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    学位論文題名

Effects of clobazam and its active metabolite

    on GABA-activated currents in rat

    cerebral neuronslnCulture

（ラット培養大脳神経細胞のGABA活性化電流に

対するcl obazamとその活性代謝産物の作用）

学位論文内容の要旨

  従来のbenzodi azepIne系薬物がdiazepine環の第1位と第4位にN原子を有する
1，4‐benzodiazepineであるのに対し、cIobazam（CLB）は第1位と第5位にN原子を
有する115‐benzodiazepineに属する。1979年、Gastautらが難治性てんかんの付加
薬として効果があったと報告して以来、動物実験と臨床試験で抗てんかん作用が調べられ
てきた。最大電撃けいれん、薬剤誘発性けいれん、キンドリング、遺伝性てんかん動物な
どの動物実験のいずれでもCLBは効果を示し、各種抗てんかん薬と比べても効果が明ら
かで、1，4‐benzodiazepineよりも優れているとされる。22の研究における850症例で
CLBの効果をまとめた報告では、全体で65％の発作頻度の減少をもたらした。CLBの代
謝産物であるN‐desmethylcIobazam（DMCLB）にも活性があり、半減期が長いので長
期投与中の患者では血漿濃度がCLBの10～20倍と高〈、DMCLBの血漿濃度と抗けい
れん作用の闇に明らかな相関が認められたとする報告がある。このため、CLBの経ロ長
期投与における抗てんかん薬としての効果は、主にDMCLBによるものと考えられたが、
詳 細な 分析は 行われ てこ なかっ た。CLBの 抗てん かん 効果の 作用機 序は
1，4．benzodiazepineと同じくァーアミノ酪酸（GABA）受容体のbenzodiazepine結合
部位に働き、CI゙ チャネルの開口頻度を増加させてGABA作動性電流を増強するためと
考えられる。本研究はラット培養神経細胞において、GABAが活性化するイオン電流に対
するCLBとDMCLBの作用を明らかにした。
  実験には胎生15日目のWister系ラットの初代培養の神経細胞を用いた。胎児脳の大
脳半球を分離して髄膜を除去後、リン酸緩衝液中に混和し細胞レベルまで破砕した。濾過
して得られた神経細胞を10％ウシ胎児血清を含むHam‐MEM培養液中に懸濁させ、5x
104ce｜I／Cm2になるように調整し、35mmベトリディッシュ内で37℃，5％C02ーair
中で培養した。実験には培養後4～7日目の細胞を用いた。whoIeceI｜voltagecIamp
法を適用し、パッチ電極を用いて細胞を任意の電位に固定した状態で細胞膜を横切る電流



