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〈 は しが き 〉

近 年 高齢 化 社 会 を迎 え老 人性 痴 呆が 問 題 とな って きて い る。 本邦 にお い て は老 人性 痴呆 の

発 生に脳 血管 障 害 が重 要 な役 割 を果 して い る ことが指 摘 され て い るが 、そ の 詳細 は 不 明 であ

る。老 人性 痴 呆 に ア セチ ル コ リン系が 関 与 してい る とい う報告 は1970年 代 よ りみ られ 、 その

後多 種 の神 経 伝達 物 質 が そ の原 因 と して 報告 され て い るが 未 だ一 定 の 見 解 は ない 。

従 来 よ り当施設 にお い て脳 虚 血 モ デ ル と して用 い て い る中 大脳 動 脈 閉塞 ラ ッ トに お いて も

慢性 期 に学 習 能 力が 落 ち る こ とが報 告 され てい る。 そ こで本研 究 では 局 所脳 虚 血 の学 習 能 力

に及 ぼす 影響 を オ ー トラ ジオ グ ラ フ ィー法 に よる レセ プ ター の分 析 の 面 よ り検 討 す る こ とを

目的 と した。
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〈研究成果〉

研 究 目 的

本 邦 に お い て は 老 人 性 痴 呆 に 脳 血 管 障 害 が 重 要 な 役 割 を 果 して い る こ と が 指 摘 され て い る

が そ の 詳 細 は 不 明 で あ る 。 本 研 究 に お い て は 局 所 脳 虚 血 モ デ ル を 作 成 し 、脳 の 重 要 な 神 経 伝

達 物 質 の 一 つ で あ る ア セ チ ル コ リ ン の レセ プ タ ー お よ び セ カ ン ドメ ッセ ン ジ ャ ー 系 の 局 所 的

変 化 を オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 法 に て 解 明 す る こ と を 目的 と した 。 今 回 の 研 究 で は ム ス カ リ

ン性 ア セ チ ル コ リ ン レセ プ タ ー(mAChR)の 虚 血 に 対 す る脆 弱 性 と 、虚 血 慢 性 期 の 遠 隔 部 位

に お け るmAChRの 変 化 を 測 定 し学 習 能 力 と比 較 検 討 した 。

方 法

1.ラ ッ ト中 大 脳 動 脈 閉 塞 モ デ ル の 作 成

雄Wistarラ ッ ト(体 重250～320g)を1.5%ハ ロ セ ン 麻 酔 下 にTamuraら11の 方 法 に 準 じ左

側 頭 下 に 骨 窓 を 開 け 、 手 術 顕 微 鏡 下 に 左 中 大 脳 動 脈 を 露 出 した 。 左 中 大 脳 動 脈 をolfactory

tractよ り近 位 部 に てbipolarcoagulationに て 約lmmの 電 気 凝 固 、 切 離(MCAO)を 行 な い 、

創 を 閉 鎖 した 。

2.局 所 脳 血 流 測 定

MCAO3時 間 、6時 間 、24時 間 、48時 間 後 に14C_iodoantipyrine(IAP)を 用 い た 定 量 的 オ ー

トラ ジ オ グ ラ フ ィ ー 法10に て 局 所 脳 血 流(localcerebralbloodflow;LCBF)を 測 定 し

た 。MCAO3、6時 間 後 のLCBF測 定 ラ ッ トに お い て はMCAOに 引 続 き 、14C-IAP注 入 と動 脈 血 採 血

の た め に 右 大 腿 動 静 脈 に ポ リエ チ レ ンチ ュ ー ブ(ク レイ ・ア ダ ム ス 社 、PE-50)を カ ニ ユ

レー シ ・ン 後 、 下 半 身 を ギ プ ス 固 定 し、 麻 酔 よ り覚 醒 させ た 。MCAO24、48時 間 後 に 測 定 す

る 場 合 ぱ い っ た ん ケ ー ジに 戻 し 、 再 度1.5%ハ ロ セ ン 麻 酔 下 で 、 少 な く と も測 定2時 間 前 に は

カ ニ ユ レー シ ョ ンを 終 了 した 。14C_IAPオ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィー は 以 前 報 告 した よ うに14C-

