，電気刺激によって高められた組

織呼吸を特異的に抑制する。

4) Achは 100mMKClの添加によって惹き起され

るアミノ酸 transportの抑制をする reverseする eserine

はかかる作用はないが， Achの reverseactionを助け

る。

以上の実験結果を検討し，電気刺激並びにカリウム効

果の相異点についての考察をすすめた。

質問:垣内史郎(中宮病院)

K十効果と電気刺激の効果を比較する場合特に両者の

聞に質的な差異を結論しようという場合は K+刺激と電

気刺激のそれぞれについて刺激の intensityを種々に変

えて行い，その結果を比較する方が安全ではないだろう

か? 即ち質的なちがいと思われたものが，刺激の量的

な差異によるという危険を防ぐために。

答え: 電気刺激もカリウム効果も公に非常にbiologi-

calなものであり組織呼吸または lactateの形成上昇と

いう電気刺激条件等とはかなり違った生物学的数値であ

る。しかし勿論われわれは刺激製置の条件を種々変えて

組織片で maximumの値を得ている。 カリウム効果も

濃度を条件を充分吟味の上組織片で maximumの値を

得て実験を行っている。共に同じ程度の値を得ているの

もこれが組織片で maximumの条件であるからだと思

う。

質問:塚臼裕三(慶大・医・生理)

1) sliceの酸素吸収が正常リンゲル液中で高いこと。

NHど， glutamate添加で酸素吸収が高まらないこと。

など多くの点で従来の成績と大いに差のあるのをどう考

えるか。

2) リンゲル液は phosphate-bufferを用いておられ，

CaC12濃度を変える実験には不適当と思われる。用いて

おられるリンゲル液の Ca++が常に低いのではないかと

思われるが如何。

答え: 用いておる mediumは Krebs-Ringe phos-

phat巴 mediumで phosphatebuffer 10 mM  pH 7.4の

状態であり mediumに特に変化はありません。 sliceの

切り方の差で controlが他の多くの研究より高く出るも

のと考えている。即ち s1iceは 0.3mm程度の厚さで全

cortexの表層のみをとっている。 QUASTEL の研究所で

はO2消費は 100mμjgwet wt. tissuejhr以上がnormal

controlで決して mediumの差によるものではありませ

ん。アンモニアおよびグルタミン酸の添加で controlの

呼吸の上昇が少ないのはあるいは動物の違いかも知れな

い。これは他の研究者も上昇が起らない事を発表してい

るので特に実験条件が異なっているとは考えられない。
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昭和 42年度文部省特定研究

「代謝障害による脳疾患の生化学的研究」班研究報告

分担研究課題 分担者

1. 脳の特異蛋白質に関する研究…....・H ・H ・H ・-…・………・ー慶応義塾大学医学部教授塚 田裕一

2. 日捕手L動物脳におけるセロトニン生合成機構に関する研究……京都大学医学部教授早 石 修

3. 覚醒剤中毒動物脳のアミン代謝の研究……...・H ・-……・-…東京大学医学部助教授高 橋 良

4. 脳の解糖系について…...・H ・.....・H ・-…………・……...・H ・....大阪大学医学部教授佐野 勇・他

5. 脂質症の生化学的研究...・H ・...・H ・..…-….........・H ・....・H ・-…・・群馬大学医学部教授横 井 晋

6. 脂質症の糖脂質の研究……………………………………H ・H ・..東京大学医学部教授山川民夫

7. 代謝異常による神経疾患の病理学的研究・・H ・H ・・………東京大学医学部脳研教授 白 木博次

8. 分離細胞での物質代謝・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・新潟大学脳研教授 佐 式 明

9. 神経細胞核の代謝とその異常………….....・H ・-……-東京大学医学部脳研助教授黒川正則

10. 白鼠交感神経節による神経細胞と神経膝細胞の

代謝特性に関する研究・・H ・H ・.....・H ・-……....・H ・.......慶応義塾大学医学部助教授永 田 豊

分担課題1. 脳の特異蛋白質に関する研究 ジェナイズした後，冷却下に 20kc，150 wの超音波処理

分担者:塚田裕三 を5分間行ない， 105，000g， 60分の遠沈で得られる上

(慶応義塾大学医学部教授) 清を分け，沈澄は更に 10容の水を加えて同様の処理を

研究報告:我々は臓器蛋白を nativeな状態で効率よ くりかえし， 3回の抽出で組織全タンパク質の 80-90%

く抽出する方法を検討したので報告する。すなわちシロ を超遠沈上清画分に回収し得た(図 1)。 これには組織

ネズミの脳・肝・腎を低温下に 10容の脱イオン水でホモ をホモジェナイズする時に水を用いることが必須条件で

Original Tissue 

Homogenized in 10 vol of H20 

repeated 3 times 
「soMOscillation(Mc，mmtt，5min) 
Centrifugation (105，000 g， 60 min) 

h…nt 斗due
H20 Extract of Protein 

l→ Sonic Oscillation (20KC， 150 watt， 5 min) in 10 vol of 0.5 M KCl 
repeated 3 times 

1- Centrifugation (10，000 g， 30 min) 

Supernatant 
0.5 M KCl Extract of Protein 

Supernatant 
Triton Extrat of Protein 

Residue 

Sonic Oscillation (20 KC， 150 watt， 5 min) in 10 vol of 
O.lM KCl型自 0.3%出止哩O

Centrifugation (10，000 g， 60 min) 

MLSMIle 

図 1
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0.32Mーショ糖， 0.15M-NaCl，緩衝液等を用いた時に

は超音波処理を行なっても抽出される蛋白質量は 50%

以下であった。水抽出で得られた超遠沈上清画分にはタ

ンパク質と同時に RNA，DNA，リン脂質も 90%以上

回収される。この様な操作を細胞画分に行なった各画分

に適用しでも同様の結果が得られる。そして脳ミクロソ

ーム画分の水抽出超遠沈上清画分で NaK-ATPase 活

性はよく維持される。免疫化学的にこの画分の抗原性に

変化がない。さらに水抽出画分をアクリルアミドゲルの

ディスク泳動法及び DEAEセルロース・カラムで分け

ることも可能でタンパク質の回収率は 70-80%であり

本操作により臓器タンパク質のかなりの部分が可溶化さ

れるものと考えられるが，必ずしも均一な蛋白の粒子成

分が可溶化されているものとは考えられず超音波処理に

より細胞構造を構成している複合蛋白質が種々な大きさ

の粒子に細分化されていることも考慮せねばならない。

一方シロネズミ脳ミクロソーム画分を EDTA50mM 

で処理した沈澄で家兎を免疫し，得た抗血清及びそのr

グロプリンは脳とのみ抗原抗体反応を示し(図 2)， 又

他の家兎，犬，ニワトリ，牛の脳とは反応を示めさず

RB: Rat Brain 

RL: Rat Liver 

RK: Rat Kidney 

RS: Rat Serum 
rG: anti-R-B-MsEDT A-Ppt rG 

図 2
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RB: Rat Brain 

RS: Rat Serum 

RbB; Rabbit Brain 

DB : Dog Brain 

CB: Chick Brain 

OB: Ox Brain 

rG: anti-R-B-MsEDTA-Ppt rG 

図 3

(図 3)，我々はここに臓器特異性，種属特異性をもっ抗

原成分をシロネズミ脳ミクロソーム EDTA沈澄に認め

た。又この抗脳ミクロソーム EDTA沈澄 rーグロプリン

は脳ミクロソームに存在する NaK-ATPase活性を特異

的に抑制し Mg-ATPaseは活性上昇を示した。今後更

に上記タンパク質抽出法を用いてこの抗原成分の分析を

行なおうとしている。

発表文献塚田裕三，他:臓器蛋白質，特に脳蛋白の

抽出分離に関する研究，神経化学 6，3 

(1967) 

