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《原著》

ラット脳における［3H］－QNBの定量的受容体

　　　　　　　オートラジオグラフィ

一
ラジオ・レセプター・アッセイとの比較一

森　　厚文＊　柴

久川　欣一＊＊

和弘＊ 松田　博史＊＊　辻 志郎＊＊

　要旨　受容体オートラジオグラフィとラジオ・レセプター・アッセイ（RRA）より算出した定量値に相違

があるといわれている【3H】－quinuclidinyl　benzilate（QNB）を用いて，両法の比較を中心に基礎的検討を試

みた．受容体オートラジオグラフィを文献と同一条件（室温，インキュベーション時間2時間）で行うと，

Scatchard解析は困難であったが，インキュベーション時間を長くすると結合量が増加し解析が可能となっ

た．インキュベーション時間を6～8時間にしてScatchard解析すると，　RRAと近似の定量値（最大結合

量およびみかけの解離定数値）が得られ，速度論モデルを用いて算出した解離定数値も，RRAとほぼ同じ
佃貞力：そξ｝らオし7こ．

　｛H3］－QNBは異性化（isomerization）することが知られているが，モデル式に忠実な解析法を考案し，従来

より報告されている解析法と比較した．その結果われわれの解析法の方が実験データとよく…致した値を得

ることができ，その妥Ili性が示唆された．

1．はじめに

　Emission　Computed　Tomography（ECT）による

レセプターマッピング（in　vivoラジオアッセイ）は，

化学的根拠に基づく精神・神経疾患の病態解明，診

断，薬物治療の効果判定および治療指針に役立つ

ことが期待されている1）．受容体の単なる画像化

の段階2｝はすでに終了し，定量解析法の開発3・b・5｝

ならびに臨床レベルの研究が増加しつつある6・7）．

しかし生体内では種々の因子が関与し8・9），また

ECTの解像力が脳の解剖学的詳細部の解析には

不十分である現時点では，レセプターマッピング

の臨床的評価に先立ち，基礎的検討が必要と考え
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られる．その基礎的検討の方法として，正常動物

あるいは疾患モデル動物を用いたラジオ・レセプ

ター・アッセイ（RRA），受容体オートラジオグ

ラフィ（in　vitroオートラジオグラフィ），　in　vivo

オートラジオグラフィ倣射性リガンド投与動物

の組織切片より作成）および体外測定のECT検査

などがある．

　そこで今回われわれはムスカリン様アセチルコ

リンの拮抗剤である【3H｝quinuclidinyl　benzilate

（QNB）を用いた受容体オートラジオグラフィに

ついてRRAとの比較を中心に若干の基礎的検討

を試みたので報告する．

II．材料および方法

　1．受容体オートラジオグラフィ

　1）方　　法

　ドンリュウラット（雄，体重150～200g）3匹を

断頭し，脳を摘出した後，ドライァイス，ヘキサ

ン（－60～－70°C）にて凍結した．この凍結脳か
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らクリオスタット（三共TISSUE　TEC　4551）を用

