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蛍光検出高速液体クロマ トグラフィーによるマウス脳内

パルプロ酸の定量とその薬理学への応用

松山賢治Ib,宮崎長一郎,山下達也,市川正孝*

(1989年 6月 17日受理)

マウスに対してバルブロ酸 (VPA)200mg/kgを腹くう内投与した後,HPLCを用いて脳内及び血
中の VPA蛍光定量を行った.同時に VPA投与により引き起こされる脳内アミノ酸,4-アミノ酸酸

(GABA),アスパラギン酸塩及びグルタミン酸の変化を検討した.その結果,VPAの抗てんかん作用

は抑制性アミノ酸であるGABAの有意な上昇と同時に,興奮性アミノ酸であるアスパラギン酸とグル

タミン酸の有意な減少に基づくものであることが実証された.

1 緒
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パルプロ酸 (VPA)は,広い抗てんかんスペク トル

を有する薬物であるl)2). その薬理作用は血中濃度とは

一致せず,いわゆる持ち越 し効果 "carriedovere恥ct''

があることが指摘されている3).

VPAの血中濃度測定に関して,従来,HPLC法では

フェナシルプロミドを用いたUVラベル化法が繁用さ
れてきた4)が,低濃度域の定量に際しては,精度 ･感度

の点で問題が多く,脳内の VPA濃度測定法などにはど

うしても GC/MSS)を使用せざるを得ない状況であっ

た.

ところで,近年,Yamaguchiらは,有機酸類の簡便

で高感度な定量法として,蛍光試薬,3-Bromomethy】-

6,7-dimethoxy-I-methyl-2(lH)-quinoxalinone (BT-DMEQ)

を用いる定量法を報告している6)7).本報告では,この

優れた蛍光 ラベル化剤である BトDMEQ を vPAの

HPLCによる定量に適用し,血中及び脳内の VPAの微

量定量を行った.同時に,VPAの薬理作用の本態であ

る脳内抑制性アミノ酸 (4-アミノ酪酸 :GABA)並びに

興奮性アミノ酸 (アスパラギン酸 :Asp,グルタミン酸 :

Glu)の定量を行い,上述の carriedoveretrectについ

て考察を行ったので以下に詳述する.

2 実 琴

2･1 試薬及び装置

バルブロ酸ナ トリウム (Lot:71125-00)は,協和発
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形_T.業より供与を受けた.0-Phth左Ialdehyde(OPA),5-

aminovalericacid(AVA),2-mercaptoethanol及び各種

アミノ軌 ま,東京化成工業,3-bromomety1-6,7-dimethoxy-

トmethyl-2(1〃トquinoxalinone(Br-DMEQ)は和光純薬

工業,18-crown-6はAldlichChemical,他のすべての試

薬は,ナカライテクスより試薬特級品を購入し,使用し

た.

アミノ酸測定に使用した高速液体クロマ トグラフは,

waters製の,モデル 510型高圧ポンプ,420-AC蛍光

検出器,740データモジュ-ル,680型グラジュントコ

ントローラー及び wISP710型全自動サンプルプロセ

ッサーを使用した.又,VPA蛍光誘導体の検出には,

島津分光蛍光 HPLCモニター RF-535(島津製作所)

を用いた.

2･2 血清及び脳内 vpA濃度の測定

マウス (ddY,雄,体重約 20g)に,バルブロ酸ナ ト

リウムを VPA として 200mg/kgを腹 くう内投与 し

た.投与後 0.25,0.5,0.75,1.0,2.0,3.0,5.0,8.0時

間に採血し,その血清 100ulに内標準物質 (I.S.)とし

て 15帽/mlの cyclohexanecarboxylicacid (CCA)loo

卜Iを添加,かき混ぜ後,6%過塩素酸 (PCA)200plを
添加 し,除タンパクを行った.ペンタン2.Omlをサン

プルに加えて,15分間振 り混ぜた後,15分間 3500

rpm にて遠心分離,ペンタン相を分取 した.そのペン

タン相に硫酸ナ トリウムと炭酸カリウムをそれぞれ 10

mgずっ入れ,0.5mg/mlの Br-DMEQ アセ トニリル溶

液を100Lll添加し,更に2.0mg/mlの 18-crown-67セ
トニリル溶液 100LAlを加えた.反応液を 50℃ の水浴
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中にて加温し,ペンタン相を留去し,残留物を得た.

得 られた残留物を冷却 し反応停止後,5叶1を HPLC

に注入した.

脳に関しては,薬物投与後,経時的に断頭,脳を摘出

し,ひょう量 した.脳重量に対 し倍量のリン酸緩衝液

(pH6.0)を加えてホモジナイズした･サンプルは.

11000rpm,5分間遠心分離後,上清 300ulに内標準物

質 と して 5岬/mlの CCA溶液を 300pl添加後,6%

pcA を 1.Oml加え除タンパク,次にペンタン8mlを

加えて抽出操作を行った. ､

以下の操作は,血清中 vpA測定と同様に行った.

