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ep系 マ ウ スの 病 態 生 理 に 関 す る実 験 的 研 究

第1編

Homoearnosineのep系 マ ウス に お よ ぼ す 影 響 につ い て

(本論文の要旨は第35回 旧本生化学会総会において発表 した)

岡山大学医学部第1(陣 内)外 科教室(指 導:陣 内傳之助教授)

医 学 士　 杉 生 了 亮

〔昭和38年2月12日 受稿〕

第1章　 緒 言

ep系 マウスは1954年 予防衛生研究所獣疫部長今

泉1)に よつて発見され,拠 り上げ運動(平 板上に置

いたマウスを平板上から20～30cm拠 り上げ る運

動),エ レベーター運動,滑 走運動(平 板上 に置い

たマウスを水平面上で左右に交互に滑走 させ る運

動),シ ーソー運動(体 軸の方向でマウスの腹部を

支点として行うシーソー様運動),振 子運動 らの体

平衡を失わ しめるような運動を体位変換刺激として

くり返して与えることにより,そ の成熟型では容易

にかつ100%に 定型的な痙攣発作を起すマウスであ

る.

私の観察によると,痙 攣発作を起す時期は早いも

ので生後7週 位であるが,大 部分のものは生後11週

前後であり,こ れ以前ではいかに前記刺激を与えて

も痙攣発作を起さない.ま た最初に起す痙攣発作の

、型は不全型が多いが, 20%前 後においては最初より,

いわゆる典型的な痙攣発作をもつて始まる.不 全型

で始まつたものもその後3～5回 の発作を起すにつ

れ次第に定型的のものえと移行してゆく。この頃に

なると痙攣発作を起すに必要な体位変換刺激の回数

も一定となり, 50回 以下に統一されてくる.発 作の

型式は最初鳴声を発し(鳴 声を発しない もの もあ

る),強 直性ついで間代性痙攣 と移行 し,終 了後は

行動の抑制 ・朦朧状態が暫らく続 く.

この痙攣発作誘発の難易を左右する主な因子とし

ては,気 圧 ・気温 ・湿度らの気象因子および妊娠が

ある.高 温,多 湿および妊娠前半期ではおおむね発

作を起 しがたいが,高 気圧および妊娠後半期は起 し

易い傾向がみられる.な お一旦発作を起 し始めると,

それ以後は生後日数にはあまり関係がなく,老 衰に

よつて起 りがたくなることはない.

以上がep系 マ ウスの概要であるが,成 熟ep系

マウスには生理的な体位変換刺激により容易に他の

実験動物にはみられぬ痙攣発作を起す性質があるこ

とから,こ れは遺伝的に痙攣準備状態の異常亢進が

規定されているものと考えられ,と くに発作発現に

薬物や電気などの刺激を心要としないことから,痙

攣発作の発現機序,さ らにはヒトのてんかん発作の

発現機序を解明するには得がたい実験動物として諸

家より注目されている.

すでにこのマウスの脳代謝に関する生化学的検索

は,成 瀬 ・黒川ら2) 3)に よりなされ,ア セチルコリ

ン系代謝ならびに γ-アミノ酪酸代謝に関連 した部

分に異常があると報告されている.

私 どもの教室においてもこのマウスの分譲を受け,

数年前より生化学的の研究を続け,成 瀬らと同様の

成績を得ている.さ らに笠原4)は 他系マウスとの間

にParabiosisを 形成 し,血 液 ・体液の交流 をはか

ると, ep系 マウス特有の痙攣発作 は消失するとい

う知見を得てより,痙 攣発作を阻止す る何らかの

Factorが このマウスに欠乏ないし欠損 しているも

のと推論している.

さて, Homacarnoeine(γ-aminobutyryl-L-histidine)

は1961年Pisanoら5)に より牛脳中 より抽出され

た物質で,正 常牛脳中には脳100gあ たり0.5～1.0

mg含 まれているといわれて お り,そ の化学構造

(図1)の 示 す如 く γ-aminobutyric acid(以 下

BABAと 記す)の 誘導体で ある.一 方中枢抑制作

用があるといわれているGABA関 連物質を投与 し

た場合のep系 マウスの痙攣発作に対する影響は,

すでに教室の笠原のにより抑制効果がないと報告さ
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図1　 Homocarnosineの 化 学構 造式

れているが,私 はblood-brain barrierに さえ ぎら

れて脳内に移行しがたいのではないかと考え,直 接

脳脊髄液内に注入することに よりHomocarnosine

(以下Hc.と 略記する)のep系 マウスにおよぼ

す影響を観察 した.

以下私は教室の森6)に よつて精製 され たHc.を

使用 し, ep系 マウスの痙攣発作に対す る抑制効果

を中心に, Hc.のep系 マウスに およぼす影響な

らびにアセチルコリン系代謝におよぼす影響を検索

した.

第2章　 実 験 方 法

第1節　 実験動物

ep系 マウス

生後10週 を過ぎればおおむね痙攣発作を起 し始め

るため,生 後11週 よ り訓練を開始 し,そ の中より次

の条項をすべてみたす ものを使用 した.

1)定 型的痙攣発作を起 し始めて よ り少 くとも2

週 以上を経過したもの.

2)体 位変換刺激の回数50回 以内で連日定型的痙

攣発作を起すもの.

3)生 後25週 以前のもの.

なお,体 重は26g前 後のものが多く,ま た訓練

は体位変換刺激として平板上に置いたマウスを90～

100times/min.の 速 さで,平 板上から5～15cm拠

り上げる “拠り上げ運動”を採用し,こ れを連日1

回与えて行つた.

対照マウス

ep系 マウスとほぼ同一成長時期で同体重のCF-1

系 マウスを選んで使用した.