を記録した。細胞内液には陰イオンとしてacet ateイオンを用いた。また、GABAB受容
体によるK゙ 電流の混入を防ぐために、K゙ に代えてCs゙ を用いた。GABA作動性電流の
run- downを防ぐために、MgCI2の代わりに実験の直前にMgATPを加えた。GABAを
種々の濃度のCLBやDMCLBあるいはflumazenilと混和し、細胞表面から70c-,1 00
凪mの距離fこ置かれたマイク口ピベットから圧カによって2秒間投与し、同濃度の
GABAのみの投与によって得られる電流量と比較した。
  CI・イオン濃度が細胞外159mM細胞内10.2mM、- 60 --60mVの静止膜電位におい
てCLB単剤投与でイオン電流は見られなかった。同様のイオン状況下で3从MCLBを
10/.tM GABAと共に投与すると、外向き電流が増強した。この増強効果が認められた直
後にbenzodi azepi ne受容体の拮抗薬であるflumazenilをCLBとGABAと同時に投
与したところ、10 /iMのfl umazenilはCLBのGABAに対する増強効果を完全に抑制
した。- 20，0，20mVの静止膜電位で0.01～l 00弘Mの様々な濃度のCLBを10从M
GABAに加えて投与し、GABA活性化電流に対するCLBの増強効果の程度を、GABA単
剤の活性化電流に対する比率として計算した。このCLBの増強比は3从Mまで濃度依存
性に増加し、3 LLM CLBに対して最高値2.28倍に至ったが、10/.LM以上になると減少し
た。これらCLBの増強比は-20，0，20mVの静止膜電位の各CLB濃度でほぼ同様であっ
た。 DMCLBについてもCLBと同様にflumazenilによってGABAに対する増強効果が
完全に抑制された。-20，0，20mVの静止膜電位で0.01～1 00从Mの様々な濃度の
DMCLBを10从MGABAに加えて投与したところ、DMCLBの増強比は3凪Mまで濃度依
存性に増加し、3从M DMCLBに対して最高値2.22倍に至ったが、10从M以上になると減
少した。DMCLBの濃度依存性の反応はCLBの場合と同様であった。10/.tM CLBの1，
101100从MのGABAに対するGABA活性化電流の増強効果の違いを調べたところ、
CLBによる増強効果は1从MGABAで有意に大きく、100,tiM GABAで有意に小さかっ
た。 CLBのGABA活性化電流の増強効果はより低濃度のGABAで大きかった。
  benzodiazepi ne受容体の選択的阻害剤であるflumazenilがCLBとDMCLBの
GABA活 性 化 電 流 を 増 強 す る 作 用 を 阻 害 し た こ と から 、 CLBと DMCLBは
'benzodiazepi ne受容体fこ結合して作用することが明らかとなった。CLBとDMCLBの
各3从Mにおける最大2.28倍，2.22倍の増強作用はdi azepam，clonazepam,
nit razepamなどの1，4- benzodi azepi neに関する研究で得られた値とほぼ同じである
ことからも同様の作用機序と考えられた。発作が抑制された患者の血漿CLB．DMCLB濃
度が報告されており、CLBとDMCLB全体の蛋白結合率はヒトで85％である。蛋白非結
合の薬物が脳内に移行するとして、これから推定されるCLBとDMCLBの髄液中の濃度
はそれそれ0.02～0.17弘M，0.3 -1.5从Mとなる。この値は本研究でGABA作動性電流
が増強された濃度範囲内であるが、DMCLBはCLBと同様の用量依存性の増強作用を示
したことから、CLBの抗てんかん作用の基となるのは、より多〈血漿中に存在する代謝
産物のDMCLBであると考えられた。CLBはGABAの高濃度におけるより低濃度におい
て活性化電流をより強〈増強した。このことはGABAの放出が減少した組織においてよ
り効果的に働〈ことを意味する。ヒ卜のてんかん原性組織におけるGABA濃度を調べた

