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！七「仁薬科大’7・
Annu. Rep. Kyoritsu 

Coll. Pharm 

ラット脳内 TyrosineHydroxylaseに関する研究（第 1報）

Tyrosine Hydroxylaseの脳内分布と性周期に伴う変動寧

吉原民子，中村悦郎，木村都，小野純子

Tyrosine Hydroxylase Activity in Rat Brain 〔I〕Distributionof the Enzyme and 

Activity during Different Phases of the Estrous Cycle 

ETSURO NAKAMURA T Al¥.1HくO Yos四HARA.MIY AKO KIM四 A and JUNKO ONO 

(Received September 30, 1977) 

Tyrosine hydroxylase (TH) in rat brain during different phases of the estrous cycle and 

the effects of 17β－estradiol (E) and progesterone (P) on TH were studied using a modificat10n 

of Waymir’s method. Seven brain regions were dissected from adult SD rats, maintained on 

a 11 hr light 13 hr dark lighting schedule, according to the method of Glowinski and Iversen. 

The activity was highest at proestrus and then decreased steadily to the lowest levels at 

estrus II in all of seven regions. In oophorectomized rats, E in olive oil (50 11g/kg, twice a day 

for 2 days, s. c. ) decreased the activity in all brain regions, except midbrain and P in olive oil 

(1 or 2 mg/kg, given in the same way as E) was more effective in decreasing the activity 

except in the striatum at the dose of 1 mg/kg. However, when P was injected concomi-

tantly with E, the activity showed the tendency toward restoration, or rather to increase, 

though such was not necessarily dose dependent. The participation of these steroids in the 

gonadotropin releasing mechanisms through the action on TH is doubtful. 

Tyrosine hydroxylase （以下THと略す）〔E.C. 1. 14. 16. 2, tyrosine 3-monooxygenase, 

tyrosine 3-hydroxylase, L-tyrosine, tetrahydropteridine ・ oxygen oxidoreductase (3 hydroxy-

la ting）〕は L-tyrosine より L-3,4 dihydroxy phenylalanine (L-dopa）を生成する， tetra-

hydropteridineを補酵素として要求する 1原子酸素添加酵素で，動物の交感神経の伝達物質や

副腎髄質ホルモンである catecholamines(dopamine, noradrenaline, adrenaline）の生合成の第

一段階に関与する律速酵素である。

本酵素は副腎髄質（adrenaline生産），末梢交感神経の adrenergicneuron等 catecholamine

産生細胞に局在する。したがってこの神経分布臓器の牌臓，心臓，唾液腺，牌神経，精索，腎

臓，また，脳の dopaminergicneuron （黒質，尾状核など）に多く存在する。中枢では neuron

の細胞体と神経終末の双方に存在するが，脳内の大まかな分布は出状核に最も多く含有され，

以下視床下部，視！未，中脳，延髄，大脳皮質，小脳の）II長である。また脳内では dopaminergicneuron 

における活性の方が noradrenergicneuronにおけるよりも高し円。

事本論文の一部要旨は1977年 3月29日第50回日本薬理学会総会において発表
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Sawyer and Krieg2＞は第 3脳室への noradrenaline注入が視床下部からの LHreleasing 

