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　Abstract：We　investigated　the　effect　of　pentobarbital　and　diazepam　on　activities　of

GABA－receptor，　using　current　clamp　and　voltage　clamp　methods．　Perfusion　of　GABA　was　applied

to　the　ganglion　cells　of／1ρ凌ysτα顧γoばατto　induce　the　activities　of　GABA－receptor．　GABAA－receptor

was　used　in　this　studies．　The　GABA－induced　Hc1－type　response　was　suppressed　by　picrotoxin　and

bicuculine　which　had　been　antagonist　of　GABAA－receptor．　The　GABA－receptor　of　this　type　is　called

the　GABAA－receptor．　We　used　to　do　this　experiment　GABAA－receptor．　Both　pentobarbital　and

diazepam　with　the　lower　concentration（10唱M）enhanced　Cl．－dependent　hyperpolarizing　response　to

GABA．　However，　pentobarbital　and　diazepam　with　the　concentration　of　above　lO『5M　suppressed

Cr－dependent　hyperpolarizing　response　to　GABA．　The　mode　of　suppression　was　studied　by

plottings　dose－inhibition　curve　for　GABAA－type　of　receptor　activities．　The　curve　showed　no　shift　in

either　direction　with　increase　in　GABA．　These　findings　indicated　that　pentobarbital　and　diazepam

suppressed　the　GABAA－receptor　with　noncompetitive　mode．

　These　results　suggest　that　neither　pentobarbital　nor　diazepam　compete　with　GABA　for　common

binding　site　of　the　receptor，　but　it　bind　to　a　certain　allosteric　site，　which　controls　the　opening　ionic

channe1，　particularly　for　Cr．

Key　words：GABAA－receptor，　pentobarbital，　diazepam

　　　　　　　　　　　緒　　　　　言

　GABAA・receptorのCl一チャネルは種々の薬

物によってアロステリックに調節されており，

diazepamのような抗不安薬，　barbituratesの

ような催眠導入薬，さらにはpicrotoxinや

penicillinのような痙攣を引き起こすような薬

物など，中枢神経作用薬が結合する部位を持っ

ている1）。

　BenzodiazepineやbarbituratesはC1一チャ

ネルに対して促進的に作用し，一方，

picrotoxinやpenicillinは抑制的に作用する

ことが知られている2）。栃内は3），歯科臨床で頻

Effect　of　pentobarbital　and　diazepam　on　GABA－activated　Cl－conductance　observed　in　Aρ砂siα

んμ7り4αigangliOn　CellS．

Kohsuke　SoMEI，　Masahiko　OoE，　Akihiro　TocHINAI，　Junichi　YoDA，　Tei　YAMAucHI，　Hiroyuki
MluRA＊，　and　Fujiro　IsHIKAwA＊

（Department　of　Oral　Physiology，　School　of　Dentistry．　Iwate　Medical　University，　Morioka，020

