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【序論】

　多くの抗てんかん薬は，最大電撃けいれん
（MES）・ペンチレンテトラゾール誘発性けいれん
（PTZ）等の，抗けいれん薬開発スクリーニング
により臨床開発が開始されており1），厳密には抗
けいれん 薬に分 類される。Levetiracetamは，
MES･PTZに対する効果は限定的であるが，自
然発症欠神てんかんモデルに対する，発作抑制
効果が明らかとなり開発された2-4）。即ち，MES・
PTZのスタンダードスクリーニングだけでは，非け
いれん性てんかん発作抑制作用を有する低分子
化合物を見落としている可能性が高い。
　グリア細胞に発現するグルタミン酸トランス

ポーター機能障害が，てんかん病態（てんかん
原生・発作原生）に関与していると考えられて
きたが5），発作焦点領域の，アストロサイトの
機能障害・gliosisも報告され5-10），神経-グリア-
神 経 間 に お け る 化 学 情 報 伝 達（tripartite 
synaptic transmission）の機能障害が，てんか
ん病態として注目されつつある6，11，12）。事実，
ア ス ト ロ サ イ ト 開 口 分 泌 機 構 を 介 し た，
tripartite synaptic transmission制御作用を有
するONO-2506は，スタンダードスクリーニン
グ非感受性にもかかわらず，強力な欠神発作抑
制効果を有していた13）。
　Interferon-γ（IFNγ），tumor necrosis facor-α

（TNFα）に代表される炎症性サイトカインの過活
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要旨：ゾニサミド(ZNS)の作用機序解明を目的に，培養アストロサイトのキヌレン酸
(KYNA),キサンツレン酸(XTRA),シンナバリン酸(CNBA),キノリン酸(QUNA)遊
離に対する,サイトカイン(IFNγ，TNFα)とZNSの効果を,超高圧液体クロマトグラフ質
量分析装置を用い解析した。ZNSは，KYNA，XTRA，CNBA遊離を増加したが，QUNA遊
離に効果はなかった。IFNγ含有培養アストロサイトに対しては，KYNA，XTRA，CNBA遊
離を亢進し，QUNA遊離を抑制した。TNFα含有培養アストロサイトでは，KYNA，XTRA
遊離を亢進，QUNA遊離を抑制，CNBA遊離に効果がなかった。ZNSは，サイトカイン活性
化の有無にかかわらず，KYNA，XTRA遊離を亢進し，サイトカイン活性化状態では，
QUNA遊離を抑制した。これら両作用がZNSの抗てんかん作用機序の一部である可能性が示
唆された。
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動が，てんかん病態成熟過程に重要な役割を果
たしている可能性も示唆されている14-16）。また，
IFNγ，TNFαの活性化は，キヌレニン（kynurenine: 
KYN）代謝系（kynurenine pathway:KP）の
代謝回転を亢進する17，18）。このKPは，グルタミン
酸受容体に親和性を有する複数の代謝産物を産
生するが19，20），グリアは中枢神経系KPの主体と
考えられている12，13，21，22）。しかし，既存抗てんか
ん薬のtripartite synaptic transmissionに対する
効果は十分に検討されていない。
　本研究は，抗てんかん薬zonisamide（ZNS）
のtripartite synaptic transmissionに対する効
果を明らかにする目的で，初代培養ラットアス
トロサイトを用い，KP代謝産物である，キヌ
レン酸（kynurenic acid：KYNA），キサンツ
レン酸（xanthurenic acid：XTRA），シンナ
バリン酸（cinnabarinic acid：CNBA），キノ
リン酸（quinolinic acid：QUNA）の，アスト
ロサイト遊離に対する，IFNγ，TNFα，ZNS
の効果を検討した。

【方法】

　本研究における動物実験は，三重大学動物実
験審査委員会の承認を受け，三重大学動物実験
取扱規定に従い実施した。
　ZNSは大日本住友製薬（Osaka，Japan）から
提供を受けた。Synaptobrevin阻害薬 （tetanus 
toxin:TeNT）， グリア阻害 薬（fluorocitrate: 
FLC），KP中間代謝産物3-hydroxy-kynurenine

（3H-KYN）は，Sigma （St. Louis，MO），電位
感 受 性Na+ チ ャネ ル 阻 害 薬（tetrodotoxin：
TTX） は，Wako Chemicals（Osaka，Japan），
Rat recombinant IFNγ は，Biolegend （San 
Diego，CA），Rat recombinant TNFαは， R&D 
system （Minneapolis，MN）を用いた。
　アストロサイトは，定法に従い調整した13，23）。
0-1日齢のSprague-Dawley rats （SLC，Shizuoka，
Japan） の 大 脳 皮 質 を 摘 出 し， 氷 冷fDMEM 

