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序 論

脳の生化学的研究の発展により脳アミノ酸代謝の

特異性がしだいに問題となつてきているが,ト ラン

スアミネーションについてはBraunsteinら1) 2)に

よりグルタミン酸酸化の意義及び トランスアミネー

ションの役割に関連して多少とも理解されるように

なり満次広範囲に亘つて行われる事3)が判つて来た

が,未 だ哺乳動物脳についての報告4)-7)をみる以外,

広 く下等動物脳にいたるまで系統的に検索した報告

はない.

各種動物脳は発達の状態及び機能,細 胞構築像に

対応した複雑なアミノ酸代謝機構の存在する事が考

えられる.私 はこれらの見地から脳におけるア ミノ

酸代謝の動態解明の一方法 として広 く脊椎動物門の

各綱から代表的な動物を選び,脳 におけろトランス

アミネーションの比較生化学的研究を試みた.

今回は先づ脊椎動物の中,最 も下等な中枢神経系

をもつ魚 綱の中か ら日本産 ナマズ(Parasilurus

 asotuの の脳についてペーパークロマ トグラフィー

法によりトランスアミナーゼ活性を測定し,若 干の

知見を得たので報告する.

実 験 方 法

1) 実験材料

実験に用いたアミノ酸は国産品,輸 入品を問わず

可及的一流メーカーの特級品を使用 した.β-オキシ-

γ-アミノ酪酸 は神戸薬大富田教授の御好意 によ る

ものであり,ε-ア ミノカプロン酸は鳥取大学医学部

精神科教室において合成8)したものである.α-ケ 卜

グルタール酸は和光純薬特級品を使用した.

酵素材料としては断頭直後速に取 り出したナマズ,

マウスの新鮮全脳をpH 7 .61/15Mリ ン酸緩衝液で

10倍のホモジネー トとしたものを使用した.な おナ

マズは12月, 1月(冬 期)の ものである.

2) 実験 手 技

a) Incubation: 1.Om1の 脳 ホ モ ジ ネ ー ト, 1.oml

の リ ン酸 緩 衝 液, 0.5mlの ア ミノ酸 溶 液(75μM)

を ツ ンベ ル グ管 主室 に入 れ,予 め 中性 化 した0.5ml

のa-ケ トグル タール酸 溶 液(75μM)を 側 室 に 入 れ,

ガ ス相 は窒 素 ガス で完 全 に 交 換 し,ワ ール ブル グ装

置 を 利用 し, 38゜C水 浴 中 で10分 間予 備 振 盪 後,側 室

のa-ケ トグ ル タ ール酸 を主 室 に傾 注 し,更 に38゜C,

 60分 間振 盪 した.

Incubation終 了 後直 ちに7.0m1の 無 水 ア ル ゴー ル

を加 え,蛋 白 凝固 を来 す ま で 充分 混 合 した 後, 15分

間遠 沈 し,完 全 に除 蛋 白 した 上澄 液 を 定 量 的 に採 取

し蒸 発乾 固 せ しめ,そ の残 渣 を 水 で1.0mlの 容 量 と

した.

b) ペ ーパ ー ク ロマ トグ ラフ ィーに よ る分離,定

量:生 成 され た グル タ ミン酸 を ペ ーパ ー クロ マ トグ

ラフ ィー を 用 いて 分 離,定 量 し,ト ラ ンス ア ミナー

ゼ活 性 を 測定 した.東 洋 濾 紙No. 50に0.03mlの

Sampleを 塗 布 し,一 次 元 上 昇法 に よ り展 開 した.

