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Inuiuomicrodialysiselectrodebiosensorを用いた

Ca2+およびK+依存性glutamate遊離に対する

zonisamide,carbamazepineの効果

EffectsofZonisamideandCarbamazeplne

onCa2+andK+EvokedHippocampalGlutamateReleases
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要旨 :抗てんかん薬 carbamazepine(CBZ),zonisamide(ZNS)の抗てんかん作用発

現機序解明を目的に,2'n乙,iL,0microdialysiselectrodebiosensorを用いた細胞外 gluta-

mate(GLU)濃度のrealtimemonitoringによる,Ca2+およびK+依存性 GLU遊離

に対するCBZ,ZNS両剤の効果を比較検討した｡細胞外 GLU濃度は細胞外 Ca2十濃度の

変化 (0-3.4mM)に影響されなかったが,細胞外 K十濃度の増加 (100mM)により,一
過性初期増加,ついで多相性間歓的増加相が生じた｡CBZ(100/̀M)そしてZNS(1mM)

潅流投与は,この一過性初期増加,多相性間歓的増加相を抑制した｡特にCBZは多相性間

歓的増加相の抑制効果がZNSよりも強く,逆にZNSは一過性初期増加抑制効果がCBZよ

りも強力であった｡このK+依存性 GLU遊離に対する,CBZ,ZNSの抑制効果が CBZ,

ZNS両剤の抗てんかん作用発現機序に関与する可能性が示唆される0
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緒 看

興 奮 性 ア ミノ酸 の一 種, L-glutamate

(GLU)の機能過剰克進がけい れん発作発現機

序に関与することは,数多くの実験結果から証

明されている2-4,20,22-24㌦ 近年,inuiuomi-

crodialysisにより中枢神経系内の神経伝達物

質遊離量の測定が可能 とな り,てんかん患

発物質投与等のてんかんモデル動物を対象とし

た実験4･=･12.22･24-か ら,てんかん発作前後の細

胞外GLU濃度の比較検討行われている｡

しか し,部分発作の第一選択薬であるcar-

bamazepine(CBZ),そして CBZ と抗てん

かん作用スペクトラムを一部共有すると考えら

れるzonisamide(ZNS)は,GLU受容体に

対する親和性が低いことは報告されてはいるが,

GLU機能に対する作用の詳細はいまだ十分に

検討されていない6-8･11115･18･19･21.｡

本報告では,CBZ,ZNS両抗てんかん薬の,

*弘前大学医学部神経精神医学講座

〔〒036弘前市在肝町5〕

MotohiroOkada.YukoKawata,KazuhiroKiryu,KazumaruWada,KazuhisaMizuno,HiroichiTasaki
andSunaoKaneko

DepartmentofNeuropsychiatry,SchoolofMedicine,HirosakiUniversity.



98

5

0

5

0

5

0

5

tJ

3

'
-

'

一

l

l

a
v
d
)
ta
,taZa
J
O

u

L
O

tH
J
R

JOJn
J
J
a

30
JJr
H

てんかん治療研究振興財団研究年報 第9集 1997年12月

HKMRS

==

5

0

5

0

5

0

5

3

3

'-

'一

l

l

a
v
d
)
taLt
ataJO
uLOJH
JRJ
D

JH
t
]2'
OJ
J13

IKMJU

ー30 0 30 60 90

Trme(ml'n)

==

-30 0 30 60 90

Tl'me(ml'n)

Ej.MRSperfusion

EZ】.HKMRSorlKMRSperfusion

Fig.1 EffectsofK+evokedstimulationonhippocampal
extracellularglutamatelevel.Thefiguresillustrate
thechangesinhippocampalextracellularglutamate
levelbysustainedperfusionofHKMRS(100mM
ofK+including modified Ringer'ssolution)or
IKMRS(50mMofK+includingmodifiedRinger's
solution).Theopenedcolumnsshowtheperfusion
withmodifiedRinger'ssolution(MRS).Thestrip･
pedcolumnsshowtheperfusionofeachHKMRS
orIKMRS.Ordinateindicatesthehippocampalex-
tracellularglutamatelevel(〟M),andabscissain-
dicatestimeinminutes

抗 てんかん作用発現機序解 明 を目的に,

inuiuomicrodialysiselectrodebiosensor

(MEB)を用い,GLU遊離に対するCBZ,

ZNS両剤の効果を比較検討した｡

対象と方法

1.透析液組成

Microdialysisprobe潅流透析液は修正 リ

ンゲル液を用い,K+および Ca2+濃度を変更

し,同価のionstrengthのNa十を減少した各

種 修 正 リン ゲ ル 液, K+ 100mM 含 有

(HKMRS),K+50mM 含有 (IKMRS),

(min).

