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キン ドリンクの刺激前後に於 ける海馬内 γ -ア ミノ酪酸の放出量の

動態変化
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Sequential changes or extracellular γaminobutyric acid

concentration before and a一ter convulsion in the amygdaloid

kindling rats

Tomeasurethesequentialchangesofextracellularhippocampal†-aminobutyric

acid (GABA) concentration in brain dialysates during the developmellt Or the

amygdaloid kindling in rats,Weused amicrodialysIS procedure combined with ahigh

performance liquid chromatography-electrochemical detection.Brain dialysates were

collected every 5min duration before and after stimulus from the bilateral vetltral

hippocampalin thetwodeveloplng COnditions consisted orstage3and Fiveco一一secutive

stage 5(5*C-5)following kindling. Extracelluar GABAlevels were increased gradually

and came to be plateau at15-20 min lasting for several hours after stimulus. The

enhancement ofGABAIevelwere 2.5-3.0 fold thatofthe baseline at5*C-5,and while

1.5-2.0foldincrease atC-3.ThisreLultreveals thatthe amygdaloid kindling in ratswas

accompanied by a progressive, long-lasting, and stimulus-induced enhancement or

extracellularGABA levelsinthebothhippocampl.

は じめに

キンドリングモデルにおいて､けいれん発作発展メカニズムや長親に持続するけいれん準備牲獲得機序

に対 して､GABAのFXJ/]-･が注目されてお り [1] [6]､刺胞外液 (シナプス川隙)中 の利唖引去達物質の

態変化が土に研究されてきた [4] [10]｡キン ドリングの完成は24lt川川棚うで加えられる微弱'FU./I(刺

激と漸土で律l:.に増強する発作の結果であることを考えるとき､発作聞歌)tJJのみではなくけいれん発作直後のG

ABAの動態変化を発作段階に分けて測定検討することが､キンドリングの神鮮化学的機序解明にとって重

要な課退であると考えられるOそこで今回我々は､feed-forwordtrisynapticexcitatorychain等そのユニークな神

経解剖学的特徴よりキンドリングの発展に重要な箇所であると考えられている侮情腹側部に注目し､回 う ッ

トのキンドリング週朴.において部分発作と仝汎発作に逢 した段階での刺激前後で､両側面相政仙 紬畑 こおけ

るGABAの動態を検討し､その動態変化がてんかん頂他社得にどのように閲 ′j･しているのかを考察する｡

実験方法
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1)粟験動物及び処;汁::ペントバルビタール麻酔 卜､WislaT系雄性ラット8リL_をイ吏川 し､刺激川北,'iLl緑川

双秘電梅をイ;側Al占桃体外側兆底核 (Lambdaより6.0mm前人 5.0mmイ1-側')i.8.5mmuJi滋衣llIは り卜')i)に､iiLl

録川rP.梅花 椀をノl:.Alj挑休外側兆底核 (Lambdaより6.OmmTJll')i.5.0mmJl:.側)I.8.5mm幼iHi-A.衣IJlは り下)i)に､

