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共立薬科大学
Annu. Rep. Kyoritsu 

Coll. Pharm. 

ラヴ卜脳内 TyrosineHydroxylaseに関する研究（第2報）：

寒冷ストレス負荷時の TyrosineHydroxylase活性の変動＊

広島民子

Tyrosine Hydro玄ylaseActivity in Rat Brain 〔E〕：

The Enzyme Activity in Rat exposed to Cold Stress 

TAMIKO HIROSHIMA 

(Received September 28, 1978) 

In the present investigation, I observed the effects of the cold stress ( 4℃） on 

tyrosine hydroxylase (TH) activity as well as on the concentration of cyclic AMP 

(c AMP) and cyclic GMP (c GMP) in seven regions of rat brain, comparing with 

adrenal gland. 

The rats were killed immediately after exposure to the cold stress for O, o. 5, 1 

and 2 hr, respectively. The another 3 groups of rats were returned to the room 

temperature (23℃） soon after 2 hrs cold stress and killed at 16, 22 or 46 hrs 

after the termination of the stress (abr. 18, 24 or 48 hr groups, respectively). 

The activity of TH in striatum, where the enzyme activity was highest than 

the another brain regions in the control group, decreased gradually between 2 and 

18 hr and restored to the O hr’s level at 24 hr. In hypothalamus and midbrain, 

T!! activity increased at o. 5 hr, afterwards decreased gradually until 18 hr, 
テーI ～ 

and then, the activity in all of these three regions increased slightly at 48 hr. 

Whereas, the concentration of cAMP and cGMP or ratio of cAMP and cGMP in 

these brain regions showed no significant difference from control by cold exposure. 

The pattern of the fluctuation of TH activity and cAMP/cGMP concentrations 

ratio in adrenal medulla by cold stress agreed with the reports of Costa et al. 

(1973, 1974), On the contrary, the cAMP or cGMP showed no significant change 

in brain at the time observed after cold stress, though the TH activity increased 

slightly in hypothalamus and midbrain by the cold exposure at 24 hrs - 48 hrs. 

前報1）においてラヅト脳内 tyrosinehydroxy lase (THと略す〉と性周期との関係について

報告した。

生体はストレスをうけたとき，間脳一下垂体一副腎系を始めとする防衛反応にかかわる機能的

変化を起こし， homeostasisを維持しようとする。一方，視床下部は homeostasis維持に重要

な役割を持っており， catecholamine（特にnorepinephrine）が極めて高濃度に存在している。

従って本アミンの生合成に関係するTHとストレスとの聞には何らかの関連性があると考えられ

る。

事 本論文の一部要旨は第57回日本薬理学会関東部会 (1977年10月）において発表

1) 吉原，中村，木村，小野：共薬年報， 22,70 (1977) 
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今回は，寒冷ストレス負荷による脳，副腎のTH,cyclic AMPおよび cyclicGMP (c A 

MP, c GMPと略す）の変動を経時的に観察したので報告する。

実験方法

温度23土 1℃，湿度55必の恒温恒湿度室，照明時間11時間（午前6時～午後5時）で閤型飼料

（日本クレア製， CE-2）と水を自由に与えて飼育した Sprague-Dawley系の健康な雄性ラ

ヅト（ 9～13週令）を用いた。 λ トレス負荷は寒冷曝露法（4℃）を用いた。

T H活性測定法

4℃の低温室に 0.5, 1あるいは2時間曝露直後に断頭した群（ O. 5hr, 1 hr, 2 hrと略す）

と， 2 時間曝露後恒温恒湿度（23土 1 ℃， 55~ち）室に戻し16, 22あるいは46時間後に断頭した群

(lShr, 24hr, 48hr と略す）および正常無処置群について実験したo いずれも断頭は午前9～

11時に行った。断頭後直ちに砕氷上にて脳および副腎の血液，付着組織を取り除き，脳は

Glowinski and Iversen2）に従い 7部位に分割後， 0.2%のTriton X-100を含むO.05M Tris-

HCI buffer (pH 6. 0）の10容量で homogenizeし， 0℃で 10,ooog 10分間遠心分離した上清

を，副腎は皮質と髄質を分離して 0.3Msucrose 60容量を用いた homogenateを酵素材料とし

た。 TH活性は脳，副腎とも上記の酵素材料O.lmlを用い， Waymireらめの方法を参照にして

BRAIN TISSUE 

homogenized with 1 0切 1.of 0.05M Tris-HCI 
buffer(pH 6.0) containing 0. 2% Triton X・100
centrifuged(lO,OOOxg, 10 min., 0・C).

