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緒 言

今 泉 ら1)は1959年 マ ウ スの 自 然 発 生 脳 水 腫 の研

究 中 に,突 然 て ん か ん 様 け い れ ん を起 こ す マ ウ

ス を 発 見 した.そ れ は 国 際 的 にEl系F25代 優

性 と して 登 録 さ れ て い る(1964)2). Elマ ウ ス

は,生 後4週 齢 頃 よ り放 り上 げ 刺 激 を毎 週1～2

回 加 え る と, 7週 齢 頃 よ りけ い れ ん を容 易 にこ誘

発 す る こ とが で き る.ま た 遺 伝 的 に け い れ ん 準

備 状 態 が 規 定 さ れ て お り,発 作 誘 導 に 薬 物 や 電

気 等 の 刺 激 を必 要 と し な い こ とか ら, Elマ ウ ス

は す ぐれ た実 験 的 て ん か ん モ デ ル と し て一 般 的

に 使 用 さ れ る に 至 っ た.

Elマ ウ ス の け い れ ん 発 現 機 構 に つ い て は,す

で に 多 くの研 究 が な され て お り,ア セ チ ル コ リ

ン3) 4) 5) 6),ア ン モニ ア7)及 び デ ミ ノ酸8) 9) 10) 11) 12),デ

ミ ン13) 14) 15) 36) 17),核 酸18) 19) 20) 21)及 び 蛋 白 質22)な ど

に お け る 異 常 が 報 告 さ れ て い る.

脳 内 ア ミン に 関 し て は, Elマ ウ ス は 他 系 統 の

マ ウ ス に 比 し,生 来 ドパ ミン(DA)セ ロ トニ ン

(5-HT)値 は 高 く,ノ ル エ ビ ネ フ リ ン(NE)

値 が 低 い こ とが 明 らか に さ れ て い る23).し か し,

放 り上 げ 刺 激 を行 い 連 続 して5回.以 上 け い れ ん

を起 こ したElマ ウ ス(El(+))に お い て は,

い ず れ も在 意 に 低 下 す る .平 松13)はEl(+)に

5-HTの 前 駆 物 質 で あ る5-ヒ ドロキ シ トリ プ

ト フ デ ン(5-HTP)をL-2-hydrazino-α-

methyl-β-(3,　 4-dihydroxyphenylpropionic

　 acid)(MK486,末 梢 性 脱 炭 酸 酵 素 阻 害 剤)と 共

に投 与 す る と,脳 内5-HTが 上 昇 す る と と も

にElマ ウスけ いれん の発現 が著 明に減少 す る

こ とを観 察 した.こ の事 実 は5-HTがElマ ウ

スの発作 感受 性に密 接 に関与 して いるこ とを示

す もの であ り,さ らにElマ ウスの5-HT代 謝

につ いての詳 細 な研 究 が行 われ た結果, Elマ ウ

スにお いて は5-HT含 有 神経細 胞の シナプ ス

機能 が抑 制 されてお り,特 に大脳 皮質 にお いて

その障害 が顕 著で あ るこ とが示 され た13).

本 研究 にお いては,最 近 開発 され た クー ロ メ

トリッ ク直列 セ ンサー を利 用 した3次 元 クロマ

トグラム システム を用 い てElマ ウスの脳内 チ

ロシ ン及 び トリプ トフ ァン並 び に関連代 謝産物

の局 所的変 動 を同時測 定す るこ とに よ り, Elマ

ウス脳代謝 異常 をさ らに詳 細 に検 討 し,発 作 発

現機構 の生 化学 的解析 を試 みた.

実 験 方 法

1. 実 験 動 物

Elマ ウス及 びddYマ ウス(雄)を 使用 した.

Elマ ウ スは,当 教 室に て飼 育保 存 してお り, ddY

マ ウスは井上 実験 動物 よ り入手 したもの である.

 ddYマ ウスはElマ ウ スの母 系 であ り,け い

れん素 因 を有 してい ない こ とか らElマ ウ スの

対照 として用 い た.実 験動 物 は12時 間明 暗サ イ

クルの もとで飼育 した.飼 料 はオ リエ ンタル酵

母 製(MF)を 使用 し,水 は給 水瓶 で 自由 摂取 さ

せ た.

