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緒 言

γ-ア ミノ酪酸(GABA)は 哺乳 類 の脳 内に遊離

の状 態 で高 濃 度 に存在 して い る.中 枢神 経 系 に

お いて は,主 要 な抑制 性神 経 伝達 物 質 で あ る と

考 え られ1),て んか ん あ るい はけ いれ ん の メカニ

ズム に も深 く関係 して い る2-6).小脳 の プ ル キン

エ 細胞,海 馬のバ スケ ッ ト細胞,新 線 条体,網

膜,大 脳皮 質,嗅 球 な どの 介在 神経,さ らに線

条体-黒 質,淡 蒼 球-黒 質 問 を連絡 す る神 経 な

どに は, GABAを 神 経伝 達物 質 と して使用 す る

神 経情 報伝 達 系が 存在す るこ とが知 られている7).

またGABA受 容 体 に対 す るい ろい ろ な薬 物 の

親 和性 や感 受 性,ま た情 報 を伝 達 され る側 の神

経 細胞 のGABA受 容 体 にGABAが 作用 した

と きに 引 き起 こ され る反 応様 式 の違 いに よ り,

 GABA受 容体 はGABAA受 容 体 とGABAB受

容 体 に分 類 され てい る8).

さて,ア ミノ基 にア ミジ ン基 の 結合 した構 造

を持 つ化 合物 をグアニ ジ ノ化 合物 と総 称 す るが,

生体 内に も多数 の グア ニ ジ ノ化 合 物 が蛋 白質 に

結 合 して,も し くは遊離 の 状 態 で,そ の 存在 が

確 認 され て い る9).代表 的 な グアニ ジ ノ化 合物 の

1つ で あ るアル ギニ ン(Arg)は,尿 素 サ イ クルの

構 成 メ ンバ ー と して,生 体 内か らの窒 素 排 出の

役 割 を担 っ てい るこ とは広 く知 られ て い る.ま

た クレア チ ンはArgと グ リシンか らグアニ ジノ

酢 酸 を経 由 して合 成 され,更 に リン酸 を結合 す

るこ とに よ り高 エ ネル ギー化 合 物 とな り筋収 縮

に エ ネル ギー を供 給 して い るこ ともよ く知 られ

て い る.更 に,グ アニ ジ ノ コハ ク酸や メチ ル グ

アニ ジ ンな どは尿 毒 症 の症状 発 現 の一 翼 を担 っ

てい る こ とも考 え られ て い る10).

グアニ ジノ化合 物 の 中枢 作用 に 関 しては,古

くよ りけ いれ ん に関 して研 究が なされ て きたが,

森 は,ペ ンチ レン テ トラ ゾー ル誘 発 け いれ ん 中

に,脳 内で γ-グア ニ ジ ノ酪 酸 が増 加 す る こ と を

明 らかにす る と共 に11),脳室 内投与 に よ りけ いれ

んが誘発 され ることを報告 した12).また平 松 らは,

ペ ンチ レ ンテ トラゾー ル誘 発 け いれ ん発 作 直 前

に脳 内 で グアニ ジ ノエ タ ンスル フ ォ ン酸 が 増加

し,電 気 刺激 け い れ ん中 には 逆 に減 少 す る こ と

を13),さ らに森 らは コバル トに よるてんか ん焦 点

の脳 組織 内 に α-グアニ ジ ノグル タル酸 がけ いれ

ん発 作発 現 中 にの み増 加 す る こ とを報告 してい

る14).さ らに グ アニ ジ ノエ タン スル フ ォ ン酸15),

 α-グア ニ ジ ノ グル タル酸16)はい ずれ もラ ッ トや

ウサ ギの脳 内 に注 入 す る と,け い れ ん発作 が 発

現す るこ とも知 られ,グ ア ニ ジ ノ化 合 物 が 中枢

神 経 系 の 異常興 奮 に 関 し何 らかの役 割 を演 じて

い る こ とが示 唆 され て い る.

一 方
, Argが リジ ンに代 謝 され る際 生 じるNO

は,神 経細 胞 内 にお い て グア ニ レー トサ イ ク ラ

ー ゼ を活性 化 す るこ と17,18)
,ま たArgの 誘 導 体

で あ るL-NG-モ ノ メチル アル ギニ ンやL-NG-ニ

トロアル ギニ ンはNO合 成 を抑 制 す る こ とな ど
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が 近年 報 告 され19,20),グアニ ジ ノ化合 物 は セカ ン

ドメ ッセ ン ジャー の基 質や その 阻害 剤 とな る な

ど,神 経 伝達 機 構 に対 して重 要 な役 割 を担 って

い る こ とも明 らか に され て い る.

さて, δ-グアニ ジ ノバ レ リン酸(GVA)はArg

よ り α位 の ア ミノ基 の とれ た構 造 を して お り,

け いれ ん誘 発作 用 を持 ち21), GABAに よ るCI-

の細 胞 内流 入 を抑 制す るこ と22),脳波 に よる研 究

な どか らGABA拮 抗 薬 で あ る と考 え られ て い

る23).一方あ らか じめ線 条体 内に ドーパ ミン(DA)

遮 断薬 を投与 して お くと,興 奮 性 ア ミノ酸 受容

体 作動 薬 投与 に よる運動 量 の増 加 が抑 制 され る

こ と24,25),レセ ル ピン投与 に よ り脳 内 モ ノア ミン

を枯 渇 させ る と,電 気刺 激 け いれ ん お よびペ ン

チ レン テ トラ ゾー ル誘発 け い れ んの 閾値 が低 下

す ること26),けいれん発 症 モデルマ ウスではGABA

とモノア ミン とが密接 に関係 してい ることな ど27),

け いれ ん の発 現 とモ ノア ミン神 経 系 との 関 わ り

が示 唆 され てい る.

そ こで本 報 告 にお い ては,脳 内透 析 法 を用 い

て,線 条体 に おけ るDA,セ ロ トニ ン(5-HT)の

放 出に対す るGVAの 影響 を検 討 した.またGVA

の影 響 に対 す るGABAの 効 果,さ らに そ の影

響 がGABAA受 容 体 を介 す るのかGABAB受

容 体 を介す るのか を調 べ るため, GABAA受 容

体 作 動 薬 として ム シモル を, GABAB受 容 体 作

動 薬 と してバ クロフエン8)を用 い て検 討 したので

報 告 す る.

