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ラ ッ ト脳 の3H-ス ピ ロペ リ ドー ル に よ る受 容 体 マ ク ロオ ー トラジ オ グ ラ フ ィに関 して,基 礎 的 検

討,す な わ ち イン キ ュベ ーシ ョン 時 間,洗 浄 時 間,飽 和 実 験,作 動 薬,拮 抗 薬 に よる抑 制 効 果 につ

い て検 討 す る と とも に,ビ デ オ カ メ ラ とコン ピュ ー タを 組 合 せ たVideo Digitizer Systemを 用 い て

サ ブ トラ ク シ ョン イ メ ー ジを 作 成 した 。 そ の 結 果,本 法 は ドー パ ミン等 の 受 容 体 の 形態 学的 分 布 な

ら び に動 態 の解 析 が 可 能 で あ り,神 経 精 神 疾 患 の 病 態 解 明 な らび に 陽 電 子,あ るい は単 光 子横 断 断

層 イ メ ー ジ の解 釈 に 有 用 と期 待 され た 。

Key Words: receptor macroautoradiography, tritium-spiroperidol, brain, dopamine receptor,
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1.諸 言

あ る種 の神経精 神疾 患では,神 経 伝達物質 の シナ プ

ス伝達の生化学 的 レベルにおける障 害が関与 している

と考え られてい る。た とえば,ド ーパ ミン受容体 の異

常はパ ーキ ンソン病1),ハ ンチ ンソン舞踏病1),精 神分

裂病2),晩発性 ジスキネシア3)で報告 され ている。 した

が って,受 容体 異常を体外計 測で評価 で きる ことが望

まれ,最 近,11C-標 識 リガ ン ドと陽電子横 断断層装置

(PET)を 用いて人体の受容体 を描 画(受 容体 マ ッピン

グ)す ることが可能 とな って きた4)。 しか し,受 容体

マ ッピングの意義づけのためには,臨 床研究 だけでな

く,動 物実験における基礎 的検討 が必要 と思われ る。

 受容体オ ー トラジオ グラフィは種 々の利 点を有 し,

神経精神疾患 の 病 態解 明な らびにPETお よび 単光

子 横断断層装置(SPECT)の 基礎的研究 に有用 と期待

され る。そ こで今回,ド ーパ ミン拮抗剤であ る3H-ス

ピロペ リドールに関す る定量的オー トラジオ グラフィ

の基礎的検討を加えたので報 告する。

2. 方 法

Sprague-Dawleyラ ッ ト(雄200-250g)を0-4℃

の リン酸緩衝液(pH 7.4,0.1%ホ ルマ リン含有)約

150cm3で 灌流 した後断頭 した。ただちに全脳 を摘 出,

ドライアイス,ヘ キサ ン(-60--70℃)で 凍結 した

後,ク リオ スタ ット内で20μmの 線状体 を 含む切片

(Konig and Klippelの ア トラス5)のA9410-A6060μm

の範 囲)を 作 成 し,thaw-mount法 に よ りゼ ラチ ン塗

末 ス ライ ドガ ラス に載 せ た6)(実 験 を行 うま で-20℃

で保 存)。 まず 内在 性 の ドー パ ミン を除 去 す るた め,

室 温 で50mMト リス緩 衝 液(pH 7.7,0.1%ア ス コ

ル ビ ン酸,120mM NaCl,5mM KCl,2mM CaCl2,

1mM MgCl2を 含 む)で30分 間 プ レイ ンキ ュベ ー シ

ョ ン した 。 つ ぎ に3H-ス ピ ロペ リ ドール(865.8GBq/

mmol(23.4Ci/mmol))を 含む50 mMト リス緩 衝 液 に

て イ ンキ ュベ ー シ ョ ン(40回/1分 間 で 振 と う)し,

洗 浄,乾 燥 後,反 応 条 件 等 の 基 礎 的 実 験 の た め 切 片 を

か き と り,そ の放 射 能 を液 体 シ ンチ レー シ ョン カ ウン

