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緒 言

γ-Aminobutyric acid(GABA)は 哺 乳動物

の膳に高濃度に存在 してお り,中 枢神経系の主

要 な抑制性神経伝達物質であることを示す多 く

の証拠が提示 されてお り1),て ん かんあるいは

けいれんの メカニズム にもGABAは 抑 制性神

経伝達物 質として,深 く関与 していることが明

らかにされつつある2～6.

GABAに よ る て んかん の治療 は早期 よ り

Tower7,8)に よって試み られていた.し か し,

大量投 与(例 えば2mmol/kg×4回/1日)に

よって発作の消失 した若干の症例 は認められた

けれども,一 般的には必ず しも発作に対 して有

効ではな く,そ の理由 としてGABAはblood

-brain barrierを 通 過 し難 いことが挙げ られてい

た.

従 って, GABAに よ るてんかんの治療 は,

直接GABAそ れ 自体 を投与するので はなく,

内 因性 のGABAの 分 解 を抑 制 して,脳 内

GABA濃 度 を高めること, GABA-receptorに

有効 に作用 させ るこ と, GABAのGABA-re

ceptorに 対 す る親和性 を増加 させ る薬物 を用

いる こと,あ る いはblood-brain barrierを 通

過 しやす いGABA agonistを 使 用 する こと,

な ど に よ りGABA系 神 経 伝 達 機 構 を 強 化 し よ

う と す る 試 み に 変 わ っ て き た,す な わ ち,現 在

使 用 さ れ て い る,あ る い は,開 発 さ れ つ ゝあ る

抗 て ん か ん 薬 の う ち, GABA系 神 経 伝 達 機 構

に 関 与 し て作 用 す る と さ れ る薬 物 に は次 の よ う

な も の が あ る(Fig. 1参 照).

1) γ-Vinyl GABA9,10)は, GABA分 解 酵

素 で あ るGABA transaminase(GABA-T)

を 阻 害 す る.

2) Na-dipropylacetate(Na-valproate)11)は,

同 様 にsuccinic semialdehyde dehyd

rogenaseを 阻 害 す る.

3) Benzodiazepines12)は, GABA receptor

の 構 造 をallostericに 変 化 さ せ て , GABA

のGABA-receptorへ の 親 和 性 を 増 強 さ せ

る.

4) Progabide13)は, GABA receptorのago

nistと し て作 用 す る.

5) Baclofenla)は, GABAB receptorに 特 異

的 なagonistで あ る.

本 研 究 に お い て は,上 記 の 薬 物 の う ち, γ-

vinyl GABA, diazepam, progabide,及 びbac

lofen,並 び に,そ れ ら に加 え て,毒 性 が 強 い た

め 臨 床 的 応 用 は な さ れ て い な い け れ ど も,

 GABAA receptorの 特 異 的 なagonistと して 知
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Fig. 1 Structural formulae of GABAergic agents.

ら れ て い るmuscimol13,16のElマ ウ ス(自 然

発 症 て ん か ん モ デ ル 動 物)17,18)の け い れ ん 発

作 に対 す る 抑 制 作 用 を 調 べ る と と も に, Elマ

ウ ス 脳 内 ア ミ ノ酸,特 に 中枢 神 経 系 の 興 奮 と抑

制 に 関 与 す る こ と の 知 ら れ て い るglutamic

 acid(Glu), aspartic acid(Asp), GABA,

 glycine(Gly), taurine(Tau)な ど に 対 す る

作 用 を検 討 し た.な お, Na-valproateのElマ

ウ ス 抑 制 作 用 に つ い て は 村 田 ら に よ っ て 報

告19)が な さ れ て い る.

実験材料及び方法

1.実 験動物

Elマ ウスは当施設 にて,室 温25℃, 12時 間

明暗サイクル(午 後1時 より午前1時 を暗期)

で飼育しているものを使用 した.生 後約7週 齢

よ り, Elマ ウス に対 してけいれんを誘発 させ

る放 り上げ刺激 を1週 間に2回 行 い,連 続 して

5回 以上けいれん発作 をおこ したものを実験に

供 した.な お,実 験群及 び対照群 はいずれも雌

雄 を問わず5匹 を一群とした.

