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緒 言

哺 乳 動 物 の 脳 内 に は, taurocyamine, guani-

dinosuccinic acid, guanidinoacetic acid, N-

acetylarginine, β-guanidinopropionic acid,

 creatinine, γ-guanidinobutyric acid, arginine,

 guanidine, methylguanidine, homoarginineな

ど のguanidino化 合 物 が 存 在 す る1～4川(図1)が,

そ れ ら の う ちtaurocyamine5), guanidinoace-

tic acid6), N-acetylarginine7), γ-guanidinobu

tyric acid8)及 びmethylguanidine9)は い ず れ も

数mgを ウサ ギ,イ ヌ,ネ コ な ど の 大 槽 内 に 注 入 す

る と痙 攣 発 作 が 誘 発 さ れ る こ とが 知 ら れ て い る.

ま た痙 攣 時 の 脳 内guanidino化 合 物 を 液 体 ク ロ

マ トグ ラ フ ィ ー で 分 析 す る と, taurocyamine

は マ ウ ス のpentylenetetrazol痙 攣 直 前 期 に 増

加 し,電 気 刺 激 痙 攣 時 に減 少 し て い る こ と10),

 methylguanidineは 実 験 的 尿 毒 症 ウ サ ギ に お い

て 増 加 して い る こ と11)が 見 出 さ れ,こ れ ら の

guanidino化 合 物 が 痙 攣 と 密 接 に 関 係 して い る

こ とが 示 唆 さ れ た.

他 方, Kopeloff12)が マ ウ ス の 大 脳 皮 質 に コバ

ル ト粉 末 を 塗 布 す る とseizureが 誘 発 さ れ る こ

と を報 告 し て 以 来,コ バ ル トて ん か ん 源 性 焦 点

形 成 法 は 実 験 て ん か ん モ デ ル の1つ と し て 注 目

を あ び て き て お り,コ バ ル ト焦 点 組 織 を 用 い た

数 多 くの 生 化 学 的 な 研 究 が な さ れ て い る.小 山

(1972)13)は,コ バ ル ト焦 点 組 織 にreleaseさ れ

るaminoacidを 分 析 した 結 果,コ パ ル トて ん か

ん 源 性 焦 点 形 成 の 原 因 はglutamicacidの 減 少

とglutamicacidのreleaseの 増 加 に あ る こ と を

指摘 している.そ の後Van Gelder14)は コバル

ト投与3～4日 めはてんかん源性焦点が形成 さ

れる時期であるが,そ の時期にはglutamic acid

 decarboxylase(GAD)activityが 有 意に増加 し

ていることを報告 している.さ らにDoddら15)

も コバル ト焦点組織 ではglutamic acidのre

leaseが 非 焦点組織 に比し3倍 も増加 しているこ

とを認めている.ま たRossとCraig (1981)16)

は コバル トてんかん源性焦点組織のpaminobu

tyric acid(GABA)のtransportを 調べた結果,

 seizureが 頻繁 にみ られるコバル ト投与7日 めに

はhigh affinityのGABA transportが 対 照に

比 し著明に減少 していることを報告 してい る.

こ れらの諸知見か ら,コ バ ル トてんか ん源性焦

点形成にはglutamic acidが 大 きく関与 してい

ることが示唆 され る.

著 者は,ネ コの大脳皮質にコバル ト粉末 を投

与後,焦 点組織のguanidino化 合物 を高速液体

クロマ トグラフィー で分析 し,コ バル ト粉 末投

与24時 間後に大 きな未知物質の ピー クの出現 を

認め,こ の未知物質 を抽出 しGC/MSで 分析 し

た結果, α-guanidinoglutaric acid(GGA)で あ

ることを確認 した.著 者はさらにこの物質 を合

成 し,ウ サギの大脳皮質に投与 して,脳 波記録

によ り発作波の出現 を観察 した.ま た,コ バル

ト焦点組織の諸guanidino化 合 物につ いて も分

析 を行い,コ バル トてんかん源性 焦点の形成機

構 について検索 を行 なった.