Japan）

岩手県盛岡市中央通1丁目3－27（〒020） 1）¢ηL／1むりα’θ肋4．乙η2i〃．　21　：153－163，　1996



154　染井　宏祐，大江　政彦，栃内　明啓，依田　淳一，山内　　禎，三浦　廣行，石川　富士郎

繁に使用されている局所麻酔薬のlidocaine

が，　ノ1ρ砂s‘α々μm4碗のganglion　cellの

GABAA－receptor　activityをdose－dependent

に抑制し，さらにその抑制が抗痙攣薬の

diazepamの投与により回復することなどから，

1idocaineによるGABAA－receptor　activityの

抑制が痙攣を引き起こすと推定している。

　また，痙攣モデルとしてしばしばlidocaine

の全身投与が行われることなどからも明らかな

ように，抑制性伝達物質の中でも特にGABA

が最も痙攣の発現と関わりを持つと推定されて

いる4）。さらにGABAA・receptorのCl一チャネ

ルの周囲に抗痙攣薬や痙攣薬の作用部位が存在

することからも1），著者らは1idocaineによっ

て引き起こされる痙攣のメカニズムの一っとし

てGABA。・receptor　activityの抑制を考えて

きた。

　栃内3）はlidocaineの投与によるGABAA・

receptorに対する阻害様式を解析し，　lido－

caineはnoncompetitiveにGABAA－receptor

activityを阻害することを見い出した。また，

diazepamの前投与によってlidocaineの阻害

効果が著しく抑制された知見などから，diaze－

pamとlidocaineとの結合部位が部分的に拮

抗する可能性を示唆した。

　また，Mathers　and　Barker5）はmouseおよ

びchickのspinal　cordの培養細胞を用いた実

験で，benzodiazepineやbarbituratesによっ

てC1一コンダクタンスの増大が発現することを

報告し，このコンダクタンスの増大は使用した

薬物の濃度に依存せず，あらゆる濃度で増大効

果を見ている。

　一方，Olsen6）やMacdonald　et　al．6）はCr

コンダクタンスの増大がbenzodiazepineや

barbituratesの低濃度領域で起こることを報告

しており，Cote　and　Wilson7）は著者らと同じ

・4ρ砂s勉cα1ぴbγmcαのganglion　cellのGABAA－

receptor　activityがpentobarbitalにより常

に抑制されたことを報告している。

　本研究ではbarbiturate系のpentobarbital

とbenzodiazepin系のdiazepamの2種類の

薬物が，どのような機序によってGABAA・

receptor　activityを変化させるか，著者らが従

来からreceptor解析に使用しているAρZysm

肋m4酩のganglion　cellに存在するGABAA－

receptorのactivityを指標として単一細胞レ

ベルで検討したので報告する。

材料と方法

1．実験材料

　（1）標本の作製

　海産軟体動物A餌ys砲Wro4碗の腹部神経節

を体外に摘出し，潅流装置に固定してから，結

合組織を実体顕微鏡下で丁寧に剥離し，個々の

神経細胞を露出し，おのおのが潅流液に直接，

接触するようにした。

　②　潅流液

　潅流液はSato　et　al．9）によって創製された

AヵZy8砲〃伽04ぼ用の人工血液（Na＋587，　K＋＋

12，Cl－671，　Ca2＋14，　Mg2＋52　mM／L）を用

い，Tris　bufferとHCIでpH　7．4に調製して用

いた。

　（3）使用薬物

　GABA，　acetylcholine（ACh）・chloride，

picrotoxin，　bicuculine，そしてK－citrateは

Sigma　Chemical（St，　Louis，　IL，　U．　S．　A）より購

入し，pentobarbital－sodiumは東京化成より

購入した。また，diazepamは武田薬品工業

（Osaka　Japan）より供与を受けた。

　（4）実験装置

　本実験に使用した電気回路は次の三要素より

成る。a）voltage　probing　unit（膜電位検出

部），b）current　probing　unit（膜電流検出部），

c）voltageまたはcurrent　clamp　unit（膜電位

または膜電流固定部），b），　c）の要素に含まれる

operational　amplifierは，いずれもTektronix

製，AM501型（open　loop　gain×10，000）出力

±40Vを使用した。また，膜電位記録のため

のpreamplifierはWPI製，701型（gain×1，

×5；入力インピーダンス20，000MΩ以上；

実効入力容量補償回路付）を使用した。

Command　signal発生装置は日本光電製，
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SEN－103型の刺激装置を使用した。最終出力

