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第１章 緒言 
近年、生活習慣の欧米化に伴い、生活習慣病（高血圧、高脂血症、糖尿病等）を有

する患者が増加の一途をたどっている。それに伴い心血管等の合併症である心筋梗塞

や狭心症などの心血管イベントを発症する患者も増加（Figure 1-1）（1）し、今後ます

ます医療費を圧迫する事が予測される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       Figure 1-1. 我が国における死因別にみた死亡数の年次推移 
 
心血管イベント発症における主な要因は、冠状動脈に発生する動脈硬化病変ならび

に攣縮である（2-9）。これらの動脈硬化病変ならびに攣縮の発生における主要な危険

因子は、高血圧、高脂血症、糖尿病、酸化ストレス、交感神経の亢進ならびに閉経等

である。つまり、収縮ならびに拡張を繰り返す心臓（心筋細胞）に栄養を送る冠状動

脈が、高血圧、高脂血症、糖尿病、酸化ストレス、交感神経の亢進ならびに閉経によ

るエストロゲンの減少などの環境を長期に暴露されると、血管壁の機能が障害される。

特に、血管内皮細胞における機能低下ならびに血管平滑筋の過剰収縮である。血管内

皮細胞の機能低下が起こると血中の炎症性細胞や低比重リポ蛋白（LDL）が血管壁内

に侵入し、マクロファージが脂質を取り込み泡沫化する。さらに、平滑筋細胞の増殖

も起こり、動脈硬化病変（プラーク）が発生し、血流減少による狭心症の原因となる。

その後、何らかの刺激等によりプラークに亀裂が発生し、その部位に血小板由来の血

栓が生じ、その一部分が末梢へ流れ閉塞の原因となり、心筋梗塞が生じる。また、動

脈硬化病変未発生においても血管内皮機能障害と交感神経活性の亢進に伴う血管の攣
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縮を原因とした心血管イベント（狭心症や心筋梗塞）が発生する（Figure 1-2）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1-2. 心血管イベント発症機序 
 
従って、心血管イベント発症予防には、これらの生活習慣病、酸化ストレス、交感神

経亢進ならびに閉経等の危険因子の単独あるいは複数の軽減が有用と推察される

（Figure 1-3）。この事は逆に、心血管イベントの発症予防を最終治療目標にしている生

活習慣病や狭心症の治療薬には、これらの複数の危険因子の軽減作用が望まれる事を

示している。 
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Figure 1-3. 心血管イベントの発症と予防 
 
生活習慣病の一つである高血圧症の治療薬である降圧剤は、これまでにヒト臨床大規

模試験において心血管イベント発症の抑制を示す事が報告されている（10, 11）。しか

し、現在一般的に広く第一線で使用されているCa拮抗性ならびにレニン・アンジオテ

ンシン系降圧剤において、より強い心血管イベント発症予防を目的に、複数の危険因

子軽減作用を有する降圧剤は見出されていない（Table 1-1）。 
 
Table 1-1. 既存の降圧剤と心血管イベント発症の危険因子 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

心血管イベント

予防発症

危険因子：複数発症

高脂血症 糖尿病

閉経

酸化ストレス肥満

その他

自律神経
失調

高血圧

血管内皮機能障害

危険因子：複数の軽減

血管内皮機能改善

動脈硬化・攣縮

降圧剤 主作用 危険因子

高血圧 高脂血症 糖尿病 酸化ストレス

○ － － －～○

○ － － －

○ － － －

○ － － －

○ ○ － －

○ －～○ － －～○

○ －～○ － －

○：改善、－：作用なし

Ca 拮抗薬

ACE 阻害薬#1

ARB#2

レニン阻害薬

α1受容体遮断薬

α+β受容体遮断薬

β受容体遮断薬

主流

#1：アンジオテンシン変換酵素阻害薬
#2：アンジオテンシン2 受容体阻害薬
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一方、心血管イベントの一つである攣縮性狭心症における治療薬であるエストラジオ

ールは、心血管イベントの発症予防を目的に、先に示した危険因子に対し複数の軽減

作用とともに血管保護（血管機能改善）作用を有するが、副作用として性ホルモン作

用を有し決して高い満足度に到達していない（Table 1-2）（12, 13）。 
 
Table 1-2. エストラジオールのプロファイル 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
従って両疾患は、治療薬が心血管イベント発症に対し抑制効果を示すものの、複数の

危険因子の軽減作用や副作用面から、さらなる発展が期待される領域である。このよ

うな事から、本研究では、より高い満足度を示す心血管イベント発症予防薬を目指し、

生活習慣病の中でも先に示した高血圧症ならびに狭心症の一つである攣縮性狭心症に

着目した。 
高血圧治療における主たる最終目標は、単に血圧調節のみならず動脈硬化性心血管

イベントの発症予防である。高血圧治療薬には、様々なメカニズムを有する降圧剤が

存在するが、古くから現在まで第一次選択薬として使用され実績のある降圧剤として

Ca 拮抗薬がある。血管は、細胞の興奮によって開く Ca チャネルを介し細胞外から細

胞内へ Ca を流入させ収縮する。Ca 拮抗薬は、このチャネルの開口をブロックする事

により、細胞内への Ca 流入を抑制し、血管を弛緩させる（Figure 1-4）（14）。しかし、

既存の Ca 拮抗薬には、先に述べたように主作用である高血圧の改善（降圧）作用以外

に複数の危険因子を軽減する薬剤は未だ存在しない。また、一部の薬剤には顕著な心

拍数変動という副作用も認められる（Table 1-3）（15, 16）。 
 
 

主作用 危険因子 その他

狭心発作 血中コレステロール 自律神経失調 子宮重量

（内皮機能障害） （性ホルモン作用）

○ ○ ○

○：改善

増加

OH

HO

17β-エストラジオール
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Figure 1-4. Ca 拮抗薬と Ca チャネルを介した Ca２+流入 

 
Table 1-3. 既存の Ca 拮抗性降圧剤のプロファイル 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

膜電位依存性
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主作用 副作用 危険因子

高血圧 心拍数 高脂血症 糖尿病 肥満 酸化ストレス

○ － － － ○

○：改善、－：作用なし

NHH3C

H3COOC

CH3

COOCH3

NO2H

HNH2NH2CH2COH2C

H5C2OOC
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COOCH3

Cl H
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・S

N
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OCH3

N(CH3)2

S

N
OCOCH3
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N(CH3)2
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攣縮性狭心症は、閉経後の狭心症患者に多く認められるが、本疾患におけるエスト

ラジオールの補充療法は、有効である（17）。エストラジオールは、先に述べたように

血管機能保護作用とともに交感神経改善作用ならびにコレステロール低下作用などの

複数の危険因子軽減作用を有するが、副作用である性ホルモン作用も伴うのが現状で

ある（Table 1-2）（18, 19）。 
そこで、より強い心血管イベントの発症抑制作用と副作用の減少を求めて、一つの

危険因子の軽減作用を有する単剤における複数の組合せ処方が考えられる。しかし、

本処方には、以下の３点の欠点が存在する。つまり１）心血管イベント発症予防を目

的とする患者は、高年齢で他の疾患を合併するケースが多く、服薬する際は他の疾患

治療薬も含めた多くの錠剤を一度に服薬しなければならず、決してコンプライアンス

面において高い満足度でない。２）重大な副作用の出現頻度の増加（20）、つまり臨床

において心血管イベントの危険因子である高脂血症の治療を目的に、コレステロール

低下薬であるスタチン系と中性脂肪低下薬のフィブラート系を併用すると重度な副作

用である横紋筋融解症の出現が増加し製品回収にまで至ったケースが報告されている。 

３）薬剤の吸収、代謝ならびに排泄過程において薬剤同士による相互作用が発現し、

血中動態あるいは薬効（薬の効果）に影響を及ぼす事が考えられる。実際の臨床の現

場においても、心血管イベントの治療薬であるクロピドグレルと危険因子である高脂

血症の治療薬であるアトルバスタチンを併用するとクロピトグレルの薬効である血小

板凝集抑制作用が減弱する事が報告されている（Figure 1-5）（21）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1-5. 併用による薬物相互作用 
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本作用は、クロピドグレルの活性代謝物が薬物代謝酵素 CYP3A4 を介し生成されるが、

併用剤であるアトルバスタチンの代謝も同酵素 CYP3A4 を介するため、両剤で同じ薬

物代謝酵素である CYP3A4 を共有したためこのような好ましくない作用が発現したと

考えられる（Figure 1-6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1-6. クロピドグレルによる薬物相互作用メカニズム 
 
このような治療対象となる患者は、24 時間中心血管イベント発症のリスクを軽減する

必要がある事から、本報告例のような薬効の減弱は極めて重大な問題と考えられる。

このような背景の下、本論文では心血管イベント発症に対し、副作用面も含め満足し

た治療薬の創製を目的に、「先行剤の副作用を改善し、心血管イベント発症の危険因子

に対し複数の軽減作用を有する単剤」というキーワードを基本とし、Ca 拮抗性の降圧

剤ならびに攣縮性狭心症治療薬の新規創製を試みた。 
先ず、目的に適した Ca 拮抗性降圧剤の創製にあたり、降圧作用以外の危険因子とし

て高脂血症ならびに酸化ストレスに着目した。血中の脂質代謝は、外因性と内因性に
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よって制御されており、α1 受容体遮断薬はリポ蛋白リパーゼと肝臓 LDL 受容体の活

性を増加する事によって、血中の脂質代謝を改善する事が報告されている（Figure 1-7） 
（22）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1-7. 脂質代謝とα１受容体遮断作用 
 
そこで、降圧剤において必須である血管拡張作用と脂質代謝制御に関与するα1 受容

体遮断作用を有する cyclohexylaralkylamine を出発点とし、既存の Ca 拮抗薬であるジル

チアゼムならびにフルナリジンを参考にした結果、octahydrodibenzo(b, e)thiepin 誘導体

の中から、側鎖の methylene 鎖数が 3、piperazine の置換基が 4-fluorophenyl 基を有する

N-[(trans(6a-H, 10a-H)-cis(10a-H, 11-H)-6, 6a, 7, 8, 9, 10, 10a, 11-octahydrodibenzo[b, 
e]thiepin-11-yl)-4-(4-fluorophenyl)- l-piperazinebutanamide]が黒川ら（23-25）によって見

出された（Figure 1-8, 9）。本化合物は強い Ca 拮抗作用とともにα1 受容体遮断作用も

有したが、降圧作用の持続性は短かった。 
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Figure 1-8. 複数の危険因子を軽減する Ca 拮抗性降圧剤の創製-1（黒川氏博士論文より

引用 23）） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1-9. 複数の危険因子を軽減する Ca 拮抗性降圧剤の創製-2（黒川氏博士論文より

引用 23）） 
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さらに降圧作用の増強とその持続作用の伸長を目的に、母核の cyclohexane 環を

benzenze 環に変換した結果、強く持続的な降圧作用を示すモナテピルが黒川ら（23-25）
の努力により見出された（Figure 1-10）。モナテピルは、既存の Ca 拮抗性降圧剤と構

造を全く異にしていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1-10. 複数の危険因子を軽減する Ca 拮抗性降圧剤の創製-3（黒川氏博士論文よ

り引用 23）） 
 
 
次に、目的に適した攣縮性狭心症治療薬の創製には、エストロゲン受容体に作用す

るエストラジオールが本疾患に有効である事より、選択的エストロゲン受容体モジュ

レータ（SERM）の概念（26）を基本とした（Figure 1-11）。結果、17β-エストラジオ

ールならびに Benzestrol を参考に、1, 1’-spirobiindane を有する非ステロイド性の選択

的エストロゲン受容体モジュレータである OS-0689 を見出した（Figure 1-12）。 
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Figure 1-11. 選択的エストロゲン受容体作動薬（SERM）の受容体結合様式と薬理学的

プロファイル 
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Figure 1-12. OS-0689 の構造式 
 
 
 
以上の事から、第２章ではこれまでに未検討であったモナテピルの詳細な薬理作用、

つまり先行剤に対する副作用の改善作用ならびに複数の危険因子の軽減作用とそれに

伴う抗動脈硬化作用の検証結果を、本抗動脈硬化作用については報告例の少ないヒト

類似モデルであるサルを用いた（27-30）。第３章では SERM である OS-0689 の合成展

開、複数の危険因子の軽減ならびに血管機能保護作用と弱い性ホルモン作用の検証結

果を報告する。また、第４章では、第２ならびに３章の内容を総括し、結語、さらに

第５章では、本研究のテーマである「心血管イベントの発症予防に向けた薬剤開発に

関する薬理学的研究」の成果からの今後の展開について報告する。 
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第２章 複数の危険因子を軽減する Ca 拮抗性降圧剤の薬理特性 
 
序論 
これまでに、心血管イベント発症における危険因子に対し、複数の軽減作用を有し、

心拍数変動の少ない Ca 拮抗性の降圧剤は見出されていなかった（Table 2-1）。 
 
Table 2-1. 既存の Ca 拮抗性降圧剤のプロファイル 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、その新規創製を目的に、黒川らは（1-3）降圧作用以外の危険因子として高

脂血症ならびに酸化ストレスに着目した探索合成を開始した。すなわち Figure 2-1 に示

したように、降圧剤において必須である血管拡張作用と脂質代謝制御に関与するα1
受容体遮断作用の両方を弱いながら併せ持つ cyclohexylaralkylamine（4）を出発点とし、

既存の Ca 拮抗薬であるジルチアゼムの-CH2S-bridge ならびにフルナリジンの benzyl
を参考にし octahydrodibenzo[b, e]thiepin 環を母核とした。Figure 2-2 に母核と側鎖の最

