
A Fundamental Study on Nuclear Medicine
Imaging of Cholinergic Innervation in the Brain

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2017-10-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/8186URL



3 4 2 金沢大学十全医学会雑誌 第99 巻 第2 号 342
－ 3 5 9 く199 0う

コ リ ン 作動性中枢神経支配の核医学的画像化の 基礎的研究

金沢大学医学部核医学講座 く主任 こ 久田欣
一 教授う

絹 谷 啓 子

く平成 2 年 2 月 7 日受付う

脳 に お ける コ リ ン作 動性神経支配 の核医学的画像化 を目的
と した 基礎的研究と して ， ア ル ツ ハ イ

マ
ー 病の 疾 細 物モ デ ル の ひ とつ とさ れ て い るイ ポ チ

ン 酸 を用 い た
－ 側前脳基底部破壊に よ る コ リ ン作

動性神経支配除去 ラ ッ ト を作製 し た ． 同手術群 に お け る学習
． 記憶障害の 評価 の た め に ， 従来 の 装置よ

り も精度が高い 踏み入 れ型受動的回避実験装置 を考案 ， 製作 して ， 受動的回避学習に お け る反応 の獲得

と保持 に つ い て検討 した ■ 手術 施行 6 日後 の獲得試行の 反応潜時 は ， 前脳基底部破壊
手術群 と偽手術群

に 差異が な か っ たが ，
3 6 時間後の 保持テ ス トで は ， 手術群13 匹中5 匹 に 統計学

上有意 な回避潜時の短縮

が み られ た ． 受動 的回避実験終了後 の組織化学的検討で は ， 手術 群破壊側 で 淡蒼球腹側部 ， 無名質 ，
お

よ び内包の神経細胞脱落 とグ リ オ
ー シ ス が 顕著 で あ り ， 同部位 で の ア セ チ ル コ リ ン

エ ス テ ラ
ー

ゼ

くa c et yl ch oli n e e s t e r a s e ， A c h E 慄 色性の 低下が み ら
れ た ． さ ら に 投射部位であ る破壊側前頭 ， 頭 凰 側

頭葉皮質に お い て A c b E 染 色性 の低下 が み ら れ
た ． 手術施行

一 週 間後 に 両側大脳頭頂葉皮質 に お け る
コ

リ ン ア セ チ ル トラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ くch oli n e a c e t ylt r a n s f e r a s e ， C A T， お よ び

A ch E 活性の 測定 を行 っ

た ． 破壊側 は非破壊側 に 比 べ ，
C A T 活性 が平均46 ％， A c h E 活性が 平均40 ％ と統計学上有意

に 低下 して

い た ． 以上 よ り ，
こ の コ リ ン 作動性神経支配除去手術群 は実験的 な ア

ル ツ ハ イ マ
ー 病の 一 モ デ ル と して

是認 し得る と 考え られ た ． さ ら に 手術群 の両側大脳頭頂葉皮質 に お ける ア セ チ
ル コ リ ン の 定 量 を 行 っ

た ． 破壊憫 は非破壊側 に 比 べ ，
平均31 ％統計学上有意 に 低下 して い た ． ま た 大脳皮質に お け る ム ス カ リ

ン 性ア セ チ ル コ リ ン 受容体数 を生体外受容体 オ
ー

トラ ジ オ グラ フ イ
一 に よ り 評価 し た ． 総 受容体数 ，

M l 受容体数 ，
M 2 受容体数 の い ずれ も破壊側 ， 非破壊側聞で統計学上有意 な差 は認 め られ な

か っ た ． さ

ら に 手術群の連続脳冠状断切片に
3
H 標識 2 －く4 －

ph e n yl pi p e ridi n o， c y cl o h e x a n ol t A
H 5 1 8 31 を用い て ，

シ ナ プ ス 前 コ リ ン 作動性神経支配の描出 を試 み た
． A H 5 1 8 3 の 結合が 手術群の 破壊側前頭

． 頭頂
． 側頭

葉皮質に お い て ， 非破壊側 よ り も平均14 ％統計学上有意
に 低下 して い る こ とが 本実験 に お い て 初め て確

認 され た ． 偽手術群 に お け る結合 と の 比 較 に おい て も 有意に 低下
し て い た ■ A H 5 1 8 3 は ，

シ ナ プ ス 前

ニ ュ
ー

ロ ン に お け る ア セ チ ル コ リ ン 量の 変化 を鋭敏 に 反映す る と考 えら れ
た ．

3
H 標識 A 耶 18 3 を用い

て 得ら れ た オ
ー ト ラ ジオ グラム に 核医学画像処理 シ ス テ ム を用 い て ，

冠状断像か ら横断像 を得る 三 次元

的 な核医学画像再構成 を試 み た ■
こ の 再構成 に よ り結合濃度 の変化部位 を よ り的確

に 把握す る こ とが で

き た ． A H 51 8 3 は脳 に お ける コ リ ン作動性神経の 画像化 の た め
の 有 力 な リ ガ ン ド と 考 え ら れ ，
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コ リ ン作動性神経支配の核医学的画像化の 基礎的研究

近年の 中枢神経核医学領域 の発展 に は め ざま しい も

の が あ り ，
シ ン グ ル フ ォ ト ン で 標識 され た 新 しい 放射

性医薬品 の 開発 と撮像機器 で あ る 単光 子放 出 コ ン

ピ ュ
ー

タ断層撮影くsi n gl e p h o t o n e m i s si o n c o m p u t e d

to m o g r a ph y ， S P E C T J 装置 の普及 に よ っ て
，

一 般病院

に お い て も容易 に 断層像 に よ る局所脳血流情報 を得る

こ とが 可能 と な っ た ． 現在 で は脳 に お け る機能的情報

を提供す る手段 と し て 脳血 管障害 に 加 え て
，
て ん か

ん
，
痴呆 ， 操う つ 病 ， 精神分裂病 な どの 疾患で 臨床的

有用性
1 川
が 認 め られ て お り ， 形態学的情報 を捷供 す

る X 線 コ ン ピ ュ
ー

タ 断 層撮影 くX －

r a y C o m p u t e d

t o m o g r a p h y ， C T J や 核 磁 気 共 鳴 撮 影 くM a g n e ti c

r e s o n a n c e i m a gi n g ， M R IJ と と も に
一

般 診療上 必須 の

検査とな っ て きた ．

さ らに S P E C T に よる 中枢神経核医学領域 で は
， 局

所脳血流以外の機能的情報を も た ら す と され る神経受

容体分布の画像化 が欧米 に て報告
5ト 刀
さ れ は じめ て お

り， わ が 国 で も 近 い 将来種 々 の 神経 受 容体分布 の

S P E C T 像 に よ っ て ， 精神 ．

神経疾患 の 病態 の 解明 ，

診断， 薬物治療 の効果判定 ，
お よ び 治療方針の 選 択 が

可能に な る も の と期待さ れ る ．
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山 方 ， 今後
，
い ずれ の 神経受容体分布の S P E C T 像

の 臨床的有 肝性の 評価 に 先 だ っ て も ， よ り 優 れ た

S P E C T 用 放射性 リガ ン ドの 開発お よ び正 常動物ま た

は疾患モ デ ル に お け る基礎的研究が不可欠で あ る と考

え られ る ．

本 研 究 に お い て は
， 将 来 の 神 経 受容体 分 布 の

S P E C T 像の 標的疾患 と して 高齢化社会の到来 に と も

な っ て 患者数 の増加が予 想 され る ア ル ツ ハ イ マ ー 病 を

選択し
，
その 疾患動物 モ デ ル の ひ と つ と して報告さ れ

て い る
一 価性前脳基底部破壊に よ る コ リ ン作動性神経

支配除去手術ラ ッ トを作製 した ． こ の ラ ッ ト手術群 に

お い て コ リ ン 作動性中枢神経支配の核医学的画像化 に

関す る 基礎的研究 を行 っ た の で こ こ に 報告す る ．

対象お よ び方法

工
． ラ ッ ト手 術 群の 作製

前脳基底部破壊手術 に は体重 200 g の雄性 ド ン リ ュ

ウ系ラ ッ ト38 匹 を用 い
，
ベ ン トパ ル ビ タ

ー ル く50 m gノ

k g ， i ． p ．ン麻酔下 ，
ラ ッ ト頭 部を脳定位固定装置 S R ．5

く成茂
， 東斜 に 固定 し，

P a x i n o s 8 t W a t s o n の 図譜
8，

に 従 っ て 29 ゲ ー

ジ ス テ ン レ ス ス チ
ー ル 注入針 を 前頂 の

Fi g － 1 ■ C i r c u it d i a g r a m o f a s t e p
－th r o u gh a p p a r a t u s f o r th e e v al u a ti o n of a p a s si v e a v o id a n c e

p e rf o r m a n c e i n th e r a t ．

al c o h ol ニ A T P ， a d e n o si n e t ri p h o s p h o ri c a cid ニ M RI ， m a g n eti c r e s o n a n c e i m a gi n g ニ N E M ，

N － et h y l m al ei m id e i Q N B ， q u in u clid i n y l b e n zil a t e 三 R I ， r a d i o is o t o p e 三S P E C T ， Si n g l e p h o t o n
e m issi o n c o m p u t ed t o m o g r a p h y ニ T P B ， S O di u m t et r a p h e n y lb o r a t e
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後方 0 ．8 m m
，
正 中よ り 右側 2 － 6 m m

