
インビボ ・ボルタメトリーによるペンチレンテ トラゾール

誘発発作 中の脳 内神経伝達物 質の

経時的変動 に関す る研究

岡山大学医学部附属脳代謝研究施設機能生化学部門(主任:森 昭胤教授)

山 本 昌 司

(昭和61年10月23日 受稿)

Key words: in vivo voltammetry, dopamine release,

 serotonin release, caudate nucleus,

 pentylenetetrazol induced convulsions,

 EEG

は じ め に

ペ ンチ レンテ トラゾール(PTZ)が,痙 攣 を誘

発す ることは古 くよ り知 られてお り,痙 攣 発

現のために必要 とされるPTZの 量 や,そ の潜

時 を指標 と して,各 種の抗痙攣薬や抗てんかん

薬の効力 を検討 するために広く使用 されている.

 PTZの 痙攣誘発機構 については,多 岐 にわた

って研究 が行なわれてお り,多 くの知見が集積

されて きた1)が,特 に脳 内モ ノア ミン,す なわ

ちノルエ ピネフ リン(NE)や セ ロトニ ン(5-HT)

な どのア ミン系神経伝達物質 が,関 与 している

ことが注 目されている. NEに 関 しては脳内NE

量 を減 少 させると, PTZに よ り誘発 され る痙攣

の強 さや持続時間が増加すること2), β 遮 断剤

投与 により痙攣 に対す るPTZの 閾値 が低下す

ること3),脳 内NE量4)を 増 加 させ ると,閾 値

は逆 に上昇す ることなどが知 られてお り,さ ら

に, PTZがNEの 代 謝経路 にも影響 を及ぼす こ

とも知 られている5).ま た, 5-HTに 関 しては,

脳 内5-HT量 の 減少は, PTZ誘 発 痙攣の閾値 を

低下 させ ることなどが,明 らかにされている3).

これ に対 して,ド ーパ ミン(DA)神 経 伝達系 に

関 しては, DA量 を増加 させると, PTZ誘 発 痙

攣閾値 が上昇す るとい う報告6)は あるが,他 に

は, PTZ誘 発 痙攣へ の, DAに よる神経伝達系

の関与 には,否 定的 な研究成果が多い.し かし,

その研究の多 くは,脳 内のDA含 有 量 を変化さ

せたり, DAレ セ プター に拮抗 すると考 えられ

ている物質 を使用して行なわれた3,4,6,7)もの であ

る.以 上の ごとく, PTZに よ り誘発 され る痙攣

の発現機構 に対す る,ア ミン系神経伝達 の関与

に関する研究 は,脳 内 アミン系 神 経 伝 達 物 質

の含量,及 びその レセプターに働 くと考 えられ

てい る薬物 を使用 して,神 経伝達 を変化 させ る

ことによ り行なわれた.し か し,ア ミン系神経

伝達物 質の放出量 に対するPTZの 作 用 を調べ

たものは少 なく,さ らに,同 一個体 内での放 出

の変化 を,経 時的 に調べた報告は まだない.

イ ンビボ ・ボルタメトリー(IVV)は,特 徴 あ

る各種 の検出用電極の処理法 の発展 とともに近

年急速 に発達 してきた8～11). IVVは,酸 化電位

で神経伝達物質の同定 を,そ して酸化の際 に流

れる電流量 で定量が可能 なため,脳 内神経伝達

物質の放出量 を,経 時的 に測定で きるとい う特

徴 をもっている.炭 素線維の表面 を希硫 酸で電

解処理 した電極(ETCF電 極)を,動 物の脳 内

に植 え込む ことにより'現 段階では, DA放 出

量 を,そ の代謝産物であ る3, 4-ジ ヒ ドロキ シ

フェニール酢酸(DOFAC)量 か ら,ま た5-HT

放 出量 を,そ の代謝産物 であ る5-ヒ ドロキ シイ

ンド-ル 酢酸(5-HIAA)量 か ら,推 定す ること

がで きる12,13).

本研 究 では, ETCF電 極 と微分パルス-IVV
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を使用 し,ラ ット尾状核内でのDA及 び5-HT

放 出量 に対するPTZの 影 響 を,無 麻酔,無 拘

束 の条件下(慢 性実験)に,及 びサクシニルコリ

ン(SCC)で 非動化 した条件下(急 性実験)に,

経 時的 に連続 して調べた.

ま た,慢 性 実験 において,抗 痙攣薬で あるジ

アゼパ ム(DZP),フ ェ ノバ ルビタール(PB)投

与 における,ラ ット尾状核内のDA放 出量 の変

動 につ いて もあわせて検討 した.

実 験 方 法

1. ETCF電 極

実験 に用 いたETCF電 極 は,セ ンサー部分

(直径7μm,長 さ200μm)の 炭 素線維の表面を

電気化学的 に処理 したカーボ ンファイバ ー電極

WM-100(塩 野 義製薬社製)を 使用 した.酸 化

電流のモニ ター には, In Vivo Voltammetry

 DPV-5(東 海 医理科社製)を 使用 した.

