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___________________________________________________________________________ 

Abstract: It has been shown that the endocannabinoid system plays a role in the inhibition of seizures 

in several animal models. However, few studies have examined the anticonvulsant activity in kindling 

model, which is a chronic animal model of epilepsy. Anandamide is an endocannabinoid ligand for 

cannabinoid CB1 and CB2 receptors that is inactivated by cellular uptake followed by intracellular 

hydrolysis by fatty acid amide hydrolase (FAAH). The central effects of anandamide are through the 

CB1 receptors, since CB1 receptors are located primarily in the brain. In the present study, we 

investigated the effects of anandamide-related drugs against a mouse corneal kindling model. CB1 

receptor agonists, ACEA and WIN55212-2, showed dose-dependent anticonvulsant activities against 

fully kindled mice. AM404, an uptake inhibitor of anandamide, exhibited a dose-dependent 

anticonvulsant activity in fully kindled seizures. URB597, an inhibitor of FAAH, also exhibited 

apparent anticonvulsant effects. These results indicate that anandamide-related drugs have remarkable 

anticonvulsant effects in a mouse corneal kindling model. 
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緒言 

てんかんは自発性かつ反復性のてんかん発作を

主徴とする慢性の脳疾患で，治療は抗てんかん薬

による薬物治療が主となる．現在，臨床で汎用さ

れている抗てんかん薬の作用機序は，①神経細胞

表面の Na+，K+および Ca2+イオンチャネルの不活 

 

性化，②興奮性神経伝達物質であるグルタミン酸

受容体の不活性化，③抑制性神経伝達物質である

GABA による興奮抑制の増強および④シナプス

小胞蛋白（SV2A）への結合を介した興奮性神経

伝達物質の抑制に大別される 1)．てんかんの薬物

治療は，てんかん症候群または発作型に対して適
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切とされている薬剤を用いて行われ，患者の約