2.薬 物 及 び 投 与 法

γ-Vinyl GABAはImperial College of Sci

ence and Technology(London), H. F. Brad

ford教 授 よ り, diazepamは 武 田 薬 品 工 業 株 式

会 社 よ り, progabideは 藤 沢 薬 品 工 業 株 式 会 社

を 通 じ てL. E. R. S., Synthelaboよ り, bac

lofenは 日 本 チ バ ガ イ ギ ー 株 式 会 社 よ りそ れ ぞ

れ 恵 与 さ れ た も の を 使 用 し た. Muscimolは

Sigma Chemical Companyよ り 購 入 し て 使 用

し た.投 与 方 法 は下 記 の ご と くで あ る.

γ-Vinyl GABA:生 理 食 塩 水 に 溶 解 し て,

 1500mg/kgを 腹 腔 内投 与.

Muscimol:生 理 食 塩 水 に 溶 解 し て3

mg/kgを 腹 腔 内 投 与.

Progabide:生 理 食 塩 水 にsuspendし

て, 100mg/kgを 腹 腔 内 投

与.

Diazepam: Dimethyl sulfoxide(DM-

SO)と 水 に 溶 解(DMSO

 1に 対 応 し て 水3容 を 加

え る)し て32mg/kgを 腹 腔

内 投 与.

Baclofen:生 理 食 塩 水 に 溶 解 して20

mg/kgを 腹 腔 内 投 与.

な お, diazepam以 外 の 対 照 群 に は そ れ ぞ れ

生 理 食 塩 水 を 同 量 腹 腔 内 投 与 し た.ま た, di

azepamの 対 照 群 に は そ のvehicleを 同 量 腹 腔

内 投 与 し た.

以 上 の 投 与 量 は そ れ ぞ れ 関 連 した 薬 理 学 的研

究 報 告 を参 照 して 決 定 し た(γ-vinyl GABA9),

 muscimol20), progabide13), diazepam21),

 baclofen22)).

3.け いれん抑制効果の判定

それぞれの薬物投与1時 間後 にけいれんを誘

発 させる放 り上 げ刺激23)(約10cmの 高 さに空

中へ80回 まで放 り上 げる)を 行い,抑 制効果を

判定 した.

4.試 料 の採取及び アミノ酸分析

それぞれの薬物投与1時 間後に断頭 し,す ば

やく全脳 を摘出 し,大 脳-小 脳間を垂直 に切断

して小脳 を除いた脳試料 を秤量後,直 ちに1%

 picric acidを 加 えてhomogenizeし,そ の上清

部分にDowex 2×8(C1型)を 加 えて過剰な
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picric acidを 除 い たの ち, rotary evaporator

を用 いて濃縮 ・乾 固 し,そ の残査 を0.01M塩

酸(pH 2.2)に 溶 解 して,ア ミノ酸分析用試

料とした.ア ミノ酸分析 は,ア ミノ酸自動分析

装置(医 理科工業, A-5500E)を 用 いて行った.

5.統 計処理

得 られた実験 成績 の有意差検 定 はStudent

 t-testに よった.

実 験 成 績

1. γ-Vinyl GABA

Elマ ウスにγ-vinyl GABA(1500mg/kg)を

腹腔内投与すると,注 射約15分 後 より行動量が

減少し,一 定の位置 にうず くまり,鎮 静状態 を

示 した.ま た,1時 間後 に放 り上げ刺激 を行 う

と全例 ともElマ ウス固有のけいれん発作が誘

発されなかった.

同様にγ-vinyl GABAを 投 与 して1時 間後,

けいれん誘発試験 を行わなかった別群のElマ

ウスについて,脳 内ア ミノ酸分析 を行 った結果,

 GABA含 有量 が,対 照群 の約2倍 に増加 して

いることが観察 され た(Fig . 2).な お, Glu,

 gultamine(Gln), Asp, Gly, alanine(Ala)

などのアミノ酸 には全 く変動が認められなかっ

た.

2. Muscimol

Elマ ウスにmuscimol(3mg/kg)を 腹 腔内

投与すると, Elマ ウ スは注射約10分 後 よ りう

ずくまり,極 度の無動状態 となり,外 部 より刺

激 して もほとんど反応 しなくなった.ま た, 1

時間後に放 り上げ刺激 を行 うと,全 例ともけい

れん発作が誘発 されなかった.

