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緒 言

マウス脳内には種々のguanidino化 合 物が存

在す る. taurineのN位guanidine基 置 換体

であるtaurocyamine (guanidinotaurine)は,

ウシ,ラ ッ ト,マ ウスお よび ウサ ギ脳に存在す

ることがMoriら1～3)に よって明 らかにされて

きた. Mizunoら4,5)はtaurocyamineを ウサギ

大槽内に注入する と, 10分 後 にまず間代性けい

れんが出現 し,つ づいて強直性けいれんが1～

2時 間にわたって数10回 繰 り返 し起ることを明

らかに しているが,最 近Moriら6)は ネ コ大槽

内にtaurocyamineを 注入す ると, 4～5分 の

ちに海馬回後部から棘波が出現 し,こ の棘波が

taurineに よって抑制 されることなど深部脳波

学的に観察 している.ま たけいれん素 因を有す

るCBAマ ウ ス7)の 脳 内taurocyamine値 は,

分 析 した12系 統 中最高 であ った.こ れ らの諸

事実はtaurocyamineが 中枢神経系におけるけ

いれん発作機序に関与 していることを示唆す る

ものである8).今 回はさらにpentylenetetraz o

leお よび電気刺激けいれん(ECS)時 のマウス

脳内guanidino化 合物 を分析 した結果,け いれ

ん時にtaurocyamineの 著 明な変動 を認めたの

で報告する.

実 験 方 法

1)実 験動物: ddYマ ウス(雄)を 藤井医化学

試験動物(神 戸)よ り入手 した.飼 育室は室温

24℃,湿 度55%, 12時 間 明暗サイクル となるよ

うに午前1時 か ら午後1時 まで明るくした.飼

料 はマ ウス用 固型飼 料(MF;オ リエ ンタル

酵母)を 用い,水 は自由に摂取 させた.こ の条

件下で飼育 した7週 令(25g)の もの を使 用 し

た.

2) Pentylenetetrazoleけ いれん実験:

Pentylenetetrazole (80μg/kg)を 腹 腔内投与 し,

け いれんの経過 をけいれん直前期,け いれん中

期およびけいれん後期 と分類 した.け いれん中

期は間代性けいれんについで強直性伸展が惹起

された時期 とし,け いれん直前期はけ いれん中

期に致 る時間の2/3の 時期 とした.け いれん後

期は,け いれん後50秒 間静止 している状態 を選

んた.対 照実験群には生理 食塩水 を用いた.

3)電 気刺激けいれん実験:マ ウスの耳介の部

分のみ外部 に出るように作成したmicrowave

照射 用holderに マ ウスを挿入 した後,耳 介 を

生理食塩水で湿 らせ, ECS用 ク リップで耳介 を

はさみ,電 圧60Vお よび80V,い ずれ も0.5秒

間通電を行った.そ のさい60V通 電 によってけ

いれんの発現 しなか った もの をけいれん直前期,
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図1:電 気刺激によるけいれん中のマウス

A:間 代性けいれん発作中

図1:電 気刺激けいれん中のマウス

B:強 直性けいれん発作中(最 大発作)
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80V通 電 によって惹起されたけいれん発作中の

ものをけいれん中期 とした(図1).な お,痙 攣

により惹起 された比較的長期間にわたる変化 を

知 るため,け いれん後1週 間生存 しているもの

について も検索 を行 った.脳 の固定はECS通

電10秒 後 にmicrowave照 射 法により行った.

4)マ ウ ス脳固定法:マ ウス脳の固定は,メ タ

ボスタットNJE2601(新 日本無線)を 使用し,

 microwaveの 頭 部照射(3kw 0.2秒 間)に よ

り行った.

5)試 料の調製:マ ウス脳を摘出し,秤 量後1

% picric acidに よ り除蛋白し,冷 凍遠心分離

後,上 清をDowex 2×8 (Cl-)で 過 剰のpic

ric acidを 除去 した後,減 圧乾固し, 0.01N

 HCl (pH 2.2)に 溶 か し,分 析用試料 を調 製し

た.分 析までは凍結保存 した.

6) guanidino化 合 物分析法:高 速液体 クロマ

トグラフに, phenanthrenequinoneを 用 いた螢

光 測定法を回路に組み込 んたguanidine化 合物

自動分析装置(G-520;日 本分光)を 使用 し分析

を行 った.