実 験 方 法

第1節　 実験動物
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Fig. 1 Guanidino compounds in mammalian brain.

体 重2～4kgの 成 熟ネコ(雌 雄)及 び,体

重2～3kgの 成 熟 ウサギ(雄)を 使用 した.飼

料は,ネ コにはネコ用飼料及び固型飼料(KS,

 CS,オ リエンタル酵母)を,ウ サ ギにはウサ ギ・

モルモ ット用固型飼料(RC-4,オ リエ ンタル酵

母)を 用い,水 は自由に摂取 させ た.

第2節　 てんか ん源性 焦点の作成

ネコ左大脳皮質感覚運動領野の2cm2上 に,殺

菌 した コバ ル ト粉末(Grain Size #200, Arssay

 99.99%,高 純 度化学研究所08838A)を 約300mg

塗 布 し,筋 膜な どの柔組織で被膜後 さらにワセ

リンで覆 った.ま た,長 期実験 については頭皮

を縫合 した.

第3節　 試料の採取

ネコ左大脳皮質のコバル ト塗布部位及びその周

辺部位 と,対 側部位(各650mg)を す ばや く摘 出

後,液 体窒素で凍結固定 し,分 析開始 まで-20

℃ で保存 した.ま たGC/MS分 析 には両側大脳

皮質ヘ コバル トを塗布 し, 3時 間後に両側 コバ

ル ト塗布部位 を摘 出 し,そ れ らのネコ4匹 分 の

試 料 を プ ー ル し て 分 析 試 料 と した.

第4節　 試 料 の 調 整

1) Guanidino化 合 物 標 準 試 料

Guanidino化 合 物 の 標 準 試 料 と し て は, tauro

cyamine (GT, 10nmol/ml), guanidinosuc

cinic acid (GSA, 10nmol/ml), guanidino

acetic acid (GAA, 5nmol/ml), N-acetyl-

arginine (N-AA, 3nmol/ml), β-guanidino-

propionic acid (GPA, 5nmol/ml), creati-

nine (CRN, 50nmol/ml), γ-guanidinobuty

ric acid (GBA, 10nrnol/ml), arginine (Arg,

 20nmol/ml), homoarginine (HArg, 10nmol/

ml), guanidine (G, 20nmol/ml), methyl

guanidine (MG, 5nmol/ml)を0.01N塩 酸

(pH 2.2)に 溶 解 し て 使 用 し た.

2)脳 試 料 の 前 処 理

組 織 に5倍 量 の1% picric acidを 加 え テ フ ロ

ン棒 ガ ラ ス ホ モ ゲ ナ イ ザ ー で ホ モ ゲ ナ イ ズ 後,

 13,000gで20分 間,冷 凍 遠 沈 を 行 な っ た.次 に

上 清 のpicricacidをDowex 2×8(Cl-型)に
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α-guanidinoglutaric acid

Fig. 2 Synthesis of α-guanidinoglutaric acid.

吸着 させ たの ち減圧乾固 し,そ の 乾 固 試 料 を

0,01N塩 酸(pH 2.2)で 溶 解後,そ の200μlを

高速液体 クロマ トグラフに注入 した.な お試料

は分析開始 までは-20℃ で保存 した.

第5節　 Guanidino化 合 物の高速液体 クロマ ト

グラフ ィー

Guanidino化 合 物の分析はMoriら(1978)の

方 法3)に 準 拠 した高速液体 クロマ トグラフ ィー

を用いて分析 を行 なった.装 置は,日 本分光製.

螢 光検 出器JASCO FP-100Bを 備 えつけた高速

液体 クロマ トグラフJASCO G-520を 使 用 した.

なお,イ オン交換樹脂 はCM-10 S(JASCO)を

用 い,カ ラム温度は60℃ とした.移 動相には4

種 類 の0.2N sodium citrate bufferを0.4ml/

minの 流 速 で 次 の 条 件 に 従 っ て 使 用 した.

