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は じ め に

Histidyl-proline diketopiperazine,[以 下

cyclo(His-Pro)と 略 す]はthyrotropine re-

leasing hormone(TRH)の 代 謝 産 物 と して報

告 された1)dipeptideでTRHの 作 用 の一 部 は,

 cyclo(His-Pro)に 変 化 した後 に現 われ て い る

の で は な い か と も 言 わ れ た1)し か し, cyclo

(His-Pro)の 多彩 な生 物 学 的 作 用 は, TRH類

似 の ものか ら逆 にTRHと 相 反 す る もの,ま た

TRHの 作 用 とは無 関係 なものま で様 々である2)

また, cyclo(His-Pro)は 脳 をは じめ生 体 内 に

広 く分 布 す る もの の,そ の 分布 はTRHと は異

なった様 相 を呈す る5)さ らに, cyclo(His-Pro)

にはTRHで み られ る よ うな脳 内 特 異 的 結合 が

まだ 認 め られ て い な い.最 近Batainiら6)は,

副 腎 にcyclo(His-Pro)結 合 が存 在 す る こと を

報 告 した が,そ の他 の臓 器 へ の結 合 は ほ とん ど

知 られて い な い。

著 者 は肝 にcyclo(His-Pro)結 合 を認 め た の

で,そ の生 化 学 的検 討 を行 い,さ らに,そ の調

節 機 構 を検 討 した.こ の 過 程 で,ラ ッ ト肝 の

cyclo(His-Pro)結 合 に著 しい 性 差 の あ るこ と

を認 め たの で,性 ホ ルモ ンの 影響 も あ わせ て検

討 した.本 稿 においては,肝 のcyclo(His-Pro)

結 合部 位 に関 す る これ らの成績 をま とめ る.

実 験 方 法

1.実 験 動 物

Cyclo(His-Pro)結 合 部 位 の 生化 学 的 検討 お

よび 調節 機構 の検 討 にはSprague-Dawley系

雄 ラ ッ ト(体重200～250g)を 用 い た が,そ れ に

加 えて性 差 の検討 には 雌 ラッ ト(体重200～250g)

も用 い た. Cyclo(His-Pro)結 合 のcyclo(His-

Pro)に よ るdown-regulationの 検 討 にはICR

系 雄 マ ウ ス(体 重30g)を 用 い た.

2. Receptor preparationの 作 製

Sprague-Dawleyラ ッ トの 肝 をBrinkman

 Polytron PT-10を 用 い て10倍 容 量 の0.32M

 sucrose中 で ホ モ ゲ ナ イズ し, Fig. 1に 示 す よ

うな分 画遠 心 に よ り, P1, P2, P3分 画 を得,各

pelletをTris-HCl buffer(50mM Tris-HCl

 buffer pH7.6)で 再 懸濁 し, P1, P2分 画 につ い

て は さ ら に11,500×gで20分 間再 度 遠 心 した.
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Fig. 1 Method of receptor preparation (I).

Fig. 2 Method of receptor preparation (II).

また, Fig. 2に 示 す ように, 0.32M sucrose中

(Method A),あ る い はTris-HCl buffer中

(Method B)で 肝 をホモゲナイズ した. Method A

で は900×gで10分 間遠 心 した後,そ の上清 を

27,000×gで40分 間 遠 心 し, pelletをTris-HCl

 bufferに 再 懸 濁 して,再 度同 一 条件 で遠 心 し,

最終 のpelletを10倍 容 のTris-HCl bufferに

懸 濁 して-70℃ に保 存 した. Method Bで は

12,000×gで20分 間 の遠 心 を2回 く り返 し,そ

のpelletをreceptor preparationと して使 用

した.

3. Cyclo(His-Pro)のradiolabeled receptor

 assay

Cyclo(His-Pro)の 標 準radiolabeled receptor

 assay(RRA)(Fig. 3)で は, 200μg protein/

tubeのreceptor preparationと 最 終 濃 度2nM

の[3H]cyclo(His-Pro)(New England Nuciear,

 specific activity 56.2 Ci/n mol)と を0.1%牛

血 清 アル ブ ミン(BSA)と50μg/ml bacitracinを 含

むTris-HCl buffer 1ml中 で0℃, 1時 間 イ ンキ

ュ ベ ー ト し,結 合 型 標 識 リ ガ ン ド(B)と 遊 離 型

標 識 リ ガ ンド(F)の 分 離 は,グ ラ ス フ ァ イバ ー

・フ ィ ル タ ー(Whatman GF/C)を 用 い る吸 引

濾 過 法 に依 っ た. 100μMの 非 標 識cyclo(His
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Fig. 3 Standard procedure of cyclo (His-Pro)-
RRA.

