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緒 言

大脳皮 質へ の コバ ル トの局 所 投与 に よって,

てんか ん活動 が誘 導 され るこ とは,こ れ まで に

多 くの報 告 に よ り明 らか に され て きた。ここで,

コバ ル トは そ の ほ とん どの 場 合 に お い て,

 powder1), gelatine pellet2)およびwire3)と して

用 い られ て きた。 それ らの方法 の他,コ バ ル ト

塩 溶液 を大脳 皮質 の局 所 に微 量 注入す るこ とに

よ りてんか ん活動 を誘 導す る方 法 も報 告 されて

いる4, 5).一 方,コ バ ル ト誘 導 てんか んの機構 に

つ いては,ノ ル ア ドレナ リン作 動性 ニュー ロン

系 の関与6, 7)等,広 範 な知 見 が得 られ てい るが,

なお未知 の点が 多 い.

ラッ ト大脳 皮質 のサ イク リッ クAMP含 量が,

凍結 に よるてんか ん活 動 の出現 に際 して増加 す

るこ とが報告 されて い る8).同様 のサ イ ク リッ ク

AMPの 脳 内含量 の増加 はペ ニ シ リンに よるて

んか ん活動 出現 にお いて も見 出され てい る9).脳

切片 にお いては,そ のサ イ ク リックAMPレ ベ

ルが,種 々 の薬物 に よ って上 昇 す るこ とが知 ら

れ てい る10, 11).こ の サ イ ク リックAMPレ ベ ル

の上昇 に は,使 用 され る動物 の種 類や脳 構造 に

よって 異 なる特徴 が み られ,ラ ッ ト大脳 皮質 に

おいて はア デ ノシ ン,ノ ル ア ドレナ リン等 の効

果 が詳細 に調べ られ て きた12～15).

最 近, Hattoriら16)は,き わめ て長 期 間そ の活

動 が持続 す る鉄 誘 導 てんか ん活動 を もつ ラッ ト

大脳 皮質 にお いて,ノ ルア ドレナ リンに応答 し

てのサ イ ク リックAMP合 成 が持続 的 に変化 し

て い るこ とを報告 した.一 方,ア デ ノシンは,

中枢神 経系 こ とにその シナプ ス伝達 にお いて,

 neuromodulatorと して重要 な役 割 を担 っている

こ とが明 らかに されて きて い る17).また,大 脳 皮

質ア デ ノシン感受性 サ イ ク リックAMP合 成系

の応答 も,鉄 誘導 てんか ん活動 の発達 に伴 って

変化す るこ とが報 告 されている18).これ らの知 見

は,大 脳 皮質 てんか ん活動 にサ イク リックAMP

合 成系 の機能 変化 が関与 して い るこ とを示 唆 し

てい る.

コバ ル ト誘 導 てんか んにお いて は,サ イ ク リ

ックAMP合 成系 に変化 がみ られ るか 否か につ

いて は明 らかで はない.本 研 究 にお いては,ラ

ッ ト大脳 皮質 の一側 感覚運 動野 に塩化 コバ ル ト

溶液 を注入 し,そ の後50日 間以上 に わた り行 動

上 の変化 と ともに皮 質脳波 を観察 した.そ の間

のい くつ か の時期 の ラッ トか ら大 脳皮 質切 片 を

作 製 し,アデノシン等 に対す るサイク リックAMP

合 成系 の応答 を調べ,て んかん 活動 の発 達 との

関係 を検 討 した.

材 料 と 方 法

1. 塩化 コバ ル ト溶 液の 注入

Wistar系 雄 性 ラッ ト(体 重190～240g)を 用

いた.大 脳 皮質 への塩化 コバル ト溶液 の注入 は,

 Hattoriら4)の 方 法 に従 って行 っ た.ラ ッ トを

pentobarbital (35mg/kg, i. p.)麻 酔 下で脳 定

位 固定装 置 に固定 し,左 感 覚運動 野 に滅菌作 製

した5μlの100mM塩 化 コバル ト溶液 をマ イク

ロシ リン ジを用 いて緩 徐 に注入 した.注 入 点は
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bregmaよ り前 方 へ1.5mm左 外 側 へ3.5mmで,

深 さ は 頭 蓋 骨 背 表 面 よ り1.5mmで あ っ た.対 照

群 の ラ ッ トに は,同 量 の 生 理 食 塩 水 を同 じ方 法

で 注 入 し た.注 入 後,皮 質 脳 波 記 録 用 の ス テ ン

レ ス 製 ね じ電 極 を頭 蓋 骨 に植 え 込 み,小 型 ソ ケ

ッ トの そ れ ぞ れ の 端 子 に接 続 し,歯 科 用 レ ジ ン

で 頭 蓋 骨 に慢 性 的 に 固 定 し た.