なお,両 系マウスとも飼料はオリエンタルの実験

動物用固形飼料を与え,同 一条件下で飼育した.

第2節　 薬剤注入法

各薬剤とも脳圧の変化を考え,注 入全量が0.01

mlを こえないようにし,細 針を用いて皮膚上 より

頭蓋骨を貫通 し,前 頭部中央附近の蜘網膜下腔に徐

々に注入 した.

な おHc.は 水 溶性 であ るため,注 射用蒸溜水

0.01mlに 各濃度が含まれるように溶かして使用 し

た.

第3節　 試 料 作 製

両系とも自由に動かした安静時マウスを大型のは

さみを用いて一挙に断頭 し,開 頭後可及的に両大脳

半球をとり出し,余 分の水分を濾紙にて吸いとり秤

量し,直 ちに氷室に入れ以下の実験に供 した.

第4節　 大脳Cholinesterase活 性値の測

定法

Cholinesterase(以 下ChEと 略記す る)活 性値の

測定には,従 来Acetylcholiae(以 下AChと 略記す

る)を 主体とする基質に被検組織を混じて加温し,

加水分解により出て くる酢酸を稀アルカリで滴定す

るVincent, Segonzac et Depratの 方法7),或 は酢

酸を予め基質に加えた重曹 に反応 させ,発 生する

CO2量 を検圧計で測定するAmmone)の 方法などが

用いられているが,い ずれも操作が煩雑な欠点があ

る.こ のため近年酢酸発生 による基質pHの 低下

-△pHを 測定することにより組織ChE濃 度を知

る検査方法が種々報告された, Vorhavs, Scudamore

 and Kark9)お よびAlcalde10);高 橋,柴 田ら11)の

方法である.私 は高橋 ・柴田法を参照してACh製

剤Ovisotを 用い, Phenol redを 比色による反応進

行の標示としながら,さ らにpH meterに よ り組

織加基質と対照のpHを 測定し,そ の低下-△pH

を求めた.

なお前項で述べた剔出した大脳はRinger液 を加

えて10%のhomogenateと した.

第1項　 試薬

1)緩 衝液(pH 8.3)

200ml容 ビーカーにバルビタール0.6gを と り,

蒸溜水100mlを 加 え加温溶解後室温に冷し,こ れ

にバルビタール ・Na 2.0gお よび β-グリセロ燐酸

ナ トリウム2.5gを 加 えて500mlメ スシリンダ

ーに移し標線まで蒸溜水 を追加 す る,こ れをpH

 meterに より測定し, pH 8.3で あ ることを確め,

もしこれより高ければ1N-HClを 加 えて調製する.

この緩衝液は少量のクロロホルムを加えて氷室に保

存すれば2ケ 月間は安定である.

2) Acetylcholine液

塩化アセチルコリン(第 一製薬株式会社製の注射

薬Ovisotを 使用)0.1gを 使用直前に蒸溜水2.0

mlに 溶解 して作製した.

3) 40mg/dl phenol red液

Phenol red(特 級品)100mgを 秤 り0.1 N-NaOH
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3.0mlお よ び水7.5mlを 加 えて加温溶解 し,放

冷後水を追加 して全量を250mlと す る.

4) Eserin液

i)保 存液:硫 酸エゼ リン0.1gを20mlに 溶 し

褐色瓶に入れて氷室に保存する.

ii)使 用液:保 存液1.0mlを 水 で10倍 に薄める.

これも氷室に保存し暁かに着色(桃 色)す るまでは

使用 しうる.

第2項　 測定器具

堀場製作所製 のHRL pH Meter M-3型 を使用

した.

第3項　 実施

試験管Aお よびBに それぞれ下記の順序に試薬を

加えてよく混和 し,直 ちに37℃ 恒温槽にひたし時

々振盪混和する.な お剔出秤量より加温までの脳組

織を扱う過程はすべて氷中に冷却 しつつ操作し,

 ChE活 性による影響をできるだけ抑制す るよ うに

した.

A(対 照):緩 衝液1.5ml+蒸 溜水3.0ml+ACh

液0.5ml+phenol red液0.15ml

B(組 織加基質):緩 衝液1.5ml+溜 水3.0ml

+ACh液0.5ml+10% homogenate 0.2ml+phe

nol red液0.15ml

正確に加温60公 後A, B両 試験管を槽 より出し,

すばやくEserin液1～2滴 を加 えて混和 しChE

活性を阻害する. pH meterに よりA, B両 試験管

のpH,す なわちpH Aお よびpH Bを 求めれば,

 ChE活 性値は-△pH=pHB-pHAに よつて表 さ

れる.

第5節　 大脳総Acetylcholine定 量法

組織からAChを 抽 出するためにはChangお よ

びGaddumの 三 塩化酢酸法12), Mentzerお よび

KaewiaのAcetoa法13), MeatierのEserin法14)

らが行われている,三 塩化酢酸による場合は抽出に

用いられたこれらの薬液を後の操作により追い出す

ことがやや困難な欠点があるが,得 られるAChの

値はEaerin加Ringer液 を用いた場合より一般に

高い16)と いわれて いる.私 はマウスの脳組織量よ

り考慮 して福原16)の 記載に従つて三塩化酢酸によ

り抽出を行つた.ま たこの定量法には生物学的方法

と化学的方法とがあり,後 者は精密度において優つ

ているが,前 者は生理的条件に近 く感度が鋭敏であ

るため,従 来もつばら生物学的方法が用いられてい

る.こ のうち蛙の直腹筋を用う方法は水蛭の背筋法

に比し感度は多少劣るが収縮弛緩が早くかつ正確で

あり,温 度による影響を受けがたいとされているた

め,私 は米沢の報告17)を 参照し蛙直腹筋を用いて

定量を行つた.

