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前頭葉神経伝達物質開口分泌機構における機能的

synprint蛋白複合体の解析
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抄韓 :神経伝達物質開口分泌機構解明を目的に,ラット前頭葉におけるglutamate

(GLU),dopamine(DA),serotonin(5-HT)の基礎 ･Ca2-刺激性 ･K◆刺激性遊離
に対する電位依存性Ca2~チャネル (VSCCs),蛋白リン酸化酵素 (PKs) ･シナップ

ス蛋白 (SNAREs)の効果をinuiuomicrodialysisを用いて検討 した.基礎

monoamine(MA)遊離は,N型 VSCC (N-VSCC)/PKC/Syntaxin複合体とP型

VSCC (p-VSCC)/PEA/Synaptobrevin複合体によって規定されていたが N-

VSCC/PKC/Syntaxinが主要機構であった.Ca2~射J激性遊離はN-VSCC/PKC/Syn-

taxin複合体によって規定されていたが,p-VSCC/PK〟synaptobrevinの影響を受

けていなかった.K十刺激性遊離も基礎遊離同様に,p-VSCC/PKA/Synaptobrevinと

N-VSCC/PKC/Syntaxinによって規定され,p-VSCC/PK〟synaptobrevin複合体が
主要機構であった.一方 GLU の基礎 ･Ca2→刺激性遊離は MA とは異な り,

VSCC ･PKA ･SNARE阻害薬の影響を受けなかったが.K頒U激性遊離は,MA

同様にp-VSCC/PKA/SynaptobrevinとN-VSCC/PKC/Syntaxinによって規定されて

いたが,p-VSCC/PKAノsynaptobrevin複合体が主要機構であった.本研究結果は,

ラット前頭葉の神経伝達物質遊離は,少なくともp-VSCC/PK〟synaptobrevinと

N-VSCC/PKC/Syntaxinの2系統のsynprint蛋白機能的複合体によって規定されて
いる可能性を示唆した.
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緒 言

前頭葉のglutamate(GLU),dopamine(DA),

serotonin(5-HT)の神経伝達系機能の障害が精神

分裂病 ･感情障害 ･疫撃性障害などの中枢神経系

機能性障害の病態に関与する可能性が,基礎的 .

臨床的研究によって示唆されている6,ll,13､1日 呂･.しか

し,これら神経伝達物質遊離が如何なる機序を介

しているのか,そして同じ機構を介しているのか

は未だ十分に理解されているとは言い難い.

一方,神経伝達物質遊離機構は,可溶性N-eth-

ylmaleimide-sensitivefactor(NSF)attachment

protein(SNAP)receptor(SNARE)仮説によっ

て解釈されている. 軸索を伝導してきた興奮は神

経終末部に到達し,終末部の電位変化を感受した

電位依存性カルシウムチャネル (VSCCs)が開口

し.Ca2~が終末部活性帯へ流入しl･4-10,22-23-25･39140',こ

のCa2~流入が トリガーとなり,各種蛋白リン酸化

酵素 (PKs)の活性化に伴い 7､9･25'34r36'42,43･,神経終末

部形質膜に結合している七一SNAREとシナップス小
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胞に結合したⅤ-SNAREの複合体形成一分離が発

動された後に,形質膜と小包膜の接着 ･融合を経

て開口分泌が生じると予想されている32-34･.これま

での研究から.VSCCはL-,N-,0-,p-,Q-,R-,T-

型の存在が示唆されているが,少なくとも,N型

及びP型VSCCが開口分泌のトリガー機構を司る

ことが証明されている1■22,25■35-381391.また,PKsでは

PKC ･PKAがVSCCとSNARE蛋白の複合体形

成 ･分離に対し何らかの作用を有することも明ら

かである7-9}25･34)36･42･43･

我々は,既にラット海馬5-HTの遊離機構が,N

型VSCC/PKC/Syntaxin複合体とP型 vSCC/

PKAノsynaptobrevin複合体によって制御され,し

かも基礎遊離はN型VSCC/PKC/Syntaxin複合体

が主要制御機構であ り,脱分極性遊離は P型

VSCC/PKAノsynaptobrevin複合体が主要制御機構

である可能性を示唆した10'20-22,251.本研究ではラッ

ト前頭葉のGLU,DA,5-HTの遊離機構を解析し,

続いてこれら神経伝達物質遊離機構の差別化を試

みた.

対 象 と 方 法

弘前大学動物実験施設で 12時間の明暗サイクル

(室温 22±2℃)で 1週間以上飼育した,体重

250-300gの雄性 Wistar系ラット (Clea)を用

い,弘前大学動物実験倫理委員会の承認を受け,

弘前大学動物実験指針に基づき本実験を行った.

Mierodialysis

1.5%ハロセン吸入麻酔下で前頭葉 (A-+3.2

mm,L-+0.8mm,Ⅴニー5.5mm relativeto

bregma)8-にbotulinumtoxin(BoNT)を洛解した

0.3FLLのmodifiedRinger'ssolution (MRS)%

微量注入 した2･20-25,26,.この後に,透析プローブ

(0.22mmdiameter;3mmexposedmembrane;

Eicom :京都)を挿入し22,,プローブ挿入 18時間

後に,流速 1ill/minで修正リンゲル液 (MRS)

[145Na+,2.7K~,1.2Ca2-,1.0Mg2-,154.4Cl-

(inmM)2mM リン酸緩衝液と1.1mMTris緩衝

液でpH7.40に調整]潅流を開始した23J.10分間

隔でMRSを回収LECD-HPLCを用いてMRS内

のDA,5-HT濃度を測定し21)24)251,GLU濃度測定に

はflOrescence-HPLCを用いた44t.

