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E l 一 マ ウ ス に お け る バ ル ブ ロ 酸 の 抗け い れ ん 作用 と脳内

γ ア ミ ノ 酪酸 ･ ア ス パ ラ ギ ン 酸 ･ グ ル タ ミ ン

酸濃度 に及 ぼ す影響

金沢大学医学部小児科学教室 (主任: 谷 口 局数授)

村 田 祐

( 昭和58 年 3 月2 5 日受付)

けい れ ん系の E ト マ ウ ス を使 い
,

パ ル プ ロ 酸(以下 V P A と 略) の抗 けい れ ん性機序 を明らか に す る

為,
脳内 γ ア ミ ノ 酪酸(以下 G A B A と略) , ア ス パ ラギン 酸, グ ル タ ミ ン 酸濃度 に及ぼ す効果を評価 した .

対照と して
, 脳 内 G A B A 濃度 を増加 させ て抗 け い れ ん作用 をな す こ と が知 ら れ て い る ア ミ ノ オ キ シ 酢 酸

( 以下 A O A A と略) の 効果を評価 した .
バ ラ ン ス を崩す 姿勢刺激

,
す な わ ち何回 か の

,
1 5 ～ 2 0 c m 空中に

放 り上 げ る こ と に よ り , 生 後 12 ～ 1 3 適 齢 の E ト マ ウ ス は け い れ ん を お こ す . V P A 2 5 0 m g/ k g ま た は

A O A A 2 0 m g/ k g を腹腔内注射 の後 に
, 放り上 げ刺激に 対す る反応の評価 と脳内 G A B A

,
ア ス パ ラギ ン 酸,

グ) L, タ ミ ン 酸を測定 した . 小脳 を除い た脳 は液体窒素中で凍結 し
,
溶 ける前 に す ばや く とり 出した . G A B A

,
アス パ ラギ ン酸, グル タ ミ ン 酸の濃度 は酵素法に よ っ て測 っ た .

V P A (2 5 0 m g/ k g) の投与は, E l
-

マ ウ

ス を放 り上げ刺激 に よ る け い れ ん か ら
, 注射後15 分か ら90 分 にわ た り 阻止 した

.
こ の 期間中, 脳 内ア ス

パ ラ ギ ン 酸濃度 は 2 JL m Ol/ g 湿重量以下に 減少 して い た . 対照的 に, 脳内 G A B A 濃度 は
,

V P A 注射後 15

分値で は変化が な か っ た . し か し注射後 30 分値 で ピ ー

ク レ ベ ル に 増加 した . 3 耳 m Ol/ g 湿重量は越 え なか

っ た
.
ア ス パ ラ ギ ン 酸と G A B A の 両 レ ベ ル は V P A 注射 の 6 時間以 内に 治療前の レ ベ ル 約 3 . 3 JL m Ol/g と

2 . 2 〟 m Ol/ g 湿重量に も ど っ た . し か し , V P A 投与 は脳内グル タ ミ ン 酸濃度 に 有意な変化をお こ さ なか っ

た . 放 り上 げによ る けい れ ん は
,

A O A A (2 0 m g/ k g) 注射後 90 分か ら6 時間 にわ たり完全に阻止 された .

その 期 間 中, 脳 内 G A B A 濃度は 4 JL m Ol/ g 湿重量以上 に増加 した
.

こ れ らの結果 は E l -

マ ウス に お け る

けい れ ん阻止 に 必要と 思わ れ る脳内濃度 は
,

G A B A で は 4 JL m O l/ g 湿重量以上, ア ス パ ラ ギン 酸 で は 2

〟 m Ol/ g 湿重量以下 を示 し てい た . そ れ故
,
V P A 投与 に お け る E l- マ ウス の けい れ ん抑制 は

, 脳内 G A B A

濃度の 増加 よ りも ア ス パ ラ ギ ン 酸濃度減少に よ り強く依存 して い る と考 えた
.

B y w o r d s E l m o u s e
,
A s p a r ti c a cid

,
γ

- A m i n o b u t y ri c a cid , V alp r oi c a cid .

バ ル ブ ロ 酸(以下 V P A と略) は
,

は じめ溶剤と して

使われ て い た が , 1 9 6 3 年 M e u n i e r
l)
ら に より抗 け い れ

ん作用 が発見さ れ た . 現在難治性の 小発作 て んか ん群

を はじめ と して
,
大発作, 純粋小発作 等と広範 に使 わ

れ
, す ぐれた 抗け い れ ん作用 を示 して い る

2 ト 6)

そ の抗 けい れ ん作 用 は抑制性神経伝達物 質の γ
-

ア

ミ ノ酪酸( 以下 G A B A と略) の 脳 内濃度増加作用 に よ

るも の と 考えら れ て い る
7)

.
しか し

, 治療域で の使用量

で は脳 内 G A B A 濃度の 増加は 充分で な い と い う . 近

年
, 興奮性神経伝達物質の ア ス パ ラギ ン 酸の 脳内濃度

を減少させ る作用も報告さ れ て い る
8) 9)

.

そ こ で
, 著者は V P A の抗 けい れ ん作用の 機序 を解

析す る 為, 放 り上げ刺激 に よ り人間の 大発作と よく似

た発作 を お こ す こ とが 知 られ て い る,
E l- マ ウ ス

1 0) に

V P A を腹腔内注射 した . そ して
,
そ の 脳内 G A B A

,
ア

ス パ ラ ギ ン 酸, グル タ ミ ン 酸漉度の 変化 を調 べ た .

V P A の 脳 内 ア ス パ ラ ギ ン 酸濃度減少作用 が ,
そ の抗

け い れ ん作用 とよ く相関す る こ と を見 出した
.