第1項　 Acetyleholine抽 出法

剔出した大脳を直ちに秤量し,ビ ーカーにとつた

10%三 塩化酢酸2ml中 に投 じて,す ばやく眼科用

のはさみにより瞿粟実大以下の微粒に細切する.こ

れを時々振盪 しつつ2時 間放置して組織蛋白を沈澱

させ,組 織中のAChを 三塩化酢酸に移行せしめる.

つ いでガラス濾過器を用い陰圧を加えてこれを濾

過 し,残 つた組織片をさらに約2m1の7%三 塩化

酢酸で2～3回 洗滌する.

こうして蛋白を除外 した抽出物を分液濾斗にうつ

し,こ れを5～6倍 量のエーテルを加えて分液操作

を行い脂肪 ・三塩化酢酸を除く.こ の操作をpHが

約6に なるまで(6回 以上)く り返す.残 つた抽出

物は磁製皿にとり, 1日 冷室に放置した後, 0.05%

重曹水によりpH7に 補正 し60℃ の送風乾燥器

中で乾燥させる.

第2項　 生物学的Acetylcholine定 量法

1)使 用筋標本

やや小なる殿様 蛙Rana nigcomaculateの 雌を

型の如 く断頭 し脳および脊髄を破壊 したのち,直 腹

筋の薄 くすき透つてみえるごときものを選び周囲組

織より分離 して左右に切半し,そ の一半をもつて実

験に供した.

2)測 定装置

筋標本が浸漬するごとき深さ約5cm 20ml容 量

のガラス容器,ク リップ付き細ガラス管および描写

槓杆をそれぞれ下記のごとく万能支持器に装置した.

ガ ラス容器:恒 温槽にひたし,さ らにこの槽中を

迂回した螺旋状管にてRinger液 槽 に直結する.

細ガラス管:ガ ラス容器中に挿入 し,先 端のクリ

ップにて筋標本下端を挾持し,管 の他端は酸素ボン

ベに連結する.

描写槓杆:基 部はクリップにより筋標本上端に連

結 し,そ の先端はKymograghion上 に接触させる.

なお槓杆の拡大はおよそ10倍 と し約2gの 重錘を

つけた.

3)使 用試薬

蛙Ringer液:下 記の組成により作製 した.

NaCl 0.6%. KCl 0.02%. CaCl2 0.02%. NaHCO3

 0.02%.

ACh溶 液:前 記のOvieotを用いて10-5/2, 10-5/3,

 10-5/4, 10-6の 各濃度溶液を作製 した.
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図2　 Acetylcholine量 測 定 装 置

Eserin液:前 記のErin使 用液を用いた.

第3項　 実施

筋標本を描写槓杆に装備 し,ガ ラス容器中の蛙

Riager液 に浸漬 して十分安定化するのを待つ.つ

いでEserin使 用液を10-5/2の 濃度になるごと く

加え,約10分 蘭待ちAChに 対する増感を施 してお

く.

まず各 濃度のACh溶 液 を そ れぞれ10-7/2,

 10-7/3, 10-7/4, 10-8の 濃度になるよう容器中の蛙

Ringer液 に加え,各 濃度に対す る筋の収縮曲線を

Kymographion上 に描記せ しめる,ま た蛙Ringer

液20mlに 溶解せ しめた組織抽出物につ いて も同

様に行う.各 描記時間は3分 間とし.の ち蛙Ringer

液 にて十分流洗して筋の弛緩回復を待つた.こ のよ

うに各既知濃度のACh溶 液 による収縮曲線が得ら

れれば,そ れらの曲線(図3)と 基線とのなす角度

図3　 Acetylcholine定 量 キモグラフ

を測定することにより,い わゆるACh

濃度感度曲線グラフを作成する,同 様

に組織抽出物溶液による収縮曲線の基

線とのなす角度をはかればグラフより

これに相当す るACh濃 度 を求め う

る.

なお容器中の蛙Ringer液 や被検液

の温度は29℃ に保ち,ま た気泡によ

り液中に酸素を常に飽和せ しめるよう

にした.

第3章　 実 験 成 績

第1節　 Homocarnoaineの

前頭部脳脊髄液内注入

のep系 マウスにおよ

ぼす影響

第1項　 Homocarnosineの 前頭部脳脊髄液

内注入時の全身症状

第2章,第2節 の方法に より各濃度 のHc.を

0.01ml宛 注入すれば,い ずれの場合も数分後より

呼吸数 ・心膊数に50～100%の 増加が起 る,軽 い も

のでは数分間,酷 いものでは約20分 間この状態が持

続し,次 第に注入前の状態に回復する.ま た同時に

マウスの行動も抑制され,注 入後暫らくは蹲るもの

が多かつた,な お飼料の摂取量も注入 日には平常の

日に比して少い傾向があつた.

対照のRinger液 お よび5% glucose液 を各0.01

ml注 入 した場合 もHc.に 比 し比較的軽度 であつ

たが同様の症候がみられ、さらに生理食塩水0.01

ml注 入において はHc.と 同等あ るいはそれ以上

の症候がみられた.

なお対照のCF-1系 マウスにおいても同様の症状

を呈した.ま たHc.の 注入濃度を濃くして もマウ

スが死亡するようなことはなかつた.

第2項　 Homocarnosineの 前頭部脳脊髄液内

注入の体重への影響

第2章,第2節 の方法 によりHc. 4～5mg/kg/

0.01mlを 注入 し,対 照群(無 投与群)と 比較しな

が ら以後10日 まで連日一定の測定時間を定め,石 田

式自動上皿天秤を用いて体重を測定した.

その結果は表1に 示すごとく対照群5例 において

は 日差による体重変動がみ られないが, Hc.注 入

群においてはかなりの変動がみられた.す なわち

1) 15例 中8例 に5～19%の 体重減少がある.

