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核破壊ラットは、アルツハイマー型痴呆の病態を検討する上で有用と思われる(Figl

にラット脳におけるコリン投射系を示す)。著者は、ibotenicacidによるCh4コリナジ

ック細胞群を破壊した慢性期痴呆の症状を有する実験モデルを作成し、oxotremorineM

(M1、M2受容体作動薬)とpirenzepine(選択性M1受容体拮抗薬)を用いて、覚醒下で

の排尿反射に対する効果窪薬理学的に検討した。そして、アルツハイマー型痴呆によの排尿反射に対する効果を薬理学的に検討した。そして、アルツノ

る過活動型神経因性膀胱の発生機序について薬理学的検討を行った。

痴呆によ
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（6）右側脳室へのステンレススチール管留置

1.5%halothane麻酔下にて脳定位固定装置にラット頭部を固定し、頭頂部皮層を切開

して頭蓋骨を露出した。PaxinosandWatsonの脳地図に従いBregmaより鼻側に0.3mm、

右側に1mmの位置にFリルで穴を開け、ステンレススチール管(外径0.6mm、内径0.3

mm、長さ10.5mm;ユニークメディカル株式会社)を深さ3.3mmまで挿入した。

ステンレススチール管近辺にロングロック丸頭ネジ(1.2×4.0mm;Nisimura)を浅くねじ込

み、スチール管とボトルの間を歯科用セメントで固め、スチール管(外径0.3mm、内径

0.14mm、長さ50mm;ユニークメディカル株式会社)を深さ5.3mmまで挿入した。

(7)CAT活性測定

膀胱内圧測定後、ラットを断頭屠殺し前脳部を摘出した。約1時間ice-coldsaline中に

脳を保存した。この脳断片の組織重量を測定した後、ice-cold50mMTris-HClbeffer

(pH74)中に入れ、ホモジナイズした。その後35,000×9，15分間で遠心分離した。上

澄を抽出し、10mlEDTAそして2.5%TritonX-100を含むice-coldphosphatebuffer(pH7,4)

溶液と混合させ反応させた。0｡C,15分間放置した後、再び35,000×g,15分間で遠心分

離し上澄を取り出しサンプルとした。

CAT活性はFonnumらの方法で測定した。サンプルに20mMEDTA、50mMphosphate

buffer(pH7.4)、0.1mMphysostigmine、8mMcholinebromide、O.3MNaCI、0.2mM[3

H]acetylcoenzymeAを加えた。37｡C、15分間でインキュベートした。ColdlOmM

phosphatebu仔er(pH7.4)を加え反応を停止させ、この反応で産出した沈殿物にO.5%Na-

tetraphenyl-borateを含む(4:1v/v)のtolueneacetonitrile25mlで抽出させた。抽出物は

スペクトル法を用いて蛋白質1mgあたりの時間におけるACh合成量(pmol)として表し

た。
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第3章実験結果

第1節lbotenicacidによる前脳基底核破壊によって引き起こされる膀胱機能の変化

lbotenicacidを両側前脳基底核に注入し、ACh作動性ニューロンを化学破壊して、ア

ルツハイマー型痴呆類似の病態を実験的に作成した。このモデルが中枢性の排尿障害

モデルとして有用か否か検討した。

第1項lbotenicacid投与群(BF:basalforebrainlesionrats)とPBS投与群(SO:

shamoperatedrats)の体重の変化

Fig,2はibotenicacidあるいはPBS投与群のBF群とSO群との体重変化を示す。手

術日を0日目としている。1日目、2日目､－3日目においてBF群がSO群に比較して有

意な体重減少(Pく0.05)が認められた｡またBF群において1，2日目に摂食不能(aphaga)