材 料 と 方 法

E ff e c t s of V a lp r oic A cid o n S ei z u r e T h r e sh old s a n d B r a in C o n c e n t r ati o n s of γ
- A m i n o -

b u t y ric A cid
,
A s p a r ti c a cid a n d G lu t a m i c a cid i n E l m o u s e . Y u ic h i M u r a t a

,
D e p a rt -

m e n t of P e di a t ri c s , ( D i r e ct o r: P r of . N . T a n ig u ch i) , S c h o ol of M e d icin e , K a n a z a w a U n i -

V e r Sit y .
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E l -

マ ウ ス は
,
1 9 5 4 年に 発見さ れ

,
1 9 5 9 年 に国立予

防衛生研究所の 今泉に よ り
,

当初 e p
-

マ ウ ス と して 報

告され た特殊系 マ ウ ス で あ る .
1 9 6 4 年に 国際登録 に よ

り E ト マ ウ ス と命名さ れ た
.

この マ ウ ス は外観上 , 他の

健 常な ヤ ウス と は変ら ない が, 生後 8 週以 降頃よ り
,

平衡感覚 を失わせ る 様な刺激に よ り容易 に 痙攣が 誘発

され る よう に な る
.
しか も痙撃に よ り死 ぬ こ と は な い

.

今回 の 実験 に は,
こ の El -

マ ウ ス の F 7 8 ～ F 8 0 で
,
週

齢 12 ～ 1 3 週の も の を雌雄 関係 な く 使用 した . 2 8 日齢

まで は, その 匹数 に か か わ らず同 一 ケ ー ジ 内に
, 同 一

腹の 仔と母親 とと も に 飼育 した
.
2 9 日齢 以降 は親か ら

離 し て, 雌雄別々 と し, 1 ケ
ー

ジ内 に 3 ～ 5 匹の 飼育

数 と した . 飼育条件は, 温度2 3 ± 2
0

C , 湿度68 % , 人

工照明 (明期 : 6 ～ 1 8 時 , 暗期 : 18 ～ 6 時) と し た .

実験 は 14 ～ 2 4 時の 間に 行っ た .

第 5 週齢日 よ り , 週 1 回 の放 り 上 げ刺激 を行い
, 容

易に 発作 をお こ すよ う に した
. 痩攣発作 を簡単に記述

す る と
, 以下の よう に 経過す る .

マ ウ ス を上 下に 軽く

放り 上 げる と ピグ ピ クと い う 動作と と も に
,

チ ュ ッ チ

エ ッ
… … と疇泣 して突然横転す る

.
次い で強直性痙攣

期 ,
間代性痩攣期を経て 回復 して い く .

こ れ以外で 途

中で とん坐 す るも の は不完全発作 と した
.

V P A は鐘紡株式会社よ り 原末の 提供 を受 け た . 原

発 を生理 食塩 水で 0 . 3 ～ 0 .4 m l が 約 25 0 m g/ k g に な

る よ う に 調整 し, E ト マ ウ ス の腹腔内に 注射 した .

一

方,
G A B A ト ラ ン ス ア ミ ナ

ー

ゼ を選択 的 に 阻害

し, 脳 内 G A B A 濃度の み を増加 させ る こ と が知 ら れ

て い る ア ミ ノ オ キ シ 酢酸( 以 下 A O A A と略) 1 1)
を

,
脳

内 G A B A 濃度の み を増加 させ た場合 の抗 け い れ ん作

用 を知る ため の対照と した . そ して
, 約 20 m g/ k g を腹

腔内注射 した
.

各薬物 の注射 前,
注射後 1 5 分, 3 0 分 ,

6 0 分 ,
9 0 分 ,

1 2 0 分 ,
6 時間の 各々 の 時間に

,
5 0 回 の 放 り上 げ刺激

(高さ 10 ～ 2 0 c m 位) を行っ た . 刺激 の直後
,

ま た は ,

け い れ ん発作 をお こ した 時は 間代性痙撃期か ら そ の 直

後 に か け て断頭 し, 液体窒素 申で凍結 した
. 同時 に 断

頭部 より ヘ パ リ ン採血 を した . 脳 は凍結 して い る 間に
,

速 や か に 小脳 と臭球を除い た 全脳 を と り出 して 測定 し

た . 脳重量は 270 m g 前後 で あ っ た
.

抽 出は 3 M
一 過塩素酸 で ホモ ジナイ ズ し

,
3

,
0 0 0 G ,

1 5 分間遠心 した . その 後, 上清 を2 M - K H C O 3 で p H

6 ～ 7 に 調整 し
,
1 時間, 水冷静置の 後 10

,
0 0 0 G

,
1 0 分

間遠心 し た
.
そ の上清 を測定 ま で

,

-

20
0

C で凍結保存 し

た . 血祭 も同様 に 保存 した .

血柴中 の V P A 濃度 は 酵素免 疫法 の E M I T 法 で 測

定 した
. 脳 内 G A B A

,
アス パ ラ ギ ン 酸, グル タ ミ ン 酸

は, こ れ らの ア ミ ノ酸 の代謝 と関与 す る酵素反応 を利

用 した
"

酵素的微曇測定法
' '

に よ っ て測 っ た . すな わ

ち, 加藤 尚彦1 2)
と G r a h a m

1 3) ら の方法 を
一 部改変して

測定 した
.

ま ず G A B A は , 過 剰羞 の α
- ケ ト グ ル タ ル 酸と

N A D P
+
の 存在下 で G A B A を下記 の 2 つ の 反 応に よ

り N A D P H に 転換 し
,

そ の 螢光を測 定す る 方法で あ

る
.

