
緒 言 
 

精神分裂病陽性症状の発現時には、中脳腹側被蓋野（A10）から前頭皮質、あるいは辺縁系に

投射するドパミン神経において機能の亢進がしばしば認められることから1-3)、臨床では、ドパミン神

経シナプス後膜に存在するドパミンD2受容体（D2R）に対して遮断作用を有する抗精神病薬（定型

抗精神病薬）が繁用されている4-7)。しかし、一方でドパミン神経には中脳黒質緻密部（A9）から線

条体に投射する経路が存在し、本経路は生体における運動機能の調節に関わっていることか

ら8-10)、定型抗精神病薬の使用によるその遮断は錐体外路系副作用（運動機能障害）の発現に関

与する可能性があり、精神分裂病治療上の問題となる11,12)。特に抗精神病薬の長期投与により惹

起される遅発性ジスキネジア等の遅発性運動機能障害13-16)には有効な治療法が存在しないことか

ら、抗精神病薬の開発やその後の投与設計を考える上で、本副作用の発現機序を明らかにするこ

とが強く望まれている。 

現在までに、種々の放射性リガンドを用いて、動物17-20)およびヒト21,22)における抗精神病薬投与

時での脳内ドパミン神経伝達機能の定量解析が行われてきた。しかし、動物を用いたin vitro，ex 

vivoの検討では何れも薬物の投与期間が十分に長いとは言えないこと、定量したデータを比較す

る上で副作用の発現に関する個体差を考慮していないこと、さらに、こうした従来の手法では神経

伝達機能の変化をある一時点でしか評価できないことが問題となっている。一方、ヒトを対象とした

in vivoの検討では精神分裂病に伴うドパミン神経活動の変化や抗精神病薬投与の影響を無視で

きないことから、遅発性運動機能障害に対するドパミン神経系の関与の詳細は依然として明確にさ

れていない。 

 

そこで、本研究では、抗精神病薬として治療効果が大きいために臨床で繁用されるが、その一

方で遅発性ジスキネジアを始めとする種々の錐体外路系副作用の発現頻度も高いことが知られて

いるD2Rアンタゴニスト、ハロペリドール23-27)を十分に長期間投与した実験動物を作製し、個々の

個体について運動機能障害の発現を行動薬理学的に観察した。これと並行し、生体機能を同一

個体において、in vivoで非侵襲的に繰り返し測定できる核医学的手法を用い、継続的にドパミン

神経伝達機能の変化を測定することにより、遅発性運動機能障害の発現に対するドパミン神経系

の関与を詳細に検討することを計画した。 

 

 - 1 - 



実験動物には、錐体外路系副作用を惹起する抗精神病薬の種類がヒトと類似しているとの報告

があるコモンマーモセット28)を使用した。これにハロペリドールを 6 ヶ月間経口投与し、その間、運

動機能障害の発現頻度を観察すると同時に、ドパミン神経シナプス前膜に存在するドパミントラン

ス ポ ー タ （ DAT ） 、 お よ び シ ナ プ ス 後 膜 に 存 在 す る D2R に そ れ ぞ れ 結 合 す る [123I]-2β- 

carbomethoxy-3β-(4-iodophenyl)tropane （ [123I]β-CIT ） 29,30) ， [123I]-(S)-N-[(1-ethyl-2-pyrrolidinyl) 

methyl]-2-hydroxy-3-iodo-6-methoxybenzamide（[123I]IBZM）31,32)の脳内各部位への集積量を、動

物用シングルフォトン断層撮像装置（動物用SPECT装置）を用いて一定期間ごとに測定した。その

結果、線条体への[123I]IBZMの特異的集積量は投与開始 1 ヶ月以降で有意に増加したのに対し、

[123I]β-CITの集積量は有意に減少した。また、遅発性運動機能障害の指標となる行動の異常は投

与開始 2 ~ 3 ヶ月後から観察され始め、その頻度は 6 ヶ月の投与期間において増加し続けた。一方、

遅発性運動機能障害の発現頻度が低いスルピリド投与群ではこのような変化は認められなかった。

さらに、ハロペリドールを 6 ヶ月間投与することにより運動機能障害を発現した群についてその投与

を中止し、引き続きドパミン神経伝達機能の測定を継続したところ、休薬 8 ヶ月後には線条体

[123I]IBZM集積量の増加度が大きく低減したのに対し、[123I]β-CIT集積量の減少は持続した。遅

発性ジスキネジアを始めとする遅発性運動機能障害がしばしば不可逆的に進行するという臨床的

知見33-35)に加え、本研究における別の検討例では、ハロペリドールを投与しても症状の発現を認

めなかった個体において、線条体への[123I]IBZMの集積量が症状を発現した個体と同様に増加し、

その一方で[123I]β-CITの集積量は変化しなかったことから、ハロペリドールの長期投与による遅発

性運動機能障害の発現には、ドパミン神経シナプス前部、すなわち線条体に投射する黒質－線条

体路ドパミン神経系の変性が関与している可能性が示唆された。 

 

この神経変性の原因について、ハロペリドールの代謝物の一つである 4-(4-chlorophenyl)-1-[4- 

(4-fluorophenyl)-4-oxobutyl]pyridinium ion（HPP+）がパーキンソン病誘発物質になる可能性がある

とのin vitro実験での報告36,37)に着目し、HPP+の関与を明らかとする目的で、その毒性および体内

動態を検討した。その結果、HPP+が培養ドパミン神経細胞に対して強い毒性を有することを認める

と同時に、ハロペリドールを投与したコモンマーモセットの脳内からHPP+を検出し、SPECTにて確

認したドパミン神経系の経時的な変化が、本化合物により惹起されたものである可能性が示唆され

た。また、体内動態の評価から、HPP+は生体内では主に肝臓で生成すること、さらに脳移行性を

有することを見出した。一方、HPP+の培養ドパミン神経細胞への取込みはDAT阻害薬である
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GBR12909 38)により阻害されず、そのドパミン神経細胞毒性はDATを介した細胞への選択的な取り

込みによるものではないことが示された。そこで、HPP+のドパミン神経細胞に対する特異的な毒性

発現機序を明らかとするために、ドパミン神経に豊富に存在するメラニンに着目し、HPP+のメラニン

への結合を検討した。その結果、HPP+はメラニンに対して親和性を有し、かつその結合は可逆的

であることを見出した。以上の結果から、ハロペリドールを長期投与した場合に認められるドパミン

神経系の障害は、肝臓で生成したHPP+が脳内へ移行し、さらにメラニンと結合してドパミン神経細

胞内に高く蓄積することにより発現する可能性が示された。 

 

以上、本研究は、ハロペリドールの長期投与による遅発性運動機能障害の発現に、線条体にお

けるドパミン神経シナプス前部の変性が関与することをin vivoで明らかにし、また、この変性にはハ

ロペリドールの代謝物、HPP+のドパミン神経細胞に選択的な毒性が関与する可能性を示したもの

であり、本知見は新しい抗精神病薬の開発研究に有益な情報を与えるものと考えられる。 

 

これらの結果について、以下に詳述する。 
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第１章 
 

核医学的手法によるハロペリドール長期投与での 
脳内ドパミン神経伝達機能変化のインビボ評価 

 
抗精神病薬の投与に伴う急性ジストニア，パーキンソン症候群，アカシジア等の錐体外路系副

作用には線条体D2Rの遮断が主に関与していると考えられており、これら急性の運動機能障害は、

投与量の減量や力価の低い薬物への変更、あるいは抗コリン薬やB型モノアミン酸化酵素阻害薬

の併用等により、症状の改善が認められる39,40)。しかし、抗精神病薬を長期間投与した場合に発現

する遅発性ジスキネジア等の遅発性運動機能障害にはこれらの対症療法が奏功せず41)、臨床に

おいて有効な治療法が確立されていない。 

これまでの研究から、遅発性運動機能障害の発現には抗精神病薬投与後の長期に及ぶD2R

遮断に起因する受容体の過感受性と、それに基づくシナプス後神経の過活動が関与していると考

えられてきた42-44)。しかし、一方で線条体D2R密度と本副作用の発現との間に相関性を認めないと

の報告もあり45-47)、その機構については明らかとなっていない。そこで本章では、抗精神病薬の長

期投与時における脳内ドパミン神経伝達機能の変化が、遅発性運動機能障害の発現に与える影

響について詳細に検討した。 

遅発性運動機能障害の発現に関与する神経伝達機能の変化は緩徐に進行することが予想さ

れるため、適切な実験動物の選択と長期間の投薬、さらに神経伝達機能の評価手段が病態の発

現機構を解明する上で重要となる。本章では、まず錐体外路系副作用を発現させる抗精神病薬の

種類がヒトとよく類似しているコモンマーモセット28)を使用し、かつ抗精神病薬を十分に長い期間投

与することで薬物性運動機能障害モデルの作製を試みた。薬物には、D2R遮断作用が強力である

ために精神分裂病の急性期に非常に有効である一方で、遅発性運動機能障害を含めた種々の

錐体外路症状を高頻度に発現させるハロペリドールを選択した。また、比較のため、ハロペリドー

ルと同様にD2R遮断作用を有するが、遅発性運動機能障害の発現頻度が低いことが知られるスル

ピリドを選択し、これらを実験動物に投与した。さらに抗精神病薬投与による錐体外路系副作用の

発現の程度には個体差が大きいことを考慮し、モデル動物での運動機能障害の発現を行動薬理

学的に観察すると同時に、シングルフォトン断層撮像法（SPECT）を用い、ドパミン神経伝達機能を
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一定期間ごとに測定することで、それぞれの抗精神病薬が惹起するドパミン神経系の変化と遅発

性運動機能障害の発現との関係を経時的に比較した。 

 

１． １． １． 実験方法 
 

試薬・機器 

[123I]NaIは日本メジフィジックス社より譲渡され、[3H]GBR12935 および[3H]スピペロンはNEN 

Life Science Products社より購入した。123Iの放射能は、CAPINTEC社製キュリーメータ（CRC-7B）ま

たはPackard社製NaI(Tl)シンチレーションカウンタ（Packard Auto-Gamma 500）を用いて測定し

た。 3H 放射能はPackard社製液体シンチレーションカウンタ（Tri-Carb Liquid Scintillation 

Analyzer）を用いて測定した。薄層クロマトグラフィー（TLC）にはMerck社製シリカゲルプレート

（Merck Art 105553）を使用した。高速液体クロマトグラフィー（HPLC）は島津社製定速ポンプ

（LC-6A）に分光光度検出器（SPD-6A UV）およびAloka社製のオンラインNaI(Tl)シンチレーション

検出器（Aloka NDW-351D）を接続した系を用いた。SPECTによる画像の収集は、日立メディコ社

製動物用SPECT装置（SPECT2000H-40）を用いて行い、データの処理には同社の解析装置

（RW-3000）を使用した。核磁気共鳴断層撮像（Magnetic Resonance Imaging: MRI）はVarian社製

NMR装置（UNITY plus 300WB）にて施行した。試薬は全て特級試薬を使用した。 

の

 

