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′課薗番号16591146

はしがき

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についての解析はてんかんの機序解明を進め

る上で重要な作業仮説である｡GABAはグルタミン酸を前駆物質として合成され

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｡

さらに近年､GABA作動性神経のpre-synapse上に確認されているニュ

ーロン型グルタミン酸 トランスポーターEAAC-1のノックダウン操作がGABA合成

能を減弱させ､けいれんを惹起する結果が示され､グルタミン酸-GABA系間の強

力な機能的 1inkageが証明された｡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

assotiatedprotein;GTRAP3-18)により抑制的に制御されている｡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､そ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の不均衡を解釈していくうえ

で､重要な蛋白である｡現時点ではてんかん焦点および周囲組織でGABA抑制系

を凌駕するグルタミン酸の機構昂進にて誘導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｡PTZキンドリング完成後､GTRAP3-18発現低下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ノックダウン換作を行い､てんかん

原性獲得 ･けいれん変化やグルタミン酸 ･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闇値の低下とキン 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マイ

クロダイアリーシスによって観察された｡GABA基礎値上昇は､GTRAP3-18発現

低下によってEAAC-1経由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｡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､けいれん閥値の

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｡

てんかんを内在する個体からその日発けいれんが突発性に出現し､必

1



ず発作が自動的に終蔦し発作間飲期を迎える現象を同時に説明するうえでも､

キンドリング完成後におけるけい れん準備状態維持に対する説明においても､

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するGABA抑制系昂

進によって裏打ちされる興奮系と抑制系間の病的均衡を伴 う神経ネットワーク

の再構築が不可欠であると考察した｡
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研究目的

てんかん性病態の生化学的解釈 としては興奮系を代表するグルタミ

ン酸(Glu)作動性神経の機能増強と抑制系を代表するGABA作動性神経の機能崩

壊に起因する不均衡仮説が現在も強く指示されている｡この仮説では､グリア

型グルタミン酸 トランスポーターGLAST,GLT-1の機能低下によりグルタミン酸

の細胞興奮毒性が克進 し興奮系の増強が生じる-方で､GABA合成能の低下によ

り抑制系の崩壊が生じ電気生理学的な均衡バランスが保持されず､てんかん発

作が生じると説明されている(Meldrum,EpilepsyRes.,2000)0

従来これら興奮系と抑制系の基礎研究は個別に進行しており､両機能

間の相互作用に着目した研究は見られなかったが､近年ニューロン型のグルタ

ミン酸 トランスポーターであるEAAC-1はGABA上にも分布 していることが判明

し､その結果GABAニューロンはEAAC-1経由で細胞内に取り込んだグルタミン

酸を基質として GABAを再合成していることが明らかにされ､EAAC-1は興奮系

機能ばかりではなく GABA抑制系機能をも修飾する重要な輸送蛋白として注目

されるにいたった｡このEAAC-1経由のGABA合成系の存在は､今までに知られ

ていなかった興奮系と抑制系間の機能的相互作用の介在を指摘するものであ

り､興奮系と抑制系が各々独立しててんかん性病態に関与していたとする従来

の不均衡仮説を改めて見直す必要性を提示しているものであり､速やかに解明

すべき課題である｡EAAC-1は､グルタミン酸 トランスポーター発現調整因子で

ある GTRAP3-18によって抑制的に発現が制御されているため､EAAC-1による

GABA合成能修飾機序の全貌を解明するためには､GTRAP3-18に支点を置いた実

験系を組み立てる必要がある｡

そこで本申請ではGTRAPノックダウンを行ったラットに対しキンドリ

ング操作を行いけいれん準備状態の獲得過程を観察することで､GTRAP3-18の

興奮系と抑制系間に対する電気生理学的影響を考察する｡またこの影響がどの

よ うな分 子 生 物 学 的 背 景 に て 生 じてい るの か を調 べ るた め に ､

GLAST,GLT-1,EAAC-1､Glu受容体などの海馬興奮系制御蛋白や GABAトランスポ

ーター､GABA-A,B受容体､GABA分解酵素(GABA-T)､GABA合成酵素(GAD)など紳

制系制御蛋白の発現変化を明らかにする｡さらに､測定系全体をオンライン化

したマイクロダイアリーシス法と高時間分解能を誇る測定系をもちいてグル

タミン酸並びにGABAトランスポーターとGABA合成能に関する機能的修飾性を
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も生化学的に検討する｡これら一連のデータを基にして興奮系 ･抑制系の機能

