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マウスの凍結全身切片標本による14C-INHの 体内分布の観察
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   Changes in the distribution of  '4C-labelled INH in mouse body with the lapse of time was 

studied by combining the macroautoradiography (ARG) of whole body section of frozen mice 

and measuring radioactivity with the film scintillation counter. Mice were injected  subcutaneously 

 20pCi of  "C-INH (carbonyl  "C, specific radioactivity  9.  6mCi/mM), and at 1, 6 and 24 hours 

after injection each one mouse was killed and rapidly frozen in aceton-dry ice (-78°C). Then, 

the whole body of each mouse was sectioned in the thickness of about  20pm by Leitz 1300 

microtome in cryostat at the temperature of —20°C. 

   ARG of the whole body section was carried out by the contact method using Sakura 

industrial X-ray film. After four weeks exposure X-ray film was developped and fixed. 

Distribution of  14 in the various organs was compared by the density of film. 

   As seen in photo. 1, at one hour "C-INH was distributed in the whole body including the 

subcutaneous tissue, muscles and markedly in the intestines, stomach, liver and brain. 

   After one hour  "C-INH was discharged so rapidly that at 6 hours  14C was hardly proved 

in the subcutaneous tissue and muscles but remained in the lung, liver, stomach, brain and 

kidney, and it was also transmitted to urine bladder. It is thought that  "C disappears from 

the circulating blood at six hours, as it cannot be found already in the heart. 

   At twenty-four hours significant photodensity was seen only in the liver, and its density was 

similar to that at six hours. The radioactive substance in the liver at 24 hours is not probably 

INH itself, but some labelled metabolites of  INH retained in the liver. 

   Radioactivities of the whole body section and of each organ per  1  cm2 by film scintillation 

counter are shown in Fig. 1, and the disintegrated rate calibrated from the count rate coincides 

well with that of ARG. 

   By combining the both methods, the more reliable informations on the distribution of 

labelled chemicals are obtained.

* From the Research Institute of Tuberculosis , Japan Anti-Tuberculosis Association, Kiyose-

 machi, Kitatama-gun, Tokyo 180-04 Japan.
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1,緒 鴛

Isonicotinicacidhydrazide(INHと 略〉 の体 内代謝

に関す る実験はす でに多いが,INHの 体内分 布 を全 身

的に一望 の下に観察 した とい う報告 を知 らない。 薬学分

野 では最近 ラジオアイ ソ トープ(R.1,と 略)標 識化合物

を用 いUllbergbに よ り開発 され た全 身 マ クロオー ト

ラジオグラフ ィpt(全 身マ クPtARGと 略)を 用 い,そ

の体 内分布や排泄の状況 を観察 した研究や総 脱が発表 さ

れてい る2)"'e)o

この方法は薬物 の体 内分布を肉眼 的に知 ることが でき

るとい う点,き わ めて興味あ り,ま た効果的 であ る。 し

か し分布す る放射能は得 られた写真の黒化度に よ り推定

す る以外な く黒化度 と放射能 との関係が直線関係になら

ない場合 も多 く,分 布する放射能 を黒化度か ら推定す る

ことは不正確 さを免れない。

著者 らはすでに この点 に注 目 し全身切片各臓 器の放 射

能 を,当 所 で開発 したシ ンチ レーシ ョンカ ウンターによ

り測定 し,こ れ と併行 して同一の切片につき全 身マクロ

ARGを 行 ない,ARGの 数量化をはかつ た7}s)。

今回はi4C-INHを 用い著者 らの方法に より,マ ウ ス

体内における14C-INHの 挙動を観察 し興味あ る知見を

得たので報告す る。

2.実 験材料 ならびに方法

2-1、 使用i`C-・INH:

標識位置Carb◎nyl-4C

比放射能9.6mCi/mM

2-2.使 用マ ウス:

