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・本文中で用いた略語一覧 

ACE: Angiotensin-converting enzyme 

ANP: Atrial natriuretic peptide 

AR: Androgen receptor 

ARBs: Angiotensin II receptor blockers 

AUC: Area under the curve 

BA: Bioavailability 

β-MHC: β-Myosin heavy chain 

Cmax: Maximum concentration 

Collagen-III: Collagen type III 

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium 

DMSO: Dimethyl sulfoxide 

DOCA: Deoxycorticosterone acetate 

DTT: Dithiothreitol 

ED50: 50% Effective dose 

eGFR: estimated Glomerular filtration rate  

EMPHASIS-HF: Eplerenone in Mild Patients Hospitalization and Survival Study in Heart Failure 

EPHESUS: Eplerenone Post–Acute Myocardial Infarction Heart Failure Efficacy and Survival Study 

EVALUATE: Eplerenone Combination Versus conventional Agent to Lower blood pressure on Urinary 

Antiproteinuric Treatment Effect 

FBS: Fetal bovine serum 

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

GR: Glucocorticoid receptor 

IC50: 50% Inhibitory concentration 

ID30: 30% Inhibitory dose  

ID50: 50% Inhibitory dose  

LBD: Ligand binding domein 

LC/MS/MS: Liquid chromatography/tandem mass spectrometer 

LH-RH: Luteinizing hormone-releasing hormone 

MC: Methyl cellulose 

MEM/NEAA: Minimum essential medium with non-essential amino acids 
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MMTV: Mouse mammary tumor virus 

MR: Mineralocorticoid receptor 

MT: Methyltestosterone 

NAG: N-Acetyl-β-glucosaminidase 

NYHA: New York Heart Association 

OPN: Osteopontin 

PAI-1: Plasminogen activator inhibitor-1 

phRL-TK: plasmid renilla luciferase-thymidine kinase 

PK: Pharmacokinetics 

PPAR: Peroxisome proliferator-activated receptor 

PR: Progesterone receptor 

RALES: Randomized Aldactone Evaluation Study 

qPCR: quantitative Polymerase chain reaction 

SD: Sprague-Dawley  

S.D.: Standard deviation  

SHRs: Spontanousely hypertensive rats 

TOPCAT: Trial of Aldosterone Antagonist Therapy in Adults with Preserved Ejection Fraction Congestive 

Heart Failure 
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緒論 

 

高血圧は、心血管系疾患を引き起こす最も重要な危険因子のひとつである。これまで高血圧を

治療するために、利尿薬、β 受容体遮断薬、カルシウム拮抗薬、ACE 阻害薬や ARBs など様々な

薬剤が開発され高血圧治療に貢献してきた。特にレニン・アンジオテンシン系を阻害する ACE 阻

害薬や ARBs は、優れた降圧作用に加え心不全患者および糖尿病性腎症患者でそれぞれ心臓およ

び腎臓の臓器保護作用を示すことが臨床試験により証明されている 1-4。一方、このような状況に

もかかわらず、いまだ降圧目標達成率は十分とは言えず 5, 6、心疾患による死亡も依然として高い

ままであり 7, 8、新たな薬剤、特に臓器保護作用に優れた高血圧治療薬が求められている。 

レニン・アンジオテンシン・アルドステロン系の最終産物であるアルドステロンは、1953 年に

Dr.Simpson によって単離されたホルモンであり 9、レニン・アンジオテンシン刺激によって副腎皮

質から分泌され、主として腎臓の遠位尿細管に存在する MR（mineralocorticoid receptor）に作用し

てナトリウム再吸収とカリウム排泄作用を示し、血圧の恒常性に関与する電解質ホルモンと考え

られていた。しかしながら、1990 年代に入りパラダイムシフトが起こり、アルドステロンは単な

る電解質ホルモンとしてではなく心血管リスクホルモンとして考えられ、その重要性が広く認識

されるようになった。これまでにアルドステロンの心臓および血管の線維化、心肥大、心室性不

整脈、脳卒中および腎障害への関与等が多数報告されている 10-18。アルドステロンを阻害するこ

との臨床的重要性を示したのが、1999 年に報告された RALES である。RALES は NYHA クラス

III-IV、左室駆出率 35％以下の重症の慢性心不全患者 1663 例を対象にした試験で、標準治療群に、

MR 拮抗薬であるスピロノラクトンを少量併用することで生存率を 30%改善した 19。また、2003

年に報告された急性心筋梗塞患者を対象にした EPHESUS20、2011 年に報告された軽症の慢性不全

患者を対象にした EMPHASIS-HF21 において、MR 拮抗薬エプレレノンによる好成績が発表され、

心不全治療における MR 拮抗薬の地位は確固たるものとなっている。 

またエプレレノンは、承認用量以上の 200 mg/day を用いた臨床試験において、低レニン性高血

圧患者では ARB のロサルタンよりも優れた降圧作用を示すこと 22, 23、収縮期高血圧患者ではカル

シウム拮抗薬のアムロジピンと同等の降圧作用を示すこと 24、左室肥大を有する高血圧患者では

ACE 阻害薬エナラプリルと同等の心肥大抑制作用を示すこと 25、アルブミン尿を有する 2 型糖尿

病患者ではエナラプリルより優れた尿アルブミン排泄減少作用を示すことから 26、MR 拮抗薬は

既存薬と遜色ない心臓および腎臓の臓器保護作用を有する高血圧治療薬として期待されている。
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さらに、MR 拮抗薬は単剤として優れたポテンシャルを有しているだけではなく、既存薬に併用

することでさらなる治療効果が期待できる。例をあげると、利尿薬、ACE 阻害薬、ARBs および

カルシウム拮抗薬を含む 3 剤以上の既存高血圧治療薬を服用しても、降圧目標を達成できない治

療抵抗性高血圧患者 27 に対して、MR 拮抗薬を追加投与することで明確な降圧効果が認められ、

降圧目標を達成できることが報告されている 28-32。また、ACE 阻害薬や ARBs でレニン・アンジ

オテンシン系を抑制しても、やがてアルドステロン濃度が上昇してくる「アルドステロンブレー

クスルー現象」が ACE 阻害薬や ARBs で治療中患者の約 40-53%と高頻度に認められ 33、そのよ

うな患者では ACE阻害薬や ARBsによる心肥大抑制作用や尿アルブミン排泄減少作用が減弱する

が、MR 拮抗薬を追加投与することで心肥大抑制作用やアルブミン尿低下作用が認められる 34-36。

以上のことから、MR 拮抗薬は、既存の高血圧治療薬で降圧目標を達成できない患者に対して新

たな治療選択肢を提供することができるだけでなく、レニン・アンジオテンシン系阻害薬などの

既存療法で治療が不十分な心臓および腎臓の臓器障害に対して優れた上乗せ効果が期待できると

考えられる。 

上述のように MR 拮抗薬は優れた薬理プロフィールを有しているにも関わらず、RALES 以降に

スピロノラクトンの処方が増加し、高カリウム血症が原因の入院や死亡率が上昇し社会的問題に

なった 37-39。高カリウム血症は致死的な不整脈を引き起こす副作用であり 40, 41、MR 拮抗作用によ

り腎臓でのカリウム排泄作用が抑制されることで引き起こされる。既存の MR 拮抗薬であるスピ

ロノラクトンやエプレレノンは、心疾患や腎疾患に対して優れた薬効を示すにも関わらず、高カ

リウム血症リスクのために 18、臨床においてその処方が制限されている 16, 42。すなわち、上述し

たレニン・アンジオテンシン系阻害薬を含む複数の治療薬が処方されている治療抵抗性高血圧患

者、心不全患者および糖尿病性腎症患者では、MR 拮抗薬による高カリウム血症がそれぞれ 17%43、

32% 44および 24% 45もの高頻度で認められることが報告されている。このような患者は、レニン・

アンジオテンシン系阻害薬を標準治療薬として服用しているため、MR 拮抗薬を併用することで

高カリウム血症リスクが非常に高くなっていると考えられている。こういった高カリウム血症の

懸念から、MR 拮抗薬の処方が敬遠されがちであるとともに、処方されても用量制限により MR

拮抗薬の本来の優れた薬効を最大限に発揮できていない 45。 

以上の背景より、MR 拮抗薬の優れた薬理作用を最大限に発揮するために、高カリウム血症リ

スク低減化に着目した治療戦略を考えた。これまで、スピロノラクトンの性ホルモン関連副作用

およびエプレレノンの弱い薬効を改善した非ステロイド骨格の MR 拮抗薬の創薬研究が主に行わ

れてきた 46-48。そして、近年になり、MR 拮抗薬の薬効と副作用（高カリウム血症リスク）を乖

離させる方向での創薬研究が行われるようになった。例えば、Blandish らは、ジヒドロピリジン
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骨格の化合物に、MR 拮抗作用とカルシウムチャネル拮抗作用を付与することで、薬効と副作用

を乖離できる可能性を述べている 49。また、Kolkhof らは、MR 拮抗薬のコファクター選択性によ

り、組織選択性を腎臓から心臓へと向上させ、心保護作用を保持したまま高カリウム血症リスク

が低減化できる新たな心不全治療薬創製の可能性を提唱している 50。Yang らは、アルドステロン

/MR ではなく、コルチゾール/MR と相互作用するリガンド選択的なペプチドを見出し、腎臓にお

けるアルドステロンの機能を抑制しない物質の探索を行っている 51, 52。上記のようなアプローチ

は高カリウム血症リスク低減化の新たな創薬戦略として興味深いものの、in vivo で明確な主薬効

を発現する用量において高カリウム血症リスクが低減されているといったコンセプトの証明には

至っていない。 

他方、我々は、以下の報告を参考に MR 拮抗作用にパーシャルアゴニスト活性を付与すること

で、高カリウム血症リスクが低減化できるのではないかと考えた。MR のホモ欠損マウスは、野

生型と比較して血漿カリウム濃度が顕著に上昇するが（6.3 vs. 8.1 mmol/L）、ヘテロ欠損マウスは

野生型と同等である（6.3 mmol/L）53。また、副腎摘出ラットを用いた検討において、カリウム負

荷を行うことで上昇した血漿カリウム濃度が（カリウム無負荷：6.1 vs. カリウム負荷：10 mmol/L）、

アルドステロン併用投与によって減少する（7.4 mmol/L）54。加えて、MR 以外の標的分子（例え

ば、アドレナリン β 受容体、ドパミン D2受容体、α4β2ニコチン受容体、PPARγ など）において、

パーシャルアゴニスト活性を有する化合物が、薬効を保持しつつ、薬効の延長線上の副作用リス

クに対してブレーキをかけることで薬効と副作用のバランスを保ち 55-63、医薬品として開発に成

功した例が幾つか知られている。 

そこで、上記の作業仮説を検証するために、MR に対してパーシャルアゴニスト活性を有する

新規の MR 拮抗薬を見出し、幾つかの異なるパーシャルアゴニスト活性を有する MR 拮抗薬を用

いて、その薬理作用（MR 拮抗作用、抗高血圧作用および心臓や腎臓の臓器保護作用）および高

カリウム血症リスク）について検討し、新たな知見が得られたのでここに報告する。
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本論 

 

第１章 新規 MR 拮抗薬の高カリウム血症リスクに対する作用 
第１節 新規 MR 拮抗薬の in vitro MR に対する作用 

 

・背景と目的 

MR 拮抗薬の MR に対するパーシャルアゴニストとしての薬理作用を検討するため、コンセプ

ト検証に使用可能な化合物の探索を試みた。我々は新規 MR 拮抗薬の探索研究を行う中で、非ス

テロイド骨格のベンズオキサジン誘導体の中に、MR 拮抗作用と MR パーシャルアゴニスト活性

を有する化合物があることを初めて見出した。そこで、ベンズオキサジン誘導体の中から、物性

パラメータ（溶解度、脂溶性、膜透過性および肝ミクロソームによる代謝安定性）の良好な化合

物として、DSR-11861、SM-368229 および DSR-14397 を選択した。本節では、DSR-11861、SM-368229

および DSR-14397 を用いて、その in vitro での MR に対する作用をスピロノラクトンおよびエプ

レレノンと比較検討することとした。そのために、被験物質のラット腎細胞質画分を用いた MR

結合親和性と、COS-7 細胞を用いたヒト MR の転写活性に対する作用を評価した。 

 

・実験方法 

被験物質 

DSR-11861、SM-368229 および DSR-14397 は大日本住友製薬株式会社化学研究所にて合成した

ものを使用した（Figure 1）。スピロノラクトンはSigma-Aldrichから購入した。エプレレノンは Inspra

錠®（Pfizer Inc.）を粉砕・抽出後、精製したものを使用した。In vitro 試験用の被験物質は、DMSO

に溶解したものを使用した。In vivo 試験の経口投与用の被験物質は、0.5% MC（ナカライテスク

株式会社）に懸濁させたものを使用した。 

 

ラット腎細胞質画分を用いた MR への結合親和性評価 

細胞質画分の調製は、Murase らの報告を参考に行った 64。副腎摘出 2-3 日後に、ラットから単

離した腎臓をTSMバッファー（0.1 mol/L Tris-HCl、0.25 mol/L Sucrose、0.1 mol/L Sodium molybdate、

2 mmol/L DTT、pH 7.4）に攪拌し、4℃、34,000 g で 60 分間遠心操作を行い、上清を MR バインデ

ィングアッセイに使用した。全ての操作は氷上にて行った。被験物質の MR への結合親和性は、

Grekin らの方法を参考にして評価した 65。まず、被験物質と腎細胞質画分を混合し、アルドステ
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ロンが GR へ結合するのを抑制するため GR 拮抗薬の mifepristone（Sigma-Aldrich、Final 2 μmol/L）

を添加し、プレインキュベートした。その後、3H-アルドステロン（PerkinElmer、Final 2 nmol/L）

を添加・混合した後、4℃で 18 時間インキュベートした。MR に結合していない 3H-アルドステロ

ンを除くために、dextran-coated charcoal（Sigma-Aldrich）を添加・混合した後、4℃、700 g で 5 分

間遠心操作を行った。上清中の放射活性は液体シンチレーションカウンター（Tri-carb 2900TR、

PerkinElmer）を用いて測定した。3H-アルドステロンの結合率は、全結合率から非特異的結合率（ア

ルドステロン 2 μmol/L 添加群）の放射活性を差し引くことで算出した。各被験物質の IC50は、3H-

アルドステロン特異的結合率を 50%抑制する濃度として算出し、2-3 回の実験結果の平均値で示し

た。 

 

COS-7 細胞を用いた MR のアゴニスト/アンタゴニスト作用評価 

腎細胞質画分を用いた MR への結合親和性評価では、被験物質が MR へ結合した後に、アゴニ

ストあるいはアンタゴニストとして作用するかは明らかでない。アルドステロンは核内受容体で

ある MR に結合後、核内に移行し転写を活性化することが知られている。そこで、MR の転写活

性を指標に、被験物質の MR アゴニストあるいはアンタゴニスト作用を検討した。被験物質の

MR に対する転写活性は、Hu らの方法を参考にレポータージーンアッセイを用いて評価した 66。

COS-7 細胞は、DMEM 基本培地（MEM-NEAA、2 mmol/L L-glutamine、1 mol/L Sodium pyruvate、

Invitrogen）、10% FBS（MP Biomedical）を用いて 37℃、5%CO2条件下で培養した。アッセイ時に

は、6-7×104cells/mL の COS-7 細胞を、5% charcoal/dextran-treated FBS（Thermo Fisher Scientific Inc.）