抗精神病薬投与による遅発性運動機能障害モデル動物の作製 

被検動物には日本EDM社より供給されたコモンマーモセット（Callithrix jacchus）（Figure 1-1A）

を用いた。実験開始時における月齢は 17 ~ 41 ヶ月、体重は 340 ~ 410 gであった。各個体には

1.25 mg/kgのハロペリドール（Research Biochemicals International社）（Figure 1-2A）あるいは 120 

mg/kgのスルピリド（Sigma Chemical社）（Figure 1-2B）を 0.5%メチルセルロース溶液に懸濁し、週 2

回経口投与した。この投与量は、錐体外路系副作用の急性運動機能障害の一つであるジストニア

症状を確実に惹起させる目的で、Fukuokaらの報告28)をもとに、それぞれの臨床用量の 10 倍量に

設定した。また、同一齢のコモンマーモセットを対照群とし、0.5%メチルセルロース溶液を同様に投

与した。投与は 6 ヶ月間継続した。 
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運動機能障害の行動薬理学的評価 

コモンマーモセットの行動の観察は薬物投与直前と、投与 2 時間，4 時間，6 時間，8 時間およ

び 24 時間後に行った。全ての個体について、観察時間は 5 ~ 7 分であった。 

次に掲げる行動観察基準に基づき、各個体の錐体外路症状の発現頻度を記録した。すなわち

錐体外路症状は異常歩行（よろめく、ぎこちない等），異常行動（壁、床、天井に頭を押しつける

等），異常姿勢（捻転、逆立ち等），四肢の異常行動（物を上手く掴めない、脱力等），四肢の伸展，

頸－頭部の異常（斜頸等），頭部の異常運動（振る等），口腔周囲の異常（舌の突出、湾曲、ケー

ジを噛む等：Figure 1-1B）の項目に細分類した。症状のスコア付けは、0：徴候なし，1：観察時間中

に 1 回症状が発現，2：観察時間中に繰り返し症状が発現，3：観察時間中に継続して症状が発現、

とした。 

他の行動薬理学的な神経症状として、振戦，カタレプシー，流涎，閉眼，自発運動の有無，観

察者への反応も同時に観察した。 

 

[123I]β-CITと[123I]IBZMの標識合成 

[123I]β-CIT 

DATリガンドの[123I]-2β-carbomethoxy-3β-(4-iodophenyl)tropane（[123I]β-CIT）は、Zea-Ponceらの

方法 48)を参考に、 [123I]NaI水溶液に前駆体の 2β-carbomethoxy-3β-(4-trimethylstannylphenyl) 

tropane（Research Biochemicals International社）50 µg/150 µlエタノール溶液，1 M リン酸水溶液 

100 µl，0.6%過酸化水素水 100 µl 順次添加し、30 分間室温にて反応させることにより得た

（Scheme 1-1A）。[

を

123I]β-CITの精製は、反応混合液をWaters 社製Sep-Pak C18カートリッジに通じ、

これを精製水で洗浄した後、エタノールで[123I]β-CITを溶出することにて行った。放射化学的純度

は順相TLCおよび逆相HPLCにて測定した。TLCの展開溶媒は 1－ヘキサン：ジエチルエーテル：

トリエチルアミンを混合（60:40:3.5）することで作製し（Rf値 0.88）、また、HPLC逆相カラムにはケム

コ社製Chemco Pak LICHROSORB RP-18-5（300×7.5 mm）を、移動相には 0.2%のトリエチルアミ

ンを含むメタノールと精製水の 75：25（v/v）混合溶液を使用した。流速は 1.5 ml/min、カラム温度は

30°Cとし、分光光度検出器の検出波長は 254 nmに設定した（溶出時間 30 分）。 
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Figure 1-1. Common marmosets (Callithrix jacchus) (A) used for experimental animal model to 

evaluate tardive motor dysfunction caused by antipsychotics. Under lengthy treatment with 

haloperidol, animals exhibit symptoms like oral dyskinesia, an abnormal tongue protrusion as shown 

in (B) 28). 
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Figure 1-2. Chemical structures of antipsychotics: (A) haloperidol, a potent D2R blocker in clinical 

use that elicit extrapyramidal syndrome with high frequency, and (B) sulpiride, a more moderate 

D2R blocker with lower frequency of adverse effect. 

[123I]IBZM 

D2R ガンドの [リ 123I]-(S)-N-[(1-ethyl-2-pyrrolidinyl)methyl]-2-hydroxy-3-iodo-6-methoxybenza- 

mide（ [123I]IBZM）は、Kungらの方法 49)に従い、 [123I]NaI水溶液に前駆体のBZM（Research 

Biochemicals International社）50 µg/50 µlエタノール溶液とchloramine T 60 µg/100 µl 0.4M リン酸

緩衝液（pH 3.0）を順次添加し、2 分間室温にて反応させることにより得た（Scheme 1-1B）。反応停

止後に酢酸エチルで[123I]IBZMを含む画分を抽出し、メタノールに再分配した後、ナカライテスク

社製逆相カラムCOSMOSIL 5C18-300（250×10 mm）を用いてHPLCで精製した。移動相には

0.2%のトリエチルアミンを含むメタノールと精製水の 70：30（v/v）混合溶液を使用し、流速は 3.0 

ml/min、カラム温度は 30°Cとした（溶出時間 12.5 分）。放射化学的純度は、展開溶媒をクロロホル

ム：エタノール：28%アンモニア水（80:20:2）とするTLC（Rf値 0.19）、およびナカライテスク社製逆相

カラムCOSMOSIL 5C18-AR-300（150×4.6 mm）を用いたHPLC（流速 1.0 ml/min、他は精製と同

一条件）にて測定した（溶出時間 6.2 分）。 

[123I]β-CITと[123I]IBZM は静脈内投与に際し、何れも 5%エタノールを含む生理食塩水に溶解

させた。 

 

SPECT 撮像 

Dynamic imaging 

薬物を投与した個体群と同月齢のコモンマーモセットに、ケタミン－キシラジン混合溶液（各 20 

mg/kg，3 mg/kg）を筋肉内投与し、次いで 20 mg/kgのペントバルビタールを腹腔内投与することで

麻酔した。その後、[123I]β-CITあるいは[123I]IBZMそれぞれ 150 MBqを伏在静脈からbolus投与 

 - 8 - 



(A) 

(B) 

 

 

 

 

 

 

 

N
H3C

COOCH3

Sn(CH3)3

[123I]NaI

Hydrogen peroxide

(Room temperature, 30 min)

N
H3C

COOCH3

123I

[123I]β-CIT

HO OCH3

CONHCH2

N

H

[123I]NaI

Chloramine T
(Room temperature, 2 min)

123I

HO OCH3

CONHCH2

N

H

[123I]IBZM

N
H3C

COOCH3

Sn(CH3)3

[123I]NaI

Hydrogen peroxide

(Room temperature, 30 min)

N
H3C

COOCH3

123I

[123I]β-CIT

N
H3C

COOCH3

Sn(CH3)3

N
H3C

COOCH3

N
H3C

COOCH3

Sn(CH3)3

[123I]NaI

Hydrogen peroxide

(Room temperature, 30 min)

[123I]NaI

Hydrogen peroxide

[123I]NaI

Hydrogen peroxide

(Room temperature, 30 min)

N
H3C

COOCH3

123I

[123I]β-CIT

N
H3C

COOCH3

123I

N
H3C

COOCH3

123I

[123I]β-CIT

HO OCH3

CONHCH2

N

H

[123I]NaI

Chloramine T
(Room temperature, 2 min)

123I

HO OCH3

CONHCH2

N

H

[123I]IBZM

HO OCH3

CONHCH2

N

H

HO OCH3

CONHCH2

N

H

[123I]NaI

Chloramine T
(Room temperature, 2 min)

[123I]NaI

Chloramine T

[123I]NaI

Chloramine T
(Room temperature, 2 min)

123I

HO OCH3

CONHCH2

N

H

[123I]IBZM

123I

HO OCH3

CONHCH2

N

H

123I

HO OCH3

CONHCH2

N

H

[123I]IBZM

 Scheme 1-1. 123I-Radioiodination of (A) β-CIT and (B) IBZM. [123I]β-CIT prepared by reaction of 

he precursor with [ t

 

123I]NaI and hydrogen peroxide. [123I]IBZM prepared by using chloramine T as 

oxidant. 

し、この時点より動物用SPECT装置を用い、頭部放射能分布画像の撮像（40 sec/frame×32 

frames）を連続的に行った。得られた画像について、別に撮像したMR断層像をもとに、錐体外路

系運動に関わるドパミン神経の終末部が高密度に存在する線条体と、対照としてドパミン神経系が

乏しい小脳5

  

0-52)に関心領域を設定し（Figure1-3）、各領域における放射能の集積量Acst（左右線

条体での平均値，% Injected dose/ml），Acce（小脳，% Injected dose/ml）の経時的変化を測定した。

これをもとに、線条体DATあるいはD2Rへのリガンド結合能をBinding Ratio（BR）にて算出した53)。 tio（BR）にて算出した

Static imagingStatic imaging

53)。 

 

期投与に伴うドパミン神経伝達機能の変化は、投薬開始前、および投薬開始 1 ヶ

月

 

AcceAcst

Acce

抗精神病薬長

，2 ヶ月，6 ヶ月後に、それぞれの薬物を一時退薬した上でSPECT撮像を行うことにより測定した。

dynamic imagingと同様の操作によりコモンマーモセットを麻酔した後、まず 150 ~ 200 MBqの

[123I]β-CITを伏在静脈からbolus投与し、投与 240 分後に 40 sec/frame×32 framesのSPECT撮像を

行い、頭部の放射能分布画像を得た。その 1 週間後、体内からの放射能の消失を確認した上で同

様に 150 ~ 200 MBqの[123I]IBZMを投与し、投与 60 分後にSPECT画像を収集した。 

それぞれのデータから、[123I]β-CITおよび[123I]IBZMのBRを算出した。 

＝＝BR Acst

Acce
1AcceAcst AcceAcst

Acce
＝＝BR Acst

Acce
1
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In vitro バインディングアッセイ 

シナプス画分の調製 

ハロペリドールの投与を 6 ヶ月間継続したコモンマーモセットより脳を摘出し、尾状核，レンズ核，

および

の操作を施し、得られた組織を–80˚Cで凍結保存した。Bergerらの方法54)に従い、解凍後の各組織

Figure 1-3. Representative images of common marmoset brain. (A) Sagittal SPECT image from 

dynamic scan post administration of 150 MBq of [123I]β-CIT (229 to 251 min). (B) MR image for 

superimposed to MR image (B). Striatal uptake clearly depicted as indicated by arrow head (    ). 