体重20gのdd系 δ ・マウス

2-3.マ ウス全身切片の作成:

i`C-INHを 蒸留水で1mg/mlの 割合 に溶か し
,マ ウ

ス1匹 当 りo.2mlす なわち28μciINH量 としてo .2

mgを マ ウス腹壁皮下に注射する。

注射1,6,24時 間後に1匹 ず つマウスをエ ーテルて

麻 酔死 させ,ポ リエチ レン製 シー トに包み体形を整 えて

アセ トン ドライアイス中(-78℃)に 頭部から入れ急速

に凍結 させ る。

対照 として注射1時 間観に放血死 させ,同 様 に凍結 し

た もの,お よび 韮℃4NHを 注射 しない健 康マ ウスをエ

ーテル麻酔 死させ凍結 した ものを1匹 ずつ おいた
。

この ように して得 ら れ た マ ウスをアイスマ ウスと呼

ぶ。 このアイスマ ウスを正中線のやや左側 で縦断 し,切

断面 をあ ら削 りし表面をなめらか に した 後,-20℃ の

ク リオスタ ット中でLeitz1300大 型滑走 ミクロ トー ム

に.より,厚 さ約20μ の全身薄切切片を作 り,住 友3M

#465両 面テ ープを使つてガラス板には りつける。 標 本

切片つ きガ ラス板を 一20℃ 下で真空 タンクに入れ,P
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一タ リーポ ンプを用い,1ent2mmHg程 度 の 減 圧 下で3

H間 引 く。そのあ とタンクの外温を上げ,1日 かかつて

常温に もどす。真空を切 り常圧 とし,た だちにデ シケー

ター中に標 本を入れオス ξユー ムガ スで固定す る。

2-4,フ ィル ムシンチ レー シStン カウンターに よる全

身 および各臓 鵠の放射 能測定

全身 薄切切片中 の低エ ネル ギーβ線 の放射能 を測定す

る 目 的 で 作 つ た フ ィル ムシ ンチ レー シ9ン カウ ン タ

ー7)s)でまず マ ウス全身 の薄切切片 の放射 能 を 測 る。次

に各臓器の放射能をはか るために アル ミホイル(4・5mgl

cm2)9枚 を切片上に重ねH的 臓 器の外縁 を トレース し。

その部分だけ を切 り抜 き,こ れ を標 本上におおつて測定

した.こ れ によ り他 の部分 の 霊℃ の放射 能は アル ミホイ

ルによ り遮蔽 され るので,日 的臓器のみ の放射能 を測定

しうる。

測定は平圧下で 霊給 の エネル ギー に 最 適 の 電 圧 と

wiudewwidtbで 行な う。 標準線源法に よ り,こ の時の

計数効率は20%で あ ることが知 られてい る。 これから

測定 され た計数率(cpm)を 壊変率(dpm)に 補正 換算

した。 さらに各臓 器の面積 を求め,臓 器1cm2当 りの

dpmを 計算 した。

2"5オ ー トラジオグラフ ィー(ARG)の 実施

全身切片に対 し工業 用X線 フ ィル ムSakuraNを 用

い,コ ンタク ト法に よ り4週 間暗室中で露 出す る。露出

後,X線 フ ィル ム用現像液で20℃4分 現 像 し,酢 酸ス

トッパ ーに入れた後,定 着,水 洗 乾燥す る。

3.成 績

3-1.ARGの 所見

写真1に 示す。

左端の オー トラジオグ ラフet:`C"NHを 投与 しない対

照切片 で,物 理的刺激に よる全身 の外縁が輪郭 として示

され るのみで,同 一 フ ィル ムで行なつた このARGに は

判定を誤 まるよ うな カブ リ像はない と考え てよい。

ARGに よつ て得 られ た各臓器 の位置 と名前 を知 るた

めの参考 として注射1時 間後の切片のオ ー トラジオグラ

フの シェーマを図2に 示 す。

皮下注射1時 間後にはINHは 全身に分布 し,と くに

腸 胃が最 高,次 いで肝,脳 に多い。 胃,腸 にはその内

容物に多量 の1℃ 放射 能を認 めてい るから,い ったん血

行を介 して吸収 され たINHが 胃壁,腸 壁 よ り内腔に分

泌 された と考えるべ きであろ う。 また腎孟の部分にi¢

の高い黒化 度を認 めるが,こ れ はす でに 獲蛇 の排泄が始

まっ ているこ とを示す ものであろ う。

肺 への移行 も相 当濃度 に認 められ るが肝,脳 よ りは少

ない。

全身の筋肉や皮下組織 に均等 に分布 している ことが分

か るが・その黒化度は心 とほ繧同 じであ るか らこの時 点
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Photo.1.AutoradiographofWholeBodyScctionofMiceShowingtheChanges
intheDistributionof1`C-INHafterSubcutaneousInjection
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Fig.1.ChangesintheDistributionoft`C-1NH

inMouseBodywiththeLapseofTime
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では,筋 肉,皮 下組織の血管 中に主 として含まれている

