
博 士 （ 薬 学 ） 前 川 睦 子

学 位 論 文 題 名

新規脳機能改善薬T―588の

カテコラミン放出機構に関する研究

学位論文内容の要旨

  高齢化社会の進展に伴い痴呆が深刻な社会問題のーつになっている。近年、アルツ
ハイマー型痴呆はアセチルコリン神経系のみが選択的に障害される疾患ではなく、カ
テコラミン系をも含む多くの神経伝達に障害があることが明らかになってきている。
（R）‐（―)-l-(benzo[b]thiophen-5-yl)-2-[2-(N,N-diethylamino)ethoxy]ethanol hydrochloride

(T-588)はアルツハイマー病および脳血管障害に基づく痴呆の治療を目的として開発
されてきた化合物であり、種々の動物モデルで学習・記憶障害を改善することが報告
されている。
  学習・記憶の成立には長期増強の誘導、シナプスの伝達効率の増加、さらに、神経
ネットワークの可塑性発現などが関連しており、これらの機序のーつに神経伝達物質
放出の増減が挙げられてている。In vivoマイクロダイアリシス実験において、ラット
に3 mg/kgあるいは30 mg/kg T-588を経口投与すると、大脳皮質および海馬におい
てacetylcholineとnoradrenaline (NA)の放出が有意に増加すること、【3H]NAで
prelabelされたラット大脳皮質切片からのNA放出をT-588が誘起することが報告さ
れている。本研究では、T-588のシナブス伝達改善作用についてNA放出促進作用を
中心に検討した。

1． NA transporter系に対するT-588の作用

  神経伝達物質の放出は一般的にくニa2+に強く依存したexocytosisによって起こると
さ れ て い る が 、 NAの よ う な カ テ コ ラ ミ ン で は exocytosis以外 に 細胞 膜 上 の
transporterを 介す る 放 出機 構 が存 在すろこ ともよく 知られて いる。近 年、NA
transporterにはNa+依存性以外にNa+非依存性transporterの存在が報告されている。
今回の実験系においても、低Na+ buffer中で、．ラット大脳皮質切片へのNA取り込み
を 認めた。 低Na+ buffer中での NA取り込みは 、Na+依存性NA取り込みを阻害すろ

ouabainにより抑制されないことを新たに見い出した。また、低Na+ buf fer中で取り
込まれた[3H]NAは20 mM Kaにより細胞外（ニa2+に依存して放出された。このこと
はNa+非依存性NA取り込みシステムも機能的な役割を演じていることを示している。
  NA transporter阻 害薬desipramineとT-588は共にNa+依存性およびNa+非依存性
NA取 り込みの 両方を抑 制し、desipramineがNa+依存性NA取り込みに対して感受性
が 高 か っ た の に 対し 、 T-588は 両 取り 込 みに 対 し 、同 等 の感 受 性 であ っ た 。
DesipraminelyM (NA取 り込みを ほぼ完全 に阻害する 濃度）は正常あるいは低Na+
buffer中 で、NA放出 作用をほ とんど示さ なかった が、T-588はdesipraminelVMを
共 存させた 場合にも NA放出を促進 させた。 したがっ て、T-588によるNA放出作用
はNAの取り込みを抑制したことによる見かけ上の結果ではないと推察された。Na+
含 有 および低 Na+ buffer中での3mM T-588によ るNA放出作 用はdesipramineによ
り抑制されなかったことから、T-588によるNA放出がNA transporterを介していな



いことが示された。しかし、本研究において見い出したNa+非依存性transporter活性
に対してもT-588が阻害活性を有しておりT-588はNa+非依存性transpoterの機能解
析のツールと成り得ると考えられた。

2． NA放出に対するSH基修飾試薬とT-588
  NA放出に対するT-588、N-ethylmaleimide (NEM)、S-nitroso-cysteIne (SNC)およぴ
Hg含有SH基修飾試薬の作用について検討した。NEM、SNCおよびp-chloromercuri
benzoic acid (p-CMBA)のようなSH試薬が誘起するNA放出は、各々ほぽ完全に
dithiothreitol (DTT：SH基の還元剤）によって阻害された。また、p-CMBAはSNCの
作用を減少させたが、NEMの作用には相加的であった。このことから、p-CMBAは
NEMではなくSNCと同一部位に作用すると考えられた。．T-588によるNA放出は
DTT処理やp-CMBAの影響を全く受けなかった。これらの結果から、1）伝達物質放
出に関与するSH基にはp-CMBAやSNC感受陸のSH基とNEM感受性SH基とが存
在すること、2） T-588の作用は、分泌関連蛋白質のSH基の修飾ではないことが示さ
れた。