2. 皮 質 脳 波 の 記 録

皮 質 脳 波 の 記 録 は,手 術 終 了 直 後 か ら50日 間

以 上 の 期 間 に わ た っ て 行 っ た.脳 波 記 録 は, 1

週 間 に 少 な く と も3回 行 い,そ れ ぞ れ の 記 録 は

1個 体 に つ い て3時 間 以 上 連 続 して 行 っ た.こ

れ らの 脳 波 記 録 は,単 極 導 出 お よ び 双 極 導 出 を

併 用 し,無 麻 酔 無 拘 束 下 で行 っ た.

3. 大 脳 皮 質 切 片 の 作 製

大 脳 皮 質 切 片 は,コ バ ル ト塩 溶 液 あ る い は 生

理 食 塩 水 注 入 の8～50日 後 の ラ ッ トか ら作 製 し

た.こ れ ら の う ち で も主 と して 用 い ら れ た の は,

注 入 の17～19日 後 の ラ ッ トか ら得 ら れ た 皮 質 切

片 で あ っ た.皮 質 脳 波 記 録 の15～25時 間 後 に ラ

ッ トを 断 頭 屠 殺 し,摘 出 した 大 脳 皮 質 を左 右 前

後 に 四分 した.こ の 場Ai注 入 点 は 左 前 半 部 皮

質 に 含 まれ た.そ れ ぞ れ の 大 脳 皮 質 部 位 か ら厚

さ400μmの 切 片 をMcIlwain tissue chopper

を 用 い て 作 製 した.

4. 大 脳 皮 質 切 片 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン

大 脳 皮 質 の 各 部 位 か ら得 ら れ た 切 片 を95%

 O2-5%CO2で あ らか じめ 通 気 したKrebs-Ringer

 bicarbonate-glucose液 中 で お だや か に攪 拌 して

均 一 に した後,メ ジウム を除 去 した. Krebs-Ringer

 bicarbonate-glucose液 の 組 成 は, 118mM

 NaCl, 4.7mM KCl, 2.5mM CaCl2, 1.2mM

 KH2PO4, 1.2mM MgSO4, 25mM NaHCO3

お よ び10mM glucoseで あ っ た.皮 質 切 片(約

3mgタ ンパ ク質)を5mlの 同 液 中 で60分 間 イ

ン キ ュ ベ ー ト した 後,メ ジ ウ ム を除 去 し た.つ

つ い て, 10μM 8-フ ェ ニ ル テ オ フ ィ リ ン, 0.2

mM DL-4-(3-butoxy-4-methoxybenzyl)-2-

imidazolidinone (Ro 20-1724), 20μMジ ピ リ

ダ モ ー ル, 1unit/mlア デ ノ シ ン.デ ア ミナ ー

ゼ 等 の 添 加 あ る い は 無 添 加 のKrebs-Ringer

 bicarbonate-glucose液5mlを 切 片 に加 え,さ

らに20分 間 イ ン キ ュベ ー トし た.こ の場 合,ア

デノ シ ン や2-ク ロ ロ ア デ ノ シ ン は, 20分 間 の イ

キ ュベ ー シ ョ ン が10分 経 過 した 時 点 で 添 加 し

.す べ て の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は, 95%O2-5

CO2を 通 気 しな が ら, 37℃ で 行 っ た.メ ジ ウ

中 の ア デ ノ シ ン, 2-ク ロ ロ ア デ ノ シ ン の 濃度

は, 0.1mMで あ っ た.イ ン キ ュ ベ ー シ ョン終

後,メ ジ ウ ム を除 去 し, 2.5mlの 氷 冷7%ト

リ ク ロ ロ 酢 酸 を切 片 に 加 え て 氷 冷 水 槽 中 で ホ モ

ジ ナ イ ズ し た.

5. サ イ ク リ ッ クAMP試 料 の 調 製

ホ モ ジ ネ ー ト2.0mlに,回 収 率 検 定 の 目的 で

. 05pmolの[3H]サ イ ク リ ッ クAMP (約2,900

pm)を 加 え,つ づ い て0.2mlの1N塩 酸 を加
えて4℃ で

, 2,000×g, 15分 間 遠 心 した.上 清

に6mlの 水 飽 和 エ ー テ ル を加 え て振 と うした後,

エー テ ル 層 を 吸 引 除 去 した .こ の エ ー テ ル に よ

る 抽 出操 作 は4回 行 っ た.得 られ た サ イ ク リッ

クAMPを 含 む 水 層 を, 0.1N塩 酸 と平 衡 させ

Dowex 50W-X8 (200～400メ ッ シ ュ, H+

)の カ ラ ム(0.7×3cm)に 適 用 し た19).カ ラム

を3.0mlの0.1N塩 酸,0.5mlの 蒸 留 水 で順 次

洗 っ た 後,サ イ ク リ ッ クAMPを5.5m1の 蒸 留

で 溶 出 させ,溶 出 液 を 凍 結 乾 燥 し た.