1) pH 3.0,試 料 注 入 前40分. 2) pH3,3,試

料 注 入 後12分. 3) pH 4,9, 23分. 4) pH 10.0,

 25分.分 析 終 了 後, 0,5 N sodium hydroxide

 20分.螢 光 試 薬 は0.05% 9, 10-phenanthrene-

quinone/dimethylformamide溶 液 を使 用 し,そ

の 流 速 は0.2ml/minと した.螢 光 反 応 は 内径0.5

mm×8mの チ ュ ー ブ で60℃, 2分 間 と し,検 出

はEx 365nm, Em>460nmで 行 な っ た.

第6節　 GGAの 合 成

GGAの 合 成 はZervas & Bergmannのgua

nidino化 合 物 合 成 法17)に 準 拠 し て 行 な っ た.す

な わ ち, glutamic acidと 同 モ ル のS-methyl-

isothioureaと を1N NaOHに 溶 解 し,室 温 で6

時 間 放 置 後, Amberlite IR-120(H+型)カ ラ ム

に 吸 着 させ た.つ い で 水 洗 後, 2N NH4OHで

脱 着 し,坂 口 反 応(+)分 画 を 集 め て 減 圧 濃 縮

し,水-ethylalcholか ら再 結 晶 し た(図2).

第7節　 GC/MS測 定

1) GGA標 準 試 料

Moriら4)の 方 法 に 従 っ て 行 な っ た.す な わ ち,

 GGA合 成 標 品10mgに 水l,0mlを 加 えpyridine

 1.0ml, acetylacetone 1.0mlを 加 え た の ち, so

Fig. 3 High pressure liquid chromatogram of standard substances of guanidino compound.
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Fig. 4 High pressure liquid chromatogram of normal cat cortex.

diumbicarbonateでpHを8.0～9.0に 調 整後,

 100℃ の温浴中で10時 間reflexし, dimethylpy

rimidyl化 した.こ の反応混液を減圧 乾固後,水

10mlに 溶解 し,こ の溶液 をethyletherに て3回

洗浄後減圧再び乾固 した.そ の乾固試料 をHCl

飽 和n-butanol 10mlに 溶解 し,温 浴上 で3時 間

reflexし てbutylester化 した.つ いで減圧乾固

し,得 られ たsyrup様 物 質(約2mg)をpyridine

methanol(1:1)0.2mlに 溶解 し,そ の1μl

をGC/MS用 試 料 とした.

2)ネ コ脳試料

組織 に1% picric acidを 加 えてホモゲナイ

ズ後, 13,000gで20分 間,冷 凍遠沈 した.つ い

で,得 られた上清のpicric acidをDowex 2×

8(C1一 型)に 吸着 させ たのち,減 圧乾 固した.

こ の乾 固試料 は少量の水に溶解 し,東 洋濾紙No.

 526(40×40cm)にspotし た のち, n-butanol:

acetic acid:水(12:3:5)で 展開, GGA合

成 標品1と一致す るRf値 の部分を切 りとり, 60～

70℃ の水 で抽 出して,再 び減圧乾 固した.こ の試

料 を 水1.0mlに 溶 解 し, pyridine 1.0ml, acety

lacetone 1,0meを 加 え た の ち,上 記GGA標 準

試 料 と 同様 な 操 作 に よ りdimethylpyrimidyl化

し てGC/MS用 試 料 と し た.

3)GC/MS

GC/MSはJalco JMS-D, 300型 質 量 分 析 計

を使 用 し た,測 定 条 件 は 下 記 の ご と くで あ る.

Gas chromatography, Column length: 90cm,

 Column packing; OV-1, 3%, Column tem

perature: 230℃, Carrier gas: Helium, 1.0kg/

cm2

Mass spectrometry, Ion source: EI, Accele-

rating voltage: 3.0KV, Ion izing voltage: 70

 eV, Emission current: 300kA.

