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序章

acetylcholine（ACh）は最も早く神経伝達物質として同定された物質の一つである。

その受容体は、運動神経終板、自律神経節後膜、副交感神経支配の効果器あるいは中

枢神経系に広範に存在する。ACh受容体（ACh　receptor：　ACh－R）はニコチン性受容体

およびムスカリン性受容体（muscarinic・ACh－R：mACh－R）に大別されている。　mACh－R

は自律神経支配の効果器あるいは脳内ACh神経系に存在することが知られている。

脳内ACh神経系は図1に示すように学習あるいは記憶に重要である海馬および大脳

皮質に高密度に投射している（Gage　et　al．，1983；Saper，1984；Sofroniew　et　al．，1982）。

治療薬物の副作用（Gruber・et・aL，1967；Sitaram　6’砿，1978）あるいは外科的手術の後遺

症などから（Milner・et・aL，1968）脳内ACh神経系の学習／記憶に対する関与が推測さ

れ、実験的にも多くの証明がなされてきた（Drachman，1977；Flicker　et‘al．，1983；

Kit｛ゆma　6∫砿，1992；Mouton　et　aL，1988；Walsh　et　aL，1985；Whishaw　et　aL，1985）。アル

ツハイマー病患者脳において大脳皮質あるいは海馬におけるACh神経系の機能低下

（Davis＆Maloney，1977；Rossor・et・al．，1982）あるいは神経細胞の脱落などが報告され

（Coyleε∫厩，1983；Whitehouse・et・aL，1982）、臨床的にも脚光を浴びることとなった。

mACh－Rを介する生理作用は多様であるため、受容体の多様性が指摘されてきたが、

薬理学的な特異的プローブがなかったため研究は進展しなかった。近年、mACh－Rの

サブタイプの存在を証明する選択的アンタゴニストとしてpirenzepine（Ml受容体選

択的アンタゴニスト（Hammer　et　aL，1980））あるいは11｛［2｛（diethyla血no）methyl］一1－

piperidinyl］acetyl］一5，11一一dihydro－6H－pyrido［2，3．一b］［1，4］　benzodiazepine－6－one　（AF－DX　1161

M2受容体選択的アンタゴニスト（Giache杖i　6’認，1986））が開発された。これにより、

mACh－Rの分類がなされ、詳細な研究が可能となった。

近年、急激に老齢化社会が進行し、老人性疾患が社会的問題となっている。老人性

疾患の中でも老人性痴呆症の患者数が急激に増加するとの予測に対し、医療面での根

本的な解決策は見つかっていない。老人性痴呆症にはアルツハイマー病や脳血管性痴

呆症があるが、特にアルツハイマー病の発症機構についてはほとんど解明されていな

い。脳高次機能の解明は、アルツハイマー病、パーキンソン病などの精神神経疾患の

病態解明、治療、予防の面からも大きな期待が寄せられている。脳の研究分野におい

ても、分子生物学はめざましい発展を遂げている。脳高次機能に関連する分子の同定

や、特定の遺伝子の個体レベルでの機能解明が可能になってきている（Bourtchuladze

et・al．，1994；Grant　et・aL，1992）。また、陽電子放射断層法や核磁気共鳴画像などの計測
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技術の向上により生体における様々な脳活動状況の把握が可能となってきた。ようや

く、分子レベルの研究と生体レベルの研究が融合し始めたところである。これまでに、

薬理学的研究はこの両研究レベルに多くの指針を与えてきた。今後はさらに、この両

者の先導役としてあるいは橋渡し役として重要な役目を担うであろう。

　ヒト病態を直接研究材料とすることは困難であることが多い。この場合、病態モデ

ル動物を使う方法がある。モデル動物を用いることにより、その病態に関する情報の

みならず、生体機能に関する基礎的知見を得ることができる。また、生体機能に関す

る基礎研究は疾患の根本的な病態解明などにとって必須である。

今回、著者は正常マウスを用いることにより学習／記憶に関与するmACh－Rのサブ

タイプを、また、そのサブタイプに連関する細胞内情報伝達系を薬理学的研究法によ

り同定した。さらに、老齢ラットあるいは老化モデルマウスを用いることにより、老

化に伴う脳内ACh神経系における神経化学的変化を検討した。老齢動物として長期

飼育したラットを、また、老化モデル動物として老化促進モデルマウス（senescence－

accelerated　mouse：SAM）を使用した。　SAMは通常の実験動物より早期に各種の老化兆

候を発現するマウスで（Miyamoto　8’砿，1986；Takeda　et　al．，1981）、老化の基本的機

構の解明のための動物モデルとして注目されている。今回得た結果は脳高次機能の解

明および老人性痴呆症などの病態解明にとって重要な薬理学的知見と考えられる。

1卜
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図1ラットおよびヒ1・脳内ACh神経系の投射

　ラット脳においてもヒト脳においても海馬あるいは大脳皮：質など学習／記憶に重要であると考

えられている部位にmACh－R受容体が存在する（Gage　et　al，，1983；Saper，1984；Sofroniewet‘IL，

1982）。アルツハイマー病患帯同においてマイネルトの基底核の神経細胞の脱落などが報告され

ている（Coyle　et‘aL，1983；Davis＆Maloney，1977；Rossor　et‘al．，1982；Whitehouse　et‘aL，1982）。
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第1章

ラット脳内ムスカリン性受容体介在性細胞内情報伝達機構

末梢神経系のacetylcholine（ACh）受容体（ACh　receptor：ACh－R）は、アルカロイド

であるニコチンあるいはムスカリンに対し感受性を持つことが知られている。それぞ

れに感受性の高い受容体をニコチン性受容体およびムスカリン性受容体（muscarinic

ACh－R：mACh－R）に大別されている。ニコチン性受容体は運動神経終板、自律神経節

後面などに存在し、mACh－Rは副交感神経節後線維支配の効果器官などに存在する。

また、それぞれの受容体の活性化により発現するAChおよび関連薬物による生理学

的／薬理学的作用はニコチン作用あるいはムスカリン作用と呼ばれている。

ニコチン作用は神経節後線維あるいは筋細胞における一過性の興奮である。ニコチ

ン性受容体は分子生物学的研究によりカチオンチャネルを形成していることが明らか

となった（Brisson＆Unwin，1985）。一方、ムスカリン作用は効果器官などの違いに

より多様である。この違いはmACh－Rの多様性によるとの仮説があったものの、選択

的なアンタゴニストがなかったために、その薬理学的な研究は遅れていた。

近年、pirenzepineが開発され、これに高親和性のmACh－RをMl受容体、低親和性

の受容体をM2受容体と薬理学的に分類されている（Hammer　et‘al．，1980）。後に、

M2受容体により高親和性の11一［［2｛（diethylamino）methyl］一1　一piperidinyll　acetyl］一5，11－

dihydro－6H－pyrido［2，3－b】［1　，4］　benzodi　azepi　ne－6－one（AF－DX　l　l　6）が開発され（Giachetti・et

al．，1986）詳細な薬理学的研究が可能となった。一方、分子生物学的研究により

mACh－Rをコードしていると考えられる5種のcDNAがクローニングされた。これら

のcDNAは再構成実験を用い、　pirenzepineあるいはAF－DX　l　l　6を用いることにより薬

理学的分類と一致することが示された（Bonner・et　al．，1987；Kubo　et‘al．，1986－a，　b；

Peralta　et‘aL，1988）。しかし、中枢神経系におけるin　vivoのmACh－Rの薬理学的研究

はその重要性に比較し遅れていた。

神経細胞において、Ca2＋は2次メッセンジャーとして重要な役割を果たしていると

考えられている。神経細胞には他の組織細胞に比べリン脂質含有量が多いことが知ら

れている。Ca2＋の細胞内動員にリン脂質代謝が関与している可能性が指摘されており

（Berridge　et　aL，1982，1983；Jacobson・et・aL，1985）、神経細胞における各種受容体の活

性化とリン脂質代謝の連関が注目されている。

そこで、本章ではpirenzepineおよびAF－DX　l　l　6を用い、特に、リン脂質代謝を中心

一9一
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に、ラット大脳皮質おけるmACh－Rを介した細胞内情報伝達系に関する薬理学的／神

経化学的検討を行って得た結果を記述する。
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1－1実験材料および実験方法

1－1－1実験動物

Wistar系雄性ラットを使用した。4－6週齢のラット（日本ラット）を購入した後、

当研究室動物飼育室にて飼育した。7：30－19：30を明時とし、22±2℃、湿度約50％

に保ったconventional環境において飼育した。固形飼料（CE－2（日本クレア））と水

道水を自由摂取させた。1週間以上飼育することにより環境に馴化させ、実験に使用

した。

1－1－2　大脳皮質切片標本におけるcarbachol刺激による［3H】inositol　1－phosphate蓄積の

測定

　雄性ラットを断頭致死後、直ちに頭蓋骨を割り、全脳を摘出した。氷温下にて大脳

皮質を分離し、かみそり刃にて細分した。ナイロンメッシュ（メッシュサイズ：0．3

mm）に通し大きさをそろえ、これを切片標本とした。切片標本をKrebs－Ringer

bicarbonate緩衝液（123　mM　NaCl，26　mM　NaHCO3，5mM　KC1，　L4　mM　KH2PO4，0．8　mM

CaC12，1．3　mM　MgSO4，10mM　glucose（pH　7．4））中でO／CO，（95／5，　v／v）の混合ガスを通

気しながら37℃で30－45分間プレインキュベートした。10mM　LiCl（同濃度のNaCl

と置換），2μCi［3H］inositolを含むKrebs－Ringer緩衝液250μ1にプレインキュベートし

た切片標本を30叫加え、試験管に混合ガスを充満し密栓をし37℃、60分間インキュ

ベートした。LiClはIPの加水分解を抑制する（Berddge　6∫紘，1983；Jacobson　et・al．，

i985）。この後、　carbachol（CCh：サブタイプ非選択的ムスカリン性アゴニスト）溶

液10μ1を加えさらに37℃、60分間インキュベートした。切片標本を氷冷

Krebs－Ringer緩衝液で3回洗浄して反応停止とした。室温にて、0．94　mlのクロロホル

ム／メタノール（1／2，v／v）混液を加え、10分間、リン脂質を抽出した。0．31mlのク

ロロホルムと同容量の蒸留水を加え、水層と有機層を分離した。水層を0．6mlのイオ

ン交換カラムAGI－X8（100－200メッシュ、ギ酸型）を用い各画分に分離した。分

離には以下の順で各溶出液3mlで2回ずつ溶出した。1）5　mM　inosito1：遊離inositol

二分、2）5mM　Na2B407，60　mM　HCOONa：glycerophosphoinositol画工、3）0．1　M

HCOOH，0．2　M　HCOONH4：inositol　1－phosphate（IP）画素。　IP二分にシンチレーショ

ンカクテル（Beckmann　Ready　Gel）を加え放射活性を測定した。また、抽出後の水層

の一部にシンチレーションカクテルを加え放射活性を測定し、水層の総量に換算し

［3H］inositolの総取り込み量とした。百日咳毒素（pertussis　toxin：PTX）の処置はプレ
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インキュベーションの際に2時間行った。膜リン脂質代謝の結果産生されてくると考

