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第１節 緒言 

 

 近年、脳の様々な側面から研究が進み、脳における様々な疾患やシステムが明らかにな

ってきている。その一つとして、脳内では様々な周波数の脳波が引き起こされ、多種多様

な状態を反映している。特に海馬、そして海馬における脳波は記憶活動や学習においても

注目すべき現象 [[[[1111]]]]であるが、未だ明らかになっていないことは多い。 

 脳内振動現象においては様々な部位で観察され、嗅球での匂い区別のタスク中での in 

vivo において β 波 (12 ~ 35 Hz)や γ 波 (35Hz ~) が見られたという報告がある [ [ [ [2222, , , , 3333]]]]。ま

た、ラットの空間学習時に θ 波が出現する [[[[4444, , , , 5555]]]]。このように θ 波、β 波、γ 波等の機能に

関わっている脳波を機能的な脳波として呼ぶ。また海馬では病理的なリズムであるてんか

ん波も観測される。てんかん発作時においては、異常な脳波であるてんかん波の発生が観

察され、てんかん波が観察されると記憶学習が抑制される [[[[6666, , , , 7777]]]]。だが、θ 波とてんかん波

を初めとして、機能的な脳波と病理的なてんかん波の違いについては未だ明らかになって

いない [[[[8888]]]]。    

これらの β 波もしくはてんかん波は in vitro においても観察される [[[[9999, , , , 11110000]]]]。海馬スライ

スにアセチルコリン作動薬である Carbachol を投与すると、β 振動が発生し、Free Mg2+や

高濃度 K+、抑制性神経阻害薬であるペニシリン、ビキュキュリン、SR-95531(Gabazine)

を投与すると、てんかん様発火が発生する。 

 本実験においては記憶活動という機能に関与している機能的な β 波と記憶活動を阻害す

る病理的なてんかん波を in vitro 海馬スライス上に誘導して実験を行った。 

海馬内興奮性伝達路に高頻度電気刺激若しくは θ 波中の錐体細胞の発火を模した θ バー

スト刺激を与えるとシナプス可塑的な変化である長期増強（LTP）現象が起こる。また低頻

度な電気刺激を与えると長期抑圧（LTD）現象が見られる。これらのシナプス可塑的変化

は空間記憶等に関わっている。また、先行研究から、カルバコールを投与するとモルモッ

ト海馬スライスでは、θ 様振動がバースト様に起こるが、θ 振動中と振動外において誘導さ

れた LTP では、振動中に誘導された LTP の方が起こりやすい [[[[11111111]]]]。従ってバースト位相

において誘導される LTP 現象に違いがある可能性がある。本研究では薬理的に誘導された

海馬スライスにおける β 振動の、バースト位相において様々なバースト位相でシナプス可

塑的な変化を引き起こすTBS(θバースト刺激)を与え機能的な β波とてんかん波で誘導され

る LTP を比較した。 
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第２節 海馬の構造 

 

海馬は、大脳皮質側頭葉に位置する海馬体の一部であり、錐体細胞（pyramidal cell）が

密集した層と、顆粒細胞の厚い帯状の歯状回 (dentate gyrus; DG） 領域によって特徴付け

られている。海馬を長軸方向に直角に切ると、ニューロンの細胞体が大小二つの馬蹄形で

噛み合わせた形を取っている。小さい腹側の馬蹄形の細胞集団は顆粒細胞（granule cell）

と名付けられたニューロンで作られており、歯状回を形成している。この歯状回の馬蹄形

の口に当たるところから出ている細い帯状の神経細胞層が弧を描いてアンモン角

（Ammon's horn）を作っている。海馬溝は歯状回と海馬傍回の間の脳溝で海馬裂

（hippocampal fissure）となって歯状回とアンモン角の間を走っている。また、歯状回で

は表層から、顆粒細胞の樹状突起と入力繊維を含む分子層、顆粒細胞の細胞体が作る顆粒

細胞層、錐体形や紡錘型の細胞を含んだ深部の多形細胞層の 3 層がある。アンモン角は 6

層に分けられていて、上衣細胞層から順に白板、上昇層、錐体細胞層、放線層、網状層、

分子層となっている。 

海馬内神経回路ネットワークとしては、歯状回顆粒細胞の軸索は無髄で苔状繊維 (mossy 

fiber) を作り海馬 CA3,4 の錐体細胞の樹状突起の起始部に通りすがりに次々と大きなシナ

プスを作っており CA2 との境界まで続く。CA4 と CA3 の錐体細胞から出る主軸索は海馬

より出て行くが、途中で反回する側枝を出している。この側枝は有髄繊維で Schaffer 

collateral といわれ、CA2、CA1、海馬台にシナプスを作っている。これらの神経回路はグ

ルタミン酸を神経伝達物質として用いて伝達を行っている。また、中隔核からアセチルコ

リン神経や GABA 神経、グルタミン酸作動性神経が投射し複雑な海馬内ネットワークを形

作っている [[[[11112222]]]]。この海馬 CA3 部位は記憶のコード化の役割を [[[[13131313]]]]、CA1 部位は内嗅皮

質からの入力と CA3 からの入力を比較することにより、記憶を照らし合わせる過程への関

与が示唆されている [[[[14141414, 15, 15, 15, 15]]]]。 

                                             

 

第３節 海馬の役割とその機能 

 

海馬はヒトでの側頭葉内側が破壊された健忘効果等の症例から記憶活動に関わりが深い

と言われている。この海馬損傷に由来する健忘症の事例として、H.M.という男性の例が詳

しく研究されている。H.M.氏は重度のてんかん発作に苦しんでおり、緩和の目的で内側側

頭葉の切除手術を受け海馬の前部 2/3 を含む部位が切除された。手術により発作は軽減し、

知覚、知能、人格にほとんど影響を与えなかったが、これ以後 H.M.氏は深刻な順向性健忘

症に悩まされた。また、海馬は特に長期記憶と関連が深いと言われている。また、モリス

水迷路実験 [[[[11116666]]]]などにより少なくともラットでは海馬が空間記憶においても重要な役割を

担っていることが示されている。 
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第４節 脳内神経振動現象と記憶活動について ―機能的リズム― 

 

ヒトの脳内では、脳波のリズムは劇的に変化している。てんかん発作のような病的な状態

以外に、4~12Hz の θ 波、12~35Hz の β 波、35Hz 以上の γ 波等が観察される、このリズ

ムはヒトの多くの行動と対応しており、この変化は注意や睡眠あるいは覚醒のレベルのよう

な特定の行動の状態などと深く関わっている。特に θ 波、β 波、γ 波は記憶活動に関わって

るとされている [[[[11117777, 1, 1, 1, 18888]]]]。 

ラットの海馬内でもこれらのリズムは観察される。ラットが新規の環境に入れられ探索

活動を始めた時、初期状態では θ 波が海馬に引き起こされ、その後 β 波が引き起こされた 

[[[[11119999]]]]。その他にも、β 波は匂い学習によっても引き起こされ [[[[22220000]]]]、長距離の同期活動におい

ても重要な役割をしているという結果もある [[[[22221111]]]]。γ 波は θ 波と同様に空間学習に関与し

ていると仮定されている [[[[22222222]]]]。上記のようにこれら θ、β、γ 波は記憶活動と関与が深いと

考えられ、機能的なリズムであると考えられる。だが、θ 波については in vivo [[[[22223333]]]]におい

ても in vitro [[[[22224444]]]]においてもよく研究がされているが、β 波についてはあまり研究されてい

ない。 

 

 

第５節 脳内てんかん発作、記憶活動と抑制 ―病理的リズム― 

 