又MDにJJjいる2本のプローブ抑人川 22Gガイ ドカニューレ尖端がjr:.イ他 局腹側部衣帖 こ1.1I:['打.(Bregmaよ

り5.6mm後')J-.5.Omml'lJj'側方,3.0mm頭#.衣IrlIは りトノ)I)するようにそれぞれ柵え込み､デンタルセメントで

T'-'lljiした｡ 2)Kind1ing:術後 ･迎J'.u後にMDを川いて瓶t引敵側部内よりGABAの北健仙測定川

のサンプルを回収 し､測定時まで-70度にて保/('･した｡その後tlI1-.ちに後発射i涛矧 測イ山強度の哉気刺激 (6

0Hz,200/JA､ 1msecの如形披ITli流)をイ)'側l'占桃休に柵え込んだ双椀叱秘を通 じて､il)I:ll2秒日リ､ 1ll1

[‖l加えるというキンドリング操作を開始 した.脳波の導山については両側JIj桃体から深部脳波を記録 し後発

射の発巌を観察 した｡キンドリング発展遡朴.の観察にはRacineの'11-.段隅評価191を4J''い､ステージ3にやっ

た部分発作段隅 (C-3)と5回辿就 してステージ5 (C-5)を迎えた発作段隅 (5*C-5)のけいれ

ん持続時間 (PSD.GSD)を測起 した. 3)微小透析 (MD)は鵜礎植測定のための初回刺激前と､ラットが

Racineの分刺でC-3に泣初 に刺通した帆･:.･'tから241馴 u後に加える刺激hII後と､C-5が4回辿続 したL時

点から24時川後の刺敵前後で才j'･った.ただし､初回C-3を迎え次LHⅠの刺激でステージが進才J･或いは退4;A

LC-3を示さなかったものや､C-5が4回辿続 しても次凶の刺敵でC-5を示さずステージが後退した

ラットは尖験群から除外 した｡今回行ったMDはIl噸 ら [8]の方法に準 じた｡透析膜に長さ5mmのキュ

プロファン膜 holecularweighlCutOff7000-8OOO,Nikkiso,Japan)をイ吏川 し､洗流にはマイクロインフュージョ

ンポンプを川い､2.OIL1/minの速比でリンゲル液を刺激側刺 電 (ipsilateralside)及び対側軸蟻 (conlralateral

side)の腹側部をll,ltt!jLこ手紙 しはじめ､2時llfりの定常状態を設けた後､A酢洗液のLIlI収を才iった.lllI収Il用Jは､

刺激 10分前から刺激 80分後までとし､ IEu歓的に5分間の潅流液の恒収 を行い､Ilり収液10/JlをHPL

C-ECD法によるGABA濃度測'jEに仙川 し､刺汲後80分までのGABAの紺 畔的変化を追跡 した｡発

作閏歓igJのGABA波比の比較にはそれぞれの兆健佃と初l(_JIC-3､4lrl=JのC-5それぞれl止終発作から

24時間後に41･う刺敵前の放'tH,_:I;:を比較し検討 した.4)GABA此度測定 ;GABA温度測定にはまず0

-7タルアルデヒド (OPA)誘蝶体化1.7式典2/ilと試料 1OILlとを25℃にて2.5分I･'U,JiJ.i-1させ誘

導体化 した後､lIr'.ちにODSカラム (EicompakMA-50Ds,4･6≠×150mm)を装弟 した高速液体クロマ トグ

ラフィー(HPLC)に注入､指穴化学検出認諾(ECD;EICOM,Co.LTD,Japan)を川いて検出した｡設定粂1牛はE

CD印加電圧+700mV/Ag/AgCl､移動棚としてpH3.5の0.05MNaH2PO･2H20溶液 500mlとメタノール

500m 1､EDTA･2Na5mgをよく混合 したものを川い､1.Oml/minの流速で測定 した｡OPA誘導体化試薬

の作成はOPA13.5mgと2-メルカプトエタノール 10FLlを､ 10%のエタノールを含んだ0.1Mの炭

酸バッファー2.5mlに溶解 したものをイ吏

川 した｡ 5)統計処即 :GABAの糾 封fJ

変化についての統計処卿 まsTAGE(C-3,5*C

-5)､SIDE(ipsi-.contra-)､TJMECOURSEの3

つの安･関について3-wayANOVAfollowed

byTukeytestを川い､兆礎仇と各発作段階

の刺激前郁L!lJち発作日.I.)秋期に於けるGA

BA池波の比較についてはMann-Whilney

U-testをもちいた｡

実験結果

キンドリング発脱退朴でC13に必要と

した刺激Ii_71数は7.63±1.11回 (:1'.･均±標準

伽差)､ 5*C-5には17.13±1.54回の

lNTERICTALGABAOVERFLOW

5̀C･5
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刺激回数を要 した｡又､pSDは25.8±6.9秒､GSDは48.7±4.3秒であった.キン ドリング初ll.l刺敵前のGA

BA波比はipsi-でO.J2±O.04､contTa-ではO.O9±O.05FLMであった｡GABAとも非徽肺にはipsi-とconlra-]･.r･)で

左イl'差を認めなかった.令発作段隅のけいれん発作 より24時fL"J後の発作Hlu故lyJに於けるGABAの変化

をFig.1にijけ ｡.･'',:lS分発作では(,[･州 とも基礎イIJl'_tのJ'-.JにイJ'意差 を認めなかったが､仝汎発作では約 150%前

後 と有意な.r･.i陣 を認めた.発作1171後急粧期のGABAの紺 r!J':的変化につV､てであるが (Fig.2)､C-3､

5*C-51il･職 階ともにipsi-とconlra-のJtllHこGABAの動態パターンに有意な変化は認めなかった (SIDE

EFFECT:Fl.136-O.697,n.㌔.)が､刺激後より徐々に増人し (TJMEEFFECT:F8.136-33.768.P=O.OOOl)