，
硬 膜 よ り 腹側

7 ． 3 m m の 位置 まで 刺入 した ． 細胞破壊 に は リ ン 酸 緩

衝液く0 ． 1 M ， p H 7 ．4 い こ溶解 し た イ ボ テ ン 酸 くSi g m a

セ ン トル イ ス ， 米国1 を用 い ， 5 声 g O ■5 声l を微量注

入装置 B －3 3 7 3 C け ミ ッ トメ デ ィ カ ル 社 ， 東 割 に て 2

分間 か けて 緩徐 に 注入 し ， 逆流防止 の た め 3 分間静置

後 に 針 を抜い た ． 対照と し て ， 針 を刺 人後 5 分間静置

し何も注入 し な い 偽手術群 を15 匹作 製 した 一

王I ． 行動 薬理 学的検索

J a r vi k 8 t K o p p の 回路
9

憧 参考 に 踏 み入 れ 型受動的

回避実験装置 を考案， 製作 した 一 回路 図お よ び装置 の

全景 を図1 お よ び図2 に 示す ． 実験 箱は 明暗 2 室か ら

な る ． 2 0 c m の高 さか ら 100 W の 白色電球で照明 した

明室 順 25 c m ， 高さ 20 c m ， 長 さ 25 c m ，
ア クリ ル 板

5 m m 夙 に ラ ッ ト をお く と ， ラ ッ トの 身体 を 介 して

床の 鋼板 に よ る前方板聞く間隙 3 m m I に 微 弱電流
が生

じ る ． こ の電 流を ト ラ ン ジ ス タ に よ り増幅 し くリ レ
ー

ド ライ バ
ー 1 ， 電磁 リ レ

ー くK 3う を働 か す ． こ の リ レ
ー

に よ る入 力 パ ル ス は ， 7 4 L S 1 3 2 の 2 入 力 N A N D ゲ
ー

ト と C
－ R 微分回 路 を組み 合わ せ た 単安定くワ ン シ ョ ツ

り マ ル チ バイ プ レ
ー タ に よ り

，
整形さ れ た 負 の 出力

パ ル ス とな る ． こ の 負の 出力パ ル ス は74 0 4 の N O T 回

路に よ り正 の パ ル ス と さ れ た 後 ，
7 4 0 0 の リ セ ッ ト ，

セ ッ ト くR － Sl フ リ ッ プ フ ロ ッ プ 回路 の
一 端 子 に は い

る ． フ リ ッ プ フ ロ ッ プ と は ，
出 力 が

一f

l
，，

ぉ よ び

く－

0
，，

の 2 値 の 安 定状態 を持 ち ， 外部か ら与 え られ た

入 力条件 に よ っ て ，
そ の どち ら か の安定状態 に な る回

路 をい う ． そ し てつ ぎの 入 力条件 が与 え ら れ る ま で ，

その 状態くセ ッ ト状態ナを維持す る ， 1 ビ ッ トの 記憶素

子 で ある ． 明室と暗室の間 に は ス ライ ドす る ド アが あ

り
，
こ の ド ア を明 ける と ス イ ッ チが オ ン に な る よう に

Fi g ． 2 ． O v e r v i e w o
f th e st e p

－ th r o u gh a p p a r a t －

u s ． T h e e x p e ri m e n t al b o x c o n s
i s t s o f li gh t

くa r r o w l a n d d a r k くa r r o w h a e dl c o m p a r t m e n t s ．

谷

連動 し てい る ．

一 方
，
デ ジタ ル 1ノ0 ボ

ー

ド PI O ．8 02－

2 A くN E C ， 束 副 を 装着 した マ イ ク ロ コ ン ピ ュ
ー

タ

P じ88 0 1 くN E C ， 東京1 に よ り ，
入 力 ポ ー ト に フ リ ッ プ

フ ロ ッ プか ら の 信号と ド ア ス イ ッ チ か ら の 信号の 両方

が 入 る と
，
コ ン ピ ュ ー タ の タ イ マ

ー が働 き 出す ■ ラ ッ

トに は ， 明室 か ら比較的速や か に 暗室に 移動す る習性

がある ． 暗室 く幅 25 c m ， 高さ 20 c m ， 長 さ 50 c m ， ア

ク リ ル 板 に 黒 色 ス プ レ
ー 塗料 を塗和 の 床 に は中間板

と後方板が あ り ，
ラ ッ トが 後方板 に 達す る と明宝 に お

け る と 同様 に 微弱電流が 生 じ る ． 先 に 述 べ た リ レ
ー

くK 21 ドラ イ バ
ー お よ び単安定 マ ル チ バ イ プ レ

ー

タ を

介 して 信号が フ リ ッ プフ ロ ッ プ 回路 の 前回と は別端子

に は い る と ，
入 力条件の 遠い に よ り リ セ ッ ト状態と な

る ． こ の フ リ ッ プ フ ロ ッ プ の 出力状態 の変化 が 入力

ポ
ー

トか ら コ ン ピ ュ
ー タ に伝 え られ タイ マ

ー

が停止 す

る ． そ れ と同時 に 出力ポ
ー

トよ り 5 ボ ル ト の 電圧が生

じ ， リ レ
ー ド ライ バ

ー に よ り 増幅さ れ リ レ
ー くK ll を

働か す ． こ の リ レ
ー

の作動時間は任意 に 設定可能で あ

る が通常 5 秒 と した ． こ の リ レ
ー

，
K l が 働 く と 交流

800 ボ ル ト
，
最高 3 m A が 後方板お よ び中間板 に 加わ

り ， 電撃 シ ョ ッ ク が ラ ッ ト両足間に 与 えら れ る
． この

シ ョ ッ ク に よ り ラ ッ ト は ， 慌 て て 明室償いこ戻 っ てく

る ． 先ほ ど述 べ た タイ マ
ー は

， 両室間の ドア を開けて

か ら ， ラ ッ トが 後方板に 到達 す る ま で の時間と な る
．

こ の 時間 を受動的回避反応に お け る 反応潜時 と
い う 一

こ の 実験装置 に よ り反応潜時 を自動的 に か つ 正 確 に測

定 す る こ とが 可能 で あ る ．

受動的回避学習は反応 の 獲得 と消去 に つ い て 検討し

た ． モ デル 作製 6 日後の 獲得試行 で は ，
ラ ッ ト を明室

に 入 れ10 秒後 に ド ア を開 けた ． ラ ッ トは 暗室に移動し

電撃 シ ョ ッ ク を受 け ，
明室 に 戻 っ た と こ ろ で取 り出し

た ． 保持テ ス トは そ の3 6 時間後 に 行 い ，
獲得試行時と

同様 に ラ ッ ト を明室 に お き ，
ラ ッ トが 暗室 へ 移動する

まで の港晴 を最大300 秒 ま で 測定 した ■

m ． 組織化学的検索

受動的回避実験 に お け る保持 テ ス ト終了 後 ， 前脳基

底部破壊ラ ッ ト13 匹 に お い て
ベ ン トパ ル ビタ

ー ル 麻酔

下 ， ラ ッ ト左 心室 よ り 200 m l の 2 ％パ ラ ホ ル ム ア
ル デ

ヒ ド お よ び 2 ％グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド に て 頭部 を潜流

し
，
全脳摘出後 ，

一

昼 夜 4 ％ パ ラ ホ ル ム アル デ ヒ ド中

に 固定 した ． ひ き 続き20 ％薦精 リ ン 酸緩衝液中く0
．1

M
， p H 7 ． 4う に 3 日 間浸潰後 ， 厚さ 2 叫 m の 連続前額

断面切片を作製 し ，
一 部 はク レ シ ル バ イ オ レ ッ トに よ

る N i s sl 染色 ，

一 部 は K a r n o v s k y 8 E R o o ts
I O
鳩 よび

T a g o ら
11

切 ア セ チ ル コ リ ン ン エ ス テ ラ
ー ゼ 染色 を施

行 し た ．
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rv ．
コ リ ン ア セ チ ル 転移酵素くc h oli n e a c e t ylt r a －