5

薬物投与

N-VSCC阻害薬w ICOnOtOXinGVIA (GVIA:ペ

プチド研究所,大阪),p-VSCC阻害薬W-agatoxin

IVA (IVA:ペプチ ド研究所),PKA阻害薬 H-89

(Calbiochem,SamDiego,USA),PKC作動薬

phorbol12-myristate13-acetate(PMA:ナカラ

イテスク,大阪),PKC阻害薬 chelerythrine

(CHR:Calbiochem),adenylatecyclase作動薬

forskolin (ナカライテスク),SNAP-25阻害薬A-

typebotulinum toxin (BoNT/A:Calbiochem),

synaptobrevin阻害薬 BoNT/B (Calbiochem),

syntaxin阻害薬 BoNT/C (Calbiochem)を用い

た.

各種薬剤の投与方法は,BoNTは分子量 10,000

以上であり透析膜通過率が著しく低いため,プロ

ーブ挿人前に0,0.03,0.3,3ngBoNTs含有した

MRS0.3FLLを微量注入した.MRS潅流開始6時

間後,潅流MRS内のDA,5-HT,GLU濃度測定を

開始し,60分間のCV値 5%以下を安定化と定義

した22】.安定化確認後,controlとしてDA,5-HT,

GLU基礎遊離測定を60分間行った後に,各種薬

剤を洛解したMRSに切り替え,更に測定値の安定

化確認後,同様の薬剤を含有した50mM K.含有

MRS(HKMRS)潅流 (K刺̀ 激),或いは3.4mM

Ca2-含有 MRS (HCMRS)潅流 (Ca2･刺激)を

20分間施行した10,20)22,25,

結 果

ラット前頭葉潅流MRS内のDA,5-HT,GLUの

含有量は0.91±0.16fhol/〟7,0.35±0.04fmol/

〟7,0.24±0.06pmol/〟Jであった.基礎実験では,

Na十チャネル阻害薬 1FLMtetrodotoxin(TTX)含

有MRS.Ca2'-freeMRS潅流によりMRS内DA,

5-HT含有量は0.05fmol/FLl以下に減少し (data

notshown),K一刺激で有意に増加した (Fig.1).

本実験で測定したMRS内のDA,5-HT含有量は神

経活動由来のDA,5-HT基礎遊離基準を満たして

いた37㌧一方,GLUはTTX及び Ca2--freeMRS

潅流に対 して非感受性であったが (datanot

shown),K-刺激で有意に増加した (Fig.1).各種

神経伝達物質遊離の定量は,Kawataetal.(2001)

の方法に従った (Fig.1)10■.
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Fig.1 Criteriaforthelevelsofbasal,Ca2~-andK-1eVOkedreleasesofdopamine,serotoninandglutamatein

pFC

A:Atleast6hafterstartingtheperfusionwithMRS,thelevelsofserotonin,dopamineandgluta-

mateinpre-frontalcortex(PFC)perfusateweremeasured.Afterconfirmingthestabilisationofex-

tracellularlevelsofdopamine,serotoninandglutamate,thelevelsofthemweremeasuredfor120

minascontroldata(basalrelease),Afterdetermlnationofbasalrelease,perfusionmediumwas

switchedfromMRStoHCMRSfor20min(Ca2--evokedstimulation).Afterconfirmingthestabilisa-

tionofextracellularlevels,PerfusionmediumwasswitchedfromMRStoHKMRSfor20min(K'-
evokedstimulation).

B:ThevalueofCa2㌧evokedrelease(closedcolumn)wasdefinedasthelevelofbasalextracellul

larlevel(basalrelease:openedcolumns)subtractedfromthemaximalextracellularlevelduring

Ca2--evokedstimulation.ThelevelofK一一evokedrelease(strippedcolumn)wasalsodefinedasthe

levelofbasalextracellularlevelsubtractedfromthemaximalextracellularlevelduringK.-evoked
stimulation.

VSCCs,PRs,SNAREs阻害薬の基礎遊離に対

する効果

N型 VSCC阻害薬 GVIAとP型VSCC阻害薬

ⅠVAはDA ･5-HT基礎遊離を濃度依存性に抑制

した (P<0.01日Fig.2Aand2D),そしてGVIA
の抑制効果はIVAよりも強力であった (P<0.01)

(Fig.2Aand2D).PKC阻害薬 cHRとPKA阻

害薬H-89もDA ･5-HT基礎遊離を濃度依存性に

抑制し (P<0.01)(Fig.2Band2E),この抑制効
果はCHRが有意に強かった (P<0.05日Fig.2B
and2E).SNARE阻害薬はsynaptobrevin阻害薬

BoNT個 とsyntaxin阻害薬BoNT/Cは濃度依存性

にDA ･5-HT基礎遊離を抑制したが (P<0.01)
(Fig.2Cand2F).BoNT/A濃度非依存性に抑制し

た (P<0.05)(datanotshown).BoNTsの抑制効
果はBoNT/C>BoNT侶>BoNT/Aの順に強力で

あった (Fig.2C and2F).GLU基礎遊離は

vsccs,plも,SNAREs阻害薬に対して非感受性で

あった (datanotshown).