け いれんを誘発 させ るため の放 り上 げ刺 激は,

 Elマ ウ スを1日 に1回,板 上 で約10cmの高 さに

80回 の放 り上 げ刺 激 を毎週2回(水 曜 日と土曜
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日)行 った.

実験 に際 して は,同 腹 のElマ ウス を2群 に

分 け,そ の1群 に放 り上 げ刺 激 を行 った.放 り

上 げ刺 激 は,朝9時 か ら12時 の 間に行 っ た,実

験 に は生 後3, 4ヵ 月齢(体 重 約30g)のEl(+)

及びEl(-)を 使 用 し, ddYマ ウ ス も同齢 の も

の を使 用 した.

マ ウ スは1群10匹 とし,各 々 のマ ウスの頭 部

をマ イ ク ロウェー ブ(3kW, 0.2秒)で 固定 した.

脳 摘 出後,直 ちに氷板 上 で脳組織 をGrawinski

 & Iversenの 方 法24)に従 って7つ の部位(大 脳

皮 質,視 床下都,線 条 体,中 脳,海 馬,橋 延髄,

小 脳)に 分 け,-80℃ の超低 温冷 蔵室 に保 管 した.

2. 試 料 の前処 理

7つ の部 位 に分 割 した各脳 組織 を5倍 量の0 .1

規 定過塩 素 酸溶 液に て ホモ ゲナ イズ した(そ の

溶 液 は0.1mMピ ロ亜 硫酸ナ トリウムと0.02mM

 EDTA-2Naを 含 んで お り,完 全 に窒素 パー ジ処

理 を行 っ てあ る.).

ホ モゲナ イ ズ後 さ らに2分 間 窒素 パー ジ を行

い, 0℃ で30,000回 転 で30分 問遠 沈 を行 った.

その上 澄液 を200μl採 取 して0.45ミ クロンの ミリ

ポデ フィル ター にて濾 過 した後, 80μlを高 速液

体 クロマ トグ ラフ(HPLC)へ 試料 と して注 入 し

た.

3. 測 定 条 件

HPLC装 置 は,直 列 の16ク ー ロ メ トリッ ク化

学検 出器 を有す る,一 定 の電圧 値 で増加 す るよ

うにセッ トしたNeurochem(ESA Inc. Bedford,

 MA)を 用 いた,カ ラムは 逆相 カラムC18(ESA

 Inc. Bedford, MA)を37℃ の 設定 で使用 した,

電圧 範 囲 は0mV～900mVと し, 60mV間 隔 で

16個 の検 出羅 に電圧 を印加 して,稼 動検 出 させ

た.

グラジ ェン ト条件 はFig. 1の 通 りであ り,冷

却器 付 オー トサ ンプ ラー を用 い て 自動 注 入に よ

る分析 を行 った.

4. クロマ トデー タ解析

専用 デー タ解 析 ソ フ トを用 い,自 動 デー タ解

析 を行 った.ピ ー クにつ い ては,そ の ピー ク純

度 を確 認す るRatio精 度0.7以 上 の もの を信頼

で きるデー タと して選 択 した.

5. 統 計 処 理

得 られ た実 験成 績の有意差 はStudent's t-test

に よって行 った.

実 験 成 績

1. トリプ トフ ァン及 びその代 謝産物

卜リブ トファ ン(Trp)及 びTrp由 来 の代謝

産物 で ある5-HTP, 5-HT, 5-ヒド ロキ シイ

ンドー ル酢 酸(5-HIAA),キ ヌ レニ ン(KYN)

及 びキサ ンツ レン酸の 測定 が で きた.

TrpはddYとEl(-)間 にお い て有 意差 は

認め られ ないが, El(+)で は大脳 皮質,線 条

体,中 脳 及 び小脳 にお いてddY及 びEl(-)

に比較 し有意 の紙下 が認 め られた.ま た橋延髄

におい て もEl(+)はEl(-)に 比較 し紙下

が 認め られ た,海 馬,視 床 下部 にお いて も同様

の傾 向が 見 られ るが,統 計 学的有 意 差は 認め ら

れ なか った(Fig. 2).

