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実 験 的 て ん か ん 症 と し て の ビ タ ミ ンB6

欠 乏 マ ウ ス 脳 の 生 化 学 的 研 究

第1編　 ビタ ミンB6欠 乏 マ ウス大 脳 のCholinesterase活 性値,

 Na, K含 有 量 お よび含水 量 につい て

(本論文の要旨は第57回 日本精神神経学会および第9回 日本生化学会

中国四国部会総会において発表した).

岡山大学医学部第1(陣 内)外 科教室(指 導:陣 内傳之助教授)

医学士 俣 野 栄

〔昭和36年2月1日 受稿〕

第1章　 緒 言

私 ど もの教室 においては数年前 より,て んかんの

原因を究 明するため に手術 のさいえ られるてんかん

患者脳組織 片を用いて研究が進め られてい るが1) 2),

それとあわせて実験 的てんかん動物 についての研究

も平行 して行 なわれてい る3) 4).

すなわ ち,私 どもの教室 においては,稀 薄抗原を

繰返 し動物 に静注す ることによ り脳 に局所 アナフラ

キシーを惹起せ しめた脳局所アナフイラキシー(以

下脳局ア と略す)動 物 が痙攣 準備状態を有 すること

から,こ れを実験的てんかん動物 として今 日まで組

織学的,生 化学 的に極めて数多 くの研究を行なつて

きた.そ れ らの検索の結果,陣 内の綜説3) 4)お よび

その後 の研究5)-14)にのべ られ た ご と く,脳 局ア動

物脳はきわめて人の真正てんかん脳の性質 と類似 し

ていることがわかつた.

ところが一方,最 近 になつて,教 室井上(和)が,

脳の中枢痙攣抑制物質 として最近神経化学的に注 目

をあびて き た γ-amino-β-hydroxybutyric acid(以

下GABOBと 略す)の 大脳皮質内含有量を測定 した

ところ,本 物質 は人のてんかん大脳皮質では対照脳

に比 し減少 しているけれ ども実験的てんかん症 と考

え られて いた脳局 ア家兎ではかえつて増加 している

ことが明 らかとなつた15).こ の ことは実験動物 との

比較研究 をすすめてゆ く上 に極めて注 目さるべ きこ

とであ る.す なわ ち実験的てんかん動物 と人 のてん

かんとの研究を平行 してすすめて行 き,も しもあら

ゆる点でその両者 の態度が同一 なら,て んかん はそ

の実験動物 と同一 な原因に もとず くと考えられよ う

し,も し何かの点 で 異 なつた点 が見 出され るなら

ば,そ の点 こそは,真 正てんかんのもつ とも注 目さ

るべ き病変 とい うことにな り,さ らに,そ の点につ

いて研究を進むれ ばよいわけであ る.そ ういつた意

味でGABOBの 含有量が真正てんかん と脳局ア家 兎

とで異な るということは重要 な発見 といわなければ

ならない.

さて1934年P. Gyorgyは ビタ ミンB6(以 下B6

と略称す る)欠 乏合成食で飼育 したマウスあるい は

B6と 拮抗作用を有 す るtoxopyrimidine(TXP),

 desoxypyridoxineな ど を注 射 した マウスが疾走痙

攣といわれ る特有 な痙攣 を起す ことを見出 して以来

幾多 の研究がなされている31).

B6欠 乏動物脳 の生化学的研究 として は1958年

堤16)の研究がある.彼 はB6欠 乏食で飼育 したマウ

ス脳 で はaepartic-glutamic transaminase, alanic-

glutamic transaminase, DL-DOPA decarboxylase,

 glutamic acid decarboxylase, cholinesteraseの 活

性 が 低 下 して い る こ とを 見 出す と と もに, B6と 拮

抗 作 用 を有 す るTXPあ るい はdesoxypyridoxine

の作 用 と して, TXP注 射 マ ウ ス 脳 のaspartic-

glutamic transaminase, alanic-glutamic transami-

nase, cholinesterase活 性 が低 下 して い る ことお よ び

desoxypyridoxine注 射 マ ウ ス脳 のcholinestersseの

活性 が 低 下 して い る ことを 報告 して い る.