同様にmuscimolを 投 与 して1時 間後,け い

れん誘発試験 を行 わなかった別群 のElマ ウス

について,脳 内 ア ミノ酸分析 を行った結果,

 Glnの 有 意な増加が認め られた(Fig. 3). Glu

は減少 しているけれ ども統計的 に有意では な

かった.他 のアミノ酸にはまった く変化が認め

られなかった.

3. Progabide

Elマ ウ スにprogabide 100mg/kgを 腹 腔内投

与すると,注 射後10～15分 よ りElマ ウスは行

動量が減少 し,鎮 静状態 を呈 した.ま た, 1時

Fig. 2 The effects of ƒÁ-vinyl GABA on amino 

acid levels in El mouse brain. The

 values are the means•}SD of 5 sam

ples. cp<0.001, compared with control.

Fig. 3 The effects of muscimol on amino acid 

levels in El mouse brain. The values are

 the means•}SD of 5 samples. bp<

0.01, compared with control.

間後 に放 り上げ刺激 を行うと,全 例 ともけいれ

ん発作が誘発 されなかった.
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Fig. 4 The effects of progabide on amino acid 

levels in El mouse brain. The values are 

the means•}SD of 5 samples.

Fig. 5 The effects of diazepam on amino acid 

levels in El mouse brain. The values are 

the means•}SD of 5 samples. ap<

0.05, compared with control.

Fig. 6 The effects of baclofen on amino acid 

levels in El mouse brain. The values 

are the means•}SD of 5 samples. ap<

0.05, compared with control. by<0.01,

 compared with control.

同様 にprogabideを 投 与 して1時 間後,け い

れん誘発試験 を行 わなかった別群 のElマ ウス

につ いて,脳 内 ア ミノ酸分析 を行 った結 果,

 GABAを 含 めて,い ずれのア ミノ酸 にも変化

が認 められなかった(Fig. 4).

4. Diazepam

Elマ ウ ス にdiazepam(32mg/kg)を 腹 腔内

投与すると,約10分 後 より行動量が著明 に減少

し,鎮 静状態 を呈 した.ま た, 1時 間後 に放 り

上げ刺激 を行 うと,全 例 ともけいれん発作が誘

発されなかった.

同 様にdiazepamを 投 与 して1時 間後,け い

れん誘発 試験 を行 わなかった別群のElマ ウス

につ いて,脳 内ア ミノ酸分析 を行 った結果
,

 Glnの 有 意な増加が認め られた(Fig . 5).な お,

そ のさいGluに は変化が認め られず ,他 のア

ミノ酸に も有意 な変化は認め られなかった.

5. Baclofen

Elマ ウ スにbalofen(20mg/kg)を 腹 腔内投
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与すると,約10分 後 よ り行動量が著明に減少 し,

鎮静状態 を呈した.ま た, 1時 間後 に放 り上げ

刺激を行うと,全 例 ともけいれん発作が誘発さ

れなかった.

同様 にbaclofenを 投 与 して1時 間後,け い

れん誘発試験 を行わなかった別群のElマ ウス

について,脳 内ア ミノ酸分析 を行った結果,

 GABA, Glu及 びAlaの 有 意 な減少 が認 め ら

れた(Fig. 6).

考 案

Elマ ウスのけいれん を指標 として
, GABA

系 作 動薬の抗 けいれん作用 を調べ た結果
, γ-

vinyl GABA , muscimol, progabide, diazepam

及 びbaclofenの い ずれも著明な鎮静作用及び

抗 けいれん作用 を有する ことが観察 された.

 Fig. 7に そ れらの想定 される作用機序の概要 を

図示 した.

Fig. 7 GABAergic Synapse and Antiepileptics.

