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1 序論 

1.1 諸言 

近年、基礎科学研究の発展に伴い脳機能に関する研究と解明が進み、ヒトの認知や

記憶学習、行動、脳状態が脳波 ( Electroencephalogram : EEG ) により反映されるこ

とも判明し、心理学においても機能的近赤外分光分析法 ( functional Near - Infrared 

Spectroscopy : fNIRS ) や磁気共鳴機能画像法  ( functional Magnetic Resonance 

Imaging : fMRI ) 等を用いた研究によりそれらが密接な関連を持つことが知られて

きた。この脳波は周波数によりクラス化されており、脳波を用いた研究は行動や認

知、情動と脳機能の解明だけでなくうつ病、てんかん、統合失調症、アルツハイマ

ー等の神経疾病の研究に関しても多々用いられてきておりその病態解明や治療にお

いて脳波を用いる有効性が確立してきた。しかし明確な原因や根本的治療は未だ完

全ではない。中枢神経疾病で最も頻度の高い神経疾病であるてんかんは症状や発症

の複雑性から未だ完全な解明に至っていない。てんかん発症時、記憶の欠損といっ

たてんかんと記憶の関与もあり記憶学習に関与する θ 波はてんかんを抑制する可能

性が見いだされてきた。しかし同じく記憶学習に関与する β 波については未だ不明

である。記憶学習に重要な大脳辺縁系脳器官の 1 つである海馬では、記憶学習と関

連のある β 振動などの機能的な神経振動が観察される一方で、海馬は病理的なてん

かんの焦点となっている。本研究では記憶学習に関与する脳波と神経疾病のうちの

てんかんとの関与に焦点を当てて研究を行った。脳波を用いた研究はヒトに限らず、

サルやウサギ、ネコといった哺乳類からラットやマウス、モルモット等のげっ歯類

等多種多様である。本研究ではラットの海馬を用いて脳波の研究を行った。その結

果 β波も θ波と同様にてんかん波を抑制することが明らかになり、抑制の要因とし

て間欠的に誘導される脳波の Intervalが鍵となることも判明した。さらにその抑制に
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はてんかんやアルツハイマー等の神経疾病に関与すると言われているアデノシン受

容体の活性が必要であることも判明し、今後のてんかん治療へ向けての新たな可能

性を示した。 

 

1.2 脳波 

1.2.1 脳波 

脳内は状態に応じた様々な種類の脳波が見られ、1924 年 Hans Berger によって最初

に電気現象として発見された[1]。脳波はヒトの脳に存在する多数の神経細胞同期発

火によるものと考えられており、神経細胞間のシナプスという接点を介して神経回

路を形成し神経情報の伝達と処理を行なっている[2]。EEGの場合大脳皮質表層近辺

のシナプス電位変動の総和を頭皮から測定される。これらは周波数によってクラス

分けされており例えば δ波( 0.5 ~ 3.5 Hz ) は深い睡眠時に[3][4]、θ波 ( 4.0 ~ 7.0 Hz ) 

は作業記憶や記憶の埋め込み、感情的な興奮、恐怖条件時に[3][5][6]、α波 ( 8.0 ~ 12.0 

Hz ) は短期記憶や覚醒休息時に[3]、β波 ( 12.0 ~ 30.0 Hz ) は運動制御や記憶の想起

に[7]、γ波 ( 30.0 ~ 70.0 Hz ) は不安、注意、感覚統合、記憶形成時に見られる[3][8][9]。

また 80 Hz以上のHigh Frequency Oscillation ( HFO ) も最近では注目されている[10]。

これら周波数の違いは神経の局所回路と神経細胞特性変化を反映していることも明

らかになってきており、さらに周波数が異なる脳波は局所領域の神経細胞相互作用

を可能にすることも示されている[11]。モデルの研究において、高周波数帯の脳波よ

りも低周波数帯領域の脳波は神経の機能的結合をサポートする可能性が示唆されて

おり[12]、θ波及び β波 / γ波のネストは長期記憶からの検索及び作業記憶における

エンコード処理のメカニズムに関わることが提案されており、覚醒時におけるサル

の研究からも証拠が得られている[5][6][13]。以上のことから脳波は記憶や学習、休
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息や運動制御といった様々な状態を反映しており脳機能の役割を解明するにあたっ

て重要な意味を成す。 

 

1.2.2 β波 

β周波数帯 ( 12.0 ~ 30.0 Hz ) の周波帯は運動制御や記憶の想起、選択時、作業記憶

やさらには知覚といった多数の機能に関係があるとされている。しかし、β メカニ

ズムの詳細については未だ不明な点が多い。その原因として得られた生データをフ

ィルタリングし平均化することで他の周波数帯 ( 例えば γや θ波 ) として認識され

る可能性が高いことや、β領域の活性が非常に短い持続時間 ( < 150 ms ) で観察され

ることが多いため、スペクトル解析の際に低周波数帯パワーとなることが多いため

であった[14]が、その後の解析手法の発展により β周波数帯の振動現象は頻繁に観察

され研究が進んできた。局所的な β 活動は多数の機能と関与するとされているが、

病理学的な βも見られていることがわかっている。最も顕著な例がParkinson's disease  

( PD ) であり新皮質や視床下核では異常な β波が見られ、また大脳基底核の異常な β

周波数帯活動が PD患者の運動緩慢に関与することがわかっている[15][16]。この異

常な β 周波数帯活動現象の原因は視床下核と淡蒼球の相互作用から生じるとされて

いる[17]。また別の研究では一次運動皮質を薬理学的に刺激することで間欠的な β

波が誘導されることも示されている[18]。このように β波の発生には大脳基底核や皮

質等の様々な場所が関与することがわかっている。 

 

1.2.3 β波に発生に関わる中隔アセチルコリン投射系 

リズムの発生には様々な場所が関わるが大脳辺縁系からも β 波が誘導されることも

わかっている。例えば、Berke らはマウスを迷路内で走らせた際に海馬で θ 波や β

波が見られたことを見出した[19]。一方で、中核を電気損傷することで海馬の θ波が
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見られなくなりまた空間タスクも実行できなくなった[20]。これらの記憶学習に関与

する脳波は内側中隔核から海馬 CA3領域へのアセチルコリン ( ACh ) や γアミノ酪

酸 ( Gamma - AminoButylic Acid : GABA ) 投射による興奮性神経と抑制性神経の相

互作用によるものとわかっている[21][22]。PD の研究において、アセチルコリン受

容体の Carbachol ( CCh ) をラットの線条体に注入すると局所電場電位 ( Local Field 

Potential : LFP ) の β波の増強が誘発された[23]。また、in vitro研究において Shimono

らは、海馬スライスに CChを投与することで錐体細胞の β振動が誘導されることや

その伝播の様子も明らかにし[24]、Araiらもラットの海馬で CChにより β振動を誘

導し、発生源は CA3であることも明らかにした ( 図 1 ) 。そしてその β振動は N - 

メチル - D - アスパラギン酸 ( N - Methyl - D - aspartic Acid : NMDA ) 受容体が β振

動に関与することも明らかにした。さらに、この CCh によって誘導される β 振動 

( CIBO ) はムスカリン性アセチルコリン受容体 ( mACh ) が関与し、その中でも興

奮性である M1、M3 のサブタイプが関与することが明らかとなった[25]。これらの

結果から海馬内 β振動の誘導には中隔核から海馬への ACh投射が必要であり、また

海馬のみでも mACh受容体を作動させることで θ波や β波を振動現象として再現可

能である。 

 
図 1本研究で誘導されたラット海馬 CCh誘導 β振動 ( CIBO ) 。 

 

1.2.4 記憶学習に関与する β波 

様々な脳波のなかでも θ波や β波は記憶学習に関与し、θ波は特に記憶処理において

研究されている周波数帯である[26][27]。作業期記憶において海馬での θ波は間隔入
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力の認知処理におけるネットワークを反映し、その θ 波が維持されることによって

新しい情報の入力の処理を促進することが示されている[28]。θ波は場所細胞との関

係も報告されており、θ 波と海馬場所細胞の時間的相関関係は空間的な場所情報を

特定し細胞群の時間調整を反映し[29][30]、海馬でのスパイクコヒーレンスは θ周波

数帯で強く見られるため位置情報を伝搬させる可能性がある[31]。また、先述した

Berkeらの迷路内で走らせたマウス海馬から 1周目は θ波が見られたことから新規環

境における記憶の埋め込みに、その後の 2 周目以降は β波が見られたことから記憶

の想起に関わる可能性を示した[19]。さらに θ波は海馬ネットワーク表現にも関与し

ており、スライスにおける θ振動中に長期増強 ( Long - Term Potentiation : LTP ) を誘

導すると、LTPがより増強される[32]、また LTPと長期抑圧 ( Long - Term Depression : 

LTD ) による刺激は θ波の位相と関与すると考えられている[33]。このように θ波は

記憶学習やエンコードには大きく関与している。β 波については以前から運動に感

覚処理に関係づけられてきたており、運動前から運動中にかけ感覚皮質や体性感覚

野の β 波パワーが減少 ( 脱同期化 ) し運動後に再び β 波パワーが戻る ( 同期化 ) 

[34]–[37]。しかし、感覚運動野の β 波の機能的役割は未だ明確になっておらず、最

近の見解では現在の“状態”維持に役割があるのではないかと示唆されている[7]。β

波の記憶学習や情報処理における関係や役割も明らかになってきた。β 波は作業記

憶における物体認識や記憶保持に行われるエンコード、言語処理、長期記憶へのエ

ンコード等において海馬で誘導されることがわかっている[13][38]–[41]。さらにトッ

プダウン処理にも関わっており対象物の探索中において β 波が顕著に現れたのに対

して、探索の少ないボトムアップ処理では γ波が顕著であった[42][43]。スパイク発

火率の結果から神経活動と γ 波や α 波は相関があることがわかっているが、β 波の

関係については不明確なままである。 
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1.2.5 睡眠時の見られる脳波 

睡眠は急速眼球運動 ( Rapid Eye Movement : REM ) 睡眠と非急速眼球運動( Non - 

Rapid Eye Movement : NREM ) が交互に出現することで形成され、NREM睡眠中の

海馬と新皮質との記憶伝達は海馬リップル ( 80 ~ 250 Hz ) 、新皮質スピンドル ( 11 

~ 16 Hz ) と低速振動 ( < 1 Hz ) により調節されると考えられている[44]–[47]。

NREM睡眠のうち徐波睡眠中 ( slow wave sleep : SWS ) には δ波が増加すると言わ

れているが、β波や γ波も発生し広範囲で相互作用しており、覚醒時と分布が部分

的に同じということから睡眠中の記憶統合を覚醒状態の再現をすることで役割を

果たすと考えられている[48]。また、α波は NREM睡眠開始の兆候として知られて

いる[49]。REM 睡眠中については未だ不明な点は多いものの、REM 睡眠中の記録

電位が覚醒行動中の作業記憶や認知時に似ており、夢の形成や記憶統合に関与する

可能性が示されている[26][50]。また REM睡眠中で前頭葉の前帯状皮質 ( Anterior 

Cingulate Cortex : ACC ) と背外側前頭皮質  ( DorsoLateral Prefrontal Cortex : 

DLPFC ) にて β波と θ波が見られ、これら離れた領域のコヒーレンスが見られたこ

とから記憶の固定に関与する可能性が示されている[51]。また、REM睡眠中は覚醒

時に比べて ACCにはM2への高濃度の ACh入力があり、抑制を活性化することで

DLPFC を抑制していることがわかっており夢の非理論的な性質と覚醒中の意識的

な差は DLPFCの沈黙化からくるのではないかという考えもある[52][53]。以上のこ

とから睡眠時には特徴的な脳波が見られ記憶の統合や感情記憶の強化に重要な役

割を果たすと考えられているが未だに未解明な点が多い。 
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1.3 てんかん 

1.3.1 てんかん 

てんかんは中枢神経の中で最も高い疾病の一つで約 5000 万人のてんかん患者が全

世界で見られると報告されている[54]。症例ごとにその病態や原因は多様であり未だ

に解明されておらず一つの疾病概念ではまとめることは出来ないためてんかん症候

群とも呼ばれることがある。そのてんかん治療のために適切な療法を行うためにて

んかん発作型国際分類 ( International League Against Epilepsy : ILAE ) [55]を用いて分

類する必要がある。2010年においては発作が片側大脳半球のみのネットワークのみ

で発生し局在する焦点発作と、発作が大脳両半球ネットワーク内で発生し発作に巻

き込まれる全般発作に大きく分けられ、さらに焦点発作は意識障害の有無、全般発

作は欠神発作やミオクロニー発作、間代発作、強直発作等症状によって分けられる。

てんかん発作の分類には脳波を用いることは有用でありてんかん発作時には発作間

欠期波 ( interictal discharges ) と発作時に生じる発作波 ( ictal discharges ) が見られ

る ( 図 2 ) [56]。ここで、発作 EEGが開始される前において前兆である Auraが確認

される。Auraはてんかん診断においては重要であり、通常てんかん発作時には記憶

障害が認められるが Aura の段階では患者を感覚異常として認識することができる。

その症状は様々で幻聴や幻覚、体温変化やパニックなどが見られる。この Auraの段

階で脳内では異常放電が見られるため、単純部分発作として診断される。患者本人

が Aura を認知することで発作部位を特定する手がかりとなりうるため特に重要視

される。また Auraのみが見られ、発作を伴わない場合もある。 

interictal後には発作性脱分極へのシフトが発生し連続的な発火が誘導される。 

てんかんの発生は興奮性と抑制性のバランスが崩れることが原理と考えられている

[57]。その破綻にはイオンチャネルの異常が深く関与しており、治療薬の標的となっ

ている。熱性けいれんと乳児重症ミオクロニーてんかんでは電位依存性 Naチャネル
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のミスセンス変異が報告されており、GABA 作動性介在ニューロンに存在する Na

チャネル ( Nav1.1 ) 障害により抑制性神経の活動低下がてんかん発作の原因ではな

いかと言われている[58][59]。新生児けいれんや発作性ジスキネジアを伴う全身けい

れんでは電位依存性 Kチャネル ( KCNQ2、KCNQ3 ) のミスセンス変異が報告され

ており、外向き K電流 ( M - current ) の低下が報告されている。その結果相対的に

神経細胞の興奮性が高くなる[60]。欠伸発作を伴う若年性ミオクロニーてんかんや小

児欠神てんかんでは GABA 受容体サブタイプ遺伝子の異変が報告されている。

GABA 受容体に GABA が結合することで Cl イオンが細胞内に流入し膜電位を過分

極させることで神経の興奮を抑制させるが、GABAA 受容体 γ2 サブユニット 

( GABRG2 ) や α1サブユニット ( GABRA1 ) のミスセンス変異により GABA作動性

電流が抑制されていた[61][62]。 

動物実験において in vitro海馬スライスでもこれらの機構を利用したてんかん様の放

電を誘導することが可能で、Karnupらは海馬 CA1スライスに GABAA受容体阻害薬

である Bicuculline - methioide ( BIC ) や SR-95531 ( GBZ : GBZ ) 、Picrotoxine ( PTX ) 

を投与することで interictal dischargesと ictal dischargesを誘導させることに成功して

いる ( 図 2 ) [63]。本研究においてもこれらを利用し海馬スライスへの GABAA受容

体薬を投与し、epileptiform dischargesを誘導させることに成功した。これら動物を用

いて抗てんかん薬の新たな開発や外科的治療、病態、成因解明に向けて多々研究が

なされてきている。 
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図 2 本研究で誘導された GABAA 受容体阻害薬により誘導された interictal 

discharges ( 左 ) と ictal discharges ( 右 ) 。 

 

1.3.2 てんかんと睡眠の関与 

てんかんと睡眠の関与についても多くの報告があり、睡眠不足はてんかん発作を高

める可能性があると指摘した[64][65]。ヒトの患者において欠神てんかんは傾眠中及

び覚醒と睡眠の間のサイクル時に現れ、特に NREM 睡眠時に発作が見られる[66]–

[68]。REM睡眠時にはてんかん発作の誘導率は NREMや覚醒時と比較して有意に低

く、REM 睡眠によるてんかん抑制の可能性も示されている[69][70]。明確な原因は

未だ不明であるがその原因の結果としてNREM睡眠と REM睡眠の EEG記録から見

られる違いが挙げられる。すなわち NREM 睡眠時の EEG は比較的高いパワーと顕

著な低周波振動活動を特徴としている。対して REM睡眠時は低いパワーで不規則で

あり、一部領域において REM睡眠中には θ振動が見られ覚醒時と類似していること

も特徴として挙げられている。この低いパワーは主にコリン作動性中脳網様体 

( Midbrain Reticular Fornnation : MRF ) 神経による視床脱分極によるものとされてお

り皮質への伝達し非同期を促す活動が存在する。これにより高いパワーのである徐

波やスピンドルが誘導されず、てんかんのような異常同期も見られない可能性も示

唆されている[69][71]。 
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1.3.3 現在のてんかん治療法 