（Dulbecco's Modified Eagle Medium containing 
10% fetal calf serum）内で懸濁し，神経細胞及
びグリア細胞層を抽出・培養した。培養開始14
日目（DIV14）に，浮遊性細胞を除去しアスト
ロサイト細胞を精製した。DIV21に，トリプシ

ン処理し，アストロサイトをPET膜（口径1μ
m）に移し，7日間最終培養した13，23）。最終培養
中 （DIV21～28），IFNγ （100U/ml），TNFα 

（100U/ml），3H-KYN （1μM），ZNS （100μM）を，
亜急性投与した13，23）。グリア伝達物質開口分泌
機構解析には，TeNT（3μg/mL）含有fDMEM
に24時 間 （DIV27-28）13，23，24，25），FLC（1mM） 含
有fDMEMに8時間（DIV28）13，23），TTX （1μM）
含有培養液に1時間（DIV28）13，23）の前処理を施し
た。最終培養終了後，fDMEMから人工脳脊髄液

（ACSF，in mM：NaCl 130，KCl 5.4，CaCl2 1.8，
MgCl2 1，glucose 5.5，pH7.3） に 変 更 し，CO2 
incubatorで35°C，60分間incubateした。ACSF内
のKP代謝産物の濃度定量には，アルカリ分離法
を採用したグラファイトカーボンカラムを装着
した超耐圧液体クロマトグラフ（3185-xLC，
Jasco，Japan）で分離し，エレクトロスプレー
イオン化法 質量分析装置 （Acquity SQ detector，
Waters，MA）で濃度測定を実施した。

【結果】

アストロサイト開口分泌機構解析
　fDMEM培養では，KYN，KYNA遊離は検出

Fig. 1　�Effects of 1 week (chronic) administration 
of 1μM 3H-KYN on extracellular levels of 
KYN, KYNA, XTRA, CNBA and QUNA. 
Data are mean of KP metabolite levels 
(nM:N=12). **P<0.01 (student T-test).
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されたが，XTRA，CNBA，QUNAは測定限界
以下であった（Fig. 1）。しかし，1μM 3H-KYN
含 有fDMEM培 養 後 は，XTRA，CNBA，
QUNA遊離も検出された（Fig. 1）。
　TeNT，FLCは KYNA，XTRA，CNBA，
QUNA遊離を抑制し，TTXは効果がなかった 

（Fig. 2）。KYN遊離は，FLCにより抑制されたが，
TeNT，TTXによる抑制は認められなかった

（Fig. 2）。以上より，KYNA，XTRA，CNBA，
QUNA遊離は，アストロサイト開口分泌機構に
より制御されているが，KYN遊離は非開口分泌
性と考えられた13）。

炎症性サイトカイン誘発性KP代謝産物遊離
に対するZNSの効果
　ZNS （100μM）はKYNA，XTRA，CNBA遊
離を増加したが，QUNA遊離には効果がなかっ
た（Fig. 3）。IFNγ はKYNA，CNBA，QUNA

遊離を亢進したが，XTRA遊離を抑制した（Fig. 
4）。TNFαはCNBA，QUNA遊離を亢進したが，
KYNA，XTRA遊離には効果がなかった（Fig. 
4）。
　IFNγ含有fDMEM培養アストロサイトでは，
ZNSはKYNA，XTRA，CNBA遊離を亢進した
が，QUNA遊離を抑制した（Fig. 5）。TNFα
含有fDMEM培養アストロサイトでは，ZNSは
KYNA，XTRA遊離を亢進し，QUNA遊離を
抑制したが，CNBA遊離には効果が無かった

（Fig. 6）。

【考察】

アストロサイトの開口分泌機構
　アストロサイトは，3H-KYN合成酵素（Kynure
nine 3-monooxygenase）を欠損しており21），ア
ストロサイト内のKPは，KYNA合成系のみで，
XTRA，CNBA，QUNAへの合成系は存在せず，

Fig. 2　�Effects of 3μg/mL TeNT, 1 mM FLC and 1μM TTX on extracellular levels of KYN, KYNA, XTRA, 
CNBA and QUNA. Data are mean of KP metabolite levels (nM: N=12).
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中枢神経系内のXTRA，CNBA，QUNAの合成
は，主にミクログリアが担っていると考えられ
てきた22）。本研究結果も，3H-KYN非含有培養
アストロサイトのKYN，KYNA遊離は検出可
能であったが，XTRA，CNBA，QUNA遊離は
測定限界以下であった。しかし，血液脳脊髄液
関門通過能を有する3H-KYN22）含有fDMEM培
養 ア ス ト ロ サ イ ト か ら，XTRA，CNBA，
QUNA遊離が検出されており，中枢性のミクロ
グリアの3H-KYN合成亢進環境，或いは，末梢
性3H-KYN合成亢進環境が誘導された場合，ア
ストロサイトは外来性3H-KYN供給を受け入れ
ることでXTRA，CNBA，QUNAを遊離しうる

