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《原　著》

　　　　　実験的慢性脳梗塞における

中枢性ベンゾジアゼピン受容体と脳血流

一
2核種オートラジオグラフィによる検討

松田博史＊・＊＊辻 志郎＊ 久慈　一英＊ 久田　欣一＊

　要旨　脳梗塞における中枢性ベンゾジアゼピン受容体イメージングの意義を検討するために，一側中大脳

動脈閉塞によるラット慢性脳梗塞において，IL’51－lomazenilによる中枢性ベンゾジアゼピン受容体イメージ

ングと99mTc－HMPAOによる脳血流イメージングの2核種オートラジオグラフィを行った．血管閉塞21－

28日後の5匹の慢性期脳梗塞モデルにおいて，患側中大脳動脈領域の脳血流は4匹のシャムコントロール

のそれの62％にまで低下していたが，ベンゾジアゼピン受容体はさらにコントロールの45％まで低下し

ていた．中大脳動脈領域とは，遠隔部位の患側視床において脳血流は低下を示さないにもかかわらず，ベン

ゾジアゼピン受容体はコントロールに比べ28％低下していた．中枢性ベンゾジアゼピン受容体はニューロ

ンに局在すると考えられているため，1251・lomazenilによる慢性脳梗塞における中枢性ベンゾジアゼピン受

容体イメージングは，ニューロン密度またはニューロンあたりの受容体密度の変化を反映しているものと推

察される．以上より，脳梗塞において，中枢性ベンゾジアゼピン受容体イメージングは，脳血流イメージン

グよりも鋭敏に梗塞部および遠隔部の組織変性の程度を評価し得る可能性が示唆された．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（核医学30：643－650，1993）

1．はじめに

　Single　Photon　Emission　Computed　Tomography

（SPECT）による脳核医学は，脳血流のみならず神

経受容体イメージングに主に欧米で応用されつつ

ある．その中で1231－Ro　16－0154（1231－lomazenil）

は，中枢性ベンゾジアゼピン受容体のアンタゴニ

ストとして臨床応用が期待されている1”6）．今回

われわれは，ラットにおける実験的1曼性脳梗塞に

おいて，オートラジオグラフィ法を用いて1251－

Iomazenilによる中枢性ベンゾジアゼピン受容体
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のイメージングを行った．その結果を同時に施

行した99mTc－hexamethy1－propyleneamine　oxime

（99mTc－HMPAO）による脳血流イメージングと比

較することにより，脳梗塞における中枢性ベンゾ

ジアゼピン受容体イメージングの意義を検討した

ので報告する．

IL　材料と方法

　9匹，2009の雄性ドンリュウラット（6週齢）

を使用した．1％ノ・ローセン麻酔下にTamuraら

の方法7）にて左中大脳動脈を露出し，電気凝固切

断することにより局所脳虚血モデルを作製した．

術後21－28日の慢性期脳梗塞モデルラット5匹に

おいて，99mTc－HMPAOと1251－lomazenilによる

2核種オートラジオグラフィを行った．対照とし

て4匹において左中大脳動脈を露出したものの電

気凝固切断は行わないシャムコントロールを作製

した，
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　1251－lomazenil（81．4　MBq／nmo1），3．7　MBqを股