と推定 され よ う。

次に注射1時 間後に放血 して全身切片を作 りARGを

行なつたものについてみる と,分 布状況は上述 のマ ウス

と変 りはないが全体 として放血 しない ものに比べ黒化度

が低い。 これは血中INHの 影響 によるもの と思われる。

注射6時 間後には皮下,筋 層の14Cは ほ とん ど消失 し

腸,肺,肝,胃,脳,腎 に残存 しさらに膀胱に移行 して

いる。 とくに腸 の一部には,相 当量残つてい る。 心には

すでに1℃ を認めない ことか ら血 中か らは1℃ はすでに

消失 していると考え られる。

24時 間にな ると肝のみ に14Cに よる黒化を認める。黒

化度は6時 間 とあま り変わ らないが,こ の時点ではおそ

らくすでに1NHと してでは なくINHの 代謝産物が残

Fig.2.SchemeofARGatlHourafter
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留 してい るのであろ う。

3-2.フ ィル ムシンチ レーシ ョンカウンターに よる測

定

図1に 全身お よび肺,肝,腸,脳 におけ る単位面積 当

りの14C放 射能 の変動を示す。

全身および肺,腸 の放射能は1時 間か ら24時 間まで

の間に急速 にほぼ直線的に減少す る。脳は6時 間以降や

や排泄の速 さが にぶ る。肝では6時 間までは急速に減少

するが,6時 間以後滞留 しほ とん ど放射能 は 変 わ ら な

いo

肝を除 く臓器 では24時 間の放 射能は認 められなかっ

た。

4.考 察

R.1.標 識化合物を用いて代謝,あ るい は 体 内分布を
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み よ うとす るとき,体 内で標識R,Lが 遊離 した り中閥

