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般論文 ReguIarArticles 

脇羅.競翻

ラジオレセプターアッセイによる中枢神経作用薬の微量定量法の

確立とラットにおける体内動態解析への応用
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(長:::潟謡翻P瀞,鑑2）

Simpleandsensitivemethodsaredevelopedformicrodeterminationofdrugsactingonthe 

centralnervoussystem・Theassayemploysthepartiallypurifiedsynaptosomalmembrane

isolatedfromratbrain・Ｉｎｔｈｅａｓｓａｙ，３H-Quinuclidinylbenzylatecompeteswithdrugsfor

bindingtothereceptor・Ｔｈｅｄetectionlimitforscopolaminewaｓ２０ｎｇ/mLThismethodwas

appliedforthemeasurementofotherdrugsactingonthecentralnervoussystem・Thevalues

ofIC5owerelowerthanO・Lqg/mlinbiperiden，trihexyphenidyl，levomepromazine，andpro-
methazine、

Themethodhasbeenusedtodeterminｅｐｌａｓｍａｌｅvelsin9-week-oldand21-week-oldrats 

afteri.ｖ・injectionoflmg/kgscopolamine・Thebloodlevelsofscopolamineateachtime

aftertheadministrationaresignificantlydifferentbetween9-week-oldand21-week-oldrats、

ThevaluesofVdssdeterminedin21-week-oldratsweresignificantlyincreasedascompared 
tothe9-week-oldrats，whereasCLto1jwerenotchanged． 
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キネティクスとファーマコダイナミクスが一致し

ないことが報告されている2)．また，その毒性は

加齢によって強まることも指摘されている．しか

しその原因は不明で動物実験による体内動態変

動要因の解析データも不足している．

これらの薬物は一般に投与量が少なく小動物を

用いた体内動態解析のためには，微量試料中の低

濃度の薬物を定量できる簡単で感度の良い方法が

緒 曰

中枢神経作用薬は広く臨床に使用され，効果が

認められているが，血中濃度と薬理効果発現との

関係はほとんど確立されていない'-4).中枢性抗コ

リン剤のスコポラミンもヒトにおけるファーマコ

＊金沢市宝町13-1；13-1,Takara-machi,Kanaza-

wa，９２０Japan 
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ム分画を蛋白濃度が750肥/ｍｌになるよう５０，Ｍ