imilar images were obtained after [ I]IBZM injection. 

defining regions of interest (ROIs) in the striatum (St) and cerebellum (Ce). (C) SPECT image (A) 

123S

小脳を単離した。また、対照群として用意した同一齢のコモンマーモセットについても同様
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に組織重量20 倍容の0.32 Mスクロース溶液を添加し、氷冷下Potter-Elvehjemホモジナイザーにて

破砕した。これを 1,000 gで 10 分間遠心分離し、得られた上清をさらに 25,000 g，20 分間の遠心分

離操作にかけた。沈渣に 100 倍容のトリス－塩酸緩衝液（50 mM Tris，120 mM NaCl，pH 7.7）を加

え、氷冷下Polytronで再懸濁し、–80˚Cにて凍結保存した。最終含有タンパク濃度の調製はLowry

らの方法55)に基づく定量操作後に行い、各組織ともに 500 µg protein/mlをバインディングアッセイ

に使用した。 

 

Saturation assay 

DAT密度の測定は、Janowskyらの方法56)に従った。すなわち、0.2 ~ 8 nMの[3H]GBR12935 とタ

 µgに相当するシナプス画分を含むトリス－塩酸緩衝液（50 mM Tris，120 mM 

Na

[3H]スピペロンのセロトニン 5-HT2受容体に対す

る

 

データは平均±標準偏差で表した。有意差検定は、SPECT では薬物投与開始前と投与開始

paired Student’s t-test を施行した。また、アッセイでは unpaired independent 

St

ンパク量にして 50

Cl，0.01% BSA，pH 7.7）を 25˚Cで 45 分間インキュベートした。その後、氷冷緩衝液で反応を停

止し、Whatman社製GF/Bフィルター上に吸引濾取、洗浄した。このフィルターにAmersham社製

ACSⅡを加えて一晩放置した後、液体シンチレーションカウンタにて放射能を測定した。

[3H]GBR12935 の非特異的結合に基づく放射能は、50 µMのGBR12909（Research Biochemicals 

International社）を同時に加えることで測定した。 

D2R密度の測定は、Farfelらの方法57)に従った。すなわち、0.1 ~ 8 nMの[3H]スピペロンとタンパ

ク量にして 50 µgに相当するシナプス画分、および

結合を阻害する目的で 10 µMのミアンセリン（Research Biochemicals International社）を含む緩

衝液を 37˚Cで 45 分間インキュベートした。[3H]スピペロンの非特異的結合に基づく放射能は、10 

µMのスルピリドを同時に加えることで測定した。 

得られたデータをScatchard解析し、各放射性リガンドの最大結合量（Bmax）と解離定数（Kd）を

算出した。 

統計 

後の各群について

udent’s t-test を行い、危険率 P 値が 0.05 未満の場合に有意差ありとした。
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１． １． ２． 結果 
 

抗精神病薬投与後の錐体外路系副作用の発現 

薬物投与後の観察から、ハロペリドールとスルピリドの何れを投与したコモンマーモセットでも、ド

パミンD2受容体の遮断に基づくと考えられる急性運動機能障害（振戦やカタレプシー）の発現が

認められた。この副作用は投薬実験開始直後より、投薬後に毎回観察された。 

一方、運動機能障害の指標として用意した基準のうち、急性症状以外の幾つかの項目につい

てはハロペリドール投与群において、投与回数を重ねることで発現を認めるようになった。これに関

しては SPECT 実験の結果と併せて記述する（Figure 1-5）。 

 

[123I]β-CITと[123I]IBZMの標識合成 

[123I]β-CITは収率 55%，放射化学的純度 95%以上にて得られた。また、比放射能は 0.185 

TBq/μmol以上であった。 

[123I]IBZMは収率 30%，放射化学的純度 95%以上にて得られた。比放射能の理論値は 8.88 

TBq/μmolであった。 

 

放射性リガンドの脳内動態 

線条体および小脳における各放射性リガンド集積の経時的変化について、一例をFigure 1-4 に

示す。[123I]β-CIT（A）の線条体への集積量（Acst）は投与後、緩やかに増加したが、小脳への集積

量（Acce）は初期に上昇した後、徐々に消失した。一方、[123I]IBZM（B）は何れの領域においても

投与後の取込みから緩徐な消失を認めたが、相対的に線条体へ高く集積した。 

[123I]β-CITと[123I]IBZMのBinding Ratio（BR）について、各計測時間での値を求めた結果、

[123I]β-CITでは投与 240 分後、[123I]IBZMでは投与 60 分後にその値が一定となることを確認した。

従って、以降の実験では各リガンドの投与後これらの時間にSPECTを撮像し、BRを算出することと

した。 

投薬開始前における[123I]β-CIT，[123I]IBZMそれぞれのAcst，AcceおよびBR値をTable 1-1 に掲

載する。なお、放射性リガンドの線条体への集積量に左右差は認められなかったため、Acstは左右

の線条体の平均値を用いた。 
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Figure 1-4. Time-activity curves of brain regional accumulation in normal common marmoset. 

SPECT imaging acquisitions performed repeatedly from 15 min to 240 min ([123I]β-CIT) or to 80 

min ([123I]IBZM) after injection with a dose of 150 MBq each. (A) [123I]β-CIT accumulation 

increased in the striatal region (◆), and washed out fast from cerebellar region (●). (B) [123I]IBZM 

accumulated immediately after injection, with gradual decreases in both regions of interest (ROIs), 

striatal (◆) and cerebellar (●) region, defined in Figure 1-3. 

 

 

 

 

 

 Table 1-1. Accumulation profiles to striatum (Acst) and cerebellum (Acce). 

 

 

 

1.06±0.23 0.28±0.06 2.84±0.41

0.59±0.14 0.34±0.07 0.76±0.18

[123I]β-CIT
(240 min post-injection)

Acst (%ID/ml)a Acce (%ID/ml)a BRa

[123I]IBZM
(60 min post-injection)

1.06±0.23 0.28±0.06 2.84±0.41

0.59±0.14 0.34±0.07 0.76±0.18

[123I]β-CIT
(240 min post-injection)
[123I]β-CIT
(240 min post-injection)

Acst (%ID/ml)a Acce (%ID/ml)a BRa

[123I]IBZM
(60 min post-injection)
[123I]IBZM
(60 min post-injection)

 

 

 

 
a Each value measured at 240 min or 60 min post-injection. Mean ± S.D. of fifteen common 

marmosets. 
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抗精神病薬の長期投与に伴う遅発性運動機能障害の発現と線条体へのリガンド集積量の経

時的変化 
 

Figure 1-5 には投薬開始 1 ヶ月，2 ヶ月および 6 ヶ月後の BR について、各個体の投薬開始前と

の相対値（Relative Binding Ratio: RBR）を縦軸左の値で示す。また、行動薬理学的にスコア付け

した運動機能障害の発現頻度（平均値）も重ね合わせて表示した。 

投与した 2 種の抗精神病薬について、ハロペリドール投与群（B）においてのみ顕著な変化が認

められ、[123I]β-CITのRBRは投与開始 2 ヶ月後で 0.82±0.07、6 ヶ月後で 0.70±0.05 と、投与開始前

と比較してそれぞれ有意に低い値であった。一方、[123I]IBZMのRBRは投与開始 2 ヶ月後で

1.33±0.10、6 ヶ月後で 1.66±0.11 となり、投与開始前よりも有意に増加した。さらに、これと並行して

行った行動薬理学的評価では、投与開始の 2 ~ 3 ヶ月後から、投与後における急性症状に加え、

遅発性運動機能障害（機能亢進症）が観察され始めた。その頻度は投薬の継続とともに上昇し続

け、実験の後期ではハロペリドールの投与後、常に発現を認めるに至った。 

ハロペリドールとは異なり、スルピリド投与群（C）では、急性の錐体外路症状は確認されたが、遅

発性運動機能障害は観察されず、また、ドパミン神経系の変化も認められなかった。なお、0.5%メ

チルセルロースのみを投与した対照群（A）については、行動とドパミン神経伝達機能、何れの変

化も確認されなかった。 
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igure 1-5. Relationship between functional changes of brain dopaminergic neuronal transmission 

expressed as Relative Binding Ratio (RBR) and locomotor activity expressed as Dyskinetic Motor 

Activity, as described under method. Common marmosets treated perorally with (A) 1 ml/kg of 0.5% 

ethylcellulose as vehicle alone (n=6), (B) 1.25 mg/kg haloperidol (n=5) and (C) 120 mg/kg 

sulpiride (n=3) twice a week each. Neuronal activity measured by SPECT using [123I]β-CIT (●) and 

[123I]IBZM (◆) at pre- (0 month) and 1, 2 and 6 months after commencement of treatment. Left 

rdinate: RBR (relative values to 0 month). Right ordinate: dyskinetic motor activity scoring (▼). # 

P<0.05; ** P<0.005, ¶ P<0.001, compared with 0 month. 

In vitro バインディングアッセイ 

DATとD2Rのそれぞれに結合する放射性リガンドを用いたバインディングアッセイの結果、ハロ

ペリドール投与群では線条体の尾状核、およびレンズ核に存在するDATへのリガンド最大結合量

（Bmax）が対照群と比較して有意に減少しており、一方、D2Rでは有意な増加を認めた（Table 1-2）。

小脳ではこのような変化は認められなかった。また、解離定数（Kd）を求めた結果、ハロペリドール

の投与により、各リガンドの親和性は変化していなかった。 
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 Table 1-2. In vitro binding assay. 

 

 

 

 

 

Bmax (pmol /mgprotein)a

DAT ([3H]GBR12935)

Control Haloperidol

Caudate N.
Lentiform N.

5.20±0.82

4.29±0.12

3.80±0.15

3.40±0.20

0.43±0.01

0.44±0.02

0.57±0.04

0.54±0.02

D2R ([3H]Spiperone)

Control Haloperidol

* *

# #

Bmax (pmol /mgprotein)a

DAT ([3H]GBR12935)

Control Haloperidol

Caudate N.
Lentiform N.

5.20±0.82

4.29±0.12

3.80±0.15

3.40±0.20

0.43±0.01

0.44±0.02

0.57±0.04

0.54±0.02

D2R ([3H]Spiperone)

Control Haloperidol

* *

# #

a Mean ± S.D. of three common marmosets. # P<0.05; * P<0.01, compared with control.  