分担課題 2. 晴乳動物脳におけるセロトニン生合成

機構に関する研究

分担者:早石 修

(京都大学医学部教授)

研究目的 セロトニン (5HT)は中枢神経系の機能に

何らかの重要な役割を果す事が従来より推定されてい

る。併しながらその生合成機構が不明であるために研究

手段が制限され，5HTの作用の詳細は尚不明である。本

研究の目的は 5HTの生合成機構を明らかにし，5HTの

生理及び病理研究の基礎を築くことである。本年度はそ

の第一段階として従来測定が困難であったトリプトファ

ン(Try)水酸化酵素の新しいassay方法の開発を試みた。

実験方法 モルモットの脳幹部より得た酵素襟品を用

いて， L-Try-1，2，3-14C より生成する 14C02 の量によ

りTry水酸化酵素活性を測定する方法を検討した。方

法確立後はこの方法を用いて酵素を部分精製しその性質

を調べた。尚 L-Try-l，2， 3-14C は大腸菌の変異株より

得た Try合成酵素を用いてインドールと Lーセリンー

14C(μ)から酵素的に合成した。

実験結果本年度は (1)L-Try-1，2，3-14Cの合成及び

精製方法の検討 (2)L-Try-1，2，3-14C を基質とする

Try水酸化酵素の assay方法の確立， (3)脳の Try水

酸化酵素の基本的な性質の検討を行なった。その結果，

或る適切な条件を選べば精製した L-Try-1，2，3_14Cか

ら酵素的に発生する 14C02の量はその際生成した 5HT

の量に等しい事が明らかとなり，更に吟味を加えて確実

且つ鋭敏でしかも敏速に行ない得る Try水酸化酵素の

新しい assay方法を確立し得た。脳の Try水酸化酵素

は脳幹部に最も活性が強く，主として可溶部分と神経未

端頼粒分画に存在する。動物種による活性の差は少し

寒冷刺激等による変動も現在迄の所認められていない。

上清，頼粒の両酵素共助酵素として還元型プテリジンと

SH剤又は NADPHを必要とする。又上清より部分精

製した酵素はブェニルアラニン，チロシンの水酸化を通

常の条件では触媒しない。 Tryに特異的な酵素である事
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が推定される。

発表神経化学 6suppl. 5 (1967) 

が注目されている理由は，3'，5'-AMPが一種の“chemi.

cal signal"として細胞の機能調節に働いているものと

考えられるからである。なかでも， glycogen phosphory. 

分担課題 3. 覚醒剤中毒動物脳のアミン代謝 lase， glycogen synthetase， phosphofructrokinas巴等に

分担者:高橋 良 対する 3'，5'-AMPの作用からみて， 3'，5'-AMPが解

(東京大学医学部助教授) 糖系の制御機構に関与しているものと推定され，この方

台らの従来の研究によって分裂病類似の行動異常を示 面での研究が今後の重要な課題となるものである。

す覚醒剤中毒動物脳にアミン代謝異常が見出されたが殊 一方，組織中の 3'，5'-AMP濃度はその組織に特異的

にモノアミン酸化酵素活性の局所分布の変化は注目すべ なホルモンによってコントロールされることが知られて

きものであった。それはモノアミン酸化酵素は比較的安 おり，肝臓におけるカテコラミン及びグルカゴン，副腎

定な酵素であるため覚醒剤中毒研究の最終日標である精 皮質に対する ACTH等の作用がしらべられた。これら

神分裂病者脳の生化学研究に対して一つの検討目標を与 のホルモンは細胞内の adenylcyclaseを“活性化"す

えてくれるからである。そこで我々は精神分裂病者脳と ることにより組織中の 3'，5'-AMP濃度を高めることが

対照人脳の各部位 MAOの活性を測定し比較検討した。 実験的に確かめられた。

人脳のMAO活性の測定の際にはいくつかの困難さと検 脳の adenylcyclase活性及び phosphodiesterase活

討すべき予備条件がある。まずMAO活性と死後脳が摘 性は，ほ乳動物組織中でもっとも高い値を示し 3'，5'-

出凍結されるまでの時間との関係が明らかにされる必要 AMP系の脳での重要な役割を示唆するものでありなが

があり，ついで摘出脳を凍結保存した場合MAO活性が ら，従来知見に乏しかった。

どの位の期間低下せず安定しているかがしらべなければ 著者らは脳組織の 3'，5'-AMP濃度がどのような因子

ならない。以上の点をラット全脳について研究した結果 によってコントロールされているのかを実験的に検討し

死後 6~7 時間まで室温で脳組織 MAO 活性は変化しな て，すでに幾つかの興味ある事実を見出した判。すなわ

いことがたしかめられた。また凍結保存した場合 MAO ち表1に示したごとく，脳組織の 3'，5'-APM濃度に対

活性は6ヶ月後まで不変であることが認められた。従つ するホルモン性調節には，ノルエビネプリン感受性及び

て人の場合も死後6時間以内に摘出して凍結した脳組織 ヒスタミン感受性の少くとも 2つの独立した機構の存在

を用いれば自然の条件下のMAO活性を測定することが することが明らかにされた。

出来ると思われる。この条件下の人の正常脳及び分裂病 しかしまた， 一度小脳組織中に増加した 3'，5'-AMP

脳の部位別MAO活性を測定した結果次のような結果が 濃度が数分後に再び減少すること(脱感作現象)，及び断

えられた。 頭後に大脳皮質中の 3'，5'-AMPレベルが急激に上昇し

正(常1) 人脳 分裂病(3者)脳(2) 

尾状核 79.8 76.4 68.4 
被 殻 82.9 72.1 46.6 
淡倉球 66.5 66.7 121. 7 
視 床 82.0 81. 8 70.0 

視床下部 112.3 171.5 82.3 
扇桃核 79.8 110.2 80.9 
単位 μM 5 HT jmg proteinjhr 

以上の結果は若干の興味ある知見を示すようであるが

症例数をふやして今後考察を加える予定である。

分担課題 4. 脳の解糖系について←ーー解糖系代謝制

御と脳の 3'，5'-AMP系について

分担者:佐野 勇・他

(大阪大学医学部高次研教授)