70％は発作抑制に至るとされている．しかし，残

りの約 30％は 2〜3 種類以上の単剤あるいは多

剤併用の十分量の治療でも発作が抑制されない

薬剤抵抗性てんかんの患者である 2)．従って，新

しい作用機序を有する抗てんかん薬の開発が期

待されている． 

大麻草（Cannabis sativa）に含まれる生理活性

成分の中枢作用は，脳内のカンナビノイド（CB）

受容体に結合して引き起こされる．エンドカンナ

ビノイドはその内因性リガンドの総称で，主要な

ものとしてアナンダミドと 2-アラキドノイルグ

リセロール (2-AG) がある．いずれもアラキドン

酸を含む脂質性の物質で，アナンダミドは脂肪酸

アミド加水分解酵素 (FAAH)，2-AG はモノアシ

ルグリセロールリパーゼによって分解される．

CB 受容体には，CB1 と CB2 の 2 種類がある．

CB1 受容体は中枢神経系に，CB2 は免疫系に多

く発現している．CB1 受容体は脳内に広く分布し

ており 3)，特に大脳皮質，海馬，扁桃体などてん

かんに関連する脳部位にも多く発現している． 

脳内のエンドカンナビノイドは，シナプス伝達

を逆行性に修飾する脂質メディエーターとし神

経伝達を制御し，食欲，記憶，不安など多くの生

命活動に関与しているが，さまざまな病態にも関

与していることが報告されている．近年，抗てん

かん薬未治療の側頭葉てんかん患者において，脳

脊髄液中のアナンダミド濃度が低下しているこ

とが報告された 3)．また，精神作用が少ないカン

ナビノイドであるカンナビジオールが，薬剤抵抗

性てんかんであるドラベ症候群に奏効すること

が報告された 4)．カンナビジオールは CB1 受容

体への親和性は低く，抗けいれん作用の作用機序

の詳細は明らかになっていない 5)．しかし，カン

ナビジオールがアナンダミド代謝酵素の FAAH

を阻害することから 5)，脳内のアナンダミドが抗

けいれん作用に関与していると推察される．従っ

て，アナンダミドの作用を増強する薬剤が新規抗

てんかん薬の候補と考えられている． 

新規抗てんかん薬の開発には，疾患動物モデル

を用いた評価が必須となる 1,6)．てんかんの生物

学的特徴を有するモデルとして，キンドリングが

ある．キンドリングとは，脳の特定部位に痙攣閾

値以下の電気刺激を繰り返し与えると，数日後に

は脳波に発作波が生じ，次いで行動上のけいれん

発作があらわれ，最終的に全般発作になる現象の

ことで，局在関連性てんかんの実験てんかんモデ

ルとして確立されている．さらに，マウスの角膜

に直接電気刺激を繰り返すことによってもキン

ドリング現象が誘発されることが見出され 7)，新

規抗てんかん薬のスクリーニングに活用されて

いる 8-13)．しかしながら，アナンダミド関連薬の

角膜キンドリングに対する効果は不明である。 

本研究では，マウス角膜キンドリングモデルを

用いてアナンダミド関連薬の抗けいれん作用を

評価する目的で，CB1 受容体選択的作動薬の

ACEA (Arachidonyl-2'-chloroethylamide) 14)ならび

に CB1 および CB2 受容体非選択的作動薬の

WIN55212-2 14)，アナンダミド代謝酵素の FAAH

阻害薬の URB597 (Cyclohexylcarbamic acid-3ʹ- 

carbamoyl-biphenyl-3-yl Ester) 15)およびアナンダ

ミドの再取り込み阻害薬の AM404 (N-(4- 

Hydroxyphenyl)-arachidonylamide) 16) の抗けいれ

ん作用について調べた． 

 

方法 

動物は，ICR 雄性マウス(日本エスエルシー株

式会社)を用いた．室温 23±2℃の動物飼育室内に

て，紙製床敷を敷いたプラスチックケージ内で 5

～6 匹ずつ飼育した．餌および水は自由に摂取さ

せた．本実験は，就実大学動物実験委員会の承認

を得て行った． 

  フェニトイン（和光）と WIN55212-2 mesylate 

(Sigma-Aldrich) は，1% Tween 80 溶液を用いて

調製した．AM404 (Sigma-Aldrich)，ACEA hydrate 

(Tocris Bioscience) お よ び URB597 (Cayman 

Chemical) は，ポリオキシエチレンヒマシ油 

(Cremophor®)，生理食塩水，エタノールの混液 
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図 2. 角膜キンドリングに対するフェニトイン

およびレベチラセタムの作用 

値はマウス 8 匹の平均 score ± 標準誤差を示す． 

*p < 0.05, **p < 0.01 (Steel’s test) 

（18:1:1 v/v）に溶解した．レベチラセタム（東

京化成）は，生理食塩水に溶解した．全ての試薬

は，マウスの体重 10 g 当たり 0.1 mL の投与量に

なるように調製し，腹腔内 (i.p.) に投与した．投

与量と投与後のタイムスケジュールは，既報を参

考として，フェニトインは薬効評価の 2 時間前に

12,13)，その他の薬剤は全て 30 分前に投与した 12,13)． 

角膜キンドリングは，5.5 mA の電流を両眼同

時に 3 秒間，1 日２回反復負荷することにより作

製した 7,12,13)．角膜を電気刺激する前には，0.5%

テトラカイン塩酸塩溶液を両眼に滴下した．けい

れんは Racine の評価方法 17) にしたがって，発作

の程度を 6 段階に分類して評価した．すなわち，

けいれんが起こらなかった場合を score 0，耳や顔

面にれん縮が出現した場合を score 1，体幹にミオ

クローヌス性発作が出現した場合を score 2，立ち

上がり動作を伴う前肢の間代性けいれんが出現

した場合を score 3，転倒を伴う間代性けいれんが

出現した場合を score 4，全身性強直間代けいれん

が出現した場合を score 5 とした．3 回以上連続し

て score 4 以上のけいれんが起こった場合をキン

ドリング形成とした． 

けいれん score の結果は，すべて平均値±標準

誤差で示した．統計学的検討には Kruskal–Wallis 

test を用いた後，多重比較検定には Steel’s test を

使用した．危険率が 5%未満を統計学的に有意差

ありとした． 

 

結果 

 

図 1. 角膜キンドリングの形成過程 (n=10) 

 

角膜より 5.5 mA の電流を 3 秒間負荷すると，

score 0~1 程度の軽度なけいれんが惹起された．

この score は 1 日 2 回の反復電撃負荷により増加

し，キンドリング現象が確認された（図 1）． 

キンドリング形成されたマウスを用いてフェ

ニトインの抗けいれん作用を評価した結果，フェ

ニトイン (3-20 mg/kg, i.p.) は用量依存的な抗け

いれん作用を示した．また，レベチラセタム 

(3-30 mg/kg, i.p.) も用量依存的な抗けいれん作用

を示した（図 2）． 

 

CB1・CB2 受容体非選択的作動薬 WIN55212-2 

(3-10 mg/kg, i.p.) ならびに CB1 受容体選択的作

動薬 ACEA (1-10 mg/kg, i.p.) は，ともに用量依存

的な抗けいれん作用を示した（図 3）． 

アナンダミド再取り込み阻害薬の AM404 

(3-20 mg/kg, i.p.) ならびにアナンダミド代謝酵素

図 3. 角膜キンドリングに対する WIN55212-2

および ACEA の作用 

値はマウス 8 匹の平均 score ± 標準誤差を示す． 

*p < 0.05, **p < 0.01 (Steel’s test) 
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阻害薬の URB597 (3-10 mg/kg, i.p.) は，ともに用