基礎遊離に対するPXs作動薬の効果

pKC作動薬 pMA とPKA活性 を増強する

forskolinはDA,5-HT,GLU基礎遊離を濃度依存

性に増加した (P<0.01)(Fig.3A-C).この増強
効果はMA に対してはPMAが優位であったが
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Fig.2 EffectsofinhibitorsofVSCCs,PKsandBoNTsonbasalreleasesofserotoninanddopamine

Theconcentration-dependenteffectsofinhibitorsofVSCCs,PxsandSNAREsonbasalreleasesof

dopamineandserotoninareshowninFig.2A-2Cand2I)-2F,respectively.Theordinatesindicatethe

mean±SD (N-6)ofextracellularlevelsofdopamineorserotonin(fmol/〟l),andabscissasshow

theconcentrationorinhibitorsofVSCCs,PKs(〟M)orthedoseofBoNTs(ngLInordertostudy

theeffectsofSNAREsinhibitorsonbasalmonoaminerelease,themicroinfusionof0.3JJIMRScon-

tainlngWithorwithout(control)BoNTsbeforeinsertionofmicrodialysisprobe.Inordertostudy

theeffectsofinhibitorsofVSCCsandPxsonbasalmonoaminerelease,theperfusionmediumwas

switchedfromMRStoMRScontainingGVIA,IVA,H189orCHRfor120min.Theeffectsofin-

hibitorsofVSCCs,PKsandSNAREsonbasalmonoaminereleasewereanalyzedusingtwo-way

ANOVAandTukey'smultiplecomparisontest(辛:P<0.05;**:P<0.01).
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Fig.3 EfrectsofPKsactivatorsonbasalreleasesofdopamine,Serotoninandglutamate

Theconcentration-dependenteffectsofPMAandforskolin(For)onbasa)releasesofdopamine,

serotoninandglutamateareshowninFig.3A,3Band3C,respectively.Theordinatesindicatethe

mean±SD (N-6)orextracellularlevelsofmonoamine(fmol/〟J)orglutamate(pmol/〟わ,and

abscissasshowtheconcentrationofPMAorFor(JLM).InordertostudytheeffectsofPMAorFor

onbasalreleasesofmonoamineandglutamate,theperfusionmediumwasswitchedfromMRSto

MRScontainlngPMAorForfor120min.TheeffectsofPMAandForonbasalreleaseswereanal

lyzedusingtwoIWayANOVAandTukey'smultiplecomparisontest(*:P<0.05;×*:P<0.01).
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Fig.4 EffectsofinhibitorsofVSCCs,PxsandSNAREsonCa2一一evokedreleasesofdopamineandserotonin
Theconcentration-dependenteffectsDfinhibitorsDfVSCCs,PKsandSNAREsonCa2~-evokedre-
1easesofdopamineandserotoninareshowninFig.4AI4Cand4D-4F,respectively.Theordinatesin-
dicatethemean ±SD (N-6)oflevelsofCa2~-evokedreleasesofdopamineandserotonin (fmol/〟l),
andabscissasshowtheconcentrationofinhibitorsofVSCCs,Pxs(ELM)orthedoseofBoNTs(ng).
InordertostlldytheeffectsofSNAREsinhibitorsonCa2--evokedmonoaminerelease,themicroinfu-
sionof0.3/JIMRScontainlngWithorwithout(control)BoNTsbeforeinsertionofmicrodialysis
probe.InordertostudytheeffectsofinhibitorsofVSCCandPKonCa2--evokedmonoaminerelease,
theperfusionmediumwasswitchedfromMRStoMRScontainingwithorwithoutGVIA,IVA,H-89
orCHR.Aftertheconfirmationthestabilizationofbasalrelease,theperfusionmediumwasswitched
toHCMRScontainingthesameagents.TheeffectsofinhibitorsofVSCCs,PIG andSNAREson
Ca2㌧evokedmonoaminereleaseWereanalyzedusingtwo-wayANOVAandTukey'smultiplecompar-
isontest(*:P<0,05:**:P<0.01).
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Fig.5 EffectsofPKsactivatorsonCaz-1eVOkedreleasesofdopamine,serotoninandglutamate

TheeffectsofPMAandforskolin(For)onCa2--evokedreleasesofdopamine,serotoninandgluta-

mateareshowninFig.5A,5Band5C,respectively.TlleOrdinatesindicatethemean±SD (N≡6)

oflevelsofCa2~-evokedreleasesofmonoamine(fmol/pl)orglutamate(pmol/FLl),andabscissas

showtheconcentrationofPMAorFor(〟M).InordertostudytheeffectsofPMAandForonCa2㌧

evokedmonoaminerelease,theperfusionmediumwasswitchedfromMRScontainingwithorwith-

outPMAorFor.Aftertheconfirmationthestabilizationofbasalrelease,theperfusionmediumwas

switchedtoHCMRScontainingthesameagentsfor20min.TheeffectsofPMAandForonCa2'-

evokedreleaseswereanalyzedusingtwo-wayANOVAandTukey'smultiplecomparisontest(* :
P<0.05;**:P<0.01).
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Fig.6 EffectsofinhibitorsofVSCCs,PKs,SNAREsandPKsactivatorsonK~-evokeddopaminerelease

Theconcentration-dependenteffectsofinhibitorsofVSCCs,pxs,SNAREsandPxsactivatorson

theK.leVOkeddopaminereleaseareshowninFig.6A,6B,6Cand6D,respectively.Theordinatesin-

dicatethemean±SD (N=6)ofK~-evokeddopaminerelease(fmol/〟J),andabscissasshowthe
concentrationofVSCCinhibitors,PKinhibitorsandactivators(〟M)orthedoseofBoNTs(ng).In

ordertostudytheeffectsofBoNTsonK1-evokeddopaminerelease,themicroinfusionof0.3ng

BoNT侶 orBoNT/C.InordertostudytheeffectsofSNAREsinhibitoI･SOnK一一evokeddopaminere-

1ease,themicroinfusionofO.3〟lMRScontainingwithorwithout(control)BoNTsbeforeinsertion

ofmicrodialysisprobe.InordertostudytheeffectsofinhibitorsofVSCCs,PKsandPKsactivators

onK十一evokeddopaminerelease,theperfusionmediumwasswitchedfromMRStoMRScontaining

withorwithoutGVIA,IVA,H-89,CHR,PMAorforskolin(For).Aftertheconfirmationthestabi-

lizationofbasalrelease,theperfusionmediumwasswitchedtoHKMRScontainingthesameagents

for20min.TheeffectsofinhibitorsofVSCCs,PKs,SNAREsandPxsactivatorsonK←-evoked

dopaminereleasewereanalyzedusingtWOIWayANOVAandTukey'smultiplecomparisontest(*:
P<0.05:**:P<0.01).