factorを高めると推論しており，脳内 catecholamineが視床下部一下垂体系機能に関与し LH

releasing factorの 1っとして作用することは百定しえない。従って catecholamine系代謝の律

速段階に関与している THはしH分泌にも関係があり，また卵巣摘出によって TH活性が高

まっていると考えられる。今回私たちは THのラット脳内分布，性同期による変動および性ホ

ルモン－17/3--estradicl(E), progesterone (P）一投与の影響について険討し若干の知見を得た

ので報告する。

実験方法

温度23土 1° C, ii度55%の恒温恒湿度室，照明時間11時間（ 6時～17時）で，国型飼料（日

本クレア製， CE-2）と水を自由に与えて飼育した Sprague-Dawley系の健康な雌性ラット (10

～1s；.鹿令） l群 3～51'巳を用いた。

ラットを守二前9～11時に断頭後直ちに 5°Cの低温室内に移し砕氷上にて血液および附着組

織を取り除いて Glowinskiand Iversen3＞の方法で7部位－cerebellum,medulla oblongata, 

hypothalamus. striatum, midbrain, hippocampus, cortex－に分け， CoyJe4＞の方法を参照にして

0.2% Triton X-100を合も.－0.05MTris-HClbuffer (pH 6.0）の10容量（w/v）でテフロンホモジナ

イザーを用いてホモジナイズし 10,000×g10分間Q°Cで速心した上清を同緩衝液で2倍：希釈

して酵素材料とした。

TH i土j古，｜

methodを必要とする OPe trackら5）わ‘よび、 Waymireら6）の万法a を参照にして Fig.1に示す予

111wによって TH活性を測定した。すなわち基質に 1-14C tyrosineを用い，酵素材料と incub-

ationして 1_i.ic dopaを生成させ dopaの Kmが tyrosineより約1/l001J、さいことを利用して

一定量の dopadecarboxylaseを添加して dopaのみ特異的に脱炭酸させて発生する14C02量か

ら合有蛋白量 1mg当りの tyrosine消費量 nmoles／汁1rで酵素活性を表わした。

l!IJち Fig.lにノI之すように酵素材料 0.2mlに TrisHCI buffer (pH8.6) 2.5μmol., mercapto-

ethanol 25μ mol. および ferroussulfate 0.5μ mol.を加えて全量 0.4mlとし， 3Q°C, 5分間

premcubationを行って酵主を活性化しそのYz容量 0.2mlを子め phosphatebuffer (pH6.0) 

40μmol., 6, 7-dimethyl-5, 6, 7, 8-tetrahydropterine 0.75μmol., mercaptoethanol 25μmol., L-

l-14C-tyrosine 67.92ηmol.を入れた試験管中に加え全量 0.5mlとする。前ちに 25%β－phen-

ethylamine (methanolで希釈）を浸み込ませたWhatmanNo. 1 t戸紙（1. 7×8cm）を捜入したパ

イアル瓶を上記試験管に｜勾厚アメゴムを用いて連結し7l, 3T Cで 20分間水酸化反応を行ない，

dopaを生成させ， 3monoiodo-L-tyrosine 0.5μmol.を注入して反応を停止させる。次いで sod.

phosphate (pH 7.0) 120μmol., pyridoxal phosphate 0.105μmol., mercaptoethanol l5μmol.わ‘

1）永津俊治：蚤白質峨酷酵素， 21,161. ( 1976) 
2) Sawyer, C. H. and Krieg, R. J ：どndocrinol.,99, 411, (1976) 
3) Glowinski, ]. and Iversen, L. L. : }. Neurochem. 13, 655, (1966) 
4) Coyle, ]. T. : Hlochem. Pharmacol吋 21,1935,(1972)
5) Petrack, B. et a!. : }. Hiol. Chem., 247, 4872, (1972) 
6) Waymire, ]. C. et al. : Anal. Hiochem., 43, 588, (1971) 
7）市山新：生化学， 44,825, (1972) 
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BRAIN TISSUE 

homogenized with IO vol. of 0.05 M Tris-HCI 

buffer (pH 6.0) containing 0.2% Triton X-100 

centrifuged (IO. 000 xg, IO min., O℃）． 

1) ACTIVATION : 

(5min., 30℃） 

SUPERNATANT 

＋ 
Tris buffer (pH 8. 6) 2. 5 μmo!. 

mercaptoethanol 

ferrous sulfate 

25 μmo!. 

0.5 μmo!. 

2) HYDROXYLATION. 

(20 min., 37・C) 1/2 vol. of activated 

enzyme solution + 
phosphate buffer (pH 6.0) 40 μmol. 

DMPH4 

mercaptoethanol 

0.75 μmol 

25 μmo! 

[14C] TYROSINE 67. 92甲mo!

L一一一一一一－
ended by ad比ling 3・iodotyrosine o. 5 μmo!. 