材 料 と 方 法

1.実 験 動 物

実験 にはSprague Dawley(SD)系 雄 性 ラ ッ

ト(体重250-350g,日 本 チ ャー ル ズ リバー 株 式

会社,神 奈 川)を 使用 した.ラ ッ トは室 温25℃,

湿度55%, 12時 間 の 明暗 サ イ クル(午 前7時 よ り

午後7時 ま での 明期)の も とで飼育 した.飼 料 は

オ リエ ンタル酵母 社 製 固形 飼料MFを 使 用 し,

水 と共 に 自由 に摂 取 させ た.

2.使 用 薬 物

GVAはWeissら の 方法28)に従 い当研 究 施 設

にて合 成 され た もの を用 い, 1mMお よび10mM

とな るよ うに生 理 食塩 水 に溶 解 した. GABA(和

光 純 薬工 業株 式 会社,大 阪),ム シ モル(Sigma

 Chemical Company, USA), (-)-バ ク ロフ ェ

ン(日 本 チバ ガ イ ギー株 式 会社,宝 塚)は,そ れ

ぞれ10mMと なるように生 理 食塩 水 に溶解 した.

またGVA+GABA混 合 溶液, GVA+ム シモル

混 合 溶液, GVA+バ クロ フ エン混 合 溶液 は,ど

ち らの薬 物 も10mMと な るよ うに生理 食塩 水 に

溶 解 して使 用 した.

3.ラ ッ ト線 条体 灌 流 液 の採 取

ラ ッ トにエ ー テ ル麻 酔下 で気管 内挿 管 し,人

工 呼 吸下 にサ クシニ ル コ リンにて非 動化 した後,

脳 定位 固定装 置 に 固定 した. Bregmaか ら前方

2mm,左 側 方3mmの 頭 蓋 骨 に穴 をあ け, Phebus

ら29)の方 法 に従 い,自 作 した透 析 プ ロー ブ を線条

体 内(脳 硬 膜 か ら深 さ4mm)に 挿 入 した.透 析 プ

ロー ブの 中 は生理 食 塩水 で灌流(流 速2μl/min)

し,各20分 間の灌 流液 を集 め て分 析 試 料 とした.

透析 開始2時 間後 にGVA, GABA,ム シ モル,

バ クロ フ エ ン,あ るい はGVAと 他 の薬物 との

混合 溶液 を透 析 液 と して使用, 4時 間投 与 し続

け,そ の 間,試 料 を採 取 した.対 照 群 には薬 物

を投 与 せ ず,そ の ま ま生 理 食塩 水 を灌 流 し続 け

た.

4.モ ノア ミン及 び その代 謝 産 物 量 の測定

試料 は採 取 後 直 ちに電 気化 学検 出器 付 き高速

液体 クロマ トグラフ(HPLC-ECD)に 直接 注 入 し,

そ の 中に 含 まれ るモ ノア ミン及 び そ の代謝 産物

量 の測 定 を行 った. HPLC-ECDの 構 成 は,ポ

ンプ(モ デ ルL-4000W,柳 本,京 都),分 析 カラ

ム(LiChrospher RP-18, 250mm×4mm,関 東化

学,東 京),ガ ー ドカ ラム(LiChrosorb RP-18,

 4mm×4mm,関 東 化 学,東 京),お よび電気 化学

検 出器(モ デ ルEC-100,エ イ コム,京 都)と した.

移 動 相 に は0.1Mリ ン酸 緩衝 液(pH 3.5)に メタノ

ー ル を20%
,オ ク タン スル フ ォ ン酸ナ ト リウム

を150mg/l, EDTAを10mg/l加 えた もの を用

い,流 速0.8ml/minで 展 開 した.ま た電 気化 学

検 出器 に はカー ボン電 極 を用 い銀/塩 化 銀参 照 電

極 との 間 の電 位 差 は700mVと した30).

5.脳 透 析 プ ロー ブ の ラ ッ ト脳 内挿 入位 置 の確

認

実 験 終 了後,ラ ッ トを断 頭 し,脳 を取 り出 し

ス ラ イ ス して,透 析 プ ロー ブ が線 条体 内に挿 入

され てい るこ とを確 認 した.



GVAお よびGABA受 容体作動薬のモノアミン放出への影響 987

6.In vitro条 件 下 での 脳透 析 プ ロー ブ の 回収

率 の測 定

DA,ジ ヒ ドロキ シ フ エニ ル酢酸(DOPAC),

ホ モバ ニ リン酸(HVA), 5-HT, 5-ヒ ドロキ シ

イ ン ドー ル酢 酸(5-HIAA)を それ ぞれ500ng/ml

含 む37℃ の 人工 髄 液 中に脳 透 析 プ ロー ブ を挿 入

し,生 理 食塩 水 に て流速2μl/minで 灌 流 した灌

流液 中 の添加 薬 物 濃度 をHPLC-ECDに よ り測

定 して 回収 率 を測定 した.

7.統 計 学 的処 理

経 時的 に測 定 した モ ノア ミン及 びそ の代 謝産

物 量 の値 は薬物 投 与 開始 直前 の値 を100と してそ

の変化 をあ らわ し,同 時間 における比較 をU-test

を用 い て検 定 し, 5%以 下 の 危 険率 を もって有

意 と した.

結 果

1.回 収 率

DA, DOPAC, HVA, 5-HTお よび5-HIAA

の 回収率 は それ ぞ れ9.37±0.89, 8.62±0.72,

 10.05±1.97, 9.15±0.41お よ び10.02±0.50%

(mean±SEM)で あ っ た.

2.各 種 薬 物 の線 条体 内DA, 5-HT及 び その

代 謝 産物 へ の影 響

各 薬 物 の投 与 直前 のDA, DOPAC, HVA,

 5-HT, 5-HIAAの 透 析 液 中 の濃 度 は,そ れ ぞ

れ0.37±0.04ng/ml, 65.2±5.23ng/ml, 39.0±

3.13ng/ml, 0.25±0.04ng/ml, 23.1±2.06ng/

ml(mean±SEM)で あ った.