がみとめれた。それ以降体重の回復が認められたが、運動失調(ataxia)は1日目以降

も持続していた。
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第3節CAT活性の比較

Fig.3にBF群、SO群、normai群（未処置群）それぞれのCAT活性の比較を示す。BF

群はSO群、normal群と比較して有意な減少(P<o.01)が認められた。また、ibotenicacid

投与後14日目にCAT活性を測定しても同様の結果が得られた。
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第2節OxotremorineM累積投与による排尿反射への影響

OxotremorineMを覚醒下で右側脳室に累積投与し排尿反射への影轡を検討した。

第1項覚醒下oxotremorineM累積投与の膀胱容量への影響

Table2に、OxotremorineM累積投与による膀胱容重を示す。SO群のうちvehicle"

与群とoXotremorineM投与群では、投与直前の膀胱容量に有意な差が出たため

oxotremorineMの膀胱容量に対する影響は実測値では検討できなかった。一方、BF群

ではvehicle投与前とoxotremorineM投与前の実測値に有意差は認められなかった。BF

群oxotremorineMの投与により膀胱容量の有意な増大がみられ(0,15pmol/5"I,1.5

pmol/5"IIP<O.O5)、また15pmol/5"|にて有意な減少が認められた(P<o.01)｡

mbleZEMctsof加tracerebroventricularadm加istration

ofvehicleoroxotremorineMonbladderC叩aci句

Operahon

SImm

DoseofoxotremorineM
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oxotremorineM

1.06*0．13*｡

1.12±0.11**
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1.42土0.加＊＊

1.01士0．18＊＊

0.51土0．06

0．54士0.10

0.児士0．ZO

1.13土0．25#

1.46土031＃
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VehicleorincHEasingdosegofoxotIEmorineMwcIEinjectedevelyhoMVHlueSaX℃me皿8±S･E･肌(n=6).

*P<0.05,"P<0.01｡compaEEdwith8ham叩eratedr鯛《Ⅶhicle).#P<0,O5,##P<O.01,Compm℃dwitll

basalfOIEbrainlesionrats(VehiCle).
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実測値では投与前の膀胱容量の違い、また時間経過による膀胱容量の典型的な変化を
｜

見い出すことが困難であった。そこで、これらの因子を取り除くためFig,4では、

oxotremorineM累積投与による膀胱容量の変化率(%)を薬物投与直前の膀胱容量を0%と

して示した。すなわち1時間おきに投与直前の膀胱容量をo粥としてその膀胱容量の変

化率を求めた。その結果SO群においてはoxotremorineM投与群は高用量(15pmol/5"|;

P<o.01)にてvehicle投与群に比べ膀胱容量の有意な減少が認められた。BF群では、

oxoxtremorineMは低用量にて有意な増加(0.015,0.15pmol/5ﾒ』I;P<O.01、p<O.05)が

みられ、さらに高用量にて有意な減少(15pmol/5"|;P<O.05)が認められ、2相性の

反応がみられた。
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第3項覚醒下OXotremorineM累積投与による排尿閾値圧への影響

Fig.6にoxotremorineM累積投与による排尿閾値圧の実測値(cmH20)の変化を示した。
、』

排尿閾値圧は◎xotremorineM高用童(15pmol/5"I)投与によりSO群およびBF群で有意

な増加(P<0.05.P<0.01)がみられた。
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第4項覚醒下oxotremorineM累積投与による残尿量への影響

Fig.7にoxotremorineM累積投与によるを残尿量の実測値(ml)の変化を示した。残尿

量はoxotremorineM高用量(15pmol/5"I)投与によりSO群およびBF群で有意な増加(P<

O.05)がみられた。

1．

0．9

0‘8

0.7台
目
）
詞
ａ
で
宮
。
シ
宥
包
宮
圃
函

＊

0.6

＃

0.5

0．4

0.3

0.2

D･'16

15cont"IO.00150.0150.鱒1｡5

DOBeofoxotremorineM(pmol/5"1)

Fig.7Logdo8e祀叩0ngecuwe88howingthee駈睡t9ofmcIEasingdose80foxotremo前neMonc加皿邸gin

residualvolumeinghamoperated(SO)rat8(O;vehicle,n=6,O;oxotmmomeM,n=6)andb則ml

fbrebrainlegion(BF)rat3(D;vehicle,n=6,m;oxptIEmorineM,n=6)．Ⅵlue8ammean±S.皿M

･P<0.05,compaledwithSOrat8(vehiCle).#P<0.059compar℃dwithBFrat9(Vehicle).