溶 媒 は 各 ア ミノ酸 のRfを 考 慮 し,ブ タ ノー ル ・酷

酸 ・水(4・1・1)或 は75%含 水 フ ー ノー ル の 中,分

離の よ い方 を用 い た.然 しセ リ ンの 場 合 の み グル タ

ミン酸 との分 離 には 何 れ も不 完全 で あ つ た.フ ェノ

ール溶 媒 を用 い た時 は展 開終 了 し,濾 紙乾 燥 後 エ-

テル で 洗 滌 した.ア ミノ酸 の位 置 は0.15%ニ ン ヒ ド

リンの 水飽 和 ブ タ ノー ル 溶液 を噴 霧 決 定 し,グ ル タ

ミン酸 に相 当 す る部 位 を 切 り取 り,又 ペー パ ー だ け

に よ る色 価 を決 定 す る た め 等 面 積 の ブ ラ ン ク も切

り取 つ た.そ れぞ れ の 濾 紙 片 を各 試 験 管 に と り,

Fowden9)の 方法 で濾 紙 表面 に 吸着 さ れ た ア ムモ ニ

アを 除 去 した 後, Troll & Cannan10)の 方 法 で 発 色,

島津 製 分 光 光 度 計570mμ で比 色定 量 し た.

以 上 の 実験 手 技 に つ い て はAivapara & Seal11)及

び住 田7)の 報 告 を 参 照 した.
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実 験 成 績

ア ミノ酸を加えずにa-ケ トグルタール酸だけで

組織をincubateし ても若干のグルタミン酸が合成

されるので,各 実験毎にア ミノ酸を除外したケ ト酸

単独附加の対照を作り,各 アミノ酸の トランスア ミ

ネーションはこの価を差引き補正した.以 下各表に

示す価 は生成されたグルタミン酸からケ ト酸単独附

加の対照で生成された量を差引いたもので,数 値は

グルタミン酸の窒素量をpertubeμg単 位で表した

ものである.又 これ らペーパークロマトグラフィー

によるグルタ ミン酸定量の精度を知るため,予 備実

験 としてper tube 180μg窒 素量のグルタミン酸を

加え,前 述の実験法に従い附加グルタミン酸を定量

した.そ の結果は第1表 に示す通りである.更 にグ

ルタ ミン酸は1時 間のIncubationの 間に量的変化

を来す事が考えられるので,同 一条件で1時 間後に

定量し第2表 の結果を得た.

第1表　 脳 組 織 ホ モジ ネ ー トに附 加 した

グ ル タ ミン酸 の検 出(4例 平均)

* 組 織 だ け に よ る グル タ ミン酸 量 を

差 引 き補 正 した値

第2表　 脳 組 織 ホモ ジ ネ ー トに附 加 した グルタ

ミソ酸 の38゜C, 1時 間Incubation後 の検 出

(4例 平均)

* 1時 間Incubation後 の組織 だけに よ

る グル タ ミン酸 量 を差 引 き補 正 した値

第3表　 a-ア ミ ノ酸 とa-ケ トグ ル タ ール 酸 か らの グル タ ミン酸 生成

単 位:μg per tube　 * 3例 平 均 値

な お 以 上 の予 備 実験 で示 され る如 く10μgper tube

或 は そ れ以 下 に 相 当 す る数 値 は誤 差 の範囲 で確実で

はな い.

1) a-ア ミノ酸 とa-ケ トグル タール酸 との トラ

ンス ア ミネ ー シ ョン

第3表 は16種 の α-ア ミノ酸 と α-ケ トグルタール

酸 か らの トラン ス ア ミネー シ ョンを 調ベ た ものであ

るが,可 成 りの ア ミノ酸 に お いて本 反応 の行 われる

事 が 判 る.

マ ウ ス脳 と比 較 すれ ば む しろ一般 に比 較的高い活

性 を示 して い る.特 に ア スパ ラギ ン酸,ア ラニン,

ロ イ シン,ス レオ ニ ンに著 明 な差 がみ られた.本 実

験 の 結 果 あ らた に ナ マ ズ脳 に おい て グ リシン,メ チ

オ ニ ンに僅 かで はあ るが本 反 応が認 め られ,又 逆に
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マウス脳において活性のみられたフェニールアラニ

ンに本反応の行われない事が判明した.

第4表　 ω-ア ミノ酸 と α-ケ トグ〃 ター ル酸 か らの グル タ ミソ酸 生成

単 位:μg per tube　 * 3例 平 均 値

第5表　 ジ-ア ミノ酸及 び シス テ イン酸 と α-ケ トグル タ ール 酸 か らの グル タ ミソ酸 生 成

単 位:μg per tube　* 3例 平 均 値

本研 究 で調 べ た α-ア ミノ酸 の 中,ヒ スチ ジ ン,

ノル ロ イ シン,プ ロ リン,ヒ ドロキ シプ ロ リ ン及 び

フ ェニール ア ラ ニ ンに は トラ ンス ア ミナー ゼ活 性 は

み られ なか つ た.

