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第1章　 緒 言 並 び に 文 献

ヒトの正常脳 は,部 位 に よ り多 少 異 なるが,約

40mg%の γ-アミノ酪 酸(GABA)を 含有 している.

これは脳遊離ア ミ酸全体の約7%に 相当 し,脳 遊離

ア ミノ酸の うち で は グル タ ミン酸, N-ア セチルア

スパ ラギン酸に次 ぐ値で あり1),こ の よ うな大量の

GABAが 脳 内に遊 離の型 で存 在 しているとい うこ

とは極 めて興味深 いことであ る.

さて,我 々の教室においては1952年 以来真正てん

かん脳の生 化学的研究が続 けられてお り,真 正 てん

かん脳には種 々の生化学的変化があることが明 らか

にされてきた.そ のうち今 日までの検索の結果,重

要 と考え られ るものは次の3つ に大別す ることがで

きる.

1)Acetylcholine代 謝系 の変 化

2)Glucose代 謝系の変化

3)ア ミノ酸代謝系 の変化

1)に 含まれ る変 化 としては, Pope(1947)2)が て

んかん 脳 のfocusで はcholinesterase(ChE)活 性

が亢進 していることを見 出したのに端を発 し,教 室

の沖3)は真正てんか ん 患 者 の大 脳皮質において も

ChE活 性 の 増 加 して い る ことを見 出 し, acetyl

choline代 謝の亢進が認め られることを指摘 した.

2)に 含まれ る変 化 として は,教 室 の山本4)は 真

正てんかん脳ではglucose利 用が やや阻害 されてい

ることを見 出し,教 室 の山田5)はhexokinase活 性

が低下 してい ることを,ま た 教 室の樋 口6)はTCA

 cycleの コハ ク酸以 外 の 諸membersの 酸化能 が抑

制されていることを明 らかに している.

3)に 属 す る変 化 と して は,教 室の井上(圭)

(1952)7)が 真正 て ん かん 脳 で は遊離ア ミノ酸が著

しく減少 して い ると報 告 して お り,最 近では教室

の 国 土8)はPaperchromatographyに よ る定 量 法

でGABAの 減 少 を,ま たYamamoto, Mori and

 Jinnai1)は イオン交換 樹 脂 法 に よるア ミノ酸分析

法でGABAそ の他のア ミノ酸の減少を明 らかに し

てい る.

以上が真正てんかん脳 にみ られる変化の大要であ

るが,一 方,最 近に なつてAcetylcholine代 謝系,

 glucose代 謝系に認め られ る変 化 の大 部分は,実 験

系にGABAあ るいはGABAと 代謝 的に関連 を有

するグル タミン酸,グ ルタ ミン,ア スパ ラギ ン酸あ

るいはアスパ ラギン等のア ミノ酸を添加 してやると

正常値に回復す るとい う事 実 を見 出した(山 口9),

出本4),山 田5)).そ のため現 在 で は,真 正てんか

ん脳 の 生 化学 的 特 徴 の う ち最 も重要な ものは,

 GABAな どの遊離ア ミノ酸 が 生成 され難いため脳

遊離 ア ミノ酸が減少 していることであつて,そ のた

めにChE活 性の亢進 とか, Glucose代 謝 系 の活性

低下などの異常が生 じて くるのであろうと考えてい

る(陣 内,森10) 11) 12)).こ の さいGABAは,第1

報13)に おいて明 らかなごとく,血 液 か らはほとん

ど脳内に移行 して行かないの で,脳 のGABAは 脳

内でglucoseか ら生成 されると考え られているが,

教室の黒 田14)の14C-glucoseか らGABA生 成 に関

す る実験 でも,て んかん脳では正常に比 べ明らかに

GABA生 成が抑制されているこ とが 明 らかになつ

てい る.

私は これらの諸報告 にかん がみ,直 接GABAと

関係あ る代謝系について検索を試みようと企だて,

 14C-GABAを 使用 して,こ れの真 正てんかん脳 切片

によ る代謝を非てんかん脳のそれと比較検討す ると

ともに,動 物実験 としてep-マ ウス脳 および脳局所
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ア ナ フ イラキ シー ウサ ギ 脳(以 下 脳 局 「ア」と略 す)

の 場合 に つ い て も同 様 な実験 を行 な つ た .