Phase A: 0.1M sodium phosphate and 10mg/ml sodium dodecyl sulfate at a pH of 3.35 
Phase B: 50% methanol/water and 50mg/l sodium dodecyl sulfate at a pH of 3 .45

Fig. 1 Gradient condition of HPLC.

5-HTPはElに お い ては橋延 髄 を除 くいず

れの部位 において もddYに 比較 し著 明 な高値 を

示 した. El(-)とEl(+)を 比 較す る と大脳

皮質及 び中 脳 にお いて はEl(+)で は有 意の低



Elマ ウス脳 内チ ロ シンお よび トリプ トファ ン代謝 異常　 487

Fig. 2 Contents of tryptophan and its metabolites in the brain of mice . 
Open column: ddY mice, dotted column; non-stimulated El (El (-)) mice , and heavy dotted

 column; stimulated El (El (+)) mice. Values are expressed as mean±SD of 10 animals .-??-
: p<0.05 compared to each group by Student's t-test .



488　 鈴 木 茂 樹

下 が 認め られ たが,他 の部位 に おい ては低 筆の

傾 向 は あ るが 有意差 は認 め られ なか った(Fig.

 2).

5-HTはddYとEl(-)と の間 では小 脳 に

有 意差 が認 め られ た. ddYとEl(+)を 比較す

る と海 馬,視 床 下部,橋 延 髄,小 脳 及 び線 条体

にお いて はEl(+)が 高値 を示 した. El(-)

とEl(+)を 比較 す る と,い ず れ もEl(+)

に おい て増加 の傾 向が み られ るが,橋 延 髄 及び

小脳 に お いて有 意で あ った(Fig. 2).

5-HIAAに は特 に有意 差が認 め られ なか った

(Fig. 2).

KYNに つ いてはEl(-)はddYに 比 し,

小 脳 以外 いず れの部位 におい て も著 明に 高値 で

あ り,特 に大脳 皮質 に おいて は8倍,視 床 下部

にお いて は10倍,海 馬 にお いては14倍,線 条体

に おい ては10倍,中 脳 にお いて は2倍 以 上,橋

延 髄 にお いて は3倍 とい う値 で あった. El(-)

とEl(+)を 比較 す る と,両 者 の間に 有意 な差

は 認め られ なか った(Fig. 3).

キサ ン ツレ ン酸 量 は個 体差 が大 き く,一 定 の

傾 向が認 め られ なか った(Fig. 3).

2. チ ロシ ン及 び その代謝産 物

チ ロ シン(Tyr)由 来の代 謝産物 で あ るDA,

 NE, 3-メ トキ,シ-4-ヒ ドロキ シフェニー ル グ

リコー ル(MHPG),チ ラ ミン,ホ モバニ リン酸

(HVA)の 測 定が で きた.

TyrはddY, El(-), El(+)に つ いて有

意差 を認 め られ ないが}い ず れの部位 におい て

もEl(-)はddYよ りも高 い値 を示す と共 に

El(+)はEl(-)よ りも減 少の傾 向が 認め ら

れ た(Fig. 4).

DAは,大 脳皮 質,線 条体,視 床下部 にお い

てEl(-)はddYに 対 し低 値 を示 し,大 脳 皮

質 では1/4以 下,線 条体 におい ては1/3と い う

著 しい低 値 を示 した. El(-)とEl(+)を 比

較 す る と, El(+)に お いては大 脳皮 質,線 条

体 にお いて有 意 に増加 が認 め られ た.他 の部 位

におい てはddY, El(-), El(+)と も値 が著

しく低 か った(Fig. 4).

NEはEl(-)とddYを 比較 して有意 な差

と傾 向 は見 られ なか った が, El(+)はddYに

比 し海 馬,中 脳,橋 延 髄,小 脳 にお いて有 意に

増加 してい た(Fig. 4).

MHPGはddYとEl(-)の 問 に有 意差 が

認め られなか った. ddYとEl(+)に つ い ては

すべ て の部 位 にお い てEl(+)が 低 い傾 向が あ

り,大 脳 皮質,線 条体,海 馬,小 脳 にお いて は

有意 にEl(+)が 低 か っ た. El(-)とEl(+)

につ いては全 ての部 位 にお いてEl(+)の 値 が

減少 してお り,大 脳皮 質,線 条体,海 馬,小 脳

にお いては 有意 に減少 してい た(Fig. 4).

