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本学位論文は、以下の原著論文をもとに作成されたものである。
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2.　0ral administration of MA-2029, a novel selective and competitive motilin
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3.　Nicorandil, a potassium channel opener and nitric oxide donor, improves the

frequent urination without changing the blood pressure in rats with partial bladder outlet
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1.第1部モチリンアゴニストmitemcinalのウサギ、

イヌにおける排便促進効果
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1.1.要約

経口可能なモチリン受容体アゴニストであるエリスロマイシン誘導体

mitemcinal (GM-611)の排便促進効果をウサギおよびイヌを用いて検討した。正常

ウサギでmitemcinal (2.5-10mg/kg)は経口投与後0-3時間で下痢を示さずに用量

依存的に排便量を増加させた。 Sennosideもまた経口投与後2-9時間に排便を促

進させたが、その糞便は下痢を示した。モルヒネ処置(1 mg/kg)により便秘を誘

発したウサギで、 mitemcinal (2.5-20 mg/1fg)は糞中水分含有率を増加させずに、用

量依存的に排便量を増加させた。正常イヌでmitemcinal (0.3-3 mg/kg)は下痢を起

こさず、経口投与後から最初に排便するまでの時間を短縮させた。これらの結

果は、 mitemcinalが下痢を起こさずに排便を促進させていることを示している。

Mitemcinalはsennosideに比べ、排便促進作用が経口投与後速やかに発現し、排

便時間のコントロールがしやすい新しい便秘改善薬となる可能性が示唆された。
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1.2.序論

便秘は慢性的な消化管運動機能不全に最も共通する症状のひとつであり、

QOLを著しく低下させる1,2。便秘の発生は過敏性腸症候群(irritable bowel

syndrome;IBS)のような機能的運動不全から痔痛緩和に用いるモルヒネのような

薬物療法にまで及んでいる3,4。 Sennosideなどの下剤は便秘患者に広く処方され

ているが、それらのほとんどは作用発現が遅く、不意に便意を感じさせ排便時

間のコントロールを難しくさせている5~7。また、これらの下剤は大腸からの水

分泌を増加させるため、下痢などの副作用を引き起こすことが多い5~7。それゆ

え、便の形状を変えることなく生理的な排便を引き起こし、現在の緩下剤とは

異なるメカニズムを有する、より作用発現の早い便秘改善薬が必要である。

モチリンは22個のアミノ酸からなるポリペプチドで、空腹期において上部消

化管の伝播性収縮(MMC)を引き起こす消化管ホルモンである8。また、マクロラ

イド系抗生物質のエリスロマイシンA(EMA)もモチリン受容体アゴニストとし

て知られており、ヒト、イヌにおいて微生物に影響しない低用量でMMC様の

収縮を引き起こすことが報告されている8~11。 EMAはウサギ、イヌ、ヒトにお

いて大腸運動を刺激し排便を促進させていることから、上部消化管と同様に下

部消化管のモチリン受容体を介して作用していると考えられ七いる11-16。このよ

うに、 EMAの消化管運動刺激作用は上部消化管だけでなく、下部消化管の運動

機能不全の治療に貢献すると思われる。しかし、 EMAの抗菌活性は腸内細菌叢

のバランスを崩し耐性菌を発現させる。この理由で、抗菌活性を消失させると

ともに、強いモチリン様活性を有する化合物を見つけるため、多くの化合物が

合成された8,17,18。しかし、ほとんどのEMA誘導体は胃中の酸性下では速やか

に分解することが報告されている19。

Mitemcmal

([2S,4R,5R,8R,9S, 1 0S, l l R, 1 2R]-9-[(2,6-dideoxy-3-C-methyl-3-0-methyトα-L-

ribo-hexopyranosyl)oxy] -5 -ethyl-4-methoxy-2,4, 8 , 1 0 , 1 2, 1 4-hexamethyl- 1 1 - [ [3 ,4,6-tnde

oxy-3 -(isopropylmethylamino)-(3-D-xylo-hexopyranosyl] oxy] -6, 1 5 -dioxabicyclo [ 1 0.2. 1

]pentadec-14(l)-ene-3,7-dione(E)-2-butenedioic acid salt (2: 1), Code name: GM-61 1)
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(Fig. 1)はEMA誘導体で、酸性下でも安定するように改良し合成された化合物で

ある。この新規誘導体では、 12-0-メチル化をすることによって酸性下で起こる

EMAの12-ヒドロキシル基のケト化を妨げ、酸性状態での安定性を向上させた。

さらに、他方の側鎖を修飾することでモチリン活性を高め、経口投与可能な消

化管運動促進剤であるmitemcinalを合成した19,20。 Mitemcinalは、ウサギ、イ

ヌ、サルでモチリン受容体を介する強力な消化管運動促進作用を有することが

示されている20。また、 Mitemcinalを経口投与すると、特発性胃不全麻痔や糖尿

病性胃不全麻庫の患者で見られる胃排出遅延を改善することが報告されている

21,22
0

本検討では、 mitemcinalの排便に対する効果を明らかにするために、正常ウサ

ギおよびイヌを用いてmitemcinalの排便に対する効果を検討した。また、モル

ヒネ誘発ウサギ便秘モデルに対するmitemcinalの効果についてもあわせて検討

した。

1.3.実験方法および実験材料

1.3.1.使用動物

ウサギ(Japanese-White rabbits、雄性、 2-4 kg、北山ラベス(樵))とイヌ(Beagle/CSK、

雌雄、 8-10kg、中外医科学研究所)を使用した。本研究はすべて中外製薬株式会

社「実験動物指針」にのっとり、倫理的配慮を持って遂行した。

モルヒネ誘発便秘モデルに使用したウサギは、 10時から13時までの制限給餌

を3週間以上行ってから実験に供した。ウサギの実験を開始する前には、経口

投与によるストレスを回避するために、ゴム製のカテーテル(直径6.0mm、イズ

モ-ルス(秩))を口から胃-挿入し1日1回、 5日間行った。

イヌでの検討では、経口投与によるストレスを回避するために、 Silascon⑧メデ

ィカルチューブ(SHNo. 1、カネカメディックス(秩))を外科的手術により胃に

慢性的に留置した。手術後、メディカルチューブを保護するために、イヌにイ

ヌ用の保護ジャケットを着用させた。イヌの実験は、手術2週間後より行った。
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イヌは繰り返し、検討に使用され少なくとも1週間薬物のwashoutを経た後、

次の実験に使用した。

1.3.2.正常ウサギにおける排便作用

本実験は8時より開始した。実験中、水以外は餌を与えなかった。はじめの1

時間の排便量(ベースラインの排便量)を測定した後、 mitemcinal (1.25, 2.5, 5,

10 mg/kg)、 sennoside (12, 24, 48 mg/kg)、それぞれのvehicleをカテーテルを使用

して経口投与した。投与後1時間ごと12時間の排便量を測定した。糞の形状を

以下の4つに分類した: (1)正常便(糞の形が保たれた便)、 (2)軟便(糞の形状は

保たれているが、すべてあるいは一部分がやわらかい便)、 (3)泥状便(すべてあ

るいは一部分が糞の形状が明確でない便) 、 (4)水様便(液状の便)。泥状便また

は水様便が観察されたときは、下痢とみなした。すべての実験の糞の形状観察

は、投与薬物を知らされていない同一人物が評価した。採取した糞はドライオ

ーブンで120 oC、 24時間以上乾燥させ、乾燥重量を測定した。糞中の水分含量

は、糞の湿重量と乾燥重量から算出した。

1.3.3.モルヒネ誘発ウサギ便秘モデルにおける排便作用

ウサギ便秘モデルを確立する前に、まず、摂餌後の正常なウサギの排便パタ

ーンを検証した。 3週間以上制限給餌(10:00 am-l:00 pm)したウサギに30分間

(10:00-10:30am)給餌し、糞湿重量を30分ごと5時間測定した。摂餌後、排便回

数が増加し、摂餌後2.5時間で安定した排便パターンが観察された(結果参照)。

次に、モルヒネを投与し、摂餌後2.5時間の排便に対するモルヒネの効果を検討

した。モルヒネ(0.5, 1,2mg/kg)を皮下投与したところ、用量依存的に排便を抑制

し、 1 mg/kgで有意であった(結果参照)。それゆえ、モルヒネ誘発便秘モデルで

のmitemcinalの検討では、モルヒネ1 mg/kg皮下投与し、その後30分間給餌さ

せ、摂餌後2.5時間の糞量を測定した。このモルヒネ誘発便秘モデルに対する

mitemcinalの効果の検討では、摂餌後すぐに(10:30 am)、mitemcinal (1.25, 2.5, 5, 10,

20mg/kg)を本モデルに経口投与し、摂餌後2.5時間の糞を採取し、上述の方法と
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同様に糞の形状と糞中水分含量を評価した。