いて20　limの線状体を含む凍結切片（K6nig　and

KlipPelのアトラス10）のA9410－A6060／tmの範囲）

を作成した．内在性のムスカリン様アセチルコリ

ンを除去するため50mMリン酸緩衝液（pH　7．4）

で室温にて20分間プレインキュベーションした後，

【3H】－QNB溶液（pH　7．4の50　mMリン酸緩衝液

に【3H］－QNBを混合した溶液）で室温にてインキ

ュベーションした．【3H】－QNB濃度を20，40，55，

75，120，150および210pMと変えて飽和実験を

行ったが，インキュベーション時間の影響を知る

ため，インキュベーション時間を2，3，4，6およ

び8時間と変えて各時間における飽和曲線を作成

し，Scatchard解析11）にて最大結合量（Bm。．）およ

びみかけの解離定数（Kd（app））を算出した．解離

定数（Kd）はScatchard解析以外に2種以上の濃度

のリガンドを用いた結合曲線より算出する方法12｝

がある．そこで40pM，220　pMの2種の濃度の

［3H】－QNBを用いて，インキュベーション時間を

15，30，45分，1，2，3，4および6時間と変えて結

合曲線を作成した．インキュベーション後，氷冷

の50mMリン酸緩衝液にて10分間，2回洗浄し

た．冷風にて乾燥後，8種類の濃度のゼラチン標

準線源（1，2，4，6，8，10，12．5，15　／tCi／9になるよう

にゼラチン溶液と［3H】－QNB溶液を混合し，凍結

後に201‘mの切片を作成）13）とともに3H専用の

Ultrofilm（LKB　2208－190）に密着させ，約4週間

露光した後，現像しオートラジオグラムを作成し

た．

　2）定量化
　オートラジオグラムの定量化はvideo　Digitizer

System（NEC製TI22A－CCDカメラ，　A・D変換

ボードおよびPC－9801　VM　21を組み合わせたシ

ステム）にてフィルム濃度をディジタル化し，標準

線源から得られた標準曲線を用いてpmol／gに換

算した13）．なお特異的結合はアトロヒ゜ン10μMの

存在下と非存在下の差として求めたが，非特異的

結合の割合は200pMで2％と非常に小さかった．

　2．　RRA

　ドンリュウラット（雄，体重160～210g）を断

頭後，線状体部を摘出し天秤（島津NL－200P）に

て秤量した後，3～4匹分を氷冷60倍量の0．32M

ショ糖溶液に人れ，ポッター型ホモジナイザーで

破砕しホモジネートを作成した．ホモジネート

30　／i／に【3H｝QNB溶液3m∫を加えインキュベー

ション後，グラスファイバーフィルター（What－

man　GF／B）で吸引濾過し，4　mlの緩衝液にて3

回洗浄した．洗浄後のフィ・レターの放射能を液体

シンチレーションカウンタ（アロカLSC－1000）に

て測定した．飽和実験は【3H】－QNB濃度を25，

50，100，150，200および300pMと変え，室温，

インキュベーション時間6時間ならびに37°C，イ

ンキュベーション時間45分で行った．結合実験お

よび解離実験は37°Cで［3H】－QNB濃度0．34　nM

で行い，結合曲線はインキュベーション開始後

2・5，5，10，15，20，45および60分，解離曲線は平

衡に達してからアトロピン10μM添加後10，30，

50，90，100および180分間インキュベーションす

ることにより作成した．なお特異的結合は，アト

・ピン10μM存在下と非存在下の差として求め，

実験ごとに3回の平均値を算出した．

　3．異性化モデルのシミュレーション実験

　QNBは最も単純な2分子反応で複合体が形成

されるのではなく，低親和性結合からさらに高親

和性結合に異性化（isomerizationモデル）される

ことが知られている14）．そこで異性化モデルに従

い，RRA（37°C，インキュベーション時間45分）

の結合曲線および，解離曲線を基にNEC－N－5200

を用いて，シミュレーションにて種々のパラメー

タ値を求めた．すなわち異性化モデルは以下の

（1）式に従う．

　　　　　　kl　　　k2
　　　L十R≡＝＝±LR　F＝±LR＊　．．．．．．．．．．（1）

　　　　　　k＿1　　k＿2

なおL一未反応のリガンド濃度（pM）

　R一未反応の受容体濃度（pmol／g）

LR一リガンドー受容体・複合体濃度

　　　（pmo1／9）

LR＊一異性化したリガンドー受容体・複合体

　　　濃度（pmol／9）
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　　　kl　L・RからLRへの二次結合速度定数