HPLC の 条 件 は, カ ラ ム に SuperspherRP-18

(125×6mm i.d.,4pm,Merk,)を使用 し,移動相は,

MeOH/CH3CN/H20 (49/21/30)混合液 を流量 1.0

ml/minで使用した.VPA誘導体の検出波長は,励起

波長 370nm,蛍光波長 455nm に設定 した.Fig.1に

脳より抽出した VPA並びに内標準物質のクロマ トグラ

ムを示す.
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Fig.I Chromatogram orBr-DMEQ derivativesor

CCA(I.S.)andVPA

Column:MerckSupersphereRP-18(125×6mm
i.d.);FluoreSCenCedetection:Ex.370nm,Em.455

nm;Mobilephase:49%melhanol,2L%acelonit-
rHeand30%water

2-･3 JtJレプロ酸の脳内アミノ教に及ぼす影讐
マウス (ddY,雄,体重約 20g)に,パルプロ酸ナ ト

リウムを vpA として 200mg/kgを腹 くう内投与 し

た.投与後 0.25,0.5,0.75,).0,2.0,3.0,5.0,8.0時

間の後断頭し.脳を摘出後ひょう量し,アミノ顧定量用

の内標準物質として 800 帽/mlの AVA を lmIを添加

後,0.5M トリクロロ酢酸 4mlと共にホモジナイズし

た. ホ モ ジ ェ ネ- トを セ ン トリフ ロー CF 25

(AMICON DIV.,W.良.GRACE良 CO.,)考用 いて

2000rpm にて限外折過 し,折液をアミノ酸定量分析に

使用した.

アミノ酸定量は,著者らが先に報告した HPLC によ

る方法9)に準じて行った.Fig.2に脳内アミノ酸のクロ

マ トグラム並びに条件を示す.
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Fig･2 Chromatogram orOPA-2-mercap【oethanol
aminoacidderivatives

Mobilephasewasa65%methanolandamixture
or3% THF,2% melhanoland Na･LHPO4-

NaOAcbuLrer,pH6･7,wasthemdbilephaseBI
ThedottedHneandthechainlinerepresentthe

gradienlpattern and now rate,respectively･
Numberedpeakswereidentirtedasfollows:(I)

aspartate;(2)glutamate;(3)gJutamine;(4)
glycine;(5)taurine;(6)GA凸A;(7)AVA(Ⅰ･S･)

3 結 果

3･1 血清中及び脳内 vpA濃度

Fig.3に血清中及び脳内 vpA濃度推移を示した.図

からも明らかなように,VPAの血中と脳内濃度比は約

3で,本薬物は比較的脳内移行性の良好な薬物であるこ

とが うかがえる.血中並 びに脳内濃度 に関 して,

one-compartmentpharmacokineticm∝lelを用いて計算

した結果,血中消失半減期は,1.11時間,脳内消失半

減期は,0.99時間となり,VPAの脳内及び血中消失バ

ターンはほぼ同じであることが判明した.
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Fig･3 TimecourseorVPAconcentrationinmouse

ヲerum (upper)and brain(down)afterthe
lntraPeritonealadministrationor200mg/kg
orVPA
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Fig･4 Timecourseofaspartatelevelsin mouse

brain aRertheintraperitonealadministra-

tionof200mg/kgofVPA

TheshadowedarearepresenlSthemearL±S･D･for
levelsortheconlrol(3･03±0･2pmol/gwetwl.
n-6),Verticalbarsindicatestandarddeviationor

themeanor6animals.StatisticalslgnirICanCein

thetwo-tailedSludent's‖est;a)♪<0.05,b)♪<
0.01

Fig･5 Timecourseorglutamatelevelsin mouse
brain aRertheintraperitonealadministra-

tiol10r200mg/kgorVPA

Theshadowedarearepresentsthemeanj=S･D.for

levelsorthecontrol(ll.78±0.52pmol/gwetwt･
TZ-6).VcrlicalbarsindiQteStandarddeviationor
6animals.StatisticalsignirLCanCeinthetwo-tailed

Student'snest;a)p<0.05
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Fig.6 TimccourseorGABAlevelsinmousebrain

aRerthe intraperitoneaJadministration of

200mg/kgorVPA

Theshadowedarearepresentsthemean士S.D.for

thecontrol(2･32士0･12LAmOl/どwetwt.ni6)･Ver-
tica)barsindicatestandarddeviationofthemean

●
or 6 animals･SlalisticalslgnirLCanCC in the

two-taiJedSludcnt'S‖est;a)p<0.05,b)p<0.01
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3･2 VPA投与によるマウス脳内アミノ散の変動

ddY雄性マウスに対して VPA200mg/kgを腹くう内

投与 し,経時的に 6種脳内ア ミノ酸 (Asp,Glu,Gln,

Gly,Tau,GA凸A)を測定 した.有意な変化を示 した

ASP,Glu及び GABAについてそれぞれ Fig.4,Fig.5

及び Fig.6に示した.