タ(ア ロカ製LSC-703)に て 測 定 した 。 同 時 に 連 続 切

片 を用 い て(+)ブ タ ク ラモ ー ル1μMを 加 え て 同 様 に

反 応 させ て非 特 異 的 結 合 量 を調 べ た 。 基 礎 的 実 験 と し

て イ ンキ ュベ ー シ ョ ン時 間,洗 浄 時 間,飽 和 実 験,各

作 動 薬,拮 抗 薬 に よ る 抑 制 効 果 に つ い て 検 討 を 行 っ

た。 用 い た3H-ス ピ ロペ リ ドール の 濃 度 は,飽 和 実 験

以 外 はす べ て0.5nM,反 応 温 度 は イ ン キ ュベ ー シ ョ

ン時 間(4,25,37℃ で検 討)を 除 い て25℃ で反 応 させ

た 。イ ンキ ュベ ー シ ョ ン時 間 は,15,45,60,90,120,

180分,洗 浄 時 間 は30秒,1,5,10,20,30分 と変 え

て 至適 条件 を検 討 した 。 飽 和 実 験 は,3H-ス ピロペ リ

ドー ル の 濃 度 を0.1,0.2,0.4,(0.6,0.8,1.0nMと

変 え て反 応 させ て飽 和 の有 無 を確 認 した 。 拮 抗 剤 と し

て ス ピ ロペ リ ドー ル,(+)ブ タ クラ モ ー ル,ス ル ピ リ
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ド,KJK-945(一 般名ketanserin tartrate),作 動薬 と

して ドーパ ミン,セ ロ トニンを用いて,そ の濃度 を10.10

か ら10-3ま で変化 させ て,各 薬 剤の 抑制効果を検討

した。 以上 の実験 は2-4回(1回 の 実 験で,同 一条

件 の切片 を2枚 ずつ液体 シンチ レーシ ョ カウンタで

測定)行 い,そ の平均値 を求めた。一方,オ ー トラジ

オ グラム作成 のため,3H専 用のultrofilmに 標準線源

とともに密着 させ,1,2か 月露 出後現像 して得 られた

オ ー トラジオ グラムをVideo Digitizer System(Fig

1)を 用いて定量 的オー トラジオ グラムを作 成 した。

ゼ ラチ ン溶液(水10cm3に 対 しゼラチン2gの 割合)

に3H-ス ピロペ リ ドールを混ぜ,脳 切片 と同様の方法

で20μmの 切片 を作成 した ものを標準線源 として用い

た。Fig.1にVideo Digitizer Systemの ブ ロックダイ

アグラムを示 す。 シャーカステ ンの上 に被写体 フ ィル

ムを置 き,そ の透過光 をテ レビカ メラ(浜 松 ホ トニク

ス社製C-1000)で 撮像,制 御 装 置,ア ナ ログデ ィ

ジタル変換器を介 してデ ィジタル化す る。そ のデ ィジ

タル化 されたイ メージデータは これ らに接続 され てい

る ミニコンピュータ(YHP-2100)の 磁気 デ ィス クお よ

び磁気テ ープに順次収 集,記 憶す る。大 容量 のイ メー

ジデ ータ(1フ レー ムは512×512,濃 度 レベルは8ビ ッ

ト)間 の演算お よび配列換え等 は ミニコンピュータ内

で処理 し,画 像表示 お よび画像変換 には画像 に対す る

直接指令を多 くもち,操 作の簡便 なマイ クロコンピュ

ータ(NECPC-8801+RAM増 設)を 使用 した。特異

的結合 イメージを得るため,(+)ブ タ クラモールを加

えない総結合イ メージか ら(+)ブ タ クラモールを加 え

た非特異的 イメージを引 き算 してサ ブ トラクシ ョンィ

メージを作成 した。位置合せ(方 眼 スケール上 に両 画

像を一致 させ重ね合せ る方法を用いた)を した両画像

をそれぞれデ ィジタル化 し引 き算処理 して,画 像表示

を行 った。画像表示は カラーお よび モノクロの両方が

可能であ るが,オ リジナ ルイメージとの比較 を容易に

Fig. 1 Blockdiagram of Video Digitizer System.