私 は,上 述 の ご と き理 由 か ら, B6欠 乏 マ ウ ス と人

の てん か ん脳 とが 生 化学 的 に い か に相 達 す るか を比

較 検 討 す る こ とを くわ だ て,そ の 手 は じめ と して,

人 の て ん かん 脳 にお い て異常 が認 め られて い ると こ

ろ のcholinesterase(以 下ChEと 略 す)活 性 値 と

Na, K含 有 量 お よび含 水 量 に つ いて 測 定 を行 な つ た
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の で,そ の 知 見 を 報告 す る と と もに.さ ら にdesoxy

pyridoxineを 静 注 して 痙 攣 を 坐ぜ しめた マ ウ ス脳 に

つ い て も検 索 を行 な つ た の で,こ れ につ い て も附 記

す る こ と とす る.

第2章　 実 験 方 法

1)実 験 動 物:

実 験 動物 と して は体 重約14gの 幼若 な純系(CF-

1系)マ ウス を使 用 した .

2)B6欠 乏 マ ウ ス作 成 の方 法:

堤16)の 記 載 に準 拠 してB6欠 乏 食 を調 製 し,こ れ

を1日1匹 あた り2～3g与 え30日 間飼 育 した.一

方 対 照 動 物 に は同 一 の合 成 食 にB6を 添 加 した もの

を 与 え,同 期 間 飼 育 した もの を使 用 した.

な お,使 用 した合 成食 の組 成 を 記載 す る と次の 如

くで あ る.

ビ タ ミンB6欠 乏食

ハ ンマ ー ス テ ン ・カゼ イ ン(メ ル ク製 品)

… … …20%

マ ツカ ラム塩…… … … … …… … …… …… …5%

精 製 グ ラニユ ー糖 …… … …… … …… …… …60%

豚 脂(局 方)… … …… … … … …… … … … …15%

肝 油 … … … …… … … カ ゼ イ ン100gに つ き数 滴

ビ タ ミンB群 … … カゼ イン100gに つ き190mg

ビ タ ミンB群:

ビ タ ミンB1… … … … …… … … …… … …1.0mg

ビ タ ミンB2… … … … …… …… … … … …0.4

パ ン トテ ン酸Ca… … … … …… … … … …3.0

ビオ チン … … …… …… … … …… … …… …0.01

イ ノ シ トー ル … … … …… …… …… ……10.0

パ ラア ミノ安 息 香 酸 …… … … …… ……25.0

コ リン ク ロ ライ ド… … … … ……… … …150.0

以 上 を 少 量 の水 とね つ て 団子 状 に して 与え た.

3)脳 組織 片 作 製 法:

以 上 の よ う に して 作成 したB6欠 乏 マ ウ ス また は

対 照 と して の健 康 マ ウス を 断 頭 屠 殺 し,直 ちに大

脳 を 取 り 出 して,ド ラ イア イス ・ア セ トン 中 に投

下 し氷 結 せ しめ た の ち可 及 的 髄質 を 取 り 除 く よ う

に して皮 質 を 残 し,こ れ を 正 確 に 秤 量 し た う え

homogenateと して 使 用 した.

4)ChE活 性 値 の 測定:

ChE活 性 値 の測 定 はAmmon17)に な らい, War

burg装 置 を使 用 し検 圧 法 によ り実 施 した.そ の細

目 につ い て は藤 田18)の 著 書 お よ び沖 中19),吉 川19)

の 論 文 を参 照 した. Ammonの 方 法 の原理 はacetyl

cholineがChEに よ り分 解 され て 放 出す る醋 酸 を,

予 め反 応系 に加 え たRinger液 中の 重炭 酸 ソ ーダ に

反 応 させ,そ の結 果 生ず るCO2を 検 圧 計 に よ り測

定 す るの で あ るが,そ の実 施 にあ た り次 の ご と き反

応 系 を用い た.

A)脳homogenate

正 確 に秤 量 した 大 脳皮 質 に氷 冷 下 でRinger液 を

加 え て2%のhomogenateを 作 り,こ の2mlを

Warburg flaskの 主 室 に入れ て用 いた.使 用 す る

Ringer液 は実験 の都 度 新 し く調製 した.

