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神経核医学画像診断法 に よ る受容体 マ ッ ピ ン グ に

関 す る 基 礎 的 研 究

－ ラ ッ ト脳 にお ける受容体 オ
ー トラ ジ オ グ ラ フ イ の 定量化 一

食沢大 学医学部核医学講座 く主任 二 久田欣 一 教授I

辻 志 郎
く昭 和6 3 年 2 月2 4 日受付I

神経精神疾患の 診断， 治療指針な どに 有用と期待さ れ て い る エ ミ シ ョ ン C T くe m i s si o n c o m p u t e r
－

i z e d t o m o g r a ph y ，
E C T l ． レ セ プ タ

ー

マ ッ ピン グの基礎的資料 を得る こ と を目的 と して， オ
ー

ト ラ ジオ グ

ラ フ イ 法 を用い て脳 内レ セ プ タ
ー

の定量化 を研究 した ． ラ ッ ト脳 を用 い て
，

6 種 の
3 H ． リガ ン ド に つ い て

，

イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン時 間， 洗浄時間， 結合曲線 な どを検討 した と こ ろ

， 全て の リ ガ ン ドに おい て良好な オ
ー

ト ラ ジオ グラ ム が 得ら れ た ． ま た オ ー トラ ジオ グラ ム の 定量機器 に つ い て ，
1 1 ミク ロ フ ォ トメ ー

タ
，
2 フ ド

ラ ム ス キ ャ ン デ ン シ トメ
ー

タ， 3 I パ ー

ソナ ル コ ン ピ ュ
ー タ を利用 した安価 な ビ デオ デ ィ ジタ イ ザ ー シ ス

テ ム とを定量性と操作性 の面で 比 較検討 した と こ ろ
， 定量性の 面で は上 記三 者間で測定値の 相関は高 く

，

操作性の面で は ビデオ デ ィ ジ タイ ザ ー シ ス テム が格段に 優れ て い た の で， 以下で は こ れ を用 い て 定量 化を

行 っ た
．

そ の結果
，

ム ス カ リ ン性 ア セ チ ル コ リ ン レ セ プ タ
ー

の 指抗剤で あ る
3 H －

q u i n u cli di n yl b e n z il a t e

く3
H ， Q N B l で は ， オ

ー

トラ ジオ グ ラ フ イ 法 と結合 ア ツセ イ 法 で S c a tc h a r d 解析か ら算定 した最大結合量お

よ び解離定数 の値が異 な る と され て い たが ， 反応条件 を適切 に す る こ とに よ り両法に お い て極 め て 近似し

た値 を得た
．

ま たオ
ー

トラ ジ オ グラ フ イ 法で は 空間分解能が優 れ て い るの で
， 結合ア ッ セ イ 法は 不可 能と

考 えら れ る詳細 な脳内の部位間の 比較が可能で あ っ た ． 従来の解析法 で ある S c a t c h a r d 解析は ， 反応系が

平衡に 達 して い な い 状態で は， か な りの誤差 を生 じ， 解離定数に 関 して も解 離速度定数と結合速度定数の

比 と して しか 算出され な い た め ， 結合曲線 お よ び解離曲線 か ら パ ラ メ
ー

タ を直接求 め る方法を検討 した ．

これ によ れ ば ，計算 は複雑で ある が
， 必ず しも系が 平衡に 達 して い な く て も結合お よ び解離速度定数 を別々

に 算出可能 であ っ た
．

ま た，

3
H － Q N B に 関 して， その リ ガ ン ドーレ セ プ タ

ー 複合体 は単 一 の も の で はな く，

低親和性状態 か ら高親和性状態に 移行 す る異性化 と い う 現象が 従来か ら言われ て い る ． これ に つ い て
，

モ

デ ル 式 に忠実に 数学的解析法 を開発 し
，
結合曲線 お よび 解離 曲線 か ら得ら れ たデ

ー

タ を用 い て 各速度定数

を算出した と こ ろ
，

み か けの 解離定数 くK d 8 p pうが 異性化 を考慮 しな い 場合に 極め て近似 し
，

こ の モ デ ル の

妥当性が 示 さ れ た ． 以 上 よ り オ ー

ト ラ ジオ グ ラ フ イ法で は， 脳 内 レ セ プ タ
ー

の 定量化 に 閲し， 従来の レ セ

プ タ
ー

ア ッ セ イ法 に 比 べ
，

よ り詳細 な解析が 可能で あ る
．

さ ら に 今後
，

種々 の 神経精神疾患モ デ ル 動物 を

用 い て 実験 を行う こ とに よ り ， 本法 は それ ら の 疾患の 病態解明 に 寄与す るの み な ら ず
，

神経精神疾患の 診

断， 治療指針の 決定 な ど に 有用 と期待さ れ て い る E C T に よ る レ セ プ タ ー マ ッ ピ ン グ解析の た め の 基礎的

情報 を提供 す る有力な方法で ある と考 え られ た ．

K e y w o rd s r e c e p t o r
，

a u t O r a dio g r a p h y ，
e m i s si o n c o m p u t e ri z e d t o m o g r a p h y ，

r e c e p t o r b in di n g a s s a y ，
b r ai n

A b b r e vi ati o n s ニ E C T
，

e m i s si o n c o m p u t e ri z e d t o m o g r a p h y ニ
3 H － D H A

，

3 H － D i h y d r o ．

al p r e n ol ol h y d r o chl o rid e ニ
3
H － Q N B

，

3 H －

q ui n u clidin y l b e n z y l at e i P E T
， p O Sit r o n e m is si o n

t o m o g r a p h y ニ R O I
，

r e gi o n of i n t e r e s t i S P E C T
，

Si n gl e p h o t o n e m is si o n c o m p u t e ri z e d t o m o －

g r a p h y ニ V D S ， Vid e o digi tiz e r s y st e m ．



ラ ッ ト脳 に お け る受容体 オ
ー

トラ ジオ グラ フ イ の 定量 化

レ セ プ タ ー と い う 概念は
，

古く は薬剤が作用 す る と

きに 最 抑 こ結合す る物 質と し て L a n gl e y
l ，に よ り想 定

された も の で あ っ たが ， 後に か レモ ン
， 神経伝達物質

な ど多様な物質 を受容 し
，

そ の 情報を細胞内に 伝 えた

りす る機構 に まで 広が っ て い っ た
2，

． 最近， イ ン ビト ロ

結合ア ツ セ イ 法の 関乳 レ セ プ タ
ー

を介 して の細胞内

伝達機序に 関す る研究 お よび 分子 生物学 的手法に よ る

レセ プ タ ー の ア ミ ノ 酸配列か ら三 次構造 ま で の 解析法

の 発展な ど に よ り レ セ プ タ
ー

に 関する研 究は飛 躍的に

発展 し
封

，
レ セ プ タ

ー 学 と い える
一 分野 を形成 して い

る ．

精神神経疾患
， 例 え ばパ ー

キ ン ソ ン 病，
ハ ン チ ン ト

ン舞踏病，
精神分裂病， ア ル ツ ハ イ マ

ー 病な どに お い

て
，

レ セ プ タ
ー 異常が 報告され ，

これ らの 諸疾患の 原

因追求， 病態の解明が 試み られ て い る
4 ト 61

． しか し こ れ

らの 報告は
，

死後脳 あ るい は疾患モ デ ル 動物 を用 い た

イ ン ビ ト ロ 結合 ア ッ セ イ の 測定結果 に 基づ い て い るた

め
，
前者は死後の 自己融解， 蛋白分解酵素

，
生前に 投

与さ れ た 向精神薬，
死 亡 前の 低酸素状態 な どの 影響7I

を受 け
，

後者は対象が 人間の 疾患と 同等で あると い う

確た る証拠に 欠ける と い う問題点 を有 して い る
．

した

が っ て
，

こ れ ら の 問題 点を解決す るた め に は
，

生体 を

直接測定 し
， 時々 刻々 に 変化す る生命現象を体外測定

に より直接捉 える必要が ある ．
こ の目的で

，
ポ ジ トロ

ン断層装置 くp o sit r o n e mi s si o n t o m o g r a p h y ，
P E T l

およ び ポ ジ ト ロ ン 核種標識 リ ガ ン ド を用 い た レ セ プ

タ
ー

マ ッ ピ ン グす なわ ち人体の レ セ プ タ
ー

を体外測定

で描画 す る こ とが 可能と な っ てき て い る引
．

しか し生

体内 で は レ セ プ タ
ー

と 放射性 リ ガ ン ド の 反応以外 に

種々 の 複雑 な因子 が 関与 す る た め
9ナ

，
レ セ プ タ

ー

マ ッ

ピ ン グに よ る レ セ プ タ ー の 定量 化は複雑と な る の みな

らず， 現 在の P E T の 解像力は脳 の 解剖学的詳細部を

377

評価 する に は不十分で ある ． した が っ て
，

レ セ プタ
ー

マ ッ ピ ン グ ー の 臨床 的評価の 前 に基礎的検討を十分行

う 必要が あ る と考 えられ る ． イ ン ビト ロ の 受容体 オ ー

ト ラ ジオ グラ フ イ はイ ン ビ トロ 結合ア ッ セ イ と イ ン ビ

ボの レ セ プタ
ー

マ ッ ピン グの 両方の 特徴を有 し
，

両法

の 中間に 位置 して い る
．

そ こ で今回受容体 オ
ー

オ ラ ジ

オ グ ラ フ イ に 閲 し
，

反 応条件 検討， 定量化の方法，
イ

ン ビト ロ 結合 ア ッ セ イ と の比 較，
シ ミ ュ レ ー シ ョ ン 実

験な どに 閲し， 基礎的検討 を行っ た
．

材料お よ び方法

王
． オ

ー

トラ ジオ グ ラム 作製の 条件検討

1 ． 放射性 化合物お よび薬剤

放射性化合物 と して
，

ド
ー パ ミ ン 2 くD 21 レ セ プ

タ
ー 桔抗 剤で あ る

3 H ．

sp i p e r o n e く比放射 能 23 ．4 Cil

m m olつ，
ム ス カリ ン性ア セ チ ル コ リ ン レ セ プタ

ー 桔抗

剤で ある
3
H －

q ui n u clidi n yl b e n z yl a t e くQ N Bl 洞 59

Cil m m oll
，

G A B A レ セ プ タ
ー 作 動 薬 で あ る

3
H －

m u s ci m ol く同7 ． 9 Ciノm m oll ，
オ ピオイ ド レ セ プタ

ー

桔 抗 剤 で あ る
3
H ．d i p r e n o r p hi n eく同10 ．5 Ci l m m oll ，

セ ロ ト ニ ン レ セ プ タ ー 柁抗 剤 で あ る
3
H － k et a n s e ri n

く同 61 C iノm m o u
， P レ セ プ タ

ー 指抗剤 で ある
3
H － di －

h yd r o al p r e n o l ol h y d r o ch l o rid e t D H A lく同 95 C il

m m olフ の 6 種 を使用 した く前 四者は ア マ シ ャ ム ジ ャ

パ ン
， 東京， 後 二 者 は N E N R e s e a r c h P r o d u c t s

，

U S A l ．
また

，
プ レイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン

， イ ン キ ュ ベ ー

シ ョ ン
， 洗浄 の た め の緩衝液 と して

，

3
H ．

s pi p e r o n e に

は p H 7 ．7 の 5 0 m M トリ ス 緩衝液 く0 ．1 ％ア ス コ ル ビ

ン 酸，
1 2 0 m M N a Cl

，
5 r n M K C l

，
2 m M C a C1 2 ，

1 m M

M g C1 2 を含 むI ，

3 H － Q N B に は p H 7 ． 4 の 5 0 m M ト リ

ス 嬢衝液，

3
H －

m u S Ci m o l に は p H 7 ． 0 5 の 5 0 m M トリ

ス ー ク エ ン 酸緩衝液
，

3
H －d i p r e n o r p hi n e に は p H 7 ． 0 5

R a t b r ai n w a s f r o z e n w ith c o m p o u n d a t － 6 0 t o
－ 7 0 C ．

T i s s u e s e c ti o n s w e r e p r e p a r e d ．

C u t く20 JJ m I b y a c r y o s t a t m i c r o t o m e ．

T h a w－m O u n t e d o n t o sli d e gl a s s ．

S t o r e d f o r l t o

P r ei n c u b a ti o n ．

T i s s u e s e c t o i n s

I n c u b a ti o n ．

T i s s u e s e c ti o n s

W a s h o u t ．

T i s s u e s e c ti o n s

2 d a y s i n a r ef ri g e r a t o r ．

W e r e r i n s e d i n 5 0 m M p h o s p h a t e b uff e r ．

W e r e i n c u b a t e d wi th r a d i o a c ti v e li g a n d s ．

w e r e ri n s e d i n th e s a m e b u ff e r ．

D r y ．

G e n e r a ti o n o f a u t o r a di o g r a m ．

E x p o s e d t o L K B U l t r o fil m ．

F ig ． 1 ． B a si c p r o c e d u r e of r e c e pt o r a u to r a d i o g r a p h y ．