　　　　　（pM－lminり

　　　k2・－LRからLR＊への一次結合速度定数

　　　　　（min　1）

　　　k1－・LRからL・Rへの一次解離速度定数

　　　　　（ininri）

　　　k．・・　一・　LR＊からLRへの一次解離速度定数

　　　　　（mintl）

　結合に関し（1）式より以下の（2），（3），（4）式が導

かれる．

　　　dLB　　　　　　－kl・L・（Bm，、xnLB）－k．－1・LR．．（2）
　　　　dt

　　　drR
　　　　　　－k1・L・（Bmax－LB）
　　　　dt

　　　　　　　　－（L1十k2）LR．十k＿2LR＊．．．．（3）

　　　dLR＊　　　　　　　k，・　LR－－k－2LR＊　．．．．．．．．．．（4）
　　　　dt

　なお　LB　LR〕－LR＊

　（2），（3）、（4）式を解くと，リガンドー受容体・複

合体濃度の時間関数（LB（t））は以一ドのごとくにな

る．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　535

LB（・）一　k”L諏㌫嬬讐re．pt）

　　　　　　kl・L・Binax（k2＋k＿2－q）・（1－erqt）

　　　　　　　　　q～／（α：F／ナ）2－4（2fi　一γ）

　　　　　　　　　　　　　　　　　．．．．．．．．．．（5）

なおα一k1・L＋k－1

　　／《L・k2－十一k＿2

　　　γ＝－k＿1・k2

　　　P－一［（α一r／《）一～／（α一十／《）2－4（Ct／ナ　一γ）］／2

　　q－一［（α」／ナ）t～／（α一ト／ナ）2－4（Ct〆《　一γ）］／2

　一方解離に関し（1）式より以下の（6），（7），（8）式

が導かれる．

　　　学一一k－1LR・…・一・・一（6）

　　　dE哀
　　　　　　＝一（k＿11－k2）LR十k2LR＊　．．．．（7）
　　　　dt

　　　dLR＊　　　　　　＿k2LR－k－2LR＊．．．．．．．．．．．．（8）
　　　　dt

　（6），（7）、（8）式を解くと，LB（t）は以一ドのごとく

になる．

　　　お

＊　◎

Fig．1　Autoradiograms　of【3H】・QNB　binding　to　muscarinic　receptors　in　coronal　rat

　　　　brain　sections．
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LB（t）＝
（k＿iLRo＊十LBo（k2十k＿2－X）e『xt
　　　～／（α’十β’）2－4（α．’β’一γ’）

＋（LB・’（Y－k・－k－・）－k－・LR・＊）・’Yt

N／（α’十β’）2－4（α’β’一γ’）

．．．．．．．．．．（9）

（
bo

＼
叶
o
日
α
）
ρ
z
5
0
四§
⊥
己

300

なお α’＝k2十k＿2

fi’・一　k－1

r’＝k＿1・k2

LRo＊＝阻害剤投与直前の異性化したリガン

　　　　　　ドー受容体・複合体濃度（pmol／g）

LB・一阻害剤投与直前の全リガンドー受容

　　　　　体・複合体濃度（pmol／g）

　　X＝［（α’十β’）一～／（α’十β’）2－4（α’β’Lγ’）］／2

　　Y＝【（α’十β’）十〉！＠’十βう2二4（α’β’一〆）】／2

　上記の（5），（9）式を用いて，k1，k．1，k2および

k2値をシミュレーションにて求めた．なお計算

にはBevingtonの最小自乗法15）を用いた．

200

100

　　　　　　　　o　　　　　　　　5o　　　　　　　　1oo　　　　　　　15o　　　　　　　2oo　　　　　　　25o

　　　　　　　　　　（3・〕－QNB　c・NCENtl，・A・…（・・）

Fig．2　　Saturation　curves　obtained　by　quantitative

　　　　　receptorautoradiographic　analysisof【3H］－QNB

　　　　　binding　to　rat　striatum　sections．　The　contiguous

　　　　　slices　were　incubated　for　2，3，4，6and　8　hours

　　　　　at　room　temperature．

⌒
Σ

O
，
b
o
＼
一
〇
巨
α
）
国
国
匡
』
＼
〔
≡
o
o
口
・き
〔
占
の
）

3．O

2．O

1．0

△

■

口

●

ロ
■

▲

o

●

口

o

6一

o

●

゜

＼
　
　
　＼
。
、
口

口

A

●

o

●

且ロax Kd（a卯）
（P回01／9） （pH）

缶 一 一3hr 418 426
4hr 371 233
6h7 334 工30

8hr 322 103

o

O－◇　：　8hr
●一一●　：　6hr

O－－0　：　4hr

■一■頃　：　3hヱ

か一一△　：　2h＃

A
▲

　　　　　　0　　　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　　　200　　　　　　　　　　　　　　300　　　　　　　　　　　　　400

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〔3H〕一叩B・㎜（pm。エ／9）

Fig・3　　Scatchard　plots　obtained　by　quantitative　receptor　autoradiographic　analysis

　　　　　of【3田・QNB　binding　to　rat　striatum　sections．　The　contiguous　slices　were　in・

　　　　　cubated　for　2，3，4，6and　8　hours　at　room　temperature．
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nl．結　　果

　1．受容体オートラジオグラフィ

　Figure　1に各部位のオートラジオグラム（全結

合量イメージ）を示す．オートラジオグラムを

oo2、
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　　　　　　　　　TIME　（　mtn．　）

Fig．4　Association　and　dissociation　curves　of［3H】－

　　　QNB　binding　to　homogenates　of　rat　striatum．

　　　The　tissue　homogenates　were　incubated　with

　　　O．34nM［3H】－QNB　for　45　minutes　at　37°C
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Video　Digitizer　Systemを用いて定量化すること