目的 3'，5'-AMPは adenylcyclaseの作用によって

ATPから生成し，更にこの物質に特異的な phospho-

diesteraseによって 5'-AMPに水解される。近年この系
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て 90秒後には“insitu" レベル(略 1XlO-6モル per

kg 脳)の 10倍以上に達して数分間持続すること等が見

出された。

これらの事実を更に詳しく追究することが，脳におけ

る 3'，5'-AMP系の生理的動態を解明することにつなが

るものであり，更にまた脳の解糖系代謝制御といった面

表1. 脳組織の 3'，5'-AMP濃度に及ぼす
神経ホノレモンの影響

JYVAMP-M=10)  

I ~ノレエピ | 無添加 ネフリ 、 ヒスタミン

1. 0 ! 14~20 6~1O 

1.0 ~2 22~28 

尾状核 1.0 ~2 ~7 

視床下部| 1.0 ~2 ~28 

白 質 部| 1.0 ~3 ~4 

判 Kakiuchi， S.， & Rall， T.W.， (印刷中)
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での研究の一環をなすものである。現在その第一歩とし

て，酵素レベルにおける研究，すなわち， adenyl cyclase 

及びphosphodiesters吃の酵素学的性格を明らかにするべ

く実験的検討を加えているが，その結果を基礎として，

将来さらに， 3'，5'-AMPの Tumoverといった面から

も 3'，5'-AMP系の生理的動態を解析したいとも考えて

し、る。

方法及び結果

S 1. 3'，5'-AMP定量法 (adenylcyclase活性の測

定)について

ずンプル (incubationmixture)を Dowex1 X8(Cl') 

のカラムにて除塩し，薄層クロマトグラフにて展開して

得た 3'，5'-AMPのスポットをテ、ンシトメーター(クロ

モスキャン;フィルタ-2650A)上にて直接定量する

方法を開発した。感度は略 2XlO-9モルである。

大脳組織の adenylcyclase 活性は他の組織に比べて

最大の値を示すものであるが，尚且つ1グラムの組織当

り 30分間 (300C)に 1μmole前後の 3'，5'-AMPを

形成するに過ぎない。従って，上述の方法にラジオアイ

ソトープを併用して更に測定の感度を高めるべく，日下

その方法を実験的に検討中である。

!i 2. 脳 phosphodiesterase(3'， 5'-AMP分解酵素)

について

[2-1] 酵素活性の測定には Butcher，Sutherland1) 

の方法を modifyした。 incubationmixtureは 1ml中

に 40μmoleTris (pH 7.4); 2μmol巴 MgSO.; 2μ 

mole 3'，5'-AMPを含む。 300Cにて 30分間反応後，

加熱 (950C，3') にて反応、を停止したのちに 0.15ml

同

)ωmω{
。・M

A' 

1.0 

Eい B
 。

。:05 
ωロ

20 40 60 
Incubation time (Min.) 

図 1 phosphodiesterase活性

A; crude enzyme， 0.76 mg protein 
B ; !I，  0.38 mg protein 

(0. 15mg)の crotalusatrox venomを加えて300C10分

間反応される。反応停止(PCA)後に PiをChenら2)の

方法により定量するものである。第1図は大脳の crud巴

homogenat巴を用いた場合の timecourseである。縦軸は

Pi形成量(5'-AMP形成量)であるが，別に同ーのサンプ

ル(60分値のみ)についてその3'，5'-AMP減少量を S1 

で述べた方法にて測定した値を棒グラフ A'，B'で示

した。 A，B の 60分値とそれぞれ良く一致している。

以下 300Cにて 30分間に1.0μmoleの3'，5'-AMP

を分解する酵素量を 1単位と定めた。

蛋白定量は Lowryらめの方法によった。

酵素材料として雄， 5~8 週令の Sprague Dowley系

ラットを断頭して得た脳(小脳を除く)を用いた。なお

preparationの操作はすべて 4
0

Cにて行なった。

[2-2] 新鮮脳を 7倍容の 0.32M庶糖と共に homo-

geniz巴(ガラステアロンホモジナイザー)した後遠心沈

澱分画を行なった結果を表2に示す。 Particulatefrac-

tion (P)及び solublefraction (S) の両分画に phos-

phodiesterase活性がみられる。 Pに見られる活性の割

合 (PjP十SXlOO) は約 50%であり，この値には動物

の断頭後における時間経過 (1'50ヘ8'，30')の違いによ
っても，また麻酔後の断頭 (2')によっても大きな変動

はみられなかった。

一方， Triton処理によってこの比 (PjP十SXlOO)は

上昇して略 70%にいたった。これは Triton処理にて

P の活性が2倍以上に増加したためである。

Pの活性を可溶化する試みは，低惨透士処理，凍結ゅ

う解，アセトン処理によっては達せらず，殊に後2者の

場合には全活性の低下が見られた。

[2-3]以上により脳 phosphodiesteraseには‘'free"

及び“particlebound"の2つの存在様式のあること，

及び latentの酵素活性の存在することが示され， その

酵素的性格の差異，及びその生理的意義を目下検討中で

表 2. 脳 phosphodiesteraseの分画

一三一一一_1N 1 P S 1 total 
Total unit Ic脳2.6g) 
Trit叫 100Ji!1理前( 引内 160i 362 
Triton X-100処理後判 48 I 420 I 160 628 

Specific activity 

Triton X-100処理前 l
I ~内 2.3

Triton X-100処理後*) 2.3 I 2.3 

*) 終末 0.2%，40C， 30分間処理酵素

N; 4000rpm(103Xg) 12'， ppt. 
P; 日立 55P， 40000 rpm(105xg) 60'， ppt. 
S; 日立 55P，40∞Orpm(105Xg) 60'， sup. 
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ある。
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分担課題 5. Gargoylism脳の糖脂質分祈

分担者:横井 晋

がなく， CDHの増加がいちじるしい。

分担課題 6. ガルゴイリズム脳の糖脂質

分担者:山川民夫

(東京大学医学部教授)

研究目標従来，ガルゴイリズム患者脳で Tay.Sachs

病脳ほど著しくはないが，ガングリオシドの異常蓄積が

報告されている。最近では，幾種類ものガングリオシド

が見出されて来て，薄層クロマトによる分析で，ガルゴ

イリズム脳のガングリオシド組成パターンが正常脳のそ

れとかなり異なることが示されているが，まだ詳細な化

学分析による報告は見あたらない。

今度，ガルゴイリズムと診断され，死亡した4才男子

の脳の糖脂質について詳細な分析を試みることを目的と

した。

研究方法病脳組織よりクロロホルムメタノール (2: 