静脈に挿入したポリエチレンカテーテルより覚醒

下で投与し，その1時間50分後に99mTc－HMPAO，

370MBqを投与した．125Homazeni1投与2時間

後，すなわち99mTc－HMPAO投与10分後に無麻

酔で断頭，脳を速やかに摘出後，ドライアイス，

ヘキサン（－60～－70°C）にて凍結した．この凍結

脳からクリオスタット（三共TISSUE　TEC　4551）

を用いて20μmの凍結切片を作製した．この切

片を乾燥後，X線フィルム（KONICA，　New　A）

に密着させ，15時間露光した．1回目の露光終了

後99mTcが充分減衰した4日後より，同じ切片を

再度X線フィルムに密着させ，2回目の露光を2

週間行った．1回目の露光から99mTc－HMPAOの

オートラジオグラムを得，2回目の露光から1251－

Iomazenilのオートラジオグラムを得た．得られ

たオートラジオグラムをCCDカメラ（ソニー，

XC－77）にて取り込み，　PC9801RS（NEC）にイメ

ー ジメモリーボード（三谷商事，IMB－512SL8）を

装着したビデオディジタイザーシステムにより

320×240×8ビット（256階調）のデータにディジ

タル変換した．このデータファイルをMacintosh

Ilci（ApPle）に転送し，　NIH　Image（ver．1．41）に

て画像処理を行った．この実験において，99mTc

と1251のフィルム黒化度は，すでにわれわれが報

告したごとく実際の放射能と直線性が保たれる範

囲内になるように設定した8・9）．モデルラット1

匹につき5－6切片のオートラジオグラムに任意形

状の関心領域を設定した．関心領域はPaxinos＆

Watsonのアトラスlo）を参照して，患側半球と健

側半球の大脳皮質，側坐核，線条体，淡蒼球，扁

桃核，海馬，視床，黒質，上丘，下丘（内側部と

外側部）に対称性に設定した．99mTc－HMPAO，

1251－IOmazenilのオートラジオグラムそれぞれに

つき，バックグラウンドの値を差し引いた後に各

部位における患側の健側に対するディジタル値の

比（集積比）を求め，シャムコントロール群と慢

性脳梗塞群でMann　Whitney　U　testにより比較

した．また，両群それぞれで1251－lomazenilと

99mTc－HMPAOの間で患側の健側に対する集積

比を求め，各部位でWilcoxon　Signed－Rank　test

により検定した．統計学的検定においては危険率

0．05以下を有意とした．

m．結　　果

　シャムコントロールにおける99nlTc－HMPAO

および1251－lomazenilのオートラジオグラムを

Fig．1に示す．99mTc－HMPAOのオートラジオグ

ラムは灰白質で高く，白質で低い脳血流分布を示

した．一方，1251－lomazenilのオートラジオグラ

ムは白質，橋，延髄で最も低い集積を示し，側坐

核，線条体，視床，下丘外側部で比較的低い集積

を示した．また大脳皮質，特に第IV層と考えら

れる層状構造の濃度が最も高く，淡蒼球，扁桃核，

海馬，下丘内側部，上丘，黒質にも比較的高い集

積がみられた．小脳では分子層と考えられる層状

構造に限局した集積がみられた．

　慢性期脳梗塞モデルにおける99mTc－HMPAO

および1251－lomazeni1のオートラジオグラムを

Fig．2に示す．また，両者のオートラジオグラム

における各部位での健側に対する患側の集積比を

シャムコントロールと慢性期脳梗塞モデルで比較

した（Table　1）．99mTc－HMPAOの集積比は，線

条体外側部と前頭葉，頭頂葉，側頭葉皮質で，シ

ャムコントロールよりも有意に低下していた．一

方，1251－lomazenilの集積比は，99mTc－HMPAO

でみられた中大脳動脈領域に加え視床でも，シャ

ムコントロールより有意に低下していた．頭頂葉

皮質と視床における1251－lomazenilの集積比は，

99mTc－HMPAOの集積比より有意に低値であっ
た．

IV．考　　察

　1251－lomazeni1は，同じ中枢性ベンゾジアゼピ

ン受容体アンタゴニストである3H－Ro　15－1788

（Flumazenil）に比べ，平衡時の解離定数Kdが

0．5nMと10倍程度小さく，親和性がはるかに高

い．また特異的結合も90％以上と高く，受容体

イメージング用薬剤として優れたリガンドであ

る11・12）．今回，シャムコントロールで得られた
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実験的慢性脳梗塞における中枢性ベンゾジァゼピン受容体と脳血流 645

