
I．はじめに

神経筋接合部においては，神経インパルスに同

期して，アセチルコリン（ACh）が神経終末よ

りパッケージ状に放出されACh受容体に作用す

るが，残余の ACh はコリンエステラーゼ

（AChE）によって速やかに分解される．また，

終末に取り込まれたコリンは放出可能なAChと

して再利用されることはよく知られた事実で，

AChのリサイクル過程と呼ばれている［8, 16］．

この過程は，電気生理的に同定できる後シナプス

の事象から推論されていた［7, 20］．しかし最近，

この過程は非常に巧妙に調節されており，終末に

見られるシナプス小胞のリサイクル過程でもある

事から［11, 23］，いわゆる光学的監視方法などを

用いて，多くの知見が集められている［1, 3, 4, 6,

15, 22, 25］．さらに，この部分過程に関わる蛋白

などが，いろいろと同定されている［2, 32］．し

かしながら，この過程がもつ特質に関する報告は

見当たらない．そこで我々は，もっとグローバル

にこの過程を捕らえ，このリサイクル過程がもつ

特質を明らかにしようとし，0.5 Hzで与えた10

コ1組の刺激に対する誘発筋電位によって，この

過程を評価した．この過程において重要な役割を

果たすAChEの作用に摂動を与えたとき，シス

テムの応答がどのように変化するかを調べた．そ

の結果，抗AChEであるネオスチグミンの投与

によって，誘発筋電位のもう一つの可塑的な変化

が明らかになった．我々はこの事から，AChの

リサイクル過程がもつ特質について，一つの推測

を試みた．

II．方　法

ウレタン（1.2～1.5g/kg，i.p.）で麻酔した離

乳前後のラットを用い，内側（MG）および外側

腓腹筋（LG）を露出して実験を行った．0.5 Hz

で10コ1組の刺激を坐骨神経に与えた．刺激は，

持続時間が0.05 msecの矩形波で，坐骨神経が

MGおよびLGに進入する近傍で，双極電極（K2-

1001，東海医理科）を用いて行った．刺激強度は，

誘発筋電位の振幅が最大になる強度の，1.2～1.5

倍に設定した．ネオスチグミン投与前後のいろい

ろな時点における自発活動と誘発筋電位は，同心

円電極（B-9008，東海医理科）を用いMGより導

出し，写真撮影用およびモニター用の2つのオシ

ロスコープ上に表示した（VC-10およびVC-MA-

10，日本光電）．撮影は，1，2，3，5，7および

10番目の誘発筋電位で行った．この写真より，

誘発筋電位の尖頭間振幅を計測し，個体間の平均

値と標準誤差を求めた．統計的検定は，対応のあ

るt-検定で行った．また，この計測値と平均値を

用い，本文中に説明したような計算を行い図4や

図5にプロットした．

III．結　果

ネオスチグミン投与前後に与えた3コ1組の刺

激に対する誘発筋電位の変化について，18，19

日齢のラットを用いて，我々はすでに報告した

［35］．さらに我々は，15～17日齢のラットを用

いて調べた（未発表）．以前の報告なども加味し

て［28, 33］，成熟ラットが示すパターンは，すで

に離乳前後のラットで示される，と言えた．従っ

て以後の実験では，いろいろな観点から取り扱い
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易い，離乳前後のラットを用いた．