IAPを 約30秒 間 で 注 入 後 断 頭 し 、脳 を 液 体 フ レ オ ン で 凍 結 固 定 した 。 凍 結 固 定 した 脳 を ク ラ

イ オ ス タ ッ トで20μmの 連 続 切 片 を 作 成 し、 既 知 の 濃 度 の14Cス タ ン ダ ー ドと 共 に 片 面 乳 剤X

線 フ ィル ム に 曝 射 した 。 ト レー サ ー 投 与 中 約3秒 間 隔 で 採 取 した 動 脈 血 は20μ1ず つ 液 体 シ ン

チ レ ー シ ヨン カ ウ ン タ ー で 放 射 能 を 測 定 した 。1週 後 にX線 フ ィル ム を 現 像 し、 画 像 解 析 装

置 に てSakuradaら の 式 よ りLCBFを 求 め た 。

3.ア セ チ ル コ リン レセ プ タ ー 分 布 の 測 定

LCBF測 定 に 用 い た 切 片 に 隣 接 す る4枚 の 切 片 を ゼ ラ チ ン コ ー テ ィ ン グ ス ラ イ ド グ ラ ス に 取

り冷 却 空 気 で 乾 燥 固 定 後 、10mMのethylenediaminetetraaceticacid(EDTA)を 含 む50mMの

リ ン酸 緩 衝 液 に30分 間preincubationを 行 な った 。 こ のpreincubationの 間 に 切 片 中 に 存 在 す

る14C-IAPは 完 全 に 除 去 され る こ とは 既 に 報 告 した 通 りで あ る13。 次 に50mMの リ ン酸 緩 衝 液

に1mMのEDTA、1mMのN-ethylmaleimide(NEM)と

1)lnMの3H-quinoclidinylbenzilate(QNB)

2)1nM馳3H-QNBと3mMのpirenzepine

3)1nM3H-QNBと0.1mMcarbachol

4)1nM3H-QNBと1μMatropineを そ れ ぞ れ 加 え た4種 類 の 液 にpreincubationを 行 な った 切 片

を60分 間 室 温 でincubationし 、 そ れ ぞ れmuscarinicacethylcholinereceptor(mAChR)の
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totalbinding、M2rceptor、MIreceptor、non-specificbindingを 測 定 した 。pirezepine

は3H-QM3のMIreceptorへ の 結 合 を ・carbacholは3H-QNBのM2receptorへ の 結 合 を そ れ ぞ れ

阻 害 す る た め 、 得 られ た 像 は そ れ ぞ れM2、MIreceptorの 分 布 を 示 す 。non-specific

bindingは ・H-QNBの10・ 倍 の 濃 度 のatropineを 加 え る こ と に よ り得 た 。incubation後4.cの3つ

の 異 な っ た リ ン 酸 緩 衝 液 で そ れ ぞ れ10分 間 ず つ 洗 浄 後 乾 燥 させLKB-Ultrofilmに3Hス タ ン

ダ ー ドと共 に3週 間 密 着 させ オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィー を 作 成 した 。

出 来 上 が っ た オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィー を 画 像 解 析 装 置 を 用 い 、3Hス タ ン ダ ー ドよ り得 られ