実 験 結 果

1) Pentylenetetrazoleけ いれん: Pentylenete

trazoleけ いれん時の脳内guanidine化 合 物の

分析例を図2に,分 析結果を表1に 示す.対 照

群 に比 しtaurocyamineの 有 意の増加がけいれ

ん直前期に認め られるが,こ の値はけいれん中

図2: Pentylenetetrazoleけ い れ ん 時に お け るマ ウ ス脳 内guanidino化 合物

の ク ロマ トグラム

1) Taurocyamine 2) Guanidinoacetic acid 3) N-acetylarginine 
4) Creatinine 5) Arginine 6) buffer change peak
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表1: Pentylenetetrazoleけ い れ ん時 に おけ るマ ウ ス脳 内

guanidino化 合 物 の 変 動

Effects of pentylenetetrazol (80mg/kg) on guanidine compounds in mice brain
(nmol/g)

(mean•}S. D.)

* P<0.05, ** P<0.02, *** P<0.005, compared to control (T-test).

表2:電 気 刺 激 け いれ ん 時 に お け る マ ウ ス脳 内

guanidine化 合 物 の 変動

Fffects of electro convulsive shock on guanidino compounds in mice brain
(nmol/g)

(mean•}S. D.)

* P<0.05, ** P<0.02, *** P<0.01, compared to control (T-test).

期には正常 レベルに回復 し,け いれん後期には

再び有意に増加 した.ま たcreatinineは けいれ

ん前,中 および後期 を通 じて著明な増加 を認め

たが,特 にけいれん直前期の増加 が著 しかった.

その他のguanidino化 合 物にはけいれん時にお

ける有意の変化 を認めなかった.

2)電 気刺激けいれん: ECS時 の脳内guanidi

no化 合 物の分析例 を図3に,分 析結果を表2

に示す.対 照群に比 しtaurocyamineの け いれ

ん中期における有意の減少が認め られた.な お,

この減少はけいれん1週 間後において も完全に

回復 しなかった.ま たcreatinineは け いれん

直前期に有意の増加 を認めたが,け いれん中に

は正常レベルに回復 していた.そ の他のguani

dino化 合 物 は け い れ ん 時 に 変 動 し な か っ た.

考 察

脳 内guanidino化 合 物 の う ち, taurocyami

ne5), guanidinoacetic acid9), γ-guanidinobu

tyric acid10), N-acetylarginine11),お よ びme

thylguanidine12)は,い ず れ も通 常 数mg程 度

ウ サ ギ,イ ヌ,ネ コな どの 大 槽 内 に 注 入 す る と

け い れ ん 発 作 を誘 発 し,そ れ らの 脳 内 発 火部 位

に つ い て は 深 部 脳 波 学 的 に 詳 細 に 観 察 され て い

る.さ ら に ウ サ ギ のpentylenetetrazoleけ い れ

ん 直 前 お よ び け い れ ん 中 の 脳 内 に は γ-guanidi

nobutyric acidが 増 加 し,そ の さ いarginine,

 guanidinoacetic acidお よ びtaurocyamineが
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図3:電 気 け い れ ん時 にお け るマ ウ ス脳 内guanidino化 合 物 の

クロマ トグラ ム

1) Taurocyamine 2) Guanidinoacetic acid
3) N-acetylarginine 4) Creatinine 5) Arginine
6) buffer change peak

減少 していることが報告 されている13).今 回の

マウスを用いた実験か ら,γ-guanidinobutylic

 acidは 正常時およびpentylenetetrazoleあ る い

はECSけ いれん時いずれの脳 中に検出できな

か った.こ の原因として, guanidio化 合物の分

析には従来坂口反応に基づいたguanidino化 合

物 自動分析装置1)が 用いられていたが,今 回用

いた螢光法による分析方法では一般のguanidi

no化 合 物 に対す る検 出感度 は極め て高 いの

に もかかわ らず γ-guanidinobutyric acidの み

は検 出感度が極あて悪 く,正 常およびけいれん

中の脳内にほとんど検出されなかったことによ

るものと考えられ る. Taurocyamineはtauri

neのN位guanidine置 換体で中枢興奮性物質

であ り,ネ コの大槽内に注入すると海馬回後部

か ら発作波が出現 し,こ の発作波はtaurineの

投 与により抑制 されることが認め られている6).