リン酸緩衝液（ｐＨ７．４）で希釈しレセプター標品

とした．蛋白濃度の定量はＢｉｏＲａｄ社（Ｎ、Ｙ）

の方法により測定した．

2-2．｝１１１出方法

血桁からのスコポラミンの抽出は，ＬＳｔｏｌｌら

の方法をもとにした5)．シラノール処理した10ｍｌ

の栓付き褐色試験管に２５ｌｕｌの血清試料（または

ブランク血清)，５０，Ｍのリン酸緩衝液(ｐＨ7.4）

（またはスコポラミン標準溶液）２Ｍ，クロロホ

ルム３ｍlを加えて15分間撹拝した．４°Ｃ，2,0009

で１０分間遠心分離後，クロロホルム層を採取し

37°Ｃで蒸発乾固し，５０，Ｍリン酸緩衝液（ｐＨ

7.4）に溶解してＲＲＡの試料とした．

2-3．ＲＲＡ 

血清試料にレセプター標品を蛋白量が15qugに

なるように加え，２５°Ｃ，１０分間プレインキュベー

トした．〔3Ｈ〕-ＱＮＢを最終濃度が0.5,Ｍ，最終

容積はＬ２ｍｌになるように加えた．更に，２５°Ｃ

で60分間インキュベー１後，Whatmanglass

fiberGF/Ｂフィルターを用いてレセプターに

結合したＣＨ〕-ＱＮＢと遊離型〔3Ｈ〕-ＱＮＢを分

離した．フィルターは約３ｍｌの５０，Ｍリン酸緩

衝液（ｐＨ７．４）で３回洗浄後ベイアル瓶に回収

した．シンチレーション溶液（ＡＣＳ-Ⅱ，Amer-

sham）１０ｍlを加えて撹拝後一夜放置し，液体シ

ンチレーションカウンターで放射活性を測定し

た．

２－４．データ処理10）

大過剰のスコポラミン（100’9/ｍｌ）存在下での

〔3ｍ－ＱＮＢの結合は非特異的結合（Ｎ）とし，こ

の値を全結合量(Ｂ)から引いた値を特異的結合量

とした．スコポラミン非存在下の結合量をＢｏと

すると，結合率は（Ｂ－Ｎ)/(Ｂｏ－Ｎ）で与えられ

る．スコポラミンの濃度に対して結合率を直接プ

ロットするとシグモイド型の曲線になる．

標準曲線の直線化のために次式によってlogit-

1og変換を行い，スコポラミンの検量線とした．

Ａ＝ｌｏｇＣ 

ただし，Ａ：ｍｙ/(１－ｙ）

ｙ：結合率

必要となる．高感度で簡便な薬物定量法として，

放射性リガンドと薬物のレセプターに対する競合

反応を利用したラジオレセプターアッセイ（以下

ＲＲＡ）が知られており，ｐｇ/ｍｌ～､g/ｍｌオーダ

の抗コリン剤が定量できることが近年報告されて

いる5-8)．また，各種の中枢神経作用薬の中には

ムスカリンレセプターと結合するものがあり9）こ

れらの薬物においても同一のＲＲＡによって定量

できる可能性があるが，実例は報告されていな

い．更に，これまでのＲＲＡでは定量のために

1～2ｍｌの試料が必要であることが多く，小動物

を用いた実験では使用範囲が限られている．この

ため本研究では，微量試料を用いたＲＲＡの確立

を試ふた．また，今回確立したＲＲＡを用いて，

スコポラミンのラットにおける体内動態の加齢変

動について検討することとした．

実験方法

１．試薬及び装置

〔3Ｈ〕-(－)-Quinuclidinylbenzylate（以下，

〔3Ｈ〕-ＱＮＢ）（放射活性５０Ci/ｍｍｏｌ）はAmer-

shamInternationalLtd．（Bucks，ＵＫ)，臭

化水素酸スコポラミンはSigmaChemicalCo．

(STLouis，ＭＯ）からそれぞれ入手した．その

他の試薬はすべて和光純薬㈱（大阪）より入手し

た．他の中枢神経作用薬は医療薬として市販され

ているものを用いた．液体シンチレーションカウ

ンターはAlokaLSC-3500（AlokaCo.，東京）

を使用した．

２．スコポラミンの定量

2-1．レセプター標品の調製

Wistar系雄性ラット(体重200～4009）の全脳

を摘出し,氷冷した0.32Ｍシュクロース液を10％

(ｗ/v)となるように加えホモジネートした．ホモ

ジネート液を４°Ｃ，１，０００９で10分間遠心分離後

上清を採取し，これに0.32Ｍシュクロース液を

加えて更に４°Ｃ，27,0009で２０分間超遠心器で

分離した．上清を除去後，沈殿を0.32Ｍシュク

ロース液に懸濁させた．その後，４°Ｃ，２７，０００９

で20分間超遠心器で分離し，沈殿をラットの脳シ

ナプトソーム分画とした．得られたシナプトソー
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〔3ｍ－ＱＮＢの結合率をスコポラミンの濃度に対