た ス タ ン ダ ー ドカ ー ブ を 基 に 脳 組 織 単 位 重 量 当 りの 放 射 能 に 変 換 し 、 レセ プ タ ー 濃 度 を 求 め

た 。 学 習 能 力 とmAChRの 結 合 能 を 比 較 した 実 験 に お い て はMCAO1週 、1か 月 後 に 学 習 能 力 を 測

定 後 ラ ッ トを 屠 殺 し 、 そ の 後 脳 を 素 速 く取 りだ し 、 凍 結 切 片 を 作 成 し同 様 に1nMの3H-QNBに

incubationを 行 な った 。 しか し こ の 実 験 で は よ り特 異 的mAChRの リ ガ ン ドで あ る と 言 わ れ て

い る3H-N-methyl-QNB2を 用 い た 。

4.セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー 系 の 脳 内 分 布 の 測 定
の

LCBF測 定 に 用 い た 切 片 に 隣 接 す る2枚 の 切 片 を ゼ ラ チ ン コ ー テ ィン グ ス ラ イ ド グ ラ ス に 取

り冷 却 空 気 で 乾 燥 固 定 後 、10mMEDTAを 含 む50mMの リ ン酸 緩 衝 液 に30分 間preincubationを 行

な っ た 。 こ のpreincubationの 間 に 切 片 中 に 存 在 す る14C-IAPは 完 全 に 除 去 され る こ とは 先 に

述 べ た と う りで あ る 。 次 に50mMの リ ン酸 緩 衝 液 に1mMのNEM、EDTAと

1)1nMの3H-forskolin,

2)lnMの3H-phorbor-dibutylate('1:)を そ れ ぞ れ 加 え た2種 類 の 液 にpreincubationを 行

な っ た 切 片 を60分 間 室 温 でincubationし 、 そ れ ぞ れadenylatecyclase、proteinkinaseC

activityの 分 布 を 測 定 した 。incubation後4℃ の2つ の 異 な っ た リン酸 緩 衝 液 で そ れ ぞ れ2分

間 ず つ 洗 浄 後 乾 燥 させLKB-Ultrofilmに3Hス タ ン ダ ー ドと 共 に3週 間 密 着 さ せ オ ー トラ ジオ グ

ラ フ ィー を 作 成 した 。 出 来 上 が った オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィー を 画 像 解 析 装 置 に よ り3Hス タ ン

ダ ー ドよ り得 ら れ た ス タ ン ダ ー ドカ ー ブ よ り脳 組 織 単 位 重 量 あ た りの 放 射 能 に 変 換 し 、 レセ

プ タ ー 濃 度 を 求 め た 。

5.学 習 能 力 の 評 価 法

学 習 能 力 はMCAO後4日 お よ び1か 月 よ りshuttleboxに よ る 条 件 回 避 試 験 に よ り行 な っ た 。

shuttleboxは 相 等 しい2室 か ら な り、 ラ ッ トが 自 由 に 移 動 で き る よ うに 両 室 の 中 央 に 通 路 が

設 け ら れ て い る 。 条 件 づ け は 刺 激 条 件 と して は2.8KHz、80dBの 純 音 を5秒 与 え 、 こ の 間 に

ラ ッ トが 他 方 の 室 に 移 動 しな け れ ば 、 床 の グ リ ッ ドに 無 条 件 刺 激 と して3mAの 電 気 シ ・ ッ ク

を 与 え る と い う も の で あ る 。1日40試 行 を3日 間 連 続 して 行 な い 、 ラ ッ トが 条 件 刺 激 提 示 中 に

隣 室 へ 移 動 した 割 合 を 示 す 回 避 率 で 評 価 し た 。

結 果

1.中 大 脳 動 脈 閉 塞 後 の 脳 血 流 とmAChRの 関 係

MCAO後 の 経 時 的LCBFとmAChRの 関 係 はFigl、2に 示 した 。MCAO3時 間 後 に はLCBFはfrontal

cortex、caudate-putamenで そ れ ぞ れ11±9、9±9ml/100g/min(3～48ml/100g/minの 範

囲)と 低 下 し て い る に もか か わ らずmAChRは 対 側 に 比 較 して 有 意 の 変 化 を 示 さ な か っ た 。

MCAO24時 間 後 に は 虚 血 側 で は 対 側 に 比 較 してfrontalcortexで15%、caudate-putamenで

34%の 低 下 を 示 し、MCAO48時 間 後 に はfrontalcortexで29%、caudate-putamenで58%の 低
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F

Fを 示 した 。LCBFとmAChRの 関 係 を 見 る とMCAO後3時 間 で は 血 流 に 関 係 な くmAChRは 保 た れ 、

MCAO後24時 間 で はLCBFが20ml/min/100g以 下 で 明 らか な 低 下 を 示 し た 。

2.中 大 脳 動 脈 閉 塞 後 のmAChRのtotalbinding、M1、M2receptorの 経 時 的 変 化

MCAO後 のmAChRのtotalbinding、M1、M2receptorの 経 時 的 変 化 はTablelに 示 し た 。 測 定

部 位 をFigure3に 示 した3箇 所 、す な わ ちA:cortexのmoderateischemicarea、B:cortexの

severeischemicarea、C:caudate-putamenのischemicareaと 分 け 測 定 した 。total

bindingはMCAO6時 間 後 に は じめ てcortexのsevereischemicareaで 低 下 を 示 し 、24時 間 後

に はA、B、Cす べ て の 部 位 で 有 意 の 低 下 を 示 し た 。MlreceptorはMCAO6時 間 後 にcaudate-

putamenでMCAO24時 間 後 でregionB、Cで 低 下 を 認 め た 。M2receptorはMCAO6時 間 後 よ り

regionB、Cで 、MCAO24時 間 後 に はregionA、B、Cで 有 意 の 低 下 が 認 め られ た 。

Tablel

Totalbinding,carbacholinhibitedbinding(Ml),andpirenzepineinhibited

binding(M2)of[3HコQNBat3h,6h,and24hafterleftMCAocclusionintherats.

