
一　56　一

回医大誌　66（1）：56－64，2008

脳虚血時における脳内GABAa受容体α4サブユニットの脳保護的役割
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【要旨】本研究は脳内GABAa受容体α4サブユニットの脳虚血誘発細胞障害発現時における変動を経時

的に検索し、本サブユニットの脳細胞保護における役割を見出すことを目的とした。GOI麻酔下での脳内

GABAa受容体α4サブユニットmRNAは、視床、線条体、大脳皮質、海馬に多く発現し、小脳、延髄、視

床下部では低い発現であった。両側総頚動脈結紮（2VO）誘発虚血後の応唱流6時間後は虫唾部位で

GABAa受容体α4サブユニットmRNAの発現の増加が認められた。しかし、再灌流18時間後には、視床、

海馬、線条体でのGABAa受容体α4サブユニットmRNAの発現は2VO処置前と比べて有意差は認められ

なくなった。一方、虚血に対し比較的耐性がある大脳皮質前頭葉、小脳、および、延髄では2VO前値と比較

して、GABAa受容体α4サブユニットmRNAの発現は有意に高かった。本研究成績から、　GABAa受容体

の中でもα4サブユニットの活性化を介した機序が脳保護作用を有することが示唆された。

はじめに

　中枢抑制性神経系であるGABA神経は、脳虚血に

対して神経保護的な役割を有していることが報告さ

れている1）。しかも、GABAa受容体の活性上昇が神経

保護に関与していることも見出されている2－4）。一方、

GABAa受容体にはサブユニットの存在が知られてお

ρ、その中でもベンゾジアゼピン受容体が存在する

α1、α2、α3、α5サブユニットが脳保護作用を有する

ことも報告されている5一9）。これらの結果は、ベンゾジ

ァゼピン系薬物のmidazolamが脳保護効果を有する

ことを明らかにした我々の結果からも証明される10）。

　我々は静脈麻酔薬による脳保護効果について研究

を行ってきており、これまでに砂ネズミの両側頚動脈

結紮（2VO）モデルの結果では、　propofblがmid一

azolamよりも高い脳保護効果を有することを明らか

とした10）。さらに、その後GABAa受容体の中でも機

能的役割が明確でなかったα4サブユニットの塩基

配列がC57BL／6Jマウスにおいて解明された11）。我々

は従来のベンゾジアゼピン系薬物と性質の異なる

propofolの薬理効果発現にGABAa受容体の中でも

α4サブユニットと密接な関係があることを見出し

た12）。そこで本研究は、C57BL／6Jマウスを用いて

GABAa受容体α4サブユニットの脳細胞保護におけ

る役割を明らかにすることを主目的とした。既に報告

をしているが、C57BL／6Jマウスは砂ネズミと同様に

後交通動脈が欠損しており、2VO処置により脳虚血を

誘発できること13）14）から、2VO処置後の再灌流2、4、

6および18時間後のGABAa受容体α4サブユニッ

トmRNAの発現をRT－PCR法で経時的な測定を
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行った。