である膜電位と膜電流は，陰極線オシロスコー

プ（Tektronix製　PN　333－1425型）および

インクライター（渡辺測器製WTR　331型）で

同時記録した。

2，実験方法

　（1）潅流方法

　潅流液の温度は15℃に保ち，標本の置かれ

ている潅流プールの実効容積は0．2mlで，これ

を一定流速0．08ml／secで潅流した。

　また，薬物を投与する場合には，・4ρ砂s勿

〃伽04磁用人工血液で必要な濃度に稀釈して作

り，潅流装置を通じて投与した。

　本実験では，著者が先の実験10）で
acetylcholine投与の際に用いた式T＝15×

2－1°9（A）に基づいてGABAの投与時間を決定し

た。そしてGABAの投与時間（T，秒）を上記

の式より求め，各GABA濃度（A，　mM）に対

する最大の応答を測定した。また，各濃度の

pentobarbitalやdiazepamを同一の細胞に経

時的に投与して濃度効果を調べる場合には，各

薬物の累積効果を防止するため各薬物投与後，

5分から10分間，細胞を人工血液でリンスし

た後にGABA応答を調べ，コントロールと等

しくなったことを確認してから種々の薬物を投

与した。

　（2）GABAに対する単一細胞の応答の記録

　、4測ysm肋τodαゴ神経節内の一個の細胞に2

本のガラス微小電極を刺入し，1本は膜電位の

記録に使用し，他方は細胞膜を横切って電流を

流すために使用した。電極内に充填する電解質

は通常3MKCIを使用するが，本実験ではCr

電流を測定することおよび細胞内にCrが漏洩

することを防ぐたあに1．8MK－citerateを使用

した。電極抵抗は5－10MΩで先端の直径は

0．5μ以下であった。

　a）膜電流固定法

　GABAによって引き起こされる細胞応答の

大きさの判定には，receptor　activityで発生す

るイオン透過性の増大を指標とし，これを細胞

膜のコンダクタンス増加量△G＝GGABA－G。と
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して測定した11）。Go，　GGABAはそれぞれ静止膜お

よびGABAに応答中の膜コンダクタンスとし

た。GABA投与で引き起こされる△Gが
pentobarbitalやdiazepam投与でどのように

変化するかを概略的に観察する場合には，△G

の測定法として電流固定法を用いた。

　b）膜電位固定法

　一般にGABAで引き起こされる膜コンダク

タンスの変化（△G）は，静止膜電位（Eo）に

よって多少影響されるために，△Gの測定中に

膜電位変化（△E）が常に0になるように膜電

位固定法を用いた。この方法で△Gを測定する

ために小さな電圧signal（△V）をoperationa］

amplifierのcommanderに入れ，それを発生

させるに要する膜電流の値△1を測定しだ2）。

また，この方法を用いてGABA投与前（△Io）

とGABA応答中の最大値△IGA、Aを比較するこ

とにより，GABAで引き起こされた△Gを求
めた。

　（3）GABAA－receptorの同定

　Frazier　et　al．13）の命名を参考にしてGABA

投与で過分極性応答を引き起こす細胞をH型

とし（Fig．1），逆に脱分極性応答を引き起こす

細胞をD型とした（Fig．2）。　H型の応答は

receptor　membraneのCl一の透過性増大によ

るもので，著者らの研究室ではHCI型の
receptorを持つ細胞（Frazier　et　aL13）の分類の

RB，　RCグループの集団が最も多く観察され

た。）と名付けた。

　一方，D型の応答を示すGABA・receptorも

一部観察されたが，この応答は主として

receptor　membraneに対するNa＋の透過性増

大によるものでD。。型のreCeptOrを持つ細胞，

またはD。。型の応答をする細胞と名付けた。し

かし，D。、型は数が少なく，本実験で調べた結

果Frazier　et　al．13）の分類のL6の下部でLgの

右側にわずかに存在するだけであった。

　本実験では，HCI型を持つ細胞を局在性で見

当をっけ，次いでGABAを投与しその応答と

それに関与するイオン種がC1一であることを確

認するために，low・Crの、4ρIWα々脚o∂αゼ人
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Fig．1．Effects　of　pentobarbital（PB）onγ一aminobutyric　acid（GABA）－induced　response　of　the　Hcrtype．