17



第3節覚醒下oxotremorineM単回投与による排尿反射への影響

第2節では覚醒下oxotremorineM累積投与による排尿反射への影響を検討したが、

vehicle投与にも時間の経過ともに膀胱容量が大きくなる傾向がありoxotremorineMの

作用が不明確であった。そこでoxotremorineM単回投与により排尿反射への影響を再

検討した。なお、累積投与の結果よりBF群で膀胱容量を有意に増大させた用量(0.015

pmol/5"l)、有意差がでなかった用量(1.5pmol/5"1)、膀胱容量が有意に減少した用量

(15pmol/5以l)を選択し投与した。

第1項覚醒下oxotremorineM単回投与による膀胱容量への効果

Table3にoxotremorineM単回投与による膀胱容量の実測値(ml)の変化を示す。S○群

においては、高用量(15pmol/5"1)にて、投与後15分と30分の膀胱容量が有意に減

少した。BF群では、低用量(0.015pmol/5"1)で投与後80分間膀胱容量の有意な増加が

みられた。しかし、高用量(15pmol/5"1)では累積投与でみられた膀胱容量の減少はみ

られなかった。
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Fig.8にoxotremorineM単回投与による膀胱容量の変化率(%)を薬物投与前の膀胱容量を

0%として示した。SO群では、高用量(15pmol/5"1)で膀胱容量の有意な減少が認められ

た。BF群では投与15分後にすべて用量でvehicle群と比較すると、有意な膀胱容量の

増加が認められた。
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第2項覚醒下OX･tremorineM単回投与による排尿収縮圧への影響

Fig.9にoxotremorineM単回投与による排尿収縮圧の実測値(cmH20)の変化を示す。SO

群およびBF群の両群に有意な差は認められなかった。
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第3項覚醒下oxotremorineM単回投与による排尿閾値圧への影響

S○群およびBF群ともにoxotremorineM単回投与による排尿閾値圧への影響は認めら

れなかった。

第4項覚醒下oxotremorineM単回投与による残尿量への影響

SO群およびBF群ともにoxotremorineM単回投与による残尿量への影響は認められな

かつた。
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第4節PirenZepine単回投与による排尿反射への影響

Pirenzepineを覚醒下で右側脳室に単回投与し、排尿反射への影響を検討した。

第1項覚醒下pirenZepine単回投与の膀胱容量への効果

Table4に、pir"cnzepine単回投与による膀胱容量の実測値(ml)の変化を示す。SO群

では、低用量(1.0nmol/5"|、10nmol/5"I)では、vehicle群と比較して有意な差は認め

られなかったが、高用量(100nmol/5"I)で、投与後30分間、膀胱容量の有意な増大が

認められた(P<0.01)｡BF群では、低用量(0.1nmoi/5"|、1.0nmol/5"l)にて、vehicle

群と比較して有意な差は認められなかったが、高用量(10nmol/5"I)で、膀胱容量の有

意な増大が認められた。膀胱容量を増加させる用量は、SO群とBF群との間に10倍の

差がみられた。
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Fig.10にpirenZepine単回投与による膀胱容量の変化率(%)を薬物投与前の膀胱容量

を0%として示した。SO群においては、低用量域(1,0nmol/5"|,10nmol/5"1)で、vehicle

群と比較して有意な差は認められなかったが、高用量域(100nmol/5ﾒ』I)では膀胱容量

の有意な増大が認められた。BF群においては、低用量域(O.1nmol/5"1,1．Onmol/5＃』I)

