
博士論文 
 
 
 
 
 
 

新規ミネラルコルチコイド受容体拮抗薬 

CS-3150の薬理作用の研究 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

新井 清志 



目次 

 

序論 ................................................................................................................................... 1 

第 1 章 新規 MR 拮抗薬 CS-3150 の基本薬理プロファイルの検証 ............................. 6 

第 1 節 CS-3150 の in vitro MR 及び MR 以外のステロイドホルモン受容体に対する作

用  ....................................................................................................................... 6 

[目的] ......................................................................................................................... 6 

[方法] ......................................................................................................................... 7 

[結果] ....................................................................................................................... 12 

第 2 節 CS-3150 の in vivo MR に対する作用とその持続性 ...................................... 22 

[目的] ....................................................................................................................... 22 

[方法] ....................................................................................................................... 23 

[結果] ....................................................................................................................... 26 

[考察]  ................................................................................................................................ 32 

第 2 章 Dahl 食塩感受性高血圧ラットの病態進展に対する CS-3150 の作用 ............ 34 

[目的]  ..................................................................................................................... 34 

[方法]  ..................................................................................................................... 35 

[結果]  ..................................................................................................................... 39 

[考察]  ..................................................................................................................... 50 

第 3 章 DOCA/食塩負荷高血圧ラットに対する CS-3150 の薬理作用 ........................ 55 

第 1 節  DOCA/食塩負荷高血圧ラットの病態進展に対する抑制作用 ..................... 55 

[目的] ....................................................................................................................... 55 

[方法] ....................................................................................................................... 56 

[結果] ....................................................................................................................... 61 

第 2 節  DOCA/食塩負荷高血圧ラットの病態に対する治療効果 ............................ 69 



[目的] ....................................................................................................................... 69 

[方法] ....................................................................................................................... 70 

[結果] ....................................................................................................................... 73 

[考察]  ..................................................................................................................... 82 

総括 ................................................................................................................................. 87 

参考文献 .......................................................................................................................... 89 

謝辞 ............................................................................................................................... 100 



1 
 

序論 

 

高血圧は、心血管疾患や慢性腎臓病、脳血管障害などの要因となる重要なリスク因子で

あり、全世界で 10 億人以上が罹患しているとされ、生活習慣病の 1 つとして現在も増加

の一途を辿っている [1]。日本においても、高血圧症患者は約 4300 万人いるとされ、人

口の高齢化に伴い、今後さらに増加することが予想されている [2]。これまでに、アン

ジオテンシン変換酵素 (ACE) 阻害薬やアンジオテンシン II 受容体拮抗薬 (ARB)、カル

シウム拮抗薬、利尿薬、β 遮断薬といった有効性・忍容性に優れた数多くの降圧薬が開

発され、単剤あるいは併用療法の確立により、その薬剤貢献度・治療満足度共に一定の

水準が保たれてきている [3]。また、これら 5 種類の主要降圧薬はいずれも心血管病抑

制効果を有することが明らかとなっており [4]、特に ACE 阻害薬や ARB は心不全や慢

性腎臓病を合併した高血圧症の第一選択薬とされ、優れた心・腎保護作用を併せ持つ降

圧薬として高血圧症治療の中核を担っている。しかし一方で、これら降圧薬による治療

を駆使しても、血圧が良好にコントロールできている患者の割合は全体の半数程度にと

どまっているのが現状である [5]。特に、異なるクラスの降圧薬 3 剤を適切な用量用い

ても血圧が目標コントロール値に達していない治療抵抗性高血圧患者が全体の 10-20%

存在するとされ、その患者数はこの 20 年で約 60%も増加しており、今後も増加が見込

まれている [6, 7]。またこれらの患者では、血圧が目標コントロール値に適切に管理さ

れている高血圧症患者に比べて、心血管イベントや慢性腎不全のリスクが高いことが報

告されている [8]。このように、降圧治療の最終目標が心血管疾患や腎疾患の発症予防・

進展抑制であるという観点からも、優れた降圧作用はもちろんのこと、より強力な臓器

保護作用を発揮する新しい薬剤の開発が望まれている。 

アルドステロンは、レニン・アンジオテンシン・アルドステロン系の最下流に位置する、

副腎で産生・分泌されるステロイドホルモンである。これまで、主に腎尿細管上皮のミ

ネラルコルチコイド受容体 (Mineralocorticoid receptor; MR) に作用して Na+再吸収及び

K+排泄を引き起こし、生体内の電解質バランス・体液量調節を介して血圧上昇を引き起
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こす古典的な作用が知られていた [9]。しかし近年、腎臓の非上皮系組織 (メサンギウム