1.3.4.正常イヌにおける排便作用

実験開始17日前より、本実験に使用するイヌの排便パターンを調査した。排

便の60%以上が摂餌後1時間以内におきることが認められた。摂餌直後の排便

に対するバイアスを回避するために、 9:00amに給餌し、摂餌後1時間以内に排

便したイヌに対しmitemcinal (0.3, 1, 3 mg/kg)を10:00 amに経口投与した。予備

検討で、 mitemcinal 5 mg/kgを経口投与したところ、数匹噛吐をした個体が認め

られたため、本実験では3 mg/kgを最高用量とした。 Mitemcinal投与後、それぞ

れのイヌを観察し、最初に排便した時間(初回排便時間)を記録した。糞の形状、

下痢の評価は上述の方法に従って行った。 mitemcinal投与後7時間以内に排便が

観察されなかった場合、初回排便時間を420分とみなして記録した。

1.3.5.使用薬物

Mitemcinalは中外製薬(樵)化学研究所で合成されたものを用いた。ほかの試

薬ではsennoside (大正製薬工業(樵) )、塩酸モルヒネ(大日本製薬(樵))を使用した。

Mitemcinalは3%アラビアゴム懸濁液で懸濁し、ウサギまたはイヌにそれぞれ1

または0.5ml/kgで経口投与した。 Sennosideは蒸留水で希釈し、ウサギに1また

は2ml/kgで経口投与した。モルヒネは生理食塩液で希釈し、ウサギに0.1また

は0.2ml/kgで皮下投与した。 3%アラビアゴム懸濁液、蒸留水、生理食塩液をそ

れぞれmitemcinal、 sennoside、モルヒネのvehicleとした。

1.3.6.統計学的解析

下痢の発現率はchi-squaredtestで解析した。結果はmean士SEMで示した。用

量依存性の検定にはJonckheere-Terpstra検定を使用し、群間比較ではStudent

のt検定またはWilliams検定を用いて評価し、 PO.05を有意とした。統計学的

解析にはSAS Preclinical Package Version 5.00 (SAS Institute Japan Co., Ltd.)を使用

した。
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1.4.結果

1.4.1.正常ウサギにおけるmitemcinal、 sennosideの排便促進作用

Mitemcinal(2.5, 5, 10 mg/kg)は経口投与後3時間で排便を促進したが、 1.25

mg/kgでは糞湿重量の増加は認められなかった(Fig.2A) 。 Mitemcinal投与後、排

壮された糞の形状は正常便、あるいは軟便を示したが、高用量のmitemcinal投

与群で1-2匹のウサギで泥状便が認められた(Table 1)。

Sennosideでは、経口投与後3-9時間で糞湿重量が増加し、 mitemcinal投与後

で得られた糞湿重量のピークよりも多い糞湿重量を示した(Fig. 2B)。排壮された

ほとんどの糞は泥状便あるいは水様便で、 24mg/kg投与群で15匹中6匹が、 48

mg/kg投与群で13匹中12匹が下痢を示した。これらの投与群の下痢発生率は

vehicle投与群と比べ有意に高かった(Table 1)。

Mitemcinalとsennosideの排便に対する作用は異なっており、 mitemcinalの排

便促進作用は投与後3時間で終わるのに対し、 sennosideは投与後2時間から排

便促進作用が発現し、その作用は約7時間続いた(Fig. 2)。次に、 mitemcinalと

sennosideの排便に対する効果について、薬物投与後013時間と2-9時間の糞湿重

量と糞中水分含有率で比較した。 Fig. 3Aに示すように、 mitemcinalは糞中水分

含量を増加させることなく、用量依存的に糞湿重量を有意に増加させた。一方、

sennosideは糞湿重量、糞中水分含量ともに用量依存的に有意に増加させた。高

用量のsennoside (48 mg!kg)によって排出された糞湿重量(7時間)は106.96士

16.56 gに対し、高用量のmitemcinal (10 mg!kg)で排出された糞湿重量(3時間)は

9.20土3.35 gであり、sennosideはmitemcinalより糞湿重量を増加させた。しかし、

高用量のsennosideの糞中水分含有率は84.3士2.6% (n-13)であり、 vehicleの64.7

ア0.8% (n-13)と比較して有意に高かった(Fig. 3B)。

1.4.2.モルヒネ誘発ウサギ便秘モデルの確立

3週間以上制限給餌(10:00 am-l:00 pm)させたウサギに、 30分間給餌させるこ

とによって排便頻度が増加した。この排便は給餌終了直後から2.5時間まで続き、

安定した排便パターンが給餌終了後2.5時間観察された(Fig.4A)。そこで、給餌
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終了後2.5時間の排便に対するモルヒネの効果について検討した。給餌直前にモ

ルヒネを皮下投与すると、モルヒネは摂餌によって誘発された排便を用量依存

的に抑制した。モルヒネの排便抑制効果は、1および2mg/kgで有意であった(Fig.

4B)。 Vehicle、モルヒネ0.5、 1、 2mg/kg皮下投与後30分間の摂餌量は、それぞ

れ40.4土1.74、 38.5土1.58、 39.5土2.44、 34.0士1.70g(n-7)であり、モルヒネは摂

餌量に影響を与えなかった。これらの結果から、モルヒネ誘発便秘モデルでの

検討では、モルヒネ1 mg/kgを給餌直前に皮下投与し、その後30分間給餌させ、

給餌終了後2.5時間の糞湿重量を測定した。

1.4.3.モルヒネ誘発便秘に対するmitemcinalの効果

モルヒネ(l mg/kg)は給餌終了後2.5時間の糞湿重量を有意に抑制した。糞中水

分含量では、モルヒネは未処置群(normal)と有意な差は認められなかった(Fig. 5)。

Mitemcinalは、 5mg/kg経口投与より糞中水分含量に影響を与えることなく、モ

ルヒネによる排便抑制を改善させた(Fig. 5)。 Mitemcinal投与群およびvehicle投

与群の糞の形状は、正常便または軟便であり、 mitemcinal投与後下痢を示した個

体は認められなった。

1.4.4.正常イヌにおけるmitemcinalの排便に対する効果

Mitemcinal経口投与により、初回排便時間はmitemcinalの用量依存的に短縮し

た。高用量のmitemcinal (3 mg/1ig)では、経口投与5時間以内にすべての個体が

排便したのに対し、 vehicle投与群では排便した個体は観察されなかった(Fig. 6)。

Mitemcinal投与群の糞の形状は、正常便あるいは軟便であり、 mitemcinalはイヌ

に対して下痢を誘発しなかった。
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1.5.考察および結論

正常ウサギにおける検討では、 mitemcinalは経口投与後2-3時間以内に排便促

進作用が認められた。対照的に、 sennosideは経口投与後2時間までは高用量で

さえも排便は観察されなかった。 Sennosideによる排便促進作用は投与後2時間

から7時間続いたが、 mitemcinalによる排便促進作用は投与後1時間から観察さ

れ、 4時間後には排便を示さなかった。これらの結果は、 mitemcinalはsennoside

に比べ、薬効発現が早く、作用時間が短いため、排便時間をコントロールしや

すくすることが示唆された。ウサギにおいて、モチリン受容体は上部消化管と

同様に大腸平滑筋や腸内神経叢に発現し、モチリンおよびEMAはウサギ摘出大

腸平滑筋を収縮させることが知られている23-26。また、 EMAはinvivo実験でウ

サギ大腸運動を刺激し、排便を促進させることが報告されている16。経口投与可

能なEMA誘導体のmitemcinalはモチリン受容体を介して、ウサギ十二指腸平滑

筋を強力に収縮させた20。また、 mitemcinalはウサギ大腸の神経および筋組織の

モチリン受容体に結合することが確認されている26。 Mitemcinalは上部消化管か

ら吸収されてすぐに血中に移行し、モチリン受容体を介して大腸運動を刺激す

ることにより排便を促進すると考えられる。予備検討で、 mitemcinal (3 mg/kg)

をウサギに経口投与すると、投与後30分には血中に移行し、 TmaxおよびTl/2

はそれぞれ投与後約2時間および10時間であった(unpublished data)。本検討で、

mitemcinalによる糞量の増加は、 Tmaxまでのmitemcinalの血祭中濃度の経時的

変化によく一致している。 Sennosideはmitemcinalより遅い時間で排便を促進し

た。一般的にsennosideは大腸に到達してはじめて、大腸の腸内細菌により代謝

を受け、緩下作用を示すと考えられている5~7。

本検討では、 sennosideはmitemcinalよりも多く糞湿重量を増加させた。しか

し、 sennosideは正常ウサギで用量依存的かつ有意に糞中水分含量および下痢発

生率を増加させた。高用量のsennosideでは13匹中12匹に下痢が見られ、vehicle

投与群に比べ糞中水分含量が約20%増加していた。 Sennoside、 bisacodyl、 sodium

picosulfateといった現在の緩下薬は大腸粘膜から水分泌を増加させることによ

って効果を発揮するので、ひどい下痢や脱水、電解質障害などを引き起こす傾
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向がある6,7。対照的にmitemcinalの経口投与は、正常ウサギでは有意ではない