ハロペリドール休薬後のリガンド集積量の変化 

ハロペリドールの長期投与によりDAT、およびD2Rで認められた変化を詳細に検討する目的で、

休薬が[123I]β-CITと[123I]IBZM、それぞれのBRに及ぼす影響を調べた（Figure 1-6）。 

前記と同様の方法にてハロペリドールを投与したコモンマーモセットについて、6 ヶ月目以降は

投与を中止し、引き続きSPECT撮像を行った結果、[123I]β-CIT（A）のRBRは投与中止の 8 ヶ月間

で変化がなかった（連続投与 6 ヶ月後：0.73±0.03，休薬開始 8 ヶ月後：0.79±0.01）のに対し、

[123I]IBZM（B）のRBRは連続投与 6 ヶ月の時点と比較して、投与中止 8 ヶ月後ではその値が有意

に低下した（連続投与 6 ヶ月後：1.66±0.08，休薬開始 8 ヶ月後：1.21±0.10）。 

 

１． １． ３． 考察 
 

遅発性運動機能障害の発現に対するドパミン神経系の影響を検討する目的で、コモンマーモ

セットに投与する抗精神病薬には、臨床における遅発性運動機能障害の発現頻度が異なる 2 種

のD2R遮断薬、ハロペリドールとスルピリドを選択した。Ki値の比較より、D2Rに対するハロペリドー

ルの親和性の強さはスルピリドの約 13 倍だが58-60)、今回ハロペリドールとスルピリドの何れを投与し

た場合でも急性錐体外路症状の発現が認められたことから、受容体はそれぞれの薬物で十分に

遮断されていたものと考える。その上で薬物の投与を 6 ヶ月間継続し、行動の観察とSPECTを用い

たドパミン神経伝達機能の測定を行った結果、遅発性運動機能障害の発現およびBinding Ratio

（BR）の経時的な変化を確認できたのはハロペリドール投与群のみであった（Figure 1-5）。 
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Figure 1-6. Haloperidol withdrawal effects on brain dopaminergic neuronal activity measured by 

(A) [123I]β-CIT and (B) [123I]IBZM. Common marmosets treated perorally with 1 ml/kg of 0.5% 

me ulose as a vehicle (●; n=3) or 1.25 mg/kg haloperidol (◆; n=3) twice a week, and at 6 

months after initial treatment drug withdrawn. SPECT studies performed with [123I]β-CIT and 

[123I]IBZM. Relative Binding Ratio, relative value to 0 month, calculated as described under 

me  # P<0.05, compared with 6 month. 

SPECT撮像実験において定量した線条体および小脳における放射能量、AcstとAcceは、それ

ぞれ線条体でのリガンドの遊離量＋全結合量、および小脳でのリガンドの遊離量＋非特異的結合

量と考えられる。ここで、線条体でのリガンドの遊離量および非特異的結合量を、小脳におけるそ

れらの濃度と等しいと仮定すれば、Acst–Acceは線条体DATあるいはD2Rに対するリガンドの特異

的結合量として求められる。従って、BRは線条体における各リガンドの特異的結合量と遊離量＋

非特異的結合量の比となり61)、これはBinding Potential（Bmax/Kd）に比例する62-66)。すなわち、BR

はDATやD2R密度、もしくは各リガンドの親和性の指標と考えられる。なお、[123I]β-CITはセロトニン

トランスポータにも親和性を有するが、線条体領域でのセロトニントランスポータの密度はDAT密度

よりもはるかに低く、[123I]β-CITの線条体への特異的集積量はドパミントランスポータへの結合を示

しているものと仮定した67)。 
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ハロペリドール投与群で認められたBRの経時的な変化がBmaxあるいはKdの何れの変化を示す

ものかを明らかにするため、一連の実験終了後にコモンマーモセットから脳を摘出し、in vitroバイ

ンディングアッセイを行った（Table 1-2）。その結果、DATあるいはD2Rに対するBmaxに変化が認め

られ、一方、Kdは変化していなかったことから、SPECTにて得られた結果もまた、リガンドの親和性

の変化ではなくDATやD2R密度の変化を評価しているものと考えられた。 

さらにハロペリドールの休薬が各リガンドの集積量に及ぼす影響を検討したところ（Figure 1-6）、

[123I]IBZMの集積の増加が可逆的であったことから、シナプス後部における変化は、従来示唆され

ている、ハロペリドールの強力なD2R遮断による受容体のup-regulationを示すものと考えられた。一

方で[123I]β-CITの集積量はハロペリドールの投与中止により回復しなかったことから、線条体に投

射するドパミン神経に何らかの変化が生じていると推察された。 

また、Figure 1-7 にはハロペリドールを投与しても遅発性運動機能障害を発現しなかった例を示

す。[123I]β-CITのRelative Binding Ratio（RBR）は投与期間を通じてほとんど変化しなかったのに

対し、IBZMのRBRは障害を発現した個体群と同程度まで増加し、投与中止 8 ヶ月後でほぼ投与

前の値に戻った。 
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igure 1-7. A case with absence of Dyskinetic Motor Activity: DAT related? Changes of brain 

opaminergic neuronal activity of a common marmoset measured by [123I]β-CIT ( ● ) and 

[123I]IBZM (◆) as in figure 1-6, but with absence of dyskinetic behavior (▼). 
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これらの結果は、遅発性運動機能障害の発現に対し、変化量の大きなドパミン神経シナプス後

部だけでなく、シナプス前部の変化もまた関与している可能性を示している。 

今回の検討で、スルピリド投与群ではD2Rのup-regulationが認められなかった。薬物と受容体と

の解離定数Kdは、 
Kd

koff

kon
＝Kd

koff

kon

koff

kon
＝

 

で表される。kon，koffはそれぞれ薬物－受容体間の結合速度定数，解離速度定数であるが、抗精

神病薬のkon値は薬物の種類によらずほぼ一定であり、Kdはkoffに依存することが報告されてい

る68)。ハロペリドールのKd値はスルピリドよりも小さく69,70)、従ってスルピリドはD2Rから速やかに解

離すると考えられるが、これがスルピリド投与により受容体の遮断効果（急性運動機能障害の発現）

は得られているもののD2Rのup-regulationを生じなかったことに関与している可能性がある。 

以上の検討より、ハロペリドールの長期経口投与により遅発性運動機能障害を発現したコモン

マーモセットにおいて、従来提示されてきた線条体D2R密度の増加に加え、DAT密度の減少により

支持される黒質－線条体路ドパミン神経の変化を認め、これらの変化により遅発性運動機能障害

が発現することが示唆された。 

なお、詳細は第 2 章で述べるが、本研究におけるDAT密度の変化はドパミン神経の不可逆的な

傷害を示唆する。BRの変化より全体の 70 ~ 80%程度のドパミン神経細胞が生存していると仮定す

ると、今回の検討例ではDATの減少によるドパミン取込み速度の低下等から、シナプス間隙のドパ

ミン濃度は傷害される前と同程度に保たれていると考えられる71,72)。一方、DATの減少はドパミンの

拡散範囲を広げ、これがシナプス後部の神経の過活動を促進させることで遅発性運動機能障害が

発現する可能性も考えられる。 
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第２章 
 

ハロペリドールの脳内ドパミン神経細胞に対する 
傷害機構に関する検討 

 
第 1 章では、ハロペリドールの長期投与による遅発性運動機能障害の発現に対し、従来示唆さ

れてきたドパミン神経シナプス後膜に存在する線条体D2R密度の増加に加え、シナプス前膜の

DAT密度が減少することを見出した。これらはドパミン神経伝達機能の変化を示しているが、一方、

スルピリドを投与した個体群ではこのような経時的変化を認めなかったことから、ハロペリドールが

引き起こしたドパミン神経系の変化と、それに追随した運動機能の障害には、本化合物の特性に

由来する何らかの原因が存在すると考えられる。 

さらに、ハロペリドールの長期投与で認められた線条体における[123I]β-CIT集積量の減少が休

薬により回復しなかったことを考慮すると、黒質－線条体路ドパミン神経に不可逆的な変化が生じ

ている可能性がある。以上の観点のもと、本章ではハロペリドールの代謝物が有するドパミン神経

細胞毒性に着目し、神経変性との関連を考察することを目標とした。 

ハロペリドールには幾つかの代謝経路が知られている73)。主なものにはN－脱アルキル化，カル

ボニル基の還元，抱合反応等が存在するが、一部はピペリジン環の酸化的芳香族化反応により

4-(4-chlorophenyl)-1-[4-(4-fluorophenyl)-4-oxobutyl]pyridinium ion（HPP+）を生ずる。HPP+はパー

キンソン病誘発物質の候補化合物として、ドパミン神経細胞に対する急性毒性がin vitroで報告さ

れているが74)、in vivoにおけるドパミン神経系への影響、さらに運動機能障害への関与については

明確となっていない。そこで、ハロペリドール長期投与時にHPP+が脳内ドパミン神経系の変化を惹

起する可能性について、HPP+の動態を中心に検討した。 
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第１節 
 

ハロペリドールの長期投与により惹起される 

脳内ドパミン神経変化に対するHPP+の関与 
 

パーキンソン病誘発物質であるMPPP

i

+はDATを介して細胞に集積し、ミトコンドリア呼吸鎖複合体

ⅠのNADH脱水素酵素を阻害することで特異的にドパミン神経を傷害する75)。一方、ハロペリドー

ルは生体内で酸化的に代謝され、ピリジニウムイオンのHPP+へと変換されるが、このHPP+は分子

内にMPP+と同一の構造を有するため、MPP+同様の機構を介して神経細胞毒性を発現する可能

性が示されている。 

本節では、まずHPP+負荷によりドパミン神経細胞が傷害されることをin vitroで追試し、その上で

ハロペリドール投与後のコモンマーモセット脳におけるHPP+の存在を確認することにより、第 1 章で

認められたドパミン神経の変化に対するHPP+毒性の関与を検討した。 

 

２． １． １． 実験方法 
 

試薬・機器 

1H-NMRはJNM-EX270（JEOL社）を用い、テトラメチルシランを内部標準物質として測定した。

質量分析はJMS-HX/HX100 A model（JEOL社）を用いて測定した。細胞の免疫化学染色用の抗

体にはマウスanti-microtuble associated protein 2 (2a+2b)（MAP2）antibody（Sigma社）およびウサギ

ant -tyrosine hydroxylase（TH）antibody（Chemicon社）を、ビオチン修飾二次抗体にはbiotinylated 

anti-rabbit IgG(H+L)およびbiotinylated anti-mouse IgG(H+L)（Vector Laboratories社）を、また免疫