(群馬大学医学部教授 1，VjV)で全脂質を拍出後，アセトン， エーテル処理

Gargoylismは特有な臨床症状を呈する遺伝性代謝疾 後，そのエーテル不溶分画を珪酸カラムクロマトにかけ

患であり，諸臓器に蓄積物質が認められる。その性状に て，各積の糖脂質の溶出パターンを得ると共に，各糖脂

ついては既に多くの報告がみられるが，その病因につい 質分画については再クロマトや薄層クロマトによって分

ては，未だ充分に明らかにされていない。 離精製した。各糖脂質は化学分析，薄層クロマト，赤外

私は， 2~3 の大学病理学教室から恵与されたGargoy. スベクトル，メチル化糖のガスクロマト法などによって

lism 4例について，その大脳皮質の糖脂質分析を行ない 同定確認された。また，それらの脂肪酸組成やスフィン

知見を得たので報告する。 ゴシン塩基組成もガスクロマトによって分析された。

症例はいずれも臨床症状と病理診断によって確かめら 研究経過及び考察ガルゴイリズム脳の正常脳と比し

れたもので，全て formalin固定脳である。 て著しく異なることとして，セラミド・ラクトシドが多

大脳皮質を充分に注意して切り出し aceton homo司 量に見出されること，更に，正常脳で普通に見られるガ

genateをつくり，残澄を熱 chloroform.methanolによ ングリオシド G][，GJ[が非常に少なくて，むしろ，へ

り連続抽出する。拍出物を乾燥後， etherにて処理して， マトシド，ガングリオシド Go.GIが多量を占めるこ

etherに不溶部分を取り，これを粗糖脂質とする。粗糖 とが見出された。これら多量を占めるセラミドラクトシ

脂質を珪酸 columnchromatographyにて， chloroform- ド，へマトシド， ガングリオシド Go.GIはいずれも

methanolの割合を段階的に変えながら eluteして各糖 C18・。のステアリン酸が 80%以上を占め，スプィンゴシ

脂質を分離した。それぞれの糖脂質は薄層クロマトグラ ン塩基では C18スブインゴシンがほとんどで，僅かにジ

ブィー (TLC)を用いて同定を行なった。 ヒドロスブインゴシンがあり， C20ースブィンゴシンは見

以上の如くにして得られた結果は次の通りである。 られなかった。ガルゴイリズム脳に見出されるセレブロ

1. 4例のいずれにも gangliosidesの増加がみとめ シドとナルプァタイドは正常脳のそれらと同様に C24:0，

られた。しかも死亡時年令の若いもの程その増加が著し C24:lを主成分とする長鎖脂肪酸が約 70%を占めた。

い傾向を示している。 これらのスプィンゴνン塩基組成も C18スプインゴシン

2. gangliosides分画中に対照例にはみられない糖脂 がほとんどで， ジヒドロスプインゴシンは僅かであっ

質が TLCによって確かめられた。 これは Tay-Sachs た。

gangliosideより Rf値が大きく， Bial反応は陽性であ このように，ガルゴイリズム脳で糖脂質の組成が正常

った。この糖脂質については，現在検討中である。 脳や Tay.Sachs病脳のそれらとかなり相異するのは，

3. 対照例にくらべて 4例の症例ともに sulfatide やはりガルゴイリズム脳特有の糖脂質代謝異常が考えら

が増加しているようにみえるが， TLCによって検索す れるのかもしれない。

ると， その中にはかなりの量の ceramidedi.hexoside 発表 T.Taketomi & T. Yamakawa: Glycolipids 

(CDH)が認められており， sulfatideには，あまり変化 of the Brain in Gargoylism. Japan. J. Exp. Med. 37: 
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研究課題 7. 脳疾患の織組化学

分担者:白木博次

(東京大学医学部脳研教授)

ガルゴイリズムの3剖検例と 2生検例を，神経病理学，

組織化学，電顕学的に検討した成果は，下記に要約され

る。

1. 組織化学的には，神経細胞胞体中の蓄積物質は，

黒内障性白痴のそれとほぼ同様， 糖， タンパク， アミ

ノ酸反応陽性の複合脂質といえるが，酸性ムコ多糖類

(Alcian青)が強陽性である点が，後者とちがう点のよ

うにみえるが，絶対的な差とも思えない。ただ組織化学

には方法論の限界があるので，それ以上，その詳細な化

学構造を論ずるのは危険であり，不可能でもある。

2. 生検材料の電顕像では，神経細胞の胞体のみなら

ず，その軸索突起中にも，多量の Zebra小体が蓄積し，

一方，黒内障性白痴にみられる Onionskin小体も少数

みいだされる。 Zebra小体の少数のものは，また星状グ

リアの突起や血管壁にも沈着する。この小体と光顕レベ

ルでの複合脂質との関係は，今後の問題である。

3. routine染色による所見としては， 神経細胞の病

変に関しては，黒内障性白痴と全く区別できない。大標

本によって検索できた1例について，その大脳白質をみ

ると，前頭葉の全体，またとくに眼富田，さらに側頭葉の

第 1，2，3回がそれぞれ脱髄し，グリオーゼをきたして

いるが，また，視床の前，背内側両核にも目立つ。これ

は個体発生学的にみて，新しい脳領域を示唆し，そこが

生後，崩壊したものとみられる。したがってガルゴイリ

ズムの脳を生化学的に分析するとしても，まず，皮質と

白質とを厳密に分離すべきであり，また同じ白質にして

も個体発生学的に新旧の区別をたて，またそこの崩壊

過程の有無をたしかめておかぬと，データのパラツキが

大きしそのよみも無意味となる可能性がある。また本

例には，大脳や脳幹にかなりの Malformationがあり，

加えて toxoplasmosisの混合感染がみられた。したがっ

て本症のみならず，脳疾患の生化学的分析全般について

いえるのは，神経病理学との緊密なタイアップと同時に

病変の局在を重視しなければならぬ以上，微量分析の方

向を目指さざるをえないであろう。

分担課題 8. 分離細胞での物質代謝

分担者:佐武 明

(新潟大学脳研教授)

研究協力者:長谷川精一，阿部幸子，田中隆一

研究目的代謝実験に供することが出来る神経細胞を

多量分離すること。更に脳障害時の脳の化学的変化に対

し基礎的資料を供給すること。

研究方法と結果材料として種々の動物脳を用いたが

主として豚脳幹部を用いた。屠殺後約 10分で取り出し

た豚脳を低温下搬入し，脳幹部の上丘から第N脳室下端
迄を切断細切し 20%Ficoll， 10mM CaC12， 100 mM  

KCl， 50mM NaCl， 10mM Tris-緩衝液 pH7.6に浮

遊しナイロン筋，関口 740μ，440μ， 340μ を順次i戸過

し， i戸液を 4，000r.p.m. 30分遠心後沈査を再び 20%

Ficollに懸濁後 190μ 開口ナイロン筋を伊過し 35%

Ficoll一定量に重層，遠心 4，000r.p.m.15分を繰返し

更に 74μ，31μ 関口ナイロン簡を炉して 2つの細胞画

分を得た。 74μ 関口簡を通り 31μ 関口筒上に残るもの

は形態，被染色性，電顕像から判定して大型神経細胞体

であり， 31μ関口筋を通り抜けるものは小型の神経細胞

体と考えられるものの他に多数の丸型の細胞を認めた。

この細胞診断については目下行いつつある。 Rootsと

Johnstonは神経細胞の膜構造は分離という操作によっ

て失われてしまうとし Roseの細胞に於ても膜の保存は

良くない。私共は分離に用いたすべての溶液に牛血清ア

ルブミンを 1%に加え，更に分離細胞を一旦豚血清に

懸濁後 OS04固定を行ない， 又アルコール脱水と pro-

pylene oxide処理時聞を短縮したところ，大部分の膜が

保存された状態の電顕像を得ることが出来た。アルブミ

ン存在の有無によるものか目下検討中である。分離した

神経細胞から SDS-プェノール法でリボ核酸を分離し低

濃度ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行なったところ

使用溶質中アルブミンの有無に不拘，動物組織に特有な

泳動像を得，かっ 4Sリボ核酸の像を等しく認めたこと

から分離操作中分子量2万程度のものはアルブミンの有

無に不拘遊出しないことを認めた。

分担課題 9. 神経系細胞核の代謝とその異常

分担者:黒川正則

(東京大学医学部脳研助教授)