Totalbinding Ml M2

1

Rt.

3h

A701±34

B725±42

C731±39

6h

A636±35

B703±47

C771±38

24h

A671±46

B680±36

C'726±29

Lt.

683±29

692±26

711±27

612±46

644±25*

746±27

Rt.

421±23

432±20

459±48

Lt.

413±26

401±22

409±35

382±46385±32

440±53396±29

467±31416±24*

Rt.

229±25

237±15

300±45

Lt.

198±20

202±18

256±23

209±20201±15

228±20177±20**

272±27239±11*

559±50*413±22388±20219±20153±17*

441±40**403±26213±23**193±21134±23*

432±45**431±48256±48*236±21152±34*

pmol/gtissue
Significantdifferencefromthecontralateral.*p<0.05,**p<0.01
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Table2
Localcerebralbloodflowandspecificbindingof3H-forskolinand
3H-pholbol-12 ,13-dibutyrate(PDBu)intheleftMCAoccludedrats.

LCBFForskolinPDBu

MCAO3h

Frontalcortex

Sensorimotorcortex

Caudate-putamen

Parietalcortex

Thalamusdorsal

medial

ventral

Auditorycortex

Occipitalcortex

R168±18

L28±12**

R190±36

L25±13**

R135±42

L9±g**

R207±40

L26±15**

R183±46

L112±39*

R160±41

L114±37

R147±43

L81±25*

R215±38

L32±22*

R176±53

L59±24**

165±33

178±36

197±36

162±38

637±40

403±124*

194±41

164±42

120±61

117±55

127±70

116±50

78±32

58±38

208±49

171±54

199±52

177±48

1492±112

1408±235

1487±66

1412±62

1408±90

1265±56*

!422±132

1440±170

1217±201

1175±219

1258±229

1263±244

1197±232

943±242

1413±173

1468±67

1490±68

1315±253

MCAO24h

Frontalcortex

Sensorimotorcortex

Caudate-putamen

Parietalcortex

Thalamusdorsal

medial

ventral

Auditorycortex

Occipitalcortex

R

L

R

L

R

L

R

L

R

L

R

L

R

L

R

L

R

L

221±10

44±10**

220±20

38±14**

189±12

i6±15**

214±35

41±9**

163±19

114±31*

166±17

103±15**

171±37

91±9**

229±9

48±11**

174±38

85±30**

(ml/1008/min)

239±30

155±80

246±24

83±42**

674±24

94±67**

220±29

83±48**

148±25

150±15

173±51

161±52

122±10

83±13**

250±20

116±66

257±39

189±23**

(fmol/mg)

1309±106

1526±80*

1333±117

1676±306

1301±199

1445±306

1623±179

1830±555

1214±182

1274±194

1546±366

1421±323

1193±270

1154±487

1328±169

1365±294

1409±111

1418±155

(fmo1/mg)

Valuesarethemeans±SD.