(1) G A B A 十
二
α

- ケ トグ ル タ ル 酸
トラ ン スアミナ ー

ゼ

コ

㌫
ク

警三;孟:‡;ニニ…:‡孟諾+ 些 墜墜

コ ハ ク 酸 + N A D P H + H
+

反応液 と して ,
ピロ リ ン 酸塩綬衝液( 0 . 1 M

, p H 8 .4)

3 m l , G A B A S E[0 . 0 7 5 M
-

リ ン酸緩衝液 に 25 % ( v / v)

グリ セ ロ ー ル を含む も の に 1 単位/ m l の割合 に 溶解]

0 . 5 m l
,

N A D P
+ (1 m M / L

, p H 7 . 0) 0 . 5 m l
,

αM ケト

グル タ ミ ン 酸(60 m M / L
, p H 7 . 0) 0 . 5 m l ,

0 ･ 4 % 2- メ

ル カ プ ト エ タ ノ
ー ル 0 . 5 m l の 混合液 を調整す る

.
この

反 応液 50 〝1 と 試料 100 /Jl と を 混合 し
,

室温で 45 分

間反 応 させ た後
,

0
0

C で 1 N - N a O H l O JL l を加 えて
,

6 0
0

C で 15 分間温 浴 に よ り ,
N A D P H を保存 し て 基質

を破壊 す る
.

そ の 後,
O

O

C で 0 . 0 3 % H 2 0 2- 9 N
-

N a O H

3 2 0 ノJl を加 え, 6げC で 1 0 分間温浴 し
, 弓卓ア ル カリ によ

る螢光増加 を した後,
日立204 形分光け い 光光度計に

よ り
,
3 4 0 m 〟 の波長 で励起 し, 4 5 0 m 〟 で 測定した .

ア ス パ ラ ギ ン 酸は
, 過剰量 の α- ケ ト グ ル タ ル 酸と

N A D H の 存在下 に
,

下記の 2 つ の 反応 に よ り ア ス パ

ラ ギ ン酸 を N A D
+ に 転換 し, そ の 螢光 を測定する方法

で あ る
. ト ラ ン ス

(1) ア ス パ ラ ギ ン 酸十 α- ケ ト グル タ ル 酸乙主土二皇

オ キ ザ ル 酢酸 + グル タ ミ ン 酸

(2) オ キ ザ ル 酢酸 + N A D H + Ⅲ
+
脱水素酵素

ら リ ン

ゴ 酸 + N A D
+

反応液は
,
2 0 0 m M -

イ ミ ダ ゾ ー ル 塩 酸 ( p H 7 . 0) 3

m l
,

α
- ケ トグ ル タ ミ ン 酸(60 m M / L , p H 7 .0) 0 ,5 m l

,

N A D H ( 1 m M / L) 0 . 5 m l , G O T ( 2 m g/ m l) 1 0 0 〟1 ,

リ ン ゴ 酸脱水素 酵素(5 m g/ m l) 2 0 / バ,
0 .4 % 2- メ ル カ

プ ト エ タ ノ
ー ル 0 . 5 m l を 調整す る . こ の 反応液50 〟l

と試料 50 /∠1 と を混合 し, 室温 で 4 5 分間反応 させ る .

そ の後,
O

O

C で 1 N- H Cl l O JLl を加 え
,

室温で 30 分間

放置 す る
.
す な わ ち N A D

+
を保存 し

,
基質 を破壊する .

そ の 後 再 び 0
0

C 中 で 9 N - N a O H 2 0 0 /Jl を 加 え て ,

38
0

C 30 分間温浴 で 螢光増加 を行う
.
その 後, 3 4 0 m 〟 で

励起 し
,
4 5 0 m /J で測定す る .

グ ル タ ミ ン酸 は, 過剰量 の N A D
十
の 存在下で グ ルタ

ミ ン 酸 を下記 の反応 に よ り N A D Il に転 換 し, その 螢

光

芸警誓て:慧志望こ迩 準璽α_ ケ ト グ ル タ ル



バ ル ブ ロ 酸の 抗け い れ ん機序 に 関 して

酸+ N H 3 + N A D H 十 H
+

反応液と して,
2 0 0 m M

-

ト リ ス塩 酸緩衝液( p H 8 ･4)

2 . 5 m l
,

N A D
+ (1 5 m g/ 5 m l 緩衝液) 1 ･O m l

,
A D P ( 26

m g/ 5 m l 綬衝 液) 0 ･ 5 m l , グル タ ミ ン 酸脱 水素酵素(10

m g/ m l) 0 ･ 4 5 m l
,

0 ･4 % 2- メ ル カ プ ト ユ タ ノ ー

ノレ0 ･5

m l の 混合液 を調整 す る
.

こ の 反応液 50 〟1 と 試料 50

〟1 と を室温で 4 0 ～ 4 5 分間混 合反応 の後, 0
9

C 中で 1 N

-

N a O H 2 0 〟1 を加 え, 70
～ 8 0

0

C で 温浴す る こ と に よ

り,
N A D H を保存 し

,
基質を破壊す る . その 後,

0
0

C

[

∃

≡
○
⊃

ぎ
t

内

⊃
S

ェ
y

0 ,1 1 2 .5 5 7 .5 1 0

G A B A c o n c (Z n t r a tl o n

( × 灯
8

m o 川 0 0
〃l )

Fi g , 1 . R el a ti o n s hi p b e t w e e n 8 u o r e s c e n c e o f th e

N A D P 十

p r o d u c t p r o d u c e d f r o m th e c o n v e r si o n o f

N A D P H b y al k ali n e- p e r O X id e t r e a t m e n t a n d

G A B A l e v el s i n th e l X l O~ 1 0
t o l X l O

~ 8
m o l r a n g e .

0 .1 1 2 .5 5

A s p a rt at e c o n ⊂e nt ra ti o n

( X 灯㌦○ルと)
Fi g ･ 2

･ R el a ti o n s hi p b e t w e e n fl u o r e s c e n c e p r o d u ct

t o N A D +
i n st r o n g al k ali a n d a s p a rt a t e l e v el s i n

th e l x 1 0
- 1 0

t o 5 × 1 0- 9
m ol e r a n g e .

