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　　GABAA－receptorの機能に対するlidocaineの

阻害効果ならびに阻害祥式とdiazepamの干渉作用

　　　　　栃　内　明　啓

岩手医科大学歯学部口腔生理学講座

　　　（主任：鈴木　隆　教授）

　　　（受付：1994年10月19日）

　　　（受理：1994年11月29日）

　Abstract：Abdominal　ganglion　cells　of　an　Aplysia　contain　a　characteristic　GABA－receptor，　the

activation　of　which　induces　a　marked　hyperpolarization　due　to　a　specific　increase　in　the　membrane

permeability　of　Cl－．　The　GABA－receptor　of　this　type　was　named　an　Hcrtype．　A　two－minutes

exposure　to　l　O－3M　lidocaine（LIDO）had　little　effect　on　resting　membrane　potential　with　a　receptor

of　the　GABAHci－type　but　significantly　depressed　the　response　to　10－3M　GABA．　The　depressing　effect

of　LIDO　on　this　type　of　response　was　completely　reversible　after　15miniutes　of　rinsing　with　normal

Aplysia　blood．　The　dose－inhibition　curves，　with　relative　responses　to　given　doses（GABA）plotted

against　log（LIDO），　showed　no　shift　in　either　direction　with　increase　in　GABA．　These　findinigs

suggest　that　LIDO　depresses　the　GABA　receptor　in　a　noncompetitive　manner．

　Treatment　with　10－4M　diazepam（DZ）also　reversively　depressed　the　same　type　of　response　to

10　3M　GABA．　The　dose－inhibition　curves，　in　which　relative　responses　to　given　doses　of　GABA　were

plotted　against　DZ，　showed　no　shift　in　either　direction，　and　this　indicated　that　the　mode　of

depression　of　the　GABA－receptor　was　also　noncompetitive．

　Further，　the　interaction　between　LIDO　and　DZ　on　GABA－receptor　was　studied．10－6M　DZ　restores

the　response　to　l　O－3M　GABA　which　was　depressed　by　10－3M　of　LIDO　when　applied　simultaneously．

The　10－3M　GABA－induced　response　was　reduced　to　70％of　the　control　by　10－3M　LIDO，　but　this　was

restored　to　40％of　the　control　by　10－6M　DZ，　however　when　pretreated　with　l　O－6M　DZ，　the　blocking

effect　of　10－3M　LIDO　was　decreased　to　only　10％of　the　control．

Key　words　GABA－receptor，　lidocaine，　diazepam．

緒 言

　臨床において広く使われている局所麻酔剤の

作用機序は，従来からNa電流の抑制による神

経線維の興奮伝導遮断である12）と考えられてい

る。しかし，この作用以外にも局所麻酔剤であ

るプロカインやリドカインが神経終末のアセチ

ルコリン（ACh）合成を阻害したり3），カエルの

神経筋接合部の終板電位（e．p．　p）の振幅を減

少されることが知られている4）。このe．p．pの

振幅の減少は局所麻酔剤がシナプス後部膜の

ACh－receptorに作用してレセプター活性を低

下させることによって生じる現象であり5～1°），

その作用部位はACh－receptorが制御している

Blocking　effect　of　lidocaine　and　facilitatory　effect　of　diazepam　on　GABA－induced　responses

observed　in／1ρ4夕sταganglion　cells．
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Na＋一イオンチャネルであろうと推定されてい