研究協力者:加藤尚彦，稲村博

研究目的 中枢神経組織からノイロン核・グリア核を

分別的に分離し，これらの代謝的特性と病的脳における

変化を追求する。

研究方法細胞分画法を用いて，大脳皮質からノイロノ

ン核: グリア核(%比)をそれぞれ次の割合に含む 3

種の核標品を分離した1)。

P4rr(51:49)， Ps(4:96)， PL(80:20) 

また肝臓より P4rr と同じ方法で肝細胞核標品 LN

を分離した。これらの核標品について invitroで 14Cー

アミノ酸の一般タンパクへの転入を調べた。アミノ酸と

しては 14C-Lys，14C-Arg， 14C-Leu， (L型， universally 
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labelled)を用いた。標準反応液の組成は終濃度，25mM

燐酸緩衝液 pH7.0， 20mMグルコース，5mMMgCI2， 

20 mM  KCl， 20 mM  NaCl。 イオンの影響を除く場合

は，イミダゾールまたはトリス・塩酸緩衝液を用いた。

一回の反応、に用いた核数は 5~50X106 個である。反応、

は 38
0

C，好気的に行なった。

結果 ① 0~120 分の範囲で LN， P4II ともに前記

の各アミノ酸をおおむね直線的にとり込む。この際特に

Leuの転入が低いことが目立った。

② 至適 pHは 7.0である。よりアルカリ側では脳

細胞核は反応中に凝集するため一定した測定値が得られ

ない。アミノ酸転入の Na+イオンおよび浸透圧への依

存性はほとんど認められず，また核構造を超音波で破壊

しでも影響は少なL、。しかし核標品を -200Cで保存す

ると 2日以後には約 30%の活性低下がみられる。

③ 14C-Lysの転入は，反応液中に 1000倍濃度の

cold Lysを添加すると停止する。 さらに 60分間振塗

を続けても転入したノミノレスは変化しない。また一度転入

したノりレスは 4種のプロテアーゼ(トリプシン，ペプ

シン，aーキモトリプシン，プロチーム)によって透析性

非透析性および水不溶性の 3積の成分に分解される。こ

れらの成分の割合は LNと P4II ではそれぞれ異なっ

ている。また 14C-Lysの転入はビューロマイシンによ

り 40~60% 阻害される。

これらの結果はアミノ酸の転入がタンパク合成による

ものであり，また肝臓と脳においては合成される核タン

パクの種類が異なることを示唆している。

④ DNase， RNaseは約 20%の阻害を示した。 ま

た種々の代謝阻害物質のうちでは CN-とそノヨード酷

酸の活性阻害が著しい。

⑤ 同一核数当りの 14C-Lysの転入は P4II>LN>

Psの)1買である。 すなわちノイロン核のタンパク合成能

はグリア核に比べて著しく高く，肝細胞核はこの中間に

位する。 このことは我々がすでに報告した。 ATP:

NMNアグニリルトランスブエラーゼの活性差めに加

えて，ノイロン核とグリア核の重要な生物学的特性のち

がいを示唆している。

文献

2) M. KUROKAWA， T. KATO and H. INAMuRA: 
(1966) Proc. ]apan Acad. 42， 1217-1222. 

分担課題 10. 白鼠頚部交感神経節による神経細胞と

神経謬細胞の代謝特性に関する研究

分担者:永田 豊

(慶応義塾大学医学部助教授)

白鼠上頚部交感神経節の節後神経を切断手術後約一逓

閉経過すると，神経節内の大部分の神経細胞は脱落消失

して，非ニューロン性の細胞の著しい増殖が起る。形態

学的並びに生化学的検索より，この増殖した細胞は結合

織性の肉芽組織というよりは神経性起源をもっνュワン

細胞であることが強く示唆されている。この手術側神経

節と神経細胞を有する正常神経節との代謝を比較するこ

とによってνュワン細胞と神経細胞の生化学的特徴を明

らかに出来ると考えられた。先づアミノ酸の代謝系の検

討を行なったが，節後神経切断手術によって組織内遊離

アミノ酸含量は正常のものとほとんど変らず，文OLUー

ブドク糖から遊離アミノ酸へのラベリングも両者共同ー

のパタンを示し，主にグルタミン酸とアスパラギン酸へ

取込まれるという神経組織の特徴が保たれている。又グ

ルタミン酸の能動輸送系も最初の短時間は手術側・非手

術側共に同程度に取込みがみられるが，手術側神経節で

は時間と共に取込みの増加率は減少して，アミノ酸の神

経節/mediumJ七がほぼ1.7で飽和に達し以後増加しな

い。これに反し神経紅胞を含む正常組織では持続的取込

み増加が見られたことがら，アミノ酸は先づνュワン細

胞に取込まれた後隣接した神経細胞へ受渡され，そこに

蓄積すると考えられる。また，手術側神経節ではアミノ

酸取込みの立体特異性が全く失われてしまったことから

この性質は神経細胞の持つ特性と考えられた。更に細胞

膜の構成成分である燐脂質の代謝を p32の取込みから検

討した。電気刺激やアセチルコリンによりブォスフォイ

ノシトール分画への取込みが増加することを見たが，節

後神経切断によりこのイノシトール効果は消失した。

発表Y.NAGATA & Y. TSUKADA: Effect of 

degeneration of sympathetic ganglion cells on amino 

acid metabolism in cervical ganglion from the rat. 

1) T. KATO and M. KUROKAWA: (1967) ]. Cell Exp. Brain Res.， 5， 203~211 (1968). 
Biol. 32， 649~662. 
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No. 26 April， 1968 

MEETINGS: 

An International Symposium on Postnatal Development of Phenotype was held 

September 18-22， 1967 at the Castle of Liblice， Czechoslovakia under the auspices of the 

Czechoslovakian Academy of Science. The report of the meeting prepared by Dr. J. P. 
Scott is given in SCIENCE， Volume 159， page 658. Many papers relating to the develop-

ing brain were presented at this meeting. 