3 7 8

の 50 m M ク エ ン 酸 緩 衝 液，

3
H － k e t a n s e ri n に は p H

7 ． 4 の 5 0 m M トリ ス 綬衝液，

3
H － D H A に は p H 7 ． 7 の

0 ． 17 M トリ ス緩衝液 く10 m M M g C1 2 を含む1 を使用

した
．

さ ら に 阻害剤 と して
，

3
H ． s pi p e r o n e に は 1 JL M

の く＋lb u t a cl a m ol くフ ナ コ シ
， 東京う，

3
H － Q N B に は

10 JL M の ア ト ロ ピ ン く田 辺製薬， 大阪l ，

3
H －

m u S Ci m ol

に は 1 0 0 JL M の G A B A くS I G M A
，

U S A l ，

3
H －

d i p r e n o r p h i n e に は 1 JL M の n al o x a n e くSI G M A
，

U S A l ，

3 H －k e t a n s e ri n に は 1 JL M の S pi p e r o n e くエ
ー

ザ イ
，

東 剥
，

3 H ． D H A に は 10 FL M の d l ． 7
P

ロ プ ラ ノ

ロ
ー ル く住友製薬， 大阪う を 用 い た ．

2 ． 受容体 オ
ー

トラ ジオ グラ フ イ の 基 本的手技

オ
ー

ト ラ ジ オ グラ ム 作製 の 基本 的手技 を 図 1 に 示

す ． 体重 150 句 2 0 0 g の 雄性 ド ン リ ュ ウ ラ ッ ト を 断頭

し， 可及 的す み や か に脳 を摘出 し
，

ドライ ア イ ス で冷

却 した ヘ キサ ン く約 － 7 0
0

Cう に て 凍結 した後，
ク リ オ

ス タ ッ ト く三共 TIS S U E T E C 45 5 1
， 束京I を用い て

厚さ 20 FL m の凍結切 片を作製 し
，
th a w

，

m O u n t 法 に よ

りゼ ラ チ ン 塗末ス ライ ド ガ ラ ス上 に 載せ
川

，
1 句 2 日

間冷蔵庫 く4
0

Cう に 保存 した ． 内在性 の リ ガ ン ド を除

く た め
， 切片 を上記緩衝液 に て 20 分間 プ レ イ ン キ ュ

ベ ー

ト くm u s ci m ol で は 4
O

C
，
それ 以外 で は 23

句 2 5
C

C l

した後， 岡津衝 掛 こそれ ぞ れ の放射性 リ ガ ン ド を混合

した溶液で 同 じ温度 でイ ン キ エ ペ ー 卜 した
．

水冷の 同

緩衝液 に て洗浄後乾燥 し
，
ゼ ラチ ン標準線源と共 に

8
H

専用 ウ ル ト ロ フ ィ ル ム くL K B N o ． 2 2 0 8 －1 9 0
，
ス ウ ェ

ー

デ ンう に 密着させ，
2 週間か ら 3 カ月露光 した後現像

しオ
ー

トラ ジオ グラム を作製 した ．

3 ． 条件検討

条件検討と して
，

イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 時間お よび 洗

浄時間の影響を調 べ
，
さ ら に飽和実験 を行 っ た ． K 6 n i g

a n d K li p p el の ア トラ ス
1 1

切 A 9 4 1 0 － A 6 0 6 0 JL m の 範囲

の 線条体 を含む連続切片を用 い 切片を か き取 っ て そ の

放 射 能 を 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ くア ロ カ

L S C l O O O
，
東京ンに て測定 した

．
な お

，
各実験毎 に 3 匹

の平均値 を求 めた
．

．

1 I イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 時間の 影響

イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 時 間 の 影 響 を み る た め，

3
H ．

s pi p e r o n e で は 0 ．5 n M の 濃度で 15 ，
4 5

，
6 0

，
9 0

，
1 2 0

，

1 8 0 分，

3
H －Q N B で は 0 ． 4 n M の 濃度で 15

，
3 0 分， 1 ，

2
，

3
，

4 時間，

3 H ィ n u s ci m ol で は 5 n M の 濃度で 1
，

5 ，
1 0

，
2 0

，
3 0 ， 4 5 ， 6 0 分

，

3
H －d i p r e n o r p hi n e で は 0 ■5

n M の 漉度 で 2 ．5
，

5
，
7 ． 5

，
1 0

，
20

，
3 0

，
4 5 ， 6 0 ， 90 ，

1 20 分，

3
H － k et an S e ri n で は 0 ． 4 n M の濃度 で 15

，
3 0

，

4 5 ，
6 0

，
9 0

，
1 2 0 分，

唱 ． D H A で は 0 ． 5 n M の濃 度で 5
，

1 0
，
1ふ 20

，
3 0 分と時間を変 えて イ ン キ エ ペ

ー

卜 した ．

な お洗浄 時間は
，

a頁－ m u S Ci m ol の 3 0 秒 2 回を除 い て

す べ て 10 分間2 回 で あ る ．

2 1 洗浄時間の 影響

洗浄時間の 影 響を検討 した
．

3
H －

S pi p e r o n e で は0 ．5

n M の 濃度 で 3 時間イ ン キ エ ペ
ー 卜し

，
3 0 秒，

1
，

5
，

1 0
，
2 0

，
3 0 分洗浄し て その 影響 を調 べ た ．

3
E － Q N B で

は 0 ．4 n M で 4 時 間イ ン キ エ ペ
ー

卜 し同様 に 洗浄 し

た
．

3
H －

m u S Ci m ol で は 5 n M で 3 0 分 イ ン キ ュ ベ ー

ト

し， 1 ，
1 5 秒，

1
，

3
，

5
，

1 0
，
2 0 分洗浄 した ．

3
王i ．

d i p r e n o r p hi n e で は 0 ． 5 n M で 2 時 間イ ン キ エ ペ ー

卜

し
，

1
，
3

，
5 ，

1 0 ，
2 0

，
3 0 分洗浄 した ．

3
H － k et a n s e ri n

で は 0 ． 4 n M で 1 2 0 分イ ン キ ュ ベ
ー

ト し ， 1 ， 3 ， 5
，

1 0
，
2 0

，
3 0 分洗浄した ．

3
H － D H A で は 0 ． 4 n M で 3 0 分

イ ン キ エ ペ
ー

卜 し ，
2 ． 5

，
5

，
1 0

，
20

，
3 0 分洗浄した

．

3う 飽和 実験

組織切片に お ける 各種放射性リ ガ ン ド と レ セ プタ ー

の 結合 が 飽和性 を有 す る か どう か 確認 す る た め ，

3
H ．

s pl p e r O n e で は 0 ． 1
，

0 ．2
，

0 ． 4 ， 0 ． 6 ， 0 ． 8
，
1 ■ O n M と

濃度を変 え て 3 時間イ ン キ エ ペ ー 卜 し
，

10 分 間2 回洗

浄 して そ の 飽和曲線 を作製 した ． 同様 に
，

3
王i －Q N B で

は 0 ． 0 5
，
0 ．1

，
0 ． 15

，
0 ． 2

，
0 ．3 ， 0 ．4

，
0 ． 6 n M で 4 時間

イ ン キ エ ペ
ー

卜し，
1 0 分間2 回洗浄，

3
H m u s ci m o l で

は 5
，

10 ， 2 0 ，
30

，
4 0

，
5 0

，
6 0 n M で 3 0 分イ ン キ ュ ベ

ー

卜 し，
3 0 秒 2 回洗浄

，

3
H －d i p r e n o r ph i n e で は 0 ．2

，
0 ． 4

，

0 ． 6
，
0 ． 8

，
1 ． 2

，
1 ． 6 n M で 2 時間イ ン キ ュ ベ

ー

卜し
，

1 0 分間 2 回洗浄，

3
H －k e t a n s e ri n で は 0 ． 2

，
0 ． 3

，
0 －4 ，

0 ． 5 ， 0 ．6 n M で 1 2 0 分イ ン キ ュ ベ ー

卜 し，
10 分間2 回

洗浄，

3
H － D H A で は 0 ． 2

，
0 ． 4

，
0 ．6

，
0 ． 8

，
1 ■ 0

，
2 －O n M

で 3 0 分イ ン キ エ ペ ー 卜 し
，
1 0 分 間2 回洗浄 し て飽和

曲線 を作成 した
．

工工． オ
ー

ト ラジ オ グ ラ ム の 定量 化

1 ． 定量 化の 方法

い ミ ク ロ フ ォ トメ
ー

タ， ド ラ ム ス キ ャ ン デ ン シト

メ
ー

タ
，

ビデ オ デ ィ ジタイ ザ ー シ ス テ ム の 比 較

定量化装置の 性能 をみ る た め ， ミ ク ロ フ ォ トメ
ー

タ

く小 西 六 P D S 1 5
，
東京う， ドラ ム ス キ ャ ン デ ン シ トメ ー

タ く阿部設計，
M o d e1 26 0 5

， 東京う お よ び マ イ ク ロ コ

ン ピ ュ
ー タ と C C D カ メ ラ を使 用 した ビ デ オ ディ ジタ

イ ザ ー シ ス テ ム の 3 者 に つ い て比較検討 した ．

ミ ク ロ フ ォ トメ ー タ は
，

ス キ ャ ン方式の 漉度計で あ

り，

一 度の ス キ ャ ン で は オ
ー

トラ ジオ グ ラ ム の 1 ライ

ン の み測定可能 で
，

デ ー タ は アナ ロ グ で あ る ．

ド ラ ム ス キ ャ ン デ ン シ トメ
ー

タの ブ ロ ッ ク図 を図2

に 示 す ． 本装置は ド ラム 回 転型画像読み 取り装置で
，

二 次元的測定が 可 能 で
，

51 2 X 5 1 2 x 8 ビ ッ ト く256 階

調う の デ ィ ジ タル デ ー タ が得ら れ る ． デ
ー タ は

，
専用

礎気 テ
ー プ を 介して 金沢大学情報処理 セ ン タ

ー

の 大型

コ ン ピ ュ
ー

タ く富士 通 F A C O M 2 60 5 型， 東 新 に転

辻



ラ ッ ト脳 に お ける受 容体オ ー トラ ジオ グ ラ フ イ の 定立 化

送し処理 を行 っ た
1 2I

－

ビデオ デ ィ ジタイ ザ ー シ ス テ ム の ブ ロ ッ ク 図を図3

に示 す ．
マ イ ク ロ コ ン ピ ュ

ー タ P C －9 8 0 1 くN E C
， 東京う

にイ メ ー ジメ モ リ ボ ー

ド EI P 9 8 仏 D S
， 奈 郎 を装着

し，
C C D カ メ ラ くN E C T l－22 A

，
東京l に て取 り込 ん

だ画像を ディ ジタ ル 化 した ．
E工P 9 8 は 6 ビ ッ トの ア ナ

ロ グ ディ ジタ ル 変換器 と 128k バ イ トの メ モ リ を ボ ー

ド上 に持 ち，

一

画面 256 X 2 4 0 X 6 ビ ッ ト く64 階喜郎 の

デ
ー タ を 九 B

，
二 画面持 つ こ とが で き る

． 画像処理 プ

ロ グラ ム に は DI A L l O くA D S
，
奈良I お よ び飯田 らの

P C ．S Y S T E M 川
， 画 像 の カ ラ