SUPERNATANT PRECIPITATE 
1) ACTIVATION：十

(5 min., 30℃） Tris buffer (pH 8.6) 2. 5 μmol. discard 

mercaptoethanol 

ferrous sulfate 

2) HYDROXYLATION: 

25 μmol. 
0. 5 μmol. 

(20 min., 37℃） 1/2 vol. of activated enzyme solution 
＋ 

phosphate buffer( pH6. 0) 40 μmol. 
DMPH( 0.75 μmol. 

mercaptoethanol 25 μmol. 
〔14c〕TYROSINE 67 .92 nmol. 

ended by adding 3・iodotyrosine 0. 5 μmol.－「
DOPA 

3) DECARBOXYLATION: + 
(30 min., 37℃） sod. phosphate(pH7 .0) 120 μmo!. 

pyridoxal phosphate 0. 105 μmol. 
mercaptoethanol 15 μmol. 
decarboxylase 3-8 u. 
L-DOPA 50 nmol. 

ended by adding 30% PCA 0. 2 ml. 
kept for 60 min. at 37℃ 

4) COUNTING: 
14C02 DOPAMINE 

Fig. 1 Scheme for tyrosine hydroxylase assay 

2) Glowinski, J. and Iversen, L.L. : /. Neurochem., 13, 655(1966) 

3) Waymire, J.C. et al. : Anal. Biochem., 43, 588(1971) 
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Fig.1に示す手順により行い，基質として用いた 1-14C-tyrosineから生成される 14C02量から

tyrosine消費量 nmoles/hr /mg proteinで酵素活性を表わした。なお，蛋白量生は bovine

albumine （第1化学製）を標単として Folinephenol試薬を用い， Lowryら4）の方法に準じ

て測定した。

cAMPおよび CGMPの測定法

寒冷ストレス負荷 O.5, 1 , 2 , 24hr群および正常無処置群について午前9～11時に micro-

wave （日立製， 1, 300w）を頭部に3.5秒照射し，直ちに摘出した副腎には更に直接0.2秒

microwaveを照射した。脳および副腎を TH活性測定の場合と同様に分離した。脳は 696トリ

クロル酢酸の10容量，副腎皮質は50容量，副腎髄質は100容量生でhomogenizeし， Fig.2に示す手

j闘によって cAMP,cGMPを抽出し， radioimmunoassay(Yamasa a部 aykitを使用）に

て測定したocAMP, cGMPの合有量は放射能より結合率を計算し標準曲線から試料中の濃度

を求め， cAMP,cGMP p moles/mg proteinで表わした。

TISSUE 

homogenized with 6 % TCA 

centrifuged at 3,000 r.p.m. for 15 min. 

SUPERNATANT PRECIPITATE 

added 6 % TCA 0.1 ml and 
centrifuged( twice) 
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added ether saturated with water 
5m1 and washed (four times) 

evaporated in vacuo below 60℃ 

added distilled water 0.3 ml 

ETHER LAYER 

discard 

WATER LAYER 

RADIOIMMUNOASSAY 

Fig. 2 Extraction of cyclic AMP and cyclic GMP from tissue 

実験成績

TH活性

脳内TH活性は striatumで最も高く約10n moles/hr /mg proteinであった。次いで hypo-

thalamusに高く striatumの約X,midbrainでは striatumの始以下の活性を示した。その

他の部位， hippocampus,cortex, medulla oblongata, cerebellumでは更に低く， O～0.5 n 

moles/hr I mg proteinであった（Fig.3）。副腎髄質中のTH活性は45n moles/hr /glandで

4) Lowry, O.H. et al. : J. Biol. Chem., 193, 265(1951) 