(P<0.01)(Fig,3Aand3B),逆にGLUでは
forskolinの増強効果が優位であった (P<0.01)
(Fig.3C).

VSCCs,PXs,SNAREs阻害薬のCa2+刺激性遊

離に対する効果

Ca2-濃度を1.2から3.4mMへ増加した透析液

を20分間潅流刺激 (Ca2-刺激)によって,DA,5-

HT遊離は増加したが (P<0.01)(Fig.1).GLU
濃度の増加は観察できなかった (Fig.1).GVIA

はCa2-刺激性DA,5-HT遊離を濃度依存性に抑制

した (P<0.01)(Fig.4Aand4D),しかし,ⅠVA
は効果がなかった (Fig.4Aand4D).CHRは

Ca2･刺激性遊経を濃度依存性に抑制したが (P<

0.01)(Fig.4Band4E),H-89は効果がなかった

(Fig.4Band4E).BoNT/CはCa2--刺激性DA,5-

HT遊離を濃度依存性に抑制したが (P<0.01)

(Fig.4Cand4F),BoNT/A及びBoNT個 は効果

がなかった (Fig.4Cand4F).

pKs作動薬のCa2+刺激性遊離に対する効果

PMAはCa2▲刺激性DA,5lHT遊離を濃度依存

性に増加したが (P<0.01)(Fig.5Aand5B),
forskolinは効果がなかった (Fig.5Aand5B).

Ca2･一刺激では GLU遊離の変化は無かったが

(Fig.1and5C),しかしforskolinとPMAの前処
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Fig.7 EffectsofinhibitorsofVSCCs,PKs,SNAREsandPKsactivatorsonK--evokedserotoninrelease
Theconcentration-dependenteffectsofinhibitorsofVSCCs,Pxs,SNAREsandPxsactivatorson

theK--evokedserotoninreleaseareshowninFig.7A,7B,7Cand7D,respectively.Theordinatesin-

dicatethemean±SI)(N=6)ofK-evokedserotoninrelease(fmoL/JJl),andabscissasshowthe
concentrationofVSCCinhibitors,PKinhibitorsandactivators(LLM)orthedoseofBoNTs(ng).

InordertostudytheeffectsofBoNTsonK--evokedserotoninrelease,themicroinfusionof0.3ng

BoNT/BorBoNT/C.InordertostlldytheeffectsofSNAREsinhibitorsonK--evokedserotoninre-

lease,themicroinfusionofO.3FLIMRScontainingwithorwithout(control)BoNTsbeforeinsertion

ofmicrodialysisprobe.InordertostudytheeffectsofinhibitorsofVSCCs,PlbandPKsactivators

onK.-evokedserotoninrelease,theperfusionmediumwasswitchedfromMRStoMRScontaining

withorwitholltGVIA,TVA,H-89,CHR,PMAorforskolin(For).A氏ertheconfirm ationthestabil

1izationofbaSalrelease,theperfusionmediumwasswitchedtoHKMRScontainingthesameagents

for20min.TheeffectsofinhibitorsofVSCCs,PKs,SNAREsandPKsactivatorsonK一-evokedsero-

toninreleasewereanalyzeduslngtwo-WayANOVAandTukey'smultiplecomparisontest(*:P<
0.05;**:P<0.01).

置は濃度依存性にCa2̀刺激性 GLU遊離を増強し

た (P< 0.05)(Fig.5C). この増強効果 は

forskolin優位であった (P<0.05日Fig.5C).

VSCCs,PKs,SNAREs阻害薬のK+刺激性遊離

に対する効果

GVIA AIVAはK-刺激性 DA,5-HT,GLU遊離

を濃度依存性に抑制し (P<0.05)(Fig.6A,7A

and8A),その抑制効果は ⅠVA優位であった

(P<0.05)(Fig.6A,7Aand8A).CHR ･H-89

はK~刺激性 DA,5-HT,GLU遊離を濃度依存性に

抑制し (P<0.05日Fig.6B,7Band8B),その抑

制効果はH-89優位であった (P<0.05)(Fig.

6B,7Band8B).BoNT/B IBoNT/CはK･刺激

性 DA,5-HT,GLU遊離を濃度依存性に抑制 し

(p<0.05)(Fig.6C,7Cand8C),BoNT/Aも抑

制 したが濃度非依存性であった.抑制効果は

BoNT/BがBoNT/A ･BoNT/Cよりも優位であっ

た (P<0.01日Fig.6C,7Cand8C).

pKs作動薬のK+刺激性遊離に対する効果

PMA ･forskolinはK-刺激性 DA,5-HT,GLU

遊離を濃度依存性に克進したが (P<0.05日Fig.

6D,7Dand8D),この克進効果はforskolin優位

であった (P<0.05)(Fig.6D,7Dand8D).
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Fig.8 EffectsofinhibitorsofVSCCs,PKs,SNAREsandPKsactivatorsonK◆-evokedglutamaterelease

Theconcentration-dependenteffectsofinhibitorsofVSCCs,Pxs,SNAREsandPKsactivatorson

theK◆-evokedglutamatereleaseareshowninFig.8A,8B,8Cand8D,respectively.Theordimatesin-

dicatethemean±SD (N - 6)ofK1-evokedglutamaterelease(pmol/〟l),andabscissasshowthe
concentrationofVSCCinhibitors,PKinhibitorsandactivators(〟M)orthedoseofIioNTs(ng).In

ordertostudytheeffectsofBoNTsonKl-evokedglutamaterelease,themicroinfusionof0.3ng

BoNT/BorBoNT/C.ⅠnordertostudytheeffectsofSNAREsinhibitorsonK⊥-evokedglutamatere-

1ease,themicroinfusionof0.3LLIMRScontainingwithorwithout(control)BoNTsbeforeinsertion

ofmicrodialysisprobe.InordertostudytheeffectsofinhibitorsofVSCCs,PKsandPKsactivators

onK.-evokedglutamaterelease,theperfusionmediumwasswitchedfromMRStoMRScontaining

withorwithoutGVIA,rVA,H-89,CHR,PMAorforskolin(For).Aftertheconfirmationthestabi-

1izationofbasalrelease,theperfusionmediumwasswitchedtoHKMRScontainingthesameagents.