を含有した DMEM に懸濁させ 96 ウェルプレートに播種した。翌日、TransIT-LT1（Mirus Bio LLC）

を用いて、MR 発現プラスミド（大日本住友製薬株式会社ゲノム科学研究所作製）、pGL3-MMTV

および phRL-TK（Promega）を細胞に遺伝子導入した。phRL-TK プラスミドは、内部標準のため

に使用した。遺伝子導入 6 時間後、被験物質±アルドステロン（和光純薬工業株式会社、Final 1 

nmol/L）を添加し、さらに 18 時間インキュベートした。翌日、培養上清を除去し、細胞を溶解さ

せ、ルミノメーター（LB96V、Berthold Japan）を用いて細胞中のルシフェラーゼ活性を測定した。

各被験物質の IC50は、被験物質未添加の細胞と比較して、アルドステロン 1 nmol/L 添加細胞のル

シフェラーゼ活性を 50%抑制する濃度として算出した。各被験物質のパーシャルアゴニスト活性

は、アルドステロン 1 nmol/L 添加細胞と比較した被験物質 10 μmol/L 添加細胞のルシフェラーゼ

活性から算出した。被験物質の IC50およびパーシャルアゴニスト活性は、3-4 回の実験結果の平均

値で示した。 
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・結果 

ラット腎細胞質画分を用いた MR への結合親和性評価 

スピロノラクトンおよびエプレレノンは、3H-アルドステロンの特異的結合を濃度依存的に抑制

し、IC50はそれぞれ 0.0051 および 0.12 µmol/L となった。DSR-11861、SM-368229 および DSR-14397

はいずれも濃度依存的に 3H-アルドステロンの特異的結合を抑制し、IC50 はそれぞれ 0.66、0.021

および 0.037 µmol/L となった（Figure 2）。 

 

COS-7 細胞を用いた MR のアゴニスト/アンタゴニスト作用評価 

スピロノラクトンおよびエプレレノンは、アルドステロン刺激で上昇するルシフェラーゼ活性

の上昇を濃度依存的に抑制し、IC50はそれぞれ 0.012 および 0.42 µmol/L となった。また両化合物

ともアルドステロン非刺激条件下では、10 µmol/L でルシフェラーゼ活性を上昇させなかった。

DSR-11861、SM-368229 および DSR-14397 は、アルドステロン刺激で上昇するルシフェラーゼ活

性を濃度依存的に抑制し、IC50はそれぞれ 4.0、0.13 および 0.13 µmol/L となった。10 µmol/L にお

いて SM-368229 および DSR-14397 は、アルドステロン非刺激条件下で、それぞれ 12 および 36%

ルシフェラーゼ活性を上昇させたが、DSR-11861 は上昇させなかった（Figure 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Spironolctone Eplerenone

SM-368229DSR-11861 DSR-14397

Figure 1 Chemical structures of spironolactone, eplerenone, DSR-11861, SM-368229, and DSR-14397 
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Figure 2 Effects of test compounds on MR binding affinity in rat kidney cytosolic fraction 
3H-Aldosterone competition binding assay was performed using rat kidney cytosolic fraction with increasing 
concentrations of test compounds (white triangle: spironolactone, white square: eplerenone, white circle: DSR-11861, 
grey circle: SM-368229, and black circle: DSR-14397) and 3H-aldosterone (final 2 nmol/L). Following overnight 
incubation at 4°C, free 3H-aldosterone and bound 3H-aldosterone was separated using dextran-coated charcoal. MR-bound 
3H-aldosterone was then counted. Data are shown as means ± S.D. (n = 2-3) 

Figure 3 Effects of test compounds on MR transcriptional activity in COS-7 cells  
COS-7 cells were transiently transfected with MR expression vector, pGL3-MMTV, and phRL-TK. Following incubation 
for 6 hour, (A) spironolactone, (B) eplerenone, (C) DSR-11861, (D) SM-369229, or (E) DSR-14397 was added with 
aldosterone (final 1 nmol/L) (black circle) or without aldosterone condition (white circle). On the next day, luciferase 
activity was measured. Data are shown as means (n = 3).  
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第２節 新規 MR 拮抗薬の in vivo MR に対する作用 

 

・背景と目的 

第１節にて、3 種類のベンズオキサジン誘導体が MR への結合親和性を示し、MR アンタゴニス

トあるいはアゴニスト作用を示すことが明らかになった。次にこれら新規MR拮抗薬の in vivo MR

拮抗作用および in vivo MR アゴニスト作用を検討することとした。まず初めに新規 MR 拮抗薬を

in vivo 実験に用いることが可能かどうか検証するため、ラット PK 試験を実施し、薬物動態プロ

フィールについて検討した。次に、in vivo MR 拮抗作用を評価するための評価系を構築し、新規

MR 拮抗薬の in vivo MR 拮抗作用を評価した。最後に、パーシャルアゴニスト活性を有する MR

拮抗薬の in vivo MR アゴニスト作用を評価した。 

 

・実験方法 

被験物質 

被験物質の入手および調製は、第１章、第１節に記載の方法に準じた。静脈内投与時は、生理

食塩水に溶解し、1 mL/kg の用量で投与した。 

 

実験動物 

実験動物は日本エスエルシー株式会社または日本チャールス・リバー株式会社から購入した。

動物は、3-5 匹/ケージで温度（23±2℃）、湿度（55±10%）、照明（12 時間点灯/消灯サイクル、

8:00 AM 点灯）がコントロールされた部屋で飼育した。飼料（CE-2、日本クレア株式会社）とフ

ィルター濾過水は自由に摂取させた。全ての動物は、1 週間の検疫期間中に異常のなかった個体

を使用した。本試験は、大日本住友製薬株式会社研究本部の動物実験委員会により承認されてお

り、本研究本部の動物実験規約に従って実施した。 

 

薬物動態試験 

7 週齢の雄性 SD ラット（日本チャールスリバー株式会社）に非絶食の条件下で被験物質

（DSR-11861、SM-368229 および DSR-14397）を 10 mg/kg で強制経口投与もしくは 1 mg/kg の用

量で静脈内投与した。投与 0.08（静脈内投与のみ）、0.25、0.5、1、2、4、6 および 24 時間後に静

脈より採血を実施し、血漿サンプルを回収した。血漿中の被験物質濃度は LC/MS/MS（Alliance 2690, 

Waters Corporation、API3000, Applied Biosystems）を用いて測定した。結果は、平均値±標準偏差

で示した（n = 2-3）。 
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In vivo MR 拮抗作用評価 

Kagawa および de Gasparo らの方法を参考に行った 67-69。7 週齢の雄性 SD ラット（日本エスエ

ルシー株式会社）の副腎を摘出し、2-3 日の経過観察の後、術後管理の良好な個体を試験に使用し

た。副腎摘出後の動物は、通常給餌で飼育したが、飲水は生理食塩水にて飼育した。そして、食

餌によるナトリウム摂取量の個体差をなくすため、試験前日から試験期間中は絶食・自由飲水条

件下で実施した。 

In vivo MR 拮抗作用評価系の確立のために、副腎摘出ラットに、MR アゴニストである DOCA

（和光純薬工業株式会社、0.01、0.1 および 1 mg/kg, sc.）と 20 mL/kg の生理食塩水を投与した後、

代謝ケージに収容し 23 時間の飲水量と尿量を測定した。DOCA は、コーン油に溶解し、1 mL/kg

の用量で皮下投与した。その後、尿中のナトリウム濃度を分光光度計（JCA-BM 1650、日本電子

株式会社）を用いて測定した。試験期間中における「ナトリウムの摂取量」と「ナトリウム排泄

量」の差からナトリウムバランスを算出し、in vivo MR に対する薬理作用の指標として用いた。 

被験物質の in vivo MR 拮抗作用を評価する際は、副腎摘出ラットに被験物質を経口投与し、そ

の 30 分後に DOCA（1 mg/kg, sc.）と、20 mL/kg の生理食塩水を投与した後、代謝ケージにて 23

時間におけるナトリウムバランスを算出した。そして、Control（0.5% MC + コーン油投与）群と

比較して、DOCA で上昇するナトリウムバランスを 50%抑制する用量を各被験物質の ED50として

算出した。 

各被験物質投与群の用量および例数は以下の通りとした。スピロノラクトンおよびエプレレノ

ンの用量は、ともに 30、100 および 300 mg/kg に設定した。DSR-11861 の用量は、10、30 および

100 mg/kg に設定した。SM-368229 および DSR-14397 の用量は、ともに 1、3、10 および 30 mg/kg

に設定した。各実験群は、4～5 例で実施した。 

 

In vivo MR アゴニスト作用評価 

Kagawa の方法 69を改変し、in vivo MR アゴニスト作用の評価を実施した。7 週齢の雄性 SD ラ

ット（日本エスエルシー株式会社）の副腎を摘出した後に、被験物質を経口投与し、その 30 分後

に DOCA（1 mg/kg, sc.）もしくは corn oil（1 mL/kg, sc.）と、20 mL/kg の生理食塩水を投与した後、

代謝ケージにて 23 時間尿を回収し、分光光度計（JCA-BM 1650、日本電子株式会社）にて尿中の

ナトリウムおよびカリウム濃度を測定し、MR アゴニスト作用の指標として尿中ナトリウム/カリ

ウム比を算出した。 

各被験物質投与群の用量および例数は以下の通りとした。スピロノラクトンの用量は、100 
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mg/kg に設定した。SM-368229 の用量は、3、10 および 30 mg/kg に設定した。DSR-14397 の用量

は、1、3 および 10 mg/kg に設定した。各実験群は、すべて 5 例で実施した。 

 

統計解析 

結果は平均値±標準偏差で示した。統計解析は、Stat Preclinica（株式会社タクミインフォメー

ションテクノロジー）を用い、分散分析を実施後、スチューデントの t 検定またはダネットの多

重比較検定を実施した。P 値が 0.05 未満の場合に有意差があると判定した。 

 

・結果 

薬物動態試験 

DSR-11861、SM-368229 および DSR-14397 の BA を求めると、それぞれ 88.5、61.1 および 99.6

（%）となり、いずれの被験物質も良好な経口活性を示した。さらに、DSR-11861、SM-368229

および DSR-14397 の Cmax は、それぞれ 9.7±0.8、8.0±0.8 および 10.2±0.7（µg/mL）、AUC は、

それぞれ 29±2、107±6 および 91±8（µg•hour/mL）となり、充分な血中暴露を示した（Table 1）。 

 

In vivo MR 拮抗作用評価 

In vivo MR 拮抗作用の評価系構築 

Control 群と比較して、DOCA（0.01、0.1 および 1 mg/kg）は用量依存的にナトリウムバランス

を上昇させ（Control: -0.54 mmol; DOCA: それぞれ-0.52、-0.09 および 0.92 mmoL）、1 mg/kg の用

量において有意な上昇作用を示した（Figure 4）。この結果から、以降の各被験物質の MR 拮抗作

用の評価には DOCA（1 mg/kg）を用いた。 

 

スピロノラクトン評価 

Control 群と比較して、DOCA（1 mg/kg）はナトリウムバランスを有意に上昇させた（-0.22 vs. 1.24 

mmoL）。スピロノラクトン（30、100 および 300 mg/kg）は、DOCA 誘発ナトリウムバランス上昇

を用量依存的に、かつ 100 および 300 mg/kg 群においては有意に抑制した（それぞれ 0.88、0.48

および 0.10 mmoL）（Figure 5A）。スピロノラクトンの ED50は 91 mg/kg となった。 

 

エプレレノン評価 

Control 群と比較して、DOCA（1 mg/kg）はナトリウムバランスを有意に上昇させた（-0.38 vs. 1.45 

mmoL）。エプレレノン（30、100 および 300 mg/kg）は、DOCA 誘発ナトリウムバランス上昇を用

量依存的に、かつ 100 および 300 mg/kg 群においては有意に抑制した（それぞれ 1.42、0.78 およ
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び 0.42 mmoL）（Figure 5B）。エプレレノンの ED50は 208 mg/kg となった。 

 

DSR-11861 評価 

Control 群と比較して、DOCA（1 mg/kg）はナトリウムバランスを有意に上昇させた（-0.17 vs. 1.50 

mmoL）。DSR-11861（10、30 および 100 mg/kg）は、DOCA 誘発ナトリウムバランス上昇を用量

依存的に、かつ 30 および 100 mg/kg 群においては有意に抑制した（それぞれ 1.09、0.66 および 0.32 

mmoL）（Figure 5C）。DSR-11861 の ED50は 30 mg/kg となった。 

 

SM-368229 評価 

Control 群と比較して、DOCA（1 mg/kg）はナトリウムバランスを有意に上昇させた（-0.32 vs. 1.99 

mmoL）。SM-368229（1、3、10 および 30 mg/kg）は、DOCA 誘発ナトリウムバランス上昇を用量

依存的に、かつ 3、10 および 30 mg/kg 群においては有意に抑制した（それぞれ 1.33、0.72、0.46

および 0.01 mmoL）（Figure 5D）。SM-368229 の ED50は 2.4 mg/kg となった。 

 

DSR-14397 評価 

Control 群と比較して、DOCA（1 mg/kg）はナトリウムバランスを有意に上昇させた（-0.23 vs. 1.46 

mmoL）。DSR-14397（1、3、10 および 30 mg/kg）は、いずれの用量においても、DOCA で誘発さ

れるナトリウムバランスの上昇を有意に抑制することはできなかった（それぞれ 1.31、0.97、1.10

および 0.92 mmoL）（Figure 5E）。DSR-14397 の ED50は 30 mg/kg 以上となった。 

 

In vivo MR アゴニスト作用評価 

SM-368229 およびスピロノラクトン評価 

Control 群と比較して、DOCA（1 mg/kg）は尿中ナトリウム/カリウム比を有意に減少させた（11.7 

vs. 1.8）。SM-368229（3、10 および 30 mg/kg）は、尿中ナトリウム/カリウム比の減少作用を示し、

10 mg/kg 群においては有意な作用を示した（それぞれ 8.7、6.5 および 7.7）。スピロノラクトンは、

尿中ナトリウム/カリウム比に対しては作用を示さなかった（13.9）（Figure 6A）。 

 

DSR-14397 評価 

Control 群と比較して、DOCA（1 mg/kg）は尿中ナトリウム/カリウム比を有意に減少させた（11.5 

vs. 1.4）。DSR-14397（1、3 および 10 mg/kg）は、尿中ナトリウム/カリウム比の減少作用を示し、

いずれの用量においても有意な作用を示した（それぞれ 3.1、2.3 および 3.5）（Figure 6B）。 
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Table 1 Effects of test compounds on PK parameters in rats 
 

Test compounds 
BA 
(%) 

Cmax 
 (µg/mL) 

AUC 
 (µg•hour/mL) 

Spironolactone N.D. N.D. N.D. 

