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緒 言

グア ニ ジ ノ化合 物 の研 究 は1861年 にStrecker

に よ りguanidine (Gua)が 発 見 命名 され た こ と

に始 ま る1).グ アニ ジ ノ化 合 物 は,そ の分 子構 造

内 に グア ニ ジ ノ基(-HNC (NH) NH2)を 持 つ

化 合 物 の総 称 で あ り,現 在 まで に約100種 類 の グ

ア ニ ジ ノ化 合物 が 自然 界 よ り分 離 同定 され て い

る.哺 乳動 物 脳 内にはarginine (Arg)やcreatine

 (CTN)な ど,15種 類 以上 の グア ニ ジ ノ化合 物

が 蛋 白質 な どに結 合 した,あ るい は遊 離 の状 態

で含 まれ て い るこ とが 報告 され て い る2).

哺 乳動 物 の脳 内 に含 まれ る グア ニ ジ ノ化合 物

の い くつか は脳 内 で その生 理 的 役割 を担 って い

る.Argは 蛋 白構 成 ア ミノ酸 と して ばか りで な

く,尿 素 サ イ クルの 一 員 と して 窒素 代 謝 に 関与

し て い る こ とが 良 く知 ら れ て い る.ま た,

 guanidioacetic acid (GAA), CTN,及 び

creatinine (CRN)な どは高 エネ ル ギー 物 質 で あ

るcreatine-phosphate代 謝 に関 与 して い るこ と

も良 く知 られ て い る.

一 方
,脳 内 に含 まれ て い るあ る種 の グア ニ ジ

ノ化合 物 は け い れん 誘 発物 質 と して も知 られ て

い る3,4)例 え ば, N2-acetyl-L-(+)-arginine

 (NAA)5), CTN4), CRN4), creatine

phosphate4), GAA4), γ-guanidinobutyric acid

 (GBA)6,7)あ るいはGua8)を ネ コや イヌの大槽 内

に 投与 す る と強 直 性,間 代 性 あ るい は強 直性-

間 代 性 の け い れ ん を 引 き 起 こ す.ま た,

 guanidinoethanesulfonic acid (GES)9-12),

 α-guanidinoglutaric acid (GGA)13,14), homoar

ginine (HArg)15),あ る い はmethylguanidine

 (MGua)16-18)を ラ ッ トな どの実 験動 物 の側 脳 室

内 に注 入 した り,大 脳 皮 質 に 直接 投 与 す る と,

け いれ ん発 作や 脳 波 に スパ イ ク放 電 な どの発 作

波 が誘 発 され る.他 方, pentylenetetrazoleを

ウサ ギの静 脈 内 に投 与 す るこ とに よ り誘 発 され

たけい れん 中に脳 内で はGBAが 増 加 す ること7),

脳 内に コバ ル トを入 れ て 作 成 したて ん か ん焦 点

の 脳 組織 内 でGGAが 増加 す るこ とが知 られ て

い る19).以上 の よ うな報 告 か ら,中 枢 神経 系 の異

常 興奮 に際 して グア ニ ジ ノ化 合 物 が何 らか の役

割 を演 じて い る こ とが 示 唆 さ れ てい る.

さて,GGAを ラ ッ トの側 脳 室 内 に投 与 後,大

脳 皮 質 で はserotonin (5-HT)量 が 一過 性 に増

加 す るが5-HTの 代 謝 産 物 であ る5-hydroxyin

doleacetic acid (5-HIAA)量 には 変化 は認 め

られない こと14)から,5-HTの 代 謝 に対 す るGGA

の関与 が示 唆 されてい る.ま た, 2-guanidinoeth

anol (GEt)を ラ ッ トの側 脳 室 内 に投 与 す る と

dopamine (DA)の 代 謝 産 物 で あ る3, 4-

dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC)が 異常

に 増加 す る が, DOPACが さ らに 代 謝 さ れ た

homovanillic acid (HVA)は 増 加 しな い こ と20)

か ら, catecholaminesの 代 謝 に対 す るGEtの

関 与 も示 唆 され てい る.こ の ため,あ る種 の グ

ア ニ ジ ノ化合 物 は神 経伝 達 物 質 と して働 く5-

HT, DA, adrenaline (AD)あ る い は nor

adrenaline (NA)な どの モ ノア ミン を代 謝 す る

酵 素 活性 に 影響 を及 ぼ し中枢 神 経 系 の機 能 に影
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響 を与 え る可能 性 が 示 唆 され てい た.

モ ノア ミンはcatechol-O-methyltransferase

 (COMT) [EC 2.1. 1.6]とmonoamine oxidase

 (MAO) [EC 1.4. 3.4, amine: oxygen oxido

reductase (deaminating) (flavine cotaining)]

とに よ り代 謝 され る こ と,さ らに,モ ノア ミン

代 謝 に関 与 す るMAOに はMAO-AとMAO-B

の2種 類 の ア イ ソザ イム の あ る こ とが知 られ て

い る21,22).神 経伝 達 物 質 で あ るDAは, MAO-B

に よ りDOPACに 代 謝 され たの ちCOMTに よ

りHVAに,あ るい は,ま ずCOMTに よ り3-

methoxytyramineに 代 謝 され たのちMAO-Bに

よ りHVAに 代 謝 され るこ とが 知 られ て い る.