1) GVAの 影響

灌 流液 にGVAを 投 与(GVA 1mM生 理 食

塩 水 溶液)す る と,透 析液 中のDA濃 度 は,投

与 直 後 か ら60分 後, 120分 後 か ら140分 後 に,対

照 群 に 比べ有 意 に 増加 した後,対 照 群 との間 に

差 の な い レベ ル まで低 下 した. DOPAC, HVA

濃 度 に は有 意 な変化 は認 め られ な か った.ま た

高 濃度 のGVA(10mM GVA生 理 食塩 水 溶液)

を投与 す る と透析 液 中のDA濃 度 は,投 与 直後

か ら約40倍 に まで増 加 し, 1時 間 ほ ど継続 した

後,徐 々 に減 少 した.し か し投与 開 始4時 間後

で も対 照群 お よび1mM溶 液投 与 群 と比べ 有意

な増 加 が 認め られ た. DOPACは,対 照群 に 比

べ 投 与20分 後 か ら60分 後 まで のサ ンプ ル 中で有

意 な減 少 が認 め られた が,投 与 開始60分 以 後 に

は有 意差 は な くな った. HVAは,時 間の 経過

と共 に減 少 し,投 与40分 以 後 で は対照 群 との 間

に有 意差 が認 め られ た(Fig. 1).

灌 流液 中にGVA(1mMま たは10mM)を

投 与 す るこ とに よ り, 5-HTはGVAを 投 与 し

た直 後か ら増加 し,実 験 を終 了 した4時 間後 に

お いて もなお増 加 した ま まで あ った.そ の増 加

はGVAの 濃度 に依 存 して い た. 5-HIAAは,

灌 流 液 をGVA 10mM生 理 食塩 水 溶液 と して

も,対 照 群 との間 には 有 意 な差 は認 め られ なか

った が, 1mM溶 液投 与 群 で は,投 与 開始3時

間 お よび4時 間 後 に対照 群 と比較 して有 意 な増

加 が観 察 され た(Fig. 2).

2) GABAの 影響

灌 流液 中 にGABAを 投 与(GABA 10mM生

理 食塩 水 溶液)す る と, DA及 び その代 謝 産物 で

あ るDOPACお よびHVAは 時 間 の経 過 と共

に減 少 す る傾 向が み られ, DAは 投 与 開始100分

後 か ら120分 後,及 び160分 後以 後 に集 め た サ ン

プ ル 中で有 意 に減 少 して いた. DOPACは 投 与

開始20分 以 降 に, HVAは3時 間 以降 に有 意 に

減少 した(Fig.3).

5-HTお よび5-HIAAは, GABAを 灌 流液

に混 合 して投 与 して も,対 照 群 との 間に 有意 な

変化 は 認め られ なか っ た(Fig. 4).

3) GVAとGABA同 時 投 与の 影響

GABAとGVAを どち ら も10mMに な る よ

う灌 流液 に混 合 しラッ ト線 条体 内 に投与 す ると,

 DAは,投 与 直後 よ り80分 後, 140分 後か ら160

分 後 に,対 照 群 と比べ 有 意 に増加 した.し か し

GVAの み を投 与 した とき と比べ その増加 率 は約

1/8と 小 さ く,か つ 投 与開 始80分 以後 で対 照群 と

の間 に有 意差 が認 め られ たのは投 与 開 始後160分

のみ で あ った. DOPACお よびHVAは, GVA

とGABAを 共 に 投与 す る と,投 与開 始 直後 よ

り有 意 に低値 を示 し,時 間 と共 に減 少 し続 け た

(Fig. 3).

5-HTは, GVA+GABA混 合 投与 直 後 よ り

120分 後, 140分 後 か ら220分 後 のサ ンプ ルに お い

て,有 意 に増 加 した が,そ の増加 率 はGVAの

み を投与 した ときと比べ 小 さ くな った. 5-HIAA

は投 与開 始1時 間 後 か ら2時 間後 まで有 意 に 減
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•œ control •› GVA (1mM)•£ 

GVA (10mM)

Fig. 1 Time-dependent changes (mean•}SEM) in the levels of DA, DOPAC, and HVA after administra

tion of GVA into the dialysate. Data are expressed as percent changes from the value of the

 sample taken just prior to the treatment. Statistical significance was tested by the use of U-test

 (p<0.05, a: against control, b: against GVA (1mM) administration groups). n=6-12.

少 した(Fig. 4).

4)ム シモ ルの 影響

灌 流液 に ム シ モル を投 与(ム シモル10mM生

理 食塩 水 溶 液)す る と, DAは 実 験 終 了時 まで対

照 群 との間 に有 意 な変 化 は 認め られ なか った.

 DOPACは 投 与直 後 よ り120分 後 まで に集め たサ

ンプ ル 中に有 意 に 増加 して い た. HVAも ま た,

投 与 直後 のサ ンプ ル,投 与60分 後 か ら120分 後 に

集 め た サ ンプ ル,お よび投 与180分 以後 に集 め た

サ ンプ ル 中 で有 意 に増加 してい た(Fig. 5).

 5-HTは ム シモ ル投与80分 後か ら120分 後 に集

め たサ ンプ ル 中に お いて有 意 な増 加 を示 した.

 5-HIAAは 投 与 直 後 よ り有 意 に増加 し,そ の後

も増 加 し続 け たが,投 与20分 後 か ら80分 後 に集
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•œ control •› GVA (1mM)•£ 

GVA (10mM)

Fig. 2 Time-dependent changes (mean•}SEM) in the levels of 5-HT and 5-HIAA after administration of

 GVA into the dialysate. Each symbol is the same as figure 1.

め たサ ンプ ル は対照 群 も高 い値 を示 した ため,

有 意 な差 は 認め られ なか っ た(Fig. 6).

5) GVAと ム シモ ル 同時 投与 の影 響

ム シモル とGVAを どち ら も10mMに なるよ

う灌 流液 に混合 しラ ッ ト線条体 内に投 与 す ると,

 DAは 投 与 直後 よ り180分 後 までのサ ンプルお よ

び200分 か ら220分 ま でのサ ンプ ルに お いて 対照

群 と比べ,有 意 に増 加 して い た.し か しGVAの

み を投 与 した とき と比べ その増 加率 は約1/2で あ

った. DOPACは,投 与直 後 のサ ル プ ル 中に増

加 して いた他 は対 照群 との 間 に有 意 な変 化 は認

め られ なか った. HVAは 時 間 の経過 と共 に増

加傾 向 を示 し,投 与100分 以 後 に集 め たサ ンプ ル

で は対 照 群 に比べ 有意 に増加 して いた(Fig. 5).

