
氏 名(本 籍)

学 位 の 種 類

学 位 記 番 号

学位授 与 年 月 日

学位授 与 の要件

研 究 科 、 専 攻

学 位 論 文 題 目

勧
中

博

わ

ー
L刀
」

姉
直

と
人

士(医 療薬学)

薬 博(医 療薬学)第3号

平 成15年3月24日

学位規則第4条 第1項 該当

東北大学大学院薬学研 究科

(博士課程)生 命薬学専攻

ガス クロマ トグラ フィー/マ ススペ ク トロメ トリーの メ タンフェ タ

ミン体 内動態研 究へ の応用

論 文 審 査 委 員 (主 査)教 授 井 戸

教 授 今 井

教 授 山 添

達 雄

潤

康

一103一



論 文 内 容 要 旨

覚せ い剤乱用 によ り生 じる精神疾患 である覚せい剤精神 病は,長 期乱用 に伴 う幻 覚,妄 想状態が生 じや

す くな り,服 役,入 院等 による使用 中断後(断 薬),少 量 または短期 間の再使 用で急速 にその状 態が再現

されるこ とを特徴 としてい る。覚せ い剤使用 による陶酔感 や食欲減退作用,睡 眠抑制作用,体 温上昇作用

等 は,反 復投与 に伴 ってその作用が減弱す るとい う耐性が生 じやすいが,幻 覚や妄想等 の精神症状 は逆 に

感受性 の.増大 を呈 し,耐 性 とは正 反対 の現象 を示す ことか ら広 く逆耐性現象 とも呼ばれている。 この現象

の発症機序 として,症 状再燃 に関わる不可逆的 な何 らかの生物学 的障害が脳内 に生 じる ことが想定 されて

いるが,い まだ明確 な説明 はなされていない。

動物 にメタンフェタ ミン(MAP)を2週 間以上反復投与 した際 に,外 部 の刺激 に関係 な く臭い嗅 ぎ等の

同一運動 を繰 り返 す とい う異常行動(常 同行動)が 認 め られ るが,1週 問以上 の断薬後少量のMAPを 投 与

した場合 にこの常 同行動 の増強反応が認め られる。 この行動発現 を精神病 的変化 の指標 とした逆耐性形 成

モデルが,覚 せい剤 精神 病の病態解 明に広 く利用 されてい る。MAPは 構造 上 カテ コラ ミンに類似 してお

り,気 分昂揚,覚 醒水準 の上昇等 の中枢作用は脳 内カテコラ ミン系の作 用 を介 して生 じる と考 えられてい

る。 中で も,逆 耐性の形成 は,ド パ ミンD2受 容体遮 断薬であ るハ ロペ リ ドール前 処置で 阻止 される こと

か ら,ド パ ミン作動 系が関与 してい る もの と考 え られてお り,特 にMAP再 投与時 の ドパ ミンシナプス間

隙への ドパ ミン放 出の充進が,逆 耐性現象発現 に最 も対応す る生物学的変化 である と考 えられてい る。 ま

た,MAPは ドパ ミン神経 にお ける ドパ ミン トランスポー ター を介 した交換機序 または細 胞膜か らの拡散

機序 によ り取 り込 まれ,入 れ代 わ りに ドパ ミンの放 出をもたらす ことが提唱 されてい る。従 って,脳 内シ

ナプス 間隙へ のMAP自 身の量的変動の解析 は,逆 耐性現象 の発症機序 の解 明 に有益 な知見 を与 える もの.