可能性が示された。
　アストロサイトは，神経細胞に類似した，細
胞内Ca2+濃度依存性N-ethylmaleimide-sensitive 
fusion protein attachment protein receptor 
complexによる，化学情報伝達物質開口分泌機
構を有しているが13，26），アストロサイトの開口
分泌はTTX非感受性である点が神経細胞の開
口分泌機構と異なる特徴である13，23）。本研究で
も，KYNA，XTRA，CNBA，QUNAは，
TeNT感受性，FLC感受性，TTX非感受性であっ
た。しかし，KYNはTeNT非感受性，FLC感受
性，TTX非感受性であった。以上より，KP代
謝産物のKYNA，XTRA，CNBA，QUNA遊離

Fig. 4　�Effects of chronic administration of 100 
U/mL IFNγ and 100U/mL TNFα on 
astroglial releases of KYNA, XTRA, 
CNBA and QUNA. Data are mean of KP 
metabolite levels (nM:N=12). **P<0.01 
(student T-test).

Fig. 5　�Interaction between chronic administrations 
of 100U/mL IFNγ and 100μM ZNS on 
astroglial releases of KYNA, XTRA, CNBA 
and QUNA. Data are mean of  KP 
metabolite levels (nM:N=12). **P<0.01 
(student T-test).

Fig. 6　�Interaction between chronic administrations 
of 100U/mL TNFα and 100μM ZNS on 
astroglial releases of KYNA, XTRA, CNBA 
and QUNA. Data are mean of  KP 
metabolite levels (nM:N=12). **P<0.01 
(student T-test).

Fig. 3　�Effects of chronic administration of 100 
μM ZNS on astroglial releases of KYNA, 
XTRA, CNBA and QUNA. Data are mean 
of KP metabolite levels (nM:N=12).  
**P<0.01 (student T-test).
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は開口分泌機構による制御を受けているが，
KYN遊離は非開口分泌性であると考察された。

IFNγ，TNFαのアストロサイトKP代謝産
物遊離に対する効果
　KYNAはグルタミン酸NMDA受容体および
AMPA受容体の内在性阻害物質 （抗けいれん
作用，欠神発作抑制作用），QUNAはNMDA受
容体の内在性作動物質 （けいれん誘発作用）で
ある13，19）。近年，XTRAは代謝型グルタミン酸
受容体group-II （II-mGluR）の内在性作動性物
質，CNBAはIII-mGluRの内在性作動性物質で
ある可能性が示唆された27，28）。II-mGluR，III-
mGluR作動薬は抗けいれん作用を有するが，
欠神発作に対してはII-mGluR作動薬は欠神発
作を抑制，逆にIII-mGluR作動薬は欠神発作を
増強する可能性が報告されている29）。即ち，
XTRAは抗けいれん作用に加え欠神発作を抑
制する作用を有し，CNBAは抗けいれん作用を
有するが，欠神発作を逆に誘発する可能性があ
る。
　炎症性サイトカインの過活動が，てんかん原
生に関与する可能性が示されているが14-16），
IFNγ，TNFαのKP代謝回転亢進作用も報告さ
れている17，18）。本研究では，IFNγはKYNA，
CNBA，QUNA遊離を亢進し，逆にXTRA遊
離を抑制した。一方，TNFαはCNBA，QUNA
遊離を亢進したが，TNFαはKYNA，XTRA遊
離には効果がなかった。IFNγがてんかん原生
に関与する場合，QUNA遊離亢進とXTRA遊
離抑制が重要な役割を担い，欠神てんかん原生
に対してはCNBA，QUNA遊離亢進とXTRA
遊離抑制が関与する可能性が示された。しか
し，IFNγは抗けいれん作用を有するKYNA遊
離を亢進することから，KYNAと他のKP代謝
産物遊離の，発作原生に対する相互作用を検討
する必要がある。また，TNFαがてんかん原生
に関与する場合，QUNA遊離亢進が重要な役
割 を 担 い， 欠 神 て ん か ん 原 生 に 対 し て は
CNBA，QUNA遊離亢進が関与する可能性があ
る。
　本研究結果から，IFNγ，TNFαのKP代謝産
物遊離に対する効果は，KP代謝回転亢進だけ