2)体 重減少をきたしたものは,注 入後1日 目に
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表1　 Homocarnosine投 与時 に お け る体 重 の変 化

4～5mg/kg/0.01ml

最高であり,以 後は日を経るに従い漸次増加 し注入

前のものに回復する.

3)体 重回復日数は,減 少の軽いもので注入後6

日前後であり,酷 いもので10日 前後である.

4)体 重減少をきたしたマウスの雌雄差は ♀:〓

=6/10:2/5で 僅かに雌の方に多いが,雄 の例数少

きため雌雄差はほとんどないといつてよい.

以上の如 く約50%に5～19%の 体重減少をみてい

るが,対 照の生理食塩水ではHc.よ り さらに強度

に,ま たRinger液 および5% glucose液 において

は僅かに軽度に体重減少が起つている.な お対照の

CF-1系 マウスにも同様の成績が得られている.

第3項　 Homocaraoseeの 前頭部脳脊髄液内

注入後の肉眼的脳所見

第2章,第2節 の方法 によりHc. 4～5mg/kg/

0.01ml注 入 して7日 後に断頭し得た成績である.

1)浮 腫状を呈 しているもの. 25%(20例 中5例).

この うち非常に高度に起 しているもの10%で 大脳重

量が浮腫のないものに比 し約10%内 外増加 してい

る.

2)貧 血性を呈 しているもの. 20%(20例 中4例).

この うち10%は 非常に高度で蒼白となつていた.

これら浮腫および貧血は同一マウスに同時に表わ

れており,概 して両者の酷いものには外見上瘠身が

目立ち体重減少も他のものに比 し高度であつた.ま

た対照のRinger液 および5% glucose液 注入の場

合もごく軽微であつたが同様の変化が起り,生 理食

塩水においては一層強い浮腫状変化をきたしたもの

が多い.

なお対照のCF-1系 マウスにも同様の成績が得 ら

れている.

〔小 括〕

以上第1, 2お よび3項 を通覧 してみると,呼 吸

数 ・心膊数の増加,行 動抑制,体 重減少および脳肉

眼的所見のいずれの場合も,生 理食塩水が一番強く,

ついでHc., Ringer液 および5% glucoseの 順 に

弱 くなつている.従 つてこれら薬剤のマウス脳脊髄

液内注入による影響は前記順位に従い弱 くなるもの

と考えられる.

第2節　 Homocarnosineの 前頭部脳脊髄

液内注入による抗痙攣作用

Hc.の 抗痙攣作用について述べる前 に私の定め
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たep系 マウス痙攣発作に対する抑制効果判定法を

紹介する.な おep系 マウスの痙攣発作には,第1

回 目の刺激によつては起らなくても2～3分 の休止

期間後,再 度刺激を与えれば起る性質があるため,

薬剤の抑制効果判定法は次の如 く規定すべきものと

考える.

1)完 全 に抑制効果があるもの.す なわ ち,い く

ら刺激を与えても全然痙攣発作を起さぬもの,こ れ

を(-)の 記号で表す.

90～100times/min.の 速 さで体位変換刺激を与え

れば,第1回 目の拠り上げ運動150回 以内では痙攣

発作が起 らず,さ らに2～3分 の休止期間後再度

150回 の抛り上げ運動を行つても痙攣発作を起 さぬ

とき.

2)軽 度の抑制効果のあるもの.す なわち,な お

痙攣発作を弱いながらも起す もの,こ れを(+)の

記 号で表す.

a)第1回 目の拠り上げ運動50～150回 で痙攣発作

を起 したとき.

b)第1回 目には起さなかつ たが,休 止期間後第

2回 目の拠り上げ運動50～150回 で痙攣発作を起 し

たとき.

c)第1回 目あるいは第2回 目の拠り上げ運動50

回以内で鳴声を発するのみかあるいは不全型の痙攣

発作を起 したもの.

3)抑 制効果の全 く認められないもの.す なわち,

実験前とほぼ同じ回数の抛り上げ運動により痙攣発

作を起すもの,こ れを(〓)の 記号で表す.

a)第1回 目の抛 り上げ運動50回 以内で定型的な

痙攣発作を起すとき.

b)第1回 目では起らなかつ たが,休 止期間後第

2回 目の拠り上げ運動50回 以内で定型的な痙攣発作

を起すとき.

以上の如き判定法, (-), (+)お よ び(〓)に

従い以後の実験成績を判定する.

第1項　 Homocarnosineの 前頭部脳脊髄液

内注入による痙攣発作抑制最少有

効量

前記第2章,第2節 薬剤注入法によ りHc.を 種

々の濃度に溶かしそれぞれ0.01ml宛 注 入 し,注

入後4日 目に判定法に従い得た成績が表2で ある.

Homocarnosineの 場合

0.5mg/kgの 注入では5例 中1例 に(-)で, 5

例 中3例 に(〓).さ らに1mg/kgの 注入では5例

中3例 に(-)で あ るが,な お5例 中1例 に(〓)

表2　 Homocarnosine各 濃度 に よ るep系 マウ

スに 対 す る抗痙攣 作 用(注 入後4日 目)

〔註) (〓)(+)(-)は 痙攣発作抑制効果判定

法に從う

である.

しかし4～5mg/kg,さ らに20mg/kgの 注入で

は5例 全例に(-)で 完全な抑制効果がある.従 つ

て最少有効量は4～5mg/kgと なる.

対魚の場合

Ringer液 および5% gluoose液 では全例に(〓)

または(+)で あ るが,生 理食塩水0.01ml注 入

のものにおいては5例 中2例 に(-), 5例 中3例

に(+)と かなりの抑制効果がみ られる.こ れは

NaClが 塩類として痙攣の機制に重要な関係を有す

るというFleeehの 説18)の 反対の立場をとるもの

である.