と考 え られ る。そ こで,MAPの 脳内動態並 び にそれ に影響 を与 える と考 え られる体 内動 態 につい ての検

討が必 要である。

先 に水柿 ら及び中村 らは,['℃IMAPを 用 いて,逆 耐性形成マ ウスお よびイヌにお ける['1C]MAPの 脳 内

動態 を検討 し,[nC]MAPの 脳内過剰 集積 を報告 している。 このように薬 物動態 を検討す る場合,ラ ジオア

イソ トープが広 く用 い られ ているが,検 出 している放射能が代謝 により対象薬物 を反映 していない という

可能性 や短半減期の ラジオアイソ トープ を用 いることによるデー タ採取時 間の制約,実 験 者の被曝,ポ ジ

トロンエ ミッシ ョン トモグ ラフィー(PET)等 ポジ トロン標識体 を用 いる場合,特 殊施設 を利用す るこ と

による実験 回数の制約等の問題が ある。

そればか りか,PETの 場合,経 時的 な採血や画像 を撮 る必要が あるため,動 物の固定のために麻酔 を使

用するが,薬 物 の体 内動態 に対す る麻酔薬の影響が懸念 される。そ こで まず,PETに おける麻酔薬 の影響

を検:討した。

雄性 アカゲザ ルを用いて,ハ ロタンガス麻 酔0.5～1.0%(H202.5L/min,022.5L/min)及 びペ ン トバ ル

ビタール静脈麻 酔25mg/kgの 濃度 にお ける【"C】MAPの 脳内集積 を検討 した。採血用及 び["C]MAP投 与用

に,そ れぞ れ大腿動脈,上 腕 静脈 にカテーテ ルを挿 入 した。バ イタルサ イ ン(血 圧,心 拍数,血 液pH,
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pO2,pCO2,体 温)をPET実 験 中モニ ター し,い ずれ も生理的 な範囲で維持 されていた。[1'C】MAPを 上腕

静脈 か ら投与 し,PETス キ ャナー(PT931,CITInc.Knoxville,USA)に よって,脳 へ の集積 を画像化 し,

脳8断 面 の画像 か ら線条体,前 頭葉,側 頭葉,頭 頂葉,後 頭葉,視 床,小 脳 に関心領域 を設定 し,こ れ ら

の部位へ の集積量 を投与60分 まで解析 した。 その結果,ペ ン トバ ル ビタール静脈麻酔 時の[11CIMAPの 脳

への集積が ,ハ ロ タンガス麻酔時 に比べ て低下す ることが 明 らか となった。集積性 に影響 を与 える因子 と

して脳血流 の変化が考 えられ る。一般 に,脳 血流はすべ てのガス麻酔の吸入速度 に依存 して増加 し,ケ タ

ミンを除 くすべ ての静脈麻酔で減少す る と言われてい る。本検討 では脳血流速 度を実際 に測定 していない

が,[llC]MAPの 脳 内動態の差は,脳 血流変化 によ り生 じてい る可能性が大 きい。 また,同 じ麻酔下であ っ

て も個体 の違 いによ り,['℃]MAPの 動態 に若干の違 いが見 られた。 これは個体差 による可能性 も考 えられ

るが,麻 酔深度 の差が影響 している と考 え られ る。個々の患者 における麻酔深 度 を見極 めるこ とは未 だ困

難であるため,同 じ動物で同 じ麻酔条件 であ って も,各 々の実験時 にお ける麻 酔深度 を同一 にす るこ とも

困難である。従 って,PETに よ り薬物 動態 を検討す る場合,麻 酔の影響 によ り,薬 物動態の微妙 な差 を描

出で きない可能性が示 された。

これ らラジオアイソ トー プを用 いる実験の様々 な問題 を改善す るため には,ラ ジオアイソ トープを用い

ない測定法 の確立が必要不 可欠である。 ガス クロマ トグラフィー/マ ススペ ク トロメ トリー(GCIMS)を

体内動 態の解 明に応用すべ く検討 した。

ガスクロマ トグラフ ィー一選択 イオ ン検串法(GC-SIM)と 重水素標 識体 を用いる内部標準法 とを組み

合わせた測定法 を構築 した。す なわ ち,MAP,MAP-d3(内 標準物質)を ヘ プタフルオロ酪酸誘導体 とし,

基準 ピー クであるm吃254及 びm々257を それぞれのモニ タリングイオンとして使用 した。採取試料 か らの

MAPの 抽 出には,陽 イオ ン交換相 と無極性相 を有す る固相 カラム(BondElutCertify)を 採用 した。GC装

置 としてVandeBerg型 ソルベ ン トレス注入装置 を装着 したHewlettPackard5890SERIESIIを 用 い,MS装

置 として 日本電子JMS-DX303を 用いた。分離 カラムに5%diphenyl95%methylpolysiloxane(DB-5)化 学結

合型溶融キ ャピラ リーカラム(25m×0.25mmI.D.)を 用 い,カ ラム温度は100℃ よ り8℃/minの 昇温条

件(100℃ →180℃)に 設定 した。注入口温度320℃,イ オ ン源温度200℃,キ ャリアー ガス(ヘ リウム)