n s f e r a s e
，
C A T， お よ ぴア セ チ ル コ リ ン エ ス テ

ラ
ー ゼ くa c e t yl c h o li n e e s t e r a s e

，
A c h E I 活 性 の

測 定

受動的回避実験 と は別に ， 前脳基底部破壊 ラ ッ ト12

匹に お い て ， モ デ ル 作製 一 週 間後 に 破壊側 と非破壊側

か ら摘出 した大脳頭頂葉皮質 を ， C A T 測定 用 の 7 匹

で は1 ．5 ％ w I v ， A c h E 測定用 の 5 匹 で は0 ． 2 ％ w I v の

割合で水冷 1 m l の e th yl e n e d i a mi n et e t r a a c e ti c a ci d

くE D T A ト溶液く1 0 m M ， p H 7 ． 4I 中 に て T rit o n X －1 0 0

く0 ． 5 ％ vノ可 とと も に ポ ッ タ ー 型 ホ モ ジ ナ イ ザ ー

で 破

砕した ．

C A T 測定は F o n n u m の 方法
121 瑚
に よ っ た ． す な わ

ち 100 声1 の ミ
ニ チ ュ ー

ブ に 上 記 の ホ モ ジ ネ ー

ト 5

p l と ，
N a Cl く30 0 m M I ， リ ン 酸 緩衝液く50 m M ， p H

7 ．4I ， 塩化 コ リ ン く8 m M J ， E D T A く2 0 m M ， p H 7 ． 41 ，

フ ィ ゾス チ グ ミ ン く0 ． 1 m 叩 を含む 15ノバ の溶液 を入

れた ■ その後 ， 放射性同位元素くr a d i oi s o t o p e ， RIJ 標

識基質 で あ る E a c e t yl －1 －

1 4
C ト A c e t yl C o e n z y m e A

くN e w E n gl a n d N u cl e a r ， ボ ス ト ン
，
米 国 ，

N E C

31 3 L
，
2 ． 01 G B ql m m oIJ 2 0 JL l く0 ． 4 m M l を加 え37

0

C に

て反応 を開始 した ． 反応開始15 分後 に 塩酸 ハ イ ド ロ キ

シラ ミ ン く1 M ， p H 6 ． 5ン20 声l を加 え ， 水冷す る こ と に

より反応 を停止 さ せ た ． こ の反 応溶液 に 0 ． 5 m l の リ ン

酸緩衝液く10 m M ，．p
H 7 ． 41 を加 え ， 2 0 m l 容量 の 液体 シ

ンチ レ
ー シ ョ ン 用 バ イ ア ル に 移 した ． こ の バ イ ア ル に

10 m g の K alib o r を含 む 2 mi の ア セ ト ニ トリ ル を加

え
，
さ ら に

，
1 0 mi の 疎 水 性 シ ン チ レ 一 夕 くN e w

E n gl a n d N u cl e a r ， E c o n ofl u o rl を加 え ， 静か に 振重 し

た． 生成 され た
14

C 標識 ア セ チ ル コ リ ン は シ ン チ レ 一

夕相 に溶解 す る が
，
R I 標識 基質 A c e tyl C o e n z ym e

A は水相 に 留ま り ， 液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ で

は計数さ れ な い ．

A c h E 測定も F o n n u m の 方法
14， に よ っ た ． 1 0 0 J L l

の ミ ニ チ ュ ー ブ に 上 記 の ホ モ ジネ ー ト 5 ノバ を入 れ ，

これ に リ ン 酸緩衝液く20 m M ， p H 7 ． 21 と牛血 清 アル ブ

ミン tO － 8 m gl m lJ ， お よ び RI 標識基質 で あ る E a c e －

tyl ．1 －
1 4
Cj － A c et yl c h o li n e I o di d e くN e w E n gl a n d

N u cl e a r
，
N E CT3 5 0

－1 0
，
2 ． 0 7 G B qノm m o IJ を 含む 溶液

を加える こ と に よ り30
0

C に て 反 応 を開始 させ た ． 反応

開始15 分後 に 塩酸 ハ イ ド ロ キ シ ラ ミ ン く1 M ， p H 6 ． 5I

20 月1 を加 え ， 水冷す る こ と に よ り反応 を停止 さ せ た ．

この 反 応溶液 に 0 ． 5 m l の リ ン 酸 緩衝液 く10 m M ， p H

7 ．41 を加 え
，
1 m l 容量 の ミ ニ チ ュ ー ブ に 移 した ． こ れ

に15 m g の K a li b o r を含む0 ． 5 m l の プチ ル エ チ ル ケ ト

ン を加え ボル テ ッ ク ス ミ キサ ー に て撹 拝 し， さ ら に 遠

心後
，
上 層の プ チ ル エ チ ル ケ ト ン を吸 引 し取 り除 い

た － こ の 過程 に よ り ， 未分解 の R工 標識基 質ア セ チ ル

コ リ ン が 取 り除か れ る ． こ れ を
，
再度繰り 返 した後 ，

下層の リ ン 酸緩衝液 を 20 m l 容 量の 液体 シ ン チ レ ー

シ ョ ン 用 バ イ アル に 移 した ． こ れ に 10 m l の 親水性 シ

ン テ レ 一 夕に て測定 した ．

な お
，
蛋白定量 は B r a d f o r d の 方法1 51 に よ っ た ，

V ． ア セ チ ル コ リ ン の 測 定

前脳基底部破壊 ラ ッ ト7 匹 に お い て ，
M c C a m a n ら

の方法 椚 に よ る ア セ チ ル コ リ ン の 定量 を行 っ た ． 手

術施行後 1 週 間後 に ，
マ イ ク ロ ウ エ

ー

ブ N J 2 6 0 3 型

く新日本無線
， 東剰 を照射 した後断頭 し

，
破壊側と非

破壊側の東頂葉皮質を採取 した ． それ ぞれ 約 7 倍量の

1 N 蟻 酸 ． アセ トン 溶 液く15 こ8 5 ， Vノ可 を加 え 3 分 間

ポ ッ タ
ー 型 ホ モ ジナイ ザ ー

で 破砕 した ． 蛋白定量に 用

い る サ ン プ ル 40 月1 を分注後遠心く1 000 g ハ0 分間1 して

上 清 1 00 月1 を ミ ニ チ ュ
ー

ブ に 移し ， 窒素ガ ス に て 乾

燥さ せ た ． 0 ． 1 N 塩酸 100 声1 を加 え た 後 10 ， 2 0 ， 3 0

声1 を 3 本 の チ ュ ー ブ に 移 し た ． サ ン プ ル と 同量 の

50 m M りん酸緩衝液くp H 6 ．01 を加え
，
さ ら に テ トラ

フ ユ ニ ル ほう 酸ナ ト リ ウム くS O di q m t e t r a ph e n yl b o r a －

te
，
T P BJ を 1 0 m gl m l の 割合 で溶解 したイ ソ ア ミ ル ア

ル コ ー

ル く3 －

m e tylb u t yl al c o h o l ，I s o A 1 6 0 JL l を加 え十

分に振重 した後遠心 した く100 0 g ， 5 分間ト ア ル コ
ー

ル 層か ら得ら れ た 40メイl を0 ． 4 N 塩酸 40 声1 が 入 っ た

ミ ニ チ ュ ー ブ に 移 し十分に 振塗 した ． 遠心 く10 0 0 g ， 2

分矧 後上清くT P BI を取 り除い て I s o A 4 0 J L
，

1 を加 え

攫拝 した ． 遠 心 く1 000 g ， 2 分間I 後 工s o A 層 を 除去

し ， 塩酸層か ら 25 月1 を ミ ニ チ ュ ー ブ に と り乾燥さ せ

た ．

0 ． 5 M リ ン 酸綬衝液くp H 8 ． 0ン， 0 ． 2 M 塩 化 マ グネ シ

ウム
，
1 m M ア デ ノ シ ン 三 リ ン酸くad e n o si n e t ri p h o s －

p h o ri c a cid ， A T P ， p H 7 ．OJ ， コ リ ン キナ ー ゼ くA T P 二

C h oli n e ph o s ph o t r a n sf e r a s e S i g m aI を 含 む 反 応液

10ノバ を乾燥 した 試料に 加 え， 3 8
0

C 1 5 分間の イ ン キ ュ

ベ
ー

シ ョ ン を行 っ た ．

さ ら に
，
0 ． 5 M リ ン 酸ナ ト リ ウ ム 緩 衝液くp H 8 ． 01 ，

1 m M A T P
，
C K

，
ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ

くSi g m al ， A d e n o si n e 5
，

－E y －

32

P j t ri p h o s p h a t e

くA m e r s h a m ， 英国 16 8 へ 1 1 0 T B ql m m oll を含 む 反 応

液 1 0ノバ を追加 し ， 3 8
0

C 1 5 分間の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン

を行 っ た ． 水冷後0 ． 3 M 酢酸 バ リ ウム 30 ルl を加 え ，

遠心 く1 00 0 g l 分 間1 し て上 清 30 ノJ l を マ イ ク ロ カ ラ ム

くBi o － R a d A G I X 8 r e si n 2 0 0 －4 0 0 m e s h f o r m a t e

f o r m いこ加 え ， 0 ． 0 5 N 水酸化ナ トリ ウム 0 ． 5 m l を用 い

て計 4 回溶 出を行 い ， 仁甲コ ホス ホ リル コ リ ン の 放射



ニう4 6

能 を液体 シ ン チ レ
ー シ ョ ン カ ウ ン タ

ー

を用 い て 測定 し

た ．

マ イ ク ロ カ ラ ム は ．

レ ジ ン を 4 倍量 の 5 N 蟻 酸
．

2 M 蟻酸 ア ン モ ニ ウ ム で 吸 引濾過 し ， 蒸 留 水 で p H

5 ．0 に な るま で 洗 っ た後便用 した ．

ス タ ン ダ ー ドは 10 0 m M 塩 化 ア セ チ ル コ リ ン 溶 液

5 月l に 蟻酸 アセ ト ン 混合液 を加 え た も
の に 試料 と 同

様の 操作を加 えて 作成し内部標準と した ．

並 行 して脳組織 ホ モ ジ ネ
ー

ト に 含ま れ る タ ン パ ク質

を B r a d f o r d の 方法 で 測定 し ．
タ ン パ ク質 100 m g 当た

り の ア セ チ ル コ リ ン 量 を算出 し た ．

V l ． ム ス カ リ ン 様ア セ チ ル コ リ ン 受容体 の 測 定

一

側 前脳基 底部破壊 ラ ッ ト6 匹 と偽手術群 ラ ッ ト 6

匹 に お い て 受容体 オ ー トラ ジ オ グラ フ イ を施行 し ， 脳

に お け るム ス カ リ ン棟ア セ チ ル コ リ ン 受 容体 の 測定を

行 っ た ． 手術施行 1 週 間後 に 断頭 し ， 脳 を摘 出 し た

後， ド ライ アイ ス ，

ヘ キ サ ン ト 60
0

C
一 へ

一．－－70
0

C l に て 凍

結 した ，
こ の 凍結脳 から ク リ オ ス タ ッ ト T e c 4 5 5 1 く三

共 T i s s u e ， 東刹 を用 い て 2 0 JL m の 線状体 を含 む凍

結 切 片 くK o ni g a n d K li p p el の ア ト ラ ス の A 9 8 20
－

A 4 6 2 0 の 範E劉 を作製 し ， ゼ ラチ ン を塗 布し た ス ライ

谷

ド グ ラ ス に の せ た ． 内在性の ム ス カ リ ン 様ア セ チル コ

リ ン を 除去 し ，
さ ら に プ ロ テ ア

ー ゼ を不活性化する目

的 で ，
こ れ ら の 脳切片 を 10 m M の E D T A を含 む

5 0 m M リ ン酸緩衝液くp H 7 ．41 で室温 に て30 分 間プ レ

イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン した ． こ の 後 ，

こ れ ら の 脳切片と

ム ス カ リ ン 様 ア セ チ ル コ リ ン の 指 抗薬 で あ る 亡
3

王iコ

，

q u i n u clid i n yl b e n
zil a t e くQ N Bl l n M くN E N ， N E T －

6 56
，
1 ． 69 G B ql m m o11 を ，

1 m M の N － e th yl m al ei m －

id e くN E M l と 1 m M の E D T A を含 む 50 m M リ ン酸

綬衝液中 で 室温 に て 1 時間イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン した －

N E M と E D T A は作動薬に 対す る受 容体の 低親和性

状態 を安定化 させ る目的 で 加 えた ■ Q N B は ム ス カ リ

ン様 ア セ チ ル コ リ ン受容体の サ ブ タイ プ に 対 しては非

選 択的で あ る が ，
こ の Q N B l n M の イ ン キ ュ ベ

ー シ ョ

ン 溶液 に ，
サ ブ タ イ プ M 2 の 作 動薬 で あ る c a r b a m －

o yl c h oli n e くC a r b a c h o ll を 1 x lO－
4
M の 濃度で 加え る

こ と に よ りサ ブ タイ プ M ．の 描出 を t
ま た M l の 桔抗薬

で あ る Pi r e n z e pi n e を 3
x l O－6M の 濃度 で 加える こと

に よ り M 2 の 描出 を試み た ． M a sh ら の 報 告
19，
で は

，
こ

れ ら の 濃度に お い て Q N B と c a rb a ch o l の 組合せ で は

M l 受 容体 の80 ％が 描 出され る の に 対 し M 2 受 容体 は

A c e t yL c h oli n e E s t e r a s e S t ai ni n g

－

津

．

．
．

．

■

ご
－
．

．

ご

C

．

二

．

F i g ． 3 ． A c e t yl c h oli n e e s t e r a s e くt o p r o w ， X 41 a n d N i s sI st ai n i n g くb o tt o m r o
w
，
X 40 01 a t b a s al f o r e b r ai n

i n th e i p sil a t e r al くri gh t c ol u m nl a n d c o n t r al at e r al く1 e ft c o l u m nl
h e m i s p h e r e s ． T h e s e

s t ai n i n g

m e th o d s r e v e al n e u r o n a l c ell l o s s ， gli o si s ， a n d di m i n i s h e d
A c h E st ai n i n g l n a V e n tr a l

r e gi o n of

gl o b u s p a llid u s ， S u b st a n t
i a i n n o m i n a t a

，
a n d i n t e r n al c a p s ul e i n th e i p sil a t e r al si t e

■ C P
，
C a u d a t e

p u t a m e n こ G P ， gl o b u s p a
llid u s こ工C ， i n t e r n al c a p s ul e i T H A L ， th a l a m u s こ S I ， S u b s t a n t

i a i n n o m i n a t a ．



コ リ ン 作動性神経支配の 核医学的画像化 の 基礎的研究

95 ％阻害さ れ ，
また Q N B と pi r e n z e pi n e の 組合 せ で

は M 2 受容体の 60 ％阻害さ れ る と い う ． ま た Q N B の

非特異的結合の 評価 に は ，
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン溶液 に

1 伸 M の ア ト ロ ピ ン を加 えた ． 1 時 間イ ン キ ュ ベ ー

シ ョ ン後 ， 前述 の水冷 リ ン 酸緩衝液 に て10 分 間，
2 回

洗浄した ． 冷風 に て乾燥後 ， 以 前報告 期 した 8 種類 の

濃度 の ゼ ラ チ ン 標 準線 源 と と も に ，

3
H 専 用 の

H y p e rfil m くA m e r s h a m J に 密着さ せ ， Q N B 単独の 場

合10 日間 ， Q N B と c a r b a c h ol の 組 合 せ の 場 合20 日

間， Q N B と pi r e n z e pi n e の 組合 せ の 場合30 日間露光

した後， 現像 し オ
ー

ト ラ ジオ グ ラ ム を作製 した ． 得ら

れたオ
ー

トラ ジオ グ ラム は辻 が報告
加，

した ビ デ オ デ ィ

ジタラ イ ザ
ー シ ス テ ム を用 い て フ イ ル ム 濃度 をデ ィ ジ

タ ル 化 し， 標準線源か ら 得られ た標準曲線 を用 い て ，

大脳皮質 に お け る 放射能濃度 を Q N B の 結 合濃度

くp m olノgl に換 算し た ． ア ト ロ ピ ン の 存在下 と非存在

下の 濃度差か ら 特異的結合濃度 を算出 した ． 画像処理

に は飯田 らの P C － シ ス テ ム
2 り
を使用 した ．

VIZ ． 2 ，く4 － p h e n yl pi p e ridi n oI c y cl o h e x a n o l くA H 5 1 －

8 3J 結合部位の 測 定
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ム ス カ リ ン 様 ア セ チ ル コ リ ン受 容体 の測 定 を行 っ た