また,NAとADはCOMTに よ りそれ ぞ れ

methanephrineとnormethanephrineに,

MAO-Aに よ り3, 4-dihydroxyphenylglycol-

aldehydeに 代 謝 さ れ る こ とが知 られ て い る.さ

らに,5-HTはMAO-Aに よ り5-HIAAに 代

謝 され る こ とが 知 られ て い る.こ の ため,本 研

究 で はMAO-A, MAO-B及 びCOMT活 性 に

対 す る グア ニ ジ ノ化合 物 の影響 を検 討 した.さ

らに,明 らか な抑 制効 果 が 認 め られ た グア ニ ジ

ノ化合 物 はその 抑制 様 式 を検 討 す る ことに よ り,

モ ノア ミン代 謝 酵素 活性 に及 ぼ す グ アニ ジ ノ化

合 物 の 影響 を調 べ た.

実 験 方 法

1.　実 験 動 物

研 究 に は体 重250-350gのSprague Dawley

系 雄 ラ ッ トを使 用 した.ラ ッ トは室 温25℃,湿

度55%,12時 間 の 明 暗サ イ クル(午 前7時 よ り

午 後7時 ま で明期)の もとで 少 な くと も1週 間

飼 育 して使 用 した.飼 料 は オ リエ ン タル 酵母 工

業株 式会 社 製MFを 使 用 し,水 と共 に 自由 に摂

取 させ た.実 験 に際 し,MAOやCOMT活 性

に は 日内変 動 の あ る こ とが 報 告 さ れ て い る の

で23,24),ラッ トは午 前9時 か ら11時 の間 に断 頭 し,

氷 盤上 で大 脳 を取 り出 した.

2. 薬 物 溶 液 の調 整

酵素 活 性 に 対 す る グア ニ ジ ノ化 合 物 の影 響 は

最 終 濃 度5mMで 検討 した.こ のために,MAO-B

活 性 に対 す る影 響 の 検 討 の 際 に は,以 下 の グ ア

ニ ジ ノ化 合 物 を蒸 留 水 に て80mMに 溶 解 し,

NaOHあ るい はHClでpH7.2に 調 整 して使 用

した.ま た,MAO-A活 性 及 びCOMT活 性 に

対す る影 響 の検 討 の 際 に は,以 下 の グア ニ ジ ノ

化合 物 を蒸 留水 に て50mMに 溶解 し,NaOHあ

るい はHClでpH7.8に 調 整 した.

Argは 片 山化 学工 業 株 式会 社 製,MGuaは 東

京化 成 工 業株 式 会 社 製, Gua hydrochloride,

 CRN, CTN, GAAは 和 光純 薬工 業 株 式会 社 製,

 guanidinosuccinic acid (GSA), β-

guanidinopropionic acid (GPA)はSigma

 Chemical社(U.S.A)製, HArgはCalbiochem

社(U.S.A)製,NAAはEastman Kodak社

(U.S.A)製 を使 用 した.ま た,GESは 小 野薬

品工 業 株 式会 社 か ら, GGA, GBA, γ-hydroxy

arginine (OH-Arg), GEt及 び δ-

guanidinovaleric acid (GVA)は 当教 室 で合 成

され た もの を使 用 した.

3. MAO-A活 性 の測 定 法

ラ ッ ト大 脳 は10倍 量 のHEPES緩 衝 液(和 光

純 薬 工 業株 式 会 社)(50mM, pH7.6)と と もに

ポ リ トロ ンを使 用 しホ モ ジ ェナ イ ズ後,4℃ で

40分 間 遠心 分 離(39,000×g)し て得 られ た上

清 を粗 酵素 サ ンプ ル と した.

MAO-A活 性 は5-HTを 基 質 として使 用 し,

生 成 した5-HIAAを 定 量 す るこ とに よ り測 定 し

た.す な わ ち,粗 酵 素 液50μlに 蒸 留 水150μl,

HEPES緩 衝 液(600mM, pH7.6)50μl,各 種 グ

アニ ジ ノ化 合 物 溶 液30μl,及 びbovine serum

 albumin (Sigma Chemical Co., U.S.A) (1.5

mg/ml)10μlを 加 え,37℃ で5分 間 予備 加 熱 後,

5-HT(Sigma Chemical Co., U.S.A)(130μM)

を10μl加 え て37℃ で20分 イ ン キュベ イ トした.

反 応 後,6MのHClO4を25μl加 え反 応 を停 止 し,

4℃ で15分 間遠 心分 離(1,650×g)を 行 っ た.

得 られ た上 清 中の5-HIAA量 を電気 化 学 検 出 機

を装 着 した柳 本 制 作 所製 高速 液体 クロマ トグ ラ

フ ィー(HPLC-ECD)を 使 用 して定 量 した.

測 定 値 は,最 終 濃 度2mMのpargyline

 (Sigma Chemical Co., U.S.A)を 加 え て イ ン

キ ュベ イ トして得 られ た5-HIAA値 を使 用 して

補 正 した.

4. MAO-B活 性 の 測定 法

ラ ッ ト大脳 は10倍 量 の燐 酸 緩 衝 液(100mM,
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pH7.2)と と もに ポ リ トロンを使用 して ホモ ジェ

ナ イズ後,4℃ で10分 間遠 心分 離(1,650×g)

して得 られ た上 清 を粗 酵 素 サ ンプ ル と した.