てんかん発作時には異常な、病理的な脳波であるてんかん波が観察される。てんかんと

は、神経細胞の集団が通常に行動しているときには生じないレベルで同期して興奮するこ

とにより、痙攣発作が起こるものである。結果として、発作時には非常に振幅の大きい脳

波波形が見られる。また、生涯に１回限りのてんかん発作は珍しいものではなく、一般人

口の７~10％が、発作を経験する。この発作が慢性的に繰り返し生じる場合、この状態がて

んかんと呼ばれている。米国の人口の約１パーセントはてんかんを患っている。また、て

んかんは疾患そのものというよりは疾患の症状の 1 つである。時にはその原因を同定する

ことができるが、多くの症例ではてんかんの原因は不明である。異なるタイプのてんかん

は、異なる機序によって生じる。てんかんによっては遺伝的素因が認められているものも

あり、いくつかの原因遺伝子が同定されている [[[[22225555]]]]。てんかんを生じさせる遺伝子変異の

1 つのグループでは、GABA によるシナプスの抑制が障害されている。 

てんかんの研究によると、ある種のてんかん発作は脳内のシナプスにおける興奮と抑制の

微妙なバランスの乱れを反映していることが示唆されている。別の発作では過剰に強い、あ

るいは密度の高い興奮性の神経の相互結合が原因となる。GABA 受容体を遮断する薬物は、

大変強力な発作誘発物質である。様々な種類の薬物が発作の抑制に効果的であり、これらの

抗痙攣薬はさまざまな機序で興奮に拮抗するように働いている。 
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また、てんかん性の発作は in vivo 海馬内でも観察され、ラットにおいて記憶学習の抑制

が観察された [[[[22226666]]]]。また、てんかん発作は短い interictal spike と持続する ictal spike を

持ち [[[[22227777]]]]、interictal spike がラットの記憶や認知の過程を妨害するという報告もある [[[[22228888]]]]。 

 

第６節  シナプスの可塑性 

 

海馬での興奮性の伝導路へ短時間の高頻度電気刺激を与えると、シナプス伝達に長期間

の増強（Long-term potentiation; LTP）が起こる [[[[22229999]]]]。また、低頻度刺激により長期抑圧

（Long-term depression; LTD）も海馬で起こることが報告されている [[[[33330000]]]]。今日では LTP

のメカニズムについてほとんどの実験は脳薄切標本中のシャーファー側枝が CA1 錐体ニュ

ーロンと作るシナプスで行われている。典型的な実験としては、シャーファー側枝のシナ

プス前の軸索の束に短い電気刺激を与え、それによって起こる CA1 ニューロンの EPSP の

大きさを測ることによって観察する。海馬 CA1 ニューロンの長期増強の誘導はシナプス後

細胞の細胞内 Ca2+の上昇が LTP の誘導に関係していると考えられている [[[[33331111]]]]。 

海馬での LTP と LTD については Bienenstock,Cooper,Munro（BCM）仮説 [[[[33332222]]]]が提案

されている。この仮説によると、他からの入力が弱くシナプス後細胞が弱く脱分極してい

る時にだけ、LTP ではなく LTD が誘導される。また、LTP と LTD は細胞外 Ca2+が

N-methyl-D-asparate receptor（NMDAR）から流入することにより誘導される [[[[33333333, , , , 33334444]]]]。

通常、NMDAR は Mg2+ブロックにより Ca2+流入は阻害されているが、近隣の AMPAR が

活性化されることによる脱文極により Mg2+ブロックが外れて Ca2+が流入する。LTP が起

きるか, LTD が起きるかは、主にこの NMDAR の活性化レベルの違いにより起こり、

NMDAR の活性化が少なく、Ca2+が少なめに細胞内に流入すると LTD が起こり、一方

NMDARの活性化が大きいとCa2+が多めに細胞内に流入するとLTPが起こるという報告が

ある。これは BCM 仮説にも一致する。この脳内可塑性と記憶活動を結びつけるために

NMDAR のアンタゴニストを水迷路実験でラットの海馬に注入すると、水迷路学習のルー

ルや隠されたプラットフォームの場所学習ができなかった結果から NMDAR の記憶に果た

す役割が重要であると考えられている [[[[33335555]]]]。また、最終的にシナプス増強を引き起こす分

子メカニズムとしては AMPAR 受容体をリン酸化することによりシナプスの伝達効率を増

大させること、もしくは AMPA 受容体がシナプス後膜へ挿入されることも考えられている。 

in vitro においては、アセチルコリン受容体のアゴニストである Carbachol によって誘導

された θ 振動のバースト内でより LTP が促進されたという実験結果もある [[[[6666]]]]。また、て

んかん様発火が電気刺激もしくは薬理学的に引き起こされたスライスではTBSによりLTP

が起こらなくなる報告もある [[[[33336666]]]]。 
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第７節 本研究の目的 

 

海馬では上記のように様々な周波数の脳波や、病理的な現象であるてんかん波が観察さ

れる。in vitro においても Carbachol によって機能的な θ、β、γ 波の振動現象が引き起こさ

れ [[[[33337777, , , , 33338888, , , , 33339999]]]]、GABAZINE により病理的なてんかん様発火も見られる [[[[44440000, , , , 44441111]]]]。 

上記の通り、シナプス可塑性は記憶の過程において重要な現象であり、振動現象との関

与が深い。生体で観察される振動現象は海馬スライスでも観測でき、先行研究からバース

ト位相で LTP の大きさが異なっているという結果もある。また、てんかん様発火での記憶

学習の抑制にはシナプス可塑性の変化が関与しているといわれている。だが、機能的な脳

波と病理的なてんかん波の違いについては未だ明らかになっていない。よって、この研究

では、機能的なリズムである β 振動と病理的なリズムであるてんかん様発火を in vitro にお

いて誘導し、異なるバースト位相によって誘導されるシナプス可塑性の違いから２つのリ

ズムについて比較し、機能的な脳波と病理的なてんかん波の違いについて明らかにするこ

とを目的とした。 
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第２章 実験方法 
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第１節 人工脳脊髄液 

 

 海馬スライス標本の保存液として、また灌流液として人工脳脊髄液  (Artificial 

Cerebrospinal Fluid; ACSF) を用いた。この ACSF の組成は 123mM  NaCl, 5mM KCl, 

1.25mM  NaH2PO4, 2mM  MgSO4, 2mM CaCl2, 10mM Glucose, 26mM NaHCO3 であ

り、当溶液は実験当日に各溶液の高濃度ストック溶液から作成した。また、調整された ACSF

は 95％の O2と 5%の CO2の混合ガスを常に通し実験に用いた。 

 

 

第２節 海馬スライス標本作成法 

 

 本研究は、九州工業大学動物実験委員会の承認を得て行われた（承認番号は 8-19 である）。

実験には、244 匹の雄の Wistar ラット、3～5 週齢を使用、545 枚の海馬スライスを用いた。

まず、ジエチルエーテルで麻酔をかけ、心臓打撲法により心停止させた。その後素早く開

頭し脳を摘出、氷冷したＡＣＳＦに浸し、メスを用いて左右両半球に切り分けた脳半球を

マイクロスライサー (堂坂イーエム社製、D.S.K. Microslicer Zero 1）を用いて sagittal 

section 方向に厚さ 450µm でスライスした。これをさらにメスを用い不要な部分をトリミ

ングし、実験チャンバー (温度を 33.4°に維持し、流速 1.5 ml/min の ACSF を流した上で

95％の O2と 5％の CO2の混合ガスで通気を行った) 上に移した。一部の実験では上記のホ

ールスライス（図 2-1A）をさらに CA3 部位と CA1 部位を切り分けたスライスである CA3

ミニスライス（図 2-1B）、CA1/DG ミニスライス（図 2-1C） 、そのスライスを CA1 部位

と DG 部位に切り分けたスライスである CA1 ミニスライス（図 2-1D）、DG ミニスライス

（図 2-1E）を作成した(図 2-2)。これらの海馬スライスはスライス作成時のダメージから回

復させるために少なくとも 1 時間は実験チャンバー上で保持した後実験を行った。また、

一部のミニスライスの作成では薬品の投与後実験用チャンバーの上でマイクロナイフを用

いて作成した。 
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図２-1．海馬スライス標本 A．ホールスライス B．CA3 ミニスライス   