こ こに使 用 したRinger液 の組 成 は以下 の ご と く

で あ る.

pH=7.4

B)基 質溶 液

acetylcholine chloride(Merck)を2.5%(0.16M)

の割 合 にRinger液 に とか し,各 々 のflaskの 側 室

に0.2ml宛 入 れ て使 用 した.

c)測 定 手 技

flask主 室 に脳homogenate 2mlお よ び 側 室 に

基質0.2mlを 入 れ た の ち, 5%の 割 にCO2を 含む

N2 gasを 充分 通 気 し,容 器 内の 空 気 を この ガ ス に

て 置換 し,振 盪 装 置 に連 結 して10分 間 予 備振 盪 の の

ち,側 室 の基 質 を主 室 に移 して再 び 振盪 し,混 合後

3分 たつ て検 圧 計 の 読 みを と り,そ の後 正 確 に30分

間 の変 化 を測 定 し,計 算的 に発 生 したCO2量 を 求 め

た.な お恒 温 槽 の 温度 は38℃,振 盪 回 数 は毎 分90

回 で あ る.そ の他,対 照 と して,同 量 の基 質 溶液 と

脳homogenateの 代 りに 同量 のRinger液 を入 れ た

もの を使 用 し,盲 検 と して同 時 に測 定 して 測 定値 の

補 正 を 行 なつ た.

酵 素活 性値 として は,す べ て の新 鮮 脳 組織100mg

によ り30分 間 に発生 し たCO2量cmmを もつ て あ

らわ した.な お 実 験 は 同一 試料 に常 に2本 以 上 の

manometerを 使 用 して 測 定 しそ の平 均値 を とつ た.

5)Na, K定 量 法

剔 出 した マ ウ ス脳 の 大 脳 皮 質 をtorsion balance

にて正 確 に200～300mgを 秤量 し,こ れ に硫 酸 お

よび過 酸 化 水 素 を加 え て 湿性 灰 化 した の ち,イ オ ン

交換 樹 脂 を 通 した脱 イオ ン水 に て20mlと し,こ れ

を 島津 製 焔 光光 度 計 に よ りNaは ス リッ ト0.44,ウ

エー ブ589, Kは ス リッ ト0.3,ウ エー ブ768の 条件
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で測定 し,え られた値 か らあらか じめ作成 した標準

曲線によ りppmを 求め,さ らに最初に秤量 した組

織 量によ り補正 してmg%を 求め成績 とした.

6)含 水量測定法

脳組織 の含水量 はHatschek20)の 塩 化 コバ ル ト法

により測定 した.す なわ ち,あ らか じめデ ッキグ ラ

スを化学天秤 にて正確に秤量 し,こ れをPoと する.

ついで大脳皮質を10容 量%の 塩化 コバ ル ト溶液に12

時間浸漬 する.こ の間に塩化 コバル トは組織に浸透

し組織 は淡赤色 とな る.そ こで組織を濾紙で拭い,

これを厚 さ1mm大 に切 り,こ の薄片平均10個 を先

のデ ッキ グラスに載せ秤量を行ないこれをP1と す

る.つ いで30℃ の恒温室に8～12時 間入れ ると組

織片 は自由水を失ない青色 となる.こ の時の重量を

P2と する.つ ぎに100℃ の乾燥器 に移 し完全に恒

量 となつた ときの重さをP3と す る.こ のよ うにし

てえ られた測定値 から

自由水=P1-P2

結合水=P2-P3

が計算 できるが,実 験の成績 として は,こ れ らの値

を乾燥前の組織 重量に対す る百分比で表わした,す

なわ ち

自由水=P1-P2/P1-P0×100(%)

結合水=P2-P3/P1-P0×100(%)

なお.全 水は 自由水 と結合水の和てある.