ペルオキシダーゼ染色には同社のVECTASTAIN ABC KITをそれぞれ使用した。HPLCは島津社

製定速ポンプ（LC-10AD）に紫外可視分光光度計検出器（SPD-10A）、および分光蛍光検出器

（RF-10AXL）を接続した系を用いた。試薬は全て特級試薬を使用した。 

 

4-(4-Chlorophenyl)-1-[4-(4-fluorophenyl)-4-oxobutyl]pyridinium ion（HPP+）の合成 

HPP+は、Gorrodらの方法76)に従って合成した。すなわち、まず精製トルエン中でハロペリドール

1.0 gと 35%塩酸 10 mlを混和し、3.5 時間還流した。反応後、溶液を中和、トルエン層を回収し、溶
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媒を減圧留去した。残渣をクロロホルム：メタノール（8:1）を溶出溶媒とするシリカゲルクロマトグラフ

ィ ー に 付 し 、 中 間 体 で あ る 4-(4-chlorophenyl)-1-[4-(4-fluorophenyl)-4-oxobutyl]-1,2,3,6- 

tetrahydropyridineの白色結晶を得た（823 mg：収率 86.5%）。本化合物を塩酸塩処理し、その 510 

mgと白金／活性炭 300 mgとを精製メタノール中、アルゴン気流下 72 時間室温にて攪拌した。反

応溶液を濾過し、濾液を減圧留去後、残渣をクロロホルム：メタノール（5:1）を溶出溶媒とするシリカ

ゲルクロマトグラフィーに付し、HPP+の黄色針状結晶を得た（401 mg：収率 79.4%）。 

mp 208 ~ 210°C； 1H NMR (CDCl3) 9.73 (bs, 2H), 7.01 ~ 8.29 (m, 10H), 5.14 (bs, 2H), 3.33 (bs, 

2H), 2.50 (bs, 2H)； FAB-MS 計算値 C21H18ClFN+O m/z 354，測定値 354； 元素分析 計算値 

C21H18ClFN+O·Cl- C: 64.63 H: 4.65 N: 3.59，測定値 C: 62.59 H: 4.76 N: 3.44. 

 

HPP+のドパミン神経細胞毒性 

中脳ドパミン神経細胞の培養 

胎齢 16 日目のWistar/STラット胎仔より中脳腹側部を分離し、トリプシン 0.1%を含むHanks’緩衝

液中で 37˚C，20 分間処理した。これに 40%ウシ胎仔血清含有Eagle’s培地を添加して酵素反応を

停止させた後、組織断片を 1,000 gで 5 分間遠心分離した。沈渣を洗浄後、10%ウシ胎仔血清含有

Eagle’s培地中で分散し、100 μmのcell strainerで濾過した。これを 0.1%ポリエチレンイミンにて処理

したカバースリップに 2.0×106 cells/mlの密度で播種し、37˚C，5% CO2環境下で培養した。培養開

始 4 日目以降は 10%ウマ血清含有Eagle’s培地に変更し、播種後 8 日目の細胞を以下の毒性判定

実験に用いた。 
 

HPP+の毒性判定 

塩化HPP+あるいはハロペリドールをジメチルスルホキシド（DMSO）に溶解した後、これを培地中

に添加し、10 ~ 120 μMの濃度に調製した。培養開始 8 日目の細胞にそれぞれを 1 時間負荷、洗

浄後に培地を交換し、さらに 3 日間培養を継続した。 

3 日後、培地を除去し、4%ショ糖－パラホルムアルデヒド溶液を用いて細胞を 4˚C で 30 分間固

定した。その後、10 mM リン酸緩衝塩化ナトリウム水溶液（PBS）で洗浄し、0.2% Triton X-100 PBS

溶液を 4˚C で 30 分間作用させた。ここでスリップ上に一次抗体として anti-MAP2 抗体あるいは

anti-TH 抗体を添加し、4˚C で 18 時間静置した。PBS で洗浄後、それぞれの二次抗体として

biotinylated anti-mouse IgG および biotinylated anti-rabbit IgG を室温で 1 時間反応させた。PBS
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洗浄後、ABC キット反応液を室温で 1 時間作用させ、これを 50 mM Tris 緩衝塩化ナトリウム水溶

液（TBS）で洗浄、さらに DAB 溶液（3,3’-diaminobenzide tetrahydrochloride と硫酸ニッケルアンモ

ニウム含有 TBS）を 5 ~ 10 分間反応させることで神経細胞、あるいはドパミン神経細胞を染色した。

各スリップはエタノールで脱水処理後、ENTELLAN（Merck 社）にて封入し、鏡検用試料を作製し

た。 

光学顕微鏡を用いて試料単位面積あたりの免疫陽性細胞数、MAP2(+)とTH(+)を計数し、ドパミ

ン神経細胞の生存率を算出した。 

 TH(+)
＝Survival

MAP2(+) TH(+)

TH(+)
＝Survival

MAP2(+) TH(+)MAP2(+) TH(+)

 

ハロペリドール投与コモンマーモセットからのHPP+の検出 

1.25 mg/kgのハロペリドールを経口投与したコモンマーモセットから、3 時間後に採血、さらに脳

および肝臓を摘出し、Igarashiらの方法77)を参考に代謝物を抽出、定量分析した。すなわち、まず

血液は 2,500 gで 30 分間遠心分離した。また、各組織には重量 2 倍容の 1.15% 塩化カリウム水溶

液を加え、Polytronで組織を破砕した。これら操作で得られた血漿およびホモジネートにそれぞれ

2 倍容の 2%酢酸メタノール溶液を加えてvortexした。これを 13,000 gで 10 分間遠心分離し、得ら

れた上清を逆相HPLCにて分析した。逆相カラムにはワイエムシィ社製YMC-Pack Pro C18（150×

4.6 mm）を、移動相にはアセトニトリルと 5 mMの 1－オクタンスルホン酸ナトリウムを含む 10 mMリン

酸緩衝液（pH 3.0）の 40：60（v/v）混合溶液を使用した。流速は 1.0 ml/min、カラム温度は 30°Cとし

た。また、分光光度計検出器の検出波長は 248 nm、分光蛍光検出器では励起波長を 302 nm、検

出波長を 372 nmにそれぞれ設定した（溶出時間 8.5 分）。 

 

統計 

コントロール群と比較した薬物負荷群ドパミン神経細胞の相対生存率は、平均±標準偏差で表

した。有意差検定は unpaired independent Student’s t-test を使用し、危険率 P 値が 0.05 未満の場

合に有意差ありとした。 
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２． １． ２． 結果 
 

ドパミン神経細胞に対するHPP+の毒性 

ラット胎仔の中脳より作製した培養細胞系に塩化HPP+を負荷したところ、ドパミン神経細胞に対

する選択的な毒性が発現し、その生存率はHPP+非添加のコントロールと比較して 50 μMの濃度で

は 42.1±8.2%、100 μMでは 18.8±3.8%と濃度依存的に低下した（Figure 2-1-1）。また、生き残ったド

パミン神経細胞においても、その多くで神経突起の退縮を認めた（Figure 2-1-2B）。 

対照として用意したハロペリドールのドパミン神経細胞に対する毒性はHPP+と比べて低く、コント

ロールとの相対生存率は 50 μMでは 94.4±6.9%、100 μMでも 84.2±6.6%まで保たれ、何れも同濃

度のHPP+負荷群と比較してそれぞれ有意に高かった（P<0.0001）。 
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Figure 2-1-1. Toxicity effect of haloperidol metabolite, HPP+ on dopaminergic neurons. 

esencephalic cell cultures exposed to 10 to 120 μM of HPP+ (◆) for 1 hr. Haloperidol used as 

reference (●). Each value represents the mean ± S.D. of four experiments and is expressed as 

survivability relative to control (%). # P<0.05; * P<0.01; §P<0.0001, compared with control. 
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(A) Control  

 

 

 

 

 

 

+ 120 μM HPP+(B) 
 

 

 

 

 

 
F

 

igure 2-1-2. Tyrosine hydroxylase (TH) immunoreactivity in cultured mesencephalic neurons: (A) 

control and (B) post-treated with 120 μM HPP+ for 1 hr. After HPPP

+ exposure, many of the 

dopaminergic neuronal axons appeared to be shortened and distorted as in (B) (arrow). 
 

HPP+の定量分析 

逆相HPLCを用い、1.25 mg/kgのハロペリドールを経口投与したコモンマーモセット 3 時間後の

脳よりHPP+を検出した（Figure 2-1-3A）。また、定量の結果、HPP+は他の多くの組織や血液、尿中

からも検出されたが、特に肝臓において非常に高濃度に存在していた（Figure 2-1-3B，Table 

2-1-1）。 
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 Table 2-1-1. Determination of HPP+ levels in tissues of haloperidol treated common marmoset. 

 
ng/g(wet tissue) a

Brain

Blood
Liver

8.4

24.4
600.0

Tissue ng/g(wet tissue) a

Brain

Blood
Liver

8.4

24.4
600.0

Tissue
 

 

  

 

a S

Figure 2-1-3. HPLC profiles of (A) brain and (B) liver extracts prepared from tissue sample of 

common marmoset perorally treated with 1.25 mg/kg haloperidol for 3 hr. HPP+ detected by on-line 

spectrofluorometry (Ex: 302 nm, Em: 372 nm, tR = 8.5 min). Notice differential sample volume and 

high HPP+ generation in liver. 

pectrofluorometrical measurement from Figure 2-1-3. 
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２． １． ３． 考察 
 

1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine（MPTP）はドパミン神経毒の前駆物質であり、その

投与によって病理学的、行動学的にパーキンソン病様の症状を動物に惹起させることが知られて

いる78-80)。すなわち、MPTPは脳内毛細血管を透過した後、アストロサイトでB型モノアミン酸化酵素

（MAO-B）による代謝を受け、さらに非酵素的に酸化されて 1-methyl-4-phenylpyridinium ion 

（MPP+）となる。このMPP+が神経終末のDATを介してドパミン神経細胞に選択的に取り込まれ、ミト

コンドリア呼吸鎖複合体ⅠのNADH脱水素酵素を阻害することで神経毒性を発現する75,81) 