ー 表 示 に は P C－

S Y S T E M を 使用 し た ． な お ， 3 方 式 と も 測 定 ア パ

チャ
ー は 50 X 50 ノJ m に 設定 した

．

三者の 比 較と して， 後述の ゼラ チ ン で 作製 した標準

線源をそ れ ぞれ で測定 し， 累積放射能 と フ イ ル ム 異 化

度の 測定値 の 相関 を比 較 し， さ ら に 三 者の 測定値の 相

関を調 べ た ．

2う ビ デオ デ ィ ジタ イ ザ
ー シ ス テム の 基礎的検討

ビデ オ デ ィ ジタ イ ザ
ー シ ス テム の 基 礎 的検討 と し

て
，

バ ッ ク グラ ウ ン ドの 測定を 20 回行い
，
デ ィ ジ タル

値の 分布， 標準偏 鼠 平均値， お よ び モ ー

ド く最高 ピ

クセ ル 数を 示 し たデ ィ ジ タル 値う の 変度 を測定 した ．

また均 一 性と して
， 画 面を 16 分割 しそ れ ぞれ を比較 し

Fig ． 2 ． B l o c k d i a g r a m o f d r u m s c a n d e n sit o m e t e r

a n d g e n e r al p u r p o s e c o m p u t e r ． A u t o r a di o g r a m s

a r e di gi ti z e d b y d r u m s c a n d e n si t o m e t e r － T h e

d a t a a r e tr a n s p o r t e d t o g e n e r al p u r p o s e c o m p u t e r

vi a m a g n e ti c t a p e くM T l ． D a t a a n a l y si s i s

p e rf o r m e d b y th e c o m p u t e r
．

Fi g ． 3
． B l o c k d i a g r a m o f v id e o di gi ti z e r s y s t e m ．

I m a g e m e m o r y b o a r d h a s 1 2 8 K b y t e R A M a r ld

a n a l o g
－d i gi t al c o n v e r t e r ． 1 t i s i n s e rt ed t o P C－

98 0 1 a n d c o n n e ct e d t o C C D c a m e r a a n d m o ni t o r ．

D i git al d a t a o f 2 5 6 X 2 4 0 X 6 bit s a r e o b t ai n e d i n l1

60 s e c
，

a n d d i s pl a y e d a s 1 6 c ol o r s c al e ．

3 7 9

た ．
な お

，
以 下 の オ

ー

トラ ジ オ グラ ム の定量化 に はす

べ て ビ デ オデ ィ ジタ イ ザ ー シ ス テム を使用 した ．

3 ン 棲準曲線

標準曲線の 作成 に は
，
既知放射能濃度の標準線源 が

必 要とな る
． そ こ で ゼ ラ チ ン法， 脳 ペ ー ス ト法川

， 市販

標準線源法の 三 者に て比較検討 した ．
ゼ ラ チ ン法で は

，

水1 0 m l く4 0 句 45
0

Cう に ゼラ チ ン 2 g の 割合 で混合 し，

種々 の 濃度の 唱 － チ ミ ジ ン げ マ ン ヤ ム ジ ャ パ ン
， 東

京プを加えて ガ ラ ス 棒 に て十分混 和 し
， 冷蔵庫 く4

8

Cう

に て 固ま ら せ た 後，

－ 60 ヘ ー 70
0

C で 凍結 し， 厚 さ 20

〆 m の切片 を作製した ． 脳 ペ
ー ス ト法 で は

， 摘出 ラ ッ ト

脳 をガ ラス 棒 に て ペ ー ス ト状 に し
，

そ の中に 種々 の 濃

度の
3
臥 チ ミ ジ ン を加え混 合 した後，

ゼ ラ チ ン 法と 同

様 に 切 片を作製 した ． なお
， 標準線源の 単位重量当り

の 放射能 くルCiノgl は
，

切 片 を 20 句 3 0 枚 集め て 天 秤

く島津 N し20 0 P
，
京都うに て 秤量 した 乱 ゼ ラチ ン の 場

合は切 片 をそ の まま バ イ ア ル 瓶に い れ
，

脳の ペ
ー ス ト

の 場合 は組織燃焼装置 げ ロ カ A S C －1 11 3
， 東京う に て

燃焼 した後 に
， それ ぞれ 液体 シ ン チ レ ー

シ ョ ン カ ウ ン

タ
ー げ ロ カ L S C tl O O O

，
東京1 に て 放射能 を測定す る

こ と に よ り算定 した ． 市販 の 標準線源と して
，

3
王i ． マ イ

ク ロ ス ケ
ー ル げ マ シ ャ ム ジ ャ パ ン ， 東京1 を使用 し

た ．
こ れ ら 3 種 に つ い て

， 同
一

試料 をウ ル トロ フ ィ ル

ム 2 枚に 密着さ せ
，
それ ぞ れ 13 日間，

2 6 日間秀光 した

後現像 し， 累積放射能と フ イ ル ム 異化度 げ イ ジ タ ル

値う の 相関を調 べ た ．

2 ． デ ー タ処理

1 1 レ セ プタ ー 動態の 定量化

3 H ． m u s c i m ol の オ
ー

トラ ジオ グラ ム に お い て， 小 脳

皮質 を顧粒 層とそ の 他の 層の 二 層に分 けて それ ぞ れ を

別々 に 濃度を測定 し
，
S c a t ch a r d 解析

1 5，に よ り レ セ プ

タ ー 動態の 定量 化す な わ ち最大結合量 ほ m 且
X
う お よ び

解離定数 くK 郎 を求め た ．

2 う 抗欝剤に よ る変化

抗 欝剤 で あ る ク ロ ミ プ ラ ミ ン 1 0 m gノk g を ， 体重

14 0
へ 1 7 0 g の 雄性 ド ン リ ュ ウ ラ ッ ト 5 匹 に 1 日 2 回

の 割で
，

8 日 間皮下注射に て 投与し
， 最終投与後 6 時

間で 断頭 し， 前頭葉を含む切 片 くK 伽i g a n d K li p p el

の ア ト ラ ス
11

切 A ll O 5 0 － A l O 3 0 0 ノノ m の 範 囲う お よ び

1 ．5 n M の 濃度の
3
H 克 e t a n s e ri n を用 い た オ ー

ト ラ ジ

オグ ラム を作製 して
，

正常 ラ ッ ト6 匹 と比 較し た
．

3う 画像処理

3
H －

S p ip e r o n e の 全結合イ メ
ー

ジと 阻害剤 を加 え て

得 た非特異的イ メ ー ジを ビデ オ ディ ジ タイ ザ ー シ ス テ

ム に て デ ィ ジタ ル 化 し， 画像処理 プ ロ グラム に よ っ て

サ ブ トラ ク シ ョ ン し， 特異的結合イ メ
ー ジ を作製 した

．

m ． イ ン ビト ロ 結合 ア ッ セ イ法 との 比較



3 8 0

8 H ． Q N B を用 い て， 受容体 オ ー

ト ラ ジオ グ ラ フ イ と

イ ン ビ トロ 結合ア ッ セ イ と の 比較 を試み た ．

1 ． イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン時 間に よ る飽和 曲線の 影響

い オ
ー

トラ ジオ グラ フ イ
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体重 150 へ 2 00 g の 雄性 ド ン リ ュ ウ ラ ッ ト 3 匹 を用

い て
， 線条休部 の 凍結切片 を作製し， 前述の 方法で

3

廿

Q N B 溶液で イ ン キ ュ ベ ー

ト し た
．

イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ

ン時間 を 2
，

3
，

4
，
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，
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n O n
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3
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ラ ッ ト脳に お け る受 容体 オ ー

トラ ジ オグ ラ フ イ の定量化

に
3
H － Q N B の 濃 度 を 20 ，

4 0
， 5 5 ， 7 5 ，

12 0
，
1 5 0 p M

と変化さ せ
， 各時間に お ける 飽和 曲線 を作成 した

．

2 1 イ ン ビ トロ 結合ア ツ セ イ

体重 1 60 旬 2 1 0 g の 雄性 ド ン リ ュ ウ ラ ッ ト 5 匹 を断

頭後， 線条休部を摘出 し
，

天秤 く島津 N し20 0 P
，
京齢

にて秤量後，
水冷 した 60 倍量 の 0 ． 3 2 M シ ョ 糖溶液に

い れ
，

ポ ッ タ
ー 型ホ モ ジナイ ザ ー で ホ モ ジネ

ー

ト を作

盲
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門
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w a s h tl m o t m lnl

3 81

製 した
．

ホ モ ジ ネ ー ト30 ノJl に
3
臥Q N B 溶液 3 m l を

い れイ ン キ エ ペ
ー

ト した後
，

グ ラ ス フ ァイ バ ー フ ィ ル

タ ー くW h a t m a n G FI B
，
U S A l で吸引濾過 し

，
4 mi

の 緩衝液 に て 3 回 洗浄 した ． 洗浄後の フ ィ ル タ ー の 放

射能 を液体 シ ン チ レ
ー シ ョ ン カ ウ ン タ げ ロ カ L S C ．

10 0 0
， 東京1 に て 測定 した ． 飽和実験 で は

，

3
H ．Q N B 濃

度を 25
， 5 0 ，

1 0 0
，

1 50
，

20 0
，
3 00 p M と変え

，
室温で
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U
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3 8 2

6 時間お よ び 37
0

C で 4 5 分で イ ン キ エ ペ
ー

ト した ．

2 ． 結合
， 解離曲線

3
H － Q N B と レ セ プ タ

ー と の反 応 を単純 な 2 分子 反

応と し て以下 の よう な モ デ ル をイ反定 した
．

000一
言
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芯
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中
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00
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ラ ッ ト脳に お ける受 容体オ ー ト ラ ジ オ グラ フ イ の 定量化