6. サ イ ク リ ッ クAMPの 定 量

凍 結 乾 燥 試 料 を適 当 量(0.4～5.0ml)の4.0

M EDTAを 含 む50mMト リス ー塩 酸 緩 衝 液

(pH 7.4)に 溶 解 し,サ イ ク リ ッ クAMPを 定

日 し た
.サ イ ク リ ッ クAMPの 定 量 は, cyclic

 A MP assay kitを 用 い てprotein binding法 に

よ り行 っ た.そ の 方 法 は, Gilman20), Brownら21)

方 法 に 基 づ い て い る.試 料 の 一 部 は 回収 率 検

に 用 い た.サ イ ク リ ッ クAMP量 は,ホ モ ジ

ネー トのmgタ ンパ ク質 当 た りのpmol数 で 表

し た.

7. タ ンパ ク質 の 定 量

ホ モ ジ ネー トの タ ンパ ク質 含 量 は,ウ シ血 清

ル ブ ミン を 標 準 と してLowryら22)の 方 法 で

測 定 した.

8. 試 薬

ア デ ノ シ ン, 2-ク ロ ロ ア デ ノ シ ン お よび ア デ

ノ シ ン.デ ア ミナ ー ゼ はSigma社 よ り, 8-フ

ェ ニ ル テ オ フ イ リ ン はCalbiochem社 よ り,

[8-3H]サ イ ク リ ッ クAMP (26.5Ci/nlmol).
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お よびcyclic AMP assay kitはAmersham社

よ り購入 した. Ro20-1724は 日本 ロ ッシュ社 よ

り,ジ ピ リダモー ルは 日本べ ー リンガー社 よ り,

それ ぞれ提供 され た.そ の他 は,市 販 品の特 級

試 薬 を使 用 した.

9. 統計 学的処 理

サ イ ク リッ クAMP量 の差 の検 定 には,分 散

分析 お よびStudent't testを 用 い た.

結 果

1. 塩化 コバ ル ト溶液 注入 に よる異常脳 波 の 出

現

ラッ ト大脳皮 質左 感覚 運動 野へ の塩化 コバル

ト溶液 の注入 に よって,孤 立 性 スパ イ クや ポ リ

スパ イ クが出現 した.こ れ らの スパ イ ク活動 は

注入直後 か ら出現 した.注 入 後 のい くつ か の異

な る時期 で観 察 され た スパ イ クの 出 現 頻 度 を

Table 1に 示す.ス パ イ ク出現 は,多 くの個体

において 注入側優 勢 で あ った.そ の頻度 は注入

直 後か ら増加 し,注 入の2～3週 間後 に最 高 に

な り,そ の後 は注入 の40～50日 後 にかけ て速や

か に減少 した.こ れ らの 異常脳 波の 出現 に伴 っ

て,四 肢や顔 面 の局所 的,間 代 性け いれ んが こ

とにその極期 に観 察 され た.

生理 食塩水 を注入 した対 照群 では,ス パ イク

活動 等の異常 脳波 の 出現 お よび行 動上 の異常 は

認め られ なか った.

2. 大脳 皮質切 片 サ イ ク リックAMP含 量 のア

デ ノシンによる増加 とその増加 に及ぼす8-フ

ェニ ルテ オフ ィ リンお よび ジピ リダモー ルの

影響

塩 化 コバル ト溶液 あ るい は生 理 食塩 水 注入 の

17～19日 後 の ラ ッ トか ら得 られ た大脳 皮質 切片

をア デ ノシン, 8-フ ェニル テオ フィ リン添加 あ

るいは無添加 条件下 でイ ンキュベー シ ョン後 の

サ イ ク リッ クAMP含 量 をTable 2に 示 す陰

薬 物無添 加条件 下 で インキ ュベ ー トした切 片の

サ イ ク リックAMP含 量 には,コ バ ル ト塩 溶液

注 入群 と対照群 において相 違 はみ られなかった.

皮質 切片 を0.1mMア デ ノ シン とイ ンキュベ ー

トす る と,サ イ ク リックAMP量 は無添加 条件

下 の6～10倍 に増加 した.こ の上昇 したサ イ ク

リッ クAMPレ ベ ルは,コ バ ル ト塩 溶液注 入群

と対照群 で異 なる場 合 があ った.す なわ ち,コ

バル ト塩 溶 液注入群 で は対 照群 よ り大 きいアデ

ノシンに よるサ イク リックAMPレ ベル上昇 が,

左 前半部 皮質 で観察 され た.そ の他の3皮 質 部

位 にお いて は,そ の ような相 違 はみ られなか っ

た.

Table 2に 示 す よ うに,皮 質切 片サ イ ク リッ

クAMPレ ベ ルの アデ ノシン(0.1mM)に よ

る上昇 は,ア デ ノシン受容 体 のア ン タゴニス ト

であ る8-フ ェニル テオフ ィ リン(10μM)に よ

って80～85%抑 制 され た.こ の抑制 の程 度 は,

皮質部位 が 異な って もほぼ等 しか った.し たが

って, 8-フ ェニル テオ フィ リンで抑制 され たサ

イ ク リックAMPレ ベ ルも,抑 制 され ない場合

と同様 に,左 前半部皮 質 では コバ ル ト塩 溶液 注

入群 で対照 群 よ り高 か った.そ の他 の皮 質部位

では,相 違 はみ られ なか った.

