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線条体内スルピリド濃度変化とカタレプシーとの関係

―In vivo voltammetryを用いた研究―

新潟大学大学院医学研究科分子神経生物学分野 (指導者 :郡波宏之教授)
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Toinvestigatetherelationshipbetweens痛ataldopamimergicfunctionandbehavior,

wesimultaneouslyexaminedthe丘mtrastr主atalkineticsofthedopamineantagonistsuipiride

andcatalepticbehaviorusinginvivovoltammetTy. First,weconfirmedthatsulpiride,

aD2antagonist,couldbemeasuredinvitrowith軌istechnique.Sulpiridecurrentintensity

wasmeasuredwhtさ11theP()terltialwasincreasedfrom 75Oto85OmV. Thensulpiridewas

administer-edilltOth(､stl-iatumoffr(Y巾,moヽ,illgrats. Sulpiridele＼･,elsill(二rea虻(1andrLlm;lined

highformorethall3h. Catalepticbehavi()r'alsocontilluedfoI~3h. Tlle(1urllti(m ()f
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within1haft(ナr･th〔丁(さndofinjLleti(m. Thesefindingssuggestthatsulpirideisnottaken
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Ⅰ. は じ め に

ド-パ ミソ (DA)作動性ニュ-ロンは,線条体,中

間皮質,塊結節下垂体領域の主に3領域に投射 している

那, 吐トにおいて果質線条体系 DA こユ-ロンに変性

をきたすと,パ-キンソソ病において見 られる様な運動

の緩慢さを引き起こす.これと額似 した症状が,Da 塘

異的神経毒を授与した動物をこおいて観察されているiい る)

また DA 結抗薬 も, ヒ トにおいてパ-キンソソ病棟の

症状を起こし 斎藤額をこおいてはこの薬物がカタレブシ-

様症状を引 き起こすことが知 られている胡)-6).マイク

ロダイア リシスを済いた窯験によると予DA 括抗薬の

1つであるスルビリドがカタレブシ-を引き起こし 線

条体における DA の放廿日二,そ才1に引 き続 く l)A ft

謝物である3,4-ジEドロキシフェニル酢酸 (DOPAC)

の濃度が上昇することが報告されている4).いかなるメ

カニズムでスルビリド誘導性のカタレブシ-が引き起こ

されるのか,それは細胞に対するスルビリド自身の直接

的効果であろうか,それとも DA や DOPAC の放出

をこ関係 した間接的な効果なのであろうか.invivoレベ

ルにおけるスルビリド自身の薬物動態は}これまで計測

された報告はなかった.また,カタレブシ-行動と線条

体細胞外に授与されたスルビリドの濃度との関係につい

ても調べられていなかった.

そのため本研究においては,InvivovoltammetTy法

を用いて. まず ス′1-どり卜が in ,ヽitroにおいて計測可

能であるかどうかを検討 し,そして imvivoにおいて,

ラット線魚体にスルビリドを授与 し 細胞外液中スルビ

リド濃度の経時変化とカタレプシー変化の関係を比較検

討 した.

[. 材 料 と 方 法

1) 動物の準備

被険動物作成は,以前に報喜 している方法iこ従った8､.

まず,オスの Spra耶e-Dawleyラット (n-10,350-

450glを,pentobarbital麻酔下 (50mg･kg,脂陛内

注射)で,膳定位固定装置に固定 した,測定電極は顔索

敵維 (直径 7pm)をプラーで引いたガラス管に挿入 し

て作成 したもので,右側の線条体 (br･e抑 aより吻側-

0.5mm.外側へ 3.0mm,硬膜下 5.()mm)に別人し

なメソ ト固定 した.参照電極 (Ag/AgCl)は硬膜上に

固定 し 修飾電極 (ね じ)は,頭蓋骨に固定 した,薬物

注入用ステンレス製のカニューラ (外径 0.6mm)は,

記録電極と同側の約 1mm 前方で5度傾けて脳蓑より 2,5

mm 挿入した.手術後,少なくとも4週間の回復を待っ

てから薬物投与実験が行われた.

2) 電気化学的計測

Cydicvoltammetryト400mV から 1㈱ mV,25mV

ステップ)によりスルビリドに特異的な酸化電位を調べ

た (図 l).その結果からスルビリド濃度を欽定するた

め以下のように電圧が加えられた.まず三角波 (±1350

mV,傾 き 10V/S)により前処理され, 2秒後をこ3段

階のステップ状パルスを加えた く図 2)F第 1ステップ

は,550mV から 650mV - 660ms間電圧を上昇さ

せその結果生ずる電流変化を測定 した.第 2ステップは,

750mV を ま160ms,そ して第 3ステップは,850mV

を ユ62ms与えた.スルビリドはこの最後のパルスで 2

ms後に 160111SFllFl'電流測定 し.そIILを加算平均 した.