により各インキュベーション時間ごとの飽和曲線

を作成した（Fig．2）．インキュベーション時間が

長くなるに従い，結合量が増加する傾向を示した．

次にこの飽和曲線を基にScatchard解析を行うと

（Fi9．3），　Bmaxは3時間で418pmO1／g，8時間で

322pmo1／gとインキュベーション時間が長くなる

にしたがい小さくなるがその程度は小さいのに対

し，Kd（apP）は3時間で426　pM，8時間で103　pM

と著明に小さくなる傾向を示した．一方2種の濃

度の結合曲線から算出12）したk1，　k－1およびKd

値はそれぞれ0．0313nM－1　min－1，0．OOO42　min－1

および13．5pMであった．

　2．　RRA

　室温，インキュベーション時間6時間で行った

RRAをScatchard解析すると，　Bm。。は272　pmol／

9，Kd（apP）は107　pMと，同一条件の受容体オ

ー
トラジオグラフィ（Bm。。－334　pmol／9，　Kd（apP）

＝130pM）および37°C，インキュベーション時

間45分で行ったRRA（Bm。。　＝　267　PMOI／g，　Kd（app）

＝85pM）と近似した値を示した．次に結合曲線

および解離曲線（Fig．4）を用いて異性化を考慮し
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Fig．5　A　simulated　association　curve　based　on　isomerization　modeL　Total　complex

　　　（○）is　decomposed　into　rapidly　reversible　non－isomerized　complex（▲）and

　　　irreversible　isomerized　complex（●）．
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（霊2；68♪