興奮性アミノ酸であるAspは,conLrol群に対して,

VPA投与後, 15分で有意に減少し,30分後に最小値

を示 し,この有意な減少傾向は8時間まで持続 した.

一方,抑制性アミノ酸であるGABAはAspと対照的に

投与後直ちに上昇し,30分で control群に対 し約 30%

上昇 した後,3時間後にコントロ-ル値に戻った.一

方,代表的興奮性アミノ酸であるGluは投与 2時間及

び 3時間後において有意な低下を認めた.

4 考 察

VPAの脳内アミノ酸へ及ぼす影響をvPA脳内濃度

と対比 しながら経時的に検討したが,従来から報告され

ているように,抑制性神経伝達物質であるGABAの有

意な上昇が認められると同時に興奮性伝達物質である

Asp並びに Gluの減少が認められたことは VPAの抗

てんかん作用の面から極めて興味深い.

GABA上昇の原因としては,従来よりGABA-shunt

に お け る GABA 代 謝 酵 素 の GABA-transaminase

(GABA-t)9)～ ll) や Succinic semialdehyde dehydr0-

genase(SSADH)12) に対する酵素阻害によるものと

されて←1たが,invz'DOにおいて GABA-tや SSADH を

阻害するにたるVPA脳内濃度を得るには難しいと指摘

されていた13). Nauら14)は,こうした観点からgluta一

micaciddecarboxylase(GAD)活性の測定 を行い,

GAD活性の上昇を認め,VPAによるGABA上昇の要

因を GAD に求めている.又,PorterらL5)は,2'T"itro

において, ASPが GADの強力な inactivatorであると

いう興味深い結果を報告している.著者らの今回の検討

では,Aspの有意な減少に伴うGABAの前駆物質であ

るGluの減少並びに GABAの増加が連続的に認められ

た.以上のことから,VPAによるGABA上昇及びGlu

減少メカニズムには, GABA-tや SSADHの直接的な

酵素阻害のみならず,生成辞素 GADの inactivatorで

あるAspの減少に伴うnegativercedbackの解除による

GABA の生合成促進が関与 していると推察される.

Dunnら16)は,VPAの抗てんかん作用は抑制性アミノ

酸である GABA と興奮性アミノ酸である Asp七 Glu

とのバランスで評価すべきであると指摘している.今回

の検討で,VPAの脳内濃度がほぼ消失 した8時間にお

いて,興奮性アミノ酸の Aspが投与後 8時間において

有意に低下 しつづけるという事実は,緒言で触れた

vpAの carri昌doverefrect3)との関連性が示唆され極め

て興味深いものである.

本研究に際し,有益な助言を載きま.L,た福岡大学薬学部
山口政俊助教授,原 周司博士に深謝致します.又.バル
ブロ酸ナ トリウムを提供して戴いた協和発辞工業に感謝致
します.
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Fluorometricdetermination ofvalproicacid in

mouse brain by HPLC and applications to
ph… acology･ KenjiMATSUYAMA,ChoichiroMl､･AT･AKI,
TatsuyaYAMAHHl･1.Aand MasatakalcHlKAŴ (Nagasaki
UniversltyHospltal,DepartmentofHospitalPharmacy)
r TT tI1h ■'■-▼ ●

7~1,Sakamoto一machi,Nagasaki-sh呈,Nagasaki852)
AnuorometricHPLCmethodlbrthedeterminationor

valproicacid(VPA)in叩OuSebrainwasdevelopedusing
3-bromomethy卜6,7-dimethoxy-トmethyl-2(1〟トquino-
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xalino一一e(B卜DMEQ)asa prdabelling reagent. rrhe

methd wasusedtostudytheinterrelationsamongthe

concentrationsorVPA,γ-aminobutyrateasaninhibi-
toryaminoacidandglutamateoraspartateasanexcitaト
oryaminoacid inmousebrain. Thebrainlevelsor
VPA decreasedwithahal一lireor0.99handatta]'ned

almostzeroat5haftertheintrapcritonealadministration

orVPAatadoseor200mg/kg【omic°. Theadminis-■
trationorVPAgaverisetoaslgnirlCantincreaseinr-●
aminobutyrateinresponsetoaslgnirlCantdecreasein

aspartateandglutamateinmousebrain･ Inparticular,
aspartatecontinuedtodecreaseupLo8halteradminis-

Vol.38日989)

trationwhereasVPA disappearedat5h･ Thepresent

observationsareconsideredcloselycorrelatedtothe"car-
riedovereLrect"orVPA.

(ReceivedJune17, 1989)

KeuwordphrBseS

nuorometric HPLC; valproic acid; glutamate; γ-

aminobutyra【e;aspartate;pharmacokineticsorvaト

proicacidinthebrain･