がわずかに下痢を発生させたが、糞中水分含量は増加させなかった。これら両

化合物の薬効発現時間、持続時間、糞中水分含量に対する効果の違いは、これ

らの化合物の作用メカニズムの違いによるものと思われる。本実験結果から、

mitemcinalはsennosideのような緩下薬と異なる作用機序で作用するので、激し

い下痢を起こさない生理的な排便を誘発する薬剤として有用であることが示唆

された。

本検討では、 l^-opioidアゴニストであるモルヒネを使用してウサギ便秘モデル

を確立した。モルヒネは消化管運動と腸内分泌を抑制することによって便秘を

引き起こすことが報告されている27-30。モルヒネはがん患者の痔痛緩和に使用さ

れることが広く知られており、実際、便秘を引き起こし、時には重症な便秘を

伴うことが臨床で問題となっている31,32。本実験の便秘モデルでは、モルヒネ1

mg/kgは水分含量を増加させずに摂餌刺激による糞量増加を抑制し、モルヒネが

ヒトやほかの動物と同じように、ウサギに便秘を引き起こすことを確認した。

モルヒネは大腸で間欠性の強収縮を誘発し、嬬動運動を抑制することによって

便秘を起こすことが報告されている28,29。本実験で確立されたモデルでは、主な

便秘の要因は腸内分泌の減少より嬬動運動の抑制であると考えられる。本実験

では、 mitemcinalはモルヒネ誘発ウサギ便秘モデルにおいてモルヒネによる便秘

を改善し、正常ウサギに対する薬効とほぼ同じように作用した。これらの結果

は、モチリンアゴニストの消化管運動活性が撃縮性の収縮による嬬動運動の低

下を改善したことを示した。大腸運動におけるモルヒネとmitemcinalの効果に

は更なる検討が必要であるが、 mitemcinalは痔痛緩和に使用されるモルヒネによ

る便秘に対して有効であることが示唆され、さらに、便秘型のIBSのような便

秘に対しても改善する可能性が示唆された。

Depoortereらの報告23によれば、ウサギ消化管におけるモチリン受容体は胃や

小腸に存在し、それらの密度は肛門側ほど減少している。モチリンの特異的結

合は盲腸では認められないが、大腸で再び認められ、大腸のモチリン受容体の

密度は十二指腸の約4倍である23。大腸および十二指腸では、モチリンで誘発し
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た最大収縮がアセチルコリンによる最大収縮と同じなので、モチリン受容体に

対するモチリンの親和性が上部および下部消化管のすべての領域で比較できる

23,33。ヒトでは、小腸のモチリン受容体は肛門側ほどその密度は減少し、大腸で

またモチリン受容体が発現していることはPeeters　らによって確認されている

25,34。しかし、ヒト大腸標本では、モチリンに対する反応性は弱く、モチリンの

最大収縮はアセチルコリンの約20-30%である25。大腸のモチリン受容体の密度

に関しては、ウサギとヒトの解剖学的な違いなのかもしれない。

一方、イヌでのモチリンに対する反応性はヒトと類似していることが一般的

に受け入れられている。たとえば、血祭中モチリン濃度の上昇が胃や十二指腸

のMMCと同時に見られる8。多くの研究者が外因的なモチリン投与やEMA投

与によってヒトやイヌの胃、十二指腸にMMC様の収縮を引き起こすことを報

告している。また、これらの収縮が回腸に向かって伝播性に続くことが報告さ

れている8-11。モチリンアゴニストはヒトと同様にイヌでも大腸では収縮活性は

小さいが、モチリンやEMAもまた、ヒトやイヌにおいて大腸運動を克進させる

ことが示されている11-15,25。本検討では、 mitemcinalは下痢を示すことなく正常

イヌの初回排便時間を短縮させた。イヌでの最小有効用量(3 mg/kg)は正常ウサ

ギ(2.5 mg/kg)やウサギ便秘モデル(5 mg/kg)での最小有効用量とほぼ同等であっ

た。Mitemcinalはウサギだけでなくイヌにおいても激しい下痢を示すことなく排

便を促進させた。以前に報告した我々の研究では35、イヌの胃や大腸に対する

mitemcinalの収縮活性は、選択的モチリン受容体アンタゴニストであるGM-109

によって抑制され33、イヌにおけるmitemcinalの作用はモチリン受容体を介して

いることが示された。それゆえ、イヌにおける大腸運動促進作用もまた、モチ

リン受容体を介した作用と考えられる。

本検討で、 mitemcinalは大腸運動機能障害による便秘の新しい治療薬としての

臨床的価値が示唆された。しかし、ほかのモチリンアゴニストは健常人や患者

の消化管運動に対して対照的な結果を与えている。マクロライド誘導体の

ABT-229は機能性胃腸症患者(functional dyspepsia)の症状を緩和させる効果が

認められなかった36。これは受容体の脱感受性によるものかもしれないと報告さ
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れている37。また、新規モチリンアゴニストatilmotinが健常人に対して大腸の

輸送に影響を与えることなく胃排出を促進することが報告された38。さらに、

EMAは健常人や便秘患者で大腸運動に対し有効でなかったことが報告されてい

る39,40。一方、モチリン、 EMAが健常人や便秘患者に対し大腸運動を刺激し、

排便回数を増加させたと報告されている11-13。これらのEMAに関する結果は、

少なくとも腸内細菌叢に対しEMAの抗菌活性によるものか、モチリンアゴニス

トとして弱いEMAだからか、あるいは過剰量によるものであると推察される。

それゆえ、抗菌活性のない強力なモチリンアゴニスト活性の新規EMA誘導体の

開発が望まれている。

結論として、 mitemcinalはsennosideと異なり、激しい下痢を起こさずに、薬

効発現が早く、排便時間をコントロールしやすい薬剤であることが示された。

また、 mitemcinalは大腸運動機能障害による便秘に対して新たな治療薬となる可

能性が示唆された。
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1.6. Figures and Tables

OMe

Figure 1. Chemical structure ofmitemcinal (GM-61 1). Molecular weight: 814.02.
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Figure 2. Time course of the wet stool weight induced by mitemcmal (A) and

sennoside (B) m normal rabbits. Mitemcinal (1.25-1 0 mg/kg), sennoside (12-48 mg/kg),

or the corresponding vehicle of each drug was administered orally, and wet stool weight

was measured for 12 hours a洗er administration. Each point and bar represents the mean

土SEM of 13-15 animals.
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Figure 3. Effects of mitemcinal (A) and sennoside (B) on stool wet weight and water

content in normal rabbits. Mitemcinal (1.25-1 0 mg/kg), sennoside (12-48 mg/kg), or the

corresponding vehicle of each drug was administered orally, and stools were

accumulated for 0-3 and 2-9 hours after dosing. Stool water content was calculated from

the difference between the wet and dry weight of the stools. Each point and bar

represents the mean土SEM. Numbers in parentheses indicate the number of animals

used for calculation (if no stools were produced during the accumulation period, the wet

weight was entered as 0 g, and the water content was not determined). Statistical

significance of dose-response was confirmed by the Jonckheere-Terpstra test and

evaluated by the Williams test (* P<0.05).

lU



(A)

i^^g

e瓜
ヽ一./

・4->

.貞

.管
43

」
rllllllll

c〉
°
・4-1

∽

・-
4)

」

(B) 25

急事20

」s

-o15鍔.o

基点5

0

-1　　0

Time after the end of feeding (hours)

Morphine (mg/kg)

Figure 4. (A) Time course of the wet stool weight induced by food intake in rabbits that

had been on a limited feeding regime (10:00 am-1 :00 pm) for at least 3 weeks. After the

rabbits were given free access to the food for 30 min (10:00-10:30 am), the stools from

each animal were collected and weighed every 30 min. Each point and bar represents

the mean土SEM of 1 5 animals. (B) Inhibitory effect of morphine on wet stool weight in

rabbits. Morphine (0.5-2 mg/kg) was administered subcutaneously immediately before

feeding (10:00 am) and the rabbits were allowed to feed for 30 min. A免er feeding

(10:30 am), the stools from each animal were collected for 2.5 hours and weighed.

Numbers in parentheses indicate the number of animals in each group. Each column and

bar represents the mean土SEM of 7 animals. Statistical significance of dose-response

was confirmed by the Jonckheere-Terpstra test and evaluated by the Williams test

(* PO.05).
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Figure 5. The effects ofmitemcinal on the wet weight and the water content of stools in

morphine-induced constipated rabbits. Morphine (1 mg/kg) was subcutaneously

administered at 10:00 am and rabbits were fed for 30 min. Immediately after feeding

(10:30 am), mitemcinal (1.25-20 mg/kg) or corresponding vehicle was administered

orally and stools were accumulated for 2.5 hours a洗er administration. The water content

of stools was calculated from the difference between the wet and dry weights of the

stools. Numbers in parentheses indicate the number of animals in each group. Each

point and bar represents the meanアSEM. Statistical significance of dose-response was

confirmed by the Jonckheere-Terpstra test and evaluated by the Williams test (*P <0.05).

P <0.05 for comparison between the untreated animals (normal) and the

morphine-treated animals (control) by the Student's t test.
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Figure 6. Effects of mitemcinal on time to first bowel movement after administration in

dogs. Mitemcinal (0.3 -3 mg/kg) or the corresponding vehicle was administered orally 1

hour after feeding, each dog was then monitored for bowel movements, and the time to

first bowel movement after administration was recorded. Each point represents the time

to first bowel movement a洗er administration of mitemcinal for each dog, and each bar

represents the mean士SEM from the 5 dogs. Statistical significance of dose-response

was confirmed by the Jonckheere-Terpstra test and evaluated by the Williams test

(*P<0.05).
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Table 1. Incidence of diarrhea a洗er oral administration ofmitemcinal or sennoside in normal rabbits

Drug Dose Total No.　No. of rabbits Incidence of P value

(mg/kg)　　of rabbits (n) with diarrhea (n)　diarrhea (%)

Vehicle3

Mitemcinal　　　1. 25

Mitemcinal　　　　2. 5

Mitemc inal

Mitemcmal　　　1 0

Vehicle13

Sennoside

Sennoside

Sennoside

12

24

48

13

13

13

13

13

13

13

15

13

0

0

2

1

2

1

1

6

12

P-1.000

P-0.141

7.7　　　　　　P-0.308

15.4　　　　　　P-0.141

7.7

7.7　　　　　　P-1.000

40.0 P-0.049

92.3　　　　　　PO.0001

a: Three percent gum arabic solution was administered orally as the corresponding vehicle for mitemcinal.

b: Distilled water was administered orally as the corresponding vehicle for sennoside.

