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、

　　　　Th・・ffect・f　thy・・id　h・・m・・e・n　th・g・n・・ati・n・f　p・・t・i・i・hibit。・・f・・C・h・・d・p，。d。nt　p，。．

t・i・ase　i・・at　brai・w・・inv・・tig・t・d・F・u・different　i・hibit・・y　acti・ities（1，　II，　III　and　lV）w，，e

i・。1・t・df・Qm　imm・t・・e（7－d・y・・ld）・at　b・ai・・The　m・1ecu1・・w・ight・・f　these　inhibit。rs，　whi。h　were

estim・t・d　by　g・1・ex・1・・i・n　ch・・m・t・9・aphy　Qn　S・phac・yl　S－200・・1・m・，　w・・e　apP・・xim・t・1y　280，000

（1）・70，000（II），50，000（III）・・d　35，000（IV）．　Al1・f　th・・e　i・hibit。・y　acti・iti・・w。・e　dec，eased　by

thyroidectomy．　Four・day　T4　administratiQn（100μg／kg　daily）to　thyroidectomized　imnlature　animal

「eve「sibly　i・・crea・ed　the　acti・ity・f　th・ee（1，　II・nd　lV）i・hibit。・s．　H。w・v・・，　the　a・ti・ity。f　i。hibit。，

III　did・・t・ec。ver　with　th・・am・treatm・・t・1・hibit・・III　was　th・m・・t　p・te。t　am。ng　th。　f。。，　i。hi．

bitors　ill　rat　brain．　In　rnature　rats（40－day・01d），　four　different　inhibitors　were　identified　in　the　brain．

The　molecular　weights　were　identical　to　those　obtained　in　immature　rat　brain．　As　observed　in　im．

mature　animals，　all　of　the　inhibitory　activities　were　decreased　by　thyroidectomy．　In　contrast　to　the

results　obtained　in　immature　anilnals，　however，　inhibitor　III　as　well　as　I，　II，　and　IV　was　restored

by　T4　administration（100μg／kg　daily）to　thyroidectomized　mature　rats．

　　　The　four　inhibitors　which　were　prepared　from　contro1（untreated）rat　brain　cytosol　were　inacti－

vated　by　trypsin　or　by　proteinase，　whereas　the　activities　were　not　destroyed　by　treatment　with

DNase　or　RNase，　suggesting　that　these　inhibitors　were　proteins．

　　　The　results　suggested　that　thyroid　hormone　stimulated　the　generation　of　protein　inhibitors　for

Ca2＋・d・pe・d・・t　p・・t・ina・・i・b・ai・，・・d　th・t　i・・eversib1・d・m・g・i・th・m・・t　p・tent　i。hibit。，y　p，。．

tein　is　induced　by　thyroid　hormone　deficiency　in　immature　animal，　The　phenomenon　may　be　related

to　the　neonatal　hypothyroidism・induced　irreversible　damage　to　the　central　nervous　system　in　patients

wtih　cretinism．　Shins乃z‘Med㌦ハ，36：14ヱー154，1988
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　　　　　　　　　　　　　　＿　　　　　　　　　解明することを日的として実験を行った。
　　　　　　　　　1緒　　　冨

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　II　研究材料および方法
　クレチソ症は，幼若期における甲状腺ホルモソの不