2.実 験 動物及びその手術法

実験 には,雄SDラ ット(日 本チャールス ・リ

バ ー社 より購入)300-350gを 使 用 した.実 験

に際 し,神 経伝達物質放出量 の 日内 リズムを考

慮 し,ラ ットは予 め, 1週 間以上, 25℃ で12時

間周期 の明暗(7時 ～19時:明)の 部屋 で飼育

した.ま た,慢 性 実験の際 には,電 極 刺 入後,

上 記の条件 で実験 まで飼育 した.

1)慢 性 実験

ラットをエーテル麻酔下 で脳 定位固定装置 に固定

し, Pllegrino, Cushmanの ラット脳 図譜14)に 基 づ

いて, ETCF電 極 を挿入する位置 を決めた.今 回

の実験で用いた挿入部位は,基 準点より前へ7.8

mm,横 へ3mm,深 さ2.5mmの 尾 状核 とし,

 ETCFを 刺 入 した.白 金線 を用いた参照電極,及

び銀線を用いた通電用補助電極 はETCF電 極 から

10mm以 内の,前 頭部脳硬膜上 に置き固定 した.

2)急 性 実験

エーテル麻酔下に気管内挿管 を施 し, SCCで

非 動化 したラッ トを使用 し, 3種 類 の電極 をそ

れぞれ慢性実験時 と同位置 に刺入 し,固 定 した.

また,脳 波 は,右 後頭部 に固定 した脳硬膜外 ビ

ス電極 よ り記録 した.

3.ア ミン系神経伝達物質放出量の測定法

In Vivo Voltammetry DPV-5を 次 の様 に設定

した.

酸 化電位 の走査電圧: -200mV～+400mV

酸 化電位 の走査速度: 50mV/s

制御 パルス電圧: 50mV

制 御パ ルス周波数: 12Hz

パ ル スduty: 50%(図1)

1)慢 性 実験

電極 の刺入手術の5～7日 後 に,予 め数回の

通電 を繰 り返 し,得 られ るボ ルタモ グラムの ピ

ーク高が安定 していることを確認 した後 に,実

験 を開始 した.各 測定時 には,ア スコル ビン酸

の酸化 によ り生 じるピー クを減少 させ, DOPAC

の 酸 化 によ り生 じるピー クを鮮 明に させ るため

に,予 め2分 間, ETCF電 極 と参照電極 とを

シャントし12),そ の後,酸 化 電流 モニ ター を作

動 させ,ボ ル タモ グラムを得 た. 15分 間 隔で数

回測定 し,各 ピー クの高 さを平均 してPTZ投

与 前の値とした.次 に生理食塩 水に溶解したPTZ

(Sigma Chemical, St Louis)(60mg/kg)を ラット

の腹腔 内に投与 し,強 直性痙攣 が起 きた時 に第

1回 目の測定 を行 ない,そ の後15分 間隔 で,強

直性痙攣発 現後3時 間半 にわた り,尾 状核中の

DOPAC及 び5-HIAA量 の 変化 を調べ た.生

理 食塩 水 を腹腔 内 に投 与 したラットか ら得 た

DOPAC及 び5-HIAA量 の変化 を対照 とした.

尾状核 中へのア ミン系神経伝達物 質放出量 に

対 する抗痙攣 薬の影響の検 討 には, DZP(ホ リ

ゾン注射液,山 之内製薬)(10mg/kg, i. p.)及 び

PB(10%フ ェノバー ル注射液,三 共 株式 会社)

(10mg/kg, i. p.及 び80mg/kg, i. p.)を 使 用 し,

投 与後15分 毎 のDOPAC量 を, 3時 間 半にわ

た り測定 した.

2)急 性 実験

今回測定 に使用 したETCF電 極 は,慢 性実

験 の場合 には測定のために15分 間 のインターバ

ルを必要 とするが,急 性 実験 の場合 には2～3

分 間隔 で も測定可能で ある12).そ こで, PTZ

誘 発発 作前後 のDA及 び5-HT放 出 量の速 い変

化 を観察 す るためには,人 工呼吸下 にSCCで

非 動化 した ラッ トを使用 し, PTZに よ り誘発 さ

れる発作波 を指標 とし調べ た.

手 術2時 間後 よ り脳波 の観察下 に3分 毎 に10

数 回 ボ ルタモ グラムを記録 し,そ の安定性 を確
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認 した後, 60～90mg/kgのPTZを ラ ット腹腔 内

に投与 し, 5～6時 間 にわたり連続して, 3分 間 隔

でボルタモ グラムを記録 した.な お,ボ ルタモグラ

ム記録中は,そ の測定のために50mVの 制御パル

スを使用しているため,脳 波は記録できなかった.ま

た,脳 波記録中には脳内の アスコル ビン酸 を酸化

除去するためにETCF電 極 と参照電極 とをシャン

トしておいた12)(図2).