第8節　 GGAの 局 所 的 投 与

GGAを 生 理 食 塩 水 に 溶 解(40mg/ml, 0.2M)

後, GGA溶 液 に 浸 し た 濾 紙(4×4mm)を 大 脳

皮 質 左 感 覚 運 動 領 野 の 上 に お い た.

第9節　 皮 質 脳 波 の 記 録

ネ コ及 び ウサ ギ に エ チ ル エ ー テ ル 麻 酔 下 で 気
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Fig. 5 High pressure liquid chromatogram of cat cobalt focus 24 hours after application .

Fig. 6 High pressure liquid chromatogram of synthesized ƒ¿-guanidinoglutaric acic

管内挿管を施し,サ クシンで非動化後,東 大式

脳固定装置に固定 して開頭した.つ いで,ネ コ

には両側前頭及び後頭部に綿電極をおき,ウ サ

ギには左大脳皮質感覚運動領野の周囲に綿電極

をおき,そ れらから皮質脳波を記録 した.

実 験 成 績

第1節　 Guanidino化 合 物標準物質の高速液体

クロマ トグラフィー

図3は　 guanidino化 合物標準物質の高速液体

クロマ トグラムである.試 料注入後, taurocya
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Fig. 7 Gas chromatogram of dimethylpyrimidyl-unknown substance-butylester of cat cobalt focus,

mine, guanidinosuccinic acid, guanidinoace

tic acid, N-acetylarginine, ƒÀ-guanidinopro

pionic acid, creatinine, ƒÁ-guanidinobutyric 

acid, arginine, homoarginine, guanidine,

methylguanidineが 順 次 系 統 的 に分 離 溶 出 され た.

第2節　 正 常 ネ コ 大 脳 皮 質 及 び コバ ル ト焦 点 組

織 のguanidino化 合 物

1)正 常 ネ コ 大 脳 皮 質

高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィー の 結 果,正 常 ネ

コ 大 脳 皮 質 に は 図4に 示 さ れ た 如 く, taurocya

mine, guanidinosuccinic acid, guanidinoace

tic acid, N-acetylarginine, β-guanidinopro

pionic acid, creatinine, γ-guanidinobutyric

acid, arginine, guanidine, methylguanidine

が 存 在 し,そ の ほ か に い く らか の 未 知 物 質 の ピ

ー ク が 認 め ら れ た
.

2)ネ コ コバ ル ト焦 点 組 織

コ バ ル ト塗 布24時 間 後 の コ バ ル ト焦 点 組 織 で

は,正 常 ネ コ 大 脳 皮 質 に 存 在 す るguanidino化

合物の うちN-acetylarginineが 消 失していた.

ところがguanidinosuccinic acidの 溶 出ピーク

の次に,正 常 ネコではわずか しか認め られなか

った未知物質の著 し く高 いピークの出現が認め

られた(図5).

第3節　 合成GGA標 品の高速液体 クロマ トグ

フフイー

図5は 合成標品GGA 50 nmol/mlの 高速液

体 クロマ トグラムである. GGAは 試料注入後30

分 に溶出され た.こ の溶 出保持時間は コバル ト

投与24時 間後の焦点組織分析に認め られた大き

な未知 物質 のピー クの溶出保持時間 と一致 した.

第4節　 コバル ト焦点組織中未知物質のGCIMS

に よ る同定

1)ネ ココバル ト焦点組織中未知物質 のガス

クロマ トグラフィー

図7は ネココバ ル ト焦点組織か ら未知物質 を

抽出 し, dimethylpyrimidyl化 並 びにbutyles

ter化 した試料のクロマ トグラムである.こ の ク
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Fig. 8 Mass spectrum.
A) Dimethylpyrimidyl-GGA-butylester.
B) Dimethylpyrimidyl-unknown substance-butylester of cat cobalt focus.

ロマ トグラム中の保持時間1.0分 の ピー クは合

成GGAをdimethylpyrimidyl化 並 びにbutyles

ter化 した試料の ピー クと一致 した .

