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緒 言

dopamineは 哺乳動物の中枢神経系に存在す

るこ とが古 くよ り知 られていた.し か し中枢神

経系のdopamineはnoradrenalineの 前駆物質と

して存在 しているのであって,生 理機能は持 た

ない と考 えられていた時代 もあった.と ころが,

 Carlsson1)やSano2)に よ って,中 枢各部位 でdo

pamineとnoradrenalineの 含量に差異があるこ

とが報告 され, dopamineが 神 経伝達物質であ

る可能性が示唆 された.即 ち, noradrenalineが

視床下部,橋 背側部,延 髄網様体に 多く見い出

されるのに対 して, dopamineは 被殻,尾 状核,

赤核 などの錐体外路系諸核お よび視床下部,視

床に高濃度に検 出される.さ らに,そ の後の研

究により,現 在 ではdopamineを 含 有す る神経

細胞体は,黒 質,中 脳被蓋腹内側部,視 床下部

の3つ の部位に集中 していることが明 らかにさ

れている3).そ して,こ れ らのdopamine神 経

細胞体は,黒 質線条体路,中 脳辺縁系および中

脳皮質系,視 床下部正中隆起漏斗系 と呼ばれる

神経路を形成 し,運 動機能,情 動活動,内 分泌

機能に重要な役割 を果た していることが知 られ

ている.

従 来, dopamine作 動 機構の研究には,中 枢

神経各部位のdopamineの 量 の測定が行 なわれ,

その増減 をもってdopamine作 動 機構 をとらえ

ようとす る研究が主流 を占めて来た4).しか しシ

ナプス後膜の物質の量は生成,貯 蔵,放 出の総

和 であ り, dopamine作 動 機構 を必ず しも充分

に とらえている とは言い難い. dopamineが 神

経伝達物質であることか らdopamineの 作 用す

る作用点である受容体 の研究の重要性が増 しつ

つある.

近 年, dopamine受 容体 の検索を目的 として,

 dopamine radioreceptor assay(以 下RRAと

略す)が 開発 され たが, dopamine-RRAを 行な

う際に,抗 精神病薬がdopamine受 容 体 を遮断

す ることによりその作用 を発揮するという仮説5～7)

に従 って,従 来,標 識抗精神病薬 を トレーサー

としたRRAが 行 なわれ,そ れか ら得 られた成

績がdopamine受 容体 を具現 してい るもの とし

て論 じられてきた8)～11).しか しなが ら,抗 精神

病 薬は数種の内因性物質に対す る受容体 に作用

す るという報告が増 しつつ あ り,ト レーサー と

して抗精神病薬 を用 いた場合の受容体 結合がは

たしてdopamine受 容体結合 と同 じものである

か否か疑問が持たれ始めている12)～16).

著者 はdopamineの 作用す る受容体 と抗精神

病 薬の作用す る受容体 との差異 を比較検討す る

ために,〔3H〕-dopamineを トレーサー とす る

dopamine-RRAとbutyrophenon系 の 抗精神病

薬である 〔3H〕-spiroperidolを トレーサー とす

るspiroperidol-RRAと の2種 類のRRA系 を
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確立 し,薬 理学的ならびに生化学的に検討 を加

え,両 受容体の間に差異のあ ることを明らかに

したので報告す る.

実 験 方 法

I. dopamine-RRAの 基礎 的検討

1) receptor preparationの 作 成

Sprague-Dawley系 雄 ラッ ト(体重200-250

g)を 断 頭屠殺 し,す みやかに脳 を取 り出 して,

次 の2種 類の方法でreceptor preparationを 作

成 した.な お,蛋 白質の定量は,牛 血清アルブ

ミンを標準 としてLowryら の方法17)に従 った.

①P2分 画(ミ トコン ドリア ・シナプ トゾーム

分画)の 作成

De-Robertisら の方法18)に準 じて前脳 を10容

量の氷冷0.32M sucrose 中 で ホ モ ゲナ イ ズ

(Brikman Polytron PT-10, dial set 7, 10秒

×2回)し た後,か る くガラスホモジナ イザー

でホモゲナ イズ(5 strokes)し, 900×g, 4

℃ で10分 間遠心,上 清 をさらに11,500×g, 4

℃ で20分 間遠心 した.そ の沈渣(P2分 画:ミ 卜

コン ドリア ・シナプ トゾーム分画)を 水冷Tris

緩 衝 液(50mM Tris/HCl緩 衝 液, pH 7.6)で

懸濁 して, 11,500×g, 4℃ で20分 間遠心 し,

その沈渣 を150容 量 のTris緩 衝 液 で再懸濁 した

もの をreceptor preparationと して,標 準dopa

mine-RRAに 用 いた.

② ホモジネー ト(粗 膜分画)の 作成

中枢神経系各部におけるdopamine受 容体 の

分布 を調べ るのに,ホ モジネー トを使用 した.