　　　0　　　　　　30　　　　　 60　　　　　 90　　　　　 ユ20

　　　　　　　　　丁皿（皿in．）

Fig．6　A　simulated　dissociation　curve　based　on

　　　isomerization　modeL　The　curve　is　expressed　as

　　　sum　of　two　exponentials．

ない最も単純なモデルで計算16）すると，k1－0．516

nM－1　min－i，　k－1＝0．0060　mir1およびKd＝11．7

pMという値が得られた．

　3．異性化モデルのシミュレーション実験

　異性化を考慮してシミュレーションした結合曲

線をFig．5に示す．異性化していない成分と異性

化した成分に分けると，前者は約10分でピークに

達しその後は減少するのに対し，後者は時間とと

もに増加する傾向を示した．Fig．6はシミュレー

ションした解離曲線であるが，早い成分と遅い成

分の2つに分けることができる．これらのデータ

を基に（5），（9）式より算出すると，k1－0．514nM－1

min－1，　k＿1＝0．024　min－1，　k2＝0．077　min－1，　k＿2＝

O．024　min－i，　k－1／k1＝0．46　nM，　k－2／k2＝0．31という

値が得られた．みかけのKdを（k・／k－・（1＋k2／

k－2））－1より算出17）すると10．8pMという値が得

られ，異性化のないモデルのKdと比較すると，

RRAの11．7　pM，オートラジオグラフィの13．5

pMとよく一致した値が得られた．

IV．考　　察

　ECTによるレセプターマッピングの基礎研究

としては究極的には大型動物を対象としたECT

検査あるいは小動物を用いたin　vivoオートラジ

オグラフィが最も適している．しかし前者はサイ

クロトロンが設置された限られた施設でしか実施

できず，また後者で経時的変化を調べる場合，同

一動物では不可能であり多くの匹数の平均値で評

価するためバラツキが大きくなる．さらに両者と

もに1）脳血流および脳血液容積による影響，2）

非特異的結合量算出の精度，3）内因子（内在性神

経伝達物質，神経修飾物質など）による影響，4）

平衡状態からのずれ，5）他の受容体との相互作用，

6）代謝，7）リガンドー受容体・複合体の小胞化

（リセプトゾーム）による細胞内取り込み8・9）など

が関与する．これらをすべて考慮した数学モデル

が必要となるが，まだ確立された定量解析法はな

い．そこで現時点ではこれらのin　vivo実験の前

段階としてin　vitro実験が重要と考えられる．

　受容体を定量する方法としてRRAが広く用い

られているが，組織をかきとってくる方式のため，

形態学的に詳細な部位の受容体の評価は困難であ

る．一方オートラジオグラフィは，解像力に優れて

おり形態学的分布の詳細が解析でき，同一解剖学

的部位の不均一分布も評価可能である．GABA18）

やニューロテンシン19）の受容体の場合，オートラ

ジオグラフィとRRAより算出したBm、・。および

Kd（aPP）値は，一致するといわれている．しかし

ムスカリン様アセチルコリン20）やオピオイド21）

の受容体の場合は，異なった結果を示し，両法の

特異的挙動の違いは，受容体の調整の違いによる

結合特性を反映しているといわれている22）．特

にムスカリン様アセチルコリンの拮抗剤である

【3H｝QNBを用いた場合，オートラジオグラフィ

では飽和曲線において低濃度で歪みを生じScat－

chard解析より得られる値は信頼できないといわ

れている23）．

　そこでわれわれは，［3H】－QNBを用いてオート

ラジオグラフィとRRAの比較を試みた．　RRA

は通常は粗シナプトゾーム分画（P2分画）が用い

られているが，オートラジオグラフィより得られ

る値はすべての分画の平均値，すなわち遠心分離

前のホモジネートより得られる値に匹敵すると考

えられる．そこでRRAの試料として遠心分離前
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のホモジネートを使用した．インキュベーション

温度は，RRAの場合通常37°Cで行うが，オー

トラジオグラフィの場合，37℃で行うとゼラチ

ン塗抹スライドガラスに載せた切片がはがれやす

くなるため室温で行われている．インキュベーシ

ョン時間は文献的にRRAは45分，オートラジオ

グラフィは2時間で行われている20）．そこでオー

トラジオグラフィを文献20）と同じ条件，すなわち

室温，インキュベーション時間2時間で行うと鮮

明なオートラジオグラムを得ることができるが，

文献23）と同様にScatchard解析は困難であり定量

値を得ることはできなかった．しかしインキュベ

ー ション時間を長くするにしたがい結合量が増加

し，Scatchard解析が可能となり，時間とともに

Bm。xおよびKd（aPP），特に後者が著明に小さく

なる傾向を示した．また両法を同一条件（室温，

インキュベーション時間6時間）で行うとよく一

致した値が得られるとともに，RRAを通常の条

件（37°C，インキュベーション時間45分）で行った

結果に近似した値が得られた．したがってオート

ラジオグラフィの条件を適切（容器内の組織切片

の総量すなわち受容体の総量に対し［3H］－QNB溶

液の容量を十分多くし22），かつインキュベーショ

ン時間を十分長くする）にすることにより，両法

はほぼ同じ値を示し，受容体の調整の違いによる

結合特性の違いはないと考えられる．

　解離定数はScatchard解析以外に速度論モデル

すなわち，1）2種以上の濃度を用いた結合曲線12），

2）結合曲線および解離曲線16）から算出する方法

がある．Scatchard解析は反応系が平衡に到達し

ないと適応できないのに対し，上記の結合曲線，

解離曲線を用いた方法では系が必ずしも平衡に達

しなくても，速度定数およびKdが測定できる利

点を有する．オートラジオグラフィで結合曲線と

解離曲線の両方から算出する場合には，室温で行

うと時間がかかる．そこで今回はオートラジオグ

ラフィは2種の濃度の結合曲線，RRAはより一

般的な方法である結合曲線および解離曲線より算

出した．オートラジオグラフィより算出したKd

は13．5pM，　RRAは1L7　pMと両者はよく一致
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した．なお上記の方法は，最も単純な2分子反応