えられるinositol　1，4，5－trisphosphate（IP3）、inositol　l，4－bisphosphate（IP，）は順次加水

分解されIPとなる。組織における［3H］inositolの取り込み活性は低いため［3H］inosito1

由来の放射性IP3、　IP2．およびIPの産生量は低い。また、各イノシトールポリリン酸

の生物学的半減期は短い。したがって、刺激時間を長くし、Liαにより加水分解を阻

害され蓄積したIPの放射活性をPI代謝活性の指標とした。

1－1－3　大脳皮質切片標本におけるadenosine・3’，5’・一cyclic　monophosphate蓄積の測定

上記大脳皮質切片標本50plを05　mM　4｛（3－butoxy－4－methoxyphenyl）methyl］一2－

imidazolidinone（RO　20－1724：adenosine　3’，5，一cyclic　monophosphate（cAMP）の分解酵

素であるボスポジエステラーゼの阻害薬）、1μM　pirenzepineを含むKrebs－Ringer

bicarbonate緩衝液（pH　7．4、組成は1－1－2に同じ）150μ1に加え、37℃にて15分間イン

キュベートした。このインキュベーションの際、1　pM　forskolinで刺激した反応を対照

とし、lmMCCh共存下の反応と比較した。反応系に0．2NHC1を0．2ml加え、3分間

煮沸した。15，000　9で遠心分離した後、上清100μ1をヤマサcAMP測定キットを用い

たラジオイムノアッセイ法によりcAMP量を測定した。

1－1－4　大脳皮質シナプス三二二分の調製

雄性ラットを断頭致死後、直ちに頭蓋骨を割り、全脳を摘出した。氷温下にて大脳

皮質を分離し、かみそり刃で細分した。大脳皮質の約10倍量の0．32Mショ糖を含む

25mM　Tris－HCI緩衝液（pH　7．4）中、ポッター式ガラス／テフロンホモジナイザーを用

いホモジナイズした。1，000　gにて10分間遠心分離し、上清をさらに50，000　gにて

10分間遠心分離し沈渣を得た。この沈渣をシナプス粗品品分とし、100・mM・NaClを含

む25mM　Tris－HCI緩衝液（pH　7．4）にて懸濁し、液体窒素にて凍結し実験に使用する

まで．80回忌保存した。

1－1－5大脳皮質粗膜画分における［3H］pirenzepine結合のcarbacho1による結合阻害に

対するguanosine　5’一〇一（3－thiotriphosphate）の影響

粗品三分0．l　mgにおける10nM［3H］pirenzepineの結合活性に対するO－10mM　CCh

による結合阻害活性を50μMguanosine　5’一〇一（3－thiotriphosphate（GTPγS）存在下、非存

在下において検討した。5mM　MgC12、100　mM　NaClを含む25　mM　Tris－HC1緩衝液

（pH　7．4）200μ1中で25℃、15時間反応を行った。非特異的結合活性は1μM

12一
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atropine存在下における結合活性とした。反応系に氷冷Tris－HCI緩衝液1．0・m1を加え

反応を停止し、Whatman・GF／Bガラスフィルターにて素早く吸引濾過した。さらに、

フィルターをL5　ml　Trls－HCI緩衝液で3回洗浄した。フィルターをバイアルに入れ、

シンチレーションカクテルを加え、フィルターに残存した放射活性を測定した。得た

測定値は非線形最小二乗法によりコンピュータ解析を行った（Kitamura．＆Nomura，

1986）　o

1－1－6　蛋白質量の測定

Lowryらの方法（Lowry　et　al．，1951）に準じて行った。標準検量線にはウシ血清アル

ブミン（bOvine・serum・albumin：BSA）を用いた。粗蝋画分量は全てこの方法による蛋白

質量を示す。

Ll・7　統計処理方法

実験結果は平均値または（平均値）±（標準誤差）で表した。Student’s　t．testを用い、

対照群との有意差を検定した。

1。1－8　使用薬物

AF－DX　l　l6：Dr．Thomae　GmbHより恵与された。

その他は、下記より購入した。

Myo一［2－3H］inositol．　［N－methyl－3H］pirenzepine　1　Du　Pont／NEN　Research　Products

PTX：科研製薬株式会社

RO　20－1724：日本ロッシュ株式会社

cAMP測定キット：ヤマサ醤油株式会社

Tri　s　（Trizma　base）．　pirenzepine　．　CCh　：　Sigma　Chemical　C　o．

GTP”yS　：　Boehringer　lngelheim

その他の試薬（特級）：和光純薬工業株式会社

1－2　実験結果

1－2－1大脳皮質切片標本における［3H］inositol　l－phosphate蓄積に対する高濃度KC1

の影響

［3H］inositolを取り込ませた大脳皮質切片標本に対し、　I　O　mM　LiCl存在下、50　mM
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KCI（Krebs－Ringer緩衝液の同濃度NaClと置換）刺激をした。高濃度KC1は基礎活

性に比し、有意に［3H］IP蓄積を増加した。この高濃度KCIの作用はムスカリン性アン

タゴニストである10　pM　atropineにより有意に抑制された。また、　ACh分解酵素の阻

害薬であるIO　pM　physoitgmine単独存在下では、基礎活性に比し有意な差は認められ

なかった。高濃度KCIとの共存下でphysoitgmineは高濃度KCIの作用をさらに上昇さ

せた（図1－1）。したがって、本切片標本における高濃度KC1刺激による［3H］IP蓄積

の上昇には内因性AChが関与すると推定された。すなわち、高濃度KCI刺激により1）

シナプス前部が脱分極し、2）内因性AChが遊離され、3）遊離されたAChがシナプ

ス後部膜上のmACh－Rを活性化し、4）その結果、ホスホリパーゼC（phospholipase

C：PLC）が活性化し、　phosphatidylinositol（PI）代謝活性が上昇したと推定された。し

たがって、本切片標本を用いた実験系はAChのPI代謝活性への影響を検討する目的

に適当な系であることが示された。

　また、高濃度KCI刺激によるPI代謝活性の上昇はatropineにより完全に抑制されな

かったことから、大脳皮質切片標本においては他の神経伝達物質も関与しているか、

あるいは、シナプス感応が直接脱分極され、Ca2＋流入によりCa2＋依存性PLC（Honma

et・al．，1988；Katan＆Parker，1987；Ryu　et‘al．，1986，1987）が活性化される可能性が推測

される。

1－2－2　carbachol刺激による［3H】inositol　l－phosphate蓄積活性の上昇に対する

pirenzepineおよび11｛［2｛（diethylamino）methyl］一　1　一piperidinyl］　acetyl］一5，11－dihydro－6H－

pyrido［2，3－b］［1，4］benzodiazepine－6－oneの作用

大脳皮質切片標本において、CChは濃度依存的に［3H］IP蓄積活性を上昇した（図1

－2）。pirenzepineおよびAF－DX　116は1mM　CChによる［3H］IP蓄積効果を濃度依存

的に抑制した（図1・3）。各々の50％阻害濃度（IC．値）およびHill係数を示す（表

1－1）。［3H］IP蓄積活性はAF－DX　l　l6に比較し、　pirenzepineにより低濃度で阻害された

ことから、CCh刺激によるPI代謝は主にMl受容体を介する反応であることが示唆

された。Hill係数が1ではない場合、アロステリック効果などにより活性阻害作用に

正の協調性（Hill係数＞1）、あるいは負の協調性（Hill係数く1）が現れていると考

えられる。AF－DX　116による阻害効果に関し、　Hill係数が0．7であったことからM2

受容体を介する反応がPLCに対して影響している可能性がある。
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　1mM　CCh刺激による13HIIP　ki積活性に対する○

存在下の活性の比を平均値で示す。

：　pirenzepine，　e　：AF－Dx　116

表1－1　CCh刺激による13HllP蓄積に対するpirenzepineおよび

　　　　AF－DX　l16の50％i；i1害濃度（ICs。）およびH川係数

IC，，　value　（pM） H川coemcient

Pirenzepine

AF－DX　116

1．15

9．66

1．0

O．7
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　1－2－3guanosine　5’一〇一（3－thiotriphosphate）存在下および非存在下におけるラット大脳

皮質粗膜画分におけるpirenzepine結合に対するcarbacho1の影響

　一般に、7回膜貫通型受容体は三量体（α、β、γ）GTP結合蛋白質（G蛋白質）と

共役することが知られている。このG蛋白質は2次メッセンジャーの産生触媒部位

を調節すると共に、受容体のアゴニストに対する親和性に影響する。すなわち、受容

体の活性化によりαサブユニットがGTP結合型となり活性化し受容体から解離する

と受容体のアゴニストに対する親和性が低下する（Ui，1984）。

　ラット大脳皮質粗膜画分において、10nM［3H］pirenzepine糸二合に対するCChの結合

阻害活性を50μMGTPγS存在下、非存在下において検討した。1μMから1mMの濃

度範囲でCChは濃度依存的にpirenzepine結合を阻害した。また、阻害曲線は二相性を

示した。GTPγS存在下において、阻害曲線は右にシフトした（図1－4）。コンピュー

タにより2－site　model解析をしたところ、　CChに対する高親和性部位はGTPγS非存在

下において全結合部位の43．3％を占めたが、GTPYS添加により26．8％に減少した（表

1－2）。したがって、Ml受容体はG蛋白質と共役する可能性が示唆された。

　1－2－4　ラット大脳皮質切片標本におけるcarbacho1によるadenosine　3’，5’一cyclic

monophosphateおよび［3H］inosito11－phosphate蓄積に対するpertussis　toxinの影響

　PTxは抑制性G蛋白質（Gi／Go）のαサブユニットをADPリボシル化することに

より受容体との連関を阻害することが知られている（Ui，1984＞。ラット大脳皮質切

片標本におけるCChによるcAMP蓄積活性および［3H］IP蓄積活性に対する作用への

PTXの影響を検討した。　l　mM　CCh単独刺激はcAMP蓄積活性を若干上昇した。

（データ未提示）。一方、lPtM　forskolinによるcAMP蓄積上昇をlmM　CChは37％

阻害した。この作用は、PTXにより濃度依存的に抑制され、1μg／mlの処置ではほぼ完

全に抑制された（図1－5－A）。この反応系には、1　pM　pirenzepineを添加しているた

め、このCChの作用はM2受容体を介する反応であると考えられる。したがって、

M2受容体は抑制性G蛋白質（Gi／Go）を介しアデニール酸シクラーゼ活性を抑制す

ることが示唆された。

　一方、CCh刺激による［3H］IP蓄積活性は10および100　ng／ml　PTX処置により上昇

傾向を示したが、有意な差ではなかった（図1－5－B）。したがって、Ml受容体は

PTX非感受性G蛋白質と連関し、　PLCを活性化することが示唆された。
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図1－4　GTPγS存在「および非存在ドにおけるラット大脳皮質粗膜lllli分

における13Hlpirenzepine結合に対するCChの阻害作川

　5mM　MgC12存在下、　CChおよびG’rPγ　S非存在トにおけるIO　nM

I3H】pirenzepine結合活性を対照とし、各濃度のCCh存在ド1こおける結合活

性の比の平均他を示す。○：GTPγ　S非存在ド、●：50μM　GTPγ　S存在ド

における結合活性を示す。

表1－2　ラット大脳皮：質粗膜lllli分における1’IllpiI’enzepine糸、ll合に対’する

　　　　　　　　CChの阻害作川に対するGTPY　Sの効果

High　affinity　site Low　affinity　site

一　GTPy＄ ＋　GTPyS 一GTPyS ＋　GTPyS

　ICs，　value　（M）　2．：　×lo’6

Receptor　ratio　（970）　43．4

1．2　x　10－6

　26．8

2．7　x　lo一“

　56．6

3．　．4　x　lo”