Significantlydifferentfro皿non-ischemic(R)sideat*:P〈0.05,and

**:p<0.01.
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3.中 大 脳 動 脈 閉 塞 後 のsecondmessenger系 の 変 化

MCAO後 のLCBFとForskolinbinding、'libindingの 関 係 はTable2に 示 した 。MCAO3時 間

後 で はcaudate-putamenに お い て の みforskolinbindingの 低 下 、PDBubindingのIL進 を 認 め

た 。MCAO24時 間 後 に はforskolinbindingは 新 た にsensorimotorcortex、parietal

cortex、thalamusの 一 部 で 低 下 を 示 し、PDBubindingはfrontalcortex、parietalcortex

で 上 昇 を 認 め る の み で あ っ た 。

4.中 大 脳 動 脈 閉 塞 後 のmAChRと 学 習 能 力 の 関 係

MCAO後4日 目 よ り条 件 回 避 学 習 試 験 を 開 始 した ラ ッ トで は 回 避 率 はsham手 術 群 で86 .1%、

MCAO群 で83.3%で 、MCAO1か 月 後 に 開 始 した ラ ッ トで はsham群86 .7%、MCAO群73.2%で あ っ

た 。 条 件 回 避 学 習 試 験 に 使 用 した ラ ッ トの3H-N-methylQNBのbindingactivityを 測 定 し た

結 果 がTable3で あ る 。 そ の 結 果 虚 血 に よ り脳 梗 塞 に 陥 っ た 部 分 を 除 い た 部 位 で はMCAO1週

後 で はparietalcortex、thalamusのventrolateralnucleusで 低 下 を 認 め た が 、1か 月 後 で

は さ ら にfrontalcortex、caudate-putamen、thalamusのmediodorsalnucleus、

hippocampusのCA-1、dentategyrusで そ の 低 下 を 認 め た 。

Table3

Distributionof[3H]-N一 皿ethyl-QNBbindingsitesinbrain

Structure Control

(n=5)

1weekafterMCAOlmonthafterMCAO

Rt. Lt.(n=3) Rt. Lt.(n=3)

Sensorimotorcortex

Cingulatecortex

Parietalcortex

Occipitalcortex

Caudate-putamen

Thalamus:MDN.

VLN.

HipPocampus:CA-1

CA-3

Dentategyrus

Inferiorcolliculus

396±5

364±7

404±7

394±11

398±8

287±10

234±10

421±9

386±6

402±9

336±7

389±19

369±23

381±5

364±37

381±16

287±25

234±23

422±6

354±20

391±9

318±20

349±29384±3

350±13363±20b

,c___,a353±8373±6

368±18360±10

339±39372±30

245±36253±9

b,ca158±111
79±20

414±11401±6

349±25379±13

379±16381±14
a29

4±15326±15

b,c337±16

357±26

a353±15

359±6

b344±12

a196±29

b,c73±21

a380±10

357±12
a354±9

321±14

Valuesaremean±SEMinpmol/gtissue.

a:Significantrydifferentfromcontrol,P〈0・05・

b:Significantrydifferentfromcontrol,P〈0.Ol.

c:Significantrydifferentfromcontralateral,P〈0.05.
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考 察

