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Abstract 

Acetylcholine (ACh) is the neurotransmitter related to learning and memory. The乱ctivity

of its metabolic enzyme choline acetyltransferase (CAT) is found to be remarkably decreased 

at autopsy. We consider that there is some relationship between ACh and cerebrovascular 

dementia such as dementia in ischemia and forgetfulness after ischemia. 刊の we studied the 

relationship between ischemia and cholinergic neuron. 'vVe examined changes of muscarinic 

cholinergic receptor (m-ChR) in experimental ischemia by binding assay and autoradiography, 

and performed immunohistochemical study of CAT that is, acetylcholine synthetase, by PAP 

method. We also studied delayed neuronal death from the aspect of cholinergic system because 

the hippocampus recieves ACh pathway arising from the basal nucleus. '.¥1aterials used include: 

Pulsinelli’s 4 vessel occluded rats, Tamura’s MCA occluded rats and forebrain ischemia mon-

golian gerbils. 

In ischemia, the number of m-ChR decreased and binding affinity of m ChR increased, 

and recirculation caused increased the number of m-ChR. While m-ChR changed immediately 

after ischemia, it was not until the fourth day that CAT positive cells decreased in hippocampus. 

In other words, at first m-ChR in postsynaptic membrane changed in ischemia, and with the 

progress of neuronal damage, C、ATalso changed. After m-ChR decreased in the thalamus, 

stria terminalis and Meynert nucleus 1 day following ischemia, it decreased in hippocampus 

Key words: Muscarinic cholinergic receptor, Choline acetyltransferase, Experimental ischemia, Hippocampus, 
Delayed neuronal death. 
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after 7 days. We can consider receptor changed corresponding to the pathway of cholinergic 

neuron. Our study suggested that the receptor change in cholinergic system plays some role 

in the delayed neuronal death in the hippocampus. 

緒 i3 

中枢神経系における acetylcholine(ACh）の存在は，

1933年に Changと Gaddumによって報告された．

その後， AChが脳内の伝達物質である ζとが明らか

にされ，さらに receptorの研究が進み， AChreceptor 

kはムスカリン性レセプター（m-ChRJとニコチン性

レセプター（n-ChR）の2種があり，それぞれ異なった

特性を持つことが明らかにされた．中枢神経系ではm・

ChRが多く， n-ChRの約10倍量存在している．

アゴニストによって m-ChRが刺激されると，中枢

神経系では neuronの興奮が引き起乙される．細胞レ

ベルの反応は， m-ChRの刺激により細胞外より細胞

内への Ca＋イオンの流入が起乙り，続いて phospho-

lipase んの活性化，膜結合性 guanilatecyclaseの活

性が順次起き，細胞内の cylicGMPの上昇が認めら

れる9l.