と仮定した場合であり，QNBは厳密には異性化

がおこり，（1）式にしたがうことが知られてい

る14）．しかし従来の方法17）は解離曲線を早い成分

と遅い成分に分け，k－1は早い成分，　k－2は遅い

成分のみから算出しているが，早い成分，遅い成

分おのおのは，k－1，　k2，　k－2の相互作用で決まる

はずであり数学的に誤っている．そこで正しい数

学的解析より（5），（9）式を導き，RRAのデータに

基づきk1，k－1，k2およびk－2値を算出した．その

結果従来の計算法17）ではk1，　k－1，　k2およびk－2値

はそれぞれ0．614nM－1　min－1，0．12min－1，0．26

min－1および0．005　min－1，われわれの計算法では

それぞれ0．514nM－1min－1，0．024　min－1，0．077

min－1および0．024　min－iと両者の間に相違が認

められた．みかけのKdは（k1／k－1（1十k2／k－2））－1

より算出でき，異性化を考慮しないモデルより算

出されるKdと同じ値を示すと考えられるが，従

来の計算法では35pM，われわれの計算法では

10．8pMであった．異性化を考慮しないモデルで

算出した値の11．7pMと比較すると，われわれの

計算法の方がより近似した値を示し，より正しい

計算法と考えられる．このように異性化モデルに

基づく種々のパラメータ値を算出することにより，

種々の疾患モデルにおける変化をとらえることが

できれば，病態解明に新しい情報を提供できる可

能性が秘められている．オートラジオグラフィは

室温で結合実験と解離実験を連続して行うと時間

がかかるため，異性化モデルに基づくパラメータ

値の算出を今回は行わなかった．しかし切片がス

ライドガラスからはがれない温度までできるだけ

上昇させることによりインキュベーション時間を

大幅に減少でき，オートラジオグラフィでもRRA

と同様に異性化モデルに基づく各パラメータ値を

算出できると推測される．

　以上のように受容体オートラジオグラフィは従

来のRRAとほぼ同じ定量値を得ることができ，

しかも解剖学的詳細部の解析が可能であるため，

種々の疾患モデル動物を用いた病態解明および向

精神薬の作用機序の解明に偉力を発揮すると考え
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られる．さらにその成果がECTによるレセプタ

ーマッピングの評価に反映でき，ひいては種々の

精神・神経疾患の診断，治療指針および治療効果

の判定などに役立つことが期待される．

　本論文の要旨は第26回日本核医学会総会（昭和61年

11月，千葉）において発表した．
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Summary

Quantitative　Receptor　Autoradiography　using［3H】－Quinuclidinyl

　　　　　　　　　　　　　　Benzilate　Binding　i皿the　Rat　Brain

　　　　　　　　－AComparison　with　Radio－receptor　Assay一

Hirofumi　MoRi＊，　Kazuhiro　SmBA＊，　Hiroshi　MATsuDA＊＊，

　　　　　　　　　Shiro　TsuJI＊＊and　Kinichi　HlsADA＊＊

＊Radioisotope　Cen’er，＊＊Depar’〃ient　of　Nuclearルledici〃θ，漁〃azawa　University

　　Receptor　autoradiography　has　several　important

advantages　over　radio－receptor　assay（RRA）which

is　still　widely　utilized．　However，　it　has　been　said

that　there　are　significant　differences　in　the　binding

characteristics　of　muscarinic　receptors　observed　in

tissue　slices　versus　homogenates．　We　compared

receptor　autoradiography　with　RRA，　in　terms　of

the　binding　kinetics　for［3H］－quinuclidinyl　benzilate

（QNB）in　the　rat　striatum．　Receptor　autoradio－

graphy　according　to　experimental　condition　pub－

lished　in　literature　showed　a　distortion　of　the

saturation　curve　at　low　concentration　of【3H］－QNB

and　Scatchard　analysis　was　di伍cult．　However，　the

binding　kinetics　obtained　with　tissue　slices　de－

pended　on　the　incubation　time　and　gradually

approached　the　values　with　tissue　homogenates

closer　with　the　incubation　time．　On　the　optimal

condition，　the　results　by　both　methods　agreed　well．

　　It　is　well　known　that　the　association　kinetics　of

the　binding　of【3H］－QNB　fbllows　the　two－step

isomerization　process．　Therefbre，　our　new　mathe－

matical　analysis　of　two－step　isomerization　model

was　compared　with　the　previously　reported　analy－

sis．　The　values　for　dissociation　constant（Kd）

from　non－isomerization　model，　apparent　Kd　from

our　new　analysis，　and　apparent　Kd　from　the

previously　reported　analysis　were　11．7　pM，

10．8pM，　and　3．5　pM，　respectively．　Accordingly，

the　trustworthiness　of　our　analysis　was　clearly

demonstrated．　This　new　correct　kinetic　analysis　of

two　step　isomerization　model　is　expected　to　eluci－

date　the　complicated　ligand－receptor　interaction

in　various　animal　models．

　　Key　words：　Receptor　autoradiography，　Radio－

receptor　assay，［3H】－quinuclidinyl　benzilate，　Mus－

carinic　acetylcholine，　Brain．
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