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抗てんかん薬の epoxidehydrolaseおよび

glutathione S-transおrase活性に対する作用

Effects of Antiepileptic Drugs on Epoxide Hydrolase and 

Glutathione S同 transferaseActivities 

永昇*

:抗てんかん薬 (antiepilepticdrugs : AED)の催奇性の機序解明の一環として、

との関連が指摘されている epoxide体の加水分解酵素epoxide hydrolase 

{忘却および詰合酵素glutathioneS-transferase (GST)の雨醇紫活性に与える car-

bamazepine (CBZ)、phenobarbital(PB)、phenytoin(PHT)、valproicacid (VP A)、

zo副総mide(ZNS)の影響を検討した。ラット肝マイクロソームを謂いて両酵素の活

AEDの童三響下で対照群と比較検訴したところ、 VPAはE託およびGST(2-2、

4-4、7-7)活性を治療濃度 (50'"'-'100μ窓/m!)よ与濃度依存性をこ抑髄し、 CBZ(10μg/ 

ml)およびPB(40μg/m!)は治療濃度より GST7-7活4性を容態に抑制した。一方、

PHTおよびZNSはEH、GSTの両酵素活性に対し治擦濃度では影響を与えなかっ

た。以上の結果から、 VPA、CBZおよび PBを含む多剤併用時の皆形発現の増加の一

院として、これらの薬剤による epoxide解毒機構の低下が関与する可能性が示唆され

た。 てんかん研究 1997 ; 15 : 165-171 

Key W ords : antiepileptic drug， teratogenicity， epoxide， epoxide hydrolase， glutath剛

ione S-吃ransferase

{受付:1997年3廷24日、第 11m訂正:1997年4月21日、第2回訂正:1997 

年5丹14話、受理:1997年 5Jj 14話}
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序論
胎児仮死の危険性を招来するため、原則とし

てんかんの治療の著しい進歩に停い、てんかん

患者の弓ualityof life ~こ焦点、が向けられるように

なり、多くの患者は結婚・妊銀・出謹を望むよう

になった。このため、女性て

おいては、このような点に配意

ことが臨床医に望まれている。妊張中

に抗てんかん薬 (AED) を中止することは流産・

*弘前大学医学部神経精神医学

〔苧 036弘前市荘府町5)
Noboru Tokinaga 

娠中も継続的な服薬を行うことが一般的である。

しかしながら、てんかん妊婦において

群と比較して児に青形発現率が高いこと

れており、さらには、てんかん妊婦においても、

AED服用群での奇形発現率(11.1%)は非服用群

(5.7%) と比較して高率で追うることが指摘さFれて

いる九このため、てんかん託婦の児におけ

発現のヲスクに関年する関子として AED
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牲がもっとも重視されている九

AEDの中では、 valproicacid (VP A)による

奇形発現が投与量また誌血中濃度故存性であるこ

とが報告されており 3-5)、また、 VPA十carbam-

azepine (CBZ)あるいは barbiturates十CBZ

and/or phenytoin (PHT)の併用嬢法により奇形

発現頻度が壇加することが指摘されている3ペこ

のため、臨床的には妊娠中の AED梗用について

催奇性予防の観点から幾つかの留意すべきガイド

ラインが挙げられてきたが7)、…カで、このような

AEDの濃度依存性の奇形発現頻度増加ゃある種

のAEDの組み合わせによる つい

ての十分な機序解明がなされてきたとは雷い難い

のが現状である。

こうした中で、AED と

して、薬物の代議過程で生じる epoxide体の関与

が想定されているへとの epoxi治体が解毒され

ないと結路内高分子物糞(DNA、設NA、議自など〉

に共役結合し、細胞壊死、 る

とされている明。肝における cytochrome P450 

monooxygenaseはepoxide体の産金に関与し、

いくつかの AEDは本醇紫

れている 10，1九また、 epoxide体の加水分解酵素で

ある epoxidehydrolase (EH)や雄々の骨性物質

の抱合反応を触媒する glutathione S-transfer-

ase(GST)はepoxide悼の解器機構として重要と

えられており、これらの解禁括性の低下は

epoxide体の増加を招来し、 AEDの穣奇性を理強

ずる可議性があるo

そこで、本研究では、 AEDの奇影発現機序解明

の一環として、 PT丘、 phenobarbital(PB)、CBZ.. 