ラ ット前脳 を150容 量 の氷冷Tris緩 衝 液(50m

M Tris/HCl緩 衝 液, pH 7.6)中 でホモゲナイ

ズ(Brikman Polytron PT-10, dial set 7, 10

秒 ×2回)し,さ らに,ガ ラスホモジナイザー

でホモゲナイズ(5 strokes)し た後, 50,000×

g, 4℃ で20分 間遠心後沈渣 を同量のTris緩

衝 液で再懸濁 し,再 び50,000×g, 4℃ で20分

間遠心 して,そ の沈渣 を同量のTris緩 衝 液で再

懸濁 した もの をreceptor preparationと した.

2) dopamine-RRA

RRAは 氷水につけたガラス試験管中で行なっ

た. RRA用 の標準稀釈液としてはTris緩 衝 液

(50mM Tris/HCl緩 衝 液, 12.5μM nialamide

お よび12.5μM disulfiram含 有, pH 7.6)を 用

いた. 0.5mlのreceptor preparation(200μg

 protein/tube), 0.3mlのTris緩 衝 液, 0.1mlの

試料 または標準dopamine液, 0.1mlの 〔3H〕-

dopamine(specific activity 14.78Ci/m mole:

最終 濃度7.5×10-9M)と を混 じて, 90分 間 氷水

中でインキュベ ー トした.受 容体結合型 トレー

サー と遊離型 トレーサーの分離には グラスフア

イバー ・ペーパー(Whatman GF/C)を 用 いた

吸引濾過法 によった.即 ち,イ ンキュベー ト後

メジウム をグラスファイバー ・ペーパーにのせ

て吸引濾過 し, 3mlの 氷 冷Tris緩 衝 液 で2回

洗滌 し,グ ラスファイバー ・ペーパーご とカウ

ンテ ィングバ イアルに入れ,シ ンチ レー ター を

加えて βカウンターに より測定 した. 10-3Mの

dopamineの 存 在下 と非存在下 での〔3H〕-dopa

mineのreceptor prepaionへ の 結合の差 を

特異的結合 とし,受 容体結合能 の指標 とした.

また,標 準 曲線 を描 く場合には同様に10-3Mの

dopamineの 存 在下での結合型放射能量 を非特

異的結合 としてすべての結果か ら差 し引いた.

 butyrophenon系 の抗精神病薬 である 〔3H〕-spi

roperidol用 い たRRA系 は,〔3H〕-dopamineの

か わ りに 〔3H〕-spiroperidol(specific activity

 20.0Ci/m mole:最 終 濃度3.5×10-9M)を 用 い

た他 は, dopamine-RRAと 全 く同様の方法によ

った.非 特 異的結合 としては10-4Mのspiroperi

dolの 存在下における結合型放射能量 をすべ て

の結果か ら差 し引いた.

測定はtriplicateで 行 なったが,そ の変動 は

12%以 下 であ り,結 果はすべて平均値で示 した.

II.陽 イオンの効果

ラ ット前脳のP2分 画 をreceptor preparation

とした標準RRAを 用 い,メ ジュー ム中に1価

の陽イオン(Na+, K+, Li+, Rb+)の 場合 は最

終濃度25mM, 50mM, 100mM, 2価 の 陽イオ

ン(Mg++, Ca++, Mn++, Ni++)の 場 合は最終

濃度2.5mM, 5mM, 10mMと な るよ うに陽 イ

オン(い ずれ もCl塩)を 加 えてRRAを 行 ない,

特 異的結合の増減 を検討 してdopamine受 容 体

結合能 に対する影響 をみ た.

III.タ ンパ ク質修飾薬の影響

ラッ ト前脳P2分 画をreceptor preparationと
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した標準RRAを 用 い, 3種 類 のthiol reagent

即 ちfreeのsulfhydril基 を保護するdithiothrei

tol(以 下DTTと 略す)お よびmercaptoetha

nol(以 下MCEと 略す),さ らにsulfhydril基

を非可逆的にblockす る といわれているp-chlo-

romercuriphenyl sulfonic acid(以 下PCMPS

と略す)を 最終濃度5mMと な るよ うにassay

 tubeに 加 えて,そ れ らの影響 をみた.次 に,上

記3種 類のthiol reagentと 共 にラット前脳P2分

画を25℃ で30分 間 インキュベー 卜した後,遠 心

(50,000×g, 20分)に より薬剤 を洗い流 し,沈

渣をTris緩 衝 液に再懸濁 してdopamine-RRA

を行 ない特異的結合 を比較 した.さ らに100μM

のPCMPSと ラ ット前脳P2分 画 とを25℃ で15

分 間 インキュベー トし,さ らにTris緩 衝 液,

または5mMのDTT,ま た は5mMのMCEを

添加後15分 間 インキュベー トし,つ いで遠心 し

(50,000×g, 20分),沈 渣 をTris緩 衝 液に再

懸濁 してdopamine-RRAを 行 ない特異的結合 を

比較検討 した.