第2章　 実 験 方 法

第1節　 実験 材 料

第1項　 て ん か ん脳 お よび非 て んか ん 脳

陣 内外 科 へ 入 院 し,治 療 の 目 的 で皮 質 剔 除 を受 け

た真 正 て んか ん 患 者 の大 脳 皮 質 を用 い,一 方対 照 と

してて んか ん 以 外 の疾 患(脳 腫 瘍)で 痙 攣 発 作 の認

め られ な い患 者 の 大脳 皮 質 を 使 用 した.

第2項　 マ ウス

ep系 マ ウ ス15)で 生 後6週 間 以上 を 経過 し,痙 攣

発 作 の起 る こ とが 確 か め られた 体 重20g前 後の も

の を 使 用 した.対 照 と して はCF-I系 マ ウ ス を 使

用 した.

第3項　 脳 局 「ア 」 ウサ ギ

教室 笠 井16)の 方 法 に な らい牛脳 灰 白質 か らphos

phatideを 精 製 し,非 働 化牛 血 清2mlにphosphatide

を10mgの 割 合 に 混 じてemulsionを 作 り,こ れ

を 体 重2.5kg以 上 の ウ サギ にpro kg 2ml 2日 間

連 続 静 注 し, 2週 間 後 さ ら にpro kg 1ml宛2週

間 間 隔 で5回 注 入 して 脳 局 「ア」 ウサ ギを 作 成 した.

第2節　 Isotope

第 一 製 薬株 式 会 社 よ り恵与 され た 第一 化 学 株式 会

社製 品 で, γ-phthalimido-butyronitrile-(nitrile-14C)

の 加 水分 解 に よつ て調 製 され た もので あ る.こ れ は

イ オ ン交 換 樹 脂IR-120に よつ て精 製 され, metha

nolとetherか ら再 結 晶 した もの で, specific activity

は1.3mc/mM(12.6μc/mg)で あ り, radiochemi

cal purityはca. 100%で あ る.こ れ を 使 用 し

carrierを 加 え て100μcが33mgに な る よ うに し

た.

第3節　 標 準実 験 系 お よび実 験手 技

反 応 系 と して,試 験 管 に下 記 の もの を とつ た.

14C-GABA　 (2μC)　 0.5ml

脳slices　 100mg

Ringer液　 2.0ml

これ らを37℃ に60分 間aerobicの 状 態 でincub

ateし, ethylalcohol 4.0mlを 加 え て 反 応 を 停 止

せ しめ る と と も に 除 蛋 白 し, 2000r. p. m.の10分

間遠 心 に よ り上 清 を 分離 し,こ れ の0.4mlに つ い

てpaperchromatographyに よ る ア ミ ノ酸 の 分 離 を

行 ない, Ninhydrin反 応 に よ り諸 ア ミノ酸 の 検 出を

行 な つ て,こ れ らのSpotsを 単 離 し,こ れ らをgas

 flow counter(神 戸 工 業 製2π Gas Flow Counter

 Model PR-123をscintillation counter model SA-

1000 Aに 接 続)に て5発 間 測 定 し,そ れぞ れ の

counts per minute(cpm)を 求 め た.

第4節　 14CO2消 失 量 の 算 定

incubateを 行 な わ な い 対 照 実験 系 のalcohol ex

tractとincubateを 行 な つ たalcohol extractと そ

れ ぞ それ そ の0.4mlをpaperchromatogram用 濾 紙

に と り,十 分乾 燥 した もの を 第3節 と同 様 に放 射能

測 定 を 行 な い,こ の 差 を も つ て14CO2消 失 量 と し

た.

第3章　 実 験 成 績

第1節　 14C-GABAの 代 謝

本 実 験 系 に お い て14C-GABAを 正 常 ウサギ 脳

sliceとincubateし た 場 合,大 部 分 は14CO2と な

つ て放 出す る と 考 え ら れ るが,一 部の14C-GABA

は 他 の ア ミノ酸 に転 化 して行 くこ とが 考 え られ るの

で,い かな る物質 の 中に 転 化 して行 くか を 明 らか に

す るた め,反 応 後 のalcohol extractに つい てpaper

chromatogrophyを 行 な つ た. paperchromatography

のNinhydrin反 応 陽 性spotsを 切 り と つ てgas

 flow counterに て放 射 能 を し らべ た結 果, radioactive

なspotは 第1表 の ご と くで あつ た.