A．誘発筋電位の経時的変化のパターン

抗AChE剤の一つであるネオスチグミンの投

与前後に，10コ1組の刺激を与えた．この時の諸

特徴については，従来報告した通りである［33―

35］．ここでは，誘発筋電位の変化のパターンに

ついてのみ記載する．例を図1に示した．投与前

は（Before），誘発筋電位の大きさにはほとんど

揺らぎは見られず，10コの電位はすべて同じ大

きさであった．以後，C-パターンと呼ぶ．投与後

8分や12分に1組の刺激を与えた時（After 8，12），

著しく異なったパターンが観察された．最初の電

位の大きさは投与前とあまり違わなかったが，2

コ目の電位は著しく抑圧された．その後の電位は，

次第にコントロールレベルに回復した．これが，

ネオスチグミン存在下における経時的変化の一般

的なパターンで，G-パターンと呼ぶことにする．

12匹のラットから，ネオスチグミン投与前後

の平均値±平均誤差を求め，C-パターンとG-パ

ターンを棒グラフで表したものが図2である．塗

りつぶしたカラムは，投与後8分の値でG-パター

ンを示している．投与前に比べて，投与後の最初

の電位は，大多数のラットで少し増大した：投与

前後の値は，それぞれ23.9±1.8 mVと24.2±1.8

mVであったが，対応のあるt-検定では有意では

なかった（t＝－0.512；p＞0.05，df＝11）．と

ころが第2の電位は強く抑圧され，最初の電位の

大きさに比べ，1例だけは84.1％であったが，残

りは7.8から33.3％を示した（24.6±6.0％，N＝

12）．あまり抑圧されなかった 1例を除けば，

19.2±2.7％（N＝11）であった．また，第3，5，

7番目の電位は，31.2 ± 6.6，60.8 ± 6.3 および

83.0±4.0％（all，N＝12）であった．反復刺激

中の電位の回復程度には個体差があり，最初の電

位の76.5から 102.9％であった（88.0± 3.1％，

N＝12）．このG-パターンは，投与後12分や20

分にも観察された．12分の時点では，最初の電

位に比べた第2の電位の大きさは，上に特記した

1例では78.6％であったが，その他のラットでは，

8 . 8 から 40 . 5 ％で，やはり強く抑圧された

（29.5±5.1％，N＝12および25.0±2.7％，N＝

11）．第 3，5，7および 10番目の電位は各々，

40.2± 6.8，75.9± 5.8，91.0± 2.4および93.7±

1.3％（all，N＝12）であった．また，投与後20

分のデータは8個体からのものであるが，最初の

電位に比べて，第2の電位は53.6±6.4％（N＝8）
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Fig. 1. An example of muscle potentials evoked by a set of 10 stimuli at 0.5 Hz. Recordings were made 8
and 12 min after the injection of neostigmine as well as before it (Before). Numbers at the top
indicate the order of stimuli. Neostigmine: 0.20 mg/kg. Calibration: 10 mV and 5 msec.



