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___________________________________________________________________________ 
Abstract：G protein-activated inwardly rectifying potassium (GIRK) channels have been proposed as a target 

for developing new therapeutic drugs for brain diseases. Cloperastine is a central-acting antitussive that has an 

inhibitory effect on GIRK channels. In this study, we investigated whether cloperastine has anticonvulsant 

activities using an acute seizure test induced by continuous infusion of 4-aminopyridine, a potassium channel 

blocker, in mice. Cloperastine (10-40 mg/kg, i.p.) dose-dependently increased the seizure thresholds of tonic 

forelimb extension. GABAB receptors are G-protein-coupled receptors that mediate inhibition throughout the 

central nervous systems. The 4-aminopyridine-induced seizure was reduced by baclofen (3-15 mg/kg, i.p.), a 

GABAB agonist, in a dose-dependent manner. These anticonvulsant activities of cloperastine and baclofen were 

blocked by intracerebroventricular administration of CGP 35348, a GABAB receptor antagonist. These results 

indicate that cloperastine produces anticonvulsant activities through GABAB receptors.  
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緒緒言言 

てんかんの薬物治療は，てんかん症候群または

発作型に対して適切とされている薬剤を用いて

行われ，患者の約 70％は発作抑制に至るとされ

ている．しかし，残りの約 30％は単剤あるいは 2

〜3 種類以上の多剤併用の十分量の治療でも発

作が抑制されない薬剤抵抗性てんかんの患者で

ある 従って，新しい作用機序を有する抗てんか

ん薬の開発が期待されている．

抗てんかん薬の ethosuximideは，T型 Ca2＋チャ

ネルの抑制を介して薬理作用を発現することが

知られている さらに，ethosuximideの新たな作

用機序として G 蛋白質活性型内向き整流性カリ

ウ ム （ G protein-activated inwardly rectifying 

potassium; GIRK）チャネルの抑制が報告された１）  

GIRK チャネルは中枢神経系において GABAB受

容体と機能的に共役し 抑制性シナプスにおい

て観察される遅延性の抑制性シナプス後電流

(slow inhibitory postsynaptic current, sIPSC) の制御
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を担っている  中枢性疾患動物モデルを用いた
基礎的研究において，GIRKチャネルは抗うつ薬

や依存症治療の創薬標的としての可能性が報告

されている 2- 4)．一方 非麻薬性中枢性鎮咳薬は，

中枢ニューロンにおいて GIRK チャネル活性化

電流を抑制することが示唆されている 5）．近年で

はヒト胎児腎細胞（HEK）細胞において，中枢性

鎮咳薬の cloperastine が GIRKチャネル活性化電

流を抑制することが確認された 6) しかし，

cloperastine の抗てんかん薬としての有用性につ

いては明らかになっていない． 

新規抗てんかん薬の開発には，評価モデルを用

いた評価が重要である . 4-Aminopyridine (4-AP) 

は電位依存性の K＋チャネルを阻害するけいれん

誘発剤で  海馬スライス標本を用いた in vitro や

in vivo の抗けいれん薬の評価方法として繁用さ

れている  4-AP を用いた in vivo 法としては，4-

AP を皮下投与してけいれんの発現を検討する方

法が汎用されているが，近年 4-APを尾静脈に持

続注入して動物個々にけいれん閾値を算出する

方法が報告された 7)．既に，代表的なけいれん誘

発剤の pentylenetetrazole けいれんモデルにおい

て，静脈内持続投与方法によるけいれん閾値の評

価方法は皮下投与法に比べて精度が高いことが

明らかにされている

本研究では，4-AP 尾静脈注入誘発けいれんに

対する cloperastine の抗けいれん作用について調

べた．また，GIRK チャネルは GABAB受容体と

機能的に共役し関連していることから，その機序

を明らかにする目的で，GABAB 受容体刺激薬で

ある baclofen による抗けいれん作用との比較の

もと  GABAB受容体阻害薬である CGP35348 に

よる拮抗作用を検討した．

 