適化の結果を示す。つまり、母核の三環系を基本とし、酸素原子の導入も試みたが、

硫黄原子を含む octahydrodibenzo[b, e]thiepin 環が強い Ca 拮抗作用を示した。本母核を

基本とし、側鎖の methylene 鎖数が 3、piperazine の置換基が 4-fluorophenyl 基を有する

4-fluorophenyl-l-piperazinebutanamide の側鎖を有する化合物が、強い Ca 拮抗ならびにα

1 受容体遮断作用を有する化合物である事が見出された。しかし、本化合物は主作用で

ある降圧作用の持続性が短かった事から、さらなる最適化を行った。結果 Figure 2-3
に示したように、母核の cyclohexane 環を benzene 環に変換後母核の両端の角度が重要

である事が判明した。つまり、両端の benzene 環の角度の大きい化合物 99 は Ca 拮抗
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作用が弱いが、角度の小さい化合物 96 は非常に強い Ca 拮抗作用示し、benzene 環の角

度と Ca 拮抗作用に一定の関係が得られた。最終的に強い Ca 拮抗ならびにα1 受容体

遮断作用を有し、持続的な降圧作用を示す化合物 93 であるモナテピル[(±)-N-(6, 
11-dihydrodibenzo[b, e]thiepin-11-yl)-4-(4-fluorophenyl)-1-piperazinebutanamide maleate]が
見出された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-1. 複数の危険因子を軽減する Ca 拮抗性降圧剤の創製-1（黒川氏博士論文より

引用 1）） 
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Figure 2-2. 複数の危険因子を軽減する Ca 拮抗性降圧剤の創製-2（黒川氏博士論文より

引用 1）） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-3. 複数の危険因子を軽減する Ca 拮抗性降圧剤の創製-3（黒川氏博士論文より

引用 1）） 
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本研究では、黒川ら（1-3）によって見出されたモナテピルの詳細な薬理作用を調べ

た。つまり、モナテピルが、先行剤の副作用に対し改善作用を有する事ならびに心血

管イベント発症における危険因子に対し、複数の軽減作用を有し、それに伴う抗動脈

硬化作用も有する Ca 拮抗性の降圧剤であることを示した薬理学的検証結果を調べた。 
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第１節 高血圧モデルにおける降圧ならびに心拍数変動作用 
 
第１項 実験方法 
１－１）高血圧動物の作製 
１－１－１）高血圧自然発症ラット（以下 SHR と省略） 
雄性 SHR は、旧大日本製薬（株）の研究所にて繁殖した動物を用いた。生後 16-24

週令の SHR で、収縮期血圧が 180mmHg 以上に達した動物を実験に使用した。実験期

間中、飼料としてラット用標準飼料（CE2、クレア）を、飲料水として水道水を自由

に与えた。 
 
１－１－２）腎性高血圧イヌ（以下 RHDog と省略） 

0.5%ハロタンを含む酸素と亜酸化窒素の 1：1 混合ガスの吸入麻酔下で、ビーグルイ

ヌ両側腎動脈を、銀製クリップにて狭窄した。クリップの狭窄は腎動脈の外径の約 1/3
に設定した（5-6）。狭窄手術 3～4 ヵ月後、収縮期血圧が 150mmHg 以上の動物を実験

に使用した。実験期間中、飼料としてイヌ用標準飼料（CD1、クレア）を、飲料水と

して水道水を自由に与えた。 
 

１－２）血圧測定法 
１－２－１）直接法における血圧ならびに心拍数の測定 

SHR においては、エーテル麻酔下で Weeks と Jones の方法（7）に準じ、ヘパリン

（100U/ml）を充填したポリエチレンカテーテル（SP-31、夏目、東京）を左腸骨動脈

へ挿入し、他端を背側皮下へ通して背側頚部へ導出した。背側頚部へ導出した動脈カ

テーテルを、圧トランスデューサー（MP-4T、日本光電）に接続した。更に圧トラン

スデューサーの信号をアンプ（AP621G、日本光電）を介し、コンピュータに取り込み、

血圧測定解析ソフト（フラクレット、大日本住友製薬）を用い算出した（8）。 
RHDog においては、0.5%ハロタンを含む酸素と亜酸化窒素の 1：1 混合ガスの吸入

麻酔下で右総頚動脈に、動脈カニューレ（シリコン製チューブ）を挿入し、他端を頚

背部に露出・固定した。カニューレ内の血液凝固を防止するために、ヘパリンを含む

生理食塩水にて隔日にフラッシュした。血圧測定時には頚背部に露出したカニューレ

の先端を圧トランスデューサ（MP-45T 型、日本光電）に接続し、SHR と同様直接法

にて収縮期血圧および拡張期血圧を無麻酔下で測定し、平均血圧を常法の次式より算

出した。 
平均血圧＝拡張期血圧 +（収縮期血圧―拡張期血圧）/  3 
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１－２－２）間接法における血圧ならびに心拍数の測定 
間接法においては、前腕にカフを巻きつけデジタル血圧計（日本光電、BP-203NP）

を用い無麻酔半拘束下で行った。心拍数は、標準第Ⅱ誘導から心電計（ECG-5201、日

本光電）を用いて計測した。 
 
１－３）薬物の調整 
モナテピルは旧大日本製薬株式会社、総合研究所にて合成した。対照薬は、ヘルベ

ッサー錠（ジルチアゼム、田辺三菱製薬）ならびにアダラートカプセル（ニフェジピ

ン、バイエル薬品）から抽出した。経口投与においては、0.5%トラガント液にて懸濁

し、経口投与針（SHR）あるいは経口ゾンテ（RHDog）を用いて体重 1kg あたりそれ

ぞれ 3.0ml（SHR）あるいは 2.0ml（RHDog）の用量を胃内に強制投与した。 
 
１－４）実験結果の検定 
実験結果は、各パラメータの投与前値に対する変化の平均値±標準誤差にて表示し

た。単回ならびに反復投与実験において、vehicle（溶媒投与）群と薬物投与群の間の

有意差を LSD 法にて検定した。P 値が、0.05 以下の場合に統計上有意と判定した。 
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第２項 実験結果 
 
２－１）SHR 
２－１－１）単回経口投与 

SHR に単回経口投与すると、Figure 2-4 に示すように、モナテピル（10－100mg/kg）
は発現が緩徐で用量依存的な降圧作用を示した。その作用の最大効果は投与後 5 時間

以降に認められ、持続性的な作用であった。一方、既存の Ca 拮抗薬であるニフェジピ

ンならびにジルチアゼムは、用量依存的な降圧作用を示したが、その作用は発現が急

峻で持続も短かった。心拍数においては、モナテピルは投与直後わずかな増加（40 
beats/min）作用を示したが、既存の Ca 拮抗薬であるニフェジピンは著しい増加（100 
betas/min）作用を示した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-4. SHR における単回投与後の降圧作用 
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２－２）RHDog 
２－２－１）単回経口投与 

RHDog に単回経口投与すると、Figure 2-5 に示すようにモナテピルは、緩徐で用量

依存的な降圧作用を示し、その最大効果は投与 3－7 時間後に認められた。一方、既存

の Ca 拮抗薬であるニフェジピンならびにジルチアゼムは用量依存的な降圧作用を示

したが、その最大効果は投与 1 時間以内に認められ、急峻かつ短い持続性であった。

心拍数においては、モナテピルは顕著な作用を示さなかった。一方、既存の Ca 拮抗薬

は急峻な降圧作用に対応した顕著な心拍数増加作用を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-5. RHDog における単回投与後の降圧作用 
 
 
２－２－２）最大降圧作用と心拍数変動の比較 

RHDog のモナテピルと既存の Ca 拮抗薬の降圧作用と心拍数変動作用を比較したと

ころ、同程度の降圧作用時におけるモナテピルの心拍数変動作用は、ジルチアゼムな

らびにニフェジピンに比較し明らかに弱い事が示された（Figure 2-6）。 
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Figure 2-6. RHDog における降圧作用と心拍数増加の関係 
 
 
２－２－３）反復経口投与 

RHDog に 1 日 1 回 29 日間モナテピルを 10mg/kg 反復経口投与すると、Figure 2-7 に

示すように、投与 4 日目より投与前値（前日投与の 24 時間値）ならびに投与後 1 およ

び 5 時間の血圧を有意に低下させ、以後 29 日間安定した血圧低下を示した。また低下

した血圧は、投与中止（最終投与終了）6 日後に投与前値まで回復し、リバンド現象も

示さなかった。心拍数においては、投与期間中顕著な変動を示さなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-7. RHDog における反復投与後の降圧作用 
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第 3 項 考察 
種々の高血圧動物でヒトでの有効性を予測するにふさわしい SHR および RHDog に

おいて、モナテピルは単回ならびに連続経口投与により既存の Ca 拮抗薬に比し顕著な

心拍数の変動も少なく緩徐で持続的ならびに日内変動の少ない安定した降圧作用を示

した。このようなモナテピルの心拍数の変動が小さく、緩徐で持続的な降圧作用はな

ぜ生じたのかを以下に考察した。他の持続型 Ca 拮抗薬である Lacidipine は脂質膜に存

在しやすく、また持続的に結合部位に活性体を供給すると報告されている（9）。これ

らの情報をもとにモナテピルの血管収縮抑制作用と反応時間との関係を in vitroで検討

したところ、モナテピルの血管収縮抑制作用は反応時間依存性であり、反応液洗浄後

も持続する事が報告された（10）。また、モナテピルは物性面においても pKa：6.7、生

理的条件下で非解離が 83％存在ならびに脂溶性の性質である（11）とともに、モナテ

ピル投与後の最大血中濃度は投与 3 時間後に認められ、以後半減期 5.2 時間で消失する

持続的なパターンである（12）事が報告されている。さらに、モナテピルの母核がベ

ンゼン環を有する事より、Ｃａチャネルに対するスタッキング作用（13, 14）も推察さ

れる。以上の事より、モナテピルは緩徐で持続的な降圧作用を示したと考えられる。 
一方、生体は急峻な血圧低下に対し、圧受容体を介し反射性交感神経増加にともな

う心拍数増加で対応することが報告されている（15）。既存の Ca 拮抗薬は、最大降圧

作用を投与 1 時間以内に示すという急峻な降圧作用を示した事より、顕著な反射性の

心拍数増加作用を示したと考えられる。事実、既存の Ca 拮抗薬における心拍数増加作

用は、交感神経抑制剤で抑制される（16）事が報告されている。一部、ジルチアゼム

は SHR において心拍数の減少を示した。これはジルチアゼムの心臓特異的な作用が発

現したためと考えられる。しかし、モナテピルは最大降圧作用を投与 3 時間以降に示

す緩徐な降圧作用を示したことより、顕著な心拍数増加作用を示さなかったと考えら

れた。また、心拍数の低下作用も示さなかった事から、血管特異的に作用したと考え

られる。 
 
第 4 項 小括 
各種高血圧モデルである SHR ならびに RHDog を用いてモナテピルの降圧作用を検

証したところ、以下の結果が得られた。 
①モナテピルの降圧作用は、緩徐に発現し、その最大効果は投与後 3 時間以降に認め

られたのに対し、既存の Ca 拮抗薬の降圧作用は急峻に発現し、その最大効果は 1 時

間以内に認められた。降圧作用の持続時間においても明らかな違いが単回経口投与

時に認められ、モナテピルの降圧作用の持続性は 1 日 1 回の反復経口投与試験でも

反映され、日内変動の小さい安定した降圧作用が認められた。 
②モナテピルの心拍数変動作用は、既存の Ca 拮抗薬に比し明らかに小さかったことか

ら、先行剤の副作用に対し改善作用を有する事がわかった。 
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第２節 高脂血症モデルにおける脂質代謝改善作用 
 
第１項 実験方法 
１－１）高脂血症ウサギならびにサルにおける血中脂質に対する試験 
１－１－１）高コレステロール食負荷高脂血症ウサギ 

Naito ら（17）の方法に準じ、生後 10 週令の雄性日本白色ウサギに 1%コレステロー

ルと 6%ココナッツオイルを含む高コレステロール食を 2-3 週間与え、異常行動ならび

に残餌を示さなかった動物の中から血漿中コレステロール値が 1000mg/dl 以上を示し

たウサギを実験に使用した。0.5%トラガント水溶液にモナテピルならびにプラゾシン

を懸濁し、それぞれ 30mg/kg 1 日 1 回ならびに 3mg/kg 1 日 2 回を 9 週間連続強制経口

投与した。薬剤投与後に、高コレステロール食を給餌した。実験期間中、飼料として

上記の高コレステロール食および飲料水として水道水を自由に与えた。 
 
１－１－２）ホモ渡辺高脂血症（WHHL）ウサギ 

生後 10 週令の雄性 WHHL ウサギにウサギ用標準飼料（RC4、オリエンタル酵母）

を 2 週間与え、異常行動を示さなかった動物を実験に使用した。0.5%トラガント水溶

液ならびにモナテピル（30mg/kg 1 日 1 回）をそれぞれ 6ヶ月間連続強制経口投与した。 
 
１－１－３）高コレステロール食負荷高脂血症サル 

行動ならびに血液生化学的項目において、異常を示さない雌雄日本ザル（4～7kg、4
～7 才）を実験に使用した。実験期間中、通常サル飼料（PS biscut、オリエンタル酵母）

あるいはそれにコレステロールならびにコーンオイルを負荷した高コレステロール食

（最終含量：コレステロール 2%、コーンオイル 6%）を 6 ヶ月間給餌（150g/日）した。

0.5%トラガント水溶液にモナテピルならびにプラゾシンを懸濁し、それぞれ 30mg/kg 1
日 1 回ならびに 2mg/kg 1 日 2 回を６ヶ月間連続強制経鼻投与した。飲料水として、水