Ca2+ 3.4mM (HCMRS),Ca2+ omM

(FCMRS)を作成した16)｡また,MEB内部

には,4.3mM 燐酸緩衝液によりpH7.4調整

した燐酸修正 リンゲル液 (PMRS)を充項 し

た1)0

2.0-Phenylenediamineコーテング前処置

Ascorbate等の白金電極感受性物質の影響

を除去す る 目的で,0-Phenylenediamine

(OPDA)コ-テングを行 った｡Electrode

内に PMRSを充填し,15分間100%N2ガス

でバブリングを行ったPMRS液に浸透した後,

+650mVに過電圧し,N2ガスでバブリング
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Fig.2 EffectsofzonisamideonK十evokedhippocampalglu-
tamaterelease.Theopenedcolumnsshowtheperfu-
sionwithmodifiedRinger'ssolution(MRS)including
lmMofzonisamide(ZNS).Thestrippedcolumns
show theperfusionofeachHKMRS(100mMofK+
includingmodifiedRinger'ssolution)orIKMRS(50
mMofK+includingmodifiedRinger'ssolution)con-
taining1mMofZNS.Ordinateindicatesthehippo-
Campalextracellularglutamatelevel(〟M),andab-
scissaindicatestimeinminutes(min).ZNSinhibited
K+evokedglutamatereleasesignificantly.

を行ったOPDA5mM含有 PMRSに液を変

更し,15分間OPDAコーティングを行った｡

コーティング終了後,洗浄のため,再びN2ガ

スでバブリングを行ったPMRSに 15分間浸

透した1l｡

3.7nvivomicrodialysiselectrodebio･

Sensor

OPDA コ- テング前処置 を行 った後,

glutamateoxidase100U/mJを含有 した

PMRSを細胞外 GLU濃度測定用 electrode

(Sycopel,UK)に充填 し,これに薬物投与

用 microdialysisprobe(EICOM,Kyoto)

を装着したMEBを,体重 250-300gの雄生

Wistar系ラットの海馬 (Aニー5.8mm,L-

4.8mm,Ⅴニー4.0mm)にウレタン (1.0

g/kg,S.C)麻酔下で挿入した｡挿入後 4-6

時間後に,probe-の透析液潅流を開始 した｡

測定値の安定を確認後,各種薬剤の投与を開始

した16-18)｡

4.SutudyDesign

l)Ca2+およびK+刺激性 GLU遊離の測定

MEB挿入 4-6時間後に,microdialysis

probeに MRSの濯流を開始 した後に,MEB

測定値の安定化確認後,透析液をMRSか ら
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Fig.3 EffectsofcarbamazepineonK+evokedhippocampal
glutamaterelease.Theopenedcolumnsshowtheper-
fusionwithmodifiedRinger'ssolution(MRS)includ-
ing 100/JM ofcarbamazepine(CBZ).Thestripped
columnsshowtheperfusionofeachHKMRS(100mM
ofK+includingmodifiedRinger'ssolution)orIKMRS
(50mM ofK+includingmodified Ringer'ssolution)
containing100/JMofCBZ.Ordinateindicatesthehip-
pocampalextracellularglutamatelevel(〃M),andab-
scissaindicatestimeinminutes(min).CBZinhibited
K+evokedglutamatereleasesignificant一y.