An International Symposium on Aggressive Behaviour stressing biochemistry， pharma-

cology， psychology and sociology will be held in Milan， Italy May 2-4， 1968. Further 

information can be obtained from: Dr. A. G. Karczmar， Chairman and Director， Institute 

for Mind， Drugs and Behavior， Department of Pharmacology， Loyola University， Stritch 

School of Medicine， Hines， Illinois; Dr. P. H. Klopfer， Associate Professor of Zoology 

and Director， Institute of Animal Behavior， Duke University， Durham， North Carolina; 

Dr. E. B. Sigg， Hoffman-La Roche Pharmaceutical Company， Nutley， New ]ersey and 

Dr. B_ L. Welch， Memorial Research Center， University of Tennessee， Knoxvi11e， 

Tennessee. 

The C.I.O.M.S. under the joint auspices of W.H.O. and UNESCO has again pub-

lished a calendar of the meetings to take place in 1968 as well as preliminary notic巴Sof 

meetings planned for 1969， etc. These calendars can be obtained by writing to C.I.O.M.Sり

6 rue Franklin， 75-Paris 16e， France. 

NEW BOOKS: 

“The Mind: Biological Approaches to its Functions" W. C. Corning and M. W. 

Balaban， ]ohn Wiley & Sons， Inc.， New York， 1968. 

NEW ADDRESS: 

Dr. Gilbert 、へ，.Meier 

Box 86 

George Peabody College 

Nashville， Tennessee 37203 

CURRENT CONTENTS， 

10: December 19， 1967 

(1) Ekl叫凪J.Postnatal changes in cutaneous 
reflexes and in the discharge of cutaneous and 

articular sense organs. Acta Physiol. Scand.， 71: 

130， 1967. (2) ]acobsen， Jリ Brodersen，R. and 

Trolle， D. Patterns of bilirubin C conjugation in 

the newborn. Scand. J. Clin. Lab. Invest.， 20:249， 
1967. (3) Mac Keith， R. The role of a develop-

mental pediatrics centre. Med. Biol. Illustration， 

17:230， 1967. (4) Roux， J. Fリ Grigorian，A. and 
Takeda， Y. In vitro “1ipid" metabolism in the 

developing human foetus. Nature， 216:819， 1967. 
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(5) Try， K. Indications of only a partial defect 

in the a-oxidation mechanism in Refsum's disease. 

Scand. J. Clin. Lab. Invest.， 20:255， 1967. (6) 

Younoszai， M. K.， Anderson， D. W 吋 Filer，L. J.， 

Jr. and Fomon， S. J. Urinary excretion of endo-

genous hydroxyproline by normal male infants. 

Pediat. Res.， 1 :266， 1967. 
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10: December 26， 1967 

(1) Fenart， MM. R. and Destombes， P. Hydro-

cephalie exp己rimentalechez quelques Mammi-

fとres，avec orientation “vestibulaire" de la tete. 

Compt. Rend. Acad. Sci. Ser. D.， 265:924， 1967. 

(2) Guerra， R. M.， Melgar， E. and Villavicencio， 

M_ Alternativ巴 pathwaysof glucose metabolism 

in fetal rat brain. Biochim. Biophys. Acta， 148: 

356， 1967. (3) Milman， L. S. and Yurowitzki， Yu. 

G. The control of glycolysis in early embryogene-

sis. Biochm. Biophys. Acta， 148:362， 1967_ (4) 

Perry， T. L.， Hansen， S.， Tischler， B.， Bunting， R. 

and Berry， K. Carnosinemia: A new metabolic 

disorder associated with neurologic disease and 

mental defect. New Eng. J. Medリ 277:1219，1967. 

GENERAL REFERENCES: 

(1) Anderson， J. A.， Bruhl， H.， Michaels， A. J. 

and Doeden， D. Tryptophan oxidation in phenyl-

ketonuria. Pediat. Res.， 1:372， 1967. (2) Colom-
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tion. Metabolism， 16:910， 1967. (3) Czillik， Bリ

Joo， F.， Kasa， P.， Tomity， I. and Kalman， Gy. 

Development of acetylcholinesterase-active struc-

tures in the rat archicerebellar cortex. Acta Biol. 

Hung・， 15:11， 1964. (4) De Nelsky， G. Y. and 

Denenberg， V. H. Infantile stimulation and adult 

exploratory behaviour in the rat: effects of hand-

ling upon visual variation-seeking. Anim. Behav.， 

15・568，1967. (5) Duckett， S. and Pearse， A. G. E. 

The cells of Cajal-Retzius in the developi時 hu-

man brain. J. Anat.， 102:183， 1968. (6) Fenart， 

R. Changements morphologiques de l'encephale， 
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Journal fur Hirnforschung， Bd.8， 5/6:493， 1966. 
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position of rat brain myelin and subcellular 

fractions during development. Biochem. J.， 106: 

29， 1968. (16) Herman， R. H. and Zakim， D. 

The galactose metabolic pathway. Am. J. Clin. 

Nutr.， 21:127， 1968. (17) Culley， W. J. and 

Mertz， E. T. E妊ectof restricted food intake on 

growth and composition of pre-weanling rat 

brain. Proc. Soc. Exp. Biol. Med.， 118:233， 1965. 

(18) McKhann， G. M. and Ho， W. The in vivo 

and in vitro synthesis of sulphatides during de-

velopment. J. Neurochem.， 14:717， 1967. (19) 

Andersson， H. and Roos， B.-E. Experimental 

studies on monoamine metabolites in hydroce-

phalus. Acta Neurol. Scand.， 43:72， 1967. (20) 

Bernhard， C. G.， Kolmodin， G. M. and Meyerson， 

B. A. On the prenatal development of function 

and structure in the somesthetic cortex of the 

sheep. In PROGRESS IN BRAIN RESEARCH， 

Developmental Neurology， C. G. Bernard and J. 