足で生じ，その病態は，中枢神経系の不可逆的変化を　　A　実験動物の調製

特徴とすることが知られている1）2）。このように幼若期　　　Wistar系雄ラットを実験動物として用いた。幼若

の中枢神経系の発達が甲状腺ホルモソlc依存している　　ラットとして7日齢（平均約30g）および成熟ラット

可能性は指摘されているにもかかわらず，その発症の　　として40日齢（平均約2009）を使用した。両群ラット

機構は全く不明である。　　　　　　　　　　　　　　をおのおの2群にわけ，1群に甲状腺摘除を行い，他

　最近，甲状腺ホルモソの作用機序として，次のよう　　の群はsham　operationを行った。手術2週後，前者

な機構が想定されている。すなわち標的組織の細胞核　　をさらに3群にわけ，第1群は生理食塩水を4日間，

に存在する特異的受容体にホルモンが結合し，さらに　　第2群にはチPキシソ（T，）（100Ptg／k9）を2日間，

ホルモソ結合受容体一DNA複合体の生成により，　　　第3群にはT4を4日間連日皮下に投与した。　T4は，

DNAからmRNAへの転写が促進され，特異的蛋白　　生理食塩水に溶解して投与した。　Ca2＋依存性蛋白分

質あるいはペプチドが合成され，その結果としてホル　　解酵素およびその抑制蛋白調製のための屠殺前12時間

モン作用が発現されるというものである3）一一21）。　　　　　は絶食とした。

　中枢神経系も甲状腺ホルモソの標的組織と考えられ　　　B　ラット脳細胞質の分離

ている1）2）。しかし，他の標的組織と異なり，甲状腺ホ　　　ラットを断頭で屠殺後，開頭により大脳を摘出し，

ルモソ受容体の量（すなわち受容体数）は，実験動物　　0～4℃の条件下で以下の操作を行った。ラット大脳

で観察すると，幼若期に一過性に増加することが知ら　　を細切後Potter型ホモジナイザーを用いて3倍量の

れている22）－25）。さらに，この時期での大最のホルモ　　0．25　M　sucrose，1．　O　mM　EGTA，5．　OmM　2一メルカプ

ソー受容体複合体の生成が中枢神経系の発達に重要な　　　トエタノールを含む20mM　Tris－HCl（pH　7．4）でホ

役割を果たしている可能性も指摘されている26）。しか　　モジナイズし，homogenateを10，000×9，20分間遠

し，このような大量のホルモソ需要と中枢神経系にお　　沈した。得られた上清を105，　OOO×9，2時間遠沈後そ

ける代謝系との間の関係は判っていない27）－29）。　　　　の上清をラット脳細胞質分画として使用した。

　一方，甲状腺ホルモンは，細胞内Ca2＋濃度に依存　　C　Ca2＋依存性蛋白分解酵素の調製

した代謝系に対して調節的作用を有することが知られ　　　Ca2＋依存性蛋白分解酵素の調製はDeMartin。の

ている30）－35）。たとえばミトコソドリアからのCa2＋　　方法43）を改変して行った。前記のごとく調整した細胞

放出の促進30）31），Ca2＋依存性ATPase活性の抑制な　　質1こ含まれるCa2＋依存性蛋白分解酵素を，0・5mM

どが甲状腺ホルモンによりて誘導され32），結果として　　EGTA，5．　OmM　2一メルカプトエタノール，200rnM

細胞質Ca2＋濃度が上昇する事実も知られている。　　KCI，5，0％グリセロールを含んだ20mM　Tris・HCI

Ca2＋依存性代謝機構の1つとして，　Ca2＋依存性蛋　　（pH7，4）bufferにて平衡化したSephacryl　S・200力

白分解酵素が知られている。本酵素は，細胞内で標　　ラ1、クロマトグラフィー（2．2×60cm）によって分離

的となる蛋白質を限定分解し，代謝の流れを一定の　　した。それぞれの分画について酵素活性を測定し，活

方向に決定する重要な作用を有すると考えられてい　　性を示した単一ピークの分画を0．5mM　EGTA，5・0

る36）－39）。この酵素活性は，通常，その抑制蛋白によ　　mM　2一メルカプトエタノールおよび4．0％グリセロー

り抑制されているが40）一’44），細胞内Ca2＋濃度の上昇　　ルを含む20mM　Tris－HCI（pH　7．4）bufferに対して

により活性化される。このような代謝系は，中枢神経　　10時間透析した。さらに，同じbufferで平衡化した

細胞の分化，増殖にも重要な役割を果たしているもの　　DE－52　celluloseカラムに蛋白を吸着させた後KCIの

と考えられている36）－39）。　　　　　　　　　　　　　　連続濃度勾配（O－400mM）を用いて，　Ca2＋依存性蛋白

　以上の研究報告を下に，本研究は，1）中枢神経系の　　分解酵素を溶出，部分精製を行った。この酵素活性を

Ca2＋依存性蛋白分解酵素およびその抑制系が甲状腺　　示す分画を以下の実験に用いた。

ホルモンによりどのような影響を受けるか。2）幼若動　　D　Ca2＋依存性蛋白分解酵棄抑制蛋白の調製

物と成熟動物でのホルモン作用を比較することにより，　　Bで得られた細胞質を90℃，5分間熱処理し，0°C

幼若期での不可逆的変化がどのようなものであるかを　　に冷却後，遠沈した。得られた上清に含まれる抑制蛋
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白を・0・5mM　EGTA・5・OmM　2一メルカプトエタノ　5m1に加え，さらに1m1のメ〃一ルを加えて，シソ