2) ω-ア ミノ酸 と α-ケ トグル ター ル酸 との トラ

ンスア ミネー シ ョン

使用 した ア ミノ酸 はγ-ア ミノ酪 酸.β-ア ラニ ン,

β-オキシ-γ-ア ミノ酪 酸,ε-ア ミノ カ プ ロ ン酸 の4

種 で あ るが,こ の 成績 は第4表 に示 した .

γ-ア ミノ酪 酸 は ナマ ズ脳 とマ ウス脳 とで は ほぼ 同

様 の活性 値 を示 してい る事 は極 あ て興 味 深 く,サ カ

ナの脳 で本反 応 を調 べ た近 藤12)の 報 告 に も ほぼ 一致

してい る.β-ア ラニ ン,β-オ キ シ-γ-ア ミノ酪酸 は

何 れ もマ ウス脳 に比 較す る と低 い値 を 示 して い る.

ε-アミノカプ ロ ン酸 につ い て はす でにRoberts13)及

び住 田7)が マウ ス脳 で は活 性 を み とめ な い と報 告 し

てい るが,ナ マ ズ脳 に お いて も全 く活 性 が み られ な

か つた.

3) ジ-ア ミノ酸及 び シス テ イ ン酸 と α-ケ トグ ル

タール酸 との 卜ラン スア ミネ ー シ ョン

第5表 は4種 の ジ-ア ミノ酸 と シス テ イ ン 酸 か ら

の トラ ンス ア ミネ ー シ ョンの成 績 で あ るが,ジ-ア

ミノ酸 の 中,オ ル ニ チ ンに マ ウ ス と同様 の活 性 値 を

認 め た以 外,リ ジ ン,シ トル リン,ア ル ギ ニ ンに は

本 反 応 は全 くみ られ な か つ た.

又 シス テ イ ン酸 に マ ウス 同様 著 明 な トラ ンス ア ミ

ナ ーゼ活 性 が 認 め られ た.

以 上,主 と して ナマ ズ脳 に お け る トラ ンス ア ミネ

ー シ ョンの成 績 に つ い て マ ウ ス脳 と比 較 して 述 ベ た

が,今 回 行 つ た マ ウス脳 の トラ ンス ア ミネ ー シ ョン

で は何 れ の ア ミノ酸 に おい て も第3, 4, 5表 に み ら

れ る と お り住 田6) 7)の 報 告 と同 様 の結 果 を 得 た.

考 察

脊椎 動物 門 中 高 等 な哺 乳綱 に属 す るマ ウ ス脳 の 卜

ラ ンス ア ミネー シ ョンに つ い て は,す でに 住 田 の 詳

細 な報 告6) 7)が あ り,又 最 近,近 藤14)は 犬 の 脳 各 部

位 につ い て トラ ンス ア ミナー ゼ活 性 を測 定 し,α-ア

ミノ酸 と ω-ア ミノ酸 に 関 与 す る 卜ラ ン ス ア ミナー

ゼ の種 類 が相 違 す るで あ ろ う事 を推 定 した. Schwe

rling15)は グル タ ミン酸 と焦 性 ブ ドー 酸 との トラ ン

ス ア ミネ ー シ ョンは,ウ サ ギ の 胎 盤 で は み られ るが

ネ ズ ミの 胎 盤 で は み られ な い 事 を 記 載 して い る.而

して本 実験 の結 果,マ ウ ス脳 と ナ マズ脳 で は トラン
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スア ミナーゼ活性に可成りの相違がみられた事実か

ら,明 らかに動物の脳は種類及び発達の状態,機 能,

細胞構築像の異なるに従つてその酵素活性度に可成

りの相違のみられる事が示唆されたものと思われる.

更に又下等動物の脳が如何なる代謝機構を示 して

いるかを知る事は,哺 乳動物脳のア ミノ酸代謝系に.

