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序 論

カル シウム括抗薬は ､ 平滑筋や心筋に存在するカル シ ウム チ ャ ンネルに作用

し ､ 細胞内 へ の カル シウムイ オン の 流入 を抑制する ことにより ､ 筋弛緩作用を

示す ｡ カル シウム括抗薬は ､ そ の 構造 の 違い より4 つ の タイプに分類されて い

る (T a bl e 1) . N if e d ipi n e に代表され る 1 ,4 ･ ジ ヒ ドロ ビリ ジン系 の 化合物 は､

末梢の 血管平滑筋の 弛緩作用が強く ､ 主 に高血圧 の 治療に頻用され て い る ｡ 長

い アルキル側鎖を有する v e r ap a 皿il は ､ 末梢 の 血管平滑筋よりも心筋に選択的

に作用する ことか ら, 抗不整脈薬として使用されて い る ｡ また､ ベ ン ゾジアゼ

ピン類似構造を有する dilti a z e m は､ 両者の 中間的な作用を示すo
一 方 ､ ピベ

ラジン環 を有す る ci n n a ri zi n e お よび ci n n a ri zi n e にフ ッ 素を導入した誘導体で

ある fl u n a ri zi n e は , 脳血管 の カル シ ウムチ ャ ンネル に選択的に作用 し､ 心臓

および血圧 にほ とん ど影響する こ となく脳血管を拡哀し ､ 脳血流量 を増加させ

る o 臨床的には ､ ci n n a ri zi n e は 1 日 7 5 - 1 5 0 m g ､ fl u n a ri zi n e は 1 日 1 0 m g

の投与量 で ､ 脳梗塞後遺症, 脳出血後遺症および脳動脈硬化症 によ るめ まい ,

頭痛 ､ 頭重感, 肩 こり等 の 諸症状 の 改善効果 を示す 【2 - 4】o

T a bl e 1 C l a s sifi c a ti o n of c al ci tl m a n t a g o n i st s [ 1]

1 ) 1 ,4 -I)i h y d r o p y ri di n e d e ri v a ti v e s

N if e di pi n e , N i c a rdi pi n e , N il v a dip i n e ,

M a n idi pi n e , B e ni di pi n e , B a r n i dip l n e ,

F el o dip i n e ,

2 ) P b e n yl al k yl a 血i n e d e ri v ati v e s

V e r a p a m i1

3 ) B e n z o di a z e pi n e d e ri v ati v e s

D ilti a z e m

4 ) P ip e r a zi n e d e ri v a ti v e s

C i n n a ri zi n e
,
F l u n a ri zi n e

N it r e n di pi n e ,

A 皿1 o dipi n e ,

N i s ol di pi n e ,

E f o ni di pi m e ,
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1 9 8 6 年頃妄り ､ ci n n a ri zi n e や 且u n a ri zi n e の 服用 患者に p a r ki n s o n i s m な ど

錐体外 路系 の 副作用 が発現す る こ と が報告 され る よ う に な っ た 【5 - 7] o

P a r ki n s o ni s m は運動減少筋硬直症候群で あ っ て ､ 臨床像とし て は ､ 振戦

(t r e m o r) ､ 筋硬直 (ri gi d ty) ､ 無動 ( a ki n e si a) を三主徴とする ほか ､ 姿勢

保持障害や唾液分泌過多､ 多汗な どの 自律神潅症状もみられ る ｡ P a r ki n s ｡ n i s m

は ､ 大脳基底核の 異質線条体 にお い て ド ー パ ミ ン作動性 ニ ュ ー ロ ンの 活性が低

下し､ 相対的 に コ リ ン作動性 ニ ュ ー ロ ン の活性が優位にな っ た時に発現す る 【8 ,

9] ｡ 黒質は､ 中脳 の 底に近く大脳脚の背方に接して い る幅の 広い 灰 白質 で ､ メ

ラ ニ ンに富む神経細胞で あり ､ ド ー パ ミ ン作動性 ニ ュ ー ロ ン を線条体 へ 送 る ｡

線条体 (st ri a t u m ) は ､ 大脳半球の 深部で間脳 の 近 く にある灰白質の塊で あ っ

て ､ 尾状核 (c a u d at e n u cl e u s) と被寂 (p u t a 皿 e n) か らな る .

薬物が引き起 こすp a rk i n s o n i s m として は ､ h al o p e ri d ol や c hl o r p r o m a zi n e

な どの 抗精神病薬の 例 が古くから知られ て い る ｡ 抗精神病薬の精神分裂病に対

する効果は､ 中脳辺縁系および中脳皮質系における ド -

^
o

ミ ン括抗作用 に よ る .

しか し､ 抗精神病薬の ド -

^
o

ミ ン括抗作用は異質線条体系 に も及び ､ 線条体の

ド
ー パ ミ ンレセプタ ー

を遮断す る こ とに より ド ー パ ミ ン作動性ニ ュ ー ロ ン の 活

性を低下させ 副作用として p a r k i n s o n i s m を生 じる 【1 0 - 1 3] ｡
一

方､ r e s e r pi n e

な ど は ニ ュ
ー

ロ ン末 端 で ド ー パ ミ ン を遊離 ･ 枯渇 さ せ る こ と に よ り ,

p a rk i n s o ni s m を引き起 こす o C i n n a ri zi n e お よび fl u n a ri zi n e は､ フ ェ ニ ル ア

ルキル ア ミ ン構造を有し ､ 抗精神病薬と構造上 の類似性が高く , 抗精神病薬 と

同様の機序で p a rki n s o ni s m を惹起する可能性が考えられ る ｡ F l u n a ri zi n e に

関 して は､ 種々 の実験より , ド
-

^
o

ミ ン レセプタ ー

へ の 関与 が示されて い る 【1 4 ,

1 5] ｡
一 方､ ci n n a ri zi n e につ い て は ､ そ の 関与は明らか で はな い ｡

薬物 による毒性 (副作用) 発現の機構を考察する た めに は ､ そq) 薬物 の体内

動態 ､ 特 に代謝過程につ い て 明らか にする必要がある ｡ 例えば, 抗て んかん薬

の c a rb a m a z e pi n e 投与時に生ずる精神神経系 の副作用は ､ 代謝物 の 1 0 ,l l - エ

ポキ シ ド体による ことが知られて い る 【1 6 , 1 7】o 薬物の 代謝は ､ 第
一

相 の酸化 ､

還元 ､ 加水分解とそれに引き続く第二相 の抱合反応からなる o この策 一

相 の 反

応 の中で も最も大きな割合を占める の が c yt o c h r o m e P 4 5 0 ( P 4 5 0) に よる酸化

反応 で ある [1 8 , 1 9】｡ P 4 5 0 は肝臓の ミ ク ロ ゾ -

′
ム画分に最も多く存在し ､ 脂溶

性物質に酸素を導入し体外に排雅されやす い 形 に変換する ｡ P 4 5 0 により代謝

を受ける薬物は多種多様 で あり ､ そ の数も著しく多 い 【2 0】｡ P 4 5 0 が多種類 の

2



薬物の 代謝に関与しう る理 由は､ 多く の 分子種 (i s o e n zy m e) が存在 し ､ ま.た ､

お の お の の分子種自身の基質特異性が比較的低い た めで ある ｡ 現在､ ヒトの 薬

物代謝に関わる もの だけで も約 2 0 種の 分子種が知られており [2 1] ､ これ らは ､

ア ミ ノ酸配列の相同性からC Y P l か ら C Y P 4 まで の 4 つ の フ ァ ミリ ー に分類さ

れて い る (T a bl e 2) o 個々 の フ ァ ミリ ー

はさらに C Y P 2 A や C Y P 2 B の 様にサ

ブフ ァ ミリ - に細分類され ､
一

つ の サ ブフ ァ ミリ ー

は 1 - 5 種の 分子種から構

成されて い る ｡
-

T a b l e 2 H u m a n c yt o ch r o m e P 4 5 0 e n z y m e s i n v ol v e d i n t h e d r u g

m et ab oli s m 【2 1]

F a m ily S u b f a m ily l s o e n zy m e

G Y P 1 G Y P I A

C Y P 2

C Y P 3

C Y P 4

C Y P 2 A

C Y P 2 B

C Y P 2 C

C Y P 2 D

C Y P 2 E

G Y P 3 A

C Y P 4 A

C Y P 4 B

C Y P I A I

C Y P I A 2

C Y P 2 A 6

C Y P 2 B 6

C Y P 2 C 8

C Y P 2 C 9/ 1 0

C Y P 2 C 1 8

C Y P 2 C 1 9

C Y P 2 D 6

C Y P 2 E 1

C Y P 3 A 3/4

C Y P 3 A 5

G Y P 3 A 7

C Y I) 4 A 9

C Y P 4 B 1

C i n n a ri zi n e の 代謝に関 して は ､ S o u d ij n ら 【2 2] が雄ラ ッ トを用 い たi n vi v o

の 検討より ､ 雄ラ ッ トの 尿中の 主代謝物は b e n z h y d r ol とその グルク ロ ン酸抱
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合 体 で あ り
.

､ 糞 中 の 主 代 謝 物 は 1 1( di p h e n y lm et h yl) -

p ip e r a zi n e と

b e n z o p h e n o n e で ある と報告して い る o また ､ D ell ら [2 3] の ウサギを用 い た

i n vi v o の 検討 で は､ 尿中の 主代謝物はb e n z h y d r ol の グルタ ロ ン酸抱合体 で あ

つ た.
一 方 ､
fl u n a ri zi n e の 代謝に 関 して は､ M e u l d e r m a n s ら 【2 4] が i n vi v o

の 検討 より , 雄ラ ッ トで は bi s( 4 -fl u o r o p h e n yl) m et h a n ol が , 雌ラ ッ トとイヌ

で は h y d r o x y fl u n a ri zi n e が主代謝物 で ある と報告して い る ｡ さ らに､ L a v rij s e n

ら 【2 5] は雌雄 ラ ッ ト､ イ ヌ ､ お よび ヒ トの 肝ミ ク ロ ゾ ー ム または遊離肝細胞

を用 い た i n vit r o の 検 討 よ り ､ 雌 ラ ッ ト ､ イ ヌ お よ び ヒ トの 主代謝物は

h y d r o x y fl un a ri zi n e で ある こ とを見出した . しか し , 両 薬物 の代謝に 関する報

告は少なく ､ 特に代謝反応 に 関与す る酵素種や速度論的な情報 に つ い て の報告

は こ れ まで に ない ｡

F l un a ri zi n e に よる p a rk i n s o ni s m の 発現率は ､ 全投与患者 の 1 0 - 5 0 % にも

なり [2 6] ､ そ の 症例報告も多 い o

- 方 ､ ci n n a ri zi n e に関 して は ､ 投 与量 が

fl un a ri zi n e の 1 0 - 2 0 倍 ( モ ル換算) 多い に もかかわ らず､ そ の 症例報告は

fl u n a ri zi n e に比 べ て 少な い . P a r k i n s o n i s m の 発現率が異な る原因として , 両

薬物 の代謝過程 ､ 脳内へ の移行性 ､ レセプタ ー

へ の結合性な.どの 相違が考えら

れる ｡ 本研究で は, 主 にラ ッ トを用 い ci n n a ri zi n e , fl un a ri zi n e お よびそ れ ら

の 代謝物に つ い て こ れ ら の 性質 を比較 す る こ と に よ り ､ 両 薬物 に よ る

p a rk i n s o n i s m 発現機構ならび に発現率 の相違 に つ い て考察する ために , 次に

示す各項目に関する検討を行 っ た ｡

1 . C i n n a ri zi n e と fl un a ri zi n e の 代謝を検討する ために ､ ci n n a ri zi n e お よび

n u n a ri zi n e とそれ らの 代謝物 の高速液体ク ロ マ トグラフ ィ ー ( H P L C) による

簡易定量法を確立した ｡ さ らに､ ci n n a ri zi n e を基質として ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー

ム と反応させた時に､ H P L C の タ ロ マ トグラム 上 で検出された未知代謝物の構

造を同定した ( 第1 章) ｡

2 . W i s t a r 系雌雄ラ ッ ト､ D A 系雌ラ ッ トお よびヒトの肝ミ ク ロ ゾ ー ム と ヒ ト

P 4 5 0 遺伝子発現リ ン パ芽球細胞 ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い て , ci n n a ri zi n e と

fl u n a ri zi n e 甲
一

次代謝の速度論的検討と代謝反応に関与する P 4 5 0 分子種につ

いて検討した (第 2 章) ｡
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3 . 錐体外路系 の運 動調節機能 に及ぼす ci n n a ri zi n e と fl un a ri zi n e の 作用を ､

代謝が ヒ トと類似して い た W i st a r 系雌ラ ッ トを用 い て比較した｡ さ らに ､ ド

- バ ミ ン レセプタ -

の 選択的な ア ゴニ ス トで ある a p o m o r p hi n e を用 い , ド
ー

パ ミ ン レセプタ ー に対する ci n n a ri zi n e お よび fl un a ri zi n e の 遮断効果を i n

vi v o で比較した (第 3 章) ｡

4 . ラ ッ ト線条体 の粗膜画分を用 い ､ ci n n a ri zi n e および n un a ri zi n e とそれら

の 代謝物の ド
ー パ ミ ン レセプタ - とム ス カリ ン性アセチル コ リ ン レセプタ ー に

対する親和性を調 べ る こと により , p a rki n s o ni s m の 惹起力を推定した (第 4

章) ｡

5 . ラ ッ トに ci n n a ri zi n e または fl un a ri zi n e を連続投与し､ 血祭中および線条

体中の未変化体および代謝物濃度を測定して ､ 連続投与時 の体内動態を調 べ た ｡

さ らに ci n n a ri zi n e ､ 丑tl n a ri zi n e お よびそれ らの 代謝物の線条体中濃度 と血紫

中濃度との 比 を計算し､ 脳内移行性に つ い て比較検討した (第5 章) ｡

本論文は ､ これ らの方法と結果を詳述し､ 考察を加えたも の で ある ｡

5



第 1 章 C in n a ri z in e お よび flu n a ri z in e とそれらの代謝物の定量

法の確立

薬物 の体内動嶺を解析するた めに は ､ 信頼性 の高 い 生体試料中の薬物や代謝

物濃度測定法の確立が必要で ある ｡ C i n n a ri zi n e に つ い て は ､ ガス ク ロ マ トグ

ラ フ ィ
ー

【2 7] と高速液体ク ロ マ トグラ フ ィ ー

( H P 工+ C) [2 8-, 2 9】 に よ る血祭中

濃度の定量法が報告されて い る . しか し ､ ci n n a ri zi n e の 代謝物の定量法に 関す

る報告はな い o 一 方 ､ fl un a ri zi n e につ い て は , H P L C 【3 0 - 3 2] による 血衆中濃

度の定量法が報告され て い る . また ､ fl u n a ri zi n e の 代謝物に関して は ､ ラ ジオ

H P L C による各種試料 ( 血菜､ 胆汁､ 尿 ､ 糞) 中濃度 の定量法が報告されて い

るが 【2 4】､ 標識化合物を用 い た方法で あり , 簡便な方法 で はない ｡ 従 っ て ､ 本

研究遂行にあた っ て ､ ci n n a ri zi n e お よびfl u n a ri zi n e の 代謝物の 迅速で簡便な

定量法 の確立が必要不可欠 で ある と考えられた ｡

本章で は ､ ラ ッ トお よびヒ トの肝 ミク ロ ゾ ー

ム を用 い た i n vit r o 代謝実験に

より ､ ci n n a ri zi n e お よび fl un a ri zi n e の 代謝特性を詳細 に調 べ る ため に ､

ci n n a ri zi n e とそ の 5 種の 代謝物お よび fl u n a ri zi n e とそ の 4 種 の 代謝物を

H PI + C を用い て 簡便か つ 迅速 にそれぞれ同時定量する方法を検討した ｡ また ,

定量法 を検討する にあたり ､ ci n n a ri zi n e を基質と して ラ ッ ト肝 ミク ロ ゾ ー

ム と

反応させた時に､ H P L C の ク ロ マ トグラム 上 で検出された未知代謝物 の 同定を

行 っ た ｡

6



第 1 節 Ci n n a ri zi n e の 新規代謝物の同定

Ci n n a ri zi n e を基質として N A D P H 存在下 に ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム と反応 さ

せ た時に ､ H P L C の タ ロ マ トグラム上 で未知代謝物と考えられる ピ ー

クが検出

された . この 未知代謝物を有機溶媒で抽出し ､ 薄層 ク ロ マ トグラ フィ ー

(T L C)

および H P L C により単離精製して ､ そ の マ ス ス ペ ク トル ､ N M R ス ペク トルお

よび U V ス ペ ク トル を合成標品 と比較す る こ とにより構造を同定したこ

【実験結果 ･ 考察】

Ci n n a ri zi n e の 未知代謝物の E I マ スス ペク トル を Fiど. 1 ( A) に示 した｡ 分子

イ オ ン ピ
ー

ク は検出され なか っ たが ､ m / z 1 8 2 お よ び 2 0 2 に そ れぞれ 4 -

h y d r o x y p h e n yl -

p h e n y lm eth yl基およびci n n a m ylp ip e r a zi n e 基に 由来する と考

えられ る フ ラグメ ン トイ オン ピ ー クが検出され た ｡ さ らに､ ci n n a ri zi n e の未知

代謝物の N M R ス ペ ク トル (Fi g . 2 A) に お い て は ､ 6 . 7 p p m に p h e n yl 基の オ

ル ト位のプロ トン に 由来する シ フ トピ
-

クが検出された . これ らの こ と より ､

未知代謝物は ci n n a ri zi n e の ジフ ェ ニ ルメチル基 の ベ ンゼ ン買4 位が水酸化さ

れた 1 -[( 4 - h y d r o x y p h e n yl) p h e n y lm et h yl] - 4 -( 3 -

p h e n yl - 2 -

p r o p e n yl)p ip e r a 2:i n e

と推定 さ れ た ｡ こ れ ら の ス ペ ク トル は ､ 合成標晶 1 -[(4 - h y d r o x yp h e n yl) -

p h e n y lm et h yl] ヰ(3 -

p h e n yl
- 2 -

p r o p e n yl) p ip e r a zi n e の も の と
一 致し た (Fi g . 1 ,

2) . また ､ ci n n a ri zi n e の 未知代謝物の U V ス ペ ク トル (Fi g . 3) お よび H P L C

の 保持時間 (Fi g . 4) も ､ い ずれ も合成標晶 と
一

致 した ｡ 以 上 の こ と より ､

ci n n a ri zi n e の 未知代謝物は ci n n a ri zi n e の ジフ ェ ニ ルメチル基の ベ ンゼ ン環4

位 が 水 酸 化 さ れ た 1 1[(4 - h y d r o x y p h e n yl) p h e n y lm e th yl] - 4 -(3 -

p h e n yl
- 2 -

p r o p e n yl) pip e r a zi n e で あると同定した｡

C i n n a ri2:i n e の 代謝に関する研究は ､ S o u dij n ら 【2 2】 の 雄ラ ッ トを用 い たi n

vi v o によ
■

る検討 と ､ D ell ら [2 3] の ウサギを用 い たi n vi v o の検討が報告され

て い る の みで ある . そ の中で S o u dij n ら [2 2] は ､ 雄 ラ ッ トの糞中代謝物の
一

つ と し て ､ 1 -【(4 - h y d r o x y p h e n yl) p h e n yl m et h yl] - 4 -(3 -

p h e n yl - 2 -

p r o p e n yl) -

pi p e r a zi n e 経由の 2 次代謝物と考えられる p - h y d r o 野b e n z op h 9 n O n e を見い だ

して い る . 本研究におい て は､ ラッ ト肝ミク ロ ゾ
ー

ム による 1 次代謝物として

1 -【(4 - h y d r o x y p h e n yl) p h e n y lm et h yl] - 4 J(3 -

p h e n yl
- 2 -

p r o p e n yl) pip e r a zi n e を初



(A) u n kn o w n m e t a b olit e

J ‥T .
1 8 0 匂

Ⅰ= T .

1 8 匂8

T I
.

/.
‾

1 8

1 5 ヨ

ト碑

｢

1 6 8 5

5 6

5 8 1 匂8

L
1 5 8

2 9 2

2 8 9

1 8 2

0

2 5 9 rI/ g

ヨ8匂 ヨ58 4 8 8 4 5 8

T r/ .
1 8

8

5 8 8 rl / 星

( B) 1 -[( 4 - h y d r o x y p h e n yl) -

p h e n yl m e t h yl】- 4 -(3 -

p h e n yl
- 2 -

p r o p e n yl) pi p e 1
･

a Zi n e

J =丁 .

1 8 匂8

1 = T .

1 8 0 0

1 8 2

T ∫允

1 8 ･

1 1 1

1 8

+ , 叫+ ,
5 8 1 8 匂

lH h
2 8 2

L l
1 5 8 2 8 8

T T T

r
'

I
'
I
T ”

T
T
'
'

I
T T r

1
'

｢

8

P V g

T I
.

/ .

1 9

2 5 8 ヨ匂8 ･
.

ヨ5 8

8

4 8 8 4 5 8 rl /g

F i g . 1 E I m a s s s p e ct r u m of a n u n kn o w n m e t a b olit e of ci n n a ri zi n e i n r a t s , a s

c o m p a r e d w itb 比 a t of a u tll e n ti c c o m p o u n d .

8



(A) tl n k n o w n Ⅰn e t a b olit e

l

I

I
I

I

1

I

I
l

l

皇
I

〟

l
I

i
I
I
I

I

l
｡

.紘.L

i

l ･

l

JL
;

･

P P M

i
‥ ‥ ‥

ろ
●

主
◆

去
l

●

l l
J

t
l コ 亡

( B
.
) 1 -[( 4 - h y d l

･

O X y P h e n yl) -

p h e n y lm et h yl] - 4 -(3 -

p h e n yl
- 2 -

p r o p e n yl) pi p e r a zi n e

L J

P PTl

■

ち
‥ .

丘
●

主
i .

.

-

_
' ･ l

■ J
l '

I l

一

可 ヨ 己

F i g . 2 N M R s p e ct r u m of a n u n kn o☆n l n e t a b oli t e o f c in n a ri zi ll e i n r at s , a s

c o m p a r e d w it h t h a t o f a u tl l e n ti c c o m p o u n d .

(J



(A) u n k ムo w n m e t a b olit e

＋ l . 8 8 由

8 . 2 りn
( ” /

●

u l U . )

ヰ q . 8 8 内

･･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ - - ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ ･ - - - - - - - ･･†･

∫

､

2 0 日 . 8 5 日 . 8 ( I け1 / D l リ . ) 4 O
l 川
8 . 8

( B) 1 -[(4 1 h y d r o x y p h e n yl) -

p h e n y lm e t h yl] - 4 -(3 -

p h e n yl - 2 -

p l
･

O P e n yl) p ip e l
'

{TI Zi ll e

＋ 2 . 8 8 内

8 . 5 8 8
( A / D 王L) . )

＋ 8 . 匂8 内

2 8 8 . 8 5 (a . 8 ( l
･I 11 / D I U . ) 4 0

, ･1 ”
8 . 8

F i g . 3 U V s p e ct r u m o f a n u n k n o w n m e t a b oli t e of ci n n a l
･i zi n e i ll r a t s

,
a S

c o m p a r e d w it h t h at of a u th e n ti c c o m p o u n d .

1 0



(A) u n k n o w n m et ab blit e

F ･ ｢

㌧
I
l エ

( B) 1 -i( 4 - h y d r o x y p h e n yl) -

p h e n yl m et h yl] - 4 1(3 -

pll e n yl
- 2 -

p l
･

O P e n yl) p ip e 1
･

a Zi1 1 e

F i g ･ 4 H P L C c h r o m a t o g r早1n Of a n
u n k n o w n m et a b olit e o f ci ll n a ri zi n e i n 1

-

a t S
,

a s c o m p a r e d w ith t h a t of a lltll e n ti c c o m p o u n d .

1 ]



めて単帝同定した ｡
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第2 節 C i n n a ri zi n e お よび n un a ri zi n e とそれ らの 代謝物の H P L C によ る定

量法

Ci n n a ri zi n e とその 5 種の 代謝物 ､ お よび fl u n a ri zi n e とその 4 種 の 代謝物を

H P L C を用 い て 簡便かつ 迅速にそれぞれ同時定量する方法を検討した｡

【実験結果 ･ 考察】

2 - 1 C i n n a ri zi n e お よびその 代謝物の定量法

肝 ミク ロ ゾ - ム懸濁液中の ci n n a ri zi n e およびそ の 代謝物を弱塩基性b H I O)

下 ､ n
- ヘ キサ ン : アセ トン (9 : 1 , v/ v) で 抽出 した o 抽出溶媒として は ､ n - ヘ

キサ ン単独で は ､ ci n n a 血zi n e の 水酸化体 の抽出率が著しく低くな るため ､ n -

ヘ キサ ン とアセ トンの 混液を使用した ｡ 抽 出物 の分離は ､ 移動相にア セ トニ ト

リル とリ ン酸緩衝液 (?O m M , p H 3 . 7) の 混合溶液を使用し､ O D S を充填したカ

ラム を用 い行 っ た (詳細に つ い て は実験の部参照) ｡

F i g .5 に は , ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム 懸 濁液(1 m g p r ot ei n , 1 m l) に 既知量 の

ci n n a ri zi n e お よびその 代謝物を添加し､ 抽出処理後 H P L C にて 測定 した例を

示す. C i n n a ri zi n e およびそ の 代謝物 の ピ ー

ク間で 十分な分離が得られた o ま

た ､ 1 分析あたり の 所要時間は約 1 6 分で あ っ た｡

C i n n a ri zi n e とそ の 5 種の 代謝物 (C - 1
,
C - 2

,
C -3

,
C - 4

,
C - 5) は ､ いずれも

o . o 2 - 5 p M の 範囲で良 い 直線性 ( r ≧ 0 . 9 9 9) を哀した 0 日内お よび日間 の変

動係数はいずれも8 . 2 % 以下で あり , 良い 再現性が得られた (T aもl e 3) ｡ また ､

定量限界は ､ ci n n a ri zin e ､ C - 1 ､ C - 2 および C - 4 につ い て は 0 . 0 0 5 p M で あり ､

C - 5 は 0 . 0 1 p M , C
- B は O . 0 2 LL M で あ っ たQ

以上 ､ ci n n a ri zi n e とそ の畠種の代謝物の 迅速か つ簡易な定量法を確立した o

特に､ ciムn a ri zi n e の 代謝物の定量法として は ､ 本方法が最初の もの で ある .

1 3
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2 ･ 2 Fl u n a ri zi n e お よびそ の 代謝物の定量法

肝ミ ク ロ ゾ ー ム懸濁液中 の n u n a ri zi n e お よびそ の 代謝物を ci n n a ri zi n e の 場

合と同様に弱塩基性b H I O) 下 ､ n
- ヘ キサ ン : アセ トン (9 : 1 , v/ v) で抽 出した ｡

抽出物の分離は ､ ア セ トニ トリル とリ ン酸緩衝液 (5 0 m M , p H 3 . 5) の 混合溶液

を移動相とし､ O D S カ ラム を用 い て行 っ た ( 詳細に つ い て は実験の 部参照) ｡

F i g .6 は ､ ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム 懸 濁液(1 m g p r ot ei n , 1 m l) に 既知 量 の

n un a ri zi n e お よびその 代謝物を添加し ､ 抽出処理後 H P L C に付した時 の ク ロ

マ トグラム で ある o F l un a ri zi n e お よびそ の 代謝物 の ピ ー

ク間 で十分な分離が

得られ ､ 1 分析あたりの 所要時間は約 1 7 分 で あ っ た ｡

F h n a ri zi n e とそ の 4 種 の 代謝物 (F - 1
,
F - 2

,
F - 3

,
F - 5) は ､ い ずれ も 0 . 0 2 -

5 p M の 範囲で良 い 直碍性 ( r ≧ 0 . 9 9 9 ) を示 した 0 日内お よび日間の変動係数

はいずれも 9 . 0 % 以下で あり ､ 良 い 再現性が得られた ( T a bl e 4) ｡ また ､ 定量

限界は､ fl u n a ri zi n e ､ F ･ 1 お よび F - 2 につ い て は 0 . 0 0 5 p M ､ F
1 5 は 0 . 0 2 LI M ､

F - 3 は 0 . 0 3 LL M で あ っ た.