道水を自由に与えた。 
 
１－１－４）血中脂質の測定 

血漿中の脂質代謝を測定するために、薬物投与前および投与後に耳介動脈（ウサギ

試験）あるいは上腕静脈（サル試験）よりヘパリン入り注射筒にて血液を採取し、遠

心分離後血漿を得た。血漿中のコレステロール含量は、コレステロールオキシダーゼ

とパラクロロフェノール法（18）で測定した。高密度リポ蛋白コレステロール（HDL-C）
とベータリポ蛋白（β-LP）は、それぞれヘパリン・マンガン沈殿法（19）ならびにヘ

パリン沈殿法（20）にて測定した。低比重リポ蛋白（low density lipoprotein, LDL）はヘ

パリン・カルシウム法（21）にて測定した。 
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１－２）高脂血症ウサギの肝臓におけるコレステロール異化排泄に対する作用 
１－２－１）[1α, 2α(n)-3H]-コレステロール含有 LDL の調製 

Schwarz らの方法（22）を参考に調製した。つまり、無処置の高コレステロール食

負荷ウサギの血液から超遠心法にて LDL 分画（1.019 < d < 1.063）を分取し、フィルタ

ー（0.22μm, Flow Laboratories）処置後、0.15M NaCl と 0.3mM EDTA（pH 7.4）含有バ

ッファー溶液にて透析した。次に、LDL 中に[1α, 2α(n)-3H]-コレステロールを取り込

む目的に、透析後の LDL 分画（15mg 蛋白含有 3ml）と[1α, 2α(n)-3H]-コレステロー

ルを含むワットマンフィルター紙（No.1, Whatman）と 4℃、48 時間インキュベーショ

ン処理をした。その後、再びフィルター処理後 0.15M NaCl と 0.3mM EDTA（pH 7.4）
含有バッファーにて再透析し、[1α, 2α(n)-3H]-コレステロール含有 LDL（6.27μCi/mg 
protein）とした。蛋白含量は、Lowry らの方法（23）に準じて測定した。 
 
１－２－２）総頸動脈ならびに胆管カニューレ留置高コレステロール食負荷ウサギの

作製 
ソムノペンチル（Pitman Moore, Munclelein, IL, USA）麻酔下でモナテピルならびに

0.5%トラガントを 9 週間連続経口投与した高コレステロール食負荷ウサギ各 7 羽の総

頸動脈ならびに胆管にポリエチレンカニューレを留置した。総頸動脈カニューレ

（Hibiki, No.5；Kunii, Tokyo）の他端は皮下を通し頸背部に固定した。胆管カニューレ

（SP；夏目, 東京）の他端は皮下から頸背部を通し、再び胆管小腸結合部であるオッ

ジ括約筋に留置した。次の日、頸背部分の胆管カニューレを切断し、胆汁流量を確認

後、新しいカニューレに接続し、1 時間の安定後異化排泄実験に使用した。 
 
１－２－３）肝臓におけるコレステロール異化排泄実験 
１－２－２）で作製した総頸動脈ならびに胆管カニューレを留置した高コレステロ

ール食負荷ウサギに、0.5%トラガントならびにモナテピル投与後、耳介静脈より[1α, 2
α(n)-3H]-コレステロール含有 LDL（4.5μCi/kg）を静脈内投与した。[1α, 2α(n)-3H]-
コレステロール含有 LDL 投与後、経時的に総頸動脈ならびに胆管カニューレよりそれ

ぞれ血液ならびに胆汁を採取した。LDL 血中クリアランスの指標である血中放射活性

は、採取した血漿（50 あるいは 100μL）を減圧乾固し残渣に蒸留水（0.5ml）と液体シ

ンチレーションカクテル 15ml（ACSⅡ）を混ぜ液体シンチレーション測定器にて測定

した。胆汁中の中性ステロールと胆汁酸は、Imai らの方法（24）を参考に行った。つ

まり、1ml の胆汁と 5ml のエタノールを 100℃、5 分間加熱し氷中冷却後フィルター

（0.22μm, Flow Laboratories）処理した。そのろ液を窒素ガスにて乾固後、1ml の蒸留

水に再溶解した。その溶液を Extrelut カラム（E, Merck, Darmstadt, Germany）に注入し、

10 分後 6ml のジエチルエーテル/石油エーテル（1:1、v/v）にて中性ステロールを溶出

した。次にメタノール 6ml を 3 回注入し、胆汁酸を溶出した。溶出した中性ステロー
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ルは、窒素ガスにて乾固後液体シンチレーションカクテル（ACSⅡ）を用いて液体シ

ンチレーション測定器にて測定した。溶出した胆汁酸は、窒素ガスにて乾固後、オー

トクレーブ内で 3ml の 1.25N-NaOH を用いて 120℃、10 時間にて加水分解し、4N-HCl
にて酸性化（pH 1）後 4ml の酢酸エチルにて抽出した。次にその抽出液を窒素ガスに

て乾固後、1ml のメタノールで再溶解後、一定量を液体シンチレーションカクテル（ACS
Ⅱ）と混ぜ液体シンチレーション測定器にて測定した。さらに、残りのメタノール再

溶解液の一定量を薄層クロマトグラフィー（Silica Gel 60 Plate, E. Merck）に塗布し、イ

ソオクタン/酢酸エチル/酢酸（10:10:2, v/v）で展開後 10% molybdophosphoric acid thanol
溶液をスプレーし、コール酸部分（コール酸とデオキシコール酸）とケノデオキシコ

ール酸（ハイドロキシコール酸、ウルソデオキシコール酸、リトコール酸）ならびに

その他の部分のシリカゲルをかきとり、１ml のメタノールと液体シンチレーションカ

クテル（ACSⅡ）と混ぜ液体シンチレーション測定器にて測定した。尚、各胆汁酸を

同定するため、各胆汁酸標準物質も同時に展開した。 
 
１－３）高コレステロール食負荷サルにおけるフェニレフリン昇圧反応の検討 

高コレステロール食負荷サル試験において、ケタミン麻酔下（ケタラール、第一三

共）において、下肢動脈にサーフローカテーテル（テルモ、東京）を挿入し、トラン

スデューサー（MP-4T、日本光電）ならびにタコメータ（AT601G、日本光電）を介し、

血圧ならびに心拍数を測定した。フェニレフリンは、上腕静脈内に投与した。 
 
１－４）薬物の調製 
モナテピルは、第１節、１－３）に準じて用意した。プラゾシンは、ファイザー製

薬から購入し使用した。経口ならびに経鼻投与においては、0.5%トラガント溶液に懸

濁し、経口ゾンテを用いて体重 1kg あたり 1ml の用量を胃内に強制投与した。 
 
１－５）実験結果の検定 

実験結果は、各パラメータの平均値±標準誤差にて表示した。検定は、vehicle（溶

媒投与）群と薬物投与群の間で student-t 検定あるいは LSD 法にて検定した。P 値が、

0.05 以下の場合に統計上有意と判定した 
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第２項 実験結果 
 
２－１）高脂血症ウサギならびにサルにおける血中脂質に対する作用 
２－１－１）高コレステロール食負荷ウサギ 
高コレステロール食負荷高脂血症ウサギにモナテピルを9週間連続経口投与すると、

Figure 2-8 に示すように投与 4 週間後より有意な血漿中総コレステロールならびにβ

-LP 低下作用を示した。しかし、モナテピルは HDL-C に対し著明な変化を示さなかっ

た。一方、プラゾシンは投与 2 週後に血漿中総コレステロールの低下作用を示したが、

投与期間中有意な低下作用を示さなかった（Figure 2-9）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-8. 高コレステロール食負荷ウサギにおけるモナテピルの血中脂質代謝に対す

る作用 
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Figure 2-9. 高コレステロール食負荷ウサギにおけるα1 受容体遮断剤であるプラゾシ

ンの血中コレステロールに対する作用 
 
 
２－１－２）WHHL ウサギ 

WHHL ウサギにモナテピルを 30mg/kg 1 日 1 回 6 ヵ月間連続経口投与したが、Figure 
2-10 に示すように有意な総コレステロールの低下作用を示さなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-10. WHHL ウサギにおけるモナテピルの血中コレステロールに対する作用 
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２－１－３）高コレステロール食負荷サル 
Figure 2-11 に示すように、サルに高コレステロール食を負荷する事により、血中 TC

ならびに LDL の著明な増加および HDL-C の低下が認められた。モナテピルは、投与

期間中持続的に有意な血中 LDL の低下ならびに HDL-C の増加作用を示した。また、

プラゾシンも投与 1、4 ならびに 5 ヶ月目に血中 LDL の有意な低下作用あるいは低下

傾向を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-11. 高コレステロール食負荷サルにおけるモナテピルの血中脂質代謝に対す

る作用 
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２－２）高脂血症ウサギの肝臓におけるコレステロール異化排泄に対する作用 
モナテピルを 9 週間連続経口投与した高コレステロール食負荷高脂血症ウサギに、

[1α, 2α(n)-3H]-コレステロール含有 LDL を静脈内投与すると、Figure 2-12 に示すように

著明な血中放射活性の低下ならびに胆汁中胆汁酸分画における放射活性の増加が認め

られた。しかし、Table 2-2 に示すように胆汁酸組成の変化は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-12. モナテピル処置高コレステロール食負荷ウサギにおける[1α, 2α(n)-3H]-コ
レステロール含有 LDL 静脈内投与後の血中ならびに胆汁中放射活性 
 
 
Table 2-2. モナテピル処置高コレステロール食負荷ウサギにおける[1α, 2α(n)-3H]-コレ

ステロール含有 LDL 静脈内投与後の胆汁中胆汁酸分画の放射活性 
 
 
 
 
 
 
 
 
２－３）高コレステロール食負荷サルにおけるフェニレフリン昇圧反応 
高コレステロール食負荷サルにおけるモナテピルならびにプラゾシン投与 5 ヶ月後

の 5 時間において、麻酔下でフェニレフリンの昇圧反応を検討したところ、vehicle 群

に比し、モナテピルならびにプラゾシンは、それぞれ 39.4%ならびに 55.5%抑制した。 
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第３項 考察  
モナテピルの心血管イベント発症における複数の危険因子軽減作用の 1 つとしてα

１受容体遮断作用に伴う血中脂質低下作用を3種の高脂血症モデルを用いて検証した。

モナテピルは高コレステロール食ウサギにおいて、有意な血中脂質低下作用を示した

が、α１受容体遮断剤であるプラゾシンは有意な低下作用を示さなかった。Leren らは、

本試験と同様な高コレステロール食負荷ウサギにおいて、α１受容体遮断剤であるド

キサゾシンが、血中コレステロール含量の低下作用を示すが、有意でなかった（25）
と報告し、本試験のプラゾシンと同様な結果を示している。Leren らは、この有意でな

い結果について薬剤の投与期間ならびに例数が影響したものと考察している。しかし、

本試験における薬剤の投与期間は長期間に相当する 9 週間である事から、投与期間の

問題については否定できると考えられる。例数については、6～13 例である事から十分

でなかった点については否定できない。これらの事から、高コレステロール食負荷ウ

サギのモナテピルの血中脂質代謝改善作用におけるα１受容体の関与は明らかでない

と考えられる。 
従って、次にプラゾシンの脂質代謝改善作用が報告されている高コレステロール食

負荷サルモデル（26）で検証した。モナテピルは先の高コレステロール食負荷ウサギ

と同様、投与期間中有意な血中 LDL の低下作用を示した。α１受容体遮断剤であるプ

ラゾシンも血中 LDL に対し、有意なあるいは低下傾向を示した。投与期間中のモナテ

ピルならびにプラゾシンのα１受容体遮断作用をフェニレフリンの昇圧反応抑制を指

標に用いて確認したところ、両剤ともにα１受容体遮断作用を示しており、その作用

はそれぞれ 39.4%と 55.5%であり、プラゾシンの方が強かった。つまり、モナテピルは、

プラゾシンに比しα１受容体遮断作用がやや弱いにもかかわらず、血中 LDL 低下作用

が強かった事から、モナテピルの血中脂質代謝改善作用には、α１受容体遮断作用と

それ以外の作用が関与しているものと考えられる。 
血中の脂質は、外因性の食事由来成分と内因性の肝臓からの分泌・再取り込み成分

によって制御されている。高脂血症の病態発症において、特に重要なのは内因性に由

来する脂質であり、肝臓より中性脂肪が豊富な VLDL が血中に分泌され、IDL をへて

コレステロール含量の多い LDL が肝臓 LDL 受容体機能の低下によって取り込まれな

い事が重要と考えられている（Figure 2-13）（27）。 
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Figure 2-13. 血中脂質代謝と高脂血症 
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た異化排泄実験を実施した。モナテピル処置 
薬効発現ウサギに、[1α, 2α(n)-3H]-コレステ 
ロール含有 LDL を静脈内投与したところ、 
血中からの[1α, 2α(n)-3H]-コレステロール含有 
LDL のクリアランスの亢進ならびに胆汁中放 
射活性の増加が認められた（Figure 2-14）。 
 
 
 
 
Figure 2-14. モナテピルの[1α, 2α(n)-3H]- 
コレステロール含有 LDL 静脈内投与後の異化排泄亢進作用 
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また、モナテピルは肝臓 LDL 受容体機能障害を有する高脂血症モデルである WHHL
ウサギ（28-31）の血中脂質を低下させなかった。野竹ら（32）は、モナテピルが高コ

レステロール食負荷サルにおける肝臓 LDL 受容体 mRNA を増加させる事、また

D’Elletoらはα1受容体遮断薬には肝臓LDL受容体mRNA発現増加作用を有する（33）
事を報告している。しかし、既存の Ca 拮抗薬にはそのような作用は報告されていない。