で、vehicle群と比較して有意な差は認められなかったが、高用量域(10nmol/5"1)で、

膀胱容量は投与後60分間持続して有意な増加が認められ、その後1~2時間で投与前の

膀胱容量に戻った。
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第4項覚醒下pirenzepine単回投与による排尿閾値圧への影響

Fig.12にpirenzepine単回投与による排尿閾値圧の実測値(cmH20)の変化を示した｡SO

群およびBF群とも有意な差は認められなかった。

A

０
９
８
７
６
５
４
３
２
１
０

１

（
◎
武
国
目
Ｕ
）
ピ
ョ
目
２
包
宮
。
量
ど
呈
昌
紬
自
毎
塁
９

60493015contml

Time(min)
B

０
９
８
７
６
５
４
３
２
１
０

１

（
○
門
要
目
Ｕ
）
ど
罰
摺
り
』
昼
三
Ｇ
国
図
上
皇
国
Ｕ
麺
電
笥
星
Ｕ

6045control 3015

TMe(m"

Fig.12TimeCour3e90fCMngesimthrE8hOldW配MRIIEafteradmm師猟0皿0fpiIEnzepineinshamoperated

(SO)rats(A)andbasalfOWbrainle9iOn(BF)rat8(B).FourdosesofplEEImepinewemadminist祀祀dtoeach

ratgro叩9(O;vehicle,e;0.1nmol,A;1nmol,a;10nmol,O;100nmol).Value9aremean9±S､E･M.

(n=6).

27



第5項覚醒下pirenzepine単回投与による残尿量への影響

Fig.13にpirenzepine単回投与による残尿量の実測値(ml)の変化を示した。SO群では、

高用量域(100nmol/5"I)で残尿量の有意な増大が認められた。BF群においても、高用

量域(10nmol/5"1)において有意な残尿量の増大が認められた。
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第5節pirenzepine前投与におけるoxotremorineM排尿反射への影響

OxotremorineMの排尿反射に対する影響がmusucarineM1受容体antagonistである

pirenZepineにより拮抗されるか否か検討した。前投与するpirenzepineの用量は第3節

で反応が出た用量の10倍希釈した用量(SO群:10nmol/5"|,BF群:1nmol/5"I)を用

いた。

第1項覚醒下pirenZePine前投与におけるoxotremorineM膀胱容量への影響

Table5にpirenZepineおよびa.c.s.f,前投与後に。xotremorineMあるいはa.C,S,f単回

投与した時の膀胱容量の実測値(ml)の変化を示す。SO群においては、どの群とも膀胱

容量に有意な変化を示さなかった。一方、BF群においては、a.c.s.f,-oxotremorineM投

与群は、oxotremorineM投与により有意な膀胱容量の増大が認められた。しかし、

pirenzepine前処置後の｡xotremorineM投与群は、pirenzepine-a.c.s.f群とa,c,s,f-a.c,s､f群

と比較して有意な差は認められなかった｡oxotremorineMによる増大の効果がpirenzepine

により拮抗されていた。
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Fig.14にpirenzepineおよびa.c.s.f.前投与後にoxotremorineMあるいはa.c.s､f.単回投

与による膀胱容量の変化率(%)を示す。SO群において、膀胱容量に有意な変化はみられ

なかった。一方、BF群のoxotremorineM投与群は、投与15分、30分、45分、60分後

にそれぞれ有意な膀胱容量の増大が認められた。しかし、pirenZepine.－．xotremorineM

投与群では、膀胱容量に有意な差は認められなかった。
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第2項覚醒下pirenzepine前投与におけるOXotremorineM排尿収縮圧への影響