Eplerenone *25.6 *1.7 *2.4 

DSR-11861  88.5  9.7±0.8 29±2 

SM-368229  61.1  8.0±0.8 107±6 

DSR-14397  99.6  10.2±0.7 91±8 

Figure 4 Effects of DOCA on sodium balance in adrenalectomized rats 
Adrenalectomized SD rats were subcutaneously administered DOCA (0.01, 0.1, and 1 mg/kg) and
orally 0.9% NaCl (20 mL/kg), and maintained in metabolic cages for 23 hours. The sodium balance
was calculated as the sodium excretion subtracted from sodium intake. Data are shown as means ±
S.D. (n = 4-5). ## P < 0.01 vs. Control by Dunnett’s multiple comparison test 
 

Male SD rats were treated with DSR-11861, SM-368229, and DSR-14397 orally (10 mg/kg) or intravenously (1 mg/kg). 
Plasma concentrations of test compounds were measured 0.08 (only intravenously), 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6, and 24 hour after 
administration using a LC/MS/MS. Data are shown as means ± S.D. (n = 2-3).  
*The pharmacokinetics data of eplerenone (15 mg/kg, p.o. in rats) are cited from reference 72. 
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Figure 5 Effects of test compounds on sodium balance in adrenalectomized rats 
Adrenalectomized SD rats were orally administered (A) spironolactone (30, 100, and 300 mg/kg), (B) eplerenone (30, 100,
and 300 mg/kg), (C) DSR-11861 (10, 30, and 100 mg/kg), (D) SM-368229 (1, 3, 10, and 30 mg/kg), or (E) DSR-14397 (1, 3,
10, and 30 mg/kg), and 30 minutes later, 0.9% NaCl (20 mL/kg, p.o.) and DOCA (1 mg/kg, s.c.) were administered, and
maintained in metabolic cages for 23 hours. The sodium balance was calculated as the sodium excretion subtracted from
sodium intake. Data are shown as means ± S.D. (n = 4-5). ## P < 0.01 vs. Control by Student’s t-test, * P < 0.05, ** P < 0.01
vs. DOCA by Dunnett’s multiple comparison test 

Figure 6 Effects of SM-368229 and DSR-14397 on MR agonistic activity in adrenalectomized rats 
Adrenalectomized SD rats were administered (A) SM-368229 (3, 10, and 30 mg/kg, p.o.), or spironolactone (100 mg/kg, 
p.o.), (B) DSR-14397 (1, 3, and 10 mg/kg, p.o.), and 30 minutes later, 0.9% NaCl (20 mL/kg, p.o.) and DOCA (1 mg/kg, 
s.c.) or corn oil (1 mL/kg, s.c.) were administered, and maintained in metabolic cages for 23 hours. The urinary 
sodium/potassium ratio was measured. Data are shown as means ± S.D. (n = 5). # P <0.05, ## P < 0.01 vs. Control by 
Dunnett’s multiple comparison test 
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第３節 新規 MR 拮抗薬の高カリウム血症リスクに対する作用 

 

・背景と目的 

第２節にて、新規 MR 拮抗薬の DSR-11861 と SM-368229 がスピロノラクトンやエプレレノンよ

りも強い DOCA 誘発ナトリウムバランス上昇に対する抑制作用を示すことが明らかになった。

MR 拮抗薬による高カリウム血症は、腎臓での MR 活性抑制によりカリウム排泄が減少すること

で引き起こされる。そのため、新規 MR 拮抗薬が既存薬よりも強い MR 拮抗作用を示したとして

も、血清カリウム濃度上昇作用との安全マージンがなければ、既存の MR 拮抗薬が抱えている高

カリウム血症リスクの課題を克服できない。そこで、新規 MR 拮抗薬と既存 MR 拮抗薬の高カリ

ウム血症リスクを評価するための評価系を構築し、その系を用いて被験物質の血清カリウム濃度

に対する作用を検討することとした。さらに、パーシャルアゴニスト活性を有する MR 拮抗薬の

代わりに、スピロノラクトンとアルドステロンを併用し、血清カリウム濃度に対する作用を検討

することとした。 

 

・実験方法 

被験物質 

被験物質の入手および調製は、第１章、第１節に記載の方法に準じた。 

 

実験動物 

実験動物の入手および飼育に関しては、第１章、第２節に記載の方法に準じた。 

 

経口カリウム負荷試験 

Adam らの方法 54, 70を改変して実施した。すなわち、雄性 SD ラット（日本エスエルシー株式会

社）にスピロノラクトン（300 mg/kg）もしくは 0.5% MC を経口投与し、その 1 時間後に 15% KCl

溶液もしくは蒸留水を 10 mL/kg で経口投与した。KCl 溶液もしくは蒸留水投与 23 時間後に、血

液サンプルを回収し、分光光度計（JCA-BM 1650、日本電子株式会社）にて血清カリウム濃度を

測定した。なお、食餌による血清カリウム濃度の影響を少なくするため、試験前日から試験期間

中は絶食・自由飲水条件下で実施した。 

被験物質の高カリウム血症リスク評価時は、被験物質を経口投与し、その 1 時間後に 15% KCl

を 10 mL/kg で経口投与した。KCl 投与 23 時間後に、血液サンプルを回収し、血清カリウム濃度

を測定した。Control（0.5% MC + 1.5 g/kg KCl）群と比較して、血清カリウム濃度を 0.5 mmol/L 上
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昇させる用量を各被験物質の ED0.5として算出した。 

各被験物質投与群の用量および例数は以下の通りとした。スピロノラクトン、DSR-11861、

SM-368229 および DSR-14397 はいずれも 30、100 および 300 mg/kg に、エプレレノンは 100、300

および 1000 mg/kg に設定した。スピロノラクトンとアルドステロン併用実験において、スピロノ

ラクトンの用量は 300 mg/kg に、アルドステロンの用量は 1、3 および 10 mg/kg に設定した。各実

験群は、4～5 例で実施した。 

 

統計解析 

統計解析は、第１章、第２節に記載の方法に準じた。 

 

・結果 

高カリウム血症リスクの評価系構築 

カリウム無負荷時において、スピロノラクトン（300 mg/kg）は、血清カリウム濃度を有意に上

昇させた（5.1 vs. 5.9 mmol/L）。また、カリウム負荷のみを行っても、血清カリウム濃度は全く上

昇しなかったが（5.1 mmol/L）、スピロノラクトン 300 mg/kg 投与後にカリウム負荷を行うと、血

清カリウム濃度は顕著に上昇した（7.0 mmol/L）（Figure 7）。以上の結果から、被験物質の評価を

安定して行うために、血清カリウム濃度上昇幅の大きい 1.5 g/kg KCl 負荷条件を用いて、高カリ

ウム血症リスクを評価した。 

 

スピロノラクトン評価 

Control 群と比較して、スピロノラクトン（30、100 および 300 mg/kg）は、用量依存的に、かつ

300 mg/kg 群においては有意に血清カリウム濃度を上昇させた（Control: 5.2 mmol/L; スピロノラク

トン: それぞれ 5.4、5.9 および 6.5 mmol/L）（Figure 8A）。スピロノラクトンの ED0.5は、58 mg/kg

となった。 

 

エプレレノン評価 

Control 群と比較して、エプレレノン（100、300 および 1000 mg/kg）は、用量依存的に、かつ

1000 mg/kg 群においては有意に血清カリウム濃度を上昇させた（Control: 5.5 mmol/L; エプレレノ

ン: それぞれ 5.7、5.8 および 6.2 mmol/L）（Figure 8B）。エプレレノンの ED0.5は、512 mg/kg とな

った。 
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DSR-11861 評価 

Control 群と比較して、DSR-11861（30、100 および 300 mg/kg）は、用量依存的に、かつ 100 お

よび 300 mg/kg 群においては有意に血清カリウム濃度を上昇させた（Control: 5.0 mmol/L; 

DSR-11861: それぞれ 5.2、5.9 および 5.9 mmol/L）（Figure 8C）。DSR-11861 の ED0.5は、52 mg/kg

となった。 

 

SM-368229 評価 

Control 群と比較して、SM-368229（30、100 および 300 mg/kg）は、いずれの用量においても明

確な血清カリウム濃度上昇作用を示さなかった（Control: 5.4 mmol/L; SM-368229: それぞれ 5.6、

5.5 および 5.7 mmol/L）（Figure 8D）。SM-368229 の ED0.5は、300 mg/kg 以上となった。 

 

DSR-14397 評価 

Control 群と比較して、DSR-14397（30、100 および 300 mg/kg）は、いずれの用量においても明

確な血清カリウム濃度上昇作用を示さなかった（Control: 5.3 mmol/L; DSR-14397: それぞれ 5.1、

5.4 および 5.5 mmol/L）（Figure 8E）。DSR-14397 の ED0.5は、300 mg/kg 以上となった。 

 

MR 拮抗作用と高カリウム血症リスクの関連性 

被験物質による MR 拮抗作用と高カリウム血症リスクを横並びで比較するため、副腎摘出ラッ

トにおけるナトリウムバランス抑制率と経口カリウム負荷ラットにおける血清カリウム濃度作用

の変化量を縦軸に、横軸に各被験物質の用量をプロットした。パーシャルアゴニスト活性を有し

ていない MR 拮抗薬（スピロノラクトン、エプレレノンおよび DSR-11861）および DSR-14397 は、

MR 拮抗作用と血清カリウム濃度上昇作用の用量相関はほぼパラレルとなったが、SM-368229 は

MR 拮抗作用と血清カリウム濃度上昇作用が大きく乖離した（Figure 9）。 

 

スピロノラクトンとアルドステロン併用による評価 

Control 群と比較して、スピロノラクトン（300 mg/kg）は、血清カリウム濃度を有意に上昇させ

た（5.2 vs. 6.9 mmol/L）。アルドステロン（1、3 および 10 mg/kg）を併用することで、スピロノラ

クトンで上昇する血清カリウム濃度は用量依存的に抑制され（それぞれ 6.7、5.9および 5.1 mmol/L）、

10 mg/kg 群において有意な抑制作用を示した。一方、アルドステロン単独投与（10 mg/kg）は、

血清カリウム濃度の低下傾向を示したが（4.9 mmol/L）、統計学的に有意な作用を示さなかった

（Figure 10）。 
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Figure 8 Effects of test compounds on serum potassium level in potassium-loaded rats 
SD rats were orally administered (A) spironolactone (30, 100, and 300 mg/kg), (B) eplerenone (100, 300, and 1000 
mg/kg), (C) DSR-11861 (30, 100, and 300 mg/kg), (D) SM-368229 (30, 100, and 300 mg/kg), or (E) DSR-14397 (30, 
100, and 300 mg/kg), and 60 minutes later, KCl solution (1.5 g/kg) was orally administered. Serum potassium level was 
measured 23 hours after KCl administration. Data are shown as means ± S.D. (n = 4-5). * P < 0.05, ** P < 0.01 vs. 
Control by Dunnett’s multiple comparison test 

Figure 7 Effects of spironolactone on serum potassium level in potassium-loaded rats 
SD rats were orally administered spironolactone (300 mg/kg) or 0.5% MC, and 60 minutes later, 
15% KCl or distilled water (10 mL/kg) was administered. Serum potassium level was measured 
23 hours after KCl or distilled water administration. Data are shown as means ± S.D. (n = 5). 
Statistical significance was determined using Student’s t-test. 
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Figure 10 Effects of aldosterone on serum potassium level in potassium-loaded rats 
SD rats were orally administered spironolactone (300 mg/kg) and subcutaneously aldosterone (1, 3, and 10 mg/kg), and 60 
minutes later, KCl solution (1.5 g/kg) was orally administered. Serum potassium level was measured 23 hours after KCl 
administration. Data are shown as means ± S.D. (n = 4). Statistical significance was determined using Student’s t-test or 
Dunnett’s multiple comparison test 
 

Figure 9 The relationships between sodium balance inhibition and serum potassium elevation in rats 
The effects of (A) spironolactone, (B) eplerenone, (C) DSR-11861, (D) SM-368229, and (E) DSR-14397 on the sodium 
balance inhibition (%) were evaluated in adrenalectomized rats (white circles), and those of (A) spironolactone, (B) 
eplerenone, (C) DSR-11861, (D) SM-368229, and (E) DSR-14397 on the serum potassium elevation (mmol/L) were 
evaluated in potassium-loaded rats (black circles). Data are shown as means (n = 4-5)
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第４節 考察および小括 

本章では、MR パーシャルアゴニスト活性の高カリウム血症リスクに対する作用を明らかにす

ることを目的に、種々の検討を実施した。 

第 1 節では、新規のベンズオキサジン誘導体である DSR-11861、SM-368229 および DSR-14397

の MR に対する作用を in vitro で検討した。ベンズオキサジン誘導体は、スピロノラクトンやエプ

レレノンと同様に、3H-アルドステロンの特異的結合を用量依存的に、かつ完全に抑制したことよ

り、MR の LBD に対する競合拮抗作用を示すと考えられた。また、in vitro における MR 拮抗作用

の順列は、スピロノラクトン>SM-368229≧DSR-14397>エプレレノン>DSR-11861 となり、

SM-368229 と DSR-14397 は、エプレレノンよりも強く MR へ結合することが明らかになった。さ

らに、DSR-11861、SM-368229 および DSR-14397 は、10 µmol/L において、それぞれ 0%、12%お

よび 36%と異なる MR パーシャルアゴニスト活性を示したことより、パーシャルアゴニスト活性

の違いによる薬理作用を検討することが可能になると考えられた。 

第 2 節では、新規 MR 拮抗薬の MR に対する作用を in vivo で検討した。in vivo における MR 拮

抗作用の順列は、SM-368229>DSR-11861>スピロノラクトン>エプレレノン>DSR-14397となった。

DSR-11861 は、in vitro における MR 拮抗作用がエプレレノンよりも弱いにも関わらず、in vivo MR

拮抗作用はエプレレノンよりも強い作用を示した。この理由として、DSR-11861 がエプレレノン

よりも良好な薬物動態プロフィールを示すことが関与していると考えられた。エプレレノンは、

ヒトおよびラットにおける AUC が小さく 71, 72、スピロノラクトンより in vitro の MR 拮抗作用が

弱いため 66、臨床においても抗高血圧作用が弱いことが問題となっている 73, 74。スピロノラクト

ンも、in vitro MR 拮抗作用が SM-368229 や DSR-11861 より強いにも関わらず、in vivo MR 拮抗作

用は両化合物よりも弱い結果となった。しかし、スピロノラクトンは、複数の活性代謝体を有す

ることや、ラットとヒトでの代謝パターンが異なることより 75, 76、薬物動態プロフィールによる

考察は難しいと考えられた。また、DSR-14397 の in vitro MR 拮抗作用やラット PK 試験の AUC は

SM-368229 と同程度にも関わらず、DSR-14397 がナトリウムバランスを明確に抑制できなかった

ことより、強いMRパーシャルアゴニスト活性は in vivo MR拮抗作用を減弱させると考えられた。 

第 3 節では、新規および既存 MR 拮抗薬の高カリウム血症リスクを評価するため、ラットの経

口カリウム負荷試験を実施した。慢性心不全患者では、利尿薬による低カリウム血症を予防する

ために、カリウムサプリメントを服用することがあるが 77、Poggio らは、スピロノラクトンとカ

リウムサプリメントを服用している心不全患者において、高カリウム血症が高頻度でみられると

報告しており 78、今回用いた経口カリウム負荷ラットは、MR 拮抗薬とカリウム摂取により惹起
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される高カリウム血症を反映したモデルに成り得ると考えられる。実際、本評価系において、パ

ーシャルアゴニスト活性のない MR 拮抗薬スピロノラクトン、エプレレノンおよび DSR-11861 は、

ナトリウムバランス抑制作用の ED50（それぞれ 91、208 および 30 mg/kg）と、血清カリウム濃度

上昇作用の ED0.5 が近い値を示した（それぞれ 58、512 および 52 mg/kg）。一方、SM-368229 や

DSR-14397 のようなパーシャルアゴニスト活性を有する MR 拮抗薬は、本モデルにおいて明確な

血清カリウム濃度上昇作用を示さなかったことより、MR のパーシャルアゴニスト活性が、高カ

リウム血症リスク低減化に大きく寄与していると考えられた。さらに、スピロノラクトンで誘発

される血清カリウム濃度上昇作用が、アルドステロン併用で用量依存的に、かつ完全に抑制され

たことからも、我々の作業仮説を支持する結果が得られたと考えている。加えて、SM-368229 の

ように、適度（12%）のパーシャルアゴニスト活性を有する MR 拮抗薬が、薬効を保持しつつ、

高カリウム血症リスクを低減化させることが可能になると考えられた（Figure 9）。 

MR 拮抗薬の血清カリウム濃度上昇作用は、MR 拮抗作用により腎臓におけるカリウム排泄が減

少することに起因すると考えられるため、経口カリウム負荷ラットにおける尿中カリウム排泄量

を予備的に測定した。Control 群と比較して、スピロノラクトン（300 mg/kg）は、有意な尿中カリ

ウム排泄量の低下作用を示したが（4.7 vs. 3.9 mmol）、SM-368229（300 mg/kg）は、尿中カリウム

排泄量の有意な低下作用を示さなかった（4.8 vs. 4.6 mmol）。これらの結果より、パーシャルアゴ

ニスト活性を有する MR 拮抗薬は、カリウム排泄を過度に抑制しないことから、高カリウム血症

リスクの低減化につながると考えられた。 

また、カリウム摂取だけでなく、腎機能低下も MR 拮抗薬による高カリウム血症リスクを上昇

させる大きな要因となっている 40, 45。EPHESUS サブ解析においても、eGFR が 60 mL/min/1.73 m2

以下の腎機能低下患者では、高カリウム血症の頻度が多いことが報告されている（プラセボ：13.8% 

vs. エプレレノン：22.1%）79。従って、パーシャルアゴニスト活性を有する MR 拮抗薬の高カリ

ウム血症リスクをより明確化するためにも、5/6 腎摘出ラットのような腎機能低下動物を用いて 80, 

81、高カリウム血症リスクを評価することが重要になると考えられる。 

第１章の結果をまとめると、MR のパーシャルアゴニスト活性が、高カリウム血症リスク低減

化に大きく寄与していると考えられた。しかしながら、比較的強いパーシャルアゴニスト活性は、

主作用である MR 拮抗作用を減弱させるため、適度のパーシャルアゴニスト活性を付与すること

で、MR 拮抗作用を保持しつつ高カリウム血症リスク低減化作用を発揮できると考えられた。 
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第２章 高血圧自然発症ラットでの新規 MR 拮抗薬の作用 
第１節 血圧と血清カリウム濃度に対する作用 