線 条 体でのDA放 出量 には,日 内変動のある

ことが, IVVを 用 いた研究からも報告 されてい

る15).こ の ため急性,慢 性実験 ともに,薬 物の

投与 は午前10時 前後 に行 なった.

実 験 成 績

無麻酔,無 拘束 ラッ トの尾状核 よ り記録 され

たボルタモ グラムには, 2つ の ピークが見 られ

た(図3).電 解 電圧130mV付 近 に現 われた ピ

ークP2は
, DOPACの 酸 化 によるものであり,電

解電圧300mV付 近 の低 いピークP3は, 5-HIAA

の酸 化によるピー クと一致 した(図1右 参 照).

図1　 微分パルス ・ボルタメ トリーの原理と得 られるボルタモグラム

左上段;通 電用の補助電極から通電する波形

左中段;電 気化学的に処理 した炭素線維電極に流れる電流の変化

左下段;電 解反応

直線的に増加する電圧に,制 御パルスを重層する(左 上段).電 圧 が特定の物質の酸化電圧に達す

ると,物 質は酸化され,電 子を放出する(左 下段).こ れがFaradic Currentと な る.パ ルスが与

えられると,回 路の浮遊容量を充電するためにCharging Currentが 流 れ るが,こ のCharging

 Currentが 終 了した後に流れている電流(酸 化反応によるFaradic Current)(左 中段着色部分)を

積分し,ボ ルタモグラムが得 られる.各 々の物質は,特 定の酸化電位をもつので,通 電 する電圧で

その定性が,ま た,流 れるFaradic Current量 は物質の量に比例するため,物 質の定量が可能となる.

右;得 られたボルタモグラム

STD; 5-HIAA(10μM), DOPAC(100μM),及 び アスコルビン酸(500μM)の 混合溶液より

得られたボルタモグラム

In Vivo;無 麻酔,無 拘束のラット尾状核より得 られたボルタモグラム

ピークP1は アスコルビン酸の,ピ ークP2はDOPACの,ま たピークP3は5-HIAAの 酸化に起因

すると同定された.

横軸;電 解電圧

縦軸;電 解電流強度
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During recording of in vivo voltammogram

During recording of EEG

図2　 電極の配置とボルタモグラム,及 び脳波の記録法

上図;ボ ルタモグラム記録中,測 定に50mVの 制御パルスを使用しているため,後

頭部の脳硬膜外 ビス電極 より導出している脳波は記録 していない.

下図;各 ボルタモグラム記録の間,脳 波が記録 された.こ の とき,電 気化学的に処

理した炭素線維電極 と,通 電電圧の帰還制御用参照電極は,短 絡されている.

頭蓋骨内に刺入 している電極は,左 より,通 電用補助電極,参 照電極, ETCF

電極,及 び脳波用脳硬膜外 ビス電極.

PTZ(60mg/kg)の 腹 腔内投与約10分 後 に,

ラットは強直性痙攣 を15～30秒 示 したの ちに,

間 代性痙攣 を数分間示 した. 6匹 中1匹 の ラッ

トは,強 直性痙攣 の15分 後 にも,弱 い間代性痙

攣 を残 していた.

図3-(B)は,強 直性痙攣中に得たボルタモ グ

ラムの1例 で, DOPACの 酸 化 に由来す るピー

クP2の 高 さは, PTZ投 与 前 のピー クP2(図3

-(A))と 比較 して低 かった
.強 直性 痙攣 発 現後

165分 には,ピ ークP2の 高 さはPTZ投 与 前の

高 さに回復 していた(図3-(C)).ま た,こ の と

きには,ラ ッ トはいかなる痙攣 をも示 していな

かった.

PTZ投 与 前の ピー クP2の 高 さを100%と し,

 PTZ(60mg/kg)投 与 による強直性痙攣発現後,

ピー クP2の 高 さの変化 を15分 毎 に, 3時 間 半に
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図3　 無麻酔,無 拘束のラット尾状核より記録 されたボルタモグラム

(A)ペ ンチレンテトラゾール(PTZ)投 与前の記録 電解電圧130mV付 近 に, DOPACの 電解に

起因するピークP2が,ま た,電 解電圧300mV付 近 に5-HIAAの 電 解に起因するピークP3が

記録 された.

(B) PTZ(60mg/kg)を 投与 し,強 直性痙攣が発現 した時のボルタモグラム.ピ ークP2は 減高

している.

(C) PTZに よ り誘発された強直性痙攣が発現してから, 165分 後 に得 られたボルタモグラム.

ピー クP2の 高 さは, PTZ投 与 前の高さにほぼ回復 している.