これらの結果は、モナテピルの脂質低下作用にはα１受容体遮断作用に基づく肝臓

LDL 受容体の発現増強が強く関与する事を示唆するものである。 
 
 
第４項 小括 
血中脂質代謝制御に重要な肝臓 LDL 受容体機能障害モデルを含む 3 種の高脂血症モ

デルにおいて、モナテピルの血中脂質代謝に対する作用を検討したところ、以下の結

果が得られた。 
①モナテピルは肝臓LDL受容体機能を有する高コレステロール食負荷ウサギならびに

サルの血中脂質代謝を改善した。 
②モナテピルは肝臓 LDL 受容体機能障害を有する WHHL ウサギの血中脂質代謝を改

善しなかった。 
③モナテピルの血中脂質代謝改善作用には、血中[1α, 2α(n)-3H]-コレステロール含有

LDL のクリアランスの亢進と胆汁排泄の増加がともなっていた。 
④モナテピルの血中脂質代謝改善作用には、α1 受容体遮断ならびにそれ以外の作用に

基づく肝臓 LDL 受容体の関与が重要である事が明らかとなった。 
 
これらの事より、モナテピルは心血管イベント発症の危険因子である脂質代謝異常

に対し改善作用を有すると考えられる。 
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第３節 抗酸化作用 
 
第１項 実験方法 
１－１）ミトコンドリア分画の調製 

Ozawa らの方法（34）に準じて、雄性 Wistar ラット（250 ～ 350g）の心臓よりミト

コンドリア分画を調製した。つまり、0.3M マンニトールで心臓をホモジナイズし、600g、
10 分間遠心後上清をさらに 10000g、10 分間遠心し、沈渣を 0.3M マンニトールで再懸

濁し、5000ｇ、10 分間遠心した。沈渣のミトコンドリアは、175mM KCl を含む 25mM 
Tris-HCl バッファー（pH 7.4）にて再懸濁し、10000g、10 分間遠心した。沈渣をバッ

ファーで再懸濁し、実験に使用した。 
 
１－２）抗酸化作用 
１－１）で調製したミトコンドリア分画（0.25mg protein / ml）とモナテピルあるい

は他剤を 50μM アスコルビン酸と 20μM 硫酸鉄とともに 30℃で反応させ遠心後、上清

をチオバルビツール酸溶液（5mg / ml in 50% 酢酸）とともに 100℃、15 分煮沸した。

分光光度計（150-20、HITACHI）にて吸光度（532nm）を測定した。スタンダードには、

1, 1, 3, 3tetraethoxypropane を用いた。 
 
１－３）薬物の調製 
モナテピルならびにジルチアゼムは、第１節、１－３）に準じて用意し使用した。

プラゾシンは、第２節、１－４）に準じて用意し使用した。プロブコールならびにビ

タミン E は、第一三共ならびに和光純薬から購入し使用した。 
 
１－４）実験結果の解析 
 50%阻害濃度（IC50）は、ロジットモデルへの当てはめを非線形回帰にて行った。 
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第２項 実験結果 
モナテピルは、Table 2-3 に示すように、アスコルビン酸と硫酸鉄を含むミトコンド

リア分画中のマロンジアルデヒド（MDA）生成を強く抑制した。その 50%阻害濃度は

23.9μM であり、抗酸化剤であるプロブコール（6.5μM）とビタミン E（41μM）との間

であった。一方、既存の Ca 拮抗薬であるジルチアゼムやα1 受容体遮断剤であるプラ

ゾシンは MDA 生成の抑制作用を示さなかった。 
 
Table 2-3. ラット心臓ミトコンドリアの脂質過酸化に対するモナテピルの作用 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Drugs

モナテピル

プラゾシン

ジルチアゼム

プロブコール

ビタミンＥ

IC50 (μM)

23.9
>100
>100

6.5
41.0
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第３項 考察 
モナテピルの心血管イベント発症における複数の危険因子軽減作用の 2 つ目として

抗酸化作用を検証した。心血管イベント発症における酸化ストレスとして、直接的な

酸化ストレスの細胞刺激作用ならびに動脈硬化病変形成過程に関与する悪玉コレステ

ロールの酸化などが考えられる。本試験において、モナテピルはミトコンドリアの過

酸化を強く抑制し、その作用の強さはプロブコールとビタミン E の間であった。また

同様な結果は、林らによって報告されている（35）。つまり、ヒト LDL を硫酸銅と反

応させた後に生じる脂質過酸化をモナテピルは抑制し、その作用には母核の

dihydrodibenzothiepine の関与を推察している。従って、モナテピルの母核における硫黄

（S）原子が、発生したラジカルをトラップしたと考えられる。本試験ならびに林らの

結果および動脈硬化病変形成における酸化 LDL の寄与（36, 37）が存在することから、

モナテピルは抗酸化作用を介した動脈硬化病変形成抑制作用が期待できると考えられ

る。 
 
 
第４項 小括 
心血管イベント発症の原因である動脈硬化病変における危険因子である酸化ストレ

スに対するモナテピルの作用を検証したところ、以下の結果が得られた。 
①モナテピルは、ミトコンドリアの過酸化に対して抗酸化作用を示し、その作用の強

さは抗酸化剤であるプロブコールとビタミン E との間であった。 
②モナテピルの抗酸化作用には母核の S 原子が関与すると推察される。 
 
これらの事より、モナテピルは心血管イベント発症の原因である動脈硬化病変に対

し、抑制作用を有する事が期待できる。 
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第４節 動脈硬化モデルにおける抗動脈硬化作用 
 
序論 
第１節では、各種高血圧動物においてモナテピルの降圧作用が既存の Ca 拮抗薬より、

緩徐に発現し持続的であり、著明な心拍数の変動を示さない事が明らかにされた。第

２節では、モナテピルは血中 LDL の異化排泄の亢進にともなう脂質低下作用を示すこ

とが明らかにされた。また、本作用は肝臓 LDL 受容体の発現増強作用によることが示

唆された。第３節では、モナテピルの抗酸化作用が明らかにされ、その作用の強さは

他の抗酸化剤であるプロブコールとビタミン E の間である事が示された。 
心血管イベント発症には、動脈内膜に発生する動脈硬化病変が主たる原因であると

考えられている（38）。この動脈硬化病変発生に、高血圧、高脂血症ならびに酸化スト

レスが重要な役割をはたしている（38）。 
 以上より、モナテピルは心血管イベント発症の危険因子に対し、降圧作用以外に 2
因子（脂質低下ならびに抗酸化作用）に対し軽減作用を有する事から、心血管イベン

ト発症を強く抑制する事が推定された。心血管イベント発症抑制を予測するには、ヒ

トの動脈硬化病変に類似するモデルを用いなければならない。高コレステロール食負

荷サルモデルは、技術等の難易度が高いため報告例は少ないが、ヒトの動脈硬化病変

類似モデルとして報告されている（39-42）。そこで、モナテピルの心血管イベント発

症に対する作用を本モデルを用いて検証した。 
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第１項 実験方法 
１－１）動脈硬化モデルの作製 
第２節１－１－３）に準ずる。 

 
１－２）薬物の投与 

0.5%トラガント水溶液にモナテピルならびにプラゾシンを懸濁し、それぞれ

30mg/kg 1 日 1 回ならびに 2mg/kg 1 日 2 回を 6 ヶ月間連続強制経鼻投与した。 
 
１－３）血圧の測定 
 第２節１－３）に準ずる。 
 
１－４）血中脂質ならびにリポ蛋白の測定 
 第２節１－１－４）に準ずる。 
 
１－５）動脈硬化病変の評価 
 最終投与終了後、ケタミン麻酔（10mg/kg i.m.）下において、心臓、胸部ならびに腹

部大動脈をすみやかに摘出し、結合組織を剥離後血管を縦切りした。片側をコレステ

ロール含量測定用に、もう片方を動脈硬化（脂肪沈着：ズダンⅣ陽性）面積測定用と

した。心臓ならびに血管の一部を 10%ホルマリンにて固定し、パラフィン切片作製後

ヘマトキシン・エオジン染色を行い病理解析用とした。 
 
１－５－１）血管中コレステロール含量の測定 

Folch らの方法（43）に準じ、血管を氷上で細片に切り分けた後、クロロホルム：メ

タノール（2:1）でホモジナイズし、遠心（3000rpm、5 分、4℃）上清を採取した。本

操作を計 3 回行い、採取した上清を遠心エバポレータにて乾固し、メタノールにて再

溶解後、第２節、１－２）の方法に準じ測定した。 
 
１－５－２）ズダンⅣ陽性面積測定 
 Holman らの方法（44）を参考に行った。つまり、１－５）で得られた腹部大動脈の

縦切り片側を一晩 10%ホルマリンにて固定し、Herxheimer’s 溶液（ズダンⅣ 5g を 70%
エタノール 500ml + アセトン 500ml で溶解後濾過）で染色し、80%アルコールで 20
分リンス後、1 時間流水しズダンⅣ陽性面積用とした。 
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１－６）モナテピルの血中濃度 
 モナテピル投与後、1 日目ならびに 1、3 および 6 ヶ月目における 1.5、6 ならびに

24 時間後に上腕静脈から採血し、黒野らの方法（45）に従って液体クロマトグラフィ

ーを用いて、血漿中モナテピル濃度を測定した。 
 
１－７）薬物の調製 
 モナテピルならびにプラゾシンは、第３節、１－３）に準じて用意し使用した。 
 
１－８）実験結果の検定 
 実験結果は、平均値±標準誤差にて表示した。高コレステロール食群と薬物投与群

の間の有意差を LSD 法にて検定した。P 値が、0.05 以下の場合に統計上有意と判定し

た。 
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第２項 実験結果 
２－１）血圧に対する作用 
 Figure 2-15 に示すように、実験期間中、高コレステロール食負荷することにより、

血圧の著明な変動は認められなかった。また、モナテピルならびにプラゾシンは、著

明な血圧の変動を示さなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-15. 血圧に対する作用 

 
 
２－２）血中脂質代謝に対する作用 
 第２節２－１－３）高コレステロール食負荷サル試験を参照（Figure 2-11）。つまり、

モナテピルは、投与期間中持続的に有意な血中 LDL の低下ならびに HDL-C の増加作

用を示した。また、プラゾシンも投与 1、4 ならびに 5 ヶ月目に血中 LDL の有意な低

下作用あるいは低下傾向を示した。 
 
２－３）動脈硬化病変に対する作用 
２－３－１）血管コレステロール含量に対する作用 
 Figure 2-16 に示すように、高コレステロール食 6 ヵ月間の負荷により、胸部ならび

に腹部大動脈コレステロール含量は著明に増加した。これに対し、モナテピルは両血

管中のコレステロール含量を有意に低下させた。プラゾシンでは、有意ではないが低

下傾向を示した。 
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Figure 2-16. 大動脈中コレステロール含量に対する作用 
 
 
２－３－２）ズダンⅣ陽性面積に対する作用 
 Figure 2-17 ならびに Table 2-4 に示すように、高コレステロール食 6 ヵ月間負荷によ

り腹部大動脈内面のズダンⅣ陽性面積は著明に増加した。一方、モナテピルは高コレ

ステロール食負荷により増加したズダンⅣ陽性面積を有意に抑制した（67%）。また、

プラゾシンも同様に有意に抑制した（46%）。 
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Figure 2-17. 各群におけるズダンⅣ陽性血管 

正常食群

高コレステロール食群

高コレステロール食
+ モナテピル群

高コレステロール食
+ プラゾシン群
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Table 2-4. ズダンⅣ陽性面積に対する作用 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２－３－３）病理解析 
 心臓の冠血管を連続輪切り切片にて評価すると、Figure 2-18 ならびに Table2-5 に示

したように、高コレステロール食 6 ヶ月間負荷により、冠血管内の動脈硬化病変の発

現が 7 例中 4 例に認められた。一方、モナテピル投与群では 5 例全ての冠血管におい

て動脈硬化病変の発現を示さなかった。プラゾシン投与群では 5 例中 3 例に病変を示

した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-18. 冠動脈内における動脈硬化病変 

正常食群 高コレステロール食群

高コレステロール食+モナテピル群 高コレステロール食+プラゾシン群

62.5±7.0
33.7±3.3
43.0±6.5
19.7±1.6

高コレステロール食：2%コレステロール６ヶ月間給餌
モナテピル：30mg/kg 1日１回６ヶ月間経鼻投与
プラゾシン： 2mg/kg 1日２回６ヶ月間経鼻投与

高コレステロール食
高コレステロール食+モナテピル
高コレステロール食+プラゾシン
正常食

ズダン染色面積 (%)群

** P<0.01, * P<0.05 ：高コレステロール食群に比し
（student’s t-test or Dunnett’s multiple comparison test）

**

**
*
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Table 2-5. 冠動脈内における動脈硬化病変発現頻度に対する作用 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figure 2-19 に示したように、腹部大動脈病変をヘマトキシリン・エオジン染色にて

評価すると高コレステロール食 6 ヵ月間の負荷により、腹部大動脈病変内に泡沫細胞

が高頻度に認められた。一方、モナテピル投与群の腹部大動脈病変内には、泡沫細胞

がわずかしか認められなかった。プラゾシン投与群の泡沫細胞の病変頻度は、モナテ

ピルと vehicle 群との間であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 2-19. 大動脈内における動脈硬化病変 
 

高コレステロール食群

正常食群

高コレステロール食+モナテピル群

群
高コレステロール食
高コレステロール食+モナテピル
高コレステロール食+プラゾシン
正常食

動脈硬化病変を有する動物数 /
群における動物数

4 / 7
0 / 5
3 / 5
0 / 5

高コレステロール食：2%コレステロール６ヶ月間給餌
モナテピル：30mg/kg 1日１回６ヶ月間経鼻投与
プラゾシン： 2mg/kg 1日２回６ヶ月間経鼻投与

* P<0.05 ：高コレステロール食群に比し (χ2-test)