的相互関連とグルタミン酸輸送蛋白による GABA合成能修飾機序を明らかにす

l

る｡

互作用に着目した研究は見られなかった｡当該申請研究の学術的特色はグルタ

ミン酸神経伝達を終鳶させる EAATsとGABA合成能の機能的相互関連性に着 目

した点にあり､Glu-GABA不均衡仮説を新たな視点から眺め直す斬新性を内包

している｡また従来の科研費で申請者 らが明確化 し国外雑誌に発表 してきた

EAATs発現低下とGluの過剰放出廿 Neurochem,2001)などの考察に加えて､グ

ルタミン酸 トランスポーターと GABA抑制系の相互作用が明らかにされること

で､てんかん性病態を包括的に考察していくことが可能になる｡GTRAP3-18ノ

ックダウン操作によって､EAAC-1発現が増加､その帰結として GABA合成能が

増大し抑制系が強化されるならば､キン ドリング発展は抑制されると予測され

る｡このような電気生理学的検証と分子生物学的検証が行われることで､興奮

系と抑制系間に介在する機能的相互作用がさらに明確にされ､基礎てんかん ･

臨床てんかん学に重要な情報を提供する｡またてんかん性病態ばかりでなく

Gluの細胞興奮毒性に由来する脳虚血 ･低酸素脳症 ･筋萎縮性側索硬化症など

にも新たな研究視点を提供する｡

上記にも指摘したように､Glu作動性の興奮系とGABA作動性の抑制系

の機能的相互作用を検討した研究は少なかったが､ニューロン型 EAAC-1のノッ

クダウンが GABA合成能 を減弱 させ､けいれんを誘発す るとい う現象が

Rothstein,∫.らによって Sclenceなど権威ある雑誌に発表されて以来､EAATs

によって再取り込みされたGluから再合成されるGABAに注目が集まるようにな

った｡さらに EAAC-1は､GTRAP3-18により抑制的に制御されている (Lin,C.,

Nature,2001)ことから､グルタミン酸一心ABA系間には存在する強力な機能的

相互作用の介在が予測されているが､GABA合成能やてんかん性病態に対する

GTRAP3-18の直接的な実験検証は未だ存在しない｡
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研究成果

【緒言】

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【3,5,6,91｡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【11]｡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【11日12】｡彼らの研究はグルタミン酸-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 (Glutamatetransporterassociated

protein;GTRAP3･18)により抑制的に制御されている【71｡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キンドリングと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キン車リング;PTZ(40mg/kg,16mg/ml)を隔日,腹腔内投与し,Becker,A.

[21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.キンドリング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
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SDS-PAGE上に展開Lwesternblotを行った【141｡対照群には週命数をマッチングさ

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GAT･1,･3および glutamatedecarboxylase(GAD65&67),Glu-Rl,

･R2,NMDA-Rl, -R23のグルタミン酸受容体,GTRAP3118の発現解析を行ったO

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(51-GAGCGGGGCAAGGGTTCA-3')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■GTGAACCTTGCCCGC

TC-3りの脳室内投与群を設定した｡オリゴ濃度は人工脳脊髄液(arti丘cialcerebrospinal

fluid;aCSF)で 5FLg/pl(0.8mM)に調整 し,1.5〃1を 1pl/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D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[13]｡

【結果】
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1.PTZキンドリング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stage

5の再出現が確認された (Fig.1)0
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Fig.1

Kindlingdevelopmentandthesustainedseizurepronestateat4weeksafterthe

lastPTZadministration.Datarepresentmean+/-S.E..

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,
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westernblotを行った (Fig.2)o

Fig.2

Time･dependentchangesinexpressionsofglutamatetransporters(Fig.2A),

glutamater?ceptor(Fig.2B)andGABAtl･anSPOrterS(Fig.2C)inthehippocampusof

ratswithintracerebroventricularinjectionofsenseandanti-senseoligonucleotides
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respectively･Statisticalanalysiswasperformedbyone-way(GROUPeffect)

ANOVAfo1lowedbyNewman-Keulslstestformultiplecomparisons･Datarepresent

mean+/-S.E‥**aP<0.01,*aP<0.05,valuesofcontrolvs.valuesat24hrs;*

*bP<0.01,*bP<0.05,valuesofcontrolvs.valuesat4weeks;**cP<0.01,*

cP<0.05,valuesat24hrsvs.valuesat4weeks.