ール，200mM　KC1および5．0％グリセロールを含　　チレーショソスペクトロメーターで放射能の計測を行

む20mM　Tris－HCI（pH　7．4）btifferで平衡化した　　った。

Sephacryl　S－200カラム（2・2×90cm）を用いて部分　　F　ラット血中トリヨードチロニン（Ta），　T4の測定

精製した。各分画のCa2＋依存性蛋白分解活性に対す　　　屠殺時ラットの心臓穿刺を行いエ血液を採取し，その

る抑制活性を示す分画を抑制蛋白分画として用いた。　　血清中の　Ts，　T4をラジオイムノアッセイで測定し

得られたCa2＋依存性蛋白分解酵素およびその抑制蛋　た45）。

白は一70°Cの条件下にて2ヵ月間貯蔵してもそれぞ　　G　そ　の　他

れの活性は変わらなかった。　　　，　　　　　　　　　　蛋白質の定量にはLowryらの方法46）を用い，　BSA　l

E　Ca：＋依存性蛋白分解酵素活性の測定　　　　　　　　を標準蛋白として用いた。また，　DNAの定量には，

　Ca2÷依存性蛋白分解酵素活性はWilenthalらの方　　Burtonの方法47）を用い，牛胸腺DNAを標準DNA

法44）にしたがい〔14C〕カゼインの加水分解を指標とし　　として測定した。統計的分析は，　Student’s　t　testを

て測定した。Incubation　buffer（160mM　Tris－HCI　　行い，2群間でP値が0．05以下を統計学的有意差があ

pH　7．4，0，　35mM　EGTA，35mM　2一メルカプトエタノ　　ると推定した。

一ル，100mM　KC1）100μ1に100μ1の酵素分画，100μ1　　H　使用した研究材料

の蒸留水・50μ1の37・5mM　CaC12又は蒸留水を加え，　　〔14C〕カゼイソは，　New　England　Nuclear（Boston

最後に25μ1の〔1’tC〕カゼイン（10，000～24，　OOOcpm／　　MA，　USA）より入手した。2一メルカプトエタノ＿ル

25μ1，2・5～5・　OStCi／mg）を加えて反応を開始した。　　は半井化学より，また牛胸腺DNA，　BSA，トリプシソ

incubationは34℃で40分間行い，　incubation終了　　（frQm　pもcine　pancreas），トリフ゜シンインヒビタ＿

後速やかにチェーブを氷水中にうつし，50μ1の0。3％　　（from　soybean），プロテアーゼ（TypeVII，　from

牛1血清アルブミン（BSA）および50plの50％TCAを　　Bacillus　amyloliquefaciens），　T4（sodium　salt）は，

加え反応を止めた・撮拝した後・1・　200×9，5分間遺　　Sigma　Chemical　Co（St．　Louis　MO．　USA）より

沈し上清200μ1をシンチレーション溶液〔O．　4％2，　5一　　入手した。Sephacryl　S－200は，　Pharmacia　Fine

diphenyloxasole；toluene　and　Triton　X－100（2：1）〕　　Chemical　Inc．（Piscantaway　NJ．　USA）より，　DE

Table　l　GrQss　changes　during　T4　administration　to　thyroidectomized・immature　rats

。，eatm，。、。，　R。，、融、織、　Se「um　C°ncent「at’°n　C轟、。［14C］儲’ytic

　　　　　　　　　　　　　（9）（9）（・9盈ml）（・9乱ml）謝・a2＋～謡／，。品X（・）

Sham・operated
＋Sa”ne i，）　6α9±3・6α1・1±°・11°7・7±5・4a　4・　95±°・15a　984±6248・4±47・5383±52・

Thyroidectomized
＋Saline i，）　36・°±3・°b　1・1±α125・6±7・　Sb°・79±°22b　g63±78432・・46・5573±598

Thyroidectomized
十T4（2　days）　　　　38．4±2．4c　1．1±0，1100．0±4．7c　3．15±0．20c　954＋43　4456ゴ：483　5562＋660・
　　　　　（7）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　㎜

Thyroidectonユized
十T4（4　days）　　　　43．2±4．2d　1。2±0．1172．0±15．　Od　8．60±0．64d　1050±122　5041＋560　5543±584

　　　　（7）　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一

［1℃］ca・eil・・1ytic　a・ti・ity　i・105，000・9・up・mata・t　w・・m・a・u・ed　i・the　absence（C・・＋（一））。，

presence（Ca2÷（＋））Qf　2．　O　mM　CaC12．　One　hundredμl　of　aliquQt，　which　was　adjusted　to　contain　1．0

μgDNA　equivalence，　and　24，000　cpm　of［14C］casein　were　added　to　the　assay　medium．　P　values

of　a　vs，　b，　and　b　vs，　d　in　body　weight，　and　T3　and　T4　concentrations　were　less　than　O．05．　Paren、

thesis　indicates　the　number　of　animals　in　each　group．　In　twQ　additional　experiments　similar　results

were　obtained．
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一52celluloseはWhatman　Co．（Clifton　NJ．　USA）　　依存性蛋白分解酵素，また，　Ca2＋依存性蛋白分解酵素

より得た。また，T3，　T4のラジオイムノアッセイキッ　　に対する抑制蛋白が大最に存在することが知られてい

トは，第一ラジオアイソトープ社より得た。　　　　　　る40）『42）。Table　1に示してあるように，粗細胞質

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　分画を用いた実験では，Ca2＋非存在下での酵素活性
　　　　　　　　III結　果　　　　tr。対し，　C。・＋V。よる酵素灘の上昇囎明ではなカ、

