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キンドリング形成過程におけるグルタミン酸トランスポーター機能調節

因子 (GTRAP3-18)の機能解明とGABA合成能に関する研究

Thefunctionalroleofglutamatetransporterassociatedprotein (GTRAP3-18)

intheepileptogenesis

植 田 勇 人1),土 井 柘 l),中 島 曙 2),

徳 丸 潤3),鶴 紀 子1㌦石 田 康1)

要旨 :グルタミン酸-GABAシナプス伝達は再取 り込みによって調整されるため,各 トラ

ンスポーター機能はてんかん性病態における興奮一抑制系間の均衡に影響すると考えられ

る｡ グルタミン酸 トランスポー ター機能調整因子 (GTRAP3118)は,グルタミン酸 と

EAAC-1の結合性を制御する蛋白であ り,さらにEAAC-1経山でGABAニューロン内に取

り込まれるグルタミン酸からのGABA再合成を修飾 していることから,GTRAP3-18の役割

解明はてんかん研究において支持されてきた興奮系一抑制系間不均衡仮説の解釈を深めてい

くうえで, 重要なテーマであるoPTZキンドリング完成後には,GTRAP3-18発現低 卜の長

期持続が特徴的であったため,アンチセンス法を用いてGTRAP3-18ノックダウン操作を行

い,てんかん原性獲得 ･けいれん変化およびグルタミン酸 ･GABA動態を観察した｡その

結果GTRAP3-18ノックダウン群ではけいれん閥値の低下とキンドリングの早期完成ととも

に,海馬グルタミン酸 ･GABA濃度の基礎値上昇が観察された｡GABA基礎値 上昇は,

GTRAP3-18発現低 FによってEAAC-1経山のグルタミン酸再取 り込みが昂進 し,GABA合

成能が促進された帰結であると考察 した｡
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緒 看

グルタミン酸作動性興奮系シナプス伝達と

γ-アミノ酪酸 (GABA)作動性抑制系シナ

プス伝達間の不均衡仮説はてんかんの機序

解明を進める上で重要な作業仮説となってい

る1-4)｡ GABAはグルタミン酸を前駆物質とし

て再合成されるため,抑制系を担うGABA合

成能そのものが,グルタミン酸 トランスポー

ター機 能 に よって修飾 を受 けて い る5)｡

RothsteinJDらが行ったEAAC-1ノックダウ

ン実験でけいれん誘発現象が確認され,その

けいれん誘発の原因としてEAAC-1経由の

GABA再合成低下が提唱されてきた5)6)｡彼

らの研究はグルタミン酸一GABA系間の強力

な機能的linkageを示すものとして注 目に値

する｡ GABA合成能を左右する膜蛋白である

EAAC-1は,グルタミン酸 トランスポーター

機 能調整 因子 (Glutamatetransporter

associatedprotein;GTRAP3-18)により抑制

的に制御されている7)｡ GTRAP3-18はグルタ

ミン酸とEAAC-1の結合性を制御する蛋白で

あり,てんかん研究において支持されてきた

興奮系一抑制系間の不均衡を解釈 していくう

えでも,重要な蛋白である｡ 現時点でもてん

かん焦点および周囲組織の生化学的病理とし

てGABA抑制系を凌駕するグルタミン酸の機

能昂進で形成される均衡崩壊説が強く支持さ

れている｡ 本研究では,キンドリング形成に

おけるGTRAP3-18･グルタミン酸 ･GABA

関連蛋白の発現変化や,GTRAP3-18ノック

ダウンにおけるキンドリング形成の観察か

ら,キンドリング形成の背景にある興奮系一

抑制系間の不均衡説を再検討した｡

方 法

本実験は宮崎大学動物実験委員会 (承認番

号1998-158-8)の認可を得て行った｡

1.PTZキンドリンクとPTZ誘発全身けいれん