Pro)存 在下 の 放射 活性 を非 特異 的結 合 と見 做 し

た. Cyclo(His-Pro)の 飽 和 実験 では[3H]cyclo

(His-Pro)を1nMか ら120nMま で 変化 させ て

RRAを 行 った.

4.種 々の 酵素,試 薬 お よび イ オ ンの 影響

Receptor preparationを そ れ ぞれ の酵 素,

試 薬 とと も に20℃ で30分 間 イ ンキ ュベ ー トし,

遠 心 して 洗浄 し, Tris-HCl bufferに 再懸 濁 し

てcyclo(His-Pro)結 合 を調 べた.な お, SH試

薬 の場 合 には標準RRA系 に試薬 を添 加 した条

件 で も検 討 した がそ の場 合 は"with reagent"

として明示 した.イ オンの 影響 は,標 準RRA系

にそれ ぞれ の イ オ ン を添 加 した.

5. Castrationとtestosteroneの 肝cyclo

(His-Pro)結 合 に対 す る影 響

雄 ラ ッ トをketamine 100mg/kg腹 腔 内投 与 .

で麻 酔 しcastrationし た. 2週 間経 過 した後,

 testosterone 2.5mg/kgま た は,生 理 食 塩 水

を1日1回, 3お よび7日 間皮 下 注 射 し,そ れ

ぞれ最終 投 与1日 後 に断 頭 屠殺 して肝 臓 を取 り

出 し,そ のcyclo(His-Pro)結 合 を調べ た.

6. Cyclo(His-Pro)投 与 に よ るcyclo(His-

Pro)結 合 のdown-regulationと その 回復

マ ウ ス にcyclo(His-Pro)を3日 間腹 腔 内

投 与 し, 1, 3, 7日 後 に断 頭屠 殺 し,肝 臓 を

取 り出 し,そ のcyclo(His-Pro)結 合 を調 べ た.

実 験 成 績

1. Cyclo(His-Pro)-RRAの 確 立.

まず, receptor preparation量 の 特 異 的 結

合 に及 ぼ す 影響 を調 べ た(Fig. 4),そ の結 果,

タ ンパ ク量 と して500μg protein/tubeま で は

receptor preparationを 増 す とともに,直 線 的

に特 異 的 結 合 が増 加 す るが,そ れ以 上 の 高濃 度

で は,特 異 的結 合 の 増加 は ゆ るや か に な った.

この ことか ら,用 いるreceptor preparationの

量 は直 線 部 分 の 中 央 値 で あ る200μg protein/

tubeと 決定 した.

図 示 していないが,イ ンキュベー ト用 のbuffer

Fig. 4 Effects of amount of receptor proteins 

on the specific binding of [3H] cyclo (His-

Pro). Values are the mean•}SEM of 

triplicate determinations.

Table 1 Specific binding of [3H] cyclo 

(His-Pro) to subcellular frac

tion of rat liver.

Each fraction (containing 0.2mg protein) was 
incubated with 2 nM [3H] cyclo (His-Pro) for 
60min on ice. Values are the means of four 
experiments.
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Fig. 5 The typical saturation curve of the cyclo (His-Pro)-RRA, using 

liver membranes (left panel). Liver membrane (200kg protein) was 

incubated with increasing concentrations of [3H] cyclo (His-Pro).

 The right panel shows the same data plotted as a Scatchard plot.

 Each value represents the mean of triplicate determinations. The 

inserted Ka and Bmax values are calculated from 10 independent 

assays (mean•}SEM).

Table 2 Inhibition of [3H] cyclo (His-Pro) 
binding by TRH, TRH analogues, 
L-His and L-Pro.

Each IC50 determination used five concentra
tions of analogues, L-His and L-Pro in triplicate 
in competing standard cyclo (His-Pro) binding 
assay. Results were converted to the percentage 
of maximal specific binding and plotted on log

probit paper to estimate the concentration of 
50% binding. The experiment was replicated

 twice.