MAO-B活 性 はm-nitrobenzylamineを 基 質

として使 用 す る江 藤 らの方法 に準 拠 して25),また,

基 質 濃度3.125mMで の検 討 の一部 では和 光 純 薬

工 業 株 式 会 社 製MAO B-テ ス トワ コー273-

31101も 使 用 し て 行 っ た.す な わ ち, m-

nitrobenzylamine HCl (Aldrich Chemical Co.,

 U.S.A)を 燐 酸 緩衝 液(100mM, pH7.2)に75

μM～5mMに 溶解 して基 質緩 衝 液 と し,そ の

1mlと 各種 グアニ ジノ化 合 物 溶 液等100μlを 加 え,

37℃ で5分 間予 備加 熱後,粗 酵 素 液500μlを 混合

して37℃ で1時 間 イ ンキ ュベ イ トした.反 応 後

0.8N塩 酸 に溶解 した2, 4-dinitrophenylhydra

zine(片 山化 学)(1mM)を1ml加 え る こ とに

よ り反応 を停 止 す る と と もに,反 応 に よ り生 成

したm-nitrobenzaldehydeをhydrazone誘 導

体 とし,KOHで アルカ リ性 に した後にisopropyl

 acetateでhydrazone誘 導体 を抽 出 した.抽 出

液 に 2-pyrrolidone(片 山 化 学)(5.6M)と

ethanolamine (6.3M)の 混合 液 を1ml加 えア ル

カ リ性 と し,505nmで 吸 光度 を測 定 す る こ とに

よ り定 量 した.

測定 値 は,最 終 濃度2mMのpargylineを 加

えて イ ンキ ュベ イ トして得 られ た値 を使 用 して

補正 した.

5. COMT活 性 の測 定法

ラ ッ ト大 脳 は10倍 量 のKCl溶 液(150mM)

と と もに ポ リ トロン を使 用 して ホモ ジ ェナ イ ズ

後,4℃ で10分 間遠 心分 離(1,650×g)し て得

られ た上清 を粗 酵素 サ ンプル とした.

COMT活 性 の 測 定 は,DOPACを 基 質 と して

使 用 し,DOPACか ら生 成 す るHVA量 を定 量

す るJarottの 方 法26)を一 部 改 良 した秋 山 らの 方

法27)に準 拠 して行 った.すなわち,燐 酸緩 衝 液(250

mM, pH7.8)200μlに 粗 酵 素 液100μl, MgCl2(18

mM)50μl, S-adenosylmethionine (Boehringer

 Mannheim GmbH, Germany) (1.8mM)50μl

お よび各 種 グア ニ ジ ノ化 合 物 溶 液50μlを 加 え,

37℃ で5分 間 予 備 加 熱 後,50μlのDOPAC

 (Sigma Chemical Co., U.S.A) (750μM～6

mM)を 加 えて37℃ で30分 間 インキュベ イ トした.

反 応 は50μlのHClO4 (3M)を 加 え るこ とに よ

り停 止 し,4℃ で30分 間 遠心 分 離(10,000×g)

した.得 られ た上 清 中に含 まれ るHVA量 を

HPLC-ECDを 使 用 して定 量 した.

6. 蛋 白定 量 と有 意 差検 定

サ ンプ ル 内 の蛋 白量 はLowryら の 方法28)に

よ り定 量 し,MAO-A活 性 はpmol 5-HIAA

 formation/mg protein/hourで,MAO-B活 性

はnmol m-nitrobenzaldehyde formation/mg

 protein/hourで,COMT活 性 はnmol HVA

 formation/mg protein/hourで 表 し,得 られ た

結 果 はpaierd t-testに よ り有 意 差 を検 定 した.

7. 阻害 様 式 の検 討

有 意 差検 定 の 結 果,危 険率5%以 下 で 有 意差

が認 め られ た グア ニ ジ ノ化合 物 の い くつ か は さ

らに阻 害様 式 を検討 した.阻 害様 式 の検 討 に は

飽 和 曲 線 の理 論 式,及 び下 記 の酵 素 阻 害様 式 の

理 論 式29)を使 用 してMarquardの 方 法30)に よ り

非 直 線 回 帰 を行 う こ とに よ り,ミ カエ リス定 数

(Km),最 大 速度(Vmax)及 び 阻害 定 数(Ki)

を直 接 求 め た.さ らに,最 小 の残 渣 平 方和 を与

え る阻害 様 式 を最 も適 合 した阻害 様 式 とした31).

(Ⅰ) 競 合 阻 害

(Ⅱ) 不競合阻害

(Ⅲ) 非競合阻害

(Ⅳ) Linear mixed型 阻 害

ただ し,Vods:観 測 した反 応 速 度,Vmax:

最 大 速 度,[S]:基 質 濃 度,Km:ミ カエ リス定

数,Ki:阻 害 定 数,[I]:阻 害 物 質 の 濃度,ε_??_:

実 験 誤 差,残 渣 平 方和=Σ(ε_??_)2



1096　 福 山 勝 久

結 果

1. MAO-A活 性 に 対 す る グア ニ ジ ノ化合 物 の

影 響

基質 濃 度4.33μMで は対 照群 のMAO-A活 性

は78.7±7.8(mean±SEM, N=16)で あ っ た.