る1L12）。またSasakiら（1981）13）はアメフラシの

神経節細胞で記録された3種類の
ACh・receptor，すなわち膜のNa＋一イオン透過

性（PN、）増大によって脱分極性応答を示すもの

や（D。、型），C1一イオン透過性（PCI）およびK＋一

イオン透過性（P。）の増大によって過分極性応

答を示す（HCI，　H。型）もののうちで，プロカイ

ンおよびリドカインはD。。型のみを選択的に阻

害し，その阻害様式は非競合的であると報告し

ている。このように局所麻酔剤はシナプスの前

部とシナプスの後部の両方に作用しているよう

であるが，そのいずれに，より強く作用しシナ

プス伝達を阻害しているかは未だ明らかでな

い。また臨床的に局所麻酔剤の投与により，時

には痙攣発作が誘発されるということが知られ

ているが，その事実はこの薬物が神経線維の伝

導を阻害しない範囲の濃度で，中枢神経系に何

らかの影響を与えている可能性があることを示

唆している。以前にSomeiら，（1982）は14）リド

カインがGABA・receptor活性を阻害すること

を報告した。現在までにアメフラシの神経節細

胞のGABA－receptorにはコンダクタンス増大

を伴ったD。、型，DN。。＋Cl型，　HK型，　HCI型の4

種類とコンダクタンス減少をともなったD。型

の1種類があることが報告されている15）。この

うちのHCI型の応答はピクロトキシンやペニシ

リン投与で減少する16～23）が，ベンゾジアゼピン

やフエノバルビタールによって増大することが

マウスおよびヒヨコの脊髄の培養細胞の

GABA－receptorを用いた研究で明らかになっ

た24～26）。本研究では，局所麻酔剤であるリドカ

ィンのGABA－receptor（Hcl型）に対する阻害

様式と，その阻害効果に抗痙攣薬のジアゼパム

がどのように作用するかをアメフラシの神経節

細胞を用いて定量的に調査した。

方 法

1．実験標本

　海産軟体動物AρZys仇ん協04碗の腹部神経節

を体外に摘出し，灌流装置上に固定した。結合
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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，灌流液に直接，

接触するようにした。

2．灌流および薬剤投与灌流液は，Satoら27）に

よって調整されたアメフラシ用の人工血液

（Na＋587，　K＋12，　Cl－671，　Ca2＋14，　Mg2＋52

mM）を用い，　TrisとHCIでpH　7．4に調整し

て用いた。灌流液の温度は15℃に一定に保っ

た。標本の置かれている灌流プールの実効容積

はきわめて小さく，0．2mlでこれを一定流速

0．08ml／secで灌流した。

　使用した薬剤は，GABA，ピクロトキシン

（PICRO），　ビククリン　（BICUCU）はSigma

chemicalより，リドカイン’HCI（LIDO）は藤

沢薬品工業より，ジアゼパム（DZ）は武田薬品

工業より提供をうけた。これらの試薬を各細胞

に投与するときは，各実験のつど必要な濃度に

アメフラシ用の人工血液で稀釈した試薬を作

り，灌流装置を通じて投与した。

3．GABAに対する単一細胞の応答記録

　2本のガラス微小電極を1個の細胞内に刺入

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

内に充墳する電解質は通常3MのKCIが使用

されるが，本実験では，細胞内にCl一イオンが

漏洩することを防ぐたあに，1．8MのK－citrate

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。

　GABAによって引き起こされる細胞の応答

の大きさを判定するには，レセプター活性で発

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の増加量△G＝
GGABA－Goとして測定した。ただし，　G。，　GGABAは

それぞれ静止膜，およびGABAに応答中の膜

コンダクタンスとするGABAで引き起こされ

る△Gが局所麻酔剤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，この論文でグラフに表示

されたGABA応答の定量的データは電圧固定

法2＆29）で求めた△Gを基にした。
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Fig．l　Ion　species　of　GABA－induced　response、（a）　is　GABA－induced　response．（b）　shows　that
　　　　　GABA－induced　response　is　slightly　changed　after　elevating　K＋concentration　in　the　perfusing

　　　　　media　to　4　times　of　the　normal　solution．　The　horizontal　bar　on　the　left　shoulder　of　each　trace

　　　　　indicates　extracellular　potential　level　which　is　virtually　ground．　The　thick　portions　of　the　bottom

　　　　　line　indicates　the　time　of　drug　administration．　The　downward　lines　appering　periodically　from

　　　　　the　base［ine　are　the　indices　of　the　membrane　resistance．
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Fig．2　Effect　of　picrotoxin　on　the　GABA－induced　response　of　the　Hcrtype　receptor．（a）：control，（b）：

　　　　　in　the　presence　of　picrotoxin，（c）：recovery　after　5　min　washing　with　normal　Aplysia　blood．　All

　　　　　records　were　obtained　from　a　single　cell　with　the　Hcrtype　receptor．

4．実験装置

　プレァンプはDagan社製Model－8500，コ

マンドシグナル発生装置は日本光電社製SEN・

7103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社製

PN・333－1425），およびインクライター（渡辺測

機社製WTR－331）で同時記録された。

5．統計処理
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a＿

GABAHCI－type

b＿ C＿
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10－4MGABA 10－3MLido 10－3MLido＋10－4　M　GABA