として, 50mM Tris-HCl buffer, 50mM HEPES

KOH buffer, 20mM Na-リ ン酸buffer(い ず

れ もpH 7.6)を 用 い て比較 した とこ ろ, Tris-

HCl bufferを 用 い た場 合 に特 異 的 結 合 が最 も

大 きか っ た.

Receptor preparation作 製 法 によ るcyclo

(His-Pro)結 合 を検 討 す る と, Table 1に 示 し

た よ うに, P3分 画 で もっと も大 きな特 異 的結 合

が得 られ た. Method Aに よ っ て作 製 したre

ceptor preparationもP3分 画 とほ ぼ同 様 の 受

容体 結 合 能 を示 した.方 法 の簡 便 さか ら主 と し

て以後Method Aを 用 い た.

Method Aに よ り作 製 したreceptor prepa

rationを 用 い て[3H]cyclo(His-Pro)の 飽 和 実

験 を行 った(Fig. 5). Marquardt(1963)7)の 方

法 によ るScatchard plotの 解 析 では, Kd=92

×10-9M, Bmax=2.1 pmol/mg proteinの

binding siteで あ っ た(Fig. 5).

2.Cyclo(His-Pro)-RRAの 特異 性 の検 討

Cyclo(His-Pro)は, TRHの 代 謝 産 物 で あ

る と され てい るので, cyclo(His-Pro)-RRAに

おけ るTRHな らび にTRH analogueの 交 叉 反

応 を検討 した(Table 2).い ず れ も交 叉 反応 性

は極 めて小 さ く, TRHの 交 叉 反 応 性 は1.4%

にす ぎな か った.ま た,生 理 的 に は存 在 し ない

強 力 なTRH anlalogueはTRHよ りや や 強 い

交 叉 反応 性 を示 したが, cyclo(His-Pro)の 構 成

成 分 で あ るL-His, L-Proは ほ と ん ど交 叉反 応

を示 さな か っ た.

3. Cyclo(His-Pro)結 合 の 生 化 学 的性 状

Cyclo(His-Pro)結 合 に対 す る種 々の 陽 イオ

ンの 影 響 につ い て検 討 した(Fig. 6).い ず れ の

イ オ ンも濃 度 の 増加 に従 って特 異 的 結 合 は減 少

した,生 理 的 血 中 濃 度 に相 当 す るCu2+, Zn2+
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Fig. 6 Effects of various ion species on cyclo (His-Pro) binding to the 

particulate fraction. The membrane fraction was incubated with 
[3H]-cyclo (His-Pro) in various ion environments. Values are ex

pressed as percent of control.

Fig. 7 Effects of enzymes on the specific binding of [3H] cyclo (His-Pro). 

Membrane fractions were incubated with different enzymes at 20•Ž

 for 30min in Tris-HCl buffer. The treated medium was centrifuged 

at 27000•~g for 20min at 4•Ž, and the pellet resuspended in the 

original volume of Tris-HCl buffer and used for receptor binding 

assay. In controls, fractions were incubated in the same manner 

but exposed to enzymes. Values are means of triplicate determina

tions. The experiment was replicated three or four times.

は脳 シナ プ ス膜 のTRH受 容 体 結合 を著 しく増

加 させ るが8), cyclo(His-Pro)の 特 異 的 結 合 を

逆 に著 しく低下 させた,こ の よ うに,こ れ らの2

種 の ペ プ チ ドの膜 結 合 部 位 は,金 属 イ オ ンに対
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す る反応 性 が全 く異 な って い た.

次 にcyclo(His-Pro)結 合 部 位 に及 ぼす 酵素

類 の 影響 を検討 した.す な わ ちreceptor pre

parationを そ れ ぞれ の酵 素 と とも にTris-HCl

 buffer中 で20℃ で30分 間 イ ンキ ュベー トし,こ

れ を遠 心 して洗 浄 し, Tris-HCl bufferに 懸濁

して, RRAに 用 い た. controlと して酵 素 を含

ま ないTris-HCl bufferで 処理 した もの を用 い

て測定 し,特 異 的 結 合 をこのcontrolに 対 す る

パ ー セ ン トと して表 示 した(Fig . 7). Trypsin,

 phospholipase Aはcyclo(His-Pro)特 異 的 結

合 を著 し く低 下 させた. Trypsinの 影 響 は,

 soybean trypsin inhibitorを 添 加 す る こ とに

よ り防 ぐことがで きた.こ れ らの ことか ら, cyclo

Table 3 Effects of various treatments 
on the specific binding of [3H] 
cyclo (His-Pro).