線速度30cm/min,加 速電圧3kV,イ オン化電圧70eV,ト ラ ップ電流300μA,装 置分解能1000に て測定

した。脳 ホモ ジネー ト,血 清,全 皿 を試料 として添加回収 試験 を実施 した結 果,脳 ホモ ジネー トで95.7%,

血清で101.1%,全 血で103.5%と 良好 であ り,変 動係 数 も1.4?2.4%と 小 さ く,本 測定法の信頼性が示 され

た。

確立 した測定法 を用、いて,正 常マ ウス にお けるMAPの 脳 内動 態 を検討 し,本 測定法の有用性 を検討 し

た。ddY系 雄性 マ ウスにMAP4mg/kgを 腹腔 内投与 し,投 与後24時 間 までの全脳及 び血清 中のMAP含 量

を経時的 に測定 した。測定デー タはDAR(Differentialabsorptionratio)で 比較 した。 また,腹 腔 内投 与時

の脳 内濃度 の ピー クであ る15分 後 にお けるMAPの 取 り込 みの部位差 を,GlowinskiとIversenら の方法 に

従 い,線 条体,前 頭葉,後 頭葉,海 馬,視 床下部,中 脳,延 髄,小 脳 の8部 位 に分けて検討 した。その結

果,腹 腔 内投与 したMAPは 速 やか に血 中へ吸収 された後,短 時 間に脳へ移行 し,血 清中で は投与後5分,
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脳 中では投 与後15～ 分 に最大値 を示 し,そ の後 経時的 に消失 した。本測定法 では,投 与後 長時 間の脳組