実験動物には 7週令のSD系雄性ラットを用

いて,実験 目的を遂げるために,PTZキンド

リングとPTZ誘発全身けいれんの二種類のモ

デルを用意した｡

1-1.PTZキンドリング ;PTZ (40mg/kg,

16mg/ml)を隔日,腹腔内投与 し,Becker,

A.8)による分類でstage5が連続2回出現 した

時点でキンドリング完成とした｡また同時に

PTZ投与時におけるけいれん出現潜時,けい

れん持続時間を計測した｡

1-2.PTZ誘発全身けいれん ;GTRAP3-18

ノックダウンによって海馬グルタミン酸 と

GABA濃度にどのような変化が生じているか

を観察するため,PTZ投与量50mg/ml腹腔内

投与を用いて,全身けいれんを誘発した｡

2.キンドリンク完成後におけるグルタミン

酸-GABAシナプス関連蛋白の発現変化

キンドリング完成後24時間, 4週間後に各ラ

ットから海馬を摘出し膜蛋白をSDS-PAGE上

に展開Lwesternblotを行った9)｡対照群に

は過令数をマッチングさせたsham操作ラッ

トを用意した｡海馬におけるけいれん準備性

獲 得 に 関す る解 析 対 象 蛋 白 と して は,

GLAST,GLT-1.EAAC-1のグルタミン酸 トラ

ンスポー ター,GABA トランスポー ター

CAT-1,-3およびglutamatedecarboxylase

(GAD65&67),Glu-Rl,-R2,NMDA-R1,

-R23のグルタミン酸受容体,GTRAP3-18の

発現解析を行った｡

3.GTRAP3-18ノックダウン操作

3-1.PTZキンドリング ;脳室注入用の26G

ガイドカニューレ先端を左側側脳室上部に慢

性留置 し,27G注入カニューレを用いて脳室

内投与を行った｡GTRAP3-18のノックダウ

ンに用いたオリゴ設定は,Lin,CLらの報告

に準 じた7)｡ GTRAP3-18に対するanti-sense

(5'-GAGCGGGGCAAGGGTTCA-31)を脳

室内に隔日投与,平行してPTZキンドリング

を行った｡対照群にはGTRAP3-18sense(5'-

GTGAÅcCTTGCCCGCTC-3')の脳室内

投与群を設定した｡オリゴ濃度は人工脳脊髄

液 (artificialcerebrospinalfluid;aCSF)で

5〟g/〟l(0.8mM)に調整 し,1.5〟lを1/ノ

1/minの速度で脳室内投与を行った｡投与時

期は,48時間毎でGTRAP3-18sense.anti-

senseをisoflurane麻酔下にて脳室内投与を行

った｡投与総回数はPTZキンドリング刺激開
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始前に4回,キンドリング刺激と平行して3

回,合計 7回行った｡後半 3回は,PTZ投与

3時間前に脳室内投与を行った｡

3-2.PTZ全身性けいれん ;海馬腹側部潅流

目的のマイクロダイアリーシス用ガイドカニ

ューレの慢性留置を追加 したのち,3-1の方

法に準 じたGTRAP3-18ノックダウンを行っ

た｡投与総回数は計 7回とした｡計 7回のオ

リゴ投与終了後,4mmのⅠ型プローブを急性

留置したのちaCSFを2時間潅流 した｡その

4

'
J

'
▲

-

a

a

q

s

a
Im

2
:

taS

0123456789101112 13

0 愈 I

Fig.1COntrO1 24hrs 4W

Kindlingdevelopmentandthesustained

seizurepronestateat4weeksafterthelast

PTZadministration.Datarepresentmean

+/-S.E‥

A
川

tO
J
ttTO

3-〇
%
0
0
T

Fig.2

B

t

eru｡
ご

.

