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緒論

本来は生体内に侵入した微生物や ウイルスのような非自己物質を認識し排除

するといった生体防御のために働く免疫反応が、 組織や細胞の破壊を伴った炎

症反応として生体へ悪影響を及ぼす ことがある。 これをアレルギ一反応と言い、

この反応に基づくアレルギー性疾患の患者は特に最近増加しているといわれ て

いる。アレルギー( all ergy )とはギリシャ語のa110s (oth er )とergon (reaction )を語源と

し、 “変化した反応能力"(一度目の接触と異なった反応)を意味するものである。

アレルギーはCoombs and Gell ( 1975)によりI，..._，rv型に分類されており、この分類

には異論もあるが、 アレルギーを説明するには便利であるためよく使われてい

る。 I，，-，III型は免疫クaロプリン の関与(体液性免疫)によるもので、IV型はT細

胞やマクロファージの関与( 細胞性免疫)によるものである。 I，..._， III型は反応が

生じるのが比較的早く、 即時型と呼ばれるのに対して、IV型アレルギーは反応

が生じるのが遅いため遅延型アレルギーとも言 われている。 11市息、 専麻疹、 ア

レルギー性鼻炎など抗アレルギー薬の適応となる疾患は I型アレルギーに分類

される。

肥満細胞からのヒスタミン遊離が古くからI型アレルギーの原因の1っとし

て知られており、 ヒスタミン H1受容体の選択的措抗薬がI型アレルギー疾患に

使われてきた。Hl受容体遮断薬( 抗ヒスタミン薬)には主作用であるHl受容体の

選択的括抗作用以外に局所麻酔作用、抗ムスカリン作用(限圧上昇、頻脈、口渇)、

抗アドレナリン作用(起立性低血圧)および抗セロトニン(S-HT)作用(食欲増進、

制吐作用)などを示すものがあり、 抗ヒスタミン薬の主作用および副作用に関係

している。 その他の作用として、 抗ヒスタミン薬にモノアミン取り込み阻害作

用がある ことがin vitro実験で報告されてきた( Cりle and Snyd er， 1969; Lidbrink 

et a1.， 1971; Brown and Vernikos， 1980; Tuomisto and Tuomisto， 1980; Yo ung et a1.， 

1988)。 この作用は、マウス脳のモノアミン代謝回転の抑制を指標としたm VIVO 

実験でも認められている(Shishido et a1.， 1991; Oishi et a1.， 1994)。抗ヒスタミン薬



のモノアミン取り込み阻害作用の行動薬理学的検証として、 chlorpheniramine が

マウスの 5・hydroxytryptophan誘発性首振り運動(head twitch )を増強することが

報告されている(Rogóz et a1.， 1981)。 また、 Suzuki et a1. ( 1990， 1991)は place

preferen∞testで tripelennamine により mo中hineやpentazocine の pla∞ preference 作

用が増強され、これがドパミン(DA) Dl受容体遮断薬で抑制されることを報告し

ている。 pentazocine と仕ipelennamine の併用は “T's and blucs" と呼ばれ、 かつて

乱用されたことがあり(Showalter and Moore， 1978; Butch et aし， 1979)、 抗ヒスタミ

ン薬におそらくDAを介したこのような作用があることは注意しておく必要が

ある。

1958年英国のFisons社研究所において抗ヒスタミン作用とは別の作用機序で

I型アレルギー疾患に効果を示す disodium cromoglycate が開発され、 化学伝達物

質遊離抑制を作用機序とする各種抗アレルギー薬が開発されるようになった。

抗アレルギー薬とはI型のアレルギ一反応を抑制する薬物の総称であり、国際的

分類としては十分に認知されていないが我が国では一般的呼称である。 すなわ

ち、 肥満細胞からの化学伝達物質遊離抑制、 化学伝達物質合成酵素阻害、 受容

体括抗などの作用機序によって I 型アレルギーを代表する疾患である気管支哨

息、 アレルギ一性鼻炎、 アトピー性皮膚炎などの種々の症状を抑制する薬物で

ある。 抗アレルギー薬はその化学的性質により酸性抗アレルギー薬と塩基性 抗

アレルギー薬に分類される。disodium cromoglycateやtranilast およびpemirolast は

酸性抗アレルギー薬に分類され、 これらは抗ヒスタミン作用を持たない。 それ

に対して、astemizole、azelastine、ebastine、emedastine、epinastine、ketotifen、oxatomide、

およびterfenadine などの塩基性抗アレルギー薬は抗ヒスタミン作用を持ち、欧米

では抗ヒスタミン薬に分類されている。

抗アレルギー薬の副作用として頻度は低いが、 発疹などの過敏症、 口渇、 悪

心および幅吐といった消化器系症状、動停および浮腫といった心臓血管系症状

およびGOT， GPT上昇の肝機能異常などがある。 また、 精神神経系の副作用と

して、 眠気、 倦怠感および頭痛などの症状が現れることがある。 重大な副作 用
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として、astemizole およびterfenadine にはQT期延長、心室性不整脈あるいは心停

止などの重篤な副作用が報告されている。また、 ketotifen ではまれに痘壁、 興奮

が現れることがあり(Yokoyama et a1.， 1993)、 oxatomide では過量投与による錐体

外路系症状の発現が報告されている(Daele et a1.， 1986; Imiya， 1992)。 本研究の対

象とした抗アレルギー薬の特性をTable 1に、 構造式をFig. 1にまとめた。

抗アレルギー薬の抗ムスカリン作用、 抗アドレナリン作用、抗5-HT作用およ

び抗 DA作用などの受容体措抗作用につ いては基礎的検討が行われ ている

(Laduron et a1.， 1982; Awouters et a1.， 1983; Leysen and Gomrneren， 1986; Fügner et aし，

1988)。しかし、 抗ヒスタミン薬において知られているモノアミン取り込み阻害

作用についてはほとんど調べられていない。 モノアミン受容体 括抗作用と取 り

込み阻害作用は神経機能に対して相反する作用であり、 これを明らかにするこ

とは抗アレルギー薬の薬理作用の理解を深め、 副作用を予測し、 さらに併用に

よる有害な相互作用を防止するために重要で-あると考えられる。 そこで、 抗ア

レルギー薬のモノアミン取り込みに対する作用を in vitroおよびin vivo実験によ

り明らかにするために本研究を企てた。
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第1章抗アレルギー薬のモノアミン取り込み阻害作用(iD vitro) 

近年、 アレルギー患者の増加に伴い、 抗アレルギー薬の 使用頻度は ますます

増加している 。 特に疾患の性質上、 抗アレルギー薬は長期 間連用されること が

多く 、薬物相互作用を含めてその副作用には十分注意してお かなければならな

い。 従来からアレルギー疾患 に 用いられてきた抗ヒスタミン薬 にはモノアミン

取り込み阻害作用を示すもの が多いが 、 抗アレルギー薬の取り込み阻害作用 に

ついてはほとんど調べられていない。 本章では 、 現在臨床で使用頻度の高いも

のを中心に 10種の 抗アレルギー薬 (astemizole， azelastine， ebastine， emedastine， 

epinastine， ketotifen， oxatomide， terfenadine， pemirolastおよび仕anilast)を選び 、 ラッ

ト脳シナプトソーム画分へのモノアミン (DA， NEおよび5-HT)の取り込みに対

する各薬剤の影響について検討を行った。 ま た、 DA transporterの特異的 リガン

ドであるGBR12935 (Andersen， 1987)を用いてdopamine 仕組sporter結合 実験を行

い、 DA取り込み阻害作用と比較した。 基準薬物 としてin vivo 実験でも モノア

ミン取り込み阻害作用 が示 されているchlorpheniramineの作用を検討 した。

1. 実験材料ならびに実験方法

1.1. 使用動物

体重250・350gの Spragu e-Daw 1 y系雄性ラット(九州大学動物実験施設)を使用

した。 ラットは実験の少なくとも一週間 前から 、 室温22ごと20C 、 12 時間明暗サ

イクノレ( 午前 6時から午後6時まで明期)で飼育し、 飼育期間中 、固形飼料および

水は自由に与えた。

1.2. 使用薬物

[3H] DA (22.2 Ci/mmol)ヲ[3H] NE (55.49 Ci/mmol) ， [3H] 5・HT (27.5 Ci/mmol)， 

[3H]GBR12935 (1・[2・(diphenylmethoxy) e出yl]-4-(3-phenylpropyl) piperazine， 40.0 

Ci/mmo1)は Dupont-NEN (Boston， MA， USA)より購入した。 GBR12909 (1-[2-[bis 

(4-fluorophe町1) methoxy] ethyl]-4-(3-phe町lpropyl) piperazine dihydroch1oride)， 
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chlorpheniramine maleate は Sigma Chemical Co. (St. Louis， MO， USA)より購入したo

astemizole (持田)， azel笛tine hydrochloride (エーザイ)， ebastine ( 大日本)， epinastine 

hydrochloride (日本ベーリンガー)， emedastine difumarate (鐘紡)， ketotifen fumarate 

(ノバルティスファーマ)， oxatomide (協和醗酵)， terfenadine (塩野義)， pemirolast 

potassium (東京田辺)， tranilぉt (キッセイ) は そ れぞれの製薬会社より提供された

原末を用いた。

1.3. モノアミン取打込み婁験

1.3.1. 試料作製

ラットを断頭後、脳を摘出しGlowinski and Iversen (19 6 6)の方法に従い直ちに

線条体 と大脳皮質を採取した。 グルコース11 mM を含む氷冷した0.32 Mの

sucrose溶液 25 ml 中で脳組織をホモジナイズした後、1，000 x g で10分間遠心し、

その上清をさらに 10，000 x g で20分間遠心し、 その沈澄(P2画分)を2・[4・(2・

hydroxyethyl)-1・piperaziny1]ethanesulfonic acid (HEPES)緩衝液(mM concentrations: 

glucose， 10 ; HEPES， 20; NaCl， 145 ; KCl， 4.5 ; MgC12， 1.2; CaC�， 1.5 ; P訂gyline，