The P value of each group was estimated by comparison with the corresponding vehicle group using the chi-squared test.
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2.第2部　新規選択的・競合的モチリン受容体アン

タゴニストMA-2029のウサギinvitro, invivo薬効

評価系を用いた薬理学的研究
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2.1.要約

新規モチリン受容体アンタゴニストMA-2029の薬理学的検討を行った。 In

vitro実験では、 MA-2029 (l-30 nM)はウサギ摘出十二指腸標本でモチリンによる

収縮を競合的に阻害したbA2: 9.17士0.01 (n-5))。しかし、アセチルコリン(ACh)

またはサブスタンスP(SP)誘発収縮に対して、 MA-2029は1 pMでも影響を与え

なかった。 MA-2029は、放射性同位体を用いたモチリン受容体結合試験で、ウ

サギ大腸平滑筋およびヒトモチリン受容体を発現しているHEK293 cellsの細胞

膜分画のモチリン受容体に対して、濃度依存的に[125I]モチリンの結合を抑制し

た。 MA-2029のpKiは8.58土0.04(rabbit colon (n-4))、 8.39(HEK 293 cells (n-2))

であった。 Invivo実験では、意識下ウサギにおいて、 MA-2029(3-30mg/kg)経口

投与はモチリン(3トig/kg, i.v.)誘発大腸収縮を用量依存的に抑制した。その抑制は

投与後30分ですべての用量で観察され、 IOmg/kg以上で投与後4時間、その抑

制作用が持続した。MA-2029の血祭中濃度はその抑制作用と相関した。さらに、

意識下ウサギにおいて、 MA-2029 (0.3-3 mg/kg)経口投与は、モチリン(3 M-g/kg/h)

静脈内持続投与+大腸拡張刺激によって誘発された腹筋の収縮(腹痛の指標)を抑

制した。これらの結果は、 MA-2029が経口投与可能な選択的・競合的モチリン

受容体アンタゴニストであることを示した。 MA-2029は過敏性腸症候群のよう

な消化管運動機能障害に対して有用である可能性が示唆された。
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2.2.序論

モチリンは22個のアミノ酸からなるポリペプチドで、ヒトなど多くの種の消

化管粘膜の内分泌細胞に存在する41,42。モチリンを投与すると、 invivo実験では

空腹期伝播性収縮で見られる強収縮bhaseIII収縮)と同じような強収縮が起こり、

invitro実験では消化管平滑筋が収縮する43。ヒトや動物では、内因性モチリン

の血祭中濃度は、空腹期において胃と十二指腸のphaseIII収縮と同期してピー

クに達することから、モチリンはモチリン受容体を介して消化管の収縮を調節

していると考えられる43。これらの知見は、多くの研究者に消化管運動機能障害

に関連する疾患の治療薬として、モチリン受容体アゴニストおよびアンタゴニ

ストの開発研究を動機づけさせた。

モチリン受容体アゴニストの探索研究で、 invivo、 invitro実験でエリスロマイ

シンがモチリン受容体を介し消化管に対してモチリン様作用を引き起こすこと

がわかった43,44。しかし、エリスロマイシンは抗菌活性があるため、運動機能障

害、特に糖尿病性胃不全麻庫や逆流性食道炎のような消化管運動機能低下に対

する治療薬の探索では、抗菌活性のないモチリン活性の強い新規エリスロマイ

シン誘導体が開発された。たとえば、 EM-574、 ABT-229、 mitemcinal (GM-611)

があげられる45-47。 ABT-229の臨床研究では、 ABT-229は健常人では胃排出を

促進したものの、消化管機能障害の患者では症状を改善させなかった48,49。対照

的に、 mitemcinalの臨床研究では、 mitemcinalは胃排出遅延を改善するだけでな

く、糖尿病性胃不全麻痩患者の症状も改善させた50,51。今後、消化管運動機能障

害の治療薬としてのモチリン受容体アゴニストのさらなる臨床研究が期待され

ている。

一方、モチリン受容体アンタゴニストの治療薬としての可能性は、消化管運

動機能障害の病態生理に対するモチリンの役割に依存している。そのモチリン

の役割は完全には解明されていないが、血祭中モチリン濃度の上昇が腹痛を伴

う便秘・下痢を呈する過敏性腸症候群(IBS)の原因である可能性を示唆した報告

がある52。また、過敏性腸症候群患者では血中モチリン濃度が高く、過敏性腸症

候群患者に心理的ストレスを加えると血中モチリン濃度が高くなると報告され
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ている53-55。このように、過敏性腸症候群の症状が血中モチリンレベルの上昇に

関連しているので、経口投与可能なモチリンアンタゴニストが有用な治療薬と

なると期待されている。

モチリンアンタゴニストには有望な利点があるにも関わらず、モチリン受容

体アンタゴニストの開発研究はほとんど進んでいない。ペプチドのモチリンア

ンタゴニストは数多く報告されているが56-60、これらすべてモチリン由来のペプ

チドのため経口投与での活性は期待できない。唯一、非ペプチド型のモチリン

アンタゴニストとしてRWJ-68023が報告されているが、経口投与での活性は報

告されていない61,62。我々はトリペプチド骨格を修飾した経口投与で活性のある

モチリン受容体アンタゴニストMA-2029

( (S)-N- [(S)-2-(3 -tert-Butyl-4-hydroxy-phenyl)- 1 -ethylcarbamoyl-ethyl] -3 -methyl-2- [

methyl-((S)-2-methylamino-3 -phenyl-propionyl)-amino] -butyramide hydrochloride (Fig.

7))を開発した。本検討では、 invitro、 invivo実験を行い、この化合物の薬理学

的性質を報告する。
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2.3.実験材料および実験方法

2.3.1.実験材料

MA-2029は中外製薬株式会社富士御殿場研究所にて合成された。そのほかの

試薬には、 porcine motilin(モチリン)、サブスタンスP (Peptide Institute Inc.)、

acetylcholine chloride (アセチルコリン　Sigma Chemical Co.)、 [ IJporcine motilin

(Peninsula Laboratories Inc.)を使用した。 In vitro実験では、 MA-2029をdimethyl

sulfoxide (DMSO)で溶解し、生理食塩液であるいは蒸留水で希釈した。 In vivo試

験では、 MA-2029を3%アラビアゴム懸濁液で懸濁した。ほかの薬物は生理食塩

液あるいは蒸留水で溶解した。

2.3.2.使用動物

雄性JWウサギ(約2-3kg、北山ラべス(樵))を使用した。本研究はすべて中外

製薬株式会社「実験動物指針」にのっとり、倫理的配慮をもって遂行した。

2.3.3.摘出十二指腸標本での収縮実験

ウサギをチオペンタール(ラボナール⑧;田辺製薬)麻酔下放血させ安楽死後、

十二指腸を摘出し、氷冷下Krebs緩衝液(composition in mM: NaCl 120.0, KC1 4.7,

CaCl2 2.4, KH2PO4 1.0, MgSO4 1.2, NaHCO3 24.5, glucose 5.6 (pH 7.4))にて洗浄し、

縦10mmx横3mmの縦走筋切片を作製した。その切片をマグヌス装置に取り

付け、過度な自発運動を抑制するために28℃の95%02-5%C02含Krebs緩衝液

10mLに浸し、 1gの張力を付加した63。実験開始前に、その切片を100¥iMア

セチルコリンで再現性のある収縮が得られるまで繰り返し刺激した。収縮活性

はisotonic transducer (ME-4012; Medical Electronics Co.)にて測定し、ペンレコー

ダー(Type 3066;横河電気(秩))で記録した。アゴニストはモチリン(0.1-1000 nM)、

アセチルコリン(0.01-100 nM)またはサブスタンスP(0.1-300nM)を使用し累積投

与によって収縮させた。次に、各アゴニスト投与15分前にMA-2029を投与し、

各アゴニストの収縮活性を測定した。 MA-2029の濃度は、モチリンの収縮活性

26



では1-30nMを、アセチルコリン、サブスタンスPの収縮活性では1pMを使

用した。すべての薬物濃度はマグヌス中の最終濃度で表示している。

収縮活性はアセチルコリン100(iMによる収縮に対する%で示した。また、各

アゴニストのMA-2029存在俳存在下でのpD2 (pD2 - -log【agonist EC50], EC50:

agonist cone, for half-maximal contraction)、モチリンに対するMA-2029の競合的ア

ンタゴニスト活性bA2 - -log[antagonist cone, that doubles EC50] )を算出した。

2.3.4.ウサギ大腸におけるモチリン受容体結合実験

モチリン受容体結合実験はDepoortereらの方法64を改変して行った。チオペ

ンタール麻酔下放血後、約50cmの遠位結腸を掃出し、氷冷下生理食塩液で洗

浄した。結合組織と粘膜を取り除いた平滑筋組織を細かく切り刻み、 50mM

Tris-HCl buffer (pH 7.4, Trizma⑧; Sigma-Aldrich Japan)を加え、 ooc、 30秒間、 2000

rpmでtapered tissue grinder (Wheaton Science Products)を使用してホモジナイズ

した。その後、ホモジネ-トを遠心処理した(TMP-22;日立工機(樵); 1500×gfor

5 min)。沈殿物を50 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0, containing 10 mM MgCl2, 1.5%

bovine serum albumin)50 mLで懸濁し、結合実験の大腸平滑筋標本として使用し

た。その標本の一部(約1.0mgprotein/assay)を25℃で25pM [- I]モチリン(final

samplevolume: 1 ml)とともに2時間インキュベ-上し、2mlの氷冷緩衝液を加え

て反応を停止させた。結合したリガンドとフリーリガンドを分けるために、遠

心処理(1500 × gfor 5 min)を行った。氷冷緩衝液で洗浄後、放射活性をgamma

counter (COBRA II 5005; Packard Instrument Co.)を用いて測定した。

特異的結合は非特異的結合(1 ^Mモチリン添加後測定)と全結合の差から算出

した。MA-2029およびモチリンの結合置換曲線を作成し、MA-2029、モチリン(そ

れぞれ0.ト1000 nM)の[125I]モチリンの特異的結合を50%減少させる濃度(ic50)