第1表　 ア ル コー ル 抽 出 液 のPaperchromato

graphyに 見 られ るRadioactive Spots

(単 位; cpm)

す な わ ち14C-GABAを 脳sliceとincubateす る

と, 14Cはglutamic acid, glutamine及 びaspartic

 acidの 中に見 出 され る こ とが 明 ら か に な つ た.

この さ いGABAの 放 射 能 に比 し,他 の ア ミノ酸 の

放 射能 は きわ め て少 な く,ま た各 ア ミノ酸 の 数 値 に

も推 計 学 的 に有 意 の 傾 向を 認 め る ことが で きな いの

で,以 後 の実 験 にお いて はglutamic acid, aspartic

 acidお よ びglutamineの3つ のspotsの 合 計 の

cpmの 統 計 の み を表 示 す る こと に し た.
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第2節　 真正てんかん大脳皮質切片に よ

る14C-GABAの 代謝

真正てんかん5例,お よび非てんかん例5例 につ

いて14C-GABAの 他のア ミノ酸およびCO2へ の変

化を検索 した.成 績は第2表,第1図 に示 すごとく,

 paperchromatography上 のGABAのspotは て ん

かんの同一例 で は焦 点 部 は非焦点 部に比 しradio

activityが やや多 い.ま た真性 てんか ん例 と非て ん

かん例 とを比較 して も真正てんかん例のGABAの

spotは 非てんかん例 に比 しradioactivityが 明 らか

に多い.そ の さい14C-GABAか ら生成 される14CO2

を見 ると, 14CO2と しての消失は同一てん かん例で

は焦点部では非焦点部に比 して少なく,非 てんかん

例 と比較す ると著明に少 ない.以 上 のことは真性て

んかん脳 ではGABAか ら他の物質 えの転化 および

GABA分 解の活性が非 てんかん脳 よ りも低下 して

いることを示 している.ま た, 14C-GAGAか らア ミ

ノ酸への転化について も同一てんかん例では焦点部

においては活性が低下 しており,非 てんかん例 と比

較す ると著 明に活性が低下 してい るようであるが,

転 化ア ミノ酸の場合ではcounts数 が少ないため推

計学的に必ず しも有意 とは考え られない.

表2　 ヒ ト真 正 て んか ん脳Sliceに よる14C-GABAの 代 謝(単 位; cpm)
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第1図　 ヒ ト真 正 て んか ん 脳Sliceに よる

14C-CABAの 代 謝

14C-GABA

転 化 ア ミ ノ 酸

発 生14CO2

第3節　 脳局 「ア」ウサギ

についての実験

実験的てんかん症とわれわれが考

えている脳局 「ア」ウサギについ

て,ヒ トの真正 てんかん例 について行 つたと同一の

実験 を試みた.成 績 は 第3表,第2図 に示 すごと

く,脳 局 「ア」 ウサギの場合 は正常 ウサギとの間に

何 らの有意 の相異を認 め ることがで きなかつた.

第4節　 ep-系 マウスについての実験

ep-系 マウスについて 真 性てん かん脳 について行

なつ たと同一の実験を試みた.成 績 は第4表,第3

図に示す.す な わ ちep-系 マ ウスの14C-GABA代

第3表　 脳局「ア」ウサギ脳Sliceに よる

14C-GABA代 謝(単 位; cpm)

第2図　 脳局 「ア」ウ サ ギ脳Sliceに よ る14C-GABA

代謝
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第4表　 ep-マ ウ ス 脳Sliceに よ る14C-GABA

代 謝(単 位: cpm)

第3図　 epマ ウス 脳Sliceに よる14C-GABA

代 謝

14C-GABA

転 化 ア ミ ノ 酸

発 生14CO2

謝は対 照 と して用 い たCF-I系 マ ウ ス の そ れ と何

らの有 意 の相 異 を 示 さなか つ た.

第4章　 総 括 並 び に 考 按

脳組 織 に お け るGABAの 代 謝 は きわ めて 複 雑多

岐 に わ たつ て行 な われ て お り,各 々 の代 謝経 路 も種

々のco-factor或 い は反応 条 件 に よ り 影 響 されや

す い と考 え られ る.す で に 述 べ た ご とく, GABA

はglutamic decarboxylaeeに よ りglutamic acidか

ら生 成 され るが,そ の 後 の代 謝過 程 と して今 日考 え

られ る もの に下 記 の ご とき過 程 が あ る.そ の う ち量

的 に もつ と も大 で あ り,強 力 に行 なわ れ て い る もの

は(1)で あ る.

