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研究成果の概要（和文）：GABAトランスポーターのBGT-1サブタイプに選択的な阻害薬候補である化合物Bは、尾
懸垂試験において抗うつ作用を有することが示めされた。GABA受容体に対する作用を検討したところ、 GABAA受
容体に対して高い結合親和性を有し、アゴニストとして作用することが示された。GABAB受容体には結合しなか
った。以上より、化合物Bの抗うつ作用は、BGT-1阻害活性、または 、BGT-1阻害活性とGABAA受容体アゴニスト
活性の複合的な作用によることが示唆された。GABA受容体に作用せず、BGT-1のみを阻害する化合物を得るため
新たに４種類の化合物を合成したが、いずれもBGT-1阻害作用を示さなかった。

研究成果の概要（英文）：Compound B, a candidate of the selective inhibitor for the BGT-1 subtype of 
the GABA transporters, showed an antidepressant effect in the tail suspension test. This compound 
showed high binding affinity and agonistic activity on GABAA receptors. It did not bind to GABAB 
receptors. These results suggested that the antidepressant effect of the compound B is due to the 
inhibition of BGT-1 or the combined action of BGT-1 inhibition and GABAA receptor activation. In 
order to obtain a compound which does not act on GABA receptors but inhibits BGT-1 selectively, four
 compounds were newly synthesized. However, none of them showed BGT-1 inhibitory effect.

研究分野： 神経薬理学

キーワード： 脳・神経　薬理学　有機化学　ＧＡＢＡ　トランスポーター　創薬
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
GABA は、中枢神経系における主要な抑制性
神経伝達物質であり、不安、てんかん、抑う
つなどの種々の神経系疾患に関与すること
が知られている。GABA トランスポーター
（GAT）はシナプスでの GABA 濃度制御に
より GABA 神経情報伝達の調節を担ってい
ると考えられ、これまでに GAT-1、2、3 お
よび BGT-1 の４種が同定されている。GABA
受容体アゴニストおよびベンゾジアゼピン
結合部位アゴニストは GABA 神経情報伝達
を促進する作用を有し、特に、ベンゾジアゼ
ピン類は種々の神経系疾患の治療に用いら
れている。同様に GABA 神経情報伝達を促進
する作用を有すると考えられる GAT 阻害薬
は、受容体に作用する薬物とは異なる作用機
序・作用特性を有する新規創薬シーズになり
うる。これまでに神経細胞発現型の GAT-1
を選択的に阻害する tiagabine（GabitrilⓇ）
が開発され、欧米では抗痙攣薬として市販さ
れており、さらに、不安障害に対する有効性
や、慢性疼痛に対する鎮痛効果も報告されて
いる。一方、グリア細胞に発現が多い GAT-2、
GAT-3 および BGT-1 に対して高選択性を有
する阻害薬は十分でなく、これらサブタイプ
の生理的・病態生理的役割については不明な
点が多い。申請者らはこれまでに、GABA の
立体配座制御を行った化合物をリード化合
物として種々の化合物を合成、その活性評価
を行うことで、GAT-3/BGT-1 に高選択性の化
合物 A を見出し、化合物 A がマウスにおいて
抗痙攣作用を有することを明らかとした
（Bioorg Med Chem, 21:4938-50 (2013)）。
さらに最近、化合物 A の構造改変を進め、
BGT-1 に高選択性を有する化合物 B を創製
し た （ ACS Med Chem Lett, 5:889-93 
(2014)）。 
 
２．研究の目的 
すでに得ている化合物 B に加え、グリア細胞
発現型の GAT-2、GAT-3 および BGT-1 に対
して高選択性を有する阻害薬を創製する。
GABA トランスポーター発現細胞を用いた
取り込み実験に加え、GABA 受容体に対する
結合親和性の検討などにより、化合物の薬理
学的特性を明らかにする。さらに、行動薬理
学的解析により GAT 各サブタイプの中枢神
経系における役割を明らかにし、創薬標的分
子としての有用性を評価する。 
 
