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Abstract

Uncaria hook is the main component of some Kampo medicines such as yokukansan, yokukansankachinpi-

hange, chotosan, and shichimotsukokato, which are used to treat anxiety and high blood pressure. Uncaria hook 

contains various alkaloid ingredients such as corynoxeine （CX）, isocorynoxeine （ICX）, rhynchophylline （RP）, 
isorhynchophylline （IRP）, hirsuteine （HTI）,  hirsuteine （HTE）, and geissoschizine methyl ether （GM）. 
However, the pharmacokinetics of these compounds is yet unclear. In this study, we studied the pharmacokinetic 

properties of these alkaloids.

This study consists of three chapters. In the first chapter, we developed and validated a simultaneous quantifi-

cation method for Uncaria hook alkaloids using high-performance liquid chromatography with tandem mass spec-

trometry （LC/MS/MS）. The results of stability experiments indicate that all analytes were stable under conditions 

mimicking situations likely to be encountered during sample preparation, sample storage and post-treatment. This 

method was applied to obtain the pharmacokinetics of Uncaria hook alkaloids in the plasma and brain of rats after 

oral administration of yokukansan. RP, HTI, HTE, and GM were detected in the plasma, but only GM was found 

in the brain. This observation suggests that GM is important for the pharmacological effects of yokukansan.

In the second chapter, we present the metabolic profile of GM. The GM metabolites in the rat and human liver 

microsomes were examined using the developed LC/MS/MS method. Thirteen metabolites were detected and 

identified. There were two demethylation metabolites （M1-1 and M1-2）, one dehydrogenation metabolite （M2-

1）, three methylation or oxidation-dehydrogenation metabolites （M 3 - 1 , M 3 - 2 , and M 3 - 3）, three oxidation 

metabolites （M 4 - 1 , M 4 - 2 , and M 4 - 3）, two water-adduct metabolites （M 5 - 1 and M 5 - 2）, one di-demethyla-

tion metabolite （M6-1）, and one water-adduct metabolite after oxidation （M7-1）. The main metabolic routes for 

the production of these compounds were demethylation, dehydrogenation, methylation, oxidation, and water-

adduct metabolism. To determine which metabolizing enzymes are involved in GM metabolism in the human 

liver microsomes, we examined the relative activity factors of individual cytochrome P 450 （CYP） isoforms. We 

found that CYP3A4 was primarily responsible for GM metabolism.

In the third chapter, we examined the distribution of GM in the brain. Specific ［3 H］-GM binding sites were 

determined using quantitative autoradiography in rat brain sections. The maximum binding densities and dissocia-

tion constants were obtained, employing a competitive binding assay in ［3 H］-GM-treated brain sections using 
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various ligands. Strong binding was observed in the frontal cortical region, including the prefrontal cortex, pre-

limbic cortex, and orbitofrontal cortex. The competitive binding assay using various ligands showed that GM 

mainly bound to serotonin （5 -HT） receptors, such as 5 -HT 1 A, 5 -HT 2 A, 5 -HT 2 B, 5 -HT 2 C, or 5 -HT 7 and to 

adrenergic α 2 A and μ-opioid receptors. A microautoradiographic assay to identify the cells that bind ［3 H］-GM 

showed that the ［3 H］-GM signals were distributed in neuron-like large cells. These findings provide valuable 

insight into the neuropharmacology of GM after the oral administration of the Uncaria hook-containing Kampo 

medicine.

In conclusion, our LC/MS/MS simultaneous quantification method can be employed in the pharmacokinetic 

studies of Kampo medicines, including Uncaria hook derivatives. The proposed GM metabolic pathway would 

supply useful information on the drug–drug interactions and side effects observed in clinical practice. The result 

of GM binding in the brain contributes to elucidation of the pharmacological mechanisms of Kampo medicines 

including GM and Uncaria hook alkaloids. Our achievement of this study provides information for further studies 

regarding the pharmacokinetics and pharmacodynamics of Kampo medicines.