　73．2
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（B）　CCh

　None　　　　　　1　　　　　2

　　　　　Log［PTX　（ng／ml）1

3

図1－5　ラット大脳皮1質におけるforskolinによるcAMP蓄積活性、あるいはCChによ

る［3H　IIP蓄積活性に対するPTXの作用

　プレインキュベーションの際に各濃度のPTXを2時間処置した。

（A）ラット大脳皮質切片標本における1μMforskolin刺激によるcAMP蓄積活性に対

　する1mM　CChの阻害作用に対するPTXの影響

　　PTX未：処置脳皮質切片標本におけるCCh非存在下のlptM　forskolinによるcAMP蓄

　積活性を100％とし、1mM　CChおよび各濃度のPTX存在下の活性の比の平均値を示

　した。forskolinおよびCCh刺激は15分間行った。

（B）ラット大脳皮質切片標本における3mM　CChによる13H｝IP蓄積活性に対するPTX

　の影響

　　PTX未処置脳切片標本における3mM　CCh刺激による13HIIP蓄積活性をIOOc／，と

　し、各濃：度のPTX存在ドの活性の比の平均値と標準誤差を示した。　CCh刺激は1時

　間行った。

1－3考察

　ラット大脳皮質において、in・vivoにおいてAChはPI代謝を活性化することが示さ

れた。高濃度KCI刺激によるPI代謝活性の上昇はシナプス前部の脱分極による各種

神経伝達物質の遊離による受容体活性化を介するものと、Ca2＋依存性PLC（Honma・et

al，，1988；Katan＆Parker，1987；Ryu　et　al．，1986，1987）のCa2＋による直接的な活性化

によるものと推定される。atropineによる活性阻害は高濃度KCI単独刺激による活性
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化を50％近くまで抑制した。したがって、ラット大脳皮質におけるPI代謝の活性化

を介した生理反応に対しACh神経系が重要な位置を占めることが示唆された。

　mACh－Rは薬理学的に新たにM3サブタイプを加え分類されている（薬理学的分類

であって、クローニングされたm3サブタイプと異なる）　（Doods・et・aL，1987）。M3

受容体は4－diphenylacetoxy－N－methylpiperidine　methobromide（4－DAMP）に高親和性であ

る。M3受容体はこれまでの分類におけるMl受容体の一・部であると考えられる。

M1受容体はpirenzepineに対し高親和性で、　AF－DX　l　16に対し中程度の親和性である。

M3受容体はpirenzepineに対し中程度の親和性で、　AF－DX　116に対し低親和性である。

MlおよびM3受容体がPI代謝に連関していることがPI代謝活性に対する

pirenzepineとAF－DX　l　l6のIC．値が比較的近い値を示した理由であろう。Hill係数か

ら判断すると、AF一・DX　116高親和性受容体を介するPI代謝活性に対する阻害作用に

負の協調性が認められる。cAMPが上昇するとき、　PLC活性が低下することが報告

されている（Kennedy　et　aL，1995）。おそらく、AF－DX　I　I　6高親和性受容体を介する

反応がPLC活性の上昇に対し協調的に作用し、その結果、　PLC活性に対する阻害作

用は負の協調性として現れると推定される。

　精製されたmACh－R、あるいはcDNAより推定されるアミノ酸配列より、

mACh・Rは7回細胞膜を貫通していると推定されている（Bonner・et・aL，1987；Kubo　et

aL，1986－a，　b；Peralta・et・aL，1988）。このタイプの受容体は三量体型G蛋白質と連関

し、cAMPあるいはIP3などの2次メッセンジャーの生成を調節していると推定され

ている（Ui，1984）。本章において、　MlおよびM2受容体はG蛋白質と連関するこ

とを示した。M1受容体の活性化はPI代謝の活性化に、　M2受容体の活性化はアデニ

ル酸シクラーゼの抑制に連関する。Ml受容体はPTX非感受性G蛋白質と、また、

M2受容体はPTX感受性G蛋白質と共役することでこれらの反応を制御しているこ

とが示された　（Ohnuki＆Nomura，1991）。分子生物学的研究法により、多くのG蛋

白質がクローニングされてきている。G蛋白質αサブユニットのG／G，、（Lee　et‘aL，

1992）およびG14（Nakamura　et　aL，1995）がPl代謝を触媒する酵素であるPLC一βと

連関する可能性が報告されている。このαサブユニットはPTXによりADPリボシ

ル化される可能性のあるシステイン残基を持たない。これに対し、HL－60細胞におい

てPTX感受性のPLCの活性化が報告されている（Oinuma　et‘aL，1987）。この活性化

に関与するG蛋白質は脳内にも存在するとの報告がある（Katada・et・aL，1987）。ま

た、βγサブユニットがPLC一β2を活性化する可能性が報告されている（Camps　et‘aL，

1992）。さらに、このβγサブユニットはGi2のサブユニットであることが報告され
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た（liri・et・al．，1992，1995）。しかし、βγサブユニットのみでPLC一β2の活性化が可能

であるかについては結論がでていない。本章において、PTXは100　ng／mlまで濃度依

存的に［3H］IP蓄積活性を上昇した。　M　1受容体は本来、　PTX非感受性G蛋白質と連

関しPLCを活性化するが、一部はPTX感受性G蛋白質Gi／Goと共役できる状態に

あるのかも知れない。このG蛋白質がPTX処置により共役できなくなり、その分

PTX非感受性でPLCを活性化できるG蛋白質がより共役しやすくなり、その結果、

［3H］IP蓄積活性が上昇するのではないだろうか。さらに高濃度のPTX処置は一部の

pTX低感受性でありPLCを活性化できるG蛋白質をADPリボシル化し、［3H］IP蓄

積活性が減弱するのではないだろうか。

　クローニングされたM3（m3）受容体あるいはM4（m4）受容体に対する選択的アン

タゴニストが、近年、開発されてきている（M3受容体に対してhexahydrosiladifenido1

およびp－fluorohexahydrosiladifenidol、　M4受容体に対してtropicamide（Caulfield，1993））。

cDNA発現系を用いた再構成系の実験においてはM3受容体はMl受容体に類似して

おり主にPI代謝に連関し、　M4受容体はM2受容体に類似し、主にcAMP生成の抑制

系に連関する。しかし、現在開発されているサブタイプ選択的ムスカリン性アンタ

ゴニストは再構成系による受容体結合実験において、各サブタイプに対して10倍以

上の親和性の差を示さない。本章に示したCCh刺激によるPI代謝活性に対する

pirenzepineとAF－DX　l　l　6の差も同様である。したがって、生体由来の組織あるいは

細胞を用いた実験系において、現在クローニングされている5種のmACh－R（m1－

m5）を薬理学的手法により区別することは困難であると思われる。薬理学的分類に

したがうと、m1、　m3およびm5はMl受容体、　m2およびm4はM2受容体に分類さ

れる。m1、　m3およびm5にはホスホリパーゼA。　CおよびD、およびある種のチロ

シンキナーゼの活性化に、また、m2およびm4にはアデニル酸シクラーゼの抑制あ

るいはK＋チャネルの調節に連関すると報告がある（Felder，1995；Kurachi・et・aL，1986；

Pfaffinger　et　aL，1985）。mACh－Rを介した生理反応の多様性は受容体の多様性のみな

らず、各々に連関する細胞内情報伝達系が多様であることに起因することが示され

つつある。しかし、これらの内、詳細が明らかとなりつつあるのは機構はPLCの活

性化、アデニル酸シクラーゼの抑制およびK＋チャネルの調節である。さらに、これ

らの報告のほとんどが再構成系を用いている。今後、再構成系を用いた分子生物学

的手法とともに、より生理的条件を反映した研究法による検討が必要となろう。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　第II章

マウスを用いたムスカリン性受容体応答の学習／記憶への関与に関す

る行動薬理学的研究

　ACh神経系が学習／記憶に関与することは、これまで薬物治療の副作用あるいは外

科的治療の結果から推定されてきた（Gruber・et・ctl．，1967；Milner・et・aL，1968；Sitaram　et

al．，1978）。実験的には、非特異的ムスカリン性アンタゴニストであるscopolamine

や、ACh作動性神経系に対する神経毒であるコリンマスタードなどを動物に投与し得

られた結果から示されてきた（Drachman，1977；Hicker　et　al．，1983；Kitalilnaε1漉，1992；

Mouton　6∫鳳，1988；Walsh　et　al．，1985；Whishaw　et　aL，1985）。ここ数年、学習／記憶に

関与する神経伝達物質として特にグルタミン酸（lshikawa　88鳳，1977；Ja餓∋＆Blanco，

1994；Murtha．＆Pappas，1994；Tonkiss＆Rawlins，1991）など他の神経伝達物質も注目さ

れているが、近年、社会的に問題となりつつあるアルツハイマー病患者脳において

ACh神経系の機能低下（Davis＆Maloney，1977；Rossor　et・aL，1982）あるいは神経細胞

の脱落（Coyle　6∫鳳，1983；Whitehouse・et・al．，1982）などが報告され、臨床的視点からも

学習／記憶のACh仮説およびその加齢変化が脚光を浴びることとなった。

　しかし、これまでの研究成果において、ACh神経系が学習／記憶に対して何らかの

重要な役割を果たしている可能性を示したに過ぎず、学習／記憶の過程において、ど

の段階で関与するのか、さらにmACh－Rのどのサブタイプが関与するのかなどについ

ての検討はなされていなかった。第1章に述べたように、pirenzepine（Hammer・et・aL，

1980）あるいはAF．DX　l　16の開発（Giachetti　et・al．，1986）によりmACh－Rに関するよ

り詳細な薬理学的／神経化学的研究が可能となった。本章では、これらの薬物を使用

し、また、学習／記憶機能を解析する行動薬理学的方法を用い、薬物投与時期などに

工夫を加えることにより学習／記憶へのACh神経系の関与の機構を解明しようと考

え、検討を行った。
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II－1実験材料および実験方法

　II－1－1実験動物

ddY系雄性マウスを使用した。3－4週齢のマウス（Charls・River）を購入後、当研究

室動物飼育室にて飼育した。7＝30－19：30を明時とし、22±2℃、湿度約50％に保っ

たconventional環境において飼育した。固形飼料（CE－2（日本クレア））と水道水を

自由摂取させた。1週間以上飼育し実験に使用した。

　II－1－2　実験装置

　A）step－through型受動的回避反応実験

　　小原医科産業株式会社製マウスstep－through型実験箱（Model　No．　PA－M、図II・1）

および実験箱に流す電流の制御および時間計測を行う5連式受動的回避反応実験装置

（Model　No．　PA－M5）を用いた。実験箱は横断面が台形（上底10、下底4、高さ9cm）

で奥行き13cmの明箱と、それに連結された奥行き16　cmの暗箱とから成る。明箱と

暗箱は直径3cmの穴の開いた壁で仕切られている。この穴はスライド式のドアによ

り開閉される。両箱の床はステンレス製の棒のグリッドになっており、暗箱の床グリッ

ドには実験装置から通電できるようになっている。

　B）八方向放射状迷路実験

　当研究室において設計および制作した。一辺8cmの正八角形のプラットホームを

中心に、そこから放射状に長さ40cmの八本のアーム（選択肢）が延びている（図

II－2）。アームを囲む透明なアクリル板製の壁によりマウスは実験装置の外へ逃げる

ことはできない。実験装置は、実験期間中、常に同じ位置に設置されており、また、

実験者を含むすべての周囲の事物の位置は一定に保たれている。
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（A）

図II－1　Step一Ihrough型受動的liil避反応実験箱

（A）：内箱。外壁は透明なアクリル板で作られている。手前が明箱となる。問に黒い

アクリル板で作られた仕切壁がある。仕切壁の穴はスライドドアにより開閉される。

（B）：外箱。内箱をセットすることにより、内箱の仕切壁より奥が暗箱となる。

図II－2　　／kノ∫lfり方文身桝犬」悉路装置

　各選択肢は透明なアクリル板で囲まれている。迷路は実験期間中、同

位置に設置される。また、尉1川の‘∬物の位置も　・定に保たれる。
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　II4－3　実験原理

