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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

結 核 第44巻 第11号

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。
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