細胞 [10] やポドサイト [11]) や心臓 [12]、血管 [13] などにも MR が発現し、この MR

の活性化が炎症 [14] や線維化 [15]、酸化ストレス [16] を直接惹起することで、心血管

及び腎疾患の病態形成に重要な役割を担っていることが明らかとなり、アルドステロン

/MR シグナルが心血管リスク因子の 1 つとして考えられるようになった (Figure. 1)。実

際、アルドステロンの過剰産生を特徴とする原発性アルドステロン症患者では、年齢及

び性別の一致した通常の本態性高血圧症の患者と比べ、心血管イベントの発症率が高い

ことが報告されている [17, 18]。さらに、後述する既存 MR 拮抗薬 (スピロノラクトン

及びエプレレノン) を用いた大規模臨床試験や多数の臨床研究により、MR 活性化を抑

制することが、高血圧症 [19, 20] のみならず、心不全 [21, 22, 23] や腎疾患 [24, 25, 26] 

の治療に有効であることが明らかとなっている。例えば高血圧症においては、前述した

治療抵抗性高血圧症の重要なサブタイプの 1 つとして、近年「MR 関連高血圧症」が提

唱されている [27]。これは、「血中アルドステロン濃度に関係なく、血圧コントロール

及び臓器障害の治療に MR 拮抗薬が有効な高血圧症」のことを指し、アルドステロン依

存的/非依存的な MR の病的な活性化が病態に関与していると考えられていて、治療抵抗

性高血圧患者へのMR拮抗薬の処方が治療ガイドラインにおいても推奨されている [28]。

また、心不全特に収縮性心不全においては、RALES [21] や EPHESUS [22]、

EMPHASIS-HF [23] といった大規模臨床試験の結果から、標準治療への MR 拮抗薬の追

加投与により予後が大幅に改善されることが証明されており、最近では拡張性心不全に

対しても有効性を示唆する知見 [29] が得られている。さらに腎疾患においては、ACE

阻害薬や ARB が処方されている糖尿病患者や慢性腎不全患者に少量の MR 拮抗薬を上

乗せすることで、血圧には影響を与えずに、腎障害のバイオマーカーであるアルブミン

尿/タンパク尿が著明に減少することが複数の臨床研究 [24, 25, 26] によって明らかとな

っており、MR 拮抗薬の腎保護薬としての優れた特性にも注目が集まっている。 

しかし、このように MR 阻害の有用性が明確となっている一方で、既存 MR 拮抗薬は、

高頻度で特有の副作用の発現や薬効強度、使用に際しての制限など複数の問題点を抱え
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ている。MR 拮抗薬として最初に開発されたスピロノラクトンは、ステロイド骨格を有

し、その MR への選択性の低さから他ステロイドホルモン受容体 (アンドロゲンやプロ

ゲステロン) に作用して、男性では女性化乳房、女性では生理不順といった性ホルモン

関連の副作用が頻発することが問題となっている [30, 31]。続いて開発されたエプレレ

ノンもステロイド骨格を有しており、スピロノラクトンの MR 選択性の問題点は改善さ

れたものの、MR 拮抗活性の弱さや PK プロファイル (血中半減期が短い) に起因して、

スピロノラクトンよりも薬効が弱いことが報告されている [32, 33]。また、両者に共通

の副作用として、メカニズムベースで生じる高カリウム血症 (MR が阻害されることで

尿中へのカリウム排泄が抑制されるために生じる) が挙げられる [34]。エプレレノンは、

微量アルブミン尿を呈する糖尿病患者や中等度以上の腎機能低下患者を対象とした米国

での開発治験において、この高カリウム血症が高頻度に認められたことから、これらの

患者に対して投与禁忌となっている [35]。このように既存 MR 拮抗薬は、有効性・安全

性の両面で改善の余地が残された薬剤といえる。 

こうした現状を踏まえ、我々は、既存 MR 拮抗薬よりも有効性に優れ且つ安全性の懸念

の少ない新しい MR 拮抗薬を開発することができれば、治療抵抗性高血圧や心・腎疾患

の新たな治療選択肢の 1 つとして、より幅広い患者層のアンメットニーズに応えること

ができるのではないかと考えた。そして、以下①～③の仮説に基づいて化合物の探索研

究に着手し、その後 Exelixis 社との共同研究により、新規化合物 XL550 の獲得に成功し

た [36]。XL-550 は非ステロイド骨格のピロール誘導体で、弊社の合成化学担当者の尽

力によってラセミ体であることが判明し、光学分割によって最終的に CS-3150 を獲得す

るに至った [37]。 

①MR 拮抗活性をさらに向上させた化合物であれば、より強力な降圧・臓器保護効果を

発揮することができるのではないか？ 

②従来の「ステロイド骨格」からの脱却や、MR 選択性をさらに高めることによって、

副作用のリスクを減らすことができるのではないか？ 

③高カリウム血症は、MR 拮抗薬のメカニズムベースつまり薬効の延長線上に生じるも
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のであるから、有効性とのバランスが重要である。エプレレノンの開発治験において高