3) DECARBOXYLATION : + 
(30 min., 37℃） sod. phosphate (pH 7 .0) 120 μmol 

pyridoxal phosphate 0.105 μmo!. 

mercaptoethanol 15 μmol 

decarboxylase 3・8 u 

L-DOPA 50甲mol

ended by adding 30% PCA o. 2 ml 

kept for 60 min. at 37・C
4) COUNTING 

PRECIPITATE 

discard 

14C02 DOPAMINE 

Fig. I Tyrosine hydroxylase assay 

HOG KIDNEY 

containing 0.01 M 2-mercaptoethanol. 

centrifuged at 25, 000 xg for 30 min .. 

homogenized with 3 vol. of O. 005 M sod. phosphate buffer, pH 7. 2, 

SUPERNATANT 

added 1/25 vol. of 20% streptomycin 

sulfate solution. 

centrifuged at 20,000 xg for 15 mm 

E
 

T
 

A
 

汀

吋
p
l
l
沼

I

M

 

－

－

－

 

n

u

d

 

R
 

p
a
 

added saturated ammon. sulf. to bring 

SUPERNATANT 

to 32% of saturation. 

centrifuged at 25, 000 xg for 20 mm・－
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SUPERNATANT 

adjusted to 49% of saturation with 

saturated ammon. sulf 

centrifuged at 25, . 00 xg for 20 mm. 
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PRECIPITATE 

source of enzyme 

SUPERNATANT 

discard 

Fig. 2 Preparation of aromatic 1 -amino acid decarboxylase 
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よびブタ腎臓よリ抽出8）し（Fig.2予め単位を決定した aromaticL-amino acid decarboxylase 