A　甲状腺摘除および鴨投与による体重，脳重量，　　　った。この結果は，粗細胞質分画に，Ca2＋非依存性

　血清丁3，T，濃度，脳DNA量の変化　　　　　　　　　蛋白分解酵素およびCa2＋依存性蛋白分解酵素抑制蛋

　体重，脳重量，血中T，，T4，脳DNA量を測定した。　白が大量に混入していることを示し，上記2群間での

Table　1に示すように体重の増加率は甲状腺摘除群で　　酵素活性の差は，さらに精製した酵素およびその抑制

はコソトロール群のそれに比べ減少し，T4投与によ　　系を用いて観察する必要があると考えられた。そこで，

り回復した。脳重量および脳DNA燈は甲状腺摘除に　　　ゲル炉過およびイオソ交換クロマトグラフィーによっ

より影響を受けなかった。さらに，これら甲状腺摘除　　てさらにCa2＋依存性蛋白分解酵素を精製した。Fig．

動物にT4を投与しても，著しい変化を示さなかった。　1Aに示すように，　Sephacryl　S・200カラムを用いたゲ

脳総蛋白量は甲状腺摘除群でsham　operati。n群に比　　ル源過により，　Ca2＋依存性蛋由分解酵素は，　Ca2＋非

べ低下し，T，投与により増加傾向を示した。血清T3，　　依存性蛋白分解活性から分離された。しかし，この

T，値は甲状腺摘除により減少し，T4投与により上昇　　Ca2＋依存性蛋白分解活性を含む分画を，5分間熱処

した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　理して抑制蛋白としての活性を測定してみると，こ

B　甲状腺摘除およびT4投与によるCa2＋依存性蛋　　の分画には，抑制蛋白が含まれていることがわかった

　白鈴解酵素の変化とその部分精製　　　　　　　　　　（Table　2）。このため，さらにDE・52カラムを用いた

　脳細胞質すなわち105，000×9上清に存在するCa2＋　　Ca2＋依存性蛋白分解酵素の精製を試みた。　Fig．1Bに

依存性蛋白分解酵素活性を測定した。甲状腺摘除2週　　示すように，2つの異なったCa2＋依存性蛋白分解活

後から生理食塩水を投与した群と甲状腺摘除2週間後　　性が分離された。1つは0。02MKC1で溶出され，そ

からT4を投与した群で，　Ca2＋依存性蛋白分解酵素活　　の活性は100ptM　Ca2＋で最大活性を示し，25μM　Ca2＋

性に有意な差を認めなかった。脳細胞質には，Ca2＋非　　で50％の活性を示した。もう1つは0，18M　KCiで溶

Table　2　Presence　of　heat－stable　inhibitor　for　Ca2＋・dependent　proteinase　in　the　enzyme－

　　　　containing　fraction

ｫ総fc欝血驚　ゆm／灘響鵬鷺1寒）

A罫囎罫勲1躍1｝N・・　ll9畿ll｝N・

・罫細罫紬翻Ns　鴛1蟹ll｝＜・・5
・　羅詮細脅　1謡｝聡　　lllま19｝N・

・罫離触曲翻Ns　器ll圭ill｝N…
　Two　m玉of　enzyme・containing　fraction　was　placed　in　boiled　water　bath　fQr　5　min　and　homogenized

lby　Dounce・type　homogenizer．　One　hundredμl　of　the　aliquot　of　the　supernatant　after　removal　of

　denatured　proteins　by　centrifugation　was　added　to　the　assay　medium．［14C］casein（20，000　cpm）

hydrolysis　was　measured　in　the　absence　or　presence　of　2．　O　mM　CaCI2　as　described　in　Table　1．

Each　value　indicates　the　mean±SEM　of　five　determinations．　N．S．　indicates　not　significant．　h　two

　additional　experiments，　similar　results　were　obtained．
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一　1　－／表，，認。躍1編凱謡訟。（謡諮釜
　　　　　　　　　　　　　　　　　ノ，，”　　　　　　　　　　　　　matography　as　shown　ln　Fig．1・B．　The　enzyme

　　O　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　O　　　　activity　was　measured　in　the　presence　of　varlous

　　　　6°　1°°　140　180　30°　　・・ncent・ati・…fCaCl，．　F・ee　C・・…nce。t，ati。。
　　　　　　　　　　　　FRACT「ON　NUMBER　　　　　　　　　　　was　adlu島ted　by　means　of　a　metal．rnetal　chelator

　　Fig．1Purification　of　Ca2＋・dependent　pro・　　　buffer　system　using　O・1mM　EGTA　as　a　chelator・

　　　　　　　　teinase　in　rat　brain　by　Sephacryl　S・

　　　　　　　　200（A）and　by　DE・52　cellulose（B）

　　　　　　　　column　chromatography

　　105，000×gsupernatant　of　rat　brain　was　pre・

pared　from　untreated　rat．　Ca2＋・dependent　pro・

teinase　obtained　by　Sephacryl　S・200　column
chromatography（Peak　II　in　Fig．1・A）was　abplied　　　畠
t。DE・52　cell・1・・e　c・1・m・．［1・C］ca・・i・・1yti・　署　10°

actlvity（12，000　cpm　of［14C］casein　was　added　　　8（
to　the　assay　mediurn）　in　each　fractiQn　（100・ttl　　　　｛∋　マ言

aliquot　of　each　fraction）was　determined　in　the　　　工　葦

absence（一〇一）or　presence（一⑧一一）of　2，0mM　　　z　．一一

臨Y・V・’ndicates　the　v°id　v°lume°f　th・馨・・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り　）
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り
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Fig．3　Changes　in　inhibitor　for　Ca2＋・dependent　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　T4（2d）　T4（4d）

　　　　　　P．「°t・ina・e　i・b・ai・d・・i・g　T・admi・i・t・a・　1ence／100μ1（翻）．　Each・heate’d　m。t，・i。l　w。，　add，d

　　　　　　t’°nt・thy・・idect・mi・ed・imm・t・・e・at・・　t・th・a・say　m・di・m・・d　C・…d。p，nd，。t　p，。・

．Cytosol　fraction　was　obtained　from　control　　teinase（25μg　of　enzyme　protein　which　was　pre・

（saline・administered　sham　operated　rats）（Cont），　　pared　by　using　DELs2　cellulose　column　’chroma・

thyroidectomized（Tx），　T4（2　days）－administered　．tography（peak　II））apd　20，　OOO　cpm　of［14C］casein

thyroidectomized（（Tx十T4（2d）），　and　T4（4　days）・　　were　added　to　the　medium．“Buffer”indiとates

administered　thyroidectomized（Tx十T4（4d））rats．　　that　the　assay　was　done　in　the　ab＄ence　of　hea’・