現在、てんかんの治療法においては様々に行われており内科的治療と外科的治療に

分けられる。内科的治療には GABA機能増強及び電位依存性 Naまたは Caチャネル

阻害を作用機序とするガバペンチンやジアゼパムといった抗てんかん薬による薬物

療法[72]がありこれにはステロイド治療やケトン食療法も含まれる。外科的治療には

切除療法、遮断外科、迷走神経刺激 ( Vagus Nerve Stimulation : VNS ) や脳深部刺激 

( Deep Brain Stimulation : DBS ) 、反復経頭頭蓋磁気刺激 ( repetitive Transcranial 

Magnetic Stimulation : rTMS ) が用いられている。一般に第一選択薬の投与により

70 %はコントロール可能であり、残りの 30 %のうち第二選択薬の上乗せで 15 %は

発作を抑制することが可能である[73]。残りの投薬コントロール不可能な 15 %のう

ち、5 %は外科的治療で発作が抑えられ、残りの 10 ~ 15 %がすべての治療において

難治である。 

てんかんは神経活動の興奮抑制バランスにおいて興奮が抑制に対して優位になると

発作が起きることがわかっている[57]。抗てんかん薬の作用はこの抑制レベルを上げ

て興奮を抑えることにある。例えば、電位依存性 Naチャネルを標的としててんかん

を抑制する薬剤としてはカルママゼピンやラモトリギンが挙げられる。 

一方投薬でもコントロールできない場合、外科的治療が適用されるがその中でも

1970、80年代から始まった DBSや VNSを用いたてんかん抑制は様々な研究が進め

られている。DBSはパルスジェネレータに接続された埋め込み電極を介して脳深部

へ電気刺激を行いてんかん治療行う方法でその効果は視床前核、海馬、小脳での刺

激により大幅に改善されている[74]。海馬においては主に高周波数 ( > 100 Hz ) での

刺激においててんかん発作が有意に減少しているが、5 Hzのような低周波刺激でも

てんかんの抑制が認められた[75]。それらの抑制機構は主に Na+チャネルの脱分極性

阻害効果が主である[76]。脱分極性阻害によるてんかん抑制は刺激部位の神経回路を
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不活性化にし、さらに連続した刺激は多くの電力を消費するため刺激パターンの最

適化を用いたてんかん抑制を生じさせる研究が必要である。そのため、現在用いら

れている θ周波数帯のてんかん抑制と本研究で用いた β周波数帯との比較をするこ

とで差別化を図るとともにより良いてんかん抑制のパターンを調べた。 

DBS は他にも PD、振戦、ジストニアといった運動障害やうつ病や強迫性障害とい

った精神障害治療にも適用されつつある[77]。最近では脳の状態に応じて即座に刺激

を最適化する適応深部刺激 ( Adapted DBS ) が PDに対して用いられている。また、

VNS も DBS と同じく埋め込まれた電極からの刺激によりてんかん治療を試みる方

法であるがこちらは刺激場所が副交感神経系の左頚部迷走神経であることがDBSと

は異なる。未だ不明な点も多くあるが少しずつ根拠が明らかになってきており、て

んかんや、アルツハイマー、うつ病、統合失調症に効果が認められている[78][79]。

また海馬 GABAレベルを調節し認知機能を高める効果もある[80][81]。 

また、高周波数帯振動 ( HFO ) は正常な認知過程でも見られるがてんかんにおける

病的な HFO ( てんかん性 HFO ) も見られ、てんかん原性領域の代理マーカー候補と

して注目されており、HFOの出現部位を考慮し外科的切除をすることで発作抑制の

可能性も見いだされている[82][83]。 

脳波での抗てんかんの研究も行われており、例えば θ 波がてんかんを抑制する研究

は中隔へ CChを投与することで海馬でのてんかん波が消失し θ波へ推移したことで

実証された。また同研究は 4 ~ 8 Hzの中核刺激でも同様の結果が得られたことも示

した[84]。θ 波だけでなく、β 波もてんかん波を抑制する可能性も示されており、β

海馬スライスを用いた研究において PTXによって誘導された interictal dischargesは

CChによって β振動に推移し、てんかんが抑制された結果がある。さらに CCh投与

により興奮性シナプス後電位 ( population Excitatory PostSynaptic Potential : pEPSP ) 

が有意に減少したことから interictal dischargesの抑制には CChによるコリン作動性



16 

 

受容体活性化の減少によるものとされた[85]。しかしこのてんかんの抑制にはコリン

作動性受容体活性減少のみが抑制の根本的な原因であるかどうかは研究する余地が

ありさらに β 波とてんかんとの関与は未だ研究が少ないことも加えて本研究では β

波とてんかん波の関与とその原因を海馬のラットスライスを用いて調査した。 

 

1.4 海馬 

1.4.1 海馬の構造と機能 

海馬は記憶や学習について様々な研究が行われている部分である。まず海馬の構造

について述べる。海馬は、図 3のような落花生型の形態を持ち、大脳皮質側頭葉に

位置する海馬体の一部である。海馬への入力は嗅内野からの貫通枝、内側中隔核、

乳頭体上核、青斑核、縫線核から上行してくる脳弓、反対側半球 CA3 と歯状回 

( Dentate Gyrus ) 門から交連線維が通る腹側海馬交連がある。海馬はアンモン角 

( Cornu Ammonis ) と歯状回から成り立っている。アンモン角は、さらに CA1 から

CA4 までの 4 領域に分けられる[86]。そして海馬には神経細胞の層構造が存在する。

アンモン角と歯状回では図 4 のように神経細胞が規則的な層を構造形成している。

海馬をスライスすると線状に並んだ神経細胞を見ることができる。アンモン角は、

透明層・上昇層・錐体細胞体層・放線層・網状層・分子層の 6層に分けられている。

本研究では CA3 の錐体細胞層で記録を行ったが、ここに存在するのは錐体細胞 

( pyramidal cell ) と呼ばれる円錐形の細胞であり CA1、CA2、CA3、CA4と続く興奮

性神経が平行に並んだ密な層である。また歯状回に関しては、分子層・顆粒細胞体

層・歯状回門層の 3 層に分けられている。歯状回に存在する細胞は主に顆粒細胞 

( granule cell ) と呼ばれる球形の細胞であり、こちらも興奮性神経である。顆粒細胞

の軸索である苔状繊維 ( mossy fiber ) は無髄であり CA3では放線層において、苔状

繊維が歯状回を通り CA3に入力する。また貫通枝 ( perforant path ) は CA1の分子層



17 

 

を貫通し、CA3に入力する。CA3の錐体細胞から出る軸索は海馬から出るが、反回

する軸索側枝 ( Schaffer collaterals ) がある。これは CA3 錐体細胞から Schaffer 

collateralsを通してCA1に入力する。以上のように海馬では回路網を形成しており(図 

4)、海馬体を横断する層板状の構造単位を作ると考えられている。さらに主要軸索

は次の細胞に興奮性シナプス後電位をもたらす興奮性シナプスを形成する。また海

馬には次の細胞に抑制性シナプス後電位 ( Inhibitory PostSynaptic Potential : IPSP ) を

もたらす抑制性シナプスを形成するものもある。抑制には種類があり、上昇層の籠

細胞 ( basket cell ) 等は錐体細胞の興奮により軸索側枝を受けて多くの錐体細胞に

対してフィードバックに抑制をかける。また他に、苔状線維がある透明層等は入力

繊維を直接受けて錐体細胞に抑制をかける介在ニューロンがある。これはフィード

フォワードに抑制をかけている[87]。 

 

図 3 海馬の位置。大脳側頭葉の内側部で側脳室下角底部に位置する(図はラッ

トにおける海馬の場所を示す)。 



18 

 

 

図 4海馬の構造とネットワーク。海馬に入力された情報は CA1、CA3、DGの

triネットワークを形成する。 

 

1.4.2 記憶学習に関与する海馬 

海馬は大脳皮質と記憶の形成や固定に密接な関係を持つ。これは両側側頭葉内側部 

( 海馬や扁桃体を含む ) を破壊した研究で明らかになった[88][89]。これらの研究で

は新規情報をもとにする作業記憶は保持さるが数カ月後のその記憶はない。しかし

新規記憶より過去の記憶は覚えている。また海馬破壊時に見られる健忘症候群でも

短期記憶の障害が見られる。これらのことから海馬は短期的な記憶から長期記憶へ

の転送(記憶の固定)に重要な役割を果たすことが明らかとなった。感覚情報をもとに

得られた記憶はまず大脳新皮質を通り、海馬 - 嗅内皮質ネットワークに保存された

後に長期的な記憶のために新皮質内に統合されると考えられている[90][91]。またラ

ットを用いた研究においても回避タスクにおいてグルタミン酸受容体阻害薬である
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AP5や CNQXを海馬と嗅内皮質に注入すると健忘症を引き起こし、テストパフォー

マンスを低下させたことから記憶の形成や探索には海馬と扁桃体におけるグルタミ

ン酸受容体の活性が必要であることがわかっている[92]。また最近の治験ではエング

ラム細胞の活性が記憶の想起に関わることが示されている。エングラム細胞は”学習”

として永続的な変化をし、再活性化により記憶の想起をもたらすとされている。恐

怖条件を用いてラベル化された海馬エングラム細胞を光刺激により活性化すること

で恐怖条件におけるフリージングを誘発する可能性が示された[93]。さらに新皮質の

前頭前野エングラム細胞が海馬-嗅内皮質ネットワークと扁桃体両方から入力を介

した初期学習中にも生成されることが判明した[94]。これにより新規学習にて新皮質

と海馬ネットワークに一時的に情報が保持され長期記憶への移行の際に新皮質への

移行が可能になる記憶学習のメカニズムが明らかになった。 

以上のことから新規記憶固定や学習、記憶の想起において海馬の活動は重要である。 

 

1.5 アデノシン 

1.5.1 アデノシンの代謝と役割 

アデノシンやアデノシン三リン酸 ( Adenosine TriPhosphate : ATP ) 等のプリン化合

物は中枢神経系の細胞から放出され、様々な細胞の受容体を介して神経の機能に作

用することは 80 年以上前に行われた心臓へのアデノシン注射が呼吸異常を誘発し

無気力と睡眠を導いた報告から目されている[95]。その後の研究によりアデノシンは

神経細胞とグリア細胞から放出され、覚醒から睡眠への誘発効果や覚醒から睡眠し

た際の睡眠時間と深さ調節、神経保護、記憶学習、脳の血液循環といった生理的な

ものから[96]–[98]てんかんや虚血、アルツハイマー病といった病的なものまで関与

することが判明した[99]–[101]。 
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細胞内ではアデノシンはATPがNTP Daseにより 5’アデノシン 1リン酸 ( AMP )  に

変換され、その後 5’N Taseにより AMPからアデノシンへと変換される。また SAH 

hydraseにより S - アデノシルホモシステイン ( SAH ) から生産される。細胞内アデ

ノシンはアデノシンキナーゼにより AMPに、アデノシンデアミナーゼによりイノシ

ンと NH3に変換される。生産されたアデノシンはトランスポーターにより細胞外に

放出される。この放出は虚血、低酸素、てんかん発作によりアデノシン放出が増加

することがわかっている[102]。さらに重要なことに、アデノシンは細胞表面に存在

するエクトヌクレオチダーゼにより細胞内から放出された ATPを Ecto - NTPDase1

により AMPに、変換された AMPは Ecto - 5’N Taseによりアデノシンに変換するこ

ともわかっている[103] (図 5)。エクトヌクレオチダーゼによるアデノシン生産は非

常に高速で ( 約 1 ms ) あり、細胞外アデノシンは隣接する細胞に作用して機能調節

を行うが残りはトランスポーターにより細胞内に再取り込みされ、低濃度の細胞外

アデノシン ( 25 ~ 250 nM ) に調節される。 

 

図 5アデノシンの代謝。アデノシンは細胞内と細胞外で作られる。 
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1.5.2 アデノシンの神経系への影響 

アデノシンをリガンドとするアデノシン受容体 ( P1R ) は Gタンパク質共役受容体 

( GPCR ) の受容体で 4つの異なるサブタイプ ( A1R、A2AR、A2BR、A3R ) が存在

する[104]。古くからアデノシンシグナル伝達はサイクリック AMP ( cAMP ) を生成

するアデニル酸シクラーゼの抑制または活性化によるものとされている。A1R およ

び A3Rは Gi / oタンパク質とリンクしアデニル酸シクラーゼを抑制し、A2Aおよび

A2Bは Gsタンパク質とリンクしアデニル酸シクラーゼを活性化する[105][106]。 

A1R は海馬と皮質で前シナプスに最も発現して線条体では中程度にしか発現しない

が A2ARは線条体で最も発現して海馬、皮質は僅かである[107][108]。また A2BRは

結腸、直腸、膀胱で高い発現を示し、脳では見られない。A3は肺、肝臓、心臓など

の末梢器官で主に発現し、脳では海馬と小脳で僅かに見られる。この発現の違いは

機能的に重要であり PD運動障害の改善への対象となっている。 

アデノシンは多様な A1R、A2RA メカニズムを介して海馬ネットワークに効果を及

ぼすことがわかっている。 

A1R を介してアデノシンは前シナプスのグルタミン酸放出を減少させ後シナプスの

G 蛋白質活性型内向き整流性カリウムチャネル ( G protein - activated Inwardly 

Rectifying potassium ( K ) channel : GIRK ) を活性化により興奮性グルタミン酸作動

性伝達を抑制し NMDARを調節している[109]。また、A2ARではグルタミン酸放出

を増加させ、AMPARを調節することで興奮性を高める。アデノシンは海馬の GABA

作動性伝達も調節することがわかっている。A1R の活性化により持続的な伝達を介

するシナプス外 GABAARを活性化する、この作用は錐体細胞と CB1R+ / CKK+介在神

経で発生する。A2ARの活性化はパルブアルブミン ( parvalbumin : PV ) 神経から他

の介在神経へのGABA放出を増加させることで錐体細胞の脱抑制と海馬の興奮性を
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増加させる。また、アデノシンはグリア機能と神経終末に影響を与えることにより

前、後シナプス周辺に作用する。 

GABA 輸送体 GAT - 1 は主に GABA 作動性前末端で発現され、A2AR 活性により

GABAの輸送が増強されGABAの放出が促進される。A1R、A2ARを介したGAT - 1、

GAT - 3の GABA取り込みは細胞外アデノシンの濃度に依存する。低濃度アデノシ

ンは A1R活性化によりアストロサイトへの GABA取り込みを阻害し、逆に高濃度の

アデノシンはA2R活性化によりGABA取り込みを促進することで細胞外アデノシン

濃度を調節している。アストロサイトにおける A1Rと A2ARのヘテロマー化のメリ

ットは受容体過剰な活動が機能全体の内在化につながるため、抑制と興奮の両面を

機能させることで全体の急激な変化を防ぐことができる。 

これら A1R、A2Rの機能や役割を解明するために caffeineが用いられる。caffeineは

非選択的アデノシン受容体拮抗薬でありコーヒーや緑茶などに含まれ、caffeineの適

量摂取は注意力と精神及び認知能力の安定効果があり、さらにはてんかん欠神発作

を減少させる結果やアルツハイマー病の記憶力低下を予防する可能性があると報告

されている[110]–[112]。しかし高濃度の摂取は不安や不快感、不眠症やてんかん発

作の悪化を誘発する[113][114]ことからアデノシン受容体活性の両側面が見つかっ

ている。 

caffeine による海馬スライスにおけるシナプス伝達と可塑性についても報告があり、

caffeine がアデノシン受容体に拮抗することによりシナプス伝達を 40 %程促進させ

たが LTPを 35 %減少させた。さらに caffeineによるこれらの効果は A1Rがシナプス

伝達に関与し、A2ARは LTPに関与することも示されている[115]。 

以上のことからアデノシンはさまざまな生理学的だけでなく病理学的プロセスを調

節することがわかっている。 
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2 目的 
海馬で見られる脳波のうち θ波や β波は記憶学習と深く関係しており、これらは中

隔核からのACh作動性及びGABA作動性神経の投射により誘導される振動現象であ

るものと考えられており、さらに皮質や視床とも密接している。この神経活動の同

期振動現象は海馬内ネットワークのみでも形成されることがわかっており、中隔核

等からの入力を遮断した海馬スライスに ACh 受容体作動薬である CCh を還流投与

することで θ波や β波を振動現象として誘導され、再現することができる。一方、

病理学的な脳波のうちてんかん波はてんかん症状の発作中に interictal discharges や

ictal dischargesとして見られる。これらは神経細胞の異常同期によるものと考えられ

ており、興奮性の異常活性や抑制性神経の欠落が原因であることも判明している。

さらには海馬内でも epileptic dischargesは確認されており、海馬もまたてんかん発作

発生の原因の 1 つであることがわかっている。β 振動と同様にてんかん波も海馬ス

ライスにおいて interictal discharges や ictal dischargesとして再現可能で本研究では抑

制性神経である GABAARを阻害することで再現した。θ波がてんかんを抑制する結

果や可能性は多く示されている、一方で β 波もてんかんを抑制する可能性が示され

ておりその原因は神経伝達の減少である可能性が示唆されているが、てんかんの抑

制に関して振動現象の存在は有効であるかどうかは未だ不明な点がある。そこで本

研究では β 波とてんかんの波形を海馬スライスで再現しその関係性と中枢神経系の

様々な機能に関与するアデノシン受容体との関係性を調べた。 
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3 方法 
本実験は、九州工業大学大学院生命体工学研究科、動物実験委員会の承認 ( 生 2019 