P. Schade， Eds.， 26:60， Elsevier， Amsterdam-

London-New York， 1967. (21) Bacon， G. E.， 

Lowrey， G. H. and Carr， E. A.， Jr. Prenatal 

treatment of cretinism: preliminary studies of 

its value in postnatal development. J. Pediat.， 

71:654， 1967. 
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でんどらいと

脳ミクロソーム分画の ATPaseの精製の試み

1957年 J.C.SKOUが神経組織に Mg++とNa+，K+

の三者の共存で最大活性を示す Na+-K+ATPas巴を発見

し，更に能動輸送の阻害剤である Ouabainがこの酵素

を阻害することから膜を介しての Na+とK+の能動輸

送にこの酵素が関与すると報告して以来，この酵素の性

質が詳細に調らべられている。しかし，この酵素は非可

溶性であることから精製が困難とされていた。

H. McILWAIN1)らは本論文に於て牛脳 cortexmicro-

SOffil巴の Na+-K+ATPaseの精製を目的として，先づそ

の可溶化を尿素と超音波処理法を用い検討した。

先づ尿素の濃度を 2-8Mに上昇させることにより透

過度の変化を追求し， 3Mで透過度は 50%，8Mで

90%上昇し， Na+-K十 ATPase活性は尿素濃度を増加

するにつれ消失することを観察している。しかし尿素の

各濃度に 2.5mMNa+ を同時に添加すると透過度は

Na+ 非添加の場合と変らないにも拘らず Na+-K+

ATPaseの失活を防いでおり， 且つ，此の効果は Na+-

ATPaseにのみみられ， Mg+ー或は K+-ATPaseではみ

られぬことを報告している。その他透過度を上昇させる

disrupting agent，例えば KBH4'dimethyl sulfoxide 

等を用いているが，これらは Na+-K+ATPaseの失活

をひきおこしている。

一方6分間の超音波処理によって標品の透過度は上昇

する。超音波処理後， 150，000gX30min.超遠沈した上

清に 72%以上の ATPase活性が存在し，蛋白当りの

比活性は7倍に増加していることをみている。この比活

性は超音波処理の際 Na+を添加しても変化がなく，

この点が尿素処理と異った点である。更に超音波処理後

の上清を 20%-80%の硫安分画により部分的な精製を

試みており，比活性は 40%分画で最も高く約 25倍あ

り， 著渚らは中尾らの Na1処理と同じ作用で比活性の

増加を来たしたと考えている。

Na+-K十 ATPas巴の中間体を acylphosphateと考え，

超音波処理後の上清， 30%硫安分画屑， Na1処理後，

超音波処理をした各々の標品の acetylphosphatase活性

を各処理前の Ms分画と比較し，全く同様の活性を示し

ていることから処理によって酵素タンパクが変化したも

のでなく，部分的な精製が行ないうると考えている。

塚田2)，平野めらも既に超音波処理でこの酵素の可溶

化を試み更に Disc泳動法を用い精製も試みているが，

著者らが Mg+-ATPaseと Na+-K+ATPaseの関連を

いかに考え，この方法をもとにし， ATPas巴の精製を今

後いかに発展させるか興味がもたれる。

1) J.R. COOPER and H. McILWAIN: The Sodium-

plus-Potassium 1on-Activated Adenosin巴 Tri-

phosphatase of Cerebral Microsomal Fractions: 

Treatment with Disrupting Agents. Biochem. 

J. (1967) 102， 675. 

2) 塚田，野口，植村，野村:臓器蛋白質，特に脳

蛋白質の抽出分離に関する研究: 神経化学 6，3 

(1967). 

3) HlRANO， S.， and YOKOI， Y.: Purification of 

Na， K dependent ATPase in rat brain micro-

somes. Abstract. V. 7 th International Congress 

of Biochmistry (Tokyo) p. 916 (1-16)， Aug. 

(1967) . 

横井幸雄(東邦大・医.II生理)
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発育期白鼠脳に於ける神経終末部 Na-KATPaseと

脳波の出現について

Na-K ATPase は 1957年SKOUが始めて crabnerve 

でその存在を見出して以後，細胞膜を介しての Na+，K+

の能動輸送に関与する酵素であろうと云うことで注目さ

れて来た。その後赤血球膜，脳 microsome分画等あら

ゆる膜成分での検索がなされ，近年に至り脳の神経終末

特に synaptosomallimiting membraneにも Na-KAT.

Paseが高濃度に存在することが報告されている。 一方

脳の発育に伴う Na-KATPa田活性の変動についても，

白鼠脳では生後 10日日から 21日目にかけてその活性

は急速に上昇すること，鶏庇では 19日眠から活性上昇

を示し，。際化時には既に成鶏の 80%の活性をもつこと

が報告されている。又 ABDEL.LA TIFらは白鼠脳の神経

終末分画の Na-KATPaseは出生直前から出生後 10日

目の聞に6倍もの活性上昇のあることを認めている。

この様に Na-KATPase活性の出現は脳の機能発現

と極めて密接に関連しているものと考えられ，本文献で

は白鼠脳の神経終末分画の Na-KATPaseの活性変動

とその電顕像の変化並びに脳波の出現時期とを比較検討

している。

神経終末分画は粗 mitochondria分画から Ficoll密

度勾配超遠沈法を用いて分離している。この分画のNa-

K ATPaseは脳 microsome分画で得られたものと同様

Mg++存在下で Na+，K+両イオンを添加することによっ

て更に活性は上昇し， その上昇は ouabainによって抑

えられる。更に神経終末分画を脱イオン水に再びサスペ

ンドし，遠沈後，上清と沈溢の Na-KATPase活性を

測定してみると，上清部分には全く活性はなく，全ての

活性は沈澄に回収され，神経終末分画の Na-KATPase 

は膜成分に強く結合しているものと考えられ KURO・
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KAWAらの報告を支持するものであった。又単位蛋白量

当りの Na-KATPase比活性と， Mg++ ATPase活性

に対する上昇率は胎生 21日目から出生にかけて急激に

上昇し生後 21日目で成鼠の値に達する。この期間の脳

湿重量当りの神経終末分画の蛋白量は日を追って徐々に

増加しており， この Na-KATPase比活性の増加は神

経終末部の急速な成熟によるものと考えられる。このこ

とは電顕像でも認められ synapticcomponentは胎生

16日目より出生後1日の聞に著明に成熟度を増し，

synaptic vesicleの輪郭が鮮明となり， mitochondriaも

発達して来て Na-KATPa田活性の変化とよく一致す

る。一方脳波は出生直後に発現し，生後1週間以内にほ

ぼ完成する。

以上の様に神経終末部の Na-KATPase活性の急増

とその成熟並びに脳波の発現が出生を境として殆んど同

時に起ることは極めて興味のあるところであるが，方法

の上で二，三の問題があるように思われる。即ち発生段

階を異にする脳を用いて全く同じ条件で細胞内分画を行

ないこれを同じものとして比較すること，及び未熟脳の

電顕標本を作製する場合に固定がむずかしいと云われて

居り，成熟脳の固定条件を直ちに未熟脳に用うることも

又問題点として残されている。

いずれにせよ，脳の発育段階を生化学的に，組織学的

に比較するに当って，これらの基礎的問題をもう一度検

討する必要があるものと考える。

A.A. ABDEL-LATIF， J. BRODY and H. RAMAHI: 

Studies on sodium.potassium adenosine triphosphatase 

of the nerve endings and appearance of electrical acti. 

vity in developing rat brain. J. Neurochem. (1967) 14 

1133-1141. 

野口 鉄也(慶大・医・生理)



FIRST ANNOUNCEMENT 

Second lnternational Meeting of the lnternational 

Society for Neurochemistry (ISN) 

Milan， ITALY September 1-5， 1969 

This meeting is open to members of the Society and all other persons interested in 

neurochemistry. 

Communications on origina1 work on any aspect of neurochemistry may be sub-

mitted for presentation. Those related to the topics 1isted below will be especially 

welcome. 

General Themes of the Meeting 

Preliminary suggestions include: 

1. The biochemistry of peripheral nerve (including axoplasmic flow and transport)・

2. The biochemistry of the nervous system during development and maturation. 

3. The biochemical aspects of neural excitatory proce蹴 s(ion pumps and membrane 

polarization; metabolism， physiological roles and pharmacology of biogenic 

amines， etc.). 