図4　 無麻酔,無 拘束ラットの尾状核内のDOPAC量 に及ぼすペ ンチレンテト

ラゾール(PTZ)の 影響

PTZ(60mg/kg)が 腹腔内に投与 され,強 直性痙攣時に第1回 目のボルタモ

グラムを記録し,その後15分 毎に測定した.結 果はPTZ投 与前のピークP2の 高さ

に対する比で表わした.強 直性痙攣中には, DOPACの 電解に起因するピークP2

の高さは減少した(P<0.05, ANOVAに よる).各 々の点は, 6匹のラットにより得 ら

れた値の平均を,ま た垂線は標準誤差 を示す.強 直性痙攣終了後の第1回 目の測定

時に, 1匹 の ラットは弱い間代性痙攣 を示 した.こ のため体動の影響がボルタ

モグラムに重積され,ピ ーク高の測定が不能 となり,デ ータ数が5例 となった.
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図5　 無麻酔,無 拘束ラットの尾状核内のDOPAC量 に及ぼす生理食塩水の影響

生理食塩水(1ml)が 腹腔内に投与され,そ の直後 より15分 毎にボルタモグラ

ムが記録された. DOPACの 電 解に起因するピークP2の 高さは,生 理食塩水投与

後3時 間半にわたって変化は見られなかった.各 々の点は, 5匹 の ラットより得

られた値の平均値,垂 線は標準誤差 を示す.垂 線が円内に含まれる測定点もあっ

た.

図6　 無麻酔,無 拘束ラットの尾状核内のDOPAC量 に及ぼすジアゼパム

(DZP)の 影 響

DZP(10mg/kg)が 腹腔内に投与 され,そ の直後より15分 毎にボルタモグ

ラムが記録された. DOPACの 電解に起因するピークP2の 高さは,投 与後3

時 間半の間にわたって変化は見られなかった(ANOVAに よ る).各 々の点は

6匹 のラットより得られた値の平均値,垂 線は標準誤差 を示す.
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わた り,経 時的に観察 した.強 直性痙攣 中には

ピークP2の 高 さは約75%に 低 下 し,約30分 程続

き,そ の後次第に回復 して, 1時 間 ～1時 間半

後 には, PTZ投 与 前の値に回復 した(図4).こ

れ に対 し,生 理 食塩水 を腹腔内 に投与 したラッ

トで測定 された ピー クP2の 高さは3時 間半 にわ

たる測定中,常 にほぼ一定 であった(図5).

PTZ投 与 による ピー クP3へ の影響は,そ の

高さが低 いため,明 らかには検 出 されなかった

(図3).

以 上 の結果は,強 直性痙攣中 にDAの 放出量

は約75%に 減 少 し,そ の終 了後1時 間～1時 間

半で回復す ることを示 している.

抗痙攣薬のDZPを10mg/kg投 与 す ると,投

与後10分 後 には,ラ ットは鎮静 した.し か し,

ピー クP2の 高 さに変化 は見 られなかった(図6).

ま た,ピ ー クP3を 増 高することもなかった.

抗痙攣薬のPBを10mg/kg投 与 すると,投 与

約10分 後 には,ラ ットはDZP投 与 時 と同様 に,

鎮静 したが,ピ ークP2の 高 さに変化は認 められ

なかつた.ま た, PBを80mg/kg投 与 すると,ラ

ッ トは深 い睡眠状態 とな り,一 部死亡す るラッ

トもあらわれた.し かし,ピ ー クP2の 高 さに変

化は見い出 されなかった(図7).ま た,ピ ーク

P3を 増 高す ることもなかった.

以上 の結果は,抗 痙攣薬のDZP, PBと もに,

ラット尾状核のDAの 放出量には変化を与えない

こと,及 びこの両薬剤 ともに, 5-HTの 放 出量 に

影響 を与 えない ことを示 している.

90mg/kgのPTZをSCCで 非 動 化 したラ ッ

トに投与す ると, 3～6分 後 に後頭 よ り導出 し

た脳波 にスパイクが出現 し始め,約30分 後 より,

 postictal depression(PID)を 伴ったseizures

 pattern(SP)も 繰 り返 し出現 した.ま た,何

匹 かの ラ ッ トには連 続 したSPが 出現 した.

 PTZ(60mg/kg)を 投 与すると約10分 後 より,ス

パイクが脳 波に出現 し,次 第 にPIDを 伴 った

SPが 出 現 した.し かし,連 続 したSPを 示す

図7　 無麻酔,無 拘束ラットの尾状核内のDOPAC量 に及ぼすフェノバルビター

ル(PB)の 影響

PB(80mg/kg)が 腹腔内に投与され,そ の直後より15分 毎に,ボ ルタモグラムが

記録 された. DOPACの 電解に起因するピークP2の 高さは,投 与後3時 間半の間

にわたり,投 与前 と変化は見られなかった(ANOVAに よ る).各 々の点は6匹 の

ラットより得られた値の平均値,垂 線は標準誤差 を示す.垂 線が円内に含まれる

測定点 もあった.
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図8　 サ ク シニ ル コ リン非 動 化 ラ ットの 尾 状 核 内 のDOPAC量 に及 ぼ す ペ ンチ レンテ トラ ゾ ー ル

(PTZ)の 影 響

上段; 5組 の トレ イ ス は, seizures pattern(SP)が 脳 波 に 出 現 す る前,中,後 に 得 ら

れたボ ル タモ グ ラム3枚 を,ス ーパ ー イ ンポ ーズ した もの,各 々の トレイ スの電 解 電圧130mV

の ピー ク高 は, SP出 現 中 の ボ ル タモ グ ラム(B, E, H, K,及 びN)で 最 高 で あ っ た.