a Membrane fractions were treated for 30min 

at 20•Ž with various reagents at the concen

trations shown in the Table. The treated mem

branes were then centrifuged at 27000•~g for 

20min and the pellet was resuspended in the 

original volume of Tris-HCl buffer. The bind

ing activity of [3H] cyclo (His-Pro) was deter

mined in this suspension. In controls, frac

tions were incubated in the same manner but 

not exposed to test reagents.

b Each reagent was added to the standard RRA 

system. Specific binding values are the means 

of triplicate determination. The experiment 

was replicated three or four times.

(His-Pro)結 合部 位 活 性 はpolypeptide結 合 や

phospholipidが 必 要 で あるこ とが判 明 した.ま

た, soybean trypsin inhibitorの み の添 加 に

よ っ て もcyclo(His-Pro)結 合 の 増 加 が み られ

た.

Table 3は 種 々の処 理 に よるcyclo(His-Pro)

結 合 の 変化 を示 した ものであ る. Receptor pre

parationの 酸,ア ル カ リ処 理 や 煮 沸 に よ っ て

cyclo(His-Pro)結 合能 は ほ とん ど消 失 した。 ま

た, Table 3の 左 の カ ラム は, 20℃ で30分 間

SH試 薬 とreceptor preparationを インキュベ ー

トし洗 浄 した もの,右 の カ ラム は, RRA系 に

SH試 薬 を添 加 した ものであ る. SH試 薬 の修 飾,

 S-S結 合 の 還 元 によって 結 合 能 は 著 し く低 下 し

た.

4.肝cyclo(His-Pro)結 合 の性 差 とtestoste

roneに よ る修 飾

Cyclo(His-Pro)結 合 の基 礎 的 検 討 を行 って

い る過程 で, cyclo(His-Pro)結 合 の性 差 を見 出

した.雌 の 特異 的結 合は雄 の約8分 の1で(Table

 4),こ の差 はScatchard解 析 の 結 果, B max

値 す な わ ち結 合部 位 の数 の 違 い で あ るこ とが判

明 した.

次 にcyclo(His-Pro)結 合 に対す るtestoste

roneの 影 響 を, castrationし た雄 ラ ッ トを用

い て検 討 した. Castration後2週 間 目 のcyclo

(His-Pro)結 合 は,偽 手 術 群 と未 処 置 群 との 間

に差 が ない の に対 して,こ れ らの約40%に まで

減 少 して い た(Fig. 8).し か し,こ の減 少 は 雌

の レベ ル ま で には達 しな かった. Castration 2

週 間 目か ら生 理 食塩 水 を注 射 し続 け た群 では,

 cyclo(His-Pro)結 合 は さ らに減 少 して い っ た.

Table 4 Scatchard analysis of cyclo (His-Pro) 

binding sites in male and female rat 
liver.

Values are the mean•}SEM. The data were 

analyzed statistically by one-way ANOVA (*p

<0.01).
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Table 5 Effects of castration and testosterone administration on Scatchard 

analysis of cyclo (His-Pro) binding sites.

Values are the mean•}SEM. The data were analyzed by one-way ANOVA 

(*p<0.01).

Table 6 Effects of cyclo (His-Pro) administra
tion on specific cyclo (His-Pro) bind
ing in the mouse liver.

Values are the mean•}SEM. The data were 

analyzed statistically by one-way ANOVA (*p

<0.01).

Fig. 8 Effects of castration and testosterone 

administration on specific cyclo (His-Pro) 

binding. Samples of each membrane 

preparation were incubated with 2 nM 

[3H] cyclo (His-Pro). Values are the mean

•} SEM of five rats. Asterisks indicate 

statistically significant differences 

against control or sham operated 

groups by one-way ANOVA(*p<0.01).

Fig. 9 Recovery of cyclo(His-Pro) binding sites 

after cessation of cyclo (His-Pro) injec

tion to mice. The mice were decapitated 

on days 1, 3 and 7 after cessation of 

cyclo (His-Pro) binding. The values are 

the mean•}SEM (*p<0.01 vs. control).