C．CA1/DG ミニスライス  D．CA1 ミニスライス E．DG ミニスライス 
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第３節 海馬スライス電場電位測定法 

 

実験は上記の実験チャンバー上（図 2-2）で行った。記録電極は 2M NaCl を満たした 1-2 

MΩのガラス微小電極 (HIRSCHMANN LABORGERATE社製、内径0.85 ± 0.03 mm、 外

径 1.65 ± 0.03 mm、電極抵抗 1-2MΩ、図 2-2) を用い、細胞外記録法により行った。記録

は CA3 錐体細胞層（図 2-3A）、CA1 錐体細胞層（図 2-3BBBB）、DG 顆粒細胞層（図 2-3CCCC）で

行った。測定された電位は高感度生体電位増幅器 (CYGNUS Technology 社製、ER-1 

Extracellular Amplifier) を用いて 1000 倍に増幅し、バーストの測定には 0.3kHz のロー

パスフィルター、1Hz のハイパスフィルター、シナプス可塑性の実験における pEPSP の測

定では 3KHz のローパスフィルター、1Hz のハイパスフィルターを通した後、DIGIDATA 

1322A (AXON Instruments)を介しコンピューターに取り込んだ。コンピューター上でデー

タ測定には pClamp10.2 もしくは 9.2 を用い、サンプリング周波数 10kHz で測定しデータ

を連続記録した。 

 

 
図 2-2．実験用チャンバー 

 

 

図 ２-2．海馬スライス測定位置。 A,B,C はそれぞれ、CA3,DG,CA1 である。 
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第４節 使用薬物 

 

使用薬物は以下の通りである。 

 

薬品名 作用 使用濃度 

Carbachol AChR(acetylcholine receptor)   

 agonist 

30µM 

SR95531(Gabazine) GABAAR antagonist 10µM 

CNQX 

(6-cyano-2,3-dihydroxy-7- 

nitro-quinoxaline ) 

 

AMPAR antagonist 

 

10µM 

AP5(2-amino-5-phosphonovaleric 

acid) 

NMDAR antagonist 100µM 

Atropine m(muscarinic)AChR antagonist 10 µM 

Muscimol GABAA receptor agonist 30 µM 

 

使用薬物は全てシグマから購入した。使用薬品は、CNQX、Nifedipine は DMSO に、AP5

は 100mM Tris buffer で溶解し、他は水に溶かして高濃度ストック溶液を作り、使用時に

ACSF 溶液に加えることで使用した。 

 また、Carbachol－ induced β oscillation(CIBO)の誘導には Carbachol を投与、

GABAZINE－induced epileptic discharge(GIED)の誘導には、GABAZINE を投与した。 
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第５節 刺激電極と刺激方法、刺激位相                                                     

 

刺激には外径 300µm の同心円双極性刺激電極 (FHC 社製、CBDPF75) を用いた。測定

位置は CA3 放線層（図 ２-4CCCC）もしくは CA1 放線層（図 ２-4AAAA）で行い、電極の刺激に

は電気刺激装置 (日本光電 SEN-7203) とアイソレータ (日本光電 SS-202J) を用いて、最

大 pEPSP の傾きの 2/3 になるように刺激強度を調節し pEPSP の測定をした。また、LTP

を引き起こすための TBS (Theta-burst stimulation, 100Hz、5 発の刺激を 200 ミリ秒おき

に 5 回、図 ２-5）に)をシャーファー側枝（図 ２-4BBBB）に行うことで LTP を引き起こし [[[[44442222]]]]、

Carbachol、GABAZINE 投与時の pEPSP の変化の経時変化を観察した。 

また、両バースト共に全体を 360°と置き、それらのバースト中 (0°)、バースト直後(てん

かん様発火 : 15°or β 振動 : 60°)、バーストとバーストの間(180°)、バーストの直前(330°)

に行った (図 2-6)。テスト刺激による pEPSP の測定時間は、β 振動、てんかん様発火共に

バースト直後で行った。 

 全体的なプロトコルとしては、Carbachol によって誘導される β 振動、GABAZINE によ

って誘導されるてんかん様発火が安定した、薬物投与 20 分後に最初のテスト刺激を行い、

その後、30 秒おきに 2 回、合計 3 回 pEPSP を測定した。その 1 分後に、θ バースト刺激

（ＴＢＳ）を各バースト位相で行い、その後 10 分ごとに、同じく 3 回のテスト刺激を行っ

た。CNQX や Atropine 等の薬物を加えた際には、β 振動やてんかん様発火が安定したカル

バコール、GABAZINE 投与 20 分後にこれら薬物を投与、その 30 分後に 3 回のテスト刺

激、その 1 分後に TBS を行い、その後同じく 10 分ごとに 3 回ずつのテスト刺激を行った(図

２-7)。また、記録を行ったシナプスはシャーファー側枝から、CA3 放線層で逆行的に、CA1

放線層で順行的に刺激を受けており、この部位で集合興奮性シナプス後電位を測定している

(図２-8)。 

また、コントロール実験として β 振動、もしくはてんかん様発火のリズムを発生させた

後 AMPAR のアンタゴニストである CNQX を 30 分投与すると、どちらのリズムにおいて

も pEPSP 成分の著しい減少が見られた。本実験においては、この pEPSP の減少部位であ

る刺激後 3 ~ 10 ms における電場電位変動を用い、pEPSP の傾きを評価した(図２-8)。 

 また LTP 実験の結果においては、各スライスの差を無くす為に Relative pEPSP slope

を経時変化として用いた。この Relative pEPSP slope では、全てのスライスにおいて TBS

刺激を行う前のテスト刺激で記録した pEPSP の値を 1 と設定し、その変化の比率によって

考察を行った。 
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図 ２-4．刺激位置と記録部位 

A→CA3 放線層、B→シャーファー側枝、C→CA1 放線層 

 

 

 

 

図 ２-5．TBS とテスト刺激の刺激方法 

A:TBS 刺激、B:テスト 
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図 ２-6．バースト位相 

β振動上の開始 2s、てんかん様発火の振動上を 0°と置き 4つの位相に分けて実験を行った。 

 

 

0° 
60° 

180° 330° 

0° 360° 

0° 360° 

0° 15° 180° 
330° 
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図 ２-7．実験の時間的プロトコル 

黄緑色→Carbachol または GABAZINE の投与、黄色→テスト刺激、赤色→TBS 刺激、 

青色→CNQX、AP5、Atropine、Muscimol の投与。 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TBS 
テスト刺激 

 CarbacholCarbacholCarbacholCarbachol    

orororor    

GabazineGabazineGabazineGabazine    

 
  

  
  

40404040分分分分    20202020分分分分    1111分分分分    

テスト刺激 

テスト刺激 
TBS 

テスト刺激 

 
 

       
CarbacholCarbacholCarbacholCarbachol    

orororor    

GabazineGabazineGabazineGabazine    

AP5AP5AP5AP5    

AtropineAtropineAtropineAtropine    

MuscimolMuscimolMuscimolMuscimol    

20202020分分分分    30303030分分分分    40404040分分分分    
1111分分分分    10101010分分分分    

10101010分分分分    



 16 

 

 

図 ２-8．pEPSP 測定シナプス部位 

赤四角で測定シナプス部位を示した。CA1 では順向性にシャーファー側枝からの刺激を、

CA3 では逆行性にシャーファー側枝からの刺激を受け取っている。 

 

 

 

 

 

 

刺激電極 

シャーファー側枝 

 