- 003 ) を得て、委員会作成ガイドラインに従って実験を行った。 

3.1 測定環境 

本研究ではスライスしたラットの海馬を保存及び測定するための測定チャンバー

(図 6 図 7)を用いた。右側をスライス測定用に、左側をスライス保存用のレーンと

して使用した。各レーンには人工脳脊髄液 ( Artificial Cerebro Spinal Fluid : ACSF ) を

ポンプ及びチャンバー内のヒーターにより 33.5 ℃、マイクロチューブポンプ ( 東京

理化器械株式会社、MP – 1000 ) を用いて流量 1.5 ml / minで還流するよう設定した。 

 

図 6 電気生理実験系。空調設備の影響を最小限にし、外光によりスライスに

おける場所の特定を阻害されないため黒色マルチシートで覆った。 
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図 7 測定用チャンバーの模式図。チャンバー内は常に温度と流量固定されて

おり、95 %O2 - 5 %CO2混合ガスを通気している。また図には示してい

ないが保存及び測定時にはチャンバーに穴の空いた蓋をし、スライス乾

燥や酸欠による細胞死を防いだ。また測定では穴から電極を差し込み測

定した。 

 

3.2 海馬スライス標本作製 

本実験ではWistar系の雄ラット ( 3 ~ 5週齢、体重 70 ~ 200 g ) から作成した海馬ス

ライスの標本を用いた。海馬スライス標本の作製は次の心臓打撲法と呼ばれる脳摘

出方法を用いて行った。 

スライス標本の保存液、灌流液として用いた ACSFの組成は以下の通りである。 

( 単位 : mM ) 124 NaCl, 5 KCl, 1.25 NaH2PO4, 2 MgSO4, 26 NaHCO3, 10 Glucose, 2 

CaCl2 

ACSF作製のための試薬は、全て和光純薬工業株式会社より購入した。 

 

心臓打撲法 
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1. 流量 1.5 ml / minのイソフルランで 3.5 min ~ 5.5 min程麻酔して完全に眠らせた

後、ラットの心臓を圧迫して心臓を停止させた。 

2. 速やかに開頭し小脳から大脳にかけて摘出し、氷冷させた ACSFに保存した。 

 

スライス作成方法 

1. メスを用いて大脳と小脳を分離した後、脳梁を切断し左右両半球に分離した。 

2. 分離した左半球は再び氷で冷やした ACSF に冷却保存した。その後、半球切断

面を下にし、海馬が長軸方向と垂直になるようにマイクロスライサー台 ( 堂坂 EM

社製 D.S.K.Microslicer Zero1 ) へ固定後、厚さ 450 μmでスライスを作製した。 

3. スライスの海馬以外の部分はメスを使いトリミングし、図 8のような海馬スラ

イス標本を作製した。 

4. スライス標本は 33±1℃で保温したインキュベーターで保存した。また、海馬ス

ライス標本はスライス作製時のダメージからの回復を考慮して 1時間 30分チャンバ

ー内で ACSF還流保存した。 

 

3.3 細胞外記録実験法 

細胞外記録電極には 2 M NaCl を充填した抵抗 1.0 ～ 2.0 MΩ のガラス微小電極  

( Hirschmann Laborgeräte GmbH & Co. KG社製 ) を用いた。記録電極からのシグナル

は増幅器 ( CYGNUS Technology 社製 ) で 1000 倍に増幅し ER - 1 細胞外アンプ 

( CYGNUS Technology社製 ) を用いて 1 Hzハイパス及び 300 Hzローパスフィルタ

ーを通した後、解析ソフトウェア  ( LaBDAQ2000、松山アドバンス社製及び

Clampfit10.3,Axon Instruments社製 ) でサンプリング周波数 1000 Hzでデジタル化し

波形を取り込み、5 分間のデータを連続記録した。全ての記録において ACSF のみ

のデータをスライスの controlとして取得した。 
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3.3.1 薬品誘導 β波及びてんかん波測定法 

記録電極は CA3の錐体細胞層 ( stratum pyramidale ) に設定し細胞外記録を行った。

CCh誘導 β振動やてんかん測定、アデノシンの関与の実験は基本的にこの場所で記

録した。 

 

図 8 海馬スライス標本と記録電極位置。赤色破線は CA3 錐体細胞層を示し、

黄色は記録電極を示す。 

この実験では CIBO 誘導実験、てんかん様発火誘導実験、CIBO とてんかん様発火

関与実験、mAChR との関与実験、P1R との関与実験を行った。プロトコルを図 9

にまとめる。 
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図 9薬品誘導 β波及びてんかん波測定法実験プロトコル。mAChR : ムスカリ

ン性アセチルコリン受容体。P1R : アデノシン受容体。 

 

3.3.2 海馬ミニスライスを用いた発生源実験法 

今回の研究では β波や dischargesの発生源を特定するために、スライス作成方法の

3の過程において DG、CA1 を含めたスライスと CA3 のみのスライスに切り分け、

海馬分離スライス標本も作製した(図 10)(図 11)。 

発生源解析の測定は controlにおいて CA3測定を 10分行った後、30 μM CChまた

は 10 μM PTX、BIC、GBZを 30分間投与し、電極を CA1に移動させ 10分、最後

に DG へ移動させ 10 分の順に測定を行った。CCh または GABAA受容体阻害薬品

投与後 30分後に controlと同じ過程で行った。 
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図 10海馬ミニスライス標本。CA3のみと CA1 - DGスライスを分離し、同じ

シート上で保存及び測定した 

 

図 11発生源実験での電極位置。灰色の三角は電極を、赤色線は測定部位の層

を示す ( 左 ) CA1錐体細胞層 ( 中 ) DG顆粒細胞層 ( 右 ) CA3錐体細

胞層。 

 

3.4 電気刺激を用いた実験方法 

刺激電極は外径 300 μm の同心円双極性刺激電極 ( FHC 社製、CBDPF75 ) を用いて

Schaffer collateralsに配置し刺激を行い(図 12)、電流刺激は電気刺激装置 ( 日本光電 

SEN 3301 ) とアイソレータ ( 日本光電 SS 202J ) を用いた。刺激頻度はコントロー

ル状態では 1分に 1 回の間隔を設けて調節した。記録部位は実験内容によって異な

るが CA3領域であることは共通である。 

CA3 

CA1 

DG 
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図 12刺激電極と記録電極の配置。電気刺激を用いた実験では刺激電極 ( 舌矢

印 ) は CA3から CA1への入力線維である Schaffer collateralsに配置し、

逆行性に刺激を行った。黄色 : 電極、赤色 : 錐体細胞層 

 

3.4.1 興奮性シナプス後電位 ( pEPSP ) 実験法 

CA3でのシナプス伝達度合いを測るために、電気刺激を用いて pEPSPを誘発させる方法

を用いた実験を行った。記録電極は CA3 放線層 ( stratum radiatum ) に配置された。刺

激強度は最大振幅の 50 %の振幅で pEPSPを誘発するように調整され、実際は 2 - 300 μA

であった。トリガ 10 ms後に刺激が行われ、持続時間は 200 μsの単発刺激で得られた。

シグナルは細胞外記録法と同様に 1000倍に増幅させた。1 Hzハイパス及び 3 kHzロー

パスフィルターを通してサンプリング周波数 10 kHzに設定された。刺激後 3 ~ 4 ms

後に見られる負の成分の slopeと Amplitudeを pEPSPの指標とした(図 13)。CCh濃

度依存による pEPSP 実験については投与 30 分後の状態を比較した。振動が見られ

た際には IBIの半分のタイミングで pEPSPを測定した。 
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図 13 pEPSP測定に用いられた指標。刺激 3 ~ 4 ms後に見られる最初の負成分

を解析した。 

 

3.4.2 Burst電気刺激実験法 

CIBOでの IBI中の振動現象誘導を電気的な Burst刺激による誘導率を調べる実験を

行った。記録電極はCA3 錐体細胞に配置された。CIBOが誘導されてから 30分後にBurst

電気刺激実験を開始した。トリガ 10 ms後に刺激が行われ、持続時間は 200 μs、Interval : 

10 ms ( 100 Hz ) を 100回刺激行った。シグナルは細胞外記録法と同様に 1000倍に増幅

させた。1 Hzハイパス及び 3 kHzローパスフィルターを通してサンプリング周波数

10 kHzに設定された。この刺激を行った Phaseは Nishimuraら[116]の研究をもとに

行われた (図 14)。 
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図 14 Burst電気刺激実験法。この実験では CIBOの IBIに Burst電気刺激を

行い振動誘導の有無を調べた。 

 

3.4.3 周波数電気刺激実験法 

CIBO を電気刺激としててんかんが誘導されている海馬スライスに適用する実験も

起こった。記録電極は CA3 錐体細胞層に配置され、刺激強度は最大振幅で行った。刺

激パラメータは CIBOによって得られた parameterを基に設定され、トリガ後 10 ms後に

刺激が startし、刺激単発持続時間 200 μs、刺激間隔( Interval ) 60 ms ( 16.6 Hz ) 、刺激強

度 500 - 1000 μAを 150回刺激することで刺激時間( Stimulation duration ) 9 sをまとめて 1

セットとし、次のセットの刺激までの間隔 ( Stimulation interval ) を 23 sに設定し、これ

を β周波数帯電気刺激として 10セット繰り返し行った (図 15上)。また θ周波数帯電気

刺激として Intervalのみを 125 ms ( 8 Hz )に設定しこれを θ周波数帯電気刺激とした(図 

15下)。 
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図 15  周波数電気刺激。( 上左 ) β周波数帯電気刺激とそのパラメータ。( 上右 ) 

刺激開始部分の拡大図。( 下左 ) θ周波数帯電気刺激とそのパラメータ。( 下

右 )刺激開始部分の拡大図。赤は刺激箇所を示す。刺激間隔の Intervalのみ

を θ周波数帯になるように変更した。 

この実験ではまず 5 μM GBZによりてんかん様発火を 30分間誘導させた。その後周

波数電気刺激を行う実験または Stimulation interval ( control : 23 s ) を 39 sに長く設定

し周波数帯電気刺激を行った。また、アデノシン受容体やそのサブタイプとの関与

を調べるために、てんかん様発火を 30分間誘導させた状態での周波数帯電気刺激を

行い刺激終了後再びてんかん波が誘導されたことを確認した後、GBZと各種阻害薬

を混合した溶液を投与し 30分後に周波数帯電気刺激を行った( 図 16 )。 
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図 16 周波数帯電気刺激実験プロトコル。 

 

3.5 統計解析手法 

データ解析は、Clampfit 10.3 ( Axon Instruments ) を用いて行った。 

3.5.1 薬品誘導による波形の解析方法 

 

図 17 振動パラメータ解析方法。( 左 ) 解析に用いた典型例を示す。( 右 )＊

の拡大図 

振動パラメータとして下記項目を解析した。 

① Duration : 振動の開始から終了までの時間を持続時間 ( Duration ) と定義した。 

② Amplitude : 周波数安定期間における時間窓での mV [ max ] - mV [ min ] を振幅

として定義した ( 安定期間の詳細は④参照 ) 。 

③ Inter Burst Interval ( IBI ) : 振動終了から次の振動開始までの時間を IBIと定義し

た。 
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④ Period : interictal dischargesが終了して次の interictal discharges開始までの時間を

Periodと定義した。 

⑤ CCh 誘導振動現象における周波数解析はスパイク周期の逆数を周波数としてプ

ロットすると図 18のように振動が誘導されてから 2000 ms - 3000 ms で安定す

ることがわかった。 

そこでその安定している期間の 1024 ms 時間窓に Clampfit 10.3内の高速フーリエ変

換 ( Fast Fourier Transform : FFT ) 解析を適用することで周波数ピークパワースペク

トルを求めた ( 図 19 )。 

 

図 18振動内周波数の経時変化。FFT解析は赤で囲まれた周波数プロットの時

間帯を選択し、振幅と共に解析対象とした。 

 

図 19 FFT解析結果。パワースペクトルのピークを振動の周波数と定義した。 
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3.5.2. 周波数帯電気刺激における解析 

周波数帯電気刺激による抑制可能かどうかは刺激終了後から次の刺激までにてんかん

様発火が誘導されるか否かで判断した。 

刺激終了後に再度てんかん波が誘導されたが、その誘導されるまでの時間を(Recovery 

time)⊿t [ s ]と定義した。また薬品投与前 ( pre drug ) と投与後 ( post drug ) の⊿t [ s ]を

pre drugから post drugの値で割ることで⊿t-relativeとして相対的に比較した(式 1)。 

⊿t-relative=⊿t (pre drug) / ⊿t (post drug)……(式 1)

 

図 20 電気刺激における解析。刺激( 赤 )終了後から再度てんかん様発火が誘導さ

れるまでの時間を⊿tとした。( 左 )薬品投与前と( 左 )投与後の典型例。 
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3.6 使用薬品 

使用した薬品は以下の通りである。 

表 1使用薬品と作用。( )内は本文における略語を示す。 

薬品名 作用 

4-DAMP M3 selective antagonist 

8-cyclopentyl-1,3-dimethylxanthine ( DPCPX ) Adenosine Receptor A1 antagonist 

8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine ( 8CPT ) Adenosine Receptor A1 antagonist 

Atropine sulfate mAChR antagonist 

Bicuculline ( BIC ) GABAAR antagonist、Ca2+activated K+channel blocker 

Caffeine Adenosine Receptor P1R antagonist 

Carbachol ( CCh ) AChR agonist 

D-Tubocarine Cloride nAChR antagonist 

Istradefylline ( IST ) Adenosine Receptor A2A antagonist 

Methoctramine ( MET ) M2 selective antagonist 

Picrotoxin ( PTX ) GABAA R antagonist 

Pirenzepine ( PRZ ) M1 selective antagonist 

SR-95531 ( GBZ ) GABAA R antagonist 

Tropicamide ( TRP ) M4 selective antagonist 

使用薬品は Sigma、Wakoから購入した。あらかじめ高濃度でストックし、薬品を灌

流前に解凍した後 ACSFに溶解させ海馬スライスに投与した。 
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4 結果 
4.3 薬品誘導海馬神経活動 

4.3.1 Carbachol ( CCh ) 誘導 β振動 ( CIBO ) 

ラットの海馬スライスに 30 μM CChを灌流投与すると、5-10分後から振動現象が誘

導された。誘導されて 10 分までは振動が不安定な状態であるが、30 分以降は振動

現象が安定し少なくとも 90分は間欠的な振動現象が誘導され続けていた(図 21)。 

 

図 21 30 μM CChによって誘導された振動現象。振動は 5~10分以内に形成さ

れ、その後 90分は持続された。 

 

3.5 統計解析手法で前述した解析方法に従って、振動の周波数は FFT 解析を用いて解析

された。この振動のピーク周波数を求めたところ 16.6 Hzでありこの振動は β振動であ

ると判断した。β振動の持続時間、振幅、IBI、周波数の平均パラメータはそれぞれ 9.31 
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± 1.70 s、2.97 ± 0.457 mV、19.5 ± 4.36 s、16.5 ± 0.997 Hz ( n = 26、平均値 ± 標準平均誤

差)であった。 

 

さらに、振動が誘導されてから 5分毎の振動パラメータを解析し振動直後(0 min)の

パラメータを基準として相対比較を行ったところ、いずれのパラメータにおいても

有意な差は見られず経時的な変化は見られないことが確認された(図 22)。(n = 5、

ANOVA、Duration p = 0.63、Amplitude p = 0.96、IBI p = 0.99、Frequency p = 0.97) 

 

図 22振動後 5分毎のパラメータ相対比較。投与して誘導された最初の振動を

基準として 5分毎の相対値を求め比較を行った。 

 

4.3.2 てんかん様発火に対する薬物依存性と濃度依存性 

海馬スライスに GABAAR 阻害薬(PTX、BIC、GBZ)を投与するといずれにおいても

Durationが 2 s以上の長い ictal dischargesとそれ以下の短い interictal dischargesが確認

された ( 図 23 )。 



40 

 

 

図 23 GABAAR 阻害薬投与で見られる ictal discharges ( 下段 )、interictal 

discharges ( 中段 ) 。 

 

PTX 

まず PTXの結果を述べる。PTXを 0.2 μM、2 μM、10 μM、20 μMで投与すると、interictal 

dischargesは 0.2 μM以上で、ictal dischargesは 2 μM以上で誘導された ( 図 24 ) ( 0.2 

μM n = 4、2 μM n = 4、10 μM n = 5、20 μM n = 5 )。ictal dischargesと interictal discharges