３．研究の方法 
(1) 使用動物 
8 週齢の雄性 ICR マウスまたは 11-12 週齢
の雄性 BALB/c マウス（日本 SLC, 浜松）を
用いた。動物は、室温が 23±1℃、明暗周期
が 12 時間（明期；7:00-19:00, 暗期；
19:00-7:00）、摂食・飲水が自由に行える室
内環境下で飼育した。なお、実験はすべて「国
立大学法人北海道大学動物実験に関する規
定（平成 19年 4月 1日）」及び「動物実験に

関する日本薬理学会指針」を遵守し、国立大
学法人北海道大学動物実験委員会の審査・承
認を得て行った。 
 
(2) 受容体結合実験 
① 膜画分の調整 
ICR マウスを断頭し、小脳と嗅球を除く全脳
を取り出し、液体窒素で凍結後-80℃で保存
した。GABAA 受容体結合実験では、保存して
いた脳組織に sucrose 溶液（0.32 M, pH 7.4）
を加えてホモジナイズし、30,000×g、4℃、
30 分間遠心し、ペレットを超純水で洗浄、再
懸濁した。再び 30,000×g、4℃、30 分間遠
心し、Tris-HCl buffer（50 mM, pH 7.4）で
再懸濁して -80℃ で一晩保存した。翌日、
30,000×g、4℃、30 分間遠心し、Tris-HCl 
buffer での再懸濁と遠心を 3 回繰り返し、
懸濁液の蛋白質濃度が 125 µg/ml になるよ
うに調整した。GABAB 受容体結合実験では、
脳組織に Tris-HCl buffer（50 mM, pH 7.4）
を加えてホモジナイズし、20,000×g、4℃、
30 分間遠心し、ペレットを Tris-HCl buffer 
で洗浄、再懸濁した。懸濁液を 20,000×g、4℃、
25 分間遠心して得られたペレットについて、
Tris-HCl buffer での洗浄、再懸濁を 2回繰
り返し、さらに 20,000×g、4℃、30 分間遠
心して得られた最終ペレットを -20℃で一
晩保存した。翌日、ペレットを Tris-HCl 
buffer で再懸濁した後、20,000×g、4℃、
25 分間遠心し、懸濁液のタンパク質濃度が
200 µg/ml になるように調整した。 
② 受容体結合実験 
 [3H] ム シ モ ー ル （ 35.6 ま た は  36.9 
Ci/mmol）の GABAA 受容体に対する解離定数
Kd 値と最大結合量 Bmax 値を算出するため、
膜画分懸濁液に各濃度の [3H]ムシモール を
添加し 4℃、45 分間インキュベートして飽和
結合実験を行った結果、 Kd = 15.2 ± 2.8 nM、
Bmax = 2260 ± 370 fmol / mg protein を得
た。さらに、[3H]CGP-54626（30 Ci/mmol）の 
GABAB 受容体に対する Kd 値と Bmax 値を求め
る た め 、 膜 画 分 懸 濁 液 に 各 濃 度 の 
[3H]CGP-54626 を添加し 23℃、20 分間インキ
ュベートして飽和結合実験を行った結果、Kd 
= 4.46 ± 0.50 nM、Bmax = 2495 ± 392 fmol 
/ mg protein を得た。競合的結合阻害実験に
おいては、膜画分懸濁液に [3H]ムシモール
（15.2 nM）または[3H]CGP-54626（4.5 nM）
を添加し、さらに各濃度の化合物 B を加えた
溶液中で、4℃、45 分間または 23℃、20 分間
インキュベーションした。インキュベート後、
Tris-HCl buffer を加え、Whatman GF/C フ
ィルター（ワットマンジャパン, 東京）に流
し込み急速濾過した。フィルターに 3 mL の
クリアゾルⅠを加え、翌日液体シンチレーシ
ョンカウンターで測定した。Ki 値は、
Cheng-Prusoff 式より算出した。 
③ 統計処理 
阻害率を検討する際は、データは特異的な結
合量を 100％として、平均値±標準誤差で表



した。また、IC50 値は解析ソフト Prism 5
（Graphpad SoftwareInc, LA Jolla, CA, USA）
を用いて算出し、データは平均値と 95％信頼
区間で表した。競合的結合阻害実験における
Ki 値の算出は one-site binding model を用
いて、解析ソフト Prism 5 により行った。 
 