 

 

 

CA1放線層 

記録電極 

CA3放線層 

記録電極 
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図 ２-8．10µM CNQX 投与実験  

赤線は薬品投与前、青線は投与後、水色の矢印は刺激部位、黒の矢印は記録部位(pEPSP の

傾き)を示す。 
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第６節 神経組織染色 

 

方法は、神経回路標識法プロトコル集 [[[[44443333]]]]を参考にした。 

まず、海馬スライスを、固定液  (8 ％  paraformaldehyde in DW 1.25ml, 25 ％

glutaraldehyde 0.5ml, DW 3.25ml, 0.2M phosphate buffer 5ml) に浸し、固定を行った。 

固定液におよそ１日浸した後、0.1M リン酸緩衝液で軽く洗浄し、0.1M リン酸緩衝液にシ

ョ糖を加えた溶液を固定液と入れ替えた。 

数日後、温度を-23℃に維持したクライオスタット（CM1510-cryostat LEICA）に海馬ス

ライスを入れ、固定台に厚さ 5mm 程度に切った寒天を乗せ、その上にスライスをマウント

した。マウントしたスライスに対してリン酸緩衝液にショ糖を加えたものをかぶせ、その

後クライオスタットの中で 20 分維持し凍結させた後厚さ 50µm で薄切した。薄切したスラ

イスは APS コート付きスライドガラスにゼラチンエタノールを用いて貼り付けた。1 時間

ほど乾燥させた後、クレシルバイオレットもしくはニュートラルレッド染色液に 5 分漬け

染色した。それから脱水、透徹 (70％アルコール(1min)→80％アルコール(1min)→95％ア

ルコール(1min×2)→100％アルコール(5min×3)→キシレン(5min×3) ) の工程を行い、その

後乾燥させたものを標本用封入剤 (MGK-S 松浪硝子工業株式会社) を用いて封入した。 
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第７節 データ解析 

 

データ解析は、Clampfit 10.2 (Molecular Devices Corporation) を用いて行った。

Carbachol 誘導 β 振動の周波数解析は Clampfit10.2 の高速フーリエ変換解析または連続

wavelet 解析を用いて、β 振動内の周波数の経時変化（図 ２-9）から見て振動の周波数が安

定している 1500msec 後の 1000ms 間を周波数解析した。また、wavelet 解析は、当研究室

の鈴木亮が作成した連続 wavelet 解析ソフトウェアを用い [[[[44444444]]]]、振動の 1500-2500msec

後の 1000msec 間を周波数解析した。また、GABAZINE 誘導てんかん様発火に対しては 5

分間の発火数から周波数を計算した。 

 

 

 
図 ２-9．β 振動内周波数の経時変化。バースト開始からバースト終了までを示す。横軸は β

振動開始からの時間を示す。 
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第３章 実験結果 
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第１節  Carbachol 誘導 β 振動(CIBO)と LTP 

 
第１項 Carbachol 誘導 β 振動典型例 

 

海馬スライスに、アセチルコリン受容体のアゴニストである Carbachol（30µM）を加え

ると、投与後 7～8 分後から、CA3(図 3-1)、CA1(図 3-2)部位で共に間欠的なバースト発火

が見られた（Carbachol を加えることで 60％のホールスライス上で観察された）。Carbachol

を投与 30 分後のバースト内周波数は CA3 で 15.1 ± 0.7Hz で、CA1 で 14.6 ± 0.7Hz 振幅は

CA3 で 4.5 ± 0.6mV、CA1 で 2.0 ± 0.5 mv、持続時間は、6.8 ± 0.2 秒、IBI(Inter burst 

interval)は 24.9 ± 2.7 秒であった(平均値 ± 標準平均誤差、n=6)。このバースト内周波数は

β 周波数帯域であったので、以後、Carbachol 誘導 β 振動を CIBO と呼ぶ。 

control 

 

Carbachol 投与後 10 分後 

 

 

   拡大図 

 

 

 

 

 

図 ３-1．Carbachol 誘導 β 振動 ホールスライス CA3 部位での測定。 

矢印先の図は、その拡大図 
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control 

 

 

Carbachol 投与後 10 分後 

 

 

 

拡大図 

 

 

 

図 ３-2．Carbachol 誘導 β 振動 ホールスライス CA１部位での測定。 

矢印先の図は、その拡大図 
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また、β 振動が誘導された海馬ホールスライスにおいて 2 本のガラス微小電極を用いて 2

点同時記録を試みたところ、CA3、DG 細胞体層間、CA3、DG 細胞体層間で同期が見られ、

海馬スライス内、CA1,CA3,DG 間で同期していることが分かった（図 3-3）。     

 

 

 

 

 

 

 

図 ３-1．β 振動のホールスライス内同期 

A. CA3,CA1 での測定。 B. CA3,DG での測定。 

B では IBI が伸びていて、またノイズ多いが同期はしている。 
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 連続ウェーブレット変換（Continuous Wavelet Transform）解析を用いて周波数解析を

したところ、周波数ピークは 15~20Hz であった（図 3-4A）。その周波数は、少なくとも 1

時間は安定に持続した（図 3-4B）。 
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TimeTimeTimeTime（（（（minminminmin））））    

    

    

 
 

図 ３-4．β 振動の周波数とその経時変化 ホールスライス CA3 部位にて測定した。 

A. CWT の解析結果、CA3 部位、B. 5 分毎の β 振動経時変化（n=3） 
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第２項 海馬スライス切断実験 

 

ホールスライスにおいて CA3、CA1、DG で同期した β 振動が見られた。そこで発生部

位を明らかにするため切断実験を行った。Carbachol はミニスライスを作った後に投与した。

CA3 ミニスライスでは常に β 振動が見られたが（図 3-5、n=24）、CA1/DG ミニスライスで

は多くの場合 CA1,DG 部位共に β 振動は観察されなかった（図 3-6、n=10）。また、DG 部

位において図 3-6 A のように β 振動が観察される場合があったが、それは CA3 錐体細胞体

層が多く DG ミニスライス側に入り込んでいる時であった。その時、β 振動が観察された

（n=11）。一方、図 3-6 B のように、CA3 錐体細胞体層部位が少ないときには β 振動は観察

されなかった (n=14)。 

 

CA3 ミニスライス 

 

 

CA1/DG ミニスライス CA1 部位 

 

 

CA1/DG ミニスライス DG 部位 

 

 

図 ３-5．ミニスライスにおける β 振動 

 

4
m
V
 

25s 

25s 

25s 

4
m
V
 

4
m
V
 



 27 

    

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 ３-6．海馬スライス切断実験における β 振動  

A. CA1/DG ミニスライス内に CA3 錐体細胞体層が多く存在すると β 振動が観察された。下

はこのスライスで観察されたベータ振動。B のように CA3 錐体細胞層が少ないと観察され

なかった。両図とも、左側写真上部が CA1,下部が DG,右写真が CA3 部位である。 
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第３項 Carbachol 投与前後の pEPSP 変化 

 

Carbachol を用いた LTP 実験を行う前に、Carbachol による pEPSP の変化を調べる実験

を行った。Carbachol 投与前の pEPSP を 1 とすると CA3 で 0.34  ± 0.06（図 3-7、n=5）、

CA1 で 0.36 ± 0.05（図 3-8、n=6）となり、投与後には有意な pEPSP の減少が見られた。

この結果は先行研究と一致する [[[[44445555]]]]。 

    
図 ３-7．Carbachol 投与前後の CA3 部位における pEPSP 

pre は Carbachol 投与前を、post は Carbachol 投与後を表している。（*p < 0.05） 

    

図 ３-8．Carbachol 投与前後の CA1 部位での pEPSP 

pre は Carbachol 投与前を、post は Carbachol 投与後を表している。（*p < 0.05） 
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第４項 CIBO 誘導中での TBS なしの pEPSP の経時変化 