2)合 成GGA及 びコバル ト焦点組織 中未知物

質のマ ススペ ク トロメ トリー

合成標品GGA及 び コバル ト焦点組織 より抽

出した未知物質 をそれぞれdimethylpyrimidyl

誘導 体のbuty1esterと して測定 したマ ススペ ク

トラム を図8-A, Bに 示 した.す なわち,合 成

GGA誘 導体のspectrum(図8-A)に は, m/e

 365(M+)の ほか292, 264, 250, 208, 190, 162

な どの高比強度 の諸 イオンが観察 されたが,未

知物質誘導体spectrum(図8.B)に お いて も

m/e 365(M+)の ほ か292, 264, 250, 208,

 190, 162が 観 察 された.従 ってコバル ト焦点組

織に出現する大 きな未知物質 のピー クはGGA

で あ ると同定 された.

第5節 コバル トてんかん源性焦点組織のGGA

ネ コのコバル トてんかん源性焦点組織及び対

Fig. 9 Ion peaks in mass spectrum of dime

-thylpyrimidyl-GGA-butylester.

側部位のGGAを 分析 した結果を表1に 示した.

まず正常ネコ大脳皮質感覚運動領野には約1 n

mol/gのGGAが 存在することを認めた.次 に
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Table 1 Effect of cobalt on ƒ¿-guanidinoglu

taric acid level of the cat cerebral 

cortex

(nmol/g, wet weight, M•}S. D.)

* p<0.001, compared with control

A parenthesis shows mean.

コバル トを投与す ると焦点組織及び対側部位の

GGAは 投与後1時 間から2時 間にわたって増加

し,投 与4時 間後では両部位 ともに対 照に比し

有意に増加す ることが認め られ た.投 与24時 間

後 にはてんかん源性焦点組織のGGAは8.88μ

mol/gと 著 明に増加 し,対 側部位 もそれ よりは

少 ないが311nmol/gと 増 加 しているのが認め

られた.な お, 40日 後 には焦点組織のGGAは

0.6nmol/gに 減 少 し,対 側部位は正常 レベル

に回復 していた.

Table 2 Effect of cobalt on guanidino compound levels of the cat cerebral cortex

(nmol/g, wet weight, MtS. D.)

a p<0.001, compared with control
b p<0.005, compared with control
c p<0.01, compared with control
d p<0.02, compared with control
e p<0.05, compared with control
A parenthesis shows mean.



コバル トてんかん源性焦点組織の α-guanidinoglutaric acid及 び その他の

guanidino化 合 物に関す る研究 1113



1114 赤 木 正 幸



コバル トてんかん源性焦点組織 の α-guanidinoglutaric acid及 び その他の

guanidino化 合 物 に関す る研究 1115

Fig. 10 Electrocorticogram recorded from left sensory motor area after topical applicaton.

第6節 コバル トてんかん源性焦点組織のその

他のguanidino化 合 物

コバル ト粉末 を投与 し, 1, 2, 4, 24時 間 後及

び約40日 後 のguanidino化 合 物は,時 間的経過

に ともなって変動 が認め られた.す なわ ち,

 taurocyamineは 投 与4時 間後から約40日 後 まで

対照に比べ て有意に減少 した(表2). Guanidi

- nosuccinic acidは 投与2時 間後 より減少 し,投

与4時 間後 には検 出されず, 24時 間後には再 び

正常 レベルに回復 した. Guanidinoacetic acid

は投 与後1時 間か ら4時 間 までは有意に減少 し,

投 与24時 間 後には正常 レベルに回復 した. N-

acetylarginineは 投 与後1時 間から約40日 まで

は減少 し,そ の うち投与24時 間後 には検出され

なかつた. β-guanidinopropionic acidは 投 与

後1時 間か ら24時 間 までは減少 し,約40日 後 に

は検出されなかつた. Creatinineは 投 与4時 間

後に有意に減少 した. γ-guanidinobutyric acid

は 投与後1時 間か ら約40日 までは有意に減少 し

た. Arginineは 投 与後2時 間か ら4時 間 までは

有意に減少 した. Guanidineは 投 与後4時 間か

ら24時 間 までは増加 し,約40日 後 には正常 レベ

ルに回復 した. Methylguanidineは 投与4時 間

後には減少 し, 24時 間後には正常 レベルに回復

した.な お,一 般 に コバル ト焦点部位 と対側部

位 との間には有意の差が認め られなか つた.