以上 ､ fl u n a ri zi n e とそ の 4 種 の 代謝物の 迅速か つ 簡易な定量法を確立した .

特に代謝物に関して は ､ こ れ まで の 標識化合物を用 い た ラジオ H P 工+ C に よる 方

法に 比 べ ､ 本定量法は非常 に簡便な方法で ある と考えられ る ｡
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F -3 : 4 , 4
'

- di fl u o r ob e n z o p h e n o n e

F - 5 : hi s( 4 - n u o r op ll e n yl) - m eth a n ol

1 7
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小 括

ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ
-

ム の 反応液より ､
ci n n a ri zi n e の新規 1 次代謝物である

1 -[(4 - h y d r o x yp h e n yl) p h e n y lm et h yl] - 4 -(3 -

p h e n yl
- 2 -

p r o p e n yl)p ip e r a zi n e を 初

めて単離同定した｡

さ らに ､ ci n n a ri zi n e とそ の 5 種の 代謝物および n u n a ri zi n e とそ の 4 種の 代

謝物を H PI + C を用 い て簡便か つ迅速にそ れぞれ同時定量する方法を確立した ｡

い ずれ も ､ ci n n a ri zi n e お よび n u n a ri zi n e の 代謝特性を詳細に調 べ る ため に､

有用 な定量法で あると考 えられた ｡

1 9



実験の部

1 .

8 週令の W i st a r 系雄性ラ ッ ト ( 日本 SI + C ㈱) を用 い た ｡

2 .

C i n n a ri zi n e ､ 1 -( dip h e n y lm et h yl) pi p e r a zi n e ( C - 1) , 1 -(di p h e n y lm et h yl) - 4 -

【3 -(4
'
- h y d r o x y p h e n yl) - 2 -

p r o p e n yl] pi p e r a zi n e h y d r o c hl o ri d e ( C - 2) および 1 -【(4 ･

h y d r o x yp h e n yl) p h e n y lm et h yl] - 4 -(3 -

p h e n yl - 2 -

p r o p e n yl)p i p e r a zi n e ( C - 4) は エ
ー ザイ㈱より供与された ｡

F l u n a ri zi n e h y d r o c h l o ri d e , 1 - P i s( 4 - fl u o r o p h e n yl) m et h yl] p ip e r a zi n e ( F - 1) ,

1 - P i s(4 - fl u o r o p h e n yl) m et h yl] - 4 -【3 -( 4
'

- h y d r o x y p h e n yl) - 2 -

p r op e n yl] p ip e r a zi n e

di h y d r o c hl o rid e ( F ･ 2) およびbis( 4 - fl u o r o p h e n yl) m et h a n ol ( F - 5) は協和発酵工

業㈱より供与された ｡

B e n q op h e n o n e ( C - 3) ､ b e n z h y d r ol ( C - 5) ､ 4 , 4
'

- d i fl u o r ob e n z op h e n o n e (F - 3)

お よび 1 1 - k et o p r o g e st e r o n e は和 光純薬工業㈱より購入した ｡

そ の 他の試薬は ､ 高速液体ク ロ マ トグラ フ 用 また は特級試薬を和光純薬 工業

㈱より購入した｡

3 .

代謝物の ス ペクトル の測定に は次 の も の を用 い た ｡

U V ス ペ クトル : 島津tTV - 1 6 0 型紫外可視分光光度計

マ ス ス ペ クトル : 日本電子 J M S - D X 3 0 0 型

N M R ス ペク トル : 日本電子 J N M - G X 4 0 0 型

H P L C の 装置は次の も の を用 い た ｡

ポンプ : 島津 L C - 6 A 型 カラム オ ー ブン : 島津 C T O _ 6 A 型

検出器 : 島津S P D - 6 A 型紫外分光光度計

計算器 : 島津 C - R I B 型タ ロ マ トイ ンテグレ ー

夕
-

生 + _ 乏二 此 盈製

ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー

ム は , O m u r a と S at o の 方法 【3 3】 により調製した . 得

られた ミク ロ ゾ ー

ム ペ レ ッ トは 1 0 0 m M リ ン酸緩衝液 p H 7 .4 に懸 濁 し､ - 8 0 ℃

2 0



で保存した . タ ンパ ク濃度の定量は､
L o w r y らの 方法 【3 4] に従い ､ 標準物質

として牛血清ア ルブミ ン ( シ グマ 社製) を用 い た｡

且 L 迦 風定

Ci n n a ri zi n e を N A I) P H 存在下 に W i st a r 系 雄 ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ゾ ∵ ム

(1 m g/ m l) と 3 0 分間反応さ せた Q 反応液に 1 M 炭酸緩衝液 b H I O) を加 えた後､

代謝物を n -
J ＼キサ ン : アセ トン ( 9 : 1 , v/ v) で抽出した. 有機溶媒を減圧留

去後､ 残査をメ タノ
ー

ル に溶解し､ シ リカゲル ( K e s el g e1 6 0 F 2 5 4 , M e r ck 社

製) を用い た薄相クロ マ トグラ フ ィ
ー

( T L C) で 分画 した｡ 展開溶媒には ､ ク

ロ ロ ホルム : メ タノ
ー

ル : ア ンモ ニ ア 水 (1 0 0 : 1 0 : 1 , v/ v) を用 い た ｡ 次い で ､

T L C 板より未知代謝物の バ ン ド (R f 値 = 0 . 7 5) をかき取り ､ メタノ
ー

ルで 抽出

後､ H P L C に付 した . H P L C で は ､ As a hip a k O I) P - 5 0 カラム (6 m m i . a .
×

1 5 0 m m
, 旭化成工業㈱) を4 0 ℃ で用 い , 移動相 として アセトニ トリ ル : 5 0 m M

リ ン酸緩衝液 p H 3 . 7 ( 3 5 : 6 5 , v/ v) を流速 1 . 2 m l / mi ふで使用 した o 未知代謝

物の 溶出ピ ー

ク を分取 し ､ ア セ ト ニ ト リ ル を減圧留去後 ､ 1 M 炭酸緩衝液

b H I O) を加 え､ n - ヘ キサ ン : アセ トン ( 9 : 1 , v/ v) で抽出した ｡ 有機溶媒を

減圧留去し､ 機器分析用サ ンプルを得た ｡

地 底量塵

ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ゾ ー ム懸濁液 1 m l に既知 量 の ci n n a ri zi n e およびそ の代謝物

を添加 し ､ 1 M 炭 酸緩衝液 b H I O) 0 . 5 m l と 内部標準と し て 2 0 p M 4 -

h y d r o 和也 un a ri zi n e ( F - 2) メタノ
ー ル溶液 1 0 pl を加えた後, n ･ ヘ キサ ン : ア セ

＼

トン (9 : 1 , v/ v) 6 m l で抽出したo 1 6 0 0 ×g で 1 0 分間遠心分離し ､ 有機層を

分取した. ロ ー タリ エ バ ボレ ー タで有機層を減圧 留茸後 ､ 残蔭 をメタ ノ -

ル

1 0 0 L11 に溶解 し､ H P L C に付したo H P I J C で の 分離分析は ､ 以下の 条件で行 っ

た｡

カラム ; カ プセル ^
o

ツ ク C 1 8 ( 4 . 6 m m i . a . ×2 5 c m , 資生堂㈱)

カラム温度; 4 0 ℃

移動相; アセ ト ニ トリル : 5 0 m M リ ン酸緩衝液 p H 3 . 7 ( 4 5 : 5 5 , v/ v)

流速; 1 . 2 m l / m i n 検出 ; 2 1 0 n m

2 1



埴 産屋塵

内部標準に 1 1 - k et op r o g e s t e r o n e を用 い ､ 移動相 に アセ ト ニ トリル : 5 0 m M

リ ン酸緩衝液 pⅠi3 .5 ( 4 5 : 5 5 , v/ v) を用 い た以 外 は ｢ 6 . C i n n a ri zi n e お よび

そ の 代謝物 の定量法+ と同様に行 っ た ｡

2 2



第 2 章 Ci n n a ri zi n e と n u n a ri zi n e の i n v it r o で の代謝

薬物の毒性を考える 上で ､ 代謝過程は重要な要因の 一

つ であ る o 代謝により ､

薬物は無毒化され る場合もあれば ､ 活性化され る こ ともある ｡ また ､ 代謝過程

には ､ 大きな種差や性差が存在する こ とが良く知られ て い る ｡ 従 っ て ､ 実験動

物を用 い て薬効や毒性実験を行うに 当た っ て は ､ で きる だけ代謝様式が人に近

い 動物を用 い て行う べ きで あり , 研究の 初期の段階で ､ ヒ トを含めた種々 の 動

物における当該薬物の代謝過程 を比較検討する必要がある ｡

C i n n a ri zi n e の代謝に関して は､ S o u dij n ら 【2 2】 が雄ラ ッ トを用 い たi n vi v o

の 検討 より ､ 雄 ラ ッ トの 尿中の 主代謝物は b e n z h y d r ol とそ の グル タ ロ ン酸抱

合 体 で あ り ､ 糞 中 の 主 代 謝 物 は 1 1(d ip h e n y lm et h yl) pi p e r a zi n e と

b e n z o p h e n o n e で ある と報告して い る o また ､ D ell ら 【2 3】 は ､ ウサ ギで は尿

中の 主代謝物はb e n z h y d r ol の グルク ロ ン酸抱合体で ある こ とを見出 して い る o

一

方､ fl u n a ri zi n e の 代謝に関して は､ M e ul d e r m a n s ら [2 4] の i n vi v o の 検討

にお い て ､ 雄 ラ ッ トで は b i s(4 - fl u o r op h e n yl) m et h a n ol が ､ 雌 ラ ッ トとイ ヌで

は b y d r o x y 且u n a ri zi n e が主代謝物で あ っ た ｡ さ らに ､ 雌雄ラ ッ ト､ イヌ ､ お よ

び ヒ トの 肝 ミ ク ロ ゾ ー ム また は遊離肝細胞を用 い た i n vi t r o の検 討よ り ､

L a v rij s e n ら[2 2】は雌 ラ ッ ト､ イ ヌお よび ヒ トの主代謝物はh y d r oF y fl u n a ri zi n e

で ある と報告した ｡ しか し, 両薬物の代謝に関与する酵素種や速度論的な情報

はない ｡

本章で は､ ci n n a ri zi n e と fl u n a ri zi n e に よる p a rki n s o ni s m の 発現機構なら

びに両薬物によ る発現率 の 相違 を検討す る た めの 第 1 の ス テ ッ プとし て ､

W i s七a r 系 雌雄 ラ ッ ト, D A 系 雌ラ ッ トおよびヒ トの 肝ミ ク ロ ゾ ー

ム と ヒ ト

p 4 5 0 遺伝子発現リ ンパ 芽球細胞 ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い て ､ ci n n a ri zi n e と

且 un a ri zi n e の 一 次代謝の速度論的解析を行うと共に代謝反応 に関与する P 4 5 0

分子種につ いて検討した｡

2 3



第 1 節 ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム による代謝

2 つ の 薬物の代謝率を比 べ る方法 の 一

つ と して , i n vi t r o の代謝実験で求め

られ る速度論的パ ラメ -

夕 (K m , V m a x) の 比較が ある o また ､ この速度論的パ

ラメ ー

タは , ある薬物の代謝経路が複数存在する場合 ､ どれが主要な代謝経路

で あるか を推測するうえで ､ 重要な情報を与えて くれる ｡ そ こで ､ W i st a r 系雌

雄ラ ッ トの 肝 ミク ロ ゾ - ム を用 い ､ ci m a ri zi n e お よび fl un a ri zi n e の i n vi t r 0

にお ける 一 次代謝物生成反応 の速度論的パ ラメ ー

タ を求 め, 両薬物の 代謝 につ

い て 比較検討した ｡ 次い で ､ 代謝反応に対す る阻害剤 の効果を調 べ た後 ､ さ ら

に C Y P 2 D サ ブフ ァ ミリ
ー

の 欠損モデル であるb A 系雌ラ ッ ト【3 5 - 3 7] を用 い ､

ci n n a ri zi n e およびfl u n a ri zi n e の 代謝反応における C Y P 2 D サ ブフ ァ ミリ ー

の

関与 につ い て検討した｡

【実験結果 ･ 考察】

1 - 1 C i n n a ri zi n e および fl u n a ri 2i n e の 代謝経路

W i st a r 系雄 ラ ッ トの 肝ミ ク ロ ゾ ー ム と Ci n n a ri zi n e を N A I) P H 生成系存在

下 ､ 3 7 ℃で 2 0 分まで反応 させ生成する代謝物 の量を経時的に測定した (Fi g .

7) ｡ C in n a ri zi n e の ピベ ラジ ン環 の脱 アル キル化体 で ある 1 -(d ip h e n y lm et h yl) -

p i p e r a 2;i n e ( C - 1) と b e n z op h e n o n e ( C - 3) ､ シ ンナ ミル基 の ベ ンゼ ン環4 位 の 水

酸化体 (C - 2) およびジフ ェ ニ ルメチル基4 位 の水酸化体(C - 4) の 生成は ､ 約 1 0

分まで反応時間に比例して増加した ｡ 一

方､ b e n z h y d r ol ( C - 5) の 生成 量は ､ 下

に凸な曲線とな っ た ことより ､ C - 5 は 2 次代謝物で ある可能性が考えられた ｡

同様に fl u n a ri zi n e につ い て は ( Fi g . 8) ､ ピづラ ジン環 の脱アルキル化体で

あ る 1 - P i s(4 - fl u o r op h e n yl) m et h yl] p ip e r a zi n e ( F l l) と 4 , 4
'

- difl u o r o b e n z o -

p h e n o n e ( F - 3) お よびシ ン ナミル基 の ベ ン ゼ ン環 4 位 の 水酸化体 (F - 2) の 生

成 は､ 約 1 0 分まで反応時間に比例して増加した ｡ B i s( 4 - fl u o r o p h e n yl) m e th a n ol

( F - 5) の 生成量は ､ 下に凸な曲線とな っ た ことより ､ F - 5 は 2 次代謝物で あ る

可能性が考えられた ｡
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C i n n a ri zi n e の 代謝における C - 5 の 生成に つ い て は ､ ウサギ i n vi v o におい

て b e n z o
.p h e n o n e ( C - 3) が b e n z h y d r ol ( C - 5) に還元され る 【3 8】こ とより , ラ

ッ トの 肝ミク ロ ゾ
ー

ム にお い て も C - 3 が還元的代謝を受けて C - 5 が生成したと

考えられた. F - 5 に関 して は ､ T a bl e 5 に示 したよう に､ F - 3 を基質 (1 0 p M )

として ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ゾ
ー

ム と 反応させ る と F - 5 が 生 成し ､ こ の 反応 は

N A D P H 依存的で あ っ た. ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ
ー

ム における ケトン基を有する薬

物の アル コ ー ル体 ヘ の 還元的代謝につ い て は ､ b r o m a z e p a m の 代謝物で ある

2 -(2 - a mi n o - 5 -b r o m ob e n z o yl) p y ri di n e の還元 的代謝の 例 【3 9] な どが報告され

て い る ｡ こ の ケ トン基の 還元的代謝にはカルポニ ル還元酵素が関与して い る と

考え られて い る 【4 0] ことより ､ C ･ 5 および F - 5 の 生成反応にもカルポニ ル還

元酵素が関与して い る と推定された｡ 以上 の こ とより ､ ラ ッ ト肝 ミク ロ ゾ
ー

ム

における ci n n a ri zi n e およびfl u n a ri zi n e の 代謝麗路をFi g . 9 の よう に推定したo

1 - 2 速度論的パ ラメ ー タ の算出

w i s t a r 系雌 雄 ラ ッ ト の 肝 ミ ク ロ ゾ ー ム にお け る ci n n a ri zi n e お よ び

fl u n a ri zi n e の 一

次代謝物生成反応 の速度論的パ ラメ ー タを求めたo ci n n a ri zi n e

および fl un a ri zi n e の 基質濃度として は ､ 0 . 5 ･ 3 2 0 p M を用 い た. C i n n a ri zi n e

に関して は､ 雌雄ともに水酸化(C - 2
,
C 1 4) の Ⅹ m 値は ､ 脱アルキル化(C - 1

,
C - 3)

の Ⅹ m 値 に比 べ 小さか っ た(T a b l e 6) ｡ 雄 の C - 1 ､ C -3 お よび C - 4 の V m a x 値

は ､ 雌 の 値 に比 べ 大きく , 特 に C - 3 の V m a x 値には ､ 1 3 . 5 倍の 性差が認めら

れた o
一

方､ C - 2 の V m a x 備 には性差はなか った｡ F h n a ri zi n e につ い て は､
､

雌雄ともに水酸化(F: 2) の 瓦 m 値は ､ 脱アルキル化(F - 1
,
F 1 3) の E m 値 に比 べ 小

さか っ た (T a b l e 7) . 雄の F - 1 お よび F - 3 の V m a x 値は ､ 雌の値 に比 べ 約 3 . 5

お よび 5 倍大きか っ たが ､ F - 2 の V m a 五 億には性差は認められなか っ た ｡

c i n n a ri zi n e お よび fl u ria ri2i n e の 各代謝物の速度論的パ ラメ ー

タより , 代謝

全体た対する各代謝反応の寄与を推定し得 るパ ラメ
ー

タ として 固有クリアラ ン

ス (C L i n t , V m a x / K m ) を算出した(T a b l e 8) . 雌ラッ トにおい て ､ ci n n a ri zi n e ､

fl un a ri zi n e ともに水酸化(C - 2 , C - 4 , F - 2) の C L i n 七億 は､ 脱アルキル化(C - 1
,
C -

3
,
F - 1

,
F - 3) の 値より も大きく ､ 雌ラ ッ トで は水酸化反応が主要な代謝経路で あ

る と推定された. 一 方, 雄ラ ッ トにお い て は ､ 雌ラ ッ トに比 べ 脱アル キル化の
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T a bl e 5 R e d u cti v e
.

a cti v iti e s of F - 3 i n liv e r mi c r o s o m e s f r o m

m al e W i st a r r at s

C of a ct o r A cti vity b m ol/ m i n/ m g)

N o n e 4 5 土

N A I) P H 1 5 6 土 1 4
☆ ☆

N A D P H -

g e n e r ati n g s y st e m 7 0 9 土 1 5 4
* *

A cti vi ti e s w a r e a s s a y e d a t F - 3 c o n c e n t r a ti o n of l o 一l M .

E a ch v a h l e r e p r e s e n t s th e m e a n 土 S . E . of t h r e e d et e r m i n ati o n s .

* * Si g n ia c a n tl y di ff e r e n t fr o m
”N o n e ” 由 < 0 . 0 1) .
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T a b l e 8 I n t ri n si c cl e a r a n c e f o r t h e m et a b olit e s of ci n n a ri zi n e a n d

且u n a ri zi n e i n li v e r m i c T O S O 皿 e S f r o m W i s t a r
'

r at s

V m a x / Ⅹ m ( m u mi n/ g)

M et a b olit e M al e F e m al e

C - 1 3 . 1 9 土 0 . 5 4

C - 2 1 2 . 1 2 士 1 . 2 2

C - 3 6 8 . 6 7 土 1
. 8 3

C - 4 1 1 . 5 7 土 0 . 3 3

T ot al s u m 9 5 .6

F - 1

F ･ 2

F - 3

T ot al s u . 孤

5 . 8 7 土 0 . 5 4

8 . 0 9 土 0 . 5 8

3 . 6 6 土 0 . 2 2

1 . 4 7 土 0 . 0 4

2 5 .6 7 土 1 . l l

2 . 9 0 土 0 . 2 2

2 1 . 4 8 土 1 . 0 3

5 1 . 5

0 . 6 3 土 0 . 1 7

l l . 4 9 土 1 . 2 1

0 . 7 8 土 0 .0 7

1 7 . 6 1 2 . 9

E a c h v al u e r ep r e s e n t s t h e m e a n 土 S . E . of t h r e e t o f o u r d et e r mi n a ti o n s .
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C L i n 七 億が大きく ､ 脱 ア ル キル化反応 の 寄与が大きい と考 え られた ｡ 特 に

ci n n a ri zi n e 0) ピベ ラ ジン環 1 位の 脱アルキル化(C - 3) の C L i n 七億が最も大きく ､

fl u n a ri zi n e の対応する代謝物で ある F - 3 生成反応の値の約 1 9 倍で あっ た ｡ さ

らに､ fl un a ri zi n e の 全代謝物の C Li n t 値の 総和は ､ ci n n a ri zi n e と比べ 雄ラ ッ

トで約 1/5 ､ 雌ラ ッ トで約 1/4 で あ っ た こ とより ､ fl u n a ri zi n e は ci n n a ri zi n e

に比べ 代謝を受けにく い と考えられた ｡

1 - 3 阻害剤の 効果

w i st a r 系雄 ラ ッ ト の 肝 ミ ク ロ ゾ
ー

ム に お け る ci n n a ri zi n e お よ び

fl u n a ri zi n e の 代謝活性に及ぼす各種阻害剤の 添加効果をT a bl e 9 お よび T a bl e

l O に示 したo C i n n a ri zi n e および fl un a ri zi n e の 1 次代謝反応は ､ い ずれも

N A D P H 非存在下で は全く進行せず､ 一 酸化炭素および S K F 5 2 5 - A に より有意

に抑制された こ とより , 本反応 には P 4 5 0 が 関与 して い ると考えられた. さ ら

に ､ W i st a r 系雌ラ ッ トで主代謝反応で あ っ た ci n n a ri zi n e および fl Ⅷn a ri zi n e

の

'

シ ンナミ ル基の芳香環 4 位の 水酸化活性 (C - 2
,､ F

- 2) が , C Y P 2 D サ ブフ ァ ミ

リ
-

の 基質で ある sp a rt ei n e お よび m et o p r ol ol【4 1 , 4 2] の 添加 により低下した

ことより ､ C - 2 お よび F - 2 の 生成反応 には C Y P 2 D サ ブフ ァ ミ リ
ー

が関与 して

い ると推定された ｡ また ､ m et o p r ol ol に よる C - 2 お よび F - 2 の 生成反応 の 阻害

様式は , い ずれ も競合阻害で あ っ た (Fi g . 1 0 お よび Fig . l l) ｡

1 - 4 D a r k A g o u ti 系ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ
ー ム で の 代謝

D a rk A g o u ti ( D A) 系ラ ッ トは ､ d eb ri s o q ui n e 4 位水酸化活性が低く ､ C Y P 2 D

サ ブフ ァ ミ リ ー に属す る P 4 5 0 分子種の 機能が遺伝的に低い こ とが知られ て

い る 【3 5 - 3 7] ｡

前項の 阻害剤を用 い た実験により ､
.
C - 2 お よび F - 2 の 生成反応 に は C Y P 2Ⅰ)

サブフ ァ ミリ - が関与して い る ことが示唆された ｡ そ こで ､ D A 系雌ラッ トの

肝ミク ロ ゾ ー ム に よる ci n n a ri zi n e お よ び fl un a ri zi n e の 代謝活性を調 べ た

(T a b l e l l) ｡ C i n n a ri zi n e お よび fl un a ri zi n e の基質濃度は ､ W i st a r 系ラ ッ ト

で の検討により ､ シ ン ナミル基の芳香環 4 位 の 水酸化活性(C - 2
,
F - 2) が最大反

応速度 O T m a x) に到達して い る と推定され る 1 6 LI M とした. D A 系雌ラ ッ トの

3 3
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･
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T a b l e l l O xi d a ti v e a cti viti e s of ci n n a ri zi n e a n d fl u n a ri zi n e i n

r at li v e r m i c r o s o m e s

A cti vit y (p m ol/ m ュn/ m g)

M et ab olit e fe m al e W i st a r f e m al e D A

C - 1 1 1 . 0 土 0 . 9

C 1 2

C - 3

C - 4

F - 1

F ･ 2

5 3 . 3 土 2 . 7

2 6 . 8 土 2 . 1

2 4 . 9 土 1 . 6

1 2 . 5 土 4 . 9

3 6 . 0 士 1 . 2

F -3 5 . 8 土 2
.5

2 3 . 7 土 3 . 0
☆ ☆

1 4 . 0 土 0 .7
☆ ☆

4 6 . 6 土 4 .0
☆ ☆

2 . 0 土 0 . 1
☆ ☆

5 4 . 9 土 5 . 0

4 . 0 土 0 . 2

☆ ☆

☆ ☆

2 9 . 5 土 3 . 2
☆☆

A cti viti e s w e r e a s s a y e d at ci n n a ri zi n e o r fl u n a ri zi n e

c o n c e n t r a ti o n of 1 6 II M . E a c h v al u e r ep r e s e n t s t h e m e a n 土

S ･ E ･ of f o u r d e t e r mi n a ti o n s .

* *
Si g n ifi c a n tl y diff e r e n t f r o m

c o r r e s p o n di n g a cti vi ti e s of f e m al e W i st a r r a t s b < 0 . 0 1) .
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C - 2 お よび F - 2 の 生成活性 は ､ W is t a r 系雌 ラ ッ トに比 べ ､ い ずれも有意に低か

っ た. こ の こ
.