S

OOT

GLAST CLT-1 EAACI CTRJU3118

□ controL E324hrs t 4W

0

1日
l

0

0

0

QC

′0

4

'
一

35

後,pTZ全身性けいれんを誘発 しけいれん段

階,潜時,持続時間を計測した｡その後,15

分毎にマイクロダイアリーシス試料を回収

し,OPA誘導体化後,HPLC-ECDでグルタ

ミン酸及びGABAのけいれん前後における濃

度を測定した10)｡

結 果

1.PTZキンドリンク

40mg/kgPTZのキンドリング操作では,図

1に示す過程でキンドリングが進行し,4週

間のキンドリング刺激休止期間を設けても,

全てのラットでstage5の再出現が確認され

た (Fig.1) ｡ 次に,無刺激群,キンドリング

完成24時間,4週間後が経過したラット海馬

を摘出し,westernblotを行った (Fig.2)0

2.PTZキン ドリンク完成後のグルタミン

酸-GABAシナプス関連蛋白の発現変化

キ ン ドリング完成24時間後の急性期,

GLAST,GLT-1,EAACl,CAT-1,GluR-1,

NMDA-Rlはともに発現上昇を示 し,その一

方でGTRAP3-18は発現低下を示 した｡GAT-

3とGluR-2は対照群 と同等の発現を示 した｡

完成24時間後発現上昇 を示 したGLAST,

GLT-1,EAACl,CAT-1,NMDA-Rlは4週

即
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Time-dependentchangesinexpressionsofglutamatetransporters(Fig.2A),glutamate

receptor(Fig.2B)andGABA transporters(Fig.2C)inthehippocampusofratswith

intracerebroventricularinjectionofsenseandanti-Senseoligonucleotidesrespectively.

Statisticalanalysiswasperformedbyone-way(GROUPeffect)ANOVAfollowedbyNewman-

Keuls-stestformultiplecomparisons.

Datarepresentmean+/-S.E..

**aP<0.01,*aP<0.05,valuesofcontrolvs.valuesat24hrs;**bP<0.01,*bP<0.05,valuesof

controlvs.valuesat4weeks;**cP<0.01,*cP<0.05,Valuesat24hrsvs.valuesat4weeks.
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間後には対照群と同等 レベルに回復 したが,

Glu-Rlとの上昇とGTRAP3-18の低下は4W

間以上持続した｡急性期には対照群と同レベ

ルであったGAT-3,Glu-R2は4W間後には減

少していた (Fig.2)｡

3.GTRAPノックダウン操作に伴 うPTZ誘

発全身けいれん ･キンドリンク変化

3-1.GTRAPノックダウンにおけるキンド

リング発展

GTRAPノックダウン群で発作潜時はPTZ

刺激初期から短縮 しており,長い発作持続時

間を呈 し,キンドリング形成は著 しく早期に

確立した (Fig.3)｡

3-2.GTRAPノックダウン後の海馬におけ

るグルタミン酸関連蛋白の発現変動

Lin,CLらのノックダウン操作では,25FLM

GTRAP3-18anti-senseで処理したHEK293細

胞のEAAC-1発現には影響なく,GTRAP3-18

発現量が約50%減少 し,その結果EAAC-1経

由グルタミン酸再取 り込みは約2.5倍上昇し,

またラット脳室投与をmini-osmoticpumpで

7日間行った場合,GTRAP3-18発現量は大

脳皮質で約50%減少させるなどの結果が指摘

されている7)｡本研究でも,EAAC-1発現に

は影響せずGTRAP3-18発現を約40%減少さ
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せるなど,蛋白発現に及ぶ影響に関して共通

結果をみた｡その他,GLT-1は有意に減少し

ていたが,GLAST,GAD65&67発現には影響

しなかった ｡ この ことか ら,GTRAP3-

18anti-senseにより,EAAC-1経由のグルタ

ミン酸再取 り込みは上昇 し,その結果GAD

非依存性にGABA再合成が促進されている可

能性が示唆された (Fig.4)｡

3-3.GTRAP3-18ノックダウンにおける

PTZ誘発性全身けいれん

PTZ全身けいれんはともに観察されたが,

GTRAP3-18anti-sense投与群で早期にけいれ

んが出現 し持続時間も長 く,sense群と比較

しそれぞれ有意差を認めた (Fig.5)0

3-4.GTRAP3-18ノックダウンにおける

PTZ誘発性全身けいれん前後のグルタ

ミン酸とGABAの変動

anti-sense群とsense群におけるグルタミン

酸並びにGABA基礎値を比較すると,anti-

sense群でグルタミン酸 ･GABA細胞外濃度

は有意に高値を示した｡グルタミン酸動態は

sense群でも,全ラットで全身けいれんが観

察され,その直後からグルタミン酸は刺激前

に比べ緩やかな上昇を認めた｡一方, anti-

sense群でのグルタミン酸上昇は,全身けい
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Schemaofthekindlingdevelopmentinratswithintracerebroventricularinjectionofsense