で，その後次第に回復し，第 10番目の電位は

94.4 ± 4.6 ％（N＝ 8）であった．1例だけが

62.7 ％までしか回復せず，これを除外すれば

98.9±1.1％（N＝7）であった．一方C-パターン

は斜線のカラム（Control，投与前）で示した．

10コの電位はほぼ同じ大きさであった：最初の

電位に比べて，第2，3，5，7および10番目の電

位は各々，99.6± 0.9，99.3± 0.3，99.7± 0.6，

99.6±0.6および99.9±0.4％（all，N＝12）であ

った．次節で述べるように，ネオスチグミン存在

下においてはG-パターンが一般的であるが，1組

の刺激を与える時間間隔を操作するだけで，C-パ

ターンも観察された．なお，投与後のいろいろな

時点での最初の電位の大きさは，投与前に比べて

統計的に有意な差はなかった：投与後8，12，20

分におけるtの値は，－0.512，0.608および0.904

（all，p＞0.05，df＝11，11，7）であった．

B．セット刺激の時間間隔と誘発筋電位の変化の

パターン

ネオスチグミンの存在下では，誘発筋電位の経

時的変化はG-パターンを呈し，一個体内で繰り

返し観察された．ここでのセット刺激の間隔は，

3分以上である．未発表のデータや先の報告を考

慮すると［35］，2分以上の間隔を置けば，G-パ

ターンは繰り返し観察されると言えるだろう．

ところが1分間隔で2組の刺激を与えたとき，

異なるパターンが観察された．図3に例を示した．

ここでは，セット刺激を与えたのは投与前と，投

与後8，9，12，13，20，21分である．投与前に

は，すべての電位が同じ大きさでC-パターンを

呈した．また，投与後のどの時点においても，最

初の電位の大きさはコントロールレベルであっ

た．投与後8，12，20分には，ハッキリとしたG-

パターンが観察された．ところが9分の時点では，

2番目の電位はそれ程抑圧されなかった．13，21

分の時点ではほとんど抑圧されず，C-パターンで

あった．換言すれば，1分間隔で与えられた2組

の刺激に対して，誘発筋電位の経時的変化のパタ

ーンは，著しく対照的であった．このことは，後

者のセット刺激に対する誘発筋電位は，1分前後

にわたって前者のセット刺激から影響を受けてお

り，2分も経過するとその効果も消滅すると言え

るだろう．ネオスチグミンの存在下において，時

間間隔を操作することによってはじめて明らかに

なった特質である．

図4では，このような特質をグラフで表した．

投与後31分まで記録を行ったラットのデータで

ある．ネオスチグミン投与前後のある時点におい

て，各々の電位の最初の電位に対する比を求め，

刺激の順序（A），あるいは投与後の時間（分，B）

を横軸にプロットした．まず，図4Aである．同

時点の値は，実線で連結して示した．投与前では，

誘発筋電位の間に揺らぎは見られず，値はすべて

ほとんど1.0に等しい．塗りつぶしたシンボルの

値は，前のセット刺激から3分以上経過した時点

で得られたことを表している．ドットのシンボル

の値は，1分経過した時点のものである．両者は

分離しており，とくに四角，丸，三角のシンボル

については顕著である．しかも，ドットシンボル

のものは，すべて1.0に近い値である．従って，

図4Bのように，横軸を投与後の時間としてプロ

ットすれば，ジグザグパターンを呈することにな

る．ここでは，同番目の電位の比は実線で連結し，

異なるシンボルで表した．

図4Aで見られるような明確な分離が，一個体

に見られた現象でないことは，図5から明らかで
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Fig. 2. Mean amplitudes of muscle potentials
evoked by a set of 10 stimuli. Data were
obtained before (Control, striped columns)
and 8 min after the injection of neostigmine
(After 8, filled columns). Each column:
Amplitude with a standard error (mV, N＝
12). Abscissa: The order of stimuli.



ある．平均値を用いて比を算出し，図4Aのよう

に表した．塗りつぶしたシンボルとドットシンボ

ルの値はハッキリと分離しており，図4Bのよう

にプロットすれば，ジグザグパターンを呈する．

しかも，これらの図から分かるように，投与後の

どの時点でも，7番目や10番目の電位の比はほと

んど1.0であり，2番目の電位がどんなに抑圧さ

れても，セット刺激中にほぼ回復したことを意味

する．

IV．考　察

ネオスチグミンの存在下において，0.5 Hzで

10コ1組の刺激に対する誘発筋電位の経時的変化

は，一般的には次のようなパターンを呈した．最

初の電位は投与前のレベルであるが，2コ目は著

しく抑圧された．その後ゆっくり回復し，刺激中

にはほぼコントロールレベルになった．2分ある

いはそれ以上の間隔で組刺激を与えれば，繰り返

し観察された．しかし，2組の刺激を1分間隔で

与えると，誘発筋電位の経時的変化は非常に対照

的なパターンを示すことが明らかになった．この

可塑的変化を中心に考察しよう．

抗AChEによってAChEが非活性化されてい

るとき，接合部の間隙に貯留するAChは，拡散

によってのみゆっくり除去される．その間に，

ACh分子とレセプターとが繰り返し再結合する

と報告されている［13, 19］．ネオスチグミンの投

与後に見られる自発活動や誘発筋電位の変化の背

景には，このような事も関与しているのであろう

［33］．一方，今回のような実験条件では，ACh
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Fig. 3. An example of muscle potentials evoked by successive two sets of 10
stimuli with an interval of one minute. Recordings were made 8, 9, 12,
13, 20 and 21 min after the injection of neostigmine as well as before
it. Neostigmine: 0.15 mg/kg. Calibration: 10 mV and 5 msec.