4 1 5

中で 0 .0 3 % H 2 0 2- 9 N
-

N a O H 20 0 Jバ を混合 し,
6 0

0

C

で 1 0 分間温浴に よ り螢光増加 を行う .
その 後,

3 4 0 m 〟

で励起 し,
4 5 0 m JJ で測定 した

.

な お測定成績 は
,

平均値 ± 標準偏差 で表わ し, 有意

差検定 に は
,

t テ ス ト法 を用 い た .

結 果

図 1
,

2
,

3 に 示 して あ る よう に
, 脳内 G A B A

,
ア

ス パ ラ ギ ン 酸,
グル タ ミ ン 酸濃度を測定す る為 に

, 既

知の 標 準試料 の吸光度 を測定 して標準曲線を得た . 抽

出した 試料は全て
,

こ の標準曲線内に 入 っ て い た .

E l
-

マ ウ ス の けい れ ん 発作 は ,
V P A 約25 0 m g/ k g

注射の 後
,
5 0 回放 り上 げ刺激に もか か わ らず, 注射後

15 分か ら 90 分 に か けて 抑制さ れ た
.

しか し12 0 分以

降は抑制 さ れ なか っ た .

一 方 A O A A 約 20 m g/ k g 注

射群 で は 30 分後 より, け い れ ん発作の 域値の 上昇 がみ

られ た . 90 分以降 は50 回の 放 り上 げ刺激 に もか かわ

ら ず
, 発作は抑制さ れ た .

V P A 2 5 0 m g/k g 注射後の 血 祭中 V P A 濃度( 図4)

は 15 分後に 558 ±97 JJ g/ m l と 急激 に 上昇 し た
.

3 0 分

後も 540 ±1 3 4 JJ g/ m l と , ほ ぼ同
一

レ ベ ル を保 ち
,
そ の

後減少 し た . 6 時間後 に は, 血祭中か らは検 出で き な

か っ た . 発作 と血祭 中の V P A レ ベ ル と の 関係を み る

と
, 血集中の V P A 濃度が

, 約 17 0 /J g/ m l 以 上 で 発作

は抑制され て い た .

脳内 G A B A 濃度 (図 5) は 注射前の コ ン トロ ー ル群

で 2 . 2 4 ±0 . 2 7 ル m Ol/ g 湿 重量 で あ っ た . 注射後 15 分

値 で は 2 . 12 ±0 . 1 7 / J m O l/ g 湿 重量 と変化 し なか っ た .

0 .1 1 2 .5 5 7 .5

G Lut a m a t c c o n c e nt r atio n

( × 灯
9

m oし′
〃
L)

Fi g . 3 . R el a ti o n sh i p b e t w e e n N A D H fl u o r e s e n c e

a n d gl u t a m a t e l e v el s i n th e l X l O
- 1 0

t o 7 .5 ×1 0
~ 9

m ol e r a n g e .
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3 0 分後 に は 2 .8 0 ±0 . 2 7 ノJ m Ol/ g 湿重 量 と有意 に 増 加

した . そ の 後 120 分値 で 減少 した が
,

6 時間後 に は

2 . 25 ±0 . 7 1 JJ m O l/ g 湿重量 と コ ン ト ロ
ー ル 備 に 復 し

てい た
.

一 方, 脳 内ア ス パ ラ ギン 酸濃 度は コ ン ト ロ
ー
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0
,
B r ai n a s p a rt a t e ; ●

,
B r a in gl u t a m a t e

ル 値 が 3 . 28 ±0 . 6 8 JJ m O l/g 湿重量 で あ っ た
. 注射後

15 分値 で は 1 . 9 1 ±0 .2 1 /J m Ol/ g 湿重 量 と 有意 に 減少

し, 3 0 分,
6 0 分値と も ほぼ 一 定最低値 を保 っ た . その

後増加 し
,

12 0 分値で ほぼ コ ン トロ
ー

ル 備 に 復し てい

た . 脳 内 グ ル タ ミ ン 酸 濃 度 は,
コ ン ト ロ

ー ル 傾 が

18 . 1 ±3 . 8 〟 m O l/ g 湿 重量 で あ っ た
. 経 時的 に は有意

な変化 はみ なか っ た (図 6) .

け い れ ん 発作 の有無 と脳内 G A B A
, ア ス パ ラ ギ ン酸

濃度 と の 関係 を み た もの が 図7 で あ る
. 脳 内 G A B A

濃度 は 1 ～ 3 〃 m O l/ g 湿重量 の範囲内 で 変動 し てい る .

発作 の無 い 群で や や 高い 傾向が ある が
,
G A B A が高く

て も発作 を お こ して い る例も ある .

一 方
,

脳内ア スパ

ラギ ン 酸 濃度 は約 1 ～ 4 / 〃 n Ol/ g 湿 重量 の範 囲内で 変

動 して い る
. 発作の 無い 群 で は

, 発作群 に 比 べ て明ら

か に低 濃度 で あ る . しか も
,

そ の 溝度 が 約 2 〟m Ol/g

湿 重量 以下 で は発作 をお こ して はい な い
.