手 術群と同
一

の ラ ッ ト6 匹 と偽手術群ラ ッ ト6 匹 の 隣

接脳切 片に お い て
，
シ ナプ ス 小胞に お ける ア セ チ ル コ

リ ン 貯蔵 の強力な阻害剤で あ る A H 5 1 8 3 結合 部位 の

測定を オ ー

トラ ジ オ グ ラ フ イ に よ り 行 っ た ． 脳切 片

を
，
1 2 0 m M N a Cl

，
5 m M K C l

，
2 m M C a C 1 2

，
1 m M

M g C 1 2 を含む トリ ス 緩衝液く50 m M ， p H 7 ． 6I で 室温 に

て 10 分 間 プ レ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た ． その 後 ，

3
王1 標

識 A H 5 1 8 3 くN E N ， N E T －9 6 4
， 2 ． 1 1 G B ql m m oり

30 n M を含む 前述 の トリ ス 緩衝液中 で 室温 に て 1 時間

イ ン キ ュ ベ ー

卜 し た ． 非特異的結合の 評価 に は 非放射

性 A王1 5 1 83 1 0ノJ M をイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 溶液 に加 え

た ． イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 ， 水冷緩衝液に て30 秒間，

2 回洗浄 し， 最後 に 2 秒間水冷蒸留水に て 洗浄 した ．

冷風 に て 乾燥後 ，
ゼ ラチ ン標準線源 と とも に ，

ユ
H 専用

の H y p e r fil m t A rn e r Sh a m l に 密着させ
，
1 ケ月 露 光

した ． 得 られ た オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム を 前述 の ごと く

デ ィ ジタ ル 化 し
，
大脳 皮質 に お け る 放射能濃度 を

A H 5 1 8 3 結 合濃度 くp m olノgl に 換算 し た ． 非放 射性

A ヨ51 83 の 存在下の 濃度差か ら特異的結合濃度 を算出

．
三．

一

二十 こニミニミ
l ミ
享 ミ

ー

．

二王二1
Fi g ． 4 ． A c e tyl c o li n e e st e r a s e st ai ni n g b y K a rn O V S k y 8 t R o o t s

，

くI e ft c o l u m nJ a n d T a g o
7

s t ri gh t c ol u m nJ
m e th o d s i n c o r o n al b r ai n sli c e s sh o wi n g d i m i n sh e d st a i n l n g i n th e e x t e n si v e a r e a o f f r o n t al

，

t e m p o r al ， P a ri e t a l c o r ti c e s i n th e i p sil a t e r al s it e ． C a u d a t e p u t a m e n i s s e e n i n sli c e s i n t o p r o w ，
th a l a m u s i n th e b o tt o m ．
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した ．

また 連続し た脳 8 切片を 同様 に デ ジ タ ル 化 し ，
2 5 6 X

2 5 6 マ トリ ッ ク ス サイ ズの 各画像デ
ー

タ を 飯田 ら の プ

ロ グ ラム
2 り

を用 い て フ ロ ッ ピ
ー

デ ス ク を介 し て ，
核医

学画像処理装置 G M S 55 U く東芝 ， 東 新 に 取 り込 み ，

12 8 X 12 8 マ トリ ッ ク ス サイ ズ デ
ー タ に 圧 縮後 ． 再構成

ア ル ゴ リ ズ ム を用 い て 冠 状 断像 か ら横断像 を作成 し ，

A H 5 1 8 3 の 脳 内分布の 三次 元 的評価 を試 み た ．

成 績

I ． 受動的 回 避反 応

獲得試行時の 反応潜時 は ， 前脳基底部破壊手術群が

8 士12 秒 くm e a n 士 S D l ， 偽手術群が 8 士 9 秒 と 差異 は

なく ， 明室 か ら暗室 へ と す み や か に 移動 し た ． 3 6 時間

後の保持テ ス トで は ， 手術群 に お い て 1 3 匹 中5 匹 で著

明 な回 避潜時の 短 縮が み られ く9 ， 15 ． 25 ， 3 9 ， 4 2 桝 ， 他

の 8 匹 は30 0 秒以上 で あ っ た ．

一 方 ， 偽手 術群 9 匹 に

ぉ け る保持 テ ス トで は ， 全例が300 秒以 上 の 回 避港晴

を示 し た ， 4 2 秒以 内の 回避潜時 を示 し た割合 は ， 手術

群 に お い て正 常群 よ り も 統計学 上有意 に 大 で あ っ た

くFi s c h e r の 直接確率計算法 ， p く0 ． 05l ．

谷

工I ． 組 織化 学的変化

前脳基底部破壊 ラ ッ トに お ける 破壊部位で は ， 淡蒼

球腹側部 ，
無 名質 ，

お よ び 内包 に お い て神経細胞の 脱

落お よ び グリ オ
ー シ ス が 顕著 で あ り ，

コ リ ン エ ス テ

ラ ー ゼ染色性の 低下が認 め ら れ た く図3 1 ． ま た ， 投射

部位 で ある 破壊側前頭葉か ら 側頭葉
． 頭頂葉皮質に お

い て
．
A c h E 染色性 の低下が K a r n o v sk y 8 t R o o ts お

よ び T a g o らの い ずれ の 方法で も み ら れ たく図 41 ．
一

方
． 帯状回 皮質， 後頭葉皮質 ， 海馬 ， 線条体の 染色性

に は 差は み られ な か っ た ．

m
．
c A T お よ ぴ A c b E 活性の 変化

頭頂葉皮質 に お い て 破 壊側 は 非破壊側 に 比 べ ，

C A T 活性が 平均4 6 ％ ，
A c h E 活性が 平均4 0 ％と ， 統計

学上 有意に くp く0 ． 0 0 1
，
S t u d e n t の t 検貢引 低下して い

た ． く表 11

1 V ． ア セ チ ル コ リ ン

頭頂葉皮質 に お い て 破壊側の ア セ チ ル コ リ ン 量 は

8 ． 6 士 1 ． 0 くm e a n 士 S E M l で あ り ，
非破壊側 の 1 2 ． 5 士

1 ． 5 n m oll 1 0 0 m g p r o t ei n に 比 べ 平 均3 1 ％統計学上有

意に くp く0 ． 0 1
，
S t u d e n t の t 検 定H 表 2 1 低下 して い

た ．

T a bl e l ． E ff e c t s o f u n il a t e r al i b o t e n i c a ci d i nj e c ti o n i n t o m a g n o c ell
－

ul a r b a s al n u cl e u s o n C A T a n d A ch E i n p a ri e t al c o r t e x

N 。 ．

L e v el s i n p a ri e t al c o rt e x ％
E n z y m e

r a ts I p sil a t e r al C o n t r a l a t e r al
c h a n g e

C h oli n e a c et yl－

tr a n sf e r a s e くC A Tl

n m o V m g p r o t ei nl h r

A c e t yl c h oli n e

e s t e r a s e くA ch EI

Jl m O V m g p r o t ei nノh r

7 1 5 ． 1 士3 ． 2
掌
2 7 ． 8 士2 ． 8

5 1 ． 2 士0 ． 2
瀬

2 ． 0 土0 ． 2

－

4 6 ％

－

4 0 ％

掌

pく0 ．0 0 1 ． i p sil a t e r al si t e V －S ． c o n t r al a t e r al s it e i n o p e r a t e d r a ts

くS t u d e n t
，

s t t e s tl ．

T a b l e 2 ． A c e tyl ch oli n e l e v el s i n p a ri e t a l c o rt e x

M o d el くN ニ 7I

I p sil a t e r al C o rIt r al a t e r a l ％ c h a n g e

輌 8 ， 7 土1 ． 0 1 2 ．5 土1 ． 5 －31 ％

くm e a n s 士 S E M ， n m Olノ10 0 m g p r o t ei nl
ホ掌 pく0 ．0 1 ， i p sil a t e r a l sit e v ．s ． c o n t r a l a t e r a l si t e t o

b a s al f o r e b r a i n l e si o n i n o p e r a t e d r a t s くM o d e11

くS t u d e n t
，

s t t e s け
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V ．
ム ス カ リ ン 性 ア セ チ ル コ リ ン 受 容 体 ，

A E 5 1 8 3

結合部低

デ ィ ジタ ル 化さ れ た オ
ー

トラ ジ オ グ ラ ム の 前頭葉か

ら頭頂葉 ，
側頭葉 の 大脳皮質に お い て

，
図5 の ごと く

関心領域を破壊側 ， 非破壊側と も に 設定 し た ． 大脳皮

質の 関心領域 を ム ス カ リ ン様 ア セ チ ル コ リ ン 受容体に

つ い て は 外層 ， 中 間 層 ， 内 層 の 3 層 に 分 け て ，

A H 51 8 3 結合部位 に 関 して は皮質全体 に ，

一

側 に つ い

て6 切 片に お い て 設定 した ． 結合濃度 は この 6 切 片に

お ける 濃度 の平均 と し た ． 結果 を表 3 －5 に 示 す ． ま

た
，
各受容体 の 代表的 なオ ー

トラ ジ オ グ ラ ム を図 6 に

示す ． モ デ ル ラ ッ ト脳 に お い て ム ス カ リ ン様 アセ チ ル

コ リ ン 受容体 の 総結合濃度 ，
M l

，
M 2 の サ ブ タイ プの 結

合濃度の い ずれも 破壊側と非破壊側皮質 に お い て 差は

みられ な か っ た ． また ， 偽手術群 ラ ッ ト脳 に お い て も

左右差は み られ ず ， 手術群 ラ ッ ト脳 と も差 は認 め られ

Fig ■ 5 － M e th o d s o f s e tti n g r e g l O n S O f i n t e r e s t

くR O Il o v e r d i gi ti z e d a u t o r a di o g r a m s o f c o r o n －

al b r a i n sli c e s a t c o n tr a l a t e r al sit e ． R O I s

W e r e d r a w n o v e r o u t e r
，
m id dl e

，
a n d i n n e r

C O r ti c al l a y e r s f o r m u s c a ri n i c a c e tyl ch oli n e

r e c e p to r ， W h il e th e y w e r e s e t o n th e w h ol e

C O r ti c al l a y e r s f o r A H 5 1 83 b i n d i n g ． T o t al ，

t ot a l m u s c a ri n i c c h o li n e r gi c r e c e p t o r 三 M l ，

m u s c a ri ni c M l r e c e p t o r ニ M 2 m u s c a ri n i c M 2

r e c e p to rニ A H 5 1 8 3 ， 2－く4－p h e n yl pi p e rid i n oI
C y Cl o h e x a n o l ．