The　cytosol　fraction　was　boiled　as　describ¢d　　ted　cytosol．　Each　value　indicates　the　mean±SEM

and　the　heated　cytosol　was　adji．iSted　to　1．0μg　　of　results　obtahined　from　7　animals．　In　two

DNA　equivalence／100μ1　（口），　2．5μg　DNA　　　additional　experiments，　simi工ar　results　were

equivalence／100μ1（田口）and　5，0μg　DNA　equiva・　　obtained．
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出され，その活性は1・OmM　Ca2＋で最大活性を示し，　はコントロール群（sham　operation　－F　｛k理食塩水）に

250μMCa2＋で50％の活性を示した（Fig・　2）。前者が　　比しTx群で著明に低下していた。この低下した抑制

生理的には，より重要と考えられたが，最的に少ない　　効果は，T，投与により回復した。そこで，各群より

ため，抑制蛋白の活性を測定する以下の実験には後者　　得られた熱処理細胞質の種々の濃度を加えて，Ca2÷

を用いた。また，このDE・52カラムクロマトグラフ　　依存性蛋白分解酵素活性に対する抑制活性を測定した

イーtこより得られたCa2＋依存性蛋白分解酵素分画に　　　ところ，50％抑制はコソトロ　一一ル群では30μ9，　T，群

は，抑制蛋白の混入を認めなかった。（Table　2）　　　　では47μ9，　Tx十T42日群では36μ9，　Tx十T44日群

C　幼若ラット脳Ca2＋依存性蛋白分解酵素抑制蛋白　　では28μgの蛋白量で得られた。また，コソトロール

　のT4投与による影響　　　　　　　　　　　　　　ラットより得られた熱処理細胞質による抑制曲線では，

　幼若雄ラット（30g，7日齢）に甲状腺摘除を行　　低濃度蛋白で抑制効果を有するコンポーネントと高濃

い，その1週間後より4日間生理食塩水を投与した群

（Tx群）とT4（IOOFt9／k9）を2日間投与した群（Tx
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100
＋T・2曙）・および4日間投机た群（Tx＋T・4目　　　　　　　　　　　A
群）にわけて実験を行った。それぞれの群の脳細胞質
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　A　お
分画を90℃，5分間熱処理し遠沈して得られたCa2＋　　÷　　　l　　　　u　皿　　N
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ依存性蛋白分鰯素抑制蛋白頒を用いてその抑制効　o。
果を比較してみると，Fig，3に示すように，抑制効果　　　｛1100

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　：　　　　　　　　　　　　　　B
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Fig．5　Sephacryl　S・200　column　chromatography

　　　　profiles　of　inhibitors　for　Ca2＋－dependent

　　　HEATED　CYT。S・L　ADDED（ア9　P・。t・i，）　　　P「°teinase・

、h脇譲註津溜器窪潔謹包ε調1。齪鵬瓢鵠ll乱d、論：1臨．朧
T4　（2　days）・treated　thyroidectomized（一②一），　　elution　cQndition　is　described　underルTateブials

盤翻堪e欝瓢e紫1鑑（禽1離翻藍2認濃蕪瀦欝翻
presence　of　varlous　concentrations　of　heated　cy・　　fraction．　The　assay　condition　was　similar　to　that

9？繋鍔。雛di溜躍，軒♂i鍵翻寄sl認lnl誘鴫，膿諮饗1識認二
゜f・e・ult・・btam・d　f・・m　7・nim・1・・　　　　t…1prep・・ed　f・・m・ham。p，，at，d　anim、1、．
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甲状腺ホルモンとCa依存性蛋白分解酵素抑制蛋白

度蛋白でそれを示すコンポーネントの2つのコンポー　　抑制活性はトリプシンおよびプロテアーゼで不活化さ

ネソトが観察されたが，Tx群およびTx十T4投与群　　れたが，　RNaseおよびDNaseでは不活化されなかっ

における抑制曲線は，高濃度i蚤白で抑制するコソポー　　た。

ネントのみを示した（Fig．4）。　　　　　　　　　　　E　成熟ラット脳細胞質Ca2＋依存性蛋白分解酵素抑

D　Ca2＋依存性蛋白分解酵素抑制蛋白のSephacryl　　　制蛋白におよぼすT4投与の影響

　S・200カラムクロマトグラフィー　　　　　　　　　　幼若動物と成熟動物とで，Ca2＋依存性蛋白分解酵

　以上の結果より，甲状腺摘除により抑制蛋白の量的　　素抑制蛋白におよぼす甲状腺ホルモン作用に差がある

変化だけでなく不可逆的な質的変化がおこっている可　　かどうかを検討するために，次に，生後40日齢のラッ

能性も考えられ，Sephacryl　S・200カラムクロマトグ

ラフィーによって抑制蛋白の部分精製とその分子量の

推定を試みた。Fig，　5AはSephacryl　S・200によるゲ

、レ炉過のパターソを示す．。ント。一、レラ。トの熱処　　301　　　。。［．wt

醐讃にはLll，皿，　IVの異な・た抑纒白が存　　20　　　121鵬
在・，そ・分子量はそれぞれ約28・・…（1）・．・・・… @ρ1。lgG　睡：1器
（皿），50，　OOO（皿），35，000（痒）であった（Flg．6）。　　　　　i⊃　　　　　　　E