」・・m・

1min

Fig，3　Blocking　effect　of　lidocaine　on　the　GABA－induced　response　of　the　Hcl－type　（a）：control，（b）：

　　　effect　of　lidocaine　alone，（c）：depressing　effect　of　lidocaine　on　the　GABA－response．　Other

　　　nomenclatures　are　the　same　as　these　in　Fig．2．

　用量一抑制曲線を描くときに，おのおのの点

について15個の細胞について調べ，mean±S．

D．を求めた。

結 果

1．GABA－receptorの型

　10－3MGABAを30秒間投与すると，この型

のGABA・receptorを持っ細胞は5～10　mV

におよぶ抵抗減少をともなう過分極性の応答を

示した（Fig．la）。この応答は細胞内Cr濃度

を増大させると逆転した（図省略）。一方，外液

のK←濃度を4倍にしてもGABA応答は影響
されなかった（Fig．lb）。従ってこの応答はc1一

透過性増大により発生することが分かった。ま

たGABAA’receptorの拮抗物質の105Mビク

クリン（図省略），10－4Mピクロトキシンでこ

のGABA応答はreversibleに阻害された
（Fig．2）。以上のことからこの応答はGABAA

型のレセプターの活性化で発現していることが

分かった。以下の実験はこの型の
GABAA－receptorを使用して行なった。

2．GABAA－receptorに対するリドカインの効

果

　1r4　M　GABAに対する過分極性対照応答

（Fig．3a）を記録した後に，10－3　Mリドカイン

を60秒間前投与し，ただちに10－4MGABAを

投与したときのGABA応答を調べた。10．3M

リドカインの投与によっても静止膜電位，膜抵

抗には何らの変化も与えない（Fig．3b）が，

GABA応答を著明に減少させた（Fig．3c）。こ

のGABA応答の膜コンダクタンス増大（△G）

は，コントロールの約1／3に減少した。さら

に，GABA応答に対するリドカインの阻害様

式を調べるために15個の細胞を用い
Matsumotoら291が報告した用量一抑制曲線に

よる解析を行なった。すなわちGABA濃度を

変数とし種々の濃度のリドカイン作用下におけ

る相対的なGABA応答の大きさを測定して統

計処理を行なったものである。Fig．4に示すよ

うにそれぞれの濃度に対応する曲線が右へも左

へもシフトしなかった。このことよりリドカイ

ンが非競合的にGABA・receptor活性を阻害す

ることが分かった。

3．GABAA－receptorに対するジアゼパムの効

果

　104M　GABA投与によりP、，増大で過分極

性応答を示す細胞（Fig．5a，　b）にジアゼパム

の坑痙攣薬としての用量10．6Mを単独でこの

種の細胞に投与しても，静止時の膜電位や膜抵

抗は変化しなかった（Fig．5b）。これに対して

10－6Mジアゼパムを3～5分投与したあとに

GABAを投与してGABA応答を調べてみる
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10～6 10－5 10－4 10－3

Lido－M

Fig．4　Dose－inhibition　curve　for　lidocaine　obtained　from　the　Hcl－type　of　receptor　membranes．　A

　　　conductance　increase（△G）produced　by　a　given　concentration　of　GABA　was　taken　as　100％and

　　　its　relative　changes　in　the　presence　of　varying　lidocaine　concentrations　were　expressed　in％on

　　　the　ordinate．　Cells　are　voltage　clamped　at　resting　membrane　potential　and　periodically

　　　hyperpolarized　by　constant　voltage　pulses　of　5－10mV（modulated　voltage　clamp　method）．　The
　　　value　of△G　were　caluculated　from　an　increase　in　current　deflectlon　due　to　the　hyperpolarizing

　　　pulses　during　GABA　applications．　Symbols　at　each　point　indicate　the　GABA　concentrations
　　　shown　at　the　upper　right．　Each　point　indicates　the　average　change　in△G　mesured　from　5　cells　at