3～ 8 iji.位7ヘ carrier として L-dopa50ηmol. を添加，再び，37cで incubationを行って

L-dopa-l -14C （レト14Ctyrosineより生じた）を脱炭殿させ， 30分後に30%perchloric acid 0.2 

mlを注入して反応を停止させる。更に 37°Cで60分間伝撤（150strokes/min）して発生した

14C02をβ－phenethylamineに完全に1吸着される。パイアル瓶をはずして tritonscintillation 

fluid (DPO 5.5g, dimethyl POPOP O.lg, Triton X 100 333 ml に tolueneを加えて ltとし，

さらに水を 50ml加える） lOmlを加えて14cの放射能を測定した。

なお，蛋白：量は bovinealbumine （第 1化学製）を標準として Folinphenol試薬を用い， Oliver

ら9）の方法に準じて測定した。

性ホルモンの影響－を観察するためにはラットを10～ 11週令で卵巣摘出し， 5日間以上間期が

連続したものに 1日2同2日間ホルモンを投与し，最終投与の 2時間後に断頭した。ホルモン

投与量は 17β－estradiol(E）は 0.05,0.1, 0.2mg/kg, progesterone (P）は l,2mg/kgを1回量

とした。また E,Pf司時投与実験は 1同量を EO.lmg, P lmg/kg投与群（0.1-1群と略す）と

E 0.2mg, P 2mg/kg投与併（0.2-2群）で行った。なお，ホルモンはすべて 3% ethanol含

有 oliveoilに溶解し，対照群には 3% ethanol合有 oliveoilを投与した。

実験成績

1. ラット TH活性の脳内分布

TH j舌’1・11：は蛋（11 mgあたりていstriatumで最も高く，次いでhypothalamusに高い。 Mid

brain, cortex. medulla oblongata, cerebellumおよび hippocam pusにおける活性は非常に｛氏値

を示した。（Fig.3）。

2. TH  活性の性周期による変動

性周期は中！ι小山による分類に従って proestrus,estrus I, estrus II, di estrusの4期に分け

た。TH 活性は酵素活性の南jL、部位 striatum,hypothalamusにおいて proestrus期に最も高く，

estrus II期に最も低いという性周期に伴うはっきりした変動が観察された。この傾向は mid-

brainにおいても同様であったが， cortex,hippocampusにおいては proestrus期には最も高い

活性値を示したが， estrusII期より diestrus期において TH 活性は低い。 Cerebellumと

medulla oblongataでは proestrus期で他の時期よりやや低い活性偵を示したがどの時期でも

TH 活性は非常に｛止し有意の産は認められなかった（Fig.3）。

3. 卵巣摘出によるTH活性の変動並びに性ホルモンの影響

卵巣摘出後5日間以上間期の連続したラット脳内各部位のTH活性は Fig. 4にみられるよ

うに，正常動物（di estrus期）の値に比べ，すべての部位で増加し，特に cerebellum,hippo-

campusで許明であった。

17β－ estradiolを卵巣摘出ラットに投与した時， TH活性は0.05mg/kgで、は midbrainで僅

かに上昇， striatumで僅かに低下，他の部位では著明に低下した。しかし， 0.1, 0.2 mg /kg 

投与では更に活性低下を示す部位（hippocampus），あるいは0.05mg/kg群より活性上昇をきた

した部位（hypothalamus, striatum, cortex）があって， Eの投与量と活性変動の聞に特に一定

8) Christenson, ]. G. ct al.: Arch. Hiochem., 141, 356 (1970) 
9) Oliver, H. L. et al. : }. Hiol. Chem., 193, 265, (1951) 
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の関連はみられなかった。 Pはlあるいは 2mg/kgのいずれも TH活性を低下させる傾向がみ

られたが， hypothalamus,striatumではその程度は極めて軽微で・あり，また 1mg/kgと2mg/

kgの量の差による活性値の変動幅には特に関連がみられなかった。 E, p同時投与によってT

H 活性は0.1-1群では卵巣摘出対照群に比べ medullaoblongata, hypothalamus, midbrain, 

cortexでは著明に増加し， striatumでは差異なく， cerebellumでは逆に著明に減少した。ホル

モン量を増加した0.2-2群における酵素活性は cerebellum以外の全部位で0.1-1群より著し

く低下し，hypothalamus,striatum, hippocampusの各部位では卵巣摘出対照群よりも低値を示

した（Fig.5 ）。
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Tyrosine hydroxylase activity in the rat brain durinεdifferent phases 

of the estrous cycle. 
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総括

ラット TH j百1・11:は striatumで最も高く，次に hypothalmusに高〈，他の部位は非常に低値

を示すO この結果は Coyle4iの報告にほぼ一致する。

性周期における TH 活性は striatum,hypothalamus, midbrainで proestrus期に最も高く，

estrus IIに最も1H;< diestrus期に回復している。Youdimら10）はラット hypothalamus,caudate 

nucleusの monoami日eoxidase活性は proestrus期と diestrus期で最も高＜， estrus期で最も

低いと報i'r・しているがTH 活性もこれと類似した傾向をノT~ している。また proestrus 期はラッ

トでは criticalperiodに続き LHの放出が5～6時間続く時期であり， THがLH放出に関係

あることカf考えられる。

卵巣摘出ラットに E0.05mg/kgを投与すると midbrain以外は減少し P 1, 2 mg/kgは

1 mg/kgの striatum以外は減少している。 しカ道しE’P同時投1壬で、は 0.2一 2群の大量で
、

TH  j舌，1・1：を軒｜］えるが 0.1一 lt下というすで、に LHをtflJえる t註で、子期にf足してむしろ TH活作

が←i：昇．している O THは dopaminergicおよび adrenergicな神経機能に関連しているのでTH 

itfi'l''tの増減の結果は qt純なものではない。noradrenalineが LH releasing factorを高めるとす

るなら0.1- 1 H下がTH 活性を抑制しなかったことは LHreleasing factorにおける THの役

割が直接的な関係をもっとは店、われない。これらについては史に 17βestradiol,progesterone 

の生体アミン知および関連のある酵素， cyclicAMPなどについて険討を加えていく計画で、あ

る。

10) Youdim, M.B.H. et al.: Neuropsychopharmacology of匂 Monoammesand Their Regulatory Enzymes, p. 11, 
Advances in Hiochemicat J令ycho/Jharmacology12, North Holland Pub. Com. (Amsterdam), 1974 
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