―96 -．



    。Q、1ユ1勘当尋マ-.乞阜畄封2J朗音騨ユマニ乞阜再！瓢ニJ

印研蚤み〒尋『｜皐断の刊｜幢封V8V9キJ日1っ｀ユ｀1鮮2J獄助矧｜畄プ、年プユ-4 rl曾！早fゝ年V日V9

Q畔宰爾碑半率ユc〒2J嗹娶封詆｀キJ皆旱＊の華皿率°Q響ゝq畢琳のマ乞｀1ユ1尓繊

ゝq田碑V8V9の皐目墨面舗田＊致申＊覃Jユ耕尉羽｜畄プ、年ブユ｀¥q . tlヰ｀1ユ1狂一キJ饗旱＊の華把



学位論文審査の要旨

    学位論文題名

Effects of clobazam and its a，ctivemetabolite

    OnGABA‐ aCtiVatedCurrentSinrat

    CerebralneuronSlnCulture

（ラット培養大脳神経細胞のGABA活性化電流に

対するcl obazamとその活性代謝産物の作用）

  Clobazam（CLB)は第1位と第5位にN原子を有する115- benzodi azepi neに属する。
1979年、Gast autらが難治性てんかんの付加薬として効果があったと報告して以来、動
物実験と臨床試験で抗てんかん作用が調べられてきた。22の研究における850症例で
CLBの効果をまとめた報告では、全体で65％の発作頻度の減少をもたらした。CLBの代
謝産物であるN‐ desmet hylclobazam（DMCLB)にも活性があり、CLBの経ロ長期投与
における効果は主にDMCLBによるものと考えられたが、詳細な分析は行われてこなかっ
た。本研究はラッ卜培養神経細胞において、GABAが活性化するイオン電流に対する
CLBとDMCLBの作用を明らかにした。実験には胎生15日目のWi st er系ラットの初代
培養神経細胞を用いた。whole cell voltage clamp法を適用し、細胞を任意の電位fこ
固定し、細胞膜を横切るイオン電流を記録した。GABAを種々の濃度のCLB，DMCLBあ
るいはflumazenilと混和し、細胞近傍に置いたマイク□ピベットより投与した。CLB
あるいはDMCLBの単剤投与ではイオン電流は見られなかった。3触MCLB．あるいは
DMCLBを10以MGABAと共に投 与すると外向き電 流が増強した。この 直後に
benzodiazepi ne受容体の拮抗薬であるflumazenil10以Mを同時に投与したところ、
GABAに対する増強効果は完全に抑制された。-20，0，20mVの静止膜電位で0.01～
1 00以Mの様々な濃度 のCLBあるいは DMCLBを10从MGABAに加えて 投与し、
GABA単剤の活性化電流に対する比率を計算した。この増強比はCLBとDMCLBのいず
れても3 1.1Mまで濃度依存性に増加し、3从MCLBで最高値2．28倍、3从MDMCLBで最
高値2.22倍に至ったが、10以M以上になると減少した。CLBとDMCLB全体の蛋白結
合率はヒトで85％であり、発作が抑制された患者の血漿濃度から推定されるCLBと
DMCLBの髄液濃度はそれぞれ0.02～0.17从M，0.3～1．5从Mと計算される。この値は
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GABA作動性電流が増強された濃度の範囲であるが、DMCLBはCLBと同様の用量依存

性の増強作用を示したことから、CLBの抗てんかん作用の基となるのはDMCLBである

と考えられた。10,ctMCLBの1，10，100从MのGABAに対するGABA活性化電流の増

強効果の違いを調べたところ、CLBのGABA活性化電流の増強効果はより低濃度の

GABAで有意に大きかった。このことは、発作活動によって本来放出されるGABAが枯

渇したてんかん原性組織においてより効果的に働〈ことを意味すると考えられた。

  以上の発表に際し、質問を受け回答した。菅野盛夫教授。（1）CLB, DMCLB 10ルM以

上の濃度で増強効果が落ちて〈るのはなぜか。1，4- benzodi azepi neに関しても同様の

報告があり、cI，チャネルを直接抑帯lJする、あるいは非特異的な細胞膜に対する作用であ

ると推論ざれている。(2）直接作用であるとする根拠は何か。機序は明らかでないが、

1 00 /iM以上の濃度では本来のGABA作用の増強はおろか抑制してしまうことと、この

濃度ではfl umazenilfごよって反応が抑制できないことから、benzodi azepi ne受容体

を介する反応ではないと判断される。（3）薬剤のw ashoutの影響は検討したか。1分間

隔で薬剤投与を繰り返したが、投与直後は速やかに反応が終了し、周囲の細胞外液によっ

て投与薬剤が希釈されることを確認している。（4）薬剤投与するマイク□ピペットの設置

部位による反応の差はなかったか。GABAとCLB，DMCLB, flumazenilをあらかじめ混

和して投与したので差は出なかった。田代邦雄教授。（1）ヒトのてんかん原性組織に関す

るGABAの減少とは何か。てんかん患者のてんかん原生焦点の組織で、発作時のGABA

放出が減少しているとの報告に基づ〈。（2）日本でのCLBの臨床使用はどうなっている

か。現在、前臨床段階にある。（3）間欠投与の可能性は。生物学的半減期が長〈、間欠投

与 で は 薬 剤 耐 性 を 弓 Iき 起 こ し に 〈 い と し て 勧め る臨 床 報告 があ る 。

  審査員一同は、これらの成果を高〈評価し、方法論、論旨が明確で―貫しており、申請

者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した。