次い で A O A A 20 m g / k g 注射群で の変 化 をみ ると,

脳内 ア ス パ ラ ギ ン酸濃度と グ ル タ ミ ン酸 濃度 とは共に

有意 な変動 を しなか っ た ( 図8 ) . 脳 内 G A B A 濃度は

次 第 に 増 加 し た . 注 射 後30 分 値 で は 3 .1 2 ±0 .2 0

〟 m Ol/ g 湿重 量 と有意 に 増加 した (図 9) . 同時 に発作

開 値 の 上 昇 も 観 察 し た . 9 0 分 値 で は 3 .9 9 ±0 .2 5

〃 m Ol/ g 湿重量 と コ ン トロ
ー ル 値の 2 倍 弱と な り ,

そ

の 後 も増加 した . 発作 は完全に 抑制 され て い た . 発作
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i nj e c ti o n o f A O A A (2 0 m g/ k g) .
●

,
a tt a C k p o si ･

ti v e ; ○
,

a tt a C k n e g a ti v e

抑制時 の 脳内 G A B A 濃度 は 4 F L m O l/ g 湿 重量以上 で

あ っ た (図10) .

血 祭中 V P A レ ベ ル と脳 内アス パ ラ ギ ン 酸濃度と の

関係をみ た のが 図1 1 で ある
.

V P A レ ベ ル の増加に 従

い 脳内ア ス パ ラギ ン酸濃度は減少 して い る
.

つ ま り ,

V P A 濃度が 300 J L g/ m l まで は 急速 に 減少 し
,

そ れ 以

上 で は減少程度は少 な い よ う で ある
. 脳内 G A B A , グ

ル タ ミ ン 酸濃度に は
, 明瞭な関係は み ら れ なか っ た .

考 察

現在, さま ざ ま な抗て ん か ん薬が 臨床応用 さ れ
, て

んか んの 治療を容易 に して い る
. しか し , それ ら抗 て

んか ん剤の 作用機序 に つ い て はま だ 充分に は解明さ れ

て い ない
. その 作用 機序の解明は

,
大 き く 2 つ に 大別

され るだ ろう . その
一

つ は
, 実験て ん か ん動物の電気

生理学的レ ベ ル
, も しく は可能で あ れ が単 一 ニ ュ

ー

ロ

ン レ ベ ル での 作用 機序の 解明 で ある . もう
一

つ は
, 生

化学的
,
つ ま り分子 レ ベ ル での 作 用機序の 解明で あ る .

それ らに は
,

エ ネ ル ギ
ー

代謝, 電解質代謝, ア セ チ ル

コ リ ン代謝, ア ミ ノ 酸お よ びア ミ ン 代謝等, 多岐に わ
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F i g . 1 1 . R el a ti o n s h i p o f b r ai n a s p a rt a t e c o n c e n tr a
･

ti o n s t o pl a s m a V P A c o n c e n t r a ti o n s . S h a d ed

a r e a i s m e a n ±S D o f p r e t r e a t m e n t v al u e .

た っ て い る
. 今 回の研究で は, 後者の ア ミノ酸代謝に

焦点 をあて た .

脳の 全遊離 ア ミノ酸 のな か で グル タ ミ ン酸が 最も 高

濃度で ある . グル タ ミ ン 酸と代謝的に密接に 関係 して

い る グル タ ミ ン
, ア ス パ ラ ギン酸,

お よび G A B A を合

わ せ る と , 脳 の全遊離ア ミノ 酸の 70% 近く を こ の 4 つ

の ア ミ ノ酸が 占めて い る .
こ の割合 は,

い ろ い ろな晴

乳動物で 共通に み られ る
1 4)

.
こ のうち, G A B A は主要

な抑制性神経伝達物質で ある
.

グル タ ミ ン酸, ア ス パ

ラ ギ ン 酸は それ ぞれ興奮性神経伝達物質と して知られ

て い る .

一 方
,

グル タ ミ ン に は神経伝達物質 と して の

働 き はな い
. その 他, 含有量 の多い ア ミノ酸 と して は

タ ウ リ ン
,

グ リ シ ン お よび N -

ア セ チ ル アス パ ラ ギ ン

酸が ある
. タ ウ リ ン の大脳皮質, 脳幹で の抑制作 用は

G A B A に 比 べ て はる か に 弱い
.

一 方
,
グリ シ ン は 哺乳

動物の 脊髄 と脳幹で抑制的に働く ら しい と し か判 っ て

は い な い
.
N -

アセ チ ル ア ス パ ラギ ン酸 は神経細胞 のイ

オ ン 平衡 の維持 に 関与 して る とい う可能性が 考え られ

て い る .
こ れ ら の こ と か ら

, 遊離 ア ミ ノ 酸 中 で は
,

G A B A
,

グ ル タ ミ ン 酸, アス パ ラギン 酸が神経伝達物

質 と して よ り重要な位置 に あると考 え られ る . そ こ で
,

著者は V P A の 作用 機序 を考 える上 で
, 小脳, 臭球 を除

い た 全脳 中の G A B A
, ア ス パ ラ ギン 酸,

グ)t/ タ ミ ン 酸

に つ い て分析 した
.

従来,
ア ミ ノ 酸分析 に 使用 され て 来た

,
ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ー 法 は

, 個 々の ア ミ ノ 酸の ピ ー

クが 重な り分離

が 不充分 な場合があ っ た
.

しか し
, 今回使周 した 酵素

的微量測定法は
, 測定す る物質の アミ ノ酸代謝 に 関与

す る特別 な酵素反応 を利用す る 為, 特異性が高 く
,

し

か も簡単 で ,

一

度 に 大量に 測定で き る13)
.

こ れ まで の V P A の作用機序 に つ い て の研 究の 大部

分は
,
脳 内 G A B A 濃度 に 関す るも ので あ っ た . それ ら

の研 究で は , 脳 内 G A B A 濃度の 増加 は抗 け い れ ん作
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用の 発現 と作用 時期 と に よ く 相関 し て い る と い う .

G o d i n
7)
は 1 9 6 9 年に その 効果 に つ い て は じめ て 報告し

て い る
.