*

*
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２－４）モナテピルの血漿中濃度 
 投与期間中におけるモナテピルの最大血漿中濃度は、Table 2-6 に示すように 67－
91ng/ml を示した。 
 
Table 2-6. 高コレステロール食負荷サルにおけるモナテピルの血漿中濃度 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

時間 モナテピルの血漿中濃度 (ng/ml)

1.5 6 24時間後

7.7±2.4 10.4±2.6 4.1±2.9
35.6±18.5 71.5±16.8 3.2±1.1
38.0±12.7 91.2±34.8 7.2±3.6
67.2±28.8 51.2±10.8 7.7±2.4

１日目
１ヵ月後
３ヵ月後
６ヵ月後
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第３項 考察 
 これまでの結果より、モナテピルが心血管イベント発症の危険因子である高血圧、

高脂血症ならびに酸化ストレスを改善することが明らかとなった。従って、本節では

心血管イベント発症の直接原因である動脈硬化病変に対するモナテピルの作用をヒト

の動脈硬化病変類似モデル（39-42）である高コレステロール食負荷サルを用いて検証

した。高コレステロール食を負荷する事により、動脈硬化病変発症に密接に関与する

血中のコレステロールならびに悪玉リポ蛋白である LDL 含量が著明に増加し、一方善

玉リポ蛋白である HDL-C は著明に減少した。6 ヵ月後の大動脈では泡沫細胞由来の脂

肪沈着が広範囲に認められ、血管壁中のコレステロール含量も著明に増加した。また、

冠動脈においても動脈硬化病変が認められた。本結果は、Ross らの報告（46）と同様、

高コレステロール血症が血管内皮機能を低下させ血中LDLならびにマクロファージを

内皮下に進入させ、何らかの原因で変性した LDL（たとえば酸化 LDL）をマクロファ

ージが取り込んで泡沫化したと考えられる。モナテピルは、本モデルにおいてヒトの

臨床治験で認められた血漿中濃度（12）とほぼ同等な濃度を示し、大動脈中の動脈硬

化病変面積ならびにコレステロール含量を有意に低下させた。モナテピルの抗動脈硬

化作用のメカニズムに Ca 拮抗作用の関与も考えられるが、Ca 拮抗薬におけるヒト動

脈硬化類似モデルである高コレステロール食負荷サルを用いた抗動脈硬化作用につい

ては、両報告がある。つまり、高コレステロール食負荷サルの動脈硬化病変に対し、

Lichtor ら（47）ならびに Kramsch ら（48）は、ニフェジピンならびにランタン（La3+）

が抑制作用を示すと報告しているが、Ferrer ら（49）は、高用量のニフェジピンが抑制

作用を示さなかったと報告している。また、Takai ら（50）は、アムロジピンが抗動脈

硬化作用を示すものの有意ではなかったと報告している。これらの作用における相違

は、用いたコレステロール含量ならびに薬剤の投与期間の違いなどによると考えられ

る。従って、本試験におけるモナテピルの抗動脈硬化作用のメカニズムについて、Ca
拮抗作用の関与は明確でない。一方、病変部の泡沫細胞の顕著な減少、血中 LDL の有

意な低下ならびに動脈硬化病変発症に密接に関与する酸化LDL生成のモナテピルによ

る抑制の報告（35）より、モナテピルの抗動脈硬化作用として脂質代謝改善ならびに

抗酸化作用の関与が示唆される。 
本試験において、心血管イベント発症の直接原因である動脈硬化病変に対し、その

危険因子の複数軽減作用を有するモナテピルが有効である事が検証された。 
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第４項 小括 
 第１節、２節ならびに３節の検証結果より、モナテピルの心血管イベント発症の直

接原因である動脈硬化病変に対する作用を高コレステロール食負荷サルを用いて検証

した。 
①モナテピルは高コレステロール食負荷により、増加した血中コレステロールならび

に LDL および低下した HDL-C を有意に改善した。 
②モナテピルは高コレステロール食負荷により、形成された動脈硬化病変面積ならび

に増加した血管中コレステロール含量を有意に減少させた。 
③モナテピルは高コレステロール食負荷により、発現した動脈硬化病変内の泡沫細胞

数の増加を著明に抑制した。 
④これらの事より、モナテピルが心血管イベント発症の直接原因である動脈硬化病変

に対して、抑制作用を有する事が明らかとなった。 
 
 
第５節 まとめ 
 モナテピルは、先行剤の副作用である顕著な心拍数変動に対し、弱い事がわかった。

また、モナテピルが心血管イベント発症の危険因子に対し、複数の軽減作用を有し、

それに伴う抗動脈硬化作用を示す事が明らかとなった。これらの結果から、モナテピ

ルが、現在主流の降圧剤である Ca 拮抗性ならびにレニン・アンジオテンシン系の降圧

剤に比し、優れていることもわかった（Table 2-6）。さらに、これまで不明であった分

子構造と薬理活性の関係が本研究で明らかとなった（Table 2-6）。一方、それぞれの薬

理活性における Ca 拮抗作用やα１受容体遮断作用の寄与率は、不明である。また、モ

ナテピルの分子中に含まれるフェニルピペラジン（α１受容体遮断に寄与）の中枢に

おける他の受容体への親和性は、モナテピル処置下で異常な行動ならびに観察が認め

られなかった事から、懸念は少ないと考えられる。 
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Table 2-6. 既存の降圧剤とモナテピルの比較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

降圧剤 主作用 危険因子

高血圧 高脂血症 糖尿病 酸化ストレス

○ － － －～○

○ － － －

○ － － －

○ － － －

○ ○ － －

○ －～○ － －～○

○ －～○ － －

○：改善、－：作用なし

Ca 拮抗薬

ACE 阻害薬#1

ARB#2

レニン阻害薬

α1受容体遮断薬

α+β受容体遮断薬

β受容体遮断薬

主流

#1：アンジオテンシン変換酵素阻害薬
#2：アンジオテンシン2 受容体阻害薬

モナテピル ○ ○ － ○

NHCO(CH2)3-N   N

S

F
Ca拮抗作用: 8.71(pA2)

モナテピル

[(±)-N-(6, 11-dihydrodibenzo[b, e]thiepin-11-yl)-4-(4-fluorophenyl)-1-
piperazinebutanamide maleate]

抗酸化作用：23.9(μM)

α1受容体遮断作用:57(nM)
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第３章 複数の危険因子を軽減し、血管保護作用を有する副作用（性ホルモン作用）

の減弱した選択的エストロゲン受容体作動薬の創製 
 
序論 
エストラジオールは、生体における内因性の卵巣ホルモンであるが、閉経後の攣縮

性狭心症患者に対するエストラジオールの補充療法は有効（1）と報告されている。攣

縮性狭心症は心血管イベント発症の主たる疾患であり、血管内皮機能障害が原因(2-8)
と考えられている。エストラジオールには、心血管イベント発症の原因ならびにその

危険因子の改善作用、すなわち閉経後に伴う血中脂質代謝異常、自律神経失調ならび

に血管内皮機能障害に対する改善作用が知られており（1, 9-16）、これらの作用が閉経

後の攣縮性狭心症治療効果に関与していると考えられる。しかし、エストラジオール

は、不正出血や子宮頸がんに関与するかもしれない子宮重量増加ならびに乳癌細胞刺

激といった性ホルモン作用も有する（17, 18）事（Table 3-1）から、決して満足度の高

いレベルに達していないと考えられる。 
 
Table 3-1. エストラジオールのプロファイル 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、二つ目の研究課題として、心血管イベント発症の危険因子に対し複数の軽

減作用を有し、血管内皮機能保護作用を有する性ホルモン作用の減弱した選択的エス

トロゲン受容体作動薬の創製を設定した。 
目的を達成するために、Figure 3-1 に示すように選択的エストロゲン受容体モジュレ

ータの概念（19）を参考にした。つまり、エストロゲン受容体に結合する既存薬とし

てエストラジオールならびにラロキシフェン等が存在する。両薬剤の薬理学的プロフ

主作用 危険因子 その他

狭心発作 血中コレステロール 自律神経失調 子宮重量

（内皮機能障害） （性ホルモン作用）

○ ○ ○
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HO
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ァイルは、組織特異的に異なる。このメカニズムには、両薬剤とエストロゲン受容体

の立体的結合の違いが重要と考えられている。つまり、エストロゲン受容体に対し、

エストラジオールは、水酸基が受容体のグルタミン酸 353 とアルギニン 394 の間に、

他方の水酸基がヒスチジン 524 近くに配置しているが、ラロキシフェンは母核である

ベンゾチオフェンがエストラジオールと同様に配置しているが、側鎖であるピペリン

がアスパラギン酸 351 近くに配置している。このような違いから、受容体ヘリックス

12 の傾きとリクルートされるコファクターが異なると考えられている。しかし、リク

ルートされるコファクターの存在は組織特異的に異なり、数多く存在すると考えられ

ている事から、目的化合物の創製には古典的な薬理試験方法（受容体結合試験、in vivo
試験）と受容体とのドッキングスタディを組み合わせ行う事とし、その結果を以下に

述べる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-1. 選択的エストロゲン受容体作動薬（SERM）の受容体結合様式と薬理学的

プロファイル 
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第１節 コレステロール低下作用を有する性ホルモン作用の減弱した選択的エストロ

ゲン受容体作動薬の創製 
 
第１項 実験方法 
１－１）化合物の合成 
文献既知物質であるケトン 1 を出発原料として 3 の合成を行った。即ち、対応する

ブロモ体から調製したアリルリチウム 2 と 1 を低温下テトラヒドロフラン中で反応さ

せ、生成した付加体を単離することなく酸触媒条件下で脱水した。引き続き、

Ph2PLi(リチウムジフェニルフォスフィン)を用いて脱メチル化反応を行い、目的物 3
を通算収率 32～56%で合成した（Figure 3-2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-2. 化合物の合成 
 
 
１－２）エストロゲン受容体活性の測定 

Thomas らの方法（20）を参考に、受容体分画の調製ならびに受容体結合活性を測定

した。つまり、ヒト乳がん細胞（MCF-7）を dextran-coated charcoal 処理した FBS 10%
含むフェノールレッド不含の D-MEM で 37℃、5%CO2 インキュベータ内で培養した。

コンフルエント直前の細胞をトリプシン処理後回収し、TEGD バッファー（10mM Tris 
HCl pH 7.5, 10% glycerol, 0.5mM dithiothreitol and 1.5mM EDTA）で 3 回洗浄した後、30ml
の TEDG バッファーで再懸濁し、-80℃で保存した。再び解凍した後、Ultrasonic disrupter
で細胞を破壊した（20 秒、3 回）。遠心（38000rpm, 1hr）後、上清を 0.45μm フィルタ

ーでろ過し、受容体分画（MCF-7 cytosol）とした。 
エストロゲン受容体結合活性は、[3H]-estradiol（GE ヘルスケアバイオサイエンス（株）、

日本）を用いて測定した。つまり、MCF-7 cytosol と 0.24nM [3H]-estradiol ならびに各化

合物を含む 0.1ml を 96 穴プレ－ト中で一晩、4℃にて反応させた。次に、1% 
dextran-coated charcoal を 0.1ml 加え、4℃にて 15 分放置後、ろ過した。ろ液の 0.15ml
を液体シンチレーションカクテル ACSⅡ10ml と混ぜ、液体シンチレーション測定器に
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て放射活性を測定した。尚、溶媒である DMSO 単独ならびにコールドの 25μM 17β
-estradiol を加えた場合をそれぞれ 100%ならびに 0%として、エストロゲン受容体に対

する放射性リガンドの結合率を算出した。 
 
１－３）コレステロール低下活性の測定 
生後 6～8 週令の雌性 Sprague-Dawley（SD）ラットをエ－テル麻酔下で卵巣摘出した

後、エストロゲン様物質を取り除いた NIH 変型飼料（クレア、日本）にて飼育した。

1 週間以上経過後、10%ハイドロキシデキストリン溶液に溶解した各化合物を 1－
10mg/kg/日を 4 日間連続経口投与した。最終投与後、一晩絶食して翌日無麻酔下で尾

部より採血し、遠心（3000rpm, 4℃）後血漿を得た。コレステロ－ルの測定は、第２節、

第１項１－２）の方法に準じて、行った。 
 
１－４）子宮に対する作用 
以下の 2 種類のモデルを用いた。（１）：生後 14 週令の雌性 SD ラットをエ－テル麻

酔下で卵巣摘出した後、エストロゲン様物質を取り除いた NIH 変型飼料（クレア、日

本）にて飼育した。1 週間以上経過後、10%ハイドロキシデキストリン溶液に溶解し

た各化合物を 1－10mg/kg/日を 4 あるいは 14 日間連続経口投与した。最終投与 24 時

間後、エ－テル麻酔下で子宮を摘出し、重量を測定した。（２）：生後 3 週令の雌性 SD
ラットに、10%ハイドロキシデキストリン溶液に溶解した各化合物を 1－10mg/kg/日 

4 日間連続経口投与した。最終投与翌日、エ－テル麻酔下で子宮を摘出し、重量を測定

した。 
 
１－５）エストロゲン受容体とのドッキングスタディ－ 
エストロゲン受容体のリガンド結合部位にラロキシフェンが結合した複合体 X 線構

造（PDB ID : 1err21）をドッキング解析に用いた。蛋白質構造は RCSB Protein Data 
Bank より得た。結晶構造より水分子は全て削除し、水素原子は Schrödinger 社のソ