してプロットして得た標準曲線をＦｉｇｌ－ａに示

す．5,9/ｍ1以上では，スコポラミンの濃度に依

存して〔3ｍ－ＱＮＢの結合は阻害された．標準曲

線の直線化をはかるためにＦｉｇｌ－ａを１ogit-1og

プロットしたところ（Fig.１－b)，001～ljLzg/ｍｌ

の範囲でいずれも良好な直線関係が得られた．リ

ン酸緩衝液を直接定量した場合とクロロホルム抽

出を行った場合のＡと１ｏｇＣの関係は各々，式

（２）および式（３）のように得られた．

Ａ＝-12.9＋Ｌ６６１ｏｇｃ･……･…･………（２） 

Ａ＝-12.8＋Ｌ９５１ｏｇｃ…･…………･….（３） 

両式は傾ぎ，切片ともによく一致していた．ま

た，リン酸緩衝液に溶解したものの相関係数は

0.998,抽出したものでは0.999であった．標準曲

線をlogit-log変換して直線化を行うとぎ，低濃

度および高濃度側ではバラツキが大きくなるため

結合率は30～90％の間であることが望ましい．こ

の条件を満たす濃度範囲を定量限界とするとスコ

ポラミンの定量限界は20,9/ｍｌであった．

２）回収率と精度

ク口ロホルムにより抽出したときの回収率と

精度について検討した．クロロホルムで抽出後

ＲＲＡにより測定したときの回収率とＣＶ・値を

Tablelに示した．回収率は120.6～81.7％の範

囲内であったが，スコポラミンの濃度が10,9/ｍｌ

では，ＣＶ・値が３０％を越えていた．

２．ＲＲＡの他の中枢神経作用薬への適用

抗コリン作用があり，ムスカリンレセプターに

結合することが報告されている中枢神経作用薬を

対象に〔3Ｈ〕-ＱＮＢを用いたＲＲＡの適用の可能

性を検討し，その結果をFig.２に示した．各薬物

の検量線の傾き(a)，切片(b)，相関係数(r)および

各薬物の50％阻害濃度(IC5o)をＴａｂｌｅ２に掲げ

た．濃度の範囲に差はあるがいずれの薬物におい

ても〔3Ｈ〕-ＱＮＢの結合率と薬物濃度の間には相

関係数，0.985～0.999の良好な直線関係が得られ

た．抗コリン剤はｎｇ/ｍｌオーダの範囲の定量が

可能であるが，他の中枢神経作用薬の定量限界

はＰＭＴで５，９/ｍＬＬＭＰで20,9/ｍＬＨＰと

ＣＭＰでは500,9/ｍｌ，ＰＴＺは2000,9/ｍｌであ

ｃ：スコポラミンの全濃度

である．

検体中のスコポラミン濃度は検量線に〔3ｍ－

ＱＮＢの結合率を内挿することにより求めた．

３．他の中枢神経作用薬の定量

スコポラミン以外の中枢神経作用薬についても

〔3Ｈ〕-ＱＮＢを用いてＲＲＡによる定量を行った．

薬物は，抗コリン剤のビペリデン（ＢＰ)，トリ

ヘキシフェニジル（ＴＰ)，向精神薬のハロペリド

ール（ＨＰ)，レポメプロマジン（ＬＭＰ)，クロミプ

ラミン（ＣＭＰ)，抗ヒスタミン剤のプロメタジン

（ＰＭＴ)，および抗オピオイド剤のペンタゾシン

（PTZ）を用いた．

各薬物の溶液0.4ｍｌにレセプター標品を蛋白

量が３０Qugになるように加えた．３７°Ｃ，３０分間

プレインキュベートし，その後〔3ｍ－ＱＮＢを最

終濃度が0.1nＭになるように加えた．更に，

37°Ｃで60分間インキュベートした．以下の操作

はスコポラミンの時と同様に行った．

４．動物実験

９週齢と21週齢のWistar系雄性ラットを用い

た.ペントバルビタール麻酔下スコポラミン1ｍｇ／

kｇを大腿静脈から投与した．経時的に血液０．２

ｍlを頚静脈から採血した．血清に分離後ＲＲＡ

により血清中濃度を測定した．各測定点は同一試

料を３回測定した平均値で示した．

５．データ解析

時間に対する血清中濃度のデータはモーメント

解析法に従って解析した'1)．データの統計的処理

にはStudent-t検定を用い，有意差は危険率ｐ＜

０．０５で示した．

結果

１．スコポラミンの定量

１）検量線の作成

血漿中の爽雑物を除去するため，有機溶媒によ

るスコポラミンの抽出を検討した．ｐＨ７．４の５０

，Ｍリン酸緩衝液に溶解したスコポラミンを直接

ＲＲＡで測定したものと，血清を加えた試料から

クロロホルムでスコポラミンを抽出後ＲＲＡで測

定したものを比較した．シナプトソームに対する
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mean±ＳＥ.Ｍ・ｏｆｍｏ1℃than７～１０testsispresented．