0.01 ; ascorbic acid， 1 ， pH 7.4)で懸濁したo Lowry法 (1951)により蛋白量を定量し、

蛋白量 が0.2 mg!ml にな るように 同 緩衝液で希釈して試料とした。

1.3.2.室験友法

Richelson and Pfenning (1984)の方法に従い実験を行った。シナプトソーム画分

800μl を試験管に入れ、 37 oCで5分間インキュベーション した後、HEPES緩衝

液で調製した[3H]DA 、[3H]NE あるし、は[3H]5・HT 100μ1 (最終濃度 10 nM) と被検

薬液 100μl を同時に加え反応を開始した。 37 oC 、 5分 間の反応を行った後、 反

応液をメンブラン フィルター(Whatman G F IC) を通して吸引ろ過し、 フィルター

を氷冷したHEPES 緩衝液 2 m1 で3回洗浄した。 洗浄したフィルターをパイ ア

ルに移し、 ACS-II 10 ml (Amersham)を加え、 一晩放置後、液体シンチレーション

カウン ター (ALOCA LSC・1000)で放射活性を測定した。 なおo oCの条件下で得

られた放射活性を非特異的結合の 放射活性 とした(Fig. 1-1.) 。
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GF/C filter 

Rat brain striatum or cortex + Sucrose buffer 

Homogenize 

Centrifuge (1，∞o x g ，  10 min) 

Supernatant Pellet 

Centrifuge (10，000 x 9 ， 20 min) 

Pellet Supernatant 

いー伽(pH 7.4) 

Synaptosomal preparation 
(800μ1， 0.2 mg protein/mり

Preincubation (37 oC， 5 min) 

/戸… (100111)

[ 3H]dopamine ， [3H]norepinephrine or [3H]serotonin 
I( (100μ1， final concentration of 10 nM) 

Incubation (37 oC ， 5 min) 

Filtration (Whatman GF/C) 

Filtrate 

Scintillation cocktail (Amersham ACS-II 10mり

Radioactivity was measured 

by liquid scintillation spectrometry 

Fíg.1・1. Synaptosomal preparation and monoamine uptake assay 
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薬物濃度(x)と取り込み率(y)の結果をDeltaGraph PR03 (DeltaPoint， 

Monterey， CA， USA)を用いて処理し阻害曲線 を作成し、 同時にICsoを求めた(Eq.

1-1)。さらにEq.1-2を用いて各薬物の凶libition constant (Ki値)を算出した (Cheng

and Prusoff， 1973)。 また、log[x]に対してlog (y/100-y)をプロットし、得られた直

線の勾配をHill係数とした(Eq.1-3)。

Eq.1-1 

y= -
1 +a.exp (-bx) E 12 L 

log 1 ()� u = - n log [ x ] -log Km 
Eq.1-3 - - 0 100 - y 

x : drug concentration， y : uptake rate， ICso : concentration causing 50% inhibition， 

K i : i凶n1巾出1吐由制hi討ib耐i江悩tio∞n cωon郎削S坑tan叫1

Km :品Michaelis詰S
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1.4. dopamine transporter結合婁験

1.4.1. 試料作製

ラットを断頭後、脳を摘出しGlowinski and Iversen (1966) の方法に従い直ちに

線条体を採取した。 NaCl120 mMとMgC124 mMを含む氷冷した50 mMの Tris

citrate緩衝液25 ml中で線条体をホモジナイズした後、45，000 x g で20分間遠心

し、沈溢を-800Cで保存した。少なくとも一晩以上-800Cで保存した後、ラッ

ト脳 ホモジネートをTris -citrate 緩衝液に再懸濁し、45，000 x gで20分間遠心し

た。 この操作を3 回繰り返した後、Lowry法により蛋白量を定量し、 蛋白量が

0.2 mglml になるように同緩衝液で希釈して試料とした (Fig. 1-2)。

1.4. 2. 実験方法

Nakachi et al. (1995)の方法に従い実験を行った。 シナプトソーム画分800μi を

試験管に入れ、さらにTris-citrate緩衝液で調製した[3H] GBR12935 100μ1 (最終濃

度1 nM)と被検薬液100μl を同時に加え反応 を開始した。 o DC、60分間の反応

を行った後、 反応液をメンブランフィルター(Whatman G F/C) を通して吸引ろ過

し、 フィルターを氷冷した生理食塩液2 ml で3回洗浄した。 洗浄したフィルタ

ーをノくイアルに移し、ACS-II10凶(Amersham)を加え、 一晩放置後、液体シンチ

レーションカウンター(ALOCA凶C・1000)で放射活性を測定した。 なお30μMの

GBR12909存在下で得られた放射活性を非特異的結合の放射活性とした。

10 

GF/C f i仕er

Rat b 悶in striatum + Tris-citrate bu官er

Homogenize 

Centrifuge'(45，000 x g， 20 min) 

Pellet SL.pe rnat ant 

preservation at・800C

re su spend 、
�X 3 

Centrif�e (45，000 x g， 20 min )  J 

P ellet Supe ma tæ t ト T……(附7.4)

Re ce同or pre pa悶t io n
(800μ1， 0.2 mg protein /ml )  

F両国別∞μ|…entration of 1 nM) 

Incubation (OOC， 60 min) 

Filtréiion 0N陥tman GF /C) 

F iltrat e 

S cint川ation cockt ail (んTlersham ACS-II 10川)

Radiæctivity \Vas m ea印刷
by liquid scintillation spectrome try 

Fig.1・2. Synaptosomal preparation and DA transporter binding assay 
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2. 実験成績

2.1. モノアミン取灼i入み阿害作用

2.1.1. 予備的実験

[3H] DA， [3H] NEおよび[3H]5-HTそれぞれについて1 nM， 10 nMおよび100

nMの3濃度を用い、 2、 5および10分間インキュベーション時の特異的取り込

み量を1.3 .2と同様の方法で測定した。

[3H] DAの取り込みは濃度依存的で100 nMの濃度で5分間インキュベーショ

ンすることによりほぼ最大に達した(Fig.1-3)0 [3H] NEおよび[3H]5・HTも濃度

依存的で100 nMの濃度で10分間インキュベーションすることにより飽和状態

-

nu
 

nU
 

に近づいた(Fig.1-4，1・5)。
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Fig.1-4. Specific uptake of [3H] NE into cortical synaptosomes (n=3) 

PH] N E concentration ・: 1 nM，・: 10 nM，企: 100 nM 
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Incubation time (min) 
取り込みの直線性、標識リガンドの分解および十分なカウント数(dpm)といっ

た条件を加味し、 以後の 実験には[3H] DA， [3H] NEおよび13H]5-HTの濃度を10

nM， インキュベーション時聞を5分間に設定し実験を行うことにした。
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Incubation time (min) 

Fig.1-5. Specific uptake of PH] 5・HT into cortical synaptosomes (n=3) 

[3H] 5・HT concentration圃: 1 nM，・: 10 nM ， Å: 100 nM 
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Fig.1・3. Specifìc uptake of PH] DA into rat striatal synaptosomes (nニ3)
[3H] DA concentration ・: 1 nM，・: 10 nM ， Å : 100 nM 
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2.1.2. [3Hl DA， P_Hl NEおよびr3H15・HT取り込み特件A

本実験はそれぞれのモノアミン取り込みにおけるKm値を 求めるために行っ

た。[3H]標識モノアミン の1nMから100酬の濃度を用いて取り込み実験を行っ

た結果をTable 1・1 に示す。この結果か白Scatchard plotを作成し、[3H] DA， [3H]阻

および[3H] 5・HT取り込みのぬn値およびVmax値をそれぞれ求めた。[3H] DA， 

[3H] NEおよび[3H]5・HT 取り込みのh値は今回の実験条件ではそれぞれ91.14

n悶99.63 nMおよび27.29 nMであった。 またVmax値はそれぞれ4.62， 6.80お

よび 8.21 pmol!mg protein/5 min であった(Fig.1-6， 1・7， 1-8) 0 Richelson組d

Pfenning (1984)によって報告されているDA，NEおよび5・HT のおn値は、それぞ

れ、 66::t4， 91::t8および22::tl凶fで今回得られた結果とほぼ同じであった。

0.05 �o 

。
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0.04 
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g o 03 

0. 
0) 
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E 0. 