(3) 電気生理学的解析 
① BNST を含むスライスの作成 
イソフルランで麻酔したマウスを断頭し、脳
を素早く取り出して 95% O2 / 5% CO2 で通気
した氷冷 cutting solution（NMDG based 
cutting solution ; (mM) : NMDG 92, HEPES 
20, CaCl2 0.5, MgSO4・7H2O 10, KCl 2.5, 
NaH2PO4 ・ 2H2O 1.25, Thiourea 2, sodium 
ascorbate 5, sodium pyruvate 3, 
N-acetyl-L-cysteine (NAC) 12, NaHCO3 30, 
glucose 25, pH 7.3 – 7.4）に浸した。次に、
脳ブロックから BNST （bed nucleus of the 
stria terminalis；分界条床核）を含む 250 
µm の冠状断スライスを切り出した。続いて、
95% O2 / 5% CO2 で通気したおよそ 34℃ の 
cutting solution で 12 分、室温の holding 
ACSF（Modified HEPES holding ACSF ; (mM) : 
NaCl 92, HEPES 20, CaCl2 2, MgSO4・7H2O 2, 
KCl 2.5, NaH2PO4・2H2O 1.25, Thiourea 2, 
sodium ascorbate 5, sodium pyruvate 3, 
N-acetyl-L- cysteine (NAC) 12, NaHCO3 30, 
glucose 25）で 60 分以上インキュベーショ
ンした後に実験に使用した。 
② Whole-cell patch clamp 法 
研究用ステージ固定式顕微鏡（BX-51WI, 
Olympus, 東京）上に記録チャンバーを置き、
95％ O2 / 5％ CO2 で通気したおよそ 34℃の 
recording solution （(mM) : NaCl 119, CaCl2 
2, MgSO4・7H2O 2, KCl 2.5, NaH2PO4・2H2O 1.25, 
NaHCO3 24, glucose 12.5）を流速2-2.5 mL/min
で灌流させた。この記録チャンバーに脳スラ
イスを置き、赤外線 CCD カメラ（model 
IR-1000, Dage-MTI, Michigan City, IN）を
使用して可視化した BNST 神経細胞から
Whole-cell 記録を行った。記録電極はガラス
キ ャ ピ ラ リ ー （ GC150F-10, HARVARD 
APPARATUS Co., Natick, MA）からプラ－
（Model P-1000, Sutter Instrument, Novato, 
CA）を使用して作製し、内液（(mM) : KOH 150, 
MgCl2 2, KCl 10, EGTA 0.2, Na2ATP 2, Na2GTP 
0.3, HEPES 10, spermine 0.1, 0.2% 
biocytin）で満たしたときに抵抗値が 5-10 
MΩ になるものを実験に使用した。実験デー
タ の 記 録 と 解 析 に は Multiclamp 700B 
amplifier お よ び pClamp10 software
（Molecular Devices, Foster City,CA）を
使用した。 
③ Holding current の測定 
ボルテージクランプ法を用いて、薬物処置に
よる外向き電流を計測した。CNQX（10 μM）、
AP-5（50μM）、TTX（500 nM）、SNAP-5114（10 
μM）存在下で膜電位を +10 mV に固定した。
膜電位が安定した時点で ムシモール（3 μM）

を 3分間処置し、holding current の変化を
10 分間観察した。その後、同様に化合物 B（30 
μM）を処置し、holding current を 10 分間
観察した。 
④ 統計処理 
電気生理学的解析において、薬物適用前後の
比較には Paired t-test を使用した。 
 