血清中薬物濃度の時間曲線をFig.３に，薬物速度

論的パラメータをＴａｂｌｅ３に示す．９週齢ラッ

トに比較して21週齢のラットはスコポラミンの消

失が遅く，血清中の薬物濃度は投与後有意に高い

値を示した（p＜0.05)．β相の半減期は９週齢で

●
 

た
３
－

つ

３．ラットにおける血清中濃度の測定と体内動

態の解析

確立した定量法を用いて，ラットにおけるスコ

ポラミンの体内動態を検討した．静脈内投与後の
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ａ）anticholinergicagents；ＢＰ：Biperiden；ＴＰ：Trihexyphenidyl 

b）antipsychoticdrugs；ＨＰ：Haloperidol；ＬＭＰ：Levomepromazine； 

ＣＭＰ：C1omipramine 

c）ＰＭＴ：Promethazine 

d）ＰＴＺ：Pentazocine 

A＝ｌｎｙ/(1-y)．yindicatesthepercentageofbound〔3Ｈ〕-ＱＮＢｔｏｔｈｅ

ｓｙｎａｐｔｏｓｏｍａｌｍｅｍｂｒａｎｅ． 

26.5分，２１週齢では36.7分であり，加齢により延

長しＭＲＴも有意に延長した（p＜0.05)・定常状

態分布容積（Vdss）は加齢により増加した.全身

クリアランス（ＣＬＣ｡$）は加齢による変化が認めら

れなかった．

定量法が確立できた．スコポラミン濃度が10,9／

ｍ1以下ではＣＶ・値が３０％を越え，良い精度が

得られなかった．

スコポラミン以外の他の中枢神経作用薬に関し

ても〔3ｍ－ＱＮＢをリガンドとして用いたＲＲＡ

により定量できることがわかった．抗コリン剤で

はｎｇ/ｍｌオーダまで定量が可能であったが，

ＣＭＰ，ＨＰおよびＰＴＺでは100ng/ｍｌ～1ノリg/ｍ1

以上の濃度が必要であった．しかし，ＰＭＴ,ＬＭＰ

考察

本実験ではＲＲＡにより，血清２５’１を用いて

20,9/ｍｌ～1lug/ｍｌの濃度範囲のスコポラミンの
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Table２．ParametersDescribingLogit-logPlｏｔｓｆｏｒＤｒｕｇｓＤｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＲＲＡ 

Eq.(1) 