Keywords: Uncaria hook, geissoschizine methyl ether, pharmacokinetics, metabolic profile, specific binding site 

in brain

【緒言】

釣藤鈎（ちょうとうこう，Uncariae Uncis cum Ramulus，Gambir Plant, Morning Star）は，アカネ科（Rubiaceae）
のカギカズラ（釣藤 Uncaria rhynchophylla Miquel，華釣藤 Uncaria sinensis Haviland 又は大葉釣藤 Uncaria  

macrophylla Wallich）を基原とする鈎棘の付着した茎枝の薬用部位である。本生薬は，古来より名医別録

下品など多くの本草書に収載されており，小児の驚癇，発疹，疳症，頭痛，眩暈に効果があると記載され
ている。
この釣藤鈎を配合する漢方処方には，不安症を主訴とする患者に対して抑肝散や抑肝散加陳皮半夏，高
血圧を主訴とする患者に対して釣藤散や七物降下湯などがあり，現在も臨床において頻用されている処方
である。最近では，釣藤散による脳血管障害性認知症や抑肝散による認知症周辺症状（BPSD）に対する有
効性が二重盲検試験により検証されている（1, 2）。特に抑肝散は，BPSDの他に，統合失調症や睡眠障害な
どに対しても効果的であることが報告されている（3, 4）。これら漢方処方の作用を担う構成生薬の一つが釣
藤鈎である。これまでの基礎研究から，釣藤鈎には，corynoxeine（CX），isocorynoxeine（ICX），
rhynchophylline（RP），isorhynchophylline（IRP），hirsutine（HTI），hirsuteine（HTE）及びgeissoschizine methyl  

ether（GM）（Fig. 1）などのインドール系及びオキシインドール系アルカロイドが含まれており，これら成
分が血圧降下作用（5, 6），睡眠鎮静作用（5, 7），精神安定作用（8, 9, 10），鎮痙作用（11），セロトニン（5-HT）調節
作用（12），脳細胞保護作用（13, 14），血管拡張作用（15, 16, 17, 18）及び神経保護作用（19, 20）などの薬理作用を担う
有力な活性成分であろうと考えられている。
一方で，医療用漢方製剤の普及は著しく，医師に対する使用調査では漢方薬処方経験医師の割合が上
市された1976年で2割程度であったものが2003年では既に9割に達している（21）。また，最近の調査状況
では，8割以上の医師が西洋薬との併用で用いており，留意点として薬物相互作用を挙げている（22, 23）。特
に現在の高齢化社会においては，それに伴う認知症，高血圧，癌などの高齢化疾患の発生頻度も高くなっ
ており，漢方薬の需要や西洋薬との併用の割合も益々増えていくものと推測される。特に身体的虚弱傾向
にある高齢者にとっては，薬物相互作用や副作用についての情報は重要となる。
しかしながら，生薬や漢方製剤の薬物相互作用や副作用に関わるそれらの成分の吸収，分布，代謝及び
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排泄といった，いわゆる薬物動態学的研究はほとんど行われていない。それは，漢方薬が複数生薬からな
る多成分系合剤であるためである。漢方薬の薬物動態学的研究を行うためには，その中から生体作用成分
を先ず見つけ，それらを検出する分析法を確立する必要がある。そこで，本研究では，釣藤鈎アルカロイ
ドの高速液体クロマトグラフィー／直列型質量分析装置（LC/MS/MS）一斉定量法を構築し，釣藤鈎を含
む種々漢方薬の薬物動態の解明という大きな課題の基盤となる釣藤鈎アルカロイドの薬物動態について検
討した。本論文ではそれらの成果を3章に分けて論述した。

第1章　釣藤鈎アルカロイドの体内動態

本章第1節では，先ず釣藤鈎の薬効成分であるアルカロイドに焦点をあて，LC/MS/MSを用いた7種の
インドール系及びオキシインドール系アルカロイドの特異的高感度一斉定量法を開発し，本法によって得
られる測定値の信頼性を担保するため，安定性など含むバリデーションを米国食品医薬品局（FDA）のガ
イドライン「Guidance for Industry : Bioanalytical Method Validation （2001）」に従い検討した。その結果，ラッ
ト血漿及び脳の測定試料中の釣藤鈎アルカロイド成分は，2か月間以内の－20°Cでの冷凍保存，実験中の
試料の暴露環境（4時間室温放置，24時間10°Cオートサンプラー内放置及び－20°C/室温の凍結融解の3