 

・背景と目的 

第１章にて、新規 MR 拮抗薬の薬効と高カリウム血症リスクを、それぞれ異なるモデルで単回

投与の試験系で評価したが、その高カリウム血症リスク低減化作用が、同一個体で反復投与試験

でも維持されているか否かは不明である。そこで、高血圧自然発症ラット（SHRs）を用いて、

SM-368229 および DSR-14397 の反復経口投与時における血圧と血清カリウム濃度に対する作用を、

スピロノラクトンおよびエプレレノンと比較検討することとした。SHRs は、ヒトの本態性高血圧

の病態に類似した特徴を示すラットであり、若週齢から血圧が自然に上昇するため、これまでに

多くの高血圧治療薬の薬効評価に使用されている病態モデル動物である 82-84。 

 

・実験方法 

被験物質 

被験物質の入手および調製は、第１章、第１節に記載の方法に準じた。 

  

実験動物 

実験動物の入手および飼育に関しては、第１章、第２節に記載の方法に準じた。 

 

試験デザイン 

血圧測定に馴致させた 11 週齢の雄性 SHR/Hos（日本エスエルシー株式会社）を試験に用いた。

試験前日までに、SHRs の収縮期血圧および血清カリウム濃度を測定し、それらのパラメータを用

いて群分けを実施した。その後、被験物質を 1 日 1 回、2 週間反復経口投与し、2 週間投与後に血

圧を測定した。その後、エーテル麻酔下において腹部大動脈から全採血を実施し、血清カリウム

濃度測定用の血液サンプルを回収した。 

各被験物質投与群の用量および例数は以下の通りとした。第１章、第２節でナトリウムバラン

ス抑制作用を示した用量を参考に、スピロノラクトンは、30、100 および 300 mg/kg に、エプレレ

ノンは、10、30 および 100 mg/kg に、SM-368229 は、1、3 および 10 mg/kg に、DSR-14397 は、3、

10 および 30 mg/kg に設定した。各実験群は、6～8 例で実施した。 
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収縮期血圧の測定 

収縮期血圧の測定は、群分け前日および投与 2 週間後に行った。ラットをホルダーに挿入し、

38-40℃で 5-10 分間加温後、非観血式自動血圧装置（BP-98A、株式会社ソフトロン）を用いて、

無麻酔下 tail cuff 法にて測定し、3 回の測定の平均値を求めた。 

 

統計解析 

統計解析は、第１章、第２節に記載の方法に準じた。 

 

・結果 

スピロノラクトン評価 

Control 群では、2 週間の試験期間を通じて収縮期血圧は自然に上昇した（183.3→215.0 mmHg）。

スピロノラクトン（30、100 および 300 mg/kg）は、用量依存的に、かつ 100 および 300 mg/kg 群

において有意な昇圧抑制作用を示した（それぞれ 207.0、193.5 および 189.4 mmHg）（Figure 11A）。 

血清カリウム濃度に対しては、Control 群では、2 週間の試験期間を通じてほとんど変化がみら

れなかった（4.3→4.4 mmol/L）。スピロノラクトン（30、100 および 300 mg/kg）は、用量依存的

に、かつ 300 mg/kg 群において有意に血清カリウム濃度を上昇させた（それぞれ 4.5、4.8 および

4.9 mmol/L）（Figure 12A）。 

 

エプレレノン評価 

Control 群では、2 週間の試験期間を通じて収縮期血圧は自然に上昇した（192.0→205.5 mmHg）。

エプレレノン（10、30 および 100 mg/kg）は、用量を上げても明確な昇圧抑制作用を示さなかっ

た（それぞれ 203.5、202.5 および 199.8 mmHg）（Figure 11B）。 

血清カリウム濃度に対しては、Control 群では、2 週間の試験期間を通じてほとんど変化がみら

れなかった（4.3→4.2 mmol/L）。エプレレノン（10、30 および 100 mg/kg）は、いずれの用量にお

いても明確な血清カリウム濃度に対する作用を示さなかった（それぞれ 4.2、4.3および 4.1 mmol/L）

（Figure 12B）。 

 

SM-368229 評価 

Control 群では、2 週間の試験期間を通じて収縮期血圧は自然に上昇した（192.0→215.5 mmHg）。

SM-368229（1、3 および 10 mg/kg）は、用量依存的に、かついずれの用量においても有意な昇圧

抑制作用を示した（それぞれ 198.0、195.2 および 189.7 mmHg）（Figure 11C）。 

血清カリウム濃度に対しては、Control 群では、2 週間の試験期間を通じてほとんど変化がみら
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れなかった（4.4→4.5 mmol/L）。SM-368229（1、3 および 10 mg/kg）は、いずれの用量においても

明確な血清カリウム濃度に対する作用を示さなかった（それぞれ 4.4、4.4 および 4.5 mmol/L）

（Figure 12C）。 

 

DSR-14397 評価 

Control 群では、2 週間の試験期間を通じて収縮期血圧は自然に上昇した（183.3→210.1 mmHg）。

DSR-14397（3、10 および 30 mg/kg）は、用量を上げても明確な昇圧抑制作用を示さなかった（そ

れぞれ 204.9、199.6 および 200.6 mmHg）（Figure 11D） 

血清カリウム濃度に対しては、Control 群では、2 週間の試験期間を通じてほとんど変化がみら

れなかった（4.3→4.5 mmol/L）。DSR-14397（3、10 および 30 mg/kg）は、用量依存的に、かつ 10

および 30 mg/kg 群において有意に血清カリウム濃度を低下させた（それぞれ 4.4、4.1 および 4.0 

mmol/L）（Figure 12D）。 
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Figure 11 Effects of test compounds on systolic blood pressure in SHRs 
SHRs were orally administered (A) spironolactone (30, 100, and 300 mg/kg), (B) eplerenone (10, 30, and 100 mg/kg), (C) 
SM-368229 (1, 3, and 10 mg/kg), or (D) DSR-14397 (3, 10, and 30 mg/kg) once a day for 2 weeks. Trough systolic blood 
pressure was measured after 2 weeks drug treatments in the morning in conscious rats by tail-cuff method. Data are shown 
as means ± S.D. (n = 6-8). * P < 0.05, ** P < 0.01 vs. Control by Dunnett’s multiple comparison test 

Figure 12 Effects of test compounds on serum potassium level in SHRs 
SHRs were orally administered (A) spironolactone (30, 100, and 300 mg/kg), (B) eplerenone (10, 30, and 100 mg/kg), (C) 
SM-368229 (1, 3, and 10 mg/kg), or (D) DSR-14397 (3, 10, and 30 mg/kg) once a day for 2 weeks. Trough serum 
potassium level was measured after 2 weeks drug treatments. Data are shown as means ± S.D. (n = 6-8). * P < 0.05, ** P 
< 0.01 vs. Control by Dunnett’s multiple comparison test 

0

50

100

150

200

250

0

50

100

150

200

250

0

50

100

150

200

250

0

50

100

150

200

250

Spironolactone (mg/kg)

Control
30       100       300       

Eplerenone (mg/kg)

Control
１0       30       １00      

1       3       10       
Control

SM-368229 (mg/kg)

3       10       30       
Control

DSR-14397 (mg/kg)

S
ys

to
lic

 b
lo

o
d
 

p
re

ss
u
re

 (
m

m
H
g
)

S
ys

to
lic

 b
lo

o
d
 

p
re

ss
u
re

 (
m

m
H
g
)

(A) (B)

(C) (D)

S
ys

to
lic

 b
lo

o
d
 

p
re

ss
u
re

 (
m

m
H
g
)

S
ys

to
lic

 b
lo

o
d
 

p
re

ss
u
re

 (
m

m
H
g
)* * **

* **

0

2.0

4.0

6.0

0

2.0

4.0

6.0

0

2.0

4.0

6.0

0

2.0

4.0

6.0

S
e
ru

m
 p

o
ta

ss
iu

m
le

ve
l 
(
m

m
o
l/

L
)

S
e
ru

m
 p

o
ta

ss
iu

m
le

ve
l 
(
m

m
o
l/

L
)

(A) (B)

(C) (D)

S
e
ru

m
 p

o
ta

ss
iu

m
le

ve
l 
(
m

m
o
l/

L
)

S
e
ru

m
 p

o
ta

ss
iu

m
le

ve
l 
(
m

m
o
l/

L
)

Spironolactone (mg/kg)

Control
30       100       300       

Eplerenone (mg/kg)

Control
１0       30       １00       

1       3       10       
Control

SM-368229 (mg/kg)

3       10       30       
Control

DSR-14397 (mg/kg)

*

****



 
 

28

 

第２節 考察および小括 

本章では、パーシャルアゴニスト活性を有する新規 MR 拮抗薬の血圧と血清カリウム濃度に対

する作用を、SHRs を用いて評価した。 

スピロノラクトンおよびSM-368229は、有意な昇圧抑制作用を示し、それぞれの血圧を20 mmHg

低下させる用量 ED20は 94 および 2.7 mg/kg となり、ナトリウムバランス抑制作用を示す ED50の

91 および 2.4 mg/kg とほぼ同様の値になった。これらの結果から、SHRs での反復経口投与による

降圧作用は、MR 拮抗作用（ナトリウムバランス抑制作用）に起因する可能性を示唆しているも

のと考えられた。他方、SHRs において、エプレレノンで明確な抗高血圧作用が認められなかった

点に関して、エプレレノンのナトリウムバランス抑制作用を示す ED50は 208 mg/kg であり、本試

験で用いた最高用量の 100 mg/kg では、用量が低かったと推測される。実際、Brandish らは、エプ

レレノン 300 mg/kg を反復経口投与することで、SHRs において降圧作用と血清カリウム濃度上昇

作用がみられることを報告していることより 84、エプレレノンの用量を上げることで、SHRs にお

ける降圧作用および血清カリウム濃度上昇作用を評価できると考えられた。 

SM-368229 は、SHRs において、10 mg/kg の低用量でスピロノラクトンの 300 mg/kg に匹敵する

抗高血圧作用を示したが、血清カリウム濃度には影響を及ぼさなかった。なお、SM-368229 (100、

300 および 1000 mg/kg）は、SD ラットに 2 週間反復経口投与した試験において、血清カリウム濃

度に影響を及ぼさなかった（Control: 4.1 mmol/L; SM-368229: それぞれ 4.2、4.2 および 4.0 mmol/L）。 

DSR-14397 が in vivo MR 拮抗作用の検討結果と同様に、抗高血圧作用を示すことができなかっ

たことは、比較的強いパーシャルアゴニスト活性が MR 拮抗作用による本来の薬効を減弱させて

いるものと考えられる。しかし、DSR-14397 は、腎臓での MR アゴニスト作用に基づく血清カリ

ウム濃度低下作用を示したにも関わらず、血圧上昇作用を示さなかった。この詳細は不明である

が、MR 活性化による血圧上昇作用には、アゴニスト作用に加えて食塩負荷が必要なのかもしれ

ないと考えている。事実、Shibata らは、ラットを用いた検討において、0.3%NaCl を含有してい

る通常食では、アルドステロン投与による血圧上昇作用はみられないが、8%NaCl 食と同時にア

ルドステロンを投与することで、顕著に血圧が上昇することを報告している 85。 

パーシャルアゴニスト活性のない MR 拮抗薬であるスピロノラクトンやエプレレノンの用量を

下げることで、血清カリウム濃度を上昇させずに、抗高血圧作用を示すことができれば、パーシ

ャルアゴニスト活性を有する MR 拮抗薬と同じ薬効が期待できると考えられる。しかしながら、

SHRs を用いた今回の検討結果から、スピロノラクトンは、30 mg/kg の低用量では、血清カリウム

濃度をほとんど変化させなかったが、明確な降圧作用も示さなかった。そして、100 mg/kg という
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有意な抗高血圧作用を示す用量では、血清カリウム濃度が 4.33 から 4.75 mmol/L へ上昇傾向を示

し、300 mg/kg では有意な抗高血圧作用および血清カリウム濃度上昇作用を示した。このことは、

スピロノラクトンが SHRs において抗高血圧作用を示すには、充分な MR 拮抗作用を示す必要が

あると考えられる。一方、ヒトへの外挿性が高い高血圧モデル動物である SHRs で抗高血圧作用

を示すような薬剤は、ヒトの本態性高血圧患者においても抗高血圧作用が期待できると考えられ

ている。本態性高血圧患者を対象にした臨床試験においても、スピロノラクトン 100 mg/day を 8

週間反復経口投与することで、有意な収縮期血圧の低下作用を示し（-15.8 mmHg）、血清カリウム

濃度を 4.20 から 4.50 mmol/L と有意に上昇させた 73。同じ試験において、エプレレノン（50、100

および 400 mg/day）は、有意な収縮期血圧の低下作用を示し（それぞれ-7.5、-11.6 および-16.1 

mmHg）、血清カリウム濃度も有意に上昇させた（それぞれ+0.16、+0.15 および+0.33 mmol/L）。こ

れらの知見を総合すると、MR 拮抗作用による降圧作用と血清カリウム濃度上昇作用はパラレル

に変動すると考えられる。 

高カリウム血症の定義は、血清カリウム濃度が 5.5 mmol/L 以上とする場合が多く、今回の SHRs

や本態性高血圧患者の結果のように MR 拮抗薬で血清カリウム濃度をわずかに上昇させた程度で

は、高カリウム血症を惹起するとは考えにくい。しかしながら、実臨床においては、MR 拮抗薬

は、単剤で処方されることは少なく、他の高血圧治療薬や心不全治療薬との併用療法が主体であ

る。特にレニン・アンジオテンシン系阻害薬を服用している患者では、高カリウム血症リスクが

さらに高くなる。Khosla らは、ACE 阻害薬、ARBs および利尿薬を用いて治療しても降圧目標を

達成できない治療抵抗性高血圧患者に、スピロノラクトン（25 mg/day）もしくはエプレレノン（50 

mg/day）を併用すると、収縮期血圧は 157 から 142 mmHg へと有意に低下したが、血清カリウム

濃度は 4.1→4.5 mmol/L と有意に上昇し、17%もの高頻度で高カリウム血症が認められたと報告し

ている 43。Cruz らは、ACE 阻害薬およびループ利尿薬で治療中の心不全患者と比較して、スピロ

ノラクトン併用患者では高カリウム血症リスクが顕著に増加した（2% vs. 32%）と報告している 44。

そのため、単剤で血清カリウム濃度を上昇させるポテンシャルを有している既存の MR 拮抗薬は、

実臨床で処方される中で高カリウム血症を惹起する可能性が他剤よりも高いため、処方を敬遠さ

れがちである。SM-368229 のように、用量依存的に抗高血圧作用を増強するが、血清カリウム濃

度にはほとんど影響を与えないような薬理プロフィールを有している薬剤であれば、既存 MR 拮

抗薬が抱えている課題を改善できると考えられる。 

第２章の結果をまとめると、適度のパーシャルアゴニスト活性を有する MR 拮抗薬は、SHRs

を用いた反復経口投与実験において、抗高血圧作用を発揮しつつ高カリウム血症リスクを低減化

できると考えられた。 
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第３章 アルドステロン/食塩負荷ラットでの新規 MR 拮抗薬の作用 
第１節 アルドステロン/食塩負荷と同時投与の作用 

 