IV.ラ ッ ト中枢神経系各部におけ るdopamine

受 容体 の分布

断頭屠殺 したラッ トの脳 ・脊髄 をすみやか に

とり出し,脳 についてはGlowinski & Iversen

の 方法19)に準 じて大脳皮質,線 条体,視 床下部,

海 馬,中 脳,脳 幹,小 脳の各部 を切 り出 して,

それぞれのホモジネー トをreceptor prepara

tionと してdopamine-RRAを 行 ない, Scatchard

分 析20)に よ りラット中枢神経系各部におけるdo

pamine受 容体の性状な らびに受容体数 を比較検

討 した.

V, dopamine受 容体 およびspiroperidol受 容

体の薬理

Table 1に 示す ような各種 中枢神経作用薬 を

最高1mMと な るように種々の濃度4～6点 で

このdopamine-RRA系(ま たは, spiroperidol-

RRA系)に 入れ,ト レーサーの受容体結合への

阻害 をみた.結 果はlog-probit分 布 によ り卜レ

ーサーの結合 を50%阻 害す る濃度(IC 50)で 表

示 した.ま た, dopamine-RRA系(ま たはspiro

perido1-RRA系)で 作用のみ られた薬剤につい

ては別 の 日に実験 をくりかえし,同 様の結果が

得 られることを確認 した.

VI. dopamine受 容 体およびspiroperidol受 容

体 の可溶化

Sprague-Dawley系 雄 ラット前脳P2分 画 を

氷冷Tris緩 衝 液(50mM Tris/HCl緩 衝 液,

 pH 7.6)で 再 ホモゲナイズし, 15,000×g, 4

Fig. 1 The standard curve and cross reactivity of dopamine-radioreceptor assay,

 The insert shows the same data plotted as Scatchard plot.

●-● dopamine, △-△ noradrena1in, ○-○ adrenalin
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Fig. 2 Effects of monovarent cations and divarent cations on specific•k3H•l-dopamine 

binding.

Fig. 3 The standard curve and Scatchard analysis of dopamine-radioreceptor assay in 

the presence or the absence of 10mM Mn++.

○-○ -Mn++, ●-● +Mn++

℃ で20分 間 遠 心 し,そ の 沈 渣 を10容 量 のTris

緩 衝 液 で 再 懸 濁 し た もの をreceptor prepara

tionと して 用 い た.こ のreceptor prparation

 4.5ml(6mg protein/ml)に, 0.5mlのTris緩 衝

液 も し くは0.5mlのdopamine(最 終 濃 度1mM)

(spiroperidol-RRAの 場 合 は 最 終 濃 度100μM

のspiroperidol), 7.5×10-gMの 〔3H〕-dopamine

(ま た は3.5×10-9Mの 〔3H〕-spiroperidol)を

加 え,氷 水 中 で90分 間 イ ン キ ュ ベ ー トし た 後,

 Triton X-100を50μl加 え,ス タ ー ラー を 用 い て

4℃ で30分 間 攪 拌 し て 可 溶 化 後, 200,000×g,

 4℃ で60分 間 遠 心 し,上 澄3mlをSepharose 6B

カ ラ ム(1×70cmにapplyし, 0.1% Triton X-

100を 含 むTris緩 衝 液(50mM Tris/HCl緩 衝

液, pH 7.6)で 溶 出 し, 1mlず つ 分 画採 取 した.

各 溶 出 液 の う ち0.1mlを と りシ ン チ レー タ ー を加
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specific [3H]-dopmine binding (% of control)

Fig. 4 Effects of thiol reagents on specific•k3H•l-

dopamine binding.

A) Each reagents was added to the assay 

buffer of standard dopamine-radiorecep

tor assay.

B), C) Receptor membranes were treat

ed for 30min at 25•Ž with various rea

gents at the concentrations shown in the 

figure. Treated receptor membranes 

then centrifuged at 50,000•~G for 20min,

 and the pellet was resuspended in the

 original volume of Tris/HCl buffer.

The binding activity of•k3H•l-dopamine 

was determined in this resuspension.

A receptor preparation that was not ex

posed to reagents but incubated in the

 same manner in Tris/HCl buffer and 

centrifuged for the same period was 

used as a control.

MCE: mercaptoethanol, DTT: dithio

threitol, PCMPS: p-chloromercuriphe

nyl sulfonic acid

えて βカウンターにより放射能 を測定 し,可 溶

化受容体の溶出パター ンを比較検討 した.さ ら

に同一のカラムに7種 の既知のマー カー蛋 白を

applyし て その溶出volumeを 調 べた結果 と比

較 して,可 溶化受容体の見かけの分子サ イズを

決定 した.

次 に10mMと なるようにインキュベーション

緩衝液中にMn++を 添加 した場合 についても同

様 にして検討 し, Mn++存 在 下での可溶化dopa

mine受 容体 と可溶化spiroperidol受 容 体の分子

サ イズを決定 した.同 時に日立ゼーマ ン原子分

光光度計(170-70型)を 用いて溶出液 中のMn++

濃度 も計定 し比較検討 した.

結 果

I. dopamine-RRAの 基礎的検討

1) receptor preparation量

dopamine-RRA系 において, receptor pre

parationと しての ラット前脳P2分 画 を100μg

 protein/mlか ら12mg protein/mlま で増量す ると,

そ れに比例 して特異的結合 は直線的に増加 した

ので,以 後すべての実験はその直線部分である

400μg protein/mlを 使 用 した.