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド　抑制蛋白1および】Vの活性は・甲状腺摘除により低　　　　　ご　6　　　　BSA　皿

下し，皿および皿の活性は消失した（Fig．　5　B）。甲状　　　　　　4　　　　　　　！▽

腺摘除ラットにT4を2日間投与すると，1および］V　　　　　lii

は回飢皿の活性も出肌たが・抑1匿掻朗は漱し　　ガ2

皆謡慧艶犠乏繍謬滑監脳　　1　　cyt・

　Fig，7では1～Nのそれぞれの抑制蛋白の種々の濃　　　　　　　　0　　20　　40　　60　　80

度での抑制効果を示している。抑制蛋白皿が最も強い　　　　　　　FRACTION　NUMBER　FROM　V・　V・

抑制効果を有し・SO6a抑制を示す抑制蛋白皿の蛋白濃　　　Fig．6Calibration　of　the　molecular　weight

度は互，皿，Nのそれの10分の1以下であった。　　　　　　　　　of　inhibitors．

　これらの抑制活性1～1Vが蛋白質か否かを調べるた　　　Sham　operated　rats　were　used　as　the　source

凝れそれ加紛角購で灘を行・て・その抑躍h翻1°識器。’，1潔9脚＆，G。鯉二

制効果を調べた。Table　3で示すように，それぞれの　　markers・

胴復しなか・た（Fi・・5D）・　　　　　　♂

Fig，7　1nhibition　of　Ca2＋・dependent　proteinase　by　partially　puri丘ed　inhibitors．

100

）
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b
〈　　50

tU
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国

も

s　o“oH

Inhibitory　proteins　I　（一⑱一），　II（一、幽L－），

III（一〇一），　and　IV（－V－））were　partially

puri員ed　by　using　gel　filtration，　The

source　of　the　inhibitors　was　sham　ope－

rated・imrnature　rat　brain．　The　fractio－

nated　inhibitors　were　concentrated　and

diluted　to　indicated　protein　concentra・

tions　separately。　The　assay　condition　was

O．2　　　　2．0　　　　20　　　　200　　　　similar　to　that　described　in　Fig・3・Each

INHIBI・…PR・TEIN　ADDED（P、）　齪謡器離l　the　mean°f　t「iplicate
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トを用いて実験を行った。　　　　　　　　　　　　　ても甲状腺摘除により，抑制蛋白皿，皿が消失した。

　成熟コソトロールラット脳細胞質には，幼若コソト　　これは幼若ラットで見られた効果と同様であった。し

T：－Nルラット細胞質にみられたのと同様な分子量を有　　かし，この動物lt　4日間T4を投与すると抑制蛋白n

する4つの抑制蛋白が認められた。成熟ラットにおい　　だけでなく皿の回復も認められた（Fig．　8）。

Table　3　Effect　of　hydrolytic　enzymes　on　the　inhibitory　activity　in　Ca2＋・dependent

　　　　　　proteinase　inhibitors

1囎腰「　G・・up・　T「鑑欝，°f磁C講鼎臨欝）…1ues

1

ANoinhibitor　100±2
B　　 Buffer　　　　　　　42±1　　　Avs．　B，＜0．001
C　　　　　Trypsin（500μg／ml）　　　　　98±2　　　　　　B　vs．　C，＜0，001

D　　　　　Protease（500μg／ml）　　　　　97土3　　　　　　B　vs．　D，＜0，001

E　　　　　DNase　（330μ9／m1）　　　　　44±2．　　　　　Bvs．　E，　N．　S．

F　　　　RNase　（330μg／ml）　　　　　43：ヒ3　　　　　Bas．　F，　N．　S．

II

G　　　　　No　inhibitor　　　　　　．　　100±3

HBuffer　　44±3　Gvs．H，＜0．001
1　　　　　Trypsin（500μ9／ml）　　　　　96±6　　　　　　H　vs．1，＜0，001

J　　　protease（500μ9／ln1）　　　98±4　　　Hvs．　J，＜0，001

K　　 DNase（330μg／ml）．　　．46土4．　．　　H　vs．　K，　N．　S．
L　　　　　RNase　（330μg／ml）　　　　　42±3　　　　　　H　vs．　L，　N．　S．

皿

MNoinhibiter　100±4
N　　 Buffer　　　　　　　41±3　　　Mvs．　N，〈0，001
0　　　　　Trypsin（500μ9／ml＞　　　　　101出2　　　　　　N　v，s．　O，〈0．001

p　　　　　Protease（500μg／ml）　　．　　99±5　　　　　　N　vs．　P，〈0，001

Q　　　　　DNase　（330μ9／ml）　　　　　42±3　　　　　Nvs．　Q，　N．　S．

R　　 RNase　（330μ9／ml）　　　42±3　　　Nvs．　R，　N．　S，

N

S　　　　　No　’　inhibitor　　　　　　　　．100±3

T　　　　　Buffer　　　　　　　　　　　　4Q±2　　　　　svs．　T，＜o．　ool

U　　　　　Trypsin（500μg／ml）　　　　　98±4　　　　　　T　vs．　U，＜0，001

V　　　Protease（500μg／ml）　　　99：と3　　　Tvs．　V，＜0．001
W　　　　DNase　（330μ9／m1）　　　　41±5　　　　　T　v　s’．　W，　N．　S．