　　　Responses　to　10・4M　GABA　are　shown　on　the　left　as　controls．　The　middle　column　shows　the　effect

　　　of　PB（10・6　and　IO．4M）on　the　resting　membranes．　Responses　to　GABA　mixed　with　PB　are　shown

　　　on　the　right．　All　records　in　each　row　were　obtained　from　the　same　cell，　The　horizontal　bar　on　the

　　　left　shoulder　of　each　trace　indicates　extracellular　potential　level　in　virtually　ground．　The

　　　downward　hnes　appearing　periodically　from　the　base　line　are　the　index　of　membrane　resistance，

　　　measured　by　constant　current　method．　The　thick　portions　of　the　bottom　line　indicates　the　time　of

　　　drug　administration．　The　upper　part　of　the　spike　discharge　was　clipped．

工血液のNaClをsodium　propionateで置換

して応答がないことを確認した。さらに

GABA応答の逆転電位の変動をNernstの式

より得られた理論値と比較して，Clの平衡電

位（－70mV）とほぼ等しく，また，　GABAAア

ンタゴニストのpicrotoxinやbicuculineの投

与で，この応答が阻害されることなどを確認し

てから実験を行った。

結 果

1．静止膜におよぼすpentobarbital，

　diazepamの効果

　108Mから103M　pentobarbitalと106Mか

ら104M　diazepamをそれぞれ30秒から5分間

単独で投与し，静止膜に及ぼす効果を観察する

とpentobarbitalでは多くの細胞（80個中76

個）は，細胞の種類やreceptorの種類を問わ

ず，静止電位および静止膜抵抗には何の変化も

観測できなかった（Fig．1）。
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GABAON・－type

10－4M　6ABA

牌『01咀皿綱

10－4M　 GABA＋10－6　M　DZ

岨蝋

10－4　M　6A8A・←10－4　M　DZ

一
　　　　　　　　　　　　　　　20。vL＿＿

　　　　　　　　　　　　　　　　　　15sec

Fig．2．　Effects　of　diazepam（DZ）on　the　GABA－

　　　induced　responses　of　the　DN、－type．

　　　Response　to　104M　GABA　is　shown　on　the

　　　upper　as　control．　Responses　to　GABA

　　　mixed　with　DZ　are　shown　on　the　middle

　　　and　lower　trace．　Other　nomenclatures　are

　　　the　same　as　those　of　Fig．1．

　また，上記濃度のdiazepam投与ではすべで

の細胞（40個）で何の変化も観察されなかった

（Fig．3）。

2．GABAA・receptor　activityにおよぼす

　pentobarbitalの効果

　10．4M　GABAを30秒間投与すると，この型の

receptorを持つ細胞は，5mVから10mVにおよ

ぶ過分極を示し，同時に膜抵抗は著明に減少し

た（Fig．1）。このようなGABA応答を数多く

の細胞より記録し，おのおのをコントロールと

した。次に108Mから1013Mpentobarbitalを

GABAを投与する前に5分間，前投与し，｝一分

インキュベートした後に，104MGABAを投

与すると106Mpentobarbitalの前投与で
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10－4M　GABA応答はやや増強された　（Fig．

