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本論文においては以下の略号を使用した O

CCK : cholecystokinin 

CCK8 : cholecystokinin octapeptide sulfated 

DA : dopamine 

CCK8LI : CCK8-like immunoreactivity 

RIA : radioimmunoassay 

6-0HDA : 6-hydroxydopamine 

L-DOPA : L-3，4-dihydroxyphenylalanine 

C251] CCK8 : C251] CCK8 sulfated labelled with Bolton H unter reagent 

AADC : aromatic L-amino acid decarboxylase 



c:一二J
Cholecystokinin (CCK)は、 1928年 Ivyと Oldbergにより上部小腸粘膜

から胆嚢牧縮作用を有する物質として初めて単離された (1)01943 年には新たに

勝酵素分泌を強力に促進する物質が発見され、 pancreozymin(PZ) と命名された

が (2)、後年 Jorpesと Muttにより両者が同ーの polypeptideであることが確認

された (3)。以後、胆嚢収縮と勝酵素分泌の両作用を有する消化管ホルモン CCK-

PZ (CCK)として知られるようになった O

Fig.1に CCKfamilyのアミノ酸配列を示した O 当初、その分子構造として 33

個のアミノ酸からなるペプチド構造が報告されたが (4)、その後、その N末端に 6

個のアミノ酸残基を余分に有する CCIK39、またこれらの C 末端 8個のアミノ酸

よりなる CCK8、4個のアミノ酸よりなる CCK4が生体組織内に存在することが

明らかとなった (5，6)。次いで、免疫組織学的手法を用いて、ヒトを含む動物脳に

H-Tyrト.、-I1e-Gln-Gln-Ala-Arg-Lys.. Ala-Pro-Ser-Gly-Arg-Val・Ser-

-Met・I1e・Lys--Asn-Leu-Gln-Ser.，Leu-Asp-Pro-Ser-His-Arg-I1e-
SOJU 

-Ser-Asp-Arg-Asp-Tyr-Met-Cay-Trp-Met-Asp-Phe-NH 2 CCK・39

H-Lys・Ala-Pro-Ser-Gly-Ar~~-Val-Ser-Met-I1e-Lys-Asn・

-Leu-Gln--Ser-Leu-Asp-Pro-Ser-His-Arg-I1e・Ser-

@~ 
-Asp-Arg-Asp-Tyr-ルlet・Grly-Trp-Met-Asp-Phe-NH2 CCK・33

SOJU 
H-Asp-Tyr-恥let・Grly-Trp-加fet・Asp-Phe-NH2 CCK・8

H-Trp-Met-Asp-Phe-NH2 CCK・4

Fig. 1. Amino Acid Sequence of Cholecystokinin Family 



gastrin/CCK 様物質が存在していることが確認され、特に前頭皮質に高濃度に含

まれていることが報告された (7，8，9)。更に、 Dockrayらはこの脳内に認められる

gastrin/CCK 様物質の 90%以上が CCK8であることを明らかにした (10)。

1!980年、 Hるkfelt らは中脳辺縁系{腹側被蓋野ー側坐核、娘結節系) dopamine 

(DA)ニューロン内に CCK8 が存在することを証明した (11) 0 一方で、縫線核に

おける serotonineと substancePのような古典的神経伝達物質とペプチドの共

存(12)、あるいは弓状核におけるadrenocorticotropichormone と melanocyte

stinnulating hormoneのような複数のぺプチドの共存など (13)、同一二ユーロン

内における異なった神経伝達物質の組み合わせが相次いで発見され、いわゆるone

neuron -one transmitterの概念は当てはまらなくなった O 以上の知見はニュー

ロン聞の情報伝達では、複数の伝達物質が状況に応じて精密な制御作用を司って

いるということを示唆するものである O

CCK8は脳内においては大脳皮質に最も多く存在し、次いで線条体、辺縁系など

に多く存在している。一方、視床、視床下部では低濃度であり、小脳、橋、また

延髄においては殆ど検出きれない (5，14， 15)0 CCK受容体は上述の CCK8の分

布と殆どパラレルに分布していることが確認されている (16)。従って、 CCK8 は

それが高濃度に存在し、かつ受容体の存在が認められる部位において、神経伝達

物質あるいは修飾物質として機能している可能性が非常に高いと考えられる O 神

経伝達物質として有するべき条件には、 1) 神経細胞内、特に終末部に存在するこ

と、 2)神経刺激により終末部より遊離すること、 3)後膜に受容体が存在し、そこ

に作用して何らかの生理作用を示すこと、 4) 特定の神経系において生合成され、

また不活化機構が存在することなどが挙げられる o CCKに関しては、中枢神経組

織内に不均一に存在し、神経終末部に最も高濃度に見いだされ、タト液 Ca2
+依存性

に K+刺激により放出される (17)。また、 prepro-CCK から酵素的切断により、

中枢内ではCCK8が合成され、その分解酵素も見いだされている (18)。更に CCK

受容体については末梢性の CCK-A、中枢性の CCK-B 受容体の 2つの subtype

が存在するといわれている (19)。従ってこれらの知見から CCK8は有力な神経伝

達物質候補の一つであると考えられる O
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CCK8の中枢作用には、鎮痛・鎮静効果 (20)、体温降下 (21)、節食抑制 (22，23)

および高血糖誘発 (24)などが報告されているが、 CCK8を末梢投与した場合と直

接脳室内に投与した場合とでは結果の異なるものもあり、その生理作用について

はまだ十分に解明されているとは言い難い O

CCK8 と OAの共存が証明されて以来 (11)、この両者の相互関係について数多

くの研究がなされている o CCK8 と O.Aとの関係を検討する際には、得られた変

化が CCK/OA共存ニュー口ンが存在している部位におけるものなのか、それ以外

の部位での作用であるのかを識別する必要があると考えられるが、この点につい

て十分に考慮して実験している例は少ない。また、 Freyは向精神病薬である

h a I 0 P e ri d 0 I ， c h 10 r p ro m a z i n eを投与した後のラット脳各部位のCCK8-like

imm unoreactivity (CCK8LI)の組織濃度の上昇を報告したが (25)、その変化を否

定する結果も提出された (26)。更に、ラット単離脳切片を用いた潅流系における

CCK8の放出実験では、 0-2受容体が主に CCK8の放出を司っているという見解

が主流である o しかし、その作用は 0-:2受容体刺激により CCK8放出が充進する

(27， 28)、あるいは低下する (29) という報告が提出きれており、一定の見解が得

られておらず、また 0-1 受容体の関与も考えられている (30)。このように、 CCK

と OA との聞には密接な関係が示唆されるものの、今なおその本態については不

明な点が数多く残されているのが現状である O

DA 欠乏を主な症因とするパーキンソン病(31)、 OA 伝達の異常充進が原因と考

えられている分裂病 (32)など OA系に異常を来す疾患患者の死後脳を用いた検討

によると、部位によっては CCK8しl組織濃度が大きく変化しており、このことか

ら DAニューロンの機能後退、あるいは充進により CCK系にも異常を来すものと

考えられる O 従って、これらの疾患の症因により、また治療の際投与される DA系

に作用する薬物によっても CCK系に何らかの影響を友ぼすことは十分考えられ、

これら二つの内因性物質の相互関係を解明することは極めて重要である。

本研究においては中枢における CCK8と OA との相互関係を明らかにする目的

で、 CCK系に及ぼす OA系の影響を検討した O つまり、 CCK神経系の部位によ
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る形態学的差異を十分考慮した上で、 DAニュー口ンを選択的に破壊する 6-

hydroxydopamine (6-0H DA)をラット脳室内に投与しその後の CCK8LI組織濃

度をradioimmunoassay(RIA)により測定した O また、 DAの前駆体であるし3，4-

dihydroxyphenylalanine (L-DOPA)を正常、あるいは 6-0HDA処置ラットに投

与することによる外国性 DAのCCK8LI組織濃度に及ぼす影響から、 6-0HDA投

与後の CCK8LI組織濃度が変化する機構を検討した O 更に、 CCK8受容体の変動

をC251]CCK8の脳膜標品に対する結合量の変化を指標にして検討した O
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C hol e cystoki n i n( C C K)定量法の検討およびCCK8第 1章

ト脳組織内分布様免疫活性(CCK8しりのラッ

序論第 1節

CCKは、中枢神経系においてはそのおよそ 90%がチロシン残基が硫酸工ステ

として存在している (10)。本章では CCKoctapeptide jレ化された octapeptide

の N 末端を認識する抗 CCK抗体(OAL656)を用いたCCK8) (以下、sulfated 

CCK8様免疫活性 (CCK8-likeimmunoreactivity 

CCK8LI)の脳組織内分布および存在様式を検討することを目的とした O

RIA系を確立するとともに

第 2節結果

2 - 1 ) CCK8 RIA系による定量法の検討

この標準曲線は、 logit-Iogスケール2に示した OFig. 本 RIA系の標準曲線を

最小検出限界は 1.25 pg/tube まで良好な直線性を示し、において 320pg/tube 

であった O
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2 --2)組織抽出物中のCCK8LIの希釈曲線

および海馬からの抽出物のCCK8しiの希釈曲線を Fig.3 前頭皮質、線条体、

と免疫化学的にCCK8 合成いずれの希釈曲線も標準曲線に平行であり、

差異がないことを確認した O

示した O
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Fig. 3. Standard Curve of CCK8 Radioimmunoassay and Dose response 

Curves of Rat Brain Extracts 

'The amount (%) of tracer bound to antiserum is plotted against the various 

amounts of CCK8 per assay tube.・，synthetic CCK8;・，frontalcortex extract;企，
striatumωact; +， hippocampus extract. 
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2-3) gel chromatographyによる CCK8LIの同定