X　　　　　RNase　（330μ9／ml）　　　　　41±3　　　　　　T　vs．　X，　N．　S．

　Each　inhibitor（500μ1）which　was　obtained　as　descrlbed　in　Fig．5・A　was　incubated　for　15　min　at

30°Cwith　the　indicated　concentrations　of　enzymes．　After　incubation，　the　mixture　was　boiled　and

after　removal　of　denatured　proteins　by，centrifugation，100μ10f　aliquot　was　added　to　the　assay

medium．　The　enzyme　used　in　this　study　was　obtained　by　DE・52　ceHulose　column　chromatography
（Peak　ll　in　Fig・1・B）and　25μ9　Protein　was　added　to　the　assay　medium．　ln　experiments　A，　G，　M

and　S，100μl　of　elution．buffer（20　mM　Tris・HCI　pH　7．4，　containing　O．5mM　EGTA，5，0mM　2．

1nercaptoethano1，100　mM　KCI　and　5％glycerQ1）were　substituted　for　inhibltor・containing　fraction，

Each　value　indicates　the　mean　of　triplicate　determinations．　N．S．　indicates　not　signi且cant．
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　　　　　70　　　　　　90　　　　　　110　　　　　　130　　　　　　180　　　　　　　　　　　　　　　　　，

　　　　　　　　FRAC丁ION　NUMBER　　　　　　　　　を不可逆的に障審する機構が誘導されるものと考えら

Fig．・C・・。g。、　i。・。h・b・t。，　f。r　C。2・1・　．d，p，nd，。，れた・

　　　　proteinase　in　brain　during　T，　adminis．　　WaxmanとKrebsの報告40）によると，　Ca2＋依存

　　　　tration　to　thyroidectomized・mature　rats．　　性蛋白分解酵素抑制蛋白はいくつかのsubfractionに

Heated　cytgsol　was　prepared　from　sham　operated　　分かれぞ存在していると考えられている。本実験にお

1盆、，躍1盤躁、（島鑑，［1・r謡盤・・て…ソ1・一・レ群では1－・の・種類の…＋

Each　heated　materia1　was　adjusted　to　500μ9　DNA　　依存性蛋白分解酵素抑制活性が認められ，その中で1旺

equivalence／3・Oml　and　was　apPlied　to　a　column　　が最も強い抑制活性を示したため，この蛋白が生理的

繍諮1聡1鑑三撫鼎蟹慰龍彌騒警謂叢菖境揚獣雫獅藤磁畏

the　presence　of　100μ10f　aliquot　of　each　fraction，　　は，丑および皿の抑制活性が消失し，その可逆性は皿

鞭・1羅撃謹鞭輪騰灘調麹繊糠議簾獅冑弩雛
tography．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　甲状腺摘除群との間の差は，抑制蛋白皿の量の差より

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　生じたものである可能性がある。しかも，幼若ラット

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　で不可逆的変化を受けた抑制蛋白皿1は，成熟ラットで

　　　　　　　　Iv考　察　　　　は，甲撒ホ・レモ般弊より可逆的回働・講られ

　幼若期における甲状腺ホルモンの不足は，中枢神経　　ている。この実験結果は，最も生理的に重要な意味を

系の不可逆的変化を引きおこす事が知られている1）2）。　　もつと思われるCa2＋依存性蛋白分解酵素抑制蛋白皿

また，脳細胞質におけるCa2＋依存性代謝系の1つで　　が・幼若期特異的に甲状腺ホルモソの調節を受け，そ

あるCa2＋依存性蛋白分解酵素およびその抑制系は，　　の調節は・いちどホルモン欠乏状態になると不可逆的

中枢神経系の発達に重要な役割を果たしていると考え　　な状態に陥ることを示している。

られている36）－39）。そこで，この機構が甲状腺ホルモ　　　甲状腺ホルモンは・細胞の核に作用し，蛋白合成を

ンにより何らかの調節を受け幼若期の中枢神経系の発　　調節していると考えられているII）一”29）が，この調節系

達に影響をおよぼしている可能性が考えられるため今　　と甲状腺ホルモン特有な生物反旛系との間の直接的証

回の実験を行った。　　　　　　　　　　　　　　　　明は未だ成されていない。本実験はCa2＋依存性蛋白

　まず，種々の甲状腺機能状態で，Ca2＋依存性蛋白　　分解酵素抑制蛋白の合成におよぼす甲状腺ホルモンの

分鰭素の抑制蛋白がどのような影響媛けるかを観　直接的作用については謬棚していない．甲状腺ホルモ

察した・熱腿細胞質頒を用い燦｝険では濃度依　ンが拗糊におけるc・・＋依存性蛋白分鰭素抑制

存曲線より2つの構成要素が抑制蛋白に存在する可能　　系に不可逆的な変化をおよぼす機構としては，もちろ
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　　　　性が考えられた。すなわち低濃度で50％抑制を示すコ