TheeffectsofinhibitorsofVSCCs,PKs,SNAREsandPKsactivatorsonK+-evokedglutamaterelease

wereanalyzedusingtwoIWayANOVAandTukey'smultiplecomparisontest(*:P<0.05;**:P<
0.01).

VSCCs･SNAREs阻害薬のPIis作動薬誘発

性基礎遊離増強に対する効果

10/JMPMA誘発性DA,5-HT基礎遊離増強は1

〟M GVIAと0.3ngBoNT/Cによって抑制された

が (P<0.01),1LLM IVAと0.3ngBoNT個 は

効果がなかった (Fig.9Aand9B).一万,10JIM

forskolin誘発性DA,5lHT基礎遊離増強は,1JJM

IVAと0.3ngBoNT/Bによって抑制され (P<

0.01),1〟M GVIA ･0.3ngBoNT/Cは効果がな

かった (Fig.9Dand9E).1〟M IVA及び0.3ng

BoNTm は10JIM PMA ･forskolin誘発性 GLU

遊離を抑制した (P<0.01日Fig.9Cand9F).1

FLM GVIA及び0.3ngBoNT/Cは 10JIM PMA誘

発性 GLU遊離を抑制したが (P<0.05),101JM

forskolin誘発性 GLU遊牡には効果がなかった

(Fig.9Cand9F).

VSCCs･SNAREs阻害薬のPEs作動薬誘発

性 CaB+刺激性遊離増強に対する効果

10〟M PMA誘発性 Ca2･刺激性DA,5-HT遊離

は1JJM GVIA t0.3mgBoNT/Cによって抑制さ

れたが (P<0.01),1〟M IVAと0.3ngBoNT個

は効果がなかった (Fig.10AandlOB).10fJM

PMA誘発性 Ca2-刺激性 GLU 遊離は 1LLM

ⅣA ･GVIA及び0.3ngBoNWB IBoNT/Cを抑
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Fig.9 EtrectsofinhibitorsofVSCCsandSNAREsonPKsactivators-inducedelevationofbasalreleasesof

dopamine,serotoninandglutamate

TheefRectsofinhibitorsofVSCCsandSNAREsonthe10〟MPMAor10FLMforskolin(For)in-

ducedelevationofbasalreleasesofdopamine,serotoninandglutamateareshowninFig.9A-9Cand

Fig.9D-9F,respectively.Theordinatesindicatethemean±SD (N-6)ofextracellularlevelsor

monoamine(fmol/JJl)orglutamate(pmol/FLl).InordertostudytheeffectsofinhibitorsofVSCCs

andSNAREsonPKsactivators-indllCedelevationofmonoamineandglutamatereleases,afterthe

microinfusionof0.3〟lMRSdissolvedwith orwithout(C)0.3ngBoNTs,theperfusionmedium

wasswitchedfromMRScontainingwithout(C)orwith1JJMGVIAor1JJMIVA(openedcolumns)

tothesameMRScontainingPMA (closedcolumns)orFor(strippedcolumns)for120min.Theef-
fectsofinhibitorsofVSCCsandSNAREsonPXactivators-inducedelevationofbasalreleasesof

monoamineandglutamatewerecompareduslngOne-WayANOVAandTukey'smultiplecomparison
test(辛:p<0.05こ**:P<0.01).

制したが (P<0.05),この抑制効果は1JLM IVA
及びBoNWB優位であった(P<0.05)(Fig.10C).
10JJM fbrskolinはCa2ー刺激性 DA,5-HT遊離に

効果が無かった (Fig.5A,5B).10JLM forskolin

誘発性 Ca2~刺激性GLU遊離は1JLM IVA及び0,3

ngBoNT/Bにより強力に抑制され (P<0.01),
0.3ngBoNT/Cにより軽微ではあるが有意に抑制

されたが (P<0.05),11JM GVIAは効果が無か
った (Fig.10D).

VSCCs･SNAREs阻害薬の PKs作動薬誘発

性 E+刺激性遊離増強に対する効果

10/JMPMA誘発性 K十一刺激性 DA,5-HT遊離増

強は1JJM GVIAと0.3ngBoNT/Cにより抑制さ

れたが (P<0.01).1FLM IVAと0,3ngBoNT個
は効果が無かった (Fig.llAandllB).10LLM

forskolin誘発性K-刺激性 DA,5-HT遊離増強は1

〟M IVAと0.3ngBoNT個 によって抑制されたが

(P<0.01),1JJM GVIA と0.3ngBoNT/Cは勤
果が無かった (Fig.llDandllE).The10ELM

PMA誘発性 K十刺激性 GLU遊離増強は 1JJM

GⅥA ･IVA及び0.3ngBoNT佃 ･BoNT/Cによ

り抑制されたが (P<0.05日Fig.llC),10ELM
forskolin誘発性 K-一刺激性 GLU遊離増強は1/JM

IVA及び0.3ngBoNT/Bにより有意に抑制され

(p<0.01),1JJM GVIA ･0.3ngBoNT/Cは幼
果が無かった (Fig.llF).
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Fig.10EffectsofinhibitorsofVSCCsandSNAREsonPKsactivators-inducedelevationofCa翌--evokedre-