（Scheme 2-1-1A）。現在までに、本化合物と類似した構造を持つ様々な物質による、ドパミン神経

毒性発現機構の解明が進められてきた。 

一方、生体に投与されたハロペリドールは主にN－脱アルキル化反応による代謝を受けるが、

一部は酸化的に代謝され、ピリジニウムイオンのHPP+に変化することが報告された73,82)。HPP+は

MPP+と同一の構造を分子内に有するため、本分子はMPP+同様に生体でドパミン神経を傷害する

可能性が示唆されている74,83)（Scheme 2-1-1B）。 

今回の検討においても従来の報告と同じく、HPP+の負荷によってドパミン神経細胞が傷害され

ることを証明し（Figure 2-1-1，Figure 2-1-2）、さらに、ハロペリドールを経口投与したコモンマーモセ

ットの脳からHPP+を検出した（Figure 2-1-3，Table 2-1-1）。すなわち、第 1 章の結果と併せ、ハロペ

リドール長期投与後のコモンマーモセットにおける運動機能障害の発現には、それに先行した脳

内ドパミン神経伝達機能の経時的変化が関与すること、さらに、この中脳－線条体路ドパミン神経

の変化はHPP+を介して不可逆的に惹起されている可能性が示された。 

ハロペリドールはシトクロームP450（CYP450）2D6 および 3A4 により代謝され、HPPP

+となる84-86)。

本節ではHPP+が肝臓に多く存在することを明らかとしたが、これは肝臓における高いCYP450 活性

を示しているものと考えられる。ハロペリドールからHPP+への代謝は主代謝経路の酸化的N－脱ア

ルキル化と競合するため、HPP+はハロペリドールの主代謝物ではない。しかし、ハロペリドールを

投与した動物、あるいは精神分裂病患者の脳や血液、尿からのHPP+の検出は過去にも多く検討さ

れている87-90)。ハロペリドールの脳内濃度の治療域はおよそ 10 ~ 200 ng/gであり91)、一方でハロペ

リドールを長期間投与された患者死後脳より検出されたHPP+の組織中濃度は 0.5 ~ 2.1 ng/gという

報告があるが92)、これはin vitroでの検討よりも低い濃度にて長時間HPP+に曝されることにより、生

体においてもドパミン神経系の変性が緩徐に進行し得ることを示唆しており、本研究第 1 章の結果

を支持するものである。 
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Scheme 2-1-1. Dopaminergic toxicity of haloperidol: a proposal. Dopaminergic neurotoxicity of 

haloperidol via the pyridinium metabolites: (A) Model mechanism of MPTP metabolism by 

monoamine oxidase type B (MAO-B), and generation of pyridinium metabolite, MPP+ by 

non-enzymatic oxidization in the astrocyte. MPP+ transported selectively into dopaminergic 

neuronal cells by nerve terminal DAT, induced toxicity by inhibition of NADH dehydrogenase of 

complex I in the mitochondrial electron-transport chain 75,81). (B) Proposed neuronal mechanism of 

haloperidol toxicity induced by cytochrome P450 catalysis, with biotransformation to the 

corresponding pyridinium metabolite, HPPP

+. As with MPP+, HPP+ might inhibit mitochondrial 

respiration leading to neuronal cell death 36,73,74). 
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第２節 
 

HPP+の脳移行性 
 

前節のHPLCを用いた検討から、ハロペリドールを投与したコモンマーモセットより摘出した組織

間の比較において、HPPP

+は肝臓に非常に高濃度に存在することが明らかとなった。この結果はシ

トクロームP450 酵素の発現量の差に起因しているものと考えられるため、HPP+はその大部分が肝

臓で生成することが示唆された。従って、脳内ドパミン神経を傷害するHPP+には、肝臓にてハロペ

リドールより代謝され、そこから血液脳関門を透過した分子が含まれている可能性がある。 

本節では、まずHPP+の 1－オクタノール／リン酸緩衝液系での分配係数を測定することでその

脂溶性を検討し、さらに動物を用いてHPP+の末梢から脳への移行性を直接評価した。 

 

２． ２． １． 実験方法 
 

試薬・機器 

[3H] ハ ロ ペ リ ド ー ル は NEN Life Science Products 社 よ り 、 [14C] ブ タ ノ ー ル は Amersham 

Radiolabeled Chemicals社より、それぞれ購入した。本節における他の試薬，機器は、第 1 章および

第 2 章第 1 節と同じものを使用した。 

 

ハロペリドールからHPP+への変換効率のIn Vitro測定 

脳および肝臓からのミクロソーム画分の調製 

Wistarラットの脳、あるいは肝臓からのミクロソーム画分はGorrodらの方法93)を用い、氷冷下に調

製した。すなわち、24 時間絶食させたラットを断頭後、脳を摘出した。また、肝臓は生理食塩水を

灌流することで脱血処理した後に小葉を切り出した。各組織に 1.15%の塩化カリウム水溶液（pH 

7.4）を 2.0 ml/g tissueで添加し、Potter-Elvehjemホモジナイザーにて破砕した。これを 10,000 gで 20

分間遠心分離し、上清をさらに 140,000 gで 80 分間の遠心操作にかけた。沈渣を塩化カリウム水溶

液で洗浄し、再び 140,000 gで 60 分間遠心分離した後、塩化カリウム水溶液中に 0.26 g original 

tissue/500 μlの濃度でPolytronにて懸濁し、–80˚Cで凍結保存した。 
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ミクロソーム画分を使用したハロペリドールの代謝 

脳および肝臓から調製したミクロソーム画分を用いたHPP+の生成は、Fangらの方法94)に基づい

て行った。βニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸一ナトリウム（NADPNa）2 μmol，D-グルコー

ス 6 リン酸一ナトリウム（G6PNa）10 μmol，グルコース 6 リン酸脱水素酵素（G6PD）5 units，塩化マグ

ネシウム 20 μmolを含む 2.0 mlのリン酸緩衝液（pH 7.4）を 37˚Cで 5 分間プレインキュベートし、ここ

にハロペリドール 100 µg/10 µl DMSO溶液と 0.25 g original tissue相当のミクロソーム画分を添加し

た。30 分後、3.0 mlのアセトニトリルにて反応を停止し、4˚Cで 30 分間静置した後、1,500 gで 15 分

間遠心分離した。第 2 章第 1 節の代謝物分析の項に記載したHPLCと同じ系にて上清を分析し、

HPP+を定量した。 

 

[3H]HPP+の合成 

[3H]HPP+は、非標識HPPP

+の場合と同様に、酵素的に合成した。すなわち、NADPNa 2 μmol，

G6PNa 10 μmol，G6PD 10 units，塩化マグネシウム 20 μmolを含むリン酸緩衝液（pH 7.4）系に

[3H]ハロペリドールと肝臓より調製したミクロソーム画分を添加し、37˚Cで 2 時間反応させた。反応

停止後に反応溶液を減圧下濃縮し、逆相HPLCを用いて[3H]HPP+を精製した。HPLC装置は第 1

章と同じものを使用した。逆相カラムにはワイエムシィ社製YMC-Pack Pro C18（150×4.6 mm）を、

移動相にはアセトニトリルと 5 mMの 1－オクタンスルホン酸ナトリウムを含む 10 mMリン酸緩衝液

（pH 3.0）の 37：63（v/v）混合溶液を使用した。流速は 1.0 ml/min、カラム温度は 30°Cに設定した

（溶出時間：ハロペリドール 12.5 分，HPP+18.0 分）。溶出液を 30 秒間隔で分取し、その一部を液体

シンチレーションカウンタで測定、放射能クロマトグラムを作製した。ここで[3H]HPP+に対応する画

分を回収、濃縮し、展開溶媒をクロロホルム：メタノール（5:1）とするTLC（Rf値 0.30）にて放射化学

的純度を算出した。 

 

1－オクタノール／水分配係数の測定 

分配係数の測定はSajiらの方法95)に従った。各 2.0 mlの 1－オクタノールと 0.1Mリン酸緩衝液

（pH 7.0，7.4，8.0）が入った試験管に 5 μlの[3H]HPP+を含む溶液を加え、1 分間×3 回のvortex後、

25˚Cで 20 分間静置する操作を 3 回繰り返し、1,000 gで 5 分間遠心分離した。各層から 800 μlず

つを採取した後、それぞれの放射能を測定し、1－オクタノール／緩衝液の放射能比から分配係

数を求めた。 
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Brain uptake index (BUI)の測定 

Brain uptake index（BUI）は、Oldendorfの方法96)を参考に測定した。すなわち、ペントバルビタ

ール麻酔下、Wistarラットの一方の総頸動脈より 14.8 KBqの[14C]ブタノールと 11.1 KBqの

[3H]HPP+を混合した生理食塩水 200 μlをbolus投与し、投与 15 秒後に断頭、投与と同側の大脳皮

質頭頂－側頭部を速やかに採取した。組織片をアルカリ処理で溶解後、液体シンチレーションカ

ウンタを用いて14Cと3Hの放射能を同時計測し、次式にてBUIを算出した。 

 
BUI (%)

(3H/14C) dpm in brain tissue

(3H/14C) dpm in injectate
＝ ×100BUI (%)

(3H/14C) dpm in brain tissue

(3H/14C) dpm in injectate
＝ ×100

 

末梢投与したHPP+の脳への取込み 

ddYマウスの尾静脈から 0.5 μg（~1.3 nmol）の塩化HPP+を、生理食塩水 100 μlに溶解させて投

与し、一定時間経過後に断頭した。血液および脳を採取し、重量を測定後、HPLC分析用の試料

を作製した。操作は、第 2 章第 1 節に示したコモンマーモセット組織からの代謝物抽出方法に従っ

た。また、HPLCも第 2 章第 1 節と同一の条件にて施行し、HPP+を定量した。 

 

統計 

分配係数，BUI の測定データは平均±標準偏差で表した。有意差検定は unpaired independent 

Student’s t-test を使用し、危険率 P 値が 0.05 未満の場合に有意差ありとした。 

 

２． ２． ２． 結果 
 

HPP+のin vitro合成 

ラット脳、あるいは肝臓より作製したミクロソーム画分を用いたin vitroの合成において、ハロペリド

ールからHPP+への変換率に大きな差を認めた（Table 2-2-1）。すなわち、30 分間の反応により 100 

μg（0.27 μmol）のハロペリドールから得られたHPP+は、脳ミクロソーム画分を用いた場合で 0.10 μg

（0.28 nmol）、肝臓ミクロソーム画分では 4.6 μg（13.0 nmol）であった。 
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 Table 2-2-1. Differential haloperidol-HPP+ biotransformation efficiency yield (%). 

Yield (%)

Brain a

Liver a
0.1
4.8

Tissue Yield (%)

Brain a

Liver a
0.1
4.8

Tissue

 

 

 

 

a microsomal fraction.  