方方法法 

実実験験動動物物 実験には，ICR 雄系性マウス（日本

エスエルシー株式会社）を用いた．動物は，室温 

23 ± 2°Cの動物飼育室にて，紙製敷料を敷いたプ

ラスチックケージ内で 5~6 匹ずつ飼育した．餌

および水は自由に摂取させた  本実験は，就実大

学動物実験委員会（承認番号 23-003）の承認を得

て行った  

実実験験試試薬薬 4-AP  cloperastine  ethosuximideお

よび baclofen は東京化学工業株式会社から購入

した．CGP35348は Cayman Chemical Companyか

ら購入した．全ての薬品は生理食塩水に溶解した  

Cloperastine, baclofen および ethosuximide は，4-

APの静脈内（i.v.）投与の 30分前に腹腔内（i.p.）

に投与した  CGP35348は，Malcangio 9）の報告に

準じて cloperastineおよび baclofen投与の 5分前

に脳室内（i.c.v.）に投与した  4-AP 2 mg/mL は，

マイクロシリンジポンプを用いて流速 0.5 

mL/minで尾静脈内に持続注入した   

けけいいれれんん閾閾値値実実験験 4-APの持続注入により

まず前肢のクローヌス（forelimb clonus）が現

れ その後に強直性屈曲けいれん(tonic flexor, 

TF が起こり 続いて強直性伸展けいれん tonic 

extensor, TE が現れる 本実験では TFが発現

するまでの潜時を指標として，けいれんの閾値

を算出した．けいれん閾値は，以下の式を用い

て計算した      
Seizure threshold (mg/kg) =  

IR×T×C×1000 / (60×BW) 
IR: infusion rate (mL /min) 
T: time for onset of seizure (s) 
C: concentration of 4-AP (mg/mL) 
BW: body weight of animal (g) 

 
統統計計学学的的検検討討 値は, 平均値 ± SE（標準誤差）

で示した．けいれん閾値のデータは 一元配置分

散分析 (one-way ANOVA) を行った後，多重比較

検定には Dunnett’s test を用いて統計解析を行っ

た ２群間の比較には, Student’s t-test を用い解析

した．有意水準（p値）は，p <0.05 とした  

 

結結果果 

図１に 4-AP の尾静脈内持続注入によって誘

発される TFけいれんに対する ethosuximideの作

用について示した．抗てんかん薬の ethosuximide 

(300 mg/kg, i.p.) は，4-AP誘発けいれんの閾値を
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有意 (p <0.01) に上昇させた． 

 

図図１１. 4-AP 誘誘発発けけいいれれんんにに対対すするる ethosuximide

のの影影響響 
Mean ± SE (control: n=9, ethosuximide: n=6) 
**p<0.01 vs control (Student’s t-test). 

Cloperastine (10-40 mg/kg, i.p.) の投与は 4-AP誘

発けいれんの閾値を用量依存的に上昇し，

cloperastine の抗けいれん作用が認められた 図

２）．  

 

 
図図２２. 4-AP誘誘発発けけいいれれんんにに対対すするる cloperastineのの

影影響響 
Mean ± SE (control: n=16, 10 mg/kg: n=8, 20 mg/kg: 
n=8, 40 mg/kg: n=10) *p<0.05, **p<0.01 vs control 
(ANOVA followed by Dunnett's test).

GABAB 受容体作動薬の baclofen (3-15 mg/kg, 

i.p.) の投与により，4-AP のけいれん閾値は用量

依存的に増加した（図３）． 

図図３３. 4-AP 誘誘発発けけいいれれんんにに対対すするる baclofen のの影影

響響 
Mean ± SE (control: n=8, 3 mg/kg: n=8, 10 mg/kg: 
n=8, 15 mg/kg: n=10) *p<0.05, **p<0.01 vs control 
(ANOVA followed by Dunnett's test). 
 