3． PC12細胞におけるNA放出および放出関連蛋白質に対するT-588の作用
  神経細胞のモデルとして汎用されているPC12細胞からのNA放出に対するT-588
の作用を検討した。T-588はPC12細胞において10 yMの低濃度から[3H]NA放出を
促進し、ionomycinやATPySによるNA放出を相加的に増強した。また、ionomycin
やATPySの作用が外液のくニa2+に依存的であったのに対し、T-588のNA放出作用は
外液のくニa2+に依存しなかった。これらの結果から、大脳皮質切片と同様PC12細胞
においてもT-588がくニa2+依存性NA放出とは異なる機序でNA放出促進作用を有し
ていることが示された。
  PC12細胞に発現しているシナブス小胞蛋白質のうち、シナプス小胞のマーカー蛋
白質であるsynaptophysinおよび近年シナブス小胞への局在が報告されている
SNAP-25をimmunoblotting法で測定することにより、シナブス小胞の移動に対する
T-588の作用を検討した。T-588で刺激すると、無刺激時より多くのsynaptophysin
およびSNAP-25含有シナブス小胞が膜画分から細胞質画分ヘ、細胞外のくニa2+に依存
して、約4分のlag timeの後に移動してきた。これらの結果は、T-588がPC12細胞
におぃて（ニa2+に依存しないNA放出を起こす一方で、くニa2+に依存したシナブス小胞
の移動をも促進することを示している。

4． GTP結合蛋白質(Gs)に対するT-588の作用
  ラット大脳皮質膜標本におけるcholera toxin (CTX)およぴpertussis toxin (PTX)に
よるGsおよびGi/Go蛋白質のADPリボシル化に対するT-588の作用を検討したとこ
ろ、T-588はラット大脳皮質膜および膜のコレート抽出物の各標本におぃてCTXの
AサプュニットによるGsのQサブユニットのADPリボシル化を濃度に依存して抑制
した。またCTXによる自己ADPリボシル化がT-588によって抑制されないこと、さ
らにPTXによるGi/GoのaサブユニットのADPリボシル化に対するT-588の抑制が
Gsaに対する抑制に比べ弱かったことから、G蛋白質に対するT-588の作用はGsに
特異的であると考えられた。pアドレナリン受容体刺激はGsと関連してadenylate
cyclaseを活性化しcAMPを生成させる。そこで、cAMP生成反応に対するT-588の
作用を検討したところ、isoproterenolが誘起するcAMP蓄積を抑制した。これらの結
果から、T-588がGsと相互作用をしていると考えられた。

  T-588はこれまで報告されているexocytoslSとは異なる過程でNA放出を促進する
ことにより、アルツハイマー型痴呆患者のシナブス伝達を改善し、脳機能改善作用を
発揮することが期待される。また、T．588は神経伝達物質の放出機構を研究する上で、
有用なツールと成り得ると思われる。
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    学位論文題名