量依存的な抗けいれん作用を示した（図 4）． 

 

考察 

新規抗てんかん薬の開発には疾患動物モデル

を用いた薬効評価が必須で，評価モデルの選択が

重要となる 1,9)．てんかん動物モデルには，自然

発症的と人工誘発的モデルに大別される．自然発

症的モデルとしては，EL マウスや DBA/2 マウス

などのてんかんミュータント動物とヒトのてん

かん責任遺伝子を導入した遺伝子改変てんかん

動物モデルがある．人工誘発的モデルには，電気

的または化学的刺薬により誘発されるモデルが

あり，化学的刺激薬にはピロカルピン，カイニン

酸およびペンチレンテトラゾールが汎用されて

いる 6,9)． 

一方，基礎てんかん学を牽引してきたモデル動

物としてキンドリングがある．キンドリングモデ

ルは，けいれんを起こす閾値以下の電気刺激を繰

り返し負荷することにより次第にけいれん性発

作が増強され，最終的に強直性間代性発作を誘発

するモデルである．てんかんの病態は，てんかん

原生と発作原生で構成されていると考えられて

いる．キンドリング現象も，けいれん発作が過剰

な神経興奮の結果であると同時に，次回の発作の

原因となり得ると考えられ 6,9)，てんかんの神経

生理学的機序やてんかん原生の獲得機序の解明

に汎用されてきた．これらの研究により，海馬や

扁桃体がてんかんの焦点になる頻度の高い神経

領域であることが明らかになり，キンドリングは

ヒト側頭葉てんかん患者でみられる神経の異常

な可塑性を模倣していると考えられている．しか

し，キンドリングモデルの作製には，実験動物の

脳内局所への電極挿入手術など労力を必要とす

る 9)．マウスを用いた角膜キンドリングモデルは，

この問題点を軽減するモデルである．角膜キンド

リングの形成過程への影響を調べることにより，

レベチラセタムがてんかん原生を抑制すること

が報告され注目されている 10,11)．また，角膜キン

ドリング獲得後の発作に対する薬剤の影響を調

べることにより，抗けいれん作用の評価が行われ

ている 10-13)． 

単回けいれん誘発モデルである最大電撃けい

れんおよび最大ペンチレンテトラゾール（皮下投

与）けいれんは，フェニトインやカルバマゼピン

などの第一世代抗てんかん薬の薬理学的薬効評

価の研究から構築された古典的スクリーニング

法である 6,9)．第二世代抗てんかん薬に分類され

るトピラマートやラモトリギンも，これらのいず

れかのスクリーニング法によって抗けいれん作

用が確認された薬剤である 6,9)．第一世代ならび

に第二世代抗てんかん薬の作用点は，Na+や Ca2+

などのイオンチャネルおよびグルタミン酸や

GABA 受容体であるが 1)，新たな作用機序を有す

る新規抗てんかん薬に対して古典的スクリーニ

ング法が有効でない場合が報告されている．近年，

日本で上市されたレベチラセタムの作用機序の

詳細は不明であるが，従来の作用機序とは異なり

SV2A への結合が関与するとされている 10,11)．レ

ベチラセタムは最大電撃けいれんおよび最大ペ

ンチレンテトラゾール（皮下投与）けいれんに対

して全く抑制効果を示さないが，キンドリングモ

デルに対して抗けいれん作用を示す 10-12)．キンド

リング現象には脳内電気刺激による電気キンド

リングとペンチレンテトラゾールの反復投与に

よって引き起こされる化学キンドリングがある

が，特にレベチラセタムやブリバラセタムはペン

図 4. 角膜キンドリングに対するAM404および

URB597 の作用 

値はマウス 8~9 匹の平均 score ± 標準誤差を示す．

**p < 0.01 (Steel’s test) 
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チレンテトラゾールによるキンドリングより角

膜キンドリングモデルに対して低用量で抗けい

れん作用を示している 10,11)．従って，単回けいれ

ん誘発モデルである最大電撃けいれんや最大ペ

ンチレンテトラゾールけいれんモデルでは抗け

いれん作用を見出すことができない可能性があ

るため，新規作用機序を有する候補薬のスクリー

ニングにキンドリングモデルを組み込むことの

必要性が提唱されている 9)．なお，第一世代なら

びに第二世代の抗てんかん薬も角膜キンドリン

グモデルに対して抗けいれん作用を示すことか

ら 12)，検出感度に優れたけいれんモデルと考え

られる．なお，本研究において，角膜キンドリン

グに対するフェニトインならびにレベチラセタ