下段 左;電 解 電圧130mVの ピー ク高 の 変 化.

PTZ(90mg/kg)は0分 に腹 腔 内 に投 与 され た.斜 線 は脳 波 記 録 にSPが 現 われ た期 間 を

示 す.横 軸: PTZを 投 与 して か らの 時 間.縦 軸:電 解 電 流.

下段 右;ボ ル タモ グ ラ ムM, N, Oを 記 録 直 前 に,そ れ ぞ れ記 録 され た 脳 波 脳 波"before M"

はinterictal spikesの, "before N"はseizuresの,ま た"before O"はpostictal

 depressionの 各patternを 示 して い る.

例は, 90mg/kg投 与 の時 より少 なかった.尾 状

核より得 られたボルタモ グラムには,ピ ー クP2

が認 め られ(図8,ボ ル タモグラムA～O),ピ

ー クP3の 認 め られる例 もあった.

図8は,ラ ットに90mg/kgのPTZを 投 与 し

た時の脳波変化にピー クP2の 高 さの変化,及 び

それぞれの点のボルタモ グラムを示 し,ボ ルタ

モ グラムは比較のために,脳 波 にSPが 出 現 す

る前, SP出 現 中 または終 了直後,及 びSP終

了後 の3つ のボルタモ グラム を重ね合わせてあ

る.脳 波"before M"は ボ ルタモグラムMの

記録直前 に記録 された もので, interictal spikes

のpatternを 示 し,脳 波"before N"は ボ ル

タモグラムNの,ま た脳波"before O"は ボ ル

タモグラムOの 記録の直前に記録 されたもので,

そ れ ぞれSP, PIDの パ ター ンを示 している.

さ らに,ボ ルタモグラムEは 激 しい脳波活動 の

ために影響 を受け,そ の電解電流 の変化 は平滑

さを欠 いて いる.ピ ー クP2の 高 さの変化 を示す

左下の グラフの斜線 の部分 は,脳 波にSPが 観

察 される期 間を示す. A～C, D～F, G～I, J～

L,及 びM～Oの 各期間のいずれにおいてもSP

が 見 られるときにはDOPAC量 が 増加 し, SP

終 了後 には, SP前 の値 に回復 していることが

観察 された.

次 に, PTZ投 与 後,脳 波 にSPが 出 現 して

いる時期(During),出 現 の直前(Before),及 び

その終 了数分後(After)に お け るピー クP2の 高

さを比較すると, PTZ(60mg/kg～90mg/kg)

投 与 により脳 波 にSPが 出現 してい る期間 には,

 DOPAC量 は 有意 に増加 し, SP終 了 数 分後 に

は, SP出 現 前 の レベ ルに回復 していることが

わかった.(有 意差の検 定は,素 データを使用し

たpaired t-testに よ る)(図9)
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図9　 サ ク シニ ル コ リ ン非 動 化 ラ ッ ト

の尾 状 核 内DOPAC量 に及 ぼ す

ペ ンチ レ ンテ トラ ゾー ル(PTZ)

の影 響

60mg/kg(左),及 び90mg/kg(右)

のPTZが 腹 腔 内 に投 与 さ れ た.

Before;脳 波 にseizures pattern(SP)

が 出現 す る直 前 に 記録 され た ボ ル

タモ グ ラム 中 の 電解 電 圧130mV

ピー クP2の ピー ク高.

During; SP出 現 中 あ る いは終 了直 後

の ピー ク高.

After; SP終 了後 の ピー ク高.こ の時

脳 波 はpostictal depression,あ

るいはinterictal spikesのpat

ternを 示 した.

縦 軸;電 解 電 圧130mVの ピー クP2の

高 さ.

* P<0.005(paired t-testに よる)

図10　 サクシニルコリン非 動 化 ラットの尾状 核 の5-HIAA

量 に及 ぼす ペ ンチ レ ンテ トラゾール(PTZ)の 影 響

60mg/kgのPTZが 腹 腔 内 に投 与 され た.

BeforeとAfter;脳 波 にseizures pattern(SP)が 出現

す る前,及 び終 了後 に連 続 して 得 られ た ボ ル タ

モ グ ラム10例 を,そ れ ぞ れ スー パ ー イ ンポ ー ズ.

During; SP出 現 中 の ボ ル タモ グ ラム をス ー パ ー イ ン

ポー ズ.

(C)の ラッ トは, SP終 了後 に死 亡.

矢 段; 5-HIAAの 電 解 に起 因 す る ピー クP3.

図10に 示すボルタモグラムはSPが 長時 間連

続した3匹 のラットより得 たもので ある. Before

とAfterは,脳 波 にSPが 出 現す る前 と終 了後

に連続 して得 られたボルタモグラムを,そ れぞ

れ10例 スーパーイ ンポーズ し, DuringはSP

出現 中 に記録 したボ ルタモ グラム を,ス ーパー

インポーズ したもので, PTZに より発作波 が誘

発 されている間には, 5-HIAAの 電解 によるピ
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ークP3の 明 らかな出現 と上昇が認め られた.