andanti-Senseoligonucleotidesrespectively.Fig.3A representedseizurestagedevelopment;

Fig.3B,latency;Fig.3C,duration.Statisticalanalysiswasperformedbytwo-way(GROUp-

STIMULATIONNUMBEReffect)ANOVAfollowedbyNewman-Keuls'stestformultiple

comparisons.

Datarepresentmean+/-SE‥

**P<0.01,*P<0.05Comparedwithcorrespondingvalueofsense-injectedgroup
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れん終蕎後から一過性の巨大上昇が観察され

た｡GABA動態ではanti-sense群 ･sense群と

もに緩やかな上昇をみた (Fig.6)｡

考 察

PTZキンドリング完成後のけいれん準備性

長期維持には,グルタミン酸作動性神経を主

体とするてんかん性回路の強化とその同期発

射システムが必要である｡グルタミン酸代謝

昂進を示唆するNMDA型グルタミン酸受容

体やグルタミン酸 トランスポーターの発現昂

進などが,海馬を中心とした神経細胞死と再

生 ･再構築を同時に促進し,てんかん性回路

形成の基本的な分子基盤を形成すると考察し

た｡一方GABA‡【捕り系に関しては,キンドリ

ングモデルやてんかん患者死後脳を用いた研

究で,GABA神経の脱落が極めて少ないこと

を示唆する報告から11･ユ2,13),てんかん原性獲
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得後のGABA抑制系は比較的温存されると考

えられている｡ またPTZキンドリングに伴う

マイクロダイアリーシスによるアミノ酸研究

でも,本研究同様にグルタミン酸 ･GABAと

もに上昇する傾向が報告されている14)｡本研

究 結 果 で あ る キ ン ドリ ング慢 性 期 の

GTRAP3-18発現低下はEAACl経由のGABA

合成克進を通じ,発作形成に向けて強化され

たグルタミン酸神経系ネットワークの同期発

射 を促 す 分 子 機構 で あ る と推 測 した ｡

GTRAP3-18アンチセンス実験によるキンド

リング形成の促進はEAAClの機能上昇によ

りGABA合成が促された結果,同期発射 しや

すいシナプス環境がキンドリング形成に促進

的に関与したと考察した｡キンドリング慢性

期のGlu-Rl発現上昇やCa++流入を抑制制御す

るGlu-R2の発現低下なども,キンドリング完

成後のグルタミン酸作動性神経回路の易刺激

Fig.4

Alterationsintheglutamatetransportersand

GAD65&67inthehippocampusofratsinjectedwith

senseandanti-sense.Insertedfiguresindicate

representativewestern blotsofeachprotein

expression,respectively.

Datarepresentmean十/-S.E..

StatisticalanalysiswasperformedbyMann-Whitney

U-test.*P<0.05vs.Valuesofsense-injectedgroup

0 1 2 3 4 5

Fig.5

Alterationsinstage(Fig.5a),

latency(Fig.5b)andduration(Fig.