DA と DOPAC液渡は,以前に報告されたように,

それぞれ i5OmV から 2SOmV と 250mVから 350mV

への電位変化で決定 された9).ホモバニ リン酸 (HVA)

濃度はす電位を 350mV から 450fnV 変化させた時に

計測 し.MPP十に関 しては,55OmV かLL-165()m＼･'へ

の段階において欽定された.それぞれの物質濃度は3分

毎に測定 した.なおこれらの測定電圧が神経活動には影

響を与えないことはすでに報告 されているIO).

:i) 薬物投与

スルビリド (藤沢薬品),DA (Sigma),1-me軌yト1,

4-phenylpyridinium (MPP+),ノミフェソシソ (RBI)

は,窒素ガスで置換 した生理食塩水をこ最終濃度 10~3M

になるように溶解 した,すべての薬物は記録電極から約

1mm の場所に固定 したカニューラを通 して授与された,

注入された薬物は,記録電極に到達するまでをこおよそ1,〔伽

倍;こ希釈 され 結果的に記録電極では.lO~6モ′し濃度

レベルで測定された.薬物注入周カニュ- ラ内蘭は,ス

テソレス管 (外径 0.3mm)にシリカチュ-プ (外径 0.15

mmlを挿 入して作成 した.そLTl長さは.f釦こすでに挿

入されている外筒の長さに食わせ,シリカチュ-ブをス

テソレスカニューラの先端から 2.5mm 突出させた.

薬物投与はダミーの内側カニュ-ラを取 り除いた後に,

少なくとも薬物投与の30分以上前に内筒を挿入した.7.5

がいり薬物を,自動注 入装置を開いて線条体内に30分か

けて注入した.

4) 行動観察

カタレプシー変化はバ-テス トによって観察 し,その

艶続時間を計測した.水平に底面から 10cm の所をこパ-

碍かかったアクリル製のケ…ジ (25×30x25cm)をこあ

らかじめ移されている動物の前肢をバ-の上に静かに置



堀川:線桑体内スルビリド漉慶変化とカタレブシ-との関係

0

(v
tI)

駕
}

321

150 ･200 100 400 700 1000

電圧 (mV)

図 1 10-4M のスルビリド (●) と PBS(ロ)

の Cylicvoltammogram,

き,動物のこの姿勢の持続時間を計測 した.行動の評価

は,ImperatoandDiChiaran985)の方法に従った

が,その評価は4段階に分けられ,0-0-14秒, 1-

15-1)9秒, 2-30-59秒,3-60秒以上とした.

Ⅲ. 結 果

1) Invitroにおけるスルビリドの電気化学的

測定

Cyclicvoltammogram より,775mV以上C')電圧を

かけた時にスルビリドは酸化され,電流変化が測定でき

た (図 Il.図 3に示 したように invitroにおいて,

スルビリドの電流強度は,加えられたスルビ1)ドの濃度

に依存 してほほ直線的iこ増大 し,最′ト10IIM のス′L.ど

リドが測定できることを確認 した.m PACと HVA電

流強度はスルビリドの存在に影響を受けず濃度依存的に

増加 した (図4,図 5).これに対 し,DAの電流強度

はスルビTjドの存在によって影響を受け,スルビリド存

在下では DAの電流強度の正確な測定を妨げた (デー

タ示さず).

5

時間 (～)

図 2 スルビリド濃度を測定するために与えた電圧 と時
間の図解.電流強度は,太線によって示されてい
る時間に測定 した.

2) スルビリドの線条体内における薬物動態

10W3M のスルビリドを 7.5pl,30分間かけてラット

の線条体に注入 した.スルビリドの濃度は,注入終了後

約20分･(21±3分-,n-5)で ピ…クに達 し3時間から

5時間後に投与前の レベ′Lに戻った (図 6).この回復

までの時間は.線条体内に注入 した DAや MPP+で

は 1時間で回復するのをこ比較すると明らかをこ長時間にわ

たっていた し図 7,P〈O.005,/検定).また.10~3M

の MPP十 と,この取 り込み阻害薬であるノミフェソシ

ソを線条休内に同時に注入したところ,MPP+濃度は

2時間以上をこ渡 って前億を越えていた く図 8).この時

の回復時間は,MPP+単独の時 (<1時間 ;J7-5)よ

りも有意に長時間であった (P<0.01),

3) スルビリドの細胞外濃度とカタレプシーとの

関係

1013M の スノしどりトを線条体内に注入するとカタし

ブシ一変化が出現 した.この持続時間は､細胞外液中の

スルビ1)ド漉度との間をこ相関関係が認められた.カタレ
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スルビリド濃度 (10･7Ml)

図 3 invitroにおいてスルビリド電流強度変化は,濃度変化を示 した.
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暗 く太線)との,MPPや電流強度変化の比較,

プシーは,注入開始後約複5分 (45±15m孟n)で現れ,

注入終了後約60分から90分後にピ-クに適 した.カタレ

ブシ-変化は,このスル ビリド渡度が授与前の レベルに

もどるまで保持 されていた (図 9).図 lOに示 された

ようにカタレブシ…変化の持続時間は,細胞外液率のス

ル ビl)ド濃度の変化をこよ く相関 していた (r-0,984,P

<O.ooユ:PL,aSOrrS相関係数l.