考 察

脳内 に存在す るある種の神経伝達物 質は,特

定の電位で 酸化 されることが, in vitroの 実験 よ

り知 られている16).例 えば カテコール核 を有す

る神経伝達物質 に,あ る特定の電圧 をかけると,

カテ コール核 か ら水素 イオ ンと電子 が放出 され

O-キ ノン体 となり,そ の結 果カテコール核の酸

化反応 による酸化電流(Faradic current)が 発

生する17).今 回使用 した微分パ ルス法 は,基 本

電位 にパ ルスを重積 し,そ の際流れるCharging

 currentが 終 了 した後 に,ま だ存在す る電流す

なわち酸化 によるFaradic currentを サ ンプリ

ングし,積 分するものである(図1).こ の よう

にして, IVVで は,脳 内神経伝達物質 を酸化電

位 と酸化電流 でモニ ター し,ボ ルタモ グラムを

得,酸 化電位 か ら定性 が,酸 化電流 の大 きさか

ら定量 が行 なわれる.今 回使用 した方法 によ り

検 出 される電解電圧-50mVに 出 現す るピー ク

P1は アスコルビン酸の酸化 によるもの,電 解電

圧約130mVに 出 現するピークP2はDOPACの

酸 化 によるもの5),ま た電解電圧約300mVに 出

現 するピー クP3は5-HIAAの 酸 化 によ り流れ

る電流 と同定 されている12).こ のため, DOPAC

量 の 変化はDAの 放出量 の,ま た5-HIAA量

の変化は5-HTの 放 出量の変化 を示 す もの と考

え られ る.炭 素円板状電極18,19)や 無 処理の炭素

線維電極 とnormal pulse voltammetryを 組

み合 わせた方法20)や,ス テアリン酸 で処理 した

黒鉛 ペースト電 極 を使 用 したchronoampero

metric計 測法 を使用21)す ると, DAの 電 解によ

る電流 が直接測定で きることが報告 されてい る

が,本 研究で使用 した方法では, DA放 出量 を

DOPACの 電 解電流量 で推定 している.

無 麻酔,無 拘束の ラッ トを使 用 した慢性 実験

において, PTZに より誘発 され る強直性痙攣 中

には,尾 状核中よ り得 られ るボル タモ グラムに

現 われ るピー クP2の 高 さ,つ ま りDOPAC量

は 減少 し,そ の後1時 間～1時 間半で回復 する

ことを見い出 した.ラ ット線条体 において放出

され るDA量 は,日 内変動 を有 し,暗 期 間には

その極大値 を,ま た明期間 には極小値 をとるこ

とが, IVVに よっても確認 されて いる15).し か

し,そ の変化速度 は緩慢 で あり,本 研究 で強直

性痙攣 中及 びその後 に観 測 された よ うな急激 な

ものでは ない.以 上の結果より, PTZに よ り誘

発 されたDOPAC量 の 変化 は,そ の日内変動 に

起因するもの では なく, PTZに よ り,尾 状核 内

でDAの 放 出量 が減 少 した ことに起因 して いる

ことが示唆 された.無 麻酔,無 拘束の ラッ トを

使用 した実験では, 5-HIAAの 酸 化 に起 因する

電解電圧 約300mVの ピークP3は,著 明 にはモ

ニ ターされなかったが, PTZが 誘 発す る強 直性

痙攣中 にピークP3が 認 め られた例 もあった.し

かし,こ の ピークP3に つ いては,低 ピークのた

めに検討 しなかった.

さらに,抗 痙攣 薬であるDZP及 びPBを 使

用 して,そ れ ぞれ投与前と投与後のDOPAC量

の変化 を検討 してみたが, DZPの 場 合 は全体的

には増加傾 向がみ られたが,ば らつ きが大 きく

PB双 方 ともDOPAC量 に有意な変化 は認められ

なかった.ま たWesterinkら は,ラ ッ ト線条体

中のDOPAC,及 び ホモバニ リン酸(HVA)を

調 べ,ペ ントバルビタール,及 びDZPは, HVA

量 を増加 させるが, DOPAC量 には変化を与えな

いことを報告 している22).こ れ らの点より, DZP

及 びバルビタール系薬物は,尾 状核 中のDOPAC

量 へ は影響 しないもの と思われ る.

無麻酔,無 拘束のラットの尾状核中では, PTZ

により誘発 された痙攣中 に, DOPAC量 が減少し

ていたが, SCCに よ り非動化 した ラッ トを使っ

た急性実験 では,逆 に脳波 にSPが 出現中 には

DOPAC量 が明 らかに増 加 し, SP終 了 後 数分

で, SP出 現 前の量 に回復することを認 めた. SP

が脳 波 に出現 している時 に,実 験動物 は強直性 ,

間代性痙攣 を示 していることが報告 されている23).