Table 1 Electrocorticographic spike frequency at different stages after injection of cobalt chloride 

solution into the left sensorimotor cortex

Each value represents the mean of spike frequency detected on the ipsilateral and contralateral cortex 

to the injection site of 17 different rats. Values of standard deviation were less than 15%.

注入 の17～19日 後 の ラッ トにお いて,ア デ ノ

シン,ジ ピ リダモー ル添加 あ るいは無添加 条件

下 で インキュベー シ ョン後 の皮質切 片サ イ ク リ

ッ クAMP含 量 をTable 3に 示す.ア デ ノシ

ン(0.1mM)添 加 お よび無添加 条件 下 ともに,

アデ ノシン取込み 阻害剤 で あ るジピ リダモー ル
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(20μM)は 皮質切 片サ イク リッ クAMP含 量 に

大 きな影響 は及 ぼ さなか った.し たが っ て,ア

デ ノシ ン とジピ リダモー ルの存在下 において も,

アデ ノ シン単 独 の場合 と同様 に,左 前半 部皮 質

の サ イ ク リックAMPレ ベ ル は,コ バ ル ト塩 溶

液 注入群 で対 照群 よ り高か っ た.そ の他 の皮 質

部位 で は,相 違 はみ られ なか った.

Table 2 Cyclic AMP contents of cortical slices after incubation with or without adenosine and 

8-phenyltheophylline

Cortical slices were prepared from rats 17 to 19 days after injection of cobalt chloride solution (Cobalt) 

or saline (Control). The concentration of adenosine was 0.1mM and the concentration of 8-phenyltheo

phylline was 10ƒÊM. Each value represents the mean•}SEM of 6 or 7 different experiments. Significantly 

different from the value of control rats: ap<0.05; bp<0.01.

Table 3 Cyclic AMP contents of cortical slices after incubation with or without adenosine and 

dipyridamole

Cortical slices were prepared from rats 17 to 19 days after injection of cobalt chloride solution (Cobalt) 

or saline (Control). The concentration of adenosine was 0. 1mM and the concentration of dipyridamole 

was 20ƒÊM. Each value represents the mean•}SEM of 5 or 6 different experiments. Significantly 

different from the value of control rats: ap<0.01; bp<0.005.

3. 大脳 皮質切 片サ イク リッ クAMP含 量 のア

デ ノシ ンお よび2-ク ロロアデ ノシンに よる増

加 とその増加 に及 ぼすRo 20-1724の 影響

注 入 の17～19日 後 の ラ ッ トに お い て,

 Ro 20-1724添 加 あ るいは無添加 条件 下 でアデ ノ

シ ンあるいは アデ ノシン受 容体 の ア ゴニス トで

ある2-ク ロ ロアデ ノシ ン とィンキュベー ション
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後 の皮質切 片 サ イ ク リッ クAMP含 量 をTable

 4に 示す.皮 質切 片 をRo 20-1724無 添加 条件下

で インキュベ ー トす る と,サ イ ク リックAMP

含 量 は0.1mM 2-ク ロ ロアデ ノシンによって薬

物 無添加 の場合 の10～16倍 に増 加 し,そ のサ イ

ク リッ クAMPレ ベ ル上 昇効 果 は アデ ノ シンの

それ よ り大 きか った.別 に行 われ た実験 もまた,

切片 サイ クリッ クAMPレ ベ ル上昇 に おけ るア

デ ノシンや2-ク ロ ロアデ ノシンの効 果 は濃度依

存性 であ り,い ずれ にお いて も0.1mMは 最大

効果 を示す の に充分 の濃 度で あ り,その とき2-

クロロア デ ノシンが アデ ノシン よ り大 きい効果

を もって い るこ とを示 して いた. Table 4に 示

す ように, 2-ク ロロアデ ノシ ンに よるサ イク リ

ックAMPレ ベ ル上 昇 は,ア デ ノシ ンの場 合 と

同様 に,左 前半 部皮 質 では,コ バ ル ト塩 溶液 注

入群 で対照群 よ り大 きか った.そ の他 の皮質部

位 では,そ の ような相違 はみ られ なか った.

ボスポジエステラーゼ阻害 剤であるRo 20-1724

 (0.2mM)を 添 加す る と,い ずれ の皮質 部位 に

おいて もサ イ ク リックAMP含 量 は アデ ノシ ン

あ るい は2-ク ロロアデ ノシン を単独 に添加 した

場合 に比較 して約2倍 に増加 した. Table 4に

示 す よ うに,こ のRo 20-1724添 加 に よって増加

したサ イ ク リッ クAMPレ ベ ル を比較 す る と,

 Ro 20-1724無 添加 の場 合 と同様 に,左 前半 部皮

質 で は,コ バ ル ト塩 溶液 注入群 で対照 群 よ りサ

イ ク リックAMP含 量が大 きか った.そ の他 の

皮質 部位 では,相 違 はみ られ なか った.ア デ ノ

シ ン, 2-ク ロ ロア デ ノシン無添加 の皮 質切 片サ

イ ク リックAMPの 基礎 レベ ル も, Ro 20-1724

の添加 に よって2～3倍 に上昇 したが,こ の場

合 は コバ ル ト塩 溶液 注入群 と対照群 とで相違 は

み られ なか った.