を算出し、モチリンの解離定数(Kd)とMA-2029の阻害定数(Ai)を算出した。また、

MA-2029の協同性を検証するためにHill係数を求めた。
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2.3.5.ヒトモチリン受容体結合実験

MA-2029のヒトモチリン受容体に対する親和性を検討するために、 HEK293

cellsを使用し、 Cerep (Celle L'Evescault, France)にてradioligand binding assayに

よって測定した65。 HEK293 cellsの細胞膜に対する[125I]モチリンの特異的結合

を測定し、 MA-2029(0.1-300nM)の置換曲線を作成し、 ic50およびpKiを算出し

た。

2.3.6. MA-2029の受容体およびイオンチャネルに対する親和性実験

MA-2029の他の受容体およびイオンチャネル-の親和性をCerepにて

radioligand binding assayによって測定した。 Table 2に各受容体およびイオンチャ

ネルに対するMA-2029 (1 nM)の阻害率を示す。

2.3.7. MA-2029の大腸運動に対する作用

MA-2029の経口活性を明らかにするために、モチリン誘発大腸運動に対する

抑制効果を意識下ウサギを用いて行った。イソフルラン麻酔下(Forane⑧ Abbott

Labs)、開腹L force-transducer (F-8IS; StarMedical)を大腸(肛門から10 cm上部)

に輪状筋方向に縫着した。モチリン投与用および採血用にシリコンチューブ

(Silascon㊥ Medical Tube, SHNo. 1; Kaneka Medix)を頚静脈に留置した。シリコン

チューブ、 force-transducerのリード線の他端を皮下を通し肩甲骨から取り出し、

術後ジャケットを着用させ、シリコンチューブ、リード線を保護した。実験は1

週間回復後行った。

Force-transducerのリード線をimplantable telemetry system (IMT-400; Star

Medical)に接続し、ウサギをケージ中、自由に動けるようにした。大腸運動は

消化管運動測定システム(Eight Star; Star Medical)にて測定した。 MA-2029のモチ

リン誘発大腸運動抑制効果とその持続性を評価するために、 MA-2029投与30分

後および4時間後のモチリン誘発大腸運動を測定した。予備検討において、

MA-2029(10mg/kg)をウサギに経口投与したとき、 MA-2029のTn　およびTl/2
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がそれぞれ約30分および2時間であり、投与後4時間でも血祭中に検出された

ため(n-5)、経口投与後30分および4時間で評価した。

24時間絶食後、ベースラインの大腸運動を1時間測定し、モチリン3ng/kg

を静脈内投与した(First motilin injection)。この実験で用いたモチリンの用量は

Kitazawaらの報告66ぉよび予備検討で最大下用量を示した3 (ag/kgを使用した。

First motilin injectionの2.5時間後にMA-2029 (3, 10, 30 mg/kg)またはvehicleを経

口投与し、その30分後にモチリン(3 ^g促g)を静脈投与した(secondmotilin

injection)。 1週間後、同様な実験を行い、 second motilin injectionでMA-2029経

口投与4時間後のモチリン誘発大腸運動の測定を行った。大腸収縮活性の定量

解析は収縮波とベースラインの面積からmotility indexを算出し、 first motilin

injectionによって誘発された大腸のmotilityindexを100%として、 MA-2029また

はvehicle存在下におけるsecond motilin injectionによるmotility indexの変化率(%)

を求めた。

second motilin injection直前の血液を採取し、血祭中MA-2029濃度を

LC/MS/MS(electrospray ionisation, positive mode)で測定した。

2.3.8. MA-2029の腹痛に対する作用

MA-2029経口投与による腹痛に対する効果を明らかにするために、 Okanoら

の方法67を改変し、バルーン大腸拡張におけるモチリン静脈内持続投与誘発腹

筋収縮に対するMA-2029の効果を評価した。バルーンによる大腸拡張刺激は腹

痛を評価する一般的な実験モデルである。大腸拡張による侵害性内臓刺激は腹

筋収縮のような反射的な反応を示し、その反応は大腸拡張の強度と相関し、定

量可能である68。

48時間絶食後、腹筋収縮回数を測定するために、電極(Vitrode F;日本光電(樵))

を腹斜筋を覆う皮膚上に貼りつけ、ウサギをアクリルケージ(縦46cmx横15.5

cmx高さ11cm)に固定した。アクリルケージに慣れさせた後、チューブの先

端に付けた5cm長さのバルーンを肛門から挿入し、肛門から10cmの直腸付近

で固定した。バルーンを空気で35mmHgになるよう膨張させ、この圧力で35
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分間維持させた。この拡張圧は、 Okanoetal. (2002)の報告67ぉよび予備検討で

使用した拡張圧であり、この圧力では腹筋の収縮を起こさないことを確認して

いる。大腸拡張5分後、モチリンまたは生理食塩液を30分間静脈内持続投与し

た。電極をLEG-1000 Biomedical Research System (日本光電)に接続し筋電図を記

録し、 30分間持続投与中の腹筋収縮による筋電図のバースト回数を測定した。

モチリンの最適用量を設定するために、モチリン1、 3および10(ag/kg/hによる

腹筋収縮回数を上述の方法で測定した。モチリンは用量依存的に腹筋収縮回数

を増加させ、最小有効用量は3 jJ-g/kg/hであり(結果の項参照)、この用量を

MA-2029の薬効評価に用いた。モチリン誘発腹筋収縮に対するMA-2029の効果

を大腸拡張する30分前にMA-2029 (0.3, 1, 3 mg/1tg)またはvehicleを経口投与し、

上述の方法で測定した。

2.3.9.統計学的解析

データは平均値土標準誤差で示した。統計解析はStudentのt検定または

Dunnett　多重比較検定を用いた。用量または濃度依存性の検定は

Jonc姐eere-Terpstra検定を用いた。大腸のmotility indexとlog血祭中MA-2029

濃度の相関はPearsonの相関解析を行った。 PO.05を統計学的に有意とした。
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2.4.結果

2.4.1.摘出十二指腸標本における収縮実験

アゴニストを暴露する前のウサギ摘出十二指腸縦走筋標本は、律動的な自発

性収縮を示した。モチリンは濃度依存的に収縮したが(Figs. 8Aand9A) 、vehicle

(DMSO, final cone: 0.1%v/v)は変化しなかった(Figs. 8Aand 8C) 。 MA-2029存

在下では、モチリンの収縮一反応曲線は最大収縮を低下させずに右に平行移動

した(Figs. 8B and 9A)0 MA-2029のモチリンに対する競合的阻害活性bA2)は、9.17

士0.01 (n-5)でSchild-plotの傾きは1.04土0.08 (n-5) (Fig. 9B)であった。高濃度の

MA-2029 (1 ¥iM)はベースの運動あるいは自発収縮に対し影響を与えず(Fig.

8D) 、またアセチルコリンまたはサブスタンスPの収縮を抑制しなかった(Fig.

8D and Table 3)。

2.4.2.ウサギ大腸モチリン受容体に対する親和性

モチリン受容体に対するMA-2029の親和性を放射性リガンドを用いた受容体

結合実験で検討した。ウサギ大腸平滑筋標本で、 [125I]モチリンの受容体-の結

合は、MA-2029またはモチリンによって濃度依存的に置換し、それぞれのIC50は

2.74士0.24および1.29土0.13 nM(n-4)であった。 MA-2029のpifiは8.58土0.04

(n-4)、モチリンのpKdは9.03土0.05(n-4)であった。また、 MA-2029のHill係

数は0.91士0.04であった。

2.4.3.ヒトモチリン受容体に対する親和性

Fig. 10に示すように、 MA-2029はヒトモチリン受容体を発現しているHEK

293 cellsの細胞膜分画において、結合する[125I]モチリンを濃度依存的に置換し

た。 MA-2029のic50 、 PKiはそれぞれ4.9nM、 8.39(meanofduplicate

experiments)であった。

2.4.4.他の受容体およびイオンチャネルに対する親和性

MA-2029 (1 nM)の他の受容体およびイオンチャネルにおける阻害活性bercent
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inhibition)をTable 2に示す。ウサギ大腸平滑筋モチリン受容体に対するMA-2029

のKiの約300倍である1 [iMの濃度でさえも24種類の受容体、 7種類のイオンチャ

ンネルで非常に低い親和性あるいはほとんど阻害活性は見られなかった(Table

2).