つ まり急性実験 において脳波 にSPが 出現 して

い る期 間は,無 麻酔 ,無 拘束 ラッ トを使用 した

慢性実験 において,強 直性,間 代性痙攣 が出現

した期 間と一致 してい ることとな る.こ のため

SCCで 非動化 した ラットの尾状 核中でのDA放

出量 は, PTZ誘 発 による痙 攣 中に増加 した こと

となり, PTZ誘 発 痙攣中のDA放 出量の変化は,

非 動化 によ り逆転 したこととなる.同 様 の逆転

現象は, ClemensとPhebusに より報告 されて
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いる24).彼 らは,グ ラフ ァイ トペース ト電極 を

使用 した半微分ボルタメトリーで,強 力なDAア

ゴニストである25)ペ ル ゴライ ド投 与によ り,脳

内の アスコルビン酸 が,無 麻酔,無 拘束 ラッ ト

では減 少 し,抱 水 クロラールで麻酔 したラッ ト

では増加 したことを報告 し,ア スコルビン酸 が,

 DAの 神 経伝達 に何 らかの役割 を担っているも

のと結論 した.今 回実験 に使用 したETCF電

極 は,脳 内アスコル ビン酸の酸化 に起 因す るピ

ー クと
, DOPACの 酸 化 に起因す るピー クとを

明瞭 に区別 しうる(図1右).ま た,電 解電圧約

130mVの 変化 は,実 験操 作 によ りアスコルビ

ン酸 を電解後 に検 出 しているため,彼 らの よ う

なアスコル ビン酸に起因す る変化ではないと考

えられる.し か し,本 研究でみられた逆転現象

に,非 動化 に使用したSCCが 関与 しているのか

もしれない とい う疑 問は否定 しえない.無 麻酔

ラットの青斑核 内のDOPAC量 は,拘 束 ス トレ

スにより増加すること26),ま た 無麻酔,無 拘束

ラットの線条体内のDOPAC量 は,尾 へ の電気

刺激や低温刺 激 によ り一過性 の急激 な増加 を示

すこと,さ らに,ラ ッ トの尾の圧迫が尾状核 内

のDA放 出量 を増加 させることなど27), DA放

出量 に対す るス トレスの影響が,い ろいろな検

出用電極 を使用 したIVVを 使 い報告 されている.

今回観察 された逆転 現象 も, SCCに よりラット

が非動化 されたため, PTZに よ りSPが 誘 発

された時 にある種のストレスが ラットに加 わり,

 DAの 放 出量が逆転増加 したの かもしれない.

SCCで 非 動化 したラットを使用 した急性実験

において,脳 波 にSPが 出現 した時期 に,ボ ル

タモグ ラム上 に5-HIAAの 電 解 に起因するピー

クP3の 出現 と上昇 がみ られた.つ まりPTZに

より痙攣 が誘発 されている時 には, 5-HTの 放

出量 が尾状核中で増加 してい ることが示唆 され

た.尾 状核 から得 られたボルタモ グラム中に,

 5-HIAAの 酸 化 に起 因す るピー クが存在するこ

とは,す でに報告 されている.池 田らは,今 回

の実験 に使用 したもの と同種のETCF電 極 と

IVVを 用 いて, Wistar系 ラ ットの尾状核(基

準点より前方8.62mm,側 方2.5mm,深 さ0mm)

に お いて, 5-HIAAの 酸 化 に起因するピー クP3

を記録 している12). Cespuglioら も,今 回使用

したものと同種の電極 とIVV記 録 法 を用 いて,

 OFAラ ットの尾状核(前 方8.92mm,側 方2mm,

深 さ0mm,及 び前方7.02mm,側 方3mm,深

さ1mmの2点)に, 5-HIAAの ピー クP3を 観

測 している28,29).さ らに, Brazellら は,グ ラフ

ァイトペースト電極 を用いたIVVで, Wistar

系 ラットの尾状核(前 方7.4mm,側 方3mm,深

さ3.6mm)か ら, 5-HIAAの ピ ー クを得 て い

る30).本 研 究で使用 した位置では, DOPACに

起 因するピークは明瞭 であったが, 5-HIAAの

酸 化 に起因するピー クは明瞭には観測 されなか

った.ラ ットの広義の線条体中に, 5-HTは 約3

%程 度 しか含有 されていないこと31,32),さ らにラ

ットの尾状核 中では, 5-HTは 一様 に分布せずに,

部 分的 に差 があることが報告 されている33).さ

らに, IVVで 物 質 を検出で きる範 囲はETCF

電 極 の周囲100μm程 度であることが報告 されて

いる19).以 上 の点 より,今 回使用 した部分 の尾

状核では5-HTを 放 出す る神経終末が少 なかっ

た もの と思 われる.