34 9

な か っ た ．

一 方
，

A I1 5 18 3 結合 部位濃度 は ， 手術 群

ラ ッ ト脳 に お い て 破壊側皮質 は非破壊側に 比 べ て 14 ％

有意に くS t u d e n t の t 検定 ， P く0 ．0 0 11 低下 し， ま た偽

手術群同側脳皮質 に 比 べ て も1 4 ％有 意に くS t u d e n t の

t 検定
，
0 ． 0 1 く p く0 ．0 21 低下 して い た ． く表 61

手術群 に お ける A H 5 1 8 3 の 脳内分布の 冠状断像 よ

り作製 し た 横断再構成像
，
お よ び

山

部位 で の プ ロ

フ ィ
ー ル 曲線 を図7 に 示 す ． プ ロ フ ィ

ー ル 曲線上 に て

矢印で 示す ご とく 大脳皮質 で 破壊側 の A 王i 51 8 3 の 結

合濃度 は非破壊側 に比 べ 明 らか に 低下 して い た ．

考 察

ア ル ツ ハ イ マ
ー 病は初老期 は0 勺 6 0 歳いこ発症 し ，

除々 に 進行 す る高度な痴呆 を主体 とす る大脳 の 代表的

変性疾患冴 で あ る ． わ が 国の アル ツ ハ イ マ ー 病の 有 病

率は欧米 に 比 較 して 少な い も の の ，
加齢 に と む な い 有

病率が増加 す るた め 高齢化社会を将来迎 える わ が 国 で

患者実数の 増加 は必至
お I
で あ り ， 積極的原因の 究明 と

有効 な治療法 ， 早期発見方法の 確立 の 必 要性 が叫ば れ

て い る ．

こ の 疾患 の 死 後脳に お い て コ リ ン 作動性基始核 とさ

れ る M e y n e r t 核 で の 細胞脱落 と神経原線推変化 が著

しく ，

2 咽

大脳皮質の 老人斑 の 出現 と M e y n e r t 核の 細

胞脱 落 量 に 相 関が あ る こ と が 指摘 さ れ て い る
26 聞

1 9 74 年 に ム ス カ リ ン受容体阻害作周 を持 つ 中枢性抗 コ

リ ン剤 の 健常者 へ の 投与 に よ っ て アル ツ ハ イ マ
ー

病類

似の 記憶 ． 認知障害が お き
，
抗 コ リ ン エ ス テ ラ ー

ゼ剤

投与 に よ っ て 回 復 す る
28，
こ と が b r a c h m a n と

L e a v itti に よ っ て 明 ら か に され て 以 来， コ リ ン作動性

神経 の 記憶 ． 認知機能 へ の 関与が注目さ れ て き た ． こ

れ ら の 知見 に 基づ い て
，
ア ル ツ ハ イ マ ー 病 の 動物 モ デ

ル の 確立 と モ デ ル に よ る薬物効果の 評価 を中心 と する

実験が行わ れ て き た ．

現在用 い られ て い る モ デ ル 動物 の 作製の 方法は大 き

く 2 つ に 分類さ れ ， 基底核の 物理的お よ び 化学的破壊

を起 こ す方法と ，
ム ス カ リ ン 性ア セ チル コ リ ン受 容体

指抗薬 げ ト ロ ピ ン ， ス コ ポ ラ ミ ン な ど1 の 投与 に よる

方法が あ り ， 各々 に つ い て 組織学的
，
神経 化学的解析

と行動薬理的評価の 両面 か ら 研究が進 めら れ て い る ．

今 回の 実験 に 使用 し たイ ボ テ ン 酸は ， 神経繊維 を除い

て細胞体と樹状突起 を選択的 に 破壊す る作 用 を も つ
怨，

と され て お り
，
カイ ニ ン 酸 と比 較し て よ り 均wM．1■て 特異

的な作用 を有 して い る ．

S m ith は コ リ ン 作動性神経支配除去 に よ る ア ル ツ ハ

イ マ
ー 病の 動物モ デ ル の 報告の 総括 瑚 に お い て

，
同疾

患患者 と動物モ デ ル の 多項目の 比 較 を行 っ て い る ． 前
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T a bl e 3 ． M u s c a ni n e M ． r e c e p t o r i n f r o n t o － t e m p O r O M p a ri e t al c o r t e x

M o d el くN こ 61 S h a m くN ニ 6l

I p sil a t e r a l C o n t r al a t e r al I p sil a t e r al C o n t r al a t e r al

O u t e r l a y e r 1 3 3 士4

M i d d l e l a y e r 9 9 士2

I n n e r l a y e r l O O 士3

1 3 0 士4 1 3 9 士3 1 3 6 士2

9 8 士3 1 0 2 士3 1 0 1 士2

1 0 0 士2 1 0 3 士3 1 0 4 士2

くm e a n s 士 S E M ， p m Olノg ti s s u el
M o d el

，
O P e r a t e d r a t s i S h a m ， S h a m

－

C O n tr O l r a t s こ

T a bl e 4 ． M u s c a ri n e M 2 r e C e P t O r i n f r o n t o
－t e m p O r O

－

p a ri e t al c o r t e x

M o d el くN ニ 6I S b a m くN ニ 6う

I p sil a t e r a l C o n tr al a t e r al I p sil a te r al C o n t r al a t e r al

O u t e r l a y e r 8 3 士2

M id d l e l a y e r 7 6 士2

I n n e r l a y e r 7 8 士2

8 0 士1 8 3 士3 8 0 士1

7 3 士1 7 2 士3 7 3 士2

7 9 士1 7 7 土3 7 8 士1

くm e a n s 士 S E M ， p m Olノg ti s s u el

T a bl e 5 ． T o t a l m u s c a ri n i c r e c e p t o r i n f r o n t o
－t e m p O r O

－

p a ri e t al c o r t e x

M o d el くN ニ 即 S b a m くN こ 61

I p sil a t e r al C o n t r al a t e r a l I p sil a t e r al C o n tr a l a t e r a l

O u t e r l a y e r 2 5 1 士6

M i d dl e l a y e r 2 1 2 士3

工n n e r l a y e r 2 1 9 士4

2 4 3 士6 2 6 0 士5 25 2 士4

2 0 4 士3 2 1 7 士5 2 1 2 士3

2 1 2 士3 2 2 1 士6 2 2 0 士3

くm e a n s 士 S E M ， P m O lノg ti s s u el

T a bl e 6 ． A H 5 1 8 3 bi n d i n g i n f r o n t o
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脳基底部破壊手術動物で は ， C A T ， A c
h E