本 RIA で検出きれる免疫活性を同定するため、前頭皮質からの抽出物について

Shephadex G-50 superfine column chromatographyにより分析した。 Fig.4

に示したように合成 CCK8の溶出位置にのみシングルピークが得られ、本 RIAで

検出される免疫活性は CCK8が主成分であることが判明した。

5寸 V
o 

-nu 

nu 10 20 30 40 50 60 70 80 90 

Fra.~tion Number 

Fig. 4. Identification of CCK8IJI in Rat Frontal Cortex Extract by 

Separation on a Sephadex G・50Superfine Column 

Gel chromatography w錨 performedon 1 x 75 cm Sephadex superfine column at 

room temperature in 0.02 M veronal bldfer (pH 8.4) containing 0.1 % bovine serum 

albun姐n.Elution was made at 4 mlIh and 15 n岨nfractions were collected for 

radioimmunoassay. The column was previously calibrated with blue dextran 2000 

and NaI to establish the void (V 0) and total volume (V t)' respectively， and with synthetic 

CCK8. 
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2-4) CCK8LIの脳組織内分布

本 RIA 系により測定したラット脳各部位における CCK8LI の分布を TableI 

に示した。

Table 1. Distribution of CCK8・likeImmunoreactivity 

in Normal Rat Brain 

Region 

Frontal Cortex 
Nucleus Accumbens 
Striatum 
Hippocampus 
Hypothalamus 
Thalamus 
時lidbrain
Substantia Nigra 
Pons and Medulla 
Cerebellum 

CCK8・likeImmunoreactivity 
(ng CCK8/g wet weight) 

110.4 :t: 3.7 
101.9 :t: 3.5 
80.7 :i: 2.0 
46.1 土 3.1
33.4 :i: 2.7 
26.8 :t: 2.0 
19.9 :t: 1.9 
16.5 :t: 1.7 
5.3 :t: 0.4 
0.4 :t: 0.2 

Each value represents the mean土 S.E.M.of 5-6 rats. 

CCK8LIは、前頭皮質、線条体、仮IJ坐核に特に高濃度に分布しており、ついで海

馬、視床下部、視床、中脳、黒質の願に高い免疫活性が認められた O 一方、橋一

延髄、および小脳では CCK8LI は非常に低く、脳内に広く分布している反面、部

位聞による濃度差が顕著であることが判明した O 抽出過程における CCK8LI の回

収率は 98.3+ 3.7 % (N = 9) であり、良好な回収率を示した O 尚、本研究で得

られた結果はこの回収率による補正は行なわなかった O

第3節考 察

本研究において使用した抗血清は CCK8の N 末端を認識する特異性の高いもの

であり、特に C 末端の 4個のアミノ酸残基が同ーである gastrin とはまったく交

差反応を示さないと報告されている (33)。一方、 CCK33，CCK39とは 100%の

交差反応を示すとされているが、組織抽出物中の免疫活性希釈曲線と標準曲線と
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の聞に良好な平行性が認められたことから本 RIA 系で検出された免疫活性は標準

抗原と同等な免疫化学的性質を有するものであることが示された O また gel

filtration chromatogramにより組織抽出物中の免疫活性のほとんどが CCK8由

来のものであることが示された O

一般にペプチドホルモンの組織抽出には 0.1 N AcOH あるいは 0.1 N HCI な

どの酸性溶媒が用いられることが多いが、 CCK8の抽出には中性溶液を用いること

が重要である (34，35)。このアッセイ系においては N 末端を認識する抗血清を用

いており、特にチ口シン残基の硫酸工ステルが免疫活性発現に必須であるとされ

ている (33)。すなわち、酸性溶媒を用いることにより、硫酸エステルが容易に加水

分解される可能性が高く、故に中性溶媒による抽出が必要であると考えられる O

本 RIA系により、ラット脳各部位からの抽出物について CCK8しlを測定したと

ころ、前頭皮質、線条体、倶IJ坐核に特に高濃度に分布しており、ついで海馬、視

床、視床下部、中脳、黒質の順に高い免疫活性が認められた O 一方、橋一延髄、

小脳では非常に低く、特に小脳と高濃度の部位との聞には 200 倍以上もの濃度差

が認められた O このように CCK8LI は脳内に広く分布している一方で部位による

濃度差が顕著である乙とが判明した O これらの分布傾向は既報の結果を支持する

ものであるが、濃度そのものには大きな差が認められた (5，14，15)。これは、使用

した抗血清の交差反応性の差、あるいは抽出法の相違によるものと考えられる O

第4節小括

本章においては N 末端を特異的に認識する抗血清を用いた RIAによる CCK8の

定量法について検討した O 組織抽出物の希釈曲線が標準曲線と良好な平行性を示

したことから、この RIA系で検出される免疫活性は合成 CCK8と免疫化学的に等

しいものであることが判明した。また、その免疫活性のほぼ 100%は CCK8由

来のものであることが gelfiltration chromatogramより示された O

更に、ラット脳各組織の CCK8LI 濃度を調べた結果、 CCK 神経終末が存在し

ている前頭皮質、線条体、仮IJ坐核において高濃度の CCK8しlが検出きれ、海馬、

視床下部、視床などでは比較的低濃度であった O 一方、小脳、橋一延髄では殆ど
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CCK8LI は検出されず、 CCK8 は脳内に広く分布している反面、部位聞における

濃度差が非常に顕著であることが判明した O
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第 2章 6-hydroxydopamiine (6-0H DA)脳室内投与後の

ラット脳内CCK8LIの経日変化

第 1節序論

CCK8と DA との相互関係を調べる目的で本章では 6-0HDAをラット側脳室

内に投与し、その後の脳組織内 CCK8しi濃度を経目的に測定した o 6-0HDA は非

可逆的に DAニュー口ンの変性破壊をもたらし、脳内 DA を激減させる神経毒で

ある (36，37)0 6-0H DAの神経毒性発現機序を Fig.5に示した O ふ OHDAを側

脳室内投与すると、能動的に DAニュー口ンに取り込まれる o 6-0HDAは DAに

比べ酸化還元電位が低いために容易に電子を放出する O その電子が分子状酸素を

還元することで活性酸素種が生じ、細胞膜の脂質の過酸化反応を引き起こすこと

により神経毒性が発現するとされている O

HO、 J 、々』

l ¥ /~ 
NH2 

OH 
+・

圃2H'，・2e
6-0HDA 

O.‘ ~、 .〆向、

ascorbate / 
、J、人o

NH2 
〆 .OH 

6-QHJDA 
lipid peroxidation 

p-qwnone 

Fig. 5. Reaction Scheme for the Autooxidation of 6・OHDAwith 

Formation of 6・OHDAp-Quinone， "202' Superoxide， and Hydroxy 
Radical 
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ただし、 6-0HDA 単独処置では noradrenaline(NA)ニュー口ンも変性を受け

るため、 DAニュー口ンに対する選択性および神経毒性増強を目的として、それぞ

れ NAの再取込み阻害剤である desmethyli m iprami ne、およびモノアミン酸化酵

素阻害剤である pargylineによる前処置を施した (38)。

第2節結果

2-1) 6-0HDA 処置後のラット体重の経日変化

ふ OHDA、あるいは vehicleを投与したラットの経目的体重変化を Fig.6に示

した O 対照群の体重は正常ラットとほぼ同様に実験期間を通じて増加した O しか

し、 6-0HDAで処置したラットでは処置後 7 日固まで対照群に比べ顕著な体重減

少が認められた O また、二元配置分散分析の結果、実験期間を通じての両群聞の

体重差は有意なものであった [F(1，9)=53.10， p<0.001]。その後、 6-0HDA処置

群の体重は増加し、 14 日目では処置前の体重に復し、 28 日目には対照群との聞

に差は認められなくなった O

400 

fg a剛、 300 

l 20J・1・|圃|匝|巳|出 II a) I la) 

a 申圃 100

o 
O 1 2 3 4 5 6 7 14 28 

Days after 6・OHDATreatmeot 

Fig. 6. Effects of 6・OHDATreatmeot 00 Rat Body Weight 

Rat body weights were measured at 10:00 a.m. Each bar shows the mean土

S.E.M. of 6 rats. a) p<O.OI， significantly different compared with saline t問 ated

group (Student I s t-test).・， 6・OHDAtreated;口， saline treated. 
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2-2) 6-0HDA処置後の脳内CC:;K8LI組織濃度の経日変化

6-0HDAあるいは vehicleにより処置したラットの脳各部位における CCK8LI

組織濃度の経目的変化を Fig.7 (A) ー (E) に示した O 対照群の脳各部位における

CCK8LI濃度には実験期間を通じて有意な変化は観察されなかった。また対照群と

未処置ラットとの聞には各部位の濃度に差は認められなかった。 6-0HDA 処置後

1 日目に前頭皮質、線条体、海馬、側坐核、および黒質の CCK8LI濃度は対照群

に比較してそれぞれ 144%、159%、 176%、 143%、および192%に上昇した O

しかし、これらの変化は一過性のものであり、側坐核では処置後 3 日目に、前頭

皮質、線条体、および黒質では 7 日自に対照群のレベル以下に低下しその後28日

目まで回復は認められなかった O 処置後 28 日目の CCK8LI濃度は前頭皮質、線

条体、側坐核、および黒質において対照群のそれぞれ 54%、 82%、66%、 42% 

であった O 一方、海馬では CCK8LI 濃度の一過性の上昇は認められたものの 6-

OHDA処置後 3日自には処置前の濃度に復し、その後の変化は観察きれなかった O

また、検討したその他の部位(視床下部、視床、中脳)では CCK8しl濃度変化は同

様な傾向を示したが、その変化は有意なものではなかった。
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第3節考 察