Ⅳ.考 察

本実験で invitroをこおいて,スル ビリドが本 システ

ムにより測定可能であり,それが DOPACや HVAの

存在には影響を受けず測定できることがわかった.そこ

で,スル ビリドを線粂体内をこ注入 し スルビリドの薬物

動態をこついて検討 し,スル ビリド砥 よって引 き起 こされ

たカタレプシーの時間変化との関係について比較,検討

を行 った.図 8をこ示 したようにラ ラットにおけるカタ

レブシ-変化は線条体をこ授与 したスルビリドの細胞外液

中における濃度に有意をこ相関 して変化 していることがわ

かった.また,スルビリド投与をこよる生体内 DOPAC濃

度の変化について も調べたが,DOPACの合成は認め

られた ものの,カタレブシ-との相関は認められなかっ

た (データ示 さず). このことはカタレブシ-がスルビ

リドの直接的な受容体-の阻害をこよって引き起 こされた

ことが推測 された. しか しここで,カタレプシーはスル

ビリド濃度の上昇から約30分遅れて出現 していることに

疑問が生ずるかもしれない曲この遅れの原因として,注

入されたスルビりドの拡散の時間による影響が考えられ

る.おそらく授与されたスルビリドは,注入部位の近傍

では直ちに上昇するが,スルビりドが行動に効果を及ぼ

すためには十分広範囲にわたって拡散 し続ける必要があ

り,またこれ らの部位 に十分な濃度の上昇が必要なため

に,この時間の遅れが生 じたと考えられた.

また,図 6に示 したように線条体内をこ注入 したスル

ビ1)ドは,開始後す ぐに増加 し長時間にわたって細胞外

液中に存在 し続けた. この特異的な時間経過のメカニズ

ムを調べるために細胞内-取 り込まれ 代謝 も受ける DA

ど,取 り込みのみ行なわれる MPP+を注入 してそれぞ

れの時間経過 を調べた. これらの細胞外液中濃度は注入

終了後,両者とも直ちに減少 していった8川 )13). これら

の結果から,スルビリドが細胞外液中をこ長時間存在 し続

ける事の理由として以下のようなことが考えられた.普

ず授与された薬物が細胞外液率から除去される機構には,
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図 1秒 カタレブシ-持続時間と基底値以上のスルビリド濃度が持続 し
ている時間との相関.

拡散,代謝,細胞内-の取 り込みの3つの赦樽が必要で

ある.DA や MPP十は ドーパミソトランスポ--タ-に

よって取 り込まれることが知られているli)13)~15). 一方,

スルビリドは細胞内への取 り込みがなく,また,代謝も

されないことが報告されている16).本実験では最終代

謝物である MPP十を取 り込み阻害薬であるノミフェソ

シソと同時注入 した場合,MPP+単独で注入 した場合

と比べて細胞外液中に有意に長 く残存 し続けることが示

された.これらのことより,スルビリドの濃度は,それ

白身が代謝もされず,また細胞内にも取 り込みを受けな

いため,そのほとんどが細胞外液車に維持されて長時間

存在 し続けたのではないかとが考えられた.



326 新潟医学会雑誌 第 111巻 第 5号 平成9年 5月

モノア ミン神経系は,様々な行勤をこ対 して蚤費な役割

を担 っているが,このシステムの機能低下は,パ-キン

ソソ病などの運動障害を引 き起 こし,また分裂病,蘭病

といった多 くの精神疾患の原因にも関与 していると考え

られている.そのため多 くの DA 作動薬や阻害薬は,

これらの症状に効果的である. しか しながら,臨床研究

においてナ これらの薬物が種々の脳内部位の細胞外液中

において,いかなる濃度及び時間経過を示すかほとんど

調べられていない.これらの細胞外液率の濃度を調べる

ことは実際の薬理学的効果を追究する上で極めて重要で

ある.ホモジェネ… 卜脳を涌いた頚E3定では行動変化との

関係を調べるうえで問題が残 る.本寛験では まnvivo

voltam metry を用いてスルビリドのような取 り込みも

代謝 もされない薬物は,極めて長時間にわたって脳内細

胞外液中をこ残存 し続け,またこの物質は行動変化と強い

相関を示す ことがわかった.現在,穫々の DA 抵抗剤

が臨床上使周 されているが,発際にその脳内細胞外液中

濃度を動物窯駿で調べることは,薬理作用の解明や新薬

開発に豊要であり,今後とも十分検討されるべき方法で

あ/'う.
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