[3H]HPP+の合成 

ラット肝臓ミクロソーム画分を用いて[3H]ハロペリドールを酵素的に処理した結果、[3H]HPP+を収

率 4.1%で得た（Figure 2-2-1）。放射化学的純度は 95%以上であった。[3H]HPP+は 4°Cで 1 週間保

管しても安定に存在していた。 
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Figure 2-2-1. Preparative HPLC radiochromatogram of biosynthesized [3H]HPP+. [3H]HPP+ 

prepared from [3H]haloperidol in a manner similar to that describe for non-radioactive HPP+ (tR =  

[ H]haloperidol: 12.5 min, [ H]HPP : 18.0 min). 

R

3 3 +
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1－オクタノール／水分配係数 

脂溶性の指標として算出した分配係数の対数値をTable 2-2-2 に示す。[3H]HPP+の値は[3H]ハ

ロペリドールと比較して低かったが、この値は本化合物の脂溶性を示唆する範囲にあった。 

 
Table 2-2-2. Comparative partition coefficient (PC) data, at variable pH. 

 

 

 

 

 

0.67±0.03
1.27±0.00

pH 7.0

0.81±0.04
1.37±0.01

pH 7.4

0.95±0.01
1.36±0.00

pH 8.0

[3H]HPP+

[3H]Haloperidol

§ § §

PCa

0.67±0.03
1.27±0.00

pH 7.0

0.81±0.04
1.37±0.01

pH 7.4

0.95±0.01
1.36±0.00

pH 8.0

[3H]HPP+

[3H]Haloperidol

§ § §

PCa

 

 

HPP+の脳移行性 

ラットBUI測定の結果、[3H]ハロペリドールよりは有意に低いものの、[3H]HPP+が脳へ取り込まれ

ることを認めた（Table 2-2-3）。 

また、1.3 nmolの塩化HPP+をマウス尾静脈より投与した後、HPLCを用いて脳内HPP+を定量した

結果をFigure 2-2-2 に示す。HPP+は速やかに脳へと移行し、投与 1 分後では 57.8±13.2 pmol/g 

brainの取込みを示した。また、その後は経時的に減少し、投与 30 分後における集積量は 20.5±4.8 

pmol/g brainにまで低下した。 

 

 

 

 

 

 

a 1

a U

-Octanol/0.1 M phosphate buffer partition coefficients (logarithmic value). Mean ± S.D. of three 

experiments. §P<0.0001, compared with [3H]haloperidol. 

Table 2-2-3. Brain uptake index (BUI) of [3H]HPP+ and [3H]haloperidol. 

9.0±2.1
97.1±6.5

[3H]HPP+

[3H]Haloperidol

§

BUIa

9.0±2.1
97.1±6.5

[3H]HPP+

[3H]Haloperidol

§

BUIa

ptake into the brain relative to [14C]butanol. Each value represents the mean ± S.D. 

of four experiments. §P<0.0001, compared with [3H]haloperidol. 
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Figure 2-2-2. Time course of HPP

 post-i

P

+ in the mouse brain. Mice injected via the tail vein with 0.5 

μg/100 μl saline (~ 1.3 nmol/100 μl saline) of HPP+Cl–, and then decapitated at 1, 5, 15 or 30 min 

njection. HPP+

 

P  accumulation determined by HPLC analysis of brain tissue extract. Each time 

point represents the mean ± S.D. of five mice. 

２． ２． ３． 考察 
 

シトクロームP450（CYP450）は脳を含めた広範な組織中にその存在を認めるが、特に肝臓にお

ける発現量が高い。そこで、前節の結果を検証するために、まずラットの脳および肝臓ホモジネー

トより調製したCYP450 を含むミクロソーム画分を用い、in vitroでハロペリドールに作用させてHPP+

の生成量を比較したところ、ハロペリドールからHPP+への変換効率は肝臓の方が脳よりもおよそ 50

倍高いことが明らかとなった（Table 2-2-1）。系に添加したミクロソーム画分の量は何れも単位組織

重量あたりに換算して調製したので、この生成量の差はP450 発現量の相違を示しているものと考

えられる。実際、脳におけるP450 の発現量は肝臓の 1 ~ 10%程度との報告があり97)、今回の結果は、

これとよく一致するものであった。 

MPP+は末梢から脳への移行性が乏しい98,99)。従って、MPP+と同じピリジニウムイオンである

HPP+もまた血液脳関門を透過できないと推察されており、HPP+の起源に関しては脳内でハロペリ
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ドールから代謝されたものに由来すると考えられてきた。しかし、ここに示したようにHPP+の主生成

部位が肝臓であること、またHPP+は逆相HPLCカラムによく保持されたこと（Figure 2-1-3）を考慮し、

本分子は有機カチオンであるものの脂溶性を有し、末梢より脳へ送達される可能性があると考え、

以下に検討した。 

血液pH付近、すなわちpH 7.4 における 1－オクタノール／リン酸緩衝液系に対し、HPP+分配係

数の対数値は 0.81 であったが（Table 2-2-2）、これはMPP+で報告された値、–1.2336)よりも高いもの

だった。また、化合物が血液脳関門を自由に透過し得る指標として 0.9 ~ 2.5 という値が示されてい

る100)ことを考慮すると、HPP+はある程度の脂溶性を有し、脳へ移行する可能性が示された。HPP+

の構造を考えた場合、ピリジン環窒素原子上の孤立電子対は芳香族性に無関係なので、ピリジニ

ウムイオンとなっても分子全体としては芳香族としての特性が高く保たれている。さらにHPP+は分子

内にベンゼン環を 2 つ有するために、カチオンにも拘わらず比較的高い脂溶性を保持しているも

のと考えられる。 

これに続き、より直接的にHPP+の脳移行性を評価するため、[14C]ブタノールを基準物質として

brain uptake index（BUI）を測定した結果から、[3H]HPP+の脳への取込み率は 9.0±2.1%となり、こ

れは脳移行性に乏しい[3H]マンニトールにおける値、1.6±0.3%101)よりもはるかに高い値であった。

また、非標識体を末梢よりマウスに投与した実験でもHPP+は脳から検出され、実際、投与量に対す

る 脳 へ の 取 込 み 率 を 算 出 し た と こ ろ 、 別 に 検 討 し た 放 射 性 ヨ ウ 素 標 識 血 清 ア ル ブ ミ ン

（[131I]RISA102））と比較して高い脳移行性を示した（投与 5 分後での取込み率：HPP+Cl– 3.4±0.8% 

Injected dose/g，[131I]RISA 0.64±0.05% Injected dose/g）。これらの結果から、HPP+は血中から脳へ

と移行することが示された。 

以上、本節では、ハロペリドールが肝臓でHPP+に代謝された後、このHPP+が脳へと移行する可

能性について検討した。その結果、HPP+を末梢より投与した場合、脳へ速やかに取り込まれること

が明らかとなり、ハロペリドール投与後、脳内においてドパミン神経に傷害を与えるHPP+の一部が

末梢から血液脳関門を透過した分子に由来することが示唆された。 
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第３節 
 

ドパミン神経選択的なHPP+毒性の発現機序 
 

本章におけるこれまでの研究結果から、ハロペリドールを生体に投与した場合、その代謝物の

一つであるHPPP

+が脳へ集積し、ドパミン神経細胞に対する傷害性を示すこと、および、その少なく

とも一部には末梢から脳へと移行した分子が含まれる可能性があることを見出した。そこで、本節

では、さらにHPP+
P の毒性がドパミン神経細胞に選択的に発現する機構を明らかにすることを計画し

た。 

まず、HPP+と同じピリジニウムイオンのMPPP

+がDATを介して細胞内へ集積することによりドパミン

神経細胞選択的な毒性を発現することから、HPP+も同様にDATを介してドパミン神経細胞に集積

し得るかを検討した。 

さらに、ドパミン神経にはニューロメラニンが豊富に存在すること、また、有機カチオンである抗マ

ラリア薬のクロロキンがメラニンに結合するとの報告103)があることに着目し、HPP+がニューロメラニン

に結合してドパミン神経細胞内に蓄積する可能性についても検討を行った。 

 

２． ３． １． 実験方法 

試薬・機器 

細胞実験には第 2 章第 1 節と同じ試薬を使用した。溶液中のハロペリドール、およびHPP+は、

日立社製分光光度計（U-2001）と島津社製分光蛍光光度計（RF-5300PC）を用いてそれぞれ定量

した。試薬は全て、第 2 章前節までと同じ特級試薬を使用した。 

 

DAT阻害薬によるHPP+細胞毒性の保護作用 

第 2 章第 1 節と同様に作製したドパミン神経細胞初代培養系に、DAT阻害薬のGBR12909 を 1 

μMで 30 分間作用させ、ここに引き続き塩化HPP+を 1 時間負荷した。その後は再び同様の操作を

施し、ドパミン神経細胞の生存率を求めた。 
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合成メラニンに対するHPP+の結合性 

HPP+結合量の時間依存性 

1.0 mlのリン酸緩衝液（67 mM，pH 7.0）中、10 μMの塩化HPP+と 100 μgの合成メラニン（Sigma 

Chemical社）を 37˚Cでインキュベートした。一定時間が経過した後、反応液をコスモナイスフィルタ

ーW（0.45 μm：ナカライテスク社）に通じ、濾液中のHPP+濃度を蛍光光度計にて測定した。 

 

Saturation assay 

1.0 mlのリン酸緩衝液中、5.0×10–8 ~ 1.0×10–5 Mの塩化HPP+と10 μgの合成メラニンとを混合し、

37˚Cで 1 時間インキュベートした。反応液を 2,500 gで 10 分間遠心分離し、上清に含まれるHPP+の

濃度を、蛍光光度計を用いて測定した。ここで得られたデータから、Scatchard解析にてHPP+の解

離定数（Kd）を算出した。また、1.5×10–6 ~ 1.0×10–4 Mのハロペリドールについても同様の操作を

行い、3 時間インキュベーション後の溶液中濃度を分光光度計で定量した。 

 

メラニン－HPP+複合体からのHPP+の溶出 

Stępieńらの方法103)に従い、メラニンに結合したHPP+について種々の溶媒への回収を試みた。

1.0 mlのリン酸緩衝液中、10 μMの塩化HPP+と 100 μgの合成メラニンを 37˚Cで 1 時間インキュベー

トしてメラニンにHPP+を結合させた後、反応液をCorning社製再生セルロースフィルター（0.20 μm）

に通じた。ここに 67 mMのリン酸緩衝液を 5.0 mlずつ通じ、それぞれの濾液中のHPP+濃度を蛍光

光度計で測定した。HPP+の溶出が認められなくなったところで溶出液を 4 M塩化ナトリウム水溶液

に変更した。さらに同様の操作後、エタノールでHPP+を溶出し、初めにメラニンと結合していた

HPP+に対する各溶出液画分への回収率を求めた。 

 