す るため,本 稿では モノク ロイメージ(オ リジナル と

同様に黒化度 の順に グ レイスケー ル7段 階)で 表示 し

た。

3.結 果

イ ンキ ュベーシ ョン時間 による特異的結合の変化を

Fig.2に 示す。温度が37℃ と高い場合は30-60分 で プ

ラ トーに達 し,そ の後は速やか に減少 した。25℃ では

徐 々に特異的結合量が増加 し,2時 間で プラ トーに達

した が,4℃ では3時 間 までプラ トーに達 しなか った。

37℃ で行 う方 が短時間 ですむが,切 片が スライ ドガラ

スか らはがれ ることが あ り,ま た,4℃ では プ ラ トー

に達す るのに長時 間を要す るため,イ ンキ ュベ ーシ ョ

ン時 間を25℃,2時 間で行 うことに した。洗浄時間に

よる影 響をFig 3に 示す。総結合量,特 異的 および非

特異 的結合量 ともに10分 まで減少 しつづ けた が,そ の

後 は30分 まで変化 しなか った。洗浄時 間が短 い方が特

異的結合量 が高 く,洗 浄30秒 と10-30分 後 との差 は何

らかの特異 的結合 を意味す る可能性 を有す るが,洗 浄

時 間が短 い と再現性 がや や乏 しいので,今 回 は洗浄時

間を20分 とした。飽和 実験 の結果 をFig 4に 示す が,特

Fig. 2 Time course of 3H-spiroperidol association.

Fig. 3 Time course of 3H-spiroperidol dissociation.
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Fig.4 Saturation kinetics of 3H-spiroperidol.

□:Spiroperidol,○:(+)-Butaclamol,

△:Surpiride,▲:KJK-945

■:Dopamine,●:Serotonine

Fig.5Pharmacological specificity of〔3H〕-

spiroperidol specific binding to tissue

sections.

異 的結 合 は0.4nMで 飽 和 に達 した 。作 動薬,拮 抗 剤 に よ

る抑 制 効果 をFig.5に 示 す 。抑 制 効 果,す なわ ち 力価 は

高 い 順 に ス ピ ロペ リ ドール,(+)ブ タ ク ラモ ー ル,ス

ル ピ リ ド,ド ーパ ミン,KJK-945,セ ロ トニ ンであ り,そ

れ ぞ れ のIC50は,0.4.,1.6,1400,3200,5000,63000

nMで あ った。Fig.6は ゼ ラチ ン溶 液 で作 成 した標 準

線 源 とVideo Digitizer Systemセ こよ る フ ィル ム黒 化 度

の デ ィ ジタ ル値 と の 相 関 を 示 す 。 横 軸 に(μCi day/

g),縦 軸 に デ ィジ タ ル値(バ ッ クグ ラ ウ ン ドを 差 し引

い た値)を とる と,デ ィジ タ ル値 が20以 上 でほ ぼ 直 線

関 係 が 得 られ た 。Fig.7に 定 量 的 オ ー トラジ オ グ ラ ム

(3H-ス ピ ロペ リ ドー ル の濃 度 は1nM)を 示 す 。 線 状

体 部(被 殻)は 総 結 合 イ メ ー ジで 濃 く,非 特 異 的 結合

Fig. 6 Correlation between cumulative activity 

and digitized number.

Abbreviations: c, cortex; RCC, radiato 
corporis callosi ; cp, striatum (nucleus 
caudatus putamen); sl, n. septi lateralis; 
a, nucleus accumbens; TULP, tuberculum 
olfactorium, pars corticalis, lamina plexi-
formis.

Fig. 7 Quantitative digital autoradiograms.

イ メー ジで淡 く描 画され てお り,特 異的結合が高 く,

しか も不均 一分布 を呈 しているのが分 かる。線状体以

外に も,脳 皮質,中 隔外 側核,側 坐核,嗅 結節 部が総

結合 イメージで濃いが,非 特異的結合イ メー ジで も濃

く描画 されてお り,そ の量は総 結合お よび非 特異的イ

メージのみでは不詳であ る。一方,サ ブ トラクシ ョン

イメージでは,特 異的結合の分布を視覚的に よく観察

で きる。

4. 考 察

受 容体 の形態学的分布 ならび に動態 を評価す る方法

としてin vitroの レセプタア ッセ イ法, in vivoオ ー ト

ラジオ グラフィ法の他に受容体 オー トラジオ グラフィ
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法があ る。受容体 オー トラジオグ ラフィ法は,Young