本章においては 6-0HDAの脳室内投与という DA神経細胞を非可逆的に変性さ

せる処置により脳内各部位における CCK8LI 濃度は顕著に変化すること、またそ

の変化には部位聞における差が認められることを明らかにした o CCK ニュー口ン

と DA ニュー口ンとが密接に相互分布している前頭皮質、線条体、黒質、また同

一二ュ一口ン内に CCK8と DAの共存が認められている側坐核において CCK8LI

濃度の変化は著しかった o CCK8LI濃度は処置 1 日目で一過性に上昇し、 3 ない

し 7 日目で対照群以下の濃度に低下し、その後の回復は観察されなかった o こう

いった大きな変化を示した部位は免疫組織化学的手法により示された 6-0HDA処

置により DA神経細胞が脱落した部位とよく一致した (11)。

Zigmondらはラット脳室内へのふOHDA投与による DA系に対する経時的な

影響として、 compensatory response (代償的反応)という現象を報告している

(39)。これは 6-0HDAにより DA二ユーロンの 80-90%が変性を受けることに

よる DA 受容体の up-regulation、一過性の DA 生合成、放出の充進、および

DAの再取込みの減少を意昧する O しかしながら、この一過性の生合成、放出の充

進などは処置後 24時間で最大となり、 2-3日後でそれぞれ非可逆的に対照群以下

のレベルに到達し、その後の回復は認められていない(39)。本章において得られた

結果をこの観点から考察すると、ふOHDA処置後 1 日目に認められた CCK8LI

濃度の一過性の上昇は、やはり一過性に上昇した細胞外 DA により放出が抑制さ

れたために生じたものと考えた O 次いで、 CCK8LI濃度が低下した理由は、細胞外

DA濃度はその後減少したため CCK8 の放出が充進し、結果的に神経終末に存在

する遊離可能な CCK8が枯渇したためと考察した。 6-0HDA処置後 7 日固まで

の CCK8しl濃度の変化は CCK8の放出の変化を反映したものと考えられるが、そ

の後 CCK8LI濃度は処置後 28日目まで低下した状態が続き変化は認められなかっ

たO この一つの理由として CCK8 の生合成低下が挙げられるが、この因子の関与

に関しては不明である o DA を枯渇させることにより線条体切片からの CCK8の

放出が充進する (40)、また DA受容体 agonistにより放出が抑制される (29)と

いった実験結果から、処置後 7日目までの CCK8LI濃度の変化は、細胞外 DA濃
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度に依存した CCK8の放出の変化によるものであると考えた。

6-0HDAにより処置した後の CCK8LI濃度変化について検討したいくつかの報

告があるが、それらによれば処置後 2日目で CCK8LI濃度は上昇する (41)、ある

いは 30 日目で低下する (42) とされており見解の一致を見ていない。しかし、本

研究において示された経目的な CCK8LI 濃度の変化により上述の結果は支持され

るものと考えられる O

側坐核では、処置後 1 日から 3 日目の間の変化が前頭皮質や線条体のそれに比

べ顕著であった o 6-0HDA処置により、 DA単独ニューロンのみならず CCK8お

よび DAが共存するこユーロンも同様に変性破壊されることが示されている (11)。

側坐核では細胞外 DA濃度の低下による CCK8の放出の増加に加えて、変性を受

けた CCK/DA共存ニューロンからの CCK8 の損失が考えられ、従ってこの部位

では顕著な CCK8LI濃度の低下が認められたものと考えた O

海馬では、処置後一過性の上昇が認められたものの、他の部位とは異なり正常

レベルに復し、その後の有意な変化は観察されなかった o CCK8LI濃度が一過性に

上昇した理由については不明であるが、海馬と CCK8LI 濃度が顕著に変化した部

位との聞には CCK系における大きな神経形態的差異が認められている。 DAの神

経系には黒質一線条体系(A9)、中脳辺縁系(腹倶JJ被蓋野ー側坐核、 R奥結節系、 A10) 

が挙げられるが、 CCK神経系はこれらの DA系と密接に分布しており、特に後者

の系においては CCK8 は DAと共存している。一方、海馬ではこのような神経系

は認められず、いわゆる localcircuit neuronと呼ばれる局在化した神経細胞群

の存在が認められている (43，44)。これらの神経形態の差が海馬での CCK8LI濃

度の変化が他の部位と異なる理由の一つであると考えられる o

パーキンソン病死後脳における CCK8しl濃度が検討されており、黒質において

CCK8LI濃度の顕著な低下が報告されている (31)。脳内 DAの著減はパーキンソ

ン病のひとつの症因と考えられているが、本研究における 6-0HDA処置によって

も黒質でのCCK8LI濃度の非可逆的低下は観察されている o DA欠乏による

CCK8LI濃度の低下はパーキンソン病における一つの二次的な変化と考えられ、こ

の観点から 6-0HDA処置したラットはこの疾病の有用な動物モデルとなりうる可
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能性が示唆された。

CCKの生理作用の一つに摂食抑制作用のあることが示されている o CCK 

analogue 投与によりラットの摂食が抑制されること (22)、またヒツジ脳室内に

CCK抗血清を注入することで摂食量が 200%増加すること (23)が報告されてい

るo CCK8の摂食中枢に対する作用は直媛、あるいは間接的なものなのかは不明で

あるが、これらの報告は CCK8 という内因性の物質が摂食行動というものに大き

く関わっていることを示唆するものである O 本章における 6-0HDA処置後 7 日

目まで観察された顕著な体重減少はCCK8の放出充進による摂食抑制が原因と考え

られ、その後遊離可能な CCK8が枯渇したと思われる 7 日目以降では摂食抑制が

解除され、体重の回復が認められたものと考えた O

第4節小括

C'CKと DAとの相互関係について輿昧が持たれ研究が行われてきたのはこの両

者が共存する神経細胞が発見されたからである O この他にも同一ニュー口ン内に

神経伝達物質と考えられる物質が共存する例が見出されており、たとえばネコ顎

下腺における vasoactive intestinal polypeptide と acetylcholine との共存

(45)~、またラット脊髄における substance P と serotonin との共存 (46)が報告

されている O こういった例は今後数多く発見されるものと考えられるが、その共

存の機能的意義を解明することは神経系での原因、機序の判明していない現象を

理解する上で重要なものであると考えられる。本章においては、 6-0HDA 処置に

より脳内各部位の CCK8LI 濃度が大きく変化することが判明し、その変化は細胞

外 DA濃度に依存した放出の変化を反映したものであることが示唆された O 更に、

部位間において CCK8LI濃度の変化様式が異なり、これは CCKニュー口ンの部

位聞における神経形態の差異に起因する可能性が示された O
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第 3章 正常および6-0HDJ~処置ラットにおける脳内

CCK8LIに友ぽすしDOPAの影響

第 1節序論

第 2章において、 6-0HDAの脳室内投与によりラット脳内 CCK8LI濃度が大き

く変動することについて論述し、その変化は CCK8 の神経末端からの放出の変化

によるものと考察した O 本章では、 DAの前駆体であるしーDOPAを正常、あるいは

6-0HDA処置したラットに腹腔内投与し、その後の CCK8LI の変動から CCK8

の放出状態および DAとの相互関係を明らかにすることを目的とした O すなわち、

第 2章における 6-0HDA処置後の CCK8LI 濃度変化から放出充進状態にあると

考えられる処置後 3 日目、および放出充進はすでに停止し遊離可能な CCK8が枯

渇した状態にあると考えられる処置後 7日自のラットに L-DOPAを負荷し、その

後のCCK8LI濃度を測定した O

L-DOPAはパーキンソン病における DA補充療法に広く用いられている薬物で

ある o DA自身は血液一脳関門を通過することができないため、 L-DOPAとして投

与きれる O 投与後、脳内に移行し、 Fig.8に示したように DAニュー口ンに取り

HO _COOH HO_~........ ~ _COOH HO、~ ~ 

l J IH2 -.._)l) JH2 人) J尚、、"，‘ HO.... 、，- HO~ 、.:;r

tyrosine aromatic L-amino 
Tyrosine 3同hydroxylase L-[的 PA acid de個出oxylase DA 

HO_ ‘ヘ HO‘'‘，、Y寸可∞" γγ~HO 
HO'" 、..$Y HO.......、、，

aldehyde 
3，4-dihy'曲、xy 0姐dase
phenylacetic acid ([ゆPAC)

Fig. 8. Biosynthesis and Metabolism of Dopamine 
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込まれた後に aromaticL-amino acid decarboxylase (AADC)により、 DA に