カリウム血症が頻発したことの理由として、その用量設定の問題があったとされている 

[35]。PK プロファイルが良好で用量反応性に優れた化合物であれば、高カリウム血症を

頻発せずに降圧・臓器保護効果を発揮する用量設定が可能になるのではないか？ 

 

本研究ではまず、CS-3150 の MR 拮抗薬としての基本的な薬理プロファイルについて明

らかにした後、前述した MR 関連高血圧症の病態モデル動物を用いて、①既存 MR 拮抗

薬との比較という観点からの検討、及び②CS-3150 自体の薬理作用特に腎保護作用に着

目した検討を実施した。これらの検討結果について、順に論じる。  
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Figure 1. Mechanism of action of mineralocorticoid receptor (MR).  
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第 1 章 新規 MR 拮抗薬 CS-3150 の基本薬理プロファイルの

  検証 

第 1 節  CS-3150 の in vitro MR 及び MR 以外のステロイドホルモン受

  容体に対する作用 

 

[目的] 

序論でも述べたように、我々は、既存 MR 拮抗薬のスピロノラクトン及びエプレレノン

よりも MR 拮抗活性及び MR 選択性に優れた新規 MR 拮抗薬の取得を目指して探索研究

を行い、非ステロイド骨格を有する CS-3150 の取得に至った。本節ではまず、CS-3150

の MR 拮抗薬としての基本プロファイルを明らかにするため、in vitro にて、CS-3150 の

MR に対する作用 (MR に対する結合親和性及び拮抗様式、MR 拮抗活性、MR 選択性) を

評価し、スピロノラクトン及びエプレレノンと比較検証した。  
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[方法] 

化合物 

CS-3150 は、第一三共株式会社で合成されたものを入手して使用した。スピロノラクト

ンは、Shanghai FWD Chemicals Ltd.から購入して使用した。エプレレノンは、セララ錠 

(Pfizer Co., Ltd.) から精製したものを使用した。それぞれの化合物の構造式を Figure 2 に

示す。 

 

MR に対する結合親和性の評価 

化合物の MR に対する結合親和性を、バインディングアッセイにて評価した。 

7 週齢の雄性 Sprague Dawley (SD) ラット (日本エスエルシー株式会社) から腎臓を摘出

し、ホモジネート緩衝液 (0.5 mmol/L DTT、1 mmol/L sodium molybdate 及び 1 mmol/L 

EGTA を含む 50 mmol/L Tris-HCl [pH 7.4]) を加えて氷冷下でホモジネートした。遠心分

離 (4℃、120,000×g、1 時間) 後、上清を採取し、レセプター調製液とした。 

続いて、バインディングアッセイを以下の手順で実施した。化合物、レセプター調製液

及び 3H-アルドステロン (Perkin-Elmer Inc.、終濃度：4.9 nmol/L) を混合し、インキュベ

ート (4℃、18 時間) した。この際、アルドステロンがグルココルチコイド受容体 

(Glucocorticoid receptor; GR) に結合するのを防ぐ目的で、GR アンタゴニストの RU-486 

(Sigma-Aldrich、終濃度：450 nmol/L) も同時に添加した。次に、反応液にデキストラン

チャコール溶液を加え，インキュベート (4℃、30 分) した後、遠心分離 (4℃、1,600×g、

15 分 ) した。得られた上清中の放射活性を液体シンチレーションカウンター 

(PICO-FLUORTM PLUS、Perkin-Elmer Inc.) で測定した。化合物非存在下での総結合放射

活性から非特異的結合放射活性 (非標識アルドステロン [Sigma-Aldrich、10 μmol/L] を

添加した群) を差し引くことで、3H-アルドステロンの特異的結合放射活性を算出した。

化合物の各濃度において、 3H-アルドステロンの結合に対する阻害率を算出し、

Sigmoid-Emax 非線形回帰モデルを用いた解析により、各化合物の IC50 値を求めた。IC50

値は、3 回の実験結果の平均値で示した。データ処理には、EXSUS Ver.7.7 (株式会社 CAC
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エクシケア) 及び Microsoft® Office Excel 2003 を使用した。 

 

MR に対する拮抗様式の評価 

化合物の MR に対する拮抗様式を、バインディングアッセイ及び Scatchard 解析により評

価した。 

前述の「MR に対する結合親和性の評価」の実験手順に従ってバインディングアッセイ

を行い、各濃度の化合物共存下／非共存下における、MR に対する 3H-アルドステロンの

結合の Scatchard 解析を実施した。Scatchard 解析は、放射活性を 3H-アルドステロン濃度

に換算 (B: 結合放射活性に相当する結合濃度、F: 遊離放射活性に相当する遊離濃度) し、

縦軸に B/F、横軸に B をプロットしたのち直線回帰した。 

 