zonisamide (ZN旬、VPAなどの AEDがepoxide

体代謝に関与する EH、GSTの再構索活性に与え

る影響について同一基質を用いて比較検討を行っ

た。

方法

1.使用薬物およびその濃度範囲

実験に用いた AEDおよびその濃度範罷は、

PHT (20........1，0∞μg/m丹、 PB(40........2，000μg/ 

m丹、CBZ(lO........500μg/ml)、ZNS(40........2，000μg/ 

ml)、VPA(50'-""5，000μg/ml)で追うり、それぞ

れの薬物の各濃度範閥における EHおよびGST

活性を測定した。また、水溶性の VPAを除き、疎

水性の CBZ、PB、PHT、ZNSはdimethylsulfox-

ide(DMSO)に諮解し、 DMSOをこれらの 4剤の

controlとした。

2.組織標本調整

Uマイクロゾ…ム:Wistar系ラット肝臓を描

出し、 g倍容量のな25M sucrose/5 mM  Tris-

HCl (pH 7.4)/0.1 mM  EDすAを加え、テアロン

軸頭を持つ Potter-Elvehjem型ホモジナイザー

にてホモジナイズした後、 7，000Xgで 10分関遠

心した。得られた上捕にさらに 77，000Xgで l時

間の超遠心を加え、沈溢は、前述した bufferにて

懸濁し、マイク口ゾ…ム分聞として使用した1九

2 ) GST isozymes :ラット肝臓から、アブイニ

ティーカラム、クロマトアォ…カシング法を用い

て、 GSTを以下の isozyme、すなわち GST1-1、

GST2-2、GST3-3" GST 4-4、GST7-7に、そ

れぞれ稽製分離

3.欝索活性の灘定

1) EH活性 :EHの活性灘定は Watabeらの

いて行ったc すなわちマイクロ

思濁液を O.lMリン酸緩衝薮(pH7.4)で肴釈し、

1.5mlとした後、前述した既知各譲度範閤

AEDそ加え、370Cにて 5分間プレインキュベ…ト

した。これに EHの基質である 50μM 7-

Glycidoxycoumarin (GOC)溶液 1mlを添加し、

EHによる 7-(2'，3'-dihydroxy propoxycoumar-

誌の封。への代謝反応を開始した。 20分後、ベ

ンぜン 6mlを加え讃詳し、 10分間接とう

2，0∞rpm記て 10分間遠心し、 GOC

を吸引除去したむこの操作を碍護 1

るGOCを完全に除去した後、水

328 

388nmにおける蛍光強度を Fluo嚇

rescence Spectrophotometer (HIT ACHI : 

F 2000)北て測定した。

2) GST活性 :GST活性は Habigら16)の方法

に詑って測定し、 glutathioneCGST) 

および 1-chloro-2，4-dinitrobenzene CCDNB)安

とし、 glutathione抱合悼を分光光度計
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Table 1 Effects of PHT， PB， CBZ， ZNS and VP A on the activity of epoxide hydrolase in liver microsome of 

Wistar rats 

PHT (μg/ml) PB (μg/ml) CBZ (μg/ml) ZNS (μg/ml) VPA (μg/ml) 

control 100.0:1::0.9 control 100.0:1::0.9 control 100.0:1::0.9 control 100.0:1::ι9 control 100.0:1::4.6 

20 109.9:1::3.1 40 100.2士3.9 10 99.1:1::5.5 40 101喬 7土3.0 50 97.0:1::5.2 

200 103.9:1::2.4 400 95.3土l.0* 100 95.4土1.1事 400 98.2士2.2 100 84.2土6.5**

1，000 97.7土3.2 2，000 95.3ごと1命 1* 500 95.3:1:: 1. 0* 2，000 97.5土1.9 500 80‘4ごと2.4ホ*

1，000 78.4ごと2.4**

2，500 75.8土3.1** 

5，000 71.0土3.2**

PHT : phenytoin， PB : phenobarbital， CBZ : carbamazepin， ZNS : zonisamide， VPA : valproic acid‘Values are 

expressed as % control (meanごとSD，n=6) 

The asterisたsindicate significant difference from each control value (* : p<0.05，日:p<O.Ol). 