　　　　　　　　　　　Sham　Controe

99mTc－HMPAO　　　　1251－1◎mazenil

Fig．1　Autoradiograms　of　99mTc－HMPAO　for　regional　cerebral　blood　flow　and　1251－

　　　　　　lomazenil　for　central　type　benzodiazepine　receptor　in　the　sham　control　rat．　Note

　　　　　high　densities　of　receptors　in　the　cerebral　cortex，　parts　of　the　limbic　structures，　the

　　　　　molecular　layer　of　the　cerebellum，　substantia　nigra，　and　medial　parts　of　inferior

　　　　　co川culus，　and　low　densities　of　receptors　in　the　caudate　putamen，　parts　of　thal－

　　　　　amus，　and　lateral　parts　of　the　inferior　colliculus．　White　matter　areas，　pons，　and

　　　　　medulla　showed　negligible　levels　of　receptor．
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　　　　　　　　　Chronic　Model

99mTc－HMPAO　　　　125H◎mazeniI
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Fig．2　Effect　of　chronic　infarction　21　to　28　days　after　unilateral　middle　cerebral　artery

　　　　　occlusion　on　rCBF　and　central　type　benzodiazepine　receptors　in　the　rat　brain．

　　　　　Note　more　decrease　of　receptors　than　flow　in　the　middle　cerebral　artery　lesion　and

　　　　　decreased　receptors　in　the　ipsilateral　thalamus（open　triangle）．
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実験的慢性脳梗塞における中枢性ベンゾジアゼピン受容体と脳血流 647

Table　l　Affected　side　to　nonaffected　side　ratios　of99mTc－HMPAO　and　1251・lomazenilautoradiogram

　densities　in　rat　brain　structures　of　5　chronic　ischemic　models　and　4　sham－operated　controls

MCA　occlusion（n＝5） Sham　operation（n＝4）
Structure

99mTc－HMPAO　1251－Iomazeni1 99mTc－HMPAO　1251－lomazeni1

Frontal　cortex（motor　area）

Parietal　cortex（somatosensory　area）

Temporal　cortex（auditory　area）

Occipital　cortex（visual　area）

Accumbens　nucleus

Amygdala

Caudate－putamen

Globus　pallidus

Thalamus
Hippocampus
Substantia　nigra

Superior　colliculus

Inferior　colliculus（dorsal　cortex）

Inferior　colliculus（central　nucleus）

0．80土0．18＃

0．46士0．23＃

0．82土0．15＃

0．96　ti：0．06

0．96土0．01

0．99士0．02

0．44土0．38＃

1．05土0．03

1．02土0．02

0．99士0．02

1．02土0．03

1．Ol土0．01

1．00」：0．01

1．Ol±：0．02

0．62士0．36＃

0．18土O．23＊＃

0．62土0．39＃

1．07：ヒ0．21

1．00±0．04

1．04土0．04

0．41土0．21＃

1．09士0．12

0．72：ヒ0．17＊＃

1．00土0．05

1．05土0．05

0．97：ヒ0．07

1．00土0．03

1．08：ヒ0．17

1．01土0．02

1．Ol士0．03

1．Ol土0．03

1，02士0．03

LO1：ヒ0．02

0．99土0．03

1．Ol土0．Ol

l．00士0．02

1．02士0．02

1．01土0．01

1．02士0．02

1．01土0．01

1．01士0．Ol

l．00士0．01

1．00士0．04

1．05±0．08

LOO：｛二〇．07

1．00土0．03

1．06土0．03

1．04土0．03

1．04土0．03

1．Ol士0．04

0．99土0．03

0．97：ヒ0．04

1．02士0．08

0．96土0．01

1．00士0．03

1．04土0、05

＃Significantly　different　from　sham－operated　control（p＜0．05，　Mann－Whitney　U　test）in　each　tracer．

＊Significantly　different　from　99MTc・HMPAO（p〈0．05，　Wilcoxon　Signed－Rank　test）in　each　model．