２． ３． ２． 結果 
 

HPP+のドパミン神経細胞毒性に対するDAT阻害薬の影響 

DAT阻害薬であるGBR12909 の存在下、培養細胞へのHPP+の負荷を行ったが、第 2 章第 1 節

と同等の範囲のHPP+濃度では、GBR12909 添加／非添加群間でドパミン神経細胞の生存率に有

意差は認められなかった（Figure 2-3-1）。 
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Figure 2-3-1. Effect of DAT inhibitor on HPP+ toxicity to dopaminergic neurons. Mesencephalic cell 

tures pre-treated with 1 μM GBR12909 (DAT inhibitor) for 30 min, and then exposed to 50 ~ 150 

μM HPP+ together with GBR12909 for 1hr. Each value represents (    ) GBR12909 (–) and (    ) 

GBR12909 (+) the mean ± S.D. of eight to twelve experiments and is expressed as survivability 

ve to control (%). 

cul

relati

合成メラニンに対するHPP+の結合 

Figure 2-3-2 には、メラニンへのHPP+の結合に対するインキュベーション時間の影響を示す。メ

ラニン－HPP+間の結合は速やかに進行し、インキュベーション開始 60 分後にはほぼ平衡に達した

ことから、以降の実験ではインキュベーション時間を 60 分と定めた。 

HPP+のバインディングアッセイより得た値をもとに作製したScachard曲線は二相性を示した

（Figure 2-3-3A）。各座標軸付近の曲線の傾きを直線近似し、解離定数を求めたところ、HPP+の高

親和性結合におけるKd値は 20.2±5.0 nM、低親和性結合では 4.0±1.2 μMであった。なお、比較の

ためハロペリドールについてもアッセイを行ったが、ここでも同様に二相性のScachard曲線を得た

（Figure 2-3-3B）。解離定数は高親和性／低親和性結合においてそれぞれ 1.44±0.36 μM，

12.6±0.80 μMであり、HPP+の方がはるかに強い親和性を有することが示された。 
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 Figure 2-3-2. Effect of HPP

 

P

+ binding onto synthetic melanin. 100 μg of melanin incubated with 1 

ml of 10 μM HPP+Cl– solution (67 mM phosphate buffer, pH 7.0). Each point represents the mean ± 

S.D. of three experiments. 
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Figure 2-3-3. Scatchard plot of (A) HPP
 

 

P

+ and (B) haloperidol binding to synthetic melanin. 

Concentrations of HPP+ ranged from 5.0×10–8 to 1.0×10–5 M and haloperidol from 1.5×10–6 to 

1.0×10–4 M. The abscissa represents bound HPP+
P  in 1.0 ml with 10 μg melanin or bound 

haloperidol in 1.5 ml with 5 μg melanin.
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メラニン－HPP+複合体からのHPP+の溶出 

1 時間のインキュベーションによりメラニンと結合したHPP+の量に対し、3 種類の溶媒で順次洗い

出すことで各溶出液画分に回収されたHPP+の割合を求めた（Figure 2-3-4）。最終的には全体で

56.7%のHPP+が回収されたが、全回収量に占める各溶出液によるHPP+の溶出量は、リン酸緩衝

液：84.1%，塩化ナトリウム水溶液：1.2%，エタノール：14.7%であり、溶出液間で回収率に大きな差

を認めた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

( 

experiments and is expressed as the proportions of eluted HPP+ to that initial melanin binding. 

Figure 2-3-4. Release of melanin-bound HPP+ after washings with (    ) 67 mM phosphate buffer, 

   ) 4 M sodium chloride and (    ) ethanol. Each value represents the mean ± S.D. of three 
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２． ３． ３． 考察 
 

DAT阻害薬はMPP+のドパミン神経細胞毒性を低減させることが知られている104,105)。そこで
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MPP+同様、HPP+によるドパミン神経選択的な毒性の発現がDATを介した細胞内への集積に依存

する可能性を調べるため、DAT阻害薬のGBR12909 処理がHPP+負荷時のドパミン神経細胞の生

存に及ぼす影響を検討した。しかし、本法ではドパミン神経細胞の生存率は変化しなかったことか

ら（Figure 2-3-1）、HPP+はDATによりドパミン神経細胞に取り込まれることはないと考えられた。この

結果は、HPP+がモノアミン作動性神経への神経伝達物質の取込みを阻害するが106)、それ自体は

基質として細胞へ取り込まれない107)という過去の報告と一致する。 

従って、HPP+毒性のドパミン神経細胞への選択性は、細胞への取込み以降の過程において発

現すると考えられる。ここで、ドパミン神経にはニューロメラニンが豊富に存在することが知られてお

り、また有機カチオンであるクロロキン、あるいはMPP+がメラニンに結合するとの報告があることか

ら103, 108-111)、HPP+がこれに結合して細胞内に蓄積する可能性を考え、合成メラニンを用いたHPP+

の結合実験を行った。過去に検討されている薬物は、メラニンに対し2種類の結合親和性を有する

ことが示されているが、本節でも作製したScachard曲線が二相性を示したことから（Figure 2-3-3A）、

HPP+もまた、少なくとも異なる 2 種の結合を介してメラニンに保持されることが示唆された。高親和

性結合の解離定数は 20.2±5.0 nMであったが、この値は同様にハロペリドールで求めた解離定数

と比較して少なくとも 50 倍以上の高い親和性を示しており、HPP+の毒性発現には、ハロペリドール

として細胞に保持され、そこからHPP+へと代謝されることよりも、HPP+分子としてドパミン神経細胞

に集積することの関与が大きいと考えられる。 

HPP+の細胞毒性はミトコンドリア内膜に存在する呼吸鎖複合体のⅠとⅡを阻害することにより発

現すると考えられているが36)、そのためにはミトコンドリア外膜を透過せねばならない。ミトコンドリア

外膜は低分子やイオンは自由に通過するが、高分子であるメラニンの透過は不可能と予想される

ことから、その毒性の発現には、メラニンとの結合が解離した後にHPP+がミトコンドリアに作用する

必要がある。そこで、洗い出し実験によりHPP+とメラニンとの結合の種類を検討した（Figure 2-3-4）。

すなわち、リン酸緩衝液，塩化ナトリウム水溶液，エタノールでの洗い出しにより、それぞれ分子間

力による結合，イオン結合，疎水性結合の関与を調べたが、HPP+はリン酸緩衝液やエタノールで

容易に洗い出されたことを考慮し、その結合の少なくとも一部は分子間力や疎水性結合が関与す

るあまり強力ではないもので、一度メラニンと結合してもHPP+は可逆的に解離し得ることが示され

た。 

以上、本章をまとめ、HPP+が脳内ドパミン神経細胞を選択的に傷害する機構をScheme 2-3-1 に

掲載する。 
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Scheme 2-3-1. Plausible model for dopaminergic neuronal haloperidol toxicity. HPP+ molecules 

in the brain originated from partial haloperidol biotransformation in the liver, presumably enter 

dopaminergic neurons by passive diffusion due to HPP+ lipophilicity. There, HPP+ (   ) reach toxic 

concentrations in dopaminergic neurons due to its high affinity binding to and slow release from 

neuromelanin (       ). Thus, long-term treatment with haloperidol might induce lengthy exposure 

to HPP+ leading to selective lesion of dopaminergic neurons, considered responsible for tardive 

motor dysfunction. 

すなわち、脳に存在するHPPP

+は脳内でハロペリドールから代謝されたもの以外に、末梢、特に

肝臓において生成し、血液脳関門を透過した分子に由来する可能性がある。このHPP+はドパミン

神経細胞に多く存在するニューロメラニンに結合する。このため、他の細胞においては細胞外への

放出、あるいは代謝によりHPP+が消失した後も、ドパミン神経細胞ではニューロメラニンからHPP+

が徐々に放出され続け、細胞内のHPP+
P がある一定の濃度に保たれる。こうして長時間HPP+に曝さ

れることでドパミン神経細胞が選択的な傷害を受け、ハロペリドールを長期投与した際の脳内ドパミ

ン神経系の変性、さらには遅発性運動機能障害の発現へと結びつくものと考えられる。 
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結 語 
 

本研究では、抗精神病薬ハロペリドールの長期投与により惹起される遅発性運動機能障害の

発現機構の解明を目的として、ドパミン神経伝達機能のin vivoでの変化、およびハロペリドールの

代謝物の一つである 4-(4-chlorophenyl)-1-[4-(4-fluorophenyl)-4-oxobutyl]pyridinium ion（HPP+）

を介したドパミン神経選択的な傷害の発現機序に関する検討を行い、以下の知見を得た。 

 

1. コモンマーモセットにハロペリドールを長期間経口投与し、錐体外路系副作用の発現を

行動薬理学的に観察すると同時に、同一個体における脳内ドパミン神経伝達機能を、in vivo

核医学的診断法（SPECT）を用いて経時的に測定した。その結果、遅発性運動機能障害の発

現に対して従来提示されている線条体ドパミンD2受容体密度の有意な増加を認めるととも

に、ドパミントランスポータ密度の有意な減少を新たに見出した。特に、トランスポータで

認められた変化は不可逆的であり、運動機能障害の発現とよく相関したことから、黒質－線

条体路ドパミン神経の変性が、本副作用の発現に強く関与している可能性が示された。 

 

2. ハロペリドールの一代謝物であるHPP+がドパミン神経細胞に対して毒性を有するとの

報告をもとに、その体内動態を検討した。まず、ハロペリドールを投与した動物の組織中代

謝物の分析、およびミクロソームを用いた比較検討から、HPP+が脳内で検出されること、

生体内では主に肝臓において生成することを見出した。そこでHPP+の分配係数を測定した

結果、HPP+はある程度の脂溶性を有することが明らかとなり、また、HPP+を末梢から投与

した動物において本分子は脳へと移行することを確認した。さらに脳内では、HPP+はニュ

ーロメラニンとの結合を介しドパミン神経細胞内に長時間保持されること、そこからの緩徐

な放出によりドパミン神経細胞に対して選択的な毒性を惹起することが、両者を用いた結合

実験により示唆された。 

 

これらの研究成果から、HPP+が脳内ドパミン神経を選択的に変性させることにより、ハ

ロペリドールの長期投与時において遅発性運動機能障害が発現する可能性が示された。 

これに加え、運動機能障害が発現する以前にドパミン神経伝達機能の変化を認めた本研

究の結果は、抗精神病薬の創薬段階における、核医学的手段を用いた錐体外路系副作用発現
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予測の可能性を示唆しており、今後の新しい抗精神病薬の開発研究でのスクリーニングに有

益な手法を提供し得ると考えられる。 
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