ダ
ー 濃度， Q R は リ ガ ン ド

ー

レ セ プ タ ー 複合体波風 k l

はQ ＋R か らQ R へ の 二 次結合速 度数，
k－1 は Q R か

らQ ＋R へ の
一 次解離速度定数を意味す る ．

こ の モ デ

ル に お い て
，

以 下 の 実験 を行い そ の デ
ー タ を も と に

B m a x ，
K d お よ び各速度定数を算出した ． く補遺 1 ． い

参掛 ．
計算 プ ロ グ ラム に は非線形最小 自乗法 岬

を用 い

た
．

1 フ ォ
ー

トラ ジオ ブ ラ フ イ

40 p M
，
2 20 p M の 二 種の 濃度の

3
H ． Q N B を用 い て

，

イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時間を 1 5 ， 3 0 ， 45 分，
1

，
2

，
3

，

4
，

6 時間と 変え て ， 結合曲線を作成 した
．

2 コ イ ン ビ トロ 結合 ア ッ セ イ

35 0 p M の
3
H ．Q N B 溶液を用 い て， 3 7

0

C で結合曲線

は2 ．5
，

5
，

1 0
，
1 5

，
2 0

，
45

，
6 0 分

， 解離曲線 は 1 時

間イ ン キ エ ペ
ー

ト した後 ア トロ ピ ン 10 メイM を加 え， さ

ら に 10
，
3 0

，
5 0

，
7 0

，
1 4 0

，
1 8 0 分イ ン キ エ ペ ー 卜 して

求めた ． な お 特異的結合 は
，
ア ト ロ ピ ン 10 ノ上M 存在下

と非存在下の 差と して求 めた
．

3 ． シ ミ ュ レ ー シ ョ ン 実験

結合解離実験の デ
ー

タ をも と に
，

シ ミ ュ レ ー シ ョ ン

を行 っ た ．

11 イ ン キ ュ ベ
ー

シ ョ ン時間
，

組織
－

リ ガ ン ド液量

比の S c a t ch a rd 解析に お よぽ す影響

イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時軋 組織－リ ガ ン ド液量比が

飽和曲線 に お よ ぽす 影響を調 べ る た め， 受容体オ
ー

ト

ラ ジオグ ラ ム の 結合曲線か ら算定した k l ，
k － 1 お よ び

B m a x の デ
ー

タ を もと に
， イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン時間 を2

時間お よ び 10 時間， 組 織
－

リ ガ ン ド液 量比 を 2 m gノ

10 0 m l
，
2 m gノ4 m l と した 場合 の モ デ ル 1 に お ける飽

和曲線 を シ ミ ュ レ
ー

トし た
． く補遺2 ． 参照う．

2う 異性化を考慮 した場合の シ ミ ュ レ
ー シ ョ ン

3
H － Q N B に お い て ， そ の リガ ン ド

ー レ セ プ タ ー 複合

体は単 一 の も の で はな く
， 低親和性状態か ら高親和性

状態 に移行す る こ とが 解離実験の 結果 か ら従来よ り言

われて お り，
こ れ は異性化 くis o m e ri z a ti o n l と呼ば れ

てい る
1 7 卜 刷

．
こ れ に つ い て

，
以下 に 示 す モ デ ル 式 を仮

定し
，
こ れ に 忠実な数学的解析法 を考案 した く補遺1 ．

2 1 参照I ．

くモ デル 2 つ

Q ＋ R ことQ R 2 Q R
＋

なお
， Q は遊離の リ ガ ン ド濃度，

R は遊離の レ セ プ

タ ー 濃度
， Q R は異性化 して い な い リ ガ ン ドーレ セ プ

タ ー 複合体濃度， Q R
ヰ
は 異性化 した リガ ン ド

ー レ セ プ

タ
ー

複合体濃度，
k l は Q ＋ R か ら Q R へ の 二 次結合速

度定数， k 2 は Q R か ら Q R
＋

へ の
一 次結合速度定数，

k
，1 は Q R か ら Q 十 R へ の 一 次解離速 度定数，

k － 2 は

3 83

Q R
書
か ら Q R へ の

一 次解離速度定数 を意味す る ．
こ の

モ デル 2 の 式と結合 ア ッ セ イ 法の 結合解離曲線の 実験

デ
ー

タ を も とに
，

それ ぞ れの 複合体の濃度の時間変化

をシ ミ ュ レ ー

ト した ． 計算 プ ロ グ ラム に は非線形最小

自乗法を用 い た
．

N ． 統計処理

統計学的処理 は， 等分散の 検定に は F－t e St
，
平均値の

差の 検定に は S t u d e n t t － t e S t を使用 し
，

それ ぞれ 危険

率5 ％以 下を有意 とし た ．

成 績

l ． オ
ー

トラ ジオ グ ラム 作製の 条件検討

1 ． イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 時間の影響

6 種 の リ ガ ン ド の 結合 曲線 を 図 4 に 示 す ．

3
H t

s pi p e r o n e で は曲線は緩や か に上 昇 し
，

2 時間で 最高

値に 達 した ．

3
H －Q N B で はやや 遅く 3 時間で最高値に

な っ た が
，

3
H ． m 11 S C i m ol で は 10 分以降に はほ と ん ど

変化が み ら れ な か っ た ．

3
H ．di p r e n o r ph i n e で は 90 分

にて ほ ぼプ ラ ト
ー

に 達 し
，

3
H － k et a n s e ri n で は 60 分に

て最高値 に 達 し た ．

3
廿 D H A で は 30 分に てほ ぼ プ ラ

ト
ー に達 した

．

2 ． 洗浄時間の 影響

洗 浄 時 間 と 放 射 能 の 関 係 を 図 5 に 示 す ．

3
H －

s pi p e r o n e で は
， 特異的結合， 非特異的結合とも 10 分

ま で 急速 に 減 少 し
，

そ の後 は ほ と ん ど変化 しな か っ

た
．

3
H －Q N B で は変化 はみ られ な か っ た ．

3
H ．

m u s ci －

m ol で は特異 的結合 は持続的 に 減少 を示 した の に 対

し， 非特異 的結合 は 1 分以 降ほ と ん ど変化 しな か っ

た
．

3
H －d i p r e n o r ph i n e で は特異的結合

，
非特異的結合

と も 10 分ま で減少 し， その後 は プラ ト
ー

を示 した ．

3
H － k et a n s e ri n で は特異的結合， 非特異的結合 と も 30

分 で ほ ぼプ ラ ト ー に達 した ．

3
王i － D H A で は特異的結合

は 20 分 で プラ ト
ー に 達した が， 非特異的結合は 30 分

まで 減少 を示 した
．

3 ． 飽和実験

リガ ン ド濃度と放射能の 関係 を図6 に示 す ． 特異的

結合 の 場合，

3 H － S pi p e r o n e で は 0 ．6 n M
，

3
H － Q N B で

は 0 ． 6 n M
，

3
H －

m u S Ci m ol で は 50 n M で ほ ぼ プラ ト
ー

に 達 した ．

3
H －d i p r e n o r p hi n e で は 0 ． 2 n M で すで に 高

値 に達 し， その後緩や か に 増加 した
．

3
H －k e t a n s e ri n で

は 0 ．5 n M で
，

3
H ． D H A で は 2 ． O n M で プ ラ ト

ー に 達

した
． 非特異的結合で は ，

い ずれも直線的に 増加 した
．

なお， 6 種の 放射性リ ガ ン ドで得ら れた 前頭葉
，
線

条体， 視床， 小脳 の レ ベ ル の オ
ー

ト ラジオ グ ラ ム を図

7 に 示す ．
ま た

， 線条体 レ ベ ル で の全結合イ メ ー ジ と

非特異的イ メ
ー

ジ を図8 に 示 す ．

H ． オ
ー

ト ラジ オグ ラ ム の 定量 化
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ラ ッ ト脳 に お ける受 容体オ
ー トラ ジ オ グ ラ フ イ の 定量化

1 ． 定量化の 方法

1 1 ミ ク ロ フ ォ ト メ ー タ
，

ドラ ム ス キ ャ ン デ ン シ ト

メ
ー タ

，
ビ デ オデ ィ ジ タイ ザ ー シ ス テ ム の 比較

3
H ． チ ミ ジ ン を ゼ ラ チ ン に 混 和 し て 作製 し た標準線

源を上 記 三 種の 機器で測定 し
， 累積放射能 と測定値 と

の関係 を図 9 に 示 す ． 通 常の オ
ー

トラ ジオ グ ラ ム の 累

積放射能の 範囲 川 へ 1 0 0 JL C i x d a y sl gl で は い ずれ

も比 較的良好 な 直線関係が得 られ た ． ドラ ム ス キ ャ ン

デ ン シ トメ
ー

タ と ミ ク ロ フ ォ トメ ー タ の 間の 相関係数

くrう は 0 ．9 9 9 4
，

ドラ ム ス キ ャ ン デ ン シ トメ ー

タ と ビ デ

オデ ィ ジタイ ザ
ー シ ス テ ム の 間の r は 0 ．9 9 8 2

，
ミ ク ロ

フ ォ ト メ
ー タ と ビ デ オ デ ィ ジタイ ザ

ー

シ ス テ ム の 間の

r は0 ． 99 8 3 で
，

三者間 で 高 い 相関を示 した ．

2I ビ デ オデ ィ ジ タイ ザ ー シ ス テ ム の 基礎的検討

ビデ オ デ ィ ジタイ ザ ー シ ス テ ム の 基 礎的検討 を行 っ

た ．
1 回 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ドの 測定に おい て デ ィ ジタ

ル 値の 分布 はモ ー

ド を 中心 に して 士 1 へ 2 階調に 集中

し
，
標準偏差 も 0 ．4 以 内で あ っ た ．

バ ッ ク グラ ウ ン ド

を20 回測定し たと こ ろ， ディ ジタル 値 の 平均値の 変動

の 幅は 0 ． 4 以 内，
モ ー ドに は変化認め な か っ た ．

さ ら

に画面の 均 一

性 を調 べ た と こ ろ，
16 画面の 平均値の 分

布の 幅 は 0 ． 汎 標準偏差は や はり 0 － 4 以 札 モ ー

ドに

は変化を認 めな か っ た
．

3 う 標準曲線

ゼ ラチ ン法 ， 脳 ペ ー ス ト法お よ び市販 標準線源法の

三 者で 得た標準線源 の オ
ー

トラ ジ オグ ラ ム と
，

それ を

ビデオ デ ィ ジタイ ザ
ー シ ス テ ム に て 定量化 して 得た標

準曲線 を図 10 に 示 す
． 関心 領域 くr e gi o n o f i n t e r e s t

，

R Oエフの 大き さ は 32 x 3 2 で
，

デ ィ ジ タル 値 は平 均値 で

表した ．
ゼ ラ チ ン法 と脳 ペ

ー

ス ト法 で は
，
極 め て 近似

した傾が得 られ た
．

これ は モ ー

ドを と っ た 場合 で も 同

様で あ っ た ． しか し， 市販標準線源法 で は
，

ゼ ラ チ ン

法よ り約40 ％低 い 値 に な っ た ． ま た
，
R O I の 大 き さ を

12 8 x 12 8 と 大きく と っ た と こ ろ
， 脳 ペ

ー ス ト法は ゼ ラ

チン 法よ り約7 ％低い 値 を示 し た
．

2 ． デ ー タ処理

1フ レ セ プタ
ー 動態の 定量 化

3
H －

m u S Ci m ol の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム に お い て小 脳

皮質 を噸 粒 層 と そ の 他 の 層 の 二 層 に 分 け て 行 っ た

S c a t ch a r d 解析 を図1 1 に 示 す ． 顆粒 層で は B
m a x

2 4 0

p m oll g ，
K d 3 ．O n M

，
そ の 他の 層で は B m a x

l 1 6 p m oll

g ，
K d 5 ．8 n M と い う 値が得 られ ， イ ン ビ トロ 結合ア ッ

セイ 法で は不可能な 細か い 解剖学的部位別 の 定量化が

可能で あ っ た く図11う．

2 う 抗欝剤に よ る変化

ク ロ ミ プラ ミ ン投 与ラ ッ トに お け る
3
H－k e t a n s e ri n

の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ ム で
，
大脳皮質前 頭葉 の 5 月 T 2

こト．

二

忘0 ．
5

1コ

3 8 7

20 0 3 0 0 4 00 50 0

C u m ul a ti v e a c ti v i t y 叫Ci d a y s lg つ

0 10 0

0 10 0 2 0 0 8 00 4 0 0 5 00

C u n u1 8 tI v o a c tt vit y 亡p Ci ． d a y s lgl

ノ
ー

ー
J

．
ノ

．

3 0

O

Z

てI

O

．巴 2 0．
ニ

ロ I

石

1 0

ノ
ノ

ノ
ノ

1 0 0 2 0 0 3 0 0 4 0 0 5 0 0

C u m u l a t j v e a c t うv 圧 y ルC ト d a y s ノg I

F i g ． 9 ． C o r r el a ti o n b e t w e e n c u m u l a ti v e a c ti v ity

a n d o pti c a l d e n sit y o r d i giti z e d n u m b e r ．

M e a s u ri n g i n st ru m e n t こ al m i c r o ph o t o m et e r
，
bl

d r u m s c a n n e r
，

CI v id e o di gi ti z e r s y st e m ．
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レ セ プ タ ー の 変化の有無を調 べ た 結果 を表1 に 示 す ．

