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研究成果の概要（和文）：本研究では、有機リン系コリンエステラーゼ阻害薬であるパラオキソンはグルタミン酸シナ
プス伝達を抑制し，細胞の興奮性を高めること，またカリウム濃度の上昇もまた細胞興奮性を高めることが示された．
カリウム濃度の上昇がパラオキソン誘発性てんかんの発生を誘発する要因の一つであることが示唆された．アトロピン
がてんかんの発生を抑制したのに対し，PAMは前投与でのみパラオキソンのPSおよびfEPSPに対する抑制作用を防止した
が，てんかんの発生は防ぐことができなかった．これは高カリウム濃度におけるパラオキソン誘発性けいれんが，わず
かなムスカリン受容体刺激でも起こりうる可能性を示唆している．

研究成果の概要（英文）：We investigated the epilepsy-inducing actions of paraoxon with elevated [K+]e and 
the effects of atropine, pralidoxime, and selective muscarinic acetylcholine receptor (mAChR) antagonists 
on the actions of paragon.
paraoxon-induced cholinesterase inhibition elicited epileptic activity in elevated [K+]e but not normal 
[K+]e. Treatment for hyperkalemia likely prevents the development of epilepsy in organophosphate 
intoxication. Paraoxon-induced epileptic activity was inhibited by atropine but not by pralidoxime. 
Relatively weak mAChR activation likely elicited epileptic activity in 7.5 mM [K+]e. Atropine, rather 
than pralidoxime, may be effective at inhibiting organophosphate-induced epileptic activity.

研究分野：救急医学
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１．研究開始当初の背景 
有機リン系コリンエステラーゼ（OP-ChE）阻
害薬中毒は，全身組織のアセチルコリン
（ACh）作動性異常亢進から意識障害，痙攣
重積，徐脈，縮瞳，分泌亢進，気管支喘息，
呼吸停止，等の致死的な全身症状を引き起こ
す．実際に国内におけるオウムサリン事件・
農薬混入餃子事件・自殺者の増加，また国外
紛争地域における神経剤使用，等が後を絶た
ない現在，その治療法確立は重要な研究・対
策課題である． 
 OP-ChE 阻害薬中毒の死因には意識障害，痙
攣重積，呼吸停止，等の中枢神経系機能失調
が深く関与している．中枢神経系機能の評価
には電気生理学的手法が有用である．中毒機
序の一部であるムスカリン型 ACh 受容体
（mACh 受容体）を介した中枢神経系シナプス
伝達修飾に関する研究が生理学的観点から
進められてきた．しかし OP-ChE 阻害薬の中
枢神経作用を直接評価した電気生理学的研
究は，興奮性シナプス伝達抑制，GABAA 抑制
性伝達抑制，痙攣誘発作用等，少数であった．
また OP-ChE 阻害薬中毒治療薬であるベラド
ンナ剤，オキシム剤，等の治療的作用機序に
言及した電気生理学的研究も少数であった． 
 
２．研究の目的 
それまで解明が遅れていた上記問題に対し
我々は，今年度までの基盤研究（C，19592093，
平成 19-22 年度）において，1)OP-ChE 阻害薬
である パラオキソンにより蓄積した ACh が
mACh 受容体を介してグルタミン酸シナプス
伝達を抑制すると同時に神経細胞体興奮性
を増強すること，2) アトロピン（mACh 受容
体遮断薬，ベラドンナ剤）はパラオキソンの
影響を抑制すること，3) プラリドキシム
（PAM，オキシム剤）は早期投与に限りパラ
オキソンの影響を抑制すること，等を海馬ス
ライスで解明し，論文発表した (Neurosci 
Res. 2010 Dec;68(4):276-84.)． 
 この研究経過および予備実験の中で我々
は，海馬スライスにおいてパラオキソンによ
る痙攣波誘発を確認した．この実験的痙攣波
は OP-ChE 阻害薬中毒時に発生する臨床的痙
攣のモデルの一つである．しかし，この実験
的痙攣波に対するオキシム剤，ベラドンナ剤
および各種抗痙攣薬の抑制作用は十分には
解明されていない．臨床的 OP-ChE 阻害薬中
毒に伴う痙攣の治療にはアトロピン，PAM に
加えて各種抗痙攣薬が使用されるが，これら
の作用機序や有効性の解析も不十分である． 
 以上から本研究代表者らはこれまでの研
究成果を直接発展させ，OP-ChE 阻害薬の痙攣
誘発作用とそれに対するオキシム剤，ベラド
ンナ剤および各種抗痙攣薬の抑制作用につ
いての実証的かつ詳細な検証を中枢神経系
組織の多部位で行うことが不可欠と考え，本
研究を計画した．  
 