　　　　　ンポーネントと，より高濃度で50％抑制を示すコソボ

　　　　　ーネントである。
　

．2－　’ソト゜一ル群（・ham・perati・・＋生理館水）の
。↓　幼若ラ。トでは，この両者が認められている。しかし，

　　　E　　甲状腺摘除幼若ラット群では，低濃度で50％抑制を示
　こ　§　　すコソポーネントが消失した。この実験結果は甲状腺

・4）@　ホルモソの不足により抑制蛋白の構成要素が変化する

鰹　・とを示唆する．さらに，・の変化々押状腺ホルモ・

憧投与・・よ・ても回擁ず，一方蝋ラ。・を胤・た

露　鰍では・・の・ンtTi・”　一ネントの甲状腺ホ・レモ般与

，4〈 @による回復が認められた・したがって拗若ラ・トに

2　　　おける甲状腺機能低下状態では，成熟ラットのそれと

0　　　異なり　この低濃度で50％抑制を示すコンポーネソト
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ん，甲状腺ホルモソが核受容体を介して誘導している　　これらの基質はCa2＋依存性蛋白分解酵素により影響

可能性が考えられるが，また一方，Ca2’F依存性蛋自　　を受けないが，何らかの形でこの抑制からはずれた際

分解酵素抑制蛋白のsubfractionのdegradationそ　　に，基質の限定分解を行い代謝の流れを変化させるも

の他にも関与する可能性があり，その詳細は不明であ　　のと考えられる。甲状腺機能低下状態もCa2＋依存性

る。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　蛋白分解酵素抑制蛋白の低下により，このような代謝

　甲状腺ホルモソは，細胞内Ca2＋濃度を上昇させ，　　の流れの変化が生じている可能性が考えられる。神経

Ca2＋に依存した代謝系に影響をおよぼすことが知ら　　組織においては，今のところこの基質が何であるか明

れている30）－35）。したがって甲状腺ホルモンは細胞内　　らかではないが，今後この基質を含めて，Ca2＋依存

Ca2＋濃度の調節と，本研究で明らかになったように　　性の代謝系を癬明していく必要があると考えられた。

Ca2＋依存性蛋白分解酵素抑制蛋白生成の調節の2つ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　V　結　　　語
の点から生理的に重要な役割を果たしているものと考

えられる。Ca2＋依存性蛋白分解酵勲こは，1とHの2　　　幼若期におけるラット脳細胞質Ca2＋依存性蛋白分

種類が存在し，前者は　数μM程度のCa2＋濃度で活　　解酵素および抑制系が，甲状腺ホルモンによりどのよ

性化され，後者は100μMのCa2＋濃度で活性化され　　うな影響を受けるかを調べた。

ると考えられている40）。今回の実験でも，この2種類　　　ラット脳細胞質を熱処理し，Ca2＋依存性蛋白分解

の酵素活性を認めた。細胞内のCa2＋濃度が10μM以　　酵素を除いたその抑制蛋白分画を用いて，甲状腺機能

下に維持されている事から考えると，1型酵素の方が　　状態による影響を調べたところ，幼若コントロールラ

生理的に重要であると思われる。また，数μMのCa2＋　　ットでは4種類の卸制蛋白を認め，このうちの1つ

存在下では1から1型への変換が生じるため48）－50），　　　（分画皿）が最も強力な抑制活性を示した。この抑制

甲状腺ホルモン投与動物では細胞内Ca2＋濃度が上昇　　蛋白皿が，甲状腺機能低下状態で失活し，幼若ラット

し，1型酵素活性が上昇するものと推測される。しか　　を用いた爽験では，甲状腺ホルモソ投与によってもそ

し，酵素活性抑制蛋白は，皿から1への変換を強力に　　の回復を認めなかった。成熟ラットを用いた場合は，

抑制する事実も知られ5°），抑制蛋白が増加する甲状腺　　甲状腺機能低下により失活したこの抑制蛋白皿が甲状

ホルモソ投与動物で必ずしも1型酵素活性が上昇して　　腺ホルモソ投与により回復した。

いるとは断雷し難いと考えられる。一方，甲状腺ホル　　　幼若期における，甲状腺ホルモンの低一Fはラット脳

モン不足状態では，Ca2＋濃度がほぼ正常に維持され　　細胞質Ca2＋依存性蛋白分解酵素抑制蛋白に不可逆的

ているため，1型の酵素活性は，Ca2＋による影響を　　な変化を与え，　Ca2＋依存性代謝機構の1つである

受けていないと思われるが，抑制蛋白が著明に低下す　　Ca2＋依存性蛋白分解酵素およびその抑制系が不可逆

るため，むしろこの酵素活性は上昇していると考えら　　的変化を受けることが推測された。

れる。しかし，これらの機構の詳細は不明であり，甲

状腺ホルモソのCa2＋依存性蛋白分解酵素に関する作　　　　本稿の要旨は昭和62年6月，第60回日本内分泌学会

用機序を解明するためには，今後，Ca2＋濃度，1型お　　学術総会で発表した。

よびll型の酵素活性，抑制蛋白間の相互関係などを検

討する必要があると思われた。　　　　　　　　　　　　　稿を終えるにあたり，御指導と御校閲を賜った，恩

　Ca2＋依存性蛋白分解酵素により限定分解を受ける　　師，山田隆司教授ならびに橋爪潔志講師に深く謝意を

物質はいくつかの組織で同定されている51）－63）。通常　　表します。

は，細胞質内には過剰の垂nl制蛋白が存在しているため，
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