Table 2 Effects of PHT， PB， CBZ and ZNS on the activities of GST isozymes in liver microsome of Wistar 

rats 

GST 1-1 GST 2-2 GST 3-3 GST 4-4 GST 7-7 

PHT control 100.0土7.5 100.0土3.。 100.0:1::4.2 100.0ニt:4.3 100.0:1::0.。
20μg/ml 132.5念8.7 104.2土3.5 102.3:1::1.1 108.7ごと5.3 104.4こと0.9

200μg/ml 112.3土1.0 101.3士2.7 98.3ごと4.5 98ι土3.3‘ 92.1土0.5

1，000μg/ml 113.6:1:: 11. 3 123.0土2.4 96.4全5.。 116.2土3.0 100.3:1::7.9 

PB control 100.0:1::9.8 100.0:1::3.4 100‘Oごと8.3 100.0:1::3.3 100.0土13.5

40μg/ml 116.5土8.4 96.4ごた2.1 91.3:1:1. 7 105.3士l.5 76.8土0.8*

400μg/ml 95.4:1:3.0 91.4土4.7 86.3土3.0** 103.3:1::7.2 82.2士1.7* 

2，000μg/ml 67.0ごとl.5** 8l.9土1.9*象 82.5士3.8** 98.3土2.2 71.6土l.7**

CBZ control 100.0土8.2 100.0土3.5 100.0土5.2 100喰0:1::3.3 100.0士13.5

10μg/ml 111.2土5.0 103.1:1:l. 7 105.2土2.5 96.3土2.5 74.0:1::1.4* 

100μg/ml 112.2士1.2 102.8土4.1 94.8土台2.5 102.8土0.5 73.5:1:: 1. 4 * 

500μg/ml 92. 9:1:: l.6 86.0ゴニ3.9事事 67.8会3.0** 61.2土O‘ゲ事 70.8:1::4.7** 

ZNS control 100.0土7.8 100.0ごと3.4 100.0ま4.2 100.0:1::4.3 100.0土7.8

40 Jlg/ml 124‘2土2.5 100.0土2‘4 99.5:1::5.1 96.5玄2.5 104.1二1::4.。
400μg/ml 114‘1:1::6‘7 98.8士2.9 94.8:1::6.0 104.4ごと3.8 101.0:1:1.6 

2，000μg/ml 96.9二1::2.9 92.0:1::2.1* 94.0士4.3 92.6ごと3.8 95.5玄2.0

PHT : phenytoin， PB : phenobarbital， CBZ : carbamazepin， ZNS : zonisamide， GST : glutathione S岨.transfer.胸

部 e，Values are expressed as % control (meanごとSD，n=6). 
The asterisks indic試合 significantdifference from each control value (* : p < 0.05，“: p<O.Ol). 

(HIT ACHI : 100-10)を用い、測定波長を 340nm

とし、窓瀧 30
0Cにて測定した。角翠 1cm

Jレに 0.2Mリン襲緩衝液 (p詰 6.5) 0.5 ml、10

mMGS註0.1ml、蒸留水0.1ml、各既知濃護む

薬剤を加えた溶解液 0.1ml (VPA 測定時には蒸

也は DMSO)、欝棄液 (GST)0.1 mlを混

し、 10mMCD民話 O.lmlを混入後、 1-2分聞

の吸光度の変化を潤定した。酵素液の濃慶はコン

ト口一ノレ群の吸光度変北の領きが 45度

度に希釈して用いたo

4.統計解摂

各 AEDについて、 control龍を 100%として各

濃度範爵におげる EHおよびGSTの活性を比較

し、統計には Dunnettの多重比較を用い、

Pく0.05を有意とした。

なお本研究は f大学等における動物実験の実地
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Table 3 Effects of VP A on the恥 tivitiesof GST isozymes in liver microsome of Wistar rats 

GSTト1 GST 2-2 GST 3-3 GST 4-4 GST 7-7 

control 100.0土3.6 100.0二1:2.9 100.0:t2.8 100‘Oごた4.8 100.0ごと4.1
50μg/ml 98.2ごと1.き 95.4ごと1.6 98.5土2.7 86雌3こと7.9*'" 89.6ごと3.7掌$

100μg/ml 93.0二と1.2 91修3土3.4* 96.8土4.9 72.5ごと3.0“ 86.4:t1.4・傘

500μg/ml 79.0ごと5.8** 79‘2土3.2傘傘 114.4:t4.2 66.5:と0.6*象 85.7土2.6寧傘

1，000μg/ml 70.3土2.9** 66.6士2.7*'" 123.3土5.3 57.9ごと1.2村 81.1た2.7**

2，500μg/ml 45.3土2.9*事 117.8土16.0 47.0ごと0.6*象 72.1こな1.3・象

5，000μg/ml 28.0ごと2.1** 29.2土1.6** 98.5:t3.1 36.5ごと1.。付 55.7土0.9**

VP A : valproic acid， GST : glutathione S-transferase. Values are expressed as % control (mean土

SD， n=6). 
The asterisks indicate significant difference from each control value (* : p<0.05，日:pく0.01).