The programme will include specific symposia and general sessions. Presentations 

will have to be limited to no more than 15 minutes each. Those interested in presenting 

communications should submit abstracts of no more than 300 words， perferably in 

English， to one of the under-mentioned Secretaries before March 15， 1969. Abstracts 

must be accompanied by payment of the registration fee as set out below. If necessary 

the Programme Committee， composed of: Dr. A. N. Davison， Dr. J. Folch旬Pi，Dr. R. 
Paoletti， Dr. A. Pope and Dr. R. B. Rodnight， reserves the right to select the communi-

cations to be presented at the meeting. Communications may be presented in English， 

French， German or Russian. 

Registration Fees: Payable to Prof. R. Paoletti， account No. 3277/1 at the Cassa di 

Risparmio delle Provincie Lombarde， Agency No.20， Viale Romagna 20， 20129 Milan， 

Italy. 

ISN Members U.S.事20;Non-members U.S.事25;Af五1iates(students and non-profes-

sionals) Uふ事10.

Secretaries: 
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Dr. R. Paoletti， 

Institute of Pharmacology， 

University of Milan， 

Via Vanvite1li 32， 

20129 Milan， 

ITALY 

(Registration forms may be obtained on request from either secretary) 
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|編集後記|

やはり 2ヶ月おくれ位のペースで7巻2号をお届け

するはこびとなりました。

今号には「提言」欄に阪大・高次研の佐野教授が執

筆されて，大変教訓的なことを述べておられます。物

質主義全能のようにみえるこの忙しい現代において

も，ときには佐野先生のおっしゃるようなことも考え

に浮べて，充分あじわって大いに自己の反省の資にし

たいと小生など考えるところです。

今回は向山大・精神科の二宮氏の原著のほかに昨年

開催された第10回日本神経化学会での発表演題の要約

と質疑応答のうち，そのEとして一般演題1番より17

番までを収録致しました。続いて演題18番より35番ま

での分は次号に掲載される予定です。

また，文部省特定研究「脳疾患」のうち，慶大・塚田

教授が班長をしている「代謝障害による脳疾患の生化

学的研究」一一略称「脳疾患の生化学」研究班ーーによ

る昭和42年度の研究報告が本誌上に掲載されました。

多くの場合論文になる以前の速報的な仕事もこの班会

議で発表されるので，あるいは参考になるかも知れま

せん。

第E回目の国際神経化学会議が明年， 1969年 9月

1日より 9月5日までイタリアのミラノで PAOLETTI

教授の主催で開催されます。昨年の夏プランスのスト

ラスプールで MANDEL教授の主催で行なわれた第1

回の学会は，世界中から一流の神経化学者たちの参加

を得て，おどろくほど盛会だったそうです。このこと

は学会のことなど含めて，東大・脳研の黒川先生が本

誌6巻3/4合併号に「海外だより」として紹介されて

おられます。

明年のミラノでの学会ではとくに神経化学の分野の

なかでもっともおくれているといわれる末梢神経の生

化学がとりあげられています。また既に広範な研究が

行なわれつつある動物の発生，成熟過程にともなう神

経系の生化学的変動の追求といった点も，もう 1つの

学会の重要課題としてとりあげられています。さらに

神経の興奮伝導あるいは伝達に際しての生化学的展望

といった点も第三の命題として含まれています。電気

生理的にはほぼ確立された興奮伝導理論が，いかなる

物質代謝的基礎の上に成立つているか，機能と代謝と

の有機的結合が切に望まれるところです。

事情の許す限り国際学会に出席して，日本の神経化

学のレベル向上のためにも役立つていただける方々の

1人でも多いことを望みます。そしてこの国際神経化

学会の O伍cialJournalとしての Journalof Neuro. 

chemistryにも塚田教授のほかにも Editorsあるいは

Advisory Boad Member を送り込めるようになりた

いものです。

「でんどらいと」欄はいかがでしょうか? 手始めに

事務局の近くの方々ばかりに書いてもらいましたが，

各大学の研究室での抄録会のまとめなど，どしどし事

務局までお送りくださいますようお願い致します。原

稿用紙 (400字詰)3-5枚(簡単な図は入れられま

す) (図含み)程度のものをお送り下さい。 薄謝を呈

します。

最後にまた会員諸氏の積極的なご協力をお願い致し

ます。

(昭和43年4月末永田記)
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「神経化学」投稿規定

1.神経化学領域の研究報告論文(原著)の投稿をうけ

つける。神経系の化学的研究に直接貢献する論文を

うけつけるほか，臨床報告・短信をも合めて広く神

経系の化学に関連の深い論文を歓迎する。

2.投稿論文の著者はすべて「日本神経化学会」の会員

でなければならない。

3.投稿する原著論文は，他誌に掲載されずまた掲載予

定でないものに限る。

4.投稿論文の送り先:

東京都新宿区信濃町35

慶応大学医学部生理学教室内

日本神経化学会事務局宛

5.掲載料および別刷料:掲載料は論文の刷り上り 4頁

(400字詰原稿用紙約15枚に相当)まで無料としそれ

以上は著者負担とする。この無料の頁数には，図・

表・文献のスベースを合むものとする。なお，第1

報，第2報の如く分割して投稿する場合は，編集委

員会の判断にもとづき，第2報以下は超過したもの

とみなし，著者負担とすることがある。

別刷は印部を単位としてその倍数の申しこみをう

けつける o 別刷は全部有料(実費)とする。

6.投稿論文の採否は編集委員会が決定する。受理した

論文の体裁がこの規定に従わない部分は編集委員会

において訂正することがある。

7.投稿論文は簡潔な日本語(原則として，常用漢字・

現代かなづかい)であって， 400字詰原稿用紙に糖

書横書としたものでなければならなL、。

8.論文の構成(緒言，方法，結果，考察，総括，文献

など)は原著論文としての慣例に従うことが望まし

い，総括(結論)は論文の最初に掲載し， 800字以

内のものとする。

9.表題・著者名・所属には英文・ロ{マ字書きをそえ

る。

10.図および表:図および表は本文と別の用紙に書き，

本文中にその掲載位置を明記する。図(および写真)

の説明はさらに別の用紙に記載し図の原稿(あるい

は写真)に付する。図の原稿は墨で浄書することが

望ましいが，縮小率などの関係から編集委員会でト

レ{スし直すことがある。表および図(写真を合む)

の組版代などの実費は著者負担とする。

11.文献:参照文献は本女中には著者名・年号を括孤に

入れて示し，本文の最後に一括して著者の ABC順

に記載する。文献記載の方法は J.Neurochem. の

規定に準拠するo

12.用語および略語:物質名および生化学用語(単位な

ど)の記載のならびに略語の使用は，原則lとして

Biochem. J.の規定に準拠する。薬剤l名，慣用の略

語を用いるときは，その最初に用いられるところに

脚誌として説明を加える。
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