投与2時間後の1251－lomazenil分布は，今まで報

告されてきた中枢性ベンゾジアゼピン受容体の分

布t3・14）に一致するものであり，2時間後の像は

受容体分布を示すものと考えられた．中枢性ベン

ゾジアゼピン受容体は陰イオン（Clつチャネルで

あるGABAA受容体と複合体を形成する膜受容

体であり，神経伝達において抑制作用に関連する

とされている13・15）．脳において末梢性ベンゾジア

ゼピン受容体が神経膠に局在するのに対し，中枢

性ベンゾジアゼピン受容体はニューロンに局在す

るとされている1・11・13）．したがって，ある部位に

おける中枢性ベンゾジアゼピン受容体密度の変化

は，ニューロン密度の変化またはニューロンあた

りの受容体密度の変化に相関するものと考えられ

る．

　中枢性ベンゾジアゼピン受容体のヒト脳におけ

るイメージングは，Positron　Emission　Tomogra－

phy（PET）により11C－Ro　15－1788を用いて研究さ

れてきた16“18）．しかし，PETは膨大な設備と人

手を要し，一般病院への普及は困難である．今回，

検討したi251－lomazenilは親和性，特異性とも高

く，臨床的には今後SPECTによる受容体イメー

ジンゲが主体となっていくものと考えられる．現

在まで，PETおよびSPECTによる中枢性ベン

ゾジアゼピン受容体イメージングは，てんかん焦

点の検出，アルツハイマー性痴呆における病変部

の検出に有用とされてきた1’－6）．

　今回，このイメージングの慢性脳梗塞における

有用性をラットにおいて実験的に検討した．その

結果，閉塞した左中大脳動脈支配領域において血

流低下の程度に比べ，ベンゾジアゼピン受容体低

下の程度が大であった．また，閉塞血管領域では

ない同側の視床において受容体の低下がみられた．

ここで注意しなければならないことは，99mTc－

HMPAOが脳血流を正確に反映するかというこ

とと，通常は脳内に入らない1251－lomazenilの血

液中の代謝産物が，血液脳関門を通過してしまい

受容体分布を忠実に反映しない恐れがある点であ

る．実際ヒト脳においては，高血流域で投与直後

での99mTc－HMPAOの脳から血液中への逆拡散

が大きく脳血流を正確に反映しないとされてい

る19）．しかし，われわれの脳虚血モデルラット脳

における99mTc・HMPAOとN－isopropyl－P｛1251］－

iodoamphetamine（1251－IMP）の比較では，両者の

オートラジオグラムに明らかな差異はみられなか

った8）．1251－IMPの集積は脳血流量と高血流域ま
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で直線性が保たれることが報告されており20），ラ

