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研究成果の概要：血液脳関門は従来から知られているトランスポーターによる脳への輸送系を

制御するだけでなく、シトクローム P-450（CYP）やフラビン含有モノオミシゲナーゼ（FMO）

などの薬物代謝酵素による酵素的制御機構も備えていることがわかった。また、この血液脳関

門における薬物代謝機構は肝細胞に匹敵する予想をはるかに超えた能力が備わっている可能性

が強く示唆された。さらに、抗うつ薬の連続投与により血液脳関門に存在する薬物代謝酵素が

誘導されることから、抗うつ薬の血液脳関門での薬物代謝の回避が、抗うつ薬の遅効性の改善

につながり、うつ病に対する新たな薬物療法を生み出す可能性が期待できるものと考える。 
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１．研究開始当初の背景 
ストレス社会そして高齢化社会の到来によ
り、うつ病患者の数は年々増加してきており、
現代日本の社会問題となっている。うつ病治
療においては、早期に改善の必要なケースが
多い。しかし、古くから抗うつ薬の遅効性が
指摘され、抗うつ薬の即効性が要求されてい
る。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は、薬物動態学観点から、遅効性
の原因となりうる血液脳関門（BBB）での薬
物代謝能力に着目し、中枢への効率的な薬物

デリバリー戦略を構築することを目的とし
た。この研究成果は、高齢化社会の到来に伴
う抗痴呆薬あるいはパーキンソン病治療薬
などの開発にも貢献できるものと考えた。 
 
３．研究の方法 
（１）イミプラミンおよびその代謝物（イミ
プラミンの 2-水酸化体、デシプラミン、デシ
プラミン 2-水酸化体、イミプラミン N-酸化
体）の HPLC による一斉分析法を開発した。
（２）血液脳関門を構成するラット脳毛細血
管内皮細胞の初代培養細胞（BMECs）をホモ
ジネートし、抗うつ薬であるイミプラミンの



代謝酵素活性を測定した。また、免疫蛍光染
色による薬物代謝酵素のタンパク発現とそ
の同定を行った。 
（３）培養液にイミプラミンを添加し、常に
薬物に曝された状態で 3 週間培養する（培地
の交換ごとに同じ濃度のイミプラミンを添
加）。この細胞を用い、生成されたイミプラ
ミンの代謝物を前述した分析方法を用い一
斉分析し、抗うつ薬の繰り返し投与によるラ
ット脳毛細血管内皮細胞に存在する薬物代
謝酵素活性への影響を検討した。 
（４）離乳直後のマウスに社会的隔離ストレ
スを負荷（離乳直後のマウスを一匹づつ個別
のゲージで飼育する）し、うつ病モデル動物
を作製した。 
 
４．研究成果 
（１）イミプラミン及びその代謝物の細胞か
らの抽出と抽出された代謝物の HPLC によ
る一斉分析法を開発することができた。図１
はラット脳毛細血管内皮細胞の初代培養細
胞をホモジネートし、イミプラミン 300μM
を添加後に脳毛細血管内皮細胞で生成され
た代謝物のクロマトグラフを示したもので
ある。イミプラミンのデシプラミン、イミプ
ラミン 2－水酸化体、N-オキシド体への代謝
固有クリアランスはそれぞれ、0.043, 0.030, 
0.028 mL/min/mg protein であった。 
 また、ラット肝細胞におけるイミプラミン
の代謝固有クリアランスはほぼ同じ値をと
り、血液脳関門における薬物代謝能力が、肝
臓に匹敵することがわかった。 

 
図１ 反応後のイミプラミン代謝物の一斉
分離と定量化 
 
 
（２）免疫蛍光染色による薬物代謝酵素のタ
ンパク発現とその同定 
シトクローム P-450（CYP）の各分子種
（CYP2C11, CYP3A2）の抗体を用い、免疫
蛍光染色法により、脳毛細血管内皮細胞に