2.4.5.大腸運動に対する作用

24時間絶食後の意識下ウサギの大腸運動は、自発性で不規則な低振幅性の大

腸収縮であった。ベースライン測定後(1時間)、モチリン(3 Hg/kg)静脈内投与す

ると20-30分間、高振幅性の大腸収縮が観察された(Fig. ll)。 MA-2029(3, 10,30

mg/kg)またはvehicleは大腸のトーンや自発運動に対し影響を与えなかったが、

MA-2029経口投与後30分または4時間後に投与したモチリンの収縮を用量依存

的に抑制した。その抑制は投与30分後では3mg/kg以上で、投与4時間後では

10mg/kg以上で有意であった(Fig. 12)。したがって、 MA-2029は10mg/kg以上

では、投与後30分以内から少なくとも4時間まではその抑制効果を持続してい

ることが明らかとなった。

投与後30分後および4時間後の血衆中MA-2029濃度をTable4に示す。血祭

中MA-2029濃度は各時間で用量依存的であった。しかし、 3mg/kg投与30分後

の血祭中濃度よりも10mg/kg投与4時間後の値のほうが低かった(Table4)。モ

チリン3 |ag/kg誘発大腸運動と血衆中MA-2029濃度の相関関係をプロットした

ところ(Fig. 13)、有意な負の相関を示した(r- -0.650,PO.0001, Pearson's

correlationtest)。モチリン誘発大腸運動を50%抑制するのに必要な血衆中

MA-2029濃度は10.5 ng/ml (17.7 nM)であった。

2.4.6.腹痛に対する効果

Fig. 14Aに示すように、意識下ウサギでの大腸拡張(35mmHg)時において、

モチリン3および10 ng/kg/hの静脈内持続投与は、有意に腹筋収縮回数を増加さ

せた。そこで、モチリン3 |ag/kg/hをMA-2029の薬効評価に使用した。 MA-2029
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(0.3, 1, 3 mg/kg)経口投与は、用量依存的に腹筋収縮回数を抑制し3 mg/kgで有意

であった(Fig. 14B)。
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2.5.考察および結論

ウサギ十二指腸平滑筋標本において、 MA-2029は濃度依存的で競合的にモチ

リン受容体アンタゴニスト活性を示し、アンタゴニスト活性の指標であるpA2

は9.17であり、 Schild-plotの傾きは1.04であった。 MA-2029は高濃度でもベー

スの自発性収縮に影響を与えなかったためアゴニスト活性を有さず、むしろ高

濃度でもアセチルコリンやサブスタンスPによる収縮を抑制しなかったため、

モチリン受容体選択的なアンタゴニスト活性を有することが示された。さらに、

radioligand binding assayで、 MA-2029は24種類の受容体および7種類のイオン

チャネルに対しての親和性が低いもしくはなかったため、モチリン受容体-の

選択性が高いことが明らかとなった。

ウサギ大腸平滑筋で、 MA-2029は非ラベル体のモチリンと同様に【125I]モチリ

ンを置換し、競合的なモチリン受容体アンタゴニスト活性を示した。さらに、

MA-2029はヒトモチリン受容体を発現しているHEK293 cellsの細胞膜に結合

するri]モチリンを濃度依存的に置換した。この結果は、 MA-2029がヒトモチ

リン受容体に対し親和性を有することを示している。

invitro実験で、 MA-2029のアンタゴニスト活性の強さは、非ペプチドモチリ

ン受容体アンタゴニストとして報告されているRWJ-68023の10倍であった。

MA-2029はウサギ十二指腸平滑筋標本でpA2は9.17であり、一方、 RWJ-68023

は6.96であった。また、ウサギ大腸モチリン受容体に対するpKiおよびHEK-293

cellsにおけるヒトモチリン受容体に対するpKiは、それぞれMA-2029では8.54

および8.39、 RWJ-68023では7.74および6.95であった61。

意識下ウサギにおいて、 MA-2029経口投与はモチリン誘発大腸運動に対して、

有意かつ用量依存的に抑制した。この抑制効果は血祭中MA-2029濃度とよく相

関したため、 MA-2029の抑制効果は代謝物ではなく主に未変化体によって引き

起こされたと考えられた。 MA-2029経口投与4時間後の血祭中濃度は、経口投

与30分後の血祭中濃度の6-15%であったため、 MA-2029は上部消化管から速や

かに血中に移行し代謝されることが明らかとなった。
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モチリン誘発大腸運動を50%抑制するために必要なフリーの血祭中MA-2029

濃度は、予備検討でMA-2029の90%が血清中のタンパクと結合するため、 17.7

nMより低い値と考えられる。それゆえ、モチリンによる大腸運動を50%抑制す

るために要するフリーの血祭中MA-2029濃度は、大腸平滑筋受容体でのモチリ

ンに対する置換曲線から得られたMA-2029のIC50 (2.74 nM)とほぼ同等であるこ

とが示唆された。

意識下ウサギにおいて、大腸拡張時のモチリンの静脈内持続投与は、用量依

存的に腹痛の指標である腹筋の収縮を増加させた。意識下ウサギにおいて、モ

チリンは大腸運動を克進し大腸の緊張を高めることから、これらのモチリンの

作用によって大腸拡張刺激の腹痛を増悪させたと考えられた。 MA-2029経口投

与は用量依存的にモチリンによる腹筋収縮を抑制し、最小有効量は3 mg/kgであ

った。慢性的な腹痛または不快感は過敏性腸症候群患者の最も共通の症状であ

るので69、この結果から、 MA-2029は過敏性腸症候群の治療薬としての可能性

が期待できる。さらに、 Mertzらは過敏性腸症候群のほとんどの患者が、侵害受

容の閥値が低く、大腸拡張に対して過敏であることを報告している70。モチリン

誘発大腸運動の実験で、 MA-2029は腹筋収縮を抑制した同用量の3 mg/kg投与

後30分でモチリン誘発大腸運動を有意に抑制したことから、 MA-2029はモチリ

ンによる収縮を抑制して腹痛を緩和したと考えられる。

過敏性腸症候群患者の血中モチリン濃度の報告では、いくつか矛盾が見られ

る。ある試験では、過敏性腸症候群患者の血中モチリン濃度は増加している報

告もあれば53,71、変化が見られないまたは低いとの報告もある72-74。また、過敏

性症候群患者に心理的ストレスを与えることにより、血中モチリン濃度が増加

したとの報告もある55。これらの報告の矛盾の理由として、血中モチリン濃度と

伝播性収縮の収縮相の関係が考えられる。血中モチリン濃度によって伝播性収

縮の収縮相bhase)は制御されている43。上述の報告は伝播性収縮を調べていない。

しかし、最近、 Simrenらは、過敏性腸症候群患者では伝播性収縮のすべての収

縮相で血中モチリン濃度が増加し、食後でもその増加が観察されたことを報告

した54。それゆえ、過敏性腸症候群患者の症状起因の一つとして、血中モチリン
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濃度の増加が消化管運動の過元進、侵害受容の悪化の要因であることが示唆さ

れた53,54。

モチリンは、健常人において機能性胃腸症のような食後弛緩(胃受容性)障

害や食後不快感を引き起こすので、血中モチリン濃度の増加は機能性胃腸症の

病因であると考えられている75-77。それゆえ、モチリンアンタゴニストは機能性

胃腸症患者に対して有用である可能性が示唆された。 Kamerlingらの報告によれ

ば、健常人にRWJ-68023を静脈内持続投与したところ(total dose, 3.62 mg/kg)、

近位胃のベースの体積に影響を与えなかったが、モチリン静脈内持続投与によ

り近位胃の収縮を60%まで減少させた62。近位胃におけるRWJ-68023のモチリ

ンアンタゴニスト作用は部分的ではあるが、この結果は機能性胃腸症の治療に

モチリンアンタゴニストが貢献できる可能性を示唆した。本実験では、 MA-2029

は経口投与可能な選択的なモチリンアンタゴニストであり、またRWJ-68023よ

りも約10倍強いアンタゴニスト活性を有するので、過敏性腸症候群や機能性胃

腸症のような消化管運動機能障害の患者でのMA-2029の経口投与での効果を検

討する臨床試験が望まれる。

結論として、ウサギを用いたinvitroおよびinvivo実験において、 MA-2029

はモチリン受容体アゴニスト活性がなく、経口投与可能な選択的・競合的なモ

チリン受容体アンタゴニストであることを確認した。また、 MA-2029はヒトモ

チリン受容体に濃度依存的に結合活性を示した。 MA-2029は過敏性腸症候群お

よび機能性胃腸症のような消化管運動機能障害の患者や血中モチリン濃度の増

加が病因となる機能障害の患者に対する治療に有用である可能性が示唆された。
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2.6. Figures and Tables

Figure 7. Chemical structure of MA-2029. (Molecular weight - 593.17)
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Figure 8. Typical tracings of

contractions of isolated strips of

rabbit duodenum induced by

cumulative application of motilm

in the absence (A) or presence

(B) of MA-2029 0r induced by

cumulative application of

acetylcholme (ACh) in the

absence (C) or presence (D) of

MA-2029. MA-2029 was added

to the bath 15 mm before

application of motilin or ACh.

The concentrations shown are

concentrations in the organ bath.

For comparison, response to 100

pM ACh is shown at the left of

each part.
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Figure 9. Inhibitory effects of MA-2029 on the induction of contraction of isolated

strips of rabbit duodenum by motilin. (A) Cumulative motilin-mduced

concentration-contraction curves in the presence ofo 0 nM,・1 nM, ▲ 3 nM,蝣IO nM

or ◆ 30 nM MA-2029. Contraction is shown as percentage of that induced by lOOトLM

acetylcholine (ACh). Points and bars represent means土S且M. of 5 strips丘om 5

animals. (B) Schild plot analysis. Points and bars represent meansアS.E.M. of 5 strips

斤om 5 animals. pA2- 9.17士0.01, slope- 1.04土0.08.
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motilin) or with (right, the second injection of motilin) prior oral administration of

MA-2029 (B-D) or vehicle (A).
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Table 2. Effects of lトIM MA-2029 0n specific radioligand binding to receptors and ion channels.