1）。また，膜コンダクタンスを測定するとコン

ダクタンスの増大（△G）はコントロールの約

130％となり，30％増大していることが分かっ

た。そしてpentobarbitalの濃度を104Mに

するとGABA応答は逆に抑制された（Fig．1）。

コンダクタンスの測定を行うとコントロールの

約70％に減少することが分かった。

　次に種々の濃度のpentobarbitalを同一細胞

に順次前投与し，pentobarbitalによるこの種

のGABA応答（△G）に対する増強および阻害

効果を定量的に調べた。Fig．4の縦軸は一定濃

度のGABAを単独で投与し，作用させた時の

応答（△G）をコントロール（100％）とし，そ

の細胞に種々の濃度のpentobarbita1を前投与

してから，一定濃度のGABAを投与したとき

の応答の大きさをコントロールに対する相対値

（％）で表わしだ4㌔

　GABAの濃度を10’4Mより10－3Mまで高

くした時の曲線の推移を各々7個から8個の細

胞について調べてみたが，曲線は左右方向に有

意の推移を示さなかった（P＜0．05，Fig．4）。

すなはちGABA。－receptor　activityに対する

pentobarbitalの阻害様式は，　noncompetitive

と見なすことが出来る。しかし，pentobarbital

の低濃度10－6MではGABA応答は112±8％

（N＝18）となり，GABA応答が増強されてい

た。

3．GABAA－receptorに対するdiazepamの効

　果

　10．4M　GABAを投与し膜抵抗減少の過分極

性応答を示した細胞に対して，10－6M

diazepamを5分間前投与してから104M
GABAを投与すると，　GABA応答はコントロ

ー ルに比べて過分極の大きさおよび応答の最大

値での抵抗変化も小さくなり，GABA応答は

増強することが観察された（Fig．3）。しかし，

D、。型GABA－receptorに10－6M，104Mの

diazepamを投与しても，この型のGABA応

答には何等の変化も示さなかった（Fig2）。

　次にdiazepamを高濃度にし，10』5M
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GABAHCI－type

10－4MGABA 10－6MDZ 10－6MDZ＋10－4　MGABA

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　」・・m・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1min

Fig．3．　Effects　of　diazepam（DZ）on　the　GABA－induced　response　of　the　Hα・type．　Response　to　lO‘M　GABA

　　　is　shown　on　the　left　as　control．　The　middle　trace　shows　the　effect　of　lO．6M　DZ　on　the　resting

　　　membrane．　Response　to　GABA　mixed　with　DZ　is　shown　on　the　right．　Other　nomenclatures　are

　　　the　same　as　those　of　Fig．1，

diazepamを前投与してからGABA濃度を

3×105Mから10－3Mに変化させて投与した

ときの応答を，定量的に調べた。Fig．5の縦軸

はGABAの相対応答，横軸にGABAの濃度を

対数でプロットした。GABA単独投与で得ら

れた曲線を基準とし，GABA濃度を3×105

Mから103Mの高濃度にすると，　GABA応答

は濃度依存性に大きくなった。GABA応答を

増大する濃度10－6Mdiazepamを5分間，前

投与してから種々の濃度のGABAを投与する

と曲線はGABA単独投与で得られた曲線より

上方に位置し，GABA応答は常に増強するこ

とが認あられた。また，使用GABA濃度が最

高濃度の103Mの時にGABA応答に対する

増人効果が最高となり，GABA単独投与で得

られた応答に比べ約50％も増大していること

が分かった。次に104Mdiazepamを5分間，

前投与し，GABA応答を調べてみると曲線は

GABA単独投与で得られた曲線より下方に位

置し，使用したGABA最高濃度の103Mで

抑制が最大となり，GABA単独投与で得られ

た応答を約40％抑制した。

　これらの結果からdiazepamはGABA応答

に対して低濃度域では増強し，高濃度域では抑

制的に作用した。

考 察

　、4ρlysm々μγo∂ω神経節細胞のGABA。－

receptor　activityに対するpentobarbita1と

diazepamの効果を調べた。　pentobarbitalは

barbiturate系薬物の一っで臨床的に鎮静，催

眠，全身麻酔そして抗痙攣に対して使用されて

いる。　しかし，　Rogawski　and　Porterl5）は

pentobarbita1にっいては抗痙攣用量でも強力

に中枢神経を抑制するため痙攣の治療に対して

は不適当であると報告している。一方，Olsen　l　l

やMacdonald　et　al．7）は低濃度のpentobarbital

によりGABA－activated　Clコンダクタンスの

増強が起こることを報告している。本実験では

GABAA－receptor　activityに対する種々の濃度

のpentobarbitalの効果を調べ，抗痙攣用量の

106M　pentobarbita1を前投与するとGABAA一
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　　　　Aconductance　increase（△G）produced　by　a　given　concentration　of　GABA　was　taken　as　lOO％

　　　　and　its　relative　changes　at　pentobarbital　concentrations　were　expressed　in％on　the　ordinate．　All
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receptor　activityが増強していることが分

