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Many cases of hepatopathy, including deaths, have frequently occurred after ingestion of Chinese dietary 
supplements for weight loss containing N-nitrosofenfluramine (N-fen), a nitroso derivative of fenfluramine (Fen), 
which is used for the treatment of obesity in the USA. Since Fen decreases appetite by decreasing the serotonin level 
and exhibits an antibiotic effect, N-fen may have been added, expecting a similar effect. Thus, we synthesized N-fen, 
and investigated its effect on the cerebral serotonin nervous system to investigate whether N-fen exhibits an anorectic 
effect. Effects of reuptake and release of monoamine neurotransmitters (dopamine (DA), serotonin (5HT), and 
norepinephrine (NE)) were investigated. N-fen slightly inhibited 5HT reuptake, and did not inhibit the reuptakes of 

DA and NE. Moreover, N-fen did not affect the release of the 3 monoamines. These findings suggested that N-fen did 
not have a serotonin nerve fiber-mediated anorectic effect. 
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ドーパミン dopamine，ノルエピネフェリン norepinephrine，肝障害 hepatopathy，中枢神経系 central nervous 
system，中国製ダイエット用健康食品 Chinese diet supplement 

 

は じ め に 

2001年から2002年にかけて中国から輸入された生薬主体

のダイエット用健康食品の摂取後に，劇症肝炎や急性肝炎

など死亡例を含む重篤な肝機能障害が多発し，その被害者

数は800人以上で，うち肝障害による死亡3名が報告された．

厚生労働省がこれらのダイエット食品について肝障害を引

き起こす可能性のある物質の特定に取り組み，分析の結果，

成分表示になく天然化合物ではない化学物質，N-nitroso 
fenfluramine1-ethyl-1-{1-methyl-2-[3-(trifluoromethyl) phenyl] 

ethyl}-2-oxohydrazine: N-fen）（Fig. 1A）の含有が明らかに

なった．同省はN-fenが肝障害を引き起こす可能性があると

して，食品に添加してその製品を販売することを禁止した
１）．しかし，その根拠となるN-fenに関する基礎的データは

ほとんど報告されておらず，生体作用は明らかになってい

ない．N-fenは食欲抑制剤として使用された fenfluramine
（N-ethyl-α-methyl-m-trifluoromethyl-phenylethylamine: Fen）
（Fig. 1B）をニトロソ化して得られる化合物である．Fenは

セロトニン（5HT）作動性の食欲抑制剤として米国で肥満治

療に医薬品として使用されていたが，心臓に異常を起こす

副作用が明らかとなり，1997年に使用が禁止された．また，

Fenとハーブ茶との併用によって肝障害が惹起された報告

はあるが，Fen自体の副作用として肝障害の報告はなかった

２－３）．N-fenはFenと同様のダイエット効果を期待して添加

されたと考えられ，症例報告４－１１)より，N-fenが薬物性肝障

害を起こしたと推測されているが，その作用は，ほとんど

明らかになっていなかった．そこで，我々はマウスにN-fen
を１週間連続経口投与し，体重減少効果の有無及び肝機能

への影響を中心に検討し，それらの結果を報告した１２，１３）．

マウスの摂餌量及び体重に変化は認められず，肝臓重量の

増加，血清アルカリフォスファターゼの上昇，アラニンア

ミノトランスフェラーゼおよびアスパラギン酸アミノトラ

ンスフェラーゼの上昇傾向を認めた．また，肝臓組織像の

変化，及び肝臓の薬物代謝酵素活性の上昇も認めた．更に，

腎臓重量の増加，及び腎臓組織像の変化，血清ビリルビン

の減少も認めた．これらの結果から，N-fenは胆汁うっ滞を

含む薬剤性肝障害及び腎障害を起す恐れがあることを報告

した１２)． 
Fenは肥満治療に用いられるこの種の薬物の原型である

覚せい剤メタンフェタミン（Fig. 1C）やアンフェタミン（Fig. 