Receptor Ligand Source　　　皿hibition a (%)

Adrenergic α2, non-selective

Adrenergic β3

Benzodiazepine, central

Calcitonin gene-related peptide

Cholecystokinin CCKa

Dopamine Di

Dopamine D2

GABAb

Muscarinic Mi

Muscarinic M2

Muscarinic M3

Nicotinic, neuronal

Tachykmm NKi

Tachykmm NK2

Neurotensm NT i

Opioid o

Opioid iく

Opioidトt

Serotonin 5-HTia

Serotonin 5-HT3

Serotonin 5-HT4

Serotonin 5-HT7

Somatostatin, non-selective

Vasoactive intestinal peptide

[3H]RX 821002

【 125IJ Cyanopindolol

[ H] flunitrazepam

【125J】 hCGRPα

[3H] Devazepide

[3HJSCH 23390

[3H】 Spip erone

【3HJ GABA

【3H] pirenzepine

[3H]AF-DX 384

[3HJ 4- DAMP

[jH] Cytisine

[Sar ,Met(O2)n]-SP

rDI]NKA

[ 125I] Tyr^ -neurotensin

[3H] DPDPE

[3H】U 69593

【 'H]DAMGO

[3H] 8 -OH-DPAT

[3H]BRL 43694

[3H]GR 113808

[3H] LSD

[^IJTyrl -somatostatin

[1Z3I]VIP

rat cerebral cortex

SK-N-MC cells

rat cerebral cortex

SK-N-MC cells　　　　　　- ll.8

human recombmant

human recombinant

human recombmant

rat cerebral cortex

human recombinant

human recombmant

human recombmant

rat cerebral cortex

U-373MG cells

human recombmant

human recombmant

human recombmant

human recombmant

human recombmant

human recombinant

human recombmant

guinea pig stnatum

human recombinant

AtT-20 cells

HT-29 cells

-ll.0

-8.2

-1.3

20.9

6.2

0.7

3.0

-ll.0

3.8

24.5

4.3

-0.3

-14.8

20.3

0.5

-4.2

-10.8

6.6

-3.2

-6.7
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Ion channel Ligand Source　　　皿hibition a (%)

Ca channel L, DHP site

Ca channel L diltiazem site

Ca channel L verapamil site

Ca channel N type

K channel ATP sensitive

K channel Voltage dependent

K channel Ca dependent

[JH]PN 200-1 10

[JH] diltiazem

[ riJD ooo

rat cerebral cortex

rat cerebral cortex

rat cerebral cortex

[ IJoo-conotoxin GVIA rat cerebral cortex

[ H] glibenclamide rat cerebral cortex

[ I]dendrotoxin rat cerebral cortex

[ I]apamin rat cerebral cortex

Percent inhibition of control speci丘c binding (means, n-2).
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Table 3. Effects of MA-2029 (1 pM) on pD2 values and maximal contraction induced by

acetylcholine and substance P in isolated rabbit duodenal longitudinal muscle strips.

pD2 value

Contro With MA-2029

Agonist

Maximal contraction

(% of response to 100トIM ACh)

Control With MA-2

Ac九 6.03土0.12　　　　　　5.96士0.16

Substance P　　　8.22土0.09　　　　　　8.12土0.07

104.9土2.2　　　　102.6土1.4

83.9土4.3　　　　　90.5土4.5

Means土S.E.M. (n-5 strips丘0m 5 animals). Differences from control were not significant

(Student's ∫ test). Acethylcholme: ACh.
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Table 4. Plasma MA-2029 concentration 30 min and 4 h after oral administration of

MA-2029.

MA-2029 dose

(mg/kg)

Plasma concentration (ng/ml)

imm　　　　　　　　　　　4h

25.8土7.1

147.2士39.9

280.1土43.0

1.5土0.6

10.1士4.0

43.2土11.1

Means土S.E.M., n-5
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3.第3部KATPチャネル開口作用とNO作用を有す

るニコランジルのラット尿道閉塞誘発頻尿に対

する改善効果
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3.1.要約

ラット部分的尿道閉塞(BOO)モデルを用いて、ニコランジルの頻尿改善効果を

明らかにするとともに、血圧に対する影響についても検討した。ラットに部分

的尿道閉塞術を施し、 6-8日回復後、薬物とともに30ml/kgの水を経口投与し排

尿行動を観察した。また、意識下BOOラットに薬物経口投与後、 tailcuff法を

用いて血圧を測定した。 BOOラットは正常ラットに比べ、排尿回数が増加し、 1

回排尿量が減少した。ニコランジル(I mg/kg)、クロマカリム(0.1 mg/kg)および

isosorbide dinitrate (ISDN; 1000 mg/kg)はBOOラットで排尿回数を有意に減少さ

せた。また、ニコランジルは1回排尿量も有意に増加させた。クロマカリム、ISDN

は排尿回数を減少させた用量で血圧を低下させたが、ニコランジルは血圧に影

響を与えなかった。結論として、ニコランジルは血圧を下げることなく頻尿改

善効果を示した。これらの結果から、ニコランジルは勝批選択性の高い過活動

膜朕の治療薬として有用である可能性が示唆された。
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3.2.序論

高齢社会の進行に伴い、下部尿路機能障害を有する患者数が増加している。

これらの症状は蓄尿障害(頻尿、夜間頻尿、失禁)と排出障害(不完全な排出、尿

閉)に分けられる。頻尿は過活動膜脱(OAB)や前立腺肥大症(BPH)による尿道閉塞

によって起こる重大な泌尿器症状のひとつである。抗コリン薬は多くの頻尿患

者の症状を緩和し、治療の第一選択薬である78。しかし、抗コリン薬に治療抵抗

性を示す患者や口渇、便秘、かすみ目、尿閉などの副作用によって使用が限ら

れ、必ずしも治療満足度は得られていない。それゆえ、新規メカニズム、また

は抗コリン薬より効果のある薬剤の開発が求められている。現在、膜脱選択性

の高い抗コリン薬、 βアゴニスト、 αアンタゴニスト、 Kチャネル開口薬など

様々なメカニズムを有する薬剤の開発が進められているが、その中でもATP感

受性Kチャネル開口薬(KCO)とnitric oxide(NO)ドナーが新規メカニズムを有す

る有望な候補薬剤とされている。膜月光平滑筋でのKチャネルの開口は膜の過分

極を起こし、電位依存的caチャネルを介しCaの流入を抑制し膜批平滑筋を弛

緩させる。 ATP感受性Kチャネルはヒトやラットなどの膜月光で確認されている

79。ピナシジル、クロマカリムのようなKCOはヒトを含む数種の動物種で摘出

膜庇の収縮を抑制することが報告されている80-82クロマカリムはラットにおい

て排尿間隔を増加させるが、血圧も同時に低下させる83。排尿にNOが重要な役

割を果たすことは広く知られている79。 Masudaらは、内因性および外因性のNO

がカブサイシン誘発膳批過活動モデルで膜庇の求心性神経からの伝達物質の放

出、または求心性神経の興奮を抑制することによって反射性の膳朕活動を抑制

することを報告している84。このように、我々はKCO作用に加えNO作用を有

する薬剤がKCO作用のみを有する薬剤より、頻尿の治療により有用であるので

はないかと考えた。

ニコランジル(2-nicotinamidoethyl-nitrate ester)はKCO作用とNO作用を併せ持

つ狭心症、急性心不全治療薬である。ニコランジルはヒトで血圧を低下させず

に冠血流を改善させることが知られている85。最近、ニコランジルの頻尿に対す

る薬理学的作用が3種の異なるOABモデルで報告された86。本検討では、 BOO
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ラットモデルを用いて、ニコランジルが血圧を変化させずに頻尿を改善するこ