2)イ ン キュベー ション時間

特異的結合 は時間 とともに増加 したが,氷 水

中で40分 間のインキュベーションではほぼ極大

にな り,以 後180分 間 までは不変であった.従

って標準dopamine-RRAは 氷水中で90分 間で行

なった.

3) pH

pHの 検 討のためには緩衝液 として200mM

 Tris緩 衝 液 を用い, HClに よ りpHを 調 整 した.

特 異的結合 はpH 7.4-pH 8.0を 峰 とする山型 を

示 したが,こ とに酸性 では特異的結合が著 しく

低かった.

4)標 準 曲線

〔3H〕-dopamineを トレーサー とし,非 標識do

pamineを 標準 とし,最 も特異的結合の高いラッ

ト脳線条体 をreceptor preparationと した場合

のdopamine-RRAの 標 準曲線をFig. 1に 示 す.

 Scatchard分 析 か らす ると, Kd=8×10-9Mと

Kd=30×10-8Mの2つ のaffinity constantを

有 す る結合部位が存在す ることが明 らか となっ

た. Fig. 1に 示 すようにdopamineのIC50は 約

300mMで, noradrenalineの 交 叉反応性は10%

以下 であった.

II)陽 イオンの効果

ラ ット前脳P2分 画 をreceptor preparation

と したdopamine-RRAを 用 い,ナ ジウムに25m

M, 50mM, 100mMと な るように1価 の陽 イオ

ンを添加 した場合,あ るいは2.5mM, 5mM,

 10mMと な るように2価 の陽イオンを添加 した
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※: not detectable

Fig. 5 Regional distribution of dopamime receptor in rat brain. Values were shown

 as means ± SD of 4 animals.

Table 1 Effects of various CNS acting drugs on specific〔3H〕-dopamine binding and

 specific〔3H〕-spiroperidol binding to P2-fraction of rat forebrain.

※: no effect at 1 mM
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場合 の特異的結合 を,無 添加 の場合 と比較す る

とFig. 2の よ うになった. Fig. 2か ら明 らかな

ように10mMのMn++を 加 えた場合 に特異的結

合は著 し く大 きくな り,対 照の3倍 にも増加した.

〔3H〕-dopamineを トレーサー とし,非標識do

pamineを 標準 とし,特 異的結合 を著 しく増加す

る作用のあるMn++を10mM加 えた場合 と,加

えない場合 それぞれにつ いてdopamine-RRAを

行 ない標準曲線 を求めた(Fig. 3). Scatchard

分 析 からすると, Kd=8×10-9MとKd=30×

10-8Mの2つ のaffinity constantを 有す る結合

部位が存在 し(Fig. 3右 上), Mn++の 存在 下 で

の特異的結合の増加は高親和性結合部位数が約

2倍 に増加す ることに起 因し, affinity cons

tantは 不 変であることが判明 した.

III.タ ンパ ク質修飾薬の影響(Fig. 4)

3種 類 のthiol reagent, DTT, MCEお よび

PC MPSを 最 終濃度5mMと な るようにassay

 tubeに 加 えて準曲線を描 くと, DTTお よびM

CEがdopamineの 特異的結合を抑制す るのに対

し, PCMPSは 逆 にdopamineの 特 異的結合 を

高めた. Scatchard分 析 によるとこのPCMPS

の効 果はaffinityに は影響せず,結 合部位の数

が増加 したこ とによるものと思われた.こ のい

わゆるthiol reducing reagentとPCMPSのdo

pamine受 容 体への作用の差の起因を知 る目的で,

これ らの組み合わせ実験を行なった. Fig. 4-A

はdopamine-RRAのassay tubeに5mMの

thiol reagentを 入 れた場合の特 異的結合 を見 た

もので,標 準曲線の場合 と同様 にPCMPSで 特

異的結合が大き くな り, DTT, MCEに よ り特

異的結合が小 さ くなった. Fig. 4-Bは 同様のthiol

 reagentと 共 に ラット前脳P2分 画 を25℃ で30分

間 インキュベー トした後,遠 心により薬剤 を洗

い流 し,沈 渣 をTris緩 衝 液に再懸濁 してdopa

mineの 特異的結合 を見たものでDTT, MCEは

効 果が消失 し, PCMPSは 洗滌後 も特異的結合

が大 きく不可逆性 の変化 が受容体に起っている

ことが示唆された. Fig. 4-Cは100μMのPCM

PSとreceptor preparationと を25℃ で15分 間

インキュベ ー トし,さ らにTris緩 衝 液または5

mMのDTTま た は5mMのMCEを 添加 して

さらに15分 間インキュベ ー トし,次 いで遠心 し

沈渣 をTris緩 衝 液に再懸濁 して, dopamine-

RRAを 行 ない特異的結合 をみた ものであるが,

 PCMPSのdopamine結 合 増加作用 はDTT,

 MCE等 のthiol reagentに より中和されなかった.