・背景と目的 

第１章および第２章にて、適度のパーシャルアゴニスト活性を有する MR 拮抗薬 SM-368229 が、

スピロノラクトンより強い MR 拮抗作用および抗高血圧作用を示すことが明らかになった。しか

しながら、パーシャルアゴニスト活性を有する MR 拮抗薬のアゴニスト活性およびアンタゴニス

ト活性が、臓器障害に対して促進的あるいは抑制的に作用するか否かは明らかではない。そこで、

アルドステロン/食塩負荷ラットを用い、パーシャルアゴニスト活性を有する MR 拮抗薬が、血圧

や心臓・腎臓の臓器障害にどのような影響を及ぼすかを検討することとした。アルドステロン/食

塩負荷ラットは、アルドステロンによる MR の活性化と高食塩状態により、重度の高血圧病態を

示すだけでなく、心臓、腎臓および血管の線維化、炎症、酸化ストレスを惹起する病態モデルで

ある 86-89。また、アルドステロン/食塩負荷で惹起された病態は、MR 拮抗薬（スピロノラクトン

やエプレレノン）で抑制されることより、MR 拮抗薬の血圧や臓器障害に対する作用を検討する

のに適したモデルであると考えられている。 

第１節では、まず、食塩負荷ラットを用いて、MR のパーシャルアゴニストである SM-368229

が、血圧や心臓・腎臓の臓器重量および腎機能障害マーカーに悪影響を及ぼさないか否かを検討

した。次に、アルドステロン/食塩負荷ラットを用いて、SM-368229 のアルドステロン/食塩負荷で

誘発される血圧上昇、心臓・腎臓の臓器重量および腎機能障害マーカーに対する作用をスピロノ

ラクトンと比較検討することとした。 

 

・実験方法 

被験物質 

被験物質の入手および調製は、第１章、第１節に記載の方法に準じた。 

 

実験動物 

実験動物の入手および飼育に関しては、第１章、第２節に記載の方法に準じた。 

 

アルドステロン/食塩誘発高血圧モデルの作製 

Rocha らの方法を参考にアルドステロン/食塩誘発高血圧モデルを作製した 89。すなわち、SD ラ

ット（日本エスエルシー株式会社）をペントバルビタール（50 mg/kg i.p.、ネンブタール、大日本
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住友製薬株式会社）にて麻酔し、左腎の摘出を行った。その後、アルドステロン溶液あるいは溶

媒（87%プロピレングリコール、9%エタノール、4%蒸留水）を充填した浸透圧ポンプ（アルゼッ

ト Model2004、DURECT Corporation）を背部に埋め込んだ。アルドステロンの投与量は既報に従

い 89、0.75 μg/hr に設定した。術後、飲料水は 1% NaCl + 0.3% KCl 溶液に変更した。 

 

試験デザイン 

食塩負荷モデルでの検討時は、被験物質を食塩負荷と同時に、1 日 1 回、20 日間反復経口投与

した。アルドステロン/食塩負荷モデルでの検討時は、被験物質をアルドステロン/食塩負荷と同時

に、1 日 1 回、14 日間強制反復経口投与した。何れの試験においても、投与最終日に、代謝ケー

ジに収容し、18 時間尿を回収した。採取した尿サンプルを用いて、尿タンパク排泄量（マイクロ

TP-テストワコー、和光純薬工業株式会社）および尿 NAG 排泄量（JCA-BM 1650、日本電子株式

会社）を測定した。最終投与翌日に、エーテル麻酔下において腹部大動脈から全採血を実施し、

血清電解質パラメータ測定用の血液サンプルを回収した。採血後、心臓および腎臓を摘出し、臓

器重量を測定した。 

各被験物質投与群の用量および例数は以下の通りとした。食塩負荷モデルでの検討において、

SM-368229 の用量は 30 mg/kg に設定した。アルドステロン/食塩負荷モデルでの検討において、

SM-368229 の用量は 10 および 30 mg/kg に、スピロノラクトンは 100 mg/kg に設定した。各実験群

は、4～6 例で実施した。 

 

収縮期血圧の測定 

収縮期血圧の測定は、手術前日および術後 1 週間に 2 回の割合で行った。ラットをホルダーに

挿入し、38-40℃で 5-10 分間加温後、非観血式自動血圧装置（BP-98A、株式会社ソフトロン）を

用いて、無麻酔下 tail cuff 法にて測定し、3 回の測定の平均値を求めた。 

 

統計解析 

統計解析は、第１章、第２節に記載の方法に準じた。収縮期血圧の統計解析は、最終測定日の

データのみを用いた。 

 

・結果 

食塩負荷モデルでの検討 

Control 群と比較して、アルドステロン群では血圧は上昇し試験終了時には、有意に上昇した

（122.1 vs. 185.6 mmHg）。SM-368229 は、血圧上昇作用を示さなかった（122.1 mmHg）（Figure 13）。
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また、被験物質による心拍数への作用はみられなかった（Data not shown）。 

Control 群と比較して、アルドステロン群では心臓重量が有意に増加し（0.83 vs. 0.95 mg）、体重

は有意に低下し（303 vs. 271 g）、心臓重量/体重比は有意に増加した（2.7 vs. 3.5 mg/g）。SM-368229

は心臓重量および体重には影響を及ぼさず（0.80 mg および 302 g）、心臓重量/体重比の増加作用

を示さなかった（2.7 mg/g）（Figure 14A, B, and C）。（Figure 14A, B, and C）。腎臓に関しても、Control

群と比較して、アルドステロン群では腎臓重量の有意な増加作用を示し（1.5 vs. 2.0 mg）、腎臓重

量/体重比は有意に増加したが（4.7 vs. 7.3 mg/g）、SM-368229 は腎臓重量および腎臓重量/体重比の

増加作用を示さなかった（それぞれ 1.4 mg および 4.6 mg/g）（Figure 14D and E）。 

尿パラメータに関して、Control 群と比較してアルドステロン群で腎機能障害のマーカーである

尿タンパク排泄量が有意に増加したが（18.7 vs. 113 mg/18hr）、SM-368229 は増加作用を示さなか

った（20.1 mg/18hr）（Figure 14F）。近位尿細管の障害マーカーである尿 NAG 排泄量に関しても、

Control 群と比較してアルドステロン群では有意に増加したが（0.14 vs. 0.35 U/18hr）、SM-368229

は増加作用を示さなかった（0.09 U/18hr）（Figure 14 G）。 

 血清電解質に関しては、Control 群と比較してアルドステロン群で血清ナトリウム濃度は有意に

上昇し（146.5 vs. 151.7 mmol/L）、血清カリウム濃度は有意に低下した（5.2 vs. 3.8 mmol/L）。

SM-368229 は、血清ナトリウム濃度および血清カリウム濃度にほとんど影響を与えなかった（そ

れぞれ 147.0 mmol/L および 5.3 mmol/L）（Figure 15 A and B）。 

 

アルドステロン/食塩負荷モデルでの検討 

Control 群と比較してアルドステロン群では、試験期間を通して血圧は徐々に上昇し、試験終了

時には、有意に上昇した（126.9 vs. 184.4 mmHg）。SM-368229（10 および 30 mg/kg）およびスピ

ロノラクトンは、アルドステロン/食塩負荷による血圧上昇を有意に抑制した（それぞれ 146.2、

133.0 および 148.3 mmHg）（Figure 16）。また、被験物質による心拍数への作用はみられなかった

（Data not shown）。 

Control 群と比較してアルドステロン群では、心臓重量および体重に有意な変化はみらなかった

が（それぞれ 0.79 vs. 0.88 mg および 277 vs. 255 g）、心臓重量/体重比は有意に増加した（2.9 vs. 3.5 

mg/g）。SM-368229 （10 および 30 mg/kg）およびスピロノラクトンは、アルドステロン/食塩負荷

で誘発される心臓重量の増加には影響を与えなかったが（それぞれ 0.87、0.80 および 0.83 mg）、

体重の減少を有意に抑制し（それぞれ 292、283 および 276 g）、心臓重量/体重比の増加を有意に

抑制した（それぞれ 3.0、2.8 および 3.0 mg/g）（Figure 17A, B, and C）。腎臓に関しても、Control

群と比較してアルドステロン群では、腎臓重量および腎臓重量/体重比の有意な増加作用を示した



 
 

33

（1.5 vs. 1.7 mg および 5.5 vs. 6.7 mg/g）。SM-368229 （10 および 30 mg/kg）およびスピロノラク

トンは、アルドステロン/食塩負荷で誘発される腎臓重量の増加抑制傾向を示し（それぞれ 1.6、

1.4 および 1.6 mg）、腎臓重量/体重比の増加を有意に抑制した（それぞれ 5.6、5.1 および 5.9 mg/g）

（Figure 17D and E）。 

尿パラメータに関しては、Control 群と比較してアルドステロン群で尿タンパク排泄量が有意に

増加した（21 vs. 50 mg/18hr）。SM-368229（10 および 30 mg/kg）は、アルドステロン/食塩負荷で

誘発される尿タンパク排泄量の増加を有意に抑制したが（それぞれ 22 および 24 mg/18hr）、スピ

ロノラクトンは抑制傾向を示したに過ぎなかった（27 mg/18hr）（Figure 17F）。尿 NAG 排泄量も、

Control 群と比較してアルドステロン群で有意に増加した（0.20 vs. 0.31 U/18hr）。SM-368229（10

および 30 mg/kg）は、アルドステロン/食塩負荷で誘発される尿 NAG 排泄量の増加を有意に抑制

したが（それぞれ 0.20 および 0.19 U/18hr）、スピロノラクトンは抑制傾向を示したに過ぎなかっ

た（0.23 U/18hr）（Figure 17G）。 

 血清電解質に関しては、Control 群と比較してアルドステロン群で血清ナトリウム濃度は有意に

上昇し（142.0 vs. 145.3 mmol/L）、血清カリウム濃度は有意に低下した（5.7 vs. 3.5 mmol/L）。

SM-368229（10 および 30 mg/kg）は、アルドステロン/食塩負荷で誘発される血清ナトリウム濃度

上昇作用を有意に抑制しただけでなく（それぞれ 142.8 および 142.7 mmol/L）、血清カリウム濃度

低下作用も有意に抑制した（それぞれ 4.4 および 4.7 mmol/L）。一方、スピロノラクトンは、アル

ドステロン/食塩負荷で誘発される血清ナトリウム濃度上昇を抑制しなかったが（145.8 mmol/L）、

血清カリウム濃度低下作用を有意に抑制した（4.1 mmol/L）（Figure 18A and B）。 
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 Figure 13 Effects of SM-368229 on systolic blood pressure in salt-treated rats  
SD rats were uninephrectomized, and were given high-salt water containing 1% NaCl and 0.3% KCl. Aldosterone or 
vehicle was treated subcutaneously at the rate of 0.75 µg/hr. SM-368229 (30 mg/kg) was orally administered for 20 days 
at the same time with salt loading. Systolic blood pressure was measured twice a week in conscious rats by tail-cuff 
method. Data are shown as means ± S.D. (n = 6). ## P < 0.01 vs. Control by Dunnett’s multiple comparison test 
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Figure 14 Effects of SM-368229 on heart/kidney weights and urinary protein/NAG excretions in salt-treated rats  
SD rats were uninephrectomized, and were given high-salt water containing 1% NaCl and 0.3% KCl. Aldosterone or 
vehicle was treated subcutaneously at the rate of 0.75 µg/hr. SM-368229 (30 mg/kg) was orally administered for 20 days 
at the same time with salt loading. Samples for (A) heart weight, (B) body weight, (C) heart weight/body weight, (D) 
kidney weight, (E) kidney weight/body weight, (F) urinary protein excretion, and (G) urinary NAG excretion were 
collected on the final day of experiment. Data are shown as means ± S.D. (n = 6). # P < 0.05, ## P < 0.01 vs. Control by 
Dunnett’s multiple comparison test 

Figure 15 Effects of SM-368229 on serum sodium and potassium levels in salt-treated rats  
SD rats were uninephrectomized, and were given high-salt water containing 1% NaCl and 0.3% KCl. Aldosterone or 
vehicle was treated subcutaneously at the rate of 0.75 µg/hr. SM-368229 (30 mg/kg) was orally administered for 20 days at 
the same time with salt loading. Blood samples for (A) serum sodium and (B) serum potassium levels were collected on the 
final day of experiment. Data are shown as means ± S.D. (n = 6). ## P < 0.01 vs. Control by Dunnett’s multiple comparison 
test 
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Figure 16 Effects of SM-368229 and spironolactone on systolic blood pressure in aldosterone/salt-treated rats  
SD rats were uninephrectomized, and were given high-salt water containing 1% NaCl and 0.3% KCl. Aldosterone was 
treated subcutaneously at the rate of 0.75 µg/hr. SM-368229 (10 and 30 mg/kg) or spironolactone (100 mg/kg) was orally 
administered for 14 days at the same time with aldosterone/salt loading. Systolic blood pressure was measured twice a 
week in conscious rats by tail-cuff method. Data are shown as means ± S.D. (n = 4-6). ## P < 0.01 vs. Control by 
Student’s t-test, ** P < 0.01 vs. Aldo by Dunnett’s multiple comparison test 
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Figure 17 Effects of SM-368229 and spironolactone on heart/kidney weights and urinary protein/NAG excretions 
in aldosterone/salt-treated rats  
SD rats were uninephrectomized, and were given high-salt water containing 1% NaCl and 0.3% KCl. Aldosterone was 
treated subcutaneously at the rate of 0.75 µg/hr. SM-368229 (10 and 30 mg/kg) or spironolactone (100 mg/kg) was orally 
administered for 14 days at the same time with aldosterone/salt loading. Samples for (A) heart weight, (B) body weight, 
(C) heart weight/body weight, (D) kidney weight, (E) kidney weight/body weight, (F) urinary protein excretion, and (G) 
urinary NAG excretion were collected on the final day of experiment. Data are shown as means ± S.D. (n = 4-6). # P 
<0.05, ## P < 0.01 vs. Control by Student’s t-test, *P < 0.05, ** P < 0.01 vs. Aldo by Dunnett’s multiple comparison test 

Figure 18 Effects of SM-368229 and spironolactone on serum sodium and potassium levels in aldosterone/salt-treated 
rats  
SD rats were uninephrectomized, and were given high-salt water containing 1% NaCl and 0.3% KCl. Aldosterone was 
treated subcutaneously at the rate of 0.75 µg/hr. SM-368229 (10 and 30 mg/kg) or spironolactone (100 mg/kg) was orally 
administered for 14 days at the same time with aldosterone/salt loading. Blood samples for (A) serum sodium and (B) serum 
potassium levels were collected on the final day of experiment. Data are shown as means ± S.D. (n = 4-6). ## P < 0.01 vs. 
Control by Student’s t-test, ** P < 0.01 vs. Aldo by Dunnett’s multiple comparison test 
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第２節 アルドステロン/食塩負荷後による病態形成後投与の作用 

 

・背景と目的 

第１節にて、SM-368229（10 および 30 mg/kg）もしくはスピロノラクトン（100 mg/kg）を、ア

ルドステロン/食塩負荷と同時に投与することで、アルドステロン/食塩誘発の血圧上昇、心臓・腎

臓の臓器重量の増加および腎機能障害マーカーの上昇を抑制できることが明らかになった。第２

節では、SM-368229 とスピロノラクトンの血圧、心臓および腎臓の臓器障害マーカーに対する作

用をさらに検討するため、アルドステロン/食塩負荷後、高血圧病態が惹起された後から被験物質

の投与を開始した。  

 

・実験方法 

被験物質 

被験物質の入手および調製は、第１章、第１節に記載した方法に準じた。 

 

実験動物 

実験動物の入手および飼育に関しては、第１章、第２節に記載した方法に準じた。 

 

アルドステロン/食塩誘発高血圧モデルの作製 

第３章、第１節に記載の方法に準じた。 

 

試験デザイン 

被験物質は、アルドステロン/食塩負荷 10 日後の病態形成後から 1 日 1 回、10 日間強制反復経

口投与した。投与最終日に、代謝ケージに収容し、18 時間尿を回収した。採取した尿サンプルを

用いて、尿タンパク排泄量および尿 NAG 排泄量を測定した。最終投与翌日に、エーテル麻酔下に

おいて腹部大動脈から全採血を実施し、血清電解質パラメータ測定用の血液サンプルを回収した。

採血後、心臓および腎臓を摘出し、臓器重量を測定した後、遺伝子発現解析用に心臓の左心室お

よび腎臓の皮質を液体窒素に入れ瞬時凍結し、測定まで-80℃にて保存した。 

各被験物質投与群の用量および例数は以下の通りとした。用量としては、第１節で同等の降圧

作用を示した SM-368229 10 mg/kg とスピロノラクトン 100 mg/kg に設定した。各実験群は、5～6

例で実施した。 
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収縮期血圧の測定 

第３章、第１節に記載の方法に準じた。 

 