F r o n t al l
，
2

，
3 お よび C g3

2 01
， さ ら に 前三者 を 2 へ 3

層 に 分 け て正 常 ラ ッ トと 比 較 し た ． 各々 の 部位 に て

8 ％か ら 31 ％減少 したが
，

F r o n t a1 1 に お い て 正常群

と有意 な差 く19 へ ノ 3 1 ％う の 減少が認 め られ た ．

3I 画像処 理

3
H －

S pi p e r o n e の全 結合 イ メ ー ジ と 阻害剤 を 加 え て

得た 非特異的イ メ ー ジ を ビデ オ ディ ジタイ ザ
ー シ ス テ

ム に て デ ィ ジ タル 化 し
， 画像処理 プ ロ グラ ム に よ っ て

サ ブ ト ラク シ ョ ン し
， 特異 的結合イ メ

ー ジ を得 た ．
こ

れ らの デ
ー

タ は 16 階調の カ ラ
ー 表示 が 可能 で あ り

，
こ

れ を図 12 に 示 す ．

C u 爪 u l a い v e a c tう v H y レC ト d a y s ノ9 J

Fi g ． 1 0 ． a ． A u t o r a di o g r a m s o f s t a n d a r d s ． u p p e r
，

g el a ti n i m i d dl e
，
b r a i n p a s t e i l o w e r

，
C O m m e r Ci aト

I y a v ai l a bl e st a n d a rd s c al e ． b ． C o r r el a ti o n

b e t w e e n c u m ul a ti v e a c ti v iti e s a n d d i gi ti z e d

n u m b e r s ． M a t e ri al s o f s t a n d a rd ニ ロ … … lコ
，

b r a i n p a s t e ニ ■ 一 書
， g e l a ti n i ■

－ 一

甘
，

C O m m e r Ci a11 y a v a il a bl e s t a n d a rd s c al e くti s s u e

e q ui v al e n t sl ．

1II ． イ ン ビト ロ 結合 ア ッ セ イ法 と の 比 較

3
H － Q N B を用 い て

，
受 容体 オ

ー

トラ ジ オ グ ラ フ イ 法

とイ ン ビ トロ 結合ア ッ セ イ法 と を比較 し， 以 下の結果

を得た
．

1 － イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン時間 に よ る飽和曲線の 影響

1 フォ ー

トラ ジ オ ブラ フ イ 法

イ ン キ ュ ベ
ー

シ ョ ン 時間毎 の飽和 曲線 く全結合蓋う

を図 13 a に 示 す ． 各 々 を比較す る と
， 時間が 長く なる

に つ れ て結合量 が増加 した ．
この デ

ー

タ を も とに 行 っ

た S c a t ch a r d 解 析 を 図13b に
， ま た こ れ か ら 得 た

B m 8 X
と K d の値 を表 2 に 示 す

．
B m a x ，

K d 共 に
， イ ン

キ ュ ベ
ー シ ョ ン 時間が 長く な る に つ れ て 値が 小さ くな

る傾 向を示 した ．
B m a x で は

， 3 時間で 456 p m oll g ，
8

0

0

言

ミ
ミ

1

0

亡

ヱ

ヒ
可

1 0 0 2 0 0

8

く叩 0 り g l

F i g ． 1 1 ． S c a t c h a r d a n a l y si s o f c e r eb e11 u m b y
3Il －

m u s ci m ol ．．
中

一

書
， g r a n u l a r l a y e r

，
B m a x ニ 2 40

p m oll g ，
K d ニ 3 ．O n M ニ 0 － 0

，
O th e r s tr u c t u r e

o f c el e b ell a r c o rt e x ，
B m a x

こ 1 1 6 p m oll g ，
K d こ 5 ．8

n M ．

T a bl e l ． C o m p a r is o n o f bi n d i n g o f 3 H r K e t a n
－

s e ri n t o f r o n t a l l e b e of t h e b r ai n o f n o r m a l

a n d C l o m l p r a m i n e a d m i n i st e r e d r a t ．

B i n di n g くp m olノgI

N o r m a l C l o m l P r a m i n e

F r o n t al l ． A ． 1 7 ．0 士1 て

B ． 2 6 ．3 士3 ．1

C ． 1 9 ．3 士3 ，8

F r o n t a 1 2 ． A ．
1 9 ．3 士3 ．4

B ． 3 3 ．6 士5 ．2

C ． 2 3 ．8 士4 ．3

F r o n t al 3 ， A ． 1 9 ．3 土3 ．6

B ．
3 2 ．8 士4 ．6

C g 3 3 2 ．0 士4 ．7

1 3 ．8 士2 ．4 ホ

1 臥6 士3 ，0 ホ

1 3 ．4 士2 ．4
春

17 ．8 士2 ．8

3 0 ．0 士2 ．8

1 7 ．8 士3 ．6

1 6 ．0 士3 ．0

27 ．6 士4 ．0

2臥5 士3 ．6

C g ，
Ci n g ul a t e g y r u s

V al u e s a r e m
F

a n 士S ．D ．くN 二 6 f o r n o r m a l
，

N ニ 5 f o r C l o m l p r a m i n e
，

m O d ell ．

ホ
p く0 ．0 5

，
V S ． n O r m al v a l u e b y S t u d e n t トte st －
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F i g ． 1 2 ．
D i gi ti z e d c ol o r i m a g e b y

3
H －

S pi p e r o n e a t th e l e v el o f st ri a t u rn ． t Ot al i m a g e くI ef t1 7
n
9

n
－

S p e cifi c i m a g e i s o b t a i n ed b y s u b t r a cti o n
s p e cifi c i m a g e くm id dl el ，

S p e Cifi c i m a g e くri gh tl ．

p r o c e d u r e ．

F くp M l

F ig ． 1 3 ． a ． S a t u r a ti o n k i n eti c s a t th e v a ri o u s

in c u b a ti o n ti m e i n
3
H －Q N B ． b ． S c a t c h a rd a n al y

－

si s o f s a t u r a ti o n k i n e ti c s a t th e v a ri o u s i n c u b a
－

ti o n ti m e ．
X － X

，
2 h rニ ■ － EL

，
3 h r ニ

ロ

ー ロ
，
4 h r 三 ．

－ ．
，
6 h r i O d

O
，
8 h r i B

，

b o u n d ニ F
，
C O n C e n t r a ti o n o f f r e e li g a n d ．

時間で 341 p m olノg と 変化の幅 は小さい が
，

K d は
，

3

時間 で 52 4 p 叫 8 時間で 11 3 p M と大き く変化 した ．

2 コ イ ン ビ ト ロ 結合ア ツ セ イ 法

室温，
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時間6 時間で 得ら れ た飽

和曲線 を も と に S c a t ch a rd 解 析す る と ， B m 8 X は 2 6 2

p m oll g ，
K d は 10 0 p M と い う値が 得られ た ．

こ れ らの

値 は
， 同

一

条件 の オ ー トラ ジ オ グ ラ フ イ 法 に よ る値

くB m ax 3 3 2 p m oIJ g ，
K d 1 3 0 p M l お よ びイ ン ビ ト ロ 結

合 ア ツ セ イ 法に おい て 3 アC ， イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時間

4 5 分で得 られ た値 くB
m a x 2 8 9 p m oll g ，

K d 8 7 p M l と

極 めて近似 した値 を示 した ．

2 ． 結合解離曲線

い オ ー ト ラ ジオ グラ フ イ 法

2 種の 濃度の 結合曲線の デ
ー

タ を異性化 を考慮 しな

い モ デ ル 1 に 当ては め各パ ラメ ー タを算出す る
2 1I

と ，

k l O ．03 1 3 n M
－ 1

m i n
－ 1

，
k．．0 ． 0 0 04 2 m i n

． 1

，
K d 1 3 ．5 p M ，

B m 8 X 2 5 0 p m oll g と い う値が 得られ た ．

2フ ィ ン ビ トロ 結合 ア ッ セ イ 法

結合解離曲線 を図14 a に 示 す ．
これ か ら得られ た モ

デ ル 1 の 場合の各 パ ラ メ ー タ の 値 は
，
k l O ．5 1 6 n M ．1

m i n－1

，
k － ． 0 ．0 0 60 m i n－1

，
K d l l ．7 p M

，
B m 8 X 21 1 p m oll

g で あ り
，

オ
ー

トラ ジ オ グラ フ イ と比 較す る と両者間

で温度差が あ るた め k ．，
k
．．の 値 は異な るが

，
K d

，
B

m a x

は極 め て近似 した値 を示 した ．

3 ． シ ミ ュ レ
ー シ ョ ン

1フ ィ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン時間， 組織量 －

リ ガ ン ド量

比 に よ る S c a t c h a r d 解析 へ の 影響

オ
ー

トラ ジオ グラ ム の 2 種の 濃度の 結合曲線 か ら算

定 した k ．，
k － 1 ，

K d お よ び B m a x の 値 を用 い て組 織の 量

と リガ ン ドの 量の 比 が異 なる場合の結合曲線 を シ ミ ュ

レ
ー シ ョ ン した く図15う． イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時間 が

長い 場合， 結合量が大き く
，
実測値の 傾向と

一 致 した ．

また， 組織童 －

リ ガ ン ド量比が 高くな る と ， 結合量 は



3 9 0

低値 を示 した
．
す なわ ち

3
H －Q N B の イ ン キ ュ ベ

ー シ ョ

ン に際 して は
， 組織の重量に 対 して ， リ ガ ン ドの 液量

を十分多くす る必要がある
．

2 I 異性化を考慮 した場合の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン

異性化 を考慮 した モ デ ル 2 の 場合 の結合 曲線 の シ

ミ ュ レ ー シ ョ ン を図 1 6 に 示 す
． 異性化 して い な い 成分

は
， 約 10 分で ピ ー ク に達 し

，
そ の後徐々 に 減少 した ．

異性化 した成分は， 時間と共 に増加 す る傾向を示 した
．
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図14b は解離曲線 を シ ミ ュ レ
ー ト した も の で あ り ， 早

い 成分と遅 い 成分に 分 ける こ とが で き る
． 結合解離曲

線の 実験デ ー タと モ デ ル 式か ら得 られ た解 をも と に パ

ラ メ ー タ を算出する と
，
k ． 0 ．51 4 n M －1

m i n ，
k
－1 0 －0 2 4

m in－
1

，
k，2 0 ．0 7 7 m i n－1

，
k
－2 0 －02 4 mi n

－ 1
と な る ．

これ

よ りみ か けの K d くK d
a p p

ニ E k ．J k－1 く1 ＋k 21 k － 21コ．1

を算出し た と こ ろ
，

1 0 － 8 p M と い う値 が得 られ
，
異性

化を 考慮 し な い モ デ ル 1 の 結合 ア ッ セ イ 法 の 11 ． 7

p 軋 オ
ー

ト ラ ジ オ グラ フ イ 法の 1 3 ．5 p M と極 め て 近

似した値 を示 し た ．

考 察

P E T に よる レ セ プタ ー マ ッ ピ ン グ法は， 生化学的根

拠に 基づく 種々 の 精神神経疾患の 病態解明， 診帆 治

療お よ び 予 防面 に お い て 有用 で あ る と 期待さ れ てい

る
2 2I

． 近年，
人 体の レ セ プタ

ー の 画像化が
1 1
C

，

1
甲 な

どの ポ ジ トロ ン核種 で 標識した放射性 リガ ン ド を用 い

て行われ て お り
2 3 ト 2 5I

，
また レ セ プ タ

ー

の 定量解析の試

み
抑 2 7I

，
並 び に 臨床 レ ベ ル の 研究 珊 瑚 が 次第 に 増 えて

き てい るが ，P E T 測定の ため に はサイ ク ロ トロ ンの 設

置が 必 要で あ り
， 限 られ た施設で しか 実施 で き な い

．

一 般 臨床 の た め に は，
シ ン グ ル フ ォ ト ン 断 層装 置

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 ri z e d t o m o g r a p h y ，