かった。また，pentobarbitalの濃度を10－6M

よりさらに低濃度の1『7M，10－8Mにしたと

きにはGABAA－receptor　activityに対してほ

とんど何の変化も認められなかった（Fig．4）。

　これらの結果よりpentobarbitalの前投与に

よるGABAA－receptor　activityの増強は比較

的低濃度の10　6Mで起こることが示唆され

た。Cote　and　Wilson8）はAρ1ysiαcα均b禰cα

のGABA－activated　Crコンダクタンスが

pentobarbitalで抑制されることを報告してい

るが，この時使用したpentobarbitalの濃度が

濃く10－4M以上であることからGABA応答

に対する増強が見られなかったものと考えられ

る。

　また，pentobarbitalの濃度を高くしたとき

に見られる阻害様式は，dose－inhibition

curves14）よりnoncompetitiveであることが

分かった。そのことより，pentobarbitalは

GABAA・receptorのactivationによって開く

CrチャネルとGABAの結合部位を機能的に

仲介する部位，あるいはその近傍にあるアロス

テリック部位に結合してreceptor　activityを

間接的に阻害しているものと考えられる。

　さらにdiazepamにっいてはdose・inhibition

curveの解析より3），阻害様式はnoncompeti－

tiveであることから，　diazepamの結合部位も

pentobarbitalと同じようにCrチャネルと

GABAの結合部位を機能的に仲介する部位，

あるいはその近傍にあるアロステリック部位に

結合してreceptor　activityを間接的に阻害し

ているものと推測される。しかし，pentobar－

bitalとdiazepamの結合部位が共有する部位

か，否かについては本研究からは明らかにする

ことはできなかった。

　染井10）はcholinergicな3っのreceptor

activityに対するbarbiturates（pentobarbital

＆phenobarbital）の阻害効果について報告し，
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GABAA－receptorと同じacetylcholine（ACh）

投与で膜のC1『透過性増大による過分極性応答

を引き起こす型（。。、HCI）でも，　GABAA－

receptorとほぼ同じ阻害効果および阻害様式

を示すことを報告している。本実験では

GABAA’receptor　activityを増強させる10－6M

pentobarbitalの投与を行ったところ，　AchHc互

型では多少の増強104±5％（N＝5）が見られ

た（Fig．6）。しかし，他の型のACh－receptor，

Na＋透過性増大で脱分極するD。、型およびK＋

透過性増大で過分極するH、型では何等の変化

も観察されないことを確認した。このことから

低濃度（10一6M）のpentobarbitalやdiazepam

の増強作用はCrチャネルに特異的な作用であ

る可能性がある。しかし，この点に関しては

Cl一チャネルを有している種々のreceptorに

ついて，定量的な検討を行うことが必要であ

る。

　最近，GABA。・receptorのサブタイプの解析

が行われ，GABAA－receptorにはCrチャネル

を取り囲むようにしてα，β，γの3種類のサ

ブユニットが存在することが明らかになっ

た16）。そのうち，α，βサブユニットにはGABA

とbarbituratesが結合する部位があり17），ま

た，γサブユニットにはbenzodiazepineが結

合する部位があると推定されている18）。その結

果，pentobarbitalの投与で起こるCrコンダ

クタンスの増大は，それらのサブユニットの一

っにpentobarbita1が結合すると，　GABAに対

する親和性が強まるためではないかと考えられ

ている正9）。しかし，本実験ではGABAの低濃度

域においてpentobarbitalやdiazepamによる



GABAA－receptorとpentobarbital，　diazepam 161

AChHCI－type

■■■■■一■■■■■■一■一■■一■■■■■■■■一■■　　■■●■田■■■■■■一■一■■■■■■■■■■■■一一ロ

10－4MACh 10－6MP8 10’6MP8＋10－4MACh

」2。mV
lmio

Fig．6．　Effects　of　pentobarbital（PB）on　the　acetylcholine　（ACh）－induced　response　of　the　Hcrtype．

　　　Response　to　10－4M　ACh　is　shown　on　the　left　as　control．　The　middle　trace　is　shown　the　effect　of