遺伝子発現解析 

左心室および腎皮質の total RNA は、Trizol（Invitrogen）を用いて調製した。調製した total RNA

を Reverse Transcriptase（Applied Biosystems）を用いて逆転写を行い、合成された cDNA と SYBR 

Green PCR Master Mix（Applied Biosystem）を用いて qPCR を実施した（LightCycler, Applied 

Biosystems）。反応条件は、95℃, 120 秒, 1 サイクル、95℃, 15 秒と 60℃, 60 秒, 45 サイクルで実施

した。qPCR に用いたプライマーは以下のように設計した。 

ANP; forward: CGTATACAGTGCGGTGTCCAAC, reverse: AGCCCTCAGTTTGCTTTTCAAG 

β-MHC; forward: TGTCCAAGTTCCGCAAGGT, reverse: CAAGATCTACTCTTCATTCAGGCC 

OPN; forward: CCAGCACACAAGCAGACGTT, reverse: TCAGTCCATAAGCCAAGCTATCAC 

PAI-1; forward: GACAATGGAAGAGCAACATG, reverse: ACCTCGATCTTGACCTTTTG 

Collagen-III; forward: CAGCTGGCCTTCCTCAGACT, reverse: TGCTGTTTTTGCAGTGGTATGTAA 

p22phox; forward: ACCTGACCGCTGTGGTGAA, reverse: GTGGAGGACAGCCCGGA 

GAPDH; forward: GAAGGGCTCATGACCACAGT, reverse: GGATGCAGGGATGATGTTCT 

GAPDH は内部標準として使用した。 

 

統計解析 

統計解析は、第３章、第１節に記載の方法に準じた。 

 

・結果 

SM-368229 とスピロノラクトンの降圧作用をさらに検討するために、アルドステロン/食塩負荷

10 日後の血圧が上昇した時点（平均収縮期血圧 156.5 mmHg）から被験物質の投与を開始した。

アルドステロン群はその後も血圧は上昇し、試験終了時には Control 群と比較して有意に上昇した

（120.5 vs. 198.2 mmHg）。SM-368229 およびスピロノラクトンは、アルドステロン/食塩負荷によ

る血圧上昇を有意に抑制した（それぞれ 162.2 および 158.9 mmHg）（Figure 19）。また、被験物質

による心拍数への作用はみられなかった（Data not shown）。 

Control 群と比較してアルドステロン群では、心臓重量は増加傾向を示し（0.92 vs. 0.98 mg）、体

重は有意に減少し（338 vs. 291 g）、心臓重量/体重比は有意に増加した（2.7 vs. 3.6 mg/g）。SM-368229

およびスピロノラクトンは、アルドステロン/食塩負荷で誘発される心臓重量と体重の変化には有
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意な作用を示さず（それぞれ 0.98 および 0.91 mg と 311 および 315 g）、心臓重量/体重比の増加を

有意に抑制した（それぞれ 3.1 および 2.9 mg/g）（Figure 20A, B, and C）。腎臓に関しても、Control

群と比較してアルドステロン群では、腎臓重量および腎臓重量/体重比が有意に増加した（それぞ

れ 1.6 vs. 2.2 mg および 4.8 vs. 7.9 mg/g）。SM-368229 およびスピロノラクトンは、アルドステロン

/食塩負荷で誘発される腎臓重量の増加に対して抑制あるいは抑制傾向を示し（それぞれ 1.9 およ

び 1.7 mg）、腎臓重量/体重比の増加を有意に抑制した（それぞれ 6.1 および 5.4 mg/g）（Figure 20D 

and E）。 

尿パラメータに関しても、Control 群と比較してアルドステロン群で尿タンパク排泄量および尿

NAG 排泄量が有意に増加した（それぞれ 24 vs. 88 mg/18hr および 0.15 vs. 0.34 U/18hr）。SM-368229

およびスピロノラクトンは、アルドステロン/食塩負荷で誘発される尿タンパク排泄量と尿 NAG

排泄量の増加を有意に抑制した（それぞれ 27 および 31 mg/18hr と 0.23 および 0.18 U/18hr）（Figure 

20F and G）。 

 血清電解質に関しては、Control 群と比較してアルドステロン群で血清ナトリウム濃度は有意に

上昇し（143.5 vs. 147.8 mmol/L）、血清カリウム濃度は有意に低下した（5.2 vs. 3.5 mmol/L）。

SM-368229 は、アルドステロン/食塩負荷で変動する血清ナトリウム濃度および血清カリウム濃度

を有意に抑制した（それぞれ 144.2 mmol/L および 4.8 mmol/L）。一方、スピロノラクトンは、ア

ルドステロン/食塩負荷で誘発される血清ナトリウム濃度上昇を抑制しなかったが（146.6 mmol/L）、

血清カリウム濃度低下作用は有意に抑制した（4.2 mmol/L）（Figure 21A and B）。 

 心臓および腎臓の遺伝子発現解析に関しては、Control 群と比較してアルドステロン群で、心臓

の肥大マーカーである ANP や β-MHC、心臓・腎臓における炎症マーカーである OPN や PAI-1、

繊維化マーカーである Collagen-III、酸化ストレスマーカーである P22phoxの遺伝子発現が有意に上

昇した。心臓におけるスピロノラクトンの P22phox を除いて、SM-368229 とスピロノラクトンは、

アルドステロン/食塩で誘発されるこれらの遺伝子発現上昇を有意に、かつ Control 群と同程度に

まで抑制した（Figure 22 and 23） 
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Figure 19 Effects of SM-368229 and spironolactone on systolic blood pressure in aldosterone/salt-treated rats  
SD rats were uninephrectomized, and were given high-salt water containing 1% NaCl and 0.3% KCl. Aldosterone was 
treated subcutaneously at the rate of 0.75 µg/hr. SM-368229 (10 mg/kg) or spironolactone (100 mg/kg) was orally 
administered for 10 days after 10 days of aldosterone/salt loading. Systolic blood pressure was measured twice a week in 
conscious rats by tail-cuff method. Data are shown as means ± S.D. (n = 5-6). ## P < 0.01 vs. Control Student’s t-test, * P 
< 0.05 vs. Aldo by Dunnett’s multiple comparison test 
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Figure 20 Effects of SM-368229 and spironolactone on heart/kidney weights and urinary protein/NAG excretions 
in aldosterone/salt-treated rats  
SD rats were uninephrectomized, and were given high-salt water containing 1% NaCl and 0.3% KCl. Aldosterone was 
treated subcutaneously at the rate of 0.75 µg/hr. SM-368229 (10 mg/kg) or spironolactone (100 mg/kg) was orally 
administered for 10 days after 10 days of aldosterone/salt loading. Samples for (A) heart weight, (B) body weight, (C) 
heart weight/body weight, (D) kidney weight, (E) kidney weight/body weight, (F) urinary protein excretion, and (G) 
urinary NAG excretion were collected on the final day of experiment. Data are shown as means ± S.D. (n = 5-6). ## P < 
0.01 vs. Control by Student’s t-test, *P < 0.05, ** P <0.01 vs. Aldo by Dunnett’s multiple comparison test 

Figure 21 Effects of SM-368229 and spironolactone on serum sodium and potassium levels in 
aldosterone/salt-treated rats 
SD rats were uninephrectomized, and were given high-salt water containing 1% NaCl and 0.3% KCl. Aldosterone was 
treated subcutaneously at the rate of 0.75 µg/hr. SM-368229 (10 mg/kg) or spironolactone (100 mg/kg) was orally 
administered for 10 days after 10 days of aldosterone/salt loading. Blood samples for (A) serum sodium and (B) serum 
potassium levels were collected on the final day of experiment. Data are shown as means ± S.D. (n = 5-6). ## P < 0.01 vs. 
Control by Student’s t-test, * P < 0.05, ** P < 0.01 vs. Aldo by Dunnett’s multiple comparison test 
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Figure 22 Effects of SM-368229 and spironolactone on gene expression levels in the heart in 
aldosterone/salt-treated rats 
SD rats were uninephrectomized, and were given high-salt water containing 1% NaCl and 0.3% KCl. Aldosterone was 
treated subcutaneously at the rate of 0.75 µg/hr. SM-368229 (10 mg/kg) or spironolactone (100 mg/kg) was orally 
administered for 10 days after 10 days of aldosterone/salt loading. Samples for qPCR analysis were collected from the 
left ventricular tissue on the final day of experiment. Data are shown as means ± S.D. (n = 5-6). # P < 0.05, ## P < 0.01 
vs. Control by Student’s t-test, * P < 0.05, ** P < 0.01 vs. Aldo by Dunnett’s multiple comparison test 

Figure 23 Effects of SM-368229 and spironolactone on gene expression levels in the kidney in 
aldosterone/salt-treated rats 
SD rats were uninephrectomized, and were given high-salt water containing 1% NaCl and 0.3% KCl. Aldosterone was 
treated subcutaneously at the rate of 0.75 µg/hr. SM-368229 (10 mg/kg) or spironolactone (100 mg/kg) was orally 
administered for 10 days after 10 days of aldosterone/salt loading. Samples for qPCR analysis were collected from the 
kidney cortex tissue on the final day of experiment. Data are shown as means ± S.D. (n = 5-6). # P < 0.05 vs. Control, * P < 
0.05, ** P < 0.01 vs. Aldo by Dunnett’s multiple comparison test 
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第３節 考察および小括 

 本章では、パーシャルアゴニスト活性を有する MR 拮抗薬の血圧や心臓・腎臓の臓器障害マー

カーに対する作用を、食塩負荷あるいはアルドステロン/食塩負荷ラットを用いて検討した。 

第 1 節では、まず パーシャルアゴニスト活性を有する MR 拮抗薬 SM-368229 のアゴニスト活

性が、血圧上昇、心臓および腎臓の臓器重量の増加や腎機能障害マーカーを上昇させるか否かを

検討した。SM-368229 のような適度の MR パーシャルアゴニスト活性であれば、食塩と同時に負

荷しても高血圧や心肥大および腎機能障害などの病態を惹起するポテンシャルは低いものと考え

られた。次に、SM-368229 のアルドステロン/食塩で誘発される高血圧、心臓・腎臓の臓器障害マ

ーカーに対する予防効果を調べるため、被験物質をアルドステロン/食塩負荷と同時処置により検

討した。SM-368229 は、アルドステロン/食塩誘発の血圧上昇を有意に抑制しただけなく、心臓お

よび腎臓の臓器重量の増加や尿タンパク排泄量の増加などを完全に抑制した。また、SM-368229

（10 mg/kg）の降圧作用はスピロノラクトン（100 mg/kg）と同等であった。この点に関して、

SM-368229（10 mg/kg）およびスピロノラクトン（100 mg/kg）の in vivo MR 拮抗作用（ナトリウ

ムバランス抑制率；それぞれ 66%および 52%）や SHRs における降圧作用（それぞれ-25.8 および

-21.5 mmHg）がほぼ同等であることから、パーシャルアゴニスト活性を有していても、本モデル

において SM-368229 は充分に MR 拮抗作用を発揮できると考えられた。 

第 2 節では、SM-368229 のアルドステロン/食塩で誘発される高血圧、心臓・腎臓の臓器障害マ

ーカーに対する治療効果を調べるため、被験物質を高血圧病態惹起後からの処置により検討した。

SM-368229（10 mg/kg）およびスピロノラクトン（100 mg/kg）は、同時投与の検討結果と同様に、

アルドステロン/食塩誘発の血圧上昇、心臓および腎臓の臓器重量の増加や尿タンパク排泄量の増

加などを有意に抑制した。よって、SM-368229 は投与開始時期に関わらず、スピロノラクトンと

同様に降圧作用および臓器保護作用が期待できると考えられた。なお、今回用いた SM-368229（10 

mg/kg）およびスピロノラクトン（100 mg/kg）では、正常レベルまでの改善作用を示すことはで

きなかった。この点に関して、第１節の検討で、SM-368229 は 30 mg/kg の高用量の同時投与によ

りアルドステロン/食塩による血圧上昇作用をほぼ完全に抑制したこと、スピロノラクトンは、Park

らが検討した 200 mg/kg の同時投与により血圧上昇作用を完全に抑制すること 88、我々の予備検

討においてスピロノラクトン 300 mg/kg の後投与で血圧低下作用を示すこと（Data not shown）な

どを考え合わせると、SM-368229 の用量を増加することで、後投与における治療効果が期待され

る。 

SM-368229 はアルドステロン/食塩誘発の心肥大を有意に抑制し、その作用は心肥大マーカーで
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ある ANP や β-MHC の遺伝子発現抑制を伴っていた。本作用の一部には、心臓における直接的な

MR 拮抗作用が関与していると考えられる。なぜなら、新生仔ラットの培養心筋細胞を用いた検

討において、アルドステロンが心肥大を惹起し、その作用が MR 拮抗薬により抑制されることや

90-92、降圧作用を示さない低用量のスピロノラクトン（20 mg/kg）投与で、アルドステロン/食塩負

荷ラットにおける心肥大が抑制されることが報告されている 93。また、SM-368229 の心肥大抑制

作用には、降圧作用も寄与していると考えられるが、アルドステロン/食塩負荷で誘発される心肥

大が、スピロノラクトンと同等に血圧をコントロールした血管拡張薬（ヒドララジン）投与では

抑制されなかったことより 94、単なる血圧低下作用のみでは、SM-368229 の心肥大抑制作用を説

明できないと考えられる。これらの知見を総合すると、SM-368229 の MR 拮抗作用の心臓重量増

加に対する作用は、血圧低下作用に伴う間接的な心肥大抑制に加え、心臓における直接的な心肥

大抑制作用に基づくものと考えられる（Figure 24）。 

SM-368229 はアルドステロン/食塩誘発の腎機能障害マーカーの上昇も抑制した。SM-368229 の

MR 拮抗作用による腎保護作用も、血圧低下作用と腎臓における直接的な MR 拮抗作用によるも

のと考えられる（Figure 24）。すなわち、アルドステロン/食塩負荷で誘発される尿タンパクが、エ

プレレノンと同程度に血圧をコントロールした血管拡張薬（ヒドララジン）投与では抑制されな

かったことや 14、アルドステロンが炎症や酸化ストレスを惹起し 86, 87, 95、それらは MR 拮抗薬で

抑制されることが報告されており、我々の結果や考えを支持するものである。また、アルドステ

ロンは、尿タンパクを惹起する因子として考えられており 96-99、スピロノラクトン治療によって、

慢性腎臓病患者や糖尿病性腎症患者の尿タンパクが減少することが報告されている 35, 100-102。これ

らの知見を総合すると、SM-368229 の有する MR 拮抗作用が、抗高血圧作用だけでなく、腎臓に

おける炎症、繊維化および酸化ストレスを抑制し、タンパク尿減少に反映される腎保護作用に寄

与したと考えられる。 

 SM-368229（10 mg/kg）は、スピロノラクトン（100 mg/kg）と同等の降圧作用や、心臓・腎臓

の臓器保護作用を示し、質的な違いはほとんど認められなかった。しかしながら、血清電解質濃

度に対する作用は SM-368229 の方がスピロノラクトンよりも優れていた。両化合物の血清電解質

に対する作用の違いの原因は不明であるが、腎臓への組織移行性が関与している可能性もある。

また、SM-368229 は、第１節、第２節共に、アルドステロン処置により誘発された血清カリウム

濃度低下を有意に抑制したが、これらの作用は高カリウム血症を惹起したというよりは、原発性

アルドステロン症患者でみられるような低カリウム血症を改善したものと考えている 103, 104。 

第３章の結果をまとめると、適度のパーシャルアゴニスト活性を有する MR 拮抗薬は、アルド

ステロン/食塩で惹起される血圧上昇や臓器障害に対して抑制的に働き、アルドステロンがない状
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態においても、アゴニスト作用により病態を惹起することはないと考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 A schematic diagram of antihypertensive and cardiorenal protective effects of SM-368229 in 
aldosterone/salt-treated rats 
Aldosterone/salt hypertensive rats showed sodium reabsorption, followed by blood pressure increase. Moreover, 
aldosterone/salt increased cardiac hypertrophy marker and and urinary protein excretion, as an index for renal impairment, 
and induced gene expression levels for inflammation, fibrosis and oxidative stress markers in hearts and kidneys. These 
aldosterone/salt-induced blood pressure increase, cardiac hypertrophy, and renal impairment were inhibited by 
SM-368229 treatments. 