4. 大脳 皮質切 片サ イ ク リックAMP含 量 のア

デ ノシ ン.デ ア ミナーゼ 存在 下 にお け る2-ク

ロ ロアデ ノシ ンに よ る増加 とその増加 に及 ぼ

す8-フ ェ ニルテ オフ ィ リンの影響

Table 4 Effects of Ro 20-1724 on cyclic AMP accumulation elicited by adenosine or 2-chloroadenosine 

in cortical slices

Cortical slices were prepared from rats 17 to 19 days after injection of cobalt chloride solution (Cobalt) 

or saline (Control). The concentration of adenosine and 2-chloroadenosine was 0.1mM and the concen

tration of Ro 20-1724 was 0.2mM. The cyclic AMP content after incubation with Ro 20-1724 alone was 

approximately 35pmol/mg protein and nearly equal between the groups of rats. Each value represents 

the mean•}SEM of 5 or 6 different experiments. Significantly different from the value of control rats: 

a p<0.01; bp<0.005.

注 入 の17～19日 後 の ラ ッ トに お い て,ア デ ノ

シ ン ・デ ア ミナ ー ゼ の存 在 下 で, 2-ク ロ ロ ア デ

ノ シ ン あ る い は2-ク ロ ロ ア デ ノ シ ン と8-フ エ

ニ ル テ オ フ ィ リ ン と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 の 皮

質 切 片 サ イ ク リ ッ クAMP含 量 をTable 5に

示 す.皮 質 切 片 サ イ ク リ ッ クAMP含 量 は,ア
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デ ノシン ・デア ミナー ゼ(1unit/ml)を 添 加 し

たのみ で は,無 添 加 の基礎 レベ ル とほ とん ど相

違 はみ られず,ま た コバ ル ト塩 溶液 注入群 と対

照群 にお いて も相 違 はみ られ なか っ た.ア デ ノ

シン・デ ア ミナ ーゼ の存在 下 で2-ク ロロアデ ノ

シン(0-1mM)を 添加 す ると,サイクリックAMP

含量 は約7～10倍 に増加 した.こ の上昇 したサ

イ ク リックAMPレ ベ ル は,ア デ ノシ ンや2-

ク ロロアデ ノシン単独 の場合 と同様 に,左 前 半

部 皮質 で は,コ バ ル ト塩 溶 液注入 群 で対 照群 よ

り高か った.そ の他 の皮質部 位 では その よ うな

相 違 はみ られ なか った.

Table 5に 示 す よ うに,ア デ ノシン ・デア ミ

ナーゼ存 在下 での2-ク ロロアデノシン(0.1mM)

に よ るサ イ クリッ クAMPレ ベ ル上 昇 は, 8-

フェニ ルテ オフ ィ リン(10μM)に よっ て80～85

%抑 制 され た.こ の抑制 の程 度は,皮 質部 位 間

でほぼ 等 し く, 8-フ ェニル テオ フィ リンで抑制

され たサ イ ク リックAMPレ ベ ルは,左 前半部

皮 質 では,コ バ ル ト塩 溶液 注入群 で対照群 よ り

高 か った.そ の他 の皮 質部位 で は相 違 はみ られ

なか った.

5. 大脳 皮 質切 片 サ イ ク リッ クAMP合 成 の

2-ク ロ ロアデ ノシンに対す る応答 のコバル ト

塩 溶液 注入 後 の変 化

Table 5 Cyclic AMP contents of cortical slices after incubation with or without 2-chloroadenosine and 

8-phenyltheophylline in the presence of adenosine deaminase

Cortical slices were prepared from rats 17 to 19days after injection of cobalt chloride solution (Cobalt) 

or saline (Control). During 20-min incubation, 1unit/ml adenosine deaminase was present in the medium. 

The concentration of 2-chloroadenosine was 0.1mM and the concentration of 8-phenyltheophylline was 

10ƒÊM. Each value represents the mean•}SEM of 6 or 7 different experiments. Significantly different 

from the value of control rats: ap<0.05: bp<0.01.

コバ ル ト塩 溶液 あ るい は生理 食塩水 注入後の

異 な る4時 期 で得 られ た大脳 皮質 切 片 をア デノ

シ ン・デア ミナー ゼの存 在下 で2-ク ロ ロア デノ

シンとィンキュベー ション後 のサ イクリックAMP

含 量 をTable 6に 示す.コ バル ト塩 溶液注入 ラ

ッ トの左 前半 部皮 質 では,ア デ ノシン ・デ ア ミ

ナー ゼ存在下 での2-ク ロロアデ ノシンに よるサ

イ ク リックAMPレ ベ ル上昇 の程 度 が,注 入後

の時期 に よって顕 著 に変化 した.す なわ ち,コ

バル ト塩 溶液 注 入群 では,注 入 の8～10日 後に

はす でに対照 群 よ り大 きいサ イ ク リックAMP

合 成 応答 がみ られ た.そ の応答 は,そ の後 なお

わず かに増加 し,注 入の17～19日 後 に最 高にな

った.そ の後 は,注 入の29～32日 後 にかけて応

答 は速や かに低 下 した.そ の応 答は その後漸次

低 下 し,注 入 の40～50日 後 で は対照群 と同 じレ

ベ ルに戻 った.そ れ以 降 は,サ イ ク リックAMP

合成 応答 に変化 は全 くみ られ なか った.右 前半

部 皮質 や 左右 の後 半部 皮質 で は サ イ ク リック

AMP合 成応答 の変化 は いず れの時期 にお いて
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もみ られ なか った.生 理 食塩 水 を注 入 した対照