第3章　 実 験 成 績

1)B6欠 乏食 によるマウスの全身的変 化

第1表　 V. B6欠 乏 マ ウス及び対照 マウスの

発育状況(各40匹 の平均値)

B6欠 乏食にてマウスを飼育す る と.約2週 間後

より対照群 に比 し体重の増加率の減少が目立つて く

る. 20～30日 たつ と両群の体重差 はきわめて顕著 と

な る. 1ケ 月をす ぎるとB6欠 乏群では口辺の脱毛,

発赤,体 毛の粗化 が認め られ,い わゆ るB6欠 乏性

皮膚炎 の症状 を呈す るにい たる.第1表 および第1,

図はB6欠 乏食投与マウスな らびに対照マウスの発

育状 態を示 す.

第1図B6欠 乏 マウス及び対照 マウスの発育状況

(各40匹 の平均)

2)ChE活 性 値 の変 化

B6欠 乏 食 にて30日 間 飼育 した さい の マ ウス大 脳

皮 質 のChE活 性 値 の変 動 を 検 した と ころ第2表,

第2図 に示 す ごと く, B6欠 乏食 群 で は平 均92.8で

あつ た が,こ れ は対照 群 の113.5に 比 し18.2%の 減

少 が あ る ことを 示 して い る.

また, desoxypyridoxine 0.3mg/g体 重 あ た り尾

静脈 に注 射 して痙 攣 を 生ぜ しめた マ ウ スの 痙攣 直 後

の脳 を 剔 出 してChE活 性 値 を 測定 した が, 9例 の

平 均72.9で あ り,こ れ を対 照 に比較 す る と対 照 の活

性 値113.5の35.8%減 少 とな つて い る.

第2表　 B6欠 乏 食 に よ るChE活 性値 の変 化

(CO2cmm)
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第2図　 B6欠 乏 マウス大脳皮質ChE落 性値

(CO2cmm)

3)Na, K含 有量

B6欠 乏食 にて飼育 したマウス大脳皮質のNa , K

含有量を測定 して,対 照例 と比較 したが,成 績 は第

3図 および第4表,第4図 の ごと くであ り,両 群 の

間 にまつ た く有意の差を認めなかつた.

第3表　 B6欠 乏 マウス大脳皮質のNa含 有量

(Na含 有量mg%)

第3図　 B6欠 乏マ ウス大脳皮質Na含 有量

一方desoxypyridoxine 0 .3mg/g体 重を 静注 し,

痙攣を生ぜしめ たマ ウスの痙攣 直 後 の大 脳 皮質の

Ne, K含 有量 も測定 したが,こ のさい にはNaは 約

10%増 加 を示 し, Kは 約15%の 減少を示 すことがわ

かつた.

第4表　 B6欠 乏 マウス大脳皮質のK含 有量

(K含 有量mg%)

第4図　 B6欠 乏 マウス大脳皮質K含 有量

4)大 脳皮質含水量

B6欠 乏マウスおよび対照マウスの 大脳 皮 質 の 自

由水,結 合水を測定 した ところ第5表,第5図 の ご

とき成績を えた,す な わ ち対 照 例 は 自由 水平 均

81.0%,結 合水平均8.1%,全 水平均79.1%で ある

に比 し, B6欠 乏マ ウス例で は自由水平均72.8%,

結合水平均7.7%,全 水平均80.5%で あ り, B6欠 乏

マ ウスでは自由水 の増加が認められた.ま た結合水

にはほとん ど有意の差がないが 自由水増加のため全

水の増加が認められ る.
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第5表　 B6欠 乏 マウス大脳皮質含水量

第5図　 B6欠 乏 マウス大脳皮質含水量

第4章　 総括な らびに考按

B6欠 乏合成食 によつてマ ウスを飼育 す ると体 重

増加 の抑制が著明にあらわれてき, 1ケ 月以上 これ

を続 けるとB6欠 乏皮膚炎 の症状 として口辺の脱毛,

発赤,体 毛の粗化などを認めた.次 いでB6欠 乏食

にて30日 間飼育 したマウ スの大 脳皮質 に つ い て

ChE活 性値, Na, K含 有 量 及び含 水量を測定 した

結果, B6欠 乏 マウス例 は対 照 に 比 してChE活 性

が減少 してい ること, Ns, K含 有量 には有意の差を

認めがたいこと,含 水量 に関 して は,自 由水の軽度

の増 加があることを明らか にした.一 方Bs拮 抗剤

であ るdesoxypyridoxineの 静注によつて 痙攣をお

こさせ たマウスの大脳で はChH活 性の著明な減少,

 Naの 増加, Kの 減少がお こることを 明 らかにした.