虚血脳における neurotransmittermetabolitesの研

究は従来から数多くなされている．とれまでの neuro-

transmitter k関する研究は， presynapticlevelで行わ

れてきたが， neurotransmitter の生物学的反応、は

receptorとの結合κより惹起されるものであり，最近，
receptorの同定が可能になったととから，neurotrans-

mitterに関し receptor側からのアプローチができる

ようになってきた．

neurotransmitterのreceptorに関する研究は，その

receptor lζ対し高い特異性と親和性をもった RI標識

物質の開発に伴い，盛んに行われるようになってきて

いる． muscarinic receptor lζ 関しては， 1974年

Yamamuraら40）によって初めて muscarinicreceptor 

IC高い特異性と親和性をもっ物質であるquinuclidinyl 

benzilate (QNB）を tritium(3H）でラベルした RI

標識物質を用いての脳内 muscarinicreceptorの測定

の報告がなされて以来，数多くの研究が行われるよう

になった．中厄神経系のととにラットの脳内 muscari-

nic receptorの分布に関しては， Rotterら34》により，

すでに詳細な分布図が作成されている．また，各種病

態におけるその変化についての報告も散見される．

虚血ラットを用いた実験では， CATおよび AChE

はともに低下する21.22,36》．また，脳血管障害による痴

呆では海馬において CAT活性は低下する27人大きな

梗塞のある例では AChEの髄液内活性の有意の低下

が認められている20》 また， m-ChRは血管性痴呆で

は有意な低下が認められている知．

しかし，脳虚血急性期より，慢性期lζ至る時間経過

で，血管性痴呆とも関連して ACh系および receptor

はどのように変化するかについてはとれまで報告がな

い． そ乙で著者は， 実験脳虚血において，［3H]QNB

を用いた bindingassayおよび autoradiographyに

より muscariniccholinergic receptor (m-ChR）の変

化を検討するとともに， acetylcholine(ACh）合成醇素

である cholineacetyltransferase (CAT）を酵素抗体法

による免疫組織学的検討を行い， receptorの変化と比

較検討した．また，砂ネズミの海馬iζ発生する delayed

neuronal death lζ関しでも， AChは海馬と特IL関係

が深いことから， cholinergicsystemの面から乙の現

象について検討した．

方 法

I 全脳虚血モデル

1) 実験全脳虚血の作成

体重 200～300gの成熟雄 Wister系ラット（日本

チヤールス・リパー側より購入） 10匹を用い， pento-

barbital sodium (NembutalR) 40 mg/kgの腹腔内投

与による麻酔下で， Pulsinelli加の方法に従い，両側

椎骨動脈を電気焼灼切断した．翌日，無麻酔下でラッ

トを仰臥位IC固定し，頭部正中で皮I：守を切開し，両側l

総頚動脈を露出し， 30分間閉塞した．また正常ラヴト

5匹を対照群とした．

2) muscarinic cholinergic receptor (m-ChR）の

binding assay1•2'24>

虚血後，無麻酔下で断頭し，速やかに脳を取り出し，

小脳，脳幹を除いて大脳を 0.32 M sucrose rj:lで，テ

フロンホモジェナイザーを用いて5分間ホモジェナイ

ズし， 1,OOOxgで10分間遠沈した．その supernatant

を 10,000×gで20分間遠沈し，その pelletを O.OlM
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Fig. 1 Speci凸cbinding of a ligand to its receptor. 
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Fig. 3 Method of assay for muscarinic cholinergic 

binding in rat brain. 

minを standardとして， Lowry法印で測定した．

neurotransmitter receptor assayの原理は receptor

lζ対する RI標識物質と非標識物質の競合的結合を利

用するものである.receptorと標識物質を反応させる

と， receptar結合標識物質ができるが，非標識物質を

大量添加すれば理論的にはすべての receptorは非標

識物質で占拠されるので，結合型として測定される放

射能量はほとんど0となるはずである．しかし，実際

にはかなりの結合型放射能が検出される．これは標識

物質が receptor以外の細胞成分IC非特異的lζ吸着す

る nonspecificbindingである． したがって，すべて

の放射能量から非特異的結合放射能量を差引いたもの

が真の receptorに結合した最となる（Fig.l). 

2. 局所脳虚血のモデル

1) 実験局所脳虚血の作成

体重 100～200gの成熟雄 W川げ系ラット20匹を

(Crude membrane preper口↑ion) 用い， pentobarbitalsodium (N embuta]・B) 40 mg; kg 

Fig. 2 Crude membrane preparation of rat brain. 腹腔内投与による麻酔下で，岡村の方法日＇ ＂＇IC.従い，

左中大脳動脈を電気凝固後切断した．

phosphate buffer(pH 7. 2）でホモジェナイズし， crude 2) carbon perfusion による梗塞巣の確認

membrane preparationとして［＇ HJQNB binding 虚血ラソトを浅エーテル麻酔下に左頚動脈およひか左

assayに用いた（Fig.2). 頚静脈を露出した. 23Gカテーテルを左総頚動脈lζ

receptor preparation と［＇H]QNB (phenyl 4-3H, 挿入し， perfusionを開始し， 左頚静脈を切断した．

speci日cactivity 38 Ci/mmol, ethanol solution）を 25。C perfusionは， 70cmの高さから行い，まず carbon