Sodium reabsorption↑
Inflammation(OPN, PAI-1)↑

Fibrosis(Collagen III)↑
Oxidative stress(p22phox)↑

Cardiac hypertrophy, Renal impairment

Blood pressure increase

Aldosterone+salt

MR↑

SM-368229

Heart Kidney

Inflammation(OPN, PAI-1)↑
Fibrosis(Collagen III)↑

Oxidative stress(p22phox)↑
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第４章 新規 MR 拮抗薬の MR 選択性 
第１節 新規 MR 拮抗薬の他の核内受容体に対する作用 

 

・背景と目的 

第１章および第２章にて、新規 MR 拮抗薬の中でも、SM-368229 が MR 拮抗作用および抗高血

圧作用を保持しつつ、高カリウム血症リスクを低減化させたプロフィールを有していることが示

されている。しかし、SM-368229 の優れた薬理作用が、MR に対する適度のパーシャルアゴニス

ト作用および拮抗作用のみで引き起こされているか否かは明らかでない。そこで、SM-368229 が

MR 以外の標的分子に作用するか否かについて検討することとした。 

MR は核内受容体サブファミリー3C に属し、同属の核内受容体である AR、PR および GR に対

して相同性が高いことが知られている 105, 106。また、スピロノラクトンは、MR 以外に AR や PR

への結合親和性を示すことより 66, 67、SM-368229 の MR 以外の核内受容体に対する作用を確認す

ることが重要である。そこで、SM-368229 の MR と相同性の高い他の核内受容体（AR、PR およ

び GR）に対する作用を、スピロノラクトンおよびエプレレノンと比較検討することとした。 

 

・実験方法 

被験物質 

被験物質の入手および調製は、第１章、第１節に記載の方法に準じた。 

 

実験動物 

実験動物の入手および飼育に関しては、第１章、第２節に記載の方法に準じた。 

 

COS-7 細胞を用いた他の核内受容体に対するアゴニスト/アンタゴニスト作用評価 

スピロノラクトン、エプレレノンおよび SM-368229 の他の核内受容体（AR、PR および GR）

に対するアゴニスト/アンタゴニスト作用は、Hu らの方法を参考に 66、第１章、第１節の方法を改

変して評価した。すなわち、Human MR 発現プラスミドの代わりに、human AR、human PR 発現

プラスミド（OriGene Technologies）および human GR 発現プラスミド（大日本住友製薬株式会社

ゲノム科学研究所作製）を用い、アルドステロンの代わりに以下のリガンドを用いた。AR、PR

および GR のリガンドとして、それぞれ 0.1 nmol/L Methyltrienolone (PerkinElmer)、1 nmol/L 

Progesterone (Sigma-Aldrich) および 1 nmol/L Dexamethasone (Sigma-Aldrich)を使用した。 

各被験物質の IC50 は、被験物質未添加の細胞と比較して、各リガンド添加細胞のルシフェラー
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ゼ活性を 50%抑制する濃度として算出した。各被験物質のパーシャルアゴニスト活性は、各リガ

ンド添加細胞と比較した被験物質 10 μmol/L 添加細胞のルシフェラーゼ活性から算出した。被験

物質の IC50およびパーシャルアゴニスト活性は、3-4 回の実験結果を平均値で示した。 

 

In vivo AR 拮抗作用評価 

被験物質の in vivo AR に対する作用は、精嚢の重量を指標に、ハーシュバーガーアッセイを改

変して評価した 107, 108。4 週齢の雄性 SD ラットに AR アゴニストとしてメチルテストステロン（MT、

東京化成工業株式会社）を 1 mg/kg の用量で 5 日間皮下投与すると同時に、被験物質も 5 日間反

復経口投与した。MT はコーン油に溶解させた。最終投与 24 時間後に、エーテル麻酔下において

精嚢を摘出しその重量を測定した。Control（0.5% MC + コーン油投与）群と比較して、MT で増

加する精嚢重量を 30%抑制する各被験物質の用量を SVW ID30として算出した。 

各被験物質投与群の用量および例数は以下の通りとした。SM-368229 とスピロノラクトンの用

量は、30、100 および 300 mg/kg に設定した。エプレレノンの用量は、100、300 および 1000 mg/kg

に設定した。各実験群は、すべて 5 例で実施した。 

 

In vivo PR 作用評価 

被験物質の in vivo PR に対する作用は、性周期と卵の数を指標に、Zhang らの方法を改変して評

価した 109。8-10 週齢の雌性 SD ラット（日本エスエルシー株式会社）の性周期を揃えるため、LH-RH

（Sigma-Aldrich）を 2 μg/rat で AM9:00 と PM4:00 に皮下投与した。LH-RH 投与 9 日後に膣スメア

法にて性周期が排卵期であることを確認できた個体を実験に使用した。その後、被験物質を 4 日

間反復経口投与し、最終投与 24 時間後に膣スメア法にて性周期の確認を行い、性周期が排卵期で

ある個体を正常性周期の割合として測定した。そして、炭酸ガス麻酔下において卵巣を摘出し、

卵管上に存在する卵の数を測定した。Control（0.5% MC 投与）群と比較して、卵の数を 50%抑制

する各被験物質の用量を OVA ID50 として算出した。 

各被験物質投与群の用量および例数は以下の通りとした。SM-368229 の用量は、100 および 300 

mg/kg に、スピロノラクトンの用量は 30 および 100 mg/kg に、エプレレノンの用量は、1000 mg/kg

に設定した。各実験群は、7～8 例で実施した。 

 

統計解析 

統計解析は、第１章、第２節に記載の方法に準じた。 
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・結果 

COS-7 細胞を用いた他の核内受容体に対するアゴニスト/アンタゴニスト作用評価 

SM-368229 の AR 、PR および GR に対する IC50は、それぞれ 5.0、2.3 および 30 μmol/L となり、

MR の IC50と比較して、それぞれ 38、18 および 231 倍の MR 選択性を示した。また、PR に対し

ては 10 μmol/L で 22%のパーシャルアゴニスト活性を示した。 

スピロノラクトンの AR 、PR および GR に対する IC50は、それぞれ 0.011、0.35 および 2.2 μmol/L

となり、MR の IC50と比較して、それぞれ 0.9、29 および 183 倍の MR 選択性を示した。また、

PR と AR に対しては共に 36%のパーシャルアゴニスト活性を示した。 

エプレレノンの AR 、PR および GR に対する IC50は、それぞれ 4.5、24 および 100 μmol/L 以上

となり、MR の IC50と比較して、それぞれ 11、57 および 238 倍以上の MR 選択性を示した。また、

エプレレノンは、AR、PR および GR に対してパーシャルアゴニスト活性を示さなかった（Table 2）。 

 

In vivo AR 拮抗作用評価 

SM-368229 評価 

Control 群と比較して、MT は精嚢重量を有意に増加させた（27 vs. 76 mg）。SM-368229（30、100

および 300 mg/kg）は、MT で増加した精嚢重量の増加抑制傾向を示したが（それぞれ 69、63 お

よび 61 mg）、統計学的に有意な作用ではなかった（Figure 25A）。SM-368229 の SVW ID30は 228 

mg/kg となり、MR 拮抗作用の指標であるナトリウムバランスの ED50と比較して 95 倍の MR 選択

性を示した（Table 3）。 

 

スピロノラクトン評価 

Control 群と比較して、MT は精嚢重量を有意に増加させた（25 vs. 60 mg）。スピロノラクトン

（30、100および 300 mg/kg）は、MTで増加した精嚢重量を用量依存的に、かつ 100および 300 mg/kg

群において有意に抑制した（それぞれ 58、42 および 35 mg）（Figure 25B）。スピロノラクトンの

SVW ID30 は 58 mg/kg となり、ナトリウムバランスの ED50と比較して 0.6 倍の MR 選択性を示し

た（Table 3）。 

 

エプレレノン評価 

Control 群と比較して、MT は精嚢重量を有意に増加させた（27 vs. 76 mg）。エプレレノン（100、

300 および 1000 mg/kg）は、MT で増加した精嚢重量を用量依存的に、かつ 1000 mg/kg 群におい

ては有意に抑制した（それぞれ 73、72 および 60 mg）（Figure 25C）。エプレレノンの SVW ID30は

896 mg/kg となり、ナトリウムバランスの ED50と比較して 4.3 倍の MR 選択性を示した（Table 3）。 
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In vivo PR 作用評価 

SM-368229 評価 

Control 群では、全ての個体が正常の性周期を示し（100%）、多数の卵がみられた（11.5 個）（Figure 

26A）。SM-368229（100 および 300 mg/kg）は、卵の数に影響を及ぼさなかった（それぞれ 10.4 お

よび 12.0 個）。SM-368229 の OVA ID50は、300 mg/kg 以上となり、ナトリウムバランスの ED50と

比較して 125 倍以上の MR 選択性を示した（Table 3）。 

 

スピロノラクトン評価 

Control 群では、ほとんどの個体が正常の性周期を示し（87.5%）、多数の卵がみられた（10.9 個）

（Figure 26B）。スピロノラクトン 30 mg/kg は、卵の数に影響を及ぼさなかったが（12.9 個）、100 

mg/kg は卵の数を有意に減少させた（3.3 個）。スピロノラクトンの OVA ID50は、76 mg/kg となり、

ナトリウムバランスの ED50と比較して 0.8 倍の MR 選択性を示した（Table 3）。 

 

エプレレノン評価 

Control 群では、ほとんどの個体が正常の性周期を示し（75%）、多数の卵がみられた（8.3 個）

（Figure 26C）。エプレレノン（1000 mg/kg）は、Control 群と同程度の卵の数を示した（8.3 個）。

エプレレノンの OVA ID50は、1000 mg/kg 以上となり、ナトリウムバランスの ED50と比較して 4.8

倍以上の MR 選択性を示した（Table 3）。 
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Figure 25 Effects of SM-368229, spironolactone, and eplerenone on seminal vesicle weights in MT-treated rats 
Male SD rats were subcutaneously administrated 1 mg/kg MT and orally administrated (A) SM-368229 (30, 100, and 300 
mg/kg), (B) spironolactone (30, 100, and 300 mg/kg), or (C) eplerenone (100, 300, and 1000 mg/kg) once a day for 5 
days. The weights of seminal vesicle were measured 24 hours after the last treatment. Data are shown as means ± S.D. (n 
= 5). ## P < 0.01 vs. Control by Student’s t-test, * P < 0.05, ** P < 0.01 vs. MT by Dunnett’s multiple comparison test 
 
 

Figure 26 Effects of SM-368229, spironolactone, and eplerenone on ova number in female rats 
Estrus-synchronized female SD rats were treated with (A) SM-368229 (100 and 300 mg/kg), (B) spironolactone (30 and 
100 mg/kg), or eplerenone (1000 mg/kg) once a day for 4 days. The ova number was counted 24 hours after the last 
treatment. Data are shown as means ± S.D. (n = 7-8). ** P < 0.01 vs. Control by Dunnett’s multiple comparison test 
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Table 2 In vitro selectivities of SM-368229, spironolactone, and eplerenone for MR and other steroid 
receptors 
 

 IC50 (µmol/L) Selectivity for MR 

 MR AR PR GR AR/MR PR/MR GR/MR 

SM-368229 
0.13 

†12% 
5.0 

2.3 
†22% 

30 38 18 231 

Spironolactone 0.012 
0.011 
†36% 

0.35 
†36% 

2.2 0.9 29 183 

Eplerenone 0.42 4.5 24 >100 11 57 >238 

 

 

 

 

 

Table 3 In vivo selectivities of SM-368229, spironolactone, and eplerenone for MR and other steroid 
receptors 
 

 
Sodium Balance 

ED50 
SVW ID30 OVA ID50 Selectivity for MR 

 MR AR PR AR/MR PR/MR 

SM-368229 2.4 228 >300 95 >125 

Spironolactone 91 58 76 0.6 0.8 

Eplerenone 208 896 >1000 4.3 >4.8 

 

 

 

 

COS-7 cells were transiently transfected with one of the MR, AR, PR, and GR expression vectors, pGL3-MMTV, and 
phRLTK. Following incubation for 6 hours, test compounds and a ligand were added. On the next day, luciferase activity 
was measured. Final ligand concentration for each steroid receptor was as follows; MR: 1 nmol/L Aldosterone, AR: 0.1 
nmol/L Methyltrienolone, PR: 1 nmol/L Progesterone, and GR: 1 nmol/L Dexamethasone. † indicates agonistic activity of 
test compounds at 10 μmol/L. Data are shown as means of 3-4 independent experiments.  
 

Sodium balance ED50 values were calculated as doses of test compounds that decreased sodium balance by 50% 
compared to DOCA-treated rats (n = 4-5). SVW ID30 values were calculated as doses of test compounds that decreased 
SVW by 30% compared to MT-treated rats (n = 5). OVA ID50 values were calculated as doses of test compounds that 
decreased ova number by 50% compared to vehicle-treated rats (n = 7-8).  
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第２節 新規 MR 拮抗薬の受容体およびイオンチャネルに対する作用 

 

・背景と目的 

 第１節にて、SM-368229 の MR 以外の核内受容体（AR、PR および GR）に対する選択性は良好

であることが確認できた。しかしながら、その他の受容体やイオンチャネルに作用して薬効や高

カリウム血症リスク低減化に関与しているか否かは明らかでない。そこで、SM-368229 の AR、

PR および GR 以外の抗高血圧作用や血中電解質制御に関連する標的分子への寄与の有無について

網羅的に解析した。 

 

・実験方法 

 SM-368229 の各種受容体およびイオンチャネルに対する結合親和性を検討するため、Ricerca 

Biosciences 社（旧 MDS Pharma Services）が提供する Lead Profiling Screen®を用いて、放射性リガ

ンドを用いたバインディングアッセイ（合計 66 分子）を実施した。結果は SM-368229 10 μmol/L

における抑制率（%）で示した（n = 2）。50%以上の抑制率を示す標的分子を結合親和性があると

判断した。 

 

被験物質 

SM-368229 は第１章、第１節に記載の方法に準じて入手し、10 mmol/L の DMSO 溶液を Ricerca 

Biosciences 社に提供した。 

 

・結果 

66の標的分子について検討した結果、いずれの標的分子に対してもSM-368229は10 μmol/Lとい

う高濃度において、50%以上の結合親和性を示さなかった。今回評価した中で、循環器疾患に関

連すると考えられる代表的な22の標的分子についての結果をTable 4に示す。残りの44の標的分子

は、下記に記した。Dopamine D1; Dopamine D2S; Dopamine D3; Dopamine D4.2; G Protein-Coupled 

Receptor103; GABAA, Flunitrazepam, Central; GABAA, Muscimol, Central; GABAB1A; Glutamate, 

Kainate; Glutamate, NMDA, Agonism; Glutamate, NMDA, Glycine; Glutamate, NMDA, Phencyclidine; 

Histamine H1; Histamine H2; Histamine H3; Imidazoline I2, Central; Interleukin IL-1; Leukotriene, 

Cysteinyl CysLT1; Melatonin MT1; Muscarinic M1; Muscarinic M2; Muscarinic M3; Neuropeptide Y Y1; 

Neuropeptide Y Y2; Nicotinic Acetylcholine; Nicotinic Acetylcholine α1, Bungarotoxin; Opiate μ; Opiate 
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κ; Opiate δ; Phorbol Ester; Platelet Activating Factor; Prostanoid EP4; Purinergic P2X; Purinergic P2Y; 

Rolipram; 5-HT1A; 5-HT3; Sigma σ1; Sigma σ2; Tachykinin NK1; Dopamine Transporter (DAT); GABA 

Transporter; Norepinephrine Transporter (NET); Serotonin Transporter (SERT)   

 