GVA+ム シモル混合 投 与 直後 よ り40分 後 のサ

ンプル で は, 5-HTは 対 照群 の約3倍 に まで増

加 したが,分 散 が大 き く有 意差 は 認め られ なか

った.投 与40分 後 か ら160分 後 の サ ンプ ル では,

増加 率 の平 均 は低 下 したが,分 散 は小 さ くな り

対照 群 と比べ 有意 な増加 を示 した. 5-HIAAは,

実験 終 了 間際 の220分 後 か ら240分 後 に集 め た サ

ンプルにおいてのみ有 意 な増加 を示 した(Fig. 6).

6)バ クロ フェ ンの影 響

灌 流液 にバ クロフェンを投 与(バ クロフェン10mM

生理 食塩 水 溶 液)し て も, DAは 実 験 終 了時 まで

対照 群 との間 に は有 意 な変 化 が認 め られ なか っ

た. DOPACは,投 与20分 後 か ら40分 後 ま でに

集 め たサ ンプ ル 中 での み有 意 に低 下 した. HVA

は 時 間の 経過 と共 に増加 して ゆ き,バ クロ フ ェ

ン投与40分 後 か ら60分 後 に集 め た サ ンプ ル,お

よび80分 以後 に集 め たサ ンプ ル中 にお いて は対

照群 と比べ有 意 な高値 を示 した(Fig. 7). 5-HT
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•œ control •£ GVA (10mM)•¢ 

GABA (10mM) •  GVA+GABA (10mM)

Fig. 3 Time-dependent changes (mean•}SEM) in the levels of DA, DOPAC, and HVA after administra

tion of GVA and GABA into the dialysate. Data are expressed as percent changes from the value

 of the sample taken just prior to the treatment. Statistical significance was tested by the use of

 U-test (p<0.05, a: against control, b: against GVA, c: against GABA administration groups). n=

6-12.

は バ クロフ ェ ン投与 で は有 意 な変 化 は 示 さず,

 5-HIAAは 投 与220分 後 か ら240分 後 の サ ンプル

中 にの み対照 群 と比べ有 意 な増加 を示 した(Fig.

 8).

7) GVAと バ クロフ ェ ン同時 投 与 の影 響

バ クロ フェ ン とGVAを どち らも10mMに な る

ように灌流液に混合しラット線条体内に投与す

ると, DAは,投 与直後より120分後までのサン

プル中で対照群 と比べ有意に増加 した.し かし

GVAの みを投与したときと比べその増加率は最

高値である投与直後のサンプルでも約1/8に しか

ならず, GVAに よるDA放 出の増加をバクロ
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•œ control •£ GVA (10mM)•¢ 

GABA (10mM) •  GVA+GABA (10mM)

Fig. 4 Time-dependent changes (mean•}SEM) in the levels of 5-HT and 5-HIAA after administration of 

GVA and GABA into the dialysate. Each symbol is the same as figure 3.

フェ ンは強 く抑制 した. DOPACは 投 与後,時

間 の経過 と共 に増 加 し,投 与20分 後,お よび投

与80分 以後 の サ ンプ ル 中で対 照群 と比 べ有 意 な

増加 を示 した. HVAは バ クロ フェ ンの み を投

与 したの とほ ぼ 同様 の変化 を示 し,時 間 の経過

と共 に 増加 しち 投 与以 後 の全 て の サ ンプ ル 中で

対照群 に比 べ有 意 な高値 を示 した(Fig. 7).

5-HTは, GVA+バ クロフ エ ン混合 投与 直 後

のサ ンプル 中 で は対照 群 との間 に有 意 な変 化 は

み られ な いが, 20分 以 後 は大 き く増 加 し, 40分

以後 のサ ンプ ルに お い てはGVAの み を投 与 し

たの とほぼ 同様 の 変化 を示 した. 5-HIAAは,

投 与 直後 お よび実 験終 了間際 の220分 後 か ら240

分 後 に集 め たサ ンプ ル にお いて の み有 意 な増加

を示 した(Fig. 8).

考 察

森 らは γ-グ アニ ジノ酪酸(GBA)は ペ ン チ レ

ンテ トラゾー ル静脈 内投与 に よ り誘 発 され たけ

いれ ん 中の ウサ ギの脳 組織 中に増 加 し11),さらに

合 成 したGBAを ウサ ギの大 槽 内 に投 与 す る と

けいれんが誘 発 される と報 告 している12).またArg

の構 造 類 似体 であ る α-N-ア セチルアルギニン31),

 α-ケ ト-δ-グ アニ ジ ノバ レ リン酸32),ホ モアル ギ

ニ ン33)にもけ いれ ん誘 発 作用 のあ ることが報告 さ

れて い る. GVAは, Argか ら α位 の ア ミノ基

の とれ た化合 物 で あ る と共 に, GBAよ りも炭 素

直鎖 の1つ 長 い化合 物 で もあ る ため, Argの み

な らずGABAの 構 造 類 似体 とも考 え られ る.

横 井 らは57μMのGVA溶 液5μlを ラ ッ ト大

脳 皮 質感 覚 運動 領 野上 に投 与す る と脳 波 に スバ

イ ク放 電 が 誘 発 され る こ と,こ の スパ イ クは

GABAを 投 与す るこ とに よ り抑 制 され るが, Arg

投 与 で は影響 され ない こ と よ り, GVAは 内在性

の選 択 的GABA受 容 体 拮 抗薬 で あ る と報 告 し

て い る23).今 回 灌流 液 中 にGVAを10mMと な

る よう加 え るこ とによ り左 側 線 条体 内にGVAを

投与 した.使 用 した透析 プ ロー ブ の回収 率 が10
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•œ control •£ GVA (10mM)•¢ 

muscimol (10mM) •  GVA+muscimol (10mM)

Fig. 5 Time-dependent changes (mean•}SEM) in the levels of DA, DOPAC, and HVA after administra

tion of GVA and muscimol into the dialysate. Data are expressed as percent changes from the

 value of the sample taken just prior to the treatment. Statistical significance was tested by the

 use of U-test (p<0.05, a: against control, b: against GVA, c: against muscimol administration

 groups). n=6-12.