とより ､ C - 2 お よび F - 2 の 生成に は C Y P 2I) サ ブフ ァ ミ リ ー

の 関

与 が推定された ｡ 一 方 , 脱アルキル化活性 ( C l l
,
C - 3

,
F - 1

,
F - 3) は ､ D A 系雌ラ

ッ トが W i st a r 系雌ラ ッ トに比 べ いずれ も有意に高か っ た . さらに ､ ci n n a ri zi n e

の ジフ ェ ニ ルメチル基の芳香環 4 位の 水酸化活性 (C - 4) も ､ D A 系雌ラ ッ トで

有意 に低 い 値 を示 したが ､ W i st a r 系 ラ ッ ト肝 ミ ク ロ ゾ ー ム の 本 活性が

s p a rt ei!1 e ある い は m e七op r ol ol により低下しなか っ た こ とより , C - 4 の 生成に

は C Y P 2 D 以外のサブフ ァ ミリ
ー

の 関与が考えられた ｡
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第2 節 ヒト肝 ミク ロ ゾ ー ム に よる代謝

前節の結果より ､ ci n n a ri zi n e お よび fl un a ri zi n e の W i st a r 系雌ラ ッ ト肝 ミ

ク ロ ゾ ー

ムで の 代謝は低基質濃度領域 (3 2 p M 以 下) で は ､ シ ン ナミル基 の芳

香環 4 位の 水酸化活性 (C - 2
,
F - 2) が主 反応で あり ､ こ の代謝反応 に は C Y P 2 D

サ ブフ ァ ミ リ ー が関与して い る と推定された ｡

本節で は ヒ ト肝ミク ロ ゾ ー

ムを用 い ､ ci n n a ri zi n e お よび fl u n a ri zi n e の 代謝

活性を測定し ､ C Y P 2 D 6 含量および d e b ri s o q 山 n e
･

4 位水酸化活性との相関を

調 べ た o さ らに, C Y P 2 I) サ ブフ ァ ミリ ー

の 選択的阻害剤で あ る q u i n i di n e 【4 3】

に よる阻害効果も検討した｡

【実験結果】

2 - 1 C i n n a ri zi n e お よび fl u n a ri zi n e の 代謝活性 と d eb ri s o q u i n e 4 位水酸化活

性ならびに C Y P 2 D 6 含量と の 相関

ヒ ト肝ミク ロ ゾ ー ム として は ､ 剖検サ ンプルより調製し､ そ の P 4 5 0 含量 が

0 ･ 2 1 - 0 ･ 5 1 n m o u m g of p r ot ei n の範囲 で あ っ た 1 0 例 を用 い た ｡ ヒ ト肝 ミク ロ ゾ
ー

ム で の ci n n a ri zi n e お よび fl un a ri zi n e の 代謝活性と ､ d eb ri s o q u i n e の 4 位

水 酸化活性ならびに C Y P 2 D 6 含量 との 相関を T a b l e 1 2 と Fi g . 1 2 に示 した ｡

代謝活性は ､ ci n n a ri zi n e で は C - 2 生成活性が最も高く ､ 次い で C ･ 1
,
C - 3

,
C - 4

の順 で あ っ た｡ F l u n a ri zi n e で は ､ F - 1
,
F - 2 まは び F - 3 の 順で 生成活性が高か

つ た ｡ C i n n a ri zi n e お よび fl un a ri zi n e の シ ンナ ミ ル基 の芳香環 4 位 の 水酸化活

悼 (C - 2
,
F - 2) は ､ d e b ri s o q u i n e の 4 位水酸化活性ならびに C Y P 2 I) 6 含量 と高

い相関を示した ( い ずれ も r ≧0 . 9 0
, p < 0 .0 0 1) ｡

一 方 ､ シ ンナ ミル基の芳香環

4 位水酸化以外の ci n n a ri zi n e お よびfl u n a ri zi n e の 代謝活性とd e b ri s o q t li n e 4

位水酸化活性または C Y P 2 D 6 含量と の 相関性は低か っ た ｡

4 0



T a bl e 1 2 0 Ⅹid a ti v e a cti vi ti e s of ci n n a ri zi n e a n d . fl u n a ri zi n e i n h u m a n li v e r

m l C r O S O m e S

M et a b olit e A cti vit y
a)

c o r r el ati v e c o efrl Ci e n t
b)

b m ol/ 凪i n / m g) ( r - 1) ( r - 2)

C - 1 3 5 . 4 土 1 7 . 5

C - 2 5 2 . 6 土 1 9 . 5

C - 3 1 9 . 3 土 8 . 6

C - 4 7 . 4 土 2 . 7

F 1 1 3 7 . 4 士 1 5 . 9

F - 2 2 3 . 9 士 8 . 4

0 .6 1 7

0 . 9 4 9
☆☆☆

0 . 7 3 6
☆

0 . 6 0 2

0 . 6 8 6
☆

0 . 8 9 5
☆☆ ☆

0 . 4 0 9

0 . 9 1 9
☆ ☆☆

0 . 5 8 3

0 . 6 8 3
☆ ･

0 .4 6 0

0 .9 2 8
☆ ☆☆

F - 3 1 8 . 0 土 1 0 . 3 0 . 5 8 9 0 . 3 1 8

a) E a cⅠ1 V al u e r e p r e s e n t s t h e m e a n 辛 S . E . ( n = 1 0) .

b) r - 1 a n d r - 2 a r e c o r r el a ti v e c o effi ci e n t s wi th d eb ri s o q ui n e 4
- h y d r o x yl a s e

a cti vit y a n d C Y P 2 D 6 c o n t e n t ,L r e sp e cti v el y (
*

p
< 0 .0 5 ,

* * *

p
< 0 . 0 0 1) _
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F i g ･ 1 2 C o r r el ati o n of t h e C Y P 2 Ⅰ) 6 c o n t e n t a n d th e ri n g
- h y d r o x yl a s e

a cti vity a t th e ci n n a m yl m oi et y of ci n n a ri zi n e a n d fl u n a ri zi n e w it h t h e

d e b ri s o q ui n e 4 - h y d r o x yl a s e ( 4 - O H I) B) a cti v it y i n h u m a n li v e r mi c r o s o H ]

M e a n a cti viti e s of t h e r l n g
- h y d r o x yl ati o n 丘)r m l n g C ･ 2 a n d F - 2

,
a n d of

D B 4 - h y d r o x yl ati o n w e r.e 5 2 .6 土 1 9 . 5
,
2 3 . 9 土 8 . 4 a n d 1 5 .8 士 4 . 0

p 皿 0 〟m i n / m g of p r ot ei n , r e sp e cti v ely . A) r e p r e s e n t s t h e c o r r el ati o n of

C Y P 2 D 6 c o n t e n t a n d D B 4 - h y d r o x yl a ti o n ( Y = 0 . 1 9 3 Ⅹ＋1 . 5 5 9 , r = 0 . 8 4 6) . B)
r e p r e s e n t s th e c o r r el a ti o n of C - 2 f o r m ati o n a n d I) B 4 1 h y d r o x yl ati o n

q = 4 ･2 9 Ⅹ1 1 1 . l l
,
r = 0 . 9 4 9) . C) r e p r e s e n t s t h e c o r r el ati o n of F - 2 fo r m ati o n

a n d D B 4 - h y d r o x yl ati o n q = 1 . 7 4 Ⅹ- 2 . 0 1
,
r
= 0 .8 9 5) .
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2 - 2 Q u i ni di n e に よる 阻害効果

Ci n n a ri zi n e お よび fl u n a ri zi n e の シ ンナミ ル基芳香環 4 位 の 水酸化反応

(c - 2 , F - 2) にお ける C Y P 2 I) サ ブフ ァ ミリ
ー の 関与をさらに明らかにする ため

に ､ C Y P 2 D サ ブフ ァ ミ リ ー の 選択的阻害剤で ある q ui ni di n e 【4 3】 の 添加効果

を調 べ た(F ig . 1 3) . C - 2 お よび F - 2 の 生成活性は , q ui ni di n e の 添加 (5 u M) に

より有意に低下した o 一 方 ､ その 他の 代謝物生成反応は ､ い ずれ も q ui ni di n e

の影響を受けなか っ た ｡

【考察】

C - 2 およびF - 2 の 生 成活性が C Y P 2 D 6 含量 およびd e b ri s o q ui n e 4 位水酸化

活性と高い相関を示した こ と､ な らびに両代謝活性が q ui ni di n e により大きく

低下 した こ と よ り ､ ヒ ト肝 ミ ク ロ ゾ - ム に お け る ci n n a ri zi n e お よ び

fl un a ri zi n e の シ ンナ ミル基の芳香環4 位水酸化反応 には ､ C Y P 2 D 6 が関与 し

七い る と考えられた . C Y P 2 D 6 は h al o p e ri d ol ､ p r o p r a n ol ol ､ d e x t r o m e th o r p h a n

な ど 4 0 種余り の 薬物の 代謝に関与し ､ 遺伝多型を示す こ とが知られて い る

【2 0 , 4 4】. C Y P 2】)6 の 欠損者の割合は､ 欧米人 では約7 % と比較的高い が ･【4 5] ,

日本人で は 0 .5 % 以下で ある 【4 6 , 4 7】. しか し ､ これ まで に ci n n a ri zi n e お よび

fl un a ri zi n e の 代謝に お ける C Y P 2 D 6 の 関与 につ い て の知見は な い ｡ また ,

ci n n a ri zi n e や fl u n a ri zi n e に よる p a r ki n s o ni s m の 発現と C Y P 2 D 6 の 遺伝多型

との 関係も明らか でな い ｡

ヒ ト肝ミ クロ ゾ - ム による ci n n a ri zi n e お よび fl u n a ri zi n e の 代謝パタ ー ン は,

W i s t a r 系雄 ラ ッ トよりも W i st a r 系雌 ラ ッ トに類似して い た ｡ F l un a ri zi n e に

関して こ の知見は , L a v rij s e n ら 【2 5】 が雌雄ラ ッ トお よびヒトの肝ミク ロ ゾ
ー

ムまたは遊離肝細胞を用い た
‾
i n vi t r o の検討より ､ ヒトの 代謝パ タ ー ンは雌ラ

ッ トに類似し､ そ の 主代謝物は h yq r o x y fl u n a ri zi n e で ある とする報告と
一 致し

た ｡ こ の こ と よ り , 以 後 の 研究 で ci n n a ri zi n e お よ び fl tln a ri zi n e に よ る

p a rki n s o 血s m 発現 の 機構を検討して行くに当た っ て は ､ 雄ラ ッ トよりも雌 ラ

ッ トを使用する方が適当で ある と考えられた ｡
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第3 節 ヒ トP 4 5 0 遺伝子発現リ ンパ芽球細胞ミク ロ ゾ - ム による代謝

近年､ ヒ トの P 4 5 0 を異種細胞に発現させ ､ 薬物代謝に関する情報を得るた

めの技術が発達し ､ 身近 なもの とな っ て きて い る . P 4 5 0 を発現させ る異種細

胞として は､ 酵母や ヒ ト肝癌由来 H e p G 2 細胞な ど様々 な もの が利用されて い

る [4 8】. そ の 中で も ､ ヒ ト B リ ンパ芽球細胞系は P 4 5 0 の 発現量が多く ､ かつ

導入形質 (P 4 5 0) が細胞の継代 によ っ て変化しな い安定発現系として 評価さ

れて い る 【4 9] ｡

本研究で は ､ ヒ ト B リ ンパ 芽球細胞系に発現させ た ､ 1 0 種類の ヒ ト P 4 5 0

遺伝子発現系ミク ロ ゾ ー ム を用 い ､ ci n n a ri zi n e および n un a ri zi n e の 代謝活性

を測定し､ 両薬物の 代謝反応に関与する P 4 5 0 分子種の 同定を試みた ｡

【実験結果 ･ 考察】

3 - 1 C i n n a ri zi n e お よび n u n a ri zi n e の 代謝活性

1 0 種類の ヒ トP 4 5 0 遺伝子発現リ ンパ芽球細胞ミク ロ ゾ ー ム を用 い , 基質浪

度 5 0 p M で ci n n a ri zi n e およ び fl u n a ri zi n e の 代 謝活性を測定した結果を

T a bl e 1 3 に示 した ｡

1 0 種類の 分子種 の うち C Y P 2 D 6 の みが , ci n n a ri zi n e および n u n a ri zi n e の

シ ンナミ ル基の芳香環 4 位水酸化反応 (C ･ 2
,
F - 2) を触媒した . ヒ ト肝ミク ロ ゾ

- ム を用い た実験 により , C - 2 まは び F - 2 の 生成活性が C Y P 2 D 6 含量および

d eb ri s o q ui n e 4 位 水 酸化活性 と 高い 相 関を示 し ､ さ ら に 両 代謝活 性が

q u i 血di n e に より大きく低下 した こ と よ り ､ ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム にお ける

ci n n a ri zi n e お よび fl un a ri zi n e の シ ンナミル基の芳香環4 位水酸化反応には ､

c y p 2 D 6 が関与して い る と考えられた ｡ ヒ ト P 4 5 0 遺伝子発現リ ンパ芽球細胞

ミ ク ロ ゾ + ム を用 いた本実験により ､ C - 2 およ び F - 2 の 生成反応における

C Y P 2 D 6 の 関与が直接的に証明された ｡

C i n n a ri zi n e のジフ ェ ニ ルメチル基の水酸化活性 (C - 4) は, C Y P 2 B 6 の みで

認められた ｡ C Y P 2 B 6 の 薬物代謝における役割は未だ明確ではないが ､ 抗窟剤

の cy cl o p b o s p b a m i d e の 代謝に関与し､ また p b e n o もa rb it al により誘導される

分子種で ある可能性が考えられて い る 【5 0】｡
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C i n n a ri zi n e の 脱 ア ルキル化活性 (C - 1 また は C - 3) は､ C Y P 2 C 9 ･ およ び

C Y P I A 2 で検出さ れ fl un a ri zi n e の 脱ア ルキル化活性 (F - 1 または F - 3) は ､

C Y P 2 C 9 ､ C Y P I A l お よび C Y P 2 A 6 で検 出された ｡ C Y P I A l が n un a ri zi n e

の 脱アルキル化の み を触媒し ､ 一 方､ 活性は低いも の の C Y P I A 2 が ci n n a ri zi n e

の脱アルキル化の み を触媒した こ とは興味深 い ｡ 両分子種の 活性中心 へ の これ

らの薬物の結合に ジフ ェ ニ ルメ チル基の フ ッ 素が影響して い る の か もしれない ｡

F l un a ri zi n e の脱シ ン ナミル化活性 (F - 1) は ､ C Y P I A l にお い て比較的高い値

を示したが ､ 通常 ヒト肝にお ける C Y P I A l 含量 は非常に低い 【5 1 , 5 2] ことか

ら ､
ci n n a ri zi n e お よ び fl un a ri zi n e の 脱 シ ンナ ミ ル化 (C - 1

, F - 1) に は ､

七ol u b ut a mi d e の 代謝に関与する [5 3】 C Y P 2 C 9 が主 に関与して い る可能性が

考えられた ｡

C Y P 2 C 8 ､ C Y P 2 C 1 9 ､
C Y P 2 E l ある い は C Y P 3 A 4 は､ いずれ の 活性も示さ

なか っ た ｡

3 - 2 速度論的パ ラメ ー

タの 算出

C Y P 2 D 6 お よび C Y P 2 B 6 を用 い て , ci n n a ri zi n e および 且 un a ri zi n e の 水酸

化反応の速度論的パ ラメ
ー

タ ( E m , V m a x) を求め ､ 固有クリ ア ラ ンス 値( C L i n t ,

V m a x / E m ) を算出した ･(T a b l e 1 4) . C i n n a ri zi n e および fl un a ri zi n e の 基質

濃度として は､ . 5 - 3 2 0 LI M を用 い た ｡

C Y P 2 D 6 による ci n n a ri zi n e お よび fl un a ri zi n e の シ ンナミ ル基 の 水酸化反

応 (C - 2
,
F - 2) の E m 値は 2 - 4 p M , C Li n 七 億は0 . 1 4 - 0 . 3 1 m l/ mi n/ n m ol で あり ､

C Y P 2 B 6 による C - 4 生成反応 ( E m : 1 7 . 2 p M , G li n t : 0 .1 m l/ mi d n m ol) に比

べ 低い E m 値 と高い C Li n七億を示 したo C i n n a ri zi n e および fl un a ri zi n e の ヒ

トに お ける定常状態 の 血衆中濃度がそれぞれ 0 . 4 - 0 .8 p M [5 4 , 5 5] お よ び

0 .0 5 - 0 . 4 p M [ 5 6 , 5 7] で ある こ と より ､ C Y P 2 Ⅰ)6 は ci n n a ri zi n e お よ び

fl un a ri zi n e の 代謝にお い て ､ 主要な働きを担 っ て い る と考えられた o

なお ､ 脱アルキル化反応の速度論的パ ラメ
ー

タ に つ い て は､ 高基質濃度域 に

お いて非酵素的な分解物の影響が相対的に大きく , 算出で きなか っ た｡
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小 括

Ci n n a ri zi n e と fl u n a ri zi n e に よる p a r ki n s o mi s m の 発現機構ならびに両薬物

による発現率の相違を検討する ための 第1 段階として ､ W i st a r 系雌雄ラ ッ ト､

D A 系雌 ラ ッ トおよびヒ トの肝ミ ク ロ ゾ ー ム と ヒト P 4 5 0 遺伝子発現リ ンパ芽

球細胞ミク ロ ゾ - ム を用 い て , ci n n a ri zi n e と 且u n a ri zi n e の
一 次代謝の速度論

的検討 と代謝反応に関与す る P 4 5 0 分子種につ い て検討 し､ 以下の 知見 を得た ｡

1 ) ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ -

ム を用 い たi n vit r o 代謝実験 にお い て ､ ci n n a ri zi n e お

よび fl un a ri zi n e の 1 次代謝反応は､ い ずれも N A D P H 非存在下で は全く進行

せず ､ 一 酸化炭素および s K F 5 2 5 - A により抑制された こ とより ､ 本反応に は

P 4 50 が関与して い る こ とが示唆された｡

2 ) ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム にお ける ci n n a ri zi n e および fl u n a ri zi n e の 低基質濃

度域で の 主代謝反応時, シ ンナミル基の芳香環 4 位水酸化反応 (C - 2
,
F - 2) であ

っ た ｡

3 ) ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ - ム にお ける ci n n a ri zi n e お よび fl u n a ri zi n e の 脱アルキ

ル化反応 (C - 1
,
C - 3

,
F - 1

,

･F -3) には ､ 顕著な性差が認められた｡

4 ) ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ ー ム を用 い たi n vit r o 代謝実験より求めた固有クリ ア ラ

ンス値 (V m a x / E 皿) より ､ fl u n a ri zi n e は ci n n a ri zi n e に比 べ 代謝を受けに ぐ

い もの と考え られた ｡

5 ) 阻害剤およびI)A 系 ラ ッ トを用 いた実験より ､ ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ
- ムで の

c . 2 および F _ 2 の 生成には
■
c Y P 2 I) サ ブフ ァミ リ

-

の 関与が示唆された ｡

6 ) ヒ ト肝ミク ロ ゾ ー ム で の ci n n a ri zi n e および fl u n a ri zill e 代謝パ タ - ンは,

W i st a r 系雄ラ ッ トよりも W i st a r 系雌ラ ッ トに類似して い た｡

7 ) C - 2 および F - 2 の 生成活性が C Y P 2 D 6 含量お よび d eb ri s o q ui n e 4 位水酸

化活性と高い相関を示した こ と , な らび に両代謝活性が q 止血di n e に より大き

4 9



く低下 した こ と よ り ､ ヒ ト肝 ミ ク ロ ゾ ー

ム に お ける ci n n a ri zi n e お よ び

fl u n a ri zi n e の シ ンナ ミ ル基の芳香環4 位水酸化反応 に は ､ C Y P 2 D 6 が関与 し

て い ると考えられた ｡

8 ) ヒ ト P 4 5 0 遺伝子発現リ ンパ芽球細胞ミ ク ロ ゾ -

ムを用 い た代謝実験より ,

C - 2 お よび F - 2 の 生成に は C Y P 2Ⅰ)6 が関与し ､ C - 4 の 生成 に は C Y P 2 B 6 が 関

与して い る こ とが示 された ｡

9 ) ヒ ト P 4 5 0 遺伝子発現リ ンパ芽球細胞ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い た代謝実験より ､

ci n n a ri zi n e お よびfl un a ri 女i n e の 脱アルキル化反応は ､ 複数 の 分子種 に より触

媒され る こ とが分か っ た ｡

以上述 べ た結果から､ ヒ トにお ける ci n n a ri zi n e お よびfl u n a ri zi n e の 代謝に

お い て は､ 特に低基質濃度領域で C Y P 2 D 6 が触媒する シ ンナ ミル基 の 芳香環 4

位の 水酸化が主要な反応 で ある ことがわ か っ た ｡ また , そ の 代謝パ タ - ンは ､

W i st a r 系雄ラ ッ トより も雌ラ ッ トに類似して い た こ とより , ci n n a ri zi n e およ

び fl u n a ri zi n e による p a r ki n s o n i s m 発現の 機構を検討する に 当た っ て は ､ 雄ラ

ッ トより も雌ラ ッ トを使用する方が適当で ある と考えられた ｡

5 0



実験の部

1 .

8 週令の 雌雄の W i st a r 系ラ ッ トお よび D A 系雌ラ ッ トは日本S L C ㈱より購

入した ｡

2 .

C i n n a ri zi n e お よび fl u n a ri 2i n e とそれ らの代謝物 の 入手 につ い て は､ 第1 章

の 実験の部に記 した ｡

I) e b ri s o q ui n e h e mi s ulf at e お よび 4
- h y d r o x y d eb ri s o q ui n e h e mi s u lf at e は日

本 ロ ッ シ ュ ㈱より供与された ｡

1 0 種類 の ヒ ト P 4 5 0 遺伝 子発現リ ン パ芽球細胞 ミク ロ ゾ
ー

ム(C Y P I A l ,

- 1 A 2 , 1 2 A 6 , - 2 B 6 , - 2 C 8
,

･ 2 C 9
,

- 2 C 1 9
,

- 2 D 6
,

- 2 E l
,

- 3 A 4) お よび ベ ク タ
ー

の み

を含むコ ントロ
ー

ル ミク ロ ゾ ー

ム は､ G e n t e st 社より購入した ｡

G l u c o s e - 6 -

p h o s p h a t e ( G - 6 - P) , gl u c o s e - 6 -

p h o s p h a t e d e h y d r o g e n a s e ( G ･ 6 ･

P D H ) および N A D P ' はオリ エ ンタル酵母㈱より購入した｡

S K F 5 2 5 - A は R e s e a r c h B i o c h e mi c al s h c . ､ m et o p r ol ol t a rt r a t e お よび

q u i ni di n e h y d r o ch l o ri d e は Si g m a 社 ､ s p a rt ei n e s ul f a t e お よ び 1 1
-

k et o p r o g e st e r o n e は和光純薬工業㈱よりそれぞれ購入した ｡

そ の 他の 試薬は ､ 市販 の 高速液体タ ロ マ トグラフ 用または特級試薬を使用し

た｡

3 .

第 1 章の 実験 の 部に記 した｡

生 + _ 旺ミ乞旦ゴニ ム旦鼠製

ラ ッ
■

ト肝ミク ロ ゾ ー

ム の調製に つ い て は , 第 1 章の 実験の部に記した ｡

ヒ トの 肝ミク ロ ゾ ー ム は , 1 0 人の 日本人男性 (2 - 7 2 歳､ 平均4 5 . 4 歳) の 剖

検サ ンプルから調製した [5 8】｡
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良 + 迦 定

O m u r a と S at o の方法 [3 3] に従い ､ 還元型
一 酸化炭素結合差ス ペ ク トルか

ら求めた ｡

血 旦旦ニ& 旦氏敦

W i s t a r 系雄ラ ッ トの 肝ミク ロ ゾ
ー ム を使用 し､ 次 の 3 種の 反応混液を調製

した ｡ 1) ミ ク ロゾ
ー

ムタ ンパ ク 1 m g を含む 1 m l の 1 0 0 m M リ ン酸緩衝液

b H 7 . 4) 2) 1) に 5 m M の N A I) P H を含む反応痕液 3) 1) に 1 0 m M G - 6 - P ､ 2

也 t s G - 6 - P D H , 4 皿 M M g C 1 2 お よび o .5 m M N A D P ' を含む反応混液 ｡ 反応

混液を 3 7 ℃ に て 5 分間プレイ ンキュ ベ - ト後 ､ F - 3 の メ タノ
ー ル溶液 1 0 pl

を添加し (最終濃度 10 ドM ) 反応を開始させた o イ ンキ ュ ベ
ー シ ョ ンは 3 7 ℃

にて 5 分間行い ､ 1 M 炭酸緩衝液 b H I O) 0 . 5 m l を加 え反応を停止した o 生成

した F - 5 を第 1 章に記 した方法で定量し､ 代謝活性を測定した .

ミヒ ト肝ミ ク ロ ゾ
ー

ム で の ci n n a ri zi n e ぐfl u n a ri zi n e 代言7 . ラ ､二

の亨

0 .5 - 3 2 0 p M の ci n n a ri zi n e ある い は fl un a ri zi n e ､ 1 0 m M G
-6 - P ､ 2 血 t s

G - 6 - P D H ､ 4 m M M g C 1 2 お よび 1 m g の ミ ク ロ ゾ
ー ム タ ンパ ク を含む 1 mi の

1 0 0 m M リ ン酸緩衝液 p H 7 . 4 の 反応混液を調製した ｡ 3 7 ℃ にて 5 分間プレイ

ンキ ュ ベ
-

ト後, N A D P ＋ を添加 し (最終濃度 0 .5 m M ) 反応を開始させた .

イ ンキ ュ べ - シ ョ ンは 3 7 ℃ に て 5 分間行い ､ 1 M 炭酸緩衝液 b H I O) 0 . 5 mi

を加 え反応を停止した ｡ 生成した代謝物を第 1 章 に記した方法 で定量 し ､ 代謝

活性を測定した ｡

8 .

萱巨

阻害剤は ､ 最終濃度が S E F 5 2 5 - A および sp a rt ei n e で は 5 0 または 2 00 p M ､

m et op r ol ol で 5 0 ､ 1 0 0 または 2 00 トL M ､ q 11i n i di n e で は 5 p M とな る ように ミ

ク ロ ゾ - ム を含む反応混液に添加した o
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臥 + 三上 地 壷由 乱塵よ

迦 風塵

5 0 p M の ci n n a ri zi n e または fl u n a ri zi n e ､ 5 Lt m OI G
- 6 - P , 1 u nit G - 6 - P D H ､

2 5 0 p m oI N A D P
' お よび2 p m oI M g C 1 2 を含む 0 .4 5 m l の 1 0 0 m M リ ン酸

緩衝液 p H 7 . 4 ( C Y p 2 A 6 と C Y P 2 C 9 の 場合は 1 0 0 m M T ri 告 - H C l 緩衝液を使

用) の混液を調製した ｡ 混液を3 7 ℃ にて 3 分間の プレイ ンキュ ベ - 卜した後 ､
1

o ･ o 5 m l の ヒト P 4 5 0 遺伝子発現リ ンパ芽球細胞ミ ク ロ ゾ
ー

ム (0 , 5 m g p r o
.
t ei n ,

4 -

■

1 0 7 p m oI P 4 5 0) を添加して 反応を開始させた o イ ン キ エ ペ
- シ ョ ンは

3 7 ℃ にて 5 分間行い ､ 1 M 炭酸緩衝液 b H I O) 0 .
2 5 m l を加 え反応を停止した o

次い で ､ 内部標準と して ci n n a ri zi n e の 場合 は 2 0 LI M 4 - h y d r o x y fl un a ri zi n e

( F - 2) メ タ ノ
ー ル 溶 液 1 0 L11 ､ n un a ri zi n e の 場 合 は 1 0 0 p d m l l l -

k et o p r o g e s七e r o n e メタノ
ー ル溶液 1 0 L11 を加,えた . n

- ヘ キサ ン : アセ トン(9 :

1
,
v/ v) 3 m l を加 えボルテ ッ クス ミ キサ - で 1 分間混合した後､ 1 6 0 0 × g で 1 0

分間遠心分離し､ 有機層を分取 した. ロ ー タリ ー エ バボ レ ー タ - で有機層 を減

圧留去後 ､ 残壇 を 1 0 0 pl の移動相 に溶解し､ H P L C に付した . H P L C の 条件は

ラ ッ トおよび ヒト肝ミク ロ ゾ
ー

ム の 場合 と同様で ある ｡

主虹 + 也 1

5 0 p M の d eb ri s o q u l n b ､ 1 0 m M G
- 6 - P ､ 1 u 血t G - 6 - P D H ､ 1 0 m M M g C 1 2

お よび o . 5 m g の ミク ロ ゾ
ー

ムタ ン/ 1
o

ク を含む 0 . 5 m l の 1 5 4 m M リ ン酸緩衝

液 p H 7 . 4 を 反応 混液とした ｡ 3 7 ℃ に て 5 分間プレイ ン キ ュ ベ
- ト後 ､

N A D P H を添加 し (最終濃度 0 . 5 m M ) 反応 を開始させた ｡ イ ンキ エ ペ - シ ョ

ンは 3 7 ℃ にて 5 分間行い ､ 1 2 N 水酸化ナトリウム 0 . 5 m l を加え反応を停止

した ｡ 生成物を酢酸エ チ ルに て抽出後､ 内部標準物質として gl y ci n e x yli di d e

を添加 し ､ 0 .0 1 N 硫酸に串っ て水相 へ 逆抽出した . 酢酸エ チルを除去した の

ち , 0 .0 1 N 水酸化ナトリウム で中和し ､ 蒸発乾国後､ 蒸留水に溶かし H P I + C

に付した ｡ H P L C による定量は1 カ ラム に h e rt sil O I) S を用 い ､ カラム温度

40 ℃で行 っ た ｡ 移動相にアセ トニ トリル : 0 . 1 M リ ン酸緩衝液 p H 3 .0 (1 5 :8 5 ,

v/ v) を用い ､ 流速は 1 . O m l/ mi n とした . U V による検出は 2 1 0 n m で行 っ た .
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出⊥J 迦 乱孟

C Y P 2 D 6 含量は ､ 抗ラ ッ ト P 4 5 0 U T - H ( C Y P 2 D l) 抗体 を用い たイ ムノブロ

ッ トにより測定した 【6 0] o ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ
ー ム中の 5 p m ol の P 4 5 0 の 染色

強度を1 Ⅵ n it とした ｡

堤 + _ 基盤藍星山三真底迫よる適度畠 地 象出

代謝の速度論的パ ラメ -

夕 (正 m , V m a x) は ､ 山 岡ら 【6 1] の 非線形最小 二 乗

法プロ グラム
"

M ul ti
"

を用い た
.
, S i m p l e x 法で 求めた .
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第3 章 Ci n n a ri z in e お よび n u n a ri z in e の 行動薬理学的作用の 比

較 ･

P a r ki n s o ni s m の 症状は ､ 錐体外路系の 障害 ( ド - バミ ン活性の低下) に基

づく運動 量および運動協調 性 の 低下 を特徴とす る 【9] o 臨床 に お い て ､

n um a ri zi n e の 投与量 は ci n n a ri zi n e の 1/ 1 0 か ら 1/2 0 ( モル換算) にもかかわ

らず､ n un a ri zi n e 服用 患者にお ける p a r k i n s o n is m の 発現頻度は､
ci n nよri zi n?