研究材料および方法

　1）　実験動物

　実験動物は、9－10週齢雄性C57BL／6Jマウスを使用

した。本研究を施行するまで、食餌や飲水は自由摂取

とした。15分間の両側総頚動脈結紮処置を行い、再灌

流後2、4、6および18時間後に各脳部位を摘出した4

群と、2VO処置を行わずに各脳部位を摘出した非結紮

群の、計5群に分類した。

　なお、本実験を施行するに際し、東京医科大学動物

倫理委員会の許可を得た。

　2）2VOによる脳虚血モデル作成

　実験動物を麻酔箱（直径20cm、高さ15cm）に入

れ、酸素50％、亜酸化窒素50％、イソフルラン2％（以

下、GOI）で麻酔導入後に気管挿管、　GOIで呼吸、お

よび麻酔を維持した。実験動物の頭頂部に約5mmの

切開を加え、レーザードプラープローブ（EGプロー

ブ⑭、OMEGAWAVE社号、東京）を装着し、脳血流

の変化をモニタリング（OMEGA　FLOW　CI⑪、

OMEGAWAVE既製、東京）した。実験動物は腹臥位

から仰臥位に体位変換後、鎖骨上に横切開を入れ、両

側総頚動脈を周囲より完全に剥離した。vascular　clip

を用いて両側総頚動脈を15分間閉塞し、その後、再灌

流を行った。非結紮群では、両側総頚動脈を周囲より

完全に剥離してそのまま閉創した。手術中、両側総頚

動脈の結紮後、脳血流が60％以上低下、さらに眼動脈

の血流低下により白眼が確認できた実験動物のみ使

用し、処置中および麻酔回復まで白熱電燈で体温低下

の防止につとめた。

　3）GABAa受容体α4サブユニットmRNA発現

　　　の測定

　A）mRNAの抽出
　摘出した群体部位にISOGEN　l，OOO　Pt　1（ニッポン

ジーン、富山、日本）を加えてホモジェナイズしクロ

ロホルム200μ1を加えて撹拝した後、遠心分離

（15，㎜rpm、10分、4℃）した。上層のみ取り出しイソ

プロパノール500μ1（和光純薬、大阪、日本）を加えて

撹i絆後、遠心分離（15，㎜rpm、10分、4℃）し沈殿物

に80％エタノール900　Pt　1（和光純薬、大阪、日本）を

加え洗浄し、遠心分離（15，㎜rpm、5分、4℃）した。

沈殿物を室温にて風乾し、滅菌水30μ1を加えて

mRNA　solutionとした。

　B）genom　DNAの除去

　RNA　solutionに酢酸ナトリウムbuffer（pH：5．5，

10mM　MgSO4，100　mM酢酸ナトリウム）（和光純薬、

大阪、日本）30μ1とDNase　I　3μ1（GIBCO　BRL）を

加え、37℃で1時間incubate、さらに酵素を失活させ

るために990Cで10分間incubateした。

　C）RNAの再抽出と逆転写

　精製されたサンプルにISOGEN　500μ1、クロロホル

ム100μ1を加えて擬拝した後、遠心分離（15，㎜rpm、

15分、4・C）した。上層のみ取り出しイソプロパノール

250μ1加えて遠心分離（15，㎜rpm、10分、4℃）し沈

殿物に80％エタノール900μ1加え洗浄し、遠心分離

（15，㎜rpm、5分、4℃）した。沈殿物を室温で風乾し、

滅菌水30μ1を加えてTotal　RNA　solutionとした。

RNA量は500　Pt　1セルを用いて、吸光度計（260　nm）

で測定し、0．5μg／μ1に調整した。Total　RNA　lμgに

Random　Primer　5　pt　1　（3　mM　Tris－HCI；pH　7．0，　O．2

mMEDTA）（GIBCO　BRL）を加え65℃で10分間

incubateした。氷上に5分間放置した後に、　M－MLV

5×　RT　buffer　4　pt　1　（250　mM　tris－HCI：　pH　8．3，　375　mM

KCI，　15　mM　MgC12）　（GIBCO　BRL）．　O．1M　DTT　2　pt　1

（GIBCO　BRL）．　10　mM　dNTP　Mix　2　pt　1　（GIBCO　BRL），

M－MLV　Reverse　Transcriptase　O．5　pt　1　（20　mM　Tris－

HCI：　pH　7．5，　O．1　M　NaCl，　O．1　mM　EDTA，1mM　DTT，

O．1％　（v／v）　NonidetP－40，　500ro　（v／v）　glycerol）　（GIBCO

BRL）、　RNase　inhibitor　O．5、μ1（和光純薬、大阪、日本）

を加え撹i絆し、37℃で1時間incubate、さらに99度で

10分間incubateしたサンプルに滅菌水30μ1を加え

てcDNA　solutionとした。

　D）定量的PCR
　GABAa受容体α4サブユニットのsequencesに対

するprobeとprimerは既報12）に従ってthe　primer

design　Soft　ware（Primer　Express⑭）を用いて作成した

（probe：　5’TCA　GTT　TTC　ACT　TCT　GTA　GGA

CCC　CCA）　（forward　primer：5’GGC　CCA　AAG

CTG　GTG　ACA　TTA　A）　（reverse　primer：　5’CTG

GAC　AGT　TTG　CTG　GAT　GGT　TA）　（Perkin　Elmer

Applied　Biosystems，　Japan）。内部標準のglycer－alde－

hyde－3－phoshate－dehydrogenase（GAPDH）に対応す

るprobeとprimerはTaqMan　GAPDH　control　re－

agent　kitを用いた。

　1）　cDNA　1　pt　1，　TaqMan　universal　PCR　Master　Mix

12．5pt　1，　GABAa　receptor　cr4　subunit　forward　primer

2．25pt　1　（10pmol／pt　1），　GABAa　receptor　a4　subunit

（2）
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reverse　primer　2．25　pt　1　（10　pmol／pt　1），　TaqMan　probe　1

