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(1)は しが き

最近の薬物は薬理活性の強い、いわゆる切れの良い化合物が開発され、個個人

に適した薬物投与設計が望まれている。その中でも、生体諸機能は加齢に従って

変化するために、乳幼児及び老齢者における薬物投与設計には特に注意が必要で

ある。肝血流量 ・腎機能 ・血中アルブミン量などの末梢機能の加齢変化について

は、優れた報告が多くあり実際の薬物投与設計に役立てられている。しかし、血

液脳関門の加齢による変化についての研究は少なく、加齢による薬物の脳内移行

性に関する情報は乏しい。高齢化社会を迎え高齢者の薬剤使用量が激増する中、

適切な薬物投与設計による高齢者のQOLの 向上のために、薬物の中枢移行性に関

する系統だった研究が必要とされている。

本研究では、薬物の血液脳関門透過性をブレインマイクロダイアリシス法によっ

て評価する系を確立し、血液脳関門の加齢変化が薬物の中枢移行性にどのように

影響を及ぼすかを研究する。これによって、適切な薬物投与設計を行う上での基

礎的な情報を得ることを目的とする。血液脳関門透過性において、能動輸送型及

び単純拡散型の化合物では、加齢による移行性の変化は異なることが予想され、

それぞれのモデルにおいての情報を得ることが必要である。
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研究成果の概要

内因性神経毒によるパーキンソニズムとその血液脳関門透過性に

関する研究

パラコー トの血液脳関門透過性とその輸送系に関する研究

ベータラクタム系抗生物質ウ ィンセフの血液脳関門透過性と腎障

害の影響に関する研究



2.パ ラコー トの血液脳関門透過性とその能動輸送系に関する研究

NeutralAminoAcidTransporterMediatesBlood

Brain-BarrierPenetrationofParaquatbutnotMPP+by

MicrodialysisStudy

K.Shimizua,K.Ohtakib,K.MatSubarab,*,S.Ogawab,

T.Awayab,O.Saitoa,N.HayasebandH.Shionoa

DepartmentsofaLegalMedicineandbHospitalPharmacy&Pharmacology,

AsahikawaMedicalCollege,AsahikawaO78-8510
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Introduction

      According to epidemiological studies, environmental factors may 

contribute to the etiology of Parkinson's disease. Although controversial, 

paraquat is a possible pesticide to induce Parkinson's disease, since a 

strong correlation has been found between the incidence of the disease and 

the amount of paraquat used. Because of its structural similarity to 

MPP+, paraquat might induce dopaminergic toxicity in the brain. 

However, its BBB penetration has not been well documented. In this 

study, we examined the manner in the BBB penetration of paraquat using 

a brain microdialysis technique in rats. After  subcutaneous 

administration, paraquat appeared dose-dependently in the dialysate. On 

the contrary, MPP+ could not penetrate the BBB in either control or 

paraquat pre-treated rats. This indicated that the penetration of paraquat 

into the brain would be mediated by a certain carrier process, but not 

resulted from the destruction of the BBB. To test if paraquat was carried 

through the BBB on the a certain amino acid transporter, valine or lysine 

was pre-treated. We found that valine strikingly reduced the BBB 

penetration of paraquat and elevated blood levels. Valine is a high affinity 

substrate for neutral amino acid transporter, which mediates the transport 

of several neutal amino acids in a Na+-independent manner. Thus 

paraquat is possibly taken up into the brain by the neutral amino acid 

transport system. However, it is not certain whether the exposure to 

paraquat for a long period induces parkinsonian symptoms. 

OParaquat is a widely used, non-selective herbicide. Unfortunately, this 

herbicide is toxic and is often lethal to animals, including man. The 

major lesion caused by paraquat is seen in the lung, and it has been 

proposed that this is due, at least in part, to an energy dependent 
accumulation of the herbicide in this organ. The herbicide paraquat, 

bearing structural similarity to the known dopaminergic neurotoxicant 

1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP), has been suggested 

as a potential etiologic factor in Parkinson's disease. According to 

epidemiological studies, environmental factors may contribute to the 

etiology of Parkinson's disease. Although controversial, paraquat is a 

possible pesticide to induce Parkinson's disease, since a strong correlation 

has been found between the incidence of the disease and the amount of

2



paraquat used. Because of its structural similarity to 
N-methyl-4-phenylpyridinium cation  (MPP+), paraquat might induce 

dopaminergic toxicity in the brain. Indeed, paraquat administered 

systematically to experimental animals induces behavioral and 

biochemical changes compatible with parkinsonian symptoms, such as 

increase in rigidity, akinesia, tremor, decrease in dopamine concentration 

and increase in pigmentation. 