ラ ッ トMCAOモ デ ル はす でに 確 立 され た 局 所脳 虚 血 モ デル で あ り広 く用 い られ てい る。 しか

し中 大脳 動 脈 の 閉 塞 部位 に よ り血流 低 下 の 程 度及 び範 囲 に差 異 の 出現 す る こ とが 報貸 され て

い る1。 今回 我 々が 用 いたLCBFとmAChRの 結 合 能 を 同一 個 体 で 測定 す る方 法 は 個 体間 で 見 ら

れ る血 流低 下 の ば らつ ぎを考 慮す る必 要 が な く、優 れ て た方 法 であ る。 方 法 で も述 べ た よ う

に30分 のpreincubationで 脳 切 片 中の14C-IAPは 完 全 に 除 去 され る13。 以前 我 々が報 告 した

14Cと18Fを 用 いた 二 重 標 識 オ ー トラ ジオ グラ フ イー9も 比 較 的 簡 単 で誤 差 の少 ない 方法 で あ

るが 、18Fが 入 手 困 難 であ る こ と と、18Fの 半減 期 が110分 と短時 間 であ る こ とよ り実 験 時 間

お よび 切 片 の処 理 に 時 間制 約 が あ るな どの 問 題 が あ った 。 しか し今回 の 方 法 はそ うい った 問

題 もな く、 また切 片 を 一80.Cのdeepfreezerに 保 存 す る こ とで レセ プ タ ーの結 合 能 は1年 間

保 たれ る こ と よ り、使 い やす い方 法 と考 え る。

mAChR(M1,M2)の オ ー トラジ オ グラ フ ィーはMashandPotter7の 方法 に よった。4℃ の リ

ン酸 緩 衝 液 中 で10分 間ず つ3回 の洗 浄 でnon-specificbindingは 完 全 に除 去 され るの に対

し、specificbindingが ほ とん ど変 化 を受 け な い こ とはす で にMashandPotter7ら に よ り

報告 され てい る。 今 回10μMのatropineをincubation液 に加 え る こ とに よ りnon-specific

bindingを 同時 測定 した が 、そ の 結 果 正常 お よび虚 血 巣 と もにnon-specificbindingの 影 響

が な い こ とが 証 明 され た 。

MCAO後 のmAChRの 結 合能 は 、MCAO3、6時 間後 に は 虚血 中 心 部 のcortex及 びcaudate

nucleusに お い ては3H-QNBの 結 合 能 は低 下 して い たが 、そ の低 下率 は10%前 後 で比較 的 よ く

保 た れ て い た。 虚 血 巣 以外 の 部位 は 当然 な が らそ の 結 合能 の低 下 は認 め られ な か った 。

cholinergicneuronはcortexで はsmallfisiformeneuronで 、interneuronと して 全層 に 分

布 して お り、caudatenucleusで は大 型 のneuronで あ る とされ て い る4。 一 方 そ の レセ プ

タ ーの 方 はcaudatenucleusのsmall、mediumsizedneuronに 存 在 して お り、 こち らの方 は

虚 血 に 対 しては 脆 弱 で あ る と言 われ てい る4。

Onoderaら8は ジ ヤー ビル の一 過 性 前脳 虚 血 後 、神 経 細 胞 の脱 落 に 先立 ってQNBの 結 合能 が

低 下 す る こ とを報 告 して い る。 しか し我 々の 結 果 ではMCAO6時 間 では45Caオ ー トラ ジオ グ ラ

フ ィーで 見る とす で に45Caの 取 り込 みが み られ 、neuronのischemicchangeが お こ って い る

こ とが 明 らか で あ る に もか か わ らずQNBの 結 合能 は 比較 的 保 た れ て い る とい う結 果 であ っ

た。 この 結 果 はOnoderaら の 結 果 とは 異 な ってお り、 永久 虚 血 モ デ ルに おい て は 、一過 性 虚

血 と異 な り、mAChRの 低 下 はneuronの 障 害 に 先立 って は 認め られず 、逆 に レセ プタ ー側は 虚

血 後 も比較 的 よ く保 た れ て い る こ と示 し、虚 血後 の神 経 細 胞 の障 害 の機 序 の違 い に よる可能

性 が示 唆 され た 。

MCAO後24時 間 では3H-QNBはcortexで は35%、caudatenucleusで は40%の 低 下 を認 め た。Hu

rskaら5は カ イ ニ ン酸 で 線 条 体を 破 壊 した ところ3H-QNBのbindingactivityが40%に 低 下 し

た こ とを 報 告 し、mAChRの60%はneuronに 存 在す る こ と、 また この40%の 低 下は 親和 性 の低

下 で はな く、結 合部 位 の 低 下 で あ る こ とを示 した 。 今回 の 我 々の結 果 で はそ の 低 下は40%で

あ ったが 、 カ イ ニ ン酸 に よ る破 壊 とは 異 な り、 虚 血 に よる神 経 細胞 の 脱 落は 完 全 で ない ため

そ の低 下 率 が 低 い もの と推 測 され た 。 一方cortexに おい て はJohnstonら6に よ りcortexに 直

接 カイ ニ ン酸 を 注 入 した と ころcholineacethyltransferaseactivityが29%低 下 し、basal

8
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nucleusを 破 壊 した と こ ろ 、70%低Fを 認 め た こ とが 報 告 さ れ た 。 す な わ ちcortexのcholin