　　　10’6M　PB　on　the　resting　membrane．　Response　to　ACh　mixed　with　PB　is　shown　on　the　right．　Other

　　　nomenclatures　are　the　same　as　those　of　Fig．1．

増強がほとんどなく，むしろGABAの高濃度

で増強されることなどから，pentobarbita1や

diazepamがGABAに対する親和性を左右し

ているとは考えにくい。

　また，dose－inhibition　curveの解析から

noncompetitiveであることが示唆され，

GABAとpentobarbitalは別々の結合部位（α

かβの何れか）を持ち，間接的にGABAの結

合を阻害しているものと考えられる。しかし，

この著者らの考察はNicoll　et　aLl8）がGABA

とbarbituratesは同じサブユニットに結合す

るのではないかと考えている仮説とは一致しな

い。また，栃内3）はdiazepamの結合部位に関

して，GABAの結合部位とは異なることを示

唆しており，Nicoll　et　aLl8）のγサブユニットに

結合するのではないかという仮説を支持する結

果を得ている。

　さらに，著者が既に報告しているように1°＞

Ac、　Hcl型に対するpentobarbitalの投与で，

GABA。・receptorと同じような阻害効果や阻害

様式，そして増強が得られたのは，α一チャネ

ルを取り巻くGABAA－receptorのサブユニッ

トとnicotinic・receptorサブユニットの構造が

極めて類似している20）たあに起こったものと考

えられる。また，本実験で使用したdiazepam

は細胞内のある種の蛋白質リン酸化酵素の酵素

活性を抑制する作用もあり，また，pentobarbital

もprotein　kinase　Cとの干渉作用を有するこ

とがウシガエル交感神経節21）や，ratの

olfactory　cortex幻）におけるシナプス伝達の実

験で報告されている。さらに麻酔薬の作用が細

胞内のsecond　messenger　systemで修飾され

るかもしれないとの報告もあり田），GABAの投

与でdesensitization（protein　kinase　Cの酵素

活性が高まりγサブユニットにphosphorylation

が起こった結果生じる）7）が起こりやすいこと

などから，diazepamやpentobarbita1の投与

により細胞内の蛋白質リン酸化酵素の一っであ
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るprotein　kinase　Cの酵素活性が抑制され，

desensitizationが遅れたためにGABAA・

receptor　activityの増強が発現したとも考えら

れる。

　　これまでMaciver　et　al．24）や著者らお）は，麻

酔薬の投与によって，細胞内のCa2＋濃度に変

化が起こることから，receptorやイオンチャネ

ルなどにっいて細胞レベルで麻酔薬の作用機序

の解明を行ってきた。しかし，最近このような

分子レベルでの作用についての報告が相次いで

あるところから，今後，麻酔や痙攣の本態を明

らかにするためには，細胞内情報伝達系との関

与について詳細な検討を行う必要があると考え

る。

結 語

　・4ρ砂siα　々μγo∂碗の2種のGABA・receptor

のうち，痙攣の発現と密接に関わりがあると考

えられているHcl型GABA・receptor（GABAA－

receptor）に対するpentobarbitalとdiazepam

の効果を，receptor　membraneのイオン透過

性増大を指標として調べ次の結果を得た。

1．Pentobarbital，　diazepamは，低濃度域

　　（10－6M）では，共にGABA・receptor　activ・

　ityを増強し，高濃度域（10－5M以上）では

　receptor　activityを阻害した。

2．同じCl一チャネルを形成しているAC、　HCI型

　の応答も低濃度域では増強し，高濃度域では

　阻害された。

3．Pentobarbital，　diazepamによる

　GABAA－receptor　activityに対する阻害様式

　をdose－inhibition　curveで調べると，とも

　にnoncompetitiveであることが分かった。

　以上の結果より，pentobarbitalおよび

diazepamはGABAA－receptorの近傍に独立し

た結合部位をもち，アロステリックな効果とし

て，イオンチャネル開口機構を間接的に増強あ

るいは阻害するものと推論される。

禎，三浦　廣行，石川　富士郎
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