leasesofdopamine,serotoninandglutamate

TheeffectsofinhibitorsofVSCCsandSNAREsonthe10ELMPMAinducedelevationofCa2~-

evokedreleasesofdopamineandserotoninareshowninFig.10AandlOB,respectively.TheefFects
ofinhibitorsofVSCCsandSNAREsonthe10〟MPMAor10JJMforskolin(For)inducedelevation

ofCa2㌧evokedglutamatereleasesareshowninFig.10CandlOD,respectively.Theordinatesindi-

catethemean±SD (N-6)oflevelsofCa2--evokedreleasesofmonoamine(fmol/JJl)orgluta-

mate(pmol/LLl).Afterthemicroinfusionof0.3LLIMRSdissolvedwithorwithout(C)0.3ng

BoNTs,theperfusionmediumwasswitchedfromMRStoMRScontainingwithout(C)orwithiFL

MGVIAorIVA.Aftertheconfirmingthestabilization,theperfusionmediumwasadded10FLM

PMAorFor(openedcolumns).Aftertheconfirmingthestabilizationoflevelsofmonoamineand

glutamate,theperfusionmediumwasswitchedtoHCMRScontaining10JJMPMA (closedcolumns)

orFor(strippedcolumn)for20min.TheeffectsofinhibitorsofVSCCsandSNAREsonPKsactiva-

tors-inducedelevationofCa2.-evokedreleasesofmonoamineandglutamatewerecompareduslng

one-wayANOVAandTukey'smultiplecomparisontest(*:P<0.05;糊 :P<0.01).

VSCCs阻害薬とBoNTsの基礎遊離 ･CA皇+刺

激性 ･汰+刺激性遊離に対する相互作用

0,3ngBoNT/C前処置環境下では,1FLM GVIA

は基礎 ･ca2-刺激性 ･K~刺激性 DA,5-HT遊離に

対して効果が無かった (Fig.12A,B,C).しかし,

同環境下で,1/JM IVAは基礎 ･K'刺激性DA,5-

HT遊離を抑制した (P<0.05)(datanotShown).
0.3ngBoNTrB前処置環境下では.1JJM IVAは

基礎 ICa2-刺激性 ･K刺激性 DA,5-HT遊離に対

して効果が無かったが (Fig.12A,B,C),1JJM

GVIAは基礎 ･Ca2-刺激性 ･K~刺激性DA,5-HT

遊離を抑制した (P<0.05)(datanotsl10Wn).
0.3ngBoNT/C前処置環境下では,1JIM GVIA

はK一刺激性 GLU遊離を抑制したが (P<0.05).

0.3ngBoNT侶 前処置環境下では,1FLM IVAは

K一刺激性 GLU遊離に対して効果が無かった (Fig.

12C),またBoNT/BとGVIA.そしてBoNT/Cと

IVAのK 刺̀激性 GLU遊離に対する抑制効果は相

加的であった (datanotshown).
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Fig.llEffectsofinhibitorsofVSCCsandSNAREsonPKsactivators-inducedelevationofK--evokedreleas-

esofdopamine,serotoninandglutamate

TheeffectsofinhibitorsofVSCCsandSNAREsonthe10/JMPMAor10/JMfbrskolin (For)in-

ducedelevationofK'-evokedreleasesofdopamine,serotoninandglutamateareshowninFig.11A-

11CandIl°-llF,respectively.Theordinatesindicatethemean±SD (N -6)oflevelsofK'-

evokedreleasesofmonoamine(fmol/pl)orglutamate(pmol/〟I).A洗erthemicroinfusionofO.3/JI

MRSdissolvedwithorwithout(C)0.3ngBoNTs,theperfusionmediumwasswitchedfromMRSto

MRScontainingvvithout(C)orwith1/JMGVIAorIVA.A洗ertheconfirmingthestabilization,the

perfusionmediumwasadded10/JMPMAorFor(openedcolumns).A托ertheconfirmingthestabi-

1izationoflevelsofmonoamineandglutamate,theperfusionmediumwasswitchedtoHKMRScon-

taining10/JMPMA (closedcolumns)orFor(strippedcolumn)fTor20min.Theeffectsofinhibitors
ofVSCCsandSNAREsonPKactivators-inducedelevationofK∴evokedreleasesofmonoamineand

glutamatewerecompareduslngOne-WayANOVAandTukey'smultiplecomparisontest(*:P<
0.05;**:P<0.01).

考 察

MA開口分泌機構

前頭葉 DA,5-HT基礎遊離はTTX ･Ca2- ･K~

感受性を示 し,神経活動を反映した遊離であ り,

しかも基礎 ･Ca2-刺激性 ･K~刺激性 DA,5-HT遊

離は特異的な機構によって制御されている可能性

が示唆される.基礎 DA,5-HT遊離はN型vSCC

阻害薬 GVIA ･PKC阻害薬 CHR ･syntaxin阻

害薬 BoNT/Cによって有意に抑制 され,P型

VSCC阻害薬 ⅠVA ･PKA阻害薬 H-89 ･synap-

tobrevin阻害薬 BoNT/Bによって微弱ではあるが

有意に抑制された.Ca2 刺激性 DA,5-HT遊離は

GVIA ･CHR ･BoNT/Cによって抑制されたが,

ⅠVA ･H-89 ･BoNT/Bは効果が無かった.対照

的に,K･刺激性 DA,5-HT遊離は,IVA IH-

89･BoNT/Bによって有意に抑制され,GVIA ･

CHR ･BoNT/Cによって微弱ではあるが抑制され

た.これらの結果から,前頭葉 DA,5-HT遊離は

海馬 5-HTと類似した,基礎及びCa2十刺激性 DA,

5-HT遊離を主に制御するN型VSCC/PKC/Syn-

taxin複合体と,脱分極性 DA,5-HT遊離を抑制す

るP型VSCC仲KA/Synaptobrevin複合体機構 25-に

よって開口分泌が制御されている可能性が示唆さ
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Fig.12InteractionbetweeninhibitorsofVSCCsandSNAREsonbasal,Ca2㌧andKL-evokedreleasesof

dopamine,serotoninandglutamate

TheinteractionbetweeninhibitorsofVSCCsandSNAREsonthebasal,Ca" - andK'-evokedre-

1easesofdopamine(openedcolumns),serotonin(strippedcolumns)andglutamate(dotted

columns)areshowninFig.12A,12Band12C,respectively.Theleftsideordinatesindicatethe

mean±SD (N-6)oflevelsofmonoaminereleases(fhol/〟わ,andrightsideordinateindicates

thelevelsofglutamaterelease(pmol/〟l).Afterthemicminfusionwith Orwithout(control)0.3ng