B6欠 乏 マウス脳の生 化学 的研 究 として は,第1

章 に述 べ たごと く,す でに堤16)に よ りビタ ミンB6

酵素系 についての研究が報告 されているが,私 はさ

らに痙攣,あ るいはてんかんと関連深い と考 えられ

る大脳皮質のChE, Na, K含 有量 及び 含水量 につ

いて若干の検索を試みた次第であ る.

まず, ChE活 性 値 については, B6欠 乏食で飼育

したマウスでは対 照マウスよ り約18%の 減少を認め

たが.堤 も実験方法はやや異なるけれども同種の実

験 によつてB6欠 乏マ ウス脳で は約20%の 減少を認

めて おり, B6欠 乏食で飼育 したマウス脳で はChE

活性値が低下す るということは間違いない事実と考

え られる.一 方教室の沖 は人の真正てんかん脳では

ChE活 性 の著明の亢進 が 認 め られ る と報告 し,

 ChEに 関 しては 真正 てんかんとB6欠 乏 マウスと

は全 く相反 しているわけであ る.

一方desoxypyridoxine静 注によつては約38%も

低下する.こ のことは堤 も同種 の実験を行なつて約

20%のChE活 性の低下を認めてい る.

教室近藤21)は犬にcardiazolを 静注 して痙攣を生

ぜ しめ,そ の種 々の時期に脳の種 々の部位 について

ChE活 性 を 測定 した ところ,大 脳皮質,視 床,中

脳,小 脳皮質ではほとんど変化を認めず,レ ンズ核

においてのみ痙攣前期に減少 し痙攣極期に著明な増

加を示 し,痙 攣 後30分 で正常に復 すると報告 してい

るが,一 方教室川上22)は家兎 にcardiazolを 静注 し

て痙攣を生ぜ しめると痙攣前期,極 期 ともに大脳皮

質 のChE活 性値が低下 していると報告 している.

一般 に痙攣 時における脳の物質代謝は極めて迅速で

あるにもかかわ らず,実 験にさい してはその時期の

判定が きわめて困難 であ り,報 告者 の詳細な記載が

ないため異なつた報告を比較す ることは出来難い と

考え られ るが, desoxypyridoxine静 注の実験に対 し

ては,痙 攣 それ自体がChE活 性におよぼす作用 も

考慮にいれ なければな らぬであろ う.そ の点B6欠

乏飼料 によつてB6欠 乏を生ぜ しめたマ ウス脳の方

が,よ りB6欠 乏のChE活 性 におよぼす作用を示

している ものと考えられ る.し か しなが ら前述の ご

と く人の真正てんかん脳におけ る成績 と全 く相反 し

ており,こ の点か らB6欠 乏マウス脳は人の真正 て

んかん脳 とは同一のものでな く,従 つて人における

真正てんかん脳の原因 は決し て 単なる ビタミンB6

欠乏ではないと考えられ る.

ついでNa, K含 有量 に関 しては, B6欠 乏食 にて

飼育 したマウスと対照マウスの間には有意の差 を認

めなかつ たけれど も, desoxypyridoxine静 注によつ

て痙攣 を生ぜ しめた場合にはNaの 増加 とKの 減少
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を認めたのは, desoxypyridoxineに よ るB6欠 乏

のため とい うよ りはむ しろ結果 として生 じた痙攣作

用 によるものと考え られ る.そ の理由 として教室川

上 は家兎 にcardiazol静 注 を行なつて痙攣 を生ぜ し

めて大脳皮質 のNaの 増加およびKの 減少 を認め

てい ることがあげられ る. B6欠 乏食 に よつて は 大

脳皮質のNa, K含 量 はほとん ど影響を うけなかつ

た が人のてんかんについてはPappius and Elliott23),

森24)ら はてんかんと非てんかんの間にNa. K含 有

量 に有意の相違 がないとい つている.こ の 点 はB6

欠乏 とて んかんは近似 してい ると言 いうる.