回繰り返し）において安定であり，この条件下で保存された試料を測定することにより信頼性のある定量
値が担保できることを実証した。
第2節では，前節で開発した釣藤鈎アルカロイドのLC/MS/MS一斉定量法を構成生薬として釣藤鈎を含
む漢方薬・抑肝散の薬物動態研究に応用した。一晩絶食させたラットに抑肝散（0 .25，1及び4 g/kg）を経
口投与し（各 n=3），投与0 .25，0 .5，1，2，4，8，及び24 時間後の血漿及び脳中の7種の釣藤鈎アルカロ
イドをLC/MS/MSを用いて定量した。Fig. 2には血漿中に検出された4成分（RP，HTI，HTE及びGM）の経
時的濃度変化を示す。いずれの成分も抑肝散投与後30～ 60分の tmax，用量依存的なAUCを示した。また，
Fig. 3には，脳中で唯一検出されたGMの経時的濃度変化を示す。GMの濃度‐時間曲線のパターンは，血
漿と類似していた。

Fig. 1  The chemical structures of Uncaira hook alkaloid.
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以上の結果から，釣藤鈎アルカロイド成分の内，RP，HTI，HTE及びGMが血中から検出され，特にGM

が唯一脳中から検出されることを示し，この成分がアルカロイド成分の中でも中枢作用を担う重要な成分
であることを見出した。

Fig. 2   Concentrations of RP, HTI, HTE and GM in the plasma after oral administration of Yokukansan 
at 0 . 25 , 1 and 4 g/kg to rats. Each point represents the mean ± SD（n = 3）. 

Fig. 3    Concentration of GM in the brain after oral administration of Yokukansan at 0 .25 , 1 , and 
4 g/kg to rats. Each point represents the mean ± SD（n=3）.
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第2章　GMの薬物代謝

GMは検討した7種のアルカロイドの中で唯一脳中から検出された。また，本成分はアルカロイドの中
でも血管拡張作用，各種5-HT受容体結合作用及び神経細胞保護作用などの薬効力価が高い。これらの知
見から，GMの代謝プロファイルを明確にすることは，薬効や他剤との併用による薬物相互作用を考える
上で非常に重要である。
そこで，本章第1節では，GMの代謝プロファイルを明らかにするため，GMにラットまたはヒト肝ミク
ロソームを作用させどのような代謝物が生成されるかを前章で開発したLC/MS/MS分析法を用いて検討し
た。その結果，ラットまたはヒト肝ミクロソームのいずれにおいても，Fig. 4に示したような13個の代謝
物が検出された。

MS/MS解析の結果，これらの代謝物は，主に五つの経路（脱メチル化反応，脱水素化反応，メチル化
反応，酸化反応及び水付加代謝）により生成されるものと推定された。即ち，二種類の脱メチル化代謝物
（M1-1及びM1-2），一種類の脱水素化代謝物（M2-1），三種類のメチル化または酸化脱水素化代謝物（M3-1，

M3-2及びM3-3），三種類の酸化代謝物（M4-1，M4-2及びM4-3），二種類の水付加代謝物（M5-1及び
M5-2），一種類の二脱メチル化代謝物（M6-1）及び一種類の酸化水付加代謝物（M7-1）であった。
本成果は，ヒト及びラット肝ミクロソームにおけるGMの薬物代謝を提示した初めての報告であり，釣

Fig. 4    Proposed in vitro metabolic pathways of GM in rat and human microsomes and human CYP 
isoforms involved in the metabolism of GM.
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藤鈎を構成生薬とする漢方薬の薬物動態学と薬力学の今後の研究に大きく貢献するものと思われる。
第2節では，GMの代謝に関与する代謝酵素について検討した。GMと構造が類似するHTIとHTEがラッ