の Duraton、Amplitude、IBIまたは Period、Frequency はそれぞれ表 2、表 3 のよう

になった。また ictal dischargesの各パラメータを濃度別に比較を行ったところ、全て

において有意な差は見られなかった(図 25 PTX誘導 ictal dischargesの濃度依存性。 

( ANOVA、Duration p = 0.29、Amplitude p = 0.40、IBI p = 0.12、Frequency p = 0.56、全

て n = 3 ) ( ANOVA、Duration p = 0.29、Amplitude p = 0.40、Period p = 0.12、Frequency 

p = 0.56 )。 
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同じく interictal discharges についても濃度別に比較したところ全てにおいて有意な

差は見られなかった(図 26) ( ANOVA、Duration p = 0.68、Amplitude p = 0.56、Period p 

= 0.20、Frequency p = 0.54 )。これらの結果から PTX誘導の ictal dischargesは interictal 

dischargesのパラメータには濃度依存性がないことが示された。 

 

図 24 濃度別 PTX誘導 ictal discharges( † )と interictal discharges( * )(データは

投与 60分後の典型例を示す)。中縦と右縦の列は拡大図を示す。 

 

表 2 PTX誘導 ictal discharges濃度別平均パラメータ(平均値 ± 標準平均誤差) 

ictal Duration [s] Amplitude [mV] IBI [s] Frequency [Hz] 

2 μM 6.87 ± 0.18 5.95 ± 2.03 69.26 ± 19.27 9.84 ± 0.56 

10 μM 4.47 ± 1.70 5.26 ± 1.97 44.21 ± 12.01 12.15 ± 0.39 

20 μM 4.45 ± 0.96 3.51 ± 0.57 50.18 ± 10.05 8.89 ± 0.66 
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表 3 PTX誘導 interictal discharges濃度別平均パラメータ 

interictal Duration [s] Amplitude [mV] Period [s] Frequency [Hz] 

0.2 μM 1.22 ± 0.15 3.54 ± 1.70 9.68 ± 2.09 0.10 ± 0.02 

2 μM 1.50 ± 0.01 7.28 ± 3.28 10.72 ± 4.40 0.10 ± 0.03 

10 μM 1.46 ± 0.24 5.22 ± 1.64 13.81 ± 5.16 0.10 ± 0.03 

20 μM 1.32 ± 0.08 3.63 ± 0.63 27.38 ± 9.17 0.05 ± 0.003 

 

 

図 25 PTX誘導 ictal dischargesの濃度依存性。 ( ANOVA、Duration p = 0.29、

Amplitude p = 0.40、IBI p = 0.12、Frequency p = 0.56、全て n = 3 ) 
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図 26 PTX誘導 interictal dischargesの濃度依存性。( ANOVA、Duration p = 0.68、

Amplitude p = 0.56、Period p = 0.20、Frequency p = 0.54、0.2 μM n = 3、2 

μM n = 3、10 μM n = 4、20 μM n = 3 ) 

 

次に濃度別に ictal dischargesと interictal dischargesの出現率を調べた。これは各濃度

で投与 60分後の状態を見て、データに使用したスライスの枚数から ictal discharges

と interictal dischargesが見られたスライスの枚数を別にカウントしその割合を示す。

その結果、濃度が低いと interictal dischargesが多く見られ、濃度を上げていくに連れ

て ictal dischargesが誘導されるようになることがわかった(図 27) ( 0.2 μM n = 3、2 

μM n = 3、10 μM n = 4、20 μM n = 3 )。 
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図 27 PTXにおける interictal dischargesと ictal dischargesの出現率。濃度上昇

に依存して ictal dischargesの出現率が増加した。 

 

BIC 

次に BICを 1 μM、5 μM、10 μM、20 μMで投与すると PTXと同様に interictal discharges

と ictal dischargesが誘導され(図 28)、その濃度依存的な変化について調べた(図 29)。

interictal dischargesは 1 μM以上の濃度において確認でき、ictal dischargesは 5 μM以

上で確認することができた。これらのデータは 1 μM ( n = 3 )、5 μM ( n = 4 )、10 μM 

( n = 4 )、20 μM ( n = 3 ) の結果から得られた。持続時間、振幅、IBI、周波数はそれ

ぞれ表 4、表 5のようになった( 20 μM BIC投与時の interictal discharges、BIC 1 μM

投与時の ictal dischargesについては 3例以下であったため載せていない)。また ictal 

dischargesの各パラメータを濃度別に比較を行ったところ、周波数のみに有意な差が

見られ濃度上昇に伴い周波数が上昇した(図 29 : ANOVA、Duration p = 0.14、

Amplitude p = 0.85、Period p = 0.49、Frequency p < 0.005)。 

interictal dischargesについても濃度別に比較したところ全てにおいて有意な差は見ら

れなかった(図 30 : ANOVA、Duration p = 0.68、Amplitude p = 0.67、Period p = 0.19、
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Frequency p = 0.33 )。これらの結果から BIC誘導の ictal dischargesは周波数と関連す

ることがわかった。 

 

 

図 28 濃度別 BIC誘導 ictal discharges( † )と interictal discharges( * )(データは

投与 60分後の典型例を示す)。中縦と右縦の列は拡大図を示す。 

  

表 4 BIC誘導 ictal dischargesの濃度別平均パラメータ 

ictal Duration [s] Amplitude [mV] IBI [s] Frequency [Hz] 

5μM 3.41±1.12 3.96±1.67 25.0±8.08 4.66±1.00 

10μM 4.46±1.33 3.76±1.05 35.0±11.72 6.18±0.94 

20μM 7.16±1.28 3.18±0.35 46.8±15.01 11.2±0.84 

 

表 5 BIC誘導 interictal dischargesの濃度別平均パラメータ 

interictal Duration [s] Amplitude [mV] Period [s] Frequency [Hz] 
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1μM 0.794±0.20 6.10±1.61 8.59±2.14 0.132±0.03 

5μM 0.553±0.13 4.55±1.48 6.02±0.93 0.168±0.02 

10μM 0.651±0.20 3.97±1.54 10.8±2.08 0.106±0.02 

 

 

図 29 BIC誘導 ictal dischargesの濃度依存性。 ( ANOVA、Duration p = 0.14、

Amplitude p = 0.85、Period p = 0.49、Frequency p < 0.005 ** : p < 0.01 * : p 

< 0.05、5 μM n = 3、10 μM n = 3、20 μM n = 4) 
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図 30 BIC誘導 interictal dischargesの濃度依存性。 ( ANOVA、Duration p = 0.68、

Amplitude p = 0.67、Period p = 0.19、Frequency p = 0.33、1 μM n = 4、5 μM 

n = 5、10 μM n = 5 ) 

 

次に濃度別に ictal dischargesと interictal dischargesの誘導率を調べた。その結果、PTX

と同様に濃度が低いと interictal dischargesが多く見られ、濃度を上げていくに連れて

ictal dischargesが誘導されることがわかった(図 31)。 ( 1 μM n = 4、5 μM n = 5、10 μM 

n = 5、20 μM n = 5 ) 
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図 31 BICにおける interictal dischargesと ictal dischargesの出現率。濃度上昇

に依存して ictal dischargesの出現率が増加した。 

 

GBZ 

GBZを 0.1 μM、1 μM、5 μM、10 μM、20 μM投与すると 0.1 μM以上の濃度で interictal 

dischargesが誘導され、5 μM以上で ictal dischargesが誘導された(図 32)(0.1 μM n = 4 、

1 μM n = 3 、5 μM n = 5、10μM n = 4 、20 μM n = 4)。ictal discharges及び interictal 

dischargesの持続時間、振幅、IBI、Period、周波数はそれぞれ表 6、表 7のようにな

った(5 μM における ictal dischargesは 1枚のみであったためデータは示していない )。

ictal dischargesにおいて振幅にのみ有意な差が見られた(図 33: student t-test、Duration 

p = 0.65、Amplitude p < 0.05、Period p = 0.28、Frequency p = 0.83)。interictal discharges

についてはいずれのパラメータにおいても有意な差は見られなかった(図  34 : 

ANOVA、Duration p = 0.26、Amplitude p = 0.12、Period p = 0.07、Frequency p = 0.27)。 

 

 
図 32 濃度別 GBZ誘導てんかん様発火(データは投与 60分後を示す) 
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表 6 GBZ誘導 ictal dischargesの濃度別平均パラメータ  

ictal Duration [s] Amplitude [mV] IBI [s] Frequency [Hz] 

10μM 4.07±1.09 2.00±0.21 43.91±19.36 12.62±4.43 

20μM 4.81±1.09 4.94±1.15 37.8±7.94 8.87±0.62 

 

表 7 GBZ誘導 interictal dischargesの濃度別平均パラメータ 

interictal Duration [s] Amplitude [mV] Period [s] Frequency [Hz] 

0.1μM 0.48±0.04 6.44±3.82 11.8±3.43 0.10±0.04 

1μM 0.78±0.15 5.29±0.89 20.6±5.11 0.05±0.01 

5μM 1.09±0.29 7.33±0.86 8.14±2.54 0.16±0.05 

10μM 0.44±0.09 4.00±0.60 8.28±0.97 0.10±0.01 

20μM 0.72±0.21 10.2±1.02 14.5±1.35 0.06±0.01 
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図 33 GBZ誘導 ictal dischargesの濃度依存性。( student t-test、Duration p = 0.65、

Amplitude p < 0.05、IBI p = 0.28、Frequency p = 0.83 * : p < 0.05、10 μM n 

= 4、20 μM n = 4) 

 

図 34 GBZ誘導 interictal dischargesの濃度依存性。( ANOVA、Duration p = 0.26、

Amplitude p = 0.12、Period p = 0.07、Frequency p = 0.27、0.1 μM n = 3、1 

μM n = 4、5 μM n = 5、10 μM n = 3、20 μM n = 4) 

 

濃度別に ictal dischargesと interictal dischargesの出現率を調べた。その結果、PTXや

BICと同様に濃度が低いと interictal dischargesが多く見られ、濃度を上げていくに連

れて ictal dischargesが誘導されるようになることがわかった(図 35) (1 μM n = 4、5 

μM n = 5、10 μM n = 5、20 μM n = 5) 。 
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図 35 GBZにおける interictal dischargesと ictal dischargesの出現率。濃度上

昇に依存して ictal dischargesの出現率が増加した。 

 

4.3.3 CIBO及びてんかん様発火の発生源 

CIBOの発生源 

CIBOの発生源を特定するために海馬ミニスライス標本を用いて実験を行った。分離

していない海馬ミニスライス標本では CIBOが CA3、CA1、DGで誘導された(図 36)。

一方、海馬ミニスライス標本では CA3のみ CIBOが誘導された(図 37)これらの結果

から CIBOの発生源は CA3であり、CA3のみでも CIBOは誘導可能であることがわ

かった。 
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図 36 通常海馬スライスの CIBO発生源。CA3、CA1、DG領域において CIBO

が誘導された( n = 3 )。各上は部位の＊における CIBOの拡大図。 

 

図 37 海馬ミニスライスの CIBO発生源。CA3領域のみ CIBOが誘導された( n 

= 3 )。各枠の上段は＊の拡大図を示す。 

 

PTX、BIC、GBZの発生源 

CIBO同様てんかんに関する発火においても発生源を PTX、BIC、GBZ誘導てんかん

様発火を用いて調べた。その結果、CIBO と同様に通常の海馬スライスでは CA3、

CA1、DG領域において interictal dischargesと ictal dischargesが誘導されたが、海馬
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ミニスライスでは CA3領でのみ interictal dischargesが誘導され ictal dischargesは誘導

されなかった。この結果は PTX、BIC、GBZ 全ての薬品において同じ結果であり、

CA3は interictal dischargesの発生源であり、ictal dischargesは CA3のみでは発生しな

いことがわかった(PTX : 図 38図 39、BIC : 図 40図 41、GBZ : 図 42図 43)。 

 

図 38 海馬スライスの PTX誘導てんかん波発生源。CA3、CA1、DG領域にお

いて interictal discharges ( ＊ ) と ictal discharges ( † )が誘導された。 
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図 39 海馬ミニスライスの BIC 誘導てんかん様発火発生源。CA3 領域のみ

interictal dischargesのみが誘導された。各枠の上段は＊の拡大図を示す。 

 

図 40 海馬スライスの BIC誘導てんかん波発生源。CA3、CA1、DG領域にお

いて interictal discharges ( ＊ ) と ictal discharges ( † )が誘導された。 

 

 

図 41 海馬ミニスライスの BIC 誘導てんかん様発火発生源。CA3 領域のみ

interictal dischargesのみが誘導された。各枠の上段は＊の拡大図を示す。 
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図 42 海馬スライスの GBZ 誘導てんかん波発生源。CA3、CA1、DG 領域に

おいて interictal discharges ( ＊ ) と ictal discharges ( † )が誘導された。 

 

図 43 海馬ミニスライスの GBZ 誘導てんかん様発火発生源。CA3 領域のみ

interictal dischargesのみが誘導された。各枠の上段は＊の拡大図を示す。 
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4.3.4 CIBOと ictal dischargesの比較 

CIBOと ictal dischargesはどちらも振動現象を含んでおり、非常に形状が似ているた

め、20 μM CIBOと PTX、BIC、GBZによって誘導される ictal dischargesの振動パラ

メータを用いて比較し、誘導される振動現象が同じものであるか異なるものである

かを検討した。その結果 CIBOは全ての ictal dischargesに対して長い持続時間と高い

周波数を持っており、一方で振幅と IBIは有意に小さかった。これらの結果は CIBO

と ictal dischargesは異なるものであることを示す結果となった(図 44図 45図 46)。 

 

図 44 CIBOとPTX誘導 ictal dischargesのパラメータ比較 ( Student t-test *** : 

p < 0.001 ) 
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図 45 CIBOと BIC誘導 ictal dischargesのパラメータ比較 ( Student t-test ** : 

p < 0.01、*** : p < 0.001)。 
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図 46 CIBO と GBZ 誘導 ictal discharges のパラメータ比較 ( Student t-test 

*** : p < 0.001 ) 

4.4 CIBOによるてんかん様発火の抑制 

4.4.1 CIBO中に抑制されるてんかん様発火 

PTX 

30 μM CCh投与し 30分間 CIBOを誘導させた後に、PTXと 30 μM CChを混合した

溶液に切り替え振動の変化を観察した。またその PTX濃度は 0.2 μM、2 μM、10 μM、

20 μMで行い、濃度依存性を見た。その結果 control海馬スライスにおいて 0.2 μM以

上では interictal dischargesが、2 μM以上で ictal dischargesが出現したが、いずれの濃

度においても CIBO中には ictal discharges及び interictal dischargesは誘導されず、β

振動の消失は見られなかった(図 47)。その後 CCh を洗い流し PTX のみの投与に切

り替えた所、切り替え 10分以内に interictal dischargesが現れた。CIBOへ PTX投与

した 30分後の値から CIBOへ PTXを投与した直後 0分の値で正規化することによ

り β振動のパラメータ変化を算出し、PTX濃度毎の振動パラメータを比較した。そ

の結果、いずれのパラメータにおいても有意な差は見られなかった(図 48)。 

( ANOVA : Duration p = 0.11、Amplitude p = 0.42、IBI p = 0.13、Frequency p = 0.21)。 
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図 47 CIBOへの PTX投与 ( 図は 10 μM PTXの典型例を示す )。CIBO誘導

中には interictal dischargesは見られない。 

 
図 48 CIBOへの PTX投与時のパラメータ変化の相対比較。いずれの濃度にお

いても振動パラメータ変化は見られなかった。 
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CIBO + PTX 後に CCh を wash out すると約 10 分以内に全てにおいて interictal 

discharges が発生した。この β 振動後の interictal discharges と PTX のみ投与時の

interictal discharges、β振動が誘導されない濃度での CChにおける PTX投与時のパラ

メータを比較すると図 49 のように Duration 以外のパラメータにおいて有意な差が

見られた ( ANOVA、Duration : p = 0.58、Amplitude : p < 0.001、Period : p < 0.001、

Frequency : p < 0.001 ) ( PTX n = 5、CCh15 + PTX n = 3、PTX After CIBO n = 3)。 

 

図 49 PTXのみの投与で誘導される interictal discharges、CIBOが誘導されな

い低濃度 15 μM CCh投与時に誘導される interictal discharges、CIBO後

の PTXのみの投与時に見られる interictal discharges ( PTX After CIBO )。 

 

BIC 

30 μM CChを投与し 30分間 CIBOを誘導させた後に、BICと 30 μM CChを混合した

溶液に切り替え振動の変化を観察した。またその BIC濃度は 1 μM、5 μM、10 μM、

20 μMで行い、濃度依存性を見た。その結果 control海馬スライスにおいて 0.1 μM以
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上では interictal dischargesが、10 μM以上で ictal dischargesが出現したが、いずれの