MAO-A活 性 をGGAは18.9%(N=8),GES

は35.1%(N=7)抑 制 した.一 方,MAO-A活

性 はArgに よ り9.3%(N=7),ま たはNAA

よ り13.0%(N=8)増 加 した.し か し,Gua, 

GSA, GPA, OH-Arg, CRN, CTN, GAA,

 HArg, MGua, GVA, GEt及 びGBAはMAO-A

活 性 に 対 してなん らの影 響 も及ぼ さなか った(図

1).

図1　 MAO-A活 性 に 対 す る グ ア ニ ジ ノ化 合 物 の 影

響

基 質 濃 度4.33μMで の 対 照MAO-A活 性 に

対 す る%変 化 を示 す.有 意 差 検 定 はpaired

 t-testに て行 い危 険率5%で 有 意 差 を判 定 し

た(N=7～8,た だ しOH-ArgはN=4).

 Arg:arginine, GSA:guanidinosuccinic

 acid, GPA:β-guanidinopropionic acid,

 OH-Arg:γ-hydroxyarginine, Gua

: guanidine, CRN:creatinine, CTN

:creatine, GAA:guanidinoacetic acid,

 GGA:α-guanidinoglutaric acid, HArg

: homoarginine, NAA:N2-acetyl-L

arginine, MGua:methylguanidine, GES

: guanidinoethanesulfonic acid, GVA:δ-

guanidinovaleric acid, GEt:2-

guanidinoethanol, GBA:γ-

guanidinobutyric acid.

_??_:有 意 差 な し,■:p<5%で 有 意.

2.　 MAO-B活 性 に対 す る グア ニ ジ ノ化 合物 の

影 響

基 質 濃度3.125mM(Km値 の約40倍 の 濃度)

で は 対 照 群 のMAO-B活 性 は52.2±

2.1(mean±SEM, N=12)で あ っ た. MAO-B

活 性 をCRNは10.7%(N=6), GVAは8.9

%(N=8),ま た,MGuaは3.9%(N=6)抑

制 した.さ らに,MAO-B活 性 はGGAに よ り

18.8%(N=8)増 加 した.し か し,基 質 濃 度

3.125mMで はArg, Gua, CTN, GAA, GSA,

 GPA, HArg, NAA, GES, OH-Arg, GBA,

及 びGEtはMAO-B活 性 に有 意 な影 響 を及 ぼ

さ なか っ た.(図2).

図2　 MAO-B活 性(高 基質濃度)に 対す るグアニ

ジノ化合物の影響

基質濃度3.215mMで の対照MAO-B活 性 に

対す る%変 化 を示す.有 意差検定 はpaired

 t-testに て行 い危険率5%で 有意差 を判定 し

た(N=6～8).略 号 は図1と 同 じ.

_??_:有 意差 な し,■:p<5%で 有 意.
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基 質 濃 度62.5μM(Km値 の 約0.8倍 の 濃 度)

で は,CRN(9.5%, N=7), GVA(17%, N=

9), MGua(8.5%, N=9)の 他 に, Arg(9.5

%, N=7), Gua(4.9%, N=7), GSA(8.3

%, N=7), GPA(5.1%, N=7), HArg(8.9

%, N=7), GEt(7.0%, N=7)も 抑 制 効 果

を 示 し た.し か し,GGA, CTN, GAA, NAA,

 GES,及 びGBAはMAO-B活 性 に 対 し有 意 な

影 響 を 与 え な か っ た(図3).

図3　 MAO-B活 性(低 基質濃度)に 対す るグアニ

ジノ化合物の影響

基質濃度62.5μMで の対照MAO-B活 性に対

す る%変 化 を示す.有 意差検定はpaired t-

testに て行い危険率5%で 有意差 を判定 した

(N=6～9).略 号は図1と 同 じ.

_??_:有 意差 な し,■:p<5%で 有 意.

図4　 MAO-B活 性 に 対す るguanidinovaleric acid

 (GVA)の 影 響

Double reciprocal plotで 示 す.対 照 群

MAO-BのKmは76.0±9.2μM, Vmaxは

50.5±3.7(mean±SEM, N=6)で あ っ た.

GAVの 阻害 様 式 は競 合 型 阻 害 が 最 も良 く適

合 し,計 算 さ れ たKiは9.47mMで あ っ た.

○:対 照,●:5mMのGVAを 添 加.

図5　 MAO-B活 性 に 対 す るcreatinine (CRN)の

影 響

Double reciprocal plotで 示 す.CRNの 阻

害 様 式 は競 合 型 阻 害 が最 も良 く適 合 し,計 算

さ れ たKiは14.5mMで あ っ た.

○:対 照,●:5mMのCRNを 添 加.

図6　 MAO-B活 性 に 対 す るmethylguanidine

 (MGua)の 影 響

Double reciprocal plotで 示 す.MGuaの 阻

害 様 式 は 競 合 型 阻 害 が最 も良 く適 合 し,計 算

され たKiは29.4mMで あ っ た.

○:対 照,●:5mMのMGuaを 添加.