%前 後であることからプローブに接した部分で

は約1mMの 濃度のGVAに さらされたものと

推定され, GABA受 容体を遮断するには十分な

GVAが 供給されていると考えられる.

さて,線 条体へのDA線 維は主に黒質から投

射 され て い るが,線 条 体 一 黒質GABA路 も存

在 す る34)(Fig. 9). van den Polら は35)GABA

線維 が 黒 質緻 密 部 に位 置す るDAニ ュー ロンの

樹 条 突起 とシナプ ス 結合 す る こ とを明 らか に し

て い る.す な わ ち線 条体-黒 質GABAニ ュー
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•œ control •£ GVA (10mM)•¢ 

muscimol (10mM) •  GVA+muscimol (10mM)

Fig. 6 Time-dependent changes (mean•}SEM) in the levels of 5-HT and 5-HIAA after administration of 

GVA and muscimol into the dialysate. Each symbol is the same as figure 5.

ロ ン と黒 質-線 条体DAニ ュー ロンが シナプ ス

結合 を介 し直接 ルー プ を形 成 して い る可 能性 が

示 唆 され る.ま たGABAは 黒 質-線 条体DAニ

ュー ロ ンを抑制 す る との報告 もあ る36). 5-HT線

維 は背 側 縫線 核 か らの ものが 最大 と考 え られ て

い るが,背 側 縫 線核 に お け る グル タ ミン酸 脱炭

酸 酵素 は5-HT細 胞 内に5-HTと 共 存す る もの

の,線 条体 か ら直 接 背 側 縫 線 核 に の び て い る

GABA線 維 は確 認 され て いな い34)(Fig. 9).

さ らにGABAは 投 射 型お よび 内在 型 の両 タイ

プ の線 条体 ニ ュー ロンに含 まれ,多 様 な働 きを

して い る と考 え られて い る37).

GABA受 容 体 は その薬学 的 性 質か らGABAA

受容 体 とGABAB受 容 体 に分 類 され て い る8).

 GABAB受 容 体 は シナ プ ス前 終末 部 と シナ プ ス

後 細胞 に 存在 す る.シ ナ プ ス前受 容体 の場 合, 

GABAが 神 経終 末部 のCl-の 細 胞 内へ の流 入 量

を増 加 させ,そ の結 果神 経終 末 か らの興 奮性 神

経伝 達物 質 の放 出 を抑制 す る とい うシナ プ ス前

抑制 に関与 して い る と考 え られて い る.ま た シ

ナ プ ス前終 末部 にGABA作 動 性 の オー トレセ

プ ター が 存在 す る こ と も知 られて い る.シ ナ プ

ス後 膜 に おけ るGABAA受 容 体 は 膜 のCl-コ ン

ダ ク タンス を増 大 させ るこ とに よ り過 分 極 を引

き起 こす もの で あ って,シ ナ プ ス後 抑制 の機 序

に重要 な役 目を果 た して い る.一 方GABAB受

容体 も,シ ナ プ ス前 終 末部 とシナプ ス 後細 胞 に

存在 す る と考 え られ てい る.前 者 の例 として は,

中枢神 経 系38)および 末梢 神 経系39)において,ノ ル

エ ピネ フ リン, DAな どの神 経伝 達 物 質 の放 出

をGABAお よび バ クロ フェ ンが抑 制 し,そ の

抑 制作 用 は ビ クク リン に よっ て抑制 され なか っ

た とい う報告 が あ る.ま た後者 の例 と して,海

馬の錐 体 細 胞 はバ ク ロフ ェ ンに よ って直 接過 分
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•œ control •£ GVA (10mM)•¢ 

baclofen (10mM) •  GVA+baclofen (10mM)

Fig. 7 Time-dependent changes (mean•}SEM) in the levels of DA, DOPAC, and HVA after administra

tion of GVA and baclofen into the dialysate. Data are expressed as percent changes, from the 

value of the sample taken just prior to the treatment. Statistical significance was tested by the

 use of U-test (p<0.05, a: against control, b: against GVA, c: against baclofen administration

 groups). n=6-12.

極電 位 が誘 発 され るとい う報 告 があ り40),これに

はK+コ ン ダ クタ ンスの上昇 が 関与 してい る と推

察 されて い る39).すなわ ちシナプ ス前 受容 体 に は

GABAA, GABABど ち らの タ イプ も存 在 し,神

経 伝 達 物 質 の放 出 を抑 制 す る と考 え られ て い

る41).

GVAを 灌 流液 に加 え る こ とに よ り,透析液 中

のDAお よび5-HT濃 度 は加 えたGVAの 濃

度 に依 存 して増加 した.そ の際DAの 増加 は一

時的 だ った のに 対 して, 5-HTは 投 与期 間 中増
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● control ▲ GVA (10mM)

△ baclofen (10mM) □ GVA+baclofen (10mM)

Fig. 8 Time-dependent changes (mean•}SEM) in the levels of 5-HT and 5-HIAA after administration of 

GVA and baclofen into the dialysate. Each symbol is the same as figure 7.