第7節 GGAの 発 作誘発作用

ウサ ギ(N=5例)の 大脳皮質感覚運動領野

にGGA 0.2M溶 液 に浸 した濾紙 片(4×4mm)

を お く と,約10分 後 にhigh voltage slow

waves及 びatypical spike and slow wave com-

plexが 認め られた.投 与約30分 後 にはsporadic

 spike and high voltage slow waveが 認 め ちれ,

つづ いて投与約40分 後に約3Hzのspike and

 slow wavesが 出現 した.約1時 間後には 約4

Hzのatypical spike and high voltage slow

 waves burstが 出現 したのち,約2Hzのspike

 and high voltage slow waveが 濾紙添付約3時

間後 まで反復持続 出現 し,そ の後正常脳波に回

復 した(図10).

考 按

従来,コ バル トを局所的に大脳皮質 に投与す

るとてんかん源性焦点が形成 され るこ とが知 ら

れている.小 山13)は,コ バ ル ト粉末 を ネ コ の

sigmoid gyrusに 投 与すると1時 間後には皮質脳

波にepileptic dischargesが 出現することを認め,

さ らに24時 間 後には強直性 間代性痙攣 が出現す

るこ とを観 察 して い る.著 者 は コバ ル ト粉

末 をネ コ大脳皮質 の感覚運動領野に投与 し, 24

時 間 後にコバル ト焦点組織 のguanidino化 合物

を高速液体 クロマ トグラフ ィー で分析 した結果,
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著 明に高濃度の未知guanidino化 合 物が 出現 す

るこ とを認めた.す でに コバル トてんかん源性

焦点組織 では投 与24～48時 間後にはglutamic

 acid, aspartic acid, GABAが 減少 しているこ

と,及 び投与90分 後にはglutamic acidのre

leaseが 増加 していること13),ま たglutamic

 acid decarboxylaseは コバル ト投与後3～4日

めに増加 し, GABA aminotransferaseは 投 与

後7日 めに減少 しているこ と14),及 びglutamic

 acid dehydrogenaseは てんかん源性焦点形成 中

減少 しているこ と14)さらにDoddら15)は コバ ル

トてんかん源性焦点組織 ではglutamic acidの

releaseが 対照に比 し3倍 も高いこ とを報告 して

いるこ とな どか ら,コ バ ル トてんか ん源性焦点

形成にはglutamic acidが 大 きく関与 しているこ

とが示唆 されていた.

哺乳動物の脳 内に存在す るguanidino化 合 物

の うち数種の ものは構造式(図1)か らみる と,

 taurocyamineはtauhneが ら, guanidinosuc

cinic acidはaspartic acidか ら, glycocyamine

はglycineか ら, β-guanidinopropionic acidは

alanineか ら, γ-guanidinobutyric acidは γ-

aminobutyric acidか らそれぞれarginineのa

midine基 を受容 して生成 され るもの と想定 され

ている.今 回見 い出 したGGAは こ れらのこ と

を勘案す るとglutamic acidか ら生成 されたも

の と想定 される.