MR 以外のステロイドホルモン受容体に対する結合親和性の評価 

化合物の GR、アンドロゲン受容体 (Andorogen receptor; AR) 及びプロゲステロン受容体 

(Progesterone receptor; PR) に対する結合親和性を、バインディングアッセイにて評価し

た。 

7 週齢の雄性 SD ラット (日本エスエルシー株式会社) から肝臓を摘出し、ホモジネート

緩衝液 (0.5 mmol/L DTT、1 mmol/L sodium molybdate 及び 1 mmol/L EGTA を含む 50 

mmol/L Tris-HCl [pH 7.4]) を加えて氷冷下でホモジネートした。遠心分離  (4℃、

120,000×g、1 時間) 後、上清を採取し、GR のレセプター調製液とした。同様にラット

から摘出した前立腺を、TEDG バッファー (1 mmol/L Tris、150 mmol/L EDTA、0.1 mmol/L 

DTT、1% glycerol、100 mmol/L sodium molybdate 及び 0.1 mmol/L PMSF) でホモジネート

し、遠心分離 (4℃、30,000×g、1 時間) 後、上清を採取し、AR のレセプター調製液とし

た。また、フナコシ株式会社から購入したウサギ子宮を、TEDG バッファーでホモジネ

ートし、遠心分離 (4℃、30,000×g、1 時間) 後、上清を採取し、PR のレセプター調製液

とした。 

バインディングアッセイは、前述の「MR に対する結合親和性の評価」の実験手順から、
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用いた標識/非標識リガンドを下表の通り改変して実施した。また、いずれの実験でも

RU-486 は添加しなかった。 

 

評価内容 標識リガンド  非標識リガンド 

GR に対する結合親和性 3H-デキサメタゾン  

(終濃度：0.5 nmol/L) 

デキサメタゾン 

(Sigma-Aldrich) 

AR に対する結合親和性 3H-メチルトリエノロン 

(終濃度：0.5 nmol/L) 

テストステロン 

(Sigma-Aldrich) 

PR に対する結合親和性 3H-プロゲステロン 

(終濃度：1.5 nmol/L) 

プロゲステロン 

(Sigma-Aldrich) 

 

化合物の各濃度において、各標識リガンドの結合に対する阻害率を算出し、

Sigmoid-Emax 非線形回帰モデルを用いた解析により、各化合物の IC50 値を求めた。IC50

値は、3 回の実験結果の平均値で示した。データ処理には、EXSUS Ver.7.7 (株式会社 CAC

エクシケア) 及び Microsoft® Office Excel 2003 を使用した。 

 

MR に対するアゴニスト/アンタゴニスト作用の評価 

MR の転写活性に対する化合物の作用を、レポーターアッセイにて評価した。 

まず、10%FBS を含む DMEM 培地 (Invitrogen) に懸濁した 293A 細胞 (Invitrogen) を、

4.5×106 cells/dish となるように 100 mm dish に播種し、37℃・5%CO2 条件下で約 24 時間

培養した。翌日、Lipofectamine 2000 (Invitrogen) を用いて、ヒト及びラット MR 発現プ

ラスミド (第一三共株式会社で作製) とレポータープラスミド (3×GRE-Luc2P、Promega) 

を細胞に導入した。4-6 時間後、遺伝子導入した 293A 細胞を 10% charcoal-stripped FBS

を含む DMEM 培地に懸濁し、1.0×104 cells/well となるように 96 well plate に播種して、

約 24 時間培養した。翌日、培養上清を吸引除去し、アゴニスト作用の評価には化合物だ

けを含む試験液を、アンタゴニスト作用の評価にはアルドステロン (和光純薬工業株式

会社、終濃度：1 nmol/L) と化合物を含む試験液をそれぞれ添加し、約 24 時間培養した。
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培養終了後、One-Glo Luciferase Assay System (Promega) を用いて、マルチモードアッセ

イシステム (AnalystGT、Molecular Devices Inc.) にて、各 well のルシフェラーゼ活性を

測定した。 

化合物及びアルドステロン未添加群のルシフェラーゼ活性を 0%、アルドステロンのみ

添加群のルシフェラーゼ活性を 100%とし、各群の相対ルシフェラーゼ活性を算出して、

Sigmoid-Emax 非線形回帰モデルを用いた解析により、各化合物の IC50 値を求めた。デー

タ処理には、SAS System Release 8.2 (SAS Institute Inc.) を使用した。 

 