   However, its blood-brain barrier (BBB) penetration has not been well 

documented. In this study, we examined the manner in the BBB 

penetration and neural uptake of paraquat using a brain microdialysis 
technique in rats.
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Materials and Methods

Regeants

1. Animal treatments 

Anesthetized (50 mg/kg i.p., sodium pentobarbital) male Wistar rats 

 (250-300 g, SLC, Japan) were stereotaxically implanted with 22-gauge 

cannulae in the left striata at AP + 1.0 mm, L + 2.8-2.9 mm from the 

bregma, and - 3.5 mm from the skull, according to the stereotaxic atlas of 

Paxinos and Watson (1986). Dummy probes were then placed inside the 

cannulae. The rats were housed in plastic cages (30 x 30 x 35 cm) with 

free access to food and water, and more than 5-day recovery period was 

allotted. The animal experiments were done in accordance with the 

guidelines for care and use of laboratory animals by the Committees of 
Asahikawa Medical College.

2. BBB penetration 

The microdialysis probes with dialysis area of 3 mm length were of the 

I-shaped type prepared according to the method of Nakahara et  al.(1994). 

After inserting through the guide cannula, the probe was connected to a 

microinfusion pump and perfused with Ringer's solution (146 mM Na+, 

1.26 mM Ca2+, 4 mM K+, 1.0 mM Mg2+ and 154.5 mM Cl-) at a flow rate 

of 2 ,ul/min. 

After 4 h pre-perfusion with Ringer's solution to recover brain injury, the 

dialysate was collected for 60-min. Then, paraquat (5, 10 and 20 mg/kg) 

was administered subcutaneuouslly on the back of the neck. 

Subsequently, the dialysate collection with a 60-min interval was 

performed for 180 min. To test the suitability of the brain dialysis 
technique, the BBB-penetration of MPP+ (10 mg/kg, subctaneouslly) was 

also examined. Paraquat and MPP+ in the dialysate were directly injected 

into a HPLC apparatus. 

At the end of the perfusion, the rat was deeply anesthetized with 

pentobarbital, and the blood was collected from the heart. The blood was 
deprotenized with 4 volumes of 0.5 N perchloric acid and then centrifuged 

at 12000 g for 10 min. Paraquat in the supernatant was analyzed by the 

HPLC.
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3. BBB damage by paraquat 

It was considered that paraquat might enter into the brain by the direct 

injury to the BBB. To check this, MPP+ was administered 1 h after a 

paraquat injection, then MPP+ in the dialysate was analyzed.

4. Amino acid transporter 

To test if paraquat was carried into the brain through a certain amino acid 

transporter, valine or lysine (200 mg/kg each) was intraperitoneally 

pre-administered 30  min prior to the paraquat injection. Paraquat in the 
dialysate was determined as described above.

5. Uptake into cellss 

The concentration of paraquat in the striatum was measured after 60-min 

perfusions with a 20 mg/1 solution of the compound followed by a 180-min 

washout with Ringer's solution. The animal was decapitated, and ipsi-

and contra-lateral striatums were removed immediately. The tissue was 

sonicated in 0.5 ml of 0.2 N perchloric acid, and then centrifuged at 12000 

g for 15 min. Paraquat in the supernatant was purified with Sep-pack C18 
cartridge and then measured by the HPLC.