次 に,基 質 濃 度3.125mMと62.5μMの 両 濃

度 でMAO-B活 性抑 制 効 果 が認 め られ たCRN,
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GVA, MGuaの 阻害 様 式 を検 討 した.本 研 究 に

使 用 した方 法 で のMAO-BのKmは76.0±9.2

μM, Vmaxは50.5±3.7(mean±SEM, N=

6)で あ っ た.GVAの 阻害 様 式 は競 合 型 阻 害 が

最 も良 く適合 し,計 算 され たKiは9.47mMで

あ っ た.ま たCRN及 びMGuaの 阻 害 様 式 も

競 合 型 阻 害 が最 も良 く適合 し,計 算 されたKiは

そ れ ぞれ14.5mM及 び29.4mMで あ っ た(図4

～6) .

3. COMT活 性 に対 す る グア ニ ジノ化合 物 の影

響

基質 濃度600μM(Km値 の約8倍27))で は

COMT活 性 は3.38±0.24(mean±SEM, N=

26)で あ った.し か し,影 響 を調べ た16種 類 の

グア ニ ジ ノ化 合 物 はCOMT活 性 に なん らの影

響 も与 えな か っ た(図7).

図7　 COMT活 性(高 基質 濃度)に 対 す るグアニ ジ

ノ化合物 の影響

基質濃度600μMで の対照COMT活 性に対

す る%変 化 を示 す.有 意差検定 はpaired t-

testに て行 い危 険率5%で 有意差 を判定 した

(N=6～9た だ しNAAはN=5).略 号

は図1と 同 じ.

_??_:有 意差 な し,■:p<5%で 有意.

基質 濃 度75μM(Km値 の約1倍)で はCOMT

活性 は1.03±0.03(N=5)で あ っ た.COMT

活性 はGSAに よ り14.7%,GVAに よ り20.6

%抑 制 され た が, Arg, Gua, GPA, CRN, CTN,

 GAA, GGA, HArg, NAA, MGua, GES, GEt

及 びGBAはCOMT活 性 に有 意 な変化 は与 え

な か っ た(図8).

図8　 COMT活 性(低 基質濃度)に 対す るグアニジ

ノ化合 物の影響

基質濃度75μMで の対 照COMT活 性 に対 す

る%変 化 を示す.有 意差検 定はpaired t-test

 にて行 い危険率5%で 有意差 を判定 した(N=

8).略 号 は図1と 同 じ.

_??_:有 意差な し,■:p<5%で 有意.

考 察

グアニ ジノ化 合 物 は 自然 界 に100種 類以 上 存在

す る こ とが確 認 され て い るが,そ の生 理 的 役 割

や 薬 理 的影 響 が 明 らか に な っ てい る もの は少 な

い2).し か し,脳 内神 経伝 達 物 質 な どの代 謝 に 関

連 す る酵素 な どに対 す るグア ニ ジ ノ化 合 物 の影

響 が い くつか知 られて いる.Acetylcholine (Ach)

の合 成 酵素 で あ る choline acetyltransferase

 [EC 2.3. 1.6]活 性 に 対 し5mMのGES,

 GAA, NAA, GBA, MGua, GPA, GSA, Arg,

 OH-Arg及 びHArgは 影 響 を与 え ない が, Ach

の 分 解 酵 素 で あ るacetylcholinesterase [EC

 3.1. 1.7]をMGuaは 競合 的に 阻 害(Ki=3.6

mM)す るこ とが報 告 されている32).また, glutamic

 acid (Glu)の 代 謝 に 関 連 す る 酵 素 で あ る
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glutamic-oxaloacetic transaminase [EC

 2.6. 1.1] (GOT)活 性, glutamic-pyruvic trans

aminase [EC 2.6. 1.2] (GPT)活 性 及 び

glutamic acid decarboxylase [EC 4.1. 1.15]

 (GAD)に 対 す る影響 が調 べ られ,400～700μM

のGua, MGua, GAA, GPA, GBA, GSA,

 GGA, Arg, NAA, OH-Arg, HArg, GES,

 CRN及 びCTNはGOT活 性 やGAD活 性 に

は影 響 しな いが,GPT活 性 を700μMのCTN

が12%,及 びCRNが20%抑 制 す るこ とが報 告

され てい る33).一 方,500μMのGES, GAA,

 GSA, NAA, GPA, GBA, Arg, HArg, Gua

及 びMGuaは 神 経 細胞 膜 のMgz+-ATPase [EC

 3.6. 1.3]活 性 に影響 は与 えな いが,MGuaは

Na+, K+-ATPase [EC 3.6.1.3]活 性 を非競 合

的 に33%阻 害す るこ とが報 告 され34),脳 内 のい ろ

い ろ な酵素 活性 に対 す る グアニ ジ ノ化合 物 の影

響 が明 らか とな っ て い る.