これに対 し, testosteroneを1日1回2.5mg/kg

皮 下 注射 す る と, 3日 間 の注 射 でcontrolの レ

ベ ル までcyclo(His-Pro)結 合 が 回復 した. Cas

tration 2週 間後 か らtestosteroneま たは 生理

食塩 水 を7日 間投 与 した群 についてScatchard

解析 を行 った(Table 5),そ の結 果, control群

と これ ら2群 の 間 でKd値 に は有 意 な差 がみ ら

れ なか っ た が, B max値 はcastration+生 理

食塩 水 投 与後 す なわ ち, castration 21日 後 の群

で著 しく減 少 し,ま た, castration+testoste

rone 7日 投 与 群 で回 復 して いた.こ の よ うに

cyclo(His-Pro)結 合のcastrationとtestoste

roneに よ る修 飾 は,と もに結 合 部 位 の数 の 変

化 に起 因 す る もの で あ る こ とが判 明 した.



770 小 原 節 子

5.肝cyclo(His-Pro)結 合 のcyclo(His-Pro)

自身 に よ るdown-regulationと その 回復

マ ウス にcyclo(His-Pro)を3日 間 腹 腔 内投

与 し, 1日 後 に断 頭屠 殺 してcyclo(His-Pro)結

合 を測 定 した(Table 6). 7.5mg/kgで は 有意

な差 がみ られなか った が, 15mg/kgで はcontrol

の約60%に まで減 少 して いた. Scatchard解 析

の 結 果,こ の 減 少 は,主 にB max値 の減 少 に

よ る こ とが判 明 した.投 与 中止 後 の特 異 的結 合

の回復 過 程 をみ ると, Fig. 9の よ うに, 3日 後

には す で にcontrolレ ベ ル まで 回復 して い た.

考 察

ラ ッ トお よび マ ウス の肝 細胞 膜 分 画 にcyclo

(His-Pro)の 特異 的 結 合 部 位 を見 出 した.肝 を

Polytron PT-10で ホ モ ゲ ナ イズ して分 画 遠 心

法 を用 い た実験 では細 胞 膜 のマ ーカーで あ る5'-

nucleotidase活 性 はP3分 画(100,000×g pellet)

にもっとも多く含 まれるようになり, growth hormone

受 容体 結 合 も このP3分 画 で最 大 となる こ とが知

られて いるので9), cyclo(His-Pro)結 合 部 位 も

肝細 胞 膜 上 に存 在 す る もの と想 定 され る.

Scatchard解 析 か ら肝 細 胞 膜 のcyclo(His-

Pro)結 合部 位 は, Kdが92nMのsingle binding

 siteで あ る こ と が 明 らか に な っ た.こ のKd

値 は, Batainiら6)が 牛 副 腎 のcyclo(His-

Pro)結 合 部位 で報 告 した値 の10分 の1で あった.

この 両者 のKd値 の相 違 の理 由 は明 らか では な

いが,著 者 の方 法 で は タ ンパ ク分解 阻 害剤 を添

加 した こ と も一 要 因 で あ ろ う.

Cyclo(His-Pro)RRAの 特 異 性 の 検 討 で は

(Table 2), cyclo(His-Pro)がTRHの 分解 産

物 で あ る と報 告 され て いた に もか か わ らず1),

 TRHは ご くわず かの 交 叉 反 応 性 しか示 さな か

っ た,結 果 には示 して い な い が[3H]TRHの 肝

細 胞 膜 に対 す る結 合 を調 べ た と ころ,ご くわず

か の特異 的 結 合 し か み ら れ ず,し か も大 量 の

cyclo(His-Pro)に よ って も置 換 で き なか っ た.

加 えて脳 シナ プス膜 に対 す る[3H]TRH結 合 も

大 量 のcyclo(His-Pro)で 置 換 す るこ と がで き

な か った.こ れ らの こと か ら著 者 が見 出 した肝

細 胞膜 分画 のcyclo(His-Pro)結 合 部位 はTRH

と は無 関係 な特異 性 の高 い もの と考 え られ る.

Cyclo(His-Pro)結 合 に対 す る 陽 イオ ンの検

討 で は(Fig. 6),す べ て の 陽 イ オ ンの 添 加 に よ

り特 異 的 結 合 が減 少 した,興 味 の あ る こ と には

生理 的 血 中濃 度 に相 当す る(20μM)Zn2+あ るい

はCu2+の 存 在 下 で はTRHの 脳 シナ プ ス膜 受

容 体 結 合 が 著 しく増 加 す る に もか か わ らず8),

 cyclo(His-Pro)結 合 は著 し く減 少 す る.こ の こ

とか らもcyclo(His-Pro)結 合 部 位 はTRH結

合 部 位 とは 全 く異 な った もの で あ る こ と が示唆

され る.