 

コントロール実験として、TBS を行わないで経時変化を観察した。薬品を 20 分投与した

後、テスト刺激を行い、その後 TBS を行わずに 10 分ごとにテスト刺激を行った。CA3、

CA1部位共にCIBO上で pEPSPの有意な変化は見られず、TBSを行わなければCarbachol

だけでは有意な pEPSP の変化は起こらないことが示された（図 3-9、n=3）。 

 

    
 

    
図 ３-9．CIBO 誘導下、TBS なしの pEPSP の変化, 上図 CA3、下図 CA1 
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第５項 CIBO 誘導中におけるバースト位送別 TBS 刺激実験 

 

 Carbachol を投与して 20 分後、安定した β 振動に対して振動中 (0°)、振動直後(60°)、振

動と振動の間(180°)、振動の直前(330°)各バースト位相において、TBS 刺激を行い、TBS

前、TBS 後 10 分、TBS 後 20 分、TBS 後 30 分、TBS 後 40 分のそれぞれの pEPSP の変

化からシナプス可塑性の違いについて調べた。  

 

１．CIBO での位相 0°刺激 

CIBO 上 0°で TBS 刺激を行うと、CA3 部位では 40 分にわたり pEPSP の有意な増加が見

られ、LTP が引き起こされた。CA1 部位においては短期的には有意な増加が見られたが持

続せず、LTP は見られず、STP であった（図 ３-10．CA3 : n = 6, CA1 : n=3)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 ３-10．CIBOでのバースト位相 0°でのTBS刺激 右図上矢印の時、TBS刺激を行った。

左図が pEPSP の典型例、右図が Relative pEPSP slope の経時変化を表していて、右図の

矢印は TBS 刺激を表している。 
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 2．CIBO での位相 60°度刺激 

 CIBO 直後の 60°で TBS 刺激を行うと、CA3 部位では 40 分にわたりある程度の pEPSP 

slope の増加が見られ、40 分後の slope は－1 分に比べ、有意に大きかった。LTP が引き起

こされた。CA1 部位においては有意な pEPSP の変化は見られなかった（図 ３-11．CA3 : n 

= 8, CA1 : n=3）。 
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図 ３-11．CIBO でのバースト位相 60°刺激 （*p < 0.05） 

左図が pEPSP の典型例、右図が Relative pEPSP slope の経時変化を表していて、右図の

矢印は TBS 刺激を表している。 
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3．CIBO 上での位相 180°度刺激 

 バーストとバーストのの間に当たる 180°で TBS 刺激を行うと、CA3 部位、CA1 部位で

共に 40 分にわたり pEPSP 増加が見られ、40 分後の傾きは有意に増強し、LTP が引き起こ

された（図 ３-12．CA3 : n = 5, CA1 : n=3）。 
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図 ３-12．CIBO 上での位相 180°刺激 

左図が pEPSP の典型例、右図が Relative pEPSP slope の経時変化を表していて、右図の

矢印は TBS 刺激を表している。 
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 4．CIBO 上での位相 330°度刺激 

 CIBO 直前に当たる 180°で TBS 刺激を行うと、CA3 部位、CA1 部位で共に 40 分にわた

り pEPSP 増加が見られ、LTP が引き起こされた（図 ３-13．CA3 : n =5, CA1 : n=4）。40

分後の slope は有意に増強していた。 
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図 ３-13．CIBO 上での位相 330°刺激 

左の図が pEPSP の典型例、右の図が Relative pEPSP slope の経時変化を表していて、右

図の矢印は TBS 刺激を表している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第６項 CIBO 誘導中の LTP に対する mAChR の関与 
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β 振動に対して atropine を投与すると CA3（図 ３-14、n=3）、CA1（図 ３-15、n=3）

部位共に 10 分後に β 振動の消失が見られ、IFA (Individual field activity) に変化した。 

その後ランダムな位相でTBSを行うとTBS後 40分ではCA3とCA1でのRelative pEPSP 

slopeは、1.08 ± 0.06(n=3)および 0.95 ± 0.04(n=3)で有意な増強は観察されなかった。また、

atropineにより pEPSPの変化が起こり、それによるLTPが起こらなかった可能性を考え、

atropine 投与後の pEPSP の最大値との比率を調べてみると CA3 と CA1 でそれぞれ 37 ± 

7%(n=3)および 34 ± 5%(n=3)であった。このことからこの可能性は除去された。よって β

振動もしくは β 振動を起こすゆっくりとしたリズムによって LTP が制御されていることが

わかった。 

 

 

 
 

図 ３-14．CIBO 上 LTP に対する mAchR の関与(CA3) 

上の図は Atropine 投与前と投与後の典型例、下の図は左の図が pEPSP の典型例、右の図

が Relative pEPSP slope の経時変化を表していて、右図の矢印は TBS 刺激を表している。 

 

-1 min 

50s 

0mi

n 

20mi

n 

40 min

20ms R
el

a
ti

v
e 

p
E

R
el

a
ti

v
e 

p
E

R
el

a
ti

v
e 

p
E

R
el

a
ti

v
e 

p
E

P
S

P
 s

lo
p

e
P

S
P

 s
lo

p
e

P
S

P
 s

lo
p

e
P

S
P

 s
lo

p
e     

0.50.50.50.5    

1111    

1.51.51.51.5    

2222    

2.52.52.52.5    

 ----1111    10101010    20202020    30303030    40404040     
    

CIBOCIBOCIBOCIBO    

2
 m

V
 

2
 m

V
 



 35 

 

図 ３-15．CIBO 上 LTP に対する mAchR の関与(CA1) 

上の図は Atropine 投与前と投与後の典型例、下の図は左の図が pEPSP の典型例、右の図

が Relative pEPSP slope の経時変化を表していて、右図の矢印は TBS 刺激を表している。 

 

 

 

 

第７項 CIBO 誘導中の LTP に対する NMDA 受容体の関与 

 

β 振動に対して AP5 を投与すると、AP5 の投与の前に周波数は 14.7 ± 0.47Hz 、duration

は 8.4 ± 0.6 秒で、IBI は 17.6 ± 2.8 秒、振幅は 5.4 ± 1.1mV (n = 3)、であったものが AP5

の投与後に 15.3 ± 1.2Hz、duration は 8.5 ± 1.0 秒で、IBI は 22.1 ± 3.7 秒、振幅は 5.1 ± 

1.2mV(n=3)となり有意な変化は見られなかった（Paired t-test; p>0.05）。以前の報告 [[[[44446666]]]]

によると、AP5 により、わずかに CIBO は影響を受けるとされていたが、今回の結果から

は、その結果は観測できなかった。 

また、TBS により LTP が発生したバースト位相上の全てで AP5 を投与してみたところ、

LTP は引き起こされなかった。図３-16 は CA3 部位で 330°（n=5）、図 ３-17 は CA1 部位

で 180°（n = 4）にて TBS 刺激を行った典型例で、も 40 分後の TBS 前の Relative pEPSP 

R
el

a
ti

v
e 

p
E

P
S

P
 s

lo
p

e
R

el
a

ti
v
e 

p
E

P
S

P
 s

lo
p

e
R

el
a

ti
v
e 

p
E

P
S

P
 s

lo
p

e
R

el
a

ti
v
e 

p
E

P
S

P
 s

lo
p

e     

0.50.50.50.5    

1111    

1.51.51.51.5    

2222    

2.52.52.52.5    

10101010    20202020    30303030    40404040----1111    

CIBOCIBOCIBOCIBO    

50 s 

2
 m

V
 

----1 min1 min1 min1 min 

40 min40 min40 min40 min

 

 

3
 m

V
 

20 ms 
Time (min)Time (min)Time (min)Time (min)    