　　　agiven　concentration　of　GABA，　with　a　vertical　bar　indicating　S．　D．

と，大きさが約30％増大してた（Fig．5c）。一

方，ジアゼパムの濃度を10倍の10－5Mに上げ

ても静止時膜電位や膜抵抗は変化しなかった

（Fig．5e）が，　GABA応答は抑制された

（Fig．5f）。次に，　Fig．4と同じ用量一抑制曲線

を用いて，ジアゼパムの増大率と抑制の様式を

15個の細胞について調べた。Fig．6に示したよ

うにそれぞれの曲線は推移（左右方向への移

動）を示さなかったので，ジアゼパムの比較的

濃い濃度では非競合的にGABA－receptor活性

を抑制することが分かった。また10－6Mジァ

ゼパム投与時の増大率は110±14％であった。

4．GABAA－receptorに対するリドカインとジ

アゼパムの干渉作用

　リドカインのGABA応答の抑制効果がジァ

ゼパムによって軽減しうるかどうかを調べた。

10－6Mジアゼパムは10－3Mリドカインによる

GABA応答の阻害効果を著明に軽減させた
（Fig．7d）がこの抗阻害効果は10－6　Mジアゼパ

ムを先行投与した場合に明らかに大きかった

（Fig．7c）。膜コンダクタンス増大（△G）で測定

した結果，10－3Mリドカイン（1分間前投与）

は10－4M　GABA応答を約70％抑制した
（Fig．7b）が，リドカイン投与直後に10－6　Mジ

ァゼパムを1分間投与する（Fig．7d）と，この

応答をコントロールの70％まで回復した。し
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GA8AHcrtype

a
10－4M　GABA

b
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d
10－4MGA8A
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　　f

6ABA＋10－5MOZ
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Fig．5　Effect　of　diazepam　on　the　GABA－induced　responses　of　the　Hu－type．　Responses　to　104M　GABA　is

　　　　　shown　in（a）and（d）；（b）and（e）show　the　effect　of　106M　and　105M　dlazepam　on　resting

　　　　　membranes　respectively．　Effect　of　diazepam　on　the　GABA－induced　responses　are　shown　on（c）

　　　　　and（f）．　AU　records　in　each　row　were　obtained　from　the　same　celL
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Fig．6　Same　as　in　Fig．4，　but　obtained　with　diazepam．
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GA8AHCrtyp●

C＿

a＿

」・…

1min

b＿

10－6MDZ◇10－3　M　LIdo＋10－3　M　GABA

d＿

10　3MGA8A 10≡3MLido◆10≡3　M　GA8A

10－3MLido＋10←6　M　DZ◆10－3　M　GA8A

Fig．7　Effect　of　lidocaine　and　diazepam　on　GABA－induced　responses　of　the　Hcl－type．　Responses　to　10－3

　　　MGABA　are　shown　on　the（a）as　controls．　Responses　to　GABA　mixed　with　lidocaine　is　shown

　　　in（b）；（c）shows　pretreatment　case　with　10－6M　diazepam：（d）shows　treatment　with　lO－6M