群 では,い ずれ の皮質 部位 お よび いずれ の時期

において も,こ れ らの応答 は ほぼ一 定で あ り,

変化 しなか った.

Table 6 Cyclic AMP accumulation elicited by 2-chloroadenosine in the presence of adenosine deaminase 

at different stages

Cortical slices were prepared from rats at four different time periods after injection of cobalt chloride 

solution (Cobalt) or saline (Control). The slices were incubated with 0.1mM 2-chloroadenosine in the 

presence of 1unit/ml adenosine deaminase. Each value represents the mean•}SEM of 5 to 7 different 

experiments. Significantly different from the value of control rats: ap<0.05; bp<0.01.

考 察

ラ ッ ト大脳 皮質へ の塩 化 コバ ル ト溶液 注入 に

よ り,て んか ん活動 を誘 導す るこ とが で きる こ

とは, Hattoriら4), VereggeとFrost5)等 に よ

って報 告 されて きた.コ バ ル トに よる実験 的て

んかん活動 の誘導 に おい て従 来 主 として行 われ

て きた コバ ル トのpowder等 を用 い る方法 と比

較 して,コ バ ル ト塩 溶液 をマ イ クロ シ リン ジを

用 いて注 入す る とい う本研 究 で用 いた方 法は,

コバル トてん かん活動 の誘導 方法 の中 で も簡便

な方法 であ る.コ バ ル ト塩 溶 液注 入に よ り出現

す るて んかん 活動 の脳波 学的 あ るいは行 動学 的

特徴 は,コ バ ル トを用 い る他 の方 法 で誘 導 され

る場合 と類似 して い る.こ とに,皮 質脳 波上 に

出現す るスパ イ ク等の 異常脳 波 の消長,す なわ

ちコバ ル ト塩 溶液 注入 の2～3週 間後 に スパ イ

ク出現頻 度 が最高 に な り,そ の後 減少 す る とい

った結 果 は,こ れ までに報告 されて きた他 の方

法 によ るほ ぼ3週 間後 までに最 大の てん かん活

動が 出現 し,その後 減少す るとい う知 見1, 2, 23)とき

わめ て よ く一致 してい る.こ れ らの点 か ら,コ

バル ト塩 溶液 を注 入す るこの方 法 は,コ バ ル ト

てん かん活動 を誘導 す るのに有 用 な方 法で あ る

と考 え られ る.

アデ ノシ ン,ア デ ノシ ン・ア ゴニ ス トの2-ク

ロロアデ ノシン等の添加 に応答 して ラッ ト大脳

皮質 切片 のサ イ ク リックAMP含 量の増加 す る

こ とが知 られ てい る12, 15, 24).本研 究 の結果 は,コ

バ ル ト塩 溶液 注入 ラ ッ トにおい て も同様 なサ イ

ク リッ クAMP合 成 応答が み られ るこ とを示 し

てい る.ま た本 研究結 果 は,ア デ ノシンや2-ク

ロロアデ ノシ ンに対 す るサ イ ク リッ クAMP合

成が,コ バ ル ト塩 溶液 を注入 され,て んか ん活

動 を示 す ラ ッ ト大脳 皮質 で は,生 理 食塩 水 を注

入 され た対照 群 の ラ ッ トの それ とは異 なる こと

を示 して い る.こ の場合,ア デ ノ シン, 2-ク ロ

ロアデ ノ シンに対す るサ イ ク リックAMP合 成

応 答は,コ バ ル ト塩 溶液注 入 ラ ッ トの 注入点 を

含 む皮質 部位 で増加 した.こ の 応答の増加 は,

ボ スポジエ ステ ラーゼ阻 害剤 のRo 20-172425, 26)

の存在下 に おいて もみ られた ので,サ イ ク リッ

クAMPの 分解 系 では な く合成 系の変 化が この

応答増加 に関与 して いる こ とが示唆 され る.