Km = 91.14 nM 
V max = 4.62 pmol!mg protein/5 min 

0.01 

。 2 3 

pmol!mg protein/ 5 min 

Fig.1-6. Scatchard analysis of [3H] DA uptake into rat striatal synaptosomes 

Table 1・1

Monoamine uptake into rat brain synaptosomes 

Concentration (nM) Specific uptake (pmol/mg protein/ 5 min) 

DA NE 5- HT 

0.051 ::t0.004 0.068::t0.002 0.300::t0.012 

3 0.146::t0.002 0.195::t0.004 0.787::t0.016 

6 0.253::t0.016 0.376::t0.002 1.467土0.019

10 0.454::t0.007 0.642::t0.010 2.059::t0.026 

30 1.180土0.018 1.668::t0.012 3.578::t0.131 

100 2.485土0.045 3.468::t0.122 5.895::t0.128 
Each value represents the mean:tS.E.M. of three samples. 
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Fig.1・7. Scatchard analysis of [3H] NE uptake into rat cortical synaptosomes 
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2.1.3. DA取打込みに対する抗アレルギー薬の作用0.3 

astemizole， ebastine， oxatomideおよび terfenadineは10・7，...._，10・5 MでDA取り込み

azelastineおよびchlorpheniramine より強力であった。その作用はを抑制し、

epinぉtineのDA取り込み阻害作用はchlorpheniramineよりも弱く、 抑制の程度は

10・5Mでそれぞれ約70%および35%であった(Fig.1・9)。その他の薬物のDA取り

込み阻害作用は10・5Mでも15%以下であった。

0.2 

ICsoより算出したKi値は、ebastine 231凶久terfenadine556 nM、oxatomide676 nM、
。

ぉtemizole 876 nMでいずれもchlorpheniramineの1395 nMよりも小さい値であっ

た(Table1-2)。民n = 27.29 nM 
Vmax = 8.21 pmol/mg protein/ 5 min 
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Fig.1・8. Scatchard analysis of [3H] 5・HT uptake into rat cortical synaptosomes 

6 4 

pmol/mg protein/ 5 min 
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1 x1 0-5 1x10-6 1 x1 0-7 1 x1 0-8 

Concentration (M) 

Fig. 1-9. Inhibition of PH]DA uptake into striatal synaptosomes by various 
antiallergic dru gs 
Concentration-dependent curves for [�]DA uptake were fltted to equatioll 1・1 (page 9). 

口astemizole，ムazelastine， . ebastine， T epinastine， 
o oxatomide，・terfenadine， X chlorpheniramine 
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2.1. 5. 5・HT 取 り 込み に対す る杭ア レ ルギー薬の作用2.1.4. NE取灼i入みに対する杭アレルギー薬の作用

chlorpheniramineは極めて強し'\ 5・HT取り込み阻害作用を示し、 そのKi値は13のebastineのNE取り込みに対するKi値は259酬で; chlorpheniramine (416凶1)

astemizole， ebastineおよびoxatomideの5-HT取り込みnMであった(Table 1・2)。astemizole， emedastine， 約1.6倍強力な悶取り込み阻害作用を示した(Table 1・2)。

に対する阻値はt '\ずれも200nM前後で、chlorpheniramineの15分の1 程度の強oxatomideおよびterfenadineのNE 取り込みに対するKi値もそれぞれ、 503 nM， 

包elastine， epinastine， ketotifenおよびterfenadineの5-HT取り込み阻さであった。618 nM， 570 nMおよび 665nMで chlorpheniramineと同程度か若干弱いNE取り込

そのまた、と比較すると極めて弱かった(Fig.1-11)。害作用はchlorpheniramineazelastineおよびketotifenのNE 取り込み阻害作用は弱く、み阻害作用を示した。

他の薬物は10-5Mでも10%以下の阻害作用しか示さなかった。抑制の程度は10・5Mで それぞれ約55%および 75%であった(Fig.1-10)。その他の

薬物は10・5Mでも15%以下の抑制しか示さなかった。
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Fig.1・11. Inhibition of [3H]5・HT uptake into rat cortical synaptosomes by 
various antiallergic drugs _ 
Concentration-dependent curves for [ �]5・IIT uptake were fitted to equationl-l (page 9). 

口astemizole，ムazelastine， . ebastine， T epinastine， 
À ketotifen， 0 oxatomide，・terfenadine， X chlorpheniramine 

1x10・5

Fig.1・1O.lnhibition of PH]NE uptake into rat cortical synaptosomes by 
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2.2. dopamine transporter結合実験
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E育ects of antiallergic drugs on monoamine uptake into rat brain synaptosomes 
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3. 考察

抗アレルギー薬10種について、 各モノアミン(DA， NEおよび5・Hηの取り込

みに対する作用をそれぞれ調べ、chlorpheniramineと比較したoebastine は3種の

モノアミンすべてに対して、200nM前後のKi値を示し、各モノアミンに同程度

の取り込み阻害作用を示した。 抗アレルギー薬のモノアミン取り込み阻害作 用

をebastineを基準にしてまとめたも のがTab le1-4である。
40 

Table 1-4 
。

。 20 40 60 80 100 

Antiallergic drugs DA NE 5-HT 

Ebastine ++ ++ ++ 

Astemizole + + ++ 

Oxatomide + + ++ 

Terfenadine + + + 

Azelastine + + 

Emedastine + 

Epinastine + 

Ketotifen + + 

Pemirolast 

Tranilast 

chlorpheniramine + ++ +++ 

++ + : Ki < 50 n M， ++ : Ki < 500 n M， + : Ki < 5μM， - :Kiと5μM

[3H] DA uptake (%) 

Fig.1-12.Correlation between the specific pH]DA uptake and 
[3H]GBR12935 binding in the presence of 1μM of each antiallergic drug 

PH]DA uptake (%) 
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このようにモノアミンの取り込みに対する作用は抗アレルギー薬によってか

なり異な ることがわかった。 ebぉtineは10種の抗アレルギー薬の中でDAおよ

びNEに対して最強の取り込み阻害作用を示し、 その程度はch lorpheniramineと

同程度か若干強かった。 また、5・HT に対してもastemizoleについで'2番目に強

い効力を有していた。 ebastineは初回通過効果を強く受ける薬物で、 経口投与さ

れた場合血竣中 に検出されるのはほとんど活性代謝物 のcarebastineであること

が知られている(F吋iiet al.， 1994a， b)。 本来モノアミン取り込み阻害作用を

carebastineについても 検討すべきであるが、 今回carebastincを入手できなかった

20 60 80 100 40 
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ため 行わなかった。しかしDA取り込みに対する carebastincの効果に ついては第

2章の 行動実験の結果から推察できると 考えている。モルモットおよびラット脳

シナプトソーム膜を用いためastineおよびcarebastineのα ぃ β， D 2および5・HT2

受容体に対する阻害作用を調べた報告ではebastineが 5・HT2受容体に親和性を示

すのみ(ICso' 0.31μ附で他の受容体に対してはebastineおよびcarebastineと もに1

μM でも親和性を示していない (エパステル錠インタビ、ユーフォーム)。 従って

carebas tineが ebastineと同様のモノアミン取り込み阻害作用を示すとすれば 、モ

ノアミン神経伝達の高進が認められる可能性がある。

astemizoleと oxatomideはモノアミンのうち5・HTに対する取り込み阻害作用が

最も強く、 ついでNE，DAの順であった。astemizoleは抗アレルギー薬10種の中

で最も強力な 5-HT取り込み阻害作用を示したが、chlorpheniramineと比較すると 、

その作用は約14分のlであった。

oxatomideにはDA受容体への桔抗作用があり、その程度はchlorpromazineの約

5 分の 3である (Leysen and Gornmeren， 1986)。副作用として錐体外路系症状の発

現も報告されているが(D aele et a1.， 1986; I miya， 1992) 、その頻度はchlorpromazine

に比べればはるかに低い。oxatomideは抗ムスカリン 作用を有してはいるが、 こ

れ も chlorpromazineに比べるとはるかに弱 く、この ことを説明する理由とはなら

ない。oxatomideのDA取り込み阻害作用は、ebastineの約3分のlであったが、

この作用はoxatomideのDA受容体措抗作用によるDA神経伝達阻害をi怪減化す

る可能性が考えられる。 この事に 関する検討は第2章で行った。

terfenadineはastemizoleおよびoxatomideとは逆にモノアミンのうちDAに対す

る取り込み阻害作用が最も強く、 ついでNE， 5・HTの)1債であった。 terfenadineの

DA取り込み阻害作用はebastineの約 2分の1であった。

azelastineはモノアミンのうち5・HTに対する取り込み阻害作用が最も強く、つ

いでDA， NEの順であったが、 その程度はどれ も弱かった。ketotifenはNEおよ

び5 -HTに取り込み阻害作用を示し 、emedastineおよびepinastineはそれぞれ NE

および5・HTのみに取り込み阻害作用を示したが、 その程度は弱かった。酸性抗
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アレルギー薬の pemirolastと tranilastは10μMの濃度でもDA， NEおよび5-HTの