フトウェア Maestro を用いて付加した。水素付加に際して、全ての Asp, Glu, Arg, Lys
は解離型とした。結晶構造のひずみを解消するために、Maestro の Protein 
Preparation モジュールを用い、エネルギー最小化計算を行い、ドッキング解析用の

蛋白質構造とした。また、リガンドである OS-0689 の三次元構造は、Ligprep
（Schrödinger 社）を用いて作成した。得られた蛋白質構造に対して OS-0689 を

Induced fit docking のプロトコール（21）を用いて、ドッキング解析を行った。 
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第２項 実験結果 
 
２－１）OS-0544 とその分割体 OS-0689 

Table 3-2 に示すように、側鎖の R1,R2 ならに R4 部位を水素原子で固定し、R3部位

に既存の SERM のラロキシフェンと同様ピペリジノエトキシ基を導入した化合物１

（OS-0544）は、受容体結合活性（Ki = 25.3nM）とコレステロ－ル低下活性を示した。

本化合物 1（OS-0544）の分割体である(+)-OS-0689（以後 OS-0689 と省略）と(-)-OS-0690
（以後 OS-0690 と省略）を比較すると、受容体結合活性ならびにコレステロ－ル低下

活性共に OS-0689 の方がより強く、OS-0690 はコレステロ－ル低下活性を示さなかっ

た（Table 3-3）。化合物 1（OS-0544）の光学活性体である OS-0689 をエストロゲン受

容体とのドッキングスタディ－を行ったところ、母核のスピロ骨格の水酸基と側鎖の

ピペリジン環の窒素原子が、受容体の 353 番のグルタミン酸と 351 番のアスパラギン

酸にそれぞれ結合していた（Figure 3-3）。 
 
Table 3-2. スピロ骨格とピペリジノエトキシ 
 
 
 
 
 
 
 
 
Table3-3. 化合物 1(OS-0544)とその分割体(+)-OS-0689, (-)-OS-0690 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

化合物 R1   R2              R3          R4       受容体 コレステロール

結合活性 低下活性（％）

H ki = 25.3nM          44
(1mg/kg)

1     
(OS-0544) N

O

H H 

R4

R3 R2

R1R4

R3 R2

R1

OS-0690       OS-0544       OS-0689
受容体活性（IC50:nM）

コレステロール低下活性（%）

915              420                 201  
3                － 65
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Figure 3-3. エストロゲン受容体とOS-0689ならびにエストラジオールのドッキングス

タディ 
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２－２）ピペリジン誘導体 
Figure 3-4 に示したように、R3 部位のメチレン鎖数の増加（4b）ならびにピペリジ

ン環へのメチル基の導入（4a）は、著明に受容体結合活性が向上したが、コレステロ

－ル低下活性は減弱した。また、ピペリジン環から非環状への変換（4d, 4e）は、著明

な受容体活性の向上は認められず、コレステロ－ル低下活性も弱かった。Figure 3-5 に

示すように、化合物 1（OS-0544）の R1,R2 ならに R4 部位におけるメチル基の導入（4g-i）
は、受容体結合活性ならびにコレステロ－ル低下活性共に向上しなかったが、R2 部位

におけるフッ素原子の導入（4j）は、約 2.5 倍受容体活性の向上が認められた。また、

ピペリジン環側鎖の R2 部位への変換体は受容体結合活性の向上を示さなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-4. ピペリジン誘導体における活性-１ 
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Figure 3-5. ピペリジン誘導体における活性-２ 
 
 
２－３）ピペラジン誘導体 

Figure 3-6 に示したように、側鎖の R1,R2 ならに R4 部位を水素原子で固定し、R3
部位にピペラジンを導入したところ、受容体結合活性（4l）あるいはコレステロール

低下活性（4p-q）の向上または両活性（4m-n）の向上が認められた。 
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Figure 3-6. ピペラジン誘導体における活性-２ 
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２－４）ピペリジン環とピペラジン誘導体の比較 
Table 3-4 に示すように、ピペリジン環を有する化合物１(OS-0544)の分割体 OS-0689

とピペラジン誘導体化合物をコレステロ－ル低下活性における用量反応性の有無なら

びに幼若子宮モデルで比較したところ、OS-0689 に比しピペラジン誘導体はコレステ

ロール低下活性の用量反応性を有さずあるいは高用量において子宮に対する作用が強

かった。 
 
Table 3-4. 化合物１(OS-0544)とピペラジン誘導体 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

OS-0689

コレステロール低下活性
用量反応性の有無

ピペラジン誘導体

4m

4n

4r

子宮

4日間投与 2週間投与

卵巣摘出モデル 幼若モデル

4日間投与

有り

有り

有り

無し

弱い 弱い 弱い 強い

弱い 強い 弱い

弱い 弱い 弱い

弱い 弱い

培養細胞
(E2への拮抗)
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第３項 考察 
本研究課題の一つである心血管イベント発症に対し、複数の危険因子を軽減し血管

機能保護作用を有する副作用（性ホルモン）の減弱したエストロゲン受容体作動薬の

創製を目的に、受容体とリガンドの結合状態を基本としてリクルートされるコファク

ターが重要であると考えられている SERM の概念（19）を参考にした（Figure 3-1）。 
先ず目的化合物を得るために、エストラジオール受容体に親和性を示す 17β-estradiol

と Benzestrol を参考に、基本骨格にスピロ骨格を導入した（Figure 3-7）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-7. スピロ骨格の導入と側鎖 
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り、受容体 351 番のアスパラギン酸にラロキシフェンと同様結合していることがわか
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リジノエトキシ基側鎖の傾きの重要性、そしてその結合部位であるベンゼン環周辺に

おける低い許容性を示唆するものである。また、ピペラジン誘導体における側鎖の種々
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満足度の高い化合物でない事も示唆された。一方で、化合物１(OS-0544)やその分割体

である OS-0689 は、コレステロール低下活性を有し、性ホルモン作用の弱いバランス

のとれたエストロゲン受容体作動薬であることが示唆された。 
以上の事から、化合物１(OS-0544)やその分割体である OS-0689 は、本研究課題にふ

さわしい化合物である事が示唆された。 
 
 
第４項 小括 
スピロ骨格を母核とし、コレステロール低下作用を有する性ホルモン作用の減弱し

た選択的エストロゲン受容体作動薬の創製を検討したところ、以下の結果が得られた。 
①ピペリジン誘導体は、側鎖の結合部位が重要であり、強い受容体結合活性を示すが、

その結合活性とコレステロール低下活性が相関しなかった。これは、血中動態によ

る影響と考えられた。 
②ピペリジン誘導体と受容体との結合において、ピペリジンの窒素原子と受容体 351
番のアスパラギン酸が結合し、本結合部位はある程度の許容が存在すると考えられ

た。一方、1-ピペリジノエトキシ基側鎖の結合部位であるベンゼン環周辺において

は、許容性が制限されていると考えられた。 
③ピペラジン誘導体は、受容体結合活性を示すとともに、強いコレステロール低下活

性を示した。しかし、コレステロール低下活性に用量反応性を有さずあるいは高用 
量において強い性ホルモン作用を示した。 

④ピペリジン誘導体である化合物１（OS-0544）やその分割体である OS-0689 は、エス

トロゲン受容体結合活性を示し、コレステロール低下活性ならびに性ホルモン作用

の弱いバランスのとれた SERM の薬理作用を示した。 
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第２節 OS-0689 の子宮重量に対する作用 
 
序論 
第１節において、スピロ骨格を母核としフェノキシエチルピペリジンを側鎖に有す

る OS-0689 (OS-0544)が、コレステロール低下作用を有する性ホルモン作用の減弱した

SERM である可能性が明らかになった。 
従って、以下に子宮重量に対する作用を閉経後の攣縮性狭心症に有効なエストラジ

オールならびに性ホルモン作用の弱い SERM であるラロキシフェンと比較検討した。 
 
第１項 実験方法 
１－１）子宮に対する作用 
生後 9 週令の雌性 SD ラットをエ－テル麻酔下で卵巣摘出した後、エストロゲン様

物質を取り除いた NIH 変型飼料（クレア、日本）にて飼育した。卵巣摘出翌日より、

10%ハイドロキシデキストリン溶液に溶解した OS-0689、エストラジオールならびにラ

ロキシフェンを 0.01－3mg/kg/日で 4 週間連続経口投与した。最終投与 24 時間後、エ

－テル麻酔下で子宮を摘出し、重量を測定した。尚、卵巣摘出ならびに偽手術コント

ロールである vehicle 群ならびに sham 群には、10%ハイドロキシデキストリン溶液を

経口投与した。 
 

１－２）薬物の調製 
OS-0689 ならびに OS-0544 は、旧大日本製薬株式会社、総合研究所にて合成した。

エストラジオールは、シグマアルドリッチジャパンより購入した。ラロキシフェンは、

エビスタ錠（リリー）から抽出した。各化合物は、10%ハイドロキシデキストリン溶

液に溶解した。 
 
１－３）実験結果の検定 

実験結果は、平均値±標準誤差にて表示した。検定は、卵巣摘出した Vehicle 群との

間で、ダネット多重比較あるいはスチューデント t-テストにて行った。P 値が、0.05
以下の場合に統計上有意と判定した。 
 
 
 
 
 
 
 



 68

第２項 実験結果 
Figure 3-8 に示すように、卵巣摘出 4 週間後の vehicle 群では、偽手術の sham 群に比

較し、子宮が委縮し著明に子宮重量が低下していた。このような変化に対し、エスト

ラジオ－ルは、用量依存的に子宮重量の増加作用を示し、卵巣摘出による子宮重量の

変化を 100%とした場合、高用量の 3mg/kg では 88%増加させ sham 群レベルに近かっ

た。一方、ラロキシフェンはわずかな子宮重量の増加作用を示し、1mg/kg で最大であ

り 18%の増加であった。OS-0689 は 0.1mg/kg より有意に子宮重量を増加させたが、そ

の作用は 0.1mg/kg の用量で最大であり、21%の増加にとどまった。OS-0689 の子宮重

量増加作用は、エストラジオールに比較し、極めて弱いものであった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-8. 子宮重量に対する作用 
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第３項 考察 
生体において、子宮は視床下部、下垂体、卵巣、子宮という一連の流れの中で機能

し、卵巣から分泌されるエストロゲンを含む卵巣ホルモンによって制御されている。

ヒトにおける外科的な卵巣摘出は、閉経後と同様な更年期症状や著明な子宮の萎縮等

が発生し、その後のエストロゲン補充は、これらの症状を改善する事が報告されてい

る（24）。従って、本試験において雌性ラットの卵巣摘出後における子宮重量の変化は、

卵巣由来のエストロゲンの減少に伴うもので、またエストラジオールによる用量依存

的な子宮重量増加は子宮に対する直接作用が反映した結果と考えられる。このような

事から、本試験は化合物の子宮に対する直接作用を評価する方法として、ふさわしい

と考えられ SERM の性ホルモン作用を評価する目的で広く用いられている（25）。
OS-0689 ならびにエストラジオールは、エストロゲン受容体に結合するが、本試験に

おける子宮重量増加作用に対し、全く異なる結果を示した。すなわち、エストラジオ

ールは、用量依存的に子宮重量を著明に増加させ、フルアゴニスト的なプロファイル

を示したのに対し、OS-0689 は子宮重量をわずかに増加させ、パーシャルアゴニスト

的なプロファイルを示した。これまでに、エストロゲン受容体に結合する SERM のラ

ロキシフェンとタモキシフェンにおいて、組織特異的な薬理作用とコファクターにつ

いての関係が明らかにされている。ラロキシフェンは、乳房ならびに子宮の両組織に

対しほとんど刺激作用を示さず、むしろ抑制作用を示すが、一方タモキシフェンは乳

房に対し刺激作用を示さず抑制的な作用を示すが、子宮に対しては刺激作用を示す。

これらの相違とコファクターの関係を上記の組織を反映する培養細胞にて検討したと

ころ、ラロキシフェンは MCF-7 細胞（乳癌細胞株）と Ishikawa 細胞（子宮癌細胞株）

において、転写抑制型のコファクターを誘導するが、タモキシフェンは Ishikawa 細胞

では転写促進型のコファクターを誘導すると報告されている（26）。さらに、両薬剤の

受容体との結合時における立体的な配置が異なる事より（21）、誘導されるコファクタ

ーが入り込む空間が異なる事が考えられる。このような結果から、SERM の組織特異

的な薬理作用は、少なくとも一部は、エストロゲン受容体の構造変化によって組織特

異的に誘導されるコファクターの違いによって生じていると考えられる。従って、本

試験における OS-0689 とエストラジオールの子宮重量に対する作用の相違は、エスト

ロゲン受容体における構造変化に基づく誘導されるコファクターの相違が考えられる。

事実、本試験における両薬剤のエストロゲン受容体に対するドッキングスタディにお

いて、受容体との結合時における立体配置が異なる事が明らかとなっている（Figure 
3-4）。エストラジオールの水酸基は、受容体のグルタミン酸 353 とアルギニン 394 に、

他方の水酸基はヒスチジン 524 に結合しているのに対し、OS-0689 のスピロ骨格の水

酸基はグルタミン酸 353 に結合しているが、他方の水酸基は何れのアミノ酸にも結合

していない。また、側鎖のピペリジン環の窒素原子はラロキシフェンと同様アスパラ

ギン酸 351 に結合していた。 
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OS-0689 の子宮重量増加作用は、エストラジオールより著しく弱く、ラロキシフェ