　A）受動的回避反応実験

　この実験はマウスが暗くて狭いところを好む性質を利用した方法である。獲得試行

と再生試行の二つの過程から成る。

　1）獲得試行：マウスに学習をさせる過程。

　飼育ケージから取り出され、明箱に入れられたマウスは、通常、直ちに暗箱に逃げ

込む。四肢が暗箱に完全に入った瞬間に暗箱の床グリッドに通電し、マウスに電気ショッ

クを与える。つまり、暗箱に入ったマウスは電気ショックという罰を与えられる。こ

れをマウスに学習させる過程である。

　2）再生試行：記憶を確認する過程。

　獲得試行から一定時間経過後に行う。獲得試行と同様にマウスを明箱に入れる。こ

の時、マウスが獲得試行時に受けた電気ショックという不快経験を正確に記憶してい

れば、暗箱に入ろうとしないはずである。逆に記憶障害があれば暗箱に入りやすくな

る。明箱に入れたマウスが暗箱に入るまでの時間（潜時）により記憶の確かさを検討

することができる。

　3＞薬物投与時期

　薬物投与は以下の3通りの時点に行った。

　　a）獲得試行前投与

　　　獲得試行開始前に薬物投与した。これは学習課程における薬物の影響を検討す

　　るための投与法である。また、今回は基準潜時（II↓4，　dに記述）に達するまで

　　獲得試行を繰り返し行うので、短期記憶の形成（図II－10：B＞・i　！・：・一a）／想起

　　（図II－10：B）・工：トb）に対する薬物の影響も検討できる。

　　b）獲得試行直後投与

　　　獲得試行において基準潜時を達成したマウスに対して、獲得試行終了直後に薬

　　物投与した。学習課程あるいは短期記憶と長期記憶の機構が異なるとすると、ま

　　たは、学習／短期記憶の形成後に長期記憶の重要過程がある（図II－10：B）②）

　　ならば、この投与法により有意な影響を受けることが推定される。

　　c）再生試行前投与

　　　再生試行前に薬物投与した。記憶の想起過程（図II　一10：B）（：3：））における薬

　　物の影響を検討するための投与法である。
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　B）八方向放射状迷路実験

　実験に使用されるマウスは1週間前より食餌制限がなされる。迷路のアームの先端

には一粒の小さな餌が置いてある。プラットホームに放たれたマウスは迷路中を探索

し、やがて餌を見つけ食べる。すべての餌をとり終えるまで迷路内に放置しておく。

この訓練を1日1回行う。訓練を繰り返すごとに、マウスは徐々に効率良く餌を見つ

けるようになる。つまり、一度餌をとったアームに入らずに餌の残っているアームを

次々に選択するようになる。ほとんどのマウスはあたかもランダムに選択するように

なる。マウス問に共通の選択順序は認められないし、同一のマウスについても各訓練

ごとの選択順序は異なる。選択していないアームに入り餌をとることを正選択、一度

選択したアームに再び入ることを誤選択とする。はじめの8選択のうち7選択以上が

正選択である試行が連続5試行出現することを習得基準とした。この習得基準を満た

したマウスを薬物作用の検討に使用した。

　この実験における記憶は、作業記憶および参照記憶の二つで構成されていると考え

られている（Honig，1978）。参照記憶は各試行間で共通して有効な情報の記憶であり、

この迷路実験においては周囲の事物の配置などであり、認知地図とも呼ばれている。

作業記憶はある試行内においてのみ有効な情報の記憶であり、この迷路実験において

は、すでに選択したアームの記憶である。

II－1－4　実験方法

A）受動的回避反応実験

　a）被験動物

　　実験開始1－2時間前に実験環境下に1匹ずつ小ケージ（ホームケージ）に隔

　離し環境に馴化した。

　b）薬物投与法

　　薬物はすべて脳室内へ投与した（intracerebroventricular・administration：i．c．v．）。

　HaleyとMcCormickの方法（Haley＆McCormic，1957）に準じて行った（図II－1）。

冠状縫合上で、矢上縫合から1－1．5㎜の位置に深さ3－3．5mmにトップ社製の

　二段針を用いて投与した。薬液を5秒間かけて注入し、その後、10秒間針を挿入

　したままにしておく。ムスカリン性アンタゴニストは0．2Mリン酸緩衝液に溶解

　し、pH　7に調整した。投与量は各濃度の薬物1叫とした。　dantroleneは最終濃度

　3mM／20％DMSOに調製し、2あるいは3．3μ1投与した。
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c）電気刺激強度の決定

　獲得試行における、電気刺激の強度を検討したt、薬物投与5分後に、マウスを

実験箱の暗箱に入れ1分間隔で段階的に0．05－1．OmAの電気刺激を加えた。薬物

は用いた薬物の最高濃度（40・nmol）を投与した。刺激強度の指標として以下の3

種の行動を観察した。Φtlinch二「うずくまり」や「驚き」などの行動で弱い刺

激に対する反応、②jump：同時に2本以上の足を床からはなす行動で、強い刺激

に対する反応、（（31）　vocalization：何らかの声を発する行動で、強い嫌悪感の表現で

あると解釈されている。これらの行動を最初に現した強度の電気刺激をそれぞれ

の行動に関する閾値とした。マウスが罰として電気刺激を認知する必要があるの

でjumpを起こす強度が適当であろうと考えた。

d）獲得試行

　実験環境下に馴化した後、獲得試行前投与の場合は投与5分後に、その他の投

与法の場合は処置なしのまま実験箱の明箱に入れた。この時、明箱と暗箱を仕切

るスライドドアは閉じておいた。10秒間の馴化の後、ドアを開け、マウスが暗箱

に入ることを許可した。この時からマウスが暗箱に完全に入るまでの潜時を計測

した。マウスの四肢が暗箱に人つた瞬間に床グリッドに通電した。直ちにマウス

を暗箱から取りだし、ホームケージに戻した。マウスを1分後、再び明箱に入れ、

初回と同様に、10秒の馴化の後にドアを開け潜H？iを測定した，，潜時は300秒を上

限（基準潜時）とし、300秒間明箱に留まったマウスは学習を完了したとみなし

た。300秒の潜時を達成するまで、マウスは同様に繰り返し訓練を受けた。また、
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　獲得試行後投与を受けるマウスは基準潜時を達成直後に投与を受けた。

　基準潜時を達成したマウスを以下に述べる再生試行に使用した。

e）再生試行

　　獲得試行の1、7および14日後に行った。獲得試行前と同様に、マウスは試行

　開始1－2時間前にホームケージに隔離され実験環境下に置かれた。再生試行前

　投与を受けるマウスは、薬物投与5分後に、また、他の薬物投与を受けたマウス

　はそのまま明滅に入れられた。10秒間の馴化の後、ドアを開け潜時の計測を行っ

　た。この試行においては、マウスが暗箱に入っても電気刺激は与えない。マウス

　が暗箱に入るかあるいは300秒間明箱に留まった場合、直ちに試行を終えた。

B）八方向放射状迷路実験

　a）実験動物

　　訓練開始1週間前より食餌制限によりマウスの体重を食餌制限開始時の7－8

　割程度に維持した。

　b）習得過程

　　訓練開始1時間前から、ホームケージにマウスを隔離し実験環境下においた。

　1日1回の訓練を毎日同時刻に行った。10分を上限とし、マウスがすべての餌を

　取るまで迷路内に放置した。この時のマウスのアームの選択川頁および時間を記録

　した。10分以内にすべての餌を取らなかった場合は、10分経過した時点で訓練

　を終了した。

　c）薬物作用の検討

　　最初の8選択のうち7選択以上が正選択である試行を5回連続で達成したマウ

　スを実験に使用した。試行5分前に薬物を投与した。

　d）薬物投与

　　20mM　dantrolene／DMSOを1μ1投与（i．c．v．）した。

　II－1－5　統計処理

平均値を示したデータではStudent’s　t－testを、中央値と4分位数で示したデータで

はMann－Whitney　U－testを適用した。

II・レ6　使用薬物

各薬物は下記より購入した。

dantrolene　：　Sigma　Chemical　Co．
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その他の試薬（特級）　和光純薬工業株式会社

　II－2　実験結果

　II－2－1受動的回避反応実験における電気刺激の感受性に対するムスカリン性アン

タゴニストの影響

　flinchに関して、どの薬物投与群も有意差は認められなかった。　Jumpおよび

vocalizationに関して、　atropine投与群では感受性の有意な低下が認められたがその影

響は微小であった（表II　一1）。この実験における刺激強度はJumpを誘導する強度以

上があれば充分である。感受性低下の認められたatropine投与群もjumpを示す強度

（（II－1－4、　c）に記述）として05　mAを刺激強度とした。

表II－1　電気刺激の感受性に対するムスカリン性アンタゴニストの影響

Flinch Jump Vocalization

None

Vehicle

Atropine

Pirenzepine

AF－DX　116

O．105　±　O．033

0．096　±　O．017

0．140　±　O．023

0．13．　5　±　O．02C

O．100　±　O．008

O．265　±　O．052

0．213　±　O．021

0．345　±　O．034＊＊

O．275　±　O．059

0．245　±　O．039

O．450　±　O．067

0．456±O．112

0．725　±　O．095＊＊

O．425　±　O．025

0．492　±　O．058

　’V一均値と標準誤差（mA）を示す（n＝5－8）。＊＊：p＜0．Ol溶媒投’チ群に対する有

意差を示す。

II－2－2ムスカリン性アンタゴニストの獲得試行における初期潜時に対する薬物投

与の影響

　受動的回避反応実験はマウスの暗所および狭所を好む性質に依存した実験系である。

ベンゾジァゼピン系薬物の投与すると、抗不安作用により明箱に留まったままのマウ

スが現れることがある。このような影響を持つ薬物はこの実験に不適当である。また、

運動機能に強く影響する薬物もこの実験系には使えない。そこで、獲得試行前に投与

した薬物がマウスの習性、あるいは運動機能に対する影響について検討した。これら
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の薬物は運動機能および運動量に強い影響を示さなかった。また、第一回目の獲得試

行における潜時（初期潜時）に対して、各薬物投与群において一定の用量依存性は認

められず、各薬物投与群問で有意差は認められなかった（表II－2）。したがって、今

回用いた薬物はこの用量の範囲において運動機能およびマウスの習性に影響しないこ

とから、受動的回避反応実験に用いることが可能であると判断した。

表II－2　ムスカリン性アンタゴニスト投与の獲得試行初期潜時に対する影響

Antagonists

　（nmol） None Vehicle　Atropine Pirenzepine　AF－DX　116

O　21．6±6．9　20．0±7．5

1 25．2　±　3．2

36．6　±　18．7

22．4　±　4．5

38．4　±　26．2　27．2　±　132

25D±8．9　16．0±4．6

34．6　±　16．2　33．8　±　IO．2

・ド均値と標準誤差（sec）を示す（n＝5－8）。

　II－2－3　ムスカリン性アンタゴニストの獲得試行前投与の作用

　A）獲得試行における影響

　薬物投与後の獲得試行において、基準潜時を達成するために必要な訓練回数を検討

した（図II－4）。atropine投与群は用量依存的に必要訓練回数が増加した。溶媒投与

群に対し、10nmolおよび40　nmol投与群は有意な訓練回数の増加を示した。

pirenzepine投与群およびAF－DX　l　16投与群には有意な変化は認められなかった。40

nmol　pirenzepine投与群は増加傾向を示した。なお、この実験に使用されたマウスはす

べて基準潜時を達成した。学習過程あるいは短期記憶形成／想起過程において、一部

mACh．R応答機能が関与している可能性が示唆された。
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図II－4　獲得試行における基準潜時達成に要する訓練同数に対するムスカリン性