BoNTs,theperfusionmediumwasswitchedfromMRScontainingwithout(control)orwith1/JM

GVIAorIVA.Aftertheconfirmationofstabilizationofbasalrelease,theperfusionmediumwas

switchedtoHCMRSorHKMRScontainlngthesameagentsf♭r20min.Themeanvaluesobtained

control(notreatmentwithVSCCinhibitororBoNTs)andtreatmentwitheachagentswerecom-

paredusingone-wayANOVAandTukey'smultiplecomparisontest(辛:P<0.05;**:P<0.01).

れる.

PKC作動薬 PMAの基礎 ･Ca2-刺激性 ･K→刺

激性 DA,5-HT遊離増強はGVIA ･BoNT/Cによ

って特異的に抑制され,ⅠVA ･H-89は効果が無

く,逆にforskolin誘発性基礎 ･K-刺激性 DA,5-

HT遊離増強をⅠvA ･H-89が特異的に抑制し,

GVIA ･CHRの効果が無 く,更に,BoNT/Cが

GVIAの,BoNT/Bが ⅠVAの基礎 ･Ca2-刺激性 ･

K-刺激性 DA,51HT遊離抑制効果を阻害した.相

互作用からも,この仮説は支持される.
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GLU開口分泌機構

前頭葉 GLU基礎遊離はTTX ･Ca2~に対して非

感受性であったが,K-刺激性遊離はTTX ･Ca2-

感受性であった.VSCCs･PKs･SNAREs各種

阻害薬はGLU基礎遊離に効果が無かった.K+刺

激性遊離はⅠVA ･H-89･BoNT/Bによって有意

に抑制され,GVIA ･CHR ･BoNT/Cは軽微な

抑制を示した.本研究で得られたGLU基礎遊離自

体は神経活動を反映した細胞外 GLU濃度とは断定

できない.しかし,少なくとも各種刺激による細

胞外 GLU濃度増加は開口分泌機構を反映した物で

あると考えられる,以下にその根拠 となる実験事

実を列挙する.VSCCs･PKs･SNAREs各種阻

害薬とは対照的に,PMA ･forskolinはGLU基

礎遊離を増強し,しかもこれら薬剤によるPKs活

性克進環境下でのみCa2-刺激性遊離が観察された.

このPMA誘発性基礎 ･Ca2･刺激性 GLU遊離は,

MAとは逆に,ⅠVA ･BoNT/Bによって有意に抑

制され,GVIA ･BoNT/Cの抑制効果は軽微であ

った.forskolin誘発性基礎 GLU遊離は,MA同

様にⅠVA ･BoNT/Bによって有意に抑制された.

更に,MAでは観察されなかったforskolin誘発性

Ca2-刺激性 GLU遊離増強は,基礎 GLU遊離同様

にⅠVA ･BoNT/Bによって有意に抑制された.こ

れらの実験結果は,基礎 ･Ca2一刺激性 GLU遊離

は,MA遊離とは異なる開口分泌機構により制御

されている可能性が示唆される.K.刺激性 GLU

遊離はPMA ･forskolinにより増強されたが,

PMAの増強作用は GVIA ･ⅠVA･BoNT/B ･

BoNT/Cにより抑制され,forskolinの増強作用は

ⅠvA ･BoNT/Bに有意に抑制,BoNT/Cにより軽

微に抑制,そしてGVIAは効果が無かった.これ

らの結果から,MA同様にN型VSCC/PKC/Syn-

taxinとP型VSCC/PK〟synaptobrevin複合体が

GLU開口分泌制御に参加 していると予想される

が,GLU開口分泌機構 自体が P型 VSCC/PEA/

Synaptobrevin-の感受性が高く,N型VSCC/

PKC/Syntaxinは二次的な機能しか有していない可

能性が示唆される.

N型VSCC関連性開口分泌機構
従来の電気生理学的研究業績から,多 くの研究

者が神経伝達物質遊離にはP型VSCC機能が優位

で,N型VSCC機能は補助的機能を果たしている

に過ぎないと考えられてきた 17､35-38■.しかし,これ

らの研究は主にGLU神経伝達系機能を神経伝達物

質遊離と仮定して検討されたものであり,本研究

も同様に前頭葉 GLU遊離系では,N型VSCCの

制御機能はP型VSCCと比較して軽微な物であっ

た.しかし,前頭葉 MA遊離では,海馬 5-HT遊

離同様に 25-,基礎遊離 ･Ca2-刺激性遊離は逆にN

型VSCC/PKC/Syntaxin複合体に対して,より高

い感受性を示し,むしろP型VSCCが補助的な機

能を果たしているに過ぎなかった.

塾型aptic匹Otein主星teraCtion(synprint)仮説 301

では,N型VSCCのaサブユニットは,syntaxin .