  GABAB 受容体遮断薬の CGP35348 (2.5および 

5 μg/mice, i.c.v.) の投与は，4-AP誘発けいれんの

閾値に有意な影響を示さなかった（図４）．従っ

て，cloperastineおよび baclofenの抗けいれん作用

に対する GABAB 受容体遮断薬による拮抗実験

には，CGP35348 (5 μg/mice)を脳室内に投与した  

図図４４. 4-AP 誘誘発発けけいいれれんんにに対対すするる CGP35348 のの

影影響響  
Mean ± SE (control: n=5, 2.5 μg/mice: n=4, 5 μg/mice: 
n=5).   
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図５に CGP35348 (5 μg/mice) の脳室内投与が

baclofen (15 mg/kg, i.p.) の抗けいれんに対する影

響を示した．Baclofenの 4-AP誘発けいれんに対

するけいれん閾値の上昇は，CGP35348によっ

て有意 (p <0.05) に抑制された  

 

 
図図５５. 4-AP 誘誘発発けけいいれれんんにに対対すするる baclofen のの抗抗

けけいいれれんん作作用用にに及及ぼぼすす CGP35348のの影影響響 
CGP35348 (5 μg/mice, i.c.v.) は baclofen (15 mg/kg, 
i.p.) 投与の 5分前に投与した. Mean ± SE (control: 
n=10, baclofen: n=10, CGP35348 + baclofen: n=10) 
**p<0.01 vs baclofen (15 mg/kg, i.p.) (ANOVA 
followed by Dunnett's test). 

Cloperastine (40 mg/kg, i.p.) の 4-AP誘発けいれ

んに対するけいれん閾値の上昇は，GABAB 受容

体遮断薬の CGP35348 (5 μg/mice, i.c.v.) の前処置

によって有意 (p<0.01) に抑制された 図６）．従

って，4-AP誘発けいれんに対する cloperastineの

抗けいれん作用には，GABAB 受容体が関与する

ことが示唆された． 

 

考考察察 

現在，臨床で汎用されている抗てんかん薬の効

果は，作用点との関連で，①Na+および Ca2+など

の電位依存性イオン，②グルタミン酸受容体や

GABAA 受容体などのリガンド依存性イオンチャ

ネル，③GABA代謝阻害，④シナプス小胞蛋白 2A，

の４つに大別される．4-AP をマウスに皮下投与

したモデルにおいては  T型 Ca2+チャネル阻害作

用を有する valproic acid が強い抑制作用を示し，

Na+チャネル阻害作用を有する carbamazepine や

zonisamideなども抗けいれん作用を発揮する 10, 11)．

電位依存性の K＋チャネルを阻害する 4-AP がけ

いれんを誘発する機序の詳細は明らかになって

いないが，Na＋や Ca2+チャネルの活性化が関与し

ていることが報告されている  10, 12)．本研究では

4-AP 静脈内持続投与方法において，T 型 Ca2+チ

ャネル阻害作用を有する ethosuximide が抗けい

れん作用を示すことを確認した  

 

 
図図６６. 4-AP誘誘発発けけいいれれんんにに対対すするる cloperastineのの

抗抗けけいいれれんん作作用用にに及及ぼぼすす CGP35348のの影影響響
CGP35348 (5 μg/mice, i.c.v.) は cloperastine (40 
mg/kg, i.p.) 投与の 5分前に投与した. Mean ± SE 
(control: n=11, cloperastine: n=11, CGP35348 + 
cloperastine: n=10) **p<0.01 vs cloperastine (40 
mg/kg, i.p.) (ANOVA followed by Dunnett's test) . 
 

中枢性疾患動物モデルを用いた基礎的研究に

おいて，GIRK チャネル抑制作用を有する

cloperastine の改善作用が示されている．Soeda 

らは，出生前に diethylstilbestrol を曝露したマウ
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有意 (p <0.01) に上昇させた． 
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**p<0.01 vs control (Student’s t-test). 
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発けいれんの閾値を用量依存的に上昇し，

cloperastine の抗けいれん作用が認められた 図

２）．  

 

 
図図２２. 4-AP誘誘発発けけいいれれんんにに対対すするる cloperastineのの
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レット症候群マウスモデルの呼吸異常を改善し