加 した まま であ っ た.こ の結 果 は, GVAの 投 与

量 に依 存 してDAお よ び5-HTの 放 出は増 加

す るこ と,ま たDAの 放 出 は,投 与 直後 に は増

加 は著 しいが, GVAを 投与 し続 け る と減少 す る

こ と, 5-HTの 放 出は増 加 した ま まで あ るこ と

を示 唆 す る.す な わ ち, GABAに よ るシナ プ ス

前抑 制 がGVAを 投 与す る こ とに よ り遮 断 され,

 DAお よび5-HTの 放 出が 高 ま るが,放 出 され

たDAは 黒 質 に投 射 されて い るGABA神 経 系

を刺 激 し,黒 質 のDA神 経 系 を抑 制す るた め,

 GVAが シナプ ス前抑 制 を遮 断 し続 けて いるに も

関 わ らず線 条体 内 にお け るDAの 放 出が減 少 し

て い くこ と, 5-HT神 経 系 は 直接 的 な フ ィー ド

バ ック機 構 が な い ため増 加 した ま まで あ る と考

え られ る. DAの 代 謝 産物 で あ るDOPACお よ

びHVAは1mMのGVA灌 流液 で は変 化 はみ

られ な か っ たが, 10mMで はDOPACは 一 時

的 に, HVAは 時 間 の経 過 と共 に大 き く減 少 し

た. 5-HIAAは1mMのGVA投 与 に よ り投

与3時 間 以後 で増 加 して い るが, 10mMの 投 与

で は 有 意 な変 化 は み られ な か っ た.一 般 に は

DOPACやHVAあ るい は5-HIAAの 増加 は

そ れ ぞれ対 応 す るDAや5-HTの 放 出の 増加

を反映 す る と考 え られ て い る42,43). Zetterstrom

らはDOPACは 新 し く合 成 されて細 胞 内に貯 蔵

され てい るDAか ら代 謝 され た もの で あ るため

に,細 胞外DOPAC量 の変 化 はDAの 放 出量

では な く合 成量 を反 映 していると報 告 している44).

今 回 の実 験 にお い てはDAの 放 出が 増加 したに

も関 わ らず その代 謝 産 物 が減 少 した.西 嶋 らは

GVAはin vitroに お い て モ ノア ミン酸化 酵 素

(MAO)を 抑制 す る と報 告 して い る45).今 回 の

実 験 にお け る これ らDAお よび5-HTの 増加

お よび代 謝産 物 の 減少 は,こ のMAO抑 制効 果
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Fig. 9 DA, 5-HT and GABA interconnections 

of the basal ganglia presynaptic incibi

tion by GABA neuron. DR: dosal raphe, 

CP: caudate-putamen, SN: substantia 

nigra,_??_

: GABA-receptor.

に よる ものなのか もしれない.し か しなが らMAO

活 性 に対 す るGVAのKiは9.5mMと 報 告 さ

れて お り,抑 制効 果 は弱 い こ と,ム シモル やバ

クロフ ェ ン をGVAと 同時 に投与 す る と,こ れ

ら代謝 産 物 は増加 す る こ とな どか ら別 の原 因 で

あ る可能 性 が高 い.

DAや5-HTの 増 加率 が 非 常 に大 きいの に対

して, DOPACやHVA, 5-HIAAの 変 化率 は

比 較 的小 さいが,こ れ は薬 物 投与 前 に検 出 され

たDAお よび5-HTの 濃 度 が それ ぞ れ0.73±

0.04ng/mlお よび0.25±0.04ng/mlと 少 量 な の

に 対 してDOPAC, HVA, 5-HIAAは それ ぞ

れ65.2±5.23, 39.0±3.13, 23.1±2.06ng/mlと

多量の ため であ る.本 研 究 に使 用 した脳 内透 析

用 プ ロー ブのin vitroに よ る回収 率 は,測 定 し

た全 て の薬 物 で ほぼ 同率 であ っ た.し か し透 析

液 に 回収 され る生 理 活性 ア ミンが きわめ て 少量

な のに 対 して そ の代謝 産 物 は 比較 的 多か った.

こ れは,神 経 細胞 外 に放 出 され たDAや5-HT

は速 や か に再 吸収 され た り, MAOや カテ コー

ル-O-メ チル転移 酵 素 などに よ り分 解 されるため,

細 胞 外 濃度 が きわめ て微 量 に な るの に対 して,

その代 謝 産物 は代 謝 され た 後細 胞 外へ 放 出 され

る ため,細 胞外 濃 度 が比 較 的 高 いため と考 え ら

れ る.

GABAを 灌 流 液 に加 え るこ とに よ り, DAは

時 間 と共 に減 少 したが, DAの 減 少が 対照 群 と

比べ 有 意 とな った のは2時 間以 後 で あ った.ま

た5-HTは 有 意 な変化 を示 さな か っ た.こ の こ

とは, DAの 放 出 を減 少 させ るた め には,シ ナ

プ ス前 抑制 をか な り長期 間増 強 しな くて は な ら

な い こ と, 5-HTの 放 出 はGABAの 灌流 液へ

の投 与 に よって は影 響 を受 け ない こ とを示 唆 す

る.す な わ ちGVA投 与 に.よるDAお よび5-

HTの 放 出増加 が著 しか っ た こ と と考 えあわせ

る と,線 条体 に おけ るDAお よび5-HTの 放

出は 常 に強 くシナ プ ス 前抑 制 に よ り調 節 を受 け

て い るこ とが 示唆 され る. DOPACやHVAも

ま た時 間 の経過 と共 に減 少 した が, DOPACは

投 与40分 以 後 のサ ンプ ル で有 意 に減 少 して い る

のに 対 して, HVAはDAの 減 少 の 後 に有 意 に

減 少 して い る. Zetterstromら の報告44)と考 えあ

わせ る と, GABA投 与 に よ りまずDAの 合 成

が抑制 されたの に続 いてDAの 放 出が抑 制 され,

 HVAが 減 少 した とも考 え られ る.

灌 流液 にGVAとGABAを 各 々10mMと な

る よ うに加 え る と, DAと5-HTは 共 に増加 し

たが,そ の増加 量 はGVAの み を投 与 した とき

に比 べ て, DAは1/10以 下, 5-HTは1/3程 度 で

あ った.こ れ はGVAがGABAに 対 して拮 抗

的に働 い てい るこ とを示 唆 す る. DOPACお よ

びHVAは 投 与直 後 よ り有 意 に減 少 し時 間 の経

過 とと もに その減 少率 は増 加 してい る. 5-HIAA

もまた一 時 的 に有 意 な減 少 が観 察 され た.こ の

原 因 と してDAお よび5-HTの 合 成 お よび蓄

積 量 の低 下,代 謝 抑 制,フ ラ ッ シュア ウ トの促

進 が考 え られ るが,い ず れ が主 た る原 因な のか,

ま た なぜ 起 った のか は不 明 で あ る.