レセプターの脱感受性が生じやすく，Katz &

Thesleffが最初に問題を提起して以来［14］，多

くの報告がある［5, 9, 17］．これらによれば，

AChが間隙に貯留している間，終板電位や終板

電流が次第に小さくなると報告されている．我々

の観察は少し異なっていた：ネオスチグミンの存

在下における誘発筋電位は，たとえ一旦はひどく

抑圧されても，ゆっくりコントロールレベルに回

復した．また，終板電位や終板電流の“run-

down”という現象が知られており，これは脱感

受性とよく似た現象である［10, 12, 18］．しかし

ここでの議論は，脱感受性に原因を求めるのでは

なく，例えば，伝達物質の放出に関わる正・負の

フィードバックを念頭にしたものである［12］．

以上の様な事を考え併せたとき，今回の我々の結

果から，次のように主張できないだろうか：最初

の衝撃によって多量のAChが放出されるが，ネ

オスチグミンによってAChEが非活性化されて

いる条件下ではAChの分解が進まず，レセプタ

ーの多くがinactive formになるのみならず，リ
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Fig. 4. Changing pattern of muscle potentials evoked by a set of 10 stimuli. Data
were obtained from a rat. Ratios of the other potentials to the first one
were plotted against the order of stimuli and time in min after the drug
treatment (0.18 mg/kg) in A and B, respectively. Note that ratios of the
first potential in any time were 1.0 and represented in an open circle in
A. In B, all ratios before it were about 1.0 and represented at the most
left side (Control).



サイクル過程がうまく機能しないため，放出可能

なAChが急激に減少し，ほとんど枯渇の状態に

落ち入ったのだろう．しかしAChEの非活性化

に抗して，インパルス伝達に続いてリサイクル過

程が活性化し，AChが短期間に補充されたと考

えられる．しかもこの活性化は，1分前後の間は

持続するが，2分もすれば消滅するもので，その

意味において，リサイク過程が短期記憶的に調節

されているのだろう．この点に関して，もう少し

議論が必要である．

AChのリサイクル過程は，神経終末に見られ

る局所的なシナプス小胞のリサイクル過程と考え

られる［11, 23］．それ故，とりわけ光学的監視方

法を利用して最近集積された，シナプス小胞のリ

サイクル過程に関する知見に照らして［3, 4, 15,

22, 25］，今回の実験から明らかになった三点につ

いて議論を進めよう．この光学的監視方法は，ス

チリル基を持った色素で活動依存的に神経終末を

染色し，リサイクル過程をモニターする方法であ

る．シナプス小胞のexocytosisを通して，神経終

末からAChが放出され，endocytosisによって，

コリンと一緒にこの色素が取り込まれ，リサイク

ルされたシナプス小胞のクラスターからなる蛍光

スポットが観察されるからである．

まず，ネオスチグミンの存在下ではしばしばバ

ースト状の自発活動が見られる［33, 34］．それで

も，1組の刺激に対する最初の誘発筋電位の大き

さは，投与前とあまり変わらなかった点である．

光学的監視方法によれば，刺激によって蛍光スポ

ットが脱色されるが，シナプス小胞のexocytosis

によるものである．また，これにカップルした

endocytosisも活性化される［20, 36］．逆に刺激

がなければ，これらの蛍光スポットの明るさには

ほとんど変化が見られない．この事から考えて，

ネオスチグミンの存在下でも刺激がなければ，放

出に利用されるAChはそれほど減少しなかった

と言えるだろう．更には，シナプス小胞の損失と

リサイクルされたシナプス小胞などからの供給と

が，バランスを維持していたと言えるだろう．

第2に，2コ目に非常に抑圧された電位も，1

組の刺激中にほぼコントロールレベルに回復した

点である：最初の衝撃によって，一旦AChプー

ルが枯渇に近い状態になっても，しばらくの間で

シナプス小胞はAChによって再補充されたと考

えられる．この点に関しては，シナプス小胞のリ

サイクル時間についての興味深い報告がある．
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Fig. 5. Time courses of the change in muscle potentials evoked by a set of 10
stimuli. In this figure, ratios were calculated using mean amplitudes
obtained at various times after the injection of neostigmine as well as
before it. They were plotted against the order of stimuli. For the
averaging, 12 animals were used except 8 for 20 and 21 min after it.