① GABAはglutamic decarboxylase(GAD)に よ りGluよ り 生 成 さ れ, ②

 GABAergic synapse終 末 か ら 放 出 さ れ, ③ postsynaptic membrane上 のGABA

 receptorに 結 合 す る. GABA receptorは 図 左 上 の ご と きsubunitsよ り構 成 さ

れ て お り, α=GABA recognition site; β=picrotoxine binding site; γ=ben

zodiazepine binding siteと 考 え ら れ て い る(Kardos et al30))。 ④ 放 出 さ れ た

GABAの 一 部 はpresynaptic membraneか ら 再 取 り 込 み さ れ る.ま た, ⑤

 GABA-transaminase(GABA-T)に よ りsuccinic semialdehydeと な り,次 い

でsuccinic semialdehyde dehydrogenase(SSA-DH)に よ りsuccinic acid(SA)

に な り, TCA cycleに 入 り分 解 さ れ る. 

γ-Vinyl GABAやvalproateはGABAの 分 解 を 阻 害 し て, GABA濃 度 を 高

め, GABA receptorへ のGABAの 有 効 濃 度 を 上 昇 さ せ る. Muscimolやprog

abideはGABA agonistと し て 直 接GABA receptor(α subunit)に 作 用 す る.

 Benzodiazepinesはbenzodiazepine binding site(γ-subunit)に 結 合 し て α

 subunitへ のGABAの 親 和 性 を 高 め る.そ の 他, barbituratesはGABA recep

tor調 節 のC1イ オ ン の 透 過 性 を 亢 進 さ せ る ご と く作 用 す る31).

Badofenの 作 用 部 位 はmuscimol, progabide及 びbenzodiazepineと 異 な り,

 GABAB receptorで あ る.
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γ-Vinyl GABAはGABA transaminaseの

irreversible inhibitorで あ る9,10)た め,脳 内

GABAの 分解 が阻害 され,ヒ トに投与す ると

髓液 中のGABA値 が数倍 に上昇することが知

られている24). γ-Vinyl GABAは て んかん患

者に対 して もすでに治験が進められてお り,そ

の抗 てんか ん作 用が報告 され ている25,26,27)

が, Elマ ウスにつ いての実験 に示されたごと

く, γ-vinyl GABAは 特 異的に脳内GABA濃

度 を高め, GABA receptorへGABA結 合量 を

増加させることにより,そ の抑制機能を発揮す

るものと考 えられる.

MuscimolはGABAA receptorの 特 異 的 な

agonistと して著名であ り15,16), isoniazide誘

発 けいれんに対する抑制効果 なども報告 されて

いる20). Elマ ウスに対 しても強い抗 けいれん

作用 を示 し, muscimolはElマ ウスのGABAA

 receptorに 対 して直接agonistと して作用する

ことが理解 された.な お, muscimol投 与 によ

り脳内Gln値 が上昇 したが,過 剰のmuscimol

に よ りGABA receptorに 利 用 され る べ き

GABA量 が 減少 したためのfeed backと して,

 Gluよ り のGABA合 成 系(glutamic decar

boxylase)の 活 性 低 下 と,併 せ てGluよ り

Gln合 成 系(glutamine synthetase)の 活 性亢

進 が起 こったのか もしれない. Progabideは

muscimolと 同 様 にGABAA receptor agonist

であ るが, muscimolと 異 な り毒性が極 めて少

ないため,て んかんを含めて, GABA系 神 経

伝達機構障害の推定 される中枢疾患 の治療 を目

的とする基礎的研究が進め られてお り,て んか

ん治療 につ いても精力的 な検討が行われてい

る13,28). ProgabideはElマ ウ スけいれんに対

してmuscimolと 同様 な抑制効果 を示 したが,

鎮 静作用 はmuscimolに 比 し軽度であった.な

お, progabideは 脳 内ア ミノ酸にはまったく変

化が認 められなかったことも,抗 てんかん薬の

ごとく長期服用の必要ある薬物 として,そ の安

全性に連なるものと言 えよう.

