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共立薬科大学
Annu. Rep.Kyoritsu 

Coll. Pharm. 

Monoamine Oxidaseに関する研究（第3報） : Radioisotopic Assayによ

るラット脳内 MonoamineOxidase活性測定法の検討＊

小林礼子

Studies on Monoamine Oxidase 〈皿） : Studies on Radiochemical Assay Procedure of 

Monoamine Oxidase Activity in Rat Brain 

REIKO KOBAYASHI 

(Received September 28, 1978) 

In previous works, we have used oxygen electrode method or colorimetry for 

the assay of monoamine oxidase (MAO) activity. 

Present investigation was undertaken to find out the best experimental con-

ditions for the assay of rat brain MAO activity in milligram quantities of tissue 

using the radiochemical method which was originally used for the blood plasma 

amine oxidase by Otsuka and Kobayashi. 

Following conditions were successful : 

(1) Substrate concentration; The highest MAO activity was obtained in the range 

of 10-3～2×10-8M tyramine at final concentration. 

(2) Incubation time; The reaction proceeded linearly for 30 minutes and then it’s 

speed downed gradually. And also, 30 minutes was enough to obtain the sufficient 

counts of radioactivity. Then, the incubation time was fixed for 30 minutes. 

(3) Buffer system ; The activity of the enzyme incubated in O. IM Tris-HCl 

buffer (pH 7. 5) was higher than that in 0.1 M phosphate buffer (pH 7. 5), 

(4) The following conditions seems most recommendable for the assay of the rat 

brain MAO activity: rat brain tissue, 1～10 mg ( ordinary 5 mg) ; buff er system , 

0, 1 M Tris-HCl buffer (pH 7, 5) ; substrate, 10-8M tyramine; incubation period, 

30 minutes at 37 °C. 

脳内 monoamineoxidase (monoamine: oxigen oxidoreductase (deaminating) EC: 1. 4. 

3.4〕（abr.MAO）活性の変動を知ることは脳内 amineの変動を検索することと共に脳機能の

研究上極めて重要である．しかしながらこの自的のために用いられてきた従来の方法は酸素電極

法1>,Warburg検圧法門比色法3）などであり，これにはグラムないしは数百ミリグラムの組織

量を必要とするため実験動物の脳の各部位等限られた小部位におけるMAO活性の測定は比較的

事 本論文の一部要旨は第51回日本薬理学会近畿部会（1977年6月）において発表

1) Tipton, K. F. and Dawson, A. P., Biochem. J., 108, 95, 1968. 

2) Creasey, N. H., Biochem. J., 64, 178, 1956, 

3) Weissbach, H., Smith, T. E., Daly, J. w., Witkop, B. and Udenfriiend, S., J. Biol. Chem., 235, 

1160, 1960. 
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困難であった。

そこで筆者は血築中の amineoxidaseを測定している Otsukaand Kobayashiめの radio-

isotopic assayを脳組織内MAOの微量測定に応用するための基礎的検討を行った。

本研究ではラット脳内MAOを組織数ミリグラムの量で測定するための組織量，基質濃度，反

応時間および酵素反応に使用する buffer等についての条件を追求すると共にMAO阻害剤の

iproniazidを用いての阻害剤の影響からも本法の検討を行ったo

実験方法

1) 実験動物および酵素材料の作製

実験には室温22土 l℃，湿度55%の恒温恒湿度室で国型飼料（日本クレア製， CE-2）と水

を自由に与えて飼育した9～10週令，体重20og前後の健康な Sprague-Dawley系雌性ラット

を使用した。動物は全て午前10時に断頭し，直ちに全脳を摘出して氷冷生理食塩水で血液，附着

物を取り除き全脳重量の 9倍量の冷 O.1 M Tris-HCI buffer (pH 7. 5）または 0.1M phos-

phate buffer (pH 7. 5）を加えてテフロン製 Potter-Elvehjemhomogenizerで、homogenizeし

た。この homogenateは測定時の 1回使用組織量に応じて適宜希釈し実験に使用したo なお酵

素活性は homogenate中に含有される組織mg量当りで表示した。

2) 使用薬物

基質としてはtyramine-2-14C-hydrochloride(55mCi/m mole, New England Nuclear Co.) 