1)transamination

GABA+α-ketoglutaric acid=succinic

semialdehyde+glutamic acid

この 反応 はBessman17)及 びRoberts18)に よ つて

明 らか に さ れ た も の で, pyridoxal phosphateを

coenzymeと して 要 求 し, optimal PHは7.2～8.0

と いわ れ る.こ の反 応系 に よ り生 成 され たsuccinic

 Semialdehydeは 酸 化 され てsuccinic acidと な り,

 TCA cycleに 入 り, CO2+H2Oに 分 解 さ れ る.

 GABAを 脳sliceとincubateし て発 生 す る炭 酸 ガ

スは大 部 分 が この 過程 に よつ て生 成 さ れ る もので あ

り,本 実験 に おい て反 応 系 のalcohol extract中 の

放射 能 の 減少 は この よ うに して消 失 した14CO2に よ

る もの で あ る.

2)γ-guanidinobutyric acid生 成

GABA+Arginine=γ-guanidinobutyric acid

+ornithine

Pisano et al19), Irrevere et al20)に よつ て γ-guani

dinobutyric acidの 脳 に お ける存 在 が 明 らかに さ れ
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て い るが,こ れ は量 的 に きわ め て少 な い もの と思 わ

れ る.

3)γ-aminobutyl choline生 成

γ-aminobutyl cholineはKuriaki et al21)に よ

り,大 脳 中 に存 在す る こ とが 明 らか に され て お り,

き わめ て 強 い 中枢 抑 制 作 用 を有 す る物 質 で あ る.生

成 方 法 と して は次 の ご とき反 応 が 推 定 され る.

GABA+choline•¨ƒÁ-aminobutyl choline

4)GABOB生 成

大 原22),井 上23)に よ りGABAが β酸 化 を 受 け

てGABOBに な る こ と が 明 ら か に され て い る.

 GABOBは す で に1923年 富 田24)に よ り 合 成 され て

い たの で あ るが,近 年 林25)の 中枢 興 奮 抑 制 物質 と

して の 研究 以 来 きわ め て 注 目 され て い るが,脳 含有

量 は 約3mg%程 度 で あ り,本 反 応 はtransamina

tionと く らべ る と極 め て少 な い
.

5)そ の 他 の 推 定 さ れ る反応

Pantoic acidと 反 応 してhomopantotheic acidを

生 成 す る こと,あ る いわmethyl基, formyl基 を

うけ と つ て γ-butylobetaineを 生 成 す る こ とな どが

推 定 され る.す な わ ち,

GABA+pantoic acid•¨homopantotheic acid

G ABA+"methyl"•¨ƒÁ-butyrobetaine 

or "formyl"

さて 本 実験 に お いて,14C-GABAのradioactivity

が14CO2と なつ て 失 な わ れ るの は, transamination

に よ りsuccinic semialdehydeが 生 成 さ れ て これが

続 い てsuccinic acidと な り, TCA cycleに お いて

14CO2と な る か ら で あ る.し たが つて14CO2の 発

生 を調 べ る こ と に よ りtransaminationお よび これ

に連 らな る反応 系 の活 性 を 一括 して検 す るこ と にな

る.す な わ ち, 14C-GABAの 代 謝 にお い て真 性 て ん

かん 脳sliceで は14CO2発 生 が 対 照 脳 に比 して 少 な

い と い う こ とは,こ の 一 連 の反 応 のい ず れ かの 部 分

に活 性 の 低 下 が 認 めち れ る こ とを 意 味 して い る.

一 方,他 の ア ミノ酸 に も一 部 放 射 能 が 認 め られ

るが,本 実験 に お い て は 主 と してgiutamic acid,

 aspartic acid及 びglutamineのareaに お い て認 め

ら れ,こ の こ とは 塚 田26)の 報 告 とき わ めて よ く一

致 して い る.し か し,こ の場 合,こ れ らの ア ミノ酸

へ の移 行 は きわ めて 少 な く, 14CO2と して 消 失 され

た も のの 数 十 分の 一 にす ぎな い.そ れ故測 定 さ れ た

放 射 能 のcountも 少 さ く,推 計 学 的 に一 定 の 傾 向

を と らえ る ことが で きな か つ た.