で60分間 incubateした．乙の際，非特異的結合をみ suspension （懸濁液）単独，次に carbonsuspension 

るために実験系IC.atropine sulfate （和光純薬工業側 と 10~ぢホノレ7 リンの混合液（200ml）で濯流した．直ち

019-04851) 100 μI/mlを加えた assayも行った.incu- IC脳を取り出し， 10；ぢホノレマリンで一晩固定後，前額

bation ののち内容を glass 品目五lter (Whatman 断面の標本を作成し， carbondefect部位の検索を行っ

GF-B）を通して吸引漉過した．五lterを赤外線ランプ た．

で乾燥ののち，シンチレーターを lOm！加えて48時間 3) muscarinic cholinergic receptor (m・ChR）の

以上暗室中に置き，ケミルミネッセンスを抑えた後， autoradiography (Fig. 4) 

liquid scintillation spectrometry (Tracor Analytic 手術の翌日，無麻酔でラ ットを断頭し，速やかに脳

MARK ill）で radioactivityを測定した（Fig.3）.なお， を取り出し， ドライアイスアセトン中で－60。C～
receptor preparationの蛋白量は bovineserum albu- 70°Cで凍結させた．次に，－20。Cに保ったクライ
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 Fig. 4 Procedure for autoradiography of muscarimc 
cholinergic receptor. 

オスタットの内で， 8μm厚の組織切片を作成した．

次に， thawmount法により，あらかじめゼラチンコ

ートを施したスライ ド上にのせ，冷風で30分間乾燥さ

せ冷凍庫内（ー20℃）で2日間保存した． その後，

50mMの phosphatebuffer に 10μCiの[3H]QNB

を加え， 25℃で2時間反応させた．反応、後 4。CK冷

却した同一緩衝液で30秒間洗浄し，ついで冷風で乾燥

させた．乾燥させたスライドは暗室でX線撮影用のカ

セット（FujiEC cassette）に並べ， LKBultra凸Imに

密着させ， 4日間曝露させた．現像はコードールXに

より 20。Cで5分とし，定着はコニフィクスIrて10分

とした．

4) 組織学的検索

連続切片を用い， HE染色， luxolfast blue(LFB) 

染色を加え標本を作成した．

3. 前脳虚血モデル

1) 実験前脳虚血の作成

体重 60～80gの8週令の砂ネズミ（成和実験動物
研究所より購入） 42匹を用い，浅エーテJレ麻酔下lζ頭

部の正中切開により左右の総頚動脈を露出し，覚醒を

待ったあと，動脈癌クリップ（杉田式テンポラリーク

リップ）を用いて左右の総頚動脈を5分間閉塞した．

2) m-ChRの bindingassay 

虚血直後および血流再開後10分， 60分， 1日， 2日，

4日， 7日後lζ無麻酔下で断頭した．以下は前述の通

り bindingassayを行った．

3) m-ChRの autoradiography

同様の時間経過で無麻酔下で断頭した．以下は前述

の通り autoradiographyを行った．画像解析処理に

は， NikonLuzex 2D全自動画像解析システムを用い

た．

4) Choline acetyltransferase (CAT) IC対する酵素

抗体法10.ii.20.39> (Fig. 5) 

同様の時間経過でエーテル麻酔後，左心室から生理

食梅水，次いで 0.1勿 paraformaldehyde(PFA）液

（約 200ml）にて約10分間， 120～140cm HzOの圧で

濯流固定した．その後大脳を摘出し，さらに 4%PFA

液に一晩浸潰した．固定液の洗浄は， 10%sucrose加

PBSで4時間， 155ぢsucrose加 PBSで4時間， 20%

sucrose加 PBSで一晩行った. -15°Cでクライオス

タJ トを用い， 8μmの凍結切片を作成した．酵素抗

体法は peroxidase-antiperoxidase (PAP）法にて行っ

た．操作手順は， 1) 内因性 peroxidase除去（H202)