膜 分 画 をtrypsinま た はphospholipase A

で処 理 す る とcyclo(His-Pro)結 合 が著 し く低

下 す るこ とか ら, polypeptide結 合 やphospho

lipidがcyclo(His-Pro)結 合 部 位 の 活性 維 持 に

重 要 であることが判 明 した.こ れらのcyclo(His-

Pro)結 合 部位 の生 化 学 的性 状 は他 の ペ プチ ドの

受 容 体 に きわ め て類 似 して い る9～12). Soybean

 trypsin inhibitorの 添 加 はcyclo(His-Pro)特

異 結 合 を20～30%増 加 させ た(Fig. 7).こ の こ

とは 内在性 のtrypsin様 の タ ンパ ク分 解 酵素 に

よって結合 部位 が破壊 され るの をsoybean tryp

sin inhibitorが 阻止 した もの と考 え ら れ る.さ

らに, receptor preparationを 酸,ア ル カ リ

で処 理 した り煮 沸 した りす る こ とに よ って特 異

的結 合 は減 少 ない し消 失 した(Table 3). SH基

を修 飾 した りS-S結 合 を還 元 す る薬剤 に よって

も特 異 的 結 合 は著 し く減 少 した.以 上 の こ とか

らcyclo(His-Pro)結 合 部 位 は タ ンパ ク性 成分

で あ り他 の ペ プチ ドの受 容 体 と同 様 に10, 13, 14)

S-S結 合 の保 持 が 結合部 位 活性 に重要 で あるこ と

が 判 明 した.

肝cyclo(His-Pro)結 合 に関 して雌 の 特 異 的

結 合 は雄 の 約8分 の1と い う著 しい性 差 が あ る

ことが判 明 したので,雄 ラッ トを用 いてcastra

tionとtestosterone投 与 の 影響 を調 べ た.雄

ラ ッ トで はcastrationを 施 こすと, cyclo(His-

Pro)結 合 はcontrol群 や偽 手術 群 に比 較 して著

し く減 少 した.こ の 減 少 はtestosteroneの 投

与 に よっ て回 復 した(Fig. 8).こ れ らの結 果 は

cyclo(His-Pro)結 合部 位 の調 節 にtestosterone

が重 要 な役 割 を演 じて い る こ と を示 して い る.

ちなみ に脳 のopiate受 容体15)や 肝 のprolactin

受容 体16)はcyclo(His-Pro)結 合 の場 合 とは逆
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に, castrationに よって増 加 し, testosterone

投 与 に よ つて減 少 す る こ とが報 告 されて い る.

これら のcastrationに よ る受 容 体 の 変 化 は結

合 の親 和 性 の変 化 で は な く,い ず れ も結 合部 位

数 の 変 化 で あ っ た.肝cyclo(His-Pro)結 合 の

結 合 部 位 数 を維 持 す るの にtestosteroneが 重

要 な役 割 を果 してい るこ とが明 らか となったが,

性 差 の生 理 的意 義 につ い ては 不 明 で あ る.

Cyclo(His-Pro)結 合 部 位 の調 節 機 構 に関 し

て, cyclo(His-Pro) .投与 による変化 を調 べ た と

ころ15mg/kg 3日 間投 与 で 特異 的 結 合 が著 し

く減少 するこ とが判明 した(Table 6). Scatchard

解 析 によ って,こ れ は結 合 部位 数の 減 少 に由来

す る もので あ り,親 和 性 には 変化 はみ られ な か

った.結 果 に は示 して い ない が, TRH 25mg/

kg投 与 に よっ て肝cyclo(His-Pro)結 合 には変

化 が み ら れ な かっ た.こ れ らの こ とは, cyclo

(His-Pro)結 合 部 位 がcyclo(His-Pro)自 身 の

投 与 に よ ってdown-regulateさ れ る こ とを示

して い る. Prasadら17)は 新 生 ラ ッ トの副 腎 皮

質のcyclo(His-Pro)結 合部 位 がcyclo(His-Pro)

自身 の投 与 によ って 同様 にdown-regulateさ

れ る こと を報 告 して い る. Cyclo(His-Pro)自

身 の投 与 によ っ てcyclo(His-Pro)結 合 部 位 が

減 少 し,投 与 中 止 によ って 回復 す る現 象 は他 の

べ プチ ドの受 容体 につ いて は,し ば しば み られ

る共通 した現象であ る18～20).