アンタゴニストの獲得試行前投tJLの影響

　獲得試行5分前に薬物投与（i．c．v．）を行った。獲得試行訓練は基準潜時を達成す

るまで1分おきに繰り返した。データは平均値と標準誤差を示す（n＝5－7）。＊：

p＜0．05溶媒投’チ群に対する有意差を示す。

　B）再生試行における影響

　薬物投与後、獲得試行において基準潜時を達成したマウスについて、1日後、1週

間後、2週間後に再生試行を行った。再生試行においては、たとえマウスが基準潜時

以内に暗箱に入っても電気刺激は与えず、直ちに暗箱からマウスを取り出し試行を終

えた。atropine投与群は獲得試行において顕著な差の認められた用量に比べ、より低

用量から有意な差が認められた（図II－5）。1nmol投与群から溶媒投与群に対して

有意に潜時の短縮が認められた。pirenzepine投与群は同範囲の用量で獲得試行におい

て有意な差が認められなかったが、IO・nmol投与群より有意な潜時短縮が認められた。

一方、AF－DX　l　l6投与群は40　nmol投与群も有意な短縮は認められなかった。むしろ、

溶媒投与群よりも若干良い成績を示す傾向にあった。
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図H－5　ムスカリン性アンタゴニストの獲得試行前投：与を’受けたマウスの各

日の再生試行における成績

　獲得試行前投与後、獲得試行において基準潜時を達成したマウスを川いた。

各日における再生試行の成績を示す。A）atropine、B）pirenzepine、およびC）

AF－DX　l　16、を●：1nmol、▲：10　nmol、■：40　nmol投与した。各グラフ中

に○：溶媒投与群データを示す。データは中央値と4分位数で示す（n＝5，7）。

Mann－WhiIneyひtestを用いた、＊：P＜0．05、＊＊：P＜0．01溶媒投与群に対する有

意差を示す。
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II－2－4　獲得試行直後投与したムスカリン性アンタゴニストの再生試行における影

響

　獲得試行において、基準潜時を達成したマウスに対して獲得試行終了直後に各薬物

を40㎜ol投与した。14日後、再生試行を行った。　atropine投与醐こ潜時短縮傾向が

認められたが、有意な差ではなかった（図II－6）。
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　　　　　　Vehicle　Atropine　Pirenzepine　AF－DX　116
図II－6　獲得試行直後に投与したムスカリン性アンタゴニストの再生試行へ

の影響

　基準潜時を達成したマウスに対し、獲得試行直後に各薬物を40nmo1投与し

た。14日後、再生試行を行った。データは中央値と4分位数を示す（n＝5－7）。

II－2－5　ムスカリン性アンタゴニストの再生試行前投与の影響

獲得試行において基準潜時を達成したマウスに対し、14日後の再生試行の5分前

に各薬物を投与した。atropine投与群に若干の潜時短縮傾向が認められたが、有意な

差ではなかった（図II－7）。
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図II－7　ムスカリン性アンタゴニストの再生試行前投’チによる再生試行へ

の影響

　獲得試行において基準潜時を達成したマウスに対し、14H後の再生試行の

5分前に各薬物を40nmol投’チした。データは中央値と4分位数を示す（nニ

5一　7）　o

　II－2－6　dantroleneの獲得試行前投与の影響

II－2－5までのデータから、　atropineおよびpirenzepineの獲得試行前投与が長期記憶の

形成を強く抑制する可能性が示唆された。したがって、M1受容体が記憶形成の初期

過程において重要である可能性が示唆された。第1章で述べたようにMl受容体機構

はPI代謝を促進し（Fukuda　et　aL，1987；Ohnuki＆Nomura，1991）、PIから

diacylglycerolおよびIP，を産生すると考えられる（Berridge　et　aL，1984；Brown　et　aL，

1984；Macph㏄8∫鳳，1984；Murayatna＆Ui，1985＞。これらは2次メッセンジャーとし

て、IP，は細胞内Ca2＋プール、おそらく小胞体に局在する受容体／Ca2＋チャネルを活

性化し、細胞内Ca2＋濃度（［Ca2＋］i）を上昇させる（Berridge＆Irvine，1984；Furuichi・et

aL，1989）。また、　diacylglycerolはプロテインキナーゼC（protein　kinase　C：PKC）を

活性化する（Benidge　et　at．，1984）・

　dantroleneは筋弛緩作用薬で、その作用機序は筋細胞のCa2＋プールからのCa2＋遊離

を抑制することであると報告されている（Ohta・et・al，1990）。また、神経細胞におい

てグルタミン酸受容体を介した［Ca2＋］i上昇を抑制する（Lei・et・aL，1992）ことや虚血性

脳神経細胞死を抑制する（Zhang　et‘al．，1993）などの報告がある。そこで、受動的回
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　避反応実験において、獲得試行前にdantroleneを投与し（i．c．v．）学習機i能への影響を

　検討した。今回投与したdantroleneの用量範囲では顕著な行動変化は認められなかっ

　　た。6・nmol・dantrolene投与は獲得試行における基準潜時達成に必要な訓練回数1こ影響

　　しなかったが、lO・nmol投与により有意に訓練回数が増加した（図II－8）。なお、ど

　　の用量の投与群もすべてのマウスが基準潜時を達成した。獲得試行前投与を受け、獲t
　得試行において基準潜時を達成したマウスを1日後の再生試行に使用した。再生試

　行において、獲得前投与のdantroleneは用量依存的に潜時短縮作用を示した（図II－9）。
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図II－8　基準潜時達成に必要な訓練同数に対する獲得試行前投字の

dantroleneの影響

　dantroleneは獲得試行5分前に投与（i．c．v．）した。対照群は1司容量の

溶媒（20％DMSO）投与群とした。平均値と標準誤差を示す（n＝5－8＞。

＊：P＜0．05溶媒投与群に対するStudent’s　t－testによる有意差を示す・
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図II－9　dantroleneの獲得試行前投与による再生試行に対する影響

　獲得試行前投与を受け、獲得試行において基準潜時を達成したマウス

の1日後の再生試行における成績を示す。平均値と標準誤差を示す（n

＝5－8）。＊：p＜0．05、＊＊：p＜0．01溶媒投与群に対するStudent’s　t－testに

よる有意差を示す。

　II－2－7　八方向放射状迷路実験におけるdantroleneの作用

　1日1回の訓練を受け、はじめの8選択のうち7選択以上が正選択である試行が連

続5試行つづいたマウスに20nmol　dantroleneを投与し、訓練と同様の試行を行った。

最初の誤選択をするまでの正選択数（初期選択数）と全ての餌を取り終えるまでの誤

選択数（総誤選択数）を示す（表II－3）。dantroleneは初期正選択数の減少と、総誤

選択数の増加をもたらした。

tc　II－3　八方向放射状迷路において課題習得後の

　　　　　　dantrolene投与の影響

Dantrolene

（nmol） Correct Error

Vehicle

　　20

7．7　±　O．21

4．0±O．72＊

O．3　±　O．21

7．7　±　1　．74＊＊

　平均値と標準誤差（回数）を示す（n＝6－8）。＊：P＜0．05、＊＊

p＜0．01溶媒投与群に対する有意差を示す。
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II－3考察

　今回用いたアンタゴニストは全て水溶性が高い。したがって、これらの薬物は末梢

投与されても血液脳関門のため脳内にはほとんど移行できない。またdantroleneは強

力な筋弛緩薬であるため、行動薬理学的実験に用いる場合は末梢投与することができ

ない。これまで繁用されてきたムスカリン性アンタゴニストはscopolamineなどであ

る。scopolamineは血液脳関門を通過し脳内に移行できるため、末梢投与が可能であ

り、操作が簡便である。しかし、この場合、高用量の投与が必要であり、末梢組織に

おける副作用が問題とされることがある。さらに、scopolamineの作用はmAch－Rの

各サブタイプに対して非選択的である。これらの問題点は今回の報告の通り選択的ム

スカリン性アンタゴニストをi．C．V．することにより解決された。

　受動的回避反応実験において、顕著にムスカリン性アンタゴニストの影響が認めら

れたのは獲得試行前投与を行った場合であった。すなわち、atropineおよび

pirenzepine投与群の1日後以降の再生試行の成績が有意に低下した。したがって、

M1受容体応答機能は長期記憶形成時（図II－10：B）・1）一。、　C））あるいは記憶の保持

過程に重要であることが示唆された。また、獲得試行前投与において、atropineは用

量依存的に基準潜時達成に必要な訓練回数を増加したことより、短期記憶の形成／

想起（図II－10：B）・：D－a，　b、　C））においても一部何らかの役割を担っているものと推

定される。興味ある点は、獲得試行において顕著な影響が認められないにもかかわら

ず、再生試行における成績低下が強く現れた点である。この傾向は、dantroleneの作

用についても同様であった。獲得試行に有意な差を与えない低用量のdantrolene投与

が再生試行の有意な成績低下をもたらした。これは、学習／短期記憶の形成、あるい

はその想起過程と、長期記憶の形成過程の機構が異なる可能性を示している。短期記

憶の形成あるいは想起においては、AChも一部関与するが、むしろ他の神経伝達物

質が重要な役割を担っているのであろう　（図II・10、C）〉。一方、長期記憶の形成過

程においはAChが重要な役割を担っており、特にM1受容体を介した細胞内機構が

重要であることが示唆された。獲得試行終了直後にムスカリン性アンタゴニストを投

与しても再生試行において顕著な成績低下を誘導しなかった（図II－10　B）②））。獲

得試行前投与の結果と比較すると、短期記憶形成後にmACh－R応答機能を介し長期

記憶が形成されるのではなく、おそらく、短期記憶形成過程と平行して長期記憶が形

成されてゆくのであろう（図II．10：A）におけるMTM、　B）①一。、②）。神経伝達物

質はこの形成過程に対する引き金的役割を果たし、記憶形成過程が進行した後は細胞

外刺激より細胞内機構が重要となることが推定される。再生試行前投与の薬物投与が
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有意な作用を示さなかったことより、記憶の想起にはACh神経系の関与は弱いこと