服用患者におけ るよりも高い ｡

実験動物における両薬物の 運動障害作用を比較した研究として は , 宮崎 ら

[6 2] が マ ウス , ラ ッ トおよびイ ヌ を用い た高投与量 (数百 - 数千 m gJ k g) で

の 毒性試験の なかで ､

- 般症状 として 自発運動の 減少が見られ ､ そ の 作用 は

fl u n a ri zi n e の 方が強い こ とを報告して い る . 両薬物の運 動量お よび運動協調性

に及ぼす作用を直接比較した研究 とし て は ､ 山田ら【6 3】 が ､ マ ウス を用 い ､

回転篭法､ アニ メ ッ ク ス法､ 回転棒法､ 懸垂結および斜面法に より ､ fl u n a ri zi n e

甲方が運動量お よび運動協調性の低下作用が強い こ とを示して い る o マ ウス に

おける ci n n a ri zi n e お よび fl u n a ri zi n e の 体内動態に 関する知見はなく ､ 両薬物

の 運動量 と運動協調性に及ぼす作用 の善が ､ 体内動態的要因による もの か ､ 薬

理学的活性の違い に よる もの か は推定で きない ｡

本章で は ､ ヒ トと代謝甲^
o

タ ー ンが類似して い た W i st a r 系雌ラ ッ トを用 い ､

ci n n a ri zi n e または fl un a ri zi n e 連続投与時 の 両薬物の錐体外路系 の運動調節機

構に及ぼす作用を比較したo

さらに, ci n n a ri zi n e および fl u n a ri zi n e は , フ ェ ニ ル アルキルア ミ ン構造を

有し ､ 抗精神病薬と構造上 の類似性が高い こ とより､ 抗精神病薬と同様に線条

体の ド - バ ミ ン レセプタ ー

を遮断して p a rk i n s o ni s m を惹起する可能性が考え

られ る o そ こ で ､ ド ー バ ミ
.
ン レセ プタ ー

の 選 択的 なア ゴ ニ ス トで あ る

a p o m o rp h i n e [6 4] を用 い ､ ド
- ^

o

ミ ン レセプタ ー に対する ci n n a ri 21i n e および

fl u n a ri zi n e の遮断効果をi n vi v o で 比較した ｡

5 5



第1 節 Ci n n a ri zi n e または fl u n a ri zi n e 連続投与時の行動薬理学的作用

ヒ トと代謝 の パ タ ー ン が 類似 し て い た W i st a r 系雌 ラ ッ ト を 用 い ､

ci n n a ri zi n e または 凸I m a ri zi n e 連続投与時の 両薬物の 運動量と運動協調性に及

ぼす作用を比較した ｡ 薬理作用 として は ､ カタ レプシ ー 惹起作用 ､ 運動協調性

に対する作用および行動活性をそれぞれ bi g b b a r t e st 法 ､ 回転棒法 ( r ot a r o d

揺) およびオ - プンフ ィ ー ル ド法で測定した ｡

カタ レプシ ー とは､ 動物が持続的に異常な姿勢を
一

定時間 とり続ける こ とを

指し､ これを測定する には､ 水平 に渡した棒に マ ウス や ラ ッ トの前肢をかけさ

せ るな どして ､ こ の ような無塵な姿勢を 3 0 秒以上保持する場合をカタ レプシ
-

陽性と判断する (hi gh b a r t e st 法) 【6 5】. なお ､ 抗精神病薬 の カ タ レプシ ー

惹起作用はp a rk i n s o n i s 血 誘発効果 と相関関係を示す ことが知 られ て い る [6 6 ,

6 7] ｡

回転棒法 は, p a 止i n s o 血 s m な ど錐体外路作用や筋弛緩作用などの評価に用

い られる 【6 8 , 6 9】｡ 水平 に支えられた 回転棒上に動物を回転と逆向きに置くと ､

正 常動物は 一

定時間回転にあわ せ て歩行す る こ とがで き るが ､ 運動協調性の 障

害があれば容易に落下するようになる ｡

オ
ー プンフ ィ ー ル ド法は ､ マ ウスや ラ ッ トの 探索行動やそ の他の 常勤行動 の

変化を観察する方法で ある 【6 5】｡ 装置は ､ 直径 6 0 c m の 底面 を 1 9 区画 に 区切

つ たバ ケツ状の も の で あり ､ 一 定時間内に区画を横切 っ た数 (a m b u l ati o n) と

立 ち上が り動作 (T e a;i n g) を運動 量と して評価する o

【実験結果 ･ 考察】

W i st a r 系雌ラ ッ トに ci n n a ri zi n e ( 2 0 - 4 0 0 p m oln i g) また は n u n a ri zi n e ( 5

- 4 0 p m ol & g) を 1 日 1 回 1 5 日間連続経口投与した o 薬物 を 1 , 5 , 1 0 および

1 5 回 目投与 2 4 時間後にカタレプシ ー 惹起作用 (T a bl e 1 5) お よび運動協調性

に対する作用 (T a b l e 1 6) を測定した. F l u n a ri zi n e につ い て は , 1 0 p m ol a g 以

上 の 投与量で カタ レプシ -

の 惹起お よび運動協調性の低下が認められ たが ､

ci n n a ri zi n e で は ､ 4 0 0 け m Ol/k g 投与群にお いて 1 0 日以 降に 6 匹中1 匹に こ れ

らの 効果が認められたの みで あ っ た｡ 1 0 日目 の結果より算出したカタ レプシ ー

の 惹起お よび運動協調性抑制作用における E D 5｡ は, 且u n a ri zi n e で 2 3 . 5 お よび

5 6



T a bl e 1 5 C a t al ep t o g e n i c eff e ct s of ci n n a ri zi n e a n d n u n a ri zi n e i n

fe m al e W i st a r r a t s

T r e a t m e n t D o s e l n ci d e n c e of c at al e p s y

( p m o u k g) 1 d a y 5 d a y l O d a y 1 5 d a y

V e bi cl e

C i h n a ri zi n e

F l u n a ri zi n e

0 / 6 0 / 6 0 / 6 0 / 6

2 0 0 / 6 0 / 6 0 / 6 0 / 6

10 0 0 / 6

2 0 0 0 / 6

40 0 0 / 6

5 0 / 6

1 0 0 / 6

2 0 0 / 6

4 0 1 / 6

0 / 6 0 / 6 0 / 6

0 / 6 0 / 6 0 / 6

0 / 6 1 / 6 1 / 6

0 / 6 0 / 6 0 / 6

2 / 6 1 / 6 2 / 6

2 / 6 3 ノ6 2 / 6

3 / 6 4 / 6 2 / 6
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2 5 . 0 LL m OIJk g で あっ たが ､ cin n a ri zi n e で は 4 0 0 けm Ol/k g 以上 で あ っ た(T a bl e

1 7) 0

さ らに､ 薬物を 1 5 回目投与 2 4 時間後に オ - プン フ ィ -

ル ド法 に より行動活

性を観察した (T a b l e 1 8) o Fl un a ri zi n e は 1 0 p m ol 収g 以上 の 投与量 で運動量

( a m b ul a ti o n) を有意に抑制したが ､ ci n n a ri zi n e で は ､ いずれの 用量 にお い

て も抑制効果は認められなか っ た ｡
1

以上の 結果より ､ n u n a ri zi n e は ci n n a ri zi n e に比 べ W i s t a r 系雌ラ ッ トにお

けるカタレプシ
ー 惹起作用 , 運動協調性抑制作用および行動活性抑制作用が強

く ､ ヒ トにお い て p a r ki n s o n i s m を引 き起 こす可能性が高い こ とが示された｡
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T a bl e 1 7 E I) 5 0 v al u e f o r ci n n a ri zi n e a n d fl u n a ri zi n e o n

c at al ep s y an d r ot a r o d p e rf o r m an c e

T ∫e a t Ⅲ1 e n t E I) 5 0 (p m ol/k g)

c at al ep s y r ot a r o d

C i n n a ri zi n e 4 0 0 < 4 0 0 <

F l u n a ri zi n e 2 3 .5 2 5 . 0
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T a bl e 1 8 E fib ct s of ci n n a ri zi n e a n d n u n a ri zi n e o n a m b ul ati o n a n d

r e a ri n g of W i st a r f e m al e r a t s i n o p e n -fi el d t e st

T ∫e at m e n 七 D o s e a m b 111 a ti o n r e a ri n g

(LL m Ol 化g)

V e hi cl e

C i n n a ri ∑i n e

Fl u n a ri zi n e

2 0

1 0 0

2 0 0

4 0 0

5 3 . 5 土 4 . 6

5 7 . 8 土 8 .3

5 1 . 0 土 9 . 9

6 1 . 5 土 7 . 4

4 3 . 8 土 9 . 8

5 4 4 . 8 士 3 . 8

1 0 2 0 . 8 土 3 . 3
★★

2 0 3 1 . 0 土 3 . 8
☆ ★

4 0 3 6 . 7 土 5 . 7
☆

1 0 . 0 土 1 . 5

l l . 8 士 2
. 8

1 3 . 3 士 3 . 3

1 2 . 3 土 1 . 7

6 . 8 土 2 .

.3

1 0 . 7 土 1 . 5

6 . 0 A: 1 . 5

6 . 8 士 1 .6

6 . 8 士 1 . 3

E a c h v al u e r e p r e s e n t s th e m e a n 土 S . E . ( N = 6) . S i g ni fi c a n t diff e r e n c e

f r o m v e hi cl e g r o u p w a s d et e r mi n e d w it h M a n n - W h it n e y U
-t e st (

☆

p <

0 . 0 5
,

* *

p
< 0 . 0 1･) .
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第 2 節 A p o m o rp bi n e に より誘発され る 常 同行動 の抑制効果

抗精神病薬により , p a 血 n s o n i s m が惹起され る ことは古く か ら知られ て お

り ､ そ の発症機序は , 抗精神病薬が黒質線条体系 の ド
- バ ミ ンレセプタ ー を遮

断する ためと考えられて い る 【1 0 - 1 3] ｡ F l u n a ri zi n e および ci n n a ri zi n e は, ど

ベ ラ ジン環をも つ フ ェ ニ ルア ル キル ア ミ ン構造を有し ､ 抗精神病薬と構造上 の

類似性が高い こ とより ､ 両 薬物は抗精神病薬と同様 に ド ー パ ミ ン レセプタ ー を

遮断して ､ p a rk i n s o ni s m を引き起 こす可能性が考えられ る ｡

ド
- バ ミ ン レセプタ ー

の 選択的なアゴニ ス トで ある a p o m o r p hi n e をラ ッ ト

に投与する と､ 探索行動の増加 ､ 床 をさか んに喚ぐ (s n if B n g) ､ ケ
-

ジをな め

る ¢i cki n g) な どの 常同行動が発現する ｡ こ の 常同行 動 は , 抗 ド
- バ ミ ン作用

が -強 く ､ 副 作用 と し て
●

p a rki n s o n i s m を 引 きお こ す こ と が知 られ て い る

h al o p e ri d ol や p erp h e n a zi n e な どにより顕著に抑制され る [6 5] o 本節 で は ､

a p o m o rp hi n e による常勤行動 を通して ､ i n vi v o にお ける ド ー パ ミ ン レセプタ

ー に対する fl u n a ri zi n e お よび ci n n a ri zi n e の 遮断効果を比較 した ｡

【実験結果】

2 - 1 C i n n a ri zi n e また は fl u n a ri zi n e 単回投与時 の a p ､
o m o rp h i n e 誘発 常同行動

の抑制効果

W i st a r 系雌ラ ッ トに ci n n a ri zi n e (1 0 0 , 5 0 0 および 2 0 0 0 p m o u k g , p . o .) また

は fl u n a ri zi n e (2 5 , 5 0 お よび 1 0 0 p m ol瓜g , p . o .) 投与2 時間後に a p o m o rp h i n e

( 2 m かk g , i . p .) を投与し ､ 常 同行動を観察し ､ C o st all と N a yl o r の方法 【7 0]

に従 っ て ス コ ア -

化した.

A p o m o rp hi n e に よ り 誘発され る常同行動 に及 ぼす fl u n a ri zi n e お よ び

ci n n a ri zi n e 投与の 効果を ､ それぞれ Fi g . 1 4 お よび Fi g . 15 に示 した . 溶媒の

みを投与した対照群に 比 べ ､ cip n a ri zi n e 1 0 0 Ll m Ol戊g 投与群で a p o m o rp hi n e

投与後 3 0 - 3 5 分 ､ 5 0 0 LL m O u k g 投与群で 2 5 - 3 0 分, 2 0 0 0 ト皿 O u k g 投与群で

3 0 - 4 0 分にそれぞれ有意な抑制が観察されたが ､ 明確な投与量依存性は認 め

られなか っ た (Fi g , 1 4) .
一

方 ､ 2 5 , 5 0 お よび 1 0 0 Ll m Oln i g の fl un a ri zi n e 投与

により ､ 常同行動は対照群 に比 べ ､ い ずれの 測定時間にお い て も用量依存的に
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A p o m o rp h i n e a 七 a d o s e of 2 m g n i g W a s g i v e n i n t r a p e ri t o n e all y t o r a t s
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L 皿 01 a g ci n n a ri zi n e ･ T h e i n t e n sit y of st e r e o七y p y w a s s c o r e d b y th e

m et h o d of C o st all a n d N a yl o r [ 7 0】. E a ch v al u e r e p r e s e n t s t h e m e a n 土

S ･ E ･ ( N = 5) ･ T h e st ati sti c al si g n ifi cA n c e a s c o m p a r e d t o c o n t r ol (由) w a s

e sti m at e d b y M a n n
- W hit n e y U Jt e s t ･

☆

p
< o ･ o 5 ,

* *

p < 0 ･ 0 1 ･
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S . E . ( N = 5) . T h e st ati sti c al si g n ifi c a n c e a S C O m P a r e d t o c o n t r ol ( @) w a s

e sti m at e d b y M a n n - Wh it n e y U
-t e s t .

*

p
< 0 . 0 5 ,

* *

p
< 0 .0 1 .
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有意に抑制された (F ig . 1 5) 0

2 - 2 C i n n a ri zi n e または fl u n a ri zin e 連続投与時の a p o m o r p hi n e 誘発常同行動

の抑制効果

W i st a r 系雌ラ ッ トに ci n n a ri zi n e また は 丑u n a ri zi n e 2 0 p m oln ig を 1 日 1 回
`

1
,
5
,
1 0 ま た は 1 5 日 間 連続経 口 投与 し , 各最終投与 の 2 4 時 間後も羊

a p o m o rp hi n e ( 2 m g 他g ,i . p .) を投与して常同行動を観察した . 常同行動の ス コ

ア
-

の最大値は ､ fl un a ri zi n e 投与で は寝時的に小さくな っ たが ､ ci n n a ri zi n e

投与で は影響がなか っ た ( Fi g . 1 6) .

【考察】

Fl u n a ri zi n e の ド
ー パ ミ ン レセプタ ー に対す る作用に関し て は ､ マ ウス の

ap o m o r p hi n e 誘発 ケ
ー ジ ･

クライ ミ ング､ m e th a m p h et a mi n e 投与 による運動

冗進 ､ 片側線条体被壊 マ ウス の a p o m o rp hi n e または m et h a m p h et a mi n e 誘発

旋回運動 をいずれも抑制す る こ とが報告され て い る 【7 1] ｡ また ､ ラジオ レセ プ

タ
ー

ア ッ セイ に より ､ fl u n a ri zi n e はラ ッ ト線条体ド ー パ ミ ンレセプタ ー に結合

す る こ と が確か め られ て い
'

る 【1 4 , 1 5】.
一 方 ､ ci n n a ri zi n e に 関 して は ､

ci n n a ri zi n e の 連続投与 で ラ ッ ト線条体 の ド ー パ ミ ン レセプタ ー

量が増加 し た

とする報告 【7 2】 があ る
一

方で , ci n n a ri zi n e はマ ウス の a m p h et a m i n e 投与に

よる運動冗進を抑制せず【7 3] , ci n n a ri zi n e の ド
-

^
o

ミ ン レセプタ ー

ヘ の 関与

につ いて は ､ い まだ明 らかで はな い ｡ 本節で は､ ド - バ ミ ン レセプタ -

の 選択

的なアゴ ニ ス トで ある a p o m or p hi n e 【6 4】 を用 い ､ ラ ッ トi n vi
-

v o にお い て ､

ド
-

^
o

ミ ン レセプタ ー に対する ci n n a ri zi n e お よび fl u n a ri zi n e の 遮断効果を比

較した ｡

F l u n a ri zi n e の 単回投与 2 時間後にお い て ､ a p o 皿 O r P hi n e により誘発される

常同行動に対する fl u n a ri zi n e の 抑制効果は強く ､ しかも用量依存的であ っ た ｡

一 方, ci n n a ri zi n e の 抑制効果は ､ fl un a ri 2;i n e に比 べ 著しく弱く ､ ci n n a ri zi n e

2 0 0 0 p m ol & g 投与時 にお ける抑制効果は ､ そ の 1/8 0 の 用 量 に相当する

fl un a ri zi n e 2 5 l 皿 Ol 瓜g 投与時よりも弱か っ た ｡ こ の ことより ､ fl u n a ri zi n e の

p a rk i n s o ni s m 惹起作用は ､ ci n n a ri zi n e に比 べ て 強い こ とが示唆された ｡
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また, fl un a ri zi n e を連続投与した場合､ 投与 2 4 時 間後の a p o m o rp h i h e に

より誘発される常同行動 に対する n u n a ri zi n e の 抑制効果は､ 投与 日数の増加

により強くな っ た. これは､ fl u n a ri zi n e の 連続投与 に より､ 薬物が体内に蓄積

する こと により ､ 常同行動 の抑制効果も強くな っ たた めと考えられた 0

C in n a ri zi n e とfl u n a ri zi n e の 常同行勤抑制効果 の差は ､ 両薬物の 線条体にお

ける ド ー パ ミ ン レセプタ -

へ の 結合親和性 の差によるも の と考えられる が､ 線
l

条体中の 両薬物濃度の差に起因して い る可能性もある o また ､ p a rki n s o mi 甲

の 発現には ､ 母化合物の みな らず､ こ れ らの 代謝物の 関与も考慮に入れなけれ

ばならない ｡ 従 っ て ､ 両薬物の線条体 へ の移行性の違 い ､ 線条体中濃度を左右

する代謝や吸収率の違い等の体内動態につ い て も詳細 に比較検討する必要があ

る ｡
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小 括

ヒ トと代謝 の パ タ ー ン が 類似 し て い た W i st a r 系 雌 ラ ッ ト を用 い ,

ci n n a ri zi n e また は凸 un a ri zi n e の 錐体外路系 の 運動調節機構に及ぼす作用を比

較した o さ ら に ､ ド
ー パ ミ ン レセ プタ ー

の 選 択的 な ア ゴ ニ ス ト で あ る

a p o m o r p hi n e を用 い ､ ド
- バ ミ ン レ セ プタ - に対 す る ci n n a ri zi n e お よ び

皿u n a ri zi n e の 遮断効果をin v i v o で 比較し以下 の知見を得た .

1) W i st a r 系雌ラ ッ トにお い て fl u n a ri zi n e は ci n n a ri zi n e に比 べ カ タ レプシ ー

惹起作用 ､ 運動協調性抑制作用および行動活性抑制作用が強く ､ ヒ トにお い て

p a r ki n s o n i s m を引き起 こす可能性が高 い こ とが示 された 0

2) C i n n a ri zi n e お よびfl u n a ri zi n e は a p o m o rp h i n e に より誘発され る常同行動

を抑制す る こ とより ､ ci n n a ri zi n e お よびfl u n a ri zi n e が誘発す るp a r k i n s o ni s m

は ､ 両薬物に よる ド - バ ミ ン レセプタ ー

の 遮断によ る と推定された o また ､ そ

の 遮断作用は､ fl u n a ri zi n e が ci n n a ri zi n e よりも強 い と考えられた o

以上 ､ fl u n a ri 2;i n e は ci n n a ri zi n e よりも ド
ー パ ミ ン レセプタ ー

の 遮断作用が

強く ､ p a rk i n s o ni s m を引き起 こす作用が強 い こ とが W i st a r 系雌ラ ッ トを用 い

たi n vi v o 実験 で 明らかとな っ た ｡
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実験の部

1 .

1 0
- 1 3 週令の W i st a r 系雌ラ ッ ト ( 日本S 工｡C ㈱) を用い た｡ 動物は実験期

間を通して
一 定環境下 (室温 2 3 - 2 5 ℃ ､ 明期 : 午前 7 時 - 午後 7 時) で飼育

し､ 固型飼料 ( オリ エ ンタル酵母㈱ ､ M F ) および水は自由に摂取さ せた ｡

2 .

F l un a ri zi n e h y d r o chl o ri d e お よび a p o m o rp h i n e h y d r o c hl o ri d e は Si g m a 社

より ､ ci n n a ri zi n e お よびア ラ ビアゴム 末は和光純薬工業㈱より購入した.

そ の 他の 試薬 は , 市販の特級試薬を使用 した ｡

3 .

ロロ

回転棒法に よる運動協調性の 測定には , ㈱夏目製作所製 K N - 7 5 型 r ot a r o d( 棒

の 直径 9 c m ) を用 い た ｡.

A + _ カ旦 出 激崖

1 群6 匹の W i st a r 系雌ラ ッ トに ci m a ri zi n e ( 2 0 - 4 0 0 LL m Ol瓜g) または

fl un a ri zi n e ( 5
-

4 0 LL m Ol瓜g) を 1 日 1 回 1 5 日 間連続経 口 投与 した ｡

C i n n a ri zi n e お よび fl un a ri zi n e は ､ 5 % ( w / v) アラ ビア ゴム に懸濁 し､ 5 m l a g

の 容量 でゾンデを用 い て強制的に経 口投与した . . カタ レプシ ー 惹起作用および

運動協調性に対す る作用は ､ 薬物投与 1 , 5 , 1 0 まは び 1 5 回目 の 2 4 時 間後に測

定し ､ 行動活性に対する作用 は薬物投与 1 5 回 目の 2 4 時間後に測定した o

1) カタレプシ ー 惹起作用

高さ 1 2 - 1 6 c m で 水平 に渡した鉄棒 (直径3 m m ) にラ ッ トの 前肢をか

けさせ ､ こ の 姿勢を3 0 秒以上保持した場合をカタ レプシ ー

陽性と した ｡

2) 運動協調性に対する作用

R ot a r o d 装置 の 棒の 回転数を毎分 8･ 回転とし ､ ラ ッ ト壷の せ 2 分間まで

観察し､ 落下時間を測定した ｡ 試験は 3 回行い , 中間値をそ の ラ ッ トの 落

下時問 とした ｡

3) 行動活性に対する作用

直径 6 0 c m の 底面を 1 9 区画 に区切 っ たバケツ状の装置 にラ ッ トを入れ ､
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3 分間 の 間 に 区 画 を横切 っ た 回数 ( a m b ul a ti o n) と 立 ち 上 が り動作

(r e a ri n g) を行 っ た回数を測定した ｡

畠+ _ _ 虫 迎 塾旦王旦辿 旺 追よ旦透盈豊艶亙監鼠径塾旦迎乱数墓

C i n n a ri zi n e お よびn u n a ri zi n e は ､ 5 % ( w / v) アラ ビア ゴム に懸 濁 し, 5 m 比 g

の 容量 でゾンデを用 いて強制的に経 口投与した ｡ A p o m o rp b i n e は生硬食塩水に

溶解し ､ 5 m u k g の 容量で腹腔内に投与した .

c i n n a ri zi n e または n u n a ri zi n e 単回投与時の常向行動抑制効果は ､ ラ ッ トに

ci n n a ri 2;i n e ( 1 0 0 , 5 0 0 お よび 2 0 0 0 p m oLrk g) または fl u n a ri zi n e ( 2 5 , 5 0 および

1 0 0 p m ol 瓜g) 投与 2 時間後に a p o m o r p h i n e ( 2 m g 収g) を投与 し､ 常 同行勤を

観察した ｡

- C i n n a ri zi n e または n u nチ
ri zi n e 連続投与時の常同行勤抑制効果は ､ 1 群 5 匹

の W i st a r 系雌ラ ッ トに ci n n a ri zi n e または 且 un a ri zi n e 2 0 p m ol/k g を 1 日 1 回

1
,
5
,
1 0 または 1 5 日間連続投与し, 各最終投与 の 2 4 時間後に a p o m o rp h i n e

( 2 m g 舷g) を投与して常同行動を観察した o

常同行動 の観察は ､ ラ ッ トを木くずを敷い た透明なプラス チ ッ クケ ー ジ (縦

2 5 × 横 5 0 × 高さ 2 0 c m) に入れ ､ 6 0 分間 にわた っ て ､ 5 分 ごとに 9 0 秒間行 っ

た ｡ 常同行動は ､ C o st all と N a yl o r の 方法【7 0] に従 っ て 次の よう にス コ ア -

化した. 0 : 生理食塩水投与ラ ッ トと同様 の行動, 1 : 断続的 s nif A n g ( 臭い

か ぎ運動) ある い は持続的探索行動 ､ 2 : 持続的 s n if a n g お よび断続的探索行

動 ､ 3 : 持続的 s mi frl n g ､ 断続的 1ic k i n g ( なめ る行動) , 断続的 g n a w i n g ( か

じる行動) お よび断続的もiti 喝 ( 噛む行動) が認 め られ ､ 探索行動は短期間し

か認められない ｡ 4 : 持続的1i c k i n g ､ 持続的 g n a w i n g お よび持続的biti n g が

認 め られ ､ 探索行動は認められな い ｡
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第4 章 C in n a ri z in e お よ fl u n a ri zi n e とそれらの代謝物の ド ー パ

ミ ンレセ プタ
- および ムス カリ ン性アセ チ ル コ リ ン レセ プ

タ
ー

ヘ の結合

P a rk i n s o ni s m は､ 異質線条体系 にお い て ド -

/てミ ン作働性ニ ュ ー

ロ ンの 活

性が低下し ､ 相対的にコ リ ン作動性ニ ュ -

ロ ン の活 性が優位にな っ た時に発現
l

する 【8 , 9] o 薬物が副作用として 引き起 こすp a rki n s o 血s m と して は ､ 抗精神

病薬の例が良く知られて い る [1 0 , 1 1] o 抗精神病薬は ､ 線条体の ド ー パ ミ ン D 2

レセ プタ - ( D 2 - R) を遮断する こ と により ､ ド -

/ てミ ン作働性 ニ ュ -

ロ ンの 活

性を低下させ p a 血 n s o 血s m を引 き起こす ｡ また抗精神病薬は同時にムス か+

ン性ア セチル コ リ ン レセプタ ー ( m A C h R ) の 遮断作用 も有してお り , この 抗

コ リ ン作用が強い もの はどp a rk i n s o n i s m の 発現頻度が低い ことが知られて い

る 【7 4 , 7 5】. すなわち ､ 抗精神病薬が合せ持 つ D 2 戊 遮断作用 と m A C h - R 遮断

作用 の相対的な強さの違 い により ､ 抗精神病薬 の p a rk i n s o mi m 惹起力が決定

軍れ る 【1 1 , 1 3 , 7 4】o こ の ような考えに基づき ､ ci n n a ri zi n e お よび fl u n a ri zi n e

に よる p a 血 n s o 血 s m 発現 の機構を調 べ る 目的で ､ 両薬物とそれらの代謝物 の

ラ ッ ト線条体の D 2 - R および 血 A C h - R へ の 結合性につ い て比較検討した ｡
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第1 節 ラ ッ ト線条体ド ー パ ミ ン D 2 レセ プタ ー ( D 2 - R) ヘ の 結合

遺伝子 工学の進歩に伴い ､ 現在まで ド - バ ミ ン レセプタ ー は 5 種類の サブタ

イプ(I) 1 , D 2 , I)3 , D 4 , D 5) が ク ロ
ー

ニ ン グされ て い る 【7 6 - 8 0] が ､ 構造上 の 特

徴と薬理学的リガ ンド要求性か らI)1 群 ( D l , I) 5) と D 2 群 (I) 2 , D 3 , D 4) の

2 つ に分類されて い る [8 1 , 8 2] . D l - R は主 に線条体 , 側坐核 ､ 嘆結節に , D 5 . R

は海馬と視床下部に存在し ､ い ずれもア ゴニ ス トの 刺激に より アデニ ル酸シタ

ラ
ー

ゼ活性を促進する . D 2 1 R は線条体 ､ 側坐核 ､
'

喚結節に局在し､ ア ゴ ニ ス

トの 刺激により アデニ ル酸 シク ラ - ゼ活 性を抑制する ｡ D 3 - R は側坐核､ カ レ

ハ 小島､ 喚結節などに分布し､ D 4 - R は大脳皮質前頭葉な どに分布 して い るが ､

両 レセプタ ー

の 関連して い る細胞内伝達機構に つ い て は未だ明らかで な い .