ついて考えるためにも大きな基盤を与えるものであ

ろうとの見地から,最 近 これら動物脳についての生

化学的研究が知られてきている.即 ちナマズ脳につ

いての高橋16)及び教室17)の研究によるとナマズ脳の

アムモニア量は少いといわれ,こ の事は哺乳動物に

比較 してナマズ脳のグルタミン酸脱水素酵素活性が

非常に弱いとい う事と密接な関連をもつものであろ

うし,更 に今回ナマズ脳に比較的高い トランスア ミ

ナーゼ活性をみとめた事はアムモニアによりトラン

スア ミネーションが容易に抑制されるという見解18)

をも裏付けるものであろうと考えられる.青 山19)は

最近ナマズ脳の遊離ア ミノ酸量を測定し,哺 乳動物

に比ベアスパラギン酸,グ ルタミン酸量が少い事を

報告した.こ の事は魚類では哺乳動物脳に比べ呼吸

が低 く嫌気的解糖が高いというVerjbinskaya20)の

記載と矛盾するものではないが,更 に γ-ア ミノ酪

酸,グ リシン,ロ イシン,イ ソロイシン,ス レオニ

ン等のア ミノ酸量は哺乳動物と著変のない事を報告

している.一 方奥村21)の研究によればナマズ脳のグ

ルタミン酸脱炭酸酵素活性は殆んどみとめられない

とい われ て い る.然 るに 本研 究 の結 果,ナ マズ脳に

お い て これ らア ミノ酸 に 何 れ も トラン スア ミナーゼ

活性 が み とめ られ,特 に グル タ ミン酸 の脱 炭酸反応

生成 物 で あ る γ-ア ミノ酪酸 に おい て も著 明な活性

を み とめ た事 は 以 上 の知 見 と考 え 合 わせ極 めて興味

深 く,ナ マズ 脳 に お け るア ミノ酸 代謝の 主 要な る経

路 は 卜ラ ンス ア ミネー シ ョンに よ るも のでは あるま

い か とい う推 定 に解 明 の一 端 を 与え たもの と考え ら

れ る.

結 論

ナ マズ 脳,マ ウ ス脳 を用 い定 量 的 ペーパ ークロマ

トグ ラフ ィー を 応用 し, 16種 の α-ア ミノ酸, 4種 の

ω-ア ミノ酸, 4種 の ジ-ア ミノ酸 及 び システイン酸

と α-ケ トグル タール 酸 との トラ ン ス ア ミネーショ

ンに つ いて 比 較研 究 し,ナ マ ズ脳 に おけ るア ミノ酸

代 謝 機 構 の可 能性 を検討 した.

1) ナ マ ズ脳 で はマ ウス脳 に比 ベー 般に高 い トラ

ン スア ミナ ー ゼ活 性 を示 し,特 にア スパ ラギ ン酸,

ア ラニ ン,ロ イ シ ン,ス レオ ニ ンに著 明で あつた.

2) マ ウ ス脳 で 本 反 応 のみ られな かつた グリシン,

メ チオ ニ ンに活 性 が 認 め られ た.

3) ナマ ズ 脳 に おい て フ エニ ール ア ラニ ンには ト

ラン スア ミネ ー シ ョンが行 われ ない 事が判 明 した.
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Metabolism of Amino Acids in the Brain (IV) 

Studies on the Transamination in the Brain of Catfish 

(Parasilurus asotus) 

By 

Akimasa Imai 

Department of Neuro-Psychiatry Okayama University Medical School 

(Director: Prof. Nikichi Okumura)

Using the brains of catfish (Parasilurus asotus) and mouse as the test materials and with 

the aid of paper chromatography the author compared the transamination of 16 kinds of 

ƒ¿-amino acids, 4 different ƒÖ-amino acids , 4 di-amino acids, cysteic acid and a-ketoglutaric acid 

and studied the possibility of the amino acid metabolism in the brain of catfish. The results 

are as follows:

1. The brains of catfish demonstrate generally a high transaminase activity as compared 

with the brains of mice, especially the activity of aspartic acid, alanine, leucine and th

reonine is marked.

2. Glycine and methionine that are not transaminated in the mouse brain demonstrate 

their activity in the brain of catfish.

3. Phenylalanine is not transaminated in the brain of catfish.