ｂ ＩＣ５０ 

(g/tnL） 

Ｄｒｕｇ Ｙ 

1.48ｘｌＯ－８ 

８４０ｘｌＯ－９ 

７３２ｘｌＯ－６ 

１９４ｘｌＯ－７ 

６０７ｘｌＯ－７ 

2.55ｘｌＯ－８ 

４６２ｘｌＯ－６ 

-2.020 

-1.731 

-1.900 

-2.129 

-3.104 

-2.174 

-2.676 

0.999 

0.987 

0.989 

0.985 

0993 

0990 

0.999 

Biperiden(BP） 

Trihexyphenidyl(TP） 

Haloperidol(HP） 

LevomepromazineqMP） 

Clomipramine(CMP） 

Promethazine(PMT） 

Pentazocine(PIZ） 

２
８
６
９
０
０
８
 

８
９
７
２
３
５
２
 

●
●
●
●
●
●
●
 

５
３
９
４
９
６
４
 

１
１
 
１
１
１
１
 

－
』
】
一
一
』
』

Ｘ：drugconcentration,ｇ/ｍＬ 

Ｙ：1,(y/1-y);ｙ：[3H]QNBboundratio 

Eq.(1)：Ｙ＝ａ＋ｂｌｏｇＸ 

Ｙ：correlationcoefficient 

IC5O:concenUntionofthedmgswhichinhibitsbindingby５０％ 

1０００ 

では10,9/ｍｌの定量が可能であり，0.993以上

の相関係数が得られた．

ＲＲＡによる感度は測定する薬物のレセプター

に対する親和性によりほぼ決まる．〔3Ｈ〕-ＱＮＢ

はムスカリンレセプターの特異的なリガンドであ

るが，抗コリン作用を有する向精神薬の定量にも

応用が可能であった．それぞれのレセプターに特

異的なリガンドを使用すれば更に高感度での定量

が可能と考えられる'2)．

しかし以上のことは，測定しようとする薬物以

外に放射性リガンドのレセプターに対する結合を

阻害する薬物が存在するとＲＲＡによる定量がで

きないことを示している．特に，臨床に適用する

ときは，多剤を併用している場合が多いので注意

が必要である．しかし，データとしてここに示さ

なかったが，本法を用いて10人の抗てんかん薬を

投与されている患者の血清のブランク値を測定し

たところ，〔3Ｈ〕-ＱＮＢの結合率は90％以上あり，

抗てんかん薬は定量障害とはならないことが示唆

された．このことについては更に例数を増やして

検討する予定である．

以上の定量法を用し､ラットにおけるスコポラミ

〈
］
Ｆ
一
一
□
こ
〉
、
。
こ
◎
。
①
Ｅ
一
一
匡
呵
ｌ
ｏ
Ｑ
ｏ
ｏ
の

1００ 

1０ 

０３０６０９０１２０ 

ｔｉｍｅ（ｍin） 

SemilogarithmicSerumConcentration-

timeProfilesfollowinganLv・Injection

oflmg/ｋｇＳｃｏｐｏｌａｍｉｎｅｉｎ９－ａｎｄ２１－ 

week-oldRats 

Atleastthreeratswereusedto 

determinethedoselevｅｌｐｅｒｔｉｍｅｐｏｉｎｔ， 

Thedataledpharmacokineticparameters 

arelistedinTablel、

○，９－week-oldrats；□，21-week-old 

rats． 

＊Significantlydifferent（p＜0.05） 

ｆｒｏｍｔｈｅｍｅａｎｖａｌｕｅｏｆｔｈｅ９－ｗｅｅｋ－ 

ｏｌｄｒａｔｓ． 

Fig.３． 
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Table３．PhysiologicalandPharmacokinetiｃＰａｒａｌｎｅｔｅｒｓ 

ｆｏｒＲａｔｓｏｆＤｉｆｆｅｒｅｎｔＡｇｅｓ 

Parameters 9-week-oldrats 

（､=5） 
Z1-week-oldrats 

（､=6） 

Bodyweight(9) 

TotalVolumeofdismbution(ｍｌ） 

Totalbodyclearancc(ml/inin） 

Meanlesidcncetime(ｍin） 

３１４±３ 

８７４±７５ 

２６．０±16 

33.6±２．０ 

４５９±１０＊ 

１２７０±９０＊ 

２５．７±１．４ 

４９８±２９＊ 

ｍｅａｎ±Ｓ,EMispresented． 

*Significandydjfferent(p<0.05)fmmthcmeanvaluefbrthe9-weck-oldrats． 

ンの体内動態を検討した結果，加齢によりスコポ

ラミンの消失相における半減期が長くなっている

ことがわかった．その原因として加齢によりＶｄｓｓ

が増加しβ相の半減期が延長したためと考えられ

た．加齢によりラットのVdssが増加することを我

々は抗コリン剤のビペリデンで認めている'3)．こ

の原因は加齢によってラットの体脂肪量が増加し

たためと考えられた．スコポラミンの場合も同様

のことが原因と思われる．スコポラミンの抗コリ

ン効果は老人に強く現れることが報告されてお

りl)，また受容体数の変動が起こることが知られ

ている14,15)．しかし，その血中濃度との関係は殆

ど明らかにされておらず，最適治療のために血中

濃度を一定に保つべきか，それとも休薬期間が必

要かについての考察も見当たらない．今回の結果

から，老人においてはスコポラミンの血中濃度は

減少しにくく，休薬期間を取りにくいことが予想
された．

以上，今回確立されたＲＲＡは小動物を用いた

体内動態の研究のみならず臨床にも利用できる有

用な定量法であると思われる．今後，更に組織内

濃度の定量にも応用し，標的臓器である脳内濃度

の時間変化の解析が可能になれば中枢神経作用薬

のファーマコキネティクスとファーマコダイナミ

クスの関係解明に有用であると考えられる.

謝辞本研究は，中富健康科学振興財団助成金およ

び，1990年金沢大学医学部老人医療基金の一部によっ
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