Concentration-dependent inhibitory effects in the activities of GST 1-1， 2叩2，4-4and 7叩?“

針に基づいて、

験が施行された。

結集

1.各AEDのE司活性に与える震予響

Table 1に各濃疫範踏における CBZ，PB、

PHT、ZNSおよびVPAの5剤の EH活性に与

える影響を図示した。いずれの薬剤においても、

治療濃度では EH活性には有意な影響を与えず、

PBおよびCBZにおいて治療濃度の 10倍以上の

高濃度域より抑制効果が認められたみであった。

(100μg/ 

ml)よち EH活性の有意な部下 (p<0.01)が認

められ、護度依存性の抑制効果を示した。

2. 各 AEDのGST活性i二点与える影響

Table 2 Vこ各濃度麓艶における CBZ，P号、PHT

およびZNSのGST各 isozymeの欝索活性に与

える影響をまとめたり

治療濃度において、 PHT(20μg/ml)および

ZNS (40μg/ml)は、検討したすべての GSTis-

ozyme (1-1、2-2，3-3、4-4、7-7)の活性に対し

抑制効果を示さなかった。一万、 PBおよび、CBZ

は、各々の治療濃度である 40μg/mlおよび 10

μg/mlより GST7-7活性を有意 ι抑制した

(pく0.05)0 また、 VPAはGST3-3を除くすべ

ての isozyme(GST 1-1、?に 4-4、7-7)の活性

を濃度依存性に抑制し、とくに、 GST2-2 (Pく

立05)、4-4(pく0.01)、子7(pく0.01)の活性

については治療濃度域においても有意な抑制効果

を示した (Table3)。

察

Martzら8)はPHTのepoxide体の穣奇性への

関与を動物実験において検討し、 EHの抑制によ

り生じる epoxide棒の増加は話克および、話盤組

識への epoxide体による共役結合を促進し、結果

として PHTによる させることを

指擁した。また、 Finnellは17)はepoxide体産生に

関与する cytochromeP-450 enzymesの盟害薬

である stiripentolの併用により PHTに被爆し

たマウスの奇形発現が減少することを報告した。

ヒトにおいては、 Buehlerら18)がfetalphenytoin 

syndromeの兇を出産した母体の amniocyteで

EH活性が宥意に部下していることを示した。こ

れらの報告拙いずれも PHTの催奇性に epoxide

斧の産生・解議機輔の変動が関与する可能性を示

唆するものと

一方、PHT以外の AEDにおいても、CBZ、P号、

primidone (PRM)、methylphenobarbital(MPB) 

などがそれらの代謝瀧程で中間代器産物として籍

胞毒性を有す可能性のるる epoxide体を生

じ19刷、これらが AEDの催奇性発現の携茅に何ら

かの関与をするのではないかと考えられてきた。

Epoxide体は肝マイク口ゾ…ムに局在する cyto-

chrome P-450 monooxygenaseにより産生され、

EHによる加水分解や GSTによる glutathione

抱合を受け、不活化される (Fig.I)ト11，19-問。この
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ため、何らかの原悶による epoxide体の産金の充

進や間諜・排離の低下は結果として叩oxide体の

蓄積を招来するものと考えられる。 PT日、 CBZ、
PB、PRM、MPBなど酵紫誘導作用を有すAED
はcytochrome P-450 enzymesを誘導し10，11)、

epoxide体の産生を挺進するものと考えられ、と

れらの AEDの慌用または併用時の奇形発現増加

の機序に関与する可能性が考えられるo 一方、

VPAや valpromideはCBZとの相互作用におい

てCBZ-I0，ll-epoxideの血中濃度を上昇さFせる

ととが知られており 21，22)、その機序として VPA
やvalpromideがepoxide体の代謝に対し盟警的

にはたらくことが想定されている。しかしながら、

epoxideの解毒機構に関わる代謝酵素である E哀

およびGSTに与える種々の AEDの影響を比較

した報告誌なされていないのが現状である。

今回の研究では、治掠濃度域を含めた犠々な濃

度範冨を設定し、寄AEDにおける EHおよび

GST話牲を比較検討したc その結果、 VPAは治

より濃度依存性に在日活性を抑制し、

VPAが epoxide体を上昇させるとした過去の報
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Fig. 1 Schematic representation of epm心

ide formation (A) and detoxifica-

tion (B) influenced by genetic 

factors and metabolic interactions 

in antiepileptic drug treatment. 