ド
ー パ ミ ンによる行動薬理学的な調 節は､ D l レセ プタ ー

サ ブフ ァ ミ リ -

と

I) 2 レセプタ ー サ ブフ ァ ミリ
ー

の 協調作用 に より行われ る [8 3 , 8 4] が ､ 抗精神

病薬が引き起こすp a 血 n s o n i s m は､ 線条体 の D 2 - R の 遮断による も の と考え

られ て い る 【1 3 , 85] ｡

Fl u n a ri 2;i n e に つ い て は ､ す で に ラ ジオ レ セ プタ - ア ッ セ イ に よ り ､

fl u n a ri zi n e はラ ッ ト線条体 D 2 - R に結合 し､ I) 1 1 R に は結合しない ことが確か

められ て い る [1 4 , 1 5] ｡
一 方､ ci n n a ri zi n e や 両薬物の代謝物 の ド ー パ ミ ン レセ

プタ ー

の結合性に つ い て は未だ明らか で はな い ｡

本節 で は､ D 2 - R に高い 親和性を有す る [3 H] Y M - 0 9 1 5 1 - 2 [8 6】 をリガン ドと

して用 いたラジオ レセプタ ー ア ッ セイ に より , ci n n a ri zi n e お よび fl un a ri zi n e

とそ れら の 代謝物 の ラ ッ ト線条体 D 2 - R へ の 結合性を比較検討 した ｡ な お

[3王可Y M -0 9 1 5 1 - 2 は, D 4 - R に対 して も高 い親和性を有する [7 8 , 8 5】 が , D 4 -

R が線条体にほとんど分布しな い こ と 【7 8 , 8 2] と､ D 2 - R の み に対して選択的

なリガン ドが手 に入らなか っ たた め この リガン ドを用 い た ｡

【実験結果 ･ 考察】

【3 H] Y M - 0 9 1 5 1 - 2 の D 2 - R へ の 結合に対する ､ ci n n a ri zi n e とそ の 代謝物の 阻

害効 果 を 代表 的な 抗 精神 病 薬 ( h al o p e ri d ol , ch l o rp r o m a zi n e お よ び

t hi o ri d a zi n e) の 結果とともに Fi g . 1 7 に示 した o F l u n a ri zi n e とそ の 代謝物 に

つ い て も同様な阻害曲線を求め ､ F ig . 1 8 に示 した o C i n n a ri zi n e お よび
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F ig . 1 7 C o m p etiti o n c u r v e s f o r th e i n h ibiti o n bf [3 E ] Y M - 0 9 1 5 1 - 2 bi n di n g

b y ci n n a ri zi n e , it s m et a b olit e s a n d ty pi c al n e u r ol ep ti c s i n r at st ri at al

m e m b r a n e s .

T h e m e m b r a n 甲 (0 . 1 m g/ m l) w e r e 阜n c u b a 七e d W ith 0 . 1 n M [
3
耳】Y M - 0 9 1 5 1 - 2

an d v a ry l n g C O n C e n t r ati o n of c o m p o u n d s f o r 2 0 m i n at 3 7
o

C . C o n t r ol

bi n di n g w a s m e a s u r e d i n th e a b s e n c e of c o m p o u n d s . D at a p oi n t s a r e t h e

m e a n s of t h r e e i n d e p e n d e n t e x p e ri m e n t s , e a c h p e rfTo r m e d i n d u pli c at e .

㊨
,
C i n ムa ri zi n e ; A , C - 1 ; 顔, G - 2 ; 令, C - 3 ; V , C - 4 ; ○, C - 5

,

･

A
,
C N P ;

□
,
h al o p e ri d ol ; ◇, ch l o rp r o m a zi n e ; ∇ , t h i o rid a zi n e .
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F i g . 1 8 C o m p etiti o n c u rv e s fo r t h e i n h ibiti o n of [
3
H] Y M - 0 9 1 5 1 - 2

b i n di n g b y fl u n a ri zi n e , it s m et a b olit e s a n d ty p i c al n e u r ol e p ti c s i n r at

st ri a t al m e m b r a n e s .

T h e m e m b r a n e s (0 . 1 m g/ m l) w e r e i n c u b a t e d w it h 0 . 1 n M [
3 H ] Y M -

0 9 1 5 1 - 2 a n d v a r y l n g C O n C e n t r a ti o n of c o m p o u n d s 丑) r 2 0 m i n at 3 7
o

C .

C o n t r ol bi n di n g w a s m e a s u r e d i n t h e a b s e n c e of c o m p o u n d s . D a t a

p oi n t s a r e t h e m e a n s of th r e e i n d e p e n d e n t e x p e ri m e n t s , e a c h

p e rf o r m e d i n d u p li c at e . ◎
,
F l u n a ri zi n e ; A , F -1 ; 臥, F

- 2
,

･

㊨
,
F - 3

,

･

o
,
F - 5

.

; A , G N P ; □, h al o p e rid ol ,
◇
,
c hl o r p r o m a zi n e ; ∇ ,

t hi o rid a z l n e .
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凸 un a ri zi n e の 代謝物として は ､ 第 2 章 の 代謝研究で使用 した代謝物 ( C - 1
,
C -

2
,
C - 3

,
C - 4

,
. C - 5

,
F - 1 , F - 2

,
F - 3

,
F - 5) の 他 に , C - 3 ある い は F - 3 が生成する脱ア

ルキル化反応におけ るも う 一 方の 生成物で ある ci n n a m ylp ip e r a zi n e (G N P)

につ いて も検討した o 得られた阻害曲線の H ill p l ot より IC 50 を求め ､ さらに

C h e n g と P r u s off の 方法【8 7] で m 値 を算出した (T a bl e 1 9) o

H ill 係数は , いずれ も約1 で あ っ た . E i 値は ci n n a ri zi n e の 1 3 . 2 n M に対

し 且 un a ri zi n e は 3 .9 6 n M で あり､ ci n n a ri zi n e に 比 べ n u n a ri zi n e の 方が I) 2 -

R に対 し 3 . 3 倍高い 親和性を示した ｡ また シ ンナミル基の ベ ンゼ ン環4 位の 水

酸化体で ある C - 2 およびF - 2 の E i 値 はそれぞれ 3 . 8 7 お よびo .9 0 8 n M で あり ,

とも に母化合物よりもそれぞれ 3 . 4 倍お よび 4 .4 倍高い 親和性を示した｡ これ

らの E i 値は抗精神病薬t h i o ri d a zi n e の 1 . 7 5 n M に匹敵する値 で あ っ た . 一 方 ,

ci n n a ri zi n e の ジフ ェ ニ ルメ チル基の芳香環 の水酸化体 C - 4 の I) 2 - R に対する

親和性は ci n n a ri zi n e の約 1/4 で あ っ た. 脱ア ルキル化体 (C - 1
, C - 3 , C - 5 , F - 1

,

F - 3
,
F - 5

,
G N P) につ い て は ､ 親和性が母化合物よりも著しく低い か , または全

く作用しなか っ た o D 2 - R に対 す る親和性は ､ F - 2 > C - 2 > fl u n a ri zi n e >

ci n n a ri zi n e > C - 4 > F - 1 > C - 1 の順に高か っ た ｡

以上 の結果 より , fl un a ri zi n e は ci n n a ri zi n e に比 べ D 2 - R 遮蔽作用が強く ､

fl u n a ri zi n e は ci n n a ri zi n e に比 べ p a rki n s o n i s m 惹起作用が強い と考 えられた o

また ､ シ ンナミル基の ベ ンゼ ン環4 位 の 水酸化体 ( C - 2 , F - 2) の I) 2 - R に対す

る親和性はそれぞれ の 母化合物よりも高か っ た こ とより ､ p a 血 n s o 血 s m の 発

現に は代謝物も関与して い る 可能性が考えられた ｡
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T a bl e 1 9 C o m p etiti o n b y ci n n a ri zi n e , fl u n a ri zi n e , t h ei r m et a b olit e s

a n d t y p i c al n e u r ol e p ti c s

'

f o r [
8
H ] Y M -0 9 1 5 1 - 2 b i n di n g i n r at st ri a t al

m e m b r a n e s

C o m p o u n d K i ( n M ) n
fI

C i n n a ri zi n e

C - 1

C - 2

C - 3

C _ 4

C - 5

. F l u n a ri zi n e

F - 1

F - 2

F -3

F -5

C N P ･

T h i o ri d a zi n e

C h l o r p r o m a zi n e

H al op e ri d ol

1 3 . 2 土 0 . 4

5 2 6 1 土 1 5 1

3 . 8 7 士 0 . 0 3

> 8 7 6 0

4 6 . 0 土 3 . 3

> 8 7 6 0

3 . 9 6 士 0 . 0 8

5 1 7 土 2 2

0 . 9 0 8 士 0 . 0 6

> 8 7 6 0

> 8 7 6 0

> 8 7 6 0

1 . 7 5 土 0 . 1 3

0 . 6 7 5 土 0 . 0 8 8

0 . 1 2 5 土 0 . 0 2 9

1 . 1 6 土 0 . 0 3

1 . 1 9 士 0 . 0 6

1 . 0 2 土 0 . 0 1

N .I) .

1 . 1 8 土 0 . 0 9

N . D .

1 . 0 1 士 0 . 0 2

1 . 3 6 土 0 . 0 5

1 . 0 0 土 0 . 0 2

N . D .

甲･I) ･

N . D .

1 . 0 8 士 0 . 0 2

0 . 9 6 土 0 . 0 4

0 . 9 8 土 0 . 0 2

E a ch v al u e r e p r e s e n t s t h e m e a n 土 S . E . of th r e e i n d e p e n d e n t

e x p e ri m e n t s c o n d u ct e d i n d u p li c at e . H ill c o ef fi ci e n t s w e r e o b t ai n e d

fr o m t h e c o m p etiti o n c u rv e s b y H ill p l ot . T h e i n h ib iti o n c o n st a n t s

( Ki ) w e r e c al c u l at e d f r o m I C 5 . V al u e s b y t h e m et h o d of C h e n g a n d

P r u s ofF【8 7] . N . D . , n ot d et e r m i n e d .

7 6



第2 節 ラ ッ ト線条体ム ス カリ ン性アセチ ル コ リ ン レセプタ ー ( m A C h - R ) へ

の 結合

ド
- バ ミ ン レセプタ ー と同様に ､ m A C h - R に つ い て も現在まで 5 種類の サブ

タイプ ( M l , M 2 , M 3 , M 4 , M 5) がタ ロ
- 土ン グされて いる 【8 8 - 9 0】｡ 線条体

における M l か ら M 5 の 存在割合は､ それぞれ 3 5 ､ 1 2 ､ 6 ､ 4 5 お よび o . 8 % と

報告さ れ て い る [9 1] ｡ し か し ､ ど の サ ブタ イ プが 抗精神病 轟に よ る

p a r ki n s o n i s m の 発現と関係して い るか は不明で ある [9 2] o
一 方､ m A C h - R の

非選択的なリガン ドで ある [3H] q u i n u cli di n yl b e n zil a t e (【3 H] Q N B) の 線条体

m A C h - R へ の 結合を阻害する作用が強 い抗精神病薬ほどp a r ki n s o n i s m の 発現

率が低い こ とが示されて い る 【7 4 , 75] o C in n a ri zi n e お よび fl un a ri zi n e とそれ

らの 代謝物の m A C b - R へ の 結合性に 関する知見がない こ とか ら ､ 本節で は

【3 H] Q N B をリ ガ ン ドと して 用 い た ラ ジ オ レセ プ タ
ー ア ッ セ イ に より ､

ci m a ri zi n e および fl u n a ri zi n e とそれ らの代謝物の ラ ッ ト線条体 m A C h - R へ

の 結合性を比較検討した｡

【実験結果 ･ 考察】

[3 H] Q N B の m A C b - R へ の 結合 に対する ci n n a ri zi n e とそ の 代謝物の 阻害効

果を代表的な抗精神病薬 (h al o p e ri d ol , c hl o rp r o m a zi n e および t hi o ri d a zi n e)

の結果 とともに Fi g . 1 9 に示 したo F l u n a ri zi n e とそ の 代謝物 につ い て も同様な

阻害曲線を作成した ( Fig . 2 0) o T a bl e 2 0 に示すように H ill 係数は ､
い ずれ

も約1 で あ っ た o C i n n a ri zi n e の K i 値は 4 9 3 n M で あり､ fl u n a ri zi n e の 1 2 8 7

n M に比 べ 2 . 6 倍高い親和性を示した o C - 1
, C - 2

,
F - 1 お よび F - 2 の親和性は母

化合物の 1 .6 - 3 . 7 倍で あ っ た ｡
一

方 ､ C - 4 の 親和性は ci m a ri zi n e の 約 1/2 で

あり ､ 他の 代謝物は m A C h - R に対し全 く作用しなか っ たo m A C h - R に対する

親和性は ､ C - 2 > C - 1 > F - 2 > ci n n a ri zi n e > F - 1 > C - 4 > fl u n a ri zi n e の 順に高か

っ た ｡

以上 の結果 より ､ ci n n a ri zi n e は fl un a ri zi n e に比 べ m A C h - R 遮断作用が強

く ､ ci n n a ri zi n e は fl un a ri zi n e に比 べ p a rk
,
i n s o ni s m 発現の 抑制作用がより強

い と考えられた ｡
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宣
bJ)

F]

追
F]

追
Fq

a
@

冒
∩

+ _ _ .J

0 0

8 0

6 0

4 0

2 0

0

- 1 1 ･ 1 0 - 9 ･ 8 - 7 - 6 - 5 - 4

L o g [ c o m p o u n d] ( M )

F i g . 1 9 C o m p e titi o n c u r v 占s f o r th e i n h ib iti o n of [
3 H ]Q N B bi n di n g b y

ci n n a ri zi n e
,
it s m et a b olit e s a n d t y p i c al n e u r ol e p ti c s i n r a t st ri a t al

m e m b r a n e s .

T h e m e m b r an e s ( 0 . 1 m g/ m l) w e r e i n c u b at e d w it h 0 . 1 n M [
3 H】Q N B

a n d v a r yi n g c o n c e n t r ati o n of c o m p o u n d s f o r 2 0 m i n a t 3 7
o

C . C o n t r ol

b i n di n g w a s m e a s t l r e d i n t h e a b s e n c e of c o m p o u n d s . D at a p oi n t s a r e

t h e m e a n s of t h r e e i n d e p e n d e n t e x p e ri m e n t s , e a c h p e rf o r m e d i n

d u pli c at e .
◎
, C i n n a ri zi n e ,

･

A
,
C - 1 ; 観, C - 2

,

･

◆
,
C - 3 ; V , C

- 4 ; 0 , C
- 5

; A , C N P ; ロ, h al op e ri d ol ; ◇, c h l o rp r o 皿 a Zi n e ; ∇ , th i o ri d a zi n e .
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1 0 0

(

8 0邑
bJ)
自

宅 60
追
ロコ
a
♂ 4 0

冒
M

ー

2 0

0

l l - 1 0 - 9 - 8 - 7 - 6 - 5 - 4

L o g [ c o m p o u n d】( M)

F i g . 2 0 C o m p e titi o n c u r v e s f o r th e i n hibiti o n of [
3 H] Q N B bi n di n g b y

fl u n a ri zi n e
,
it s m e t a b olit e s a n d t y p i c al n e u r ol ep ti c s i n r at st ri at al

m e m b r a n e s .

T h e m e m b r a n e s ( 0 . 1 m g/ m l) w e r e i n c u b a t e d w it h 0 . 1 n M .[
3 H ]Q N B

a n d v a ryi n g
◆

c o n c e n t r a 七i o n of c o m p o u n d s fo r 2 0 m i n at 3 7
o

C . C o n t r ol

b i n di n g w a s m e a s u r e d i n t h e a b s e n c e of c o m p o u n d s . D at a p oi n t s a r e

th e m e a n s of t h r e e ■i n d e p e n d e n t e x p e ri m e n t s , e a ch p e r h m e d ili

d u pli c a t e . ◎
,
Fl u n a ri zi n e ; A , F - 1

,

･

蘭
,
F - 2 ; 令, F - 3 ; 0 , F - 5

,

･ A
,
C N P

; ロ, h al o p e ri d ol ; ◇, ch l o rp r o m a zi n e ; ∇ , th i o ri d a zi n e .
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T a b l e 2 0 C Q m P etiti o n b y ci n n a ri zi n e , n u n a ri zi n e , th ei r m et a b olit e s

a n d t y p i c al n e u r ol e p 七i c s fo r [
3
H ]Q N 芦 bi n di n g i n r at st ri at al

m e m もr a n e s

C o m p o u n d K i ( n M ) n
E

C i n n a ri zi n e

C - 1

C ･ 2

C - 3

C - 4

C - 5

F l u n a ri zi n e

F - 1

F - 2

F - 3

F - 5

C N I)

T h i o ri d a zi n e

C hl o rp r o m a zi n e

H al op e ri d ol

4 3 9 士 3 1

3 1 6 土 2 2

2 0 5 士 1 6

> 1 1 7 3 8

1 1 3 1 士 1 0 3

> 1 1 7 3 8

1 2 8 7 士 6 6

5 6 3 土 1 9

3 5 2 土 1 1

> 1 1 7 3 8

> 1 1 7 3 8

> 1 1 7 3 8

9 . 7 9 土 0 .8･1

3 4 . 7 土 2 .3

3 1 5 8 土 8 2

0 .9 7 土 0 . 0 9

1 .0 8 土 0 .0 5

1 . 1 2 土 0 . 0 6

N . D .

1 . 0 8 土 0 . 0 8

N .
D

.

0 . 9 4 土 0 . 0 8

1 . 1 8 土 0 . 0 6

0 . 9 9 土 0 . 0 3

N . D .

N . D .

N . D .

1 . 0 2 土 0 . 0 2

0 . 9 3 土 0 . 0 3

1 . 2 4 土 0 . 0 1

E a ch v al u e r e p r e s e n t s t h e m e a n 土 S . E . of t h r e e i n d ep e n d e n t

e x p e ri m e n t s c o n d u ct e d i n d u pli c at e . H ill c o effi ci e n t s w e r e ob t ai n e d

fr o m t h e c o m p etiti o n c u r v e s b y H ill p l ot . T h e i n h ib iti o n c o n st a n t s

( Ki ) w e r e c alc ul at e d f r o m I C 5 . V al u e s b y th e m et h o d of C h e n g a n d

P r u s o ff [8 7] . N . D . , N ot d e t e r m i n e d .
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第3 節 P a r ki n s o n i s m 惹起力の 評価

薬物に より誘発され る p a rki n s o ni s m は ､ 線条体 におけるI)2 - R 遮断作用が

m A C h - R 遮断作用 に比 べ 相対的に強い も の ほ ど生 じやすい と考えられる 【1 1 ,

1 3 , 7 4】o 従 っ て , 両 レセプタ ー

の遮断作用 の相対的な強さを両 レセプタ
ー

に対

する Ki 値の 比 ( m A C h/ D 2) で 表すと ､ この 比の 値 がより大きく ､ か つ I) 2 - R に

対する親和性が大きい化合物ほど､ 低い 濃度で より選択的に D 2 - R を阻害し ,

p a rk i n s o n i s m を惹起しやすい と推定され る ｡

本節で は､ 先に求めた ci n n a ri zi n e お よび 且u n a ri zi n e とそれ ら の代謝物の 両

レセプタ ー に対する E i 値 よ り m A C h n ) 2 比 を計算し､ ci n n a ri zi n e お よび

皿u n a ri zi n e とそれ らの 代謝物の p a r ki n s o n i s m 惹起力 を推定した.

【実験結果
･ 考察]

T a bl e 2 1 に ci n n a ri zi n e お よび fl u n a ri zi n e とそ れ らの 代謝物の D 2 - R お よび

m A C h - R に対す る親和性の 比( m A C h 皿 2) を示 した ｡ この 比の値がより大きく ､

か つ D 2 - R に対する親和性が高い (T a b l e 1 9) 化合物ほど ､ 低い濃度で より選

択的に D 2 - R を阻害し ､ p a r ki n s o n i s m を惹起 しやす い と考えられ る ｡ D 2 - R に

対す る親和性の 高さと m A C h/ D 2 比の 大きさ の 順は fl u n a ri zi n e と C - 2 以外 は

同じで あ っ たo F l un a ri zi n e と C - 2 につ い て は ､ D 2 - R に対する E i 値がそれぞ

れ 3 ･9 6 お よび 3 ･8 7 n M と親和性はほ ぼ同じ で あ っ たが ､ fl un a ri 中e の

m A C h n) 2 比の 億が C ･ 2 に比 べ て約 6 倍大きか っ た ことより, p a r ki n s o ni s m

の 惹起力も fl u n a ri zi n e の方が C - 2 より も大きい と考えられたo これ らの指標

をもとに ､ p a rk i n s o rii s m の 惹起力を F - 2 > fl u n a ri zi n e > C - 2 > ci n n a ri zi n e >

C - 4 > F - 1 > C - 1 の 順と推定した o

ラジオ レセプタ ー

ア ッ セイ の結果 より ､ 皿 un a ri zi n e は ci n n a ri zi n e より も

p a rk i n s o ni s m の 惹起作用が強い と考えられた. また , p a rk i n s o n i s m の 発現に

は母化合物ばかりで なく ､ C Y P 2 D 6 による酸化成績体で あるシ ンナミ ル基の芳

香環4 位の 水酸化体 ( C - 2
,
F - 2) も活性代謝物として関与す る可能性が示唆さ

れた｡
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T a b l e 2 1 E sti m a ti o n of p a rk i n s o ni s m i n d u c e m e n t b y ci n n a ri zi n e ,

fl u n a ri zi n e a n d t h ei r p l e七a b olit e s a s a b al a n c e of a frl n iti e s f o r m A C h
- R a n d

D 2 - R

C o m p o u n d m A C h / D 2 C o m p o u n d m A C b / D 2

C i n n a ri z in e 3 7 . 3

C ･ 1 0 . 0 6

C - 2 5 3 . 0

C - 3 N . D .

C - 4 2 4 . 6

C _ 5 N . D .

T hi o rid a zi n e 5 . 5 9

C h l o r p r o m a zi n e 5 1 .
4

F l u n a ri zi n e 3 2 5

F - 1 1 . 0 9

F - 2 3 8 8

F _3 N . D .

F - 5 N . D .

C N P N . D .

H al o p e ri d o1 2 5 2 6 4

m A C h/ D 2 v al u e y e r e c
al u c ul a t e d b y di vi si o n of th e m e a n K i v al u e s of

c o m p o un d s iTo r m A C h
- R b y th o s e f o r D 2

- R ･ N ･ D ･

,
n o t d et e r m i n e d ･
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小 括

Ci n n a ri zi n e お よび n un a ri zi n e による p a rk i n s o ni s m 発現の 機構を調 べ る 目

的で ､ 両薬物とそれらの代謝物 の ラ ッ ト線条体の D 2 - R お よび m A C h - R へ の 結

合性につ い て 比較検討し､ 以下 の 知見を得た ｡

1 ) F l u n a ri zi n e は ci n n a ri zi n e に比 べ て I) 2 - R 遮断作用が強く ､ また m A C h -

R 遮 断 作用 が 弱 か っ た こ と よ り , 且u n a ri zi n e は ci n n a ri zi n e に 比 べ

p a rk i n s o ni s m の惹起作用がより強い と考えられた ｡

2) C Y P 2 D 6 によ る酸化成績体で ある C - 2 お よび F - 2 の D 2 - R に対する親和性

は ､ それぞれ の母化合物よりも高く ､ p a rk i n s o ni s m の 発現には代謝物も関与

して い る可能性が考えられた ｡

3 ) D 2 - R と m A C h ･ R に対する親和性 の 比 ( m A C h n ) 2) ､ およびI) 2 - R に対す

る Ei 値 より ､ p a r ki n s o ni s m の 惹起力 を F - 2 > fl u n a ri zi n e > C - 2 > ci n n a ri 2;i n e

> C - 4 > F - 1 > C - 1 の 順 と推定した o

これ らの 薬物および代謝物が ､ 臨床で の p a 血i n s o ni s m の 発現に どの程度寄

与して い るかを評価す るために は , さ らに これ らの 化合物の 生体内濃度を考慮

に入れ る必要がある と考えられた｡
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実験の部

1 .