SNAP-25単体,syntaxin/SNAP-25の2量体,あ

るいはsyntaxinノSNAP-25/synaptobrevinの3量

体と神経伝達物質遊離 トリガーと同等の 10-30

〟Mで最大となる,Ca2十濃度依存性 2相性結合が報

告されている12,29･.この相互作用は,PKCによっ

て制御されているが,PKAは関与していない 36'4l･

一方,synaptotagminとN型VSCCのαサブユニ

ットはCa2-非依存性に結合し12'29･,synaptobrevin

とは結合しない29J.さらに,syntaxinとsynapto-

tagminもCa2-濃度依存性に結合するが,これは

100〃M - 1mM の高濃度で結合能が最高とな

る3,16･. 即ち,本研究結果で示した,基礎遊離の一

部とCa2-依存性遊離は,N型VSCCを介して流入

したCa2-濃度増加が,N型VSCC近傍の活性帯内

に存在するsyntaxill/SNAP-25/synaptoberevin複

合体とN型VSCC結合を誘発し,形質膜と小胞の

接近を図り,これによりsynaptotagminとN型

vscCがCa2-濃度非依存性に結合可能な状態とな

る.さらに活性帯内の Ca2 濃̀度が増加すると,

syntaxin/SNAP-25/synaptoberevin複合体とN型

vscCの結合が解け,N型VSCCから解離 した

syntaxinが逆にsynaptotagminと結合し,小包膜

と形質膜の接着が生 じ,続いて融合 ･開口分泌-

進展する.以上の一連の機構により開口分泌され

るものと推測される.

p型VSCC関連性開口分泌機構
P型 VSCCのαサブユニットであるα.AはrbA

とBI,二つのイソタイプの存在が知 られている

が 19,33一,rbAとBIではsynprint蛋白との結合様式
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が異なる12′.BIはsyntaxin,SNAP-25,synapto-

tagminとCa2弓巨依存性に結合する.逆にrbAは

synaptotagminとCa2⊥依存性に結合し,SNAP-25

とはCa2-非依存性に結合するが.syntaxinとは結

合しない12■.αlAサブユニットとsynaptobrevinの

結合は未だ確認されていない28'.しかし,synapto-

brevin機能阻害はK-刺激性 5-HT遊離を抑制する

が25･,Ca2-ionophoreであるionomycin誘発性の

DA遊離には効果が無い5】.我々の過去の検討でも,

N型VSCCは線条体DA及び海馬 5-HT基礎遊離

を有意に制御 していたが,脱分極性遊離はP型

VSCCが有意な制御を示していた221-'5･.本研究結果

だけでは,イソタイプの機能的差別化の検証は困

難であるが,少なくとも,脱分極性遊離制御機構

としてP型 VSCC/PKA/Synaptobrevin複合体は

N型VSCC/PKC/Syntaxin複合体よりも有意な機

能を果たしていることは明らかである.加えて,

過剰興奮による神経伝達物質遊離は,基礎遊離と

は異なり,未知のCa2-依存性機構の存在が示唆さ

れ,さらに過剰興奮による神経細胞の形質睦の二

次的リン酸化の関与も示唆されており31r36･,今後の

検討が必要である.

細胞外Ca2-の活性帯への流入が如何なる機構を

介して,開口分泌の トリガーとなりうるのか.加

えてCa2一に対する低感受性センサーとして知られ

ているsynaptotagminの機能も同様に詳細不明で

ある17･.Ca2-依存性Calmodulinがsynaptobrevin

と (Kd-0.5〟M Ca2-濃度)で結合し,syntax-

in/SNAP125/synaptobrevinの3量体結合がCa21

依存性 Calmodulinによって抑制されることが明ら

かとなった-'7】.本研究で,PMAのDA,5-HT基礎

遊離 ･Ca2-刺激性遊離増強に効果が無く,ⅠVA ･

BoNT/BがGLU遊離増強を抑制したが,この相違

は,MA遊離には関与しないCa2-依存性 calmod-

ulin関連性のGLU開口分泌を特異的に制御する

機構が存在する可能性を示唆するものである.
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ABSTRACT

Pharmacological differences in exocytosis mechanisms between dopamine, serotonin and
glutamate in rat prefrontal cortex

Motohiro Okada*, Gang Zhu*, Takuya Murakami*, Akihisa Kamata*, Yuko Kawata, Sunao Kaneko*

* Department of Neuropsychiatry, Hirosaki University, Hirosaki 036-8562, Japan.

In order to explore the mechanisms of exocytosis of glutamate and monoamine, this study deter­
mined the functional interactions among voltage-sensitive Caz- channels (VSCCs), protein kinases
(PKs) and synaptic proteins (SNAREs) on releases of glutamate, dopamine and serotonin in pre­
frontal cortex (pFC), using in vivo microdialysis in freely moving rats. Basal monoamine release was
regulated by two functional complexes, the N-type VSCC (N-VSCC)IPKC/syntaxin (major pathway)
and the P-type VSCC (P-VSCC) IPKAIsynaptobrevin (minor pathway). Caz--evoked monoamine re­
lease was regulated by N-VSCCIPKC/syntaxin but was unaffected by P-VSCCIPKAIsynaptobrevin.
Basal glutamate release was unaffected by both either functional complexes, and Caz--evoked stimula­
tion unaffected glutamate release. Activators of PKA and PKC increased basal and produced Caz-­
evoked glutamate releases, but surprisingly these stimulatory actions were reduced by inhibitors of P­
VSCC and synaptobrevin predominantly, and inhibitors of N-VSCC and syntaxin weakly. K~-evoked

neurotransmitter release was regulated by P-VSCCIPKAIsynaptobrevin (major pathway) and N­
VSCCIPKC/syntaxin (minor pathway). These results indicate two possibilities regarding exocytosis of
glutamate and monoamine in pFC, ie. the first is that the neurotransmitter release is composed ofmul­
tiple formations each induced by a specific trigger. The other is that two functional complexes, N­
VSCCIPKC/syntaxin and P-VSCCIPKAIsynaptobrevin, regulate both the releases of glutamate and
monoamine mainly, but the sensitivity of each neurotransmitter to these complexes is different.

(Ann. Rep. Mitsubishi Pharma Res. Found. 2002, 34 : 4 ,..,., 20)


