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研究成果の概要（和文）：脳内のセロトニン(5HT)生合成は，律速酵素トリプトファン水酸化酵素の補酵素テト
ラヒドロビオプテリン(BH4)量により調節される。ドーパミン(DA)も同様である。BH4の前駆体であるセピアプテ
リン(SP)をマウスに末梢投与したところ，脳内BH4，5HT，DAとその代謝産物は経時的かつ容量依存的に増加し
た。5HT合成能を持つ培養細胞にSPを与えると，5HT合成が促進されたが，同等の効果をBH4で再現するにはSPの
数十倍の濃度が必要であった。また血液脳関門モデルにおいて，SPは実用的な透過を示した。これは，投与され
たSPのすべてが末梢でBH4に転換せず，一部がSPのまま脳内に到達したことを示した。

研究成果の概要（英文）：Serotonin (5HT) biosynthesis in the brain is controlled by 
tetrahydrobiopterin (BH4) level. Peripheral dosing of sepiapterin (SP) as a prodrug of BH4 to mice 
showed significant rise in BH4, 5HT, DA and their metabolites in the brain time- and 
dose-dependently. 5HT synthesis in a culture cell was promoted by added SP in the medium, while more
 than 20-fold higher concentration of BH4 was required for the same enhancement. SP showed adequate 
permeation across in vitro BBB model. These results suggested that not-all SP converted to BH4 in 
the periphery but partly reached the brain as SP.

研究分野：薬理学
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１．研究開始当初の背景 
「うつ」は持続的，あるいは反復する心的ス
トレスによって，脳セロトニン(5HT)神経の
失調に陥った精神機能不全とされており，う
つ患者の死後脳では5HTレベルが著しく低下
している。5HT 合成の遺伝的欠損患者に対し
ては,5HT 前駆体が投与されるが,種々の副作
用を示すことから厳重な管理が必要である。
このため,前駆体の投与はうつ病などには適
用されない。一方,5HT 神経細胞において,5HT
合成の律速酵素(トリプトファン水酸化酵
素)の活性が補酵素テトラヒドロビオプテリ
ン(BH4)量によって調節されることが知られ
ているが，BH4 は血液脳関門を通過しないた
め,末梢投与では有効に脳内の 5HT 合成を促
進できない。 
現在処方される抗うつ薬の 70%程度が
SSRI(選択的セロトニン再取り込み阻害薬)
であるが，その遅行性(4～6週間)，明瞭な副
作用(不安・希死念慮，離脱症状)，低い寛解
率(50～60%，プラセボより 10～15%高)が問題
となっている。これらは，5HT の再利用を長
期間抑制することによる，脳 5HT 量の枯渇の
結果と考えられる。 
申請者らは，BH4 のサルベージ経路前駆体で
あるセピアプテリン(SP)をプロドラッグと
して用いることで脳内5HT量を増加させるこ
とに成功した。しかし,その根拠となる「作
用機序」は未解明のままである。 
 
２．研究の目的 
SP が抗うつ薬として採用されるためには薬
理機構の明瞭化が必須である。これまでの 
in vitro 実験系で得られた知見から，末梢投
与された SPは脳 5HT神経細胞に取り込まれ，
細胞内の BH4サルベージ経路によって BH4に
変換，蓄積されることで 5HT 合成活性を促進
することで脳内5HTレベルを上昇させたと考
えられた。本研究では，SPの末梢投与時にお
ける5HTの合成促進の機構について主にマウ
ス in vivo において検証する事を目的とした。
すなわち，(1) SP の薬理作用を脳内 SP，BH4，
5HT 量の定量によって生化学的に解析し，
(2)SP 投与後の脳内 5HT 生合成活性の測定，
(3)SP の血液脳関門透過性の検討，(4)神経細
胞モデルにおける SP 取込と BH4 蓄積を観察
した。また，BH4 はドーパミン（DA）合成の
律速酵素であるチロシン水酸化酵素(TH)の
補酵素でもあることから，DA 系についても同
様の検討を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) SP の薬理作用を脳内 BH4，5HT，DA 量の
定量によって生化学的に解析する 
マウスへの SP 投与後,脳内では SP の細胞内
への取込と BH4 ヘの変換・蓄積の後,TPH 酵素
活性の促進によって,5HT 量の増加が起こる
と考えられる。これらの化合物を経時的に定
量することで，SP の薬理学的作用を明らか
にする。BH4，5HT と 5HT 関連化合物は，HPLC/