たことを報告している 6)．本研究では，これらの

先行研究の投与量を参考にして 4-AP誘発けいれ

んに対する cloperastine の影響を検討した結果，

cloperastine の 10-40 mg/kg (i.p.) の投与によりけ

いれんの閾値の用量依存的な上昇が認められ，

cloperastineの抗けいれん作用が示唆された． 

GABA は中枢神経系の抑制性シナプス伝達を

担うアミノ酸で，イオンチャネル型の GABAA受

容体ならびに G タンパク質共役型受容体である

GABAB 受容体に作用することで神経細胞の活動

性を低下させる．GIRKチャネルは中枢神経系に

おいて GABAB受容体と機能的に共役し  抑制性

シナプスを制御している．しかし，4-AP 誘発け

いれんにおける GABAB受容体の関与は不明であ

る．そこで，本研究では GABAB 受容体作動薬の

baclofen の影響を検討した結果，baclofen の 3-15 

mg/kg (i.p.) の投与により 4-APのけいれん閾値は

用量依存的に増加した．さらに，GABAB 受容体

の遮断薬の CGP35348 9) が baclofen の抗けいれ

ん作用に及ぼす影響を検討した結果  CGP35348

は baclofen の抗けいれん作用を抑制した  従っ

て 4-AP 誘発けいれんに GABAB受容体が関与

することが明らかになった．この拮抗実験の評価

系を用いて  cloperastineの GABAB受容体への関

与を検討した．その結果  4-AP 誘発けいれんに

対 す る cloperastine の 抗 け い れ ん 作 用 は

CGP35348 の前処置によりが拮抗された  従っ

て cloperastine の抗けいれん作用に GABAB受容

体が関与することが示唆された  

Cloperastine はシナプス前膜の GIRK チャネル

を阻害することで  GABA の放出を促進し  

GABA 受容体刺激による抑制作用を示すことが

報告されている 6) GABAB受容体はシナプス前

膜と後膜で機能が異なっている シナプス前膜

の GABAB受容体は その刺激作用により GIRK

チャネルや T 型 Ca2＋チャネルを介して GABA

放出を抑制するオートレセプターとして機能し

ている  また  シナプス前膜のこれらの受容体

やチャネルは抑制されることで GABA の放出を

促すことが知られている 6)．シナプス後膜の

GABAB受容体は，その刺激作用により GIRK チ

ャネルを開口し  抑制性シナプス後電流を引き

起こすとされている 加えて シナプス後膜の

これらの受容体やチャネルは抑制されることで

けいれんを誘発するとされている しかし

cloperastine による GABAB 受容体の刺激作用は

確認されていない．従って cloperastine による

作用が GABAB 受容体の直接刺激による作用か  

シナプス前膜から放出した GABA による作用な

のかは不明である．また，互いに拮抗するシナプ

ス前膜と後膜の GABAB受容体遮断のバランスの

結果として 最終的にシナプス前膜での遮断作

用がより強く現れて 抗けいれん作用を示す可

能性も考えられる  今後は，さらに GABAA受容

体の関与についても明らかにする必要がある． 

これまでに，電気生理学的，薬理学的ならびに

遺伝学的な手法を用いて，てんかん症状を有する

様々な動物モデルが開発されてきた．急性の薬理

学的刺激薬によって惹起されるけいれんモデル

には  4-AP によるけいれんモデルに加えて， 

GABA 神経抑制薬の pentylenetetrazole  ムスカ

リン性コリン受容体作動薬の pilocarpine および

グルタミン酸受容体作動薬の kainic acidによるけ

いれんモデル等が抗てんかん薬のスクリーニン

グに活用されている．今後は，他の抗てんかん薬

の評価モデルを用いた検討を行い，cloperastineの

抗けいれん作用の特性を明らかにすることが必

要と考えられる

以上  本研究により 4-AP 静脈内持続投与方

法を用いたけいれんモデルにおいて cloperastine

は抗けいれん作用を示すことが明らかになった  

さらに，その作用機序には GABAB受容体の関与

が示唆された．これらの知見は，GIRKチャネル

活性化抑制作用を有する薬剤が，新たな抗てんか

ん薬開発のターゲットとして期待できることを

示唆している  
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