チ ラ ミン量 を比較す る と, El(-)はddYに

比 しいずれ の部位 に おい て も高値 であ り,特 に

大脳 皮質,線 条体,小 脳 にお いて有 意に 高か っ

た. ddYとEl(+)を 比較 す る と中脳 を除 くい

ずれ の部位 で もEl(+)が 有意 に高 い値 を示 し

た. El(+)とEl(-)の 間 では差 が見 られ な

か った(Fig. 5).

HVAは 線 条体が他 の部 位 よ りも高値 を示 し

たが各部位 に おいて の一定 の傾 向 は認め られ な

かっ た(Fig. 5).

考 察

本研 究に おい ては, 3次 元 クー ロ メ トリック

システム を用 い てElマ ウスの脳 内 トリプ トフ

ァン,チ ロシ ン及び それ らの代謝 産物 の測定 を

行 った結果,ま ず顕 著 な結果 と して, El(-)

マ ウ スにお いて は, ddYマ ウ スに比 しほ とん ど

の脳部 位 にこお いて5-HTP及 びKYNが 著 明

な高 値 であ るこ とを見出 した.

この事実 はElマ ウスにお いて は, ddYマ ウ

スに比 しTrpよ り5-HTPを 生 成す る トリプ

トフ ァン水 酸化 酵素 及びKYN合 成系 が 異常 に

亢進 してい るこ とを示す もの であ る.さ らに,

この5-HTP及 びKYNのEl(-)の 高値 は

遺伝 的 に規 定 され てい る もの であ り, Elマ ウス

の重要 な特徴 と考 え られ る. Trpは 脳 内にお い

て5-HTPを 経て5-HTを 生 成す るが,他 方

formyl-kynurenineを 介 し, KYNを 経 て さ ら

に キサ ンツレ ン酸 を生成 す る過 程 が知 られて い

る. KYNは,中 枢 神経 に おい て内因性 のけ い

れん物 質 であ るこ とがLapisら25)に よって明 ら

かにこされて い る.從 ってElマ ウスに お いて遺

伝 的 にKYNが 高値 であ るこ とは きわめ て興 味

深 く, Elマ ウ スのけ いれん 発現機 構の 主要 な因
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子 で あ る と想定 され る. KYNはEl(+)に お

いてはEl(-)に 比 し大脳 皮質,海 馬に おいて

は減少 し,線 条体,視 床下 部 にお いては増 加 を

示 して い る.こ れは 反復す るけ いれ ん発作 の結

果 の変動 と考 え られ るが,発 作発 現機 構 にいか

に 関係す るか に つい ては不 明 であ る.

Fig. 3 Contents of tryptophan metabolites in the brain of mice and their metabolic pathway. 

Open column; ddY mice, dotted column; non-stimulated El (EI (-)) mice, and heavy dotted

 column; stimulated El (El (+)) mice. Values are expressed as mean•}SD of 10 animals.-??-

: p<0.05 compared to each group by Student's t-test.

5-HTは け いれん機構 に関 しては抑制 的に作

用す る とい う多 くの知 見が得 られてい る13) 23).本

研 究の 結果か らは, ddYとEl(-)の 間で5-HT

の有意 差は小 脳以 外ほ とん ど認め られ なか った

が, El(+)に おいて はEl(-)あ るいはddY

に比較 して高値 を示 した。 これは反復 す るけ い

れんに 対 し,け いれん抑制 系 として代償 性 に増

加 した もの と考 え られ る.同 様 にEl(-)とEl

(+)の 相違 点 と してEl(十)に おけ るTrpの

減少, 5-HTPの 減 少が認 め られ た.
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Fig. 4 Contents of tyrosine and its metabolites in the brain of mice,

 Open column; ddY mice, dotted column; non-stimulated El (El (-)) mice, and heavy dotted

 column; stimulated El (El (+)) mice. Values are expressed as mean•}SD of 10 animals.-??-

: p<0.05 compared to each group by Student's t-test.
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Fig. 5 Contents of tyrosine metabolites in the brain of mice and their metabolic pathway. 