μ1，滅菌水6μ1，Total　25　pt　1の混合液を作成した。

　II）　cDNA　l　pt1．　TaqMan　universal　PCR　Master　Mix

12．5pt　1，　GAPDH　forward　primer　O．25　pt　1　（10mM），

GAPDH　reverse　primer　O．25　pt　1　（10mM），　TaqMan

probe　O、25μ1，滅菌水10．75μ1，　Total　25μ1の混合液を

作成した。

　III）1），　II）で作成した混合液からPCR法により

GABAa受容体α4サブユニットおよびGAPDHを
特異的に増幅させた。定量的PCRの条件は40　cycle，

hot　start　50℃2分間（stage　I），95℃10分間（stage　II），

95℃15秒間、60℃1分間を40cycle（stage　III）に設

定し、内部標準に対するGABAaα4サブユニットの

各脳部位での割合を算出した。

　4）統計的処理

　統計的処理は、Non－paired　t検定で群間処理を行っ

た。危険率5％以内を有意の差とした。

結 果

第66巻第1号

　1）非結紮群および無麻酔群におけるGABAa受

　　　容体α4サブユニットの分布の比較（Fig．1）

　GOI麻酔下で2VO処置を行わずに術侵襲のみを加

えた後、断頭した非結紮群と、無麻酔下で可及的速や

かに断頭した無麻酔群、それぞれの脳部位における

GABAaα4／GAPDH×1，㎜の値および分布を比較し

た（Fig．1）。各脳部位でのGABAaα4／GAPDH×1，000

の値は、非結紮群と無麻酔群の両群で有意な差は認め

られなかった。さらに、非結紮群の各脳部位における

GABAaα4／GAPDH×1，㎜の値の割合は、大脳皮質

（前頭葉）16．1％、大脳皮質（後頭葉）15．3％、小脳2．8％、

延髄1．4％、視床19．1％、視床下部4．7％、線条体25．5％、

海馬15．0％であった。一方、無麻酔群は、大脳皮質（前

頭葉）16．8％、大脳皮質（後頭葉）16．8％、小脳2．6％、延

髄1．2％、視床14．8％、視床下部4．0％、線条体28．9％、海

馬13％であった。両者のGABAa受容体α4サブユ

ニットの分布にほとんど差は認められなかった。これ

は、GABAa受容体α4サブユニットmRNAの発現
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Fig．1　Distribution　ofbrain　GABAa　a4　subunit　in　a　C57BL／6J　mouse．　A：Non－anesthetized　condition，　B：GOI　anesthetized

　　　cAondition．　Each　value　shows　the　mean　of　eight　mice　as　a　percentage　of　the　total　value　of　brain　GABAaa　4　subunits．
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に、GOI麻酔や術侵襲による影響はほとんどないこと