蛍光検出，DAと DA 関連化合物は HPLC/ECD 検
出器を用いて定量する。 
 
(2)SP 投与後の脳内 5HT 生合成活性の測定 
脳における 5HT 合成活性(律速酵素；トリプ
トファン水酸化酵素活性)を測定することで，
SP投与による5HT神経細胞内のBH4増加を確
認する。5HT 合成活性は，脱炭酸酵素を特異
的に阻害(NSD-1015)し，脳内に蓄積した 5HT
代謝中間体の増加速度によって評価した。DA
合成活性においても同様にチロシン水酸化
酵素活性を測定することで評価した。 
 
(3)SP の血液脳関門透過性の検討 
(血液脳関門 in vitro 再構成モデルをもちい
て SPと BH4 の血液脳関門透過性を検討した。 
 
(4)モノアミン産生細胞における SP 取込と
BH4 蓄積 
カテコールアミン合成能を保持し，神経細胞
様に分化するラット副腎髄質クロム親和性
細胞腫由来の PC12 細胞を用いた。PC12 細胞
に SP を与え，細胞内に蓄積した BH4 と DA 合
成活性を測定した。 
 
４．研究成果 
(1)脳内 BH4，5HT，DA 量の定量による SP の
薬理作用の解析 
SP は BH4 のプロドラッグとしている。SP 投
与後，SP の代謝物である BH4 が，このとき，
BH4 そのものの投与では，脳内 BH4 の増大の
後に，5HT 量の低下が観察された。同じドー
ズの SP 投与では，BH4 投与の 2倍程度も大量
の BH4 が脳内に流入し，同時に，5HT，DA の レ
ベル上昇が観察された。SP投与では BH4 投与
と同様なモノアミンレベル低下効果と，増加
効果が重なって，後者が前者を上回ったと考
えられる。BH4 のモノアミンレベル低下効果
は慎重な検討が必要であるが，SP による増加
効果が確認できた。 
 
(2)SP 投与後の脳内 5HT，および DA 生合成活
性の測定 
脳内 5HT 生合成活性を，Carlsson(1972)ら
に従って，NSD-1015 投与による芳香族アミノ
酸脱 炭酸酵素の阻害による 5-ヒドロキシト
リプトファン(5HTP), DOPAの増加から測定し
ようとした。しかし，本実験の場合には，BH4
の脳内流入によって脳内Trpのレベルが著し
く変動し，なおかつ NSD-1015 そのものによ
る無視できない程度のTrpレベル変動もあっ
たため，結論を出すに至らなかった。これは，
40 年以上も行われている方法である。我々の
実施方法と Carlsson 原法のどちらに問題が
あるのか更に慎重な検討が必要である。 
 
(3)SP の血液脳関門透過性の検討 
SP は濃度，および時間依存的に血液脳関門
モデルを 透過した。この透過性は 5HTP と同
程度であった。5HTP は 脳内 5HT 補充に用い



られているもので，末梢と脳内を隔てる血液
脳関門のへ実用的な通過性を持つものであ
る。 
 
(4) モノアミン産生細胞における SP 取込と
BH4 蓄積 
SP の輸送は濃度依存的，双方向性であった。
SP を与えた場合には，テトラヒドロ型である
BH4の約10倍程度効率よく細胞内にBH4を蓄
積した。この輸送特性は核酸輸送体(ENT)と
類似するものであった。これらの結果は，末
梢投与した SP が血液脳関門を透過し，神経
細胞内に取り込まれ，サルベージ経路によっ
て BH4 に変換，蓄積することでモノアミン生
合成を促進することを強く示唆した。 
 
(1)〜(4)の諸結果と SP への細胞への取込と
速やかな BH4 への転化の様式(Ohashi et al. 
2011)，更に BH4 の細胞膜通過の困難さ
(Sawabe et al.2008)から本実験の結果は以
下の 3点にまとめられる： 
①投与された SP のすべてが末梢で BH4 に転
換せず，一部が SP のまま脳内に到達したこ
とを示した，②その少量の SP が脳内に到達
し，脳内のモノアミン産生神経細胞に取り込
まれた，③その SP は神経細胞内の BH4 レベ
ルを引き上げてモノアミン合成が促進され
た。 
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