つぎに含水量 に関しては, B6欠 乏例 で は脳 含水

量,と くに自由水の増加の傾 向を認 めた.てんかん患

者 については古 くか ら患者 に水分を制限 して痙攣発

作を減少 あるい は消失せ しめ うる とい う報 告 が あ

り25) 26) 27) 28) 29),脳 含水量の増加 は痙攣 と関係がある

と考え られ てお り, Rowntree30)ら は動物 に大量の

水 を経 口的 にあたえ,て んかん痙攣類似の状態 を起

させ,こ れ は水分潴溜による脳 内圧亢進に原因する

と説明 している.現 在てんかん患者脳の含水量を直

接 測定 している報告はないが,痙 攣準備状態 として

てんかん脳 では含水量の増加 していることが予想さ

れ る.こ の点 も人 における真正 てんかん脳 と類似 し

ている.

しか しなが ら比較的安定 しているといわれ る脳内

ChE活 性 がB6欠 乏 マウス脳 と人の真正てんかん

脳 とでその態度を全 く異に している点か らみ ると,

やはり本質的に異 なるものではないか と考え られ る.

その詳細 につ いては今後なお追求 さるべ き問題であ

ろう.

第5章　 論 結

B6欠 乏合成食 にて幼若マウスを30日 間飼育 し,

その一般的状態を観察するとともに,そ の大脳皮質

の生 化学的研究を行 ない,一 部B6と 拮抗作用のあ

るdesoxypyridoxineを 静注 した さいの 変化 につい

て も検討 した結果,次 の ことを明 らかにした.

1)B6欠 乏食にてマウスを 飼 育す ると.対 照 に

比 し体重の増加 が抑制 され る.ま た, 1ケ 月以上た

つとB6欠 乏群では口辺の 脱毛,発 赤,体 毛の粗 化

が認 められる.

2)B6欠 乏食 にて飼育したマウス大 脳皮 質ChE

活性 は対照に比 し 明 らか な 低 下 を認 め る.ま た

desoxypyridoxine静 注 により痙攣 を生ぜ しめた場合

には著明な活性低下が認め られる.

3)B6欠 乏食にて飼育 したマウス では大脳 皮質

のNa, K含 有量 には対照 と比 較 して有意の差 がない

が, desoxypyridoxine静 注を行 ない痙攣 を生ぜ しめ

た場合 にはNaの 増加 とKの 減少を来す.

4)B6欠 乏食 にて飼育 したマウス で は大脳皮質

自由水の増加 が認め られ る.

稿を終るにあたり御懇篤なる御指導を賜わつた恩

師陣内教授に深謝する.
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Author's Abstract

With young mice fed on B6 deficient synthetic food for 30days the author observed 

general conditions of these animals and also carried out biochemical studies on their cerebral 
cortex. Some of them were subjected to intravenous injection of desoxypyridoxine, known to 

possess competitive action against B6, and changes in their cerebrum were investigated. The 
follwing are the results of the present study.

1. In the mice fed on B6 deficient food the gain in the body weight is inhibited when 
compared with the control group kept on normal diet. More than one month later these B6 

deficient animals show the falling off of hairs and reddening around their mouth and the 
coarsening of body hairs.

2. In the mice fed on B6 deficient food a definite decrease in cholinesterase activity 

(ChE) can be observed in their cerebral cortex when compared with the control group. In 
those with experimental epilepsy elicited by the intravenous injection of desoxypyridoxine, a 
marked diminution of ChE can be recognized.

3. While there can be seen no significant difference in the contents of Na and K in the 
cerebral cortex of the mice fed on B6 deficient food when compared with those of the control 
an increase of Na and a decrease of K can be recognized in those animals with epilepsy induced 

by the intravenous injection of desoxypyirdoxine.
4. In the micc fed on B6 deficient food there can also observed an increase in free water 

of the cerebral cortex.