を示唆する。

　2）2VO処置再灌流後のGABAa受容体α4サブ

　　　ユニットの各脳部位における経時的変動

15分間の脳虚血後のGABAaα4／GAPDH×1，㎜

の値を各脳部位において経時的に測定したところ、以

下のようになった。大脳皮質（前）：0時間（2VO処置

前）32±7、2時間後55±7、4時間後75±6、6時間後

89±15、18時間後58±8。大脳皮質（後）：0時間（2VO

処置前）34±8、2時間後58±14、4時間後72±4、6時

間後72±9、18時間後50±9（Fig．2）。海馬＝o時間

（2VO処置前）27±5、2時間後65±7、4時間後l11±

3、6時間後94±13、18時間後48±10。線条体：0時間

（2VO処置前）47±5、2時間後133±ll、4時間後141±

22、6時間後138±23、18時間後94±19（Fig．3）。小脳：

0時間（2VO処置前）7±1、2時間後14±2、4時間後

18±2、6時間後17±3、18時間後13±2。延髄：0時間

（2VO処置前）4±1、2時間後6±1、4時間後8±1、6

時間後7±1、18時間後6±1（Fig．4）。視床：o時間

（2VO処置前）41±6、2時間後61±9、4時間後56±2、

6時間後67±8、18時間後60±9。視床下部：0時間

（2VO処置前）ll±3、2時間後15±4、4時間後18±5、

6時間後16±3、18時間後19±4（Fig．5）。

　以上の結果より、大脳皮質、小脳、延髄では再灌流

6時間後までGABAa受容体α4サブユニット
mRNAの発現は増加したが、18時間後には減少が認

められた。しかし、この値は0時間値と比較して、有

意に高い値であった（ρ＜0．05）。一方、海馬、線条体、

視床でも、GABAa受容体α4サブユニットmRNAの

発現は再出流6時間後まで0時間値と比較して有意

に増加したψ〈0．05）。これらの部位では、6時間以降

GABAa受容体α4サブユニットmRNAの発現は低
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Fig．2　Changes　in　brain　GABAa　cr4　subunit　after　reperfusion　for　18hours　in　2VO　C57BL／6J　mguse．　Eac－h　y－a！u－e　shows

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＊P　〈　O．05．　　　mean±S．E．　of　eight　mice．　“：　Significant　difference　vs　the　value　obtained　at　O　hr　after　reperfusion．
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Fig．3　Changes　in　brain　GABAa　a4　subunit　after　reperfusion　for　18hours　in　2VO　C57BL／6J　mouse．　Each　value　shows

　　　mean±S．E．　of　eight　mice．　’：　Significant　difference　vs　the　value　obtained　at　O　hr　after　reperfusion．　’P〈O．05．

下し、特に海馬では18時間後に0時間値まで戻った。

視床下部ではGABAa受容体α4サブユニット

mRNAの発現は、再灌流18時間後まで有意差のある

経時的変化は認められなかった。

考 察

　今回我々は、2VOにより脳虚血を誘発できる

C57BL／6Jマウスを用いて13）14）、再灌流後のGABAa

受容体α4サブユニットmRNAの発現を経時的に測

定し、脳部位別での比較検索を行った。再灌流後6時

間に亘り、GABAa受容体α4サブユニットmRNAの

発現は程度の差こそあれ、視床下部を除いた脳部位で

著明な増加が認められた。さらに、再灌流後18時間に

おいても、大脳皮質、小脳、延髄で著明なGABAa受

容体α4サブユニットmRNAの発現が認められた。

これらの結果は、従来の我々の病理組織検索の結果15）

を加味すると、虚血による侵襲に対し抵抗性を有する

脳部位にGABAa受容体α4サブユニットmRNAの

持続的発現が認められたことから本サブユニットと

脳保護因子誘発との関連性を示唆するものである。

　虚血性脳細胞死に関する脳保護因子に関して多く

の報告がなされている。抑制性神経のGABAに関し

て、GABA受容体刺激薬である静脈麻酔薬が脳保護作

用を有することからGABA受容体活性が脳保護に関

与することが示唆されている。Saransaari　and　Ojai）は、

虚血や低血糖時にGABA放出量が増加することと、

この放出が興奮性神経誘発細胞死の抑制に繋がるこ

とを報告した。殊に、GABAa受容体の脳保護作用に

ついては、taurineの脳保護作用がGABAa受容体や

glycine受容体活性の上昇に起因すること4）、さらに、ベ

ンゾジアゼピン系静脈麻酔薬の中でもmidazolamや

diazepamが脳保護作用を有する7）10）との報告がある。
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実際の臨床応用として、GABAa受容体と密接な関連