織 中のMAPの 定量が可能で あるこ とが明 らか となった。 また,MAPの 脳 内集積 には部位差 の生 じるこ と

を見 いだ し,特 に ドパ ミン神経投射部位へ の集積 が高い ことが明 らか となった。GCIMSを 用いた検討 に

よ り,信 頼度 の高 い定量値 と して表す こ とが可能 とな り,本 測定法の有用性が示 された。

MAP逆 耐性形成 に伴 い,MAPの 脳 内過剰集積が生 じるこ とが報告 されてお り,逆 耐性現象発現 と脳内

過剰集積 との関与が考 え られ る。その過剰集積機序の解明は,逆 耐性発現機構の解 明に重要 であると考 え

られ る。一般 的に薬 物 の脳内動態は,末 梢臓器へ の集積性 によ り変化す る場合が多い。そこで,逆 耐性形

成時のMAP脳 内過剰集積 に対する末梢臓器で のMAP体 内動態変化 の関与 に着 目 し,逆 耐性形成 ラ ッ トを

作 成 して確立 した測定法 に より検討 した。逆耐性群 は,MAP4mg/kgを1日1回2週 間腹腔内投 与 し,1週

間断薬 して作成 した。一方,対 照群 はMAPの 代 わ りに生理食塩水 を同様 のプロ トコルで投与 して作 成 し

た。Creeseとlversenの ・方法 に よ り,生 じる異常行動 を目視 にて確 認 し,ス コア化 して逆耐性 の形成 を判

定 して実験 に用 いた。 ラ ッ トをエーテ ル麻酔下,大 腿静脈及 び大腿動脈 にカニ ュ レー シ ョンし,MAP投

与経路 と採血 ラインを確保 した。覚醒後,4mg/kgMAPを 大腿静脈か ら投 与 し,1分 後 と10分 後 に断頭す

る と共 に,同 時 に採 血 した。摘 出臓器 について は,脳 では主 な ドパ ミン投射部位 である前頭葉,線 条体 の

2分 画 と し,末 梢臓 器 について は,薬 物動態 に影響 を与えやすい肝臓 と腎臓,末 梢 で最 も大 きな容積 をも

つ筋 肉,そ して覚せ い剤 中毒患者 において心筋症 や心肥大等の心機能障害が報告 されている ことか ら,心

臓 も検討対象 と した。その結果,代 謝 に関与する肝臓や排泄 に関与する腎臓,分 布容積の大 きい筋 肉にお

けるMAPの 集積変化 は見 られず,末 梢臓器 にお ける動態変化 の影響 は乏 しい ことが明 らか となった。

また,逆 耐性形成 に伴 い,脳 と心臓 に特異 的なMAPの 動態 変化が見 られる ことも明 らか となった。心

臓 にお ける動態変化 の報告 は他 にな く,新 規知 見である。 また,投 与後1分 では両群 にお いて脳内集積 に

差が な く,投 与後10分 では逆耐性群 にお いて脳 内過剰 集積 が見 られ たこ とか ら,以 下 の ような仮説が想

定で きる。す なわ ち,投 与後1分 では血液か ら脳実質への薬物 の流 入過程 を主 に反映す る時 間であ り,そ

の時問において両群 で差が見 られ ない ことか ら,流 入過程 に対す る逆耐性形成の影響 は小 さい もの と考 え

られ る。一方,投 与後10分 は,流 入過程 と,脳 実 質か らの流 出過程 とが共 に反映 される時間であ り,そ

の時間 にお いて両群 の集積 に差が見 られ たこ とか ら,MAPの 流出過程 に対す る逆耐性形成 の影響 が考 え

られる。つ ま り,神 経細胞 やグ リア細胞 か らのMAPの 流出の遅延,あ るいは血液脳関 門にお けるMAPの

流出の遅延が考 えられ る。流 出過程 に関わる因子 の同定 と,逆 耐性形成 に よるその因子 の変化 の検討 が,

本研究 を さらに発展 させ る ことが可能 になる と考 え られ る。

以上 よ り,ラ ジオアイソ トープ実験 では これ まで不 明確 であ ったMAPの 脳 内動態 の部位差 や,逆 耐性

形成 に よる心臓 でのMAPの 集積 差 を,GCIMSを 用 いた測定法 を応用す ることによって,逆 耐性 形成時 に

おける精神症状や心毒性等 の臨床症状発現 を薬物動 態学 的観点か ら検討 しうる ことを明 らか に した。すな

わち,GCIMSをMAPの 体内動態解析 に応用する ことの有用性 を証 明 した。
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審 査 結 果 の 要 旨

メタ ンフェタ ミンに代表 され る覚せ い剤 はその乱用 によって生 じる精神疾患 が大 きな社会問題 を引 き起

こし,特 に長期 の服用 によって もた らされる逆耐性現象は総合失調症 と共通 した症状 を呈 し重篤 な精神疾

患 を起 こす。 この疾患 の発症機序,予 防法,治 療法 などについていろい ろな方向か らの研究が進め られて

きたがい まだ解決 されていない。本論文 は薬物動態解析 の観点 か らメタンラ ェタミンの逆耐性発現の メカ

ニズ ムを解明す る方法 としてガスクロマ トグラフィー/マ ススペク トロメ トリーが有効であ ることを示 し,

モデル動物 での動態解析 によって考察 を加 えた ものであ る。

通常薬物 の体 内動態の解析 には放射性標識薬剤 を利用 する場合が多 く,特 に最近 ではポジ トロ ン核種で

標識 した薬剤 によるPET法 が経時的 に且つ可視 的 に解析 で きる方法 と して注 目 されてい る。 そこで炭素

11で 標 識 した メタ ンフェ タ ミンを合 成 して猿 でのPET測 定 を行 った。 しか し本 命題 に対 しては,特 に測

定時の麻酔薬投与が メタンフェ タ ミンの脳内動態 に影響 を与 え,正 確 な結果 をもた らさないこ とが明 らか

にされ た。 この ような問題 を解 決する方法 と してガスクロマ トグ ラフィー/マ ススペ ク トロメ トリー を選

び,重 水素標識体 内部標準 法 と固相抽 出法 を組み合わせ るこ とによって,化 合物選択性の高い高感度測定

法 を確立 した。次 にこの方法で メタンフェタ ミンの脳内動態 を解析 した ところ,PETで ははっき りしなか

った ドパ ミン神経投射部位へ の集積 を明 らか にする ことが で きた。 さらにメ タンフェタ ミン逆耐性形成 ラ

ッ トでは,再 投与時 に脳 内 に過剰 のメタンフェタ ミンが集積す ること,こ の過剰集積 は末梢臓器 による代

謝動態 の影響で はない こと,脳 以外で も心筋 において異常集積が起 こることを新 たに見出 した。 この方法

による メタ ンフェタ ミンの経時 的測定結果 によ り,逆 耐性形成下 での脳内過剰集積 をメタ ンフェタ ミンの

流失過程 において細胞 の有機 カチオ ン トラ ンスポー ターの発現 と関連つけて考察 した。

以上 のように本論文は,ラ ジオアイソ トー プ実験 では不明確であ った メタンフェ タミンの脳内動態の部

位差 や,逆 耐性形成 による心臓 での過剰集積な どを,自 ら確立 した測定法 で検 出 し,逆 耐性形成時 におけ

る精神 症状 や心毒性 な どの臨床 症状発現 を薬物動態解析 の手段 で検討 しうる ことを明 らかに し,GCIMS

をメ タンフェタ ミン体 内動態解析 に有効 に応用 で きるこ とを証明 し,逆 耐性形成 メカニズ ム解明 に関 して

も今後の研 究の方向 を示 した。

よって,本 論文 は博士(医 療薬学)の 学位論 文 として合格 と認める。
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