(4) 行動薬理学的解析 
① 薬物の側脳室内投与 
抱水クロラール（40 mg/kg, i.p.）麻酔下、
マウスを脳定位固定装置に固定して頭蓋表
面を露出させた後、ガイドカニューレ（25 G, 
外径；0.5 mm, 内径；0.22 mm）を片側に挿
入し、歯科用セメント（UNIFASTⅢ, GC, 東
京）により固定した。ガイドカニューレの先
端位置は、側脳室の 3.0 mm 上方（bregma よ
り AP；-0.3 mm, L；1.0 mm, DV；2.0 mm）
となるようにした。ガイドカニューレ留置後、
少なくとも 5日間の回復期間の後、行動試験
に使用した。各薬物は、血液脳関門透過性の
影響を除外するため、側脳室内投与を行った。
使用薬物はムシモール 及び化合物 B の二種
類で、いずれも PBS に溶解した。コントロ
ール 群には PBS を投与した。各薬物及び 
PBS の側脳室内投与は、インジェクションカ
ニューレ（33G, 外径；0.2 mm, 内径；0.08 mm）
をガイドカニューレ内へ挿入することによ
り行った。インジェクションカニューレ先端
は、ガイドカニューレ先端から 3 mm の位置
（DV； 5 mm）となるようにした。また、イ
ンジェクションカニューレはポリエチレン
チューブ（PE8, 夏目製作所, 東京）を介し
て マ イ ク ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン ポ ン プ
（HARVARD APPARATUS, MA, USA）に接続し、
投与速度 2.5 μl/min で 2 分間かけて、片
側に 5 μl/side 投与した。なお、薬液逆流
防止のため、投与後さらに 1分経過した後に
インジェクションカニューレを抜き取った。 
② 尾懸垂試験（Tail suspension test；TST） 
抗うつ作用は、尾懸垂試験を用いて評価した。
実験室に 30 分以上静置して馴化させた後に
薬物投与を行い、15 分後に尾懸垂試験を行っ
た。尾懸垂試験では、マウスの尾の先端から 
1 cm の部分に粘着テープを巻きつけ、測定
装置（室町機械, 東京）天井の尾固定部に張
り付けて床から30 cm の高さで逆さ吊りにし
た。マウスは初め逃避行動を示すが、やがて
抵抗することをやめる無動状態が認められ
るようになる。無動時間が長くなるほど抑う
つが強いと考えられるため、無動時間の短縮
を抗うつ効果の指標として評価を行った。無
動時間は自動解析装置により 6 分間計測し、
評価には試験開始 1分から 6分の間の５分間
の無動時間を用いた。 
③ 組織化学的解析 
行動実験終了後、マウスを頸椎脱臼・断頭し
た後ただちに全脳を摘出し、ドライアイス粉
末を用いて凍結させた。Cryostat にて冠状切
片（50 μm）を作製し、薬物投与部位周辺の



切片をスライドガラスに貼り付け、2.5％ 
thionin acetate 溶液で染色した後、アルコ
ール系列（50、70、90、100％ EtOH）および
xylene に通し、封入剤 NEW M・X（60% xylene）
により封入した。その後、光学顕微鏡で観察
（×40）し、側脳室外への投与が確認された
個体は、統計処理から除外した。 
④ 統計処理 
データはすべて mean±SEM で表した。尾懸
垂試験における無動時間の評価は、one-way 
ANOVA with Dunnett’s multiple comparison 
test により行い、5%の危機率で有意差を判
定した。 
 
(5) GABA 取り込み阻害実験 
GAT を発現した CHO 細胞を  2.5× 104  

cells/well の細胞密度で 24 well plate に
播種し、約 48 時間培養した後に実験に用い
た。細胞を KRH buffer（Krebs-Ringer HEPES 
buffer; (mM) : HEPES 25, KCl 4.7, CaCl2 2.2, 
MgSO4･7H2O 1.2, KH2PO4 1.2, Glucose 10, NaCl 
120, pH 7.4）で 37℃、5 分間プレインキュ
ベーションした。KRH buffer に 500 nM GABA
（ 495 nM GABA ＋ 5 nM [3H]GABA (92.1 
Ci/mmol)）を添加し、さらに 100 µM の新規
合成 GABA アナログ又は GAT 阻害薬を加え
た溶液中で 37℃、20 分間インキュベーショ
ンした後に、溶液を吸引除去し氷冷した PBS 
で洗浄する事で反応を停止した。0.3 % 
Triton-X により細胞を破壊し、3mL のクリ
アゾルⅠを加え、この細胞破壊液中の 
[3H]GABA 量を液体シンチレーションカウン
ターで測定した。さらに、BCA protein assay 
kit を用いて蛋白定量を行った。非特異的な
取り込み及び結合は KRH buffer 中の NaCl 
を除き、かわりに 120 mM choline chloride 
を加えた溶液中でインキュベートすること
で求めた。また、測定データより IC50 値を算
出し、取り込み阻害活性の指標とした。 
 