いずれに対して も取り込み阻害作用を示さなかった。

今回得られた抗アレルギー薬のモノアミン取り込み阻害作用をR ichelson and 

Pfenning (1984)によって報告されている各種モノアミン取り込み阻害薬の阻害

の程度と比較した。これによるとDA取り込み阻害作用のKi値は benztropine 72 

nM、( + )-amphetamine 82 nMおよびcocaine 270 nMと報告されており、単純に比較

すれば、ebastineはbenztropineおよひ。( + )-amphetamineの約3分のl、 cocaineとほ

ぼ同程度のDA取り込み阻害作用を示す ことになる。悶取り込み阻害作用のKi

値はdesipramine 0.9凶久凶ipramine13 nMおよびamitriptyline 24 nMと報告されて

おり、10種の抗アレルギー薬の中でNE取り込み阻害作用が最も強力なebastine

でも 、これら薬物の10分のl以下の効力しかなかった。5・HT取り込み|但害作用

のKi値はimipramine 42凶久f1uoxetine12 nMおよびfluvoxamine 7 nMと報告され

ており、10種の抗アレルギー薬の中で 5・HT取り込み阻害作用が最も強力な

astemizoleはirnipramineの約 4分のlの効力であった。

抗アレルギー薬によるモノアミン取り込み阻害作用の中枢神経系に及ぼす影

響を考える場合 、中枢への移行性を考慮する必要があるが、Ki値のみで考える

と抗アレルギー薬のDA取り込み阻害作用はamphetamineやcocaineと比較しでも

かなり強力であり、 この作用が、 これら薬物の中枢 作用発現に寄与している可

能性 も考えられる。 me血amphetamine、 amphetamineおよびcocaineな どの薬物の

中枢興奮作用 、薬物依存発現にはDAが関与しているといわれている。 また 、

benztropineのような抗コリン薬に属するパーキンソン病治療薬に もDA取り込み

阻害作用があり、作用の一部を担っていると 考えられている (Coyle and Snyder， 

1969)。従って 、DA取り込み阻害作用を示す抗アレルギー薬は中枢興奮作用や薬

物依存形成の増強、あるいは錐体外路症状の抑制を示す可能性が考えられる。

DA transporterの特異的リガンドであるGBR12935(A nder日en，1987)を用いてDA

transporter結合実験を行った。今回の実験で[3H]GBR12935結合と [3H] DA取り

込みに対する抗アレルギー薬の阻害作用の聞には強し、相関関係が認められた。
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この 結果より今回の 実験で得られた DA取り込み阻害作用が DA取り込み部位に

特異的な作用であることが支持され、DA受容体結合阻害など の要素はほとんど

考えられない。 また、 一部の抗アレルギー薬には高濃度域で細胞障害作用があ

ることが知られているが、最大濃度である10μMでもDA取り込み阻害作用と

GBR12935結合は高い相関 を示すこと からこの関 与も低いものと 考えられ る。

4. 小活

抗アレルギー薬のモノアミン取り込み阻害作用を in vitro実験で検討した。

1) 塩基性抗アレルギー薬の多くがモノアミン取り込み阻害作用を示すことが

明らかになった。 また、各モノアミン取り込みに対する阻害の程度は抗アレ ル

ギー薬によって かなり異なった (Table1-3)。

2) ebastine は3種のモノアミン (DA， NEおよび5-HT )の 取り込みに阻害作用を

示し、 そのKi値はいずれも200 nM前後であった。

3)抗アレルギー薬のモノアミン取り込み阻害作用を、各モノアミンに対する

代表的な取り込み阻害薬において報告された結果と 比較すると 、DA取り込み阻

害作用はamphetamineやcocaine に近いことがわか り、この作用がこ れら薬物の

中枢作用発現に寄与している可能性 が考えられた。

4)抗アレルギー薬はDA transporterリガンドの [3H] GBR12935結合も抑制し、

その程度と[3H] DA取り込み阻害作用の程度の間には強� \相関関係が認められ

た。
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第2章DA取り込み阻害作用の行動薬理学的検証

第1 章のモノアミン取り込み実験において 、astemizole、ebastine、oxatomideお

よびterfenadineの4薬物が比較的 強い DA取り込み阻害作用を示すことがわか っ

た。 しかし、実際の 薬物療法を考え る場合にはin vitroの結果が in vivoで どの程

度再現されるかを明らかにする必要がある。 そ こで本章では、抗アレルギー薬

の DA取り込み阻害作用によるDA神経系の賦活を行動薬理学的に明らかにする

目的で 、L-dopaおよびpargyline誘発性興奮作用に対する抗ヒスタミン薬の増強

作用を確認した後に 、上記抗アレルギー薬の 作用を検討した。 さらに 、 ebastine

およ び oxatomide の apomo中hine に よる 自発運動量高進に 対 す る作 用 と

haloperidol誘発catalepsyに対する作用を調べた。

1. 実験材料および方法

1.1. 使用動物

体重25・35gの ddY系雄性マウス (セアック吉富， 福岡)を使用した。マウスは

実験の少なくとも一週間前から、室温22+2 oc、12時間明暗サイクル(午前6

時 から午後6時まで明期 )で飼育し、飼育期間中、固形飼料および水は自由に与

えた。

1.2. 使用薬物

pimozide(藤沢) 、 d-chlorpheniramine maleate(吉 富 ) 、 diphenhydramine

hydrochloride(田辺)、mepyramine maleate(ICN， Plainview， NY， USA)、 astemizole(持

田)、ebastine(大日本)、oxatomide(協和発酵)および terfenadine(塩野義)はそ れぞれ

の製薬会社か ら提供さ れ た原末を用い た 。 仕ipelennamine h ydrochloride， 

homochlorcyclizine dihydrochloride， L-3，4・dihydroxyphenylalanine (L-dopa )， p訂gyline

hydrochloride， apomorphine hydrochlorideおよびhaloperidolは Sigma Chemical Co. 

(St. Louis， MO， USA) から購入した。 L-dopa， astemizole， ebastine， oxatomideおよ

びterfenadineは そ れぞれ 0.5%ωrboxyme出yl cellulose (CMC ) sodium溶液に懸濁
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した。pimozide，d-chlorpheniramine， diphenhydramine， homochlorcyclizine， mepyramine， 

pargylineおよびapomorphine はそれぞれ 生理食塩水で用 時溶解した。 haloperidol

は 0.1 N酒石酸を用いて 1% haloperidol 溶液を調製 し、これを生理食塩水で希

釈して用いた。 salt-formの薬物の用量 はすべてそのままの形で表示した。

1.3. L-dopaおよびpargyline誘発興奮行動に対する作且

1.3.1. 薬物投与

マウスの腹腔内にp訂gyline 80 mglkgを投与し、15分後にL-dopa 100 または150

m以沼を皮下 投与した。 L-dopa 投与直後に被検薬物を腹腔内に投与し、 マウスを

個別に金網製のケージ(20 x 15 x 15 cm)に移して行動を観察 した。 被検薬物とし

ては、 抗ヒスタミン薬のd-chlorphenirarnine， diphenhydramine， homochlorcyclizine， 

mepyramineおよび、 第1章のDA取り込み実験においてchlorpheniramineよりも

強い作用を示した 4種の抗アレルギー薬 (astemizole， ebastine， oxatomideおよび

terfenadine)を用い、 投与量を臨床量にあわせて増減した。

1.3.2. マウスの興奮行動の評価法

被検薬物の投与、 15， 30， 60， 90および120分後に5分間の観察を行い、 次の

基準にしたがってマウスの興奮行動をスコアー化した。

0:ほぼ正常

1:立毛または挙尾反応

2:中程度の運動充進

3:観察期間(5分間)を通じて、 著明な運動充進

4:常同行動 (嘆ぎ回り行動 、 噛みつき行動 )

1.4. apomorphineによる自発運動量高進に対する影響

1.4.1. 薬物投与

ebastine は10 mglkg 、 oxatomide は3および30 m以沼を腹腔内投与した。 対照

群には0.5 % CMCを腹腔内投与した。
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1.4.2. 運動量の測定