を使用し O.lml当りの activityが 50,000 dpm ( ca. 2×10-10 M）となるように蒸留水に溶解

し，用時各濃度の非放射性 tyramineで希釈した。 14C-tyramineの放射能測定には Bray溶

液5）を使用した） 14C-tyrarnineの代謝生成物の抽出溶媒としてはO.6% 2, 5-diphenyloxazole 

(PPO）含有 anisolを使用した。塩酸 tyrarnine，リン酸 iproniazid,anisol （東京化成〉およ

びその他すべての薬物は特級または分析用を使用した。

3) MA  O活性測定法

脳 homogenate希釈液 0.25または O.50 mlをガラス製共栓遠沈管にとり O.1 M Tris-HCI 

bufferで全量を 1.80mlとした。実験の目的によっては 0.lM KCN, 0. lM NaNaまたはO.lM

semicarbazide各 O.2ml （最終濃度 lmM）あるいは iproniazido. 2ml （最終濃度 10-2～10-7

M）を加え全量を1.80mlとした。この incubationmediumは空気中， 37℃の waterbath中

で2分間 preincubationを行い，次いで基質溶液（tyramine)O. 2mlを添加して反応を開始し

その後適当な時間に沸騰水中で3分間加熱して反応を停止した。反応液を pH2以下とするため

2Mクエン酸O.2mlを加え，次にl,500 r.p.m.で、10分間遠心分離後，上清を別の遠沈管に分取し，

残査は 5mlのanisol-PPOで、洗浄し，洗液を先の上清と合して，この混液を 1分間振塗してMA

Oによる全代謝生成物を残査洗浄 anisol液中に抽出し， l,500 r.p.m. 10分間遠心分離後，－20℃

の冷凍庫内で水層を凍結させた。次に溶媒層を countingvialに採取後，氷結した水層を室温

で融解し，更に anisol-P P O抽出を 2回くり返した。 Counting vialに集めたこれら抽出液

の放射能は液体 scintillationspectrometer (Aroka, LSC-502）で測定し 14C-tyramineの代

謝生成物量を算出した。 MAO活性は 14C-tyramineとその代謝生成物の放射能の比からMAO

4) Otsuka, S. and Kobayashi, Y., Biochem. Plzarmacol., 13, 995, 1964, 
5) Bray, G. A., Anal. Biochem. 1, 279, 1960. 
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により代謝された基質 tyramineの nmoles/mg tissue (wet weight) /30min.で表示した。

果

最初にラヅト脳内MAO活性測定のための使用組織量，基質濃度，反応時間，

し，次いでシアン化合物および iproniazid等によるMAO活性への影響を検討したo

1) 使用組織量の検討

MAO 活性測定のために用いる 1検体当りの使用組織量について検討した。ラヅト全脳組織の

1,5,10および 50mgを含む0.1M Tris-HCl buffer (pH 7. 5) homogenateに基質（最終濃

度 10-sM）を添加し 37℃で5,15, 30分間反応させた際の組織 lmg当りのMAO活性を測定し

その結果を Fig.1 に示した。組織量 1,5,lOmg／検体で、は 5mg／検体使用時に最も高い活性

が認められ，それらは各々1.69, 4. 52, O. 80 n moles/mg tissueであり，次いで、lOmg／検体使用時

に比較的高い活性が得られたがこれらの組織使用量ではいずれの反応時間でも組織 mg当りのM

A O活性には有意な差は認められなかった。一方使用組織量 50mgでは代謝生成物量は5,15, 30 

bufferを検討

結験興
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Fig. 1 Relation of tissue weight to monoamine oxidase activity. 
Experimental conditions were as follows; rat brain homogenate(e-e; 1 mg, 

0-0; 5 mg, .A.-.A.; 10 mg，ムーム； 50mg, of tissue) in 0, 1 M Tris叫 HCIbuffer 
(pl王7,5) was incubated with substrate (14C-
centration) at 37。Cfor 5 , 15 or 30 min. Vertical bars represent the standard 
error of the mean. MAO activity was expressed as reaction product formed from 

tyramine, n moles/mg tissue. 
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5, 10 分のいずれの反応時間においても 1.01, 

mg使用時の約Mの値で、あった。

単位時間当りの代謝生成量からみた場合は Fig.2に示すように，組織使用量のの多少に拘ら

ずいずれの場合も反応時間 5分で最も高いMAO活性を示した。使用組織し 5,lOmgでは15分

間の反応ではやや減少の傾向がみられたが反応時間30分でも15分間反応を行った場合とほぼ同様

の傾向を示した。これに対し50mgの場合では反応時間の経過と共に活性はほぼ直線的に減少し

と最も低くし2. 36, 3. 63 n moles/mg tissue 
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.....陶
れ」。