第2項　 Homocaraosiaeの 前頭部脳脊髄液

内注入による抗痙攣作用発現の時

間的経過

前項で述べた最少有効量4～5mg/kg/0.01mlを

注入 して抗痙攣作用の発現を時間的に追つてみると,

表3の 如 くなる.な お表の数字は痙攣発作を起 した

時の第1回 目の拠り上げ運動の回数を表わ し, ()

内の数字は同様に第2回 自の回数を表わす.

Homoearnosineの 場合

注入後6時 間では(〓)8, (+)8, (-)1.

注入後12時 間では(〓)5, (+)11, (-)1.

注入後1日 目では(〓)2, (+)14, (-)1.

注入後2日 目では(〓)0, (+)7, (-)10.

注入後3日 目では(〓)0, (+)0, (-)17.

と注入後時間を経るに従い(+)が 増加 し次第に

(-)へ と移行 して行 く.す なわち, 2日 目では17

例中10例 に(-)と な り, 3日 目 に至 ると全例に

(-)と なつている(こ のような抑制過程は20mg/

kg/0.01ml注 入 した場合にも当てはまる),従 って
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注入 後3日 目よ りは全 例 に 完全 な抑 制 効 果 を認 め て

い る.以 後 は表3の 如 くこの状 態 が続 き, 2ケ 月 の

観 察 期間 中 に おい て は,痙 攣 発 作 を連 日起 す もの は

ほ とん ど な く, 2日 続 けて 起 した1例 が み られ るの

み で あつ た.た だ注 入後2週 を 過 ぎ れば4目 に1回

の割 合で 痙 攣 発作 を 起 す もの,す な わ ち(+)が17

例 中4例(23%)に み られ た.

対 照の 場合

表4に 示 す 如 く, Ringer液 お よ び5% glucose

液 にお い て は注 入後 ほ とん ど痙 攣 発 作 の 発現 に要 し

た拠 り上 げ運 動 の 回 数 に変 化 を み ない が,生 理 食 塩

水 で は前 項 で述 べ た如 く抗 痙 攣 作用 が あ り,注 入 後

1週 前 後 に は強 力 で あ る が, Hc.に 比 し て 抗 痙攣

作用 が早 く失 われ2週 間 を過 ぎ れ ば再 び 痙攣 発 作 を

起 し始 め る.

第3項　 Homocarnosineと その 関連 物 質 の

抗 痙攣 作用 の 比 較

Hc.の 構 成 成分 で あ るGABAお よ びhistidine,

　 GABA誘 導 体 で 中枢 抑 制 作 用 の あ る γ-amino-β-

hydroxybutyrie acid(以 下GABOBと 記 す),さ ら

にHc.の 類 縁 物質 で あ るcarnoeine, carnosineの

構 成成 分 で あ るalanineな ど と抗 痙 攣 作 用を 比 較 し

たの が表5で あ る.

He.は4～5mg/kg/0.01ml, caraosineは10mg

/kg/0.01ml, GABA, GABOB, histidineお よ び

alanineは それ ぞ れ50mg/kg/0.01ml注 入 した.

表5の 如 くGABA, GABOB, hiatidineお よ び

alanineに は3週 間 の 観察 期間 中抗痙 攣 作 用 は な か

つ たが, carnosineに は多 少 こ の 作 用 が あ り, Hc.

と同 様 の 時 間的 経 過 を辿 りな が ら3日 目よ り2週 の

終 りま で全 例 に痙 攣 発作 を 抑制 して い る.し か し こ

れ を過 ぎ れば 再 び 痙攣 発 作 は現 われ 始 め, 4週 目,

 5週 目で は80%に 発現 し, Hc.の 同 時期 の もの に 比

較 し抗 痙攣 修用 が 弱 い.

第3節　 Homocarnoaineの 前 頭 部 脳 脊 髄液

内 注入 に よる大 脳Acetylcholine

量 にお よぼ す 影 響

ep系 マ ウ ス な ら び にCF-1系 マ ウス に 対 して

He. 4～5mg/kg/0.01mlを 注 入 して7日 後 に,注

入 しな い対 照 群 とと もに第2章,第3な らび に5節

に述 べ た方 法 に よ りACh量 を し らべ た.そ の成 績

を 示せ ば 表6お よび図4の 如 くであ る.

注 入 しな い もの

ep系 マ ウ スで は,動 揺 範 囲 は1.14～1.35μg/g

で, 5例 の 平均 値 は1.26μg/gで あ る.

CF-1系 マ ウ スで は,動 揺 範 囲 は0.65～0.88μg/g

で, 5例 の平 均 値 は0.79μg/gで あ る.

注 入 した もの(7日 後)

ep系 マ ウ スで は,動 揺 範 囲 は1.09～1.30μg/gで

5例 の平 均値 は1.19μg/gで あ る.

CF-1系 マ ウ スで は,動 揺 範 囲 は0.62～0.96μg/g

 6例 の平 均 値 は0.83μg/gで あ る.

す な わ ちep系 マ ウス の注 入 しな い もの の平 均 値

はCF-1系 マ ウ スの 平均 値 に比 して約60%の 高 値 を

示 して い る.

一方 ,こ れ らにHc.を 注 入 す る と注入 後7日 の値 は,

 ep系 マ ウスで は平均1.19μg/gと5%の 減 少 を示 し,

 CF-1系 マ ウス で は 平 均4.83μg/gと5%の 増 加 を

示 して い る.し か しこの 差 は あ ま り に も少 く注入 前

の 動揺 範 囲 に入 る もの で あ り,従 つ てHc,注 入 後

7日 に お いて は,注 入 前 の もの と有 意 の差 は な い と

考 え られ る.