MR 以外のステロイドホルモン受容体に対するアゴニスト/アンタゴニスト作用の評価 

GR、AR 及び PR の転写活性に対する化合物の作用を、レポーターアッセイにて評価し

た。 

前述の「MR に対するアゴニスト/アンタゴニスト作用の評価」の実験手順から、用いた

発現プラスミド (いずれも第一三共株式会社で作製) 及びリガンドを下表の通り改変し

て実施した。 

 

評価内容 発現プラスミド リガンド 

(いずれも終濃度：1 nmol/L) 

GR の転写活性に対する作用 ヒト GR デキサメタゾン 

(Calbiochem) 

AR の転写活性に対する作用 ヒト AR スタノロン 

(東京化成工業株式会社) 

PR の転写活性に対する作用 ヒト PR プロゲステロン 

(東京化成工業株式会社) 

 

それぞれの受容体に対し、化合物及びリガンド未添加群のルシフェラーゼ活性を 0%、

リガンドのみ添加群のルシフェラーゼ活性を 100%とし、各群の相対ルシフェラーゼ活

性を算出して、Sigmoid-Emax 非線形回帰モデルを用いた解析により、各化合物の IC50
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値を求めた。データ処理には、SAS System Release 8.2 (SAS Institute Inc.) を使用した。  
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[結果] 

MR に対する結合親和性の評価 

CS-3150 は、ラット腎臓由来 MR への 3H-アルドステロンの結合を濃度依存的に阻害し、

その IC50 値は 9.4 nmol/L であった (Figure 3、Table 1)。また、スピロノラクトン及びエ

プレレノンも同様の阻害作用を示し，その IC50 値は 36 及び 713 nmol/L であった。この

結果から、CS-3150 の MR に対する結合親和性は、スピロノラクトン及びエプレレノン

に比べ、それぞれ約 4 及び 76 倍高いことが明らかとなった。 

 

MR に対する阻害様式の評価 

MR に対する拮抗様式を Scatchard プロットにより解析した結果を Figure 4 に示す。

CS-3150 の MR に対する拮抗様式は、スピロノラクトン及びエプレレノンと同様に競合

的であった。 

 

MR 以外のステロイドホルモン受容体に対する結合親和性の評価 

CS-3150 は 10 μmol/L (MR に対する IC50 値の約 1000 倍) の条件下においても、GR、AR

及び PR への各標識リガンドの結合をほとんど阻害しなかった (Figure 5、Table 1)。一方

スピロノラクトンは、GR、AR 及び PR への各標識リガンドの結合を濃度依存的に阻害

し、その IC50 値は 764、133 及び 1200 nmol/L であった。またエプレレノンは、GR への

3H-デキサメタゾンの結合を濃度依存的に阻害し、その IC50 値は 3060 nmol/L であった。

これらの結果から、CS-3150 は MR に対して、他ステロイドホルモン受容体と比較して

1000 倍以上の高い親和性を示し、その MR 選択性はスピロノラクトン及びエプレレノン

に比べて高いことが明らかとなった。 

 

MR に対するアゴニスト/アンタゴニスト作用の評価 

CS-3150 は、アルドステロン刺激によるヒト MR の転写活性を濃度依存的に抑制し、そ

の IC50 値は 3.7 nmol/L であった (Figure 6A、Table 2)。スピロノラクトン及びエプレレノ
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ンも同様の抑制作用を示し、その IC50 値は 66 及び 970 nmol/L であった。この結果から、

CS-3150 のヒト MR に対するアンタゴニスト活性は、スピロノラクトン及びエプレレノ

ンに比べ、それぞれ約 18 及び 260 倍強いことが明らかとなった。また、いずれの化合物

も、ラット MR の転写活性に対して濃度依存的な抑制作用を示し、その IC50 値は 4.9、

23 及び 300 nmol/L であった (Figure 6C、Table 2)。一方、CS-3150 はヒト及びラット MR

いずれに対してもアゴニスト作用は示さなかったのに対し、スピロノラクトン及びエプ

レレノンは弱いながらも両受容体へのアゴニスト作用を示した (Figure 6B、6D)。 

 

MR 以外のステロイドホルモン受容体に対するアゴニスト/アンタゴニスト作用の評価 

CS-3150 は 5 μmol/L (MR に対する IC50 値の約 1400 倍) の条件下においても、各リガン

ド刺激によるヒト GR、AR 及び PR の転写活性を抑制せず、またいずれの受容体へもア

ゴニスト作用を示さなかった (Figure 7、Table 2)。これらの結果から、CS-3150 は MR に

対し、他ステロイドホルモン受容体と比較して少なくとも 1400 倍以上の高い選択性を有

していることが明らかとなった。一方スピロノラクトンは、各リガンド刺激によるヒト

GR、AR 及び PR の転写活性を濃度依存的に抑制し、その IC50 値は 2600、640 及び 180 

nmol/L で (Figure 7A、7C、7E、Table 2)、ヒト AR 及び PR に対してはアゴニスト作用も

示した (Figure 7D、7F)。また、エプレレノンも各リガンド刺激によるヒト GR、AR 及

び PR の転写活性を濃度依存的に抑制し、その IC50 値は 36000、42000 及び 7400 nmol/L

であったが (Figure 7A、7C、7E、Table 2)、いずれの受容体へもアゴニスト作用は示さな

かった。  
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Figure 2. Chemical structures of test compounds. (A) CS-3150 