1D）などの構造類似体である．しかし，Fenは交感神経興奮

性のアミンであるが，中枢刺激作用よりも抑制作用が強い

という点で，アンフェタミン類とはその薬理活性はやや異

なっている．食欲抑制作用のメカニズムは解明されていな

いが，脳の視床下部の5HT作動性ニューロンから放出さ
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れる5HTの再吸収を抑制し，食欲中枢機能を減退させる結果

であると考えられている1４-1５)．そこで，N-fenにも同様の食

欲抑制作用があるのかを明らかにする目的で，脳シナプト

ソームを調整し，モノアミン［ドーパミン（DA），5HT，
ノルエピネフリン（NE）］作動神経系に及ぼす影響につい

てFenと比較検討した． 
 

実 験 方 法 

１．試薬 

(±)-Fen 塩酸塩，亜硝酸ナトリウムは和光純薬 (大阪，日

本)より特級品を購入した．クロロホルムは関東化学（東京，

日本）特級試薬，シリカゲル（70-230 mesh ASTM）はメル

ク（フランクフルト，ドイツ），アセトニトリルはナカラ

イテスク（京都，日本）の液体クロマトグラフィー用を用

いた．nomifensine，reserpine，GBR 12935，GBR 12909，citraplan，
tyramine はシグマ-アルドリッチ（ミズリー，アメリカ）， 
３H-DA (59.3 Ci/mmol)，３H-5HT (30 Ci/mmol)，３H-NE (52 
Ci/mmol)はパーキンエルマー（マサチューセッツ，アメリカ）

より購入した．その他の試薬はすべて特級品を使用した． 
 

２．N-fen の合成 

(±)-Fen 塩酸塩（0.535 g，2 mmol，Fig. 1）を水 8 ml に溶

解し，塩酸酸性条件下で水 1 ml に溶解した亜硝酸ナトリウ

ム（0.425 ｇ，5 mmol）を氷冷下撹拌しながら滴下した．約

1 時間反応後，反応液をクロロホルムで抽出した．抽出液を

減圧留去し，得られた黄色の油状物質をシリカゲルカラム

クロマトグラフィー（溶出溶媒はヘキサン-酢酸エチル＝

2:1）で精製して(±)-N-fen を得た．収率は 90%であった．合

成した N-fen（Fig. 1）は，IR，H-NMR 及びマススペクトル

を測定して既知データ１６）と比較確認した．純度をこれらの

スペクトルデータおよび高速液体クロマトグラフィー(装置

：資生堂 ナノスペース SI-1，フォトダイオートアレイ検出

器 WATERS 996；カラム:ナカライテスク COSMOSIL 
5C18-AR-Ⅱ，測定波長 210 nm；移動層：アセトニトリル-水
-リン酸-SDS = 100 ml:100 ml:0.2 ml:1.2 g)で確認した結果，

95%以上だった． 
 

３．脳シナプトゾームの調製 

シナプトゾームの調製方法は Rothman 等１７）の方法に準じ

た．約 300 g の雄ラット（Crlj:CD, 日本チャールスリバー， 
神奈川，日本）脳から線条体および皮質部位を摘出し，ガ

ラス製テフロンホモジナイザーを用いて 0.32 M ショ糖液で

10%ホモジネートを作成した．800×g で 12 分遠心し，上清

を 22,000×g で 20 分遠心後，沈澱を Krebs-Ringer 緩衝液（pH 
7.4，KR-緩衝液）に懸濁させ（線条体:4 mg タンパク/ml，皮

質:25 mg タンパク/ml），速やかにモノアミンの再取り込み

阻害及び遊離促進実験に用いた． 
 

４．３H-DA, ３H-5HT, ３H-NE の再取り込み阻害実験 

DA の再取り込み阻害実験には線条体から作成したシナ

プトゾーム，5HT と NE の再取り込み阻害実験は皮質から

作成したシナプトゾームを用いた．KR-緩衝液にて調整した

各種濃度の N-fen もしくは Fen 溶液を 96 穴マイクロプレー

トの 1 穴あたり 25 µl，シナプトゾーム 50 µl を分注した．

5HT に関する実験では，DA 及び NE 末端への取り込みを阻

害するため，終濃度 100 nM nomifensine と 100 nM GBR 
12935 存在下で行った．混和後，37℃で 10 分間プレインキ

ュベートし，３H 標識モノアミン溶液（DA:63 nM, 5HT:125 
nM, NE:85 nM） 25µl を分注，混和し，37℃で 5 分間インキ

ュベートした．セルハーベスター（Filter Mate，パーキンエ

ルマー）を用いて，急速吸引ろ過することにより反応を停

止した．ろ紙（GF/C, ワットマン）を冷 PBS で３回洗浄
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後，測定試験管に入れ，シンチレーター（LUMASAFETM Plus，
ルマック，オランダ）2.5 ml を加えて，１日放置後，液体