　　　diazepam　after　treatment　with　10－3M　lidocaine．

かし，10－6Mジアゼパムを1分間投与した場合

には，さらに大きな軽減効果（GABA応答はコ

ントロールの約85％）を示し，GABAのコン

トロール応答の約15％を阻害したにすぎな

かった。

考 按

1，GABA・ergicシナプス伝達でのリドカイン

の効果

　シナプス後部膜のGABA－receptorに対し局

所麻酔剤がいかなる効果をおよぼしているかを

調べた。本実験において行なった用量一抑制曲

線29）の分析によると，リドカインは

GABA－receptor活性を非競合的に阻害した。

このことよりリドカインはGABA－receptorの

GABA結合部位に競合的に反応して阻害する

のでもなく，またGABAとreceptorの結合の

結果，開口されたチャネルにリドカインが結合

して阻害しているものではないことが判明し

た。TsujimotoとIkeda3°）はシナプス前部な観

点からGABA・ergicなシナプス伝達におよぼ

す局所麻酔剤の効果についてin　vitroの研究

を行ない，10－3Mのリドカインは神経終末でシ

ナプトゾームへのCa2＋の取り込みを阻害する

ことによりGABAの放出を減少させると推定

した。しかしCa2＋の取り込み阻害によって

GABA－ergicなシナプス伝達の阻害が起るとす

れば，GABA－ergicだけでなく，すべての伝達

物質の放出機構が局所麻酔剤によって阻害され

なくてはならない。この点にっいての吟味は今

後の研究を待たなければならない。しかし，同

濃度のリドカインがシナプスの前部だけでなく

シナプスの後部でも阻害することがこの研究で

判明したことは意味深い。

2。GABAA－receptorに対するジアゼパムの効

果
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　臨床的に局所麻酔剤投与時に時として生じる

痙攣に対して抗痙攣薬（フエノバルビタール，

ジァゼパム）を投与して治療することはよく行

なわれているが，この抗痙攣薬のシナプス伝達

に対する作用機構に関する詳細はわかっていな

かった。近年，RansomとBarker25）はGABA　Hcl

－type　receptorの応答が低濃度のペントバルビ

タール，フエノバルビタールやベンゾジアゼピ

ン誘導体によって増強されると言う事実を哺乳

動物の神経の培養で見出して以来，多くの報告

が彼らと彼らの共同研究者によって発表されて

おり16～2L2也25），またカエルの運動神経3L32）やアメ

フラシの神経節細胞でも同様の増強効果1也33）が

観察されている。これらの所見は抗痙攣に対す

る活動が中枢神経系に生理的に存在する

GABA・ergic抑制を増大することによって発現

することを暗示している。アメフラシを用いた

研究においては，低濃度のジアゼパムが

GABAA－receptor応答を増強することが確認

された。しかし，高濃度ではむしろ抑制され，

そのモードは非競合的であることが認められ

た。したがって，抗痙攣薬として治療時に使用

するにあたってはその濃度を適切に選定するこ

とが重要であることを示した。Fig．7dで示し

たようにジアゼパムはリドカインで阻害された

GABA。・receptorの機能回復する作用，すなわ

ち互いに拮抗する作用を持っているが，その拮

抗作用はリドカイン投与前にジアゼパムを投与

した方が，リドカインを投与したあとにジアゼ

パムを投与した場合よりも強いことが明らかに

なった。これらの成績からジアゼパムがリドカ

インの阻害効果をどのような機構で防止してい

るのかを断定することはできない。しかしなが

ら少なくともジァゼパムとリドカインの

GABAA－receptorに対する作用部位が完全に

独立したものではなく部分的に関連しあってい

る事を暗示している。

　上記の拮抗的な効果を発現させるには，ジア

ゼパムの濃度の100～1000倍の濃度のリドカ

インを要することはジアゼパムの結合親和性が

リドカインのそれよりさらに大きいことを示し
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ている。また，ジアゼパムの先行投与のほうが

リドカイン先行投与の場合よりも拮抗的効果が

大きいことは，ジアゼパムと結合部位との結合

はリドカインのそれに比べて解離し難い性質が

あることを暗示している。また臨床的にはリド

カイン投与による痙攣を予防する意味でジアゼ

パムを先行投与したほうが痙攣が起ってから治

療にジアゼパムを投与するよりは，使用するジ

ァゼパムの量はさらに少量ですむことを暗示し

ている。

　一方，局所麻酔剤投与後に起る痙攣の発現に

ついてGABA－ergic以外の系における抑制性

のシナプス伝達についても考慮する必要があ

る。glycinergicなものとかβ一alaniergicな伝

達に対してリドカインを初めとした局所麻酔剤

が阻害するかどうかについては今後の研究を待

たなければならない。

結 論

　アメフラシの神経節細胞に対しGABA投与

で発生する過分極性応答に対するリドカインと

ジアゼパムの効果を調べ，次の結論を得た。

1．上記GABA応答は細胞内のCl一増大で逆

転したが，細胞外K＋増大では影響されなかっ

た。また，GABAA－receptorの拮抗物質（ビク

クリン，ピクロトキシン）に阻害されるた。こ

のことからこの応答はGABA。型の
GABA－receptorの活性化で発現していると同

定された。

2．この型のGABA応答は局所麻酔剤のリド

カインによってreversibleに阻害された。

3．用量一抑制曲線を用いて解析したところこ

の阻害様式は，非競合的であることが分かっ

た。

4．抗痙攣薬のジアゼパムは低濃度でこの型の

GABAA応答を増強した。

5．ジアゼパムをあらかじめ投与し，GABA応

答を増大させたあとにリドカインを投与すると

リドカインの阻害効果を減少させた。

6．以上の事からリドカインによるGABA応

答の阻害作用はGABAA－receptorのアロステ
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リックな部位に作用
openingを抑制すること，

同上のreceptorのリ

しCl『チャネルの

さらにジアゼパムは

　　　　　　　　　　　　　　　　　　ドカイン作用部位の近傍

に結合してGABA応答を増大させていること

を示唆している。
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