それ に よる と
,
ウイ ス タ

ー 系の ラ ッ トに V P A

4 0 0 m g/ k g を腹腔内注射 を した と こ ろ,
1 時間後の 脳

内 G A B A 洩度は約 60 % 増加 した と い う
.
V P A は こ の

G A B A を生成お よ び 分解す る の に 必要な 酵素 に 影響

を与え る とい う . G A B A 分解酵素である G A B A トラ

ン ス ア ミ ナ ー ゼ に 対す る V P A の 抑制作用 は
,

生成酵

素で あ る グ ル タ ミ ン 酸脱炭酸酵素に 与 え られ る抑制作

用 より もか な り 強力で あ る
15)

. それ 故, 脳内 G A B A 濃

度の 増加が お こ る と考え られ る .

Ci e s el s k i
16)

ら は聴原発作 マ ウ ス を使 っ た 研究 か ら,

V P A 4 0 0 m g/ k g 投与 に よ り マ ウ ス は
,

2 時間 に わ た

り完全に 音刺激に よ る発作 が抑制さ れ る こ と を報告 し

て い る .
こ の 時の脳内 G A B A 濃度は, 最高 に 増加 した

時点 で コ ン ト ロ ー ル よ り 60 % 増加 して い た とい う
.

Si m l e r
1 7) ら は V P A の G A B A ト ラ ン ス ア ミ ナ

ー

ゼ

抑制 は競合作用 に よ る もの だ と い う . V P A の G A B A

濃度増加 に 関する研究 は
,
G A B A を調節す る他の 酵素

につ い ても な され て い る .
コ ハ ク酸 セ ミ ア ル デ ヒ ドロ

ゲナ
ー ゼ は

, 5 お よび 10 m M の V P A で 有意 に 抑制さ

れ る
1 8)

. A n l e z a r k
1 9)2 0)ら に よ る と

,
5 m M の V P A は コ

ハ ク酸 デ ヒ ドロ ゲナ
ー

ゼ を 90 % 抑制す る と い う .
こ の

レ ベ ル は マ ウ ス に 60 0 m g/ k g の V P A を投 与 し た 量

に 相当す る
.

F ol e r ら
2 1)

は 生 体 中で の V P A の 脳 内 G A B A 濃 度

増加に よる抗 け い れ ん作用 を疑問視 して い る
.

つ まり

生体中で は G A B A ト ラ ン ス ア ミ ナ
ー

ゼの 抑制作用 は

弱い こ と を見い 出して い る .

イ ソ ニ ア ジ ッ ド に よ っ て お こ る 発作 と脳 内 G A B A

濃度減少 の両者は, V P A の 投与 に より 阻止 され る .
つ

ま り ,
L 6 s c h e r と F r e y

2 2)
は ジ アゼ パ ン

,
エ トサ ク シ マ

イ ド
,

トリ メ サ ジオ ン
,
V P A は

,
イ ソ ニ ア ジ ッ ドに よ

る G A B A 減少と グ ル タ ミ ン 酸脱炭 素酵素 の 抑制 に 対

抗す る こ と を報告して1 ) る .

一 方, A O A A と ユ タ ノ ラ

ミ ン
ー

0
一

硫酸塩 は G A B A ト ラ ン ス ア ミ ナ
ー

ゼ の 強力

な抑制剤で あり , 適量で は抗 け い れ ん作用 を持 つ
. そ

して
,

V P A 以 上 に 脳 内 G A B A 漉 度 を増加 さ せ る .

A O A A で 治療 した ネズ ミ で は
,

コ バ ル ト巣 で G A B A

濃度 は増加 し
, 同 じ こ とが V P A 治療で も み ら れ る と

い う
2 3)

. 脳波の部分稀波は A O A A 投与で 減少す るが ,

V P A 投与 で は減少しな い と い う . A O A A の 投与量 を

増加 して い く と
,
脳 内 G A B A 濃度 も増加 して い く

,
し

か し抗け い れ ん作用 は不明確 に な っ て い くと い う . そ

れ故, 抗け い れ ん作用 を脳 内 G A B A 濃度 の 増加 の み

に もと め る に は疑問が 残る
.

V P A は実験動物 の脳 内 G A B A 濃度 を増加さ せ る .

そ し て
,

その 増 加は抗 け い れ ん作用 期間 に か な りよく

相関 して い る こ と は疑 い の ない 事実 で あ る . し かし ,

抗け い れ ん 作用 の 発現時期と 脳 内 G A B A 濃度増加に
,

つ い て厳密 に み た も の は手許の 文献 に は な い
.

つ ま り
,

脳内 G A B A 濃度の 増加が どの 程度以 上 に な る と抗け

い れ ん作用 を示 すの か を対照 を たて て報 告し てある も

の はな い
.

また
, 多く の 報告は V P A 注射後 30 分以降

の 脳 内 G A B A 濃度の 変化 をみ て い て
, そ れ 以 前の も

の に つ い て は ふ れ て い な い
.

ふ れ て あ っ て も 脳内

G A B A 濃度の増加 は少な い
.

それ ゆ え
,
抗け い れ ん作

用 の 発現磯 序 と V P A に よ る脳 内 G A B A 濃度 の 増加

時期 と は 一 致 して い な い
.

G A B A を増加させ るた めに 必 要な V P A の 童は
, 人

間の抗 て んか ん 薬と し ての 使用 量 に 比 べ る と か なり多

い
. 人 間で は V P A の 治療有効血 中濃度は50 ～ 10 0 〟g

/ m l とい わ れ
2 4)

,
3 0 ～ 5 0 m g/ k g/ 日 を使用 する . 今回の

実験 で は E ト マ ウ ス の 発作 を阻止 す る の に 必 要な血中

V P A 濃度は 17 0 ノノg/ m l 以 上 で あ っ た . しか も
,
その 出

で は脳 内 G A B A 濃度の 増加 は大き く な か っ た . ま た
,

ペ ン チ レ ン テ ト ラ ゾ ー ル に よ りひ き お こ され る 強直発

作 を阻止 す る の に 必 要な V P A の 基 ( E D 5 ｡
: 1 20 m g/

k g i . p .) で は脳内 G A B A 濃度 に 変化を 与え な い と い

う .