。d



あったが，副腎皮質中のTH活性は非常に低く 5n moles/hr/ gland以下であった（Fig.4）。

寒冷ストレスにより脳内TH活性は striatumでは2hrでやや減少の傾向を， 18hrで更に

減少を示し， 24hrではほぼ正常無処置群の値に， 48hrでは正常無処置群の値よりむしろ高い値

となったが，いずれも有意の変動は認められなかった。 Hypothalamusと midbrainにおける

T H活性は0.5hrでやや増加し， 2hrで正常レベルに， 18hrで正常レベル以下に減少した

が，その後再び増加して24hrで正常に戻り， 48hrではO.5hrとほぼ等しい値にまで増加した。

他の部位では酵素活性が非常に低く，また寒冷ストレス負荷による変動幅もほとんど認められな

かった（Fig.3）。

副腎髄質のTH活性は寒冷ストレスにより 0.5および 1hrで低下を示し， 2hrでやや回復，

18, 24hrと上昇して24hrの値は正常無処置群の165iぢ増となったが， 48hrには正常無処置群レ

ベルにほぼ等しい値となった。副腎皮質のTH活性は非常に低く，また寒冷ストレス負荷による

変動も非常に少なかった（Fig.4）。
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Fig. 3 

cAMPおよび cGMP

脳内 CAMP含量は cerebellumで最も高く， striatumで最も低値を示した（Fig.5）が，

脳内 CGMP含量は7つのどの部位においても非常に少く，また部位による差もほとんど認めら

れなかった（Fig.6）。副腎の CAMP含量は髄質，皮質ともほぼ間程度であるが， cGMP含量

はCAMPに比べて，特に皮質において非常に少なかった（Fig.7, 8）。

寒冷九トレスによって脳内 CAMPおよび CGMP含量はいずれの部位においても多少の変動

はあるが，有意の差は認められず，寒冷ストレスによる影響はほとんどないと考えられる（Fig.

6）。
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副腎髄質では寒冷ストレスによって CAMP含量は2hrで， CGMP含量は0.5～2hrまでや

や減少したが， 24hrではCAMP, cGMPともに正常レベルに回復した。 CAMP/cGMP 

比は 1hr値が最も高く正常無処置群の約2倍に上昇し， 2hr値はo.shr値， 24hr値は正常群の値

に回復した（Fig.7）。副腎皮質の CAMPは寒冷ストレス負荷0.5hrで、正常無処置群の 2倍以上

に増加し，その後2hrまでは急激に， 24hrまでは徐々に減少して， 24hrでの値は正常レベルに

等しかった。副腎皮質の CGMPはストレスによりほとんど変動を示さないので，

cGMP比はCAMPの変動と同様の動きを示した（Fig.8）。
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寒冷ストレスによりTH活性は脳内では酵素活性の高い部位striatumにおいて 2hr, 18hrに

減少し， 24hrには回復した。 Hypothalamus,midbrainにおけるTH活性は 0.5hrで上昇し，

2 hr, 18hrでやや減少したが，その後再び増加して24hrでほぼ正常レベルに戻り， 48hrでは0.5

hrとほぼ等しい値にまで増加した。脳内 CAMP, c GMPの寒冷ストレスによる変動には7部

位とも有意の増加あるいは減少を認めなかった。一方，副腎では寒冷曝露によって髄質中のTH 

活性は0.5hrで、減少し， 2hrより増加して24hrでは正常無処置群より16%増加し， 48hrで正常レ

ベルに回復した。副腎髄質中の CAMPとCGMPの比は寒冷曝露0.5hrと1hrにおいて増加し

2hr群より減少して24hr群は正常に回復した。

Costaらめはラットを 4℃に曝露したとき，副腎髄質において CAMPとCGMPの濃度比が

1時間で急激に増加し，このことによって 2時間の寒冷曝露解除後10～22時間でTH活性が誘導

されると報告している。また， Guidottiらめは2時間の寒冷ストレスはストレス解除24～48時

間後に副腎中のTH活性を増加すると報告しているo今回の実験においても副腎ではこれらの報

告と同様の結果を得た。 Meullerら7）によると，中枢においても norepinephrineneuroneで

総

Costa, E. et al. : Neuropsychoρharmacology of Monoamines and Their Regulatory Enzymes, 
p. 161 (197 4) 

Guidotti, A. et al. : Naunyn-Schmiedeberg’s Arch. Pharmacol., 278, 195 (1973) 

Mueller, R. A. et al. : Mol. Pharmacol., 5, 463 (1969) 
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寒冷ストレスによって TH活性の誘導が起きやすいとしづ。本実験でも striatumより hypo-

thalamus, midbrainにおいて48hr群でTH活性の増加がみられたが， CAMP, c GMP含量

あるいはCAMP/cGM P比には副腎にみられるような顕著な変化は認められず，これらとT

H活性の寒冷ストレスによる関連は認められなかった。

長時間寒冷に曝すことにより，内臓神経からの acetylcholineの遊離が増加し，副腎グロマフィ

ン細胞中のTH活性を誘導するとし、う報告のもあり， TH活性の変動にはcyclicnucleotidesば

かりでなく，これらと深い関係のある acetylcholineについても実験を重ねる必要があろう。

また，副腎皮質中のTH活性および CGMP含量は非常に低く，ストレスによる変動も少ない

が， CAMP含量は寒冷曝露0.5hr群で正常無処置群の 2倍以上に増加したo これはGuidottiら9)

が報告しているように脳下垂体からのACT H遊離によるのか否かは更に検討が必要である。

本実験に際し，終始御助言を頂きました本薬理学教室中村悦郎教授，木村都講師に感謝いたし

ます。

8) Ismail, H.U. et al. : ]. Pharmacol. exp. Ther., 204, 676 (1978) 

9) Guidotti, A. et al. : ]. Pharmacol. exρ. Ther., 189, 665 (1974) 
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