Diazepamはbenzodiazepinesの う ち 特 に 抗

け い れ ん 作 用 の 強 い もの と し て 知 られ て お り,

臨 床 的 に も利 用 さ れ て い る 薬 物 で あ る.一 般 に,

 GABA receptorはOlsen29)に よ っ て 提 唱 さ れ

て い る よ う に, GABA receptor, benzodiaze

pines receptor, picrotoxinと 関 連 け い れ ん 剤

並 び にbarbiturateと 関 連 抑 制 剤 のreceptor,

及 び ク ロ ラ イ ド ・チ ャ ン ネ ル の4つ の 複 合 体 と

し て 理 解 さ れ て い る が, benzodiazepinesは そ

のreceptorと 結 合 す る こ と に よ りGABA re

ceptorの 構 造 をallostericに 変 化 さ せ, GABA

分 子 のGABA receptorへ の 結 合 を よ り容 易 に

す る も の と 考 え ら れ て い る.従 っ て, diaze

pamのElマ ウ ス け い れ ん に 対 す る 抑 制 作 用

も, GABA/benzodiazepines複 合 体 を 介 し て

の 効 果 と理 解 す る こ と が で き る.な お, diaze

pamに よ っ て 脳 内GABAの 変 動 は な か っ た

が, Gln値 の 上 昇 が 認 め ら れ た.こ れ はdiaze

pamの 別 の 作 用 と し て のglutamine合 成 系(グ

リ ア 細 胞 中 で, GluとNH4+よ り合 成)の 促 進

を反 映 して い る の か も し れ な い.

Baclofenは,以 上 の 薬 物 と 異 な り, GABAB

 receptorに 作 用 す る 特 異 的receptor agonistで

あ る14). GABAB receptorは 従 来 のCl-イ オ

ン チ ャ ン ネ ル と 関 連 し たGABA receptor

(GABAA receptor)と 異 な り, bicuculline,

 picrotoxinを 含 め たGABAA receptor antagon

istに よ っ て はGABAの 作 用 が 抑 制 さ れ ず,

 GABAA receptor agonistに よ っ て 活 性 化 さ れ

な い も の で あ る. GABAB receptorの 脳 内 分 布

は 従 来 のGABAA receptorと は 異 な っ て お り,

例 え ば,小 脳 に お い て はGABAA receptorは

主 に 顆 粒 細 胞 層 に 存 在 し, GABAB receptorは

主 に 分 子 細 胞 層 に あ る こ と が 示 さ れ て い る32)

が,本 研 究 の 結 果 か ら, GABAA receptorの み

な ら ずGABAB receptorも け い れ ん 抑 制 機 構

に 関 与 す る こ と が 示 さ れ た.ま たbaclofenに

よ っ て 脳 内 のGlu, GABA及 びAla量 が 減 少

し た が,こ れ はGlnよ りGluの 合 成 系 の 活 性

低 下 と, GABA receptorに 利 用 さ れ る べ き

GABA量 が 減 少 し た た め にGlu及 びAla量 の

減 少 を 導 い た もの か も し れ な い.

これまでのElマ ウス脳の生化学的研 究の結

果,放 り上げ刺激 によ りけいれんが誘発で きる

Elマ ウス脳にはmonoamines,す な わちdopa

mine, norepinephrine及 びserotonin(5-HT)

が減 少 していることが明らかにされてお り,特
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に脳 内5-HT値 を上 昇 させ る 操 作 に よ っ てEl

マ ウス の け い れ ん が 阻 止 さ れ る こ と か ら,そ れ

ら のaminesの う ち, Elマ ウ ス け い れ ん の 発 現

機 構 に は5-HT neuroneの 機 能 低 下 が 最 も 重

要 なfactorで あ ろ う と推 定 さ れ て い た32,34).

他 方, Elマ ウ ス の 脳 内 ア ミ ノ 酸 に つ い て は,

 taurineの 異 常 が 示 唆 さ れ て い た23,24)が, 

GABA系 の 異 常 は 殆 ど 認 め ら れ て い な か っ

た35).し か し,最 近, Hattoriら36)は, Elマ

ウ ス 脳 に お い て はbenzodiazepine(fluni

trazepam)binding sitesに は 異 常 は 認 め ら れ

な い が, high affinity muscimol binding sites

のmaximal number(Bmax)はddYマ ウ ス(El

マ ウス の 母 系 で 放 り上 げ 刺 激 に対 す る け い れ ん

感 受性 が な い 系 統)に 比 し大 き く,親 和 性 が 低

い こ と を 見 出 し, Elマ ウ ス に お け るGABA

 receptorの 一 部 の 異 常 性 を明 ら か に して い る.