３．研究の方法 

４-５週齢のWistar系ラットをイソフルラン
麻酔下に断頭し，速やかに脳組織を摘出した。
ビブラトームを使用し厚さ 400μm の海馬ス
ライス標本を作製した．標本は 1時間以上の
回復期間をおいた後，標準酸素化人工髄液
［組成（mM）：NaCl; 123.0, KCl; 4.5, CaCl2; 
2.5, MgSO4; 1.2, NaHCO3; 25.0, Na2HPO4; 1.2, 
glucose; 10］を灌流した実験用チャンバー
に移し，電気生理学的記録を行った．記録は
多点同時記録が可能な MEA system を用いて
行った．海馬スライスの CA３領域のシャッ
ファー側枝を刺激し，CA１領域の錐体細胞層
におかれた電極からPopulation spikes（PSs）
を，放線状層におかれた電極から field 
excitatory postsynaptic potentials 
(fEPSP)を同時に細胞外記録した．細胞体の
活動電位を反映する PS amplitude と，グル
タミン酸興奮性シナプス伝達を反映する
fEPSP slope を計測した．またてんかんの活
動性は単発の電気刺激で発生する多発性ス
パイクの発生率とスパイク数で評価した．各
薬剤は灌流液に目的濃度に溶解して 20 分灌
流投与することとした．検討項目は，1）標
準カリウム濃度（4.5 mM）でのパラオキソン
の影響，2）高カリウム濃度（6.0、7.5、9.0 
mM）でのパラオキソンの影響，3）PAM の影響，
4）アトロピンの影響，5）選択的ムスカリン
受容体拮抗薬（M1, M2, M3, M4）の影響とし
た．PAM およびアトロピンはパラオキソンに
対する前，同時，後投与を評価した． 
 
４．研究成果 
1）パラオキソンの影響 
4.5 mM [K+]eではパラオキソンは fEPSP slope
を低下させたが，PS amplitude には影響を与
えなかった．また，パラオキソンは多発性ス
パイクを誘発しなかった． 
 
2）細胞外カリウム濃度変化による影響 
6.0 mM [K+]e への上昇は，PS amplitude と
fEPSP を変化させなかった．パラオキソンは，
PS amplitude と fEPSP を低下させたが，多発
性スパイクは認めなかった．7.5 mM [K+]eへ
の上昇は，PS amplitude を有意に上昇させた
が，fEPSP slope を変化させなかった．パラ
オキソンは PS amplitude と fEPSP をともに
低下させた．7.5 mM [K+]eへの上昇により多
発性スパイクの誘発を認めたが，パラオキソ
ンはその発生率とスパイク数を有意に増加
させた．9.0 mM [K+]eへの上昇は，多発性ス
パイクの誘発とともに PS amplitude と fEPSP 
slope をともに低下させた．パラオキソンは
PS amplitude と fEPSP slope，および多発性
スパイクの発生率とスパイク数に影響を与
えなかった．7.5 mM [K+]eへの上昇が，もっ
ともパラオキソン誘発性てんかんを惹起し
たため，以降の研究の灌流液として使用した． 
 