的め約 15分～20分後には定常状態に適 し､刺激後 80分まで有意な変化 を示 さなかった.定常状態にお

けるGABAの放州は､ 5*C-51t!j:がlllJj'側とも約 270%ltJTJ'後でC-3時の約 200%前後の放lHJI.:lTt:を.[･.

rLlIっていた (STAGEEFFECT:FI,136-84.490.P=0.0001).

A:JPSlLATERALSIDE

STM･ (M州)
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考察

Giuは脳州 こ ,':.')'狼比にイiJl:守 る典雅粧神経Ii三･達物質 として知 られ､その受容体であるNMDA受容体の

沼粧化は､すでに興野FIiシナプス伝達効率の先進と発作の仝汎化 との直接的IM･lj･が指摘されてお り､I･JJ-帆

ili腔I:.伝達物質であるGABA受容体の機能低下がけいれん準備状態の維持機構 として注目され､これらAL布

系 と抑制系 との1･"fJの不均衡バランスがてんかん頂性蟻卓の形成 とキンドリング発作発卿 こ深 くfAJ･LJ'･している

と考えられる [6] . しか しながらNMl?A受揮体の俄活がGABA受容体の機能を修飾するといった昨今の

報告 [10]にみるように､これら興奮系の低消化 と抑制系の機能低下 とがまった く独立 して起るのではな

く､舛布系 と抑制系とのII"'Jの州:Il二作川がJl-証すると推測できる｡GABAの動態変化では､キン ドリング初

期段階､少なくとも部分発作段階 (CI3)でのキン ドリング刺激はGABA追使が基礎佃の状態で加えら

れているのに対 して､キン ドリング後･､l'･･段階では､ もはや刺胞外被GABA波比が完全に基礎仇に1日t複 して

いない状態で､さらに'T･'iJj't刺激が比後 して加えられていることを意味する(Fig.2)0uUち､ 24lt●川 川り附で

脳の･一一定部位に加えられる微弱電気刺激は､GABAの刺胞外液濃度を徐々に.卜封･せ しめ､ついにはその辿

続する刺激迎ill':_で刺胞外液GABA濃度が木L･[逆帆に兆礎柵にlr_Jf復 しない状態を招来するものと,riしわれる.

GABAが刺激後･昆yl相続帆の濃度_ド.･It･を示す頂桝として刺激によって刺胞内に流入するCa++により前件

化 されるカルモジュリンによってGABA代謝にかかわる酵素が不'(-)J'逆的な怖-1告'･を受けることやGABA

-REUPTAKEの低下等のIWJ'･が抑測される｡

こうしたGABAの動態はキン ドリング初婚j段階では発作t.Ti状 を糾.lj･す るという･一･過件の代償機構 とし
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て作川するとも考えられる｡ しかしながらキンドリング発展遇朴で徐々にNMDA受容体が俄消化されるにし

たがって､GABAによる発作の抑l]･.能力も徐々に減弱 し､逆にキンドリング後半段階ではオー トラジオグ

ラム法やpairedpulseinhibilionで榊 向されているようなDOWN-REGULATtON､DESENSITIZAT]ONといったG

ABA受容体の機能低 卜がglutamalergicneuronの脱分梅性九進に影野を及ぼすものと考えた｡この遇朴で漸

増'LFliに興循件シナプス信連効率の増強がもたらされる結果､まず方Jli桃体 ･渥局等の辺縁系l畑 こ強力な
epilepliccircuitが形成される ･)J-で､他の脳,.'肘 ../'.においても同様なメカニズム即ち興布系と抑Ilj･u系の小均衡が

進41-･し､辺縁系川との問に興循性シナプスILi･連の尤進を主体とする粁シナプス変化が/IiじHJ灘 的変化として

のキンドリング完成に結びつくと結論 した｡
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