結 語

ラ ッ ト肝 にcyclo(His-Pro)特 異 的 結 合 部位

を見出 し,そ の 生化 学 的検 討 を行 い 以下 の成績

を得 た.

1) Cyclo(His-Pro)結 合 は肝 細 胞 膜 分 画 に

もっ と も多 く認 め られ, Kd=92nM, Bmax=

2.1pmol/mg proteinのsingle binding site

で あ った.

2) Cyclo(His-Pro)結 合 部 位 には,そ の構

成 成 分 で あ る. L-HisやL-Proは ほ とん ど反 応

せ ず, TRHの 交 叉 反 応 も きわ め て わ ず か で

cyclo(His-Pro)に 特異 的 で あっ た.

3) Cyclo(His-Pro)結 合 は 陽 イ オ ン,こ と

に2価 の陽 イオ ンに よ って著 しく減 少 した.

4)肝 細 胞膜分画 をtrypsinやphospholipase

 Aで 処 理 す る と, cyclo(His-Pro)特 異 的 結 合

は著 し く減 少 し, SH基 やS-S基 の修飾 によ っ

て も著 しく減 少 することを見 出 した.こ れ らの性 状

は他 のペ プチ ドの受 容体 に共 通 のもの で ある.

5)肝cyclo(His-Pro)結 合 に著 しい 性 差

の あ るこ と を見 出 した.雄 ラ ッ トの肝 にお け る

特異 的 結 合 は,雌 の ものの 約8倍 で あ り, cas

trationに よ り著 減 し, testosteroneの 補 充 で

回復 す る こ と を明 らか に した.

6) Cyclo(His-Pro)結 合 はcyclo(His-Pro)

自身 の 投与 に よ ってdown-regulateさ れ る こ

と を明 らか に した.

7)以 上, cyclo(His-Pro)がTRHの 代謝 産

物 で あ る と当初 報 告 され た に もか か わ らず,肝

にTRHと は無 関 係 のcyclo(His-Pro)特 有 の

結合部 位 が存 在 し,他 のペ プチ ドの 受容 体 と共

通 の生 化 学 的 な性状 を有 す る こと を明 らか に し

た.
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Characteristics of histidyl-proline diketopiperazine 

binding sites in rat liver.
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Characteristics of histidyl-proline diketopiperazine [cyclo (His-Pro)] binding sites in the 

rat liver were studied using 3H-labeled cyclo (His-Pro). Scatchard analysis suggested that 

the rat liver membrane had a single binding site with an apparent dissociation constant (Kd) 

of 92•~10-9M. Pretreatment of membrane preparations with soybean trypsin inhibitor in

creased cyclo (His-Pro) binding, and the binding activity was sensitive to trypsin and phos

pholipase A digestion, suggesting that protein and phospholipid moieties are essential for 

cyclo (His-Pro) binding. Thiol reagents reduced binding activity, suggesting that the thiol 

group might be an important constituent of the cyclo (His-Pro) binding site. Cross-

reactivities of TRH, TRH analogues, L-His and L-Pro were very low (0.2-9%). Cyclo(His-

Pro) binding of female rat liver was markedly lower than that of male rat liver. Scatchard 

analysis showed that the sex difference in cyclo (His-Pro) binding was due to different 

binding capacity. Cyclo (His-Pro) binding of castrated male rat liver was significantly 

decreased. Testosterone replacement raised the binding to the control level. These findings 

indicate that testosterone is an important factor in the regulation of cyclo (His-Pro) binding 

in the rat liver. Intraperitoneal injections of cyclo (His-Pro) (15mg/kg/day) to mice for 3 

days caused a significant loss of cyclo (His-Pro) binding sites in the liver. This loss depended 

on the decrease in the number of binding sites and not on the change in affinity. The cyclo 

(His-Pro)-mediated loss was reversible, and the specific binding returned to the original 

level within 3 days of the cessation of cyclo (His-Pro). These results suggest that cyclo 

(His-Pro) participates in regulating its own binding sites in the liver. They also in

dicate that specific binding sites for cyclo (His-Pro) in the rat liver have similar properties 

to the receptors for other polypeptides.