濃度においても CIBO中には ictal discharges及び interictal dischargesは誘導されず、β

振動の消失は見られなかった(図 50)。その後 BICのみの投与に切り替えた所、10分

以内に interictal dischargesが現れた。CIBOへ BIC投与した 30分後の値から CIBOへ

BIC を投与した直後 0分の値で正規化することにより β振動のパラメータ変化を算

出し、BIC 濃度毎の振動パラメータを比較した。その結果、全てのパラメータにお

いて有意な差は見られなかった(図 51) ( ANOVA :  Duration p = 0.41、Amplitude p = 

0.23、IBI p = 0.26、Frequency p = 0.47)。 

 

図 50 CIBOへの BIC投与(図は 10 μM BICの典型例を示す)。CIBO誘導中に

は interictal dischargesは見られない。 
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図 51 CIBOへの BIC投与時のパラメータ変化の相対比較。いずれの濃度にお

いても振動パラメータ変化は見られなかった。 

 

PTXと同様に CIBO + BIC後に CChを wash outすると約 10分以内に全てにおいて

interictal dischargesが発生した。この β振動後の interictal dischargesと BICのみ投与

時の interictal discharges、β振動が誘導されない濃度での CChにおける BIC投与時の

パラメータを比較すると図 52 のように Duration 以外のパラメータにおいて有意な

差が見られた( ANOVA、Duration : p = 0.62、Amplitude : * p < 0.05 ** p < 0.01、Period : 

** p < 0.01、*** p < 0.001、Frequency : ** p < 0.01 ) ( BIC n = 5、CCh15 + BIC n = 4、

BIC After CIBO n = 3)。 
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図 52 BICのみの投与で誘導される interictal discharges、CIBOが誘導されな

い低濃度 15 μM CCh投与時に誘導される interictal discharges 、CIBO

後のBICのみの投与時に見られる interictal discharges( BIC After CIBO )。 

 

GBZ 

GBZについても PTXやBICと同様な実験を行った。GBZ濃度は 1 μM、5 μM、10 μM、

20 μMの濃度依存性を見た。その結果、control海馬スライスにおいて 1 μM以上では

interictal dischargesが、5 μM以上で ictal dischargesが出現したが、いずれの濃度にお

いても CIBO中には ictal discharges及び interictal dischargesは誘導されず、β振動の

消失は見られなかった(図 53)。その後 BICのみの投与に切り替えた所、切り替え 10

分以内に interictal dischargesが現れた。CIBOへ GBZ投与した 30分後の値から CIBO

へ GBZを投与した直後 0分の値で正規化することにより β振動のパラメータ変化を

算出し、GBZ濃度毎の振動パラメータを比較した。その結果、何れのパラメータに

おいても有意な差は見られなかった(図 54)。( ANOVA : Duration p = 0.97、Amplitude 

p = 0.46、IBI p = 0.62、Frequency p = 0.67 ) 
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図 53 CIBOへの GBZ投与(図は 10 μM GBZの典型例を示す)。CIBO誘導中

には interictal dischargesは見られない。 

 

 

図 54 CIBOへの GBZ投与時のパラメータ変化の相対比較。いずれの濃度にお

いても振動パラメータ変化は見られなかった。 
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PTXや BICと同様に CIBO + GBZ後に CChを wash outすると約 10分以内に全てに

おいて interictal dischargesが発生した。この β振動後の interictal dischargesと GBZの

み投与時の interictal discharges、β 振動が誘導されない濃度での CCh における GBZ

投与時のパラメータを比較すると図 55のように Period、Frequencyにおいて有意な

差が見られた ( ANOVA、Duration : p = 0.16、Amplitude : p = 0.29、Period : *** p<0.001、

Frequency : ** p<0.01、*** p<0.001 ) ( GBZ n = 3、CCh15 + GBZ n = 4、GBZ After CIBO 

n = 3)。 

 

 

図 55 GBZのみの投与で誘導される interictal discharges、CIBOが誘導されな

い低濃度 15 μM CCh投与時に誘導される interictal discharges 、CIBO

後の GBZ のみの投与時に見られる interictal discharges( GBZ After 

CIBO )。 
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これらの結果から、測定した海馬スライスにおいて interictal dischargesも誘導可能で

あるが CIBOが誘導中には薬品やその濃度に依存せず interictal dischargesが誘導され

ないことがわかった。 

 

4.4.2 てんかん様発火への Carbachol投与によって誘導される CIBO 

CIBO誘導中には dischargesが誘導されないことで CIBOがてんかん様発火を抑制す

る可能性が示された。この結果をさらに確信付けるために次にてんかん様発火誘導

中に CChを投与し、スパイク変化を見て CIBOがてんかん波を抑制するかどうかの

実験を Hashimotoら[85]の先行研究をもとに行った。 

10 μM PTXを controlスライスに投与し、interictal dischargesが誘導されてから 30分

後に 30 μM CCh + 10 μM PTX混合溶液をスライスに投与した。 

その結果、先行研究同様に interictal dischargesが 30 μM CCh投与 10分後に CIBOに

遷移した( n = 3 )。 

同様に BIC、GBZに関しても PTX同様に CIBO変化した( BIC : 図 56中、GBZ : 図 

56下 )。さらに今回、interictal dischargesだけでなく ictal dischargesにおいても CIBO

に変化した結果が示された(図 56下)。 

以上の結果から interictal dischargesと ictal dischargesは 30 μM CChにより CIBOに遷

移してんかん様発火が抑制されたことが示された。 
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図 56 海馬スライスにおける PTX、BIC、GBZ10 μM誘導 interictal discharges

及び ictal dischargesへの 30 μM CChの効果。全ての薬品における ictal 及び

interictal dischargesが CIBOへ遷移した( 各 n = 3 )。 
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4.5 CIBOのてんかん様発火抑制に関するアセチルコリン受容体の関与 

CIBOに用いる CChはアセチルコリン受容体 ( AChR ) 作動薬である。前述のように

この受容体にはニコチン性アセチルコリン受容体 ( nAChR ) とムスカリン性アセチ

ルコリン受容体 ( mAChR ) に分けられ、さらに mAChRは 5つのサブタイプ M1 ~ 5

が存在する。先行研究において Araiらは CIBOには M1、M3が関与することを明ら

かにした[25]。本研究ではまず、CIBOが mAChRのみに関与することを再現し、CIBO

による dischargesが mAChRのどのサブタイプに関与するかを調べた。ただし、選択

的 M5阻害薬は見つからなかったため今回は調べなかった。 

 

4.5.1 ニコチン性アセチルコリン受容体との関与 

30 μM CCh投与により CIBOを誘導させ、その後 CChに nAChR阻害薬である 50 μM 

D-tubocrarine混合溶液を投与した。その結果 CIBOに対して影響を与えなかった(図 

57)。この結果は先行研究と同じ結果である。 

 

図 57 CIBOへの 50 μM D - tubocrarine投与。右列は＊の拡大である。 
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4.5.2 ムスカリン性アセチルコリン受容体との関与 

同プロトコルで 30 μM CCh投与により CIBOを誘導させ、その後 CChに mAChR阻

害薬である 30 μM atropine sulfate混合溶液を投与すると、10分後に CIBOの消失が

確認された(図 58)。この結果は先行研究と同じ結果であり再現性が認められた。 

 

図 58 CIBOへの 30 μM atropine sulfate投与。右列は＊の拡大である。 

 

4.5.2.1 CIBO によるてんかん様発火抑制とムスカリン性受容体サブタ

イプとの関与 

CIBO には mAChR が関与することが本研究でも明らかになった。次に interictal 

discharges が CIBO に遷移し、CIBO がてんかん様発火を抑制するという可能性を示

した結果をもとにこの CIBO のてんかん様発火抑制が mAChR サブタイプと関与す

るかを調べた。まず、PTX10 μMを投与し interictal dischargesを 30分間誘導した。

その後、M1 - M4阻害薬 ( M1、M2、M3阻害薬は 1 μMでM4阻害薬は 10 μM ) の

いずれかを加えて 30分間投与し、その後さらに 30 μM CChを加えることで CIBO誘

導の有無を 30分間測定した。その結果 CIBOが誘導されたのは M2を阻害した場合

のみで M1、M3、M4阻害時には CIBOは誘導されなかった(図 59) ( 各 n = 4 )。 
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図 59 CIBOのてんかん様発火抑制と mAChRサブタイプとの関与。M1、M3、

M4阻害時には CIBOは誘導されず、interictal dischargesが誘導された。一方

M2阻害ではそれまで誘導されていた interictal dischargesから CIBOへと誘導

された。PRZ : M1阻害薬、MET : M2阻害薬、4 – DAMP : M3阻害薬、TRP : 

M4阻害薬 

 

次に M1、M3、M4阻害時に誘導される interictal dischargesのパラメータ比較を行っ

たところいずれの阻害薬を用いてもパラメータに優位な差は見られなかった

( Duration : p = 0.43、Amplitude : p = 0.25、Period : p = 0.88、Frequency : p = 0.11) ( 各

n = 4 )。 
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図 60 M1、M3、M4阻害時に誘導される interictal dischargesのパラメータ比

較(Duration: p = 0.43、Amplitude: p = 0.25、Period: p = 0.88、Frequency: p = 

0.11)(各 n = 4)。 

以上の結果から CIBO の interictal discharges 抑制には mAChサブタイプ M1、M3、

M4が関与する可能性が示された。 

 

4.6 Carbacholによる pEPSPの変化 

CIBOが ictal及び interictal dischargesを抑制する可能性が示唆され、次にその原因に

ついて調査するために、Schaffer 側枝の逆行性刺激によって引き起こされる CA3 放

射状層での pEPSP測定を用いた興奮性シナプス結合に対するCChの影響を調査した。 

電気激後 3 ~ 4 ms後に見られる負の成分の slopeと Amplitudeを pEPSPの指標とし、

control時に得られた pEPSPの値を基準として CCh投与 30分後の値に対して正規化

を行った(図 61)。その結果、control slopeが -2.89 ± 0.74に対して 15 μM CCh投与は 
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-0.78 ± 0.15となり 27 %の有意な減少を示し、その後 CCh washoutでは -0.76 ± 0.11

で 26 %と有意な減少が続いた。また 30 μM CChでは clopeが -0.24 ± 0.04と control

の 40 %という有意な減少を示し、その後 CCh washoutでは -0.41 ± 0.03と controlの

68 %まで回復した。同じく Amplitudeに関しては controlでは 4.04 ± 0.71 mVに対し

て 15 μM CChでは 1.38 ± 0.18 mVで controlに対して 34 %、CCh 30 μMでは 0.32 ± 0.04 

mVで controlに対して 47 %の有意な減少が見られた。その後の washoutでは 15 μM 

CChでは 1.73 ± 0.20 mVで 42 %、30 μM CCh では 0.58 ± 0.03 mVで 85 %にまで回復

した(図 62)。 

以上の結果から 15 μM CCh、30 μM CChにおいて有意な pEPSP減少が示された。 

 

図 61 controlと CCh投与時の pEPSP。( 左 ) control( 黒色 )と CCh 15 μM( 赤

色 )の pEPSPを示す。( 右 )左と同様で 30 μMの pEPSP変化を示す( n = 4 )。

黒色と赤色バーは pEPSPの指標に用いた時間窓を示す。 
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図 62 CChによる pEPSP比較。( 左 ) CCh 15 μM( 実線 )と 30 μM CCh ( 破

線 )の controlに対するRelative slope。( 実線 ) 15 μM CCh ( 青 )と 30 μM CCh 

( 破線 )の coltrolに対する Relative amplitude(ANOVA : *** p < 0.001) (n = 4)。 

 

CChによる pEPSP減少は本研究でも示され、振動現象が見られない低濃度 CChでも

pEPSP減少が見られた。次に、振動現象が見られない低濃度CCh投与中にPTX、BIC、

GBZのてんかん様発火誘導薬を投与し誘導されるかどうか検証した。 

その結果、低濃度 CCh 投与により pEPSP が減少しているにも関わらず interictal 

dischargesが 10 μM PTX、BIC、GBZそれぞれによって誘導された(図 63)。これらの

結果は CIBOによるてんかん波抑制は pEPSP減少だけではなく、振動現象の誘導が

必要である可能性が強く示される結果となった。 
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図 63 低濃度 ( 15 μM CCh ) 中に誘導される interictal discharges( n = 3 )。ス

テータスバーは縦 1mV、横 20 sを示す。 

 

4.7 CIBOによるてんかん様発火抑制とアデノシン受容体との関与 

4.7.1 CIBOとアデノシン受容体との関与、またその時のてんかん様発火誘導 

てんかん抑制には CIBO の振動現象の存在が重要であることが示された。次のこの

間欠的に誘導される振動現象のメカニズムについて調べるためにアデノシン受容体

(P1R)との関与を非選択的 P1R受容体阻害薬である caffeineを用いて CIBOとの関与

を調べた。 

CIBOを誘導した後、100 μM caffeineを投与したところ図 64中のように CIBOの変

化はなく、パラメータ比較をしても caffeineの効果は見られなかった(図 65) ( student 

t-test : Duration p = 0.34、Amplitude p = 0.35、IBI p = 0.11、Frequency p = 0.38 ) ( n = 7 )。 

しかしその後 caffeineに加えて 5 μM GBZをさらに加えた溶液を投与したところ、

CIBOが消失し interictal dischargesが誘導された。この結果は CIBOの振動現象維持

には P1Rの活性が関与することを示す結果となった(図 64下)。 
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図  64 CIBO への P1R 阻害とその際に GABAAR 阻害により誘導される

interictal discharges。CIBOへの 100 μM caffeine投与による P1R阻害のみでは

CIBOに影響を及ぼさなかったがさらに 5 μM GBZ投与による GABAAR阻害

を行うと CIBOは消失し、interictal dischargesが誘導された ( n = 7 )。 
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図 65 CIBOと CIBO + 100 μM caffeine投与のパラメータ比較。CIBOへの P1R

阻害はパラメータに有意な変化を示さなかった ( 対応あり student t-test : 

Duration p = 0.34、Amplitude p = 0.35、IBI p = 0.11、Frequency p = 0.38 ) (各 n 

= 7)。 

 

4.7.2 アデノシン受容体サブタイプと CIBOのてんかん様発火抑制との関与 

さらに P1Rのサブタイプである A1の阻害薬である DPCPX 0.5 μMを CIBO誘導 30

分後に投与することで、CIBO誘導前の interictal dischargesの誘導とともに IBIが有

意に延長された(図 66 中及び図 67)。しかし CIBO は消失することはなかった。さ

らに 10 μM GBZを加えて投与することで CIBOは消失し interictal dischargesが誘導

された(図 66下)。 
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図 66 CIBO への A1 阻害による IBI 延長と GABAAR 阻害による interictal 

discharges誘導。(上)CIBO。(中)CIBOへの 0.5 μM DPCPX投与。赤矢印は IBI

を示す。(下)CIBOへの DPCPX及び 10 μM GBZ投与。 
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図 67 CIBOと DPCPXを加えた際のパラメータ比較。IBIにのみ有意な差が見

られた。( student t-test : Duration p = 0.19、IBI ** p < 0.01、Amplitude p = 0.54、

Frequency p = 0.45) (各 n = 5) 

 

4.8 CIBOの Inter Burst Intervalにおける Burst電気刺激に対する Burst誘導性 

CIBOは間欠的な振動現象であり、振動間には何も応答を示さない期間(IBI)が存在す

る。また先行研究において Nishimuraらは CIBOの IBIフェイズにおいて CA3と CA1

のシナプス長期増強(LTP)が IBI 後半で特に誘導されることを明らかにし、CA3 と

CA1 領域間の β リズム長期増強の同期が必要であることを示した[116]。そこで IBI

のフェイズごとに Burstを誘導する電気刺激を行い、振動の誘導性を検証した。電気

刺激は全て CIBO誘導 30分後以降に行われ、刺激前の 3つの IBI平均から各フェイ

ズに対応する時間を決定し、刺激を行った。また電気刺激を行った後、次の刺激ま

で 10分間の時間を設けた(図 68)。 
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CIBO直後 ( 103 ° ) の刺激で 4回中に誘導された振動は 0回。160 °のフェイズでの

刺激は 4回中に誘導された振動は 1回。 222 °のフェイズでの刺激は 4回中に誘導さ

れた振動は 3回。 281 °のフェイズでの刺激は 4回中に誘導された振動は 3回。 340 °

のフェイズでの刺激は 4回中に誘導された振動は 4回全ての結果となり、IBI後半フ

ェイズにつれて Burst電気刺激による振動が誘導されやすい結果となった(図 69)。 

 

 

図 68 IBI各フェイズにおける Burst電気刺激による振動誘導。赤色は電気刺

激期間を示す ( IBI 1区間につき刺激は 1セットで 10分は間隔をおいた)。IBI

における 0 %、25 %、50 %、75 %、90 %はそれぞれ 103 °、160 °、222 °、281 °、

340 °に相当。 
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図 69 IBI各フェイズにおける Burst電気刺激による振動誘導率。IBI後半での

振動誘導率が上昇している。 

 

 

4.9 β周波数帯電気刺激によるてんかん様発火の抑制 

CIBOのてんかん抑制には β周波数帯領域の振動現象が必要であることが判明した。

他の研究により θ 周波数帯刺激によりてんかんは抑制される結果を示されており、

次にこの β振動現象による抑制は予め設定した電気刺激(β周波数帯電気刺激)によっ

ても抑制可能であるかを検証し、β周波数帯刺激のてんかん抑制を調べた。 

 