 36 

slope は 0.91 ± 0.03(n = 3)および 1.16 ± 0.11(n =3)となった。LTP は観察されなかった。

AP5投与後の pEPSPの最大値との比率を調べてみるとCA3およびCA1シナプスでそれぞ

れ 53 ± 9% (n = 3)および 12 ± 2% (n = 3)であり、pEPSP の最大値に近くなる事で LTP が

抑制された訳で無いことがわかった。このことから β 振動中に誘導される LTP は NMDAR

が関与していることが証明された。 

 

図 ３-16．CIBO 上 LTP に対する NMDAR の関与(CA3) 

上の図は AP5 投与前と投与後の典型例、下の図は左の図が pEPSP の典型例、右の図が

Relative pEPSP slope の経時変化を表していて、右図の矢印は TBS 刺激を表している。 
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図 ３-17．CIBO 上 LTP に対する NMDAR の関与(CA1) 

上の図は AP5 投与前と投与後の典型例、下の図は左の図が pEPSP の典型例、右の図が

Relative pEPSP slope の経時変化を表していて、右図の矢印は TBS 刺激を表している。 
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第８項 CIBO 誘導中での各バースト位相による pEPSP slope 比較  

 

CIBO 上のバースト位相による刺激の pEPSP の傾きの変化により、40 分後の pEPSP の

変化が生じた可能性があると考え、1 枚のスライスのバースト上での各位相でテスト刺激を

行った。その結果、どのバースト位相においても有意差は無かったため、pEPSP slope の

大きさは CIBO バースト位相で誘導される LTP と関係が無かった（図 ３-18.CA3 : n = 5, 

図 ３-19.CA1 : n = 4）。 

 
図 ３-18. CIBO 上での各バースト位相による pEPSP slope 比較 (CA3) 

 

 

図 ３-19. CIBO 上での各バースト位相による pEPSP slope 比較 (CA1) 
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第２節  GABAZINE 誘導てんかん様発火(GIED)と LTP 

 

第１項 GABAZINE 誘導てんかん様発火典型例 

 

海馬スライスに、GABAA 受容体のアンタゴニストである GABAZINE（10µM）を加え

ると、ホールスライス、ミニスライス共にてんかん様発火が表れた（図３-20、GABAZINE

を加えることで 91％のホールスライスで観察された）。また、20％程のスライスではより長

く集合スパイクが続く ictal 様のてんかん発火が見られたが、今回の実験では集合スパイク

が 1.5s 以下しか続かない interictal 様てんかん様発火についての結果を調べた。

GABAZINE を投与後 30 分時の周波数は 0.066 ± 0.012Hz、振幅は、CA3 10.1 ± 1.7mV、

CA1 8.7 ± 1.1mV、DG 1.6 ± 0.4mV、IBI は 13.3 ± 0.7s であった (図３-21、平均値 ± 標

準平均誤差、n=6)周波数は GABAZINE 投与後 20 分ほどで安定化し、定常状態になった（図

3－21）。 また、CA3 部位、CA1 部位、CA1、DG 部位を２本のガラス微小電極を用いて同

時記録した所、それぞれ同期して発火が見られた（図３－21）。 

 以後 GABAZINE で誘導したてんかん様発火を、簡単のために、GIED と呼ぶ。 

 

 

    

図 ３-20．ホールスライス CA3 部位で測定されるてんかん様発火の典型例 
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DG 

 

    

 

図 ３-21．海馬ホールスライスで観察されるてんかん様発火 

A. CA3、CA1 同時測定結果。B.CA1、DG 同時測定結果。 
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25s 

第２項 海馬スライス切断実験 

 

第１項にて、CA3、CA1、DG 細胞体層において同期したてんかん様発火が見られた。て

んかん様発火の発生がどの部位で行われているのかを調べるためにそれぞれを切り分けて

ミニスライスを作り実験を行った。GABAZINE はミニスライスに切り分けてから投与した。

CA3 と CA1/DG ミニスライスを作成後 GABAZINE を投与しても、CA3（n=14）、CA1

（n=15）、DG（n=9）でてんかん様発火が見られた（図 3-22、n=3）。また、CA1、DG は

同期したてんかん様発火が見られた。それぞれ CA3 発生源で周波数は 0.053 ± 0.013Hz、

CA1 で 0.041 ± 0.038、振幅は CA3 で 6.15 ± 2.09mV、CA1 で 4.75 ± 1.65mV、DG で 1.17 

± 0.28mV、IBI は CA3 で 21.86 ± 4.29s、CA1 で 12.7 ± 4.17s (平均値 ± 標準平均誤差、

n=5)であった。 

 

 
 

 

 

 

図 ３-22．CA3 ミニスライス、CA1/DG ミニスライスにおける 

CA1、DG 部位のてんかん様発火典型例 
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これまでの実験結果はミニスライスを作成した後 GABAZINE を投与したものである。

しかし GABAZINE を投与した後、てんかん様発火ネットワークが誘導、構築され、てん

かん様発火が維持される可能性があるとも考えられる、そのため、GABAZINE を投与して

からミニスライスにする実験も行った。結果はこの条件でも CA3 ミニスライス（n=8）、

CA1/DG ミニスライス（n=8）において、てんかん様発火は見られた（図 3-23）。 

 

CA3 ミニスライス 

 

 

CA1/DG ミニスライス 

 

 

    

 

 

図 ３-23．GABAZINE 投与後切断した CA3 ミニスライスにおけるてんかん様発火と

CA1/DG ミニスライスにおけるてんかん様発火典型例 
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CA1/DG ミニスライス中、CA1,DG 部位で共にてんかん様発火が見られた。従ってさら

に CA1 部位と DG 部位に切り分けた。すると、CA1 ミニスライスにおいてはてんかん様発

火が見られたが（n=4）、DG ミニスライスにおいては見られなかった（n=3）。よっててん

かん様発火の発生源は CA1 部位にある事が示唆された（図 3-24）。従って、CA1/DG ミニ

スライスにおける DG 部位のてんかん様発火は、CA1 で発生したてんかん様発火が伝搬し

たものと考えられる。DG 部位にてんかん様発火発生源が無い事が明らかになったので、以

後、CA1/DG ミニスライスにおけるデータは全て CA1 部位から測定されたものである。 

 

 

 

CA1 ミニスライス 

 
 

 

DG ミニスライス 

 

 

    

 

 

図 ３-24．CA1,DG ミニスライスにおけるてんかん様発火 
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第３項 GABAZINE 投与前、投与後の pEPSP 

 

 GABAZINE による pEPSP の変化を調べる実験を行った。GABAZINE 投与前の pEPSP

の最大値の 2/3 を 1 とすると投与後には CA3 は 1.29 ± 0.08（図 3-25、n=5）、CA1 は 1.07 

± 0.04（図 3-26、n=5）になっており、CA3 において pEPSP の有意な増強が見られた。ま

た、増強が見られた CA3 部位において、GABAZINE 投与後の pEPSP の投与前に 2/3 に設

定したものを 1 とすると投与後の最大値は 1.9 になっており、pEPSP が上昇する可能性は

残っていることも実験結果から分かった。 

    

図 ３-25．GABAZINE 投与前、投与後の pEPSP,CA3 

pre は GABAZINE 投与前を、post は GABAZINE 投与後を表している（*p < 0.05）。 

    

図 ３-26．GABAZINE 投与前後の pEPSP slope,CA1 部位での測定 

pre は GABAZINE 投与前を、post は GABAZINE 投与後を表している。 
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第４項  GIED 誘導中での TBS なしの pEPSP の経時変化 

  

GIED でのＴＢＳなしのコントロール実験コントロール実験として、TBS なしでの経時変化

を観察した。薬品を 20 分投与した後、テスト刺激を行い、その後 TBS を行わずに 10 分ご

とにテスト刺激を行った。GIED でも CA3（図 3-27、n=3）、CA1（図 3-28、n=3）両方で pEPSP

の有意な変化は見られず、TBSを行わなければ有意なpEPSPの変化は起こらないと示された。 

    