室温30分，2) 正常ウサギ血清（blockingsolution）室

温10分， 3) 1次抗休（抗 CAT)4。c2日， 4) 2次

1. Fixation by perfusion of paraformaldhyde (PFA) 

2. PFA品xation 4'C 

3. 10% sucrose, 0. 01 M PBS 4'C 

4. 15勿 sucrose,0. 01 M PSB 4'C 

5. 20% sucrose, 0. 01 M PBS 4'C 

6. making of frozen section 

7.、vVashingwith 0. 01 M PBS 4'C 

8. Removal of endogenous peroxidase room temperature 

9. ¥¥'."h川日明ith0. 01 M PBS 4'C 

10. Blocking solution (normal rabbit serum) room temperature 

11. First antibody (anti CAT) 4・c
12.、Vashingwith 0. 01 M PBS 4'C 

13. Second antibody (rabbit anti mouse I gG, A, M) room temperature 

14. Washing wity 0. 01 M PBS 4'C 

15. PAP solution room temperature 

16. Washing with 0. 01 M PSB 4℃ 

17. DAB stain room temperature 

Fi邑 5 Procedure for PAP method. 

overnight 

4hr 

4hr 

overnight 

Smin×3 
30min 

Smin ×3 

IO min 

48hr 

Smin ×3 
60min 

5min×3 
60min 

5min ×3 
30min 
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Table l. 

B max 
(p mol/mg • protein) 

15.8土4.0

Kd 
（×10 i2 M) 

0.64土0.10Normal 

抗体（ウサギ抗マウス IgG,A,M，）室温60分， 5) PAP 

solution 室温60分， 6) DAB (diaminobenzidine 

tetrahydrochloride）で発色，室温15分， 7) メチJレグ

リーン染色室温30分， 8) アノレコーJレで脱水後，グリ

セリン PBSで封入した．

各操作後は 0.01 M phosphate buffer solutionで十

分洗浄した．また，連続切片を用い， HE染色をほど

とした標本もあわせて作成した．

Fig. 6 

9. 0±2. 2* 0.41±0.08* Ischemia 

2) binding assay 

speci日c['H]QNB binding は， Fig.6のごとく，

ligand の量の増加に伴って飽和された． 虚血脳では

ligandの量が少ないときには， bindingの affinityが

増加するという結果が得られた．本実験における Sea-

tchard plotは Fig.7のどとくである． すなわち，

正常に比べ，虚血脳では receptorに対する specific

['H]QNB bindingが減少している．

maximal binding (B max）は，正常脳では 15.8ェ

4. 0 (p mole/mg・protein），虚血脳では 9.0土2.2(pmole 

/ mg• protein）であり，虚血脳で有意に減少していた．

また，解離定数 （Kd）は正常脳で 0.64土0.10×10-12

M，虚血脳で 0.41土0.08×10ーはM と，虚血脳におい

て Kdが有意に減少していた（Table.1). 

2. ラット中大脳動脈閉塞モデル

1) 一般症状

平均手術時間は， 28.4分であった．

硬膜内操作により脳出血をきたし，死亡した例があ

った（手術例の15~ぢ） ．

神経症状としては，麻酔覚醒後lC軽度の右片麻療が

認められた例があった．

* p<O. 01 
果

1. 全脳虚血モデル

1) 一般症状

右総額動脈閉塞直後，ラットは不規則な呼吸を示し

たが， 30～60秒後には回復した 次いで， 左総頚動脈
を閉塞すると，ラットは無呼吸となり， 10～20秒間短
幹をねじらせ，その後自発呼吸が出現し， 1～2分後

lCはほぼ正常呼吸となった．無呼吸のまま死亡する例

もあった（手術例の30%）が検討から除外した．

結

。
10 

['HJ QNB bound (pmol/mg .protein) 

Scatchard plot of [3H] QN B binding to crude 
membrane prepared from rat brain. 