Open column; ddY mice, dotted column; non-stimulated El (El (-)) mice, and heavy dotted

 column; stimulated El (El (+)) mice. Values are expressed as mean•}SD of 10 animals.-??-

: p<0.05 compared to each group by Student's t-test.

チ ロシ ン代 謝 系につ いては,ま ずEl(-)の

ddYに 対す るDAの 著 明 な低値 が注 目され る.

この低値 も遺伝 的 に規定 され た もの であ り, El

マ ウ スの特 徴 で ある と考 え られ る, DAは けい

れん機 構 に関 しては抑制性 伝達 物質 で あ る と考

え ちれ てい る13) 26).また森 ら27)はヒ ト脳 てんかん

焦点に おい てDAが 周 囲の非 焦点組織 に 比 し低

値 で ある こ とを報告 して い る, DAはEl(+)

にお いてはEl(-)に 比 し著 明 に増加 して い る

が,こ れ も5-HTに お いて認め られ た ごと く
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反復 す るけ いれ んに 対 しけ いれん抑 制系 と して

代償 性 に増加 した もの と想定 され る.

NEもEl(+)に おい てはddYあ るいはEl

(-)に 比 し海馬,中 脳,橋 延 髄,小 脳 に おい

て有 意に 高値 を示 して い るが,NEも け いれ ん

機 構 に おいて 抑制性 神経 伝達 物質 で あ る と想定

されて お 解6), DA同 様 に反復す るけ いれ んに

対 し代償 性 に増加 した もの と考 え られ る.さ ら

にMHPGがEl(+)に お いてddYあ るい は

El(-)に 比 し低 値 であ る こ とはDA及 びNE

のMHPGを 経 ての分 解過 程が抑 制 され てい る

とす れば理解 で きる.し か しDAの 代 謝産 物 で

あ るHVAの 分解 過程 に は その よ うな関 係は認

め られ なか った.

チ ラ ミンは けい れん機 構 に関 して現在 まで ほ

とん ど知 見が 得 られて いなか っ たが,本 研 究 に

よ りEl(-)はddYに 比 し著明 に高値 で あ る

ことが 明 らか に なっ た。 これ もElマ ウ スの脳

の特 徴 であ る と考 え られ る.し か しけ いれん機

構 に いかに関 与す るか につ いて は不 明 で ある.

本研 究に おい ては,最 近 開発 され た3次 光 ク

ロマ トグラム シス テム(Neurochem)を 用 いて

行 っ た. NeurochemはHPLCと 直列 配置 の 多

極 式 クー ロ メ トリッ ク検 出器及 び システ ム コン

トロー ル とデー タ処理 を行 うコン ピュー ター に

よっ て構 成 され てお り,複 合 物質,共 溶 出物 質

等 を3次 元 で異 な った ピー クと した検 出が, 1

回の 試料注 入 で行 之 る。 さ らにこい くつ かの電 極

か らのRatioを 得 る こ とに よ り,複 合 物質 の純

度 も正 確に知 るこ とがで き る.

こ の新 しい装 置に よる知 見 は5-HTの 挙 動

が,平 松 ら13) 26)の実験 結果 とは相 違 してい たが,

その 原因にまそれ ぞれ実 験 に使用 したElマ ウ ス

の脳 内成分 が純化 あ るいは系代 に従 って変化 し

た可能 性が考 え られ る以外 に,測 定方 法 の違 い

によることも十 分考 慮 される,DAに ついても13) 23)

5-HTと 同様 な こ とが考 え られ る,

こ の測定 に よ り,上 述 の物 質の ほか, caffeic

 acid, normetanephrine, 4-methoxyphenyl-

ethylamine, guanine, guanosine, 4-

hydroxyphenyllactic acid等 の 成分が検 出 され

た.こ れ らの物質 につ い てはマ ス スペ ク トル等

に よ る同定確 認 を行 ったの ち報告 す る予定 で あ

る.

結 論

3次 元 クロマ トグ ラフ ィー システ ムに よ り,

 ddY, El(-),及 びEl(+)マ ウ スの 各脳部位

(大脳皮質,視 床下 部,線 条体,海 馬,中 脳,

橋 延 髄,小 脳)に お け るTrp, Tyr及 び その代

謝産 物 を測定 し,以 下の よ うな結 果 を得 た.