またマ ウスの行動量がtaurocyamine投 与 によ

り一定時間後に一過性に著明に増加することが

観察され,そ のさい脳 内dopamine値 が 低下す

ることが明らかにされている14).従 ってtauro

cyamineは 中枢神経系においてはdopamine系

を介 して作用することが示唆 されている.今 回

のpentylenetetrazoleけ いれんにおいては,け
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いれん直前期に脳内taurocyamineは 有 意の増

加 を示 したが,け いれん中期には正常レベルに

回復 していた.他 方ECSけ い れんにおいて,

逆 にけいれん中期にtaurocyamineは 有 意に減

少 していた.

Pentylenetetrazoleけ いれん発作は皮質下核起

源性15)でECSけ いれん発作 とはけいれん発作

発現機序が異な ると考えられ,さ らにけいれん

発現過程における脳内monoamineな どの変動

の様相が異なるという報告も多くされている16,17).

こ れ らの こ とか ら今 回認 め られ たpenty

lenetetrazoleお よ びECSけ い れん に ともな

うtaurocyamineの 脳 内変 動 の 相 違 は,こ

れらのけいれん発作発現機序の何 らかの相違に

基づ くもの と考えられる.脳 内のcreatinineは

arginineとglycineと のamidine基 転 移反応に

よってguanidinoacetic acidが 生 成 され,そ

れにATPが 関与 してcreatin-phosphateが 生

成された後,脱 リン酸化を受けて生成 されると

考えられている.脳 内creatinineはpentylene

tetrazoleけ いれ ん時 において,け いれん直前

期,中 期および後期に著明な増加 を示 した.そ

のさいarginineは 減 少の傾向を示 したが, gu

anidinoacetic acidに は変化が認め られなかっ

た.他 方ECSけ いれんにおいて,け いれん直

前期にのみcreatinineの 増加が認め られたが,

け いれん中には正常レベルに回復 していた.ま

た,そ の さいarginineお よびguanidinoace

tic acidに は有意な変動が認め られなかった.

中枢神経系における種々のguanidino化 合 物は

amidine基 転移 反応により生成されると考えら

れているが,そ の詳細な過程については まだ十

分明らかにされていない.こ れ らのguanidino

化合 物の代謝過程 を明らかにし,こ れらの発作

発現機序における役割 を明確化す ることが今後

の研究課題であろう.

結 論

1) Pentylenetetrazoleけ い れん: Taurocya

mineは け いれん直前期 に有意に増加 し,け い

れん中期には正常値に回復 し,け いれん後に再

び有意に増加 した.

2)電 気 刺激けいれん: Taurocyamineは け い

れん中期に有意に減少 し,け いれん後 も減少 し

ていた. Creatinineは け いれん直前期に有意に

増加 した.

3) Pentylenetetrazoleお よびECSけ いれん

いずれにおいて も,他 のguanidino化 合 物に有

意の変動 は認め られなか った.

4) Pentylenetetrazoleお よ びECSけ いれん

において, taurocyamine量 に逆の変動が認め

られたことはけいれん発作発現機序が異なるこ

とを示唆 している.

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指導御協力い

ただきました片山泰人助手に深 く感謝の意を捧げま

す.さ らに,実 験遂行にあたり終始快 く御協力下さ

いました渡辺洋子嬢,柿 本洋子嬢をは じめ研究室の

皆様に心から御礼申し上げます.
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Guanidino compounds in mouse brain

 II. Guanidino compound levels in brain in relation to convulsions

Chiaki HIRAMATSU

Department of Neurochemistry, Institute for Neurobiology,

 Okayama University Medical School

(Director: Prof. A. Mori)

1. Brain guanidino compound levels in ddY mice were analysed in the pre-convulsive stage, 
during convulsion and at the post-convulsive stage of convulsive seizures induced by pentylene

tetrazol or electric stimulation.
2. Significantly increased levels of taurocyamine was found in the pre-convulsive stage, just 

after pentylenetetrazol injection. This recovered temporarily to normal levels during convul

sion, though the level increased again in the post-convulsive stage. Marked increases in creatinine 

were observed throughout the convulsive seizure induced by pentylenetetrazol; i.e. in the 

pre-convulsive stage, during convulsion and in the post-convulsion stage.
3. Significantly decreased levels of taurocyamine were found during electrically induced 

convulsions. Increased levels of creatinine were found in the pre-convulsive stage.