脳 内 に含 まれ るあ る種 の グア ニ ジ ノ化 合 物 が

け いれ ん を誘発 す る こ とはす で に述 べ た が,ラ

ッ トや ヒ トの体 内に 存在 す る こ とは確 認 され て

いて も脳 内での存在 が確 認 されていないGEt35,36), 

GVA37,38)あ る い は α-keto-δ-guanidinovaleric

 acid39)に もけ いれんや発 作 脳 波 を誘 発 す ることが

報 告 されて い る.こ れ らの グア ニ ジ ノ化 合 物 の

け いれ ん誘 発機 構 に モ ノア ミン作 動 性神 経 伝達

機 構 が関 与 す る こ とが示 唆 され て い る.す でに

述 べ た よ うに,GGAは5-HT系 の,GEtはDA

系 の神 経伝 達 に影 響 を及 ぼ して け いれ ん を誘 発

す るこ とが示 唆 され て い る14,20).また,GVAを

生理 食塩水 に10mMに 溶 解 し透 析 液 と して使 用

して ラ ッ トの線 条体 を灌 流 す る と,透 析 液 中 に

DA及 び5-HTが 著 明 に増加 す るに もか か わ ら

ず,そ れ らの代 謝産 物 で あ るDOPAC, HVA及

び5-HIAAが 増加 しない こ と も報告 され て い

る40).以上 の こ とな どか ら本 研 究 では モ ノア ミン

代 謝 酵素 活 性 に対 す る グア ニ ジ ノ化 合 物 の 影響

を検 討 した.

本研 究 でMAO-A活 性 は基 質 と して添加 した

5-HTか ら生 成 した5-HIAA量 を直接 定 量 し

て求 め た.し か し,脳 組 織 中に は5-HIAAが 含

まれ て い る ため,MAO-A活 性 測 定 の際 に は

pargylineでMAO-A活 性 を抑 制 して5-HIAA

量 を定 量 す るこ とに よ りMAO-A活 性 を補 正 し

た.本 研 究 に 基質 と して使 用 した5-HTは 低 濃

度 で はMAO-Aに よ り酸 化 され るが高 濃 度 では

MAO-Bに よ っ て も酸 化 され る こ と41),ま た

MAO-Bに 特 異 的 な 阻害 剤 と報告 され た(-)

deprenylも ラ ッ ト脳 の両 タ イプ のMAOを 阻

害 す る42)ため にMAO-Bに 特 異 的 な 阻害 剤 が得

られ ない こ と,な どか ら本研 究 では基 質 濃度4.33

μM(Ki値 の数 分 の1)で グア ニ ジ ノ化 合 物 の

影 響 を検 討 した.こ の結 果Arg及 びNAAは

MAO-A活 性 を有 意 に亢 進す るこ と,及 びMAO-

A活 性 はGES及 びGGAに よ り有 意 に抑 制 さ

れ る こ とが 明 らか とな った.Arg及 びNAAが

どの よ うな機 序 でMAO-A活 性 を亢 進 す るのか,

ま たそ の薬 理 学 的意 義 は不 明 で あ る.

本研 究 でMAO-B活 性 の 測定 にはMAO-B特

異 性 が 高 い と 報 告25)の あ っ たm-

nitrobenzylamineを 基質 と して使 用 した.し か

し,脳 組 織 には 少 量 で は あ るがbenzylamine

 oxidaseが 含 まれ て い る こ とが 報 告 され て い

る43,44).こ の ため,本 研 究 で はpargylineを 用

い てMAO-B活 性 を抑制 す る こ とに よ り非特 異

的oxidase活 性 を測 定 し,MAO-B活 性 を補 正

した.ま た,MAO-B活 性 に対 す る グア ニ ジ ノ

化 合 物 の影 響 の 検 討 に は,m-nitrobenzylamine

に対 す るKm値 に は ほぼ 等 しい 基質 濃 度 とKm

値 の40倍 の 基質 濃 度 で検 討 した.次 いで 両 濃度

で有 意 にMAO-B活 性 に影 響 の有 っ た グアニ ジ

ノ化 合 物 につ いて そ の 阻害 様 式 を検 討 した.阻

害様 式 の検 討 とKiの 算 出に は,従 来 は最 小 二

乗法 に よ る曲線 回帰 の計 算 が 困 難 で あ った た め

に 阻害 剤の 濃 度 を変化 させ てDixon-plotな どを

使 用 して,作 図 に よ りも とめ て い た.し か し,

Marquardの 開 発 した最 小 二乗 法 に よ る曲 線 回

帰 の計 算法30)を本 研 究 では使 用 して,阻 害 様 式 の

検 討 とKiを 直 接 算定 した.

本 研 究 で は基 質 濃 度 が低 い と 多 くの グア ニ ジ

ノ化 合 物 が酵 素 活 性 を弱 いが 抑制 した.し か し,

MAO-A活 性 を抑制 す るGGA及 びGESに は

MAOB活 性 抑 制効 果 は認 め られ ない こ とか ら,

多 くの グア ニ ジ ノ化 合 物 は特 異 的 にMAO-B活

性 を抑 制 す る働 きの あ るこ とが 明 らか とな った.

また,高 基質 濃 度 で も有 意 な効 果 が認 め られ た
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グアニジノ化 合 物 は,使 用す る基質 濃 度 を47～470

μMに 変化 してMAO-B活 性 を測 定 した結果,

MAO-B活 性 をGVA, CRN及 びGuaが 競 合

的 に抑 制 し,そ のKi値 は それ ぞれ9.47, 14.5,

 29.4mMで あ るこ とが 明 らか とな っ た.し か し,

多 くのMAO-B活 性 抑制 剤 が 報告 され て い る

が42,45-49),そ れ らの報 告 され たKi値 と比較 す

る と グアニ ジ ノ化 合 物 は 弱 い拮 抗剤 で あ る こ と

も明 らか とな った.一 方,け いれ ん誘 発 性 が報

告 され て い ないArg, GSA及 びGPAも 低 基

質 濃度 でMAO-B活 性 を抑 制 した.こ れ は,

MAO-B活 性 の 抑制 が グア ニ ジ ノ化 合 物 の け い

れ ん誘 発機 構 に 直接 関 連 しない こ とを示 唆 す る.