さて,本 報告 においてGGAの 同定 にはGC/

MSを 使 用 したが,従 来一般 にguanidino化 合

物 はguanidine基 が揮発性に欠けるため, GC/

MS分 析 は不可能 とされていた.し か し, Vetter-

Diechtlら18)がarginineのdimethylpyrimidyl

化 を可能 に して以来, Moriら4)はarginine, gua

nidinoacetic acid, β-guanidinopropionic acid,

 γ-guanidinobutyric acid, guanidinosuccinic

acid19)を 揮発 性のdimethylpyrimidy1誘 導 体に変

え,さ らにcarboxyl基 をbutylester化 してG

C/MSで 分 析す るこ とに成功 している.今 回は

GGA並 びにコバル ト焦点組織か ら抽出 した未知

guanidino化 合物 を上記の方法に従 って, dime

thylpyrimidyl誘 導 体に し, carboxy1基 をbuty

lester化 し, GC/MSで 分 析 した結果,コ バル ト

焦点組 織に見い出した未知guanidino化 合 物 は

GGAで あ る と同定 した.な お, GGA・di

methylpyrimidyl誘 導体 ・butylesterのmass

spectrumのm/eは 図9の ごと く理解 される.

つ ぎに, GGAを 高速液体 クロマ トグラフィー

に より分析 した結果,正 常 ネコの大脳皮質には

わずか なが らGGAが 存 在す るこ とを見い出し

たが,続 いて コバル ト投与後の経時的変化 を調

べ た結果焦点組織及び対側部位 のGGAは と も

に,コ バル ト投与1時 間後か ら4時 間後 にかけ

て急激な増加 を続け, 24時 間 後には焦点組織は

約9μmol/gと 異 常な高値 を示 した.こ の値 は

正常 ネコ大脳皮質に存在す るglutamic acidの

含有量に匹敵す る.な お,対 側部位 も約0.3μ-

mol/gと 高 値を示 していた.し か し,て んかん

源性焦点が消失 し,正 常状態に回復 した投与約

40日 後には,こ れ らのGGA値 は正常レベルに

回復 していることを認め た.

その他GGA以 外 のguanidino化 合 物の変動

を調べ ると, taurocyamine, guanidinosucci

nic acid, guanidinoacetic acid, N-acetylar

ginine, β-guanidinopropionic acid, creati-

nine, γ-guanidinobutyric acid, arginine及 び

methylguanidineはGGAと は逆に投与後1時

間か ら24時 間にかけて減少しており,ま た投与約

40日 後にはtaurocyamine, γ-guanidinobutyric

acidは 対照に比 し著明に低下 していることを観

察 した.こ れ らの実験結果か ら考 えると, gluta

micacidよ りのarginineをamidine基donner

とす るtransamidinaseが 異常に活性化 されたた

め, arginineを 共通 のamidinedonnerと す る

その他のtransamidinase反 応 の低下 をきたし,

 guanidine以 外 のguanidino化 合 物の減少 をき

た し た もの と理 解 される. taurocyamine及

び γ-guanidinobutyric acidの 長期にわたる著明

低下の原因は現時点では説明で きない.

つ ぎに,合 成 したGGAを ウサ ギ大脳皮質の

感覚運動領 野に投与する と, 10分 後 にはspike

 and slow wave complexが 出現 し,投 与1時 間

後にはburstが1時 間持続 して出現す ることを

観察 した ことか ら, GGAは 発作誘発物質である

こ とを明 らかにした.林20)はsodium glutamic

acidあ る いはsodium aspartic acidの1～2M

溶液 をイ ヌの大脳皮質運動領野に与えると間代
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性 痙 攣 が 生 ず る こ と を 報 告 し て お り,ま た,

 Moriら21)はdiguanidino化 合 物 のhirudonine,

 arcaine, audonine 0.1～0.2M溶 液 をウ サ ギ の

大 脳 皮 質 感 覚 運 動 領 野 に 投 与 す る とepileptic

 dischargeが 出 現 す る こ と を観 察 し て い る.本

実 験 に お い てepileptic dischargesを 誘 発 させ

る投 与 量 はglutamic acidな ど の 投 与 量 の10分

の1で あ り, diguanidino化 合 物 と は 同 一 濃 度

で あ っ た.