第4節　 Homocarnosineの 前 頭 部 脳 脊 髄液

内注 入 に よ る 大 脳Cholinesterase

活 性 値 に お よぼ す 影 響

AChの 場 合 と同 様 にep系 マ ウ スな らび にCF-1

系 マ ウス に対 してHe. 4～5mg/kg/0.01mlを 注入

して, 7日 後 に注入 しない 対照 群 と と もに第2章 第

3な らび に4節 で 述べ た方 法 に よ りChE活 性 値 を

し らべ た.そ の 成 績 を示 せ ば表7お よび図5の 如 く

で あ る.

注 入 しない もの

ep系 マ ウスで は,動 揺 範 囲 は-△pH 0.41～0.56

で, 10例 の平 均 値 は-△pH 0.477で あ る.

CF-1系 マ ウ ス で は,動 揺 範 囲 は-△pH 0.45～

0.60で, 10例 の平 均値 は-△pH 0.538で あ る.

注 入 した もの(7日 後)

ep系 マ ウス で は,動 揺 範 囲 は-△pH 0.47～0.55

で, 10例 の 平 均 値 は-△pH 0.506で あ る.

CF-1系 マ ウスで は,動 揺 範 囲 は-△pH 0.48～0.65

で, 10例 の 平均 値 は-△pH 0.558で あ る.

す な わ ちep系 マ ウスの 注 入 しな い もの の 平均 値

は, CF-1系 マ ウ スの 平均 値 に 比 し約13%の 低 値 を

示 して い る.

一 方 ,こ れ ら にHc.を 注入 す る と 注 入 後7田 の

値 は, ep系 マ ウスで は 平均-△pH 0.506と 注入 し

ない もの の約5%の 増 加, CF-1系 マ ウスで は 平 均

-△pH 0 .558と 約3%の 増 加 を示 してお り,両 者 と も

に僅 か に増 加 して い るが,十 分 に動 揺範 囲 内 に入 る

値 で あ るた め,必 ず しも増 加 した とは いい きれ な い.
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表3　 Homocarnoeine注 入 に よ る痙 攣 発 作 抑 制 過 程

〔註〕 数字は痙攣発作を起した第1回 目の抛り上げ運動の回数を示し()内 の数字は同様2回 目の抛り

表4　 対照液注入による痙攣発作発現回数

〔註〕 数字は痙攣発作を起した第1回 日の拠り上げ運動の回数を示し()内 の数字は同様2回 目の抛り
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4～5mg/kg/0.01ml

上 げ運動の回数を示す.

上 げ運動の回数を示す.
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表5　 Homocarnosineと その関連物質との抗痙攣作用の比較

〔註 〕 (〓)(+)(-)は 痙 攣 発 作 抑 制効 果 判 定 法 に從 う

表6　 大 脳総Acetylcholine量 に お よぼ すHomocarnoaincの 影 響
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図4　 大 脳総Acetylcholine量 にお よぼ す

Homocarnosineの 影響

表7　 大 脳Cholinesterase活 性 値 に お よ ぼ す

Homocarnosineの 影 響

従つて,注 入後7日 の値は注入前の値に比 し僅か

に増加の傾向がみられたが,こ れとても有意の差と

は思われず,結 局AChと 同様ほとんど影響を受け

図5　 大 脳Cholinesterase活 性値 にお よぼ

すHomocarnosineの 影 響

なかつたものと考えたい.

第4章　 総括ならびに考按

Hc.は1961年Pisanoら5)に よつて始めて牛 およ

びラッテの脳中より純粋に抽出され,正 常牛脳中に

は0.5～1.0mg/100g含 まれているといわれている

物質である.そ の体内分布は脳内にのみ存在すると

いわれており,他 臓器,た とえば腎臓 ・肝臓 ・脾臓

・骨骼筋らには存在 しない.従 つて脳内にのみ存在

することから何らかの脳機能に関係ある物質と考え

られるが,そ の働きは未だ不明で あ る,ま たHc.

が脳 内でいかなる代謝過程を経て合成され,分 解さ

れるかについても未だ明かにされていないが,そ の

化学構造か ら考えて,脳 内でGABAとhistidine

か ら合成されるのではなかろうか と推定 され る.

これにつ いては教室 において14C-GABAを 用い

てtracer実 験が進められている.

一方, Hc.の 薬 理作用についてはその1部 が喜

多により検討19)さ れ ている.す なわち,急 性の毒

性はマウスの背部皮下に注入した場合のLD50は
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約15g/kgで 非常に毒性の少いものである.ま たマ

ウスの電気刺激による痙攣やペンタゾールによる薬

物痙攣に対 してはほとんど無効であり,メ チルヘキ

サビタールによるマウス起き上り反射に対しては作

用を増強する.さ らに抗ACh作 用はGABAの1/100

程度でほとんどない等である.

さて,私 はHc.の 中枢神経系に対する作用 を検

索 しようとしたが, Hc.はdipeptideで あ るため,

 blood-brain barrierの 存在により血液を介 しては脳

に達し難いであろう と考 え,直 接 に脳脊髄液内に

投与してその影響について検討した.

まずその全身症状への影響については,未 だ例数

も少く,ま たマウスの一般症状を十分に把握 してい

ないうらみもあるため断定はしがたいが,注 入直後

よりかなりの所見が得 られている.す なわち,注 入

例全例に注入直後より約20分 にわたり呼吸数 ・心膊

数の50%増 加 および行動の抑制が見 られ,ま た半数

例に翌日に最 も高度に体重の減少をみ, 7日 後 には

脳の軽度の浮種性 ・貧血性の肉眼的変化を一部に認

めている.こ れを対照のものと比較 してみ ると,

 Ringer液, 5% glucose液 では注入直後の所見,

体重減少,脳 の肉眼的変化のいず れ もHc.の そ れ

よりも幾分軽度であつたが,や はり同様の経過をと

つて表われており,反 対 に生理食塩水 においては

Hc.以 上 の所見が得られてい る.と くに注入直後

の呼吸数 ・心膊数の増加および脳の肉眼的浮腫性 ・

貧血性の変化においては著明であつた.こ の生理食

塩水の注入直後の所見は生理的とはいいながら,や

はりNaClそ の ものの刺激作用によつて起 つ たも

のであり,ま た浮腫性変化は脳電解質代謝に異常を

きたしたために起つたと考えるべきであろう.