5C)ofconvulsioninducedby

stage 50mg/kg PTZ systemic

0 10 20 30 40 50

seizurelatency(see)

10 20

seizureduration(min)

administration.Datarepresent

mean+/-S.E‥

Statistical analysis was

performedbyMann-WhitneyU-

test.**P<0.01,*P<0.05vs.

valuesofsense-injectedgroup.
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性や興奮状態に係わる背景分子機構 と考えら

れた｡鉄塩外傷性てんかんモデルやカイニン

酸てんかんモデルの慢性期でグルタミン酸 ト

ランスポーター低下が兄いだされ (従来の研

究成果),キンドリングでは観察されないこ

とから,グルタミン酸 トランスポーターの低

下に伴うグルタミン酸の細胞興奮毒性の克進

やGTRAP3-18･GABAトランスポーター発

現低下などの膜蛋白発現変化が,自発性けい

れんに結びつくと推測された｡
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ま と め

PTZキンドリング完成後にはGTRAP3-18

発 現 低 下 が 長 期 間 に わ た り持 続 し,

GTRAP3-18ノックダウン操作でも,けいれ

ん開催の低下とキンドリングの早期完成を見

た ことか ら,GTRAP3-18の低下 はpro-

convulsantとして作用するものと考えられ

た｡ ノックダウン群では,海馬グルタミン

酸 ･GABA濃度の基礎値上昇がマイクロダイ

アリーシスによって観察された｡これらの結

20 -10 0 10 20 30 40 50 60 70 80▲5｡…g′kgP,Zi｡Jec.e｡,i.｡. (min)

-20 110 0 10 20 30 40 50 60 70 80

▲ 50-g′kgPTZinje叫 i･p･ (min)

Fig.6

Time-dependentchangesinextracellularglutamate(Fig.6.B)andGABA (Fig.6C)

concentrationfollowingsystemicPTZadministrationinratslnjectedoligonucleotideswith

senseandanti-senserespectively.Statisticalanalysiswasperformedbytwo-way(GROUp-

TIMEeffect)ANOVAfollowedbyNewman-Keuls-stestformultiplecomparison.**aP<0.01,
*aP<0.05Comparedwithcorrespondingvalueofsense-injectedgroup;##aP<0.01,#bP<0.05

Comparedwithcorrespondingvalueatpre-PTZinjectedineachgroup.

Fig.6A show thebasalreleaseofhippocampalglutamateandGABA ineachgroup.

StatisticalanalysiswasperformedbyMann-WhitneyU-test.*P<0.01vs.Valuesofsense-

injectedgroup.

Datarepresentmean+/-S.E..ineachfigure.

ヽ
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果は,EAAC-1経由のグルタミン酸再取 り込

みが昂進され,GABA合成能が促進された帰

結である｡ てんかんモデルである "キンドリ

ング"完成とそのけいれん準備状態維持並び

に,てんかんにおける発作間歓期の存在と自

発けいれんの突発性出現を同時に説明するに

は,グルタミン酸神経の機能昂進に加えて,

その同期発射を保証し発作停止を可能にする

GABA抑制系昂進を内包する均衡崩壊が不可

欠であると考察した｡
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Summary

The functional role of glutamate transporter associated protein (GTRAP3-18)
in the epileptogenesis induced by PTZ-kindling

Yuto Ueda. Taku Doi. Akira Nakajima. lun Tokumaru. Noriko Tsuru, Yasushi Ishida

As well known the knockdown EAAC-1 by anti-sense induces epileptic convulsion in rats.

EAAC-1 is important protein to connect glutamate re-uptake with GABA synthesis. It is

important study to elucidate the role of glutamate transporter associated protein 3-18

(GTRAP3-18), because GTRAP3-18 inhibitory regulates the glutamate re-uptake through

EAAC-1 into GABAergic neurons. In this study, suppression of GTRAP3-18 protein expression

was long-lasted after PTZ kindling, and GTRAP3-18 knockdown by anti-sense method

decreases seizure threshold and accelerates the kindling phenomena. Hippocampal glutamate

and GABA basal release in GTRAP3-18 knockdown group higher rather than those of sense­

injected group suggested knockdown of GTRAP3-18 promotes GABA synthesis. Sustenance of

high seizure susceptibility in the PTZ kindled state and the existence of inter-paroxysmal

period could be explained by synchronization of glutamatergic neuron caused by the enhanced

GABAergic system.

Ann.Rep.]pn.EpLRes.Found.2006;17:33-40
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