結 論

1.コ バ ル ト粉 末 を ネ コ 大 脳 皮 質 の 感 覚 運 動 領

野 に 塗 布 し,て ん か ん 源 性 焦 点 を作 成 し た の ち,

 24時 間 後 に 高 速 液 体 ク ロ マ トグ ラ フ ィー でgua

nidino化 合 物 を 分 析 す る と,正 常 脳 に 認 め ら れ

るtaurocyamine, guanidinosuccinicacid,

 guanidinoacetic acid, β-guanidinopropionic

acid, creatinine, γ-guanidinobutyric acid,

 arginine, guanidine, methylguanidineの ほ か

に,著 明 に 高 濃 度 な 未 知guanidino化 合 物 が 認

め ら れ た.

2. GlutamicacidとSmethylisothioureaと

か ら α-guanidinoglutaricacidを 合 成 し, dime

thylpyrimidyl誘 導 体 のbutylesterと してGC/

MSに よ る確 認 を行 っ た.

3.コ バ ル ト焦点組織 よ り未知guanidino化 合

物 を抽出 し, dimethylpyrimidyl誘 導体のbuty

lesterと してGC/MSの 分析 を行 った結果,未

知guanidine化 合 物のmassspectrumは 合 成

したGGAのspectrumと 一致 し,未 知物質の構

造 をGGAと 決 定 した.

4. GGAは 正 常ネ コ大脳皮質に1nmol/g程

度 存在す るが,コ バル ト粉 末投与に より経時的

に増加 し, 24時 間後に最高値に達 し,対 側部位

も増加 をきたした.し か し,焦 点の消失 した40

日後には正常値 に回復 していた.

5. GGA以 外 の大脳 内guanidino化 合 物は コ

バル ト粉末の投与 により, guanidine以 外 は

減少 を示 した.ま たtaurocyamine及 び γ-gua

nidinobutyricacidは40日 後 においてもなお減

少 していた.

6. GGA 0.2Mを ウサギの大脳皮質感覚運動領

野 に投与す るとspike and wave complexが 出

現 し, burstが1時 間にわた って観察 された.

終 わりにあたり,終 始御懇篤な御指導 と御校閲を

賜わりました森昭胤教授ならびに直接御指導御協力

いただきました片山泰人講師,平 松緑助手に深 く感

謝の意を棒げます.
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ƒ¿ -Guanidinoglutaric acid and other guanidino compounds in

 a cobalt epileptogenic focus of cat cerebral cortex

Masayuki AKAGI

Institute for Neurobiology. Okayama Univ. Medical School

(Director: Prof. A. Mori)

An epileptogenic cortical focus was induced by the topical application of cobalt powder 

to the sensori-motor cortex, then guanidino compounds in the cobalt focus were ana

lysed by HPLC. An extraordinally high peak was observed in the epileptogenic focus 

24 hours after the cobalt application. ƒ¿-Guanidinoglutaric acid (GGA), which is synthe

sized from glutamic acid and S-methylisothiourea sulfate, was confirmed by GC/MS 

as a dimethylpyrimidyl derivative of GGA.

An unknown substance was isolated from the cobalt focus and identified as GGA 

by the same GC/MS technique as in the case of an authentic sample. GGA was present 

in the normal cat cortex in amounts of In mol/g. GGA increased after cobalt appli

cation, and reached a maximum after 24 hours. The abnormal GGA recovered to the 

normal level about 40days after the application by which time the cobalt focus had 

disappeared. Other guanidino compounds, that is taurocyamine, guanidinosuccinic acid, 

guanidinoacetic acid, ƒÀ-guanidinopropionic acid, creatinine, ƒÁ-guanidinobutyric acid, 

arginine, and methylguanidine, except for guanidine tended to decrease in the cobalt 

focus. Taurocyamine and ƒ¿-guanidinobutyric acid were still decreased 40days after the 

cobalt application.

Spike and wave complex was induced after topical application of 0.2M GGA to the 

sensori-motor cortex, and a burst continued for one hour.

Key words: cobalt focus, ƒ¿-guanidinoglutaric acid, guanidino compounds,

 EEG, seizure mechanism