Betz and Bewick［3, 4］の最初の報告では，リ

サイクル時間は約60秒であった．その後，同じ

光学的監視方法や異なる方法を用い，この時間は

30秒以内と報告された［25, 26, 29, 30］．例えば，

リサイクル時間は，培養細胞を用いた実験でも相

当なバラツキがあり，時定数が3～16秒である

とStevens & Wesselingが報告している［30］．

彼等は最近，リサイクル時間の分布は重みつきの

2つの指数関数の和として表され，それらの時定

数は10秒と 60秒であると報告している［31］．

複合電位の回復過程は，レセプターが inactive

formからactive formに戻る時間経過や，シナプ

ス小胞のAChの再補充などに要する，リサイク

ル時間を反映したものであろう．

最後は，2組の刺激を1分間隔で与えた時，誘

発筋電位の経時的変化について非常に対照的なパ

ターンが見られ，しかも可塑的な特質を示した点

である．この点に関して我々は，endocytosisの

時間経過に留意しなければならない．Ryan［24］

も指摘するように，放出可能なシナプス小胞プー

ルの再補給については，endocytosisは重要な生

理的過程である．この時間経過は，時定数は20

秒から60秒でゆっくりしたものであると報告さ

れている［26, 27, 36］．容量解析の方法から，は

るかに速い endocytosis も報告されているが

［21］，exocytosis が終わってもかなりの時間，

endocytosisが続いていると考えられる．従って，

放出可能なシナプス小胞プールへは，リサイクル

された小胞の再補給がしばらくの間続いているの

だろう．このような生体の仕組みが，今回明らか

にされた可塑的な特質を生みだしているとも考え

られる．

今回の実験から強く示唆されることは，以下の

ような事である．放出可能なAChプールが，一

旦枯渇状態になってもしばらくの間で再補給され

るだろう．また，インパルス伝達に続いてACh

のリサイクル過程が活性化され，この活性化は1

分前後は持続するもので，2分あるいはそれ以上

経過すればリセットされるものであろう．この意

味において，AChのリサイクル過程に短期記憶

的に影響を与えるような神経機構が，生体に備わ

っているとも考えられる．
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A Plastic Property in the Change of Rat Muscle Potentials 
Clarified in the Presence of Neostigmine: A Conjecture 

on the Recycling Process of ACh

Isao URAMOTO, Kimi WATANABE and Tsuyoshi TOTSUKA

Department of Physiology, Institute for Developmental Research, 

Aichi Human Service Center, Kasugai, Aichi 480-0392, Japan

Released acetylcholine (ACh) is rapidly hydrolyzed, and choline is recaptured and re-used as available

ACh for release. This elaborated recycling process of ACh was evaluated in terms of muscle potentials evoked

by a set of 10 stimuli in the presence and the absence of neostigmine using Wistar rats anesthetized with ure-

thane. All potentials evoked by a set of 10 stimuli before the injection of neostigmine were similar in ampli-

tude. The first potential recorded 8 min after it was as large as that before it. The second potential was great-

ly depressed, and others were gradually recovered to the control level. The recovery was attained in the

5th~7th potential in some rats while a slight depression of the 10th potential was still seen in other animals.

This time course was a general pattern in the change of muscle potentials evoked by a set of 10 stimuli in the

presence of neostigmine. When 10 stimuli were given 9 min after it, all potentials showed rather comparable

amplitudes to the control level. Thus, another pattern was found. The two patterns were repeatedly observed

within individuals: A striking contrast in the changing pattern was noted between successive two sets of 10

stimuli with an interval of one minute. The former set exerted an influence upon those muscle potentials

evoked by the latter one beyond one minute or so, but this effect disappeared during the elapse of two min-

utes or more. This plastic property and other findings were discussed in conjunction with those evidences re-

cently accumulated on the recycling process of ACh. A conjecture was made on the recycling process of ACh:

The process would be activated following impulse transmission, and this activation would be maintained for

one minute or so. In that sense, this process would be controlled in a ‘short-term memory’ manner and endo-

cytosis of synaptic vesicles coupled with their exocytosis should be emphasized. In addition, releasable ACh

would be restored during repetitive stimulation even if it was once depleted notably.

Key words: Recycling Process of ACh, Muscle Potential, Plastic Property, Neostigmine, ‘Short-term Memo-

ry’ Manner