図 ３-27．CIBO 上、TBS なしの pEPSP の変化,CA3 

 

    

図 ３-28．CIBO 上、TBS なしの pEPSP の変化,CA1 
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第５項 GIED 誘導中でのバースト位相別 TBS 刺激実験 

 

GABAZINE を投与して 20 分後、安定したてんかん様発火に対して振動中 (0°)、振動直

後(15°)、振動と振動の間(180°)、リズムの直前(330°)に対して TBS 刺激を行い、TBS 前、

TBS 後 10 分、TBS 後 20 分、TBS 後 30 分、TBS 後 40 分での pEPSP の変化からシナプ

ス可塑性の違いについて調べた。 

 

1. GIED 上でのバースト位相 0° 

てんかん様発火中であるバースト位相 0°で TBS 刺激を行うと、CA3 部位、CA1 部位で

共に pEPSP slope の有意な増加は見られなかった（図 ３-29．CA3 : n = 4, CA1 : n = 4）。 
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図 ３-29．GIED 上での位相 0°TBS 

左図が pEPSP の典型例、右図が Relative pEPSP slope の経時変化を表している 
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2. GIED 上での位相 15°刺激 

 てんかん様発火上での 15°で TBS 刺激を行うと、CA3 部位、CA1 部位で共に pEPSP

の有意な変化が見られなかった（図 ３-30．CA3 : n = 5, CA1 : n = 4）。 
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図 ３-30．GIED 上でのバースト位相 15°での TBS による pEPSP slope 変化 

左図が pEPSP の典型例、右図が Relative pEPSP slope の経時変化を表している 
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3. GIED 上での位相 180° 

 GIED と GIED の間に当たる 180°で TBS 刺激を行うと、CA3 部位では 40 分後に

pEPSP slope の有意な減少が見られ、LTD が引き起こされた。CA1 部位においては 40 分

後に有意な pEPSP の増加が見られ LTP が引き起こされた（図 ３-31．CA3 : n = 3, CA1 : n 

= 3））。 
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図 ３-31．GIED上でのバースト位相 180°でのTBSにより引き起こされるシナプス可塑性。

左図が pEPSP の典型例、右図が Relative pEPSP slope の経時変化を表している。 
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4. GIED 上での位相 330° 

 てんかん様発火直前に当たる 330°で TBS 刺激を行うと、CA3 部位では 40 分後に pEPSP 

slope の有意な減少が見られ、LTD が引き起こされた。また、CA1 部位においては 40 分後

の有意な pEPSP の増加が見られ LTP が引き起こされた（図 ３-22．CA3 : n = 3, CA1 : n = 

3））。 
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図 ３-32．GIED 上でのバースト位相 330°の TBS によって誘導されるシナプス可塑性 

左図が pEPSP の典型例、右図が Relative pEPSP slope の経時変化を表している 
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第６項 GIED 誘導中でのシナプス可塑性に対する GIED の関与 

  

てんかん様発火に対して Muscimol を投与すると CA3、CA1 部位共に 30 分後にてんかん

様発火の消失が見られた（図３-3、n=3）。その後ランダムな位置で TBS を行うと、TBS

後 40 分での Relative pEPSP slope は、CA3 部位で 0.95 ± 0.04(図３-4、n=3)、CA1 部位

で 0.80 ± 0.14(n=3)で、Muscimol が無い条件下で見られた CA3 での LTD や CA1 での LTP

は観察されなかった。また、atropine 投与後の pEPSP の最大値との比率を調べてみると

CA1 で 35 ± 15%(n=3)であり、LTP のための余地があり、よっててんかん様発火が抑制さ

れると LTP も抑制されることが示された。 

 

 

図 ３-33．GIED 上でのシナプス可塑性に対する GIED の関与(CA3) 

上の図は Muscimol 投与前と投与後の典型例、下の図は左の図が pEPSP の典型例、右の図

が Relative pEPSP slope の経時変化を表していて、右図の矢印は TBS 刺激を表している。 
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図 ３-34．GIED 上でのシナプス可塑性に対する GIED の関与(CA1) 

上の図は Muscimol 投与前と投与後の典型例、下の図は左の図が pEPSP の典型例、右の図

が Relative pEPSP slope の経時変化を表していて、右図の矢印は TBS 刺激を表している。 
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第７項 GIED 誘導中での NMDAR の関与 

 

てんかん様発火に対して AP5 を投与すると周波数は 0.046 ± 0.004Hz、IBI は 15.9 ±5.3

秒、振幅は 5.3 ± 1.3mV(n=3)であったものが AP5 の投与後、GIED の周波数は 0.047 ± 

0.005Hz、IBI は 15.9 ± 5.6 秒、振幅は 5.8 ± 1.4mV(n=3)となり有意な変化は見られなか

った。 

TBS により LTP、LTD が発生した位相上の全てで AP5 を投与して TBS を試みたところ、

LTP や LTD は引き起こされなかった。図３-5 は、CA3 部位で 180°(n=3)、は、図３-6 は、

CA1 部位での 180°(n=3)にて TBS 刺激を行った典型例で、40 分後の TBS 前の Relative 

pEPSP slope は 0.91 ± 0.03(n=3)および 1.16 ± 0.11(n=3)となった。 

LTP や LTD は引き起こされなかった。また、AP5 投与後と pEPSP の最大値との比率を調

べてみると CA1 で 50 ± 7%(n=3)であった。このことからこのてんかん様発火上での LTP

や LTD には NMDAR が関与していることが証明された。 

 

 

図 ３-7．GIED 上での NMDAR の関与(CA3) 

上の図は AP5 投与前と投与後の典型例、下の図は左の図が pEPSP の典型例、右の図が

Relative pEPSP slope の経時変化を表していて、右図の矢印は TBS 刺激を表している。 
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図 ３-8．GIED 上での NMDAR の関与(CA3) 

上の図は AP5 投与前と投与後の典型例、下の図は左の図が pEPSP の典型例、右の図が

Relative pEPSP slope の経時変化を表していて、右図の矢印は TBS 刺激を表している。 
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第８項   GIED 誘導中での各バースト位相による pEPSP slope 比較 

 

GIED 上のバースト位相による刺激の pEPSP の slope 変化が、40 分後の pEPSP の変化

と関係している可能性があると考え、1 枚のスライスのバースト上での各バースト位相でテ

スト刺激を行った。どのバースト位相においても、pEPSP slope の値は変わらず、有意差

は無かったため、pEPSP の強さは GIED バーストでの LTP や LTD と関係が無かった（図 

３-37.CA3 : n = 3, 図 ３-38.CA1 : n = 3）。 

    

図 ３-37．GIED 上での各バースト位相による pEPSP slope 比較 (CA3) 

 

    
図 ３-38．GIED 上での各バースト位相による pEPSP slope 比較(CA1)  

R
el

a
ti

v
e 

p
E

P
S

P
 s

lo
p

e
R

el
a

ti
v
e 

p
E

P
S

P
 s

lo
p

e
R

el
a

ti
v
e 

p
E

P
S

P
 s

lo
p

e
R

el
a

ti
v
e 

p
E

P
S

P
 s

lo
p

e     

0.50.50.50.5    

1111    

1.51.51.51.5    

2222    

2.52.52.52.5    

0000°°°°    60 60 60 60 °°°°    180180180180°°°°    330330330330°°°°    

GIEDGIEDGIEDGIED    

R
el

a
ti

v
e 

p
E

P
S

P
 s

lo
p

e
R

el
a

ti
v
e 

p
E

P
S

P
 s

lo
p

e
R

el
a

ti
v
e 

p
E

P
S

P
 s

lo
p

e
R

el
a

ti
v
e 

p
E

P
S

P
 s

lo
p

e     

0.50.50.50.5    

1111    

1.51.51.51.5    

2222    

2.52.52.52.5    

0000°°°°    60 60 60 60 °°°°    180180180180°°°°    330330330330°°°°    

Burst phaseBurst phaseBurst phaseBurst phase    

GIEDGIEDGIEDGIED    

Burst phaseBurst phaseBurst phaseBurst phase    



 55 

第３節  CIBO、GIED 誘導中での LTP 実験のまとめ 

 