0 

normal 

20 

~ 
、、
~ 

.& 
10 

Fig. 7 
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Fig. 8 Coronal sections of normal rat brain (left) and left MCA occluded rat brain with 

carbon perfusion (right). 

Carbon defect was recognized in the cortex of left MCA region and striatum 

(arrows) 

2) carbon perfusion 

左中大脳動脈機流領域の大脳皮質および線条体 lこ

carbon defectが認められた（Fig.8).

3) HE染色・ LFB染色

左中大脳動脈泌流領域の大脳皮質および線条体に梗

塞（壊死）がみられ，一部に脱髄がみられた（Fig.9). 

4) autoradiography 

正常ラットでは［3H]QNBは，線条体，大脳皮質，

海馬iζ強く集積がみられた．中大脳動脈閉塞ラットで

は， Fig.10のどとく中大脳動脈領域の大脳皮質およ

び線条体＇c著明な［3H]QNB の減少が認められた．

また，同側海馬，視床，尾状核頭部外側においても

[3H]QNBの減少が認められた．

3. 前脳虚血モデル（砂ネズミ）

1) 一般症状

両側総頚動脈をクリ ップすると，呼吸数，心拍数の

増加がみられたか，神経症状はみられなかった．クリ

yプをはずし，血流を再開させると，呼吸，心拍とも

元の状態lζ復した．

砂ネズミは四肢を動かさず，約30分の間，寡動を示

した（痛み刺激には四肢を動かし反応した）．

2) 組織学的変化

虚血負荷後の4日目より，大部分の CAI錐体細胞

は崩境し，細胞数の減少が認められた．海馬以外iζ（i
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Fig. 9 Coronal sections of rat brain with occl us10日

of the left MCA. 

Luxol fast blue stain. Infarction was recog 

nized in the cortex of left MCA region and 

striatum with demyelination (arrow）・

Fig. 10 3H-QNB autoradiograms in rat brain with 

occlusion of the middle cerebral artery. 

Note reduction of radioactivity in the cortex 

of middle cerebral artery region, striatum, 

hippocampus, thalamus and lateral caudate 

nucleus head (arrow). 

Table 2. Dissociation constant (Kd) and maximal binding (B max) in 

normal and ischemic gerbil brains. 

Kd 
（×10-12 M) 

1. 53±0. 38 

0. 59 ± 0. 13＊＊一一－，

0.96土0.22 一一円

0. 71±0. 18** 

0.69±0.16** 

Normal 

Ischemia no recir. 

Ischemia 10' recir. 

Ischemia 60’recir. 

lschemia 1 d recir. 

B max 
(p mol/mg・protein)

13.3土1.5 

10. 2±1. O* , 
I** 

16.1土2.3 一一一｜

9. 8± 1. 6** 

10.5士2.1 

* pく0.05, ** p<O. 01 
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a 

b 

虚血直後（非再開通例）では， bindingは減少した，

ところが，虚血後10分間の再開通例では• Bmaxは増

加した． 再開通後， 60分後には，再び Bmaxは減少

した．また，虚血例では全例正常に比べ affinityが増

加していた（Fig.12). Scatchard plotは Fig.13のど

とくである． Bmaxは，正常に比し虚血直後（再開通

なし）から有意に減少し，再開通10分後では有意lζ増

加した．再開通60分以後は再び減少した. Kdは，康

血直後（再開通なし）では正常に比し有意に減少し，

再開通後10分では有意に増加するものの， 60分後には

減少し，時間経過とともに減少した（Table.2). 

4) autoradiography 

虚血1日目より視床外側核， 視床腹側核，分界条，

Meynert核ICおいて m-ChRの減少が認められた．

虚血7日目では海馬において nトChRの減少がみられ

た．経過中，線条体，大脱皮質ICは変化を認めなかっ

た（Fig.14).

5) CAT陽性細胞の変化

虚血4日目より海馬 CAlneuronの減少とともに

CAT陽性細胞も減少した．他の部位，特lζMeynert

核，内側中隔野では，特に変化がなかった（Fig.15).