 GABA binding sitesのBmaxが 増 加 し て い る

こ とは 一 般 に 興 奮 性 の 増 大 に対 応 す る 抑 制 機 構

の 増 大 す る こ と を示 唆 す る と と も に, binding

 sitesの 親 和 性 の 低 下 に対 応 す る 変 化 と も想 定

さ れ る が,本 研 究 の 結 果 はGABAA receptor

の み な ら ず, benzodiazepine receptorや

GABAB receptorの 作 動 薬 に よ っ て もElマ ウ

ス の け い れ ん が 完 全 に抑 制 さ れ る の で, Elマ

ウ ス 脳 に お け るGABAergic neuron系 の 異 常

と, GABA系 作 動 薬 のElマ ウ ス け い れ ん 抑 制

作 用 機 構 に つ い て は,さ ら に 今 後 詳 細 な 解 明 が

望 まれ る.

結 論

自然発症てんかんモデル動物であるElマ ウ

ス の け い れ ん 及 び 脳 内 ア ミ ノ 酸 に 及 ぼ す

GABA系 作 動 薬, γ-vinyl GABA , muscimol,

 progabide, diazepam及 びbaclofenの 作 用 を

検 索 し て 次 の こ と を明 らか に し た.

1. γ-Vinyl GABA, muscimol, progabide ,

 diazepam及 びbaclofenはGABA recep

torに 対 す る 作 用 様 式 は 異 な る が ,い ず れ

もElマ ウ ス に 対 し て 鎮 静 及 び 抗 け い れ ん

作 用 を示 した.

2. γ-vinylGABAは 脳 内GABA濃 度 を著 明

に増 加 さ せ た.

3. Muscimol及 びdiazepamは そ れ ぞ れ 作 用

様 式 は異 な る け れ ど も と も に脳 内Glnを

有 意 に 増 加 させ た.

4. Baclofenは 脳 内GABA, Glu及 びAlaを

有 意 に 減 少 させ た.

以 上 の 実 験 結 果 か ら γ-vinyl GABAは 脳 内

GABA代 謝 を 阻 害 し て,脳 内GABA濃 度 を 上

昇 さ せ る こ と に よ り, muscimol, progabide

はGABAA receptorにGABA agonistと し て

作 用 す る こ と に よ り, diazepamはbenzodiaze

pine receptorを 介 し て, GABA receptorの 結

合 を 容 易 に す る こ と に よ り,さ ら にbaclofen

はGABAB receptor agonistと して 作 用 す る こ

と に よ り,そ れ ぞ れ 抗 け い れ ん作 用 を呈 す る こ

と が 示 唆 さ れ た.

稿 を終わるに当たり,御 指導,御 校閲を承った

森 昭胤教授 に深甚なる謝意を表すとともに,直

接御指導いただいた横井 功,平 松 緑両博士,

及び実験に御協力いただいた加太英明技官に深謝

いたします.
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It is known that GABA is one of the important inhibitory chemical neurotransmitter sub

stances in the central nervous system. Some neurochemical disorders, such as epileptic sei

zures, have been treated by reinforcement of the GABAergic transmission system.

Recently we have studied the action of various GABA receptor modulators on induced sei

zures in El mice. An intraperitoneal injection of ƒÁ-vinyl GABA (a GABA transaminase block

er), 1500mg/kg, completely inhibited El mouse seizures with significatly increased en

dogeneous GABA levels in the brain. Administration of 3mg/kg of muscimol (a GABA agon

ist), i. p., completely inhibited the seizures with increased glutamine levels in the brain. Admi

nistration of 100mg/kg of progabide (a GABA agonist), i. p., completely inhibited the seizures 

with no significant chnage in amino acids in the brain. An intraperitoneal injection of 32mg/

kg of diazepam completely inhibited the seizures with significantly increased glutamine levels 

in the brain. An intraperitoneal injection of 20mg/kg of baclofen (an agonist for the GABA 

receptor) blocked the seizures with decreased levels of GABA, glutamic acid and alanine in 

the brain.

These results suggest that inhibition of El mouse seizures may depend on an increased 

GABA level in the case of ƒÁ-vinyl GABA, on the action of a GABA receptor agonist in the 

case of muscimol and progabide, on the reinforcement of GABA receptor binding through ben

zodiazepine receptor in the case of diazepam, and on the action of a GABAB receptor agonist 

in the case of baclofen.


