
-

3. 1. NMDA受容体における各種アミノ酸効果測定のための実験方法

(a)卵母細胞の摘出とメッセンジャーRNAのインジェクション

Xenopusは動物材料会社から購入後,プラスチックのタンクに飼育した･Xenopusの生存習性に

よって,餌の与えることや,水の交換,温度の調節などを行った.卵母細胞摘出手術では,Xenopus

に麻酔をかけた後,腹部を切開し卵母細胞の塊を摘出した.摘出した卵母細胞は卵母細胞層(foHicJe

ceIHayer)により包まれている.この卵母細胞層は,種々の内在性受容体を含み,また,伝達物質

の拡散障壁を拡大させるので,この層の除去が必要である.除去の為に酵素処理やピンセットによる

皮むきが行われた.そして卵母細胞層を除いた卵母細胞に受容体をコードするメッセンジャーRNAを

注入した.卵母細胞内にある蛋白合成能力を利用して細胞膜上に目的蛋白質 (NMDA受容体)を発現

させた.2-3日後,受容体が細胞膜上に発現した.そして,発現後,二電極電位固定法を用いて受

容体チャネルを通る電流を測定した.

核 核

図16:メッセンジャーRNA注入による蛋白発現の模式図

微量注入装置を使い,卵母細胞層が除去された卵母細胞にメッセンジャーRNAを注入する.

細胞内に注入されたメッセンジャーRNAをリボソームが読みとる.読みとった遺伝情報を基に

リボソームがNMDA受容体蛋白を産生する.その後,NMDA受容体は膜を貫通するように組み

込まれる.

(b)二電極電位固定法による測定

二電極電位固定法の原理

二電極電位固定法とは二本のガラス管電極を細胞の膜内に刺して,細胞内の電位を固定し,細胞膜

を通るイオン電流を測定する方法である.二本のガラス管電極の内一本が細胞内の電位を測定し,他

方が細胞内電位を固定するための電流を流す.発現した受容体の結合部位に神経伝達物質が結合する

と,受容体のイオンチャネルが開き,そこを電流が流れる.イオンの流れは細胞内のイオン濃度を変

化させる.イオン濃度の変化は電位の変化としてクランプアンプに入力される.クランプアンプは設

定された固定電位と入力された電位の差を補償するための電流を流し,細胞内電位を固定する.この

補償電流を測定する.
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測定方法

卵母細胞を記録用のチェンバーに置き,NMDA受容体の応答電流はMg2+によ｡阻害されるので,

Mg2'を含まないリンガー酎 119･OmMNaCf,2･OmMKC一,118mMCaClz,and8.0mMTris

･∴ ∴

図17二二電極電位固定法の模式図

(pH7･4)]で濯流した(4mL/min).測定を20-22度において行った･プレアンプのプロづ の7-

ス端子として,銀塩化銀電極を寒天橋(Agarbridge)を介してチェンバーの中を流れる溶液に接続し

た･3 M KCJを充填した微小電極を刺した卵母細胞をクランプアンプ(CEZIZOO,NihonKohden

co･了 okyo,Japan)によ｡,-60mV に固定した.アミノ酸の投与を7秒の時間遅れを持つ三方栓

からなる潅流装置を使って行った･電気信号をPCMデータプロセッサ(VR10-B Jnstrutech Co.)を

介してビデオテープレコーダ(Sony了 okyo,Japan)で記録した･記録したデータをチャート記録紙

に印刷し,さらに,コンピュータを使って解析した.

3･2･各種アミノ酸効果の実験結果

各アミノ酪 こよる効果の比較を,10pM Lグルタミン酸と10 トM グリシンとの同時投与の応答

電流の大きさに対して行ったIElとこ1との組み合わせにおける比較では,アラニン,システイン,

セリンが応答電流を示し,D型のアミノ酸に対する応答電流がL型による電流よりも大きい (図18

)･EZと こ1では,アラニン,システイン,セリンが応答電流を示し,システインとセリンのD型

のアミノ酸に対する応答電流がL型による電流よりも大きいが,アラニンではL型がわずかに大きかっ

た (図 19)･E3と こ1では,アラニン,システイン,セリンが比較的大きな応答電流を示し,シ

ステインとセリンのD型のアミノ酸に対する応答電流がL型による電流よりも大きいが,アラニンで

はほぼ同様の大きさであった (図20).