いずれにしても注入後の変化は頭蓋骨を通 し脳膜

を穿刺して注入する機械的刺激によつても起 りうる

と考えられるが,や はり薬剤0.01ml宛 注入そのも

のの影響(脳 圧の変化)お よび薬剤 自体の影響,と

くに脳組織と薬物の濃度の差異によつて起つたもの

と考えるべきで,そ の刺激性 は5% glucose液,

 Ringer液, Hc.,生 理食塩水の順に強 くなつている.

次にHc.の 抗 痙攣作用に関しては,ま ず その最

少有効量を判定するには,そ の抗痙攣作用が注入後

の時間の経過とともに強 くなり,ほ ぼ3日 目以降に

最大となるため,注 入後4日 を選ぶことにした,全

例において痙攣発作が抑制された量は4～5mg/kg/

0.01mlで あつた.さ きにPisanoら5)に よつて正

常牛脳中にはHc.が0.5～1.0mg/100g含 まれ る

といわれており, ep系 マ ウスにもこれとほぼ同じ

割合にHc.が 存在するものと考 えれば最少有効量

はほとんど正常脳中に含まれる量と大差がないとい

う結果を得た.

次 に,抗 痙攣作用の発現過程について検討 してみ

れば, 1mg/kg/0.01ml, 4～5mg/kg/0.01ml, 20mg

/kg/0.01mlの いずれの場合も注入後6時 間, 12時

間, 1日 と時間を経るに従い抗痙攣作用が漸次増強

していくことに気付 く. 3日 後 にな ると4～5mg/

kg/0.01mlお よ び20mg/kg/0.O1mlで は全例に

完全な抗痙攣作用がみられ,以 後2週 間は全例にほ

とんど痙攣発作は発現 しない。従つ てHc.の 抗痙

攣作用は脳脊髄液内注入後より次第に増強し, 3日

を過ぎれば完全なものとなることが考えられる.こ

の場合注入量が多 くてもこの期間が短か くならない

傾向があることも興味深い.ま た対照の生理食塩水

にもFleschの 説18)に 反 し抗痙攣作用 があ るが,

その発現はHc.の そ れ よりも遅 く4日 あるいは5

日後に最も強力となり,注 入後2週 を過ぎればその

作用は次第に弱まり消失して行 く.し か し, Hc.は

2ケ 月の観察期間中も依然として抗痙攣作用を持続

しており,た だ23%に 注入後2週 を過ぎれば4日 に

1回 の割合で痙攣発作が発現 しているのみである.

これを他のHc.関 連物質と比較してみ るに,す

でに教室の 笠原4)はGABAお よ びGABOBを 大

量経口投与してもいずれもep系 マウスの痙攣発作

を抑制しないことを報告している。そこで私は脳脊

髄液内にGABA, GABOBさ らにhistidineお よ

びalanineを 投与 してみたところやはりこれらの物

質には,何 らの抑制効果も認めなかつた.し かし,

筋 肉内に主として存し他部組織にも存在するが脳内

にはほとんど存在しないといわれてい るcarnosine

を10～20mg/kg/0.01ml注 入 した場合 には, Hc.

ほどではないが注入後3日 より2週 間にわたりかな

りの抑制効果を認めた.し かしそれ以後 はHc.の

抑制効果に比 して作用は弱 く,注 入後5週 を過ぎれ

ばほぼ注入前に戻つてくるのを認めた.

従 つ て, Hc.の 構成成分で あ るGABAお よび

histidineは これを単独に使用 した際には抗痙攣作

用がないが,合 成 されてHc.と なればその作用を

有するという事実はまことに興味深いことである.

一 方
,教 室 の笠原4)はDiphenylhydantolnを

100mg/kg量 を連 日経口投与すればep系 マウスの

痙攣発作は抑制され,投 与を中止すれば再び一定期
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間後発作が起ることを報告 し,私 も第2編 において

Phenobarbitalを50mg/kg連 日経口投与した場合,

 Diphenylhydantoinと 同様の効果が起り,中 止すれ

ば再び痙攣発作が起ることを報告 した.す なわち,

この両者は投与期間中には脳内の異常興奮に関連 し

た代謝関係に抑制的に働き興奮をおさえるが,中 止

すればその作用も失われ再び興奮が起るものと考え

られ,脳 内異常興奮を起すに関連した代謝に可逆的

に作用するものと想像される.こ れ に反 してHc.

は前述の如 く,た だ1回 の投与にも拘 らず投与後2

ケ月間も異常興奮をおさえていることから,前 二者

と同一代謝過程に不可逆的に作用したのではないか

とも想像で きるが,や は りHc.はDighenylhy

dantoinお よびPhenobarbitalと は 全く異つた作用

機転をとつてい ると考え る方 が妥当であろ う.

またこの場合にと くに強調 したい ことはHc.は

DiphenylhydantoinやPhenobarbitalと は異り正常

脳内に存在する物質であるという点である.

最後にACh系 代謝におよぼす影響について述べ

よう.