被検薬物 腹腔内投与直後 、マウスを個別に測定用 ケー ジ (20 x 12 x 13.5 cm， プ

ラスチック製)に移し、 空気穴をあけた透明なプラスチック板で蓋をした。 被検

薬物 投与30分後にapomorphine 0.3 mダkgをマウスの頚背部皮下に投与し、 ケー

ジ葦の上に設置した実験動物 用自発運動量センサー(Activity Sensor Model NS

AS01， Neuroscience)を用いて、 apomo中hine 投与後 0----60分の運動量を測定した。

1.5. catalepsvの測定

1.5.1. 薬物投与

ebastineの単回投与群 は10および20 mg!kgを腹腔内投与した。 oxatomideの

単回投与群には3，10，30および100 m凶唱を腹腔内投与し、連続投与群には3，10 

および30 mg!kgを1日1回8日間 、 腹腔内投与した。 対照群には0.5% CMCを

腹腔内投与した。

1.5ユ. 実験方法

腹腔内に被検薬物を投与した直後に haloperidol をマウスの頚背部皮下に投与

し、 haloperidol 投与60，120および240分後にαtalepsyを測定した。

約4 cmの高さに水平に渡した直径2 mmの鉄棒 (棒には細い糸を巻きつけて

ある) にマウスの前肢を強制的にかけさせ、背伸びをした不自然な姿勢を 30秒

以上保持した場合をαtalepsy 陽性と判定した。 また ebastine 単回投与群および

oxatomide連続投与群では、 それぞれ60秒および120秒を上限として姿勢保持時

間も計測した。

1.6. 統計処理

3 群以上を比較 する 場合にはKruskal-Wallis rank testを用い、 群聞の比較には

Mann-Whitney' s U test を用いた。 catalepsy陽性率の有意差検定にはFisher's exact 

probability testを用いた。統計処理のソフトウェアにはStatview(Abacus Concepts， 

Berkeley， CA)を用いた。
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2. 実験成績

2.1. L-dopaおよびpargyline誘発興奮行動に対する作恩

2.1.1. 予備的婁験

本モデル に中枢DA神経系が関与することを確認するために、 大量のL-dopa

300 mμ沼およびp訂gyline 80 m凶唱を投与した マウスの異常興奮行動に対する

pimozide (DA括抗薬)の影響を観察した。L-dopa投与後90分から120分でほとん

pimozideは0.1m凶唱の少4)を示した。どすべてのマウスが常同行動(スコアー

量でL-dopaおよびP訂gyline誘発興奮行動 を有意に抑制し、0.3 mダkg投与群では、

さらに著明な減少を示した(Fig.2・1)。

。を前投 与 し たモデルの興奮行 動 はpargyline mg!kg) お よ びしdopa(150 
90 60 30 15 。仕ipelennamineの増甘ipelennamine 10 mg!1唱の投与によって 、 著明に増強された。

after treatment (min) Time 
強作用はpimozide 0.3 mglkgの投与により、ほぼ完全に阻害された(Fig.2-2)。 by 

Mice were injected with pargyline hydrochloride (80 mg/kg， i.p.) 15 min before treatment with 

saJine (0， i.p.)， ctripelennamine (10 mg/kg， ・， i.p.) or tripelennamine plus pimozide (0.3mg/kg， 

口， i.p.) and L-dopa (150 mg/kg， s.c.). Each value represents the mean score::t S. E. M. of 7 

animals.村p<0.01ぉcompared with the saline-treated group. ++ pく0.01ぉ compared with the 

tripelennamine-treated group. 

induced excitement behavioral on of tripelennamine 

pargyline and L-dopa in mice 

E仔ectFig.2-2. 
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Fig.2・1. E仔ect of pimozide on behavioral excitement induced by pargyline and 

L-dopa in mice 

Mice were injected with pargyline hydrochloride (80 mg/kg， i.p.) 15 min before treatment with 

saJine (0， i.p.) or pimozide (0.1 mg/kg， ・; 0.3mg/kg， 口; 1.0 mg/kg，国i.p.) and L-dopa (300 

mg/kg， s.c.). Each value represents the mean score:!: S.E.M. of 7剖imals.市p<0.05〆本Pく0.01

s compared with the saline-treated group. 

国
d 
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2.1.2. L -dopaおよびpargyline誘発興奮行動に対する杭ヒスタミン薬の作用

予備実験の結果に基づいて、以下の実験ではL-dopa投与後90分に5分間の行

動観察を行い、興奮行動を採点した。 また実験日によりL-dopaに対する反応性

が異なるので、 当日予試験を行っ てしdopaの投与量を調節した。

saline を投与した対照群の興奮行動のス コアーは1.17土0.17で あった。 d

chlorpheniramine 1， 2 mg!kg， diphenhydramine 2， 5 mg!kg， hornochlorcyclizine 5 mg!kg 

およびmepyramine 5mg!kgを投与するとスコアーは有意に増加した。 (Fig. 2・3)0

2.1. 3. L-dopaおよびpargyline誘発興奮行動に対する抗アレルギー薬の作用

L-dopa 100 mg!kgおよびpargyline 80 mg!kgと 0.5% CMCを投与した対照群の

スコアーは1.42 + 0.40であったo astemizole 5 mg!kgまたはebastine10 mglkgを投

与するとそのスコアーは有意に増加した。 しかしoxa tomide あるいはterfenadine

を併用した群では、いずれの投与量でも対照群と 有意な変化は認められな かっ

た(Fig. 2-4)。
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Fig.2・3.E仔ects of histamine H1・receptor antagonists on behavioral excitement 

induced by pargyline and L-dopa in mice 
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Fig.2・4. Effects of antiallergic drugs on behavioral excitement induced by 

pargyline and L-dopa in mice 

Mice we陪injected with pargyline hydrochloride (80 mg/kg， i.p.) 15 min before treatment with 

加tiallergic drugs (i.p.) and L-dopa (100 mg/kg， s.o.) and observed 90 min later. Each value 

represents the mean score :tS.E.M. of 8・10 animals.寧p<0.05ぉcompared with the CMC

treated group. 
Mice were injected with pargyline hydrochloride (80 mg/kg， i.p・) 15 min before treatment with H. 

antago耐s d山gs (i.p.)制しdopa(150 mg/kg，s c )md obsemd90 min later Each vduj 
represents the mean score :tS.E.M. of 6 animals 場p<0.05，村pく0.01ぉcompared with the 
saline-trea ted group. 
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2.2. apomorphine誘発件自発運動量高進に対する髭響

抗アレルギー薬を用いた実験を行う前に apomo中hine単独投与によるマウス

以後の実験 に使用する投与量を検討した。の自発運動量 の変化を測定し、

1 

m以cgで、さらに著明な自発運動量の高進が認められ、持続時間も延長した(Fig.

2・5)。

40 分まで 自発運動量は高進した。apomo中hine 0.3 mg!kgの投与では投与後

60 

with 

Mice were injected with ebastine (・: 10 mg/kg， i.p.) or CMC(O) 30 min before treatment with 

apomorphine (0.3 mg/kg， s.c.). Each value represents the mean score土S.E.M. of 5 animals. 

... p<0.05 as compared with the CMC-treated group (control). 
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Fig. 2-5. Effect of apomorphine on moter activity in mice 

Mice were treated with apomorphine (・:0.3 and Â: 1 mg/kg， s.c.) or saline(O)， and the motor 

actibity was measured 10・60 min after apomorphine treatment. Each result represents the mean 

:tS.E.M. of 3釘limals.
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E仔ectsFig. 2・7.

15---20分の運動apomorphine投与後10---15分、

量が対照群に比較して有意に増大した(Fig.2-6)。

ebastine 10mμcg投与群では、

oxatomide 3 mg/l沼および30 mg!kg 投与群では10---60分間の対照群との間に apomorphine 

Mice we陪injected with oxatomide (・:3加d企:30 mg/kg， i.p.) or CMC(O) 30 min before 

treatment with apomo巾hine (0.3 mg/kg， s.c.). Eoch value represents the mean score:t S.E. M. 
有意な差が認められ なかった(Fig.2-7)。

of 9 animals. 
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2.3. haloperidol誘発catalepsyに及ぼすoxatomideおよびebastineの影饗

抗アレルギー薬を用いた実験を行う前にhaloperidol の単独、単回投与による

catalepsyの発現を経時的に調べた。 0.1 mgJkg投与では5 {JIJ中2例に 、0.3 mg!l宅

投与では5例中3 {JIJにωtalepsyが発現し、その発現率は 60分から240分後まで

変わらなかった(Table2-1)。

Table 2・2

Effect of ebastine on haloperido卜induced catalepsy in mice 

Table 2・1

haloperidol ebastine 

(mg/kg) (mg/kg) 60min 120min 240min 

0.3 CMC 6/8 7/8 6/8 

5 7/8 4/8 3/8 

10 5/8 7/8 3/8 

20 3/8 4/8 3/8 
Incidence of catalepsy induced by haloperidol 

haloperidol (mg/kg) 60min 120min 240min 

0.03 0/5 0/5 0/5 

0.1 2/5 2/5 2/5 

0.3 3/5 3/5 3/5 

Mice were treated with ebastine (10，20 mg/kg， i.p.) or 0.5% CMC Na simultaneously with 

haloperidol (0.3 mg/kg， s.c.) and the catalepsy was examined 60， 120， and 240 min after 

administration. represent the incidence of catalepsy among mice used.Values represent the 

incidence of catalepsy among mice used. 