V P A の 抗 け い れ ん 剤と し て の
一 般治 療崖 を使用 し

た後, V P A の 脳 内も し く は髄 液中濃度 が 5 ～ 1 0 m M

で あ っ たと の報 告は人 間と 実験動物 で は な い
.

それ ゆ

え,
V P A が 脳 内 G A B A 濃 度 を 変 化 さ せ る 程 の

G A B A ト ラ ン ス ア ミ ナ
ー

ゼ , また は ,
コ ハ ク酸 セ ミ ア

ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ を抑制す る と い う 可 能性 は低しゝと

考 え る
.

今 回 の著者の 実験 で は, E ト マ ウ ス に V P A を従来の

投与量 よ り少な い 約 250 m g/ k g を腹腔 内注射し た
.
そ

の 結果, 従来の よ う に脳 内 G A B A 濃度 の 増加 をみ た

が, 増加程度 は充分と は い えな か っ た . し か し,
これ

ま で の 実験 で は見落さ れ て い た と 考え ら れる アス パ ラ

ギ ン 酸の 脳内濃度の 低下が V P A の 抗 け い れ ん作用と

よ く 相関す る こ と を見 い 出し た .
つ ま り ,

V P A 約25 0

m g/ k g 腹腔内注射の 15 分後 で け い れ ん 発作 が抑制さ

れ た時点 で は , まだ 脳内 G A B A 濃度 が 増加 し て い な

く て , ア ス パ ラ ギ ン 酸濃度 が有意に 減 少し て い た
.

そ

の 後も 発作抑制時期 に-
一

致 し て
,

ア ス パ ラ ギ ン 酸濃度

が 約 2 / 皿 0 1/ g 湿重 墨 以 下 と 減少し て い た .

さ ら に , 測定 し た 3 種の ア ミ ノ 酸の う ち脳 内 G A B A

濃度の み を増加 させ る た め
,
A O A A 約 20 m g/ k g を注

射 した .
つ ま り

,
V P A の 脳 内 G A B A 濃度の 増加とそ

の 抗 け い れ ん作 用程度 を知る為 の 対照 と した .

そ の 結 果,
A O A A 注 射 で

, 脳 内 G A B A 濃 度 が3



パ ル プ ロ 酸の 抗 けい れ ん機序に 関 して

〟m Ol/ g 湿 重出 以上 で 発 作闇値の 上 昇を み た
. 発作の

完全抑制が み られ た の は
, 脳内 G A B A 濃度が 4 /` m Ol

/ g 湿重 量以 上 の 時で あ っ た . しか し
,
V P A に よ る脳内

G A B A 濃度の 増加 は 3 FE m Ol/ g 湿重 出 を越 える こ と

はなか っ た .
つ ま り , V P A 2 5 0 m g/ k g 腹腔 内注射時の

脳内 G A B A 濃度増加作用 は
, け い れ ん発 作開催 の 上

昇をもた らす 程強く は な い と考 え られ る
.

これ ら の こ

とよ り,
E l- マ ウ ス に 対す る V P A の 抗 け い れ ん作用

は
, 従来, 他 の 動物 実験で 示 さ れ て 来 た よ う に 脳 内

G A B A 濃度増加作用 に よ る もの よ り も , 脳内ア ス パ ラ

ギ ン酸濃度減少作用 に よ る もの の 方が
,

よ り重要な因

子と考え た .

なお , E ト マ ウ ス に お け る
,

こ れ ら 3 種類の 神経伝達

物質に 及 ぼ す痙攣発作 との 関係 に つ い て は竹 内が 報告

してい る
2 5)

.
それ に よ る と ア ス パ ラ ギン 酸の み が 痙攣

発作の 直前か ら発作 中に か けて減少 した と い う . 他の

2 種類に は変化が な か っ たと い う . 今回 の 著者の 実験

で は発作直後 の もの よ り
,

V P A 注射 に よ り発 作が 抑

制され たも の の 方が脳 内ア ス パ ラ ギ ン 酸濃度は低か っ

た
.

そ れ ゆ え に
,

こ の 脳 内アス パ ラ ギ ン 酸濃度の低下

現 象は V P A の 作用 に よる もの と 考 える .

K u ki n o ら
8) に よ り

,
V P A の 脳内 ア ス パ ラ ギ ン 酸濃

度の 減少作用 が報告さ れ て い る
.

し か し
, 抗け い れ ん

作用 と の 関係 に つ い て は あ ま り 重 視 し て い な い
.

S ch e c h e r ら
9) は

,
D B A / 2 マ ウ ス に V P A 4 0 0 m g/ k g

を腹腔内注射 し て
, 経時的に 脳内 G A B A

,
ア ス パ ラ ギ

ン酸濃度 を測定 して い る . 同時に 音刺激 に よ る発作発

現 と抑制 とに つ い て 観察し てい る
.

その 結果, 発作抑

制の 開始時期 に
一 致 し て 脳内 G A B A 濃度 の 増加 と脳

内ア ス パ ラギ ン酸濃度の 減少 を観察 し て い る . しか し,

注射後 15 分値 の脳内 G A B A 濃度は変化 な く , 脳 内ア

スパ ラ ギン 酸濃度 は有意に 低下 して い る の に
, 抗 け い

れん作 軌 こ つ い て は記載 してい な い
. それ ゆ え, 脳内

G A B A 濃度 の 増加 と発作抑制開始時期が
d

致 す る か

に は疑問が残る .