Hc.を 注入しないep系 マウスの大脳総ACh量

は対照のCF-1系 マウスのそれより も多 く約60%

の高値を示 しており,ま た大脳ChE活 性値 もep

系 マウスでは対照のCF-1系 マウスより約13%の 低

値を示 しており,量 こそ少いが加藤により報告20)さ

れたと同様の傾向をみている.い ま これ とHc.を

注入 し7日 目に測定した値とを比較すれば,実 験成

績の項でも述べた如 く, ep系 マ ウス, CF-1系 マウ

スともACn量, ChE活 性値にほとんど変化をみて

いない.た だ注入後7日 のみの成績だけで結論づけ

るわけにはいかないが, Hc.は 喜多19)の い う如 く

ACh系 代謝にはほとんど影響を与えない もの と推

察される.す なわち, Hc.はACh代 謝 には関係な

く他の抑制機構に関与しているものと考えられる.

さきにNachmansohnに よ りAChの 二元説21)

が唱えられ, AChは 単に ジナブシスの伝達の役割

をもつているばかりでな く,神 経や筋の興奮機制お

よび興奮伝達機制にも主役を演 じていると説かれた

が,最 近,こ の二元説は くつがえされる傾向にある.

すなわち, Daleお よびFeldbergの い う22)AChは

運動神経終末部位で遊離し,こ れが端板に働き端板

電位を起 し,こ の電流が筋線維に刺激となつて興奮

伝達が起るという事実は今日ほとんど認められてい

るが,神 経や筋の興奮伝達にあずかる伝達物質であ

るという点が反論 され てい る。山田23)は骨骼筋線

維中に細ガラス管を挿入し,こ れより諸物質を注入

する実験をした際, AChを 注入 しても筋 に収縮の

起 らぬことを認めたばかりでなく,さ らにこの実験

で諸種の痙攣を起す物質の内に極 く少量のAChを

混 じておけばかえつて痙縮を起すのを妨げるという

事実を見出し, AChが 広 く興奮組織内に存在する

生理学的意義はこれら組織に対する一種の保護作用

ではないかと述べている.さ らに高下および菊池24)

はその保護作用はAChが 蛋白質凝固を防護する性

質によるのではないかと考え,熱 による卵白凝固の

際に少量のAChが 存在すると卵白がなかなか凝固

しないという事実を挙げている.ま た高下25)は 神

経を高温および冷却にさらした場合,少 量のACh

を加 えておけば対照の刺激伝達中断時間に比較 し,

中断時間が短いことを見出 し, AChは 温度の変化

に対して神経がその働きを奪われるのを防禦してい

るという説を述べている.ま た渡辺および湯浅26)は,

諸種毒物 を大黒鼠 に注射 しその致死量を少量の

AChを 注射 しなが らみているが, nicotinを 除 いて

少量のAChが 存在するときは,諸 種毒物の致死量

が圧倒的に増大 していることを述べている.

以上の如 く,最 近,筋 肉および神経系内に多量に

存在するAChの 作用は,保 護ならびに防禦作用で

あるという考え方が生理学者間に起つてきているこ

とを併せ考 え ると, Hc.が 脳組織内でACh系 代謝

と無関係に抑制効果を発揮 しても必ず しも不思議で

はなかろう.

第5章　 結 論

γ-aminobutyric acid関連物質であるHomocarnosine

 (γ-aminobutyryl-L-histidine)をep系 マ ウスの前

頭部で脳脊髄液内に注入 し,次 の結果を得た.

1) ep系 マ ウス金例に注入直後呼吸数 ・心膊数の

増加および行動の抑制を認め,半 数例に投与後1週

間にわたり軽度の体重減少を認めた。

2) Homocaraosineに は抗痙攣作用が あり,そ の

最少有効量は4～5mg/kgで,正 常脳実質内に含ま

れている量とほとんど同じである.

3) Homocarnoeineの 抗 痙攣作用は投与後3日 目

には最大となり,以 後2ケ 月間の観察期間中におい

てもその作用はほとんど弱まらない.

4) Homocarnosineの 関連物質としては, Carnosine

は抗痙攣作用を有するがHomocarnaeineに 比較す

れば弱 い.し か しGABA, GABOB, Histidine,

 Alanineに は全く抗痙攣作用がない.
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5) Homocarnosineは 大 脳 総Aoetylcholine量 お

よ び大 脳Choliaeaterase活 性 値 に射 しては影 響 を お

よ ぼ さな い.

稿を終えるにあたり御指導,御 鞭撻下さり,御 校

閲を賜つた恩師陣内教授に深い感謝の意を表すると

ともに,実 験にあたり種々御助言,御 指導をいただ

いた当教室の森博士に深謝する.
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Pathophysiological Study of the ep-Mouse

Part I Homocarnosine (r-Aminobutyryl-L-histidine) 

Effect on the ep-Mouse.

By

Ryosuke Sugiu

Department of Neurological Surgery, Okayama University Medical School

(Director: Prof. D. Jinni M. D.)

Homocarnosine, one of the GABA associates was administered on the ep-mouse into 
cerebrospinal fluid through frontal region of intact scalp and skull.

1. Increased respiration and heart-beat and behavioral inhibition were observed in all 
cases immediately after the administration. Slight loss of body weight was followed for the 
first week in a half of the cases.

2. Anticonvulsive effect was obtained with the administration of homocarnosine. It is to 
be noted that the minimum effective dosage was 4-5mg/kg which appears to be almost the 
same dosage contained in the cerebrum.

3. The anticonvulsive effect tended to be gradually accelerated by the time passing and 
to show the peak at the 3rd post-administration day, which was hardly varied during the 
following 2 month observation period.

4. Several associates of homocarnosine were examined in standpoint of anticonvulsive 
effect. Carnosine has also anticonvulsive effect, but less than homocarnosine. GABA, GABOB, 
histidine and alanine do not have such effect.

5. Homorarnosine does not cause any effect on acetylcholine and cholinesterase activity 
in cerebrum.