Table 4 Effects of SM-368229 on various receptors and ion channels 

Target molecules Sources % Inhibition 

Adenosine A1 Human recombinant CHO cells -6 

Adenosine A2A Human recombinant HEK-293 cells 6 

Adenosine A3 Human recombinant CHO-K1 cells 20 

Adrenergic α1A Wistar Rat submaxillary gland 5 

Adrenergic α1B Wistar Rat liver -3 

Adrenergic α1D Human recombinant HEK-293 cells 12 

Adrenergic α2A Human recombinant insect Sf9 cells 49 

Adrenergic β1 Human recombinant CHO-K1 cells 5 

Adrenergic β2 Human recombinant CHO cells -2 

Bradykinin B1 Human IMR-90 cells 17 

Bradykinin B2 Human recombinant CHO-K1 cells 1 

Calcium Channel L-Type, 

Benzothiazepine 
Wistar Rat brain -1 

Calcium Channel L-Type, 

Dihydropyridine 
Wistar Rat cerebral cortex -5 

Calcium Channel N-Type Wistar Rat brain frontal lobe -3 

Endothelin ETA Human recombinant CHO cells -5 

Endothelin ETB Human recombinant CHO-K1 cells 1 

Estrogen ERα Human recombinant insect Sf9 cells 4 

Epidermal Growth Factor Human A431 cells 5 

Potassium Channel KATP Hamster pancreatic HIT-T15 beta cells 32 

Potassium Channel HERG Human recombinant HEK-293 cells 16 

Sodium Channel, Site 2 Wistar Rat brain 22 

Thyroid Hormone SD Rat liver 21 

 

 

The effects of SM-368229 on various receptors and ion channels were evaluated using radioligand binding assays. Data 
are shown as mean % inhibition of SM-368229 at 10 μmol/L (n = 2). 
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第３節 考察および小括 

本章では、適度のパーシャルアゴニスト活性を有する MR 拮抗薬 SM-368229 の薬効と高カリウ

ム血症リスク低減化のメカニズム検討の一環として、MR 以外の標的分子に対する作用を検討し

た。 

第 1 節では、MR と相同性の高い他の核内受容体に対する選択性を評価した。スピロノラクト

ンは、臨床において AR 拮抗作用に基づくと考えられる女性化乳房、胸痛および性欲減少などの

性ホルモン関連副作用を示すことが治療上問題となっているが 19, 110、SM-368229 は、in vitro AR

に対してパーシャルアゴニスト作用を示さず、in vitro および in vivo での AR 拮抗作用と MR 拮抗

作用の選択性比はそれぞれ 38 倍および 95 倍となり、スピロノラクトン（それぞれ 0.9 倍および

0.6 倍）やエプレレノン（それぞれ 11 倍および 4.3 倍）と比較しても MR への選択性が充分ある

ことが明らかとなった。EPHESUS 試験において、エプレレノン投与患者における性ホルモン関連

副作用はプラセボ群と同程度であったことより 20、SM-368229 が臨床においても AR 関連副作用

を示す可能性は低く、忍容性に優れた医薬品になりうると考えられる。 

PR のアゴニスト/アンタゴニスト作用を示す化合物は性周期に影響を及ぼすことが知られてお

り 111, 112、PR への結合親和性を有するスピロノラクトンも、月経不順を引き起こす 113-116。スピロ

ノラクトンの in vitro PR/MR の選択性比（29 倍）は、SM-368229 の選択性比（18 倍）よりも高い

ことより、本検討でみられたスピロノラクトン投与による性周期異常は、PR アンタゴニスト作用

というよりはむしろ PR アゴニスト作用によるものと考えられる。SM-368229 も PR アゴニスト作

用のポテンシャルを有しているにも関わらず、100 および 300 mg/kg の高用量を投与しても、性周

期や卵の数へ異常を示さなかった。この原因は不明であるが、PR パーシャルアゴニスト活性の違

いによるものが一因として考えられる。 

本検討では、SM-368229 の GR に対する詳細な検討はしていないが、SM-368229 が臨床および

非臨床において GR に関連する作用を示す可能性は低いと考えられる。なぜなら、SM-368229 の

in vitro における GR 拮抗作用と MR 拮抗作用の選択性比は 231 倍で、スピロノラクトンの 183 倍

よりも高く、スピロノラクトン投与による GR 関連の副作用がほとんど報告されていないからで

ある 19。さらに、GR のアゴニストであるデキサメタゾンは、ラットの胸腺重量を減少させるが 117、

SM-368229 (100、300 および 1000 mg/kg）は、2 週間反復経口投与試験において、ラットの胸腺重

量に影響を及ぼさない（Data not shown）。これらの結果を総合すると、SM-368229 の MR 選択性

は、スピロノラクトンよりも優れていることを示している。 

 第 2 節では、SM-368229 の AR、PR および GR 以外の抗高血圧作用や血中電解質制御に関連す
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る標的分子に対する作用を評価した。SM-368229 は、今回評価した 66 の標的分子に関しては明確

な結合親和性示さなかったことより、MR への選択性が高い化合物であると考えられた。また、

Angiotensin AT1、Vasopressin V1A、Calcium Channel L-Type, Phenylalkylamine、Na+/K+ ATPase につい

ては、SM-368229 の類似化合物（同骨格であるベンズオキサジン誘導体および類似骨格であるベ

ンズオキサゼピン誘導体）が明確な作用を示さないことを確認している（それぞれ 10 μmol/L に

おいて 1、-2、0、16％抑制）。 

第４章の結果をまとめると、SM-368229 の薬効や高カリウム血症リスク低減化のメカニズムに、

MR 以外の受容体やイオンチャネルが関与する可能性は低いと考えられた。 
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総括 

 

レニン・アンジオテンシン・アルドステロン系の最終産物であるアルドステロンは、MR に作

用して血圧を上昇させるだけでなく、心臓、腎臓、血管および脳への障害を惹起する心血管リス

クホルモンと考えられていることより、MR 拮抗薬により高血圧および心血管系疾患を予防もし

くは治療することは、非常に重要である。しかしながら、MR 拮抗薬はメカニズムベースの副作

用である高カリウム血症リスクを有しており、薬効のポテンシャルを充分に発揮できておらず治

療満足度は高くない。そこで、本研究では、MR 拮抗薬の有する高カリウム血症リスクを低減化

させる治療戦略に着目し、MR 拮抗作用にアゴニスト活性を付与することで、高カリウム血症リ

スクが低減化できるという作業仮説を立て、異なるパーシャルアゴニスト活性を有する MR 拮抗

薬を用いて検証することとした。そして、本研究により得られた知見をまとめると、下記のよう

になる（Figure 27）。 

１）DSR-11861、スピロノラクトンに代表されるパーシャルアゴニスト活性を有していない MR

拮抗薬は、副腎摘出ラットにおける in vivo MR 拮抗作用を示す用量と、経口カリウム負荷ラ

ットにおける血清カリウム濃度上昇作用を示す用量がほぼ同じであった（Figure 9）。そして、

SHRs においても、スピロノラクトンは抗高血圧作用を示す用量から血清カリウム濃度を上昇

させた。しかし、血清カリウム濃度を上昇させないような低用量では、明確な抗高血圧作用

を示さなかったことも併せて考えると、スピロノラクトンが SHRs において抗高血圧作用を

示すには、充分な MR 拮抗作用を示す必要があると考えられる。これらの知見より、パーシ

ャルアゴニスト活性を有していない MR 拮抗薬は、薬効の指標である in vivo MR 拮抗作用お

よび降圧作用と、高カリウム血症の指標である血清カリウム濃度がパラレルに変動すること

より、高カリウム血症のリスクを有していることが示された。 

２）DSR-14397 のような比較的強いパーシャルアゴニスト活性を有する MR 拮抗薬は、経口カリ

ウム負荷ラットや SHRs で血清カリウム濃度を上昇させなかったことより、高カリウム血症

リスクは低いと考えられる。しかしながら、DSR-14397 は、主作用である副腎摘出ラットに

おける in vivo MR 拮抗作用および SHRs における抗高血圧作用を示すことができなかったこ

とより、比較的強いパーシャルアゴニスト活性は、本来の MR 拮抗作用に基づく薬効を減弱

させると考えられる。 

３）SM-368229 のような適度のパーシャルアゴニスト活性を有する MR 拮抗薬は、副腎摘出ラッ       
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トにおいて十分な in vivo MR 拮抗作用を示した。そして、経口カリウム負荷モデルにおいて、

in vivo MR 拮抗作用を示した用量より高い用量を用いても、明確な血清カリウム濃度の上昇

作用を示さなかった。さらに、SHRs においても、SM-368229 は十分な抗高血圧作用を示しつ

つ、血清カリウム濃度はほとんど上昇させなかった。これらのことより、適度のパーシャル

アゴニスト活性を有する MR 拮抗薬は、in vivo MR 拮抗作用および降圧作用と血清カリウム

濃度上昇作用が乖離しており、高カリウム血症リスクを低減したプロフィールを有している

ことが明らかとなった。 

４）SM-368229 は、アルドステロン/食塩負荷高血圧ラットにおいて、抗高血圧作用や心臓および

腎臓の臓器保護作用を示し、食塩負荷ラットでは、血圧上昇や心臓および腎臓の臓器重量の

増加、腎機能障害マーカーの上昇を示さなかったことより、適度のパーシャルアゴニスト活

性を有している MR 拮抗薬は、病態で上昇した MR の活性化を抑制し、内在性リガンド濃度

が低い状況下ではパーシャルアゴニスト活性自身による MR の活性化を介して病態を惹起す

る可能性は低いと考えられた。 

今回得られた知見から、MR 拮抗薬が有しているパーシャルアゴニスト活性が、薬効と高カリ

ウム血症のバランスを決定する重要な因子になると考えられた。そして、SM-368229 が有してい

る 12%という適度のパーシャルアゴニスト活性が、薬効を保持しつつ高カリウム血症リスク低減

化に重要であることが明らかになった。しかし、12%程度のパーシャルアゴニスト活性では、in vivo

で薬理作用を発揮するには弱すぎるのではないかと思われるが、実際に SM-3689229 を副腎摘出

ラットに投与すると、尿中ナトリウム/カリウム比を低下させ MR アゴニスト作用を示すと考えら

れる（Figure 6A）。また、本研究では MR のパーシャルアゴニスト活性を、ルシフェラーゼアッセ

イの系において、1 nmol/L のアルドステロン刺激を 100%とした時の割合で算出している。しかし、

ヒトやラットの高血圧および心不全病態における血中のアルドステロン濃度は、1 nmol/L よりも

低く、約 0.15-0.3 nmol/L である 118-121。そのような病態生理的なアルドステロン濃度条件下で

SM-368229 のパーシャルアゴニスト活性を補正すると（0.15-0.3 nmol/L のアルドステロン刺激を

100%とした時の割合で算出すると）、14-18%となる。従って、今回の SHRs において認められた

結果の考察として、SM-368229 が有している適度のパーシャルアゴニスト活性が、過度の MR ア

ンタゴニスト作用にブレーキをかけるのに十分な薬理作用を発揮したために、血清カリウム濃度

を上昇させなかったと推察している。DSR-14937 も同様の条件でパーシャルアゴニスト活性を算

出すると、55-62%となり、内因性リガンド濃度が低いあるいは高くない場合は、MR アンタゴニ

ストというよりも、むしろ MR アゴニストとして薬理作用を発揮するポテンシャルを有している

と考えられた。実際、DSR-14397 は、SHRs においては、血清カリウム濃度を低下させている（Figure 
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12D）。一方、ヒト健常人や正常ラットにおける血中のアルドステロンは、約 0.1 nmol/L である 122-124。

ルシフェラーゼアッセイの系において、0.1 nmol/L のアルドステロン刺激では、アルドステロン 1 

nmol/L 刺激条件下と比較して、ルシフェラーゼ活性は約 50%となることより、SM-368229 が有す

る適度なパーシャルアゴニスト活性（10 μmol/L で 12%）であれば、生理的濃度のアルドステロン

よりも強く MR を活性化する可能性は低く、SM-368229 を長期的に投与したとしても心肥大など

の臓器障害を惹起する懸念点は低いと考えられる。3 週間の反復経口投与試験ではあるが、

SM-368229 は食塩負荷ラットにおいて、心臓重量を全く増加させていない（Figure 14A）。 

MR 拮抗薬の高血圧治療薬や収縮機能低下型心不全治療薬以外の有用性として、治療抵抗性高

血圧や腎疾患治療薬としても期待できることが報告されている 27, 125-127。また、MR 拮抗薬の新た

な適応の可能性として、アンメットメディカルニーズの高い収縮機能保持型心不全患者を対象に

した TOPCAT128 や、アルブミン尿を有する高血圧患者における腎保護を検討する EVALUATE が

進行中であり 129、その臨床試験結果が注目されている。さらに、MR 拮抗薬の有用性が注目され

る中、2010 年に入り、非ステロイド骨格の MR 拮抗薬の創薬研究が活発化し 130-133、臨床移行し

た化合物も出てきたが 134, 135、高カリウム血症リスク低減化に着目しているものは見当たらない。

MR 拮抗薬ではないものの、既存 MR 拮抗薬との併用剤として使用する経口カリウム吸着剤

（RLY5016）が、開発後期段階にあるに過ぎない 135, 136。しかしながら、RLY5016 は、消化器関連

の副作用を有しており、課題も残されている。また、緒論に記載したように、複数の研究グルー

プによって、MR 拮抗薬の薬効と副作用（高カリウム血症リスク）を乖離させる創薬戦略が提示

され研究開発が行われるようになったが 49-52、未だにコンセプトの証明には至っていないのが現

状である。 

 核内受容体の創薬研究においては、薬効と副作用を乖離したモジュレーターという概念が提唱

されており、ER 137, 138、AR139 140、GR 141や PR 142に関しては、非臨床試験あるいは臨床試験にて

そのことが証明されているが、MR に関しては未だ証明されていない。今回我々が見出した知見

は、適度のパーシャルアゴニスト活性を有する MR 拮抗薬が、MR 拮抗作用と血清カリウム濃度

上昇作用を乖離させた Selective Mineralocorticoid Receptor Modulator（SMRM）に成り得る可能性

を初めて示したとも言えよう。今後の検討課題として、パーシャルアゴニスト活性を有する MR

拮抗薬が SMRM として機能する詳細な分子メカニズムを明らかにすることが重要だと考えてい

る。すなわち、リクルートされるコファクターの解析や 143-145、化合物とコファクターを用いた X

線結晶構造解析および化合物の組織選択性などを検討することが、薬効を保持しつつ高カリウム

血症リスクを低減化させた新規の MR 拮抗薬の創製を加速させるには不可欠と考えている。 
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Figure 27 MR antagonists with partial agonistic activities on anti-mineralocorticoid action and hyperkalemia risk 

MR antagonists without partial agonistic activity (e.g. DSR-11861, spironolactone, and eplerenone) showed an 

anti-mineralocorticoid action with serum potassium elevation, indicating that these drugs have hyperkalemia risk. A MR 

antagonist with moderate partial agonistic activity (e.g. SM-368229) exerted an antihypertensive effect without serum 

potassium elevation, suggesting that this compound has the potential for risk reduction of hyperkalemia. A MR antagonist 

with relatively strong partial agonistic activity (e.g. DSR-14397) did not increase serum potassium levels, however, it 

failed to show anti-mineralocorticoid action or antihypertensive effects.  
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結論 

 

本研究では、MR 拮抗薬の高カリウム血症リスク低減化を目的に、新規 MR 拮抗薬の MR に対

するパーシャルアゴニスト活性を評価し、その活性別に以下に示す結論を得た。 

 

1 パーシャルアゴニスト活性を有していない MR 拮抗薬は、MR 拮抗作用を示す用量付近にお

いて血清カリウム濃度を上昇させ、高カリウム血症リスクを有していることが示された。 

 

2 適度のパーシャルアゴニスト活性を有する MR 拮抗薬は、血清カリウム濃度を上昇させずに、

MR 拮抗作用、抗高血圧作用、心臓・腎臓の臓器保護作用を発揮し、高カリウム血症リスク

を低減化できることが示された。 

 

3 比較的強いパーシャルアゴニスト活性を有する MR 拮抗薬は、血清カリウム濃度を上昇させ

ず、高カリウム血症リスクは低減化していたが、MR 拮抗作用、抗高血圧作用を示せず、MR

拮抗薬としての薬効が充分発揮できないことが示された。 

 

MR 拮抗作用に適度のパーシャルアゴニスト活性を付与することで、抗高血圧作用および臓器

保護作用を保持しつつ、高カリウム血症リスクを低減させることが可能になると考えられた。本

知見を活かし、薬効と安全性のバランスに優れた新規の MR 拮抗薬の創製につながることが期待

される。 
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