一般 に
, dopamine以 外の物質のRRAの 場

合,各 種のthiol reagentは いずれも受容体結合

に同じ作用 を示すのにもかかわらず, dopamine-

RRAの 場 合には,い わゆるthiol reducing rea

gentとPCMPSの 効 果に解離がみられた.即 ち,

 PCMPSの 作 用がSH基 に作用 した結果 である

とすれば, thiol reagentで あ るDTTま たはM

CEを 過 量に添加することによって, PCMPSの

作 用の一部は遮断ないし中和 されるはずである

が, Fig. 4に 示 したように, PCMPSの 作 用は

これ らの薬剤によって全 く影響 されず,特 異的

結合は大 きいままであ り, PCMPSの 特 異的結

合 の増大作用がSH基 以外の基に作用 した結果

であるこ とが示唆 された.一 般に重金属薬剤は

SH基 のみな らずcarboxyl基 に も作用する可能

性が示唆 されているが,こ のPCMPSのdopa

mine受 容体結合増大作用がcarboxyl基 へ の作

用の可能性 も考 えられた.

IV.ラ ッ ト中枢神経系各部におけるdopamine

受容 体の分布

実験方法IV項 に述べ た方法で,ラ ット中枢神

経各部におけ るdopamine受 容体の分布をScatch

ard分 析 により,高 親和性結合部位 と低親和性

結合部位 とに分けて比較検討 した(Fig. 5).そ れ

らの うち,実 際に生理的 なdopamine受 容体 と

しての脳機能にかかわ りあっていると考 えられ

る高親和性結合部位の数 は大脳皮質が1.9p-

moles/mg protein,線 条体が2.25p moles/mg pro

tein,中 脳 が1.35p moles/mg protein,海 馬 が

1.2p moles/mg protein,視 床 下 部 が0.75p

 moles/mg protein,脳 幹が0.2p moles/mg pro

teinで あったが,小 脳,脊 髄では高親和性結合

部位 は認め られず,低 親和性結合部位 しか認め

られなかった.

V. dopamine受 容 体およびspiroperidol受 容

体の薬理

〔3H〕-dopamineを トレーサーとするdopamine-

RRA系 において,ト レーサーの結合 を50%阻 止

す る中枢神 経作用薬の濃度(IC50)はTable 1に
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Fig. 6 Distribution of solubilized dopamine 

receptor (A) and solubilized spiroperi

dol receptor (B) on gel filtration of Se

pharose 6B. Receptor membranes 

were incubated in glass vials with

•k3H•l-ligands in the presence (-)

 or the absence (-) of 1mM un

labeled dopamine or 100ƒÊM unlabel

ed spiroperidol.

Vo: void volume

示 す よ う にchlorpromazineは100μMで あ り,

 butyrophenon系 のhaloperidolお よ びspiro

peridolは そ れ ぞ れ600μM, 800μMで あ っ た.

ま た, apomorphineのIC50は500mMでdopa

mineと 極 め て 強 い交 叉 反 応 を示 し, L-dopaは2

μM, bromocriptineは800μMで あ っ たが, Table

 1に 示 し た そ の 他 の 薬 剤 は 全 く交 叉 反 応 を 示 さ

な か っ た.一 方,〔3H〕-spiroperidolを トレー サ

ー とす るRRAに お い て は , spiroperidol自 身

のIC50は2mM, haloperidolのIC50は20μM,

 chlorpromazineのIC50は1μMと 強 い交 叉 反応

性 が 認 め ら れ た が, dopamineの 交 叉 反 応 性 は

0.5%に す ぎず, apomorphineも 同 等 で あ っ た.

そ の 他, dopamine-RRAで 全 く交 叉 反 応 を 示 さ

な いimipramine, pimozide, methixene HCl

も交 叉 反 応 が 認 め られ た が,逆 にdopamine-R

Fig. 7 Distribution of solubilized dopamine 

receptor in the presence of 10mM 

Mn++ (B). Receptor membranes were 

incubated in glass vials with•k3H•l-do

pamine in the presence (-) or the 

absence (-) of 1mM unlabeled 

dopamine.

Vo: void volume

RAで 交 叉反応 を示 したL-dopaに は交叉反応

は認められなか った.以 上の ように,中 枢神経

作用薬の交叉反応性 は著 しく異 っていた.

VI. dopamine受 容 体お よびspiroperidol受 容

体の可溶化

〔3H〕-dopamineを トレーサー としたRRA系

と,〔3H〕-spiroperidolを トレーサー としたRRA

系 それぞれにおいて, dopamine, spiroperidol,

 haloperidol, chlorpromazine等 各種 中枢神経

作用薬それ ぞれの交叉反応性 が異なることか ら,

〔3H〕-dopamineを トレーサー とした場合の受容体

と,〔3H〕-spiroperidolを 卜レーサーとした場合

の受容体 と異なってい ると考 えられ るため,各

受容体の性状 をより詳 しく調べ るために,受 容

体 を可溶化 し分子サ イズの比較 を試みた. Fig. 