ら6)こよって 開発 された 方法 であるが,他 の2法 よ り

以下の点で優 れている。す なわ ち,(1)標 識 リガ ン ドを

動 物に投 与す るin vivoオ ー トラジオ グラフィ法 は,

すべての代謝課程 が表現 され るこ とにな り所見 を誤 っ

て解 釈 しかねないのに対 し,受 容体 オー トラジオグラ

フィ法 は薬理学 的な受 容体 の特異性 に基づいて観察で

きる。(2)同一動物 の連続切片 を用 いて,異 な った種類

の受容体 の評価が可能 である。(3)in vivoオ ー トラジ

オグ ラフ ィ法では不可能な血液脳関門を通過 しない リ

ガ ン ドを用い ることがで きる。(4)in vivoオ ー トラジ

オグ ラフ ィ法に比較 して少量の放射性標識化合物で実

験で きるため安価で ある。(5)レセ プタア ッセイ法に比

較 して受容体 の形態学的分布が詳細に分か る。すなわ

ち,同 一解剖学的部位におけ る不均一分布 も表示可 能

であ り,ま た,レ セ プタア ッセ イ法 では評価 で きない

部位(正 確に摘出す ることが困難)の 評価 も可 能であ

る。(6)人体で も剖検材料 を用いれば受容体 分布が高解

像力で観察で きる。なお,受 容体 オー トラジオ グラフ

ィには,ミ クロとマ クロオー トラ ジオ グラフィがある

が,ミ クロオー トラジオ グラフィはその定量性や汎用

性に問題がある。 そ こで今回われわれ は,ド ーパ ミン

拮抗剤 である3H-ス ピロペ リドールに よる受容体 マ ク

ロオー・トラジオ グラフィの基礎的検討 を加 えた。

反 応温度 は37℃ で行 った 方が イン キ ュベーシ ョン

時 間が短 くてすむ が,37℃ で反応 させ る と,(1)温 度が

低 い とき よ り切片 がス ライ ドガラスか ら少 しはがれや

す い,(2)反 応(結 合 および解離 あるいは不活性化)が 速

く進むた め正確 なイ ンキ ュベ ーシ ョン時間に神経質に

なる必要が ある,(3)37℃ で反応 させた方が よ り生理的

だ とい う指摘は,本 法は必ず しも生理的条件 と同 じで

ないのであ ま り重要な意味はない とい う理 由でイ ンキ

ュベ ーシ ョンを25℃,2時 間で行 うことに した。 洗浄

時間が短い方が特異的結合の解離が少な くてす むが,

やや変動があ り,ま た非特 異 的 結 合 の割合が高いの

で,今 回は洗浄時間を比較的長 く20分 とした。緩衝液

のpHは 脳のpHが7.0-7.05,血 液が7.4で あるので

pHを7.05,あ るいは7.4の 方が よい とい う考え方 もあ

る7),8)が,イ ンキ ュベ ーシ ョン時間の検討をpH7.05

と7.7で 行 ってみたが,両 者 にはほ とん ど差 は認 め ら

れ なか った。したがって,レ セプタア ッセィ法 と同 じく

pH7.7の 緩衝液を用いた。 飽和実験では 非特異的結

合 は直線的 に増加 した のに対 し,特 異的結合は0.4nM

でプ ラ トーに達 し飽和 効果 が認 め られ た。拮抗剤 とし

てス ピロペ リ ドールは ドーパ ミン(D2)以 外 にセ ロ トニ

ン,ス ピロデカノン成 分 を ブ ロックす るのに対 し,

(+)ブ タクラモールは ドーパ ミン(D2)と セ ロ トニン成

分,ス ル ピリ ドは ドーパ ミン(D2)成 分,KJK-945は セ

ロ トニン(S2)成 分を ブロックす る7)8)。線状体部にお

け る拮抗薬 の抑 制 効 果 の 強 さはス ピロペ リドール,

(+)ブ タ クラモール,ス ルピ リ ド,KJK-945の 順 であ

った。一方,作 動薬であ る ドーパ ミンの方がセ ロ トニ

ン拮抗薬であ るKJK-945よ り抑制効果 が強か ったが,

ドーパ ミンよ りドーパ ミン拮 抗薬,セ ロ トニンよ りセ

ロ トニン拮 抗薬の方が抑制効果 が強 かった。

オ ー トラジオ グラムの定量 化を行 う場 合,標 準線源

が必要であ り,そ の方法 として,(1)ラ ッ ト脳 をペース

ト状に した ものを 用い る方法9),(2)ゼ ラチン溶液法,

(3)市販 の3H標 準線 源,の3つ がある。現在 のところ,

市販 の標 準線 源はその信頼性 にやや問題 がある。ゼ ラ

チン溶液法 は,3Hの エネルギーが低 く組 織 とゼ ラチ

ン溶液 との吸収 の差 につ いて考慮す る必要が あるが,

ラッ ト脳 を用いる方法 よ り安価 で簡便かつ一定範囲 内

で累積放射能 とデ ィジタル値 に直線関係 が得 られた の

で,今 回はゼ ラチ ン法 を用 いた。 ス ピロペ リ ドールの

場合,非 特異的結合 の割合が高 く,し か も部位 ごとに

異 なるため,サ ブ トラクシ ョンイメージは有用 と考 え