pirenZepineおよびa.c,s.f.前処置後のoxotremorineMあるいはa.c.s.f.による排尿収縮

圧への有意な影響はso群、BF群共に認められなかった。

第3項覚醒下pirenzepine前投与におけるoxotremorineM排尿閾値圧への影響

pirenzepineおよびac.s.f'前処置後のoxotremorineMあるいはa.c.s.f,による排尿閾値

圧の有意な影響はSO群、BF群共に認められなかった。

oxotremorineM残尿量への影響

norineMあるいはa.c.s.fによる残尿量の

第4項覚醒下pirenzepine前投与における。xotren

pirenzepineおよびa,c.s,f,前処置後のoxotremorine

有意な影響は、SO群、BF群共に認められなかった。
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第6節Urethane麻酔下oxotrem･rineMおよびpirenzepineの単回投与による膀胱収縮お
よび外尿道括約筋活動への影響

第1項OxotremorineMの高用量における作用部位の特定

OxotremorineM累積投与あるいは単回投与により低用量域では排尿反射の抑制がみられ、

高用量域では排尿反射の冗進が認められた。この機序を検討するためoxotremorineM

橋排尿中枢あるいは第4脳室への投与を行った。

Fig.15(A)にurethane麻酔下、橋排尿中枢への。xotremorineM単回投与による膀胱容

量および外尿道括約筋活動への影響を示す。橋排尿中枢へのoxotremorineM(1.5pmol/1

“|)投与では、蓄尿時および排尿時の外尿道括約筋活動には、変化がみられなかった。

膀胱容量は。xotremorineM投与直後から減少が認められた。

Fig.15(B)にurethane麻酔下、第4脳室へのoxotremorineM単回投与による膀胱容盆、

外尿道括約筋活動への影響を示す。第4脳室へのoxotremorineM(15pmol/5"I)投与によ

り、蓄尿時の外尿道括約筋活動は軽度に低下していた｡膀胱容丑についてはoxotremorine

M投与により増大が認められた。また残尿量は投与前後では変化がみられなかった｡。
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第2項Pirenzepineの高用量における作用部位の特定

Pirenzepineの単回投与により排尿反射の抑制が認められた。この作用機序を検討する

目的で橋排尿中枢あるいは第4脳室へのpirenzepineの投与を行った。

Fig,16(A)にurethane麻酔下、橋排尿中枢へのpirenZepine投与による膀胱容量、外尿道

括約筋活動さらに残尿量への影響を示す。脳幹部へのpirenzepine(10nmol/1"I)投与に

より、外尿道括約筋活動はほとんど変化がみられなかった。膀胱容量、残尿量にも

pirenzepine投与により変化は認められなかった。

Fig,16(B)にurethane麻酔下、第4脳室への"PirenZepine(100nmol/1"1)単回投与によ

る膀胱容量、外尿道括約筋活動への影響を示す｡膀胱容量については増大が認められ、

また残尿量も増大が認められた｡外尿道括約筋活動は膀胱容量の増大に伴って活動の

冗進がみられた。
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られた。したがってラット膀胱容量の減少はラット前脳基底核から大脳皮質に投射さ