S P E C T l の 方が 望 ま しく， 最近 S P E C T 用 と して 1 2 3I

標識 リガ ン ドの 開発 が盛ん に なり つ つ あ り ， そ の 将来

へ の 期 待 は 大 き い
3 01 くP E T と S P E C T を 総 称 し て

E C T くe mi s si o n c o m p u t e ri z e d t o m o g r a ph yl と い

うl ．
しか し こ の よう なi n v i v o に よ る測定の 場合，

1 1

脳血 流お よび脳血液容積の 影響，
2 う 特異的結合と 非

特異的結合の 区別，
3 う 神経伝達物質 の よ う な脳内 に

存在する種 々 の 内因子 の 影響， 41 投与 され た 向精神

薬の 影 響，
5 う 用 い た リ ガ ン ド の 代謝 な どや 関与し

，

定量化は必 ず しも容易で な い ．

一 方i n v it r o の 測定は
，

1う 一定の 条件下 で 結合反応 を調べ る こ と が で き， イ

オ ン その 他 の 化学的影響 を個 々 に 見る こ とが で き る
，

2 1 血 液脳 関門 を通過 し ない リ ガ ン ドも用 い る こ とが

でき る とい う利点 を有す る ．
i n v it r o の 測定 と して は

，

従来よ り結合ア ッ セ イ 法が用 い られ て き て い る
．

こ の

結合ア ッ セ イ 法は
， 簡便で 優れ た 方法 で ある が， 目的

とする 部位 をか き取 っ て く る方式 で あ る ため ， 小 さな

解剖学的部位 の 評価 は不可能 で ある ．
こ れ に 対 し

，
受

容体オ ー トラ ジ オ グラ フ イ 法で は
， 解像力が 優れ て い

る ため解剖学的詳細部の 変化 を捉 え る こ と が でき
，

ま

た連続切 片を使用 す ると 異な っ た種類の 放射性 リガ ン

ドや異 な っ た条件 で ほ とん ど同
一

部位 を観察で き る
．

さら に 結合ア ッ セ イ 法で はホ モ ジナ イ ズ お よび遠JL 一分

離に よ り正 常構造が 破壊 され る の に 対 し
，

受 容体 オ
ー

3 91

ト ラ ジオ ブ ラ フ イ で は構造 が保 た れ て お り
，

よ りi n

vi v o に近 い と考 えられ て い る
31 I

．
した が っ て E C T に

ょ る レ セ プ タ ー

マ ッ ピ ン グの 臨床的評価の 前に 受容体

オ ー ト ラ ジオ グ ラ フ イ に つ い て基礎的検討，
な ら び に

疾患モ デル 動物 を用 い た病態解明お よび向精神薬の作

用 機 序な どの 研究 に 利用 し， そ の 成果 を レ セ プ タ
ー

マ ッ ピ ン グ に 反映 させ る こ とは意義の ある こ と と考え

ら れ る
．

本研究 で は ， まず最抑 こ
3
H － S pi p e r o n e

，

3
H － Q N B

，

3
H －

m u S Ci m ol ，

3
H －d i p r e n o r p hi n e

，

3
H － k et a n s e ri n

，

3
H －

D H A の 6 種 の 放射性リ ガ ン ド に つ い てオ
ー

ト ラ ジ オ

グラ ム 作製時の 条件検討，
す なわ ちイ ン キ ュ ベ ー シ ョ

ン 時間， 洗浄時間の 検討お よび飽和実験 を試 みた ． そ

の 結果， それ ぞ れの リ ガ ン ド に よ りイ ン キ ュ ベ
ー シ ョ

ン時間お よび洗浄時間が異な るが ， 適切 な条件下で 図

7 に 示 す よう に 鮮明 なオ ー トラ ジオ グラ ム を作製す る

こ とが 可能であ っ た
．

オ
ー

ト ラ ジオ グラ ム の フ イ ル ム 濃度測定法 に は
，

濃

度 計 ドラム ス キ ャ ン デ ン シ トメ ー タ
，

ビ デ オ デ ィ ジ

タイ ザ
ー シ ス テ ム な どが ある ． ミク ロ フ ォ トメ ー タ は

ス キ ャ ン 方式の 濃度計 で ， 得られ る デ
ー

タ はア ナ ロ グ

で あ り濃度分解能に 優れ るが
，

－

ライ ン ずつ の測定 で

二 次元的 な評価 は困難で あ り時間も長く か か る ．
こ れ

に 対 し
，

ド ラム ス キ ャ ン デ ン シ トメ
ー

タ と ビデ オデ ィ

ジタイ ザ
ー シ ス テ ム で は

，

一

回の 測定で 二 次元 のデ ィ

ジタ ル デ ー タ くそ れ ぞれ 512 X 51 2 X 8 ビッ ト，
2 5 6 X

2 4 0 X 6 ピ ッ り が得 られ
，

画像 の視覚評価が 可能 で，

数値処理 も 容易 とな る ． 濃度分解能に 関 しては ， ドラ

ム ス キ ャ ン デ ン シ トメ ー タ で は25 6 階調 に 分解可能 で

あ るが ， 実際 に 測定す る と最高値と最低値の 差は 90 階

調 け な わ ち
， 約1 ． 1 ％の 濃度変化を捉え得るI で あ っ

た ． これ は ビデオ デ ィ ジタイ ザ
ー シ ス テ ム で 同様 に 測

定した 4 3 階調 く同 じく約 2 ．3 ％うの 約二 倍に しか過 ぎ

な か っ た
．

また ド ラム ス キ ャ ン デ ン シ トメ ー タ で は大

型 コ ン ピ ュ
ー

タ と礎気テ
ー プ を介 してデ

ー

タ を交換す

る の で 一

画 面の デ ー タ が得 ら れ る ま で に 時 間が か か

り，
さ らに 専用 施設の 機器 の た め常時使 えな い な ど操

作性に 難点が あ る ．
これ に 対 し ビデオ デ ィ ジタイ ザ ー

シ ス テ ム で は
，

や や 濃度分解能 に 劣るもの の ， 標準線

源 の 測定で は他 二 者と良好な相関が得ら れ ， 定量性 に

関して は使用 に 耐 え得る こ と が本研究 に お い て 判明 し

た
．

また ビデオ デ ィ ジタイ ザ ー シ ス テ ム で は 1 画面の

取り込 み 時間は 60 分の 1 秒で
，
即座 に R O工 を設定 し

プリ ン タに 打 ち出 し可能 で あ り ， 操作性 では格段 に 優

れ て お り
，

大量 の デ
ー

タ を扱うう えで非常 に 有用と考

え られ た ． 画像 の デ ジタ ル 化に コ ン ピ ュ
ー タ を使っ た

シ ス テム が い く つ か 報告され て い る
．

ミ ニ コ ン ビ ュ
ー



39 2

タ に よ る も の が 主 流 で あ る
3 2 ト 3 71

が
，

マ イ ク ロ コ ン

ピ ュ
ー

タを使 っ た も の もあ る
3 8 ト 頼

．
し か し

，
8 ビ ッ ト

の マ イ ク ロ コ ン ピ ュ
ー

タで は ハ
ー

ド ウ ェ アに か な り 負

担 と な る
． 最近 で は 16 ビッ トの マ イ ク ロ コ ン ピ ュ

ー タ

が普及 し
，

メ モ リ空間の 増大や演算速度の 向上 で使用

に 耐 え得る も の とな っ て い る ． ま た今 回 は 6 ビ ッ トの

分解能 を有す る アナ ロ グデ ジ タル 変換 モ ー

ド を使用 し

た が
，

8 ビ ッ トの 分解能 を有す るも の も高価で あ る が

販売され て お り ， 濃度分解能の 向上 も 望め る
．

C C D カ メ ラ くch a r g e c o u pl e d d e vi c e c a m e r al は
，

1 う 空間分解能が 高く画像の再構成が 正 確で ある， 2ラ

ダイ ナ ミ ッ ク レ ン ジが 広い
，
31 洩度直線性に 優 れ る な

ど ビ ジ コ ン カ メ ラ に 比 較 し て ， 種々 の 利点 を 有 す

る
細 川 欄

． 筆者 は C C D カメ ラ の使用 前 に ビ ジコ ン カメ

ラ を使用 して みた が
，
C C D カ メ ラ に 比較す る と 画像が

不鮮明で あり，
バ ッ ク グラ ウ ン ドも均 一

で な く 円周状

の ア
ー

ティ フ ァ ク トが 入 る た め， 定量化や イ メ ー ジの

作製時 に は バ ッ クグラ ウ ン ドサ ブ ト ラク シ ョ ン を施行

した もの の，
ノ イ ズが大 き く はい っ た ． C C D カ メ ラ で

は
，

バ ッ ク グラ ウ ン ドの 測定に お い て
， 画面 は均 一

で

部位 に よ る差 は み ら れ ず
，

デ ィ ジ タ ル 値 も ほ と ん ど

m o d e 士 1 階調 に 集中 して い た た め
，

ノ イ ズ は 非常 に

小さく測定値 の信頼性 は高い も の と思わ れ る ．

標準線 源に おい て， ゼ ラ チ ン に 加 え る水の量 は
， 水

分含量 が脳組織 と等 しい 80 ％に な る こ と を目安 と し

た
． 脳 ペ ー ス ト法で は

， 脳 の ペ ー ス ト に ア イ ソ ト
ー プ

を混ぜ る と き注意深 く して も 気泡 が 入 りや す い が
，

R O l を と る と き ， 小 さ めの R O工で 大き な 気泡 の 部が

入ら ない よう に と る こ とで ゼ ラ チ ン 法 と値が よ く
一 致

した ．

一 方
， 市販標準線源と は か な り値が 異な っ た が ，

こ れ を用 い た吸収率 の 補正 計数が 小 さか っ た た め と考

え られ る
．

これ を補正 した と して も， アイ ソ ト
ー プ濃

度が 漉す ぎる ため
， 適正濃度が 得 に くい こ とが 欠点と

してあ げられ る ．
ゼ ラチ ン 法は

，
均 一

で安定 し た標準

曲線が得 られ
， 漉度調整も 自由に で き

，
ま た安価 で あ

る た め最も優れ て い ると 考え られ た
．

オ
ー

トラ ジ オ グラ フ イ は
， 結合ア ッ セ イ法 と比較 し

て 種々 の デ ー

タ解析が 可能 で あ る点で も 優 れ て い る
．

3
廿Q N B の よ う に 非特異的結合 の 割合が 少 な い 場合

はサ ブ トラク シ ョ ン イ メ
ー

ジ作製 の必 要性は 少な い の

に 対 し，

3
H －

S pi p e r o n e の よう に非特異 的結合の 割合が

高く
，

しか も その割合が 部位毎 に 異 な る場合は サ ブ ト

ラ ク シ ョ ンイ メ
ー

ジ は有用 で ある ． 連続切片を用 い れ

ば平行移動お よび単純 な回転に よ り総結合イ メ ー

ジ と

非特異的イ メ ー ジが重 なる はずで あ るが
， 実際 に は ス

ライ ドガ ラ ス に 切片を乗せ ると き に 伸縮，
捻れ な どが

生 じるた め， 完全 に 一 致す ると は 限ら ず， 何 らか の画

像処理 に よ る補正 が 必 要 で あ る
． 今回 は

， 平行移動と

回 転の み で 重ね 合わ せ を行 っ た が
， 組織 の 捻 れ に 対し

て は折れ 曲が り部分の 中心 軸の 両 側で 別々 に 一 致させ

るな どの 方法4 3さが あ り
， 今後さ ら に 検討 を重 ね る 必要

が あ る ． そ の他 の デ
ー

タ処理 と し て は
，

カ ラ
ー

イ メ ー

ジ化， 平滑化，
S o b el ，

L a pl a ci a n な どの フ ィ ル タが利

用 可能で
，

さ ら に 定数， 画面間の 加減乗除が 行えるの

で， 代謝血流比 な ど の 除算イ メ
ー

ジ も作製 で き る
．

レ セ プタ ー 動 乱 す な わ ち最大結合量 くB m a xI およ

び解離定数 くK dl は
， 連続切 片を 用 い て そ れ ぞ れ異

な っ た 濃度 で 反 応さ せ て オ ー ト ラ ジオ グ ラ ム を作製

し
，

ビデ オ デ ィ ジタ イ ザ
ー シ ス テム を用 い て 定量化を

行 っ て 飽和曲線 を作成 し それ を 基 に S c a t c h a r d 解析