シンチレーションカウンターによりフィルター上の放射能

を測定した．DA に関する実験では 10 µM GBR12909，5HT
に関する実験では 10 µM citalopram 存在下，及び NE に関す

る実験では 0℃における値をそれぞれの非特異的取り込み

量とした．各々の再取り込み阻害曲線を作成し，50%阻害

濃度（IC50値）を求めた． 
 

５．３H-DA, ３H-5HT, ３H-NE の遊離促進実験 

シナプトゾームの調製は，0.32M ショ糖液及び KR-緩衝

液に 1 µM reserpine を添加した以外は，再取り込み阻害実験

と同様に行い，以下に述べる遊離促進実験は，Rothman 等 
１８）の方法に準じた．6.6 ml のシナプトゾーム懸濁液とで調 
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Fig. 2.  Inhibition of N-Nitrosofenfluramine and Fenfluramine for Uptake of 3H-Dapanine, 3H-Serotonin and 3H-
Norepinephrine.  Uptake inhibition assays were examined in rat brain synaptosomes. Crude synaptosomes were 
prepared and assays were conducted as described under Materials and Methods. A – C;N-nitrosofenfluramine, D –
F;fenfluramine. Three separate experiments (n = 3). The SD was less than 1.8%. A and D; dopamine (●), B and E; 
serotonin (■), C and F; norepinephrine (▲)

Table 1. The Effects of N-Nitrosofenfluramine and Fenfluramine on Monoamine Reuptake into Rat Brain 
Synaptosome (The IC50 Value).

Reuptake (IC50, M)  

DA 5HT NE 

N-Nitrosofenfluramine >1.0 x 10-3 a) 3.0 x 10-4 >1.0 x 10-3 b) 

Fenfluramine 3.0 x 10-5 3.5 x 10-6 7.1 x 10-6 

 a) and b); Specific monoamines uptake at 1.0 x 10-3 M were 81 and 75%, respectively. 
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整した終濃度 5 nM ３H-DA（30 分間），5 nM ３H-5HT（60
分間）あるいは 7 nM ３H-NE（60 分間）溶液 3.3 ml をそれ

ぞれ試験管に加え，振とう下 25℃でプレインキュベーショ

ンした．5HT に関する実験は，DA 及び NE 末端への取り込

みを阻害するため，100 nM nomifensine 及び 100 nM GBR 
12935 存在下で行なった．96 穴マイクロプレートにプレイ

ンキュベーション終了後の懸濁液を 75 µl/ウェル及び各種

濃度の N-fen と Fen 溶液 25 µl/ウェル添加した．25℃で 5 分

（DA 及び 5HT）あるいは 30 分（NE）間インキュベート後，

再取り込み阻害実験と同様に急速ろ過・洗浄を行ない，ろ

紙上の放射能を測定した．DA 及び NE に関する実験では 10 
µM tyramine，5HT に関する実験では 100 µM tyramine 存在下

における値をそれぞれの非特異的取り込み量とした．遊離

促進曲線を作成し，50%遊離促進濃度（EC50 値）を算出し

た． 
 

Fig. 3.  Effects of N-Nitrosofenfluramine and Fenfluramine for Release of 3H-Dapanine, 3H-Serotonin and 3H-
Norepinephrine.  Release assays were examined in rat brain synaptosomes. Crude synaptosomes were prepared 
and assays were conducted as described under Materials and Methods. A – C; Ｎ-nitrosofenfluramine, D – F; 
fenfluramine. Three separate experiments (n = 3). The SD was less than 2.0%. A and D; dopamine (●), B and E; 
serotonin (■), C and F; norepinephrine (▲)
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Table 2. The Effects of N-Nitrosofenfluramine and Fenfluramine on Monoamine Release into Rat Brain 

Synaptosome (The EC50 Value) 

a) and b); Retained monoamines (ratio to control) at 1.0 x 10-3 M were 0.60 and 0.59, respectively. 

 
Release (EC50, M)  

DA 5HT NE 

N-Nitrosofenfluramine >1.0 x 10-3 a) 7.6 x 10-5 >1.0 x 10-3 b) 

Fenfluramine 2.3 x 10-5 6.5 x 10-8 3.2 x 10-6 
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結  果 

１．３H-DA, ３H-5HT, ３H-NE の再取り込み阻害作用 

N-fen の３H-DA，３H-5HT，３H-NE 再取り込みに対する影

響を Fen と比較した（Fig. 2，Table 1）．N-fen は３H-5HT の

再取り込み阻害作用を認めたが，その作用は非常に弱く，

IC50 値は 3.0×10-４ M であり，1.0×10-３ M の高濃度でも完

全に阻害しなかった．また N-fen は，３H-DA と３H-NE の再

取り込みを 1.0×10-３ M でもそれぞれ約 20%と 25%しか抑

えなかった．一方，Fen は 2×10-７ M で３H-5HT, ３H-NE の

再取り込みを阻害し始め，2×10-４ M でいずれも完全に阻

害した．IC50値は，5HT で 3.5×10-６ M，NE で 7.1×10-６ M
であり，5HT のほうが NE の再取り込み阻害作用より約 2
倍強かった．さらに，Fen の３H-DA 再取り込み阻害作用は