， ア セ チ ル コ

リ ン ， 高親和性 コ リ ン 取 り 込 み 等 の コ リ ン 作 動性

ニ ュ
ー ロ ン マ

ー か － の低下 ，
グル コ ー ス 代謝の びま ん

性の 低下 ，
ス コ ポ ラ ミ ン 高感受性 ， 学 習 ． 記憶 の 獲

得 ． 保持の低下 ， 空間認識力の低下 が み ら れ ，
患者 に

ぉ け る所見と
一

致す る ．

一 方 ， 手術動物で認 め られ る

慢性期に お ける 学習能力の 自然回復 と
A c b E 阻害 剤

に よる学習能力の改善が患者で み と め ら れ な
い
，
同患

者 で みら れ る非 コ リ ン作 動性
ニ ュ

ー

ロ ン マ
ー

カ
ー

の多

彩 な変化と特徴的な分布を 示 す グル
コ ー ス代謝 の低下

が動物 モ デ ル で は み られ な い な どの相違があ
っ た と い

う ．

本研究 で は こ の ような ア ル ツ ハ イ マ
ー 病患者 と動物

モ デル の 相違点に留意 しな が ら コ リ ン作 動性神経 の核

医学的画像化 の た め の基礎的検討 と して イ ポチ
ン 酸に

ょる
－

側性前脳基底部破壊 ラ ッ トを作製 し 言動物
モ デ

ル と して の の妥当性の評価 と核医学的画像化 の た めの

基礎的研究を行 っ た ．

学習 ． 記憶 障害 の評価法 に は受動的お よび 能動的回

避学習 や空間迷路学習な ど種 々 の も のが あ るが ，
本研

究で は簡便 ． 安価で 比較的短時間で結果 の得 ら れ る受

動的回避学習 に よ る評価 を選択 し ， その 実験装置 を考

案 ， 製作 した ． 今 回の 装置 は J a rv i k 良二 K o p p の装

置
9

怪 基本 と し ，
コ ン ピ ュ ー タ ー の使用 に よ り 回避反

応の清時測定 と加 える電撃 シ ョ ッ ク の時間調整 の誤差

を減 ら して ， さ ら に ディ ジ タ ル 回路 の 採用 に よ り 精

度 ， 計算速度を向上 させ るな どの 改良 を加え た ． 両側

前脳基底部破壊手術 を施 した ラ ッ ト に お け る 報告
で

は
，
2 4 時間後の 保持テ ス ト に お い て受動的回避反応潜

時の平均65 ％ 以上 の 著明 な短縮 が認 め ら れ た
川
と い

う ． また ，
－

側前脳基底部破壊 ラ ッ トに お い て も30 分

後 の保持テ ス トに お ける平均約20 ％の有意な短縮P が

報告され て い る ． 今 回の 検討で も36 時間後の 保持テ ス

ト に お い て偽手術群と比較 して統計学上有意 な反応潜

時の 短縮 が手術群 ラ ッ トで認 め られ た － F i n e ら
矧
はイ

ポ チ ン 酸に よ る
－

側性 前脳基底部破壊 ラ ッ トを 作製

し， 受動的回避反応 に お い て 記憶 の獲得 と保持 に 障害

が み ら れた こ と を確認 した ． そ の 乳 コ リ ン 作動性神

経の移植の学習能力改善 へ の影響 を調 べ ， 記憶 の獲得

は移植後も改善 し なか っ た が ，
記憶の保持 は改善 した

と して い る ． こ れ らの こ とか ら ， 主 に 記憶保持能力の

低下 が手術群 ラ ッ トの受動的回避学習 にお け る反応潜

時の短縮 に 関与 した こ と が示 唆 さ れ る ．

アセ チ ル コ リ ン は ，
は じめ て証明さ れ た神経伝達物

質 であ る が ア セ チ ル コ リ ン の 脳内分布そ の も の を可視

化す る適当 な手段 は い まだ 開発 され てお らず ，
前脳基

谷

底部の破壊 に よ る コ リ ン 作動性神経投射路 を介 した影

響 の解析 の た め今回 は A c h E 染色 を施行 した
－ こ の 染

色 で は酵素組織化学法が最も頻繁 に 用 い ら れ ， その中

で も K a 皿 O V S k y 皮 R o o t s の 方法
和
が 良く 知ら れて い

る ， し か し， こ の方 法は A c h E の 強い 活性が 神経軸索

や終末部 に み ら れ る の に 対 し ， 神経細胞体の括性 は低

い
，
ま た は強く密 に 染 ま っ た線維網 に妨げられ て細胞

体 の観察 ． 同定が 困難である と い う 欠点 を有 する ． こ

の た め 今回 は T a g o らの 方法
11さ
に よ っ て も検討 した ．

こ の 方法で は ， コ リ ン 神経細胞体 と神経線推の 両方を

良好 な コ ン ト ラ ス トで 認識 しう る と い う長所 を有す

る ． こ の 両法の A c h E 染色に お い て ， 前脳基底部破壊

同側 ， 大脳前頭頭頂側頭葉皮質に お け る広
い 範囲の 染

色性 の 明 か な 低 下 が 認 め ら れ た ． h o r s e r a di sh

p e r o x id a s e くH R Pl な ど を大脳皮質の各領野
へ 限局性

に注 入 し ， 標識 さ れ た細胞を観察す る と い う 逆行性軸

索輸送法 を用い た報告
引かり 朗
に よれ ば， 無名質 を中心と

す る前脳基底部 にお け る コ リ ン神 経の 起始細胞 は ， ほ

ぼ皮質 の投射領域 に対応 した
一 定の 部位 に特異的な配

列 を 示 すと い う ． す な わ ち ， よ り吻 内側 の ブ ロ
ー カ の

対 角帯核 か ら は帯状回お よ び後頭葉皮質
へ
，
無名質か

ら は前頭葉皮質 へ ，
淡蒼球の 腹側 か らは頭凰 側頭葉

皮質 へ と主 と し て投射す る ． 今回イ ポ チ ン 酸を用い て

破壊 した部位 は淡蒼球腹側部 ，
無名質であ り ． この配

列に 合致 した A c b E 染色性の 低下 が大脳皮質で認め

られ た ．

ラ ッ ト脳内 の コ リ ン 作動系 は内在型神経細胞 と投射

系 に分け ら れ る ． 前者 に は線条体 に お け る コ リ ン作動

系神経細胞 お よ び大脳皮質 に存在す る
コ リ ン 作動系神

経細胞がある ． 後者に は前述 の ごと く ラ ッ ト前脳にお

い て 前脳基底部 に神経細胞 を有 し大脳皮質
へ 投射する

前脳基底部
一 皮質系 と ， 中隔お よ びブ ロ

ー

カ の対角帯

に 神経細胞 を有 し海馬 へ 投射す る 申隔一海馬系
研
が あ

る ． 大脳皮質 にお け る コ リ ン 作 動系神経細胞は その

30 ％が 内在型 ，
残 り70 ％が 投射型である

瑚
と され て い

る ． 今回 の実験で は こ の コ リ ン 系の 起始部の
一 つ であ

る 前脳基底部 を破壊 し ， 大 脳 頭頂葉皮質 に お け
る

c A T お よ び A c h E の 変化も 定量 した ■ 非破壊側の頭

頂葉皮質 に お い て C A T お よび A c h E 活性 の値
は従来

の報告値 醐 と ほ ぼ
一 致 した ． ま た破 壊側 に お い ては

非破壊側 に比 べ C A T 活性が 平均46 ％ ，
A ch E 活性が

平均4 0 ％低下 して お り 同手術施行 ラ ッ ト にお ける 活性

低下率の従来の報告値 と ほ ぼ 同等 であっ た 一

本研究で 用い た 手術ラ ッ トは前述の ごと く大脳皮
質

へ の 投射核で あ る前脳基底部 を神経毒で あるイ
ポ チン

酸 に よ り化学的に 破壊 した も の で あ る ． 以上 に 述べ た
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ごと く こ の 破壊 の 効果 を行動薬理学的 ，
お よ び組織

学 ． 神経化学的の 両面 か ら検索 した と こ ろ ， 学習能力

の 劣化 と前 シ ナ プ ス 性 の コ リ ン 作動性 ニ ュ
ー ロ ン マ ー

カ
ー の著明な低下が確認 され た ． こ れ らの こ と か ら こ

の コ リ ン 作動性神経支配除去 ラ ッ トは 人工 的な ア ル ツ

ハ イ マ
ー 病の

一 モ デ ル と し て是認 しう る と 考 え ら れ

た．

さ ら に こ の ラ ッ トに お い て アセ チ ル コ リ ン 量を定量

した ． アセ チ ル コ リ ン定量 に は ， 大別 して 化学的方法

と生物学的方法の 2 つ の 方法 が あ り ， 本 研 究 で は

M c C a m a n n ら に よ り 開発 され た同位元素 を利用 し た

酵素定量法
l 醐
を採 用 し た ．

32

p ． A T P
，
お よ び C K ，

A ch E を用 い て
，
コ リ ン を C K に よ っ て非放射性ホ ス

ホリル コ リ ン に 変換 し た の ち に ， ア セ チ ル コ リ ン を

A cb E に よ っ て 分解 し生 じた コ リ ン を放射性 ホス ホ リ

ル コ リ ン に 変換 して ， 陰イ オ ン 交換樹脂 を用い て 基質

から分離 して 放射能活性測定 を行い 定量す る 方法で ，

アセ チ ル コ リ ン と コ リ ン が測定可能 で あ り ， 感度
． 再

現性 に優れ 特殊な装置 を必要と し な い とい う 特徴 を有

してい る ．

動物の脳組織で は死後急激 な物質代謝の変化が生 じ

る とさ れ てお り
，
ア セ チ ル コ リ ン も 死後脳で著 しい 減

少をき たす
叫
と され て い る ． そ の た め組織固定法 と し

て今回 断頭前 に マ イ ク ロ ウ エ ー ブ照射 を施行 した ． こ

の操作に よ り生 じる 熱発生に よ り組織内水分量の 減少

が起 こ り組織重量 を不均
一

に 減少 させ る可能性
仰
が あ

るた め
， 単位蛋白量当り で ア セ チ ル コ リ ン 量 を算出 し

た．

今回 測定 した 7 匹 の ラ ッ ト手術群 の 大脳皮質頭頂葉

のア セ チ ル コ リ ン 量 は ， 破壊側 ， 非破壊側 で それ ぞれ

8 ． 7 士 1 ． 0 くm e a n 士 S E M l ， 1 2 ． 5 士 1 ． 5 n m oll 1 0 0 m g

P r O tei n で あ り ，
破 壊側 は 非破壊側 と比較 し て 平均

31 ％低下 してい た ．

J o h n st o n ら は カイ ニ ン酸 に よ る 一 側 淡蒼球腹側部

破壊ラ ッ トを作成 し て行 っ た研究 に お い て破壊側大脳

皮質の ア セ チ ル コ リ ン が 非破壊側 と比 較 し て4 5 ％低下

して い た と報告
卵 割
して い る ．

一 般に シ ナ プ ス 前部 は多数の シ ナ プ ス 小胞 と ミ ト コ

ン ドリア を含有 し
，
軸索輸送に よ り伝達物質生合成酵

素の 供給を受 け ， 伝達物質 を生成 ． 貯蔵 し ， 刺激 に 対

応して 伝達物質 を放出す る と い う 一 連 の 機能 を有 して

いる ． 今回の コ リ ン 作動性神経支配除去ラ ッ ト の 破壊

側大脳皮質 に お い て認 め られ た ア セ チ ル コ リ ン量 の 低

下に 関して は
，
起始核で ある 前脳基底部の細胞体 の 破

壊が生 じる た め ， 同部位で 合成 さ れ軸索輸送 に よ っ て

神経終末部に 送 られ る C A T の 量が減少 した こ とが 大
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き く寄与 して い る と考え ら れ る ．