以 上 の結 果, GVAに よ るDAお よび5-HT

の放 出増 加 はGABAに よ り抑制 され るこ とが

判 明 した.次 にGABAA受 容 体作 動 薬 と して ム

シ モル を, GABAB受 容 体 作 動 薬 と してバ クロ

フ ェ ン を使 用 して, GVAは どち らの受 容体 を抑

制 す る こ とに よ りDAお よび5-HTの 放 出 を

促 進 す るのか を検 討 した.

その 結果 ム シモ ル投 与 で はDAに は有 意 な変

化 は み られ な か っ た が,そ の代 謝 産 物 で あ る

DOPACお よびHVAは 投与 直後 よ り一 時 的に
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有 意 な増加 が み られ た. 5-HTは 投 与80分 以後

で有 意 な変化 が一 時的 に み られ, 5-HIAAは 投

与 直後 よ り有 意 な増 加 が み られ た.ム シモル は

GABAA受 容 体 を持 つ神 経 系 を増 強 す る と考 え

られ る に も関 わ らず,か な り時 間 の経 っ た後 で

はあ るが, 5-HTの 放 出増加 を引 き起 こす こ と,

 DAお よび5-HT代 謝 の増 加 を引 き起 こす こ と

な ど, DAお よび5-HT神 経 系 の活動 を促 進 し

て い る可 能性 が 示 唆 され る.ム シ モル をラ ッ ト

脳 内に投 与す る とけ いれ ん発 作波 が 出現 す るこ

とが報 告 され てお り23,46,47),ムシ モル はGABAA

受 容体 作 動薬 以外 の何 らか の働 きを持 ち,異 常

興 奮 を引 き起 こ して い る可 能 性 が考 え られ る.

さ て, GVAと ム シモ ル を混合 投 与 す る とDAの

増 加率 はGVAの み を投与 した ときに比 べ約1/2

に, 5-HTの 増加 率 は約1/3に 減少 した.特 に5-

HTはGVAと ム シモル 混合 投 与 直後 か ら40分

後 まで に集 め たサ ンプル で は,増 加率 の平 均 は

300%近 くあ った もの の分 散 が大 き く,対照 群 と

の 間に有 意 差 は な く,投与40分 後 か ら160分 後 に

集め た サ ンプ ルは有 意 差 が でた ものの50%程 度

の増加 率 で しか な く,ム シ モル のみ を投 与 した

時 とほ ぼ同様 の値 を示 した.す な わ ちム シ モル

は, GVAの 誘発 す るDAの 放 出増加 に対 して

よ りも, 5-HTの 放 出増加 に対 して よ り強 く抑

制 効果 を持つ と考 え られ る.

バ クロ フェ ン投 与 に よ り, DAお よび5-HT

に有 意 な変化 はみ られ なか った が, DAの 代 謝

産 物 で あ るDOPACは 一 時 的 に低 下 し, HVA

は時 間の 経過 とと もに大 き く増 加 した. 5-HIAA

は実験 終 了 直前 の240分 後のサ ンプ ルにお いての

み有意 に増加 した. Zetterstromら の 報告40)に従

えば,バ クロフ ェ ンの投 与 に よ りDAの 合 成 が

一 時 的 に低下 し
,放 出,代 謝 が 時 間の 経過 と と

もに増 加 した こ とに な るが, DAそ の もの は有

意 な変 化 は してお らず,バ クロ フ ェンがDA神

経 系 の機 能 に どの よ うな影 響 を与 えて い るか は

不 明 で あ る.し か しGVAと バ クロ フェ ン を混

合 して投 与す る とDAの 増 加率 はGVAの み を

投 与 した と きに比べ 約1/8に 減 少 した. 5-HTの

GVAに よ る増加 は,混 合投 与 直 後 には完全 に抑

制 され たが,そ の後 す ぐに増 加 し, 20分 以 後 の

サ ンプ ル に お いて はGVAの み を投 与 した時 と

比べ 変 化 が認 め られ なか った.す なわ ちバ クロ

フ ェンはGVAに よ るDAの 放 出増 加 を抑 制 す

る こ と, 5-HTの 放 出増加 も抑制 す るが一 過 性

であ るこ とが 示 唆 され た. DAの 代 謝産 物 であ

るDOPACお よびHVAは 時 間 の経過 と とも

に増加 したが1こ れ はDAの 合 成,分 解 の増加

に よ るものか,フ ラ ッ シュア ウ ト機 構 の 障害 に

よ る もの か不 明 で あ る.

ム シ モルの[3H]GABA結 合 を抑 制 す るIC50

は0.015μMで あ り, GABAは0.14μMで あ

る と報 告 され て い る41).ま たGABAの[3H]バ

クロフ ェン結合 を抑 制す るIC50は0.04μM, (-)

-バ ク ロフ ェ ンは0 .04μMと 報告 され てい る41).

す な わ ちGABAA受 容体 に対 す るム シモルの親

和性 はGABAよ りも強 く, GABAB受 容体 に

対 す るバ クロ フェ ンの親 和 性 はGABAと 同程

度 で あ る と考 え られ る.に もかか わ らず本研 究

ではバ ク ロフ ェ ンの方 がGVAに よ るDAの 放

出 をよ り強 く抑制 して い る. 5-HTに 対 して は,

バ クロ フェ ンは 投与 直 後 ではGVAに よる放 出

増加 を完全 に抑制 してい るに もか か わ らず,す

ぐにその抑 制 効果 は消 失 してい る.これはGABAB

受容 体 に 対す る親和 性 も解 離 性 もバ ク ロフ ェ ン

の方 がGVAよ りも高いため,投 与 直 後ではGVA

よ りもGABAB受 容 体 に速 く結合 した バ ク ロフ

ェ ンが,時 間の 経過 と と もにGVAに 置 き換 わ

るため なのか も しれ ない.し か しGVAに よ る

DAの 放 出 に対 す るバ ク ロフ ェンの 抑制 作 用 は

時 間 の経過 と共 に 強 くな って い るこ とか ら, 20

分 以後 で もGABAB受 容 体 に 対 して,バ クロ フ

ェ ン とGVAは 拮抗 して い る と考 え られ,こ の

バ ク ロフ ェン に よ るGVA誘 発5-HT放 出に

対 す る一 時的 な抑制 作 用 は上 記 とは異 な る理 由

に よ る と考 え られ るが,そ の機 構 は不 明 であ る.