ア ミ ノ酸以 外の 神経伝達物質 に 対 す る V P A の 作用

も重要 で ある . て ん か ん を含む種々 の 神経疾患で トリ

プトフ ァ ン 代謝異常が 示 唆 され て い る . 動物実験 で も
,

モ ノ ア ミ ン の
→

種の セ ロ トニ ン を枯渇さ せ ると 痩攣閥

値は低下し痙攣は お こ りや すく な る
.

ま た
,

セ ロ ト ニ

ン を上昇させ る と痙攣閲値は上 昇す る . 森 ら
2 6)

は , E l

- マ ウ ス に M E 4 8 6 と 5 セ ド ロ トリ プ ト フ ァ ン を投与

し
, 脳内セ ロ ト ニ ン を上 昇さ せ

,
そ の 時の E ト マ ウス の

発作頻度の 減少を報告 して い る . しか し経時的な 関連

性お よ び他の 神経伝達物質に つ い て は測 っ て い な い
.

-¶---
｣ 方

,
H o rt e n

2 7)
ら は

,
V P A 4 0 0 ～ 6 0 0 m g/ k g を D B A/

2 マ ウ ス に 投与 し
, 音刺激に よ る け い れ ん の 抑制 と脳

419

内 G A B A
,

ホ モ バ ニ リ ン 軌 5
- ヒ ド ロ キ シ イ ン ド ー

)t/

酸 ( セ ロ ト ニ ン の 終末代謝産物) 濃度と の 関係を みて

い る . そ の 結果
,
けい れ ん抑制 時期と脳 内 G A B A 濃度

増加 との 関連性 を強調 して い る が, 他 の 2 者に 関して

は増加 はみ ら れ たが
,

け い れ ん抑制時期 とは 関連が な

か っ た とい う . それ ゆ え, 今回 の 実験 で はセ ロ ト ニ ン

に 関し て検討 して い な い が, 支障 はな い と考 える .

W eit z
28)

ら は , 新生児の 重篤で 難治な けい れ ん で
, 髄

液中の ア ス パ ラ ギ ン 酸濃度が 正 常の 3 倍以上 に 増加 し

てい る例 を報告し てい る
. 他の ア ミ ノ酸 は正 常範囲内

で あ っ た
. 治療薬 は フ エ ノ バ ル ビタ ー ル ( 血 中濃度で

充分出) の 他,
ク ロ ナ ゼ パ ム

,
V P A を使用 して い るが

発作 は コ ン ト ロ
ー ル さ れ なか っ た . しか し , V P A の血

中濃度, その 後の 髄液中ア ス パ ラ ギン酸濃度に 関す る

記載は ない
. それ 故, 充分量の V P A 使用 に よる髄液中

の ア ス パ ラ ギ ン酸濃度の 変化 と痙攣闘値 との 関係 が今

後の 問題と して残 っ て い る .

従来の 研 究 で は V P A の 使 用 量が 400 m g/ k g 以 上

と か な り 大量に 使 わ れ て い た の に 比 べ
, 著者の V P A

使用量 は約 250 m g/k g と か な り少 ない 畳で あ っ た . そ

の 為
,
従来 強調 され て い た 脳内 G A B A 増加作用 と抗

けい れ ん作用 と の 関係が うす れ
,
見と お さ れ て い た脳

内ア ス パ ラ ギ ン酸濃度の 減少作用と抗け い れ ん作用 と

の 関係が 明 らか に な っ た と考 える
.

今 回の 実験で は小脳 , 臭球 を除く全脳 を使用 し
, 脳

の 各部位 に よ る検 討は し て い ない
. V P A の 作用 点 は

そ の 他の 実験に よ り , 脳幹網様体,
と く に 下行系に 対

す る鋭敏 は抑制作用 , 海馬, 扁桃体な どの辺 緑系に 対

す る強 い 抑制作用
, 脊髄 に 対す る抑制作用 が 知ら れて

い る
2 9)

. 今後 は こ れ らの 作用部位で の変動を確 か め る

必要が ある
.

結 論

E ト マ ウ ス を使 い
,

その脳 内 G A B A , アス パ ラ ギ ン

酸,
グ ル タ ミ ン 酸濃度 に お よ ぽ す V P A の作用 と抗 け

い れ ん 作用 に つ い て検 討 した . 脳内 G A B A 濃度の み

を増加させ る対照と して A O A A を用 い た.
そ の 結果,

①発作は V P A 群 では 注射 15 分後 か ら 90 分後 ま で抑

制さ れ た .
A O A A 群で は注射後30 分よ り発作閥億の

上 昇 を み た
. ②発作抑制 時の 血 祭 中 V P A 濃度 は 約

170 〟g/ m l 以 上 で あ っ た . ③ V P A 注射15 分後の 発作

抑制 をみ た 時点 で
, ア ス パ ラ ギ ン酸 は有意に 減少し て

い たが
,

G A B A
,

グル タ ミ ン酸 に は変化は なか っ た
.

④発作抑制 に 必要な脳 内濃度は, 各々, G A B A で は 4

〟 m Ol/ g 湿重 量( コ ン トロ ー ル の 1 . 6 倍) 以上
,

ア ス パ

ラ ギ ン 酸 で は 2 . O J( m Ol/ g 湿重 量 ( コ ン ト ロ
ー ル の

0 .6 倍) 以下と考 え られ たが , V P A に よる脳 内 G A B A



4 2 0

濃度の 増加 は 3 . 0 耳 m O l/ g 湿重量以下で あ っ た . 以上

よ り , V P A 約 25 0 m g/ k g 注射時の E l 一

マ ウ ス の発作

抑制作用は
, 脳内 G A B A 漉度増加に よ るよ りも, ア ス

パ ラギ ン 酸減少作用 が より 重要 な因子 と考 えた .
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