5HT と NE よりやや弱く，IC50値は 3.0×10-５ M だった．こ

れらの結果より，N-fen の再取り込み阻害作用は，Fen と比

べると非常に弱いことが明らかになった． 
 

２．３H-DA, ３H-5HT,３H-NE の遊離促進作用 

N-fen の３H-DA, ３H-5HT, ３H-NE 遊離促進に対する影響

を Fen と比較した（Fig. 3，Table 2）．N-fen は，1.0×10-６ M
で３H-5HT の遊離を促進し始め，IC50値は 7.6×10-５ M だっ

た．さらに，N-fen の３H-DA 及び３H-NE 遊離促進作用は弱

く，1.0×10-３ M という高濃度でも，約 40%しか促進しなか

った．一方，Fen は 1×10-８ M で 5HT 遊離を促進し始め，

EC50値は 6.5×10-８ M だった．また，Fen の３H-NE 及び 
３H-DA遊離促進作用も強く，EC50値はそれぞれ3.2×10-６ M
および 2.3×10-５ M だった．N-fen は，5HT の遊離促進作用

を示したが，Fen の約 1000 分の 1 と非常に弱く，DA 及び

NE の遊離促進作用はほとんど認められなかった． 
 

考  察 

N-fenを含有したダイエット健康食品である茶素減肥（チ

ャソゲンピ）あるいはせん乃素こう嚢（センノモトコウノ

ウ）を摂取した結果，薬物性急性肝障害を起こし，死亡例

が報告された．我々は，N-fenをマウスに1週間連続投与する

ことにより，N-fenに胆汁うっ滞を含む薬剤性肝障害及び腎

障害を起す恐れがあることを報告した１２）．N-fenは，肥満治

療に食欲抑制剤として米国で医薬品として使用されていた

FenのN-ニトロソ誘導体であり，同様の効果を期待されてダ

イエット食品に使用されたものと考えられている．しかし，

N-fenの食欲抑制のメカニズムはおろか，その作用の有無に

ついても明らかにされていなかった．Fenは，セロトニン

（5HT）レベルを低下させて，食欲を減退させる結果，抗肥

満作用があることから，N-fenについても、この作用を調べ

る必要があると考えた．そこで，3種類のモノアミン（DA，

5HT，NE）作動神経系に及ぼす影響について，脳シナプト

ソームを調整し，Fenと比較検討した． 
Fenはモノアミン作動神経系におけるDA，5HT，NEの再

取り込み阻害及び遊離促進に非常に強い作用を示し，それ

らの強さは既報値１９，２０）とほぼ一致した．しかし，本報告で

示したように、N-fenにはこれらの作用はほとんど認められ

ないか，あってもFenより100-1000分の1と非常に弱いものだ

った．したがって，N-fenにはセロトニン神経線維を介した，

食欲抑制効果は無いものと考えた． 
N-fen マウス短期連続投与試験では，体重，摂餌量ともに

投与群に有意な変化はなかったこと１２）と，セロトニン神経

線維を介する作用がほとんど認められなかった今回の結果

を考え合わせると，N-fen には食欲を抑制する，つまりダイ

エット効果はほとんどないことを明らかにした．N-fen は，

胆汁うっ滞を含む薬剤性肝障害及び腎障害を起す可能性の

みが示唆された． 
 

ま と め 

中国製ダイエット用健康食品の摂取後に，死亡例を含む

肝障害が多発した．その健康食品中に，米国で肥満症の治

療に用いられていた Fenfluramine（Fen）のニトロソ誘導体

である N-Nitrosofenfluramine（N-fen）が含有していた．そこ

で N-fen を合成し，食欲を減退させる効果の有無を明らかに

するために脳セロトニン神経系への影響について調べた．

神経伝達物質のモノアミン（DA，5HT，NE）の再取り込み

阻害と遊離促進作用について、Fen と比較検討した．N-fen
は 5HT の再取り込みを阻害したが，その作用は Fen の約

100-1000 分の 1 と非常に弱く，DA および NE の再取り込み

阻害作用は，ほとんど認められなかった．又，N-fen は Fen
と異なり，3 種類のモノアミン遊離促進作用には，ほとんど

影響が無かった． 
以上の結果は，N-fen にはセロトニン神経線維を介した食

欲抑制作用は無いことを示唆した 
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