中枢神 経 系に おけ るアデ ノ シン受容 体 には,

アデ ニル酸 サ イ クラー ゼ とそれ ぞれ抑制 的お よ
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び促 進的 に共役 したA1お よびA2の 受 容体 の

存在 す るこ とが明 らか にされて きてい る27).これ

らの うちA1受 容 体 につ いて はその受容 体機 構

が 比較 的 よ く調べ られてい る17, 28).しか しなが ら,

アデニ ル酸 サ イ クラー ゼ と促 進 的に共役 して い

るA2受 容体 につ いて は良好 な リガ ン ドが発 見

され てお らず,そ の知 見 の 多 くは,脳 切片 や無

細胞標 品 を用 いたサ イ クリッ クAMP合 成 応答

を指標 として得 られて きた24, 29, 30).本研 究 にお い

て,ア デ ノシンや2-ク ロ ロア デ ノシ ンの サ イ ク

リックAMPレ ベ ル上昇効 果 は濃度 依存性 で あ

り,ア デ ノシ ン・ア ンタ ゴニ ス トの8-フ ェニ ル

テオフィ リン31)によって強 く抑 制 された.さ らに,

サ イク リッ クAMPレ ベ ル上昇 に おけ るアデ ノ

シ ンの効 果 は,ア デ ノ シン取 込み 阻害剤 の ジ ピ

リダモール32,33)によって大 きな影響 は受 けなかっ

た.こ れ らの結果 は,本 研究 で観察 されたア デ

ノシン, 2-]クロロアデノシンのサイクリックAMP

レベ ル上昇効 果 は,大 脳皮質 細胞 表面 のアデ ノ

シン受 容体,お そ ら くA2受 容体 を介 して い る

こ と を示唆 してお り,コ バ ル ト塩 溶液 注入 に よ

っ てアデ ニル酸 サ イ クラー ゼ を含 め たその機 能

の変化 す る可能 性が考 え られ る.

中枢 神経 系 にお け るシナプ ス伝達 にお いて,

重要 な役割 を もつ アデ ノシ ンは種 々 の脳 内構 造

か ら電気 的 あるい は化 学 的刺激 に伴 う興 奮 に際

して放 出され ることが報告 されてい る34).本研 究

に おい ては,こ の よ うな内在 性 のア デ ノシンに

よって もた らされ るか も知 れ ない干渉 を除去 す

る 目的 で,ア デ ノシン ・デア ミナー ゼで 内在 性

の アデ ノシンを分解 し,ア デ ノシン ・デ ア ミナ

ーゼ の基質 にな り難い2-ク ロロアデ ノシンを添

加 す るこ とによ って,サ イ ク リックAMP合 成

応答 を調べ た.そ の結果,ア デ ノシンや2-ク ロ

ロアデ ノシンを単独 に添加 した場 合 と同様 のサ

イク リックAMP合 成 応答 の変 化が観 察 された.

この こ とか ら,ア デ ノシン感受性 サ イ ク リック

AMP合 成系 の応答性 その ものが コバル ト塩 溶

液注 入 に よって変化 す るこ とが示唆 され る.さ

らに,こ れ らのサ イ ク リックAMP合 成応答 の

増大 と減少 は,皮 質脳 波 上に 出現す るスパ イ ク

活動 の増 強発達 や減 弱 さ らに は消失 の時 間経過

ときわめ て よ く一致 した対 応 を示 してお り,本

研 究 で得 られ たサ イ ク リックAMP合 成 応答の

変化 が コバ ル ト塩 溶 液注入 に よって誘導 され る

てん かん活 動の 出現,発 達 等 の現象 の神経化 学

的基礎 に なって い る可 能性 を示 してい る.

大脳 皮質 のて んか ん活動 の 出現 に際 してサイ

ク リックAMPの 脳 内含量 の増 加す るこ とが報

告 されて きた8, 9).最 近,サ イ ク リックAMPの

脳 内へ の 注入 を く り返 す こ とに よって発作活動

の誘発やその発達が促 されることが報告 された35).

これ らの知 見 は,サ イ ク リッ クAMPが て んか

ん活 動等 の異常脳 活動 に 関係 して い るこ とを示

唆 してい るが,コ バ ル ト誘 導 てんか んにお いて

は その メカニ ズム にサ イ ク リックAMPが 関与

してい る とい った証拠 は これ まで得 られて いな

い.コ バ ル ト誘 導て んか ん よ りさらに長期間持

続す る活動 と して注 目されて きた鉄誘 導てんか

ん にお いて, Hattori18), Hattoriら16)は,こ の

て んかん 活動 の出現 に伴 って大 脳皮質 のアデ ノ

シンあ るいは ノルア ドレナ リン感受性 サ イク リ

ッ クAMP合 成 系の 応答 が変化 す るこ とを見 出

した.脳 波学 的,行 動 学 的結果 か ら明 らか なよ

うに,コ バル ト誘導 てんか ん活 動 と鉄 誘導 てん

か ん活動 は,こ とにその持 続性 にお いて著 しい

相違 が み られ る.し か しなが ら,こ れ までに得

られ たこれ らの知見 と本研 究 で得 られ た知見 を

総合 す る と,コ バ ル ト誘 導て んか ん活動 と鉄誘

導 て んか ん活動 にお いて,そ れ らの神 経化学的

過程 の少 な くとも一 部 は類 似 してお り,サ イク

リックAMP合 成系 の機能 変化 が種 々の てんか

ん活動 に共通 な基礎過 程 で あ るこ とが示唆 され

る.