する こ と に よ り算定 で き る
．
しか も 同 一 解剖学的部位，

例 えば 皮質を何層か に 分 け て 個々 の 値 を得る こ とが で

き る
． 本稿 で は

，

3
H － m u S C i m ol を用 い て小 脳皮質 を顆

粒層 と その他 の 層の 二 層に 分 けて解析 し たが
，
B

m 8 X だ

け で な く K d も異 な る こ と がわ か っ た
．

した が っ て本

法 を用 い て種々 の 疾患モ デ ル 動物あ る い は向精神薬投

与動物 を用 い て解剖学 的詳細部の 変化 を評価で きると

考 え られ る ． 今 回の 抗 欝剤 の
一

つ で あ る ク ロ ミプラ ミ

ン を投与 した ラ ッ トを用 い て
3
H －k e t a n s e ri n の オ

ー

ト

ラ ジ オ グ ラ ム を作製 し
， 大脳皮質前頭葉 の 5 － H T 2 レ

セ プ タ
ー

の 変化 の有無を調 べ た
． 前頭葉 を F r o n t al l

，

2
，
3 お よ び C g 3 ，

さ ら に 前三 者 を2 ノ
ー 3 層に 分け て正

常 ラ ッ トと比較 した
．

一

つ の 濃度の みの 比 較 で ある が，

F r o n t al l に お い て 正 常群 と 有意 な 差 が 認 め ら れ た

く約 20 ノ ー 3 0 ％の 減少う．
こ れ は抗欝剤 の ア ミ ン 再取 り込

み阻害 に よ っ て シ ナ プ ス 間隙の ア ミ ン量 が 増加 し， そ

の 結 果
，

二 次 的 に 5 － H T 2 レ セ プ タ ー が 減 少 す る

くd o w n r e g u l a ti o nl と い う P e r o u t k a ら
叫

の 推論 に
一

致 す る
．

しか し F r o n t al l 以 外の 部位 で 本当 に変化が

な い か どう か は
，

さ ら に 例数 を増や し て 検討す る必要

が あ る
．

ホ モ ジ ネ
ー

ト と切 片の 間 に お け る 唱 －Q N B 結合 の

挙動の 差異に つ い て は
，
G il b e rt ら

3 りが報告 して い る ．

同様の 現 象は オ ピオ イ ド レ セ プタ
ー

で も報告さ れて い

る 川 451
．

この よ う に
，

オ ー トラ ジオ グ ラ フ イ 法と 結合

ア ツ セ イ 法で B m a x ，
K d の 値の 解離 が問題と な っ て い

る
3
B －Q N B に つ い て， 両法 で 条件検討 を詳 しく行 っ た

と こ ろ
，
オ

ー

ト ラ ジオ グ ラ ム で の 低濃度領域に お い て
，

平衡状態に 達す るま で の 時 間が 明ら か に 延長 した ． ま

た シ ミ ュ レ ー シ ョ ン で は組織重 量 に 比 し て リ ガ ン ド量

が 少 な い 場合 に 同様 の 現 象が み ら れ た ．
こ の た め

，

S c a t c h a r d 解析 で は
，

反 応が 平衡 に 達 して い る こ とが

必要 で ある の に ， 2 時間か ら 3 時間の 反 応時間
3 り 相 で

は
， 低濃度に お い て 反応が 平衡 に達せ ず， 結合量 が少



ラ ッ ト脳 に お け る受容体 オ ー トラ ジオ グラ フ イ の 定量化

なく なる た め グラ フ で 直線の 勾配が小 さく な り
，

その

結果 K d 値が大き く 算出さ れ る
． 今 臥 低濃度の 時 の 反

応時 間を長 く す る こ と に よ っ て S c a t c h a r d 解析 で 結

合ア ツ セ イ 法 に 近い K d 値 を得る こ とが で き た
．

した

が っ て反応条件 を適切 に する こ と に よ り両法の 値は等

しく なり， 同法 に お け る
3
H －Q N B 結合 の 挙動 の 差は な

い と考 えられ る
．

な お
，
S c a tc h a r d 解析か ら得 られ た K d と

， 結合曲

線， 解離曲線 か ら得られ た K d と は か な り の 解離 を示

し たが，
こ れ を 8 時間 の イ ン キ ュ ベ

ー シ ョ ン で も
a
廿

Q N B の 場合，
低漉度 に お い て は 未だ 平衡に 達 し て い

ない た め
，

S c a t c h a r d 解析で は K d を過大評価 して お

り， 結合解離曲線 か ら得ら れ た値 が よ り真の 備 に 近い

もの と思われ る
．

ま た S c a t c h a rd 解析で は反 応速度 定数 を個別 に 求

める こ とは 不可能で あ るが
，結合曲線 ，

解離曲線 の デ ー

タ を ，
モ デル 式 から 導かれ る リ ガ ン ドーレ セ プ タ ー 複

合体の 時間濃度曲線 に 当て はめ て最小自乗法 を用 い て

計算す る と B
m 8 X ，

K d の み なら ず各反応速度定数が算

出可能で あ る
．

3
廿Q N B の 場合，

モ デ ル 1 を用 い て

オ
ー ト ラ ジオ グラ フ イ 法と結合ア ッ セ イ 法 を比較す る

と反応温度 の 遠 い の た め速 度定数の 値 は 異な るが ，

B m 8 X くそ れ ぞれ
，
2 5 0 p m oIJ g ，

21 1 p m oll gl ，
K d くそ

れ ぞれ 13 ． 5 n M
，
1 1 ． 7 n 岬 と も に 極め て 近似 した値が

得られ た ．

さ らに
，

3 H －Q N B で は
， 解離実験 に お け る反 応曲線

が二 相性に なる こ とか ら
，

その レ セ プ タ ー ーリ ガ ン ド

複合体 は単 一 の も の で はな く
，

低親和性状態か ら高親

和性状態 に 移行す る こ とが 従来か ら 言われ て お り
，

異

性化 くis o m e ri z a ti o n l と呼 ばれ て い る ．
これ に つ い て

G alp e r ら
1 9

執 筆者 と同様 の モ デ ル 式 くモ デ ル 21 を

仮定し， 解離曲線 の 早い 相， 遅 い 相 をそ れ ぞれ k－1 ，
k－2

に 当 て て 見 か け の K d くK d a ，p
二 仁k ．1 k－1く1 ＋k 21

k－2 H －
1うを算出 し， 異性化を考慮し な い モ デ ル くモ デ

ル い で 得られ た K d 値 と大き く異 な る と して い る ． 今

回の 結合解離実験 の デ
ー

タ を この 方法で モ デ ル 2 に 当

て はめ ると K d
a p p は 3 ． 5 p M と算出さ れ

，
これ はモ デ

ル 1 に 当 ては め た場合の 値 1 1 ． 7 p M と 大 き く異 な る ．

こ れは
， 厳密に は各相と も k－1 ，

k 2 ，
k．2 の 影響 を受 け

る ため と思 わ れ る ． そ こ でモ デ ル 式 に 忠実な数学的解

析法を考案 し， リ ガ ン ドーレ セ プタ
ー

複合体全体， 異

性化しな い もの
， 異性化し たも の そ れ ぞれ に つ い て 時

間濃度関数を算出 し，
こ れ に 結合解離実験の デ ー タ を

当て はめ 各パ ラ メ ー タ くk l ，
k 2 ，

k－1 ，
k．2 ，

K d 8 p p ，
B m a xl

を算出した
．

その 結果
，
K d

a p p と して ，
モ デル 1 よ り算

出し た結合 ア ッ セ イ 法 の11 ．7 p M や オ ー ト ラ ジ オ グ ラ

フ イ 法の 13 ．5 p M と極 め て近似 す る 10 ． 8 p M と い う
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値 を得
，

モ デ ル 式 と新しく 考案した解析法の妥当性が

示 され た ． 各反応速度定数 を別々 に 算出す る こ との 意

義と して
，
K d に 変化が み られ た場乱 結合と解離の ど

ち らが お も に 変化した か が解析 で き
，
病態解明 に 有用

で あ ると い う こ とが あげら れ る ． 今 回は オ ー トラ ジ オ

グラ ム で は 反応 に 非常 に 時間が か か るた め解離実験 は

デ
ー

タが 得 られ てい な い が
， 反応温度 な どを検討す る

こ とに よ っ て同様の 解析が 可能 である と考え られ た
．

以上 よ り受容体オ
ー

トラ ジオ グラ フ イ 法は
， 従来の

結合 ア ッ セ イ 法と比 較 して
， 脳の レ セ プ タ

ー

の解剖学

的詳細部の変化 を捉 え る こ とが 可能 で あ り ， 種 々の 精

神疾患 モ デ ル動物や 向精神薬投与動物 を用い る こ と に

よ り結合 ア ツ セ イ で わ か らな か っ た情報を得る こ と が

で きる と推測さ れ る
． 本法 は動物を用 い た基礎研究 に

役立 つ の み な らず，
E C T に よる レ セ プ タ

ー マ ッ ピ ン グ

の 臨床的評価 の基礎的情報 を提供す る有力な方法で あ

ると 考え られ る ．

結 論

受容体オ
ー

トラ ジ オグ ラ フ イ 法を用 い た脳内 レ セ プ

タ
ー

の 定量化 に つ い て
，

ラ ッ トを用 い て基礎的検討 を

行い
，

以 下の結果を得た ．

1 ．

3
H －

S pi p e r o n e
，

3 H －Q N B
，

3
H －

m u S Ci m o l
，

3
H ．

d i p r e n o r p hi n e
，

3
H － k et a n s e ri n お よ び 3 H － D H A に つ

い てイ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン時間， 洗浄時間の検討 お よ び

飽和実験 の 検討を行 い
， 全て の リガ ン ドに お い て 良好

な オ
ー

トラ ジ オ グラ ム が得 られ た ．

2 ． い ミ ク ロ フ ォ トメ
ー

タ，
2フ ドラ ム ス キ ャ ン

デ ン シ トメ
ー

タ， 3コ ピデ オデ ィ ジタイ ザ
ー シ ス テ ム

の 3 種 の オ
ー

トラ ジオ グラ ム の 定量機器 に つ い て
， 定

量性 と操作性の 面で 比較検討し たと こ ろ
， 定量性の面

で は上 記3 機種間で 測定値の 相関 は高 く
， 操作性の面

で ビ デオ デ ィ ジタ イ ザ ー シ ス テム が 格段 に 優 れ て い

た ．

3 ．
ビ デ オ デ ィ ジ タイ ザ ー シ ス テム を用 い て

， 定量

化の 基礎的検討 を行 っ た と こ ろ
，
標準線源と して はゼ

ラチ ン法が 最も優れ て い た ． また 画像処理 プ ロ グラム

を用 い てサ ブ トラ ク シ ョ ンイ メ ー ジ
，

カ ラ ー

イ メ ー ジ

な ど を作製 し，
二 次元的視覚評価が 可能で あ っ た

．

4 ． 抗 欝剤 の ク ロ ミ プ ラ ミ ン 10 m gノk g を 1 日 2

回，
1 週間皮下注射後断頭 し

，

3
H － k e t a n s e ri n を用 い た

オ
ー

ト ラ ジオ グ ラム を作製 し， 正常ラ ッ トと 比較 した

と こ ろ
， 前頭部の 結合量が 20 へ 3 0 ％減少して い た ． さ

ら に オ
ー

トラ ジオ グラ フ イ 法で は
，
空間分解能が優 れ

てい る た め
， 結合 ア ツ セ イ 法で は不可能と考 え られ る

詳細な部位間の 比 較が 可能 で あ っ た
．

5 ． ム ス アカ リ ン 性ア セ チル コ リ ン レ セ プ タ
ー の 桔
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抗剤で ある
3
H －Q N B で は ， オ