2.PTZキンドリング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,GAT-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｡

GAT3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,GATl1,NMDA･Rlは4週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)0

3.GTRAPノックダウン操作に伴 うPTZ誘発全身けいれん ･キンドリング変化

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)｡
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Schemaofthekindlingdevelopmentinratswithintracerebroventricularinjection

ofsenseandanti-senseoligonucleotidesrespectively.Fig.3Arepresentedseizure

stagedevelopment;Fig.3B,latency;Fig.3C,duration,Statisticalanalysiswas

per企)rmedbytwoIWay(GROUPSTIMULATIONNUMBEReffect)ANOVAfollowed

byNewman-Ke111S'stestformultiplecomparisons.Datarepresentmean+/-SE‥

**P<0.01,*P<0.05Comparedwithcorrespondingvalueofsense-1nJeCtedgroup

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,25〃MGTRAP3-18anti-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%減少させるなど,蛋白発現に及ぶ影響に関して共通結果をみ

たO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,GTRAP318anti-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)O
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Fig.4

AlterationsintheglutamatetransportersandGAD65&671nthehippocampusof

ratsinjectedwithsenseandanti-sense.Insertedfiguresindicaterepresentative

westernblotsofeachproteinexpression,respectively.Datarepresentmean +/-

S,E=StatisticalanalysiswasperformedbyMann-Whitneyl十test.*P<0.05vs.

valuesofsense-injectedgroup

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
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Alterationsinstage(Fig.5a),latency(Fig.5b)andduration(Fig.5C)ofconvulsion

inducedby50mg/kgPTZsystemicadministration.Datarepresentmean+/-S.E‥

StatisticalanalysiswasperformedbyMann･WhitneyU-test.**P<0.01,*P<0.05
vs.valuesofsense･1njectedgroup.

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,

antl･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｡anti-sense

群においてもsense群においても,全ラットで全身けいれんが観察された｡sense群の

グルタミン酸は刺激前に比べ緩やかな上昇を認め､anti-sense群でのグルタミン酸上昇

は,全身けいれん終蔦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)0
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Fig.6Time-dependentchangesinextracellularglutamate(Fig.6,B)andGABA

(Fig.6C)concentrationfollowingsystemicPTZadministrationinratsinjected

oligonucleotideswithsenseandant1-Senserespectively.Statisticalanalysiswas

performedbytwo･way(GROUPTIMEeffect)ANOVAfollowedbyNewman-Keulsls

testformutt,iplecomparison.**aP<0.01,*aP<0.05comparedwith

correspondingvalueofsense-injectedgroup;##aP<0.01,#bP<0.05Comparedwith

correspondingvalueatpre-PTZinjectedineachgroup.Fig.6Ashowthebasal

releaseofhippocampalglutamateandGABAineachgroup.Statisticalanalysiswas

performed.byMann･WhitneyU-test.*P<0.01vs.valuesofsense-injectedgroup･

Datarepresentmean+ト S.E..ineachfigure.

【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Oグ′レタミン酸

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
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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抑制系に関して

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[1日4,81,てんかん原性獲得後の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【10]｡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0GTRAP3･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′レ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｡

【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,けいれん闇値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proconvdsant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｡

Summary
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Summary

Thefunctionalroleofglutamatetransporterassociatedprotein(GTRAP3-18)inthe

epileptogenesisinducedbyPTZ-kindling

YutoUeda,MD,PhD

AswellknowntheknockdownEAAC-1byanti-Senseinducesepilepticconvulsionin

rats,EAAC-1isimportantproteintoconnectglutamatere-uptakewithGABA

synthesis.Itisimportantstudytoelucidatetheroleofglutamatetransporter

associatedprotein3-18(GTRAP3-18),becauseGTRAP3-18inhibitoryregulatesthe

glutamatere･uptakethroughEAACllintoGABAergicneurons.Inthisstudy,

suppressionofGTRAP3-18proteinexpressionwaslong-lastedafterPTZkindling,

andGTRAP3･18knockdownbyanti-Sensemethoddecreasesseizurethresholdand

acceleratesthekindlingphenomena.HippocampalglutamateandGA玉Aゎasal

releaseinGTRAPか18knockdowngrouphigherratherthanthoseofsense･injected

groupsuggestedknockdownofGTRAP3-18promotesGA玉Asynthesis.Sustenance

ofhighseizuresusceptibilityinthePTZkindledstateandtheexistenceof

inter･paroxysmalperiodcouldbeexplainedbysynchronizationofglutamaterglC

neuroncausedbytheenhancedGABAergicsystem.
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