アセ チ ル コ リ ン に 対す る受容体と して は ニ コ チ ン 作

動性 ，
ム ス カ リ ン作動性の 2 種が 存在 する ． 後者の う

ち
， pi r e n z e pi n e 高親和性の も の は M l ， 低親和性の も

の は M 2 と名付 けら れ た
ヰ1I

．

ヒ トア ル ツ ハ イ マ
ー 病脳 に お い ては 主 に 大脳皮質 ，

海馬領域 に お け る ム ス カ リ ン 性ア セ チ ル コ リ ン 受容体

の 有意な変化 が報告
42ト 均

さ れ て い る ． M l お よ び M 2 サ

ブ タイ プの結合に つ い て 平衡時解離定数くE 即 に 関 し

て は各領域で有意差 はみ ら れ な い が大脳皮質 ，
海馬で

M 2 結合部位 に お ける 最大結合濃度くB m a 幻 の 有意な

減少が み ら れ る と さ れて い る ． M ． 結合部位 が主 に 皮

質 ， 海馬内の コ リ ン作動性神経の後 シ ナ プ ス 部位 に あ

る の に 対 し ， M 2 結合部位 は基底核由来 の コ リ ン 作 動

性神経の神経終末に 存在 して お り M 2 受容体数の減少

は基底核由来 コ リ ン 作動性神経の 脱落 に 起因す る もの

と 考え られ る
421

．

一 方 ，
3
H － Q N B に よ る他の 実験結果

で は海馬 での K d ， B m a x の 有意 な低下と M e y n e r t 核

で の B m a x の 低下 が報告
瑚
さ れ てお り ，

ア ル ツ ハ イ

マ ー 病 の 病態 ， 進行度， 用 い る 放射性 リガ ン ド の相違

に よ っ て異な っ た 結果が 生 じ てい る可能性が あ り ，

ヒ

トア ル ツ ハ イ マ
ー 脳に お い て は明確な結論が ま だ 出さ

れ て い な い ．

一 方 ， モ デ ル 動物に よ る研究 に お い ても ， Q N B 結

合位に変化が な か っ た と い う 報告
亜I

，
急性期 に M 2 受

容体 の 低下 ， 慢性期に 総受容体結合部位 に は 変化が な

く M l 受容体 の増加 がみ ら れ た と い う 報告
珊

，
M l

． M 2

受容 体の 低下 が あ っ た と す る 報告
嘲

，

．総受 容体 ．

M l
． M 2 受容体 い ずれ に お い て変化が な か っ た と す る

報告
491

等が あ り ，
未 だ

一

定 し た 見解 が得 ら れ て い な

い ． 本研究 に お け る評価 で は ， M l ． M 2 ， 総受 容体結合

濃度の す べ て に お い て破壊側 と非破壊側 に 有意な差が

み ら れ な か っ た ． 受容体 の 評価 を行 う時期 の 相違 に

よ っ て受容体 の 回 復状態が異 な っ た り ， 神経 毒 の 相

違 ，
基底核破壊程度の 相違

餌1
に よ っ て こ れ ら の 異 な っ

た結果が 生じ た もの と 考 えら れ る ．

さ ら に コ リ ン作動性中枢神経支配除去に よ っ て 生 じ

た病態の 画像化 の 試 みと して ， ア セ チ ル コ リ ン の シ ナ

プ ス 小胞 へ の 取 り込 み を阻害す る作用 をも つ と さ れ る

A H 5 1 8 3 の 脳 に お け る結合演度を ラ ッ ト手術 群 の 脳

連続前額断面切片に て 評価 し ，

コ リ ン 作動性 シ ナ プ ス

前神経の 画像化 に つ い て 検討 した ．

1 9 6 0 年代 A ll e n 8 z H a n b u r y 社に お い て 筋麻痺 を起

こす 鎮痛剤の ひ と つ と し て発見さ れ た A H 5 1 8 3
5 い
は

，

そ の後 P a r s o n ら に よ っ て ， アセ チ ル コ リ ン の シ ナ プ

ス 小胞 へ の 貯蔵を選択的， 非競合的に 阻害 し
5 卿

， 新 し



3 5 4

く 合成さ れ た シ ナ プ ス 小胞内の ア セ チ ル コ リ ン 量 を減

少さ せ る こ と に よ っ て微小終坂電位 を減少さ せ る
54I
こ

とが 確認さ れ た ． ま た神経終末 か らの ア セ チル コ リ ン

の受動的漏出を阻害す る 作用 も t u b o c u r a ri n e を用 い

た実験
期

で 明 らか に さ れ て お り
，
ア セ チ ル コ リ ン 放 出

後の シ ナ プ ス 小胞 の シ ナ プ ス 前部膜 へ の 融合状態 に お

い て こ の 作用 を発現す る と考 え られ て い る ．

ラ ッ ト脳切片を用 い た結合阻害実験
53I
で は

． 結合 を

阻害す る の は A H 51 83 と そ の 類似体であるく2 ぽ ，
3

P ，
4 A P ，

8 A Lr トd e c a h yd r o － 3 ．く4 －

p h e n yl
－1 － pi p e rid i n

．

ylト2 － n a p h th al e n ol のP P NJ の み で あ り ， ア セ チ ル コ

リ ン
，
コ リ ン ， ア トロ ピ ン ，

エ ゼ リ ン ，
h e m i ch oli n i －

u m
－3
，
h e x a m et h o n i u m

． 構造類似化合物 で は阻害 され

なか っ た と い う ． こ の 結果 よ り A H 5 1 8 3 は ラ ッ ト脳 に

強固な 構造特異的結合部位 を も つ
5 31
と 考 え ら れ て い

る ．

アセ チ ル コ リ ン の シ ナ プ ス 小胞 へ の 取 り込 み機序 は

A T P a s e 依存性 ． N a 非依存性 で あ り ，
A T P a s e と ア

セ チ ル コ リ ン 輸送 系 に よ っ て 構 成 さ れ て い る ．

A H 51 8 3 は両者の活性部分 と は異 な る部位 に 結合 し て

作用 を発揮す る と 考え ら れ て い るが 正 確 な結合部位 は

ま だ解明 され て い な い ．

M a ri e n ら
瑚

は ラ ッ ト脳切片 を用 い た定量的 オ ー

ト

ラ ジ オ グ ラ フ イ
一 に よ っ て

3
H 標識 A H 5 1 83 結合部位

の分布 を検討 した ． そ の特徴的な分布 は ， 高親和性 コ

リ ン取 り込 み阻害剤の
3
H 標識 h e m i c h oli n i u m －3 の 結

合や C A T の免疫組織化学的染色法 にお ける 分布 と非

常に よ く
一

致 して い た と して い る ． ま た
，
ラ ッ ト脳 の

14
－

1 8 部位 に お い て
3

H 標識 A H 5 1 8 3 結 合部位 の 数

と ， C A T ， A ch E 活性 ， ア セ チ ル コ リ ン 量 が 非常に 良

好な相関を示 した とい う報告
郵 6力
も み ら れ る ． さ ら に

M a ri e n ら は ラ ッ ト脳 の海馬采 の
一

側性切断7 日 後 に

お い て
， 非投射部位で あ る 患側頭頂葉皮質 に お け る

3
H 標識 A H 5 1 8 3 結合濃度の不変と ，

投射部位 で あ る

患側海馬 の A H 5 1 8 3 結合濃度の 低下並 び に C A T 活性

の 低下
幻1

を確認 して い る ． 今回 の 実験で も投射部位 で

ある破壊側頭頂葉皮質に お い て A H 51 8 3 結合 濃度 の

有意な低下が 一 側性前脳基底部破壊 ラ ッ ト に お い て は

じめ て確認 され た ． こ の こ と に よ り ， A H 51 8 3 は コ リ

ン作動性 シ ナ プ ス 前神経支配の 描出 を目的と した オ
ー

トラ ジオ グ ラ フ イ
一

に お い て き わ め て 有力な リガ ン ト

と考 えら れ た ． さ ら に ． 得 られ た オ ー

トラ ジオ グラ ム

を飯田 ら の画像処理 シ ス テ ム
拗

を介 して核医学 デ ー タ

処理装置に導入 し ， 冠状断像か ら横断像 を得る 三 次元

的画像再構成 を試み た ． こ の 画像再構成 は核医学臨床

検査で は既 に よく行 なわ れ て い るが ， 動物実験で得ら

谷

れ た オ
ー

トラ ジオ グ ラ ム に 初 め て応 用 した と こ ろ
，

A H 5 1 8 3 結合濃度 の 局所的変化 を よ り的確 に 把握 する

こ と が で き た ．

将 来， 高齢化社会 の 到来 に よ っ て痴呆は 医学的のみ

な ら ず大 き な社会問題 と な る こ とが 予測さ れ る ． アル

ツ ハ イ マ ー 病 に 対 し て は有力 な早期発見の 手が か りと

な る検査法が確 立 さ れ て お ら ず ， 臨床 に お い て 施行さ

れ て い る核医学検査 も S P E C T に よ る局所的脳血流の

評価 が中JL －で あ り ， 同疾 患病態 に よ っ て 生 じた 最終的

な血流情報を得て い る だ け で あ り ， 未 だ疾患の 本態 に

迫 っ て い な い と い っ た感 を ま ぬ が れ な い ．

オ
ー

トラ ジオ グラ フ イ 一 に お い て ム ス カ リ ン 性ア セ チ

ル コ リ ン 受容体よ り も よ り鋭敏 に 破壊側頭頂葉皮質 に

お ける コ リ ン 作動性神経 の 変化を捉 え た A H 5 1 83 は
，

臨床 に お い て も 脳 に お け る コ リ ン 作動性神経の 画像化

の た めの 有望 なリ ガ ン ドと考 えら れ ，

123
工 や

蜘
T c に よ

る 標識化 に よ り S P E C T 臨床 へ の 応用 が期待 され る ．

結 論

脳 に お ける コ リ ン 作動性神経支配の 核医学的画像化

の た めの 基礎的研究と し て ， イ ポ チ ン 酸 を 用 い た
一 例

前脳基底部破壊 に よ る コ リ ン 作動性神経支配除去ラ ッ

ト を作成 し ， 学習 ． 記憶 障害の 評価 ， 組織 化学的検

索
，
酵素化学的検索 を行い

，
疾患モ デ ル と して の妥当

性 を検討 した ． こ の ラ ッ ト手術群 を用 い て 神経伝達物

質の 定量 ， 受容体変化の 検討 ， 神経伝達物質貯蔵阻害

剤 に よ る検討 を行 い ，
以 下の 結果 を得た ．

1 ． よ り精度の 高 い 踏 み入 れ 型 受動的回避実験装置

を考案 ， 製作 し ， 受動的 回避学習 に お ける 反応 の獲得

と消去 に つ い て検討 した ． 獲得試行時の 反 応潜時 は，

手術群 と偽手術群 に 差異 はな か っ た が ， 保 持テ ス トで

は手術群 は正 常群 よ り も統計学上有意 に 短い 回避潜時

を示 し た ．

2 ． ラ ッ ト手術群の脳連続冠状断面切片 を作製し ，

N i s sl 染色お よ び A ch E 染色 を 施行 し た ． 破壊側 で

N i s sl 染色に お い て 淡蒼球腹側部 ， 無名質
，
お よ び内

包 の 神経細胞脱落 と グ リ オ ー シ ス が 顕 著 で あ り ，

A c h E 染色性 の 低下が み られ た ． 破壊側前頭葉から頭

頂葉 ， 側頭葉 に お い て も A c h E 染色性の 低下が みられ

た ．

3 ． F o n n u m の 方法 に よ り C A T お よ び A ch E 活性

の 測定 を行 っ た ． 頭頂葉皮質 に お い て 破壊側は非破壊

側 に 比 べ C A T 活性が 平均46 ％ ，
お よ び A c h E 活性が

平均40 ％統計学上有意 に 低下 して い た ．

4 ． M c C a m a n n ら の 方法 に よ り A c h の定量を行っ

た ． 頭頂葉皮質に お い て破壊側 は非破壊側 に 比 べ 平均
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31 ％統計学上有意 に 低下 して い た ．

5 ． ム ス カ リ ン 性 アセ チ ル コ リ ン 受 容体 を生 体外受

容体オ
ー

ト ラ ジ オ グラ フ イ
一 に よ り 評価 し た ．

3
日 標

識 Q N B を用 い て c a r b a m o yl c h o li n e 存在下 に M l サ

ブタイ プ を ， pi r e n z e pi n e 存在下 に M 2 サ ブ タイ プ を

ラ ッ ト脳切片結合 ア ッ セ イ に よ り大脳皮質 で定量 し

た ． ム ス カ リ ン 性 ア セ チ ル コ リ ン 総 受 容体数 ，
M l，

帆 サ ブ タイ プ受容体数と も に 破壊側 に お い て有 意 な

変化は認 め られ な か っ た ．

6 t ラ ッ ト手術群 に A H 5 1 8 3 を用い て脳連続冠状断

面切片に て シ ナ プ ス 前コ リ ン 作動性 ニ ュ ー ロ ン の 描出

を試みた ． A H 51 8 3 の 結合濃度 は
，
破壊側前頭頭頂葉

皮質に お い て非破壊側 よ りも 平均14 ％統計学上有意 に

低下して い る こ とが 同手術群に お い て初 め て確認さ れ

た ． また
， 偽手術群皮質 に お け る結合濃度 と比 較 して

も有意 に低下 し てい た ．

7 ．

3
H 標識 A H 5 1 8 3 に よ り得 られ た オ ー

ト ラ ジオ

グラ ム に 核 医学画像処理 シ ス テ ム を用 い て ， 冠 状断像

から横断像 を得る 三 次元的な核医学的画像の 再構成を

試みた ． 再構成 に よ り結合の 変化 した 部位 をよ り的確

に把握す る こ とが で き た ．

以 上 ，
コ リ ン 作動性中枢神経支配除去 ラ ッ トに お い

て， ム ス カ リ ン 性ア セ チ ル コ リ ン 受 容体 に 有意な変化

が認め られ な か っ た が ，

3

H 標識 A H 5 1 8 3 を 用 い た

オ
ー

トラ ジオ グ ラ フ イ
．

一 に お い て 破壊側の 統計学上有

意な結合濃度の低下 が翠め られ た ． A H 5 1 幻 は ア セ チ

ル コ リ ン の シ ナ プ ス 小胞 へ の 取り込 み を非競合的に 強

く阻害す る た め
，

シ ナ プ ス 前 ニ ュ ー ロ ン に お け る アセ

チル コ リ ン 量の 変化 を鋭敏 に 反 映す る と考 え られ た ．

した が っ て A 王1 51 8 3 は
， 脳に お け る コ リ ン 作動性神経

支配の 画像化 の た め の 将来有望 な リ ガ ン ド と 考 え ら

れ
，
S P E C T に よ る 臨床検査 へ の 応用 が期待さ れる ．
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6 I， C r a w l e y ， J ． C ． W ．
， C r o w