ー トラ ジオ グ ラ フ イ 法と

結合ア ッ セ イ で S c a t c h a r d 解 析 か ら算 定 し た最 大結

合量お よ び解離定数の値が異 な る と され て い た が ， 反

応条件 を適切 に す る こ と に よ っ て
，

両法 に お い て極め

て 近似 した値 が得 られ た ．

6 ． 従来の 解析法で ある S c a t c h a rd pl o t は， 反応系

が平衡に 達 して い な い と か な りの 誤差を生 じ． 解離定

数に関 して も解離速度定数 と結合速度定数の 比 と して

しか算出され ない た め
， 結合曲線お よび解離曲線か ら

直接 パ ラメ ー タ を求め る方法を検討 した
．

これ に よれ

ば
， 計算 は複雑で あるが

， 結合 お よ び解離速度定数 を

別々 に 算出可能で あ っ た ． また
，

3 H ． Q N B の 異性化 モ

デ ル に つ い て
，

モ デル 式 に 忠実な 数学 的解析法を開発

し
，

上記方法 に て各速度定数 を算出 した と こ ろみ か け

の解離定数 くK d 8 ，．つ が 異性化 を考慮 しな い 場合 の値

と極 めて 近似 し，
こ の モ デ ル の妥 当性が 示 され た ．

以上 より受容体オ ー

トラ ジオ グ ラ フ イ 法 で は
， 脳内

レ セ プ タ
ー の 定量化 に 閲 し

，
従来 の イ ン ビ ト ロ 結合

ア ツ セ イ法 に 比べ
， よ り詳細な 解析が可能で ある ． さ

ら に 今後， 種々 の神経精神疾患モ デ ル 動物 を用い て実

験を行う こ と に よ り， 本法は そ れ らの 疾患の病態解明

に寄与す る の み なら ず， 神経精神疾患の 診帆 治療指

針 な どに 有用 と 期待 さ れ て い る E C T に よ る レ セ プ

タ
ー

マ ッ ピ ン グ解析の た めの 基礎的情報 を提供 す る有

力な方法で ある と考 えら れた
．
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．

補 遺

1 ．

き
掛Q N B に お ける反応モ デ ル

り モ デル 1 く異性化 を考慮 しな い 場合1

Q ＋ R呂Q R … ． ． ． ． ．
． ． ． ． … ．く1l

こ こ で， Q は遊離のリ ガ ン ド濃度，
R は遊離の レ セ プ

タ
ー 濃度， Q R はリ ガ ン ド

ー レ セ プ タ ー 複合体濃度，k l

は Q ＋R か ら Q R へ の 二 次結合 速度 定 数 k － 1 は Q R

か ら Q 十鱒 へ の
一 次解離速度定数を意味す る

． 結合実

験の場合く1ナか ら次の微分方程 式を得 る ．

晋 二 k l Q くB m a x －Q R 卜 k－1 Q R － ． ．く2，

な お
，
B m a x は最大結合量で あ る

． く21 に ラ プ ラ ス 変換
用

を施す と

sQ RくsI ニ
史旦匙 些 一くk l Q ＋lし 11 Q Rくs I

Q Rくs，ニ 揺 － － ■ ．く31

く3うに 逆 ラ プラ ス 変換 を施 して 以 下の 解を 得る ．

Q Rくり こ 豊若賢く卜 e－くk l 畔 Jリ

解離実験の場合， k ．
ニ 0 と な る の でく1 1 か ら次の 微分方

晋 二 互 1 Q R ． － ．
．く4う

く41 か ら以 下の 解 を得 る ．

Q Rくtl こ Q R 。 e．k．1t

ただ し
， Q R ．は ア ト ロ ピ ン をい れ る直前の 複合体の 濃

度 で ある ．

2 う モ デ ル 2 く異性化 を考慮 し た場合う

Q ＋ RきQ RきQ R
事

．

な お
， Q は遊 離の リ ガ ン ド濃 鼠 R は遊離の レ セ プ

タ ー 濃 度， Q R は異性化 し て い な い リガ ン ド
ー レ セ プ

タ
ー 複 合体濃度， Q R

．
は異性化 した リガ ン ド ー レ セ プ

タ
ー 複合体濃度，

k l は Q ＋ R か ら Q R へ の 二次結合速

度定数
，
k 2 は Q R か ら Q R

－
へ の

一 次結合速度定数 k － 1

は Q R か ら Q ＋R へ の
一 次解離速度定数，

k
－2 は Q R

＋

か ら Q R へ の
一 次解離速度定数 を意味す る ． 結合実験

の 場合く1ン式 か ら以下 の微分方程式榔， く3 い 4ンが成立す

晋 ニ k l Q くB m a x

－ Q B L k－1 Q R ．
．く2 1

づ賢 二 k l Q くB m a x －Q B トくk－1 ＋k 21 Q R

＋k ， 2 Q R
．

． ． ．
－ ． ． ．く3う

祭 ニ k 2 Q R r k－2 Q R
ホ

．
．く41

な お
， Q B ニ Q R ＋Q R

．

，
B m a x は最大結合量 で あ る ．

く2 い3 い4うに ラ プ ラ ス 変換 を施す と
，

s Q BくsJ こ
辿

－k lQ Q Bくs トk － 1Q Rくs ト く5，

sQ Rくsl ニ
辿 － k l Q Q BくsI

－くk一．＋k 2J Q Rくsl ＋k．2 Q R
書

くs ト ．
． ．く6 1

s Q R
．

くsl ニ k 2 Q Rくs ト k－2 Q R
書

くsl － －く71

く5 い6 い7うをQ Bくsl に つ い て 解く と ，

Q Bくs－ユ

挿 話無塩琵震二 訂

辻



ラ ッ ト脳 に お ける受 容体オ
ー

トラ ジ オグ ラ フ イ の 定量化

こ こで ， a
ニ k l Q ＋k－．

， B ニ k 2 ＋ k－2 ． r ニ k－1 k 2 と お き
，

さら に

くぼ ＋8 卜 緬

くぴ ＋ 朗 十

とお くと ，

Q Bくsl ニ

2

k l Q B m a xくs ＋k 2 ＋k－2I

なる 形に 変換で きる ． さ ら に
，

k l Q B m 8 X

A ニ

両
とお くと

，

Q BくsI ニ A く
くk 2 ＋k － 2

－ X I

sくs ＋ X う

く嘉 一

て青－

くk 2 ＋k－2
－

Y l

こ れ に逆 ラ プラ ス 変換 を施す と
，

Q Bくり ニ Aく
k 2 ＋k － 2 岬X

k 2 ＋k．2
－

Y

く1 w e

． X t

l

く卜 e．Y t

l ト ． ． ． t ■ ． － … ・ －く81

が得られ る ． 同様に
，
く5 い6う

，
く71 よ り

Q R
書

くsうニ

k 2

s ＋ k 2 ＋k－2

Q Bくsl

k l k 2 Q B m 8X

sくくs ＋k 2 ＋k－21くs ＋k l Q ＋k －

ニ k 2 射
音詩宮丁

一

義古河

Q R
轟

くり ニ k 2 At古く卜 e－X t

ト音く卜 e

－ Y t

J L …
・く91

さ らに
，

Q Rくtうこ Q Bくt 卜 Q R
＋

くtl － ． ．
T ． ． ． ．く1 01

を得る
．く81く9うく101 が求 める時間濃度 関数で あ る ． 解離

実験 に お ける ， 微分方程式は
，くい式に お い てk l

ニ 0 と な

驚 こ －k－1 Q R ． －
． ．く川

晋 ニ k l Q くB m a x －Q B 卜くk － 1 ＋k 21 Q R

＋k，2 Q R
ホ

ーく121

祭 ニ k 2 Q R －k － Z Q R
ホ

．く131

く11 い121 ，く13 1 に ラ プラ ス 変換 を施 す と

sQ Bくs ト Q B 。
二 p k－．Q Rくsl ．

■く1 41

s Q Rくs ト Q R 。
ニ ーくk－1 ＋k 21 Q Rくs l

＋k．2 Q R
書

くsl ． ． ．
－ ． ．く1 51

s Q R
＋

くs ト Q R
雫

。
ニ k 2 Q Rくs 卜 k－，Q R

．

くsl ．く161

ただ し
， Q B 。， Q R 。， Q R

＋

。 は
，

ア トロ ピ ン を添加 する 直

前の 各複合体の 濃度 で ある ．

3 9 5

く14I ，く1 引 ，く161 をQ Bくsl に つ い て解く と ，

Q Bくs，ニ 浩 諾藍鴇璧
こ こ で， 亡r

ニ k p l
， 6 ニ k 2 ＋ k － 2 ， r ニ k－1 k 2 と お き

，
さ ら に

X ニ

Y ニ

く仔 ＋ 郎ト

くど－トガ

2

卜 繭

と おく と
，

Q Bくsl ニ

＋

さ ら に
，

A 二

k － 1 Q R
．

0 ノ
1 1

ト子訂
－

て チすI
価

I

s ＋ X s ＋ Y

k ．

1 Q R
．

0

雪諸
一号諸

Q B o

とお き， 逆ラ プ ラス 変換 を施す と
，

Q Bくり ニ Aくe
－ X し－

e

－ Y t

l ＋B 桐
－ Yle

． X t
－ W －Yle

－ Y t

l

．

．

． Q Bくtl ニt A ＋ Bくダ
ー X lナe－X t

－

仏 ＋Bくダ
ー

Y ll e

－

Y t
川 ． ． り ■ ． ■ t ．く川

ま た ． く141 ，く15コ．く1 6 姥 Q R
－

くs いこつ い て解く と

Q R
．

くsl

k 2 ， k － ． Q R
．

。＋Q B 。くs ＋k 2 十 槌
s ＋k 2 ＋k － 2 くs ＋k － 11くs ＋k 2 ＋k － 2 卜 k － 1 k 2

器く去 一 読1

－k 2 Bく嘉 一 嘉 汁票き
こ れか ら，

Q R
．

くtl ニ k 2 A く
e

一 郎

－e

－ Xt
e

一 郎

X 一 月 Y
－

8

＋k 2 Bくe
－ X t

－

e

．

Y tl ＋Q R
．

。 e．P t

．

．

． Q R
．

くり こ 卜 薔 ＋k 2 B，e
－ X t

＋く鴇－k2 Bl e

－ Y t

＋く豊パ鵠＋Q R 肘
t

．く1郎

Q Rくtう二 Q Bくt 卜 Q R
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見か けの 解離定数 C A p p a r e n t K d くK d a p p11 は次の よ
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ー
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