  新 規 脳 機能 改 善 薬 T― 588の

カテコラミン放出機構に関する研究

  申請者は、新規脳機能改善薬Tー588のシナプス伝達改善作用についてノル

アドレナリン(NA)放出促進作用を中心に検討してきたが、今回、T－588によ

るNA放出機構 にシナプス 小胞移動や GTP結合蛋白質が関与することを明ら

かにする とともに、 NA放 出機構には Na＋非依存性 NA取り込みシ ステムの

関与や、複数のSH基による調節が存在するとぃう新知見を得、本学位論文

として申請した。

  近年、NAtransP0r也rにはNa十依存性以外にNa十非依存性msponerの存在

が報告さ れている。 低Na十buffer中で取り込まれた［3H］NAは20mMKClに

より細胞外Ca2十に依存して放出されることを新たに見いだし、Na十非依存性

NA取 り 込 み シ ス テ ム も 機 能 的 な 役 割 を 演 じ て い る こ と を 示 唆し た 。

  T‐588はNa十依存性およびNa十非依存性NA取り込みの両方を同等の感受

性で抑制 した。NAn弧spomr阻害 薬desipra血neは1ルM（NA取り込みをほぼ

完全に阻害する濃度）で正常あるいは低Na十buffer中で、NA放出作用をほと

んど示さなかったが、Tー588は1メMdesiprarnjneを共存さぜた場合にもNA放

出を促進させた。したがって、T．588によるNA放出作用はNAの取り込みを

抑制したことによる見かけ上の結果ではないと推察した。さらに、正常およ

び低Na十buffer中での3mMT－588によるNA放出作用がともにdesipramineに

より抑制されなかったことから、T‐588によるNA放出がNAロanspo眦rを介

していないと示唆した。

  N－emyln伽eimide（NEM）、S－niロoso－cys鹹ne（SNC）およびpーchloromercun

benZoicacid（p－CMBA）のようなSH試薬が誘起するNA放出は、各々ほぼ完全

にdithiothrei尚（びrDによって阻害された。また、p－CMBAはSNCの作用を

減少させ たが、NEMの作用には 相加的であった。一方、T＿588によるNA放



出はDrrT処理やFトCMBAの影響を全く受けなかった。これらの結果から、1）

伝達物質放出に関与するSH基にはp－CMBAやSNC感受性のSH基とNEM

感受性SH基とが存在すること、2）T―588の作用は、分泌関連蛋白質のSH基

の修飾ではないことを示唆した。

  っぎに、申請者は神経細胞のモデルとして繁用されているPC12細胞から

のNA放出に対するT-588の作用を検討した。そしてTー588がPC12細胞にお

いて10ルMの低濃度から外液のCa2+に非依存的に[3H]NA放出を促進し、

ionomycinやATPySによる外液のCa2+に依存したNA放出を相加的に増強す

ることを示した。これらの結果から、大脳皮質切片と同様PC12細胞におい

てもTー588がCa2+依存性NA放出とは異なる機序でNA放出促進作用を有し

ていることを示唆した。

  また、PC12細胞に発現しているシナプス小胞蛋白質のうち、シナプス小胞

のマーカー蛋白質であるsynaptophysinや近年シナプス小胞への局在が報告さ

れているSNAPー25をimmunoblotting法で測定することにより、シナプス小胞

の移動に対するT~588の作用を検討した。T－588で刺激すると、
synaptophysinお，よぴSNAP-25含有シナプス小胞が膜画分から細胞質画分へ、

細胞外のCa2十に依存して移動してくることを明らかにした。これらの結果

から、．T―588がPC12細胞においてCa2十に依存しないNA放出を起こす一方

で、Ca2十に依存したシナプス小胞の移動をも促進することを示唆した。
    さらに、ラット大脳皮質膜標本におけるcholeraめxin（CTX）および

penusslstoxin（阿X）によるGsおよぴGシGo蛋白質のADPリボシJレ化に対す

るT‐588の作用を検討し、T―588がラット大脳皮質膜および膜のコレート抽

出物の各標本においてCTXによるGsのADPリボシル化を濃度に依存して
抑制することを明らかにした。またCTXの自己ADPリボシル化がTー588に

よって抑制されないこと、さらにPTXによるGi／GoのADPリボシル化に対

するT－588の抑制がGsに対する抑制に比べ弱かったことから、G蛋白質に

対するT・588の作用はGsに特異的であると推定した。pアドレナリン受容体
刺激はGsと関連してadenyla忙cyclaSeを活性化しcAMPを生成させるが、

T‐588はisoproぬrenolが誘起するcAMP蓄積を抑制した。これらの結果から、

T－ 588がGsと抑 制的 に 相互 作用 を して いる こ とを示 唆した。

  したがって、申請者は、T－588がこれまで報告されているexocyめslsとは異

なる過程でNA放出を促進することにより、アルツハイマー型痴呆患者のシ
ナプス伝達を改善し、脳機能改善作用を発揮することが期待されること、ま

た、T‐588が神経伝達物質の放出機構を研究する上で、有用なツールと成り

得ると結論した。

  以上、本審査委員会は本論文を新規脳機能改善薬T‐588のカテコラミン放
出機構に関し新知見を得るとともに、NA放出機構へのNa十非依存性NA取

り込みシステムの関与や、複数のSH基による調節の関与を示唆した内容で

あると判定し、博士（薬学）の学位を受けるに十分値すると認めた。