考察

従来，脳の生化学的研究は主に transmitterの量の

増減を測定し，その結果から脳のすべての現象を説明

(' しようとしてきた．しかし， transmitterの量は，合成

d 

Fig. 11 Gerbil hippocampus. Normal (a), 2 days (b), 

4 days (c) and 7 days (d) following 5 minutes 

ischemia On and after 4 days following 

ischemia, neurons in the CAl subfield have 

been destroyed (between arrow heads）ー

Other areas remain intact morpholo耳ically.

H.E. Stain. 

変化を認めなかった（Fig・11).

3) binding assay 

・貯蔵・放出の総和を示しているにすぎず，実際lζ政

出されて機能した transmitterだけを分離して測定す

ることは難しい．その点， receptorの大部分はシナプ

ス後膜lζ限局するので，シナプス部での機能を敏感IC

反映しうる．

記憶・学習に最も重要な役割を果たしている神経伝

達物質は ACh系であると現在考えられている．その

背景は， scopolamineを正常人に注射すると痴呆症状

と同様の記憶障害を生じへさらにそれは physostig・

mineの投与により改善されるととにある1＞， 加えて，

Alzheimer病の大脳皮質の CAT活性は著しく低下し

ておりへ老齢ラットや疋常老人でも CAT活性は低

下している．

脳血管性痴呆や虚血後の健忘が知られているように

虚血による痴呆症状の発現にも ACh系は関与してい

ることが考えられる．

中枢神経の大部分の ChRは m-ChRであり，線条

体，海馬，大脳皮質lこ密度が高く，小脳では密度が低
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Scatchard plot of [3HJ QNB binding to 

crude membrane prepared from gerbil brain. 

Yamamuraら‘引によるラ‘ソト脳の [3H)QNBで調

べた m-ChR量，CAT,acetylcholine esterase(AChE) 

の dataでは， AChが最も多く分布している部位であ

る線条体には receptor量が多く，酵素活性も高い．し

かし， 2番目に m-ChRが多い大脳皮質では CATが

少なく，AChE活性も非常に低く，両者の分布は平行

しない. m-ChRが最も少ないのは小脳皮質で，この

部位の CAT,AChE活性も脳内で最も少ない．以上

のように， m-ChRと AChの合成や代謝［三関係した

酵素は必ずしも平行して分布していない．

最近の neurotransmitterや receptorの研究ICよれ

ば4品加， Alzheimer病では，大脳皮質，海馬，線条体

における CAT活性の低下が知られているが5，加，さ

らに海馬においてのみ m-ChRの減少が指摘され32>’

病因として脳内コリン系の異常，特にムスカリン性の

皮質 海馬経路の変性が注目されている．

脳虚血K関連して，血管性痴呆があるか， ζの病態

および発症のメカニズムに関しては海馬の病変が注目

されているが，実際に脳虚血における m-ChRおよび

CATが時間経過でどう変化するかについては， これ

まで報告がない そ乙で，著者はこれらを明らかにす

る乙とにより，虚血および血管性痴呆の病態の解明を

lまかった．

m ChR については，本教室ですでに実験的水頭症

における変化を検討している山が，虚血により m・

ChRがどのように変化するかを調べた.Pulsinelliの

方法による全脳虚血ラマトでは，結合量は減少し， af-

五nityは増加した．これは，虚血による receptorの減

少を affinityの増加で代償するものと考える．

では，虚血のどの部位で receptorの変化がみられる

のかを，局所脳虚血でみてみると，回村の方法による

中大脳動脈閉塞では組織学的に梗塞巣が境界明瞭に認

められた．梗~巣では neuron の壊死により receptor
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a 

b 

c 

d 

e 

Fig. 14 3H-QNB autoradiograms in normal and ischemic gerbil brain. On the right 

side, a computerized image analyzer was used. Normal (a), lday(b), 2days (c), 

4 days (d) and 7 days (e) following 5 min ischemia. 