変換され薬効を示すとされている (47)0 L-DOPAの DA系に及ぼす影響としては、

線条体における用量依存的な細胞外 DA濃度の上昇(48，49)、また線条体の DA二ユ

ーロンからの DA放出充進 (50)が報告されている O つまり L-DOPAは DAに変

換されることによって DA の受容体に対する availability を増大させると考えら

れる O また、 AADCは DA神経細胞外にも全体量のおよそ 20%の存在が認めら

れているためにDA神経細胞の大部分が変性脱落した状態にあったとしても、 L-

DOPAは DA神経細胞外 AADCにより DAに変換され得る (51，52)。

更に、近年になって L-DOPA 自身が脳内において機能しているという報告もあ

り(53，54)、このことについて調べる目的で D-2 受容体に選択的な括抗薬である

L-sulpirideをしーDOPAに併用した場合の CCK8LI濃度の変動も併わせて検討し

たO
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第2節結果

2-1 )正常ラットにおけるCCK8LIに及ぼすしDOPAの影圃

正常ラットに L-DOPA(100， 200， 300 mg/kg)を投与し、 2時間後の CCK8しl

組織濃度を測定した O その結果を Table11 に示した o L-DOPAの CCK8LI組織

濃度に友ぽす影響を一元配置分散分析により検討した結果、前頭皮質[F(2，15)= 

1 4. 1 49， p< 0.0 1 ]、線条体 [F(2，15)= ~11.168 ， p<0.01]、黒質 [F(2，15)= 6.029， 

p<O.05]、仮JJ坐核 [F(2，15)= 49.198， p<0.01]となり、用量依存的な CCK8しl組

織濃度の上昇が認められた O 一方、海馬においては有意な変化は認められなかっ

た[F (2，15) = 0.546， N .S.]。このレDOPA投与による CCK8しi濃度の上昇は側

坐核において最も顕著であり、 300mg/kg投与群では対照群の約 2倍にまで上昇

した O

Table 11. Effects of L-DOP A on CCK8・like Immunoreactivity in 

Normal Rat Brain 

Region 

Frontal Cortex 

Striatum 

saline 

CCK8・IikeImmunoreactivity 

(ng CCK8/g wet weight) 

Doseof L・DOPA(mg/kg) 

1ω 200 300 

98.4:t 7.2 102.4:t 7.5 125.2:t 2.18
) 142.6土 5.5b

)

89.4土 7.8 107.6主 8.08
) 113.2土 3.58

) 138.4:t 4.1 b) 

Hippocampus 58.4主 6.6 ~76.4 土 5.9 75.3土 4.4 79.6土 6.7

Nucleus Accumbens 1ω.2::t: 5.1 1;51.2主 4.2b) 176.1:t 8.9b
) 193.4土 8.7b

)

Substantia Nigra 10.5土 1.7 10.9土 1.8 13.9主 1.08
) 17.9土 1.5b)

Each value represents the mean土 S.E.M.of 6 rats 2 hours after 

intraperitoneal administration of saline or L-DOPA. a) p<O.Ol， b) 
p<O.OOl significantly different f'rom saline "administered group. 
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これらの結果から L-OOPAの CCK8LIに対する薬理学的効果を得るためには、

L-OOPAの投与は200mg/kgで充分であると判断し、以下の実験にはこの投与量

を使用した O

次に、 0-2受容体 antagonist である L-sulpiride(100 mg/kg)をし-OOPA

(200 mg/kg)と同時投与した場合の CCK8しlの変動を検討した (Table111)。その

結果、線条体、側坐核、および黒質において L-OOPAと L-sulpiride との同時投

与群では L-OOPA単独投与により得られた CCK8LI濃度の上昇が有意に阻害さ

れることが認められた O また、そのレベルは生理食塩液投与群のそれと有意な差

は観察きれなかった O 一方、前頭皮質においては同時投与による有意な変化は認

められなかった。

Table 111. Effects of Combined Treatment of L-DOP A and L-sulpiride 

on CCK8・likeImmunoreactivity in Normal Rat Brain 

Region 

Frontal Cortex 

Striatum 

Hippocampus 

Nucleus Accumbens 

Substantia Nigra 

CCK8・likeImmunoreactivity 
(ng CCK8/g wet weight) 

L-DOPA 

125.2土 2.1

113.2 :t 3.5 

75.3 j: 4.4 

176.1土 8.9

13.9 :t 1.0 

L-DOP A+ L-sulpiride 

121.1土 3.0

86.5 :t 8.7 a) 

74.0主 3.1

102.6土 3.6b
)

10.3 土 0.9a) 

Each value represents the mean :t: S.E.M. of 6 rats 2 h after 
intraperitoneal administration of L-DOP A (200 mg/kg) alone and the 
cOsl1bination of L・DOPA(200 mg/kg) and L-sulpiride(100 mg/kg). a) 
p<O.05， b) p<O.OO 1 significantly different from L-DOP A single 
adrninistration group. 
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2-2) 6-0HDA処置ラットにおける CCK8LIに友ぽす L-DOPA

の影響

6-0HDA処置後、 3および 7 日目のラットに L-DOPA(200 mg/kg)あるいは

対照として生理食塩液を腹腔内投与し、 2時間後の CCK8LI濃度を測定した

(Fig.9)。

対照群では投与 2時間後の CCK8LI濃度は第 2章で述べたそれぞれの時点にお

ける CCK8LI濃度とよく一致した o 6-0HDA処置後 3 日目のラットに L-DOPA

(200 mg/kg) を投与した結果、 CCK8LI濃度は前頭皮質、線条体、側坐核、およ

び黒質においてそれぞれ対照群の 161 %、 145%、 169%、 155%に上昇した O

一方、 6-0HDA処置後 7日目のラットに L-DOPA(200mg/kg)を投与した場合、

検討したいずれの部位においても CC~(8 し l 濃度の上昇は観察きれなかった O 海馬

においては、 6-0HDA処置後 3 および 7 日目いずれの場合にも対照群に比べて

レDOPA投与による CCK8LI濃度の有意な変化は認められなかった O
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Fig，. 9. Effect of L-DOPA on CCK8LI Levels in the Frontal Cortex 
(A)， Striatum (B)， Hippocampus (C)， Nucleus Accumbens (D)， and 
Substantia Nigra (E) of the Rat Brain on the 3rd Day and 7th Day 

after ふOHDATreatment 
of The regional CCK8LI level 2 hours after the intraperitoneal administration 

L-DOPA or saline was determined by radioimmunoassay and expressed in ng/g wet 

weight. .，叫ine 医~， L-DOPA. Each bar shows the mean土 S.E.M.of 6 rats. 

a) p<O.OOl， b) p<O.Ol， c) p<O.05， significantly different compared with saline 
treated group (Student's t-test). 
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• 

考察第3節

L-との相互関係を謂べる目的で、正常ラットにDA と本章においては CCK8

6-またを同時投与した後の、L-sulpiride とL-DOPA を単独あるいはDOPA 

OHDA処置後 3および 7日目のラットに L-DOPAを投与し、その後の CCK8LI

濃度の変化を検討した O

DAと CCKニュー口ンとが密接まず、正常ラットでは、 L-DOPA投与により、

また同一二ユーロン内におけおよび黒質で、に分布している前頭皮質、線条体、

との共存が認められている側坐核で用量依存的な CCK8LI濃度CCK8 とDA る

の上昇が観察された O 前頭皮質を除く各部位における CCK8しi濃度の上昇は D-2

受容体 antagonistである L-sulpirideの同時併用により顕著に抑制された O 前頭

皮質で変化が認められなかった理由は不明であるが、線条体、側坐核および黒質

DA の濃度変化から L-DOPAは脳内に移行後、 AAOC によりにおける CCK8LI

に変換きれた後に 0-2受容体を介して CCK8の放出を抑制し、 CCK8LI濃度の

自身が神経伝達物

質として機能しているという可能性が示唆されているが (53，54)、本章における結

25 
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果から CCK8LI の濃度上昇という現象に L-OOPA 自身が神経伝達物質として関

わっている可能性は否定された O

L-DOPAの投与量に依存して線条体の細胞外 OA濃度は上昇すると報告されて

いることから(49)、正常ラットにおける L-OOPA投与後の用量依存的な CCK8LI

組織濃度の上昇は細胞外 OA 濃度に依存したものであることが示唆された O 従っ

て、外国性 OAによる CCK8LI濃度の上昇は 0-2受容体刺激を介した CCK8の

放出抑制の結果を反映したものであることが考えられる。この0-2受容体が関わっ

ていると考えられる CCK8の放出変化についていくつかの報告が提出きれている

(28， ~~9 ， 30，31)0 Hutchison らは、ラット線条体切片を用いた潅流系において、

脱分極剤である veratrine により充進した CCK8の放出は 0-2 受容体 agonist 

である amphetamineにより抑制されること、また amphetamineにより抑制さ

れた CCK8の放出は sulpiride により解除されることを報告している (29)。これ

らの報告から本章における結果は 0-2受容体刺激を介して CCK8の放出が抑制さ

れ、また 0-2受容体を競合的に遮断することで CCK8の放出抑制は解除されると

いうことで説明できる O 従って、 L-OOPAは脳内に移行後 AAOC により OAに

変換され、その後 0-2 受容体刺激を介した CCK8 の放出抑制が生じ、 CCK8LI

濃度変化に反映されたものと考えられる O

次に 6-0HOAにより処置したラットにしOOPA を負荷した場合についてであ

るが、序論において述べたようにふOHOAによる OAニュー口ンの非可逆的変性

を受けたとしても OA神経系以外にも存在する AAOCにより L-OOPAは OAに

変換され得ることが確認されている (51，52)。従って、 6-0HOA処置ラットに L-

OOPAを投与することにより得られた CCK8LI濃度の変化は正常ラットと同様に

L-O()PAが脳内に移行した後 AAOC により OAに変換され、 0-2受容体に作用

することによるものと考えられる O

第 2章において 6-0HOA処置後 3 日目のラットでは CCK8LI濃度の変化から

CCK8は OA枯渇による放出充進状態にあると考えた O 本章ではこのラットにレ

OOPA (200 mg/kg)を投与したところ、 CCK8しl濃度は前頭皮質、線条体、側坐

核、および黒質において、対照群のそれぞれ 161%、 145%、 169%、 155%に
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上昇することが認められた O 一方、 6-CIHDA処置後 7日目のラットでは CCK8LI