ンに比し、同等あるいはわずかに強かった。しかし、臨床におけるラロキシフェンの

子宮に対する作用は、問題になっていない（22）事から、OS-0689 の子宮に対する作

用の懸念は少ない事が示唆される。 
 
 
第４項 小括 

OS-0689 の性ホルモン作用である子宮重量増加作用を卵巣摘出ラットを用いて検討

した。 
①OS-0689 は、卵巣摘出ラットにおける子宮重量をわずかに増加させた。その作用は、

エストラジオールに比し著明に弱く、ラロキシフェンとほぼ同等であった事から、

臨床における子宮に対する刺激作用の懸念は少ない事が示唆された。 
②エストラジオールに比し、OS-0689 の弱い子宮重量増加作用は、受容体との結合配

置の違いによる事が考えられた。 
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第３節 OS-0689 の心血管イベント発症のリスクファクターに対する作用 
 
序論 
第１節ならびに第２節において、OS-0689 が SERM であり、子宮組織に対する刺激

作用がエストラジオールに比し極めて弱く、ラロキシフェンとほぼ同等である事がわ

かった。 
 次に、心血管イベント発症のリスクファクターに対する作用を検討した。 
 
 
第１項 実験方法 
１－１）血中コレステロールに対する作用 
生後 9 週令の雌性 SD ラットをエ－テル麻酔下で卵巣摘出した後、エストロゲン様

物質を取り除いた NIH 変型飼料（クレア、日本）にて飼育した。卵巣摘出翌日より、

10%ハイドロキシデキストリン溶液に溶解した OS-0544 ならびにエストラジオールを

0.01－1.0mg/kg/日で 4 週間連続経口投与した。最終投与 24 時間後、エ－テル麻酔下で

腹部大静脈より採血し、遠心（4℃, 3000rpm）後、血漿を得た。コレステロ－ルの測定

は、第２節、第１項１－２）の方法に準じて、行った。尚、卵巣摘出ならびに偽手術

コントロールである vehicle 群ならびに sham 群には、10%ハイドロキシデキストリン

溶液を経口投与した。 
 
１－２）自律神経に対する作用 

生後 13 週令の雌性 SD ラットをエ－テル麻酔下で卵巣摘出した後、エストロゲン様

物質を取り除いた NIH 変型飼料（クレア、日本）にて飼育した。卵巣摘出 2 週間後よ

り、10%ハイドロキシデキストリン溶液に溶解した OS-0689 ならびにエストラジオー

ルを 3mg/kg/日で 10 日間連続経口投与した。投与 9 日目に、エーテル麻酔下において

腸骨動脈にポリエチレンカニューレ（SP-31：夏目、東京）を留置し、カニューレの他

端を皮下を介し頚背部に導き固定した。翌日の最終投与後、カニューレを血圧測定装

置に接続した圧トランスデューサに接続し、無麻酔下で血圧測定を行った。交感神経

活性は、永井ら（27）によって報告されたフラクレットソフトウエアーを用いて血圧

波形から解析した。つまり、無麻酔下の血圧波形をリアルタイムに取り込み、ノイズ

除去後、低周波数成分（0.28-0.74Hz）を解析した。 
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１－３）薬物の調製 
OS-0689、OS-0544 ならびにエストラジオールの各投与液の調製は、第２節、１－２）

に準じて行った。 
 
１－４）実験結果の検定 
実験結果の検定は、第２節、１－３）に準じて行った。 
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第２項 実験結果 
２－１）血中コレステロールに対する作用 

Figure 3-9 に示すように、卵巣摘出 4 週間後の vehicle 群は、偽手術の sham 群に比較

し、血中コレステロールが有意に増加した（93 ± 7 mg/dl vs. 71 ± 4 mg/dl）。このような

変化に対し、エストラジオ－ルは、0.01mg/kg から用量依存的に血中コレステロールの

有意な低下作用を示した。OS-0544 はエストラジオールと同様用量依存的な血中コレ

ステロールの低下作用を示した。しかし、その作用は 0.1mg/kg より有意であったが、

1.0mg/kg ではエストラジオールより強かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-9. 血中コレステロールに対する作用 
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２－２）自律神経に対する作用 
Figure 3-10 に示すように、卵巣摘出 2 週間後の vehicle 群は、偽手術の sham 群に比

較し、有意な交感神経活性の増加（1.57 倍）を示した。このような変化に対し、エス

トラジオ－ルならびに OS-0689 の 3mg/kg は、交感神経活性の増加を有意に抑制した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-10. 交感神経活性に対する作用 
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第３項 考察 
スピロ骨格を母核とし、フェノキシエチルピペリジンを側鎖に有する OS-0689 

（OS-0544）が、攣縮発生に重要な血管内皮細胞機能低下における危険因子に対し複数

の軽減作用を有するかを閉経後の攣縮性狭心症に有効なエストラジオールと比較検討

した。 
血中コレステロール含量の増加は、血管の内皮機能障害に密接に関与する事が報告

されている（28-31）。また多くの試験結果は、エストラジオールが血中コレステロー

ル含量の低下作用を有する（13, 14）事を示し、そのメカニズムには肝臓における LDL
受容体の発現増強ならびに血中からのLDLクリアランスの亢進が関与する事が報告さ

れている（32, 33）。事実、本試験においてもエストラジオールは卵巣摘出後の血中コ

レステロール含量の増加を有意に改善した。このようなモデルにおいて、OS-0544 は

エストラジオールと同様、卵巣摘出翌日からの投与により卵巣摘出後の血中コレステ

ロール含量の増加を有意に改善した。これらの結果は、OS-0544 がエストラジオール

と同様なメカニズムにより、血中コレステロール低下作用を示した事が推察される。 
交感神経活性の増加は、冠血管における攣縮に関与する事が報告されている（2, 3, 8）。
エストロゲン受容体は、自律神経の調節に関与する中枢神経系にも存在し、卵巣摘出

ラットにおけるエストラジオールの中枢内投与は、交感神経活性の低下作用を示す事

が示されている（34）。また、エストロゲンα受容体のノックアウトマウスは、交感神

経の発現増加を示す事も報告されている（35）。これらの事実は、エストロゲンが交感

神経活性を調節する事を示唆するものである。交感神経活性を測定した多くの研究で

は、麻酔下における組織からの遠心性神経活性を測定している。しかし、これらの試

験系は、交感神経活性が麻酔による影響を受けている可能性がある事から、正常な生

体における神経活性を測定されていない可能性がある。一方、永井ら（27）は無麻酔

ラットを使用し、収縮期血圧の変動における低周波数成分（0.28 – 0.74 Hz）の強さは、

プラゾシン（α1 受容体遮断薬）感受性成分であると報告している。従って、本試験に

おいては永井らの方法（27）に準じて、無麻酔下で検討した。今回使用した卵巣摘出

後の週令は、閉経後のホットフラッシュモデルで用いられた卵巣摘出3週間後である。

本モデルにおいて、卵巣摘出した vehicle群における無麻酔下ラットの交感神経活性は、

偽手術ラットである sham 群に比し有意に亢進していた。OS-0544 の分割体である

OS-0689 は、エストラジオールと同様、卵巣摘出後の無麻酔ラットにおける交感神経

活性の亢進を有意に改善した。OS-0689 の本作用が、中枢を介するかは不明であり、

今後 OS-0689 の直接的な中枢内投与が必要であろう。 
以上、OS-0689 あるいは OS-0544 が血中コレステロール低下ならびに亢進した交感

神経活性の改善作用を有する事から、OS-0689 あるいは OS-0544 は、心血管イベント

発症において重要な血管内皮機能低下に対し、改善作用を有する事が期待できると考

えられる。 
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第４項 小括 
スピロ骨格を母核とし、フェノキシエチルピペリジンを側鎖に有する OS-0689 

（OS-0544）が、血管内皮機能低下につながる危険因子に対し複数の軽減作用を有する

かを閉経後の攣縮性狭心症に有効なエストラジオールと比較検討した。 
①OS-0689（OS-0544）は、卵巣摘出後の血中コレステロールの増加に対し、抑制作用

を示した。 
②OS-0689（OS-0544）は、卵巣摘出後の交感神経活性の増加に対し、抑制作用を示し

た。 
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第４節 OS-0689 の血管保護作用 
 
序論 
第２節ならびに第３節において、OS-0689（あるいは OS-0544）が、閉経後の攣縮性

狭心症に有効性を示すエストラジオールに比し、著明に性ホルモン（子宮）作用が弱

く、卵巣摘出後の血中コレステロールならびに交感神経活性の増加に対し、有意な改

善作用を有する事が明らかとなった。 
心血管イベント発症には、冠血管における動脈硬化とともに攣縮も原因であると考

えられている（2-8, 36）。この攣縮発生には、血管内皮細胞機能が重要であり、この機

能低下に高血圧や高脂血症などとともに交感神経活性の亢進や閉経も重要な役割をは

たしていると考えられている（2-8, 36）。 
OS-0689（あるいは OS-0544）は攣縮発生に重要な血管内皮細胞機能低下の危険因子

に対し、複数の軽減作用（コレステロール低下ならびに亢進した交感神経活性の改善

作用）を有する事から、血管内皮細胞機能障害を改善する事が推定された。本検討に

は、ヒトの閉経後を想定し、卵巣摘出後の血管内皮機能低下モデルを用いた。 
 
第１項 実験方法 
１－１）in vivo における血管保護作用の検証 
生後 9 週令の雌性 SD ラットをエ－テル麻酔下で卵巣摘出した後、エストロゲン様

物質を取り除いた NIH 変型飼料（クレア、日本）にて飼育した。卵巣摘出翌日より、

10%ハイドロキシデキストリン溶液に溶解した OS-0544 を 3mg/kg/日 4 週間連続経口投

与した。最終投与後、α受容体拮抗薬であるフェノキシベンザミン（シグマアルドリ

ッチジャパン、日本）10mg/kg を腹腔内投与し、ソムノペンチル（Pitman Moore, 
Munclelein, IL, USA）麻酔下で総頚動脈にポリエチレンカニューレ（SP-31：夏目、東

京）を留置し、カニューレの他端を血圧測定装置に接続した圧トランスデューサに接

続し、血圧測定を行った。安定した血圧を確認後、アルギニン－バソプレシン（シグ

マアルドリッチジャパン、日本）0.02-0.06μg/kg 静脈内投与した。アルギニン－バソプ

レシン投与前ならびに投与後の最大平均血圧の差（mmHg）を血圧上昇度（反応）と

し、これを血管機能の指標とした。 
 
１－２）ex vivo における血管内皮機能の検証 
生後 4 週令の雌性 SD ラットをエ－テル麻酔下で卵巣摘出した後、エストロゲン様

物質を取り除いた NIH 変型飼料（クレア、日本）にて飼育した。卵巣摘出 6 週間後よ

り、10%ハイドロキシデキストリン溶液に溶解した OS-0544 を 0.3、3mg/kg/日 1 週間

連続経口投与した。最終投与 24 時間後、ソムノペンチル（Pitman Moore, Munclelein, IL, 
USA）麻酔下で胸部大動脈を摘出し、結合組織を剥離後 5mm の血管をインドメタシン
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（10μM）含有 Krebs バッファー中で血管張力測定装置に 1g 張力でセットした。セッ

ト中は、37℃ならびに 95%酸素ガスと 5%炭酸ガスの通気を維持し、20 分ごとに新鮮

なバッファーに交換した。Krebs バッファーの組成は、NaCl（118mM）, KCl（4.8mM）, 
CaCl2（1.6mM）, KH2PO4（1.2mM）, NaHCO3（25mM）, MgSO4（1.2mM）, EDTA（0.107mM） 
ならびに glucose（11.5mM）である。血管の等尺性が安定した後、血管内皮依存性なら

びに内皮非依存性の機能試験を行った。内皮依存性ならびに内皮非依存性機能試験に

は、ｌ-ノルアドレナリン 0.3-1μM（シグマアルドリッチジャパン、日本）添加後、ア

セチルコリン（1-1000nM）ならびにニトロプルシッド（1-1000nM）をそれぞれ使用し

た。血管の拡張反応は、ｌ-ノルアドレナリンの最大収縮を 100%とし、アセチルコリ

ンならびにニトロプルシッドの弛緩を%表示した。 
 
１－３）薬物の調製 
第２節、１－２）に準じて、行った。 

 
１－４）実験結果の検定 
第２節、１－３）に準じて、行った。 
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第２項 実験結果 
 
２－１）in vivo における血管保護作用の検証 

Figure 3-11 に示すように、アルギニン-バソプレシン（0.02 – 0.06 μg/kg）の静脈内投

与は、卵巣摘出した vehicle 群ならびに偽手術の sham 群共に、用量依存的な血圧上昇

を示した。Vehicle 群におけるこの上昇は、sham 群に比較し、有意に高かった（アルギ

ニン-バソプレシン 0.02 μg/kg ：34 versus 25 mmHg, 0.06 μg/kg ：57 versus 46 mmHg）。
OS-0544 は、卵巣摘出によりアルギニン-バソプレシン 0.02 μg/kg の増加した血圧上昇

を有意でないが、抑制（62%）傾向を示した。一方、OS-0544 は、アルギニン-バソプ

レシン 0.06 μg/kg により増加した血圧上昇を偽手術群レベルにまで有意に抑制した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-11. In vivo におけるバソプレシン昇圧反応に対する作用 
 
 
２－２）ex vivo における血管内皮機能の検証 

Figure 3-12 に示すように、7 週間の卵巣摘出は、偽手術の sham 群に比較し、内皮依

存性拡張反応のアセチルコリンにおける濃度反応曲線を左にシフトさせた。その EC50

（50%の拡張反応を示す濃度）は、卵巣摘出した vehicle 群（14.7 μM）において偽手術

の sham 群（8.78 μM）に比しより高かった。そして、アセチルコリン誘発内皮依存性

最大拡張反応は、sham 群に比較し vehicle 群において有意に弱かった。一方、内皮非依

存性のニトロプルシッド拡張反応は、両群間で有意な差はなかった（データ非表示）。

OS-0544 は、内皮依存性のアセチルコリンの濃度反応曲線を左にシフトさせ、その EC50

を低下させた（OVX : 14.7 vs OS-0544 : 6.72 μM）。また、OS-0544 はアセチルコリンの

最大拡張反応を sham 群レベルまで回復させた。しかし、OS-0544 はニトロプルシッド
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による拡張反応に対し作用を示さなかった。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3-12. Ex vivo におけるアセチルコリンの血管拡張反応に対する作用 
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第３項 考察 
先ず、最初に心血管イベント発症における直接的な原因である血管内皮機能障害の