ト肝シトクロムP450（CYP）によって代謝されることが報告されている（24）。このことから，GMもまた
CYPによって代謝される可能性が推察されたため，CYP，フラビンモノオキシゲナーゼ及び UDPグルコニ
ルトランスフェラーゼなどの薬物代謝酵素が含まれるヒト肝S9画分を用いて第1節で認められたGMの代
謝物生成に関与する薬物代謝酵素がCYPであるか否かを先ず検討した。

GMとヒト肝S9を反応させたところ，GM未変化体のピーク面積値は大きく減少した。また，このGMピー
ク面積の減少はCYPの非特異的阻害剤1-aminobenzotriazoleの添加により有意に抑制された。この結果か
らGMの代謝にCYPが関わっていることが示唆された。そこで，組み換えヒトCYP分子種発現系による
GM代謝とヒト肝ミクロソームにおけるポリクローナル抗体を用いたGM代謝阻害を検討し，これらGM

代謝反応に関わるヒトCYP分子種の候補選定を行った。その結果，M1-1はCYP2C19及びCYP2D6，
M2-1はCYP1A1及びCYP3A4，M3-1及びM3-2はCYP3A4，M3-3はCYP1A1及びCYP3A4，M4-1

はCYP1A1及びCYP3A4，M4-2はCYP1A1及びCYP2D6，そしてM5-1及びM5-2はCYP2C19によっ
て代謝生成されることが示唆された（Fig. 4）。また前節において，M3-1～M3-3をGMのメチル化または
酸化脱水素化代謝物と推定したが，CYPはメチル化反応を触媒しないと考えられることから，M3-1～
M3-3はメチル化代謝物ではなく酸化脱水素化代謝物であることが示唆された。
さらに，選定したCYP分子種からGM代謝に関わるCYPを同定するため，その寄与率をRAFCYPisoform

（Relative Active Factor）値と組み換えCYP分子種を用いたGM代謝のCLrec-CYPisoformを用いて算出した。そ
の結果，CYP3A4が一番高く，61 .3%，続いてCYP2C19が23 .5%， CYP2D6が15 .2%であった。この結
果から，CYP3A4がGM代謝に最も寄与していることが明らかとなった。以上のように，GMの代謝酵素
を明確にしたことは，臨床で併用される可能性のある西洋薬との薬物相互作用や副作用を予見するうえで
非常に重要なことである。
第3節では，抑肝散を経口投与したラットの脳内にGMのほかにその代謝物が存在するかどうか，また
存在するならその代謝物がGMと同じような5-HT1A受容体パーシャルアゴニスト作用を持つかどうかに
ついて検討した。抑肝散（4 g/kg）を経口投与した1時間後のラット脳にはGMに加え，主にその代謝物で
ある23-O-脱メチルGM（M1-1）が検出されたが，そのほかの代謝物はほとんど検出されなかった。また，
この代謝物がGMと同様な5-HT1A受容体パーシャルアゴニスト作用があるか否かを in vitro［35 S］GTPγS

結合試験を用いて調べたところ，受容体に対する結合性はほとんど認められなかった。この結果は，少な
くとも脳内における5-HT作用はGMに依存するもので，その活性は脱メチル化されることにより不活化
されることを示唆した。
以上，本章では釣藤鈎アルカロイドの中でも最も薬効力価が高いと推察されているGMに焦点をあて，
その薬物代謝について初めて明らかにした。

第3章　GMのラット脳内結合部位の特定とのその特性

GMが釣藤鈎含有処方の中枢作用を担う活性物質候補の一つであること，また血液脳関門を通過して脳
内に移行することは既に報告されているが（25），脳のどの領域でどのような分子と結合しているかについ
ては全く判っていない。そこで，本章第1節では，トリチウム標識GM（［3 H］GM）を用いたラット脳切片
の定量的オートラジオグラフィーを行いGMの脳内結合部位を検討した。その結果，［3 H］GMの放射活性
は脳の広範囲に検出された（Fig. 5）。さらにスキャチャードプロット解析を行ったところ，特に前頭前野，
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前辺縁皮質，眼窩前頭皮質を含む前頭皮質領域に高親和性のGM結合分子が高密度に存在していることが
明らかになった。