Mice were treated with haloperidol (0.03， 0.1，0.3 mg/kg， s.c.) and the catalepsy was examined 
60， 120， and 240 min after administration.Values represent the incidence of cataJepsy among 
mice used. 

60 

2.3.1 . ebastineの影響
Table 2・2にω匂lepsy陽性率に及ぼすebastineの作用を示した。 haloperidol 0.3 

mgll沼および 0.5% CMCを投与した 対照群のマウスはhaloperidol投与後120分間

で8匹中7匹のマウスが60秒以上の句talepsy姿勢保持時聞を示した。 有意差
は認められなかったがebastine5，-....; 20 mgJkgは240分後のωtalepsy陽性率を半分

に低下させた。

Fig. 2・8にωtalepsy姿勢保持時間に及ぼすebastineの作用を示した。 明らかな

用量依存性は認められなかったが、ebastine5および20 mg/kgを投与した マウス

ではhaloperidol 0.3 m凶宅投与120分後のω凶epsy姿勢保持時聞が対照群に比べ

有意に短縮した。
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Fig.2・8.E育ect of ebastine on haloperidol-induced catalepsy in mice 

Mice were treated with ebastine (5:・，10:口and 20:圃mg/kg，i.p.) or 0.5% CMC:Q， 

simultaneously with haloperidol (0.3 mg/kg， s.c.)， and the catalepsy was examined 60， 120， and 

240 min after administration. Each result represents the mean :tS.E.M. of 8 animals. 

取p<0.05 as compared with the CMC-treated group (Mann-Whitney's U-test) 
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2.3.2. oxatomideの単同および淳続投与の影響

oxatomide 単独で単回投与した場合、 3，...，.，100mμ喝のいずれの投与量において

も、投与後240分までωtalepsyは誘発されなかった (Tablc 2・3)。

Table 2・ 4 はhaloperidol 0. 075および0.1 mg!kg によるcatalepsy に対 す る

oxatomideの作用を示したものである。 oxatomide 3，..._， 100mg/kgのいずれの投与量

でも、haloperidol誘発ωtalepsyに対する有意な変化は認められなかった。

oxatomideを7日間連続投与した場合、3，10，30 m凶<g投与群でそれぞれ10例

中1例、 3例、2 -WIJにαtalepsyが誘発されたが、いずれの投与量においても有意

差は認められなかった。また、100 mg!kgではωtalepsyの発現は認められなかっ

た(Table2-5)。

Table 2-3 

Effects of oxatomide (single inj e c ti on) in mouse catalepsy test 

oxatomide (mg/kg) 60min 120min 240min 

CMC 0/8 0/8 0/8 

3 0/8 0/8 0/8 

10 0/8 0/8 0/8 

30 0/8 0/8 0/8 

100 0/7 0/7 0/7 

Mice were treated with oxatomide (3，10，30， 100 mg/kg， i.p.) or 0.5% CMC Na and an 

appearance of catalepsy was examined 1， 2， and 4 hrs after administration. Values represent the 

incidence of catalepsy among mice used. 
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Table 2-4 

E仔ect of oxatomide ( si ngl e i nj ect i on) on haloperido卜induced catalepsy in 
打11ce

haloperidol oxatomide 

(mg/kg) (mg/kg) 60min 120min 240min 

0.075 CMC 1/10 3/10 4/10 

100 1/10 3/10 2/10 

0.1 CMC 3/10 3/10 7/10 

3 6/10 5/10 5/10 

10 6/10 5/10 3/10 

30 6/10 6/10 6/10 

Mice were treated with oxatomide (3， 10，30， 100 mg/kg， i.p.) or 0.5% CMC Na simultaneously 

with haloperidol ( 0.075，0.1 mg/kg， s.c.) and the catalepsy was examined 60， 120， and 240 min 

after administration. Values represent the incidence of catalepsy among mice used. 

Table 2・5

Effects of oxatomide (r epe ated i nj e cti 0 n) in mous e catalepsy test 

oxatomide (mg/kg) 

CMC 

3 

10 

30 

100 

60min 

0/10 

0/10 

3/10 

0/10 

0/10 

120min 240min 

0/10 0/10 

1/10 1/10 

3/10 2/10 

1/10 2/10 

0/10 0/10 

Micewe陀treatedwith oxatomide (3， 10，30， 100 mg/kg， i.p.) or 0.5% CMC Na once a day for 7 

days and an appearance of catalepsy was examined 60， 120， and 240 min after administration. 

Values represent the incidence of catalepsy among mice used. 
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3. 考察

in vitro実験で認められた抗アレルギー薬のDA取り込み阻害作用に着目し、h

oxatomideを7日関連投したマウスに haloperidol0.075 mg/kgを投与すると、30

mglkg投与群においてαtalep sy陽性率が増加し、 投与240分後では対照、群と比較

して有意な増加が認められた(Tab le2-6)。また、30 mglkg投与群では姿勢保持時 これら のvivo 実験でもそのような効果が認められるかを明らかにするために、

DAの前駆体である薬物がDA関連行動にどのような影響を及ぼすかを調べた。聞も延長し、 投与240分後では有意差が認められた(Fig. 2-9)。

Table 2-6 
E 仔ect of oxatomi凶de (r epeat ed i n川j ect i on) on ha副loperけidolト卜.旬州.
In ml叩ce

haloperidol 
(mg/kg) 

0.075 

L-dopaとモノアミンオキシダーゼの阻害薬 p紅g ylineをマウスに併用投与し、 薬

物によるDA取り込み阻害に伴う行動変化を検出しやすいモデルを作製した。こ

のモデルの異常興奮行動は特異的 DA受容体措抗薬の pirnozide (J an sscn et al.， 

1968 )により用量依存的に抑制された。また、 DA取り込み阻害作用の強し1抗ヒス
240min 
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タミン薬である tripelen namine(Oishi et al. ， 1994 )によって著明に増強され、 その効

果も pimozideにより完全に抑制された。 さらに本モデルの興奮行動は、 DA取り0/10 1/10 0/10 3 

込み阻害作用が示されている他の 4 つの抗ヒスタミン薬によっても有意に増強3/10 2/10 3/10 10 

された。以上の結果は、 本モデルにおけるDA神経系の関与を強く示唆するもの配1旦 *6/10 3/10 30 

で、DA取り込み阻害作用をin vivoで調べる有用な手段となることを示している。
Micewere treatedwith oxatomide (3， 10， 30 mg/kg， i.p.) orO.5% CMC Na simultaneously with haloperidol 

(0.075 mg/kg， s.c.) once a day for 8 days and an appearance of catalepsy was examined 60， 120， and 240 

min after administration. * p<O.05 as compared with the CMC-treated group (Fisher's exact probability 

test). Values represent the incidence of catalepsy among mice used. このモデルの異常興奮行動はebastineおよびastemizoleの投与でそれぞれ有意

に増強されたが、 oxatomideおよび terfenadineでは増強されなかった。ebastineお

よびその活性代謝物のcarebastineはD2受容体には影響しなし\(エパステル錠イン

またastemÏzoleもD2 受容体に影響しないことが報告されてタビ、ユーフォーム )。

いる(Laduron et al.， 1982)。 従って、 ebastineおよびastemizoleによる興奮行動の

増強はDA受容体への直接刺激作用によるものではなく、DA取り込み阻害作用

[14C] DA濃度が上昇するためであると考えられる。によりシナプス間隙の

terfenadine をラットに投与して得られたオートラジオグラムにおいて脳には放

1982)。 従って、射活性が認められないことが報告されている(Leeson et al.， 
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terfenadineの投与で興奮行動が増強されなかったのは terfenadineの脳への移行性
240 180 120 60 。

。

ebastine， 抗ア レル ギー 薬 (astemizole，が非常 に低い ためだと考え られ る。

oxatomideおよび terfenadine)の脳内移行性についてTab le 2・7にまとめた( ヒスマhaloperidol -induced 
一方、

oxatomideは脳へ移行するため terfenadineと比較して副作用としての眠気の頻度

1984; F吋iiet al.， 1994a)。ナール錠インタビューフォーム;柴田ら，

Fig.2・9. E育ect
catalepsy 
Mice were treated with oxatomide (3口，10:圃剖d 30:0 mg/kg， i.p.) or 0.5% CMC:・， simultaneously 

with haloperidol (0.075 mg/kg， s.c.) once a day for 8 days and the duration of catalepsy wぉexamined 60， 

120， and 240 min after administration. Each result represents the mean:t S.E.M. of 10 animals.ホp<O.05
as compared with the CMC-treated group (Mann-Whitney's U-test). 