評価に、Pávó らの方法（37）に準じて in vivo におけるバソプレシン昇圧反応を行った。

Pávó らは、卵巣摘出後のバソプレシンの昇圧反応性の増加は、血管内皮に存在する一

酸化窒素合成酵素（eNOS）の低下が寄与し、この反応性増加はエストラジオールなら

びに SERM であるラロキシフェンで抑制されると報告している。また、臨床において

も健常閉経前女性の血管内皮機能は、血中エストラジオール濃度の変動に密接に関与

していると報告されている（9-11）。これらの結果は、エストラジオールが血管内皮機

能を調節している事を示唆するものである。事実、本試験において卵巣摘出後におけ

る vehicle 群のバソプレシン昇圧反応は、Pávó らの報告と同様、偽手術の sham 群に比

し有意に増加した。これらの変化に対し、OS-0544 は卵巣摘出翌日からの投与により、

卵巣摘出後に生じたバソプレシン昇圧反応の増加を有意に抑制した。これらの結果は、

OS-0544 が in vivo において卵巣摘出後に生じた血管内皮機能障害を改善した事を示唆

する。 
次に、先の試験で認められた in vivo における卵巣摘出後に生じたバソプレシン昇圧

反応の増加が、実際に血管内皮機能障害に基づくか、ならびに OS-0544 がその障害を

直接改善したかを卵巣摘出ならびに OS-0544 処置した動物から血管を取り出して直接

評価するという ex vivo 法において検証した。血管は胸部大動脈を使用し、内皮機能の

指標として内皮依存性の拡張反応を示すと報告されているアセチルコリンを用いた。

これまでの報告によると、卵巣摘出ラットの摘出血管におけるアセチルコリンの拡張

反応は、偽手術ラットのそれに比し、有意に弱い事が報告されている（38-40）。しか

し、内皮非依存性の拡張反応を示すニトロプロシッドは、卵巣摘出ならびに偽手術ラ

ット間で有意な差がない事も認められている。本試験では、先ず卵巣摘出後の週令（時

間）と血管内皮機能障害を検討したところ、卵巣摘出後４週における摘出血管のアセ

チルコリンの拡張反応は有意に減弱していなかった（未発表データ）が、卵巣摘出後

７週におけるその拡張反応は、最大反応では有意に減弱したが、ED50 値では有意でな

かった。本結果は閉経後女性に認められる血管内皮機能障害と類似し、病態的にマイ

ルドな障害を示唆するものである。従って、本研究では、後者の条件を用いた。この

ようなマイルドな内皮機能障害モデルにおいて、OS-0544 は卵巣摘出ラットの摘出血

管におけるニトロプルシッドの拡張反応には影響を与えず、アセチルコリンによる拡

張反応の減弱を有意に改善した。また、卵巣摘出ラットにおけるエストラジオールの

補充は、摘出血管におけるアセチルコリンによる拡張反応減弱を改善すると示されて

いる（40）。これらの結果は、OS-0544 が卵巣摘出ラットにおいて血管保護作用を示す

事を示唆するものであり、摘出血管におけるアセチルコリンの拡張反応には eNOS が

寄与する（41）事から、そのメカニズムに eNOS の関与が含まれている事が考えられ

る。しかし、本試験において eNOS の活性や蛋白発現を検討していない事から、さら
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なる検討が必要と思われる。 
近年、エストラジオールを含むホルモン補充療法が、心血管イベントの発症を抑制

あるいは増加するという両報告がある（42, 43）。このような相違について、Mattar ら
は治療開始時期、つまり投与タイミングが重要であるかもしれないと報告している

（44）。本試験において、OS-0544 の卵巣摘出初期からの投与は、血管内皮機能におけ

る重要な危険因子を軽減した（第３節 心血管イベント発症のリスクファクターに対

する作用結果より）。また、OS-0544 はマイルドな血管内皮機能障害を改善した。これ

らの結果は、OS-0544 の早期からの処置は、卵巣摘出後に生じる様々な変化に対し有

効性を示す事を示唆するものである。一方、エストロゲン受容体モジュレータである

SERM では、心血管イベント発症に対し、抑制あるいは効果なしと報告され、増加作

用は認められていない（45-48）。従って、SERM である OS-0544 は、心血管イベント

発症に対し、増加させる事はないと考えられる。 
以上の事から、OS-0544 は卵巣摘出後に生じる内皮機能障害を改善する事が示唆さ

れた。 
 
 
第４項 小括 
攣縮発生に重要な血管内皮細胞機能低下における危険因子に対し、複数の軽減作用

を有する OS-0544（OS-0689）の血管内皮機能障害の改善作用を検証したところ、以下

の結果が得られた。 
OS-0544（OS-0689）は、卵巣摘出後に生じる血管内皮細胞機能障害に対し有意な改

善作用を示した。 
 
 
第５節 まとめ 

OS-0689 は、エストラジオールと同様、複数の危険因子の軽減作用を有するととも

に、卵巣摘出後による血管機能障害を改善した。また、先行剤であるエストラジオー

ルの副作用である性ホルモン作用（子宮重量増加作用）に対し、極めて弱い作用を示

した。その作用は、臨床において子宮重量増加作用の問題になっていないラロキシフ

ェンよりわずかに強い程度あった。 
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第４章 結語 
Ca 拮抗性降圧剤は、高血圧治療における第一次選択薬であるが、心血管イベント発

症の危険因子に対し、主作用の降圧作用以外に複数の軽減作用を有する薬剤は存在し

ない。攣縮性狭心症は、閉経後によく見られエストラジオールが有効である（1）。エ

ストラジオールは、心血管イベント発症の危険因子に対し、複数の軽減作用を有する

が、性ホルモン作用の副作用を有し、決して高い満足度に達していない（1, 2）。この

ような背景のもと、本研究の課題を「先行剤の副作用を改善し、心血管イベント発症

の危険因子に対し複数の軽減作用を有する単剤」とし、新規な Ca 拮抗性の降圧剤なら

びに攣縮性狭心症治療薬の創製を行った。以下に本研究の成果を統括する。 
 
（１）複数の危険因子の軽減作用を有し、副作用の減弱した Ca 拮抗性の降圧剤の検証 
黒川ら（4-6）は、高血圧以外の危険因子として、高脂血症ならびに酸化ストレスに

着目し、血管拡張作用と脂質代謝制御に関与するα1 受容体遮断作用を有する

cyclohexylaralkylamine を出発点とし、既存の Ca 拮抗薬であるジルチアゼムならびにフ

ルナリジンを参考にし、既存の Ca 拮抗性降圧剤と構造を全く異にするモナテピルを見

出した。本研究では、モナテピルが、複数の危険因子の軽減作用を有し、副作用の少

ない薬理学的プロファイルを有するか検証した。モナテピルは、主作用の高血圧に対

し各種高血圧モデルにおいて、心拍数の変動の少ない緩徐で持続的な降圧作用を示し

た。また、連続投与においても良好な安定した血圧コントロールを示した。次に、1
つ目の危険因子の軽減として、高脂血症の改善作用を高コレステロール食負荷ウサギ

ならびにサルモデルで検討したところ、血中コレステロールならびに悪玉コレステロ

ールである LDL（βリポ蛋白）増加の改善作用が認められた。本作用には、血中コレ

ステロールの肝臓 LDL 受容体を介した異化排泄亢進作用の関与が示唆された。2 つ目

の危険因子軽減作用として、酸化ストレスに対する抗酸化作用をミトコンドリアの過

酸化評価系で検討したところ、抗酸化作用が認められた。これらの複数の危険因子軽

減（高脂血症ならびに酸化ストレス改善作用）作用より、心血管イベントの直接原因

である動脈硬化病変に対する作用をヒト類似モデルである高コレステロール食負荷サ

ルモデルで検討した（7-10）。モナテピルは、高コレステロール食負荷により増加した

血中悪玉コレステロールである LDL を改善した。また、動脈硬化病変に対する指標で

ある血管中コレステロール含量ならびにズダンⅣ染色陽性面積も著明に改善した。さ

らに、冠血管の連続切片における動脈硬化病変の発現頻度を評価したところ、コレス

テロール食負荷群で 4/7 例であったが、モナテピル群は 5 例全例に病変を認めなかっ

た。動脈硬化病変の病理像において、モナテピルは著明な泡沫細胞の減少を示し、抗

酸化作用を推察するものであった。以上の事から、複数の危険因子軽減作用を有する

Ca 拮抗性降圧剤は、心血管イベント発症の直接原因である動脈硬化病変形成抑制に有

効であり、モナテピルがそれにふさわしい薬剤である事を新たに見出した。 
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（２）複数の危険因子の軽減作用を有し、副作用の減弱した SERM の創製 
エストロゲン受容体活性を目的に、17β－エストラジオールならびに Benzestrol を参

考にスピロ骨格を母核に導入し、側鎖には性ホルモン作用の弱いラロキシフェンの側

鎖であるフェノキシエチルピペリジンならびにピペラジン誘導体を導入した。結果、

側鎖のピペリジン環の窒素（N）原子がエストロゲン受容体の 351 番目のアスパラギン

酸に結合し、本結合部位は比較的許容範囲が大きいが、薬物動態面において影響を及

ぼしやすい事がわかった。また、ピペラジン誘導体においては、受容体活性とともに

強いコレステロール低下作用も認められたが、コレステロール低下試験における用量

反応性を有さず、高用量での子宮に対する強い作用などを有していた。これらの構造

活性相関の結果から、OS-0689 が本研究課題にふさわしい化合物として示唆された。

先ず第１に、OS-0689 のエストラジオールに比較した子宮に対する作用を検討したと

ころ、極めて弱く、ラロキシフェンとほぼ同等である事がわかった。ラロキシフェン

のヒトにおける子宮に対する作用が問題になっていない事より、本結果は OS-0689 の

ヒトにおける子宮に対する作用の懸念は少ない事を示唆する。次に、OS-0689 の複数

の危険因子の軽減作用に対し、卵巣摘出モデルで検討したところ、血中コレステロー

ルならびに増加した交感神経活性の改善作用が認められた。これらの複数の危険因子

軽減（高コレステロール血症ならびに交感神経活性改善作用）作用より、心血管イベ

ントの直接原因である攣縮に寄与する血管内皮機能障害に対する作用を卵巣摘出モデ

ルで検討した。OS-0689 は、卵巣摘出により生じた血管内皮機能障害を in vivo ならび

に ex vitro 評価法において有意に改善した。以上の事から、OS-0689 は複数の危険因子

軽減作用を有し、性ホルモン（子宮重量増加）作用の少ない SERM であり、攣縮性狭

心症に対し有効性を示す期待できる薬剤である事を見出した。 
 
心血管イベント発症予防を目的とした複数の危険因子の軽減作用が、そのイベント

発症における直接原因である動脈硬化病変の形成抑制ならびに攣縮に寄与する血管内

皮機能障害の改善に結び付くことから、心血管イベント発症予防に向けた複数の危険

因子軽減は意義がある事が立証できた。また、複数の危険因子の軽減作用を単剤で達

成した事についても、医薬品開発としての高い価値を示すものである。 
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第５章 今後の展開 
心血管イベント発症の予防を目的に、そのイベント発症の危険因子に対し、一つの

危険因子を軽減する単剤の組み合わせ処方が、コンプライアンスの低下、副作用なら

びに薬効の増減のリスクを伴う中、複数の危険因子の軽減作用を有する単剤が、動脈

硬化病変改善あるいは血管機能改善作用を示した事は、今後単剤でさらなる多くの危

険因子を軽減できる薬剤開発に進むものと思われる。 
Ca 拮抗性降圧剤における複数の危険因子軽減は、モナテピルがヒト臨床治験におい

て降圧作用ならびに脂質代謝改善作用を示している（1, 2）事から、本研究と同様、ヒ

トにおける動脈硬化病変改善作用に伴う心血管イベントの発症予防が期待できる。今

後心血管イベント発症における医療費の圧迫を軽減する事が期待され、さらにモナテ

ピルよりも多くの危険因子軽減作用を有する薬剤の開発を促進するものと考えられる。

また、モナテピルはラセミ体である事から、今後分割体での検討を行う事により、さ

らなる強い薬理活性が期待できる。 
複数の危険因子の軽減作用を有し、性ホルモン作用の弱い SERM である OS-0689 は、

エストラジオールより満足度の高い治療薬になる事が期待できる。OS-0689 は、性ホ

ルモン作用においてエストラジオールと異なるプロファイルを有し、また閉経後のホ

ットフラッシュに対しラロキシフェンとも異なる薬理学的プロファイルを有する事も

報告されている（3）。本試験においても、受容体との結合時における立体配置が異な

る事も認められている（Figure 5-1）。これらの結果は、新たな第 3 世代 SERM の開発

を促進するものと考えられる。また、受容体とリガンドの結合関係のみならず第 3 の

主役であるコファクターの同定も含めたコファクターからのアプローチする新しい

SERM の開発ならびに核内受容体の発展が期待できると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5-1. エストラジオール受容体とのドッキングスタディ 
 
 

エストラジオール ラロキシフェンOS-0689
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す。 
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