3.2.考察

結果よ｡各種アミノ酸のうちアラニン,システイン,セリンが応答に貢献することがあきらかになっ

た･さらにそれぞれのD型のアミノ酸の応答電流がL型の物よ｡も大きい傾向にあった.Keithらは,
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いくつかのアミノ酸がストリキニーネ非感受性のグリシン結合を抑制することをあらわし,それらの

効果の順位が,グリシン > D-セリン >> しセリン > β-アラニンであることもあきらかにした

(Keith ら 1989).McBain らの電気生理学的測定結果によると,NMDA 受容体のグリシン結合部

位を介する活性の順位は,グリシン >D-セリン >D-アラニン > β-fluololアラニン>L-セリン >

L-アラニンである(McBain ら1989).我々の実験結果は,グリシン,アラニン,セリンがNMDA受

容体の増強的調節要素であることを確認させた.また,システインがグリシンに比較できる程度の電

流増強を行ったという新しい知見を得ることもできた.

それぞれの分子構造式を他の応答しないアミノ酸分子構造と比較するとグリシン同様に比較的単純

であり似ているが,セリンの側鎖の水素部分をメチル基に変えただけのトレオニンではほとんど応答

しないことは興味深い.これらの分子構造情報は,受容体の結合部位構造や結合の仕方の予測に貢献

するだろう.原著論文では,Elとこ1との組み合わせにおける,アラニン,システイン,セリンの

電流増強効果を詳しく解析し,各アミノ酸の分子構造と増強効果の関係をコンピュータによる

計算からあきらかにした.
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付錠1.調製溶液類

PBS (Phosphate-buffered sa=ne)

10×PBS:

80g NaCI

Zg KCl

z9g Na2HPO4･12日20

上記の試薬をMQ(M川i-Q Labo小型超純水製造装置)水で1000mLE=fillup

蒸気圧滅菌

4℃で保存

1×PBS:

10×PBSを滅菌済みのMQ水で10倍に希釈

4℃で保存

10/.EDTA(Etylediaminetetraceticacid)

zgのEDTAをMq水でZOOm忙f川 up

蒸気圧滅菌

4℃で保存

PBS/EDTA

IOXPBS

1%EDTA

Mq水

蒸気圧滅菌

4℃で保存

0.1% Trypsin/PBS/EDTA

IOXPBS

1%EDTA

Mq水

上記の液をZOOmlビーカーにてstlr

47



121℃､ZOminの蒸気圧滅菌

室温にて冷却

100mgのTrypsinを加えstir

クリーンベンチ内で0.ZZLLmのフィルターによる漉過滅菌

0℃で保存

NCS(NewbornCalfSerum:仔牛血清)

血清の非働化(heatinactivate)

プロテアーゼ (蛋白質分解酵素)を失活させる

血清を37℃のウオーターバスで､解凍

56℃のオーブンで30分

2､3本の滅菌済みの瓶に分注

10%炭酸水素ナトリウム液

Mq水100m怪蒸気圧滅菌

10gNaHC03を蒸気圧滅菌済みのMq水で100m忙f= up

クリーンベンチ内で0.ZZFLmのフィルターによる漉過滅菌

5mげ っ分注し､-20℃で保存

3% グルタミン溶液

3gのGlnを蒸気圧滅菌済みの1×PBSで100mLでfHl up

クリーンベンチ内で0.ZZFLmのフィルターによる漉過滅菌

5mげ っ分注し､-20℃で保存

5%NCS一夕ルベッコ変法イーグル培地

4.75gの粉末のDME培地を500mトの水に溶かし､15分間高圧蒸気滅菌をした｡これに､

10%炭酸水素ナトリウム10m1,3%グルタミン10ml,ペニシリン ･ストレプ トマイシン溶

液1mlを加え4℃で保存した｡

500m抄 ら190m忙培地を分注し､NSCIOmLを加え､4℃で保存したo
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付鐘Z:シナプス前終末からの伝達物質放出機構

本文では主に,シナプスの情報を受け取る側 (シナプス後膜)の機構について記述したが,この付

録Zでは情報を送る側 (シナプス前膜)の機構の概要を記述する.軸策を伝わって,活動電位がシナ

プス前終末に到達することにより,伝達物質がシナプス間隙に放出される.伝達物質放出に関わる蛋

白は,SNARE(sofubfeN-ethyトmafeimide-Sensitivefactorattachmentprotein receptor)と

総称される (So‖nerら 1993)･シナプス小胞側にある蛋白を総称して∨-SNARE (vesicle-SNAP

｢eceptor)と呼ぶ･その中には細胞膜側の Syntaxin や SNAPl25 (solub暮e NSF attachment

proteinmw 分子量 33-36K:NSFに会合する蛋白)と結合するSynaptobrevin(VAMP),放出時

の引き金としてのCaZ'センサーと想定されているSynaptotagmin,Rab3Aと結合するラブフェリン

がある･Synaptobrevin が,CaZ+センサーとして想定されている所以は,PKCのCaZ+結合部位とし

て知られているC2ドメインと相同性の高い領域を細胞質側に2個有しているからである.また,この

蛋白は一回膜貫通蛋白である･そして,細胞膜側にある蛋白を総称してt-SNARE (target-SNAP

｢ecepto｢)と呼ぶ･その中には,Synaptobrevin (別称 :VAMP)と結合するSyntaxin, SNAP-25

がある･さらに,t-SNARE と ∨-SNARE 結合を仲介する蛋白として,NSF (N-ethyトmalemide-

sensjtivefusionp｢otein:ATPase(分子量 76K):エネルギー供給係),SNAP-25がある.

