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GABA 合成酵素（GAD ）、　 GABAA 受 容体、　 GABA 　transporter

（GAT ）の 各 mRNA 発現 の 解析
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［目 的1 γ
一aTninobutyric 　aeid （GABA ）は 脳 に お け る 主 た る

抑制性 の 伝達 物質で あり GAD で 合 成 され，　 GABA 受 容体

を介 して 働 く．ま た海馬終 末で は GABA の 濃 度 と そ の 作

用 の 持 続 時 間 は 主 と し て GABA 　transporterに よ っ て 調 節

され て い る．IER で は海 馬 の GABA 結合能増加 が示 さ れ

て い るが．て ん か ん発 作 は進 展 す る。こ の 詳細 に つ い て

考 察 す る た め に 我 々 は IER に お け る GAD65 、67 ．

GABAA 受 容体 〔α 1，2，4、5．β2，3．γ 1，2S、2L　 subunits ）．

GAT ・1 の inRNA 発現 量を定量 RT −PCR に て 検 討 した c ま

た ∬nSl
’
tu　llybridization〔ISH） に よ り、海 馬 に お け る 各

mRNA 発現 分布 強度 を検 索 した．

［材 料 と方 法 12 ．5 、10 月齢の て ん か ん ラ ッ トお よび 対

照 ラ ッ ト雄 各 6 匹 を用 い た。て ん か ん 発 作 は SLage5 強 直

間代性痙 攣 を 陽性 と した。海 馬 を取 りだ し定 量 RT −PCR

に て mRNA 発 現 量 を 比 較 した 。ま た digoxigenin−labeled

cRNA 　probe を用 い て ISH をお こ な っ た。

1結 果IIERで は GAD 　65，67 は発 作 発症 以前 の 2 ヶ 月よ り

上昇 し、　 ISH で は hilusの intemeuronに つ よ く み られた。

GABAA 受容 体 α 1．a2 ，α 4，α 5，γ 1，γ2S、γ 2L 　subunits は

て ん かん 発症後 の 5、IO ヶ 月で 増加 し、特 に α 2subunits

の 増加が 著明 で あ っ た。β2 は差 がな く、β3 は 2 ヶ 月に

は 高 いが もとに戻 っ た。GAT −1 は 5，10 ヶ 月で 減少 して 、

特 に発作 焦点 と考 え られ る 海馬 hilus部か ら CA3 内側部 に

か けて の 継 胞で signal の 消失 がみ られ た。

【考 察亅IER で は て んか ん 発作発 症 以前よ り GAD や GABAA

受容体 13subunit の 増加 が あ り、発 作 進展 に 伴 っ て GABA
＾

受 容 体 α ，γ subunit の 増加、　 GAT ・1 の 減 少が み られ た。こ

れ ら は シ ナ プ ス 間 隙で の GABA 量 の増 加 に働 い て い る と

考 え られた。また GAT−1 の 低下 に よ る GABA 逆転放出能

の 低下 は、被 刺 激時 の て ん か ん脳 の 易興 奮性 に貢 献 し て い

る と 考 え られ た．IER で は海馬の 神 経細 胞 の 脱 落 はな く．

これ らの 変 化は神経 細胞 の 機能 的 な 変化 と考 え ら れ る 。

［目的コNO は 生理 的条件 下 で は 長 期 増 強 （LTP 〕をは じめ 、神

経 伝 達 の 重 要 な 因 子 と して 働 い て い る が 、そ の
一一

方 で

OQNO
．
とい うフ リ

ー
ラ ジ カ ル を形 成 し、強力 な細胞 傷害 因

子 と して も働 く。また、NO は NOS に よ り生 成 さ れる が、

NOS に は 主 と して 神経系に局在 して い る nNes と、主 として

免 疫系細胞 に 局 在 して お り、酵 素誘導 の 起 こ りや す い iNOS

の 2 つ の代表的 ア イソ ザ イム が知られて い る 。 il　OS に つ い

て は フ リ
ー

ラ ジ カル を 産生 し、細胞 死 を起 こ して 免 疫系 の

制御 に 関与 して お り、一
方、中枢神経 系の NOS に つ い て は、

nNOS は神 経伝 達．ヒの 役 割が示唆 さ れ て い る が、他 に iNOS

様 の フ リ
ー

ラ ジ カ ル 産 生 作用 に つ い て も否 定 さ れ て は い な

い 。我 々 は本 学会 に て 、EL マ ウ ス で は、海 馬 を中心 に フ リ
ー

ラ ジ カ ル の 脳 内局所 部 位で の 上 昇 が み と め られ る こ と、さ

ら に海 馬 に お け る NQ の 役割 が異常 可塑性 成 立 に おけ る神 経

伝達 に 関 与 して い る 可 能性に つ い て 報告 し て き た、。そ こ

で、EL マ ウ ス 脳 に おけ る NO の 上昇 が どの NOS に 由来 す る の

か を発 達過 程 及 び発作 履 歴 過程 を追 っ て 検 討 した。

［方法 ］10．20β0週齢の 発作履 歴 を繰 り返 した EL マ ウ ス （EL

LsD、観 察す る限 り発作履 歴の ない EL マ ウ ス （EL ［nsD 、コ ン

トロ ール として EL マ ウス の 母系 で ある DDY マ ウス 各 6 匹 を

用い た。 側頭皮質、頭頂皮質、海馬の試料 をhomogenate とし、

こ れ を 15，000rpm で 20 分 摂 氏4度 で 遠心 した 上 清 をWestern

bl眺 に か けた。　SDS　polyacrylamidegelで 電気泳動 を行い 、

Signa社 の nNOS 及び iNOS モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体 を．一次抗体と

して用 い 、horseradish　peroxidaseを糸吉合 し た 2 次抗体 を用 い 、

市販の Lumiglo 　SubStrate　Kitで 発色検出 した 。

［結果］EL ［s1海 馬の iNos は 10週 齢 か ら徐 々 に 上昇 し始め 20

週齢 で 既 に ピーク を迎 え、30週 齢 で も20 週齢 と 同 じ レ ベ ル

で あ っ た。nNOS は 10週齢 で は 検出 さ れ ず、20週齢で も極 め

て 弱か っ た が、30週齢 で は 急激 に 増 大 して い た。EL 【nsl で も

こ の 傾 向は 同 じで あ っ た が 検 出 され た i，nNOS の 量 はEL［slに

比べ て 全 て の 週 齢 で 低 値 で あ っ た。側頭、頭頂 皮 質に つ い

て は海 馬で 見 ら れ た よ う な大 きな変 化 は 認 め られ な か っ た。

［結論 ；EL マ ウ ス 海馬 に お け るNO の 上昇 は 30週齢 で の み 上

昇 し て い た が、こ れ は、異 常 可塑性 成 立に お け る 神 経 伝達

に 関与 して い る nNOS と フ リーラ ジ カ ル の ヒ昇 に 閲 係す る

困 OS の 両 方 が 関与 して い る も の と思 わ れ る。
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