1 2 週令の W i st a r 系雌ラ ッ ト ( 日本 S L C ㈱) を用 い た ｡

2 .

F l u n a ri zi n e h y d r o c h l o ri d e は Si g m a 社 より ､ ci n n a ri zi n e は和光純薬 工業㈱

より購入した . C i n n a m ylp i p e r a zi n e ( C N P) は土
- ザイ㈱より供与されたo そ

の他 の ci n n a ri zi n e お よび fl u n a ri zi n e の代謝物の 人 事 に つ い て は ､ 第 1 章の 実

験 の部に記した ｡

【3耳】Y M 1 0 9 1 5 1 - 2 (8 3 .9 C i/ m m ol) ､ [ 3H ] Q N B ( 3 8 . 8 C i/ m m ol) お よび液体 シ

ン チ レ
一

夕
- E c o n

'
o fl u o r - 2 は N e w E n gl a n d N u cl e a r か ら購入 した .

H al o p e ri d ol ､ chl o rp r o m a zi n e h y d r o c hl o ri d e ､ a t r o p i n e s ul f a t e お よ び

p oly
- L -1y si n e h y d r ob r o mi d e (分子 量 3 0 ,0 0 0 1 5 0

,
0 0 0) は和光純薬 工業㈱より

購入した ｡

T h i o ri d a zi n e h y d r o ch l oli d e は S i g m a 社より ､ (＋) - b u t a cl a m ol 牲 R e s e a r ch

B i o ch e m i c al s l n c . より購入 した ｡

組織溶解剤 S oltl e n e 3 5 0 は ､ パ ッ カ ー ド ･ ジ ャ パ ン より購入した .

そ の 他の 試薬は ､ 市販 の 特級試薬を使用 した ｡

3 .

放射能の 測定は, B e c k m a n 社の L S - 1 8 0 0 型液体 シ ン チ レ ー シ ョ ンカ ウン タ

∵ で測定した ｡

生 _ _ 盛会佐塩腹画公望鼠製

ラ ッ トを断頭後すばやく線条体を取り出した ｡ 8 か ら 1 2 匹分の 線条体をプ ー

ル し , 2 0 倍量の 5 0 m M T ri s - E C l 緩衝液 p H 7 . 4 で ホモ ジナイズした後 ､ 4 ℃

の 条件下 ､ 1 2 ,0 0 0 ×g で 2 0 分間遠心した ｡ ペ レッ トを3 0 倍容の 同緩衝液に懸

濁後 , 再遠心し, 得られた ペ レッ トを同棲衝液 (3 0 倍容) に再懸濁して ､ - 8 0 ℃

で保存した ｡ タ ンパク濃度 の定量は ､ L o 叩 ら の 方法 【3 4] に従い , 標準物質

として牛血清ア ルブミ ン (Si g m a 社製) を用 い た ｡
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地 乏ニ ヱ ユ皇土

0 . 1 n M [3 H] Y M ･ 0 9 1 5 1 - 2 ､ 1 2 0 m M N a C l ､ 5 m M K C l ､ 1 m M M g C 1 2 ､ 1 m M

C a C 1 2 お よびo .1 m g の線条体粗膜画分タ ン/ t
o

ク を含む 1 m l の 5 0 m M T ri s -

H C l 緩衝液 (p H 7 .4) の 反応混液を調製した ｡ 1 0 ･1 1 - 1 0 ･3 M の 濃度範囲で薬物ま

たは代謝物を添加した後 ､ 3 7 ℃で 2 0 分間イ ンキ ュ ベ
-

卜したo レセ プタ ー

と

結合 したリガン ドと遊離リガン ドの 分離は ､
0 .1 % p ol y

- L 11 y si n e で前処理した

ワ ッ トマ ン G F 侶 ガラス フ ィ ルタ
ー

を使用 した吸引渡過法で行 っ たo フ ィ ルタ

-

は ､ 氷冷した 4 m l の 5 0 m M T ri s J H C l 緩衝液 (p H 7 .4) ですばやく 4 回洗

浄した. レセプタ
ー に結合したリガン ド量は ､ フ ィ ルタ - に 吸着した粗膜画分

を 0 .8 m l の S ol u e n e - 3 5 0 で 可溶化(室 温 ､ 3 0 分間) 後 ､ 1 0 m l の E c o n o 且u o r -2

を加え ､ 液体シ ンチ レ ー シ ョ ンカウ ンタ - で測定した . 放射能から算出した係

数効率は ､ 約 5 0 % で あ っ た o 非特異的結合量は ､ 1 0 LI M の(＋) - b u t a cl a m ol を用

い て 求めた ｡

越 ぇ望丑上皇ヱ皇二±乙 ユ皇土

【3 H】Q N B をリガン ドとし､ 1 0
11 1

- 1 0 ･3 M の 濃度範囲で薬物または代謝物を添加

し､ D 2 _ R の ラ ジオ レセプタ ー

ア ッ セイ と同様 にして レセプタ ー 結合量 を測定

した o なお ､ 非特異的結合量は ､ 1 0 LI M の at o r o pi n e を用 い て 求めた .
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第 5 章 C in n a ri z in e または flu n a ri z in e 連続投与時の体内動態 と

脳内移行性

前章のラジオレセプタ ー ア ッ セイ の 結果より ､ 且 un a ri zi n e は ci n n a ri zi n e よ

りも p a rk i n s o n i s m の 惹起作用が強い こ と ､ また ､ p a r ki n s o n i s m の 発現 には

母化合物ばかりで なく ､ C Y P 2 D 6 に よる酸化成績体 で ある シ ンナ ミル基の芳香

環 4 位の 水酸化体 (C ･ 2
,
F - 2) も活性代謝物として 関与する 可能性が示唆され

た ｡ しか し､ これ らの 薬物および代謝物が ､ 臨床で の p a 血 n s o 血 s m 発現 にど

の 程度寄与するかを評価する ため に は ､ さ らに これ らの 化合物の 生体内濃度を

考慮に入れる必要がある と考えられた ｡

実験動物で ､ ci n n a ri zi n e また は 瓜 un a ri zi n e の 血中動態を検討した報告とし

て は､ A ll e w ij n [9 3】 が W i st a r 系雄ラ ッ トに ci n n a ri zi n e 0 . 6 3 - 4 0 m g 収g ( 1 . 7

- 1 0 8 Ll m Ol & g) を 単 回経 口 投与 した 時 の 血 中 濃 度 を測 定 し て い る ｡

F l un a ri zi n e に つし1 て は ､ M i ch i el s ら [9 4] が W i s t a r 系雄 ラ ッ トを用 い ､ 2 0

m g粒g (5 0 LL m Oln ig) 単 臥 お よび 2 0 m g任g/d a y 9 日間連続経 口投与し, また

W a ki ら 【3 2] は Fi s c h e r 系雌ラ ッ トに3 m gn i g ( 7 . 5 LL m Ol & g) 静脈内投与 し,

それぞれ血菜中濃度を報告して い る ｡ しか し ､ 両薬物の i n vi v o の 体内動 態 を

直接比較した知見はない ｡
一

方 ､ 血 中代謝物 に関 して は ､ M e ul d e r 皿 a n S ら 【2 4】

がイ ヌ に fl tl n a ri zi n e を投与後の代謝物 の血中濃度 の推移デ
ー

タを示 して い る

の みで ある c

本章にお いて は ､ 肝ミ ク ロ ゾ
ー

ム を用 い た代謝実験にお い て ､ 代謝 の様相が

ヒ トと類似して い た W i s t a r 系雌 ラ ッ トに ci n n a ri zi n e また は fl u n a ri zi n e を連

続投与し､ 血梁中および線条体中の未変化体および代謝物濃度を測定して ､ 連

続投与時の体内動態を調 べ た o さ らに ci n n a ri zi n e , fl un a ri zi n e およびそ れ ら

の代謝物 の < 線条体中濃度/ 血祭中濃度> 比 を計算し , 脳 内移行性に つ い て 比

較検討した .

なお C - 1 と F - 1 に つ い て は ､ 内因性物質によ るブラ ンク ピ ー ク との 分離 ･ 識

別が不十分で あ っ たため測定しなか っ た ｡
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【実験結果】

1 . C i n n a ri zi n e ある い は Fl u n a ri zi n e 連続投与時の未変化体および代謝物の 血

祭中および線条体中濃度

雌ラ ッ トに ci n n a ri zi n e または n u n a ri zi n e を 2 0 p m ol k g/d a y ､ 3 0 日間連続

投与した時の末変化体および代謝物の 血祭中濃度推移を Fig . 2 1 た ､ 線条体中

濃度推移をFig .
2 2 に示 した . 3 0 日間連続投与後 の 血衆中濃度は n u n a ri zi n e >

F _ 2 > ci n n a ri zi n e > F - 3 > C - 2 の 順に高く ､ 線条体中濃度は F - 2 ≧ 皿u n a ri zi n e

> F _ 3 ≧ ci n 皿 a ri zi n e > C - 2 の 順 に 高か っ た ｡ 血 祭中お よび線条体中 の

ci n n a ri zi n e ､ C - 2 お よび F - 2 濃度は､ 連続投与 1 0 - 1 5 日で ほぼ定常状態に達

して い ると考えられたが ､
n un a ri zi n e は 3 0 日目にお い て もなお上昇傾向を示

して い た o F - 3 は連続投与 1 5 日 まで は検出されず 3 0 日目に初めて検出された｡

一 方 ､ C - 3 ､ C - 4 ､ C - 5 お よび F - 5 は検出されなか っ た o 平均値より算出した血

紫中および線条体中の fl un a ri zi n e 濃度/ ci n n a ri zi n e 濃度比 とJ F
- 2 濃度 /

c _ 2 濃度比 を T a bl e 2 2 に示 した ｡ 血渠中の 皿u n a ri zi n e 濃度/ ci n n a ri zi n e 濃

度比 は ､ 連続投与 1 0 日目まで は約 2 .5 で あ っ たが ､ ci n n a ri zi n e が定常状態に

達して い る と考えられ る 1 5 日お よび30 日で は ､ そ の 比が 3 .5 お よび 6 . 1 に上

昇したo
一 方 ､ F - 2 濃度/ C - 2 濃度比 は ､ い ずれ の投与日数にお い て もほぼ同

じ値で あっ た (T a b l e 2 2 A) ｡ また , 線条体中 の濃度比も ､ 血祭中の 濃度比と同

様の傾向を示した (T a bl e 2 2 B) 0

2 . C i n n a ri zi n e ある い は fl u n a ri zi n e 投与量の未変化体および代謝物濃度に及

ぼす影響

とこ ろで , 実際の 臨床で の ヒ ト ヘ の投与量は ､ ci n n a ri zi n e は 皿 un a ri zi n e の

1 0 - 2 0 倍の 高用量で ある . そ こ で , W i st a r 系雌ラ ッ トに ci n n a ri zi n e または

fl un a ri zi n e を種々 の 投与量 で 1 0 日間連続投与した｡ Ci n n a ri zi n e を 2 0 , 50 ,

1 0 0 p m o 地 d d a y ､ fl un a ri zi n e を 5 , 1 0 , 2 0 一皿 01 収g/d a y それぞれ 1 0 日間連続

投与した時の末変化体および代謝物の血栄中濃度を Fig . 2 3 に､ 線条体中濃度

を F ig .
2 4 に示 した . いずれの 濃度も投与量の増加とともに ､ ほぼ直線的に上
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T a bl e 2 2 R ati o s of fl u n a ri zi n e t o ci n n a ri zi n e c o n c e n t r a ti o n ( F Z/ C Z)
a n d F - 2 t o C - 2 c o n c e n t r ati o n ( F - 2/ C - 2) i n ( A) pl a s m a a n d ( B) st ri at u m

( A) P l a s m a

1 d a y 5 d a y 1 0 d a y 1 5 d a y 3 0 d a y

F Z / C Z 2 . 3 2 2 . 7 3 2 . 3 3 3 . 5 4 6 . 1 3

F - 2 / . C - 2 l l . 3 8 . 3 7 8 . 0 7 1 0 . 2

( B) S t ri at t l m

1 d a y 5 d a y 1 0 d a y 1 5 d a y 3 0 d a y

F Z r C Z

F - 2 / C - 2

2
. 2 6 1 . 8 0 2 . 7 1 5 . 3 1

9 .5 4 6 . 6 4 1 0 . 6

F e m al e W i st a r r a t s ( 1 0 ･ 1 4 w e e k s ol d) w e r e o r ally gi v e n ci n n a ri zi n e or
n u n a ri zi n e i n a d aily d o s e of 2 0 LL m Ol/k g f o r 1 , 5 , 1 0 , 1 5 , a n d 3 0 d a y s .

T h e c o n c e n t r ati o n s of ci n n a ri zi n e , C - 2
,
fl u n a ri zi n e a n d F - 2 w e r e

d et e r m i n e d a t 2 4 h o u r a fte r t h e fi n al d o s e . E a c h v al u e w a s c al c u l at e d

f r o m t h e m e a n c o n c e n t r a ti o 王トOf fl V e r at s .

- : n ot a v ail a bl e .
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昇した｡ また, 平均値 より算出した血祭中および線条体中の fl un a ri zi n e 濃度

/ ci n n a ri zi n e 濃度比 と F - 2 濃度/ C - 2 濃度比 を T a b l e 2 3 に 示 した o

fl un a ri zi n e の 5 ま た は 1 0 LL m O 地 g/d a y 投与時 の 血 祭中お よび線条体

n u n a ri zi n e 濃度は ､ それぞれそ の 1 0 倍量 に相当する ci n n a ri zi n e の 5 0 または

1 0 0 p m oln i g/d a y 投与 時 の ci n n a ri zi n e 濃度 の 約 1/ 3 で あ っ た ｡ ま た ､

n u n a ri zi n e 5 Ll m O u k .g/ d a y 投与時の fl u n a ri zi n e 濃度は , そ の 2 0 倍量 に相当す

る ci n n a ri zi n e 1 0 0 u m oln i g/ d a y 投与時の ci n n a ri zi n e 濃度の 約 1/ 5 で あ っ た o

3 . W i st a r 系ラ ッ トにお ける fl u n a ri zi n e 体内動態 の 性差

w i st a r 系ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ
- ム を用 い たi n vi t r o 実験 で , cir m a ri zi n e およ

び fl u n a ri zi n e の 代謝には性差が認められた o そ こ で ､ ヒ トで p a rk i n s o ni s m の

発現率が高い n un a ri zi n e をとりあげ､ ラ ッ トで の i n vi v o にお ける性差 につ い

て検討 した ｡

嫌および雌ラ ッ トに fl u n a ri zi n e を 2 0 LL m Ol k g/d a y ､ 1 5 日間連続投与した時

の

■

､ 未変化体および代謝物の 血紫中ならびに線条体中濃度を T a b l e 2 4 に示し

た o 雄ラ ッ トにおける 瓜 un a ri zi n e の 血衆中および線条体中濃度はいずれも雌

ラ ッ トの 約 1/4 で あり ､ F - 2 の 濃度は いずれも雌ラ ッ トの 約 1/ 5 で あた o, また､

雄 ラ ッ トで は F -3 が主要代謝物で あ っ た .

4 . C i n n a ri zi n e ､ fl u n a ri zi n e お よびそれ ら代謝物の脳内移行性

1 .

- 3 . の結果より算出した線条体中濃度/ 血紫中濃度比を T a b l e 2 5 に示 し

たo C i n n a ri zi n e お よび n u n a ri zi n e の 線条体中濃度/ 血紫中濃度比は ､ それぞ

れ 2 .4 6 ±0 . 0 9 ( m e a n 士 S 且; N = 3 0) と 2 . 2 5 ±0 . l l ( N = 4 0) で あり ､ 有意差は

認められなか っ た . C 1 2 と f
l

･ 2 につ いて は､ それぞれ 6 .1 1 ± 0 . 1 7 ( N = 2 5) と

6 . 1 7 ±0 .

■
1 6 ( N = 4 1) で あり ､ 有意差はなか っ た. また ､ ci n n a ri zi n e と C

- 2 ,

fl u n a ri zi n e と F _ 2 をそれぞれ比較する と ､ C - 2 および F - 2 の線条体中濃度/ 血

紫中濃度比は ､ それぞれ ci n n a ri zi n e お よび n u n a ri zi n e より共に約 2 ･ 5 倍大き

か っ た ( とも に p < 0 . 0 1) 0
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T a b l e 2 3 R a ti o s of n u n a ri zi n e t o ci n n a ri zi n e c o n c e n t r a ti o n ( F Z/ C Z) a n d

F - 2 t o C - 2 c o n c e n t r ati o n ( F - 2/ C - 2) i n (A) pl a s m a a n d ( B) st ri at u m

(A ) P l a s m a

F Z( 5) / C Z( 5 0) F Z( 1 0) / C Z( 1 0 0) F Z( 5) / C Z( 1 0 0)

F Z / C Z 0 .3 2 0 . 2 7 0 . 1 9

F - 2 / C - 2 1 . 8 0 2 . 0 8 1 . 3 8

( B) S t ri a t u m

F Z(5) / C Z(5 0) F Z( 1 0) / C Z( 1 0 0) F Z( 5) / C Z( 1 0 0)

F Z / C Z 0 . 3 4 0 . 3 6 0 . 2 0

F - 2 / C - 2 1 . 8 1 2 . 1 5 1 A l

F e m al e W i st a r r a t s (1 0 - 1 2 w e e k s ol d) w e r e o r ally gi v e n ci n n a ri 2;i n e o r

fl u n a ri zi n e a t v a ri o u s d o s e s f o r 1 0 d a y s . T h e c o n c e n t r ati o n s of

ci n n a ri 2:i n e
,
C - 2

,
fl t l n a ri zi n e a n d F - 2 w e r e d et e r m i n e d at 2 4 h o u r aft e r

t h e fi n al d o s e . E a ch v al u e w a s c al c ul at e d fr o m t h e m e a n c o n c e n t r ati o n

of fi v e r a t s .
T h e v al u e i n p a r e n th e si s r e p r e s e n t s d o s e ( p m ol/ k g/d a y) of

ci n n a ri zi n e o r fl u n a ri zi n e .
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T a bl e 2 4 S e x diff e r e n c e s i n ( A) pl a s m a a n d ( B) st ri a t u m c o n c e n t r ati o n s of

n u n a ri zi n e a n d it s m et ab olit e s i n r at s

( A) P l a s m a ( n m ol/ 血1)

F l u n a ri zi n e F - 2 F -3

F e m al e 0 .8 5 土 0 . 0 8 0 .4 6 士 0 . 0 4 N .I) .

M al e 0 . 2 0 土 0 . 0 2
* *

0 . 0 9 土 0 .0 1
☆ ☆

0 . 2 4 土 0 . 0 2
* *

F e m al e/ M al e 4 .
2 5 5 . l l

( B) S t ri at u m ( n m ol/ g)

F l u n a ri zi n e F - 2 F -3

F e m al e 1 . 6 3 土 0 . 1 6 2 . 3 9 士 0 . 1 8 N . D .

M al e 0 .3 8 土 0 . 0 3
* *

0 . 5 3 士 0 .0 5
* *

0 . 8 8 土 0 . 0 8
* *

F e m al e/ M al e 4 . 2 9 4 . 5 1

w i st a r r at s o f b ot h s e x e s ( 1 0 - 1 3 w e e k s ol d) w e r e o r ally gi v e n 2 0 Ll

m ol/k g/d a y fl un a ri zi n e f o r 1 5 d a y s ･ T h e c o n c e n t r a ti o n s of fl u n a ri zi n e , F
- 2

a n d F _ 3 w e r e d e t e r m i n e d 2 4 h o u r a fte r th e fi n al d o s e . E a c h v al u e

r e p r e s e n t s th e m e a n 土 S . E . of fi v e (f e m al e) o r si x ( m al e) r at s ･ N ･ D ･

,
n ot

d et e ct a bl e .

' * S i g nific a n tl y . diff e r e n t f r o m m e a n v al u e s of f e m al e r a t s

b < 0 .0 1) .
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T a b l e 2 5 R a ti o s of st ri at u m t o p l a s m a C O n C e n t r A ti o n ( S / P) f o r

ci n n a ri zi n e , fl u n a ri zLi n e a n d th ei r m et a b o h t e s i n r a t s

C o m p o u n d S / P C o m p o u n d S / P

C i n n a ri zi n e 2 A 6 j= 0 . 0 9 ( 3 0 ) F l u n a ri zi n e 2 . 2 5 土 0 . l l ( 4 0 )

C - 2 6 . 1 1 土 0 . 1 7 ( 2 5 )
☆ ☆ F - 2 6 . 1 7 士 0 . 1 6 ( 4 1 )

* *

F - 3 3 . 9 7 土 0 . 2 9 ( l l )
* *

W i st a r r a t s of b oth s e x e s ( 1 0 - 1 4 w e e k s old) w e r e o r ally gi v e n ci n n a ri zi n e o r

fl u n a ri zi n e at v a ri o u s d o s e s fo r 1 , 5 , 1 0 , 1 5 a n d 3 0 d a y s . T h e c o n c e n t r a ti o n s

of t b e c o m p o u n d s w e r e d et e r m i n e d a t 2 4 b o u r a 洗e r tb e 丘n al d o s e . V allユe S

a r e e x p r e s s e d a s m e a n 土 S _ E . V al u e s i n p a r e n t h e s e s r ep r e s e n t t h e n u m b e r of

r a t s .

* *
Si g nifi c a n tly diff e r e n t f r o m m e a n v al u e s of c o r r e s p o n di n g m ot h e r

c o m p o u n d (p < 0 . 0 1) .
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【考察】

代謝の パ タ - ンが ヒトと類似して いた W i s t a r 系雌ラ ッ トに､ ci n n a ri zi n e ま

た は fl u n a ri zi n e を 2 0 p m ol & g/d a y ､ 3 0 日間連続経 口投与し血薬中の未変化体

および代謝物の濃度を測定した ｡ 投与量 2 0 p m o U k g/ d a y は､ 先に行 っ たカタ レ

プシ ー 惹起試験および r ot a r o d 試験にお ける ､ fl un a ri zi n e の E D 50 ( それぞれ

2 3 .5 と 2 5 .0 p m ol 瓜g/d a y) に近い量であり , ヒトの 臨床用量 の ci n n a 出zi n e は

約 2 . 5 - 5 倍 ､ 凸 un a ri zi n e は約 5 0 倍に相当する投与量 で ある . C i n n a ri zi n e

または fl u n a ri zi n e の 2 0 ド m Ol戊g/d a y 投与 により ､ 血祭中の ci n n a ri zi n e ､ C ･ 2

お よび F - 2 は ､ 連続投与 1 0 - 1 5 日で ほぼ定常状態に達して いる と考えられた

が , fl u n a ri zi n e は 3 0 日目にお い て もさ らに上昇傾向を示して い た こ とより ､

且u n a ri zi n e は体内か らの 消失が遅い と考えられた(Fi g . 2 1) . また ､ 連続投与 3 0

日後にお ける血祭中の 丑u n a ri zi n e 濃度は､ ci n n a ri zi n e 濃度の 約6 倍高か っ た

(T a bl e 2 2) ｡ 薬物 の 血渠申渡度を決定する要因 と して ､ 吸収 , 分布､ 代謝およ

び排滑がある ｡ ラ ッ トに ci n n a ri zi n e また は fl u n a ri zi n e を 2 0 m g 他g ( 各 5 4 お

よび 5 0 p m ol & g に相当) 単回経 口投与した時 の吸収率は , ci n n a ri zi n e で約

7 5 % 【95] , fl un a ri zi n e で約 8 0 % 【94] で あり ､ 両 薬物 の 吸収率はほぼ同程度

と考えられ る o 排壮 に関して は ､ fl u n a ri zi n e は尿お よび胆汁中に ほとんど排推

されず [2 4] , ci n n a ri zi n e . も尿 中排雅 の 少 な い 【2 2] ことが示 され て い る .

C i n n a ri zi n e の 胆汁中排滑に つ い て の 知見 はない が ､ ci n n a ri zi n e も n u n a ri 2:i n e

と同様に胆汁排雅は少なく , これ ら薬物の大部分が代謝物となり排雅され ると

考えられ る ｡ また ､ 両薬物の分布容積を直接比較す る ための デ -

夕はな い が ､

両薬物の構造の類似性と ､ 今回の 実験 にお い て ci n n a ri zi n e と fl u n a ri zi n e の線

条体中濃度/ 血祭中濃度比が近似して い る こ とから ､ 分布容積に は大きな違い

はない もの と推測で きる . 従 っ て , ci n n a ri zi n e と fl u n a ri zi n e の 血祭中濃度の

大きな違いは ､ 主 に代謝の轟い による もの で あり , ci n n a ri zi n e が n un a ri zi n e

よりも代謝を受けやすい ためで あ
,
る と考えられた ｡ 血紫中濃度を決定して い る

主要因は代謝過程で あ るとする考えは ､
fl u n a ri zi n e を投与した雄ラ ッ トの血衆

中 fl un a ri zi n e 濃度が ､ 雌ラ ッ トの 約 1/4 で あ っ た こ と から も支持され る

(T ab l e . 2 4) 0

P a rki n s o 血 s m の発現 に当た っ て は ､ 血祭中濃度よりも作用部位で ある線条

体中の薬物漉度が問題となる ｡ 先に行う たラ ッ ト線条体を用 い たラジオ レセプ
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夕 - ア ッ セイ に より ､
ci n n a ri zi n e お よび fl u n a ri zi n e とそれ らの 代謝物で ある ､

c - 2 ､ C - 4 お よび F ･ 2 が ド
ー パ ミ ン レセプタ -

を遮断して p a rki n s o 血 s m を惹

起す る 可能性が示 された o 特 に ､ C - 2 お よ び F - 2 は そ れ ぞ れ薬物本体

( ci n n a ri zi n e お よび 且 un a ri zi n e) より もそ の 作用 が強 い と考えられた o 従 っ

て ､ これ らの化合物の 血祭中から線条体 へ の移行性 の評価は , ci n n a ri zi n e と

fl un a ri 2:i n e によ る p a r ki n s o ni s m の 発現頻度の違 い をもた らす原因究明の 重要

な鍵 の
一

つ と考 え られる . 今回の ラ ッ トで の実験 にお い て は､ ci n n a ri zi n e と

且 un a ri zi n e の 線条体 へ の移行率は同じで あり ､ 対応す る代謝物である C - 2 と

F - 2 の移行率に も差は認められなか っ た (T a bl e 2 5 ; C - 4 は未検出) . よ っ て ､

ci n n a ri 2i n e と fl u n a ri 2;i n e で p a rk i n s o ni s m の 発現頻度が異なる原因 として ,

未変化体の 線条体 へ の 移行性は関係しな い も の と考えられた .
一

方 ､ C - 2 お よ

び F _ 2 は ､ それぞれ ciムn a ri zi n e お よび fl u n a ri zi n e に比 べ 約 2 . 5 倍線条体 ヘ の

移行率が高か っ たo 従 っ て ､ ci n n a ri zi n e および 且 un a ri zi n e は ､ シ ンナ ミル塞

の ベ ンゼ ン環の 水酸化により ド ー パ ミ ン レセプタ -

ヘ の 親和性ばかり でなく ､

線条体 ヘ の 移行性も高くな る こ とが示 さ れ
.
p a rk i n s o ni s m の 発現に は代謝過

程が重要な役割を担 っ て い る もの と考えられた｡ また今回 の 実験にお い て ､ 2 0

ドm Ol & g/d a y 連続投与 3 0 日後にお ける線条体中濃度は ､ 最 も p a rk i n s o n i s m の

惹起作用が強い と考えられ る F - 2 が最 も高く fl un a ri zi n e とほぼ同等 の 値 を示

し ､ ci n n a ri zi n e 濃度の 約6 倍 ､ C - 2 濃度の 約 1 1 倍で あ っ た ｡ こ の こ とより ､

fl un a ri zi n e 服用患者で ci n n a ri zi n e 服用患者よりも p a rk i n s o ni s m の 発現頻度

が高t ･1 原因として F - 2 が副作用 の発現に関与して い る可能性が示唆された o

と ころで ､ 実際の 臨床で の ヒ ト へ の 投与量は , ci n n a ri zi n e は fl un a ri zi n e の

1 0 - 2 0 倍の 高用量であり ､ 鯨床の場にお い て は ラ ッ トに同用量を投与 した時

の よう に fl u n a ri zi n e お よび F - 2 の 血紫中濃度が ci n n a ri zi n e や C -2 よりも高く

な る とは 限 ら な い ｡ そ こ で ､ W
●

i s t a r 系 雌 ラ ッ ト に ci n n a ri zi n e ま た は

fl un a ri zi n e を種々 の 投与量で 1 0 日間連続投与し ､ 血栄中 の未変化体および代

謝物 (C - 2
,
F - 2) の 濃度比 をそれぞれ比較した (T a b l e .

