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脳内微小透析法によりラット線条体に授与された

ニ トロキシ ドラジカルの ESR画像
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Wereporthereourinvestlgationofthespatialdistribution

offreeradicalsusinganelectronspinres?nance(ESR)-imaging
systemcombinedwithaninvivobrainmlCrOdialysISmethod,
whichwasperfbmedintheresonatoroftheESR-imaglng
system.Anon-magneticcannula,newlydevelopedinthisstudy,
wasusedfortheperfusionoftheexogenousfreeradicalsagent･A
nitroxide,3-carbamoy1-2,2,5,5-tetramethylpy汀01idine-トoxyl
(carbamoylPROYXL),wasusedastheimagingagentin°saline
solutionataconcentrationofO.3M,whichwasperfusedintothe
rightcaudateputamenoftheratat2ml/minbyamicroinfusion
pump･Two-dimensionalESRprojectionoftheZ-Xplane,which
wasclearlydistinguished(about10mmdiameter)fromthenon-
perfusedbrainarea,wasobtained6hoursa氏erthebeginnlngOf
perfusionofcarbamoylPROXYL.Thepresentmethodis
consideredtobeausefultooltointroducestablefreeradicalsinto

aspecificareaofthebrain.
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【目的】我々は､誘電損失が少ない低周波マ

イクロ波(約700MHz)を用いるinvivoESR装置

を開発 してきた6)｡ しか し､低周波ESRは

装置感度が低いため､現役階では生体内で発

生するフリーラジカルを検出するのは困難で

ある1-7)｡ そのため､スピンラベル剤で

あるニ トロキシ ドラジカルのような安定ラジ

カルを小動物の体外 より投与 し､その分布状

態を画像化するという研究が行われている｡

しかし､汎用されるほとんどのニ トロキシ ド

ラジカルは脳内移行を示さないため､脳内特

定部位におけるニ トロキシ ドラジカルの画像

解析は困難である6)｡ この問題を解決する

一手段 として我々は脳内微小透析法 8-1

0)を応用 し脳内特定部位に投与 したニ トロ

キシ ドラジカルのinvivoESR画像を得る方法

を開発 したので､その方法 と有用性について

報告する｡

【方法】まずinvivoESR基肥の共振器内で使

用可能なラジカル供給予についてであるが､

ラジカル供給子は脳内微小透析法において汎

用される Ⅰ字型プローブを基にして､その部

品をすべて非磁性体の材料 を用いて独自に作

成 した｡
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図 1ラジカル供給子の構成図

ラジカル供給子の作成について以下に記す

(図 1参照)｡流入用内筒及び排出用内筒に

はいずれも内径75〃m､外径150〝mのポリイ

ミド表面加工された石其製チューブを用い､

外筒には外径 1mm,長さ5cmのガラス管を用い

た｡流入用内筒は長さ6.5cmに､排出用内筒は

長さ3.5cmにて使用する. それらの一端長さ

1cmにわたる部分は､内径280FLm､外径610FL

mのポリエチレンチューブへの接続に使庸さ

れ､流入川内筒は流人用ポリエチレンチュ-

プに､排 出用内筒 は排出用 ポ リエチ レン

チューブに接続された｡各接続にはエポキシ

レジンを用いた｡ポリエチレンチューブに接

続された2本の内筒は外筒に挿入されエポキ

シレジンで固定された｡ 長さ5mmにわたり外

筒から突出する流入用内筒は､一一･端がエポキ

シレジンで閉じられた･半透膜で覆われ､その

半透膜はエポキシレジンで外筒のガラス管と

接着固定 された｡今 回半透膜 には分子量

7,000-8,000以下の物質を浸透圧差によってラ

ジカル供給子外の標的領域に供給できるキュ

プロファン膜を使用 し､Ⅰ型ラジカル供給子が

作成された｡次にペントバルビタール麻酔下

の ウイス ター系雄性 ラッ トの右線条体 に

pellegrioandCushman1l､)らの脳図譜に従い

ラジカル供給子先端が位置するよう脳定位術

を行ない留置 した (図2参照)0
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図2ラジカル供給予の脳定位固定図とループ

ギャップ共振器の位置閲係(A:bregma,B:潅流

領域,C:lAL;intraauralline)

その後､ラットをループギャップ共振器(直径

4cm,幅1cm)内 に挿入 し､ラジカル供給子の半

透膜先端が共振器の尾側の後端に位置するよ

うに固定 した｡引き続き､注入ポンプを用い

て0.3Mの ニ トロキ シ ドラジ カル､3-

carbamoy1-2,2,5,5-tetramethylpyrorlidine-1-oxyl

(carbamoyl-PROXYL)生食溶液をラジカル供給

子を通 じラッ ト右線条体に潅流(2ul/min)し

た｡潅流開始直後より､約26mTの静磁場内で

約740MHzのマイクロ波40mWを共振器に照射

してESR計測を行った｡
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【結果】
1 潅流Ti掴鋸庄後にはESR信号は観測されな

かった｡

2 潅流操作 2時間後 には､carbamoyl-

pROXYLのESR信号が観測され､潅流開始 6

時間後には信号のS/Nは向上 した (図 3参

照)0
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図3carbamoyl-PROXYLのESRシグナルの経

時的変化

3 この時点で､ImT/cmの磁場勾配を印加 し

ながらESR測定を行い､ZX面での画像再構築

(2次元投影)を行なったところ､ラジカル供給

子を中心に右線条体に拡散 したcarbamoyト

pROXYLが明確に描画された (図4A参照)0

4 3にて精出されたpositionを確認するため

に､ラジカル供給子への carbamoyl-PROXYL

の注入を停止 した後､0.2M carbamoyl-

pROXYLを5ml腹腔内投与 してCT画像化 6)

を行なった (図4B参照)｡この画像は､ラジ

カル供給子の半透膜先端に相当するZX面の

CT像である｡carbamoyトPROXYLは血液脳関

門を通過 しないために脳実質は陰性描画され

ている.図4Aと図4Bの空間分解能はそれぞ

れ2.06mmと2.64mmである｡図4Aと図4Bを

合成したものが図4Cである｡ さらに図4Cに

ラット脳図譜を投影 したものが図5である｡

この画像より脳内の被測定部位である右線条

体に存在するcarbamoyl-PROXYLの拡散状態

が確認された｡
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図 4 ラ ッ ト線 条 体 に潅 流 投 与 さ れ た

carbamoyl-PROXYLの分布(A)と全身投与によ

る頭部ESR-CT画像(B)

図 5右線条体 に供給 されたcarbamoyト

PROXYL

【考察】本研究で紹介 した方法はラジカルの

投与方法の一つであるが､ 1)標的とする部

位に定位的に投与することができる､
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2)ラジカル分子のみを供給 し比較的侵襲の

少ない投与方法である､3)潅流により投与

したラジカルの分布状態をinvivoESR装置で

知ることができる､という特徴を有する｡ ま

た､脳内の各部1_''I二は異なる抗酸化能力を有

し､ラジカル攻撃に対 しての脆弱性にばらつ

きが存在することがinvitro系の実験手法で明

らかにされているが12)､invivo実験系では末

だ明らかになっていない｡本方法を用い供給

されるラジカル0?半減期を測定することで､

脳内特定部位におけるラジカル消去能力がin

vivoの状態下で知ることが出来､さらに各種

病態モデル動物の脳内特定部位におけるラジ

カル消去能力の比較検討 も行な える(未発

衣)｡さらに､スピントラップ剤を用いた内在

性のラジカルの分布観測の際にも､この方法

が有効な手段となることが考えられる｡
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