，
T ． J ． 良

J o h n st o n e
，
E ． C ． ニ U pt a k e of

77
B r － S pip e r o n e i n th e

S t ri a t a of s c h i z o p h r e ni c p a ti e n t s a n d c o n tr oI s ．

N u cl ． M e d ． C o m m u n ． ， 7
，
5 9 9 ．6 0 7 u 9 86l ．

り Gi b s o n ， R ． E ．
，
S c h n ei d a u

，
A ．

，
C o h e n

，
V ． 1 ．

，

S o o d
，
V ．

，
R u c h

，
J ．

，
M el o g r a n a ， J ． ， E c k el m a n ， W ．

C ． 鹿 R e b a
，
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i o d ob e n z il a t e ， J ． N u cl ． 3 0
，
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8 I P a xi n o s ， G ． 及 W a t s o n
，
C

．
こ T h e R a t B r ai n

i n S t e r e o t a x i c C o o rd i n a t e s
，
1 s t e d ． A c a d e mi c

P r e s s
，
S y d n e y ， 1 9 8 2 ．

9 I J a r v ik ， M ． E ． 及 K o p p ， R ． ニ A n i m p r o v e d
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，
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P s y c h ol ． R e p ． ， 2 1 ，
2 2 1 －2 2 4 く1 9 6 71 ．

1 01 K a r n o v s k y ， M ． J ．
良 R o o t s

，
L ．
ニ A

．．

di r e c t －

c ol o ri n g
，，

thi o c h oli n e m e th o d f o r
c h oli n e s t e r a s e s ．

J ． H i s t o c h e m ． C yt o ch e m ．
，
1 2

，
2 1 9 － 22 1 く19 6 41 ．

1 11 T a g o ， 臥 ，
E i m u r a ， H ．

鹿 M a e d a
，
T ．
ニ V i s u a ．

1i z a ti o n of d e t a il e d a c et y
l c h o li n e st e r a s e fi b e r a n d

n e u r o n s t ai n i n g l n r at b
r ai n b y a s e n siti v e h i s

t o －

c h e m i c a l p r o c e d u r e ． J A H i s t o ch e m ． C y t o c h e m ．
，
4
，

1 4 3 ト14 3 8 く19 8 6I ．

1 21 F o rL n u m ， F ． ニ A r a d i o c h e m i c al m e th o d f o r

th e e s ti m a ti o n of c h oli n e a c e t ylt r a n sf e r a s e ．

B i o c b e 皿 ． J ． ， 1 0 0 ， 4 7 9 －娼4 く1 9 6即．

1 31 F o n rL u m ， F － こ A r a pid r a di o c
h e m i c a l m e th o d

f o r th e d e te r m i n a ti o n of c h oli n e
a c et ylt r a n sf e r a s e ．

J ． N e u r o c b e m ．
，
飢
，
4 0 7 ，4 0 9 く19 呵 ．

14 J F o n n u m ， F － こ R a d i o c h e m i c a l m i c r o a s s a y s
f o r

th e d e t e rm i n a ti o n o f c h oli n e a c e t y
l t r a n sf e r a s e a n d

a c et yl c h oli n e e st e
r a s e a Cti v iti e s ． B i o c h e m ． J ． ， 1 1 5 ，

46 5 －4 7 2 く19 6 91 ．

1 51 B r a d f o r d ， M ． ニ A r a pi d a n d s e n siti v
e m e th o d

f o r th e q u a n tit a ti o n o
f mi c r o g r a m q u a n titi e s o f

p r ot e in u tili zi n g th e p r l n C i pl e
o f p r o t ei n

． d y e

b i n di n g ． A n al ． B
i o ch e m ．

，
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，
2 4 8 － 2 54 く19 7 6l ．

1 61 G o ld b e r g ， A ■ M ． 鹿ン M c C a m a n ， R ． E ． ニ T h e

d et e r m i n a ti o n of pi c o m ol e a m o un tS O
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－

n e i n m a m m a li a n b r a i n ． J － N e u r o c h e m ．
，
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1 7I M c C a m a n ， R ． E ．
，
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n こ a

m o r p h ol o gl C al
a n d n e r u o c h e m i c al st u d y ． E x p ．

B r a i n R e s ． ， 3 7 ， 1 9 9
－ 21 6 く19 7 91 －
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，
S hi n t a ni

，
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瑚． S a p e r ， C ． B ． こ O r g a ni z a ti o n o f c e r e b r al

c o r ti c al a ff e r e n t s y st e m s i n th e r a t ． II ． M a g n o c ell
．

ul a r b a s al n u cl e u s ． J ． C o m p ． N e u r ol ． ， 22 2 ， 31 3 －3 4 2
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，
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，
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，
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f r o n t al
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72 7 －7 4 9 く19 8 21 ．

37J コM cII w ai n ， H ． 鹿 B a c h el a r d
，
H ． S ． 三 B i o c h －

e m i st r y a n d th e C e n t r al N e rv O u S S y st e m ， 5 th ed ，

41 3 ．4 4 0
，
C h u r c h ill L i v i n g s t o n e ， N e w Y o rk ， 1 9 8 5 ．

38I J o h n s t o n ， M ． V ．
，
M c K i n rL e y ， M ． 8 c C o yl e ，

J ． T ． こ N e o c o r ti c al c h o li n e r gl V C i n n e rv a ti o n ニ a

d e s c ri pti o n o f e x tri n si c a n d i n t ri n si c c o m p o n e n t s

i n th e r a t ． E x p ． B r ai n R e s ．
，
4 3

，
1 5 9 － 1 7 2 く1 9 8り．

39I J o h n s t o n ， M ． V ．
，
M c K i n n e y ， M ． 鹿 C o yl e ，

J ． T ． ニ E v id e n c e f o r a c h o li n e r gi c p r oj e cti o n t o

n e o c o r t e x f r o m n e u r o n s i n b a s al f o r e b r ai n ． P r o c ．

N a tl ． A c a d ． S ci ． U S A
，し
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，
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37 －3 8 貢， 中外医学社， 東京
，
1 9 8 6 ．

41I H a m m e r ， R ． 鹿 G i a c h et ti
，
A ． こ M u s c a ri ni c

r e c e p t o r s u b t y p e s 二 M l a n d M 2 b i o c h e m i c al a n d

f u n cti o n a l ch a r a c t e ri z a ti o n ． L if e S ci ．
，
3 l

，
29 91 ．2 9 9 8

く19 8 21 ．

42I A r a u j o ， D ． M ．
，
L a p c h a k ， P ． A ． 及 Q u i ri o n ，

R － ニ C h a r a c t e ri z a ti o n o f N － E
3
Hコ m e th yl c a r b a m y

－

l c h oli n e b i n d i n g sit e a n d eff e ct o f N
－

m e th yl c a rb a
－

m yl c h oli n e o n a c e t yl c h o li n e r el e a s e i n r a t b r ai n ．

J ． N e u r o ch e m ．
，
5 1

，
2 9 2 －2 9 9 く19 8 81 ．

嘲 N o r d b e r g ， A ． 及 W i n b l a d
，
B ． こ R ed u c e d

n u m b e r o f E
3
Hコ ni c o ti n e a n d 仁

3
Hコ a c e t yl c h oli －

n e bi n d i n g sit e i n th e f r o n t a l c o r t e x of A I zh ei m e r

b r ai n s ． N e u r o s ci ． L e tt ．
，
7 2

，
1 1 5 －1 2 0 く19 8 6J ．

叫 S hi m o h a m a
， S ．

，
T a n i g u c h i ， T ．

，
F u5i y a m a ，

M ． 鹿 K a m e y a m a ， M ． こ C h a n g e s i n n i c o ti n i c a n d

m u s c a ri ni c ch o li n e r g l C r e C e p t O r S i n A I z h e i m e r
－ty p e

d e m e n ti a
． J ． N e u r o c h e m ．

，
4 6

，
2 88 －2 9 3 く1 9 8 61 ．

呵 Ri n n e ， J ． 0 ．
，
L a a k s o

，
E ．

，
L o n rLb e r g ， P ． 鹿

M oI s a
，
P ． ニ B r ai n m u s u c a ri n i c r e c e p t o r s i n s e n il e

d e m e n ti a ． B r a i n R e s ．
，
3 3 6

，
1 9 －2 5 く19 8 51 ．

4 61 B a r t u s
，
R ． T ．

，
F li c k e r

，
C ．

，
D e a n

，
R ． T ．

，

P o n t e e o r ，0
，
M ．

，
F i g u ei r ed o ， J ． C

． 鹿 F i s h e r
，
S ．

軋 こ S el e cti v e m e m o r y l o s s f oll o wi n g n u cl e u s

b a s a li s l e si o n s 二 l o n g ti m e b ih a vi o r al r e c o v e r y

d e s pit e p e r si st e n t ch oli n e r gi c d efi ci e n ci e s ． P h a r m －

a c ol － B i o c h e m ． B eh a v ．
，
2 3

，
1 25 －1 35 く19 851 ．

4 7I M c E i n n e y ， M ． 鹿 C o yl e ， J ． こ R e g u l a ti o n o f

n e o c o rti c al m u s c a ri ni c r e c e pt o r s 二 eff e c ts o f d r u g

t r e a t m e n t s a n d l e si o n s ． J ． N e u r o s ci ．
，
2
，
9 7 －1 0 5

く19 8 2I ．

4 8J D e B ell e r o c h e ， J ． ， G a r di n e r ， I ． ， H a m il t o n ，

M ． 晶 Bi r d s all
，
N ． ニ A n al y s I S Of m u s c a ri ni c

r e c e pt o r c o n c e n t r a ti o n a n d s u b ty p e s f oll o w i n g

l e si o n s o f th e r a t s u b s t a n ti a i n n o m i n a t a ． B r a i n

R e s ．
，
3 4 0

，
2 0 1 －2 0 9 く19 8引．

4 9I W e n k ， G ． 鹿 E n gi s c h ， E ． ニ 仁
3
Hコ K e t a n s e ri n

くs e r o t o ni n t y p e 21 b i n d i n g i n c r e a s e s i n r a t c o r te x

f oll o w l n g b a s a l f o r eb r ai n l e si o n wi th i b o t e ni c

a ci d ． J ． N e u r o c h e m ．
，
4 7

，
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5 0ナ W e n k ， G ．
，
C ri b b s

，
B ． 鹿 M c C al 1

，
I ． ． こ N u cl e u s
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，
5 6

，
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5 1I B rit t a i n ， R ． T ．
，
L e v y ， G ． P ． 息 T y e r s ， M ．
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－
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，
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，
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，
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，
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