ergicneuronの70%はbasalnucleusの 投 射 で 、30%はinternueronで あ る こ と を 示 した 。

今 回 の 我 々の 結 果 で 見 る と 、MCAO24時 間 後 に はM1、M2の タ イ プ 別 見 る とM1の ほ うが 低 下 率

が 箸明 で あ っ た 。caudatenucleusに い お て は 、M1つ ま りpostsynapticsideはmedium、

smallsizedneuronに 存 在 し 、 虚 血 に よ り脆 弱 で あ る こ と よ り今 回 の 結 果 は 容 易 に 理 解 出 来

る 。cortexに お い て はM2レ セ プ タ ー の70%はbasalnucleusの 投 射 繊 維 で あ り、basal

nucleus自 体 は 虚 血 よ り免 れ て い る た め 、 そ のterminalは よ り保 た れ て い る こ と が 推 測 され

た。 一 方postsynapticsideで あ るM1レ セ プ タ ー は 虚 血 部 に 存 在 す る た め そ の 障 害 が よ り強

く出 る も の と 考 え ら れ た 。

セ カ ン ドメ ッセ ン ジ ャ ー 系 で は 虚 血 部 で は3H-forskolinは 結 合 能 の 低 下 を 示 し、3H-PDBu

は 増 加 を 示 した 。 こ れ はMCAO後 虚 血 部 で は3H-forskolinbindingに よ って 示 さ れ る

adenylatecyclase活 性 の 減 少 、 す な わ ちc-AMP系 の 障 害 と 、 こ れ とreciprocalな3H-PDBu

bindingsiteの 増 加 つ ま りPKC活 性 増 加 が 認 め られ た こ と を 意 味 す る 。PKC活 性 の 充 進 の 機 序

と して 虚 血 に よ り細 胞 内Caイ オ ン の 増 加 の 結 果 、phospholiphaseCが 活 性 化 され 、

phosphotidylinositol4,5-bisphosphate(PIP2)が 分 解 され 、 セ カ ン ドメ ッ セ ン ジ ャ ー で

あ るdiacylglycerolの 産 生 が 促 され 、PKCの 活 性 が 増 加 した と考 え られ る 。 しか し これ ら の

現 象 は 虚 血 急 性 期 の 細 胞 障 害 に 関 連 した 事 象 で あ り、mAChRの 結 合 能 の 低 下 と の 関 連 は 今 後

検 討 す る 予 定 で あ る が 今 回 は そ の 解 明 は 課 題 と して 残 った 。

次 にMCAO後 のmAChRと 学 習 能 力 の 測 定 結 果 を 見 る と 、MCAOl週 後 で は 虚 血 巣 以 外 で は 梗 塞

を 免 れ たparietalcortexとthalamusのVL核 でQNBの 結 合 能 の 低 下 を 認 め 、1か 月 後 に は さ ら

にsensorimotorcortex、caudatenucleus、thalamusのMD核 、HippocampusCA-1、dentate

gyrusに ま で そ の 低 下 は 拡 大 を 認 め た 。 ラ ッ トMCAO後 逆 行 性 の 神 経 繊 維 の 変 化 に よ り視 床 に

萎縮 が 起 こ る こ と は す で に 報 告 さ れ て い る が3、 この 様 に ア セ チ ル コ リ ン レ セ プ タ ー もそ の

結 合 能 が 低 下 す る こ とが 示 され た 。 ま た 従 来 の 組 織 学 的 検 討 で は 指 摘 され な か っ た 虚 血 周 辺

のsensorimotor、parietalcortex、caudatenucleusに そ の 低 下 が 認 め られ 、 虚 血 とは 離 れ

たhippocampus、dentategyrusに も 低 下 を 認 め た こ と は 局 所 脳 虚 血 のremoteeffectに レ セ

プ タ ーが 関 与 して い る こ と を 示 唆 す る 所 見 で あ る 。

MCAO1週 と1か 月 後 の ラ ッ トの 学 習 能 力 の 比 較 で は 、1か 月 の 方 が 学 習 能 力 が 低 い とい う傾

向 しか 得 られ な か っ た 。 こ の 原 因 と し て は 、 測 定 した ラ ッ トの 数 が 少 な い 、 条 件 設 定 の 問

題 、 測 定 方 法 等 、 今 後 検 討 せ ね ば な らな い 幾 つ か の 問 題 点 を 含 ん で い る と 思 わ れ る 。 今 回 は

虚 血 後 の 学 習 能 力 の 獲 得 で 検 討 した が 、 虚 血 前 に 条 件 回 避 を 獲 得 させ 、 そ の 後 虚 血 を 誘 発 し

て 再 度 回 避 率 を 測 定 す る 方 が よ り臨 床 に 即 し た 方 法 と反 省 して い る 。

以 上 の よ うに 学 習 能 力 の 評 価 に は 多 少 の 問 題 点 は 含 ん で あ る が 、本 研 究 よ り虚 血 急 性 期 に

はmAChRは 比 較 的 よ く保 た れ て い る こ と 、 慢 性 期 に は 梗 塞 巣 周 辺 の み で は な く 、遠 隔 部 位 に

お い て もmAChRの 結 合 能 の 低 下 が 認 め ら れ た 点 は 興 味 あ る 所 見 と考 え た 。
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Figure 2 

Relationship between CBF and 

binding activity at 3h, 24h, 

after ischemia in the rats.
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Figure 3 

Schematic drawing of 

nucleus. A, moderate 

the cortex; C, Severe

coronal section of the rat brain at the 

ischemic area in the cortex; B, severe 

 ischemic area in the caudate-putamen.
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