((S)-1-(2-Hydroxyethyl)-4-methyl-N-[4-(methylsulfonyl) phenyl]-5-[2-(trifluoromethyl) 

phenyl]-1H-pyrrole-3-carboxamide) (B) spironolactone (C) eplerenone.  
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Figure 3. Effects of CS-3150, spironolactone and eplerenone on 3H-aldosterone binding to rat 

mineralocorticoid receptor (MR). Receptor solution for MR from rat kidneys was incubated for 

18 h with serial dilutions of test compounds in the presence of 3H-aldosterone (4.9 nmol/L). The 

specific bound radioactivity was measured and the inhibition rate of test compound against 
3H-aldosterone binding to MR was calculated. Data are expressed as mean ± S.E.M. of 3 

independent experiments. The curve is a sigmoid curve generated by fitting data to the sigmoid 

Emax model.  
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Figure 4. Scatchard analysis of antagonistic effects of CS-3150 (A), spironolactone (B) and 

eplerenone (C) on 3H-aldosterone binding to rat mineralocorticoid receptor (MR). Receptor 

solution for MR from rat kidneys was incubated for 18 h with serial dilutions of 3H-aldosterone 

in the presence or absence of test compounds. CS: CS-3150. SPL: spironolactone. EPL: 

eplerenone. Data are expressed as mean ± S.E.M. of 3 independent experiments.  
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Figure 5. Effects of CS-3150, spironolactone and eplerenone on radioligand binding to 

glucocorticoid receptor (GR), androgen receptor (AR) and progesterone receptor (PR). Receptor 

solution for GR from rat livers (A), AR from rat prostate gland (B) or PR from rabbit uterus (C) 

was incubated for 18 h with serial dilutions of test compounds in the presence of 
3H-dexamethasone (0.5 nmol/L), 3H-methyltrienolone (0.5 nmol/L) or 3H-progesterone (1.5 

nmol/L), respectively. The specific bound radioactivity was measured and the inhibition rate of 

test compounds against radioligand binding to receptor was calculated. Data are expressed as 

mean ± S.E.M. of 3 independent experiments. The curve is a sigmoid curve generated by fitting 

data to the sigmoid Emax model. For poorly-fitting cases, however, a sigmoid curve is not 

indicated.  
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Figure 6. Effects of CS-3150, spironolactone and eplerenone on the transcriptional activity of 

human and rat mineralocorticoid receptors (MRs). 293A cells, transiently co-transfected with the 

expression vector of human MR (A, B) or rat MR (C, D) and the reporter plasmid, 

3×GRE-Luc2P, were incubated for approximately 24 h with serial dilutions of test compounds in 

the presence (A, C) or absence (B, D) of 1 nmol/L aldosterone. The luciferase activity was 

measured and the relative luciferase activity (%) was calculated. Data are expressed as mean ± 

S.E.M (N = 5). The curve is a sigmoid curve generated by fitting data to the sigmoid Emax model. 

For poorly-fitting cases, however, a sigmoid curve is not indicated.  
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Figure 7. Effects of CS-3150, spironolactone and eplerenone on the transcriptional activity of 

human glucocorticoid receptor (GR), androgen receptor (AR) and progesterone receptor (PR). 

293A cells, transiently co-transfected with the expression vector of human GR (A, B), AR (C, D) 

or PR (E, F) and the reporter plasmid, 3×GRE-Luc2P, were incubated for approximately 24 h 

with serial dilutions of test compounds in the presence (A, C, E) or absence (B, D, F) of 1 

nmol/L dexamethasone, stanolone or progesterone, respectively. The luciferase activity was 

measured and the relative luciferase activity (%) was calculated. Data are expressed as mean ± 

S.E.M (N = 5). The curve is a sigmoid curve generated by fitting data to the sigmoid Emax model. 