濃度は最低値に達しており、遊離可能な神経終末内 CCK8 はすでに枯渇した状態

にあると考察した O このラットに同量の L-DOPAを投与したところ、 CCK8しl濃

度の対照群に対する変化は殆ど認められなかった。 CCK8 の放出が充進状態にあ

ると考えられるふOHDA処置後 3 日のラットでは細胞外 DA濃度は低下してい

るものの、この時点における CCK8LI濃度は神経終末内 CCK8は充分残存してい

ることを示しているものと考えられる O 従って L-DOPAの投与により細胞外 DA

濃度が上昇し CCK8の放出を抑制したために CCK8LI濃度が増加したものと考え

たO また、処置後 7 日目以降の CCK8しl濃度変化から 7 日目では CCK8の放出

充進の結果、遊離可能な CCK8 は枯渇していることが示唆された。従って、 L-

DOPA投与により CCK8LI濃度に影響を及ぼし得る細胞外 DA濃度が得られたに

も関わらず、 CCK8LI組織濃度の変化は認められなかったと考えた。

Sierraltaらは、 6-0HDA 処置後 6 日目のラット線条体切片を用いた潅流系に

おいて、高 K+潅流液を適用した場合、対照群に比べ CCK8の放出が顕著に低下

することを報告している (55)。この報告によれば、 6-0HDA処置により DAが枯

渇したために CCK8の放出が低下した、逆に言えば DAには CCK8の放出を充

進させる作用のある可能性を示唆しているが、本章で得られた結果から推測され

る CCK8と DAの相互関係とこの報告におけるそれとはまったく相反するもので

ある O しかしながら、 6-0HDA処置により CCK8LI濃度は非可逆的に低下した、

つまり DA低下に伴う CCK8の放出充進の結果、遊離可能な CCK8は神経終末

において枯渇した状態にあり、 CCK8の放出の変化はもはや認められなくなってい

るということから上述の結果は説明できるものと考えられる。

海馬における L-DOPA投与による CCK8しl濃度の変化は正常ラット、 6-0HDA 

処置ラット両者において認められなかった。この理由については不明であるが、

大きく変化した部位と海馬との聞には CCKニューロンの神経形態の大きな差が存

在することが示されている O つまり、第2章にも述べたように、しーDOPA投与によ

り CCK8LI濃度が大きく変化した前頭皮質、線条体、黒質では DAニューロンと

CCK 二ユーロンとが密接に相互分布している部位であり、また側坐核では DAと

:27 



CCKBとが同一二ユーロン内に共存する部位であるが、海馬においてはそのような

神経系は存在しておらず、 CCK二ユーロンはいわゆる localcircuit neuronとし

て存在しているといわれている (43，44)。従って、このような神経形態の部位聞に

よる差が L-OOPA投与後の CCK8LI 濃度変化の差に反映されたものと考えられ

るO

第4節小括

本章においては、 L-OOPA投与により正常ラットの脳内 CCK8LI濃度は前頭皮

質、線条体、側坐核および黒質において用量依存的に上昇することが判明した O

更に、 L-OOPA に 0-2 受容体 antagonist である L-sulpiride を併用すると

CCK8LI濃度の上昇は阻害されることから、 L-OOPA は脳内に移行後 OAに変換

された後に 0-2受容体刺激を介して CCK8LI濃度の上昇をもたらすことが示唆さ

れた O

また、 CCK8の放出が充進状態にあると考えられる 6-0HOA処置後 3 日目の

ラットに L-OOPAを負荷すると、 CCK8しl濃度の上昇が認められ、一方、神経終

末内の遊離可能なCCK8は枯渇していると考えられる処置後 7 日目のラットにレ

OOPAを負荷した結果、 CCK8しl濃度の変化は観察きれなかった O このことから、

6-0HOA処置による CCK8LI濃度の変化は CCK8の放出の変化によるものであ

ることが示唆された O
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第 1節序論

6-0HDA処置後のラット脳膜標品に対する

[
1251]C CK8の特異的結合量の変化

第 2章、および第 3章において CCKと DAとの相互関係を解明するための検討

を行い、細胞外 DA は D-2受容体刺激を介して CCK8の放出を抑制することを

示峻する結果を得た O 本章においては、 6-0HDA処置後の CCK8の放出状態を知

る目的で同様に処置したラット脳膜標品に対する C251]CCK8の特異的結合量の変

化を検討した O

CCK8 の脳膜標品に対する結合特性 (16，56， 57) やラット脳内における CCK

受容体の分布 (58，59) に関しては数多く報告されている O また、 dopaminergic

drug投与により CCK8の結合量は大きく変化することも報告されている (60)が、

6-0HDA により DAニュー口ンを変性させた後の膜標品に対する CCK8結合の

経目的変化についてはほとんど検討されていない。しかしながら、このことは

CCK8の放出状態を知る上で必要不可欠な検討項目であると考えられる O

29 



卜前頭皮質膜標品に対する[1251]CCK8の結合にお

第2節結果

2-1 )正常ラッ

ける基礎検討

前頭皮質膜標品における C2511]CCK8の結合量に友ぽす膜蛋白量の影響をまず、

mg/ 2 非特異的結合量共に蛋白量が全結合量、その結果、1 0)。(Fig・検討した

それ以上の蛋白量ではまでの範囲では良好な直線関係が得られたが、

結合量は低下する傾向が.認められた O
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[1お 1]CCK8 on Concentration Protein of Membrane Effect 10. Fig. 

Binding to the Normal Rat Cortical Membranes 
Increasing amounts of membrane plrotein (0.4・2.4mg/assay tube) were incubated 

radioligand in the absence (total binding， .) and presence (000 specific 

bindiog， e) of 1μM CCK8 at 250C for 60 mio. Data are expressed as perceotage 

radioligand bound. Each poiot is the mean of triplicate determinatioos io two 

separate experiments. 
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次に 25ocにおけるC251]CCK8の前頭皮質膜標品に対する結合量の時間的推移

を検討した (Fig.11)。全結合量および非特異的結合量は時間と共に増加し、 60分

で最大値を示し、 120分まで変化は認められなかった。一方、 4ocでの検討では

両結合量の増加は観察されなかった O また 37ocでは 25ocにおける結合量に比

して低値を示した O これらの検討結果より、以下の結合実験においては蛋白量は 2

mg/assay tube 以下、またインキュベーション時間および温度はそれぞれ、 60

分、 25
0

C で行った O

2.0 

ノ • • 
2g2z 161 / Total Binding 

g 白

民己伊凶閣咽 Eg 曲F 0・8イ ノ 4/〆. • • 
~ Non-specific Binding '圃

0...../ 

0.4 

O~I--~--~~--~--'~~--~~--~--~~~ 

o 10 20 30 60 90 120 
Time(min) 

Fig. 11. Time Course Profile of [125 1] CCK8 Binding to the Normal 

Rat Cortical Membranes 

A membrane preparation of the rat frontal cortex was incubated with radioligand 

in the absence (total binding， .) and presence (non specific binding， e) of 1μM 

CCK8 at 25 oC. Data are expressed as p.ercentage radioligand bound. At indicated 

times， the incubation medium was treated as described in the text. Each point shows 
the mean of tripricate determinations in twro separate experiments. 
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2-2)正常ラット脳各部位の膜標品に対する[1251]CCK8の結合量

正常ラットにおける前頭皮質、線条体、海馬および側坐核の膜標品に対する

C251] CCK8 の全結合量、特異的結合量、および非特異的結合量を Fig.12に示し

た。単位蛋白量当りの非特異的結合量はいずれの部位においてもほぼ類似の値を

示した O 前頭皮質、線条体、および側坐核における特異的結合量の全結合量に対

する割合はそれぞれ 69、65、および 65%であった。一方、海馬における割合は

24 %であった O
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Fig. 12. Total， Specific， and ~~on Specific Binding [1お 1]CCK8 to the 

Regional Brain Membrane Preparations of the Normal Rat 

Data are expressed as bound counts of radioligand per mg membrane protein and 

each bar shows the mean土 S.E.M.of 6 rats. ~， total binding; 臨調， specific 

binding; 仁コ， non specific binding. 
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2-3)  6 - 0 H D A処 置後の前頭皮質膜標品に対する

[1251]CCK8の結合量の経日変化

6-0HDA 投与後の前頭皮質膜標品に対する C251] CCK8 結合量の経日変化を

Fig. 13 に示した O 全結合量は大きく変化したのに対し、非特異的結合量の変化は

実験期間を通じて認められなかった O 従って、全結合量の変化は特異的結合量の

変化を反映したものであることが示唆された O
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Fig. 13. Effects of 6・OHDAIntrac:erebroventricular Administration 00 

Total， Specific， and Non Specific Binding [125 1] CCK8 to the Rat 

Frontal Cortex Membrane PrepaJration at Various Intervals Following 

6-0HDA Treatment 
Rats were decapitated at several intervals after 6・OHDAtreatment and binding 

assay was carried out as described in the text. Data are expressed as bound counts 

of radioligand per mg membrane protein and each bar shows the mean :t S.E.M. of 

6 rats. 区~， total binding;国型， specific binding;仁コ， non specific binding. 
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2-4) 6-0HDA 処置後の脳各部位における[1251]CCK8 の特異的結