第2節では，GMの結合分子を同定するために，同様な脳切片を用いた［3 H］GMのオートラジオグラ
フィーにおいて各種受容体リガンドと競合的結合試験を行った。5-HT1A受容体アゴニスト（DPAT），
5-HT2A受容体アンタゴニスト（ketanserin），5-HT2B受容体アゴニスト（BW723C86），5-HT2C受容体アゴ
ニスト（RO60-0175），5-HT7受容体アンタゴニスト（SB269970），アドレナリン α2A受容体アンタゴニス
ト（yohimbine），ドーパミンD2受容体アンタゴニスト（（S）-（-）-sulpiride），L型Ca2+チャネルブロッカー
（verapamil），μ-オピオイド受容体アンタゴニスト（naloxone）をリガンドとして用いたところ，小脳を除く
前辺縁皮質，内側前頭前野，眼窩前頭皮質を含む前頭皮質及び縫線核において，5-HT1A，5-HT2A，
5-HT2B，5-HT2C，5-HT7受容体などの5-HT受容体やアドレナリンα2A受容体，Ca2+チャネル受容体，μ-

オピオイド受容体などに競合拮抗性が認められた。これらの結果は，これら受容体がGMの結合分子であ
ることを示唆した。
最後に第3節において，GM結合分子が結合部位でどの細胞に存在しているかを証明するため，［3 H］GM

の乳剤ミクロオートラジオグラフィーを用いて標的細胞の同定を行ったところ，前頭皮質及び縫線核の大
型及び小型細胞や細胞外マトリクスに［3 H］GM陽性シグナル（黒色の銀粒子）が標識された。これらの結

Fig. 5    Autoradiograms of ［3H］GM binding in rat brain tissue.
            （A） Representative autoradiograms of ［3H］GM binding in the four planes of the brain slice. 

［3H］GM binding was detected in several brain regions, and was clearly decreased in the 
presence of cold GM. （B） Dose-dependency of ［3H］GM binding. ［3H］GM binding was 
increased with rising its concentration, and was partially reduced by cold GM.
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果から，GM結合分子は神経細胞（大型細胞），非神経細胞（小型細胞）や神経突起（細胞外マトリクス）に
発現していることが示唆された。
本章をまとめると，脳内にはGMの特異的結合部位が広範に存在し，その中で特に前頭前野，前辺縁皮
質，眼窩前頭皮質を含む前頭皮質領域に高親和性のGM結合分子が高密度に存在しており，その結合分子
は神経細胞（大型細胞），非神経細胞（小型細胞）や神経突起（細胞外マトリクス）に発現している5-HT1A，
5-HT2A，5-HT2B，5-HT2C，5-HT7受容体などの5-HT受容体やアドレナリンα2A受容体，Ca2+チャネル
受容体，μ-オピオイド受容体などであることが示唆された。

以上，本研究の成果の内，特異的高感度LC/MS/MS一斉定量法は，今後，抑肝散だけでなく釣藤鈎を構
成生薬として含む抑肝散加陳皮半夏，釣藤散，七物降下湯などの動物さらにはヒトでの薬物動態学的研究
に幅広く応用される分析法である。また，釣藤鈎アルカロイドの主要成分GMの代謝経路の提唱は，臨床
での薬物相互作用や副作用の今後の研究の基盤をなすものである。さらにGMの脳内結合性に関する知見
は，GM（釣藤鈎）を含有する漢方薬の薬理学的作用（薬力学的研究）の解明に貢献するものである。本論
文の成果／新知見は今後の漢方薬の薬物動態や薬力学的研究に応用され，患者をはじめ，医師や薬剤師な
どの多く医療関係者がこれまで以上に安心して使える漢方薬の研究に役立つものと考えられる。
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