CYP の 2C11 と 3A2 の酵素タンパク発現が
観察された（図２）。 
CYP2C11 

 
CYP3A2 

図２ラット脳毛細血管内皮細胞の各 CYP の
免疫蛍光染色 
 
また、予備実験の段階であるが、ラット脳

毛細血管内皮細胞に肝細胞には存在しない
CYP2C13 を確認している。したがって、血
液脳関門では肝臓とは別の CYP によって薬
物の代謝が行われていることも予想される。
現在、その確認を継続している。 
さらにこれも、予備実験ではあるが、モノ

アミン酸化酵素（MAO）に関して本来の基質
であるドーパミンの血液脳関門での代謝能
力が高いことがわかった。イミプラミンは第
3 級アミンであるが、われられの実験から N-
脱メチルを受け、第２級アミンであるデシプ
ラミンに代謝されることから、デシプラミン
がさらに酸化を受け第１級アミンになり、
MAO により酸化的脱アミノ化をうける可能
性が十分考えられる。そこで、イミプラミン
の酸化的脱アミノ化体を合成中であり、その
合成に成功しているが収率がかなり悪く、わ
れわれの in vitro 代謝実験への供給には未だ
至っていない。現在、合成法の改良を行い、
血液脳関門における新しい代謝経路を模索
するつもりでいる。 
 
（３）酵素反応液中に CYP の各抗体を添加
し、イミプラミンの N-脱メチル化および N-
酸化に対する抑制作用を検討した。免疫蛍光



染色で確認された（図２）CYP2C11 および
CYP3A2 の抗体の添加によって、N-脱メチル
化反応は、それぞれ濃度依存的に抑制された 
（表１）。 

 
 
また、各 CYP 抗体を添加しても、いずれ

も、N-酸化に対する抑制効果はみられなかっ
た。しかし、N-酸化を特異的に抑制するメチ
マゾールを添加したところ、競合的にイミプ
ラミンンの N-酸化反応が抑制された（図３）。 
さらに、酵素反応液を pH 8.4 にしたところ、
pH 7.4 に比べ、イミプラミンの N-酸化体へ
の代謝固有クリアランスは大きくなり、この
N-酸化は FMO により触媒されていることが
わかった。 
 

 
図３メチマゾールによる N-酸化の抑制作用 
 
（４）イミプラミンで常に暴露された状態で
3 週間培養した細胞を用いイミプラミンの代
謝反応を見た。その結果、N-酸化体への代謝
固有クリアランスは 0.042 mL/min/mg 
protein となり、FMO に対して約 1.5 倍の酵

素誘導がかかった。また、CYP による代謝固
有クリアランスに有意差はないものの増加
しており、N-脱メチル化および 2－位の水酸
化反応を誘導することが観察された。 
 
（５）幼若期の社会的隔離ストレス負荷によ
り野生型マウス（C57BL/6）では図４のよう
に行動量が減少した。また、記憶・学習能も
同様に、低下することが行動薬理学的実験か
ら明らかになった（図５）。なお、G は集団
飼育、I は隔離飼育を、H1 はヒスタミン H1
受容体を、KO は受容体欠損を表す。 
 また、このようなマウスへの覚せい剤投与
は、さらに記憶・学習能を低下させる結果を
引き起こした。 
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図４社会的隔離ストレスの行動に及ぼす影
響  
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図５社会的隔離ストレスの記憶・学習に及ぼ
す影響 
 
このように、乳直後のマウスに社会的隔離ス
トレスを負荷（離乳直後のマウスを一匹づつ
個別のゲージで飼育する）することによりう
つ病モデルをマウスにて作製することに成
功した。しかし、研究分担者によるこのモデ
ル作製はマウスにて作製されていることか 



ら、現在、ラットへのシフトを検討中である。 
ラットのモデル作製が出来次第、脳毛細血管
内皮細胞の培養に着手し、うつ病における血
液脳関門の機能変化を検討する予定である。 
 
 
結語 
血液脳関門に P450 と FMO が存在すること
を見出した。同時に、血液脳関門には予想を
はるかに超えた薬物代謝機構が備わってい
る可能性がかなり強いことがわかった。 

それ故に、抗うつ薬の血液脳関門での薬物
代謝の回避が、抗うつ薬の即効性、安全性に
繋がる新たな薬物療法を生み出す可能性が
期待できると考えている。本研究をさらに発
展させる必要があると考える。 
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