For poorly-fitting cases, however, a sigmoid curve is not indicated.  
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Table 1. Effects of CS-3150, spironolactone and eplerenone on radioligand binding to 

mineralocorticoid and other steroid hormone receptors. 
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Table 2. Antagonist effects of CS-3150, spironolactone and eplerenone on the transcriptional 

activity of mineralocorticoid and other steroid hormone receptors. 
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第 1 章 新規 MR 拮抗薬 CS-3150 の基本薬理プロファイルの

  検証 

第 2 節  CS-3150 の in vivo MR に対する作用とその持続性 

 

[目的] 

第 1 節では、CS-3150 がスピロノラクトン及びエプレレノンに比べ、MR に対する高い

結合親和性、強力な MR 拮抗活性及び優れた MR 選択性を有することが明らかとなった。

次に、CS-3150 の in vivo での MR 拮抗作用を評価し、スピロノラクトン及びエプレレノ

ンと比較することとした。尿中 Na+/K+比は、in vivo での尿細管における MR 活性化の指

標として有用であることが知られている [38]。本節では、CS-3150 の in vivo での作用を

評価する前にまず、正常ラットを用いて、CS-3150 の単回経口投与 PK 試験を実施した。

続いて、両副腎を摘出して内因性のアルドステロンの影響を除いたラットを使用し、化

合物を単回経口投与した際の、アルドステロン投与による尿中 Na+/K+比の変動に対する

作用を評価した。  
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[方法] 

化合物 

化合物の入手は、第 1 節に記載の方法に準じた。後述する「ラットにおける単回経口投

与 PK 試験」では、N,N-ジメチルアセトアミド (和光純薬工業株式会社)、Tween 80 

(Sigma-Aldrich) 及び生理食塩水を 1:1:8 となるように調製した溶液に溶かし、2 mL/kg の

用量でラットに経口投与した。「ラットにおける in vivo MR 拮抗作用の評価」及び「ラ

ットにおける in vivo MR 拮抗作用の持続性の評価」においては、0.5%メチルセルロース 

(MC、和光純薬工業株式会社) に懸濁し、4 mL/kg の用量でラットに経口投与した。 

 

ラットにおける単回経口投与 PK 試験 

7 週齢の雄性 SD ラットを日本チャールスリバー株式会社から購入して使用した。動物

は、設定温度 22℃ (許容範囲：19～25℃)、湿度 50% (許容範囲：30～70%)、12 時間明暗

サイクル (明期：7～19 時) の環境下で、標準食 (CE-2、日本クレア株式会社) 及び水道

水を自由に摂取させた。全ての実験操作は、株式会社新日本科学動物実験委員会のガイ

ドラインに従って適切に実施した。 

8 週齢の雄性 SD ラットに、絶食下で CS-3150 (0.3、1、3 mg/kg) を単回経口投与し、投

与 0.25、0.5、1、2、4、6、8、24 及び 48 時間後に採血を行った。LC/MS/MS (Shimadzu 10A、

株式会社島津製作所) により、CS-3150 の血漿中濃度を測定し、PK パラメータを算出し

た。 

 

ラットにおける in vivo MR 拮抗作用の評価 

4 週齢の雄性 SD ラットを日本エスエルシー株式会社から購入して使用した。動物は、

設定温度 23℃ (許容範囲：20～26℃)、湿度 55% (許容範囲：30～70%)、12 時間明暗サイ

クル (明期：7～19 時) の環境下で、標準食 (FR-2、株式会社フナバシファーム) 及び水

道水を自由に摂取させた。全ての実験操作は、第一三共株式会社動物実験委員会のガイ

ドラインに従って適切に実施した。 
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5 週齢の雄性 SD ラットの両副腎を摘出し、3 日間、標準食 (FR-2) 及び 1%NaCl 水を自

由に摂取させた。実験当日、前日から絶食させたラットに溶媒 (0.5%MC)、CS-3150 (0.3、

1、3 mg/kg)、スピロノラクトン (3、10、30 mg/kg) あるいはエプレレノン (3、10、30 mg/kg) 

を経口投与した。化合物投与 1 時間後、アルドステロン (2 μg/kg) を皮下投与した。ア

ルドステロン非投与群 (control 群) には、アルドステロンの代わりに生理食塩水を投与

した。化合物投与 2 時間後、全ての群に生理食塩水 (3 mL/body) を皮下投与した。化合

物投与 5 時間後、各個体のスポット尿を回収し、電解質分析装置 (STAX-2、株式会社テ

クノメディカ) を用いて尿中 Na+及び K+濃度を測定し、尿中 Na+/K+比を算出した。 

 

ラットにおける in vivo MR 拮抗作用の持続性の評価 

前述の「ラットにおける in vivo MR 拮抗作用の評価」の実験手順に従い、両副腎摘出ラ

ットを準備し、独立した 3 つの実験を実施した。各実験の概要図を以下に示す。 

 

 

 

各実験において、ラットに溶媒 (0.5%MC)、CS-3150 (3 mg/kg)、スピロノラクトン (30 

mg/kg) あるいはエプレレノン (30 mg/kg) を経口投与し、アルドステロン及び生理食塩

水の投与を化合物投与 1、6、8 時間後に、スポット尿の回収を化合物投与 3、8、20 時間

後に、それぞれ実施した。回収した尿中の Na+及び K+濃度を測定し、尿中 Na+/K+比を算
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出した。また、アルドステロンの作用に対する化合物の抑制率を、以下の計算式に従い