2 3) . F l u n a ri zi n e の 5

または 1 0 p m ol 瓜d d a y 投与時の 血祭中 fl un a ri zi n e 濃度は ､ それぞれそ の 1 0

倍量 に相当する ci n n a ri zi n占 の 5 0 または 1 0 0 岬 01 n i g/d a y 投与時の 血祭中

ci n n a ri zi n e 濃度の約 1/3 で あ っ た o また ､ fl u n a ri zi n e 5 Ll m O 比 g/d a y 投与時の

血紫中 fl un a ri zi n e 濃度 は ､ そ の 2 0 倍 量 に 相当す る ci n n a ri zi n e 1 0 0

p m ol k g/ d a y 投与時の 血紫中 ci n n a ri 2;i n e 濃度の 約 1/ 5 で あ っ た｡ しか し ､ 連続
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投与 1 0 日 目で ci n n a ri zi n e 濃度が ほ ほ定常状態 に達して い る の に対 し ､

fl un a ri z i n e 濃度は投与 日数を増すとさら に 上昇す る と推測され る こ と か ら

(Fi g . 2 1) ､ 定常状態にお い て は fl un a ri zi n e 濃度/ ci n n a ri zi n e 濃度比はさ らに

大きい値にな る と考えられた o 一

方､ F - 2 の 濃度は ､ fl u n a ri zi n e の投与量が

ci n n a ri zi n e の 1/ 1 0 または 1/ 2 0 で ある にもかかわ らず､ c 1 2 濃度の 1 . 4 - 2 . 1

倍高く , F -2 は C - 2 に比 べ て ､ 2 次代謝も含めて体外に排推され にく い と推測

された ｡ `

ヒ トにおける ci n n a ri zi n e また は凸u n a ri zi n e の 血中動態 に関する報告は少な

く ､ 両薬物を直接比較したデ -

夕はない ｡ ヒ トにお ける 皿u n a ri zi n e の 定常状

態で の 血祭中濃度に つ い て荒木ら 【5 7] は ､ 健常人4 名に凸u n a ri zi n e を 1 0 m g ､

1 日I 回 (2 1 p m ol/d a y) 5 7 日間連続投与した場合 ､ およそ5 - 6 週 で 定常状

態に達 し､ 5 0 - 1 0 0 n g/ m l (0 .1 2 - 0 .2 5 n m ol/ mi ) の 問で 日内変動す ると して い

る ｡ また , ci n n a ri zi n e に つ い て は H e rn a n d e z ら [5 5] が ､ 健常人 6 名 に

ci n n a ri zi n e を 1 回 7 5 m g , 1 日 2 回 (4 0 7 LL m Ol/ d a y) 1 5 日間連続投与した場

合､ 1 5 日目にはすで に定常状態 に達し､ 1 5 0 - 3 0 0 n g/ m l( 0 . 4 1 - 0 . 8 1 n m ol/ m l)

の 間で 日内変動する こ とを示 して い る o 少な い 例数で 試験方法も異な る こ とや ､

また 且 un a ri zi n e [5 6] ､ ci n n a ri zi n e【2 7] ともに血紫中濃度に は 2 0 - 3 0 倍以上

とい う非常に大きな個人差が認められ る こ とより ､ 安易に比較する こ と･はで き

な い が , ci n n a ri zi n e は 且u n a ri zi n e に比 べ 約 2 0 倍の 高用量 を投与 して も ､ 定

常状態 の 血祭中濃度は約3 倍程度しか高くならない と思われた占 先に行 っ た ラ

ッ トにお ける薬理実験およびラ ッ ト線条体を用 い たラ ジオ レセプタ
ー

ア ッ セイ

か ら､ fl un a ri zi n e は ci n n a ri zi n e に比 べ 強い p a r ki n s o ni s m 惹起作用がある と
､

推 定 さ れ た . 従 っ て ､ fl u n a ri zi n e 濃 度 に 対 し 3 倍程 度 の 漉 度 で は ､

p a r ki n s o ni s m の 発現する危険性は ､ fl u n a ri zi n e 投与時の ほうが高い と推測さ

れたo また , ヒトの fl un a ri zi n e の 血中代謝物に つ い て は､ 未発表 のデ ー

タで

あるが ､ fl u n a ri zi n e の連続投与時に n u n a ri zi n e と同濃度 - 約 1/ 7 の 濃度の F - 2

が検出きれ て い る 【9 6] ｡ ラ ッ トにお い て の 血焚から線条体中 へ の 移行率は ,

fl u n a ri zi n e の 約 2 . 5 倍大きか っ た ことより (T ab l e 2 5) ､ ヒ
′

トにお い て も線条体

中の F - 2 濃度は 凸 un a ri zi n e 濃度と同レ ベ ルで あ る可能性が示唆された . 従 っ

て ､ n u n a ri zi n e 服用患者で の p a r k i n s o n i s m の 発現には ､ 未変化体だけで はな

く代謝物 (F - 2) も関与して い る可能性が大きい と考えられた｡

以上 , ラ ッ トに ci n n a ri zi n e または n tl n a ri zi n e を連続投与した結果より ､
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丑u n a ri zi n e ･お よび F - 2 は ､ ci n n a ri zi n e お よび C - 2 より も体外 に排滑されにく

い と考えられた ｡ また , 両 薬物はシ ンナ ミル基の ベ ンゼ ン環 4 位 の 水酸化 に よ

り , ド
- バ ミ ン D 2 レセプタ ー

ヘ の 親和性と共に線条体 へ の 移行性も増加する

こ とか ら ､ p a r k i n s o n i s m 発現には C Y P 2Ⅰ)6 が 関与する代謝過程が重要な役割

を担 っ て い る と考えられた ｡

1 0 0



小 括

代謝の様相が ヒ トと類似して い た W i st a r 系雌ラ ッ トに ci n n a ri 2i n e または

A u n a ri zi n e を連続投与し､ 血栄中および線条体中の未変化体および代謝物濃度

を測定して ､ 連続投与時 の体内動態を調 べ たo さ らに ci n n a ri zi n e ､ fl u n a ri zi n e

お よびそれらの 代謝物の線条体中濃度/ 血祭中濃度比を計算し , 脳内移行性に

つ い て 比較検討し ､ 以下の 知見を得た. L

1 ) 連続投与 3 0 日後 における血祭中 の fl u n a ri zi n e 濃度は ci n n a ri zi n e 濃度の

約6 倍高く ､ F - 2 濃度は C - 2 濃度 の 約 1 0 倍高か っ た こ とより ､ n u n a ri zi n e お

よび F - 2 は､ ci n n a ri zi n e および C - 2 よりも代謝を受けにくく ､ 体外 に排滑さ

れ にくい と考えられた ｡

2) ci n n a ri zi n e と fl un a ri zi n e の 線条体 へ の 移行率はほぼ同じで あり ､ また対

応する代謝物で ある C - 2 と F - 2 の 移行率に も差は認められなか っ た ｡ 従 っ て ,

cih n a ri zi n e と fl un a ri zi n e で p a rki n s o ni s m の 発現頻度が異な る原因として ,

線条体 へ の 移行性は関係しな い もの と考えられ た｡

3) C - 2 および F - 2 の 線条体 へ の 移行率は､ そ れぞれの 母化合物よりも高く ,

p a rk i n s o ni s m 発現 には C Y P 2 D 6 が 関与する代謝過程が重要な役割を担 っ て い

る と考えられた ｡

1 0 1



実験の部

1 .

日本 S L C ㈱より購入した 1 0 - 1 4 週令の W i st a r 系雌 ラ ッ トおよび 1 1
- 1 3

週令 の W i st a r 系雄ラ ッ トを用 い た ｡ 動物は実験期間を通して
一 定環境下 ( 塞

温 2 3 - 2 5 ℃ ､ 明期 : 午前 7 時 - 午後 7 時) で飼育し ､ 固型飼料 (オリ エ ン タ

ル酵母㈱､ M F ) および水は自由に摂取さ せた ｡

2 .

F l u n a ri zi n e h y d r o c hl o rid e は Si g 皿 a 社より , ci n n a ri zi n e お よびア ラ ビア ゴ

ム 末 は和光純薬工業㈱より購入 した ｡

C i n n a ri zi n e お よびb u 干
a ri zi n e の 代謝物に 関し て は ､ 第 2 章の 実験 の 部に記

した ｡

そ の 他の試薬は ､ 市販 の 特級試薬を使用 した ｡

3 . の
Tt J

c i n n a ri zi n e またはfl un a ri zi n e を 5 % ( w / v) ア ラ ビア ゴ ム水溶液に懸濁し,

ゾンデを用 いて強制的に経 口投与した ｡

皇 + _ 豊艶達磨投豊艶 地 盤条座卓濃度

W i st a r 系雌ラ ッ トに ci n n a ri zi n e また は fl u n a ri zi n e を 2 0 p m ou k g ､ 1 日 1

臥 1 , 5 , 1 0 , 1 5 および 3 0 日間連続投与した ( 1 群 5 匹) ｡ 最終投与2 4 時間

後に断頭し ､ 血液お よび線条体を採取した ｡ 血 液は常法により血衆分離し､ 線

条体 (2 0 - 4 0 皿 g) は氷冷した蒸留水 1 m l で ホモ ジナイズ した ｡ 血衆 (0 ･ 2 m l)

中および線条体懸濁液中の ci n n a ri zi n e お よび且u n a ri zi n e とそ れ らの 代謝物濃

度は肝ミ ク ロ ゾ ー ム中濃度 の測定法(第 1 章参照) に準 じて測定した . なお C - 1

と F - 1 は内因性物質によるブラ ンク ピ ー ク との 分離 ･ 識別 が不十分で あ っ たた

め測定しなか っ た ｡

亘⊥ _ 重盗三監皇量辺盈聾

w i st a r 系雌ラ ッ トに ci n n a ri zi n e を 2 0 , 5 0 お よび 10 0 p m ol & g ､ fl u n a ri zi n e

を 5 , 1 0 お よび2 0 p m o u k g ､ そ れぞれ 1 日 1 臥 1 0 日間連続投与し ､ 4 ･ と同様

1 0 2



の 方法 で血液および線条体中の薬物および代謝物濃度を測定した ( 1 群 5 匹) 0

虹 望壷垣 L 監乏二L L 迄迫吐息性差

W i st a r 系雄ラ ッ トに fl u n a ri zi n e を 2 0 p m o 比 g ､ 1 日 1 臥 1 5 日間連続投

与し､ 4 . と同様の 方法で血液および線条体中の薬物および代謝物濃度を測定し

た ( 1 群 6 匹) 0

7
.

ヽ
ヽ
′

悼

上記 4 .

- 6 . の結果より線条体中濃度と血奨中濃度と の 比を計算した ｡
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総 括

1 . C i n n a ri zi n e およびfl u n a ri zi n e とそ れ らの 代謝物 の定量法 の確立

(第 1 章)

1) ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ - ム の 反応液より ,
ci n n a ri zi n e の 新規 1 次代謝物で ある

1 -[( 4 - h y d r o x y p h e n yl) p h e n yl m et h yl】- 4 -( 3 -

p h e n yl
- 2 -

p r o p e n yl) p i p e r a zi n e ( C - 4)

を単離同定した ｡

2 ) C i n n a ri zi n e とそ の 5 種 の 代謝物および fl u n a ri zi n e とそ の 4 種の 代謝物を

H ‡' L C を用い て簡便か つ 迅速にそれぞれ同時定量す る方法を確立した ｡

2 . C i n n a ri zi n e と fl u n a ri zi n e の i n vit r o で の 代謝 (第2 章)

1 ) ラッ ト肝ミ ク ロ ゾ
ー

ム を用 い たi n vit r o 代謝実験にお い て ､ ci n n a ri zi n e お

よび fl un a ri zi n e の 1 次代謝反応は , い ずれ も N A D P H 非存在下で は進行せず､

一 酸化炭素および S K F 5 2 5 - A に よ り抑制された こ とより ､ 本反応に は P 4 5 0 が

関与 して い る こ とが明らかとな っ た ｡

2 ) ラ ッ ト肝ミク ロ ゾ
ー

ム に お ける ci n n a ri zi n e ま∋よび fl u n a ri zi n e の低基質濃

度域で の 主代謝反応は ､ シ ンナ ミル基の芳香環 4 位水酸化反応 ( C - 2
,
F - 2 生成

反応) で あ っ た ｡ 阻害剤および I)A 系ラ ッ トを用 い た実験より ､ ラ ッ ト肝ミ ク

ロ ゾ ー ムによる C - 2 お よびF -2 の 生 成には C Y P 2 D サ ブフ ァ ミ リ - の 関与が 示

唆された ｡

3) ラ ッ ト肝ミ ク ロ ゾ ー ム を用 い たin vit r o 代謝実験より求めた固有クリ ア ラ ン

ス ( V m 甲 / E m ) より ､ fl u n a ri zi n e は c
i n n a ri zi n e に比 べ 代謝を受けに く い も

の と考えられた ｡

4) ヒ ト肝 ミク ロ ゾ ー ム における C - 2 お よび F - 2 の 生成活性は C Y P 2Ⅰ)6 含量お

よび d e b ri s o q u i n e 4 位水酸化活性と高い相関を示した こ と ､ ならび に両代謝

活性が q 血血di n e により大きく低下した ことより ､ ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ
ー

ム におけ
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る ci n n a ri zin e お よび fl un a ri zi n e の シ ンナ ミ ル基の芳香環 4 位水酸化反応 に は ､

C Y P 2 D 6 が 関与 して い る と考 え られ た . また , ヒ ト肝ミ ク ロ. ゾ - ム で の

ci n n a ri zi n e および fl t m a ri zi n e 代謝様相は ､ W i st a r 系雄ラ ッ トより も W i s t a r

系雌ラ ッ トに類似して い た ｡

5) ヒト P 4 5 0 遺伝子発現リ ンパ芽球細胞ミ ク ロ ゾ - ム を用 いた代謝実験より ､

C - 2 お よび F - 2 の 生成に は C Y P 2 D 6 ､ C - 4 の 生成には C Y P 2 B 6 の 関与が示さ

れた o C i n n a ri zi n e お よび fl u n a ri zi n e の脱ア ルキル化反応は , 複数の 分子種に

より触媒された ｡

3 . C i n n a ri zi n e お よび n u n a ri zi n e の 行動薬理学的作用 の 比較 (第3 章)

1-) ヒ ト と代謝 の パ タ ー ンが類似して い た W i s t a r 系 雌 ラ ッ ト にお い て ､

凸 un a ri zi n e は ci n n a ri zi n e に比 べ カタ レプシ ー 惹起作用 , 運動協調性抑制作用

および行動活性抑制作用が強く , ヒ トにお い て p a rk i n s o mi s m を引き起 こす可

能性の高い こ とが示され た｡

2) C i n n a ri zi n e お よび fl un a ri zi n e は a p o m o r p h i n e に より誘発され る ラ ッ トの

常 同行動を抑制した こ と より ､ ci n n a ri zi n e お よび fl un a ri zi n e が誘発す る

p a rk i n s o ni s m は ､ 両薬物に よる ド - ^
o

ミ ン レセプタ -

の遮断による と推定さ

れた . また , そ の遮断作用は､ fl un a ri zi n e が ci n n a ri 2 1i n e よりも強 い と考えら

れた ｡

4 . C i n n a ri 2;i n e および fl u n a ri 2;i n e とそれら の 代謝物の ド ー パ ミ ン レセプタ ー

お よびムス カリ ン性アセチル コ リ ン レセプタ ー

ヘ の 結合 ( 第4 章)

1) , F l un a ri zi n e は ci n n a ri zi n e に比 べ て ド ー パ ミ ン D 2 レセプタ ー ( D 2 1 R)

遮断作用が強く ､ またムス カリ ン性ア セチ ルコ リ ン レセプタ ー ( m A C h - R ) 逮

断作用が弱か っ た こ とより ､ fl un a ri zi n e は ci n n a ri zi n e に比 べ p a rki n s o mi s m

の 惹起作用がより強い と考えられた ｡
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2 ) C Y P 2 工) 6 に よる酸化成績体 で あ る C - 2 お よび F -2 の D 2 - R に対する親和性

は､ そ れぞれの 母化合物よりも高く ､ p a rk i n s o 血s m の 発現に は代謝物も関与

して い る可能性が考えられた ｡

3) D 2 - R と m A C h - R に対する親和性の 比 ( m A C Ⅰ1 瓜2) ､ お よびI) 2 - R に対す

る K i 値より ､ p a r ki n s o n i s m の 惹起力を F ･ 2 > fl tl n a ri zi n e > C - 2 > ci n n a ri zi n e

> C - 4 > F - 1 > C - 1 の 順 と推定した ｡

5 ･ C i n n a ri zi n e または 且u n 中zi n e 連続投与時 の体内動態 と脳内移行性

(第5 章)

1 ) 代謝の 様相が ヒトと類似して い た W i st a r 系雌 ラ ッ トに ci n n a ri zi n e または

fl u n a ri zi n e を連続投与し ､ 連続投与時の体内動態を調 べ た. 連続投与 3 0 日後

にお け
､
る血紫中の fl u n a ri zi n e 濃度は ci n n a ri zi n e 濃度 の 約 6 倍高く ､ F - 2 濃度

は C - 2 濃度の 約 1 0 倍高か っ た こ とより ､ fl un a ri zi n e お よびF - 2 は､ ci n n a ri zi n e

および C - 2 よりも代謝を受け にくく ､ 体外 に排滑されにく い と考えられた ｡

2) C i n n a ri zi n e と fl un a ri zi n e の 線条体 ヘ の 移行率はほ ぼ 同じで あり ､ また対

応する代謝物で ある F -2 と C - 2 の移行率にも差は認められなか っ た . 従 っ て ､

ci n 皿 a ri zi n e と fl un a ri zi n e で p a rk i n s o ni s m の 発現頻度が異な る原因として ､

線条体 へ の 移行性は関係しな い も の と考えられた o

3) C - 2 お よび F - 2 の 線条体 へ の移行性は , それぞれ の 母化合物よりも高く ､

p a 止i n s o ni s m 発現には C Y P 2Ⅰ) 6 が 関与す る代謝過程が重要な役割を担 っ て い

る と考えられた ｡

本研究で は , 主 にラ ッ トを用 い ci n n a ri zi n e と 且u n a ri zi n e の 代謝過程, 両薬

物およびそれら の代謝物の脳内 ヘ の移行性､ レセ プタ
ー へ の 結合性などの性質

を比較検討する こと により ､ 両薬物による p a rk i n s o 血s m 発現機構ならびに発

現率 の相違につ い て考察した ｡

雌ラ ッ トを用 い た i n vi v o 薬理実験およびin vi t r o の ラジオ レセプタ
ー ア ッ
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セイより ､ 丑 un a ri zi n e は ci n n a ri zi n e に比 べ p a rk i n s o mi s m の 惹起力が強い こ

とが示された . また代謝物 に関して は ､ p a rki n s o n i s m の 惹起力は脱アルキル

化 により著しく低下し ､ C Y P 2 D 6 が 関与する シ ンナミ ル基の ベ ンゼ ン環4 位の

水酸化 (C - 2
,
F - 2) に より増加する と考えられた ｡ 雌 ラ ッ トを用 い た連続投与

試験より､ fl u n a ri zi n e お よび F - 2 は , ci n n a ri zi n e まは び C - 2 よりも体内に蓄

積しやすい ことが示された ｡ また ､ C - 2 お よび F - 2 は､ それぞれ の母化合物よ

りも 線条体 へ の 移行性 は大き か っ た ｡ こ れ ら の こ と よ り ､ 両 薬 物 の

p a rk i n s o ni s m の 発現には､ 特に C Y P 2 D 6 が関与する代謝過程が重要な役割を

果たして い る と考えられ た｡

本研究は ､ 臨床で実際に発生した薬物による副作用 に つ いて､ その 機構を薬

理学的および体内動態学的なアプロ ー

チ に より明らか にした . 特 に, 薬物の 毒

性発現 に関与す る代謝過程 の 重要性 を示 し､ 医薬 品開発研究にお ける体内動態

学の 重要性を示唆した ｡ 医薬品開発時や臨床の場にお い て は､ 薬 物本体の薬理

作用や体内動態 に主 眼が置かれ , ややもすると代謝物に つ い て は見逃され る こ

とがある ｡ しか し, 本研究で示 したように , 代謝物が副作用発現の 重要な要因

になる場合があり ､ 常 に代謝物の薬理作用と体内動態 に も着眼す る必要性があ

る ｡ また ､ 特に代謝過程には大きな種差が存在する こ とより､ 医薬品開発の 早

い段階より ､ ヒ ト肝ミ ク ロ ゾ -

ムや遺伝子発現系ミ ク ロ ゾ - ムな どを向い て ヒ

トの 代謝を明らか にし ､ さ らに , 本研究で W i st a r 系雌 ラ ッ トを用 い たよう に ,

ヒ トの 代謝様相と類似した動物種を用 い て薬理試験や毒性試験を行う必要性が

ある と考える ｡
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p e rf o r m a n?
e li q ui d c h r o m a t o g r a p hi c a s s a y of n un a ri zi n e , ( E) - 1 -

P i s( 4 -

A u o r o p h e n yl) m et h yl] ヰ(3 -

p h e n yl ･ 2 -

p r o p e n yl) p ip e r a zi n e , i n p l a s m a of

e pil e p ti c p ati e n t s . ∫ C b r o m a t (唱r 4 2 6 : 4 4 4 - 4 4 8
, 1 9 8 8 .

3 2 ･ W a ki H a n d A n d o S : C ol u m n li q 血d ch r o m at o g r a p h y of c al ci u m c h a n n el

b l o c k e r s . J C h r o m at o g r 4 9 2 : 4 0 8 - 4 1 2
,
1 9 8 9 .

3 3 ･ O m u r a T a n d S a七o R : T h e c a rb o n m o n o xi d e - b i n di n g p l g m e n 七 of li v e r

m i c r o s o m e s ･ I ･ E vi d e n c e f o r it s h e m op r ot ei n n a t u r e . J B i oI C h e m 2 3 9 : 2 3 7 0 -

2 3 7 8 , 1 9 6 4 .

3 4 ･ L o w ry O H , R o s e b o r o u gh N J , F a r r A L a n d R a n d all R J : P r ot ei n

m e a s w e m e n t wi t h t h e F oli n p h e n ol r e a g e n t ･ ∫ B i oI C h e m 1 9 3 : 2 6 5 - 2 7 5
,

1 9 5 1 .

3 5 ･ D a b b a gh S G , Idl e J R a n d S mi t h : A ni m al m o d elli n g of h u m a n

p oly m o rp hi c d ru g o xi d a ti o n - t h e m et a b oli s m of d e b ri s o q ui n e a n d

p h e n a c e七i n i n r a 七in b r e d st r a i n s ･ ∫P h a r m P h a m a c o1 3 3 : 1 6 1 - 1 6 4
,
1 9 8 1 .

3 6 ･ E a lm G C
,
R u b e nfi el d M , D a vi s D S , M u r r a y S a n d B o ob i s A R : S e x a n d

st r ai n di ff e r e n c e s i n h e p a ti c d e b ri s o q u n e 4 - h y d r o x yl a s e a cti vi t y of t h e r a t .

D r u g M et a b I)i s p o s 1 3 : 5 1 0 - 5 1 6 , 1 9 8 5 .

3 7 ･ B a rh a m H M
,
L e n n a r d M S a n d T u ck e r G T : A n e v al u a ti o n of c yt o c h r o m e

P 4 5 0 i s o fo r 皿 a Cti vi ti e s i n t h e fe m al e I) a rk A g o u ti ( D A) r a t : r el e v a n c e 七o it s

u s e a s a m o d el of t h e C Y P 2 工) 6 p o o r m et a b oli s e r p h e n ot y p e ･ B i o ch e m

P h a r m a c o1 4 7 : 1 2 9 5 -1 3 0 7 , 1 9 9 4 .

3 8 1 R ob i n s o n D a n d W illi a m s R T : T h e m et a b oli s m of b e n z o p h e n o n e .

B i o cⅠ1 e m
.
∫6 8 : 5 8 4 , 1 9 5 8 .

3 9 ･ S w a d a H a n d H a r a A : S t u di e s o n m et a b oli s m of b r o m a z e p a m . ⅤⅠ.

R e d u cti o n of 2 -(2 -

a mi n o - 5 1b r o m o b e n z o yl) p y ri di n e , a m et a b olit e of

b r o m a z e p a m , i n t h e r a b b it , r a t , a n d g m n e a p l g ･ D r u g M et a b I)i s p o s 6 : 2 0 5
-

2 1 2
,
1 9 7 8 .

1 1 1



4 0 . 今村順茂 : ケ ト ン基を有す る薬物の 還 元的代謝 . 薬物動態 5 : 2 6 3 - 2 7 1
,

1 9 9 0 .

4 1 . h a b a T
,
N a k a n o

I

M , O tt o n S V , M a h o n W A a n d E al o w W : A h um a n

cyt o ch r o m e P - 4 5 0 ch a r a ct e ri z e d b y i n hib iti o n st u di e s a s t h e s p a rt ei n e
-

d e b ri s o q ui n e m o n o o x y g e n a s e . C a n I P h y si oI P h a r m a c o1 6 2 : 8 6 0
- 8 6 2 , 1 9 8 4 ･

4 2 . G u t J , C ati n T , D a y e r P , K r o n b a ch T , Z a n g e r U a n d M e y e r U A :

D eb ri s o q u l n e/S p a rt ei n e
-ty p e p ol y m o rp h i s m of d r u g o xi d a ti o n ･ P u ri fi c a ti o n

a n d ch a r a ct e ri z a ti o n of t w o fu n cti o n ally difib r e n t h u m a n li v e r cyt o ch r o m e

P - 4 5 0 i s o z ym e s i n v ol v e d i n i m p ai r e d h y d r o x yl a ti o n of t h e p r ot ot y p e

s u b st r a t e b t1 fu r al ol . I B i oI C h e m 2 6 1 : 1 1 7 3 4 - 1 1 7 4 3
,
1 9 8 6 .