PHT : phenytoin， PB: phenobarbital， 

PRM : primidone， MPB : methylphenobar-

bital， CBZ: carbamazepine， VPA: val-

proic acid， GSH : glutathione (文献8'"11)， 

19"'2わから作或)

告21，22)を支持する結果となった。また、 VPAは

GST (2-2、4-4、7-7)に対しても、注察濃度域よ

りその活性を抑制し、CBZ、PBも治療濃度域より

GST 7-7活性に対して抑制作用を示した00 した

がって、 VPA、CBZおよびPBを合めた多剤併用

時広は epoxide体の解毒機構は低下し、 epoxide

とる可能性が考えられるo しかも、

治棟濃度域で、 VPA、CBZおよびPBに共潤して

阻害効果が見られた GST7-7は轄に蛤盤ι多く

分布するとされている 23，2九これらを総合すると、

VPA、CBZ，PBを含めた AEDの併用療法におけ

る奇形発現の機序には epoxide体の増加が関撃

する可能註があると考えられるc また、 VPA
しては、臨床的広背形発現率が濃麦依存性に上昇

するととが指織されているが4へ今屈の研究にお

ける E担およびGST活性に対する抑制効果も濃

震依帯性の増強をみており、両者の聞の梧互的な

いても柱目されよう。

実際に、 ζれまでの疫学的新究において、 AED
の多剤併用の中でも背形発現率の高いとされる組

み合わせは、 Lindhoutら25)によると VPA+
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CBZ+PB:tPHT、Kanekoら3，6)によると VPA+

CBZおよびbarbiturates+CBZand/or PHTと

報告されている。これらの併用は maternal com-

poundの催奇性に加え、前述した中間代謝産物で

ある epoxide体の増加による催奇性が相乗的に

作用し、奇形発現に促進的にはたらく可能性が示

唆される。今回の結果は、このような催奇性増強

の機序が関与する可能性を裏づけるものであり、

これらを念頭において、妊娠可能な女性てんかん

患者に対する AEDの投与量および組み合わせを

憤重に考慮すべきと考えられた。

本稿を終えるにあたり、御指導、御助言を賜りました弘

前大学第二生化学教室佐藤公彦助教授、東京薬科大学第

二衛生化学教室平塚明助教授、ご校閲ならびに多大な

ご助言をいただいた弘前大学医学部神経精神医学教室 兼

子直教授に深く感謝いたします。
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Summary 

Effects of Antiepileptic Drugs on Epoxide Hydrolase and 

Glutathione S-transferase Activities 

Noboru Tokinaga 

Epoxide hydrolase (EH) and glutathione S-transferase (GST) are involved in the 

detoxification of epoxide， which may be attributable to the mechanism of ter-

atogenicity of antiepi1eptic drugs (AEDs). In this study， such AEDs as phenytoin 

(PHT)， phenobarbital (PB)， carbamazepine (CBZ) ， zonisamide (ZNS) and valproic 

acid (VPA) on the activities of these enzymes were investigated using rat liver 

microsomes. Within respective therapeutic concentrations， PHT， PB， CBZ and ZNS 

did not affect EH activity while VP A showed a concentration-dependent inhibitory 

effect on EH activity at 100μg/ml or more. Regarding the activities of GST isozymes， 

PHT and ZNS did not affect the activities at any concentrations studied whi1e CB之江9

μg/ml or more) and PB (40μg/ml or more) inhibited GST 7-7 activity. VPA showed 

concentration-dependent inhibitory effects on activities of GST 1-1，2-2，4-4 ad 7-7 at 

100μg/ml or more.These results may partly explain the increased incidences of 

malformation in offspring exposed to AED polytherapy including VP A， CBZ and PB 

through the accumulation of epoxide intermediates of AEDs. 
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