合量の経日変化

Fig.14 に前頭皮質、線条体、海馬、および側坐核における 6-0HDA処置後の

[
1251] CCK8特異的結合量の変化を示した O 生理食塩液処置群における脳各部位の

C251] CCK8特異的結合量には実験期間を通じて有意な変化は認められなかった o

6-0H DA処置群では前頭皮質、線条体、および側坐核において特異的結合量の

顕著な経日変化が認められたが、海馬においては実験期間を通じて有意な変化は

観察きれなかった O 前頭皮質および線条体の特異的結合量は処置後 3 日自に最低

値を示し生理食塩液処置群のそれぞれ 21%、39 %に低下した。その後、特異的

結合量は漸増し、処置 28 日後にそれぞれ 60%、 65%にまで回復した O 一方、

側坐核では特異的結合量の最低値は処置後 7 日目に観察され、その値は生理食塩

液投与群の 47%であった O その後特異的結合量は回復し、処置後 28 日自には生

理食温液処置群の 70%にまで増加した O
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Fig. 14. Changes in Specific Binding of [~"'''I] CCK8 Binding to the 

Regional Brain Membranes frosl Frontal Cortex (A)， Striatum (B)， 
Hippocampus (C)， and Nucleus Accumbens (D) at Various Intervals 
Following 6・OHDATreatment 
Data are expressed as bound counts of radioligand per mg protein and each point 

shows the mean ::!: S.E.M. of 6 rats.・， saline treated;・， 6・OHDAtreated. a) 

p<O.OO 1， b) p<O.O 1， c) p<O.05 significantly different compared with saline treated 
group at each interval (Student's t-test). 
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第3節考察

本章においては 6-0HDA処置後の脳各部位から調整した膜標品に対する C251]

CCK8 の特異的結合量の変化と第 2章における CCK8LI濃度変化を比較検討する

ことにより CCK8の放出の状態を知ることを試みた O

まず結合実験における基礎的検討として、蛋白量、反応時間、および温度の影

響を検討した O その結果、蛋白量は 2rTlg / assay tube以下、反応時間は 60分、

および温度は 25ocという条件下で結合実験は可能であることが示された O 従っ

て、本章における結合実験条件は、これまで報告されている CCK8 と受容体の結

合の際認められる温度依存性、蛋白量依存性、また飽和性といった条件を満たす

ものである (16，56， 57)。

正常ラットでは、特異的結合量に部位聞の差が認められたが、非特異的結合量

には部位聞の差は認められなかった O 特異的結合量は前頭皮質、線条体、および

側坐核で全結合量のそれぞれ 69% 、 65~~ 、 65 %であったのに対し、海馬では 24

%であった。 Saito らは CCKニュー口ンと DA二ユーロンとの密接な相互分布

が認められる前頭皮質、線条体および側坐核において CCK8 受容体が比較的豊富

に存在しているのに対して、海馬のようにそのような神経形態を持たない部位で

は比較的乏しいことを報告している(58)。従って、本章において認められた各部位

における特異的結合量は CCK8 受容体量を反映しているものと考えられる O

第 2、 3章において 6-0HDA側脳室投与、および L-DOPA腹腔投与といった

処置により CCK8LI 組織濃度は前頭皮質、線条体、側坐核において顕著に変化し

たのに対して、海馬では殆ど変化は認められなかった。既に第 2、 3章で述べた

ように CCK8LI組織濃度変化には CCKニュー口ンの部位による神経形態の差異

(43， 44) に基づいた反応性の違いが大きく関与しているものと考察した。本章に

おいて 6-0HDA処置による全結合量の変化は、非特異的結合量が変化しなかった

ことより特異的結合量の変化に基づいたものであることが示唆された。この特異

的結合量の変化は前頭皮質、線条体、仮IJI坐核で顕著であったのに対し、海馬での

特異的結合量は低値である上に殆ど変化しなかった O これらの結果から、 C251]

CCK8特異的結合量の分布、および変化には CCK8しl組織濃度に加えて部位によ
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る神経形態の差に基づくことが示唆された O

Fukamauchi らは 0-2 受容体 agonistおよび antagonist投与後のラット前

頭皮質膜標品に対する CCK8の結合量の変化を報告している (60)。各薬物とも急

性実験において結合量の変化は認められないものの、慢性実験では両者ともに結

合量が増加することを報告している O これは、 agonist では CCK8の放出抑制に

より、また antagonistでは放出充進の結果生じる CCK8の枯渇により受容体量

が増加し、更に、 Scatchard解析の結果、 Ko値は一定で BMAX値が変化するこ

とから、これらの結合量の増加は CC.<8受容体の up-regulationによるものであ

ると結論付けている O この報告に代表されるように dopamine 系の薬物投与によ

り CCK8の bindingcapacityのみが変化することはこの他にも報告されており

(61，62)、従って本章における C251]CCK8の特異的結合量の変化も同様に binding

capacityの変化に起因したものであることが考えられる O

CCK受容体には末梢性の CCK-A、および中枢性の CCK-B 受容体が存在する

ことが確認されている(19)。それぞれの生理機能に関しては不明な点が多いが、中

枢には CCK-Btypeが広く分布している反面、 CCK-Atypeの存在も示唆されて

いる O しかしながら、 CCK-A type はその量も僅かであり、存在部位も限られて

いることから、中枢において検出され得る結合部位は CCK-Btypeの受容体であ

ると考えられている (63)。従って、本章における特異的結合量の変化も CCK-B受

容体に対する bindingcapacityの変化を反映したものであると考えられる O

次に、第 2章で述べた 6-0HOA処置後の CCK8LI 組織濃度変化と、本章で得

られた特異的結合量の変化とを比較してみると、前頭皮質、線条体で組織濃度が

滅少過程にある 6-0HOA処置後 1-3 日目では特異的結合量は減少し、また組織

濃度が対照群以下に減少し、その後の変化は認められない 7 日目以降では特異的

結合量の増加が認められた O すなわち、特異的結合量の減少は放出の充進、また

増加は放出の抑制に起因したものであることが示唆された O これらのことから 6・

OHOA処置による CCK8LI組織濃度の変化は CCK8放出の変化を反映したもの

であると考えられる O また、海馬では第 2章における 6-0HOA処置、および第 3

章におけるレOOPA投与により CCK8LI 組織濃度には大きな変化は観察されな
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かったが、本章でも特異的結合量の変化は認められなかった O これは、既に述べ

たように部位による神経形態の差が大きく関わっていることによるものと思われ

るO

一方、仮IJ坐核における特異的結合量の経日変化は前頭皮質、線条体で観察され

たものとは大きく異なることが観察された o 特異的結合量は CCK8 の放出の充進

に伴い減少し、遊離可能な CCK8 が枯渇すると特異的結合量は増加するといった

類似の傾向が認められた O しかしながら、側坐核における結合量の減少は、前頭

皮質および線条体に比べ速やかであった O また、結合量の増加は前頭皮質および

線条体では 6-0HDA処置後 3 日目以降に認められたのに対して、仮JJ坐核では 7

日目以降に観察され、その程度も非常に小さいものであった O 神経形態学的に示

唆される側坐核と他の部位との聞に見られる差というものに、倶.IJ坐核ではCCK/

DA共存二ユーロンが存在することがまず挙げられる O この共存ニュー口ンは DA

単独二ユーロンと同様、 6-0HDA によって変性破壊されることが確かめられてい

る (11)。従って、この部位で観察された:特異的結合量の変化は CCK8の放出変化

に伴った結合量の変化に加え、 6-0HDA処置により pre-synapticbinding site 

が破壊されたため、結合量の減少は非常に速やかであり、かっその回復は遅延し

たものであることが示峻された O

第 2章で 6-0HDA処置 1 日後、 CCK8LI組織濃度は一過性に上昇することを

述べたが、本章でその一過性の上昇を反映した特異的結合量の変化は観察きれな

かった O また、 6-0HDA 処置 28 日後の特異的結合量は、前頭皮質、線条体で対

照群のそれぞれ 65%、 60%に過ぎなかった。従って、特異的結合量の減少は比

較的速 やかに生じる反面、増加には時間を要すること、すなわち down-

regulation に比べ、 up-regulation という現象が発現するには長時間を要すると

いうことが示唆された。
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第4節小括

本章では 6-0HDA処置後のラット脳膜標品に対する C251]CCK8 特異的結合量

の変化から 6-0HDA処置により CCt<8しl組織濃度が変化する機構を調べること

を目的とした O

結合実験の基礎的検討により C251]C;CK8の結合は、特異的結合、非特異的結合

ともに温度、および蛋白量に依存的であり、また 25ocにおいて 60分で定常状

態に達することが判明した O この基礎的検討で定めた条件で 6-0HDA処置後の脳

各部位から調製した膜標品に対する特異的結合量の変化を検討した O

6-0HDA 処置後、 DA神経系を非可逆的に変性させることにより脳内各部位の

CCK8LI 組織濃度のみならず C251]CCK8特異的結合量にも影響を及ぼすことが

明らかとなった O すなわち 6-0HDA処置後の CCK8LI組織濃度の変化は CCK8

の放出の変化を反映したものであることが示唆された O また特異的結合量の部位

聞による time-courseprofileの差はCCK神経系の形態的差異を反映するもので

あると考えられる O
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己二J
CCKは中枢において最も大量に存在する神経ペプチドの一つであり、その生理