では説明できないことから，KP関連性酵素の
発現 （代謝系），アストロサイト開口分泌機構
関連性蛋白機能 （遊離系）に対する炎症性サイ
トカインの効果を，詳細に検討する必要があ
る。

ZNSのアストロサイトKP代謝産物遊離に対
する効果　
　ZNSはKYNA，XTRA，CNBA遊離を亢進し
たが，QUNA遊離には効果がなかった。抗け
い れ ん 作 用 を 有 す る KYNA，XTRA，
CNBA18，27，28）遊離亢進作用は，ZNSの抗けいれ
ん作用を十分に説明できる結果であった。しか
し，欠神発作抑制作用を有するXTRA29）の遊離
亢進と同時に，欠神発作誘発作用を有する
CNBA29）の遊離を亢進することから，3H-KYN
濃度上昇環境における，ZNSの欠神発作抑制作
用に関する考察にはCNBAとXTRAのtripartite 
synaptic transmissionに対する相互作用を検討
する必要がある。少なくとも3H-KYN濃度上昇
を伴わない環境では， ZNSのKYNA遊離亢進作
用が欠神発作抑制の主要機序である可能性を示
す結果と結論付けられる。
　ZNSは，IFNγ含有培養アストロサイトの
KYNA，XTRA，CNBA遊離を亢進し，QUNA
遊離を抑制した。即ち，IFNγ関連性のてんか
ん原生に対し，ZNSはKPを介し抑制作用を発
揮する可能性が示唆される。欠神てんかんに関
しては，欠神発作誘発性作用を有するCNBA遊
離を亢進するが，欠神発作抑制作用を有する
KYNA，XTRA遊離も同時に亢進することか
ら，総じて欠神発作抑制の方向に，グリア伝達
機能をシフトしていると考察できる。
　ZNSは，TNFα含有培養アストロサイトの
KYNA，XTRA遊離を亢進，QUNA遊離を抑制，
CNBA遊離には効果がなかった。IFNγ同様に，
TNFα関連性のてんかん原生に対し，ZNSは
KPを介し抑制作用を発揮する可能性が示唆さ
れる。また，欠神てんかんに関しては，欠神発
作誘発性作用を有するCNBA遊離には効果がな
く，欠神発作抑制作用を有するKYNA，XTRA
遊離を亢進することから，ZNSの欠神発作抑制
は，TNFαが欠神てんかん原生に関与している



52 てんかん治療研究振興財団　研究年報　第26集　2015年₉月

場合には，KPを介した合理的機序を十分に説
明できると考えられる。
　以上，本研究は，ZNSはアストロサイトKP
代謝産物開口分泌を介して，けいれん・欠神発
作を抑制する可能性を示唆する結果を得た。炎
症性サイトカイン活性化が，てんかん原生に関
与する場合，てんかん病態の主要機構となる可
能性が有り，少なくとも，ZNSはIFNγ，TNF
αに関連した，てんかん原生に対し，グリア伝
達を抑制性にシフトする可能性が高く，新たな
てんかん治療標的としての，KPの重要性を示
唆する結果を得た。
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Summary
Antiepileptic mechanisms of zonisamide on astroglial transmission via astroglial 

kynurenine pathway

Shunsuke Tanahashi, Kouji Fukuyama, Motohiro Okada

　To clarify antiepileptic mechanisms of zonisamide (ZNS), this study determined the effects of 
ZNS on astroglial transmission associated with kynurenine (KYN) pathway of cultured 
astrocytes. Interaction between cytokines [interferon-γ (IFNγ) and tumor-necrosis factor-α 
(TNFα)] and ZNS on astroglial releases of KYN metabolites, kynurenate (KYNA), 
xanthurennate (XTRA), cinnabarinate (CNBA) and quinolinate (QUNA) were determined by 
extreme liquid chromatography with mass spectrometry. Chronic ZNS administration increased 
astroglial releases of KYNA (endogenous NMDA/AMPA agonist), XTRA (endogenous II-
mGluR agonist) and CNBA (endogenous III-mGluR agonist), but did not affect QUNA 
(endogenous NMDA agonist). Under chronic IFNγ treatment, ZNS increased astroglial releases 
of KYNA, XTRA and CNBA, but decreased QUNA release. Under the chronic TNFα 
treatment, ZNS increased astroglial releases of KYNA and XTRA, but decreased QUNA release 
without affecting CNBA release. These results suggest, at least partly, that enhanced astroglial 
releases of KYNA, XTRA with reduced QUNA release induced by ZNS are involved in the 
mechanisms of antiepileptic action of ZNS.
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