とを明らかにし、純粋なKCOであるクロマカリムおよびNOドナーである

isosorbide dinitrate (ISDN)と比較した。

52



3.3.実験材料および実験方法

本研究はすべて中外製薬株式会社「実験動物指針」にのっとり、倫理的配慮を

持って遂行した。

実験には雌性SDラット(140-200g、日本SLC(秩))を用いた。 BOOモデルの作

製はMalmgrenらの方法を参考にして行った87。雌性SDラットをイソフルラン

で麻酔し、開腹して膜朕、尿道を露出した。直径1.2mmのステンレス棒ととも

に尿道を結致した後ステンレス棒を取り除き開腹した.実験を始める前に、尿

失禁を示した(尿道口周辺部が濡れている)個体は本実験から除外した。

術後6-8日後の排尿行動をHashimotoらの方法を改変して測定した88。排尿量

の測定は代謝ケージにて、尿量測定システム(Ver. 1.02,、室町機械(樵))を用いて

行った。ラットを代謝ケージに入れ30分間馴化させた後、水30ml/kgをラット

に経口投与し、 3時間排尿行動を測定したbre-drug session)。頻尿を示した個体

に薬物を30 ml/kgで経口投与し3時間排尿行動を測定した(drug treatment session)。

Drug treatment session終了後すぐに、ベントバルビタール(100 mg!kg, ip)で麻酔し、

膳庇に残っている尿(残尿)を採取し、その量を測定した。また、尿道狭窄の

程度を確認するため、勝月光を摘出し重量を測定した。

血圧および心拍数の測定は、意識下BOOラットを用いて非観血式血圧測定装

置(UR-5000、室町機械(秩) )で行い、薬物投与前および薬物投与後30分の値を

測定した。

ニコランジルおよびクロマカリムは中外製薬(秩)富士御殿場研究所にて合成

されたものを用いた。 ISDNはSigma-Aldrichより購入した。ニコランジルは蒸

留水で溶解させ、クロマカリムおよびISDNは3%アラビアゴムで懸濁し、 30

ml/kgで動物に経口投与した。

結果は平均値士標準誤差で示した。統計解析は、排尿行動評価ではStudent

のt検定またはDunnett多重比較検定、血行動態評価では対応のあるt検定を行

った。 PO.05を有意差ありと判断した。統計解析はSAS 8.02 (SAS Institute, Cary

NCUSA)を用いて行った。
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3.4.結果

薬物投与前の水負荷試験bre-drug session)で、ラットに尿道狭窄を施すことに

よって、排尿回数が増加し(3.4ア0.3to 18.6士1.4n/3h)、1回排尿量が減少した(1.15

士0.12toO.13土0.01 ml/void)。尿道狭窄群において、排尿回数、 1回排尿量ともに

群間での有意差は認められなかった。実験終了後に摘出したBOOラットの膜月光

重量はnon-BOOラットの膜脱重量の約3倍であり(83.2士6.0vs234.4土18.2mg)、

尿道狭窄群での群間差は見られなかった。 Vehicleを投与した尿道狭窄群(control

群)の排尿パラメーターは、 pre-drug sessionとdrug treatment sessionで特に変化は

見られなった。

ニコランジルは、 1 mg/kgで有意に排尿回数を減少させ、 1回排尿量を増加さ

せた(Fig.15)。また、ニコランジルはcontrol群に比べ、残尿量を有意に減少さ

せた(Table5)。クロマカリムは0.1 mg/kgで有意に排尿回数を減少させ(Fig. 16A)、

1回排尿量を増加させる傾向を示した(Fig. 16B)。 ISDN (1000mg/kg)は排尿回数

を有意に減少させ、 1回排尿量を増加させ、残尿量を減少させる傾向を示した(Fig.

16, Table 5)o

ニコランジル、クロマカリムおよびISDNの血圧、心拍数に対する影響をTable

6に示す。ニコランジルはBOOラットで頻尿を改善させた用量の1mg/kgで血

圧および心拍数に対して影響を与えなかった。一方、クロマカリムおよびISDN

は、それぞれ頻尿を改善させた用量の0.1 mg/kg、 1000mg/kgで、有意な血圧の

低下および心拍数の増加を示した。

54



3.5.考察および結論

本検討では、ニコランジル経口投与により、血圧に影響を与えずに排尿回数

および残尿量を有意に減少させ、 1回排尿量を有意に増加させた。これに対し、

クロマカリムおよびISDNは排尿回数を減少させたが、同時に血圧も低下させた。

ニコランジルによって活性化されるATP感受性Kチャネル(SUR2B/Kir6.2)は、膜

庇および血管平滑筋に存在することが報告されているが89,90、 BOOラットにおい

てニコランジルは血管よりも膳耽選択的に作用することが実証された。このよ

うなニコランジルの膜朕選択性のメカニズムは、ニコランジルがKCO作用とNO

作用を有するハイブリッド化合物であるがゆえに、純粋なKCOまたは純粋なNO

ドナーに比べ、強力な効果を有する可能性が考えられた。ニコランジルはKCO

作用によって膜批平滑筋を弛緩させ、蓄尿期の膜庇容量を増大させる79,86。また、

ニコランジルはKCO作用およびNO作用によって尿道平滑筋を弛緩させること

が知られている91。これらの知見から、ニコランジルのKCO作用およびNO作用

の相乗的なメカニズムにより、 1回排尿量の増加および残尿量の減少を引き起こ

し、尿道閉塞モデルにおいて排尿回数を減少させていると考えられる。ニコラ

ンジルと同様なKCO作用とNO作用を有するKRN2391は、膜月光過活動を強力に抑

制することが報告されている86,92。さらに、ニコランジルは寂動脈選択的に血管

拡張作用を有することが知られているが、その有効量では血圧に影響を与えな

いことが報告されている85,93。高用量のニコランジルでは、経口投与後30分に血

圧低下作用を示すが(unpublished observation)、本検討で用いたニコランジル(1

mg/kg)では血圧に対して影響を示さなかった。

ラットにおいて、クロマカリムは膳朕過活動を抑制するが、同時に血圧も低

下させることが報告されている83。クロマカリムのような第一世代KCOは膜朕

平滑筋に選択的でなかったために、臨床での使用が断念された。実際、臨床研

究において、クロマカリムはOAB患者の症状を改善したが、副作用として血圧

低下作用を示したために、 OAB治療薬としての開発は中止となった94。最近、

ZD0947、 ZD6169、 ZM226600、 WAY-133537、 A-251179といった膳庇選択性を有

する第二世代のKCOが開発され、前臨床試験が行われている79,95-97。これらの

55



化合物は、血圧低下作用を示さずに低用量で膜月光過活動を改善することが報告

されている。このように、これらの薬剤はOABやBPHに見られる頻尿の治療

薬として期待され、臨床研究の結果が待たれる。

NOは血管機能と同様に、下部尿路機能の重要な調節因子のひとつである。神

経解剖学的に、ラットの尿道はNO神経によって支配され、 NO合成酵素が多く

存在し、膳庇ではそれらの分布が少ないことが報告されている79,98,99。 NOドナ

ーを投与すると尿道平滑筋が弛緩し、尿道内圧が低下する92,100。ヒトにISDNを

舌下投与したところ、尿道抵抗を低下させた101,102。さらに、内因性および外因

性のNOは、シクロホスフアミドまたはカブサイシンで過敏にさせたラット膜

庇の求心性知覚神経の興奮を抑制した84,103。これらの知見は、 NOが膜脱・尿道

機能に生理学的・病態生理学的な役割を果たしていることを支持し、 NOは排尿

期に尿道、尿道括約筋を弛緩させることにより、尿道抵抗を減少させるだけで

なく、膜月光の求心性神経機能の抑制に関わっていることを示唆している。

頻尿におけるニコランジルの膜庇選択的な作用メカニズムの解明には、さら

なる検討が必要であるが、少なくともニコランジルのKCO作用とNO作用のハ

イブリッド効果が、純粋なKCOあるいは純粋なNOドナーよりも膜脱選択性で

優れていると考えられ、 OAB、 BPHで見られる頻尿に対して新たな作用メカニ

ズムを有する治療薬候補のひとつとして期待される。

結論として、 KCO作用とNO作用を併せ持つニコランジルは、 BOOラットに

おいて血圧を低下させずに頻尿を改善することが示された。
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3.6. Figures and Tables
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Figure 15. Effects of nicorandil on voiding behavior in rats with BOO. (A) voiding

丘equency, (B) average voided volume. Nicorandil (0.3-1 mg/kg) or vehicle was

administered orally and each characteristic of voiding behavior was measured. Numbers

in parentheses indicate the number of animals in each group. Each bar represents the

mean士SEM of 5 rats. Statistical significance was evaluated by Dunnett's test

(*; po.05). ffi><0.05 between the non-BOO rats treated with vehicle (Non-BOO) and

the BOO rats treated with vehicle (control) by Student s ‖est.
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Figure 16. Effects of cromakalim and ISDN on voiding behavior in rats with BOO. (A)

voiding frequency, (B) average voided volume. Cromakalim (0.1 mg/kg), ISDN (1000

mg/kg) or vehicle was administered orally and each parameter of voiding behavior was

measured. Numbers in parentheses indicate the number of animals in each group. Each

bar represents the mean士SEM of 5-10 rats. Statistical significance was evaluated by

Dunnett's test (*; i><0.05). #P<0.05 between the non-BOO rats treated with vehicle

(Non-BOO) and the BOO rats treated with vehicle (control) by Student s t test.
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Table 5. Effects ofnicorandil, cromakalim and ISDN on residual urine volume in rats.

Tre atment Dose Number Residual urine volume

(mg/kg)　　　　　　　　　　　　　　(ml)

Non-BOO '

C ontro l

Nicorandil

Nicorandil

Non-BOO b

C ontrol

Cromakahm

ISDN

0.3

1

5

5

5

5

5

10

5

5

1.2士0.4

4.0士0.5

2.8土0.5

2.2土0.2*

0.9士0.2

4.0士0.6

3.9土0.8

2.4士0.5

a: Distilled water was administered orally as the corresponding vehicle丘)r nicorandil.

b: Three percent gum arabic solution was administered orally as the corresponding vehicle for cromakalim and ISDN.

Data represent meanアSEM from 5-10 rats. PO.05 between the non-BOO rats treated with vehicle桝on-BOO) and the BOO rats treated

with the corresponding vehicle (control) by Student's t test. *P<0.05 between control and treatment group by Dunnett's test.
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Table 6. Effects ofnicorandil, cromakalim and ISDN on blood pressure and heart rate in BOO rats.

Tre atment Dose Number Systolic blood pressure (mmHg)　　　Heart rate (beat/mm)

(mg/kg)　　　　　　　　　B efore After B efore After

Vehicle

Nicorandi l

Cromakalim 0. 1

ISDN 1 000

5

5

5

5

150士　　　　　154土4

158士　　　　　　154土5

147土　　　　　118ア5*

157士　　　　　126士3*

411士22　　　　　412土32

407土13　　　　437土10

423土15　　　　519士9*

419土18　　　　513士15*

Data represent mean士SEM from 5 rats. Systolic blood pressure and heart rate were measured before and 30 min after oral drug

administration. *P<0.05 by paired t test.
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