3）PAM の影響 
PAM の前投与は，パラオキソンによる PS 



amplitude と fEPSP slope の低下を防止した．
PAM とパラオキソンの同時投与は，PS 
amplitude と fEPSP slope を低下させた．PAM
の後投与は，パラオキソンによる PS 
amplitude と fEPSP の低下を防ぐことができ
なかったが，Wash out により PS amplitude
の回復を認めた．また，すべての投与手段に
おいて，PAM は多発性スパイクの発生率とス
パイク数を減少させなかった． 
 

4）アトロピンの影響 
アトロピンの前投与は，パラオキソンによる
PS amplitude と fEPSP slope の低下を防止し
た．アトロピンとパラオキソンの同時投与は，
PS amplitude と fEPSP slope に影響を与えな
かった．アトロピンの後投与は，パラオキソ
ンによる PS amplitude と fEPSP slope の低
下を回復させた．また，すべての投与手段に
おいて，アトロピンは多発性スパイクの発生
率を減少させた．前投与および同時投与では
スパイク数を減少させた． 
 

 
5）選択的ムスカリン受容体拮抗薬の影響 
ピレンゼピン（M1-mAChR 拮抗薬）は，パラオ
キソンによる PS amplitude と fEPSP slope
の 低 下 を 防 止 し た ．
p-fluorohexahydro-sila-difenidol 
hydrochrolide（p-HHSiD：M3-mAChR 拮抗薬）
は，パラオキソンによる PS amplitude の低
下を防止したが，fEPSP slope の低下は防止
できなかった．メトクロピラミド（M2-mAChR
拮抗薬）およびトロピカミド（M4-mAChR 拮抗
薬）は，パラオキソンによる PS amplitude
と fEPSP slope の低下を防止できなかった．
ピレンゼピンおよびp-HHSiDは多発性スパイ
クの発生率とスパイク数を減少させたが，メ
トクロピラミドおよびトロピカミドは減少
させなかった． 
 
上記の結果から，パラオキソンはグルタミン
酸シナプス伝達を抑制し，細胞の興奮性を高
めること，またカリウム濃度の上昇もまた細

胞興奮性を高めることが示された．カリウム
濃度の上昇がパラオキソン誘発性てんかん
の発生を誘発する要因の一つであることが
示唆された．アトロピンがてんかんの発生を
抑制したのに対し，PAM は前投与でのみパラ
オキソンの PS および fEPSP に対する抑制作
用を防止したが，てんかんの発生は防ぐこと
ができなかった．これは高カリウム濃度にお
けるパラオキソン誘発性けいれんが，わずか
なムスカリン受容体刺激でも起こりうる可
能性を示唆している．また，パラオキソン誘
発性てんかんは M1 および M3 mAChR 拮抗薬に
より抑制された．M1 および M3 mAChR は Gq/11 
タンパク質共役型受容体であり，この受容体
の活性化はシナプス伝達を促進する．有機リ
ン誘発性てんかんは過剰なアセチルコリン
の蓄積によるGq/11タンパク質共役型受容体
刺激によって誘発される可能性が示唆され
た． 
 
また，上記実験と平行して， ChE 阻害薬であ
るエドホロニウムが，過剰グルタミン酸によ
る神経細胞損傷(グルタミン酸興奮性細胞毒
性)に与える影響を検証した． 
過剰グルタミン酸は PS amplitude および
fEPSP slope を不可逆的かつ部分的に抑制し
た．ChE 阻害薬であるエドロホニウムは，過
剰グルタミン酸による抑制効果を強調した.
また，この抑制効果はアトロピン，メトクロ
ピラミド，トロピカミドによって阻害された． 
多くの急性中枢神経系病態においてアセチ
ルコリンおよびグルタミン酸の中枢神経系
組織内への 放出は増加する.この研究結果
は，今後の OP-ChE 阻害薬誘発性けいれん波
の発生機序解析に有用だと考えられる。 
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