作用について種々の研究がなされているが、その詳細については明らかにされて

いない。そういった中で、 CCK8と DAとが共存するこユーロンの存在が明らか

にされ、以後 CCK8と DAとの相互関係について数多くの研究がなされてきてい

るO しかしながら、その詳細については不明な点が多く残されている。そこで本

研究においては複数の実験的アプローチによりその関係を明らかにすることを目

的とした O

6-0HDA 脳室内投与により CCK8LI組織濃度は CCKニュー口ンと DAニュ

ーロンとが密接に分布している、あるいは CCK/DA共存ニューロンが存在してい

る部位において顕著な変化が認められた O ふOHDA処置後の DA系には一過性の

代償的反応、またそれに続く非可逆的な神経細胞の変性破壊が認められている。

このことから CCK8LIの濃度変化は細胞外 DA濃度に依存した放出の変化を反映

したものであると考察した O つまり、 CCK8の放出が細胞外 DA濃度の上昇によ

り抑制されると CCK8LI濃度は上昇し、逆に DA濃度が低下すれば CCK8の放

出は充進し組織濃度は低下すると考察した。

次に DAの前駆体である L-DOPAを投与した後の CCK8LI濃度変化について

検討した O し DOPA投与後 CCK8しl濃度は海馬を除く各部位において用量依存的

な上昇を示した O このことは上述の細胞外 DA濃度に依存して CCK8の放出が変

化するという考えを支持するものである O 更に、 L-DOPAにD-2受容体

antagonistである L-sulpirideを併用することにより、 L-DOPAによる CCK8LI

濃度の上昇が阻害されたことから、 CCK.8LI濃度の変化は L-DOPA自身によるも

のではなく L-DOPAが脳内に移行した後 DAに変換され、 D-2受容体刺激を介し

たものであることが示唆された O

6-0HDA処置後 3 日目および 7 日自のラットに L-DOPA を負荷した後の
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CCK8LI 濃度の変化を検討した o 第 2章における経目的変化から、前者は CCK8

は放出が充進した状態、後者は遊離可能な CCK8 は枯渇した状態にあると考えら

れる。前者では顕著な CCK8LI濃度の上昇が観察されたが、後者ではほとんど変

化が認められず、このことからもふC)HDA処置後の CCK8LI濃度変化は放出の

変化を反映したものであることが示唆された。

次に、ふOHDA処置後の脳膜標品を使用して[1251]CCK8の結合実験を行ったo

CCK8 の放出が充進していると考えられる段階では C251]CCK8特異的結合量は

減少し、遊離可能な CCK8 が枯渇していると考えられる段階においては逆に増加

した。この特異的結合量の変化は中枢に多く存在する CCK 受容体の subtypeで

ある CCK-B受容体の capacityの変化を反映したものであると考察した。つまり、

CCK8 の放出が充進すると down-re~gu lation により結合量は減少し、 CCK8が

枯渇すると up-regulation により結合量は回復することが示唆された。

これまで述べてきた現象は CCKニュー口ンと DAニューロンとの密接な分布が

認められる部位におけるものであるが、 CCK/DA 共存ニューロンが存在する側坐

核では若干の差が観察された o 6-0HDAにより変性を受ける神経系は DA単独ニュ

ー口ンだけではなく CCK/DA共存ニュー口ンも同様に変性を受けることが示され

ている O 従って、 6-0HDA処置により CCK8しl濃度の低下する度合いも大きく、

また C251]CCK8結合量の回復も他の部位に比べ緩徐であった。また、全ての実験

を通じて海馬ではCCK8LI濃度、および結合量に有意な変化は認められなかった o

この理由については明らかにしていないが、海馬に存在する CCK ニュー口ンは

local circuit neuron、すなわち局在した神経系であるとされており、この形態的

差異により反応性に差が出たものと考えられる O

以上、複数の実験的アプローチから CCK8系に友ぽす DAの影響について論じ

てきたが、 DA系を修飾することによる CCK8系の変化から CCK8の放出は細胞

外 DA濃度に依存したものであることが示唆された O

この一方で CCK8を投与した後の DA系の変化に関する報告がなされている。

ラット脳切片を用いた濯流実験により、 CCK8 は DAの放出を抑制することが示
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されている (64，65)。これら、および本研究における実験結果から CCK8 と DA

という内因性の物質の関係は同一二ユーロンに共存する物質問志の関係を論ずる

際に提唱されてきた、互いに相手の放出を制御し合うという、いわゆるcros s-

regulative relationship という関係にあるものと思われる(66)。
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GL二J
本研究では、 CCK8 に及ぼす DAの影響について検討した O これまで論じてき

たように、 DA は CCK8の放出を抑制するという機構により、中枢に最も大量に

存在する神経ぺプチドであり、生理的に重要な役割を担っていると考えられる

CCK8の作用を制御していると考えられる o DA系の変化が CCK8に大きな影

をもたらすことが明らかとなったが、その影響が中枢における CCK8の生理機能

にどのような変化を引き起こすのかという点についても不明であり、解明きれな

くてはならない問題である O 近年、 C(;K8の analogueである caeruleinに抗分

裂病薬としての有用性が見いだされ臨床応用されつつある O これは caerulein の

DA伝達抑制によるものであると考えられている O このことからも CCK8 は高次

神経機能に大きく関わったものであることが強く示唆され、 CCK8の中枢機能を明

らかにすることは非常に重要である O

同一二ユーロン内における異なった神経伝達物質は今後新たに発見される可能

性があり、それにより原因や機序の不明であった現象の解明の糸口となり得ると

も考えられる O また、中枢に作用する薬物はある神経系にのみ特異的に作用して

薬理効果を発揮するのではなく、その神経系に介在している系にも影響を友ぽす

可能性は非常に高いといえる O 従って、 CCK8 と DA との関係を一つの代表的な

例として認識し、その他の内因性活性物質問志の関係、および中枢作用性薬物の

targ etとなる神経系以外の系への影響を一つ一つ解明していくことが、薬物治療

における予期せざる副作用の防止、またより高度な薬物治療に大きく貢献するも

のと考える O
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第 1章の実験

1)試薬

RIAには抗 CCK抗体としてOAL6516 (大塚アッセイ研究所、徳島)を、標識抗

原として C251] CCK8 labelled with Bolton Hunter reagent (Amersham 

I nte rnation al、London、England) を、標準抗原として合成CCK8 (ペプチド研

究所、大阪)を使用した O また、 B/F分離には山羊抗家兎 y-globulin 、正常家兎血

清(第一ラジオアイソトープ研究所、東京}を使用した o その他の試薬はすべて試

薬特級を用いた o Gel chromatographyには、 ShephadexG-50 superfineお

よび bluedextran 2000 (Pharmacia、Uppsala、 Sweden)を用いた o

2) RIAによるCCK8定量法の検討

OAL 656 は最終希釈倍率 35000倍で使用した o 標準希釈溶液として、 0.2% 

gelatin， 0.14 M NaCl， 0.025 M EDTA， 0.02 % NaN 3 を含む 0.01 M 

phosphate buffer ( pH 7.4 )を用いた。本 RIA 系の操作手肢を Fig.15 に示し

たo

Antiserum : OAL656 (tinal dilution 1:35倒防)
125 Tracer: [~~I] CCK8 

Standard Antig~~n : CCK8 

Procedu問

1st incubation (48 hr， 4
0

C) 

M n cJ。ωlhr，40

C)

+ 
centrifugation for BIF separatioll1 (筑胸中m，30 min， 4

0 

c) 

+ counting precipitate lradioactivity 

Fig. 15 Procedure for C1CK8 Radioimmunoassay 
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RIAの操作は以下の如く行った。ガラス製試験管に標準希釈溶液 (0.4ml)，標準

希釈溶液で検量線の各濃度に希釈した標準抗原溶液 (0.1mりあるいは未知検体溶液

(0.1 ml). 希釈抗血清 (0.2ml)および希釈標識抗原 (0.1ml，約 5000cpm)を順次

添加し、十分に混和させた後、 4ocにて 48時間インキュベーションを行った o 抗

体結合型抗原と遊離抗原の分離 (B/F分離}は、 polyethyleneglycol-第二抗体法

にて行った。上記反応液に第二抗体として山羊抗家兎 y -globulin 血清 1パイア

ルを標準希釈溶液 (10ml) に溶解したもの (0.1ml)、また carrierprotei nとし

て正常家兎血清 1パイアルを標準希釈溶液 (10ml)に溶解したもの (0.1ml)、お

よび沈殿促進剤として、 0.01M phosphate buffered saline に溶解した 5 % 

polyethyleneglycol 6000 (0.5 ml)を添加、混和し、 4oc にて 3 時間インキュ

ベーションを行った O その後、遠心分離 (4oC， 3000 rpm， 30 min) して、上清を

吸引除去して得られた沈漬の放射能をウ工ル型オートガンマカウンター{アロカ、

ARC-600)で測定し、結合型放射能 (B) とした o また、同様に標準希釈溶液 (0.5

ml)，希釈抗血清溶液 (0.2ml)， および希釈標識抗原 (0.1mりを反応させて得た放

射能を最大結合活性 (Bo) とした O 更に、標準希釈溶液 (0.6 ml)， 希釈標識抗原

(0.1 ml)を反応させて得た放射能を非特異的結合活性 (NSB)として、それぞれの

標準抗原量における (B-NSB)/ (Bo-NSB) (%)を算出した O それを logit-Iogスケ

ール上において直線回帰することにより標準曲線を作成し、未知検体の免疫活性

濃度を求めた O

3)組織からのCCK8抽出法

RIA用検体のための組織は、 Wistar系雄性ラット (260-280g)を断頭後、速

やかに全脳を摘出し、氷上にて Glowinski-Iversen の方法 (67) に従い、以下の

部位に分割することにより得た。すなわち、前頭皮質、線条体、海馬、側坐核、

黒質、視床、視床下部、中脳、橋一延髄、および小脳の 10部位である。組織重量

の 10倍量の氷冷蒸留水を加え、 Pol}rtron(KINEMATICA， GmbH)にてホモジナ

イズ後、沸騰水浴中で 10 分間煮沸した後、速やかに冷却し、遠心分雛 (4 oC， 

3000 rpm， 30 min) し、上清を分離した o 沈、透に同量の氷冷蒸留水を加え、十分
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撹持した後、同様に遠心分離して得た上清を先の上清に加え、凍結乾燥し、検体