全身,及 び局所麻酔薬 は,痙 攣やDOPAC量

に影響 を及ぼす ことが知 られている.全 身麻酔

剤 で,抗 痙 攣作用 も有する抱 水 クロラー ルは,

ラットの新線条体でDOPACの 電 解電流 を減少

させ,ア ス コル ビン酸の電解電流 を増加 させ る

ことが報告 されている34).ま た,全 身麻酔薬 の

ハロセンは,ラ ットの線条体のDOPAC含 量 を増

加 させ ることが報告 されている22).さ らに,局

所麻酔薬で あるリドカインを, 15～60mg/kg筋

肉 内に投 与す ると,電 激 痙攣 は抑 制 されるが,

 75mg/kgの 投 与 では,脳 波 に痙攣発作波が出

現することも報告 されてい る35).以 上 の様 な全

身,及 び局所麻酔薬の作 用を考慮 に入 れ,今 回

の急性実験の手術の際 には,エ ーテル麻酔のみ

を使用 し,局 所麻酔薬は使用 しなかった.さ ら

に,脳 波の観測 の下 に,約2時 間工ーテルよ り

の回復 を待 ち,実 験 に使用 した.こ の方法 によ

り,麻 酔薬 の影響 は少 なくで きたが, SCCの

影 響 は無 くす ることは で きず, PTZ誘 発痙 攣

中 に尾状 核 内 でのDA放 出量 は,無 麻 酔無 拘

束 ラットと, SCCで 非動化 した ラッ トでは異 な

っていた.
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結 論

1.電 気化学的に表面処理 した炭素線維電極 と

微分パルス ・インビボ ・ボ ルタメ トリー を使用

し,ペ ンチレンテトラゾール(PTZ)誘 発 痙攣中

の ドーパミン(DA)の 放 出量の変 化 を調べ ると

ともに,抗 痙攣薬 の効果 も調べ た.

2.無 麻 酔,無 拘束 ラットの尾状核の3, 4-ジ ヒ

ドロキシフェニール酢酸(DOPAC)量 は, PTZ

によ り誘発 される強直性痙攣の間,約75%に 減

少 し,そ れが約60分 間続 いた.こ れは, PTZ誘

発 痙攣中に尾状核 内で, DAの 放 出が減少 して

いることを示唆 している.

3.サ ク シニル コリンで非動化 した ラッ トの尾

状核 では, PTZ投 与 によりseizures pattern

(SP)が 脳 波 に出現 して いる と き,つ ま り行

動的 には痙攣を発現 しているときには, DOPAC

量,及 び5-ヒ ドロキ シイ ンドール酢酸量 は増加

していた.こ れは脳波上発作波 を示 してい ると

きに, DA,及 び セロトニ ン放出量 は増加 してい

ることを示唆 す る.

4.無 麻 酔,無 拘束 ラッ トに,ジ アゼパ ム,及

びフエノバ ル ビター ルを投与 して も,尾 状核中

のDA放 出量 に変化 は見 られ なか った.

5.以 上 の結果 より, PTZに よ り誘発 される痙

攣の発現機序 に,尾 状核 におけるDA放 出機構

が関与 している可能性 のあることが示唆 された.
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Effect of pentylenetetrazol and anticonvulsants on neurotrasmitter

 release into the caudate nucleus of rats: In vivo

 differential pulse voltammetric study

Masashi YAMAMOTO

Department of Neurochemistry, Institute for Neurobiology, Okayama University Medical School

(Director: Prof. A. Mori)

The release of indoleamine and catecholamine within the caudate nucleus of freely mov

ing and immobilized rats during convulsions induced by pentylenetetrazol (PTZ) was investi

gated by in vivo differential pulse voltammetry. In voltammograms obtained from the caudate 
nucleus, there were two distinct oxidation peaks: one at 130mV (peak P2) and the other at 
300mV (peak P3). Thier potentials are characteristic of the oxidation of 3, 4-dihydroxyphenyl

acetic acid (DOPAC) and 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA), respectively. During tonic 
convulsions induced by 60mg/kg of PTZ i. p., the amplitude of peak P2 obtained from the 

caudate nucleus of freely moving rats significantly decreased to 75% of the peak height re
corded prior to the injection of PTZ, and recovered to normal within 60min of the end of tonic 
convulsions. The amplitude of peak P3 showed almost no change during and after tonic con

vulsions. These results suggest that the release of dopamine (DA) in this region of freely 
moving rats during tonic convulsions is induced by PTZ. The heights of peaks P2 and P3 

were not influenced by phenobarbital (10-80mg/kg, i. p.) or diazepam (10mg/kg, i. p.) administration. 
In voltammograms from the caudate nucleus of immobilized rats, the amplitude of peak P2 

significantly increased during seizures. The increase lasted for 3 to 6min after the seizures 
induced by PTZ (60-90mg/kg, i. p.). This data suggests that DA release was increased in 
this region of immobilized rats during EEG-verified convulsions induced by PTZ. As the height 

of peak P3 increased somewhat during seizures, so the release of serotonin increased during 
convulsions induced by PTZ. Although the changes in the DA release during convulsions 

were opposite in freely moving and immobilized rats, changes in DA and serotonin release in 
the caudate nucleus might participate in the development of convulsions induced by PTZ.