COMT活 性 はDOPACを 基 質 と して添加 し

生 成 したHVAを 直接 定 量 す る こ とに よ り測 定

した.し か し,脳 組 織 中に はHVAも 含 まれ て

い るた め,COMT活 性 測 定 の際 には5分 間の 予

備 加 熱 後 に3MのHClO4を50μl加 えてCOMT

活 性 を失活 させ て イ ン キュベ イ トしHVAを 定

量 す る こ とに よ りCOMT活 性 を補正 した.ま

た,COMT活 性 に対 す る グア ニ ジ ノ化 合 物 の 影

響 の検 討 に は,DOPACに 対 す るKm値 にほ ぼ

等 しい基 質 濃度 とKm値 の8倍 の基 質 濃 度 で検

討 した.そ の 結 果,低 基 質 濃度 で抑 制効 果 の 認

め られ たGSA及 びGVAも 高 基 質 濃度 では

COMT活 性 に影 響 を与 え なか った.こ の ため 両

グアニ ジノ化 合 物 の抑 制様 式 は検 討 しなか った.

さ きに述 べ た よ うに,GGA投 与 に よ り大 脳 皮

質 では5-HT量 が一 過性 に増 加 す るに もかか わ

らず5-HIAA量 に変化 は認 め られず,ま た,GGA

に よ り誘 発 され た け いれ ん の発 作 中に の みDA

量 やNA量 が減 少す るこ とが報 告 されてい る14).

本 研 究 ではGGAはMAO-A活 性 を抑 制 す るが,

MAO-B活 性 やCOMT活 性 は抑制 しな い ことが

明 らか とな った.こ れ は,GGAに よ りMAO-A

活 性 が抑 制 され,放 出 され た5-HTが5-HIAA

に 酸化 され ない こ とを示 唆 す る.ま た,け いれ

ん 発作 中 に はDAやNAの 放 出が 増加 す る た

め にDAやNA量 は 減 少 す るが,GGAは

MAO-B活 性やCOMT活 性 を抑 制 しないため に

放 出 さ れ たDAやNAは 速や か に代 謝 され る

こ と を示 唆 す る.

一方
,GEtは 脳 内のDOPAC量 を増加 す る

がHVA量 には影 響 を与 え ない こ とが 報告 され,

GEtのCOMT活 性 抑 制 作 用 が示 唆 され て い

た20).し か し,本 研 究 でGEtはCOMT活 性 に

影 響 を与 え な い こ とが 明 らか とな っ た.こ れ は

GEtがCOMT活 性 を抑 制 す るの で は な く,

DOPACの 細 胞 間 輸送 系 を抑制 す る こ とに よ り

DOPACが 蓄積 す る こ と を示 唆 す る.

GVAを10mMと な る よ うに 生理 食塩 水 に 溶

解 してラ ッ ト線条 体 を灌 流す ると灌 流液 中のDA

濃度 と5-HT濃 度 が増 加 す るに もか かわ らず,

そ れ らの代 謝 産 物 で あ るDOPAC, HVA及 び

5-HIAA濃 度 は増加 しな い と報 告 されて いる40).

本 研 究 で はGVAはMAO-B活 性 及 び低 基質 濃

度 ではCOMT活 性 を抑 制 した.こ れ は,5-HIAA

濃度 が 増加 しなか ったのはGVAに よ りMAO-A

活性 が 抑制 され たた め で は な く,5-HTの 再 取

り込 み が 抑制 され た こ とを,ま た,DOPAC濃

度 とHVA濃 度 に変化 が 認 め られ なか っ たの は

MAO-BとCOMT活 性 が抑 制 され たためにDA

が代 謝 され なか った こ とを示 唆 す る.

本研 究 でGESはMAO-A活 性 を有 意 に抑 制

す るこ とが 明 らか とな っ た.マ ウス脳 内に 注 入

され た150μgのGESが 均 一 に分 布 す る と仮 定す

る と,そ の 濃度 は約2mMと な りMAO-A活

性 もあ る程 度抑 制 され る と考 え られ る.し か し,

GESを マ ウ スの 脳 室 内 に150μg投 与 す る と,小

脳 で は投 与5分 後 に5-HT量 が一 過 性 に減 少 し

5-HIAA量 が 一過 性 に増加 す るこ とが 報 告 され

て い る12).こ れ は,GESは5-HTが 一 過 性 に

枯 渇 す る ほ どの5-HT放 出 を起 こ し,基 質 の 増

加 に よ り5-HIAAが 増 加 す る こ とを,あ る いは

脳 内 に 注入 され たGESは 均 一 に分 布 しな い こ

とを示 唆す る.