その分子機構の全貌はいまだに解明されていないが,下記のような過程からなると考えられている

(石塚と阿部 ZOOO).

(1)シナプス小胞内へ伝達物質を輸送し,濃縮する.

(～)シナプス小胞を放出部位へ搬送する. (トランスロケーション)

キネシンがシナプス小胞を微小管に沿って輸送する.アクチン繊維は,シナプス小胞のactive

zoneへの輸送 (｢eserveからpooJreleasablepooIへの小胞の移動)に関与していると推定される.

シンデリンがF(Fibrous:繊維)-7クチンを切断する.シナブシンがアクチンと小胞を結合する.

(3)シナプス小胞を形質膜に係留する (ドッキング)

NSFとSNAP(やRab3A)が ドッキングを仲介する.小胞側のSynaptobrevin と 細胞膜側の

Syntaxinや SNAP-25が絡み合う.

(4)シナプス小胞と形質膜を融合直前の状態まで反応を進行させる (反融合,プライミング).

ATPからADPの加水分解からエネルギーを得てSNFとSNAP(やRab3A)が離れる.

(5)活動電位による脱分極により,電位依存性Ca2+チャネルが開口し,細胞外から細胞内へCa2+が流

入する.流入したCa2'がSynaptotagmjnと反応する.これが融合の引き金になる. (フュージョン)

(6)シナプス小胞膜とシナプス前終末形質膜の融合により,内容物をシナプス間隙に放出する (エ
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キソサイトーシス)

(7)いったん融合した小胞膜を取り込み,新たな小胞を形成する (エンドサイトーシス)

ダイナミンが仲介する.

(8)エンドサイ トーシスした小胞を分泌可能なシナプス小胞に再生する.

これら(1)～(8)がサイクルとして繰り返されることにより,シナプス前終末は,入力に対して次々

と伝達物質を放出することができる.図 18,19に伝達物質放出の過程の模式図をあらわす.

Ca2+ ●●●●伝達物質

図19:伝達物質放出とそれぞれの過程における調節蛋白質の関与

SNARE仮説を中心とした伝達物質放出過程を模式的に示した.詳細は本文を参照.しかしな

がら,これらはまだ仮説の域を出ていない. (柳原ら 1998より改変)
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図 19の予想過程は SNARE仮説(SoHnerら 1993)を中心に構成したが,その SNARE仮説では

説明できない状況が出始めてきた.例えば,NSFとSNAPの作用点について,SNARE仮説では膜の

融合が起こる直前で作用することが予想されている.しかし,最近の報告によるとむしろ,小胞の結

合前の過程や膜の融合後の過程で機能していることが示唆されている (図 20B,C)(Mayerら

1996,Bockと Scheller 1997,Nicholsら 1997,Hay と SCheller 1997).多<の点で,

SNARE仮説の修正が必要であるが,シナプス小胞とシナプス前膜との結合と融合の過程には,

Syntaxin,SNAP-25,Synaptobrevin/VAMPが中心的に機能していることはほぼ間違いない.

図20:Ca2+依存性の神経伝達物質放出機構

シナプス終末におけるドッキングしたシナプス小胞の拡大図.プライミング中,細胞膜にあ

るSyntaxinと SNAPI25が,シナプス小胞側の Synaptobrevin/VAMPが,細胞膜との融

合のために複合体を形成する.融合のトリガーであるCaZ+センサーは,シナプス小胞側の

synaptotagmirkされている.シナプス終末の電位変化に_よってCa2'チャネルが開きCa2'が流
入する,流入したCaZ+とSynaptotagminとが反応し,融合がおこると考えられている.

(Matthews2000より改変)
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図 21:伝達物質放出過程におけるRab,NSF,SNAPの作用点

(a)sNARE仮説では,SNARE複合体にα-SNAPとNSFが結合する･NSFの弱いATPase
活性によりATPが加水分解され,そのエネルギーによってSNARE複合体が解離し,膜融合が

おこると考えられた･(b)酵母の同型液胞同士の融合実験では･NSFと α-SNAPは SNARE

蛋白質を活性化し,SNARE複合体を形成できる状態にすると考えられている･(C)NSFと α

-sNAPは膜融合後に作用し,SNARE複合体を解離させ,次の膜融合に備えてSNARE蛋白質
を活性化する･(Bockと Sche‖er 1997 から改変)
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