HKMRS,IKMRS,HCMRS,FCMRS に

変更し,60分間濯流した｡

2)Ca2+および K+刺激性 GLU遊離に対

するZNS,CBZの効果の検討

MEB挿入 4-6時間後に,microdialysis

probeに MRSの濯流を開始 した後に,MEB

測定値の安定化確認後,CBZ (100〟M)ある

いは ZNS (1mM)を溶解 した MRSに変更

した｡MEB測定値の安定化確認後,透析液を

CBZ (100〟M)あるいはZNS (1mM)含有

HKMRS,IKMRS,HCMRS,FCMRS に

変更し,60分間濯流した｡

5.CBZ,ZNS移行率測定

CBZ (100JJM),ZNS (1mM)濯流によ

る,脳実質-の移行率は invitro実験により

測定 した5･15･18.｡

結 果

1.CBZ,ZNS移行率

CBZお よび ZNSの移行率 は, それぞれ

20.2±1.9%,18.7±2.6%であったoこれらの

結果か ら,脳実質の CBZ濃度は 20.2JLM,

ZNSは 187pM で,有効濃度範囲内と予測 さ

れた9･14･15,18.19㌦
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Fig.4 ComparisonbetweentheeffectsofantiepilepticdrugsonK十 evoked
hippocampalglutamaterelease.
Thehippocampalextracellularglutamatereleasewasmeasured
inperfusatesfor60minduringperfusionwithHKMRS(100mM
ofK+includingmodifiedRinger'ssolution)orIKMRS(50mMof
K+includingmodifiedRinger'ssolution)containinglmM ofZNS
(stripped column),100/JM ofCBZ(closedcolumn)Ornoagent
(openedcolumn:control).
(Ⅰ)indicatestheeffectsofZNSandCBZoninitialtransientriseof

K十evokedhippocampalglutamaterelease.Ordinateindicatesthe
meanlevelsofinitialtransientriseofKevokedhippocampalglu-
tamaterelease(mean±SD,n-6),andabscissaindicatestimein
minutes(min).
(ⅠⅠ)indicatestheeffectsofZNSandCBZonlaterphasicrisesof
K+evokedhippocampalglutamaterelease.Ordinateindicatesthe
meanlevelsoflaterphasicrisesofK'evokedhippocampalglu･
tamaterelease(mean±SD,n-6),andabscissaindicatestimein
minutes(min).Thesedatawereanalyzedstatisticallybytwo-way
analysISOfvariancewithTukey'smultiplecomparisontest
(H:p<0.01,I:p<0.05).