ムの影響を検討した結果，両薬剤とも用量依存的

な抗けいれん作用を示した． 

既に様々なスクリーニング法やてんかん動物

モデルを用いて，アナンダミド関連薬の抗けいれ

ん作用が評価されている．CB1・CB2 受容体非選

択的作動薬の WIN 55,212-2 14)は，扁桃体キンド

リングモデル 18)，ピロカルピンモデル 19) および

DBA/2 マウスを用いた聴原性けいれん発作モデ

ル 20) に対して抗けいれん作用を示すことが報告

されている．しかし，最大電撃けいれん 21)なら

びに最大ペンチレンテトラゾール（皮下投与）モ

デル 22) では有意な抗けいれん作用は認められて

いない．CB1 受容体選択的作動薬の ACEA 14) は，

マウスへのペンチレンテトラゾール静脈内持続

注入モデル 23) やDBA/2マウスを用いた聴原性け

いれん発作モデル 20) において抗けいれん作用が

確認されている．しかし，これまでに角膜キンド

リングモデルを用いた検討は報告されていなか

った．本研究において，角膜キンドリングモデル

を用いて WIN 55,212-2 ならびに ACEA の効果を

検討した結果，両薬剤とも用量依存的な抗けいれ

ん作用を示した．従って，CB1 受容体が抗けいれ

ん作用の発現に関連していると考えられるが，

CB1 受容体は同時に大麻の精神作用にも関連す

ることから，副作用に関する基礎的検討が重要と

考えられる． 

アナンダミドの代謝酵素である FAAH 阻害薬

やアナンダミドの再取り込み阻害薬は，内因性の

アナンダミドを増加させることにより，その作用

を増強する．ラットのカイニン酸モデルにおいて，

FAAH 阻害薬の AM374 が抗けいれん作用を示す

ことが報告されている 24)．FAAH 阻害薬である

URB597 (in vitro IC50 = 4.6 nM) 15) に関しては，ペ

ンチレンテトラゾール静脈内持続注入モデルで

抗けいれん作用が確認されているが 25)，マウス

の扁桃体キンドリングモデルでは抗けいれん作

用は認められていない 18)．一方，アナンダミド

の再取り込み阻害薬の AM404 (in vitro IC50 = 1 

μΜ) 16) に関しては，モルモットのカイニン酸モ

デル 26) に対して抗けいれん作用を示すことが報

告されているが，マウスへの電撃けいれん（35mA, 

0.2s）モデルに対しては効果を示さなかったこと

が報告されている 27)．以上の様に，FAAH 阻害薬

やアナンダミド再取り込み阻害薬の効果は，動物

モデルによりその評価は一定していない．また，

角膜キンドリングモデルを用いた評価もなされ

ていなかった．そこで，本研究において，角膜キ

ンドリングモデルを用いて URB597 ならびに

AM404 の影響を検討した結果，両薬剤とも用量

依存的な抗けいれん作用を示した．従って，

URB597 や AM404 が新規抗てんかん薬の候補と

なることが期待される。 

近年，アセトアミノフェンの活性代謝物である

AM404 が脳内 CB1 受容体やカプサイシン

(TRPV1)受容体を活性化することにより鎮痛作

用を発現することが報告された 28,29)．アセトアミ

ノフェンの中枢神経系への副作用は少ないこと

から，アセトアミノフェンが AM404 を介して抗

けいれん作用を示すか否かを明らかにすること

は興味深い. 

現在，天然の THC をカプセル剤とした薬剤や

THC の合成誘導体であるナビロン（CB1 および

CB2 受容体刺激薬）が開発され，がん化学療法に

対する制吐薬に適応を取得している 30)．近年で
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は，精神作用が少ないカンナビノイドで FAAH

阻害を有するカンナビジオールが，薬剤抵抗性て

んかんであるドラベ症候群に奏効することが報

告され 4)，抗てんかん薬として承認が検討されて

いる。本研究において，CB1 受容体作動薬のみな

らず，アナンダミド代謝酵素阻害薬の URB597

ならびにアナンダミド再取り込み阻害薬の

AM404 が角膜キンドリングに対して抗けいれん

作用を示すことが明らかになった．今後は，基礎

的研究においても，精神作用を含めた副作用や安

全性に関する研究が重要と考えられる． 

 

利益相反：本研究は学内の研究費のみで実施した．

開示すべき利益相反はない． 
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