Fk
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結果と考察

1,パ ラ コー トとMPP+に 対 するダ イ ア リシス プ ロー ブの透過性を検討 したと こ

ろ、Table1の 結果 を得た。 これ らの値 をもとに、脳細胞外液の薬物濃度 を計算 し

た。

2.潅 流 液か ら 明瞭にパ ラ コー トを検 出 し、パ ラコー トは血液 脳関門を通過す る

ことが判明した(Fig.1)。 また、パ ラコー トの脳血液 関門を通過は、容量依存的で

あった(Fig.2)。

3.一 方、MPP+を 投与 した ラ ッ トの潅 流液 か らは 、MPP+は 検 出 され なか った

(Fig.3)。 このMPP+の 非透過 性は、マ イクロダイア リシス法による薬物の血液脳

関門透過性の研究が妥当な手段であることを示 した。

4.パ ラ コー トの血液 脳 関門透 過性 は、 パラコー トラジカルによって直接血液脳

関門に障害を与えバ リアー機構を低下さぜる可能性も考えられる。そうであれば、

パラコー トを投与後、MPP+を 投与す れ ばMPP+が 潅 流液[‡〕に見 い だされ るは ず

である。 しかし、Fig.3の よ うにパラ コー ト前 処置のMPP+投 与 ラ ッ ト脳潅流液 か

らも、MPP+は 検出されな か った。従 って、 パラコー トの脳血液関門透過は、パラ

コー一ト(パ ラ コー トラ ジカルな どによる 酸化的障害)に よる血 液脳関 門 の器質 的

障害 に基 づくものではなく、能動輸送系を介するものと考えられる。

5.バ リンは中性型アミノ酸輸送系の基質であり、リジンはカチオン型アミノ酸輸送系の

基質である。これらを大量に前投与しておけば、一時的にこれらに関する輸送系は飽和さ

れることになる。バリン及びリジンの前処置で、パリンによってのみ有意にパラコー トの

血液脳関門透過が租害された(Tabie2)。 このことは、中性型アミノ酸輸送系の関与がパ

ラコー トの血液脳関門透過に関与していることが示唆された。

6.し か し、 脳 細 胞 外 液/血 液 は 低 く 、 消 失 も 早 か った(Figs .2&5)。20mg/kg

投 与 時 の 脳 細 胞 外 液 か らの 消 失 速 度 定 数 は 一a.ggh-1、 半 減 期 はi'で あ った 。

7,パ ラ コー トを潅流液 を通 して直接線条体に投与したラット線条体を分析した。

Fig.6に 示す ように、 投与 した片側の線 条体より明瞭にパラコー トを検出した。そ

の量は、Tabie3に 示す通 りであ った。 この ことは 、パラコー トが血液脳関門を通

過した後、脳細胞実質に取 り込まれることを示す。この脳細胞への取り込みに関

する輸送系は、不明である。
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8.パ ラ コー トの急性毒 性 の標 的臓器 は、肺で ある。今回の結果から、 中枢系 に

もパラコー トが移行することが確定 した。しか し、長期間に渡る低濃度のパラコー

トが、中枢神経系に障害を引き起こすかどうかは明らかでない。

パラコー トの取り込み に関与する能動 輸送系 には、1)有 機 カチ オ ン輸送 系 、

2)ポ リア ミン輸送系、 及び可 能性 と して3)ア ミノ酸 輸送 系 が考 え られ る。本

研究 では、多くの化合物 をテス トしていないが、中性アミノ酸輸送系の基質であ

るバ リンによって、パラコー トのBBB通 過 が抑制された。 しか し、カチ オンア ミ

ノ酸輸送系の基質である リジンによっては、パラコー トのBBB通 過が抑 制され な

か った。パ ラ コー トと類似化学的構i造のMPP+は 、BBBを 通過 しな い。

これ らの事実 と報 告されているパラコー トの輸送系1-1)と2)に ついて 考

察 してみる。

1)有 機カチオ ン輸送 系

これ には、モ ノカチオ ン選択的とポリカチオンにも活性をもつ2つ の タイプ が

ある。パラ コー トは後者に親和性を有する。一方、MPP+は 、両者 に親和性 を持 つ。

従 って、BBBに これ らの輸 送 系が関 与す る となると、MPP+も 脳 内に検 出され な

くてはならな くなり、パラコー トのBBB通 過 には有機カチ オ ン輸送系 は関与 して

いない。

2)ポ リアミ ン輸 送系

パラコー トが ポ リアミ ン輸送 系を介 して細胞 内に蓄積されるという報 告は沢 山

存在するが、影響を与えないという報告もある。

ポ リア ミン輸送系には、スペルジン及びスペルミン輸送に関与するタ イプ1と

プ トレス シンに関与 する タイプ2の 二 つ が存在 す ると言 われて いる。パ ラコー ト

は前者には、極めて弱い阻害作用 しか示さない。 しかし、プ トレスシンの取 り込

みは強く阻害する。プ トレスシンの輸送 系は、オルニチ ン/リ ジ ンとの 交換 反 応

をともな うア ンチポーターであ り、 リジ ンによ って抑制 される。 リジンの投与 に

よって本研究では、パラコー トのBBB通 過 は抑 制されなか った。従 って、プ トレ

スシンの関与するポ リアミン輸送系によってパラコー トがBBBを 通過す る とは考

えがたい。

以上のことを総合 すると、パラコー トのBBB通 過は、中性 アミ ノ酸輸 送系を 介

していると考えることができる。

アミノ酸は、 ポリアミン輸送 系の基質 とはな らないが、カチ オン型アミノ酸が

ポリアミン生合成の前駆体とな るので、ポ リアミン輸送系を調 整していると考 え

られている。従 って、ポリアミン輸送 系のパラコー トのBBB通 過 への関 与を完 全

に否定す るものではない。従って、、4級 ア ンモニ ューム と1級 ア ミンの ポ リア ミ
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ンがNa+-dependentの 輸 送 系(イ オ ン 交 換)を 共 用 で き る で あ ろ う か 。