4.9.1 β周波数帯電気刺激によるてんかん様発火の抑制 

まず 5 μM GBZにより interictal dischargesや ictal dischargesを 30分間誘導させた後、

CIBO のパラメータをもとに設定した β 周波数帯電気刺激 ( Start interval : 10 ms、

Duration : 200 μs、Interval : 60 ms、Train : 150、Stimulation interval : 23 s、SET CYCLE : 10)

を行ったところ、β周波数帯電気刺激によって 24枚中 21枚のスライスでてんかん波が

抑制された。3枚のスライスで interictal discharges及び ictal dischargesがStimulation interval

後半において抑制されなかった (図 70図 71) ( n = 24 )。 
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図 70 interictal dischargesへの β周波数帯電気刺激。10 μM GBZによって誘導

された interictal dischargesは β周波数帯電気刺激により抑制された。赤色の線

は β周波数帯電気刺激を示し、下は＊部分の拡大図を示す。 

 

図 71 ictal discharges への β 周波数帯電気刺激。β 周波数帯電気刺激は ictal 

dischargesも抑制した。赤色の線は β周波数帯電気刺激を示し、下は＊部分の

拡大図を示す。 
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4.9.2  β周波数帯電気刺激 Stimulation interval延長のてんかん様発火に対する

効果 

CIBOによるてんかん抑制は β周波数帯の電気的な刺激によっても抑制された。次に

この β周波数帯電気刺激における Stimulation intervalを延長させ、てんかん様発火誘導

の有無を検証してんかん抑制と Stimulation intervalとの関与を調べた。その結果、CIBO

の IBIパラメータをもとに設定された β周波数帯電気刺激 control Stimulation interval ( 23 

s ) では interictal dischargesは誘導されなかった(図 72上)(n = 5)。しかし、Stimulation 

intervalを延長させた long Stimulation interval ( 39 s ) の刺激では interictal dischargesが誘

導され、てんかん様発火波を抑制することができなかった(図 72 下)。この結果はてん

かん様発火抑制には CIBOの振動現象に加え、IBIの長さが重要であることを示す。 

 

図 72 ( 上 ) β周波数帯電気刺激は interictal dischargesを抑制するが、( 下 ) 

Stimulation intervalの延長は interictal dischargesが誘導される。 
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4.10 β周波数帯電気刺激のてんかん様発火抑制に対するアデノシン受容体と

サブタイプとの関与 

P1R は様々な中枢神経系に存在し神経疾病とも関連性があることが示されている。

さらに連続的な神経興奮からアデノシンが放出されることがわかっている。ここで

は β周波数帯の刺激によるてんかん波抑制とアデノシンをリガンドとする P1Rとの

関与とさらにそれらのサブタイプを A1、A2Aについて調べた。 

5 μM GBZ投与により interictal dischargesを 30分間誘導した後、50 μM caffeineもし

くは 100 μMを加えて 30分間投与した。その後、β周波数帯電気刺激を行ったとこ

ろ、GBZのみの投与による interictal dischargesは β周波数帯電気刺激によって抑制

されたが(図 73A)、GBZ誘導 interictal dischargesへの 50 μM caffeine (図 73B)及び 100 

μM 投与(図 73C)による P1R 阻害は β 周波数帯電気刺激で抑制されず、Stimulation 

intervalの後半で interictal discharges誘導された。 
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図 73 P1R阻害は β周波数帯電気刺激によって interictal dischargesが抑制され

ない。下は＊の拡大図を示す。赤色は β周波数帯電気刺激の適用期間を示す。

(A)GBZ 5 μMによって誘導される interictal dischargesは β周波数帯電気刺激

によって抑制される( n = 5 )。 (B) interictal discharges誘導中に 50 μM caffeine

投与した場合、β周波数帯電気刺激による interictal dischargesの抑制が見られ

ない( n = 4 )。(C) (B)と同様に 100 μM caffeineにおいても interictal discharges

の抑制は見られなかった ( n = 5 )。 

 

さらに、β周波数帯電気刺激中に誘導される interictal dischargesの総数を比較したと

ころ有意な差は見られなかったものの、caffeine投与によりスパイク数は上昇するこ

とがわかった(図 74)(ANOBA : p = 0.09、5 μM GBZ n = 5、+ 50 μM caffeine n = 4、+ 100 

μM caffeine n = 5)。 

 

図 74 β周波数帯電気刺激中に誘導された interictal discharges総数比較。

caffeine投与により誘導される interictal dischargesの総数は大きく上昇した。 
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β 周波数帯電気刺激終了後、いずれのスライスにおいても recovery interval の後に

interictal dischargesまたは ictal dischargesが再び誘導されたが、caffeineの投与はその

recovery intervalを有意に短くした(図 75) (ANOVA : * p < 0.05、5 μM GBZ n = 5、+ 50 

μM caffeine n = 4、+ 100 μM caffeine n = 5)。 

 

以上の結果から P1R阻害によりてんかん様発火は β周波数帯電気刺激でも抑制でき

ず、また刺激後から再びてんかん様発火が誘導されるまでの時間( ⊿t [s] )も短くて

んかん様発火が誘導されやすい状態であることが示された ( 図  75 ) (ANOVA, 

Fisher : *** p < 0.001、5 μM GBZ n = 5、+ 50 μM caffeine n = 4、+ 100 μM caffeine n = 5)。 

 

図 75 β周波数帯電気刺激終了から interictal dischargesが再び誘導される時間

( ⊿t [s] )の比較。Caffeine投与により有意に短くなった。 

 

P1Rサブタイプとの関与 
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上のことから β 周波数帯のてんかん様発火抑制には P1R が関与することが示された。P1R

にはサブタイプが存在しそれらがどのように関与するかを調べるために A1 及び A2Aの阻

害薬を用いた状態で電気刺激を行いその効果を調べた。 

まず A1との関与については、5 μM GBZ投与によりてんかん波を誘導し、そこに A1阻害

薬である 50 nM 8CPTを 30分投与し β周波数帯電気刺激を行った。その結果、抑制されて

いたてんかん様発火は 8CPT投与により抑制されず、β周波数帯電気刺激のてんかん様発火

抑制にはA1受容体が関与することが示された( 図 76上 )。次にA2Aとの関与については、

5 μM GBZ投与によりてんかん波を誘導し、そこに A2A阻害薬である 50 nM ISTを 30分投

与し β周波数帯電気刺激を行ったがてんかん様発火の抑制は維持された( 図 76下 )。 
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図 76 β周波数帯電気刺激のてんかん様発火抑制における P1Rサブタイプの関与。

( 上 )A1を阻害する 8CPT投与によりてんかん様発火は抑制されなくなった( n = 
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6 )。 ( 下 ) A2Aを阻害する IST投与はてんかん様発火抑制に変化をもたらさなか

った ( n = 8)。各枠内の下は＊部分の拡大を示す。 

 

次に電気刺激終了後に再度てんかん様発火が誘導されたが、その誘導されるまでの時間を

回復時間( Recovery time ) ⊿t [ s ]として P1Rサブタイプの関与を GBZのみと比較したとこ

ろ、A1阻害と A2A阻害の間でのみ有意差が見られた ( 図 77 )。(ANOVA, Fisher : * p < 0.05、

5 μM GBZ n = 5、+ 50 nM IST n = 6、+ 50 nM 8CPT n = 8)。また有意な差は見られなかったが、

GBZのみの状態よりも A2Aの阻害は刺激により⊿tが増加傾向に、A1阻害は⊿tが減少傾

向にあった。このことは A1、A2Aの活性はてんかん様発火の誘導時間を調節しているかも

しれないことを示す。 

 

図 77 P1Rサブタイプと⊿t-relativeの関係。A1阻害と A2A阻害の間に有意な差

が見られた。GBZ誘導てんかん様発火への β周波数帯電気刺激とサブタイプ間に

有意な差は見られなかったがそれぞれ傾向は見られる。 
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4.11 θ周波数帯電気刺激のてんかん様発火抑制に対するアデノシン受容体と

サブタイプとの関与 

θ周波数帯と β周波数帯といった周波数依存的なてんかん抑制についての違いやその機構に

ついては未だ不明な点が多い。そこで θ周波数帯と β周波数帯電気刺激のてんかん抑制の差

を調べた。予め 5 μM GBZ投与によりてんかん波を誘導させ、θ周波数帯電気刺激を行った

ところ 30枚のスライス中、11枚のスライスでてんかん様発火は抑制されなかった(図 78)。 

 

図 78 5 μM GBZ投与によるてんかん様発火への θ周波数帯電気刺激 ( 赤線部 ) 

は抑制できないスライスが多く見られた。下は*の部分の拡大図。 

 

 

4.12 θ周波数帯電気刺激のてんかん様発火抑制に対するアデノシン受容体の

関与 

β 周波数帯電気刺激のてんかん様発火の抑制にはアデノシン受容体である P1R の関与が示

された。そこで θ周波数帯電気刺激についても同様に検証した。その結果、θ周波数帯バー
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ストによりてんかん波が抑制されたスライスは 50 μM 及び 100 μM Caffeine投与すると、抑

制されずにてんかん様発火が誘導された。従って、β周波数帯電気刺激のてんかん様発火の

抑制と同様に θ 周波数帯電気刺激においても P1R が関与することが示された( 図 79 )。

 

図 79 θ周波数帯電気刺激によって抑制されていたスライスにおいて、5 μM GBZ

誘導てんかん様発火は 50 μM ( 上 )、100 μM ( 下 ) Caffeine投与による P1R阻害

により抑制が見られなくなった。各枠内の下は*の部分の拡大図(n = 6)。 
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P1Rサブタイプとの関与 

上のことから θ周波数帯のてんかん様発火抑制にも P1Rが関与することが示された。β周波

数帯の電気刺激と同様に P1R サブタイプが存在しそれらがどのように関与するかを調べる

ために A1及び A2A阻害薬を用いた状態で θ周波数帯電気刺激を行いその効果を調べた。 

A1阻害薬である 50 nM 8CPTの投与における θ周波数帯電気刺激は、β周波数帯電気刺激と

同様に抑制されていたスライスでのてんかん様発火は 8CPT 投与により抑制されなかった

(図 80上)。また、A2A阻害薬である 50 nM IST投与は θ周波数帯電気刺激によるてんかん

様発火の抑制が維持された(図 80下)。 
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図 80 θ周波数帯電気刺激のてんかん様発火抑制における P1Rサブタイプの関与。

( 上 )A1を阻害する 8CPT投与によりてんかん様発火は抑制されなくなった( n = 

6 )。 ( 下 ) A2Aを阻害する IST投与はてんかん様発火抑制に変化をもたらさなか

った ( n = 7 )。各枠内の下は＊部分の拡大を示す。 

 

次に電気刺激終了後に再度てんかん様発火が誘導されるまでの時間⊿t [ s ]と P1Rサブタイ

プの関与を GBZのみと比較したところ、A1阻害と A2A阻害の間でのみ有意差が見られた 

( 図 77 )。(ANOVA, Fisher : * p < 0.05、5 μM GBZ n = 5、+ 50 nM IST n = 7、+ 50 nM 8CPT n 

= 6 )。また有意な差は見られなかったが、β周波数帯電気刺激の結果同様に GBZのみの状

態よりも A2Aの阻害は刺激により⊿tが増加傾向に、A1阻害は⊿tが減少傾向にあった。こ

のことは A1、A2Aの活性はてんかん様発火の誘導時間を調節し、さらに β周波数帯と同様

なメカニズムを持つ可能性があることを示す。 
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図 81 P1Rサブタイプと⊿t-relativeの関係。A1阻害とA2A阻害の間に有意な差が見られた。

GBZ誘導てんかん様発火への θ周波数帯電気刺激とサブタイプ間に有意な差は見られなか

ったがそれぞれ傾向は見られる。 

 

 

4.13 β周波数帯と θ周波数帯電気刺激におけるてんかん様発火抑制の差 

以上の結果からβ周波数帯とθ周波数帯のてんかん様発火に対する電気刺激の抑制に対する

比較をすることでてんかん様発火抑制に関する周波数依存性を調べた。θ周波数帯の電気刺

激では 30枚のスライス中、11枚のスライスでてんかん様発火が抑制されなかった。一方で

β周波数帯電気刺激によって 24枚中 21枚のスライスにおいててんかん様発火が抑制され、

3枚のスライスは抑制されなかった。θ周波数帯電気刺激は β周波数帯電気刺激と比較して

抑制率が低く、電気刺激における抑制できなかったスライス枚数でカイ 2 乗(χ^2)検定を行

ったところ有意確率 2.10E-08＜0.05となり、θ周波数帯電気刺激はてんかん様発火の抑制が

低いことがわかった。また、1枚のスライスで刺激を 10回行ったが、Stimulation interval中

に誘導されたてんかん様発火の回数を θ、β 周波数帯で比較したところ、β 周波数帯電気刺

激では 225回の刺激中 8回、θ周波数帯電気刺激では 270回の刺激中 66回でてんかん様発
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火が誘導され、カイ 2 乗(χ^2)検定を行ったところ有意確率 5.07E-81＜0.05 となり θ周波数

帯電気刺激では抑制率が低いことが示された。 

 

β周波数帯電気刺激と θ周波数帯電気刺激のてんかん波抑制機構にP1Rが関与することが示

された。また、P1Rのサブタイプ A1、A2Aについてのてんかん様発火抑制の関与について

さらに調べた。 

まず A1との関与については、どちらの周波数帯電気刺激においてもてんかん様発火の抑制

が見られず、その抑制にはA1受容体の活性化の関与が共通で必要であることが示された(図 

73、図 79)。 

 

次に刺激終了後に再度てんかん波が誘導されたが、その誘導されるまでの時間を回復時間

( Recovery time ) ⊿t [ s ]を θ、β周波数帯刺激で比較した。その結果、有意な差は見られな

かった( p = 0.108 )が θ周波数帯バースト電気刺激における⊿tは短い傾向だった(図 82)。 

 

図 82 β周波数帯と θ周波数帯電気刺激の⊿t (対応なし student t-test、p = 0.108、β

周波数電気刺激は n = 25、θ周波数電気刺激は n = 30)。 
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この⊿t-relativeを各薬品について値を求め、比較を行った。つまり⊿t-relative が 1より変化

すれば⊿t が drugの影響を受ける事を示す。5 μM GBZについては投与 30 分後の θ、β電

気刺激により得られた⊿tとその後さらに 30分後 5 μM GBZを続けて投与し、電気刺激を

与えて得られた⊿t との比を⊿t-relative とした。このとき β、θ 周波数帯電気刺激による⊿

t-relativeの違いは見られず (β周波数帯: p = 0.145、θ周波数帯: p = 0.352、対応あり t-test)電

気刺激による⊿tへの経過時間の影響はなかった ( 図 83, 5 μM GBZ )。 

 

図 83 β周波数帯及び θ周波数帯電気刺激と A1、A2受容体阻害による⊿t-relative

の比較．(ANOVA、* : p < 0.05、** : p < 0.01 vs 5 μM GBZ、† : p < 0.05、†† : 

p < 0.01、††† : p < 0.001 ; vs + 50 nM IST、‡ : p < 0.05 β vs θ周波数帯バース

ト電気刺激、但し同色バー同士を比較した。白バー : β周波数帯、灰バー : 

θ周波数帯電気刺激) 

 

これらのことから β周波数帯と θ周波数帯のてんかん様発火抑制には差が見られ、それらは

アデノシン受容体であるP1RとそのサブタイプA1を阻害することでてんかん様発火は抑制

されない結果となった。さらに A2Aを阻害する 50 nM ISTの投与は 5 μM GBZのみ投与と

の比較では見られなかった⊿t-relativeの差が見られ、A2Aは⊿tを若干延長させ逆に A1は
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⊿tを短縮させる可能性が示されたがここには β周波数帯と θ周波数帯の差は見られず共通

の効果を持つものと言える。 

以下、β周波数帯と θ周波数帯の差を表 2にまとめた。 

 

表 2. β 周波数帯と θ 周波数帯電気刺激の違いまとめ。てんかん様発火に対する抑制率と

Stimulation intervalで抑制されなかった刺激回数、及び Caffeine投与による⊿t-relativeに β

周波数帯と θ周波数帯の差が見られた。 

 

 

4.14 結果のまとめ 

本設における結果を纏めると下記のようになる 

1. 30 μM CCh以上で CIBOが誘導された。 

2. GABAAR阻害によりてんかん様発火を ictal dischargesと interictal dischargesとし

て誘導され、濃度依存性があった。 

3. CIBOと interictal dischargesの発生源は CA3領域であった。 

4. CA3 領域のみのミニスライスでは interictal discharges は発生したが、 ictal 

dischargesは発生しなかった。 

5. CIBOは ictal dischargesとは異なるパラメータを示した。 
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6. CIBO誘導中にはてんかん様発火は誘導されない。 