代謝,あ るいは終末代謝産物に標謝 されている ことは ま

まあ ることであ り,得 られた成績を考察 しよ うとす ると

きは十分注意をす る必要がある。

今 回,1`C-INHを 用いてその体内挙動 をみたが6時 閥

位 までの放射能は他の多 くのINHの 生物学的活性を調

ぺ た成績 を台照す るとINHに よるものが主体をな して

いると考え られ るが24時 間になる とす でに 豆NHの 代

謝産物に よるもの と考え るのが適 当であ ろ う。 したがつ

て このよ うな場合,正 しくは"C-INHを 注射 した時 の

体 内におけ る14Cの 挙動 といった衷現 をとるべ きか もし

れ ない。

しか し,こ の ようなR.L標 識化 合物使用に まつわ る

宿 命的問題点はあ るに しても凍結全身切 片 マ クロARG

に よりiicの 体 内各臓器への分布をldCの 流出,移 動な

く一望 の下に観察で き,か つ1枚 のフ ィル ム上で,そ の

消長 を比較す ることがで きる とい うことは他の方法では

容易に得ることがで きない多 くの知見 をわれわれに与え

て くれ る。た とえば"C-INHは 注射後,急 速 に 全身に

分布 し1時 間後 では皮下,筋 層に及び心臓血を標準 とし

てみる と血 中濃度 よ りさらに高い濃度 で脳,肝 等に分布

している。 また 胃腸 も高い濃度を示すが分布が一様でな

い。 これ は胃,腸 が実質臓器でな く,管 腔臓器であ り,

管壁 より内腔 に 滋鰐 が分泌の ような形 で分布す るか らで

あろ う。肺 への分布は比較的少な く血 中濃度 よ り低い位

である。 いずれにせ よこれらの所見はINHが 結核性髄

膜 炎をは じめ,全 身結核に よく奏功す るのを裏書 きする

ものであろ う。

6時 間 になると血液,皮 下,筋 層の1℃ はほ とん ど消

失 しその他 の臓器 も総体的に黒化度は急激に 低 下 す る

が,腸 は局 部的に多量 に残留 してい る。 これは 騒Cの 胃

から腸 への移動 とともに肝か らの胆管を介 しての排泄 も

あるのか もしれない。 この所見は この時点 で 腎孟に14C

が 集積 し,膀 胱にかな りの黒化 度を認め るの と合わせ 考

えるとINH代 謝産物の排泄が腎か らばか りでな く腸 管

か らも行なわれ ると考えてよいのではないか。 したがっ

てまたこの時点での放 射能はす でにINHの みに よるも

のではない ことを推定 させる。

24時 間では肝 のみに黒化が残つてお り,6時 間 とあま

り違わないが一 ℃ の量に差 がない とい うことであ り翼

的 にはおそ らく大 きな違 いが あるであ ろ う。 この点にっ

いては残念なが らARGで は分か らない◎

以上の ごとくマ クPtARGは 興味あ る知見を提供 して

くれ るが,写 真黒化度のlatitudeは 広 くな くその 定 量

化は容易でない9)。た とえばデ ンシ トメーターで肝 の黒

化度が肺の2倍 あつた としてもそ のまま放射能が2倍 あ
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るとはいえないe

放射 能の定量的比較は 測定器によるほ うが 正 確 で あ

る。そ こでわれわれは当所 で試作 した フ ィルム留 ンチ レ

ーシ 」ンカウンダーを用い各臓器 の放射能 を測定 し,マ

クttARGと 比較 したわけ であ るe

その結果はARGの 所見 とほ催 一致 していた。 たとえ

ばARGで24時 間なお放 射能の残留 していた 郎分は肝

のみで,燃 化度は6時 間 とほぼ伺 じであつたが,カ ウン

ターに よる測定値 もこれを裏が きしてい たo

これに よりvク ロARGの 定量化が 期待で きド また カ

ブ リ等 とか く写 真判定 につ きま とう疑 問点あ るいは不安

感を除 き,正 しく評 価す るこ とがで きる,

5.結 論

i`C-INHの マ ウス体 内における消長を全身切片マ クロ

ARGと フ ィル ムシンチ レーシ ョンカウンター を 併用 し

観察 した。

1)tecは 注射1時 間後に全身に分布 し,と くに肝,

胃,腸,脳 に多い。それ以 後急速 に減 少 し6時 聞後には

心,筋 層等にはす でにi`Cは 認められ ない。24時 間 で

は肝のみに残留す る。

2)ARGと フ ィル ムシンチ レーシsン カウソターに

よる結 果は よ く一致 してい た。両者 を併 用す る ことによ

り,よ り信頼性の高 い考察や結論 を得 る ことが で き よ

う。

謝 辞

岩崎所長の こ校閲 を謝す。本研究実施にあ た り高木 リ

エ,友 野京子 女史お よび 日本歯科大学学生吉岡重保君に

多 くの労をわず らわせた。記 して謝意 を表す る。

文 献

1) Ullberg, S.  : Acta Radiologica  Supplementum, 

   118, 1954.

2)松 岡 理 ・鹿 島 正 俊:Radioisotopes,16=634,昭42.

3)松 岡 理:Radioisotopes,18:75,昭44.

4)重 松 昭 世:Radioisotopes,18:160,昭44。

5)浮 田忠 之 進 ・武 田 寧 ・佐 藤 善 衛 ・高 橋 忠 男:Ra-

dioisotopes,18:449,昭42.

6)高 橋 忠 男 ・佐 藤 善 衛:Radiois◎topes,16;583,

昭42.

7)重 松 昭 世 ・豊 原希 一 ・徳 永 昇 ・末 吉 徹 ・本 村 和 子

・吉 岡 重 保:Radioisotopes ,17:476,昭43.

8)豊 原希 一 ・重 松昭 世 ・友 野 京子 ・高 木 リエ ・末 吉

徹:第 九 回 日本 ア イ ソ トー プ 会 議,昭44.

9)日 本放 射 性 同 位 元 素協 会編:ア イ ソ トー プ 便 覧,

408,昭37.