丁etraethylammoniumは 、4級 ア ンモ にニ ュー ムであ り、有機iカチ オンの 輸送系 に

のるが、 ポ リア ミン輸送系とは関与しな い。パ ラコー トがポリアミン輸 送系に の

るというのは再考する必要がある。

また、長期間の低濃度のパラ コー ト暴露によ り、脳に障害が発生する可能性 も

示唆され、今後の更なる研究が必要である。
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Table 1. The Recovery Efficiency of 

Microdialysis Probe for Paraquat and MPP+.
the

 n Recovery (%)

Paraquat 

MPP+

4 

4

 12.1  ±  1.4 

18.7 ± 2.6

The recovery efficiency of 
500 ng/ml of each drug 
expressed as means ± SEM.

the probe 

solution.

was 

The

tested in 

data are



Table 2. Effects of Pre-treatment of Valine and Lysine on Paraquat Blood-Brain Barrier Penetration.

 n Extracellular level in the striatum  Serum

0-1 h 1-2 h 2-3 h

Ratio 

 (2-3 h/serum)

Paraquat 

 (control) 

Paraquat 
 + valine 

Paraquat 

 + lysine

8 

8 

8

1.40 ± 0.33 

0.41 ± 0.09** 

1.08 ± 0.28

0.63 ± 0.12 

0.22 ± 0.04*, 11 

0.59 ± 0.08

0.23 ± 0.04 

0.19 ± 0.07 

0.26 ± 0.08

2.50 ± 0.75 

3.63 ± 0.87 

2.36 ± 0.54

0.13 ± 0.03 

0.06 ± 0.01 

0.18 ± 0.07

Valine or lysine (200 mg/kg each) was intraperitoneally administered 30 min before a subcutaneous 

paraquat (20 mg/kg) injection. Data are expressed as means ± SEM (ug/ml). Statistical analysis was 
performed using a two-way analysis of variance (ANOVA) with repeated measures on one factor and one 
factorial ANOVA, followed by the post hoc Dunnett t-test. * p < 0.01 and ** p< 0.05 vs control rats, 
and ¶ p < 0.01 vs lysine-treated rats.



Table 3. the concentrations of paraquat in the ipsi-
and contra-lateral striatum, after a  60-min perfusion 
with 50 ecM solution followed by 3-h washing with 
Ringer's solution.

n Ipsilateral Contralateral

Paraquat4 

(pmoles / striatum)

69.6 ± 31.0 not detected

The data are expressed as means ± SEM.
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Fig. 1. Typical HPLC chromatograms (A-D) of the dialysate samples before and after a 20 mg/kg paraquat 
injection. A: before paraquat injection, B: 0-1 h, C: 1-2 h and D: 2-3 h after the administration. The chromatogram 
E was from the blood sample collected 3 h after the paraquat administration (20 mg/kg).
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0.1

0
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                                     Time (h) 

Fig. 2. Extracellular Concentrations of Paraquat and MPP+ in the Striatum after the 
Subcutaneous Injection. 
Drug concentrations were corrected by the recovery of the dialysis probe. The recoveries for 

paraquat and MPP+ were 12.1 ± 1.4 and 18.7 ± 2.6%, respectively.
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Fig. 3. Typical chromatograms (A-D) of the dialysate samples before and after a 10 mg/kg MPP+ injection. 
A: before paraquat injection, B: 0-1 h, C: 1-2 h and D: 2-3 h after the administration. Chromatogram E was from the 
dialysate sample 0-1 h after a MPP+ administration in the paraquat pre-administered rat. Chromatogram F was 
obtained from the blood sample collected 3 h after the MPP+ administration (10 mg/kg).
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Paraquat and MPP+ Concentrations in Blood 3 h after Administration.
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Fig. 6. Typical chromatograms (A-D) of the extract from the striatum after 50 µM paraquat perfusion for 1 h 
followed by 3-h washing with Ringer's solution. A: authentic paraquat, B:the extract form contrala.teral striatum, 
C: the extract from ipsilateral striatum and D: the extract from ipsilateral striatum with authentic paraquat.