7. てんかん様発火は 30 μM CCh の投与により CIBOに遷移した。 

8. CIBO は mAChR と関与し CIBO のてんかん様発火抑制には mAChR のサブタイ

プである M1、M3、M4が関与する。 

9. CIBOが誘導されない低濃度の 15 μM CChでは pEPSPが有意に減少していたが

interictal dischargesは誘導された。 

10. CIBOの IBIは後半になるに従って振動が誘導された。 

11. CIBOパラメータをもとに設定した β周波数帯の刺激においてもてんかん様発火

は抑制された。 

12. β周波数帯電気刺激は Stimulation intervalを延長させると interictal dischargesが抑

制されなかった。 

13. Caffeineによる P1R阻害による β周波数帯電気刺激は interictal dischargesが抑制

されなかった。 

14. P1R阻害は濃度依存的に β周波数帯電気刺激後における interictal dischargesの再

誘導までの時間( ⊿t )を短くした。 

15. てんかん様発火に対する β周波数帯と θ周波数帯の抑制には違いが見られ、てん

かん様発火抑制には β周波数帯がより有効であった。 

16. β周波数帯と θ周波数帯のてんかん様発火に対する抑制はアデノシン受容体であ

りどちらもサブタイプの A1を介することは共通であった。 
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5 考察 

5.1 CChにより ictal dischargesとは異なる CIBOが誘導される 

AChR作動薬である 30 μM CChによって β周波数帯をピークに含む振動現象、CIBO

が誘導された。ここで CIBO のメカニズムを紹介しておく。CCh により活性化する

mAChRは介在ニューロンである CCK INと錐体細胞である Pyに存在する。さらに

先行研究により CIBOは M1、M3、M4が関与することが明らかとなった。M1、M3

は興奮性に、M4 は抑制に存在するとわかっており CCh によりそれぞれを活性化さ

せ興奮と抑制を行う。本来、Pyは介在ニューロンにより抑制されている状態である

が、CChにより活性化した CCK INは Pyに対して GABA放出を促進させ抑制を行

う一方、Pyは mAChRを介してより活性化し CA3錐体細胞の特徴であるリカレント

ネットワーク( 錐体細胞同士の相互活性化 )により活動を行う。また、CCh により

pEPSPが減少していることも示されており、これは Pyの GluRを介した神経伝達に

よる同期が減少している可能性がある。これにより細胞外記録から見られる波形は

小規模な神経細胞群の連続した発火であり、その結果が CIBOである可能性ある(図 

84)。 
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図 84 CIBO メカニズム。CIBO は CCh を投与し CCK IN と Pyに存在する

mAChR を介した活性による興奮と抑制のバランスによって振動現象が誘導

されていると考えられている。 

 

一方で PTX や BIC、GBZ といった GABAAR を阻害することで誘導される ictal 

dischargesもまた振動現象であった。これらはどちらも振動現象であり、形状も類似

しているがいくつか違いがある。まず本研究にて明らかにしたパラメータの違いで

ある。CIBOは PTX、BIC、GBZ全てにおいて持続時間と周波数が高く、振幅と IBI

が短い結果が得られた。ictal dischargesの連続スパイクは PV+ニューロンの脱分極に

よる同時発火の促進と PV+ニューロン活動後のリバウンドスパイクによるものであ

ると考えられている論文もある[117]。 
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さらには ictal dischargesは interictal dischargesのような短いスパイクと共存すること

があるが CIBO は振動現象が間欠的に一定の IBI を設けて誘導されることから ictal 

discharges は神経同期ネットワークが不安定であるが、CIBO は安定していることも

考えられる。実際、θ振動では GABA 作動性神経が振動の時間的パターンを決定す

ることも示されている[118]。 

以上のことからCIBOと ictal dischargesは形状こそ似ているものの全く異なる振動で

あることをここで示す。 

 

5.2 CIBOと interictal dischargesの発生源は CA3である 

CIBO とてんかん様発火の発生源を特定するためにまず切り離さないスライスで測

定したところ、CIBOも interictal dischargesも CA3、CA1、DG全領域で観察された。

次に、CA3 を切り離した海馬ミニスライスを用いて実験を行ったところ、CIBO の

振動現象と interictal dischargesは CA3のみで観察された(図 37から図 43)。以上の

結果からこれらの発生源は CA3であることが判明し、CA1及び DGに伝搬している

ことが判明した。 

CCh 誘導 θ 振動に関しては CA3 における独立した発生源が見つかっており、CIBO

に関しても同じことが言える可能性がある[119]。interictal dischargesに関しても CA3

の局所的なネットワークで生成可能であった。CA3 にはリカレントネットワークが

存在し、CA3錐体細胞がフィードバックに興奮させる。これにより interictal discharges

は誘導されることとなるが ictal dischargesについては大規模な同期が必要であり、そ

の同期には PV+ニューロンの脱分極のみではなく、GABAAR 阻害による脱分極の上

昇によってCA3-CA1-DGネットワークを巻き込んだ大規模な同期が必要である可能

性が高いため、ictal discharges は CA3 のみでは誘導されない結果となった。また、

CIBO生成には CA3の局所ネットワークのみで生成されるが ictal dischargesは CA3
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のみでは誘導されなかった。これは海馬ネットワークに存在する CA3-CA1-DGの tri

ネットワークが ictal discharges生成に関与する可能性が高いことが示されている。細

胞の同期数を示すと言われている振幅は異常大規模同期である ictal discharges に対

し、小規模同期である CIBOに沿っている。 

 

5.3 CIBOはてんかん様発火を抑制する 

本研究は主に CIBO とてんかん様発火の関与について調査した内容である。以前、

Hashimotoらの PTX誘導による interictal dischargesは CCh投与により CIBOに遷移

し、さらに CIBOのてんかん様発火抑制は pEPSP減少によるものと結論づけていた

[85]。本研究においても PTXのみならず BICや GBZ誘導の ictal dischargesや interictal 

dischargesは CCh(30 μM)投与により CIBOに遷移した。またその際の pEPSPは有意

に減少している結果を示し、CIBO はてんかん様発火を抑制し pEPSP 減少も関与す

るという結論と再現性を示した。 

しかしその後の実験で低濃度な 15 μM CCh投与では海馬スライス上には CIBOが誘

導されない一方、pEPSPは controlの ACSF投与時に比べて有意に低い、つまり振動

現象は誘導されなくても pEPSPは減少していることもわかった。 

興味深いことに、この時 GABAAR阻害薬 PTX、BIC、GBZ投与より interictal discharges

が誘導された。pEPSP が低下しているにも関わらず、てんかん様発火が誘導される

という結果は CIBOのてんかん様発火の抑制には pEPSP減少以外にも抑制のメカニ

ズムが存在する結果を示した。 

てんかん様発火が抑制される 30 μM CChの投与と抑制されない 15 μM CCh投与時の

海馬スライス上での違いを検討したところ、30 μM CCh投与で誘導される間欠的な

振動現象の存在に着目した。DBSにおけるてんかん抑制においても脳内で振動現象

を誘導しててんかんを抑制していることから振動現象の存在は重要ではないかと考
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え CIBO によって誘導される間欠的な振動におけるてんかん抑制メカニズムを調査

した。以降は CIBOの振動と IBIに着目した結果と考察である。 

 

5.3.1 CIBO によるてんかん様発火抑制はムスカリン性受容体 M1、M3、M4

と関与する 

まず、振動現象に関わる mAChRとてんかん抑制の関与について述べる。nAChR阻

害薬である D-tubocurarineの投与は CIBOに変化を与えず、一方で mAChR阻害薬で

ある Atropine sulfateの投与は CIBOを消失させた(図 57、図 58及び[25])。そして、

mAChR サブタイプの M1、M3、M4 阻害時の GABAAR 阻害は interictal を抑制され

ない結果となった。M1、M3は主に GTP結合タンパク質 ( Gq / 11 ) と共役し、ホス

ファチジルイノシトール代謝の促進と IP3の生産を介して K+チャネル ( KM ) チャ

ネルの閉口をもたらし錐体細胞を脱分極させ、興奮性の作用をもたらす。一方でM2

と M4は GTP結合タンパク質 ( Gi / o ) と共役し、アデニル酸シクラーゼを抑制して

細胞内 cAMP 濃度の低下や、GIRK の活性化を引き起こすことで抑制の作用をもた

らす、また M4は GABA放出の促進効果も明らかになっている[120]。CIBOは錐体

細胞の M1、M3活性化による脱分極と M4活性化による GABA放出の興奮と抑制の

バランスにより成り立っている可能性が高い。今回は mAChR 阻害を行った上で

GABAAR を阻害した。上項目でも述べたとおり、CIBO のてんかん抑制には振動現

象が関与することが判明しているため、CIBO生成に関与しない M2はてんかん様発

火の抑制に関与しない。予め M1、M3を阻害し KMチャネルによる脱分極を引き起

こさないため CIBOが生成されない。また M4の阻害による GABA放出の促進を阻

害することで興奮性が高くなり PTXによる interictal dischargesの脱抑制状態をさら

に促進している可能性が高い。さらに、以前 Araiらは CIBO誘導後 mAChR阻害を

行い、CIBOとの関与を調べた[25]。今回は CIBO誘導前に mAChR阻害を行うこと
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で CIBOのてんかん様発火の抑制には M1、M3、M4が関与することがここで明らか

となった。 

 

5.3.2 Carbacholによる pEPSPの減少はてんかん様発火を促進する 

CIBOが誘導されない濃度の CChは interictal dischargesのスパイク周波数を上昇させ

る結果となった。CCh投与により mAChRが活性化し、Ca依存性非特異的カチオン

電流 ( Ican ) とそれに伴う過分極減少のプラトー相が生じることで錐体細胞と介在

神経両方の活性化により振動現象が生じ、振動現象が生じた後、遅い後過分極 ( slow 

After Hyper Polarization : sAHP ) が後続することがわかっている[121]。このプラトー

電位はグルタミン酸阻害やGABAAR阻害でも海馬台で生じることがわかっており振

動現象の生成に関わっているとされている。プラトー電位は海馬台では 50 μM CCh

以上で生じるとされている[122]。しかし今回測定を行った場所は海馬 CA3 である。

リカレントなネットワークを有するこの領域はプラトー電位が生じる閾値が異なる

可能性がある。それを前提に考えると、CCh を CIBO が誘導されない濃度で投与し

た場合、Ca2+流入により神経細胞が脱分極方向に向かうが閾値まで達しないためプ

ラトー電位も生じず振動は誘導されない。しかしこの状態で GABAARを阻害すると

Cl-流入がなくなり膜電位の脱分極が発火閾値まで動き神経発火が見られる。

Kawasakiらは 30 μM CCh以上で AHP減少が見られ、彼らのプラトー電位が見られ

る濃度 ( 50 μM CCh ) より低いので本研究においてもプラトー電位による振動が見

られる濃度 ( 30 μM ) より低い濃度 ( 15 μM ) の投与は AHPの減少が誘導されてい

る可能性が高い。過分極成分が減少している結果スパイクの Frequencyが上昇してい

る可能性が高い。また図 62 の結果から pEPSP 減少も低濃度で見られている。これ

は CA3でのシナプス伝達低下を示し、CA3錐体細胞の興奮上昇による大規模な神経

同期が誘導されない可能性がある。このため振幅に関しては CCh存在下では振幅が
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小さくなる可能性が高い。これは CIBOと ictal dischargesの振幅が有意に異なる結果

に繋がると考えている。 

 

5.4 CIBOの IBI中に振動誘導性が変化する 

CIBOには約 9 sの IBIが存在しこの時はスパイクが見られない。先行研究において、

Nishimuraらは振動と IBIを含んだバーストフェイズにおいて CA3と CA1の LTPの

違いについてフェイズ位相間で調べた。その結果 CA3は CIBOの全フェイズにおい

て LTPが誘導されており特に IBI後半において LTP増加が見られた、CA1において

も IBI後半において LTPが誘導されており、CIBOの振動各位相に対する LTPの誘

導依存性を示した[116]。これらの LTP増加は GABA伝達の減少による脱抑制による

ものとされており、θ振動においては振動中よりも IBIで抑制が働いていることがわ

かっている[123]。βリズムの断続的な振動が、海馬神経ネットワークの CA3と CA1

でのシナプス変化の時間的な区切りを決定する可能性があり、記憶のエンコード及

び探索に関与するとされている。 

本研究ではこの IBI における刺激誘発性の振動誘導性を調べた。その結果、刺激に

よる振動誘導性は IBI後半に上昇した。このフェイズでは LTP増加と脱抑制状態が

見られるため刺激による振動現象の誘導率が上昇した可能性が高い[124] 。 

 

5.5 アデノシン受容体(P1R)が CIBOによるてんかん様発火の抑制

に関与する 

CIBO がてんかんを抑制する原因について P1R との関与について調べたところ、

CIBOに対しての P1R阻害は振動を消失させず、パラメータに影響を与えなかった。

しかしここに GABAAR阻害を GBZによって行ったところ、CIBOは消失し interictal 
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dischargesが誘導された。この結果から間欠的な CIBOによるてんかん抑制には P1R

の活性が関与することが示された。 

 

5.5.1 アデノシン受容体(P1R)の阻害は CIBOてんかん様発火抑制を阻害する 

細胞外のアデノシンはCCK+介在ニューロンに存在する P1Rを 活性化させ神経終末

の錐体細胞へ神経伝達物質である GABAの放出を促す。GABAと結合した錐体細胞

の GABAARは Cl-流入により錐体細胞が抑制される。さらに、錐体細胞にも P1Rは

分布しており、アデノシンが P1Rに結合することで活性化される。活性化された P1R

は GIRKを活性化し錐体細胞が抑制される(図 85)。 

 

図 85 アデノシンが P1Rを介して錐体細胞を抑制する。CCK IN : CCK介在

ニューロン。Py : 錐体細胞。GIRK : 内向き正流性 Kチャネル。P1R : アデノ

シン受容体。Ado : アデノシン 

 

CIBOに caffeineによる P1R阻害の効果がなかったのはアデノシンへと加水分解され

る前の ATPによる P2Y受容体(P2YR)が関与する可能性もある。グリアから放出され

る ATP によって活性化する P2YRは CCK+介在ニューロンにも存在することがわか
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っている[125]。活性化した P2YRは K2Pカリウムチャネルを阻害し CCK+介在ニュ

ーロンを活性化させる。P1R が阻害されても P2YR を介した抑制は残っているため

CIBOに変化を与えなかった可能性が高いと考察する。 

また、CIBO のような連続した神経活動の興奮や電気刺激後には細胞外 K+増加だけ

でなくアデノシンや ATP 放出も見つかっている[99][126]。そのため、β 周波数帯電

気刺激や CIBOにおいても P1Rによる 2経路の抑制と P2YRによる抑制の少なくと

も 3経路による抑制がある可能性が高い。今回の実験で CIBOに P1Rを阻害し、さ

らに GABAARを阻害する GBZを投与することで P1Rを介する介在ニューロンと錐

体細胞の抑制経路と P1R経路の抑制が外れる。すると錐体細胞の大規模な同期が誘

発され interictal dischargesのようなてんかん波が誘発されると考える(図 86)。 
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図 86 CIBOへの caffeine投与及び追加 GBZ投与による CIBOてんかん抑制阻

害。( 上 )CIBOは mAChRと GluRを介して CIBOを誘導する。連続した神

経活動は細胞外の ATP及びアデノシン放出を誘導し P1Rを活性化する。ここ

に caffeineを投与し、P1Rを阻害しても P2YRを介した CCK INの GABA放

出による抑制経路が残っているため、CIBO は維持される。( 下 )ここに

GABAARを阻害する GBZを投与することで GABAに関する抑制が阻害され、

脱分極度合いが上昇する。 

 

 

5.5.2 細胞外アデノシン濃度は CIBOのてんかん様発火の抑制における IBIと

関与する可能性がある 

CIBOへのA1R阻害により IBIが延長化され interictal dischargesが抑制されなかった。

さらに後半でも述べるが CIBOパラメータの IBIから設定された INTERVALをもつ

β 周波数帯の電気的な刺激においても P1R を阻害すると interictal discharges や ictal 

dischargesは抑制できなかったことから CIBOのてんかん抑制には P1Rの活性が必要

であることが明らかとなった。 

細胞外のアデノシン濃度は膜輸送体のアデノシン取り込みにより濃度を変化させる

ことが明らかになっている。CIBO により細胞外に放出されたアデノシンは P1R を

活性化させ、錐体細胞を抑制させる。しかしその後アデノシンの細胞内取り込みに

より細胞外アデノシン濃度が低下し、てんかん様発火の抑制効果がなくなるタイミ

ングで再び CIBO の振動が誘導されることによりてんかん様発火が誘導されないの

ではないかと考える。つまり CIBO の振動がてんかん様発火誘導に先行している可

能性が考えられる(図 87)。 
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図 87 CIBOとてんかん様発火抑制に関与する細胞外アデノシン濃度イメージ。

( 上 )CIBO 直後は神経活動により細胞外アデノシン濃度が高く P1R の
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抑制効果が持続している。( 下 )膜輸送体の取り込みにより経時的に細