GABA代 謝 の(2)以 下 の反 応過 程 に つ いて は,

酵素学的に今 日までいず れ も詳細 な研究が進め られ

て いないので十分検討することはで きないが,私 の

実験方法においてはいず れ も検 出す ることはできず,

脳内で反応が行なわれる場合に もきわめて少ないと

考え られる.

さ らに次の 段 階 と して, transaminaseに つ いて

の検索 が要求 されるので,こ れにつ いては第3編 に

おいて行な うこととした.

次 ぎに脳局 「ア」 ウサギの問題で あるが,本 実験

動物 は稀薄抗 元を繰返 しウサギに静注 し,脳 に局所

的アナフイラキシーを惹起 せ しめた ウサギであ り,

今日までの研究 によれば,そ の脳内の生化学的検索

の結果はきわめて ヒ トの真正てんかん脳のそれと似

ていたため,こ れを真正てんかんの実験動物として,

真正てんかん についての実験 と比較 しつつ,い ろい

ろの実験が行なわれてきた.

しか し, GABAの 代謝の点で は私 の実 験による

と正常 ウサギ との間 に何 らの相違 も認めることがで

きなかつた.

また, ep-マウスはわずか の体 位 変 換刺激によ り

自発 的に痙攣を起 こす特殊系 マウスであるが,こ の

ep-マ ウスにおいて もGABAの 代 謝 の 点では対照

マウスとの間に相違を見 出す ことができなかつた.

そ ういつた意味で ひ と り真 正 てんかん脳 にのみ

GABAの 代謝が抑制されて い る ということはきわ

めて注 目に値す ることといわねばな らない.真 正て

んかん脳においてはGABA含 有量が減少 して いる

のであ るが7), GABAの 生成 はglutamic decarbox

ylaseに よ る と考え られ,結 局GABAの 含有量は

これによる生成 と分解-主 として, transamination

による-と の相関関係 に基ず くわけである.こ れに

関 して教室の近藤27)の 実験 に よれ ば,真 正てんか

ん脳ではglutamic decarboxylaseの 活性 は抑制され

て いるので,真 正てんかん脳におけるGABAの 減

少 はこれによることが 肯定されるのである.ま た,

私の実験成績か らGABAの 分解過程 も抑制 されて

いることが明 らかとな り,こ わ らの事実を併せ考え

ると,真 正てんかん脳ではGABA代 謝が一般的に

抑制されてい るということがいいうるわけである.

第5章　 結 論

14C-GABAを 使用 して,真 正 て ん か ん脳,脳 局

「ア」 ウサギ, ep-マ ウスのGABA代 謝 を検索 し,

つぎの ことを 明 らかに した.

1)14C-GABAを 脳Sliceとincubateす る と,
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14C-GABAの 放射 能 はわずかなが らglutamic acid,

 spartic acidお よびglutamineの 中 に 見 出 さ れる

ようになる.

2)こ の場 台,消 費 さ れ るGABAの 大部分は

14CO2と なつて消失す る.

3)14CO2と なつて消失される量を真正てん か ん

と非てんかんとの脳sliceに ついて比較す ると,真

正てんかん脳の 場 合 は非 てんかん脳よ り14CO2発

生の活性が低下 しており,ま た同一てんかん脳で は

焦点部が非焦点部よりその活性 が低下 している.

4)脳 局 「ア」 ウサギ, ep-マウスにおいては14C-

GABAの 代謝 に関 して は そ れぞれ正常動物の対照

との間に有意の相違を認 めることができない.

稿を終 るにあた り終始御指導,御 鞭韃下さり,御

校閲を賜わつた恩師陣内教授につつしんで深謝す.
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Author's Abstract

Studies were carried out to clearfy GABA metabolism in the brains of an epileptic, the 
latent cerebral local anaphylactic (L. C. L. A.) rabbit and ep-mouse administered with 14C-
GABA.

1) Incubated with a brain slice, radioactivity of 14C-GABA was slightly detected in gluta
mic acid, aspartic acid and glutamine in the incubation medium.

2) In this case, most of the radioactive carbon of GABA was converted into 14CO2.
3) The epileptic brain appeared to decreased in the 14CO2-activity, compared with the 

non-epileptic. In case of the epileptic brain, the activity in the focus was lower than the one 
in the non-focus.

4) The study with L. C. L. A. rabbit and ep-mouse could not manifest any difference in 
GAGA. metabolism in contrast to the normal control groups.