脳 内 モ ノア ミン とけ いれ ん発 現 機 構 とは密 接

な関 連 が あ る との報 告 が数 多 くな されて い るが,

一 般 に 脳 内 モ ノア ミンが 増加 す る とけ いれ ん 閾

値 が 上 昇 し,逆 に脳 内 モ ノア ミンが減 少 す る と

け いれ ん 閾値 は低 下 す る と考 え られ て い る.本

研 究 では モ ノア ミン分 解 酵 素 活性 に対 す る グア

ニ ジ ノ化合 物 の影響 を検 討 したが,グ アニ ジ ノ

化 合 物 の け い れ ん誘 発機 序 にお け るモ ノア ミン

神 経 系 の 関 与 に関 して は,さ らに モ ノア ミン合

成 に関 与 す る酵 素 活 性 に つ い て も詳 細 な検 討 を
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要 す る と思 わ れ る.

結 論

モ ノア ミンの代 謝 酵 素 であ るMAO-A, MAO-

B,及 びCOMT活 性 に対 す る グアニ ジ ノ化 合

物 の影 響 を検討 した.さ らに,明 らか な抑 制 効

果 が 認 め られ た グア ニ ジ ノ化合 物 につ い て は,

そ の抑制 様 式 を検 討 す るこ とに よ り,モ ノア ミ

ン代 謝 酵素 活性 に及 ぼ す16種 の グアニ ジ ノ化 合

物 の影響 を調べ た.

1. MAO-A活 性 は5-HTを 基質 として測 定

し,グ アニ ジ ノ化 合物 は5mMで 検 討 した.基

質 濃度4.33μMでMAO-A活 性 をGGA及 び

GESは 抑 制 した.一 方,MAO-A活 性 はArg

及 びNAAに よ り増 加 した.し か し,Gua, GSA,

 GPA, OH-Arg, CRN, CTN, GAA, HArg,

 MGua, GVA, GEt及 びGBAはMAO-A活

性 に対 しな ん らの影 響 も及 ぼ さ なか っ た.

2. MAO-B活 性 はm-nitrobenzylamineを

基 質 と して測 定 した.基 質 濃 度3.125mMで

MAO-B活 性 をCRN, GVA及 びMGuaは 抑

制 し,GGAは 増加 した.基 質 濃 度 は62.5μMで

MAO-B活 性 をCRN, GVA, MGua, Arg,

 Gua, GSA, GPA, HArg及 びGEtは 抑 制 し

た.

3. 基 質 濃度3.125mMと62.5μMの 両 濃 度

でMAO-B活 性 抑 制効 果 が認 め られ たCRN,

 GVA, MGuaの 阻害 様 式 を検 討 した結 果,MAO-

Bに 対 す るGVA, CRN及 びMGuaの 阻 害様

式 は競 合 型 阻害 が 最 も良 く適 合 し,計 算 され た

Kiは それ ぞれ9.47mM,14.5mM及 び29.4mM

で あ っ た.

4. COMT活 性 はDOPACを 基質 と して 測

定 した.基 質 濃 度600μMで 影 響 を調べ た16種 類

の グア ニ ジ ノ化 合 物 はCOMT活 性 に な ん らの

影 響 も与 え なか っ た.基 質 濃度75μMでCOMT

活 性 はGSA及 びGVAに よ り抑 制 され た.

5. 以上 の 結果 か ら,あ る種 の グア ニ ジ ノ化

合 物 は モ ノア ミン分 解 酵素 系 に も働 い て脳 機 能

に影 響 を与 え る こ とが 示 唆 さ れ た.

稿 を終 わるにあた り,御 懇篤 な御指導 と御校 閲 を

賜 わ りま した森 昭胤教授,ま た直接御指 導御協 力

いただ きました横井 功助 手,加 太英 明文部 技官に

深 く感謝 の意 を捧げ ます.さ らに,実 験遂行 にあ た

りましては終 始快 く御協力下 さいま した研究室の皆

様 に心 か ら御 礼 申し上げ ます.
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In the central nervous system (CNS) of mammals, monoamine oxidase (EC 1.4. 3.4) (MAO), 

which have been divided into two functional forms (MAO-A and MAO-B), and catechol-O

- methyltransferase (EC 2.1. 1.6) (COMT) act as catabolic enzymes of catecholamines and 

serotonin regulating their concentrations. In this study, the effects of guanidino compounds 

(5mM) on MAO-A, MAO-B and COMT were examined to investigate the role of guanidino 

compounds in CNS function.

MAO-A activity was decreased by ƒ¿-guanidinoglutaric acid (GGA) and guanidinoethanesul

fonic acid, and increased by arginine (Arg) and N-acetylarginine at a low substrate concentra

tion (4.33ƒÊM). MAO-B activity was decreased by creatinine (CRN), ƒÐ-guanidinovaleric acid 

(GVA) and methylguanidine (MGua) at a high substrate concentration (3.125mM), and de

creased by CRN, GVA, MGua, Arg, guanidine, 2-guanidinoethanol, ƒÀ-guanidinopropionic acid, 

guanidinosuccinic acid and homoarginine at a low substrate concentration (62.5ƒÊM). GVA, 

CRN and MGua acted as competitive inhibitors on MAO-B and their calculated Ki values were 

9.47mM, 14.5mM and 29.4mM, respectively. Although the guanidino compounds tested had no 

effect on COMT activity at a high substrate concentration (600ƒÊM), GSA and GVA inhibited 

COMT activity at a low substrate concentration (75ƒÊM).

These results suggest that some guanidino compounds influence catabolic enzymes of in

doleamine and catecholamines to control CNS function.