以上の結果より本実験条件では使用組織量 1～lOmgの範囲内で、はラ γ ト脳 lmg当りのMAO

活性値を有効に測定できるものと考えられる。
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Fig. 2 Effect of tissue weight and incubation time on MAO activity per minute. 
Experimental conditions were the same as in Fig. 1. 

Tissue weight: •-•; 1 mg, 0-0 ; 5 mg, .A一企； 10mg，ムーム； 50mg, 

2) 基質濃度の検討

基質として使用する tyramineの至適濃度を知るために基質 tyramineの10-2, 3×10-s, 

10一九 3×10一七 10-4M の各濃度におけるMAO活性を測定し， pS曲線より至適濃度を検討し

た。またこの実験には組織量として 5あるいは lOmg／検体を使用し， bufferとしては O.lM 

Tris-HCI buffer (pH 7. 5）で homogenateを作成し実験に使用したo

Fig. 3に示すように反応時間15,30, 45分のいずれの場合もMAO活性は基質濃度が10-4M 

より高濃度になるにつれて活性も増加し10-3M ないしは3×10-8M で最も高い活性を示すが，

4 
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これ以上の高濃度ではむしろ活性は減少しベル型の pS曲線を示した。また本実験でも脳組織使

用量SmgおよびlOmg／検体ではMAO活性には著明な相違は認められなかった。
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Fig. 3 Effect of substrate concentration on MAO activity in rat whole brain. 

Experimental conditions were as follows: rat brain homogenate ( 5 mg; e or 
lOmg; O of tissue) in 0, 1 M Tris-HCl buffer was incubated with various 

concentrations of substrate at 37℃ for 15 minーー， 30min -, or 45 min一時一．

3) 反応時間の検討

1）および2）の実験結果からMAO活性測定のための至適条件として脳組織最は5～lOmg，基質

tyramineの濃度は3×10-3～10-3Mが最適であることが明らかとなった。一方，反応時間につ

いては反応開始後5～15分間では測定値が低く不充分であるので，さらに充分に高い活性歌求め

るため組織量を 5あるいはlOmg，基質濃度10-sMにて反応時聞を 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60分

と変化させその際のMAO活性を測定した。

その結果Fig.4に恭したごとく組織量5あるいはlOmgのいずれの場合も反応開始より30分後

までは反応時間と組織 lmg当りのMAO活性との聞には直線的関係が得られたが，30～60分では

やや反応の増加率が減少することが観察された。上記の結果より反応時間は酵素活性との聞に比

例関係が得られ，さらに最大の活性が認められた時間30分でMAO活性在測定するのが最良と考

えられる。
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Fig. 4 Time course of monoamine oxidase reaction. 
Incubation was carried out at 37℃ in the medium containing rat brain 

homogenate Ce-e; 5 mg or 0-0; 10 mg of tissue), 0.1 M Tris-HCl buffer 
(pH 7. 5) and substrate (10-3M). 