Time after drug treatment (min) 
of oxatomide (repeated injection) on 
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も高い。 oxatomideのD2受容体阻害作用はchlorpromazineの約3βの効力を有す

ることが報告されており(Leysen and Gommeren， 1986)、この作用がDA取り込み

阻害作用と括抗するため、本 モデルの異常興奮行動を増強しなかったものと 推

測される。

次に、DA作動薬である apomorphineをマウスに前投与し、薬物によるDA神

経活性化に伴う行動変化を検出しやすいモデルを作製して検討した。 その結果、

ebastineの併用により、マウスの運動量は apomo中hine 単独時よりも増加したが、

oxatomideの併用では運動量は増加しないという前モデルと同様の結果を得た。

比較的特異的なDA受容体括抗薬である haloperidolは、錐体外路症状のモデ、ル

を作製するのに繁用される。 そこで次に、ebastineおよびoxatomideのhaloperidol

誘発句talepsyに対する作用を検討した。catalepsy陽性率で検討した場合、有意な

ebastineの効果は認められなかったが、回talepsy保持時間で検討すると、ebastine5 

または20 mglkgでは有意にω凶epsyが抑制された。 本実験結果のみでは明確な

根拠とは言えないかもしれないが、L-dopa-pargyline誘発異常興奮行動の増強 お

よびapomorphine併用による運動量高進の結果とあわせて考えると、 ebastine の

DA取り込み阻害作用により、 シナプス間隙のDA量が増加したための結果であ

ると推測される。 oxatomideはD2受容体阻害作用を有しているにも関らず、単回

投与では100 mglkgの大量投与でもωtalepsyを発現しなかった。 また haloperidol

誘発ωtalepsyの増強作用も認められなかった。 このことは oxatomideのDA取り

込み阻害作用が強く関与していることを示唆している。 すなわち、 oxatomideは

DA神経に対して、D2受容体限害作用とDA取り込み阻害作用の相反する作用を

有する薬物であり、catalepsyに影響しなかったのはDA神経に対して、相反する

2つの作用が括抗しているためであると考えられる。catalepsyは抗ムスカリン作

用により抑制されるが oxatomide の抗ムスカリン作用は弱いと報告されてい る

(Laduron et a1.， 1982，大森ら，1983)。 また、oxatomideには抗5・HT作用もあるが、

5・HTの錐体外路系への作用は明らかでなく、DAに比べてその関与は少ないと

考えられる。 一方、 oxatomideの連続投与時にはわずかではあるがca凶epsyが発
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現し、また、 haloperidol誘発αtalepsyを有意に増強した。 chlorpromazincのD2受

容体阻害作用のKi値(Billard et a1.， 1984)と、 oxatomideのD2受容体阻害作用の

ICso値(Leysen and Gommeren， 1986)から予測される oxatomideのKi値(13.6 n附

を、 第1章で報告したDA取り込み阻害作用のKi値(676 n附を比較すると、D2

受容体阻害作用の方が約50倍強力で・あることが 推測される。 このことから

oxatomideのDA取り込み阻害作用はD2受容体阻害作用による錐体外路症状を軽

減するが、完全に措抗すること はできず、連続投与時には錐体外路症状が発現

することがあるものと考えられた。 その機序は明らかではない が、 シナプス間

隙DA量の長期増加によるDA民ceptorの down-regulationやオートレセプターを

介したDA放出減少などの要因が考えられる。

以上の結果を総合的に判断すると、第1章で認められた抗アレルギー薬のDA

取り込み阻害作用が in vivo実験においても確認されたものと考えられるo

ebastineや astemizoleの投与時には、DA神経機能高進に伴う中枢興奮症状の発現

に注意を要するであろうし、oxatomideはD2受容体阻害作用とDA取り込み阻害

作用の相反する作用を有していることも考慮しておく必要があろう。

Table 2・7

14C標識ー抗アレルギー薬経口投与後のラット脳内放射能濃度
投与 量 (mg/kg) μ9 eq. / 9 

0.5hrs '1 hrs 2hrs 4hrs 6hrs 

astemizole 3 mg/kg 0.022 0.035 0.032 

ebastine 2 mg/kg 0.01 ND 0.01 

oxatomide 10 mg/kg 0.14 0.14 0.38 0.08 

terfenadine 10 mg/kg ND ND ND ND ND 

ND: not detectable 

4. 小活

第1 章で認められた抗アレルギー薬の DA 取り込み阻害作用の行動薬理学的

検証を行った。
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1)しdopa と p訂gylineを投与したマウスの異常興奮行動、 およびtripelennamine

によるその増強 作用はし、ずれも特異的 DA受容体措抗薬のpimozideにより抑制

されることから、DA神経機能の変化を調べるのに有用なモデル であることが明

らか となった。

2)上記モデルにおいて ebastineおよびastemizoleは異常興奮行動を有意に増大

させたが、 oxatomideおよびterfenadineは増大させなかった。

3) apomo中hineをマウスに投与したモデルにおいて、ebastineは有意に運動量を

増加させたが、 oxatomideは影響を与えなかった。

4) ebastineはhaloperidol誘発問talepsyを減弱した。

5) oxatomide の単回投与 では大量 でもωtalepsy を誘発す るこ とはな く、

haloperidol誘発問talepsyにも影響は認められなかった。 一方、 oxatomideの連続

投与時にはhaloperidol誘発αtalepsyが 増強された。
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第3章ラットにおけるNE血圧上昇反応に及ぼすebastineの影響

NEの取り込み阻害薬 であるdesipramineやnisoxetineによってNEの昇圧反応

は濃度依存的に増強さ れる(Tella et a1. ， 1993)。 また 、 H1受 容体括抗薬 の

diphenhydramineやchlorpheniramineがNEの心血管系作用を増強することが報告

されており、 これにはNE 取り込み阻害作用が関与していると考えられてい る

(Isaac and Goth， 1967)。 第1章のin vitro 実験 で、 ebastineはchlorpheniramineより

も若干強い悶取り込み阻害作用を示す ことがわかった。 そ こで、 in vivo での効

果を明らかにするために、 ラットにおけるNE 昇圧反応に対するebastineの作用

を検討した。

1. 実験材料および方法

1.1. 使用動物

体重290・310gのWistar系雄性ラット(清水 実験材料， 京都〉を使用した。 ラ

ットは実験の少なく とも一週間前から、室温22:t2 oc、 12時間明暗サイクル(午

前 6時から 午後 6時ま で明期)で飼育し、 飼育期間中、 回形飼料および水は自

由に与えた。

1.2. 使用薬物

dl-NEはノルアドレナリン注(三共〉を用いた。 hep紅i閣はヘパリンナトリウ

ム注N íシミズJ (清水)を用いた。 urethaneおよびdimethyl sulfoxide (DMSO) 

は石津製薬 (大阪〉 から購入した。 ebastineは大日本製薬より提供された原末

を用いた。 ebastineは100% DMSOに溶解後、 生理食塩液で用時希釈し懸濁液と

して用いた。
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1.3. 血FF測室

ラットに30% urethane (10 0 0  mglkg)を腹腔内投与し麻酔をかけた。 四肢を仰

臥位に固定し、 左頚静脈よりPE10、 左頚動脈よりPE20 のポリエチレンチュー

ブを挿管 した。PE20 チューフは圧トランスデューサー(GOULD S tatham 

Physiologiω1 P r岱sure Tr an sducer ) に接続し、 血圧 および 心拍数の記録に は

POLYGRAPH SYSτEM (日本光電) を用いた。 血圧および心拍数が安定した後、

旧2μglkgを投与した。阻投与10分後にebastine 1 mglkgを投与し、ebastine投

与10分後に再度NE 2μ凶唱を投与した。 さらに10分後 ebastine 2 m凶氾を投与

し、ebastine2 mglkg投与10分後にNE 2μglkgを投与した。ebastineおよびNEは

いずれも頚静脈に挿管したPE10チューブより注入した。

100 beats/min 1 _ 
-ーーー""圃唖ーー酔-

γ 
TIll-qd

 
u川m

 
m
 
nu

 
円ζ
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1 min 

norepinephrine ebastine norepinephrine 
年19/kg 1 mg/均 年19/kg

Fig. 3・1. Representative records of norepinephrine response in blood pressure 

and heart rate and e汗ect of ebastine in rats anesthetized with urethane 

1.4. 解析

NE 投与前、NE 昇圧反応のpeak時および NE投与 1分後の血圧を測定し、

repeated measure ANOV A法を用いて有意差の検定を行った。

Table 3・1にebastine投与前、ebastine1 mgll宅投与後、ebastine 2 mgll沼投与後の

NEの昇圧反応についてpeak時とNE投与1分後の結果を示した。 ebastineの投

与により、 麻酔ラットにおけるNEの昇圧反応は増強されず、 2 m凶沼投与では

有意な変化ではないが、 むしろ抑制された。

2. 実験成績

Fig. 3・1に血圧および心拍数に対するebastineの影響を代表的チャートで示し

た。左からJI債にそれぞれ、ebastine投与前に悶2μglkgを投与した時の血圧およ

び脈拍の変化、ebastine1 m供g投与時の変化、ebastine1 m政g投与10分後に悶

2μ凶唱を投与した時の変化を示している。 NE投与後すぐに血圧は上昇しピー

クに達し、 その 2--4分後には血圧は元に回復した。しかし、ebastine投与の前後

でNE による血圧上昇および心拍数への影響に大きな変化はなかった。ebastine

投与時に一過性の血圧低下が見られたが、これはebastineの溶解に用いた DMSO

の影響であった。またノルアドレナリン 注およびebastineの希釈に用いた生理食 一

塩水の投与は血圧に対する影響を示さなかった。

Table 3・1

Eifect of ebastine on norepinephrine (2μg/kg) increased blood pressure in 

rats anesthetized with urethane 

NE-induced change in blood pressure (mmHg) 

peak 1 min after 

+38.2:t3.2 +23.6:t4.3 before ebastine inj. 