とした。

4) Gel chromatographyによる ~CCK8の同定

3 )にて調製した、前頭皮質抽出物に 2mlの氷冷蒸留水を加え、 4oc にて 2

時開放置した後、遠心分離 (4oC， 3000 rpm， 30min)し、上清 1mlを Sephadex

G-50 superfine column chromatography (1 x 75 cm)に付した。湾出液は、

0.1 % bovine serum albuminを含む 0.02M veronal buffer (pH 8.4)とし、各

画分 1mlとして分取し、凍結乾燥して検体とした O

なお、あらかじめ、 bluedextran 2000と Nalにより、それぞれこのカラムに

おける voidvolume (Vo)， total volumle (VJ を、また合成CCK8の溶出位置を決

定した O

5) CCK8LIの測定

組織抽出および gelchromatographyにより得られた検体は、標準希釈液 1ml 

にて湾解、 4oC にて 2 時開放置した後、遠心分離 (4oC， 3000 rpm， 30min)に

より不溶物を除去した O こうして得られた上清の希釈系列を作成し、先述のCCK8

RIA系により測定した。

第 2章の実験

1)試薬

6-0H DA hydrobromide(6-0H DA)(Alldrich， Milwaukee， U .S.A.)， pargyline 

hydrochloride(Sigma， St.Louis， U.S.A.)， desmethylimipramine(Ciba-Geigy， 

Tokyo， Japan)を用いた O その他の試薬は全て試薬特級を用いた。

また、本章における RIA に用いた試薬はすべて第 1章の実験と同ーのものを用

いた O
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2) ラット脳室内投与

実験には Wistar系雄性ラット (260-280g)を用い、飼育は12時間の明暗スケ

ジュールで、また恒温 (24OC)条件下で行い、飼料および水は自由に摂取させた o

6-0HDA投与 1時間前に pargyline(SO mg/kg)および desmethylimipramine

(25 mg/kg)を腹腔投与した。次いで、 pentobarbitalsodium (15 mg/kg)腹腔

投与による麻酔下で脳定位固定装置 (SB-5，Narishige， Tokyo， Japan)にラット

を固定し、 Paxinosand Watsonの脳地図に従い (68)、P0.8 mm， L 1.5 mm， V 

3.6 m mの位置にマイクロシリンジを挿入した。抗酸化剤として 0.1% ascorbic 

acidを含有する生理食塩液 10μlに遊離塩基として 250μgのふOHDAを溶解

し 5分間で注入した O 対照には 0.1% ascorbic acidを含有する生理食塩液を注

入した O 注入後、 10 分後にマイクロシリンジを取り除き、デンタルセメントで注

入口をふさぎ、外科周接着剤で外皮と頭蓋とを緩着した o 6-0H DAあるいはその

vehicleを投与した後 1、3、7、14、および 28日後に断頭した。断頭はすべて午

前 10:00-11:00 に行った O ラットの体重は午前 10:00に測定した。

断頭後、全脳を速やかに摘出し、第 1章に示した手順で脳分割、抽出、および

凍結乾燥を行い、 RIAに供した。

なお、 RIAによる定量は第 1章の実験に示した方法と同様の方法にて行った O

3)統計解析

ラット体重の経日変化は二元配置分散分析により解析した。 6・-OHDA 投与群と

vehicle投与群との問の体重、および CCK8LI濃度の有意差検定は Student'st-

testを用い、危険率 5%未満で有意差があるものとした。
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第3章の実験

1)試薬

レ DOPA (Wako Pure Chem.， Osaka， Japan)および L-sulpiride(Sigma 

Chemical Co.， St.Louis， U.S.A.)を用いた o また、 RIAおよびラット側脳室内投

与に必要な試薬はそれぞれ第 1章、第 2章の実験と閉じものを用いた。

2)脳組織抽出、 RIAおよび6-0HDAラット側脳室内投与

全て第 1章、および第 2章の実験に示した方法に準じて行った O

3)しーDOPA、L-sulpirideの腹腔内投与

正常ラットには L-DOPA(100、200、300mg/kg)、またしーDOPA( 200 mg/ 

kg) と L-sulpiride(100 mg/kg) を同時に、あるいは生理食塩液を腹腔内投与し

たo 6-0HDA処置ラットには L-DOPA( 200 mg/kg )あるいは生理食塩液を腹腔

内に投与し、いずれのラットも投与2時間後に断頭し、第 1章の実験に示した方法

に準じて処理し、 RIAに供した O

4)統計解析

正常ラットにおける L-DOPAの CCIK8LI濃度に対する用量依存性は一元配置

分散分析で解析した O 正常ラットでの L-.DOPAに対する L-sulpirideの影響、お

よび6-0HDA処置ラットでの L-DOPAの影響における有意差検定は全て

Student's t-testにより行い、危険率 5%未満で有意差があるものとした。
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第4章の実験

1 )試薬

Bacitracin、bovine serum albumin (Sigma Chemical Co.， St. Louis， 

u. S.A.)を使用した O ラット脳室内投与に必要な 6-0HDA、desmethyl-

imipramine および pargyline は第 2章の実験に記載したものと同じものを用い

たo また合成 CCK8、C251]CCK8 labelled with Bolton H unter reagent は第

1-3章の実験における RIAと同じものを使用した。

2) ラット側脳室投与

6-0HDA 、および生理食塩液の側脳室投与は第 2章の実験に記載した方法に準

じて行った O

3) ラット脳膜標品調製

生理食塩液、あるいは 6-0HDA処置したラットを処置後 1、3、7、14、およ

び 28日に断頭した o なお、断頭は全て午前 10:00-11:00 に行った o 全脳を摘

出し、氷上にて Glowinskiand Iversen (67)の方法に従い、前頭皮質、線条体、

海馬、および側坐核に分割した。次いで、 Fig. 16 に示すように Takeda らの方

法 (63)に従い、膜標品を調製した O 組織を 40倍量の 5m M  MgCI2 を含有する氷

冷 50 mM  Tris-HCI buffer (pH 7.4) 中でホモジネートし、 48000 x 9、30

min 、4ocで遠心分離した O 沈j査を同容量の同じ氷冷 bufferに懸濁させ、同じ条

件で遠心分離を行った O この操作を二度繰り返した後、最終的に得られた沈漬を

膜標品とし、結合実験に使用した O
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4) [1251] CC K8結合実験

MembraneP問 paration Binding Assay 

rat brain tissue crude membrane 
J司-50mMTris butTer (pH7.4) 同-5OmMTris bu伽・ (pH7.4)

hdmogenuationiconUMing5mMMgC12， ↓ ↓ lmMEGTA， 0.2%脳，
48000xg，1伽nin ↓ 0.025% Bacitracin 

pellet ml，embrane suspension r!伽 MT帥 U伽 (pH7.4) ↓
48000xg，10min iricubation with [125I]CCK-8 

fina11刈let
(c.rude synaptic membrane) " 

filltration 

副凶削M山nd耐山d副伽i泊ng…a邸 鰯ω向s路糊判s錨叫a勾y mlム飽郎悶叩…s罰測則即叩…UI町m…lJ汀m…r陀rem屯加…em叩m鵬 e

Fig. 16. Procedure for Membrane Preparation and Binding Assay 

Fig.16に示したように[1251]CCK8結合実験は Takedaらの方法 (63)に若干

の変更点を加え行った O まず、ラット脳各部位より得られた膜標品を 80倍量の氷

冷 assay buffer [5mM MgCI2、1 m~" ethylene glycol bis (s-aminoethyl 

ether) N，N'-tetraacetic acid (EGTA)I' 0.025 % bacitracin， 0.2 % bovine 

serum albumin を含有する 50mM  Tris-HCI buffer (pH 7.4)]に懸濁させた o

C251] CCK8 の膜標品に対する全結合量の測定には、 25μ1 assay buffer 、25μi

C251] CCK8 i n assay buffer (50000 cprn/assay tube)、および 450μlの膜標

品懸濁液の混液を用いた O また非特異的結合量の測定には上記の全結合量の場合

における 25μ1assay buffer のイtわりに 1μMCCK8 in assay bufferを加えた

混液を用いた O 両混液共に恒温槽 (4、25、37OC)で一定時間インキュベーション

を行い、 5mM  MgCI
2
、0.2% bovine serum albuminを含有する、氷冷 50m M  

Tris-HCI buffer (pH 7.4) 2 ml を加え、この反応液を Whatman glass filter 

(GF /F)で減圧ろ過することにより反応を停止させた。その後、閉じ buffer3 ml 

でフィルターを 3度洗浄した O フィルター上の放射能はウエル型オートガンマカウ

ンター(Aloka，ARC-600)により測定した O 特異的結合量は全結合量から非特異的

結合量を差し引くことにより求めた。また、膜標品懸濁液を含まない[
125

1]CCK8 
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のみを含有した場合の放射能を blank とし、全結合量および非特異的結合量はこ

の blankradioactivity により補正した O

5)蛋白定量

蛋白量は bovineserum albumin を標準品とし、 Lowry らの方法 (69)に従い

測定した。

6)統計解析

生理食塩液処置群と 6-0HDA処置群との聞の特異的結合量の差の検定は

Student's t-testにより行い、危険率 5%未満で有意差があるものとした。
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