On and after 1 day (b) following ischemia, m-ChR in the lateral thalamic nucleus 
and ventral thalamic nucleus decreased (arrow). 7 days (e) following ischemia, 

m-ChR in the hippocampus decreased (arrow head）・

は消失するが，梗塞周囲lζbindingの変化を認めなか

った

過とともにどのように変化するか，また，再開通は re-

ceptor にどのような影響を与えるかが問題になる．そ

こで，砂ネズミを用い， 5分閣の短時間の虚血を施し，梗塞にいたらない虚血脳では receptorは時間の経
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Fig. 15 Immunohistochemical study of norm"] and 

ischemic gerbil hippocampi with anti-CAT. 

Normal (a), 1 day (b), 2 days (c), 4 days (d) 

and 7 days (e) following ischemia. 

On and after 4days (d) following ischemia, 

CAT positive cells decreased (arrows). 

mild ischemiaを作成したと ζろ， delayedneuronal 

deathとして知られている海馬 CAI錐体細胞の崩壊

と，細胞数の減少が認められたが，他の部位には組織

学的変化をきたさなかった．虚血直後（再開通なιし）

では receptorの結合量は減少し，再開通10分後には増

加し， 60分後には再び減少を示した．また，虚血Iとよ

りaffinityは時間経過に関係なく増加していた．乙の

ように mildな虚血では， receptorが敏感に反応して

いるととがわかった．

receptorの変化は，虚血によるシナプス後膜の障害

の結果起こったものか，あるいは障害の原因となるも

のか，あるいは障害を代償するものであるのか，今回

の実験成績からはそのいずれであるかは明らかではな

いが，虚血早期より変化していることから， receptor

の変化は，虚血による細胞障害IC早期より関係がある

ことが示唆された．

次lζ，どの部位で， bindingの変化がみられたかを

autoradiography により検索してみると，虚血1日目

では，視床，分界条， Meynert核で減少がみられた．

海馬は7日以降になってはじめて減少する．これは，

海馬へ投射するコリン作動性ニューロンの起始核は前

脳基底部大細胞群の内側中隔野，対角帯野であると考

えられており仙，乙の部の receptorbindingの減少に

引き続いて海馬の bindingの減少（receptorの減少）

が惹起されたと考えることができる．

次IL,transmitterの変化をみるため，酵素抗体法に

よる CATの局在を調べた．コリン作動性神経系の指

標として ACh 自身の濃度や分解酵素である AChE

活性などを使用しない理由は，前者は死後変化が著し

く，後者は AChneuron にのみ特有なものではない

ととによる. CAT陽性細胞は Meynert核，対角帯

核，内側中隔野，海馬，大脳皮質日－N層の非錐体細
胞の一部，線条体lζ存在する乙とが示されている．虚

血負荷では海馬以外に CAT陽性細胞の変化を認めな

かった 海馬は，虚血4日目より neuronの減少とと

もに CAT陽性細胞も減少した．つまり， m-ChRは

虚血直後より変化するが， CATはcholinergicneuron 

の変性，死滅まで変化しない．これは，シナプス後膜

の m-ChR が虚血により最初に反応変化し， やがて

neuron全体が虚血障害をきたして初めて CATが変

化したととらえることができる．

delayed neuronal death については，これまで数多

くの研究がなされている．虚血時間が短くて，代謝障

害の程度が軽ければ，脳細胞は血流の再開に伴って次

第にホメオスタシスを回復して生き残って行く．しか

し， 1982年になって桐野引ペ Pulsinelliら30.31> は相
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次いで，とれら生き残った細胞群の中のいくつかの細