1) TrpはEl(-)に お いてはddYと の 間に

有意 差 を認め られ ないが, El(+)で はddY,

 El(-)に 比較 し大 脳皮 質,線 条体,中 脳及 び

小脳 にお いて有 意の低 値 が認め られた.

2) 5-HTPはElで はddYに 比 し橋 延 髄 を除

く全 ての部位 において著明 な高値 を示 し, El(+)

はEl(-)に 比 し低 下が 認め られ,大 脳 皮質,

中脳 に おいて有 意 に低 下 して いた.

3) 5-HTはEl(-)で はddYと の間 に有意

差 はなか ったが, El(+)で はddYに 比 しいず

れ の部位 も高値 傾 向 を示 した.

4) KYNはElで はddYに 比 し,大 脳 皮質,

海 馬,橋 延 髄 及び小 脳に おい て著 明に高値 であ

った.

5) DAはEl(-)で はddYに 比 し低値 を示

し,大 脳 皮質,線 条 体,視 床下 部 にお いては特

に著 しい{氏値 を示 した. El(+)はEl(-)に

比 し大脳 皮質,線 条体 で有意 に増加 してい た.

6) NEはEl(-)とddYで は有 意差 は ない

が, El(+)はddYに 比 し有意 に高値 の部 位が

あ った.

7) MHPGはEl(-)で はddYに 比 し低 い

傾 向 を示 し, El(+)は さらに低値 を示 した.

8) チ ラ ミンはEl(-)で はddYに 上ヒし全 て

の部位 で高値 であ り, El(+)もddYに 比 し中

脳 以外 全ての 部位 で有意 に高値 を示 した.

以上 の成績 か らElマ ウス脳 につい てはTrp

及 びTyrの 先天 的 な代謝 異常 があ ることが示 唆

され,特 に 内因性 け いれん物質 であ るKYNの

異常高値 と5-HT, DA, NEな ど抑制 系神 経

伝 遠物 質の 反復す るけ いれん に対 応す る変化 が

注 目され た.

稿 を終 わるに当た り,御 指導,御 校閲を賜 った森

昭胤教授に深甚なる謝意 を表す と共に,直 接御指導
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いただいた加太英明技官,並 びに,分 析に御協力い

ただいた二光バ イオサイエ ンス㈱の村山清志次長に

深謝致 します.
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Regional distribution of tyrosine, tryptophan and their metabobites

 in the brain of El mice

Shigeki SUZUKI
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 Okayma 700, Japan

(Director: Prof. A. Mori)

The contents of tyrosine (Tyr), tryptophan (Trp) and their metabolites in brain regions of 

ddY, non-stimulated El (El(-)) and stimulated El (El(+)) mice were measured using a Three 

Dimensional HPLC System.

In the cerebral cortex, striatum, midbrain and cerebellum, Trp contents of El(+) mice were 

higher than those of ddY and El(-) mice. The contents of 5-hydroxytryptophan in El (-) or 

(+) mice brain were lower than those in ddY mice except in the medulla oblongata. Those in 

the cerebral cortex, and midbrain of El(+) mice were lowest. Brain regional serotonin (5-HT) 

contents of El (+) mice seemed to be slightly higher than those of ddY and El (-) mice. In 

the cerebral cortex, hippocampus, medulla oblongata and cerebellum of El (+) or (-) mice, the 

kynurenin contents were remarkably high compared to ddY mice.

Although brain Tyr content did not differ between the three groups, the dopamine contents 

in the cerebral cortex, hypothalamus and striatum of El (+) mice were lower than those in 

MY mice, and those in the cerebral cortex and striatum of El (+) mice were higher than those 

in El (-) mice. The norepinephrine contents did not differ between El (-) and ddY mice, but 

some brain regions of El (+) mice had higher levels. The content of 3-methoxy-4

hydroxyphenylglycol of El (-) mice was lower, and in El (+) mice was lowest in 7 brain 

regions. The tyramine contents in El (-) or (+) mice brains were higher than those in ddY 

mice, except in the midbrain of El (+) mice.

These data, suggest a possible genetic metabolic abnormality of Try and Tyr in the brains 

of El mice.