6-Aは 可 溶化dopamine受 容 体の溶出パターン

を示すが, void volumeに 引 き続 きfraction

 number 33と, 54の2つ の位置にpeakが 認 めら

れ, 1mMのdopamineの 添 加に より抑制 され
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る こ とに よ り, fraction number 33のpeakが

dopamine受 容 体 結 合 物 と思 わ れ, fraction num

ber 54のpeakは 未 反 応 の 〔3H〕-dopamineと 思

わ れ た. Fig. 6-Bに 示 す よ う に,マ ー カー 蛋 白

の 溶 出 部 位 と比 較 し て 分 子 サ イ ズ を計 算 す る と,

約20万(Stokes' radius 5.0nm)で あ っ た.同 様

にFig. 6-Bに はspiroperidol受 容 体 の 溶 出 パ タ

ー ン を 示 す が
, void volumeに 引 き続 きfrac

tion number 36と54の2つ の 位 置 にpeakが 認

め られ, 100μMのspiroperidolの 添 加 に よ り

peakが 抑 制 さ れ る こ と よ り, fraction number

 36,のpeakがspiroperidol受 容 体 結 合 物 と思 わ れ,

 dopamine受 容 体 の 場 合 と 同 様 に して 分 子 サ イ

ズ を計 算 す る と約12万(Stokes' radius 4.3nm)

で あ っ た.

Fig. 7-Aは,最 終 濃 度10mMと な る よ うに イ

ン キ ュベ ー シ ョ ン 緩 衝 液 中 にMn++を 添 加 し た

時 の 可 溶 化dopamine受 容 体 の 溶 出 パ タ ー ン を

示 す が, dopamine受 容 体 結 合 物 はfraction

 number 28に 溶 出 さ れ,分 子 サ イ ズ は 約40万

(Stokes' radius 6.1nm)で あ っ た.ま た, Fig.

 7-Bに 示 した よ うにdopamine受 容 体 結 合 物 の

peakに 一 致 してMn++溶 出 さ れ た.

一 方
, spiroperidol受 容 体 は, Mn++を 添 加

して も分 子 サ イ ズ に 変 化 は 認 め られ な か っ た.

考 按

現 在 ま で に 中 枢 神 経 系 のdopamine受 容 体 結

合 部 位 と して,ラ ッ トの 場 合,大 脳 皮 質21)～24),

線 条 体22)～29),黒 質23),嗅 結 節21),側 坐 核28),海

馬23),視 床 下 部23),下 垂 体30),31),脳 幹23)や 小 脳21),

マ ウ ス の 線 条 体32),ヒ トの 大 脳 皮 質 や 線 条 体33)

等 を用 い た も の がdopamine-RRAと 称 し て 報

告 さ れ て い る.今 回,著 者 は, dopamine recep

tor preparationと し て は, in vivoやin vitro

で の 種 々 の 薬 剤 の 影 響 を観 察 しや す い こ とか ら,

 Sprague-Dawley系 雄 ラ ッ ト前脳P2分 画 を用 い た.

dopamine受 容 体 を ラ ベ ル す る た め の トレ ー

サ ー と し て は,〔3H〕-dopamine32),〔3H〕-apo

morphine25),28)な ど のdopamine agonistと, do

pamine antagonistと 一 般 に 考 え ら れ て い る

〔3H〕-spiroperidol21),22),24),26),27),29)～31),〔3H〕-

haloperido123),〔3H〕-dom peridone33)な ど の 抗

精神病薬ないしは中枢神経作用薬が使用 されて

いるが,今 回,著 者はdopamine-RRAに は ト

レーサー として〔3H〕-dopamine自 身 を用い,比

較のためにbutyrophenon系 の抗精神病薬であ

る〔3H〕-spiroperidolを トレーサー としたRRA

も同時に行 なった.

従 来,抗 精神病薬はdopamine受 容体遮断剤

として取 り扱われてお り,い わゆるdopamine-

RRAと 称 して行 なわれて いるRRAに 最 もしば

しば使用 され る トレーサーは〔3H〕-neuroleptics

であ る.抗 精神病薬がDA遮 断作用 を有する可

能性 を最初 に提唱したのはCarlssonら5)で,抗

精神病薬 を投与す るとdopamine代 謝 が促進す

るという現象 を認め,こ れがdopamine遮 断 か

らのフィー ドバ ック現象 であろうと理解 したも

のである.そ の後, Costallら6)も 中 隔側坐核に

dopamineを 局 所投与 した時起 こる動物の行動

変化 を抗精神病 薬が遮断す ることか ら,抗 精神

病薬のdopamine遮 断作用 を認めている.そ の

うえ,受 容体 とい う言葉が概念 として古 くか ら

薬理学の部 門で用 いられて きたために,以 上の

ような実験成績の結果か ら,抗 精神病薬が受容

体 に作用す るとされて きたが,受 容体が生化学

的に実体 として捕 えられ るようになっている現

在では,こ の ような方法 で受容体に作用する と

か,受 容体遮断剤 である とか述べ ることは正 し

くない場合 もある.