4 3 . K o b a y a s hi S , M u r r a y S , W a t s o n D , S e s a rd i c D , I) a vi e s D S a n d B o ob i s

A R : T h e s p e cifi cit y of i n hib iti o n o f d e b ri s o q u n e 4
1 h y d r o x yl a s e a cti vi t y b y

q u l 血di n e a n d q ui 血 n e i n t h e r a t i s t h e i n v e r s e of t h a t i n m a n ･
B i o ch e m

P h a r m a c o1 3 8 : 2 7 9 5 - 2 7 9 9 , 1 9 8 9 _

4 4 . G o n z al e z F J a n d ldl e J R : P h a r m a c o g e n eti c p h e n ot y p i n g a n d g e n ot y pi n g ･

P r e s e n t st at u s a n d fu t u r e p ot e n ti a l . C li n P h a r m a c ok i n et 2 6 : 5 9
- 7 0

,
1 9 9 4 ･

4 5 . A I v a n G , B e ch t el P , I s eli u s L a n d G un d e rt
- R e 血 y U : H y d r o x yl ati o n

p ol ym o rp hi s m of d e b ri s o q ui n e a n d m e p h e n yt oi n i n E u r op e a n p op ul a ti o n s ･

E u r J C li n P h a r n a c o1 3 9 : 5 3 3 - 5 3 7 , 19 9 0 .

4 6 . H o r ai Y , N a k a n o M , Is hi z a k i T , h h ik a w a E , Z h o u H H , Z h o u B J , L i a o C L

a n d Z h a n g L M : M et op r ol ol a n d m e p h e n yt oi n o x i d a ti o n p oly m o r p hi s m s i n

F a r E a st e r n O ri e n t al s u bj e ct s : J a p a n e s e v e r s u s m ai nl a n d C hi n e s e ･ C li n

P b a r m a c oI T b e r 4 6 : 1 9 8 ･ 2 0 7 , 1 9 8 9 .

4 7 . N a k a m u r a 冗
,
G ot o F

,
R a y W A M c A lli s t e r C B , J a c q z E , W ilk i n s o n G R

a n d B r a n c h R A : h t e r e t h ni c d iff e r e n c e s i n g e n eti c p ol y m o rp h i s m o f

d e b ri s o q ui n a n d m e p h e n y t oi n h y d r o x yl a ti o n b et w e e n J a p a n e s e a n d

C a u c a si a n p op ul ati o n s . C li n P h a r m a c oI T h e r 3 8 : 4 0 2 - 4 0 8
,
1 9 8 5 ･

4 8 . W at e r m a n M R a n d J o lm s o n E F : M et h o d s i n E n z y m ol o g y 2 0 6 , p p 8 5
- 1 4 5

,

A c a d e m i c P r e s s I n c( S a n D i e g o) , 1 9 9 1 .

1 1 2



4 9 ･ 山添康: ヒト P 4 5 0 の 発現 とそ の 利用 の 分子生物学的問題点 . 薬物動態 1 0 :
3 8 6 - 3 9 0 , 1 9 9 5 .

5 0 ･ C h a n g T E E , W e b e r G F , C r e s p i C L a n d W a x m a n I)∫: D iffe r e n ti al

a cti v a ti o n of cy cl o p h o s p h a mi d e a n d if o s p h a mi d e b y cy t o c h r o m e s P - 4 5 0 2 B

a n d 3 A i n h u m a n li v e r mi c r o s o m e s ･ C a n c e r R e s 5 3 : 5 6 2 9 - 5 6 3 7
,
1 9 9 3 .

5 1 ･ W h e el e r C W
,
P a rk S S a n d G u e n t lm e r T M ･

･

lm m t m o ch e mi c al a n al y si s of

a c yt o ch r o m e P - 4 5 0 1 A l h o m ol o g u e i n h u m a n l un g mi c r o s o m e s . M oI

P h a r m a c o1 3 8 : 6 3 4 - 6 4 3 , 1 9 9 0 .

5 2 ･ M t u r a y B P , E d w a r d s R J , M u r r a y S , S i n gl et o n A M , D a vi e s D S a n d
B o ob i s A R : fI um a n h e p ati c C Y P I A l a n d C Y P I A 2 c o n t e n t

,
d et e r mi n e d w it h

s p e cific a nti -

p e p ti d e a n ti b o di e s , c o r r el at e s wi t h 七h e m u t a g e ni c a cti v a ti o n of

P h I P ･ C a r ci n o g e n e si s 1 4 : 5 8 5 1 5 9 2
,
1 9 9 3 ,

5 3 ･ R eュli n g M V , A o y a m a T , G o n z al e s F J a n d M e y e r U A : T olb u t a mi d e a n d

m e p h e n y t oi n h y d r o x yl a ti o n b y h u m a n cyt o ch r o m e P 4 5 0 s i n t h e C Y P 2 C
s u bE a mi 1 y ･ ♂ P h a r m a c oI E x p T i e r 2 5 2 : 4 4 2 ･ 4 4 7

, 1 9 9 0 .

5 4 ･ C a st a n e d a - H e rn a n d e z G
,
H o y o

- V a dill o C
, H e r T e r a J E , S al a z a r L A ,

O rti z C a n d H o n e E : A c c u m ul a ti o n of ci n n a ri zi n e
,
a c al ci un e n t ry b l o ck e r ,

fo ll o wi n g u s u al d o s a g e r e gi m e n s ･ p r o c w e st p h a r m a c oI S o c 3 4 : 4 2 1 - 4 2 4
,

1 9 9 1 .

5 5 ･ C a s t a n e d a - H e r n a n d e z
,
V a r g a s

- A I v a r a d o Y
, A g ui r r e F a n d F l o r e s -

M u mi et a F J : P h a - a c o k i n eti c s of ci n n a ri zi n e a ft e r s i n gl e a n d m ul tipl e
d o si n g i n h e alt h y v ol u n 七e e r s ･ A r z n ei m - F o r s ch/ D r u g R e s 4 3 : 5 3 9 - 5 4 2 , 1 9 9 3 .

5 6 ･ H e yk a n t s ∫, D e C r e e J a n d H o ri g C h : S t e a d y - s t at e pl a s m a l e v el s of

fl t m a ri zi n e i p ch r o ni c al 1 y 七r e a t e d p ati e n t s ･ A r z n ei m - F o r s ch n ) ru g R e s 2 9 .

･

1 1 6 8 - 1 1 7 1
,
1 9 7 9 .

5 7 ･ 荒木五郎, 斉藤達郎, 石井昭男, 出口 隆志 : K W -3 1 4 9 ( 塩酸フルナリ ジン)
の 第Ⅰ相試験成績. 基礎 と臨床 1 6 : 1 9 0 1 - 1 9 0 7

,
1 9 8 2 .

5 8 ･ K t a d a M
I H a s u n u m a Y , R i ki hi s a T a n d X a n a kn b o Y : E n h a n c e m e nt of

1 1 3



a n ili n e h y d r o x yl a ti o n i n h um a n li v e r m i c r o s o m e s . R e s C o m m u n C h e m

P a 也 ol P h a r m a c o1 5 1 : 1 0 1 - 1 1 6
,
1 9 8 6 .

5 9 . M a s u b u chi Y
,
F ujit a S , C hib a M , E a gi m ot o N , U m e d a S a n d S u z u k i T :

lm p ai r m e n t of d e b ri s o q u l n e 4
- h y d r o E yl a s e a n d r el at e d m o n o o x y g e n a s e

a cti vi ti e s i n t h e r at f oll o w i n g t r e at m e n t w it h p r op r a n ol ol . B i o ch e m

P b a r m a c o1 4 1 : 8 6 1 - 8 6 5 , 1 9 9 1 .

6 0 . D i s tl e r at h L M , R eill y P E , M a rti n M V , D a vi s G G , W il ki n s o n G R a n d

G u e n g e ri c h F P : P u ri fi c a ti o n a n d c h a r a ct e ri z a ti o n of t h e h um a n li v e r

c yt o ch r o m e s P
- 4 5 0 iI Ⅳ 01 v e d i n d e b ri s o q 血 n e 4

- h y d r o x yl a ti o n a n d p h e n a c eti n

0 - d e et h yl ati o n , t w o p r ot oty p e s f o r g e n eti c p ol ym o rp h i s m i n o xi d a ti v e d r u g

m et ab o h s m . a B i oI C h e m 2 6 0 : 9 0 5 7 - 9 0 6 7 , 1 9 8 5 .

6 1 . Y a 皿 a O k a E , T a m g a Ⅵ
r
a r a Y , N a k a g a w a T a n d U n o T : A

p h a r m a c ok i n eti c s a n al y si s p r o g r a m ( M U L T D f o r m i c r o c o m p u t e r . J

P h a r m a c obi o - D y n 4 : 8 7 9
- 8 8 5 , 1 9 8 1 .

6 2 . 宮崎栄治, 原卓司 , 西川智, 池 上 二 郎, 大黒友路 : E Ⅳ - 3 1 4 9 の安全性 に

関す る研究. 基礎 と路床 16 : 1 7 3 5 - 1 7 4 7
, 1 9 8 2 .

6 3 . 山田耕二 , 二藤真明 , 久保和博, 塩崎静男 , 周藤勝 一

, 中清書博: Fl u n a ri zi n e

の
一 般薬理学的研究 . 基礎と臨床 1 6 : 1 8 7 8 - 1 8 9 1 , 1 9 8 2 .

6 4 ･ E e b a b i n J W a n d C al n e I) B : M ul ti pl e r e c e p t o r s fTo r d o p a m i n e . N a t u r e

2 7 7 : 9 3 - 9 6
,
1 9 7 9 .

6 5 . 高柳 一 成 : 臨床薬物治療大系- 2 : 薬理学 ･ 非臨床薬効評価 . p p 9 3 - 1 2 8 , 情

報開発研究所 (東京) , 1 9 8 7 .

6 6 ･ C o st all B a n d N a yl o r R J : N e u r ol ep ti c a n d n o n - n e w ol e p ti c c at al e p s y .

A r z n ei m - F o r s c h/ D ru g R e s 2 3 : 6 7 4 - 6 8 3
,
1 9 7 3 .

6 7 ･ C o st all B a n d N a yl o r R J : I s t h e r e a r el a ti o n s hi p b et w e e n th e

i n v ol v e m e n t of e xt r a p y r a m i d al a n d m e s oli m b i c もr ai n a r e a s w it h tll e

c at al e p ti c a cti o n of n e u r ol e p ti c a g e n t s a n d t h ei r cli n i c al a n ti p s y ch oti c

e ff e ct ? . P s y ch op h a r m a c o1 3 2 : 1 6 1 - 1 7 0
,
1 9 7 3 .

1 1 4



6 8 ･ D un h a m N W a n d M i y a T S : A n ot e o n a si m p l e a p p a r at u s f o r d et e ct
.
i n g

n e u r ol o g l C al d e fi cit i n r at s a n d mi c e ･ ∫A m P h a r m A s s o c 4 6 : 2 0 8 - 2 0 9 , 1 9 5 7 .

6 9 ･ K w ib a r a H
,
H i g u c hi Y a n d T a d o k o r o S : E ff e ct s of c e nt r al d e p T e S S a n t S O n

r ot a -

r o d a n d t r a cti o n p e rf o r m a n c e s i n mi c e ･ 才a p ∫P h a r m a c o1 2 7 : 1 1 7 - 1 2 6
,

1 9 7 7 .

7 0 ･ C o st all B a n d N a yl o r R J : O n t h e m o d e of a cti o n of a p o m o rp hi n e . E u r J

P h a r m a c o1 2 1 : 3 5 0 - 3 6 1
,
1 9 7 3 .

7 1 ･ O z a k i A
,
放 e g a mi A , Y o s h i d o mi M , Y a m a s hit a A a n d S u k a m ot o T :

B e h a vi o r al a n d b i o ch e mi c al eff e ct s of a n o v el c al ci u m a n t a g o ni st , E 臥 2 7 9 6 ,
o n t h e c e n t r al d op a mi n e r g l C S y St e m ･ E u r J P h a r m a c ol

,
2 00 : 3 1 1 - 3 1 7 , 1 9 9 1 .

7 2 ･ C a s ell a s N
,
F e r r a 血 B

, C u till a s B a n d M a h y N : C h a r a ct e ri z a ti o n of I) 2 ･

d o p a mi n e r e c e p t o r m o d i丘c a ti o n i n r a t st ri at un a ft e r c al c 山 m c h a n n el

bl o c k e r t r e at m e n t ･ M et h F i n d E x p C li n P h a r m a c ol 1 2 : 6 0 9 - 6 1 1
,
1 9 9 0 .

7 3 1 G r eb b J A ･

･

N if e dip i n e a n d fl un a ri zi n e bl o ck a m p h e t a mi n e -i n d u c e d

b e h a vi o r al sti m ul a ti o n i n mi c e ･ I Jif e S ci 3 8 : 2 3 7 5 - 2 3 8 1 , 1 9 8 6 .

7 4 ･ M ill e r R J a n d H il e y C R : A n ti 一

皿 u s c a ri n i c p r o p e rti e s of n e u r ol e p ti c s a n d

d r u g
-i n d u c e d p a r ki n s o ni s m ･ N a t u r e 2 4 8 : 5 9 6 -5 9 7

,
1 9 7 4 .

7 5 ･ S n y d e r S , G r e e n b e rg D a n d Y a m a m u r a H I: A n ti s chi z o p h r e ni c d r u g s a n d

b r ai n c h oli n e r gi c r e c e p t o r s ･ A f B nit y f o r m u s c a ri ni c sit e s p r e d ict s

e xt r ap y r a mi d al e ff e ct s ･ A r c h G e n P s y c h i a t r y 3 1 : 58 - 6 1 1 9 7 4 .

7 6 ･ B un z o w J R
,
V a n T oュH H M

, G r a n d y I) a , A lb e rt P , S al o n J , C h ri sti e M ,

M a chi d a C A
,
N e v e E A a n d C i v elli 0 : C l o m n g a n d e 耳p r e S Si o n of a r at D 2

d o p a mi n e r? c e p t o r C D N A . N at u r e 3 3 6 : 7 8 3 - 7 8 7
, 1 9 8 8 .

7 7 ･ S o k ol off P
,
G i r o s B

,
M a rt r e s M P

, B o u th e n et M L a n d
･

s c h w a rt z J C :

M ol e c ul a r cl o ni n g a n d c h a r a ct e ri z a ti o n of a n o v el d o p a mi n e r e c ep t o r ( D 3) a s
a t a r g et fo r n e u r ol e p ti c s ･ N at u r e 3 4 7 : 1 4 6 - 15 1

,
19 9 0 .

7 8 ･ V a n T oュ H H M
,
B u n z o w J R

,
G u a n H C

,
S u n a h a r a R E

,
S e e m a n P , N i z nik

1 1 5



H B a n d C i v elli 0 : C l o n i n g of t h e g e n e f o r a h u m a n d o p a m i n e I) 4 r e c e p t o r

wi t h hi gh a fE nit y f o r t h e a n tip s y c h oti c cl o z a p i n e . N a t u r e 3 5 0 : 6 1 0 - 6 1 4 ,

1 9 9 1 .

7 9 . S un a h a r a R K
,
G u a m H C , O

†

l) o w d B F
,
S e e m a n P , L a u ∫i e r L G , N g G ,

G e o r g e S R , T o r c hi a ∫, V a n T oュH H M a n d N i z ni k H B : C l o n i n g of t h e g e n e fo r

a h um a n d op a m i n e D 5 r e c e p t o r w it h h i gh e r a ffl n it y 丘) r d op a m i n e t h a n D l .

N a t u r e 3 5 0 : 6 1 4 - 6 1 9 , 1 9 9 1 .

8 0 . Z h o u Q Y , G r a n d y D K , T h a m bi L , K u s h n e r J A , V a n T oュ H H M , C o n e R ,

P ri b n o w D
,
S al o n J , B un 2; O W J 求 a n d C i v elli 0 : C l o 血n g a n d e x p r e s si o n of

h u m a n a n d r a t D l d o p a m i n e r e c e p t o r s . N a t u r e 3 4 7 : 7 6 - 8 0
,
19 9 0 .

8 1 . S t r a n g e P G : N e w i h si gh t s i n t o d o p a m i n e r e c e p t o r s i n t h e c e n t r al

n e rv o u s s y st e m . N e u r o ch e m l n t 2 2 : 2 2 3 - 2 3 6
,
1 9 9 3 二

8 2 . 井上敦子 , 仲田義啓 , 植田弘師 : ド/1
c

ミ ン受容体 . 薬局 4 8 : 5 3 - 6 1
,
1 9 9 7 .

8 3 . C a rl s o n J壬王, B e rg s t r o m 】) A a n d W
■

alt e r s J R : S ti m 山 a ti o n of b ot h D l a n d

D 2 d o p a m i n e r e c e p t o r s a p p e a r s n e c e s s a r y iTo r f ul l e x p r e s si o n of

p o st s y n a p ti c eftTe ct s of d o p a m i n e a g o ni st s : a n e u r op h y si ol o gl C al st u d y .

B r ai n R e s 4 0 0 : 2 0 5 - 2 1 8 , 1 9 8 7 .

8 4 . W a d di n gt o n J L , D al y S A , D o w n e s R P , I) e v e n e y A M ,
M c c a ul e y P G a n d

O
'

b o yl e K M : B e h a vi o t u al p h a r m a c ol o g y of
`

D - 1 -1i k e
'

d o p a m i n e r e c e p t o r s :

fu rt h e r s u b ty p l n g , n e w P h a r m a c ol o gl C al p r o b e s a n d i n t e r a cti o n s w it h
'

D - 2 -

1i k e
'

r e c e p t o r s .
P r o g N e u r o

- P s y c h op h a r m a c oI B i oI P s y c hi a t 1 9 : 8 1 1 - 8 3 1
,

1 9 9 5 .

8 5 . L a h ti R A
,
E v a n s I) L

,
S t r a t m a n N C a n d F i g u r L M : D o p a 皿i n e I) 4 v e r s u s

D 2 r e c e p t o r s el e cti vi t y of d o p a m i n e r e c e p t o r a n t a g o n i st s : p o s si bl e

th e r a p e u ti c i m pli c a ti o n s . E u r J P b a r m a c o1 2 3 6 : 4 8 3 - 4 8 6 1 9 9 3 .

8 6 ･ T e r ai M
,
H i d a k a K a n d N a k a m u r a Y : C o m p a ri s o n of [3 Ⅰ‡] Y M - 0 9 1 5 1 - 2

w it h [3 H ] s pip e r o n e a n d [3 H] r a cl op ri d e fo r d op a m i n e D - 2 r e c e p t o r bi n d i n g

t o r a t st ri at u m . E u r J P h a r m a c ol 1 7 3 : 1 7 7 - 1 8 2 , 1 9 8 9 .

1 1 6



8 7 . C h e n g Y C a n d P ru s off W H : R el a ti o n s hip b et w e e n t h e i 血 biti o n

c o n st a nt ( 孤)
.

a n d t h e c o n c e n t r a ti o n of i n hib it o r w hi c h c a u s e s ■5 0 p e r c e n t

i n hib iti o n (I5 0) of a n e n z y m a ti c r e a cti o n . B i o c h e m P h a r m a c o1 2 2 : 3 0 9 9 -

3 1 0 8
,
1 9 73 .

8 8 . B o n n e r T I , B u ckl e r N J , Y o u n g A C a n d B l
･

a n n M R : Id e n ti fi c a ti o n of a

f a m ily of m u s c a ri ni c a c et yl c h oli n e r e c e p t o r g e n e s ･ S ci e n c e 2 3 7 : 5 2 7 - 5 3 2
,

1 9 8 7 .

･

8 9 ･ P e r alt a E G
,
W i n sl o w J W

, P et e r s o n G L , S mi t h I) H , A s h k e n a zi A ,

R a m a c h a n d r a n I , S chi m e rli k M I a n d C a p o n D J : P ri m a ry s t r u ct u r e a n d

b i o c h e m i c al p r o p e rti e s of a n M 2 m u s c a ri n i c r e c ep t o r . S ci e n c e 2 3 6 : 6 0 0 - 6 0 5
,

1 9 8 7 .

9 0 ･ B o n n e r T I
,
Y o u n g A C , B r a n n M R a n d B u ckl e y N J : C l o 血 n g a n d

e x p r e s si o n o f t h e lm m a n a n d r a t m 5 m u s c a ri ni c a c et yl ch oli n e r e c ep t o r

g e n e s . N e u r o n 1 : 4 0 3 - 4 1 0
,
1 9 8 8 .

9 1 1 Y a s u d a R p , C i e sl a W , F l o r e s 工J R , W all S J , L i M , S at k u s S A , W ei s s t ei n

J S , S p a g n ol a B V a n d W oliTe B B : I) e v el o p m e n t of a n ti s e r a s el e cti v e fo r 皿 4

a n d m 5 m u s c a ri n i c ch oli n e r gi c r e c e p t o r s : I)i s t ri b u ti o n of m 4 a n d m 5

r e c e p t o r s i n r at b r ai n . M oI P b a r m a c o1 4 3 : 1 4 9 - 1 5 7 , 1 9 9 3 .

9 2 ･ B ol d e n C , C u s a ck B a n d R i ch el s o n E : A n t a g o n i s m b y a n ti m u s c a ri n i c

a n d n e u r ol e p ti c c o m p o un d s at t h e fi v e Cl o n e d h u m an m u s c a ri n i c ch oli n e r g l C

r e c e p t o r s e 甲 r e S S e d i n c hi n e s e h a m st e r o v a ry c ell s ･ ∫ P h a r m a c oI E 甲 T h e r

2 6 0 : 5 7 6 - 5 8 0 , 1 9 9 2 .

9 3 . A ll e wi j n F T N
･

. T h e di s t rib u ti o n of ci n n a ri 2:i n e a n d it s m et a b olit e s i n t h e

r at . Lif e S ci 7 : 9 8 9 - 9 9 4
,
1 9 6 8 .

.

9 4 ･ M i chi el s M
,
H e n d ri k s R , E n a e p s F , W o e st e n b o r gh s R a n d H e y k a n t s J :

A b s o rp ti o n a n d ti s s u e di s t rib uti o n of fl un a ri zi n e i n r a t s , p ュg s a n d d o g s ･

A r z n ei m - F o r s ch / D ru g R e s 3 3 : 1 1 3 5 - 1 1 4 2
,
1 9 8 3 .

9 5 . O n t h e e x c r eti o n a n d m et a b oli s m of ci n n a ri zi n e i n t h e W i st a r r at a ft e r

o r al a d mi ni st r a ti o n . J a n s s e n R e s e a r c h R ep o rt R 5 1 6/2 , 19 7 2 .

1 1 7



9 6 . 石井昭男, ･ 大石孝義 , 小林弘幸 , 宇治康明 : 塩酸フ ルナリ ジン の ヒ トにお

け る体内動態 につ いて . 協和発酵工業株式会社社内資料 , 1 9 8 3 .

1 1 8



論文目録

本学位論文内容は下記の発表論文に よる ｡

1 . K a ri y a S , Is o z a ki S , N a ri m a t s u S a n d S u z u k i T : O xi d a ti v e m et a b oli s m of

ci n n a ri zi n e i n r a t li v e r m i c r o s o m e s . B i o ch e m P h a r m a c o1 4 4 : 1 4 7 1 ･ 1 4 7 4 ,

1 9 9 2 .

2 . E a ri y a S , I s o z a ki S , N a ri m a t s u S a n d S u z u ki T : O xi d a ti v e m et a b oli s m of

fl un a ri zi n e i n r a t li v e r m i c r o s o m e s . R e s C o m m t m C h e m P a t h oI

P h a r m a c o1 7 8 : 8 5 - 9 5 , 1 9 9 2 .

3 . 借家悟, 磯崎貞夫 , 成松鎮雄 , 鈴木徳治 : フ ル ナリ ジンおよびシ ンナリジ ン

による アポモ ル ヒネ誘発常同行勤 の抑制効果 . 神経精神薬理 1 4 : 7 0 3 - 7 0 8
,

1 9 9 2 .

4 . N a ri m a t s u S , K a ri y a S , I s o z a ki S , 0 lm o ri S , 払t a d a M , H o s o k a w a S ,

M a s u b u c hi Y a n d S u z u k i T : h v ol v e m e n t of C Y P 2 D 6 i n o xi d a ti v e

m et a b oli
'
s m of ci n n a ri zi n e a n d n u n a ri zi n e i n h u m a n li v e r m i c r o s o m e s .

B i o c b e m B i o plly S R e s C o m m u n 1 9 3 : 1 2 6 2 - 1 2 6 8 , 1 9 9 3 .

5 . E a ri y a S , Is o z a ki S , M a s u b u ch i Y , S u z u ki T a n d N a ri m at s u S : P o s sib l e

p h a r m a c o ki n eti c a n d p h a r m a c o d y n a m i c f a ct o r s affe cti n g p a rk i n s o n i s m

i n d u c e m e n t b y ci n n a ri zi n e a n d fl un a ri zi n e . B i o c h e m P h a r m a c o1 5 0 :

1 6 4 5 - 1 6 5 0
,
1 9 9 5 .

6 . K a ri y a S , Is o z a ki S , U c hi n o Iこ, S u z t 血i T a n d N a ri m a t s u S : O xi d a ti v e

m et a b oli s m of fl t m a ri zi n e a n d ci n n a ri zi n e b y m i c r o s o m e s f r o m B
-

1y m p h o bl a st oi d c ell li n e s e x p r e s si n g b u 皿 a n C yt O Ch r o m e P 4 5 0 e n z ym e s .

B i oI P b a r m B 1 111 1 9 : 15 1 1 - 1 5【1 4 , 1 9 9 6 .

1 1 9



主査および副査名

本学位論文の審査は千葉大学大学院薬学研究科で指名された下記 の審査委員

により行われた ｡

主査 千葉大学教授 (薬学部)

副査 千葉大学教授 (薬学部)

副査 千葉大学教授 (薬学部)

副査 千葉大学教授 (薬学部)

副査 千葉大学教授 (薬学部)

薬学博士

薬学博士

薬学博士

薬学博士

薬学博士

1 2 0

堀江利治

渡辺和夫

北田光 一

山本恵司

千葉寛



謝 辞

本研究に際し､ 懇切 な御指導と御鞭捷を賜りました千葉大学薬学部堀江利治

教授に衷心より感謝 の意を表します ｡

本研究中､ 詳細か つ 有益な御指導と御助言を賜りました千葉大学薬学部

鈴木徳治名誉教授ならびに 岡山大学薬学部成松鏡雄教授 (前千葉大学薬学部助

教授) に衷心より感謝の意を表しますo
I

代謝研究にお い て , 貴重な試料の提供な らびに有益な御助言を賜りました千

葉大学医学部附属病院薬剤部北田光 一 教授 ､ 同大森栄助教授に深く感謝の意を

表します ｡

また ､ 本研究に御協力戴きました千葉大学薬学部桝捌泰宏講師ならび に

細川晋氏 に厚くお礼申し上げます｡

本研究の遂行 に際し ､ 多大な御協力と御鞭撞を賜りました前東京逓信病院薬

剤部磯崎貞夫博士ならびに東京逓信病院薬剤部内野克菩博士 に心 か ら感謝申し

上げます｡

1 9 9 7 年 6 月

借家 悟

1 2 1