胞外アデノシン濃度が下がり P1R経由の抑制が下がってきている。 

 

5.6 β 周波数帯電気刺激はてんかん様発火を抑制し、その抑制に

は P1Rが関与する 

CIBO がてんかん様発火を抑制することは本研究で判明した。この CIBO は CCh に

よる薬理的なものであり、てんかん様発火の抑制が薬品依存であるのかそれとも結

果として誘導された振動現象そのものが有効であるのかは不明である。そこで次に

CIBO をもとに設定したパラメータを用いた電気刺激 ( β 周波数帯電気刺激 ) を海

馬ラットスライスに適用することで CIBO のてんかん様発火の抑制における原因を

調査した。その結果図 70 で示すように、予め誘導した interictal discharges や ictal 

dischargesは β周波数帯電気刺激を適用することで消失し、刺激をやめるとその数十

秒後に再び誘導され、β 周波数帯電気刺激においてもてんかん様発火が抑制される

ことが判明した。難治性てんかん患者に適用される DBSや VNSは神経疾病の患者

に有効であるがその根底メカニズムは未だに不明であり、特に神経振動を用いた電

気刺激の効果は未だわかっていない部分が多い。過去の研究において、AC または

DC波形の電気刺激は in vitroでのHigh-K+および low-Ca2+てんかん様発火を抑制する

ことが示されている[127]–[129]。また、Junらは PTX誘導てんかん様発火も海馬 CA3

において 50 Hzの電気刺激により抑制されることが示されている[128]。さらに、50 

Hzの正弦波刺激を 1秒 On - 1秒 Off ( Duty Cycle : 50 %) を 1セットとして繰り返し

60 秒間行ったところ low-Ca2+てんかん様発火を完全に抑制できた結果もある。この

結果はヒト臨床においても有効であるとされており、VNSを用いた刺激では二相性

パルス ( 120 μm、140 Hz、Duty Cycle : 1.68 % ) によりてんかん波が抑制された例も
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ある[130][131]。低周波刺激のてんかん抑制メカニズムはいくつかの仮設がある。1

つは興奮性神経の高周波刺激が細胞外カリウムの蓄積をもたらし、神経を持続的に

脱分極させ、Na+チャネルを持続的に活動電位が発生しないレベルまで不活性化する

という細胞外カリウムの大幅な増加による「脱分極ブロック」によるもの[132]。さ

らにこの刺激後の抑制はカリウムのアンダーシュートに関係するともある[133]。他

には、GABA Bの IPSPと sAHPによって媒介される仮説もある[134]。シナプス後膜

の GABAB受容体は GIRK チャネルを活性化し、細胞膜過分極を引き起こす。また

GABAB 受容体はアデニル酸シクラーゼの活性を抑制し、細胞内 cAMP生成抑制によ

りシナプス伝達抑制を抑制する可能性もあるとされている。本研究においても β 周

波数帯 ( 16.6 Hz ) と 14 sの IBIを設けた電気刺激によりてんかん波が抑制された。 

今回はさらに P1R を阻害することでてんかん様発火を抑制できなかったことから

INTERVALと P1Rとの関与を主に考察として述べる。まず細胞外アデノシンは錐体

細胞及び CCK 介在ニューロンの P1R を活性化し、これにより興奮と抑制が行われ

ていることは前章でも述べた。電気的な刺激により細胞外にアデノシンが放出され

ることがわかっており、今回の β 周波数帯電気刺激により細胞外アデノシン濃度が

上昇し P1Rと GIRKを介して錐体細胞及び同期活性によるてんかん様発火の抑制が

行われている可能性が高い(図 88 上)。CIBO のてんかん様発火と同様に刺激後は膜

輸送体によるアデノシン及び ATPの細胞内への取り込みにより細胞外アデノシン濃

度が減少してゆく。もしてんかん様発火の閾値が P1Rによるてんかん様発火抑制効

果にあるのであれば、閾値以下になりてんかん様発火が誘導される前に β 周波数帯

電気刺激により再び細胞外にアデノシンを放出させることでてんかん様発火の誘導

を防ぐことが可能になるサイクルを形成していると考察する。 
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図 88 β周波数帯電気刺激とてんかん様発火抑制に関与する細胞外アデノシン

濃度イメージ。(上)刺激により直後は細胞外アデノシン濃度が高く P1Rの抑制
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効果が持続している。(下)膜輸送体の取り込みにより経時的に細胞外アデノシ

ン濃度が下がり P1R経由の抑制が下がってきている。 

 

さらに β周波数帯電気刺激において P1Rを阻害することでてんかん抑制が見られな

かった。このことについても P1Rの活性がてんかん様発火抑制と関与する証拠とな

りうる。GABAA阻害に加えて P1Rの阻害を行い CCK IN 経路及び P1R経路の抑制

を低下させることで GABAR 遮断及び GIRK 活性低下により錐体細胞の活性が上昇

し、異常同期であるてんかん様発火が誘導される(図 89)。 

 

図 89 β周波数帯電気刺激のてんかん様発火抑制は P1Rと関与する。β周波数

帯電気刺激により抑制されていたてんかん様発火は caffeineの P1R阻害

により抑制されなくなった。 
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5.6.1 β 周波数帯電気刺激の Stimulation interval を延長することによりてんか

ん様発火は抑制されない 

β周波数帯電気刺激により icterictal dischargesや ictal dischargesは有意に抑制された。

しかし、Stimulation intervalを長くすると後半から interictal dischargesが誘導された。

この原因関しても細胞外アデノシン濃度との関与が考えられる。刺激直後は図 88

上のようにアデノシン濃度上昇により P1R活性化を介して錐体細胞の抑制が存在し、

図 88 下の抑制効果がなくなるアデノシン濃度低下直前に再び電気刺激を行うこと

で細胞外アデノシン濃度を上昇させている。つまりてんかん様発火の抑制は決めら

れた IBI や Stimulation interval が重要となっていると考えられる。ここで刺激の

Stimulation intervalを延長化させることで細胞外アデノシン濃度の低下が進み、てん

かん抑制の閾値以下の濃度まで低下したため interictal discharges のような同期発火

が誘導されたものと思われる。 
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図 90 Stimulation intervalを延長させた β周波数帯電気刺激。CIBOをもとに

設定した Stimulation interval よりも長く設定した電気刺激はてんかん様発火

が抑制されなかった。 

 

5.6.2 β周波数帯と θ周波数帯電気刺激の効果の違い 

今回、さらに β周波数帯と θ周波数帯電気刺激によるてんかん波抑制の差について調べ

た。その結果、θ 周波数帯電気刺激は β 周波数帯よりも抑制率が低いことが示された。

この抑制に関してはどちらも P1Rが関与し、さらにサブタイプは A1が電気刺激による

てんかん様発火抑制に関与することを明らかにした。電気刺激による細胞外アデノシン

放出または酵素による ATP からアデノシン変換により錐体細胞上の A1 が活性化され、

GIRK による錐体細胞抑制は共通の効果であるが、上で述べた細胞外アデノシン濃度が

低いことによりてんかん様発火が誘導される可能性を考慮すると、θ 周波数帯が β 周波

数帯の電気刺激よりも抑制率が低い結果は θ周波数帯の電気刺激はシア妨害へのアデノ
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シン濃度が低いためではないかと考察する。さらに有意差こそないものの、θ 周波数帯

電気刺激における⊿t、つまり刺激後に再びてんかん様発火が誘導されるまでの時間が β

周波数帯よりも短い傾向であったのもこの可能性を示唆している( 図 82 )。 

 
図 91 β周波数帯と θ周波数帯電気刺激の考察。β周波数帯よりも θ周波数帯電気

刺激は細胞外へのアデノシン放出が低い可能性を示す。 

 

 

さらに、P1R サブタイプである A1、A2A は⊿t を調節する可能性が示された。A1

は Pyと樹状突起シナプス上に存在する GIRKを介した抑制が存在し、電気刺激によ

り細胞外へ放出されたアデノシンにより活性化する。それにより GBZ による

GABAR阻害によって誘導されるてんかん様発火は抑制される(図 92 A)。 

そのため、A1Rを阻害する 8CPTの投与は錐体細胞の抑制を抑制し、加えて A2R活

性化による前シナプスからのグルタミン酸放出増加により AMPARを調節し[109]錐

体細胞の活性化と異常同期率が増加し刺激後のてんかん様発火が誘導されやすく結

果として⊿tの短縮につながった可能性がある(図 92 B )。そして一方、A2R阻害は

錐体細胞の興奮性を低下させ⊿tが延長化される傾向につながった可能性がある( 図 

92 C )。このように電気刺激によるアデノシン放出が海馬神経回路を変化させ、てん

かん抑制が起こったと推察される。これはこれまでの DBSの主な原因である Na+チ
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ャネルの脱分極性阻害とは異なる機構によるてんかん波抑制である。ただし A2R分

布は脳内では線条体で最も発現しており海馬、皮質は僅かであるため[96]、⊿t増加

が僅かであった結果はそのためであったかもしれない。 
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図 92 P1Rサブタイプが⊿tを調節するメカニズム。( A )電気刺激による細胞外ア

デノシン放出により P1Rの A1Rと A2Rが活性化し GIRKによる錐体細胞の抑制

が働くためてんかん様発火が抑制される。( B )8CPTによる A1R阻害は GIRKに

よる抑制を阻害し錐体細胞間の異常同期を誘導させ安い状態により⊿t が短縮さ

れる。( C )ISTによる A2R阻害は錐体細胞の興奮作用を阻害させ僅かに⊿tを延長

させる。 

 

5.7 本研究結果を下にした、てんかん治療の提案 

本研究により海馬 in vitroスライスにおいて CIBOはてんかん波を抑制し、さらにそ

のてんかん抑制には β 周波数帯の振動現象が重要であることを示した。この結果を

てんかんの外科的治療への可能性ついて述べる。最初に述べたとおり、てんかん治

療における薬剤によるコントロール効果がみられない感謝は 15%存在し、そのため

に DBSや VNS、rTMSを用いられた外科的治療が全国において適用されている。本

研究の結果により β 振動を海馬内に誘導させることでてんかんの抑制及び予防につ

ながると考えている。その方法としてまず DBSを用いたてんかん治療への可能性を

述べる。DBSは視床前核、海馬、小脳への電気刺激によりてんかん症状を含む神経

疾病を抑える方法である。てんかんの治療としては θ 領域の海馬への刺激やアセチ

ルコリン投射を含んだ中隔核への刺激が治療結果としてあげられているが β に関す

る可能性に関しては未だ示されていない。本研究の結果から β 周波数の活動でもて

んかん波が抑制されることから中隔核への刺激や海馬への直接 β 刺激によっても抑

制される可能性を示す。これにより、てんかん治療へ適用される DBSの刺激周波数

領域が θから θ及び βへと範囲を拡張することができる。海馬内では θ波のみなら

ず β波も誘導されることから何らかの影響により βが誘導された際でもてんかん波

への対応が可能になることも示され得る。VNSについても同様に迷走神経から求心

性への刺激により θ波や β波が誘導される可能性が示された際、本研究は DBS同様

広範囲で適用可能な周波数帯によりてんかん治療への進歩が見られるかもしれない。
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また、従来までの DBSは常時刺激することでてんかん抑制につながっていたが本研

究において示された一定の Interval を設けて間欠的に刺激することでてんかん波の

抑制は患者への負担を軽減させ QOL を向上させる可能性もある。この DBSは主に

発作後パルスジェネレータによる刺激を行い発作の抑制を行ってきたが、発作前の

状態を検知し発作前に海馬内で β 振動を誘導させることでてんかん発作の予防につ

ながるのではないかと提案する。最近では脳内の状態に応じて刺激を調節する aDBS

が考案されている。これによりてんかん発作前に前兆として見られる HFOや感覚異

常として見られる Aura を検出することで自動的にてんかん発作を予防する方法も

十分に考えられる。 

 

図 93本研究の結果をもとに提案するてんかん予防に向けてのプロトコル。 
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6 結論 
間欠的に誘導される CIBOを予め誘導させることで GABAAR阻害によって誘導され

る ictal discharges と interictal discharges は誘導されなかった。一方、予め interictal 

dischargesや ictal dischargesを誘導させた後 CChの投与により CIBOに変化した結果

から CIBO はてんかん様発火を有意に抑制したことを明らかにし、その抑制は濃度

依存でも薬品依存でもないことも判明した。このてんかん抑制の原因とメカニズム

をその後追求した。まずこのてんかん抑制は mAChR のサブタイプが関与すること

が判明し KMチャネル関連の膜脱分極と抑制性神経の活動の相互作用によるもので

CIBOの誘導にも関与することが判明した。ここで CIBOが誘導されない状態である

と interictal dischargesが誘導される可能性も示している。次に CChによる pEPSPの

変化を見ることでシナプス神経伝達度合いを調べると CIBO 誘導中において確かに

pEPSP が減少しており、先行研究と一致していた。しかし CIBO が誘導されない濃

度の CChでも pEPSP減少が見られるにも関わらず interictal dischargesが誘導される

結果を示した。これは CIBO のてんかん抑制における原因が振動である可能性を見

出した。ではこの振動現象を CCh といった薬理的なものではなく、人工的な β-like

な電気刺激において有効であるか調べたところ CIBO の時と同様に interictal 

dischargesや ictal dischargesは消滅した。この結果は振動現象の存在がてんかん抑制

の原因となることを強く示す結果となり、さらには β周波数帯の aDBSや VNSとい

ったてんかん外科的治療への応用につながる可能性も見出した。次に、中枢神経の

作用に深く関わるアデノシンとの関与を調べた。CIBOのA1R、A2R同時阻害はCIBO

変化をもたらさなかったがその後の GABAR 阻害により CIBO が消滅し、interictal 

dischargesが誘導される結果を示し、P1Rがてんかん抑制の関与を見出した。さらに

P1Rサブタイプ A1R阻害は CIBOの IBI有意な延長を示した。この A1R阻害による

IBI延長に基づいて β周波数帯電気刺激の Stimulation intervalを延長させたところ、
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interictal dischargesの誘導が見られた。この結果は振動現象の決められた IBIがてん

かん抑制の根本になりうる指標でありそこには P1R が関与する可能性も示された。

これらを纏めた CIBO のてんかん抑制の考察として、本研究では P1R 阻害を行う

caffeine を用いた実験によりアデノシンが介する経路がてんかん抑制に関与する経

路を示す。CIBO によって細胞外へグリア等から放出されるアデノシンは A1R の活

性により CCK+を介して錐体細胞への GABA放出を促す経路と GIRK チャネル活性

による錐体細胞の抑制の経路による多重抑制が存在し、GABAAR阻害のみでは間欠

的に誘導される CIBO に変化をもたらさないが、P1R を阻害することで両方の抑制

経路を阻害することでてんかん抑制が不能になったと考察する。また別経路として

CIBO等の連続した神経の興奮により放出されるATPにより活性化したP2YがCCK+

を介して錐体細胞への GABA放出を促す経路も考えられるため、さらなる抑制も考

えられる。本研究の結果は CIBO のてんかん抑制には間欠的に誘導される振動現象

が重要でありその振動間の時間は P1Rの活性が特に重要であることが示された。 

加えて今回、θ 周波数帯との電気刺激よりも β 周波数帯電気刺激はてんかん様発火

の抑制率が高いことが示されそのメカニズムには共通の機構がある事が示された。 

 

7 今後の課題 
今回の結果により CIBO はてんかんを抑制する結果が得られた。しかし今回のてん

かん波はスライスに投与した in vitro急性てんかんであるため、慢性的なてんかんに

も同様の抑制効果があるかを今後調べる必要がある。さらに医用工学的応用へ繋げ

るために in vivoを用いた実験を行う必要がある。つまり海馬内への直接薬理投与、

中隔核への刺激または海馬への局所刺激による海馬内 β 振動を誘導させることでて

んかん波が抑制可能かどうかを試験する必要がある。 
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加えて今回のてんかん抑制に関与する P1Rには他にもサブタイプが存在する。今回

用いた caffeineは非選択的 P1Rであるため、さらに細かく A1Rや A2Rなどについて

も調べていく必要があり、また CIBOとてんかん抑制における ATP関与の P2Yによ

る抑制経路、さらに GABABRに関する代謝型抑制経路関しても CIBOとてんかん波、

IBIの関与も実験的に調べる必要がある。 

β周波数帯の振動によりてんかん様発火が抑制され、それらは Stimulation intervalが

重要でありそれは P1R とも関与することが示された。θ 周波数帯よりも抑制効果が

高いこの周波数帯は刺激時間によってもその効果は変わるのか、また今回刺激回数

を 10 回に設定したが少ない回数でより神経ネットワークへの負担を軽減させつつ

てんかん様発火抑制は可能なのかを調べていきたい。CCK 以外に SOM や PV にお

ける抑制回路が皮質の β および γ 帯域振動を調整することもわかってきており、て

んかん様発火の抑制における θ 領域との違いを抑制性介在ニューロンとの関与から

も調べていきたい。 
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