after ebastine 1 mg/kg inj. 

after ebastine 2mg/kg inj. 

+38.9:t4.6 

+33.0:t3.0 

+20.0:t5.5 

+12.0:t6.2 

Each result represents the mean:t S. E.M. of 3 animals. 
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3. 考察

ebastineの in vi仕0でのNE取り込み限害作用に注目して、ebastineがNEの昇圧

作用に どのような影響を及ぼすかを麻酔ラットを用いて検討したoebastineの悶

取り込み阻害作用によりシナプス間隙のNE濃度が上昇し、NEの昇圧作用を増

強することが予測されたが、 今回行った実験では増強作用は見られず、昇圧作

用に有意な変化は認められなかった。

Tella et al. (19 93)の 無麻酔、無拘束ラットを用いた実験において、nisoxetine 0.01 

mg!kgの投与ではNEの昇圧作用を増強しなかったが、 0 .03および1 mglkgの投

与によりそれぞれNE応答が 40%および70%増強したことが報告されているo

ebastineのNE取り込み阻害作用はdesipramineやnisoxetineと比較して250 分の1

以下と弱 し、ため、今回用いた実験条件ではNEの昇圧作用に影響しなかったもの

と考えられる。また ebastineは0.3および1 mg!kgの高用量静脈内投与で麻酔イ

ヌおよびネコの血圧を下降させ、心拍数を 3 mg!kgで減少させることが知られて

いる(エパステル錠インタビューフォーム)。この作用の機序は不明であるが 、

これも ebastineによるNE昇圧反応の増強が 認められなかったことに関与してい

るかもしれない。一方、ebastineの活性代謝物であるcarebastineは麻酔 ネコのNE

反応を3 mg!kgの静脈内投与で有意に増強する(エパステル錠インタビ、ユーフォ

ーム)0 carebastineはebastineに比べ、NE取り込み阻害作用が強い可能性も考え

られ、これは今後の検討課題である。

4. 小活

in vi切における ebastineのNE取り込み阻害作用を in vivoで明らかにするため

に、ラットにおけるNE血圧上昇反応に及ぼす ebastineの影響を検討したが、 今

回行った実験ではebastineによるNE昇圧作用の増強は認められなかった。
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総括

抗アレルギー薬のモノアミン取り込み阻害作用を明らかにする目的で、 フッ

ト脳シナプトソーム画分を用いてモノアミン取り込み実験およびDA trans porter 

結合実験を行った。さらに、m VIVOにおけるDA取り込み阻害作用を明らかにす

るために行動薬理学的実験を行い、抗アレルギー薬のDA神経系に及ぼす影響を

検討した。また、NE取り込み阻害作用に ついてラットにおけるNE血圧上昇反

応を指標として若干の検討を加えた。

第1章ではin vitroにおいて 抗アレルギー薬のモノアミン取り込み阻害作用を

調べ、この作用が既に明らかになっている 抗ヒスタミン薬 chlo中he凶ramineと比

較検討した。 その結果、塩基性抗アレルギー薬の多くがモノアミン取り込み阻

害作用を示すことが明らかになった。また、 各モノアミン取り込みに対する阻

害の程度は抗アレルギー薬によってかなり異なった。ebastineは3種のモノアミ

ン(DAヲNEおよび5・HT)の取り込みに阻害作用を示し、そのKi値はし1ずれも20 0

出f前後であった。astemizoleと oxatomideはモノアミンのうち5-HTに対する取

り込み阻害作用が最も強く、 ついでNE，DAの)1国であった。astemizoleは抗アレ

ルギー薬10 種の中で最も強力な5・HT取り込み阻害作用を示したが、

chlorpheniramineと比較すると、 その作用は約14分のlであった。terfenadineは

DAに対する取り込み阻害作用が最も強く、 ついでNE，5・HTの)1債であった。

terfenadineのDA取り込み阻害作用はebastineの 約2分の1であった。azelastine

はモノアミンのうち5-HTに対する取り込み阻害作用が最も強く、ついでDA，悶

の)1債であったが、 その程度はどれも弱かった。ketotifenはNEおよび5-HTに取

り込み阻害作用を示し、 emedastineおよびepinastineはそれぞれNEおよび5-HT

のみに取り込み阻害作用を示したが、 その程度は弱かった。酸性抗アレルギー・

薬の pemirolastと tranilastは10μMの濃度でもDA，NEおよび5・HTのいずれに対

しても取り込み阻害作用を示 さなかった。抗アレルギー薬はDA transporterリガ

ンドのPH] GBR12935結合も抑制し、 その程度と[3H]DA取り込み阻害作用の程

度の間には強 し1相関関係が 認められた。
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抗アレルギー薬のモノアミン取り込み阻害作用を、各モノアミンに対する代

表的な取り込み阻害薬において報告された結果と比較すると、ebastineのDA取

り込み阻害作用はamphetamineやcoωineに近いことがわかり、この作用がこれ

ら薬物の中枢作用発現に寄与している可能性が考えられた。

第2章ではin vitro実験で認められた抗アレルギー薬のDA取り込み阻害作用

が、in vivo実験でもその様な効果が認められるかを明らかにするために、これ

らの薬物が DA関連行動にどのような影響を及ぼすかを調べた。 L-dopa と

p訂gylineを投与したマウスの 異常興奮行動、およびtripelennamineによるその増

強作用はし1ずれも特 異的 DA受容体括抗薬の pimozide により抑制されることか

らDA神経機能の変化を調べるのに有用なモデル であることが明らかとなった。

上記モデルにおいて ebastineおよびぉtemizoleは異常興奮行動を有意に増大させ

た。また、apomorphineをマウスに投与したモデルにおいて、ebastineは有意に運

動量を増加させた。 さらに、ebastineはマウスの haloperidol誘発catalepsyを減弱

した。以上の結果はebastineによるDA神経機能の高進を行動薬理学的に支持す

るものである。

oxatomideはchlorpromazineの約5分の3程度のD2受容休括抗作用を有してい

ることが報告されているが、大量でも回talepsyを誘発することはなく、haloperidol

誘発ωtalepsyにも影響しなかった。一方、oxatomideの連続投与時にはhaloperidol

誘発 catalepsy が増強された。 その機序は明らか ではないが、シナプス間隙DA

量の長期増加によるOA receptorの down-regulationやオートレセプターを介した

DA放出減少などの要因により、O2受容体阻害作用によるDA神経機能抑制が、

DA取り込み阻害作用によるDA神経機能高進を上回ってくるためと考えられた。

第3章ではin vi仕0における eb笛白leのNE取り込み阻害作用を in vivo で明ら

かにするために、ラットにおける悶血圧上昇反応に及ぼす ebastineの影響を検

討したが、今回行った実験ではebastineによるNE昇圧作用の増強は認められな

かった。

抗アレルギー薬は長期間連用されることが多く、薬物動態学的相互作用を含
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めてその副作用には十分注意しておかなければならない。 また、アトピー性皮

膚炎や気管支哨息などの疾患で小児に投与されることも多いことを考慮すると

中枢への移行性が低いものでも、その中枢性副作用を軽視することはできない。

特に ebastineやastemizoleの投与時には、DA神経機能高進に伴う中枢興奮症状の

発現に注意を要するであろうし、oxatomideはD2受容体阻害作用とDA取り込み

阻害作用の相反する作用を有していることも考慮、しておく必要があろう。 本研

究で明らかになった抗アレルギー薬のモノアミン取り込み阻害作用は、 抗アレ

ルギー薬の薬理作用の理解を深め、副作用を予測し、さらに併用による有害な

相互作用を防止するために重要な、適正使用のための基礎的情報である。
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