れているCh4コリナジツク細胞群がibotenicacidにより破壊されたことが原因となって

いると考えられる。さらに、前脳基底核から海馬に投射しているChlおよびCh2コリ

ナジック細胞群も少なからず障害を受けていると考えられ、これらの神経細胞群の変

性・脱落が総和として排尿反射の冗進に関与していると考えられる。すなわち、前脳

基底核より大脳皮質、海馬への投射しているコリナジック細胞群は排尿中枢に対し抑

制的に影響を及ぼしていると考えられる。

OxotremorineMはM1およびM2受容体agonistであるが、そのリガンドとしての作用

のほとんどはM1に選択的である25)｡Mashらによれば大脳皮質のムスカリン受容体は

M1受容体が主であり、M2受容体は脳幹から大脳皮質にかけて広く分布しているとさ

れている。また、脳幹にはM1受容体がほとんど存在せず、M2受容体が主である26)。

したがって前脳基底核破壊により排尿反射が冗進したラットにおいてoxotremorineM

の側脳室投与により冗進した反射が抑制されたことから、次のような推測がなされた。

すなわち、ibotenicacidにより前脳基底核より大脳へ向かう投射系のプレシナプス側が

破壊されることにより、ポストシナプスに多く存在するM1受容体がupregulationされ

ていると推測した。このことより、M1受容体agonistであるoxotremorineMに対し強

く反応し、これらの抑制性の投射が賦活されたと思われる。

S○群においてoxotremorineMの高用量にて、膀胱容量の減少が認められたのはなぜ

であるのか､oxotremorineMの脳幹部排尿中枢(PMC)への作用も否定できなかったため、

PMCに針を刺入し、oxotremorineMの局所投与の膀胱容量に対する変化をurethane麻

酔下で検討した。また同様の方法で、PMC付近の第4脳室にもoxotremorineMの局所

投与を行った。PMCへの局所投与により膀胱容量は減少したが、この結果はSugayaら

の除脳ネコの青斑核α（ヒトの排尿中枢に相当）にコリン作動性物質であるcarbachol

を注入すると排尿反射の冗進したとの報告と一致し27)、PMCに存在するM2受容体が

oxotremorineMやcarbacholにより刺激され排尿反射冗進を引き起こした可能性が示唆

される。第4脳室へ投与直後排尿冗進がみられたのは、oxotremorineMが近隣するPMC
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のM2受容体を刺激したためと考えられるが、その後排尿反射の抑制がみられたのは、

第4脳室内のoxotremorineMが時間の経過とともに側脳室へ移行し、しいては、大脳皮

質を刺激したからではないかと思われた。また、oxotremorineMのBF群に対する側脳

室累積投与では高用量において膀胱容量が減少し、一方、単回投与時では高用量でも

膀胱容量の増大が認められたのは、oxotremorineMの作用部位（大脳皮質側で反応して

排尿反射を抑制する働きと脳幹部に作用し排尿反射を促進する働き）の相互作用によ

るのではないかと思われる。

Pirenzepineは、ムスカリンM1受容体のantagonistであり、側脳室投与によりBFラ

ット群､SOラット群ともに膀胱容量の増大がみられ、排尿収縮圧の低下がみられたこ

とにより排尿反射に対し抑制的に作用していた。M1受容体agonistのoxotremorineM

がBF群の排尿反射を抑制する結果が得られているが、antagonistであるpirenzepineも

抑制性に作用したのはなぜであろうか。PirenzepineをPMCに直接投与しても排尿反射

に変化がなかったことは、除脳ネコの青斑核αに抗ムスカリン作用を有するoxybutynin

をPMCに投与しても排尿反射に変化しなかったという報告28)29)に一致する。脳幹部に

はM1受容体がほとんど存在しないための結果と考えられる。しかし、第4脳室内への

pirenzepine投与により膀胱容量が増大したが、これは、側脳室への効果によると考えら

れる。大脳皮質において、M1受容体がGABA受容体を抑制的に調節しているという報

告,30)がある。また、GABA受容体は排尿反射に対し、抑制的に投射している31)。した

がって、本研究では、pirenzepineが大脳皮質に移行した大脳皮質M1受容体を遮断する

ことによりGABA系を賦活し排尿反射を抑制したと推測される。今後は、M1受容体と

GABA受容体との関係についても検討する予定である。

現在、アルツハイマー型痴呆の治療薬として試みられている薬物は、ACh賦活薬、

神経ペプチド系作用薬、神経成長因子(NGF)作用薬等で,この中で最も多く試みられてい

るのはACh系賦活薬である。我々の研究からアルツハイマー型痴呆の症状の1つであ

る排尿反射冗進がoxotremorineM(低用量)で抑制されたことから、ACh系賦活薬がアル

ツハイマー型痴呆に起因する頻尿、尿失禁に有効なのではないかと考えた。
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