４．研究成果 
(1) 化合物 B の GABAA受容体、GABAB受容体

に対する結合親和性 
GABA の構造を基に合成した化合物 B は、
GABA 受容体に対する作用を有する可能性が
考えられた。そこで、化合物 B の GABAA受容
体およびGABAB 受容体に対する結合親和性を
検討した。競合的結合阻害実験より、化合物
B は GABAA 受容体に対する Ki 値が 0.35 μM 
と、GABAA 受容体に対して高い結合親和性を
示した。一方、GABAB 受容体に対する Ki 値は 
>100 μM であり、化合物 B は GABAB 受容体
に対しては結合親和性を示さないことが明
らかになった。 
 
(2) 化合物Bの GABAA受容体に対するアゴニ

スト作用 
化合物 B が GABAA 受容体に対して、アゴニス
トあるいはアンタゴニストのどちらの作用
を有しているかを評価するため、ホールセル

パッチクランプ法を用いた電気生理学的解
析を行った。ボルテージクランプ法を用いて、
BALB/c マウスより作製した脳スライスに 
ムシモール（3 μM）または化合物 B（30 μM）
を処置した際の holding current の変化を、
GABAA 受容体に対する作用の指標とした。ム
シモール を処置したところ、外向き電流が
観察された（図１）。この外向き電流は、GABAA 
受容体アンタゴニストである SR-95531（10 
μM）を同時に処置することで抑えられた
（data not shown）。よって、ムシモール 処
置により観察された外向き電流は、GABAA 受
容体を介したCl- イオンの流入によるものだ
と考えられる。化合物 B を細胞に適用する
ことによっても外向き電流が観察され（図
１）、この外向き電流についても、SR-95531
（10 μM）同時処置により抑制された（data 
not shown）。以上の結果より、化合物 B は、
GABAA 受容体に対してアゴニストとして作用
することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ ムシモールおよび化合物Ｂによる holding 

current の変化 

 
 
(3) 化合物Ｂおよびムシモールの抗うつ作

用 
化合物Ｂのうつ様行動に対する作用に関し
て、尾懸垂試験を用いて検討した。化合物Ｂ
は GABAA 受容体に対するアゴニスト活性を
有するため、ムシモール においても同様の
検討を行った。化合物Ｂとムシモール の 
GABAA 受容体に対する Ki 値の比より算出し、
ムシモール を 0.1, 0.3, 1, 3, 10 ng、化
合物Ｂを 1.5, 5, 15,50, 150 ng とした。ム
シモール 投与群は コントロール 群と比較
して、いずれの投与群においても抗うつ作用
の指標となる無動時間に有意な差は認めら
れなかった（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 尾懸垂試験によるムシモールの抗うつ作用評価 

 
 
一方、化合物Ｂは、5-150 ng 投与群におい



て、有意な無動時間の減少がみられ、抗うつ
作用を有していることが示唆された（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 尾懸垂試験による化合物Ｂの抗うつ作用評価 

 
以上より、化合物Ｂの抗うつ作用は、BGT-1 
阻害活性、あるいは BGT-1 阻害活性と GABAA 
受容体アゴニスト活性の複合的な作用に起
因している可能性が考えられた。しかし、化
合物Ｂとムシモールを用いた検討だけでは、
化合物Ｂの抗うつ作用が BGT-1 阻害だけに
よるのか、GABAA 受容体活性化との複合的な
作用によるのかを評価することは困難であ
る。そこで、BGT-1 の役割についてさらなる
検討を行っていくため、BGT-1 に対する選択
性を高めた化合物の創製を試みた。 
 
(4) 新規化合物合成と薬理活性評価 
BGT-1 に対し、より選択的な化合物の獲得を
目的として、化合物Ｂの構造をもとに、新た
に４化合物を合成した。GAT-1、2、3 および
BGT-1 を発現する細胞株を用いて GABA 取
り込みに対する阻害効果を検討したところ、
いずれの化合物も GABA 取り込み阻害活性
を示さなかった。 
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