一 方 ム シモ ル はGVAに よる5-HTの 放 出増

加 をGABAと 同程 度 抑制 して い る.ム シ モ ル

のGABA8受 容体 に対 す る親和 性 は極め て弱 く,

この ム シ モル のGVA誘 導性5-HT放 出増 加

に対 す る抑制 作 用 はGABAB受 容 体 を介す る と

は考 え に く く, GVAはGABAA受 容 体 を遮 断

す る こ とに よ り5-HTの 放 出 増加 を引 き起 こ し

て い る と考 え られ る.

以 上 の結 果 は, DAの 放 出 はGABAA受 容 体
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を抑 制 した ま まGABAB受 容 体 の抑 制 をあ る程

度 妨 げ る と強 く抑 制 され るが, GABAB受 容体

を抑 制 した ま まGABAA受 容 体 の抑 制 を妨 げて

もあ ま り強 く抑制 しな い こ と,す な わ ち線 条 体

に おい て はDAの 放 出はGABAA, GABAB両

方 の受容 体 を介 して調 節 され てい るが, GABAB

受 容 体 に よ り,よ り強 く調 節 され て い る こ とを

示 唆す る. 5-HTの 放 出に 対 して は, GABAB受

容体 を介 して強 く調 節 され て い る可能 性 も考 え

られ るが,主 にGABAA受 容 体 を介 して調 節 さ

れ て い る と考 え られ る(Fig. 9).

GVAに よるDAお よ び5-HTの 放 出増 加

は,ム シモル お よび バ クロフ ェ ンの どち らの薬

物 に よ って も抑 制 され る こ とか らGVAは

GABAA, GABABど ち らの受 容 体 も抑 制 す る と

考 え られ るが, GVAの それ ぞれ のGABA受

容 体 に対 す る親和 性 は解 明 されて お らず今 後 の

研 究が 望 まれ る.

結 論

GVAを 灌 流 液 に混合 す る こ とに よ りラッ ト線

条体 に投 与 し, DAお よび5-HTの 放 出の 経時

変 化 を脳 透 析 法 を 用 い て 測 定 し た.さ ら に

GABA,ム シモ ル お よびバ ク ロフ ェ ンをGVA

と同時 に 投与 し, GVAに よ るDAお よび5-HT

放 出量 の 変化 に対 す るGABA受 容体 作 動 薬 の

影響 を観察 した結 果,次 の こ とを明 らか に した.

 1.透 析 液 中のDA及 び5-HTの 濃度 は,透

析 液 に加 え たGVA濃 度 に依 存 して増加 した.

その際DAは 一 過 性 で あっ たのに対 して, 5-HT

の 増加 は 投与 期 間 中持 続 した.

2.透 析 液 にGABAを10mMと な る よ うに加

え る と, DAは 時 間の 経過 に従 っ て減 少 した.

 5-HTに は変化 が み られ な か っ た.

3.透 析 液 にGVAとGABAを それぞれ10mM

とな る よ うに加 え る と, DAと5-HTは 共 に増

加 したが,そ の 増加 量 はGVAの み を加 え た時

に 比べ て, DAは1/10以 下, 5-HTは1/3程 度 と

なっ た.

4.透 析 液 にム シモ ル を10mMと な るよ うに加

え る と, DAに は有 意 な変化 が み られ なか っ た

が, 5-HTに は投 与80分 以後 に一 時的 な増加 が

み られた.

5.透 析 液 にバ ク ロフ ェン を10mMと なる よう

に加 えて も, DAと5-HTの いず れ に も有意 な

変化 はみ られ なか っ た.

6.透 析 液にGVAと ムシモルをそれ ぞれ10mM

とな るよ うに加 え る と, GVAに よるDAと5-

HTの 増 加 率 は減 少 した.特 に5-HTの 増加率

はGABA投 与 時 と同程 度 まで低 下 した.

7.透 析 液 にGVAと バ ク ロフ ェ ンを それ ぞれ

10mMと な る よ うに加 える と, GVAに よ るDA

の 増加 率 は減 少 した. 5-HTの 増加 率 に対 して

は投 与直 後 は その 増加 を抑制 した ものの,以 後

影響 はみ られ なか った.

8.以 上 の結 果 は, GVAを ラ ッ ト線 条体 に投 与

す る と,線 条体 か らのDAお よび5-HTの 放

出が場 加 す る こ と, GABAは そ の放 出 を抑制 す

る こ と を示 唆 す る.さ らにGVAはGABAA,

 GABABの ど ち らの 受容 体 に 対 して も拮 抗 的に

働 いて い るこ と,お よび線 条体 にお い ては ドー

パ ミン神 経 系 はGABAB受 容体 の影響 を強 くう

け て い るこ とを示 唆 す る.

稿 を終 わ るにあた り,御 懇篤な御指 導 と御校 閲を

賜 りました森 昭胤教授,ま た直接御指 導御協力い

ただ きま した横井 功助 手,加 太英明文部技官に深

く感謝 の意 を捧げ ます.さ らに,実 験遂行にあた り

ましては終 始快 く御協力 くだ さい ました研究室の皆

さまに心か らお礼 申し上げ ます.
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ƒÂ-Guanidinovaleric acid (GVA) is an endogenous convulsant and is thought to be a specific 

GABA antagonist. In the present study, we examined the effects of GVA and GABA agonists, 

GABA, muscimol and baclofen, on dopamine and serotonin releases in rat striatum using a 

brain dialysis technique. GVA produced a significant increase in DA released transiently 

(1mM) and throughout the experiment (10mM) compared with the controls. It also produced 

a significant increase in 5-HT release in both concentrations throughout the experiment. 

GABA (10mM) inhibited DA and 5-HT releases induced by GVA. Muscimol (10mM) inhibited 

DA and 5-HT releases induced by GVA. Especially muscimol was more effective in the inhibi

tion of 5-HT release. Baclofen (10mM) inhibited only DA release induced by GVA. These 

results suggest that the activation of GABA receptor inhibits the release of DA and 5-HT in 

the striatum, and that the DAergic system regulates the GABA-B receptor while the 5

- HTergic system mainly regulates the GABA-A receptor.