結 論

て んかん活動 を誘 導す るため に,ラ ッ ト大脳

皮 質 の一 側感覚 運動 野 に塩 化 コバ ル ト溶液 を注

入 し,皮 質脳 波お よび行 動上 の変化 を観察 した

後,大 脳 皮質 の 四部 位か ら得 られ た切片 をアデ

ノシンお よび2-ク ロロアデ ノシン添加 あるいは

無 添加 条件下 で ィン キュベー シ ョン後 のサイ ク

リックAMP含 量 を測定 した.

1. コバ ル ト塩 溶液 注 入 ラ ッ トの皮 質脳波 上に

は,注 入直後 か らスパ イ ク活動 が観 察 され,そ

の活動 は 多 くの個体 にお いて注 入側 優勢 であっ
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た.ス パ イ ク出現頻 度 は,注 入 の2～3週 間後

に最 高に な り,そ の後減 少 した.こ れ らの異常

脳波 め 出現 に伴 って異常 行動 が観 察 され た.

2. 皮質切 片サ イ ク リックAMPレ ベ ル は,ア

デ ノシンお よび2-ク ロ ロアデ ノシンに よっ て,

それぞ れ6～10倍 お よび10～16倍 に上 昇 した.

3. このサ イ ク リックAMP合 成応答 は,ア デ

ノシン・ア ンタ ゴニ ス トの8-フ ェニ ル テオフ ィ

リンに よって強 く抑制 され た.

4. アデ ノシ ンあ るいは2-ク ロロアデ ノシンに

対す るサ イ ク リックAMP合 成 応答 は,コ バ ル

ト誘導 て んか ん性 皮質 の 第一次 焦点領 域 で大 き

く,他 の皮質 部位 で はそ の よ うな変化 は み られ

なか った.

5. てんか ん性大 脳 皮質 にお け るサ イク リッ ク

AMP合 成 応答 の増加 は,ア デ ノシ ン取込 み阻

害剤 の ジピ リダモー ル,ホ ス ポ ジエ ス テラーゼ

阻害剤 のRo 20-1724,あ るいは アデ ノ シン ・デ

ア ミナー ゼの有 無 に関係 な くみ られ た.

6. サ イ ク リックAMP合 成応答 増加 は,脳 波

学 的お よび行動 学的結 果 と一致 して,注 入 の8

日後 に はすで に認め られ,応 答 はそ の後 なおわ

ず かに増加 し,注 入 の17～19日 後 に最 高に なっ

た後 対照群 と同 じレベ ル に戻 った.

これ らの結果 は,コ バル ト誘導 てんか ん性 大

脳皮 質の 第一次 焦点領 域に おけ るアデ ノシン感

受性 サ イ ク リッ クAMP合 成 の変化 が コバ ル ト

誘導 てん かん活動 の一 つの重要 な神 経化学 的過

程 であ るこ とを示 唆す る.

稿 を終えるに臨み,本 研究に対 し御指導 と御校閲

を賜 りました岡山大学医学部第一生理学教室堀泰雄

教授 ならびに服部幸雄助教授 に深甚の謝意を表 しま

す.ま た実験の遂行にあた り御協力いただ きました

岡山大学 医学部 第一生理学教室員 各位 に深謝 しま

す.
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The cyclic AMP-generating system of cobalt-induced 

epileptic cerebral cortex
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A cobalt chloride solution was injected into the unilateral sensorimotor cortex of rats to 

induce epileptic activity. The cyclic AMP contents of slices incubated with or without 

adenosine and 2-chloroadenosine were determined in four cortical areas after electroen

cephalography and behavioral examination in cobalt-injected rats. Electrographic spike 

activity appeared immediately after injection of cobalt. In the majority of cobalt-injected rats, 

the spike activity was dominant in the primary epileptic region of the cortex. The spike 

frequency reached a maximum level two to three weeks after the injection and declined 

thereafter. The electrographic activity was followed by abnormal behavior. Adenosine and 

2-chloroadenosine elevated the cyclic AMP levels in the cortical slices 6-to 10-fold and 10-to 

16-fold, respectively. The elicitation of cyclic AMP accumulation was strongly inhibited by the 

adenosine antagonist 8-phenyltheophylline. The cyclic AMP accumulation elicited by 

adenosine or 2-chloroadenosine was increased in the primary cortical area of cobalt-induced 

epilepsy, but in the other cortical areas there was no deviation in cyclic AMP accumulation. 

The increase in cyclic AMP accumulation was observed regardless of the presence or absence 

of the adenosine uptake inhibitor dipyridamole, phosphodiesterase inhibitor Ro 20-1724, and 

adenosine deaminase. The increased accumulation of cyclic AMP in the primary epileptic 

cortex was detected as early as 8 days after the injection. The cyclic AMP accumulation 

slightly increased thereafter. It reached a plateau 17 to 19 days after the injection and then 

turned to the control levels, in harmony with the electrographic and behavioral profiles. These 

findings suggest that alterations in adenosine-sensitive generation of cyclic AMP in the 

primary epileptic region of the cortex are part of the neurochemical process of cobalt-induced 

epilepsy.