が示唆された（図II　一　10　B）⑬：．）。実験動物において、前脳基底核を損傷すると、大

脳皮質のACh神経系の活性低下が誘発される（Johston　6’鳳，至979）。この動物は受

動的回避反応において、短期記憶に若干の障害を起こし、長期記憶に大きな障害を起

こすことが報告されている　（Helper　et　aL，1985；Miyamoto　et　aL，1985；　Wenk　etal，，1980）。

本章の結果をあわせ考慮すると、受動的回避反応において、長期記憶はMl受容体応

答機能を介し大脳皮質において保持されることが推測される。

　細胞内Ca2’動員が長期記憶の形成に重要であることが今回のdantroleneの作用に関

する実験結果より示唆された（図II－10：B）④、　C））。また、高用量のdantrolene投

与の結果より、短期記憶の形成／想起においても細胞内Ca2＋動員が一部役割を担っ

ている可能性が示唆された。神経細胞におけるdantroleneの作用機序の詳細は不明で

あるが、これまでの報告（Lei　et・aL，1992；Ohta・et・al，1990；　Zhang　et　aL，1993）から推察

すると、IP3による細胞内Ca2＋動員を抑制するか、あるいは筋細胞における作用機序

と同様にリアノジン感受性の細胞内Ca2＋動員（Ouyang　et　al．，1993）を抑制すると考え

られる。八方向放射状迷路課題習得に必要な記憶と受動的回避反応課題習得に必要な

記憶とは異なることが報告されている（Betty＆Shavalia，1980）。作業記憶は短期記

憶と類似しているが、数時間保持される点で異なる。また、実験動物において、前脳

基底核の損傷は長期記憶に影響し（Miyamoto　et　aL，1985）、内側中隔核の損傷は空間

記憶、特に短期の作業記憶に対し影響する（O’Keefe＆Dostrovsky，1971；O’Keefe　et

al．，1975）。内側中隔核の損傷は中隔一海馬系のACh神経系の活性低下を誘導する

（Divac，1975；Johnston・et・al．，1979，1981）。記憶の種類により、重要な脳部位が異な

るが、今回示した実験法においていずれも［Ca2＋］、の上昇が重要であることが

dantroleneの作用により明らかとなった。

　海馬においてシナプス前線維に高頻度の電気刺激を与えるとシナプス後部の活動電

位の振幅が数時間以上増大する現象が観察される。この現象は長期増強（long－term

potentiation：LTp（Blis＆L¢mo，1973；Yamamoto，1972））と呼ばれ、神経系の可塑性

を示す現象として注目され、学習／記憶の基礎機構であると考えられている。細胞内

Ca2＋動員によりCa2＋とカルモジュリンが結合し、活性化したカルモジュリンがカル

モジュリンキナ・・・・…ゼII（Ca2＋／calmodulin－dependent　protein　kinase　II：CaMK　II）を活性化

する（Yamauchi＆Fujisawa，1989）。LTPにCaMK　IIが関与するとの報告がある

　（Chapman　et　aL，1995；Fukunaga　et　aL，1995；Pettit　etaL，1995）・さらに・CaMK　IIのノッ

クアウトマウスが学習／記憶に障害を持ち、海馬のLTP発現能力が低下することが
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i
報告されている（Silva・et・aL，1992－a，　b）。また、マウスに対する活性型CaMK　IIの遺

伝子移入は海馬におけるLTP発現に変化を及ぼすことが報告されている（Bach・et・ctl．，

1995；Mayford　6∫鳳，1995）。学習／記憶に細胞内Ca2＋動員が重要であるという今回の

結果と一致する。また、LTPに対するPKCの関与も報告されている（Pasinelli　et・al．，

1995）。PKCのノックアウトマウスも学習／記憶に障害を持ち、　LTPの発現が減弱

することが報告されている（Abeliovich　8’鳳，1993－a，　b）。しかし、著者は、本章で述

べた実験系によりプロテインキナーゼの阻害薬である1・（5－isoquinolinesulfonyl）一2－

methylpiperazine（H－7）あるいはカルモジュリンの阻害薬であるN一（6－aminohexyl）一5－

chloro－1－naphthalenesulfonamide（W－7）などの作用を検討したが、顕著な作用は認め

られなつかた。薬物の用量が不適切であったか、あるいは組織における薬物の細胞内

透過性などが問題であったのか不明である。また、海馬スライス標本CAI領域にお

けるLTPに対するACh神経系の関与について検討したが、少なくとも、この領域に

おいてスライス標本を用いた実験系ではACh神経系の関与は認められなかった。

AChは単独ではLTP発現に関与しないのかも知れない（Bear＆Singer，1986）。探索

行動中の実験動物の海馬において4－12Hz程度の脳波（θ波）が観察されることか

ら（Bland，1986）、学習にθ波の発現が必要であると推測されている。この脳波の発

現にACh神経系の関与が示唆されている（Winson，1978）。この周波数に近い電気的

刺激により海馬スライス標本においてLTPが発現するが、このLTPはグルタミン酸

依存性である（Arai＆Lynch，1992）。AChは単独でLTPを発現するのではなく、他

の神経伝達物質と協調し合いLTPを発現する可能性が考えられる。また、著者は山

形大学医学部第二生理学教室加藤教授らとの共同研究により、海馬スライス標本

CA1領域において、アラキドン酸あるいはその代謝物がLTP発現に関与することを

見いだした（Saito　6∫厩，1992）。アラキドン酸は逆行性伝達物質の候補として注目さ

れている。この知見はCaMK　IIあるいはPKCを介する系以外の重要な系が存在する

可能性を示唆する。今後、Ml受容体活性化以降の機構、たとえば上記キナーゼの基

質の同定、アラキドン酸代謝物の同定およびその作用機序、などに関する神経化学的

な研究成果と行動薬理学的研究レベルの融合が期待される。

　受動的回避反応実験結果全般において、atropineに比較しpirenzepineあるいは

AF．DX　116による影響が小さい。　atropineはM1、　M2いずれの受容体サブタイプに対

しても非常に高親和性であり、それぞれの受容体サブタイプに対しpirenzepine、

AF．DXl16に比べ100　．　1000倍高い親和性を有する。選択的アンタゴニストの作用の

弱さはこの親和性の差により説明されよう。また、AF一・DX　116はいずれの実験系にお

39一

L．



いても顕著な作用を示さなかった。シナプスに放出されたAChがシナプス前部に局

在するM2受容体に結合し、　ACh放出を抑制する（負のフィードバック機構）との報

告がある（Billird・et・aL，1995）。第1章に示したように、　M2受容体はcAMPの生成を

抑制する。AChの放出抑制はこの機構を介したものと推測される（図II－10：C））。

AF－DX　l16はこ9）ACh放出抑制を阻害すると考えられるので・学習／記憶過程に対

し、むしろ協調的に作用することが期待される。若干の成績低下作用が認められた

のはCChによるPI代謝に対するAF－DX　l　l　6のIC．．値が比較的pirenzepineに近いこと

が原因であろう。ACh神経系に障害を誘導するなどの適当な病態動物を用いた実験

系により証明できる可能性がある。

　本章で用いたpirenzepineおよびAF・一DX　116に加え、サブタイプ選択的アンタゴニ

ストが開発されてきている。クローニングされているM3（m3）受容体に対して

hexahydrosiladifenidolおよびp－fluorohexahydrosiladifenidol、　M4（m4）受容体に対して

tropicamideなどがある（Caulfield，1993）。cDNA発現系を用いた再構成系の実験にお

いてはM3受容体はM1受容体に類似しており主にPI代謝に連関し、　M4受容体は

M2受容体に類似し、主にcAMP生成の抑制系に連関する。連関する細胞内情報伝達

系が同じことからこれら新規選択的アンタゴニストも行動薬理学的にpirenzepineある

いはAF－DXl16と類似の作用を示すと推定される。しかし、行動薬理学的実験にお

いて、動物に習得させる課題により重要な脳部位が異なることがある。課題の違いに

よる各アンタゴニストの作用とmACh－Rサブタイプの脳内の局在との関連を検討す

ることは有意義であろう。ただし、現在開発されているサブタイプ選択的ムスカリン

性アンタゴニストは受容体結合実験において、各サブタイプに対して10倍以上の親

和性の差を示さない（第1章に示したCCh刺激によるPI代謝活性に対する

pirenzepineとAF－DX　116の差も同様である。）・この事実は生理学的レベルのより詳

細な研究の障壁である。より選択性の高い薬物の開発が待たれる・
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図H－10　ACh受容体応答の学習／li己憶の各過程に対する関’」・

A）記憶の経時変化。STM：短期記憶、　MTM：Ili期記憶（個体にとって必要な情報か否かを選別

　　する段階で、本文中では長期記憶の初期段階として記述している）、LTM：長期記憶

B）Ml受容体応答およびdantroleneの学習／記憶過程におけるlyg　’」・。　pirenzepineのα）：獲得試行

　　前投与、②：獲得試行後投与、①：lii生試行前投’∫による結果から推定された。④：

　dantrolene投与のi結果から推定された。

c）記憶の形成過程に関’」・するAChおよび他の神経伝達物質による細胞内応答
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第川章

老齢ラットおよび老化促進モデルマウスの脳におけるacetylcholine神

経系の加齢変化

　現在、急速に進行している老齢化社会において、多発しつつある老人性痴呆症ある

いはアルツハイマー型痴呆症の研究、治療は重要課題である。しかし、現在時点で、

ヒト脳における加齢変化を神経家学的に追跡することは非常に困難である。したがっ

て、加齢に伴う神経化学的変化の研究は実験動物に頼らざるを得ない。また、向知性

薬（nootropic　drug）、痴呆症の予防薬あるいは治療薬などの開発において適当な病態

モデル動物が不可欠である。

　第II章で学習／記憶過程においてmACh－R応答、特にM1受容体を介した細胞応

答が重要な役割を果たしていることを示した。そこで、本章ではラットおよび老化促

進モデルマウス（senescence－accerelated　mouse：SAM）　（Miyamoto　et　ctL，1986；Takeda　et

aL，1981）を用い脳内ACh神経系を中心に加齢変化の検討を行ったので記述する。

　SAMは京都大学胸部疾患研究所病理学部門の竹田らにより確立された。自然発症

的に早期に老化兆候を示し、短命であることを特徴とする。したがって、実験動物の

確保が困難な加齢変化の実験モデルとして注目されている。早期に老化兆候を現すP

系（accelerated　senescence－prone　mouse）と、その対照となる正常な速度で老化が進行

するR系（accelerated　senescence一1esistant　mouse）がある（図IH－1）。P系は正常な発

育の後、急速：に老化兆候を示し始める（図III－2）。現在までに確立されたR系は3

系統、P系は8系統ある。　P系が示す共通の老化兆候は、活動量の低下、脱毛、被毛

光沢の減退消失、被毛粗雑、眼周囲変化、白内障、脊椎前後弩増加、および寿命の短

縮などである。今回実験に使用したP8系はRl系を対照とし、加齢に伴い早期に学

習と記憶に障害を示すことが特徴である（生後8ケ月でほぼ100％のマウスに障害が

認められる）　（Yagi　8’鳳，1988）。
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SAM

　SAM－P
（促進老化）

」
1
（
∠
3
6
7
◎
り
9

：全身性老化アミロイド症、聴覚障害
：全身性老化アミロイド症

：全身性老化アミロイド症、変形顎関節症
：全身性老化アミロイド症、老年性骨粗髪症

：胸腺腫

：脳幹海綿状変性、学習／記憶障害

：白内障

PIO：脳萎縮、学習／記憶障害

（SAM－R
ｳ常老化）一

m
l
i

：正常老化、非胸腺リンパ腫がやや多い

：正常老化、特に長寿命
：正常老化

図III－1　SAMの系統と生物学的特徴
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III－1実験方法