著 者は,よ り直接的な説明 を行な うためにR

RAの 手段 を用いて検討 したが,〔3H〕-dopamine

を トレーサー とした真の意味でのdopamine-

RRAに お いて,受 容体結合 を50%阻 害 す るの

に必要な抗精神病薬の量 は, dopamine 300nM,

に対 してspiroperidol 800μM, haloperido 1600

μM, chlorpromazine 100μMと 実に100倍 以

上 の濃度を必要 とす る. Burtら の実験成績34)で

もdopamineに 対 してこれ らの抗精神病薬は50

倍以上の濃度 を必要 とす ることを報告 してい る.

即 ち,こ れらの抗精神病薬は生体行動上 は強い

dopamine遮 断効果 を示すに もかかわ らず, do

pamine受 容体への直接結合 力はdopamineの

50～100分 の1以 下の力価 しか示 さないことに

なる.実 際に,電 気生理学的な研究で も, halo

peridolやchlorpromazineが 直接的なdopamine
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遮断効果がない とする報告 もみられる35).

また,〔3H〕-spiroperidolを トレーサー とした

spiroperidol-RRAに お いてspiroperidol自 身の

IC50は2nM, haloperidolは20nM, chlorpro

mazineは1μMと 強い交叉反応性 を認めたが,

 dopamineのIC50は100μMと 交叉反応性は弱 く,

 dopamine-RRAに 対する交叉反応性 とは逆 に,

抗精神病薬はdopamineの100倍 以上強力であ

った. Burtら はspiroperidolと 同 じbutyrophe

non系 の抗精神病薬である 〔3H〕-haloperidol

を トレーサー としたhaloperidol-RRAに おいて,

抗 精神病薬の交叉反応性はdopamineの それの

60倍 以上であった と報告34)して いる.

以上 のようにdopamine-RRA, spiroperidol-

RRA(も し くはhaloperidol-RRA)両 者 のRR

Aに お いて中枢神経作用薬 の交叉反応性は全 く

異なっていた.

一 方
, Kebabianら7)は ラ ット脳尾状核 を用い

た実験で, dopamine神 経 のシナプス を介 して

の刺激の伝達の際に, dopamine受 容体 におけ

るdopamine感 受 性adenylate cyclaseが 活性

化 し, ATPか らcyclic AMPが 生成されること

を認め,抗 精神病薬がdopamine感 受性adeny

late cyclase活 性 を低濃度で阻害 し,こ の阻害

作用は抗精神病薬の濃度に比例 して増大す るこ

とを認めている.と ころが, phenothiazine系

の 薬物 では臨床薬用量 と,こ の酵素活性 阻害効

果 との間 に比例 関係 が認め られ るのに対 し,

 butyrophenon系 の薬物ではこのような関係 は認

め られ ない36),37).ま た, dopamine感 受性ad

enylate cyclaseはdopamine受 容体であるとす

る考 え方 もあ り38),こ の酵素 に対 する抗精神病

薬の阻害効果が,抗 精神病 薬の種類によっては

抗精神病作用 と相関 しない ことか ら,抗 精神病

薬がdopamine受 容体 に直接作用 して効果 をあ

らわす とす る考 えには少 し無理があるように思

われ る.

近年,抗 精神病薬は数種類 の内因性物質に対

す る受容体に影響する らしいこ とを示唆す る報

告が増 しつつあ り12)～16),抗精神病薬はdopa

mine受 容 体に直接作用することな く,あ る種の

内因性物質に対す る受容体 を介 して結果的にdo

pamine神 経機構を遮断する作用 をあ らわ してい

るという報告,ま たは,数 種類の受容体 に作用

した結果の総合 として, dopamine受 容 体遮 断

作用 をあ らわ しているとい う報告が増 えつつあ

る39).

一 方
, Burtら は,牛 脳 をreceptor prepara

tionと し 〔3H〕-dopamineと 〔3H〕-haroperidol

を トレーサー とした実験において,そ れぞれに

対す る各種薬剤の交叉反応性の違 いか らdopa

mineとhaloperidolはdopamine受 容体の違 っ

た部 位か違 った状態 をラベ ル した と推 測 し,

 agoistとantagonistと で1つ のdopamine受 容

体に異なったdopamine受 容体結合部位がある

可能性, 1つ のdopamine受 容 体がagoistと か

antagonistと か に対 し高親和性 を有 している構

造物 に可逆的 に変化 しうる可能性 を報告34)して

いる.し か しなが ら,彼 らの報告 にもみられる

ように,例 えばdopamine受 容体 のagonistと

して知 られているbromocriptineが 〔3H〕-dopa

mineよ り 〔3H〕-halopenidolに 強 い親和性 を有

してお り, dopamineで ラベル され る受容体が

agonist型 で,抗 精神病薬でラベルされ る受容体

がantagonist型 で あると単純に分 けて しまうこ

とには無理があるように思われ る.