ット脳では99mTc－HMPAOはヒト脳においてよ

りも脳血流をより忠実に反映するものと考えられ

る．これはラット脳では，脳内で脂溶性の99mTc－

HMPAOが水溶性代謝物に変換される速度定数

がヒト脳におけるものよりも大きいためと推察さ

れている8）．また，i251－lomazenilの血液中の代謝

産物が血液脳関門を通過してしまう可能性に関し

てであるが，今回の実験では血管閉塞後3－4週間

後の脳梗塞慢性期にオートラジオグラフィを施行

しており，この時期では血液脳関門はすでにほと

んど修復されてしまっていることが実験的に確認

されている21）．したがって，今回の実験では，ほ

ぼ中枢性ベンゾジアゼピン受容体分布のみがオー

トラジオグラムに反映されているものと考えられ

る．

　実験的脳虚血におけるベンゾジアゼピン受容体

の変化を検討した報告はほとんどみられない．

Onoderaら22）は砂ネズミの一過性両側総頸動脈

閉塞モデルにおいて3H－fiunitrazepamを用いて

検討している．それによれば，閉塞27日後にお

いて，ニューロンの壊死が著しい線条体背外側部

におけるベンゾジアゼピン受容体の著しい低下と，

線条体からのGABA作動性の投射線維を受ける

黒質における受容体の著しい増加がみられたと

いう．この黒質での受容体の増加は，線条体の

GABAニューロンの破壊に対する適合性反応と

考察された．しかし，彼らが用いた3H－fiunitra・

zepamは非選択的リガンドであり，中枢性のみな

らず末梢性のベンゾジアゼピン受容体にも結合す

る．このため，神経膠が増加した場合，リガンド

結合が増加することになる．Duboisら23）は選択

的な末梢性ベンゾジアゼピン受容体のアンタゴニ

ストである3H－PK11195を用いたin－vitro受容体

オートラジオグラフィを，今回用いたラットー側

中大脳動脈閉塞モデルにおいて検討した．彼らは，

中大脳動脈領域の脳梗塞部位とは離れた同側の黒

質と視床に末梢性ベンゾジアゼピン受容体の増加

を示した．この増加は，神経投射系を介した遠隔

部位での変性（transneuronal　degeneration）にょ

り神経膠が増加したグリオーシスによるものと考

察されている．したがって，Onoderaらの黒質

における3H－flunitrazepamの結合増加という結果

は，このグリオーシスによるものとも考えられる．

　一方，ラット中大脳動脈閉塞モデルにおいて

Fujieら24）は，患側の視床の進行的変性，萎縮を

報告している．Kataokaら25），　Iizukaら26）も同

様の結果を報告している．この視床の萎縮は，視

床皮質投射路の障害による逆行性変性によるもの

と考えられている．今回のわれわれの検討でみら

れた患側半球の視床における1251－Iomazenilの結

合低下は，このtransneuronal　degenerationによ

り，視床のニューロンが減少したかニューロンあ

たりの受容体密度が減少したためと考えられる．

今回，黒質には異常はみられなかったが，Tamura

ら27）は視床の場合と同様のtransneuronal　degen－

erationを報告しており，今後の組織学的検索を

含めた検討が必要である．一方，99mTc－HMPAO

によるオートラジオグラムでは，閉塞血管支配領

域での血流低下の程度はベンゾジアゼピン受容体

低下の程度より低く，視床での変化は認められな

かった．これは，ニューロンが減少しても神経膠

の増加があるために血流低下が乏しいのかもしれ

ない．

　以上，1251－lomazenilによる慢性脳虚血におけ

る中枢性ベンゾジアゼピン受容体のイメージング

は，ニューロン密度またはニューロンあたりの受

容体密度の変化を反映しているものと考えられ，

脳血流イメージングよりも鋭敏に組織変性の程度

を評価し得る可能性が示唆された．将来，ヒト脳

への応用が期待される．

謝辞：1251－Ro　16－0154を提供していただいた日本メ

ジフィジックス社に感謝します．
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Summary

Central　Type　Benzodiazepine　Receptor　and　Cerebral　Blood　Flow

　　　　　　　　　　　in　Experimental　Chronic　Brain　lnfarction

－
EΨaluation　Using　a　Double－Tmcer　Autoradiography　Technique一

Hiroshi　MATsuDA，　Shiro　TsuJi，　Ichiei　KuJi　and　Kinichi　HisADA

Depa”tment　of　Nu（’tearルledicine，　Kanazawa　University　S【’hool　of’ルtedi（”ne

　　Double　tracer　autoradiography　was　performed

to　measure　regional　cerebral　blood　flow（rCBF）

and　the　binding　of　central　type　benzodiazepine

receptors（BZR）in　infarction　by　means　of　perma－

nent　o㏄lusion　of　the　unilateral　middle　cerebral

arteries（MCA）in　rat．　Iodine－12510mazenil　and

99mTc－HMPAO　was　used　to　label　BZR　and　rCBF

respectively．　In　the　chronic　phase　of　infarction　21

to　28　days　after　occlusion（5　rats），　rCBF　in　the　left

MCA　territory　was　decreased　to　62％of　the　sham

control（4　rats），　while　BZR　was　more　decreased　to

45％of　the　control．　In　remote　areas　from　the

MCA　lesion，　the　ipsilateral　thalamus　showed　28％

decrease　of　BZR　as　compared　to　the　control，

though　the　d㏄rease　of　rCBF　was　not　significant．

Iomazenil　distribution　may　represent　neuron
density　or　BZR　density　on　a　neuron，　since　central

type　BZR　is　reported　to　be　located　on　neurons．

These　results　suggest　that　central　type　BZR

imaging　is　more　useful　tool　for　the　evaluation　of

brain　tissue　viability　and　transneuronal　degenera－

tion　than　rCBF　imaging　in　brain　infarction．

　　Key　words：　1251－lomazenil，　99mTc－HMPAO，

Benzodiazepine　receptor，　Cerebral　blood　flow，

Brain　infarction．
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