2.Ca2+および K+刺激性 GLU遊離

Ca2+および K+刺激による,細胞外 GLU

濃度の増加をFig.1に示した｡FCMRSおよ

び HCMRS潅流は細胞外 GLU濃度に影響を

与えなかった (datanotshown)0 HKMRS

潅流刺激では,刺激開始直後に一過性の急激な

初期増加が認められ,以後多相性の増加が間歓

的に出現した (Fig.1)0 IKMRS潅流刺激で

は,初期増加は認められたが,多相性間歓的増

加は認められず,これに代わり緩徐な増加相が

認められた (Fig.1)0

101

3.K+刺激性 GLtJ遊離 に対する ZNS,
CBZの効果

CBZ,ZNSの K+刺激性細胞外 GLU濃度

の増加に対する効果をFig.2,3,4に示した｡

両剤共に,HKMR,IKMRS濯流刺激による

GLU遊離を抑制 した｡ZNSは CBZに比し,

初期増加抑制効果が強 く (Fig.2,4),逆に

CBZは ZNSに比し,HKMRS潅流刺激によ

り生 じた多相性間歓的増加,そして,IKMRS

潅流刺激時に生じた緩徐な増加相に対して抑制

効果が強く認められた (Fig.3,4)0
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考 察

GLU遊離形式は数多く検討され,細胞外

K+濃度の増加によるGLU遊離の増加 (K+

sensitive)は確認されている251｡一方,細胞

外 Ca2+濃度の減少による細胞外GLU濃度の

減少 (Ca2+dependent)は認め られていな

い26,｡本実験結果 も同様に,K+sensitive,

Ca2+independent遊離形式のみ認められた｡

MEBを用いたrealtimemonitoringによ

り,K+潅流刺激によるGLU遊離の増加は,

一過性初期増加,そしてHKMRS潅流時には,

一過性初期増加に引き続き多相性間歓的増加,

またIKMRS濯流刺激時には,多相性間敬的

増加は認められず,緩徐な増加相の3種類の増

加相が確認された｡

Inuitro実験では,電極外 K+濃度をOmM

から100mM に増加した場合の電位変化は,

GLU濃度 2-3JJM の増加相当の増加に留

まったこと,そして一過性初期増加は細胞外

K+濃度依存性に増加したことから,K+濃度

の増加により生じる神経細胞の脱分極由来の

GLU遊離であるものと推察される｡IKMRS

潅流刺激はK+刺激を継続して行っているにも

関わらず,一過性初期増加後,緩序な増加相に

移行していることから,海馬神経細胞群のK+

刺激に対する脱感作により生じている可能性が

示唆される｡また,HKMRS濯流刺激時にの

み認められた多相性間歓的増加相は,IKMRS

潅流時には認められなかったことから,K+刺

激により生じた神経細胞の興奮とは異なる機序,

例えばspreadingdepression等の現象により

生じている可能性もある13'｡細胞外 K+濃度の

増加により生じる神経伝達物質遊離の増加は,

細胞外K+濃度の増加により生じる神経細胞の

脱分極によるものと解釈されているが25),本

実験結果からは,K+刺激により生じるGLU

遊離は脱分極だけでは十分に説明し得ない｡今

徳,生理学的な検討も加えて,さらに詳細な検

討をする必要があるものと考えられる｡

中枢神経系内GLU系機能の過剰元進は,け

いれん発作発現機序に関与することが多くの実

験から証明されている｡しかし,けいれん誘発

物質投与によるけいれんモデルでは,けいれん

発作前後の細胞外GLU濃度の変化は認められ

ていない11･12】｡一方,ヒトてんかん患者,kin-

dlingラットでは23-,てんかん発作発現前,あ

るいはてんかん発作時に細胞外 GLU濃度の増

加が認められている213.20-｡すなわち,GLU系

機能の克進は,けいれん発作発現機序となりう

るが,けいれん発作中GLU遊離克進が生じな

いことから,けいれん発作伝搬にはGLU系機

能克進は関与せず,逆にてんかん発作中には

GLU遊離克進が生じていることから,てんか

ん発作伝搬にGLU系機能元進が関与する可能

性が示唆される｡

今回検討した,CBZ,ZNS両剤はK+刺激

性GLU遊離3様式すべてを抑制したが,この

作用機序として,両剤の電位依存性 Na+チャ

ンネル抑制効果7,8,19,21),そして,K+依存性

GLU遊離を抑制することが知られている27)抑

制性神経伝達物質 monoamine系の機能克進

作用が関与している可能性がある14,15118,19㌦ し

か し,ZNSは初期増加相抑制作用が強 く,

CBZは多相性間歓的増加相,緩序な増加相抑

制効果が強かったことから,両剤の抗てんかん

作用のスペクトラムが異なる可能性が高い｡こ

れまでの検討から,ZNSの全般発作,あるい

は二次性全般化抑制作用が報告されている10-｡

本研究におけるZNSの一過性初期増加相抑制

作用も,ZNSの二次性全般化抑制作用を示唆

しうるものであり,ZNSの臨床的な二次性全

般化抑制作用の一端を説明するものと考えられ

る｡
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Summary

EffectsofZonisamideandCarbamazepine

onCa2+andK+evokedHippocampalGlutamateReleases

MotohiroOkada,YukoKawata,KazuhiroKiryu,KazumaruWada,

KazuhisaMizuno,HiroichiTasakiandSunaoKaneko

Theeffectsofantiepilepticdrugs,carbamazepine(CBZ)andzonisamide

(ZNS)onCa2十andK十evokedhippocampalglutamatereleasesweremoni-

toredbyusingdialysュselectrodeinanattempttoelucidatetheirantiepileptic
mechanismsofaction.AnincreaseinextracellularK+levelproducedconcen-

tration-dependentrise ofhippocampalextracellularglutamate.ThisK+

evokedhippocampalglutamatereleasewascomposedoftwophasicrises

whichwerecomposedofaninitialtransientriseandaseriesofmultiplepha-

sicrises.AnincreaseinextracellularCa2+leveldidnotaffecthippocampal
extracellularglutamatelevel,however,anincreaseinextracellularCa2+level

enhancedK+evokedhippocampalglutamaterelease.Therapeuticconcentra-

tionofbothCBZandZNSdidnotaffectbasalhippocampalextracellularglu-

tamatelevel,whereastheseantiepilepticdrugsinhibitedK+evokedhippocam-

palglutamaterelease.Inaddition,therapeuticconcentrationofCBZandZNS

inhibitedthestimulatoryeffectsofCa2十 onK十evokedhippocampalglutamate
release.Theseresultsindicatethat,atleastpartially,glutamateisinvolvedin

themechanismsofantiepilepticactionofCBZandZNS.
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