4) Buffer systemの検討

ラット脳内MAOの至適 pHは7.5～7.6であることがすでに酸素電極法で確認されているめの

で本実験では pHを7.5とし Tris-HCIbufferと共に広く使われている phosphatebufferに

ついてMAO活性に与える影響を比較検討した。

Fig. 5に示すように o.1 M phosphate buff erでは反応初期5～15分においては Tris-HCI

bufferより高い MAO活性が得られたが 20分以降で、は反応の直線性は失われた。一方， 0.1 M 

Tris-HCI bufferではMAO活性は反応時間 30分までは直線的に増加し， 60分で phosphate

buffer より高い値を示した。 この実験から反応時間30分で良好な結果を示したので、以下の実験

には 0.1M Tris-HCI bufferを使用した。

5) KCN, NaN3あるいは semicarbazide添加による影響

Warburg検圧法，酸素電極法などでは他の呼吸酵素による内存呼吸あるいはMAOによる代

謝産物 aldehydeが更に共存する酸化酵素により酸化されることによる酸素消費量への影響を

取り除く目的で KCN, NaN37）あるいは semicarbazideが添加されている。本法を用いてこ

6）木村都， personalcommunication. 
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Fig. 5 Effect of buffer system on monoamine oxidase activity. 
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The buffer systems used were 0.1 M Tris-HCl buffer (pH 7. 5) •-• or 0, 1 M 
phosphate buffer (pH 7. 5) 0--Q. Incubation temperature: 37°C, rat brain tissue: 
5 mg, 14C-tyramine-tyramine (final concentration) : 10-3M. 

れら化合物の影響を観察する目的でKCNNaNs, semicarbazideを各々10叩 SM （以上いずれも

最終濃度〉を添加した場合とこれらを添加しない場合のMAO活性を比較検討した。組織量5mg

基質濃度を10-3Mとし， bufferにはO.1 M Tris-HCI (pH 7. 5）を用い，反応時間30分の条件

で、比較検討を行った。 KCN, NaNs, KCN十NaNaあるいは semicarbazideを添加した際のM

A O活性は Fig.6に示すように対照の各々96,91, 87, 1. 2%といずれの場合もその活性は低

下した。特に semicarbazide10-3 M ではMAOには著明な活性低下がみられた。またKc Nあ

るいはNaNaも anisol層へ抽出されるMAOによる tyramineの代謝生成物を減少させること

が観察された。

6) MA  O阻害剤による本測定法の検討

MA  O阻害剤 iproniazidを用いて invitroで実験を行いその影響より本測定法の検討を行

った。組織量 5mgを含む酵素液（O.1 M Tris-HCI buffer, pH 7. 5, homogenate）にリン酸

ipr・oniazid(10-2～10・-7M）を添加し空気中， 37℃で10分間 preincubationを行った後，基質

tyramine 10由 sMを加え30分間反応して得られたMAO活性値を Fig.7に示した。 Iproniazid

7) 庄 貞行，杵鞭宏育，清水範之，生田目英一，豊島良枝，上保一也，中村泰治，昭和医誌， 27,932, 

1967, 
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SC NaN3 KCN 
＋ 

NaN3 
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（） 

Fig. 6 Effect of KCN, NaN3 and semicarbazide on monoamine oxidase activity. 
Results were expressed as percent activity of control (none). 

KCNm'. NaN3堅fil,KCN and NaN3墨書， orsemicarbazide阻圃 offinal 
concentration 10-3M was added in reaction medium, respectively. 
Reaction medium consisted of rat brain tissue 5 mg, 0.1 M Tris-HCl buffer (pH 
7. 5) and substrate, and incubated for 30 min at 37°C. 

の10-7MでもMAO活性は若干阻害され（約2予る）， 10-2 M では99.6必の阻害作用が認められ，

その際の plrw(50%間害濃度）は 10-3・56Mであった。この iproniazidによるラ γ ト脳内 MA

O活性に対する阻害作用の結果は酸素電極法による木村6）の実験成績とほぼ一致した。

察

MA  Oは単一酵素ではなく subunitを有する多様性酵素といわれている8）ー10）。従って基質特

異性の巾が広く動物種あるいは臓器の違いによって特に高い特異性を示す基質の種類が異なる場

合がある。ラ γ ト脳内MAOは serotonin,dopamineと共に tyramineに対し高い特異性を示

すことが知られている11）。また radiometryによるMAO活性測定法としては14c標識の基質が

最も一般的に使われている。その原理は酵素を放射性基質と共に一定時間反応させ，変化しなか

った amineと生成された aldehydeとを分離し液体シンチレ｛ション法により定量するもので

ある。そこで、本実験で、用いた方法には（1)基質としてラット脳内 MAOに対し高い活性を示す

考

Youdim, M.B.H., Holzhauer, M. and Woods, H. F., Advances in Biochemical 

Psychopharmacology, 12, 11, 1974 

Neff, N. H. and Yang, N. Y. T., L約 Sci.,I 4, 2061, 197 4. 
Knoll, J. and Magyar, K., Adv. Biochem. Psy hoρharmacol., 5, 
Weiner, N., Arch. Biochem. Bioρhys., 91, 182, 1960. 