3.ベ ータラクタム系抗生物質ウィンセフの血液脳関門透過性 と腎障害の影
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緒言

広域なスペクトラムを有する新規の抗生物質力吹 々と開発されつつある。ショッ

ク症状以外重篤な副作用が認め られなかった β一ラクタム系抗生物質において、

近年の新規の化合物においては、重大な副作用の一つとして痙攣や意識障害等の

中枢神経障害が顕在化してきた。特に、硫酸セフォセリス(ウ ィンセフ)で は、透

析患者や腎不全患者において、中枢神経障害の発症例が、多く報告されている。

このことは、新規開発の β一ラクタム系抗生物質の中枢移行性に起因していると

考えられる。しかし、β一ラクタム系抗生物質の血液脳関門透過性を評価した報

告は少ない。そこで、β一ラクタム系抗生物質の血液脳関門透過性を、ブレイン

マイクロダイアリシス法を用いて評価を行った。更に、腎不全モデルラットを作

成し、腎不全時のセフォセリスの血液脳関門透過性に与える影響について検討を

行なった。

方法

Wistar系 雄性 ラ ッ ト線条体 にガイ ドカニ ューレを植え込み、3日 以上経過 後、 膜

長3mmの プローブを挿入 し、Ringer`s液 を2,ui/minの 速度で潅 流 した。潅 流開始

4時 間後 に、硫 酸 セフ ォセ リス(10,50and400mg/kg)を 尾静脈 よ り投与 した。 投

与後、30分 毎 に潅流液 を、1時 間毎 に尾静脈よ り血液 を採取 した。

腎不全モ デルラッ トは、硝酸 ウラニル(5mg/kg)を 尾静脈 よ り投与 し、5日 以 上

経過 したものを用いた。硫酸セフォセリスは、10お よび50mg/kgを 尾静 脈よ り投

与 した。 腎障害 の評価は、血液 尿素窒素および クレアチニン値 を測定す ることに

よって行った。

潅流液〔‡〕のセフォセ リスの濃 度は、直接にHPLCに 注入 して測 定 した 。また 、

血中のセフォリスは、メタノールで除蛋白後分析を行った。

結果と考察

使用したプローブの透析膜を通 したセフォリスの透過 率をインビ トロで測定 し

た。その結果、セフ ォリスの透過率は、9.28±3.4%で あ った 。 この値 を用 いて 、

脳細胞外液中のセフォリス濃度を算定 した。

セフォセリスは、用量依存的に投与後、速やかに潅流液中に検出され(Fig,1)、

その消失 も速 やかであ った。 脳細 胞外液からの消失は、見掛け上一次の消失過程



であった。その消失速度は、血中か らの消失速度と同じであ った(Fig,2)。

脳 内細胞外 液/血 中濃 度は0.7-0、8で あ り、セ フ ォセ1」スの血液 脳 関門透 過性 は

非常に高 いと言える。

硝酸 ウラニ ルによる 腎不全モデル では、血 液 尿素窒素が194.8±42.Omg/dl

(mean±SD)ク レアチニ ンが5.20±2.24mg/dlで あ った 。一方、 コ ン トロール の

ラ ッ トでは、血液尿素窒素が24.3圭9.3mg/dl(mean}SD)ク レア チニ ンが0,5

mg/dl以 下で あ った。 このラ ッ トを用いた実験では、血液中濃度、脳内細胞外液濃

度ともに上昇 した。これは、腎機能の低下に伴 う、セフ ォセ リスの血漿中濃度半

減期の延長によるものであることが示唆された。

セフォリス400mg/kgと うい う大量 投 与に お いても、 脳からのセフ ォリスの消

失は早く、3時 間後 には10μg/ml程 度 とな る。 しか し、 高度の 腎障害が あると、

10mg/kg投 与で も脳細 胞外液濃度 は、10μg/mlの 濃度 が長時間 持 続する ことに な

る。また、犬に1000mg/kgを 投与して も、中枢障害 は観察されていない。従って、

重大な副作用で ある痙攣や意識障害等の中枢神経障害が顕在化するため には、あ

る一定の濃度が脳内で長時間持続することによると考えられる。

他の β一ラクタム系抗生物質についても脳内細胞外液/血 中濃度 を知 ることは、

副作用 としての中枢障害を予測しうる指標 となりえるものと考える。
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Fig. 3. Serum levels of cefoselis in normal and renal dysfunction rats after an i.v. 
administration.