　III－1－1　実験：動物

　飼育環境は1－1－1およびII－1－1に準じた。2－3ケ月齢Wistar系ラットを購入し、当

研究室動物飼育室にて所定の月齢まで飼育し老齢ラットを得た。SAMは、京都大学

結核胸部疾患研究所病理学部門・竹田俊男教授よりRl系およびP8系を恵与していた

だき、兄妹交配により継代維持した。

　III－1－2　老化促進モデルマウスの老化度の判定方法

SAMの老化の進行度は以下のll項目に関し老化の進行程度により0－4点の5段

階評価をし、その合計点を老化度スコア（grading　score）とする。老化度スコアの判

定項目は活動性、受動性、被毛の光沢、被毛の粗雑さ、脱毛、皮膚潰瘍、眼周囲病変、

白内障、角膜潰瘍、角膜混濁、および脊椎湾曲である。

III－1－3　ラット大脳皮質および海馬粗点画分における［3H］pirenzepineあるいは

［3H］inositol　l，4，5，一trisphosphate結合活性の測定

ラット痴話血忌分の調製は1－1－4に準じた。

a）ラット大脳皮質および海馬言論高分における［3H】pirenzepine結合活性の測定

　　　10nM［3H］pirenzepine、5一　SOO　nM非放射性pirenzepine、粗膜画分0．　I　mg、

　　100・mM・NaClを含む25　mM　Tris－HCI緩衝液（pH　7．5）中で25℃、15時間反応を

　行った。1μM　atropine存在下における結合活性を非特異的結合活性とした・非

　放射性pirenzepineの結合阻害活性からScatchard解析を行った。

b）ラット大脳皮質および海馬粗膜三分における［3H］IP3結合活性の測定

　　3nM［3H］IP，、　l　nM・1μM非放射性IP3、二二追分0・2　mgおよび1mM　EDTA

　　を含む25mM　Tris．HCI緩衝液（各pHに調製）200μ1中で25℃、1時間反応を

　行った。1μM非放射性IP，存在下の結合活性を非特異的結合活性とした・非放

　　射性IP，の結合阻害活性からScatchard解析を行った。

III－1－4ラット脳切片標本における［3H］inositol取り込み活性の測定

Ll－2に準じて行った。

44　一

LL．．．



III↓5　ラットおよび老化促進モデルマウス脳切片標本における［3H】inositol

l－phosphate蓄積活性の測定

　1－1－2に準じて行った。

III－1－6　蛋白質量の測定

1－1．6に準じて行った。粗膜画分量は全てこの方法による蛋白質量を示す。

　　III－1－7　統計処理

　　実験結果は平均値または（平均値）±（標準誤差）で表した。Student’s　t－testを用

iい、成熟動物に対する老齢動物の・または・SAMRI系に対するSAMP8系の比較を

　行った。

F

　　III－1－8　使用薬物

1　各薬物は下記より購入した。
　

1　　［3H］IP3：Du　Pont／NEN　Research　Products

　　その他の試薬（特級）：和光純薬工業株式会社

i　III－2　実験結果

i
｝III．2．1当研究室老化促進モデノレマウスの老化度スコアの加齢変化

　　当研究室動物飼育室において兄妹交配により飼育してきたSAMの老化度スコアを

　評定した。P8系は3ケ月程度までR1系と同様の加齢変化を示したが、その後・Rl

ii系に比較し急速に老化度スコアが増加した（図III－2）。

：

　　III－2－2　老齢ラット大脳皮質および海馬粗活画分における［3H］pirenzepine結合活性

1　28－30ケ月齢ラット大脳皮質および海馬粗膜画分における［3H】pirenzepine結合活性

｝は1－2ケ月齢ラットの活性に比較し解離定数（Kd値）の変化を伴わず・最大結合

　活性（Bmax）が有意に低かった（表III　一1）・
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図III－2　当研究室において兄妹交配し継代しているSAMの老化度スコア

　○：R1系および●：P8系の老化度スコアを示す。スコアの高いほど老

化兆候が現れている。

表IH　一1老齢および成熟ラット脳各部位粗膜画分における13Hlpirenzepine結イや活’性

Age　（month） 1－2 28　一　30

　
）

囮
醐

　
（

　　Bmax
（pmollmg　protein）

　
　
M
醐

　
（

　　Bmax
（pmol／mg　protein）

Cerebral　cortex　26．0±2．O

Hippocampus　38．3．　±　3．　．4

1．55　±　O．11

2．42　±　O．18

21．1　±　1．7

fO．3．　±2．9

1．00　±　O，04＊

1．32　±　O．06＊

　平均値と標準誤差を示す（n＝3－5＞。＊：p＜0．05各脳部位における1－2ヵ月齢成熟

動物に対する28－30ヵ月齢老齢動物の有意差を示す。

III．2－3　ラット脳切片標本における［：H】inosito1取り込み活性の加齢変化

　28－30ヶ月齢ラット大脳皮質および海馬切片標本における［3H］inositol取り込み活

性は1－2ケ月齢ラット脳の活性に比較し有意に低かった（図III－3）・大脳皮質にお

いては36％の、海馬においては46％の低下であった・
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図III－3　ラット脳各部位切片標本におけるt3Hlinosito1取り込み活性の加齢変化

　Adult：1－2ヶ月齢、　Senescent：28－30ケ月齢ラット各脳部位切片標本におけ

る｛3H］inositol取り込み活性の平均値および標準誤差を示す（n＝3－5）。＊：P＜

0．05、＊＊：p＜0．Ol各脳部位の成亥起動物に対する老齢動物の有意差を示す。

III－2・4　ラットおよび老化促進モデルマウス脳切片標本におけるcarbachol刺激に

よる［3H］inositol　1－phosphate　9積活性の加齢変化

　ラット大脳皮質切片標本におけるCCh刺激による［3H］IP蓄積活性は1－2ヶ月齢ラッ

トと22ケ月齢ラットでは顕著な差は認められなかった。しかし、28－30ケ月齢ラッ

トでは1－2ケ月齢ラットに比較し、基礎活性およびCChに対する反応性に顕著な活

性低下が認められた（図III－4一（A））。一方、ラット海馬切片標本においては、28－

30ヶ月齢において、1－2ヶ月齢に比較し、基礎活性の有意な変化を伴わずCChに対

する反応性が有意に低下した。　（図IH－4一（B））。SAM大脳皮質切片標本では、9ケ

月齢においてP8系の基礎活性およびCChに対する反応性がRl系に対し有意に高かっ

た。13ケ月齢P8系において、　CChに対する反応性に高い傾向が認められた（図HI－

5）　o
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図Hl－4ラット大脳皮質および海馬切片標本におけるCCh刺激による13HIIP蓄

積活性の加齢変化

　○：艮。2ケ月齢、▲：22ケ月齢、●：28－30ケ月齢ラット大脳皮質（A）お

よび海馬（B）におけるCCh刺激による131叩P蓄積活性を示す・’F均｛lttlおよび

標灘偏差を示す（n　＝　3．　一5）。＊＊：P＜O．Ol、＊＊＊：P＜O．oO且成熟動物に対する老

齢動物の有意差を示す。
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図m－5　SAM大脳皮：質におけるCCh刺激による13HllP蓄積活性

　○：9ケ月齢Rl系、■：9ヶ月齢P8系および▲：13ケ月齢P8系大脳皮質切片

棟本におけるCCh刺激による131一叩P蓄積活性の／え均値および標準誤差を示す（n＝

5）。　＊：p＜0．05、＊＊：p＜O．Olおよび＊＊＊：p＜O．OOi　Rl系に対するP8系の有意

差を示す。

III－2－5　ラット各国部位粗膜画分における［3H］inositol　1，4，5，一trisphosphate結合活性

の加齢変化

M1受容体を介したPI代謝の活性化によりIP，が生成される。　IP3は細胞内Ca2＋プー

ルのIP，受容体／チャネルに結合しCa2＋動員を行う。そこで、大脳皮質および海馬

粗膜画分におけるIP，結合活性の加齢変化について検討した。小脳膜標本において

pHの上昇に伴いIPiの結合活性が上昇することが報告されてる（Worley　et‘al．，1987）。

成熟ラット大脳皮質および海馬粗膜画分において、小脳膜標本と同様にビH」IP，結

合活性はpHに依存して上昇した（図IH－6）。27－28ケ月齢ラット大脳皮質粗膜画

分において、最大結合活性の上昇およびpH　8．5におけるKd値の上昇が認められた

（表m－2）。海馬粗膜画分において、最大結合活性に変化は認められず、pH　8．5に

おけるKd値に上昇傾向が認められた。
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図III－6　成熟ラット大脳皮質および海馬粗膜画分における【3HIIP3結

合活性のpH依存性

　■：海馬粗膜画分、●：大脳皮質粗膜画分における13H】IP3結合活

性の平均値を示す。

表IH－2　ラット脳各部位粗膜画分における【3HIIP3結合活性の加齢変化

　　　　pH

Age　（month）

7，5 8．5

Cerebral　cortex 1－2 27－28 1－2 27－28

Kd　（nM）

Bmax　（pmoVmg　protein）

24．3　±5．9　22．8　±　1．3　6．8　±O．4　3．　15．9　±　1．9＊＊

O．C　8±　O．05　O．57　±　O．O：　O．42　±　O．Ol　O．68　±　O．04＊＊

Hippocampus

Kd　（nM）

Bmax　（pmol／mg　protein）

28．7　±　1．1　28．9　±　1．1　7．1　±　O．9　11．6　±　3．　9

0．70　±　O．05　O．69　±　O．　1［　O．57　±　O．08　O．65　±　O．07

　平均値と標準誤差を示す（n＝5。6）。＊＊：p＜O．O　1各部位問の比較による1－2ヵ月齢成

熟動物に対する27－28ヵ月齢老齢動物の有意差を示す。
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III－3考察

2－3ヵ月齢の成熟ラットと比較し、27－30ヵ月齢ラット大脳皮質あるいは海馬に

おいて、mACh神経系の機能低下を示す結果を得た。すなわち、［3H］pirenzepine結合

活性の低下、mACh－R刺激を介するPI代謝活性の低下および［3H］IP3結合親和性の低

下である。大脳皮質および海馬膜標本において、［3H］IP，結合活性はpH依存的に上昇

した。細胞内pHの上昇に伴い細胞内C『＋動員の活性が上昇すること（Brass＆

Joseph，1985；Macara，1985；Siffert＆Akkerman，1987）、また、各種ホルモンによるPI

代謝の活性化、あるいはPKCを活性化するphorbol　ester処置により細胞内pHが上昇

すること（Macara，1985）などからIP，受容体のpH依存性の生理的意義が示唆されて

いる。今回、老齢ラット大脳皮質膜標本において高pHにおける親和性の有意な低下

が示された。老齢ラット海馬膜標本においても有意な差ではなかったものの同様の傾

向が認められた。この活性低下によりAChのみならず他の神経伝達物質によるPI代

謝を介する生理機能の発現も低下していることが推定される。2－3ヶ月齢の成熟ラッ

トと比較し、27－30ヶ月齢ラット大脳皮質および海馬において共通の神経化学的な

変化が認められた。1）粗光画分における［3H］pirenzepineの最大結合活性の低下、2）

切片標本における［3H］inositol取り込み活性の低下、3）切片標本におけるCCh刺激

による【3H］IP蓄積活性の低下である。　CCh刺激による［3H］IP蓄積活性の低下は、

［IH］pirenzepine結合部位の減少に一部起因すると考えられる。しかし、［3H］pirenzepine

結合部位の減少だけではCCh刺激による［3H］IP蓄積活性の濃度反応曲線は右方シフ

トとして観察されるはずである。大脳皮質および海馬切片標本における［3H］IP蓄積

活性の濃度反応曲線は下方へもシフトしている。また、［3H］inositol取り込み活性も低

下している。これらを考慮すると、［’H］pirenzepine最大結合活性の低下、［3H］inositol

取り込み活性の低下および【3田IP蓄積活性の低下は神経細胞の減少が一部関与して

いると推測される。本章で示したCH】IP蓄積活性は［3H］inosito1取り込み活性との比で

表している。したがって、inosito1の取り込み活性が低下していることを考慮すると・

実際の脳内におけるPI代謝活性はここに示した変化以上に低下していると推測でき

る。また、大脳皮質と海馬における加齢変化で異なる点は、1）大脳皮質切片標本に

おける［3H］IP蓄積は基礎活性およびCChに対する反応性が低下したが・海馬切片標

本において【3H］IP蓄積の基礎活性は成熟ラットと大きな差がなかったにもかかわら

ず、CCh刺激に対する反応性が著しく低下したこと、2）大脳皮質および海馬心膜

画分における［3H］IP，最大結合活性は上昇傾向があったが・大脳皮質油膜面分におけ

るpH　8．5における［3H］IP，結合の親和性が低下したことである。これらの変化は単に
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受容体数あるいは神経細胞数など量的変化のみならず、質的変化をも伴っていること