られ る。原則的 には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

ジは重 なるはずであ るため,今 回は単に透明な方眼 ス

ケールを用いて位置合せを した。 しか し,実 際には切

片を スライ ドガラスにのせ るとき,ね じれ,伸 縮等が

生 じるため連続切片で も完全に大 きさが一致す 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。

山下 ら10)は伸縮に対 しては アフィン交換に よる補 正,

組織の折れ曲 りに よるね じれに対 しては折れ曲 り部分

の中心軸の両側で別 々に一致 さ せ る 方 法 を行 ってい

る。位置合せな らびにね じれ,伸 展 等の補 正に対す る

画像処理の最適方法 について,今 後検討す る必要 があ

ろ う。今回は特異的結 合の分布を単 に視 覚的にみるた

めサ ブ トラクシ ョンイ メー ジのみを示 したが,関 心領

域 のデ ィジタル値 な らびに標 準線源 で換 算 した特異的

結合量 を表示 する ことが可能 である。 また連続切片 を

用 いて種 々の濃度 の3H-ス ピロペ リドールで反応 させ

る ことに よ り,受 容体 の動態,す なわ ち 最 大 結 合量

(Bmax),お よび解離定数(Kd)が 算 出可能 であ り,今

後 は種 々のモデル動物 で本法 を応用す ることに よ り,

その病態解 明な らびにPET,あ るいはSPECTイ メー

ジの解釈 に寄与す ることが期待 され る。

(6)
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KJK-945(ketanserin tartrate)を ご提 供下 さい ま し 、

た 協 和 醸酵 工 業(株),ヤ ンセ ン協 和(株)に感 謝 しま す 。
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Abstract

Receptor Macroautoradiography of 3H-Spiroperidol Binding

 in Rat Brain

Hirof umi MORI, Kazuhiro SHIBA, Shiro TSUJI*, 

Hiroshi MATSUDA*, Kinichi HISADA* and Kazuhiko KOJIMA**

Radioisotope Center, *Department of Nuclear Medicine, School of Medicine,

**School of Paramedicine ,Kanazawa University 

13-1, Takara-machi, Kanazawa-shi 920, Japan

The kinetic and pharmacological characteristics of 3H-spiroperidol binding sites were studied 
in slide mounted sections of rat forebrain, and optical binding conditions were defined. Using 
the receptor macroautoradiographic techniques with tritium-sensitive LKB sheet film, the dis-
tribution of dopamine (D2) receptor was determined in slices including striatum of rat brain. 
The autoradiograms were analyzed using Video Digitizer System combined with video camera 
and minicomputer, and the subtraction images were obtained.

These studies suggest that this quantitative receptor macroautoradiography might be useful 
in the explanation of etiology in the field of neuro psychiatric diseases and the fundamental 
studies of positron emission computed tomography, since this method has several advantages 
over in vivo autoradiography and in vitro receptor assay.

(Received March 28, 1985)
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