この実験を CIBO、GIED での 4 つのバースト位相で行った実験結果の TBS 40 分後の

値をまとめた（図 ３-39）。CIBO では CA3 の全ての位相で LTP が有意に起こり、0°、180°

や 330°において大きな有意差が見られた。また、CA1 では CIBO のバーストの外である

180°、330°において有意な LTP が見られた。GIED では CA3 においては全く pEPSP slope

の増加が見られず、180°と 330°において有意な LTD が見られた。CA1 では 180°と 330°

において pEPSP slope の増加が見られ、有意な LTP が見られた。 

CIBO もしくは GIED バースト上で表してみると(図 ３-40)、LTP は、CIBO 上での CA3

では全てのバースト位相で観察され、その他は振動外で主に LTP や LTD が発生している

のが観察される。 

 

図 ３-9．LTP 実験位相まとめ(**p < 0.01, *p<0.05) 
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図 ３-40．バースト上での LTP 実験位相のまとめ 

赤部分で LTP が、青部分で LTD が誘導される。 
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第４章 考察 
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第１項 CIBOでのLTPについて 

 

まず、今回の実験で観察された CIBO での LTP は NMDAR 依存性であった、これは従

来の結果 [[[[44447777]]]]と一致し、記憶活動に関与している LTP であると考えられる。そして、CA3

シナプス部位では CIBO 上の全てのバースト位相において LTP を誘導することができた。

先行研究 [[[[44448888]]]]より、CA3 の場所細胞はエピソード記憶に関わっているという報告があるが 

[[[[49494949]]]]、CA3 部位においてはどの位相で情報が入ってきても容易に処理ができると考えられ

る。また、atropine により完全に LTP の位相が阻害された為、CIBO は LTP の位相の調節

に関与していると考えられる。また、海馬ホールスライスでは CA3 と同じく DG、CA1 で

も β 振動は観察されたが、CA3 部位と CA1/DG 部位を切り離すことにより、CA3 では β 振

動が残り CA1/DG ミニスライスでは観察されなくなった。よって、β 振動の発生源は CA3

部位にしか存在しないと考えられた。このことからも、機能的な脳波とエピソード記憶に

関わっている CA3 部位との関係性は深く、なんらかの相互関係によって記憶や学習を容易

にする状態を作り出しているのかもしれない。 

 

 

第２項 GIED での LTP について 

 

今回の実験で観察された GIED での LTP や LTD は NMDAR 依存性であった、これは

CIBO と同じく従来の結果と一致し、記憶活動に関与している LTP、LTD が今回観察され

たと考えられる。また、CA3 シナプス部位では全く LTP が見られなかったが、GABAZINE

投与後では pEPSP はまだ上昇する可能性が残っており、pEPSP sloope が GABAZINE 投

与後に増強し飽和状態になった結果によって、LTP を行うことができなかった可能性は除

去された。この GIED 上の CA3 部位では全てのバースト位相において LTP ができなかっ

たことから、機能的な脳波では処理できている情報が、GIED 中では処理できないと考えら

れる。これにより、病理的なてんかん波である interictal 波が起こると、CA3 シナプスに

おいて LTD しか行われないのでエピソード記憶ができないのではないかと示唆された。 
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第３項 神経細胞の興奮性と LTP もしくは LTD 現象 

  

今回の研究で得られた LTP や LTD がなぜ起こったのか神経細胞レベルで考察してみる。

図 4-1 と図 4-2 では、赤い点は most excited cell であり、既に最も興奮性が高い状態の神

経細胞で大量に ATP を消費している細胞、黄色が excited cell である程度の興奮性のため

さらに高い興奮性の状態へシフトする事ができる細胞、青が resting cell で inhibited cell

の状態などから回復した細胞、黒色が inhibited cell での興奮性が高まった後で ATP など

が枯渇している、刺激を受け入れることができない状態を表している。 

CA3 での CIBO においては、一つの細胞集団において、β 振動は振幅などを見ても分か

る様に、てんかん様発火と比べると緩やかな、同期している神経細胞数の少ない発火と考

えられるため、ATP の消費も少なく、CIBO 中でも TBS によりさらに多くの神経細胞が発

火することができる。その結果、興奮性が高まり、細胞集団中での多くの神経細胞でのカ

ルシウムストアの働き等から細胞内カルシウムイオン濃度が上昇し、それによりＬＴＰを

誘導する事ができる。また、β 振動直後の 60°でもある程度の resting cell が残っていると

考えられ、それらによって small LTP を引き起こすことができると考えられる。180°、及

び 330°ではより多くの神経細胞が resting 状態に回復しており、ＴＢＳにより、さらに大

きなＬＴＰを引き起こす事ができると考えられる（図 4-1 上）。 

CA3 での GIED においては、てんかんによって引き起こされる神経細胞の強い同期発火

により、Most excited cellや inhibited cellなど、ATP が枯渇している神経細胞が多く、180°、

330°でもてんかん様発火により多くの神経細胞が未だ inhibited cell の状態であり、ＴＢＳ

によっても ATP の枯渇によりカルシウムストアが働かない事等からＬＴＰをすることがで

きるだけの細胞内カルシウムイオン濃度の上昇を伴う事ができない。しかし、BCM 仮説が

提案する通り、細胞集団内でのごく少量の細胞内カルシウムイオン濃度の上昇によりＬＴ

Ｄを引き起こしてしまうと考えられる（図 4-1 下）。 
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図 ４-1．神経細胞の興奮性と LTP もしくは LTD 現象 CA3 部位 

 

 

 

 

 

CA1 での CIBO においては、まず、CA1 がてんかん様発火においてジェネレーターとな

っていることから考えると、この実験で用いたラットにおいては CA1 においてもリカレン

ト構造をもっていると考えられる。このリカレント構造でつながった細胞集団が CA3 部位

と同じく CA1 部位にも存在すると考えられる。ホールスライスでは CA1 においても CIBO

が CA3 と同期することによって見られるが、切断実験からも CA1 だけでは CIBO を引き

起こすことはできない。これは先行研究 [[[[50505050]]]]からも GABA 性の抑制性ニューロンが CA3

より少ない事により引き起こされると考えられる。これらの事から、抑制性ニューロンの

影響が CA1 には少ない事によって自身で β 振動を作る事はできないが、CA3 から伝わった

振動の発火が CA1 においては、CA3 よりさらに強い同期発火を引き起こし、ATP が枯渇

した状態を引き起こしてしまい、0°、60°での振動上におけるＬＴＰを起こらなくしている

と考えられる。（図 4-2 上） 
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CA1 での GIED においては、CA3 よりも抑制性ニューロンが少ない事によって、CA3

でのGIEDよりも弱いてんかん様発火が発生し、0°、15°ではCA3と同じくMost excited cell

や inhibited cell が多く ATP の枯渇からカルシウムイオン濃度が上昇せずＬＴＰが発生し

ないが、180°や 330°では回復し resting cell が増えるのでＴＢＳの入力を受けるとカルシ

ウムイオン濃度が上昇する事ができ、ＬＴＰを行う事ができると考えられる（図 4-2 下）。 

図 ４-2．神経細胞の興奮性と LTP もしくは LTD 現象 CA1 部位 
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