を示唆している。老齢ラット脳（Sawaki・et・aL，1995）およびアルツハイマー病患小脳

（Jope　et　al．，1994）膜標本においてmACh－R受容体を介したPI代謝活性が低下して

いるとの報告がある。これらの報告では、PLC含量およびG蛋白質を直接活性化し

た場合のPLCの活性上昇は対照標本と比較し変化がないことから、　mACh－Rを介し

たG蛋白質の活性化の低下が原因であるとしている。これらの報告は、本章に示し

た老齢ラット海馬におけるPI代謝活性の低下様式を支持している。また、大脳皮質

粗膜画分におけるpH　8．5で［3H］IP，の親和性の低下はIP，受容体に何らかの変化が起

きていることを示す。これらの変化の原因として、関連分子自身の構造的変化、化学

的修飾による変化あるいは微小環境の変化などが考えられる。加齢に伴う膜リン脂質

の過酸化および膜流動性の低下（Nagy　etal．，1983）あるいは蛋白質のジスルフィド結

合（・S－S一）の修飾（Thakur，1983）などの報告がある。これらが今回得た加齢によ

る質的変化の原因の一部であるかも知れない。今後これらの原因究明が期待される。

　実験に使用したラットの月齢を考慮すると、今回示したラットにおける神経化学的

変化は加齢に伴う最終的な変化を観察していると考えられる。本来であれば、これ

らの変化に至る過程をも検討する必要がある。実験動物の確保の困難さなど制約があ

り必ずしも充分な結果を得ることはできなかった。しかし、第II章で述べた学習／

記憶過程におけるmACh－R応答機能の重要性を考慮すると、老齢期における学習／

記憶能力の低下の一部の原因が神経化学的に解明された。

　著者は当研究室において、北村、趙、山中らとともにSAM脳における加齢変化に

ついて神経化学的に検討を行ってきた（図III－7）。そこで、次に今回の結果とあわ

せSAM脳におけるmACh系、　PKCおよびグリオーシスに関する老化に伴う変化につ

いて考察したい。

　SAM脳における加齢に伴うACh神経系の活性変化について、海馬においては大脳

皮質に比較し機能低下が早期に発現することを示唆する結果を得た。すなわち、9ヶ

月齢の【3H】quinuclidinylbenzilate（QNB：サブタイプ非選択的アンタゴニスト）結合活

性は、大脳皮質においてR1系とP8系で差が認められなかったが、海馬においてR1

系との比較でP8系に有意な活性低下が認められた。また、2・12ケ月齢における

［：H】pirenzepine結合活性は、大脳皮質において、むしろ加齢に伴いRl系に比較しP8

系で活性上昇が認められた。しかし、海馬においては、R1系もP8系も加齢に伴い活

性低下し、さらに、Rl系との比較においてP8系は有意な活性低下を示した・SAM

大脳皮質において、［3H】pirenzepine結合活性が加齢に伴い上昇しているにもかかわら
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ず［3H］QNB結合活性に変化が認めらないことから加齢に伴うM2受容体の減少が推

察される。M2受容体の減少はM2受容体の局在するシナプス前部の減少を示唆する・

これに対し、シナプス後部では代償的にMl受容体が増加し、シナプス後部の感受性

を上げているのではないだろうか。実際に、9ケ月齢P8系大脳皮質切片標本におけ

るCCh刺激による［3H］IP蓄積活性は有意に上昇していた。さらに、加齢が進み、13ケ

月齢では、シナプス後部における代償機能も弱くなってくる。また、老齢22ケ月齢

ラット大脳皮質においても、成熟ラットに比較しほとんど活性の変化が認められなかっ

た。これらは、大脳皮質におけるACh神経系の加齢による活性低下とそれに対する

代償的変化を示していると推定される。この代償的機能の発現も、脳の可塑性の一つ

といえるのではないだろうか。この代償的機能の発現メカニズム、たとえばM1受容

体など情報伝達機構関連分子の発現制御あるいは化学修飾などの解明は脳可塑性の解

明においても病態解明においても重要な知見を与えてくれるのではないだろうか・

Age　（month）

Parameter Ex　eriment 1　　　3 6 9　　　　12

R＝戸
Total　mACh－R QNB　binding

R＞P

MI　mACh－R
Pirenzepine

@　　binding
R＝P
q＞P

、R：一，P：↑

q，P：↓

R〈P
q＞P

PKC PDBu　binding
Cytosol：R＝P，　Membrane：R＞P

bytosol：R＞P，　Membrane：R＞P

PK斜195
R＜P＿（R，P：↑）一レ （R＝一，P＝↑）一

Glyosis
binding

R＜P （R＝一，P：↑）一一一一レ R＜P

図Hl－7　SAM大脳皮質および海馬におけるmACh神経系、　PKCおよびグリオーシスの加齢変化

　各因子についてR1系とP8系の各脳部位粗膜画分および細胞質画分を逐いたリガンド結合実験

によって検討した。各パラメータの上段は大脳皮質の、ド段は海馬の変化を示す。ニ：活性が等し

いことを、〈、〉：活性の高低を示す。　（）内のt、↓：活性ヒ昇あるいは低ドの大きな変化、

↑：活性上昇の小さな変化、および一：変化がほとんどなかったことを示す。QNB：quinuclidinyl

benzi1・t・、　PDB・・ph・・b・1　12，　13．　一dib・ty・at・、　PK　I　l　l95・ト（2－chl…pheny1）一N－m・thyl－N一（1－m・thylp・・pyl）一3－

i、。q。i。。linecarb・xamid・．（Kit・・n・・a・e・・aL，　1989；N・m・・a・e・・al・’i・p・・ss；N・m・・a・e・・aL・　i・p・essより）

1一（2－chlorophenyl）一N－methyl－N一（1－methylpropyl）・一3－isoquinolinecarboxarnide　（PK　11195）

は（i）3ベンゾジアゼピン受容体に対するアンタゴニストである（Benavides・etaL，1984）。
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蝿ベンゾジアゼピン受容体は末梢性のベンゾジアゼピン受容体として知られていたが・

損傷を受けた脳（Benavides　et　al．，1987）あるいはアルツハイマー病患者の脳（Diorio

et　（d．，1991）におけるPKll195結合活性の上昇が報告され、さらに、　PKll195結合

部位はダリア細胞に局在している（McCa曲y＆Harden，1981）ことからPK　m　95結

合活性の上昇は神経膠症（グリオーシス）の良い指標となることが示唆されている。

グリオーシスは障害を受けた細胞の除去など、損傷に対する修復機構であると考えら

れている。［3H］PKll195結合活性の変化は、海馬において、すでに2ケ月齢でP8系

はR1系に比較し有意に活性が高く、加齢に伴い顕著に活性上昇した。大脳皮質にお

いて、P8系はいずれの月齢においてもR1系に比較し結合活性が高かった。さらに、

R1系においては6ヶ月齢以降結合活性は一定であったが、　P8系においては加齢に伴

い結合活性が上昇し続けた。しかし、海馬と比較すると活性は低く、また、活性上昇

は緩慢な変化であった。したがって、海馬では大脳皮質に比較して早期に、また、重

度のグリオーシスが起こっている可能性がある。phorbol　l　2，13－dibutyrate（PDBu）は

発癌プロモータでPKCの脂質結合部位に特異的に結合する。したがって、　PDBuの

結合活性はPKC含量の指標となる。　PKCは細胞質諸分および細胞膜画分の両方に存

在するが、その活性化には細胞膜近傍への移行が必要であると考えられている

（Akers・et・aL，1986；Kraft＆Anderson，1983）。［3H］PDBu結合活性は大脳皮質において

細胞質画分の、海馬において膜阿分および細胞質画分のPKCの減少が示唆された。

以上の結果からも、海馬は大脳皮質に比べより加齢変化による障害を受けやすい可能

性が推定される。老人性痴呆症の特徴の一つに、古い記憶は保持されているにもかか

わらず、新規の記憶を保持できないことがあげられる。新規記憶の情報処理を行う座

は海馬であり、大脳皮質は記憶保持の座と考えられている。このことから、老人性痴

呆症において、加齢に伴い海馬において著しい機能低下が起きていること、また、大

脳皮質は比較的機能を保っていることが推測される。今回の実験結果より、海馬

ACh神経系において、1）加齢の影響を受けやすく早期に機能低下を示すこと、2）

加齢による機能低下に対して代償的機能が働かないこと、一方、大脳皮質ACh神経

系において、1）大脳皮質は比較的加齢の影響を受けにいこと、2）加齢による機能

低下に対して代償機能が働くこと、など老人性痴呆症の特徴を神経化学的な視点より

支持する知見を得ることができた。
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第IV章

総　括

【1】mACh－Rサブタイプ選択的アンタゴニストを用いた薬理学的／神経化学的検

討により以下の知見を得た。

　（1）M1受容体刺激はPI代謝活性を上昇した。

　この活性調節にはPTX非感受性G蛋白質が関与する。

　（2）M2受容体はforskolinによるcAMP蓄積上昇を阻害した。

　この阻害活性はPTX感受性だったことより、Gi／Goを介していることが示され

　た。

【2】mACh－Rサプタイプ選択的アンタゴニストおよび細胞内Ca2＋動員阻害薬であ

るdantroleneを用いた行動薬理学的検討により以下の知見を得た。

　（1）mACh－R応答機能は学習／短期記憶において一部役割を担っている。

　（2）短期記憶から長期記憶への移行期、あるいは長期記憶形成のごく初期段階に

　おいて、Ml受容体応答機能が関与する。

　（3）記憶想起過程において、mACh－R応答機能は関与しない。

　（4）学習／短期記憶形成過程において、細胞内Ca2＋動員が一部役割を担ってい

　る。

　（5）長期記憶形成過程において細胞内Ca2＋動員が関与する。

　（6）作業記憶／参照記憶において細胞内Ca2＋動員が関与する。

【3】老齢ラットを用いた神経化学的検討より以下の知見を得た。

　（1）大脳皮質および海馬において、M1受容体数が減少した。

　（2）大脳皮質および海馬において、Ml受容体を介したPI代謝活性は老齢期に

　低下した。老齢期における学習／記憶障害の原因である可能性が示唆された。

　（3）大脳皮質において、IP，結合部位が増加し、高pHにおけるIP，結合の親和

　性が低下した。

【4】SAM大脳皮質切片標本において、9ヶ月齢P8系のCCh刺激によるPI代謝活

性は同月齢のRl系に比較し有意に高かった。この活性充進は13ケ月齢において
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低下した。SAM大脳皮質において、　ACh神経系は機能低下に対して代償的機能が

作用することを示唆していると推定される。

以上より、学習／記憶にmACh．Rのサブタイプの脳内Ml受容体応答機能あるいは

細胞内C欲動員が重要であることを個体レベルにおいて示すことができた。また、

老人性痴呆症あるいはアルツハイマー型痴呆症における病理学的所見と類似する幾つ

かの知見を得ることができた。つまり、1）脳内ACh神経系が加齢に伴い機能低下

すること、2）大脳皮質ACh神経系は老齢期でも比較的機能を維持できているが、

海馬ACh神経系はより早期に機能低下する可能性があることである。この代償的機

能発現の機構の解明は、痴呆症の薬物治療の検討、および脳高次機能の解明につなが

る可能性を秘めている点で重要な知見であると思われる。

　また、中枢神経系の老化に関する実験モデル動物としてのSAMP8系の有用性を示

すことができた。

　分子生物学の発展を始め脳神経機能に関する研究基盤が整いつつある現在、より多

角的な個体レベルでの機能解明の進展が期待される。
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