今 回著者は, dopamine受 容体 とspiroperidol

受 容体 の両受容体が異なるものだ ということを,

よ り明 らかにするために,〔3H〕-dopamineお よ

び 〔3H〕-spiroperidolを 受容体に結合 させ たあ

とにdetergentに よって可溶化するという実験を

行ない, dopamine受 容体結合物 とspiroperidol

受 容体結合物 とを取 り出しゲル濾過 により分子

サイズを決定することに成功 した. dopamine

やspiroperidolの 分 子サ イズは153と395で 今 回

得 られた分子サイズと比較すれば無視 しうるの

で, dopamine受 容 体 は分 子サ イズ約20万

(Stokes' radius 5.0nm), spiroperidol受 容 体

の分子サイズは約12万(Stokes' radius 4.3nm)

で あ ると考 えられ,両 者をゲル濾過上,完 全に分

離す ることが可能 であった.

す でに,い くつかの陽イオンは特定の中枢神

経系の受容体 に影響 を及ぼす らしい という報告

がい くつかみ られ る12),39).著者 らの実験では,

 10mMのMn++の 存 在下 でdopamine受 容体の

特異的結合はMn++非 存 在下 のそれの約3倍 に
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増加 していたが, spiroperidol受 容体 の場合,

特 異的結合は10mMのMn++の 存在下,非 存在

下 で不変 であった.そ の上,可 溶化dopamine

受 容体 の分子サ イズは10mMのMn++存 在下 で

は約40万(Stokes' radius 6.1nm)とMn++非

存在下に くらべ て著 しく大 きくな り,可 溶化do

pamine受 容体の溶出部位に一致してMn++溶 出

の ピー クがみ られた.こ れ らのこ とより, Mn++

とdopamine受 容体 の結合 したものがdopamine

受容 体結合に強力な力を持 っていると考 えられ

た.し か しながら,可 溶化spiroperidol受 容 体

の分子サイズは10mMのMn++の 存 在下,非 存

在下共に12万(Stokes' radius 4.3nm)と 変 わ

らず, Mn++の 影 響は認め られなか った.

以上の ように,各 種 の中枢神経作用薬の交叉

反応性に関す る薬理学的検討か らも(Table 1),

また生化学的手法に よる分子サ イズの点か らも,

 dopamine受 容 体 とspiroperidol受 容体 とは異

なった受容体である可能性が示唆された.

結 論

内因性物質であるdopamineと 抗精神病薬で

あるspiroperidolを トレーサー として用いたdo

pamine-RRAとspiroperidol-RRAと を確 立 し,

薬 理学的な らびに生化学的に研究 を行 ない,両

者の結合部位の性状が異なっているこ とを明 ら

かに した.こ とに両受容体の分子サイズが全 く

異なっていることを初めて明 らかに した.

稿 を終わるにあたり御指導と御校閲を賜った恩師

大藤 眞教授に深甚の謝意を表します.ま た終始多

大な御指導 と御援助をいただいた小川紀雄博士(現

岡山大学医学部脳代謝研究施設機能生化学部門助教

授)に 深謝いたします.

なお,本 論文の主旨の一部は第23回 日本神経化学

会(松 山),第21回 日本神経学会総会(京 都)お よび

第28回 国際生理学会議(ハ ンガリー)に おいて発表

した.
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A study of dopamine receptors in the rat central nervous system

Part 1. Biochemical and pharmacological properties of

 dopamine receptors.

Yasuhide YAMAWAKI

Third Department of Internal Medicine, Okayama University

 Medical School, Okayama

(Director: Prof. T. Ofuji)

Until recently, it was widely accepted that neuroleptics act by blocking the dopamine 
receptor. Many investigators have done binding studies in vitro using [3H]-neuroleptics 
as ligands. However, recent studies on rat brains suggest that [3H]-neuroleptics label 
not only the dopamine receptor, but other receptors as well.

In this study, the cross reactivities of numerous centrally acting drugs in dopamine
-radioreceptor assay were different from those in spiroperidol-radioreceptor assay. Manga
nese enhanced the specific binding of [3H]-dopamine dramatically by 300% even at low 
concentrations, although manganese did not influence the specific binding of [3H]-spiro

peridol. To differentiate dopamine and spiroperidol receptors in the rat brain, I solu
bilized these receptor molecules by treatment with detergent and examined the molecular 
weight by gel filtration. As compared with the elution volumes of marker proteins, 
the approximate molecular weight of solubilized dopamine receptors were about 200,000 
dalton (Stokes' radius: 5.0nm) in the absence of manganese, and about 400,000 dalton 
(Stokes' radius: 6.1nm) in the presence of manganese. Moreover, manganese was found 
in the same fraction as the solubilized dopamine receptor. However, the molecular weight 
of the solubilized spiroperidol receptor was about 120,000 dalton (Stokes' radius: 4.3nm) 
in both the presence and absence of manganese.

These data suggest that manganese couples specifically with manganese-free dopamine 
receptors, and that this manganese - dopamine receptor complex may have a strong 
capacity to bind dopamine. On the other hand, the receptor activities of spiroperidol 
were independent of manganese. These findings suggest that the site of action of spi
roperidol is a receptor different from authentic dopamine receptor.