があるベンゾジアゼピン受容体の特異的結合薬物の

イオマゼニルが脳血管障害での神経細胞の生存性の

指標にSPECTで応用されている6）。

　一方、GABAa受容体には、数種のサブユニットの

存在が知られている。しかも、このサブユニットにお

いても細胞内情報伝達系との関連から各機能が明ら

かとされており、脳保護における役割に関しても詳細

な研究が行われている。例えば、Liら16）は砂ネズミを

用いて虚血再灌流後の海馬におけるα1、β2サブユ

ニットmRNAを測定し、虚血による錐体細胞の退化

が見られたCAl領域では、これらサブユニットの著

明な減少が認められ、且つ、チロシンキナーゼ活性も

低下も生じることを報告した。一方、最近の我々の研

究からpropofolはGABAa受容体のα4サブユニッ

トに強い関与を有すること10）、しかも、propof（）1が

midazolamよりも強い脳保護作用を持つこと8）から、

脳虚血時における脳保護因子としてのGABAa受容

体α4サブユニットの役割が示唆された。

　本研究成績では、2VOからの再灌流後のGABAa受

容体α4サブユニットmRNAの発現を経時的変動を

虚血による侵襲に対し抵抗性を有する脳部位と弱い

部位に分類し検索を行った。すなわち、一過性脳虚血

後の脳細胞死が生じる条件下での再灌流直後からの

細胞内情報伝達系の変動は脳細胞内への多量のCaイ

オン流入を引き金とするが、その際、脳保護機構の異

常な神経活動も生じる17）18）。Verheulら19）は、2VO処置

での脳虚血再灌流30分後に大脳皮質のGABA受容

体のClイオンチャネル活性が充進し、その後、5時間

後にはATP量の回復に伴ってClイオンチャネル活

性が安定してくると報告している。さらに、Schwartz

ら7）は4VO処置から再灌流後に短時間でGABA活性

（6）
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Fig．5　Changes　in　brain　GABAa　a4　subunit　after　reperfusion　for　18hours　in　2VO　C57BL／6J　mouse．　Each　value　shows

　　　mean±S．E．　of　eight　mice．　’：　Significant　difference　vs　the　value　obtained　at　O　hr　after　reperfusjon．　“．P〈O．05．

が上昇し、脳細胞死が生じ易い海馬近辺では特に一過

性の上昇が生じることを見出した。我々の研究では、

興味あることに2VO誘発の遅発性脳細胞死に対して

抵抗性を有する部位14）15）、すなわち、大脳皮質、延髄、

小脳の部位でのGABAa受容体α4サブユニット

mRNAの発現は、再三流下の発現値と比較して18時

間後においても有意な増加が認められた。一方、抵抗

性の低い部位15）18）においては、再灌流後4－6時間は

GABAa受容体α4サブユニットmRNAの発現の増

量が認められたが18時間後では、再灌上前の発現値

と比較して有意な差は認められなかった。すなわち、

脳虚血誘発の遅発性細胞死の発現が低い脳部位ほど

GABAa受容体α4サブユニットmRNAの持続的発
現が認められた。これらの結果から、今後は本サブユ

ニット欠損動物での2VO誘発脳虚血による遅発性脳

細胞死の検索を計画している。

結 論

　本研究で得られた結果と従来までの結果を総括す

ると、2VOで前脳虚血を可能とするC57BL／6Jマウス

において20）、GABAa受容体は脳虚血誘発の遅発性脳

細胞死に対して抵抗性を有するとともに、その構成蛋

白であるα4サブユニットは脳保護作用発現に関与す

るサブユニットであることが示唆された。
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Abstract

　　　　In　order　to　evaluate　the　functional　role　of　brain　GABA　a4　subunit　in　case　of　brain　ischemia，　changes　in　the　expression

of　this　subunit　were　examined　after　reperfusion　of　two　vessel　occlusion　（2VO）　in　C57BL／6J　mice．　Under　GOI　anesthesia，　the

expressions　of　GABAa　ev4　subunit　mRNA　were　highly　detected　in　the　frontal　cortex，　hippocampus，　thalamus　and　striatum，

although　the　less　expressions　of　this　subunit　were　seen　in　cerebellum，　medulla　oblongata　and　hypothalamus．　Between　just

after　reperfusion　of　2VO　and　6　hr　later，　the　expressions　of　this　subunit　in　all　brain　regions　were　increased．　Over　18　hr　later，

however，　these　expressions　seen　in　thalamus，　hippocampus　and　striatum　were　completely　retumed　to　the　levels　obtained　before

reperfusion　of　2VO．　These　results　indicate　that　the　GABAa　ev4　subunit　plays　a　role　of　the　neuroprotection　under　the　brain

ischemia，　since　the　sustained　increases　of　this　subunit　were　expressed　in　the　resistance　brain　areas　to　the　2VO　induced　brain

ischemia．

〈Keywords＞ brain　ischemia，　brain　protection，　C57BL／6J　mouse，　two　vessel　occlusion，　GABAa　receptor a4subunit
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