胞（群）が， 2日目以降lと次々と死んで行く現象を発見

した．とれを彼らは deleyedneuronal deathと呼んだ．

その後の研究から13山，このような delayedneuronal 

deathの現象は海馬 CAl領域の細胞のみならず，

脳のほとんど全域においてみられる乙とがわかった．

しかも，今まで知られていた虚血性の細胞死と異なり，

乙れらの細胞は，血流が正常， エネノレギ一代謝状況

(energy state）も正常，そしてホメオスタシスもまた正

常なのに，虚血侵襲2日目以降，突如として死に始め

るという奇妙な経過をたどる ζとが知られるようにな

った小暮らの仮説山では，虚血lとより神経終末から非

特異的でしかも非生理的！と大量の神経伝達物質（gluta

-mateであるという説が有力である）が放出され，乙

れに反応して，シナプス後細胞膜IC，非生理的に大き

なまたは多数のイオン透過性の穴ができる．との後膜

の穿孔を通して，イオンの流入が起とり，その修復の

ための能動輸送のため生合成から ATPを取り上げて

しまう形となり，代謝障害をきたすとしている．

著者は実験結果により以下のように仮説を立てた．

すなわち，虚血lとよりまずシナプスが障害され，シナ

プス後膜の receptorが変化するとともに af五nityが

増加する． 乙の receptorの変化の役割は不明である

が，このようなコリン作動性 neuronの障害［とより，

やがては CATの減少とともに neuronの死をきたす

と考える．

CAl neuron の減少をきたすのは， 虚血に対する

vulnerabilityが大きいことによるが，乙れはコリン作

動性 neuronと関係が（’長い乙とから，障害されやすい

性質をもっているのかも知れない．

Echkelmanら8》は， muscarinicacetylcholineの

antagonistである QNBlζ1231を標識し， SPECT

(single photon emission computed tomography）で

ヒトの m-ChRイメージングを試みている．今後，乙

のような臨床応用lとより，痴呆の鑑別診断や病態の解

明が期待される．

今後，脳虚血のみならずいろんな病態における ace-

tylcholine receptorの変化を検討する ζとは， SPECT

による臨床応用の貴重な基礎データとなるであろう．

結 語

1. ラットおよび砂ネズミにおいて実験的脳虚血を

作成して， m-ChRの bindingassay, autoradiography 

そして PAP法による CATの変化を調べるととによ

り，コリン作動性神経系の変化について検討した．

2- 虚血により， m-ChR は減少し， bindingaffi-

nityは増加した．再開通は一時的に m-ChRを増加

させた.m-ChRは虚血直後より変化したが， CATは

虚血4日目で初めて海馬において減少した．つまり，

シナプス後膜の m-ChRは虚血により最初IC反応変化

し， やがて neuron 全体の虚血障害が進むICつれ，

CATが変化すると考えられた．

3- m-ChRは虚血1日目での視床，分界条，

Meynert核で減少した後，虚血7日自には海馬で減少

がみられた乙とは，コリン作動性ニューロンの投射路

に一致して receptorの減少が惹起されたと考えるこ

とができる．

4, 海馬における delayedneuronal deathとして

知られる神経細胞障害には，コリン系はレセプターの

変化が何らかの役割を演じているととが示唆された．

5. 各種病態における m-ChRの変化は，今後の

SPECT による臨床応用の貴重な基礎データとなるも

のと恩われる．

本論文の要旨は，第l図 BrainHypoxia研究会（1986年
9月，東京）， International Symposium on Surgery for 

Cerebral Stroke ( 1987年5月，仙台〕，第46回日本脳神経外
科学会総会(1987年10月，東京）, l¥I icrosurgery for Cerebral 
lschemia 9 th lnternatトonalSymposium (1988年7月，

Detroit），第47回日本脳神経外科学会総会（1988年10月，神
戸）において発表した．

稿を終えるに臨み，ご指導，ご校閲を賜った高知医科大学

脳神経外科教綬森惟明先生，並びに助教俊栗坂昌宏先生に深
甚の謝意を表するとともに，終始，ご指導ご協力を賜った高

知医科大学第l病理学教室教授原弘先生，同助手十河正典先

生（現広島大学医学部第3内科）に深〈感謝いたします．ま
た，本研究に際しご助力をいただいた本教室藤戸健司技官，

広井千里技官，実験実習機器センタ一矢生健一技官， RI研

究センタ一氏原隆子技官に心より感謝いたします．
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