8 

393, 1972. 

8) 

9) 

10) 

11) 
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Inhibition of monoamine oxidase activity with various concentrations 
of iproniazid. 

Enzyme activity was indicated with •-•· The homogenate of tissue 5 mg in 
O, lM Tris-HCl buffer (pH 7, 5) was preincubated for 10 minutes with various 
concentrations of iproniazid. Substrate (14C-tyramine-tyramine 10-3M, final concen-

tration) was added after this period, and the mixture was incubated at 37℃ for 

30 minutes. 

Fig. 7 

tyramineを使用すること，（2)2Mクエン酸を用いることにより mediumの緩衝力に妨げられ

ずに低 pHで，イオン交換法12）に比し簡単に， medium・中の amineおよび amineから生成

される MAO 代謝産物である aldehydeを効率よく直接シンチレ｛夕｛に抽出できる特徴があ

り，比較的簡便な方法である。

今回全脳 homogenateを酵素材料としてラヅト脳内 MAO活性を少量の組織量で測定し得る

条件を見出すため酵素量，基質濃度，反応時間， buffersystemによる影響， cyanideまたは

azideによる影響について検討すると共にMAO阻害剤 iproniazidによる影響から本法の検討を

行った0 1検体当りの使用酵素量は脳組織1～lOmgの範閤内では反応時間30分までは組織 lmg

当りの tyramine代謝産物の生成量には差がないことが認められたo 50mgでは反応時間の経過と

共に減少した。これはこの実験に使用した基質濃度10司 aMに対して使用した組織量が多すぎるの

Robinson, D. S., Lovenberg, W., Keiser, H. and Sjoerdsma, A., Biochem. Pha1macol. 

17, 109, 1968. 
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が原因と考えられる。基質濃度については3×10→～10-sMでMAOの最大活性が認められ，更

に高濃度 oo-2M）では過剰基質による基質阻害がみられ， doubledisplacement由 typeenzyme 

13, 14）にしばしばみられるベノレ型の pS曲線を示した。 Bufferによる影響についてはTris-HCI

bufferとphosphatebufferとの聞には反応速度に違いがみられ， Tris-HCIbufferでは反応

開始より30分まで反応の直線性が得られたのに対し， phosphate bufferでは反応初期（ 5～15

分）の活性は高く直線性を示すが， 20分以降は反応速度が低下し Tris-HCIbufferの場合より

低い値となった。筆者は放射能の計数値が充分あることおよび今後の実験で本酵素活性を初速度

よりむしろ poolsizeで捕えることに重点をおき，反応がより直線的に進行する Tris-HCI

bufferを用いて反応時聞を30分とする条件を選択した。

MA  O代謝産物である aldehydeの抽出溶媒にはトルエン， ベンゼン， 酢酸エチル等も用い

られているが，本法では anisolを抽出溶媒とした。基質として tyramineを用いた際の anisol

層に抽出される物質は単一の peakを示し，未反応の tyramineは殆んど検出されないことベ

抽出物と2,4-dinitrophenyl hydrazineとの反応物質は融点が tyramineの酸化的脱アミノ反応

により生ずる p-hydroxybenzaldehydeとこの hydrazine との化合物 p-hydroxybenzalde-

hyde 2, 4-dinitrophenyl hydrazoneに等しいことが確認されている6）。 Semicarbazideが

MA  Oにより生成した aldehydeにtrapをかけること15），シアン化合物がある種の irreversible

inhibitorに対する本酵素の感受性に影響すること16）等も報告されており，本実験でも KCN,

NaNsあるいは semicarbazide添加はいずれも放射能の計測値を減ずることが認められ， これ

ら化合物の incubationmediumへの添加はむしろ酵素活性の低下を示すことが観察された。

以上の結果から組織のO.IM Tris-HCI buffer (pH 7. 5）の homogenateを酵素材料とし基

質 tyramineの濃度を10-3M(14C-tyramine O. 045μCi相当含有）にて空気中， 37℃で30分間

反応させた後， tyramineの代謝生成物を anisolで抽出し放射能を計測する本法は少量（ 1～

lOmg）のラ γ ト脳内MAO活性の測定に適するものと思われるo
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