算出した。 

 

計算式 計算に用いた値 

（C-B）／（A-B）×100 A: control 群の尿中 Na+/K+比の平均値 

B: vehicle 群の尿中 Na+/K+比の平均値 

C: 化合物投与群の各個体の尿中 Na+/K+比 

 

統計解析 

データは平均値±標準誤差で表示した。二群間の比較には Student’s t-test もしくは

Aspin-Welch’s t-test を、多重比較には Dunnett’s test を使用した。有意水準は 0.05 未満と

した。解析には、SAS System Release 8.2 (SAS Institute Inc.) を使用した。  
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[結果] 

ラットにおける単回経口投与 PK 試験 

ラットへの単回経口投与後の血漿中 CS-3150 濃度の推移を Figure 8 に、PK パラメータを

Table 3 にそれぞれ示す。0.3、1 及び 3 mg/kg の CS-3150 を投与した際の tmax は 2.0～4.5

時間、t1/2は 6.5～6.9 時間で、Cmax及び AUC0-infは投与量に応じて増加していた。 

 

ラットにおける in vivo MR 拮抗作用の評価 

両副腎摘出ラットにおいて、vehicle 群では control 群と比較して、アルドステロン投与に

よる尿中Na+/K+比の有意な低下が認められた (Figure 9)。CS-3150 (0.3、1及び 3 mg/kg) は

0.3 mg/kg から、用量依存的且つ有意に、アルドステロン投与による尿中 Na+/K+比の低下

を抑制した (Figure 9A)。また、スピロノラクトン (3、10 及び 30 mg/kg) 及びエプレレ

ノン (3、10 及び 30 mg/kg) はいずれも 3 mg/kg から、CS-3150 と同様の抑制作用を示し

た (Figure 9B、9C)。これらの結果から、CS-3150 は in vivo においても MR 拮抗作用を

示し、その作用はスピロノラクトン及びエプレレノンよりも約 10 倍低用量から認められ

ることが明らかとなった。 

 

ラットにおける in vivo MR 拮抗作用の持続性の評価 

ラットへの単回経口投与後の、in vivo MR 拮抗作用の持続性を評価するために、化合物

の投与 3、8 及び 20 時間後にそれぞれ、アルドステロン投与による尿中 Na+/K+比の変動

に対する化合物の作用を評価した。投与 3 時間後において、CS-3150 (3 mg/kg)、スピロ

ノラクトン (30 mg/kg) 及びエプレレノン (30 mg/kg) はいずれも、vehicle 群で認められ

たアルドステロンによる尿中 Na+/K+比の低下を有意に抑制し (Figure 10A)、その抑制率

はそれぞれ 38%、57%及び 46%であった (Figure 10D)。投与 8 時間後において、CS-3150

及びスピロノラクトンは投与 3 時間後と同様の高い抑制率 (75%及び 83%) を維持して

いたのに対し、エプレレノンの有意な抑制効果は認められなかった (Figure 10B、10D)。

この結果は、CS-3150 及びスピロノラクトンの MR 拮抗作用が投与 8 時間後まで持続し
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ていた一方で、エプレレノンの作用が消失したことを示している。投与 20 時間後におい

て、CS-3150 はアルドステロンによる尿中 Na+/K+比の低下を有意に抑制していた (抑制

率：56%) のに対し、スピロノラクトンの抑制効果は消失していた (Figure 10C、10D)。

以上の結果から、CS-3150 の単回投与での MR 拮抗作用は、投与 20 時間後まで持続し、

スピロノラクトン及びエプレレノンに比べてより長く持続することが明らかとなった。  
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Figure 8. Plasma concentration–time curve of orally administered CS-3150 to rats. CS-3150 (0.3, 

1 and 3 mg/kg) was orally administered to male SD rats, and the plasma concentration of 

CS-3150 was measured at 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8, 24 and 48 h after administration by liquid 

chromatography–tandem mass spectrometry (LC/MS/MS). Data are expressed as mean ± S.D. 

(N=4).  
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Figure 9. Effects of CS-3150, spironolactone and eplerenone on aldosterone-induced urinary 

Na+/K+ concentration ratio change in bilateral adrenalectomized rats. Test compounds were 

orally administered to bilateral adrenalectomized rats. Aldosterone (2 μg/kg) was subcutaneously 

administered at 1 h, saline (3 ml/body) was intraperitoneally administered at 2 h, and spot urine 

samples were collected at 5 h after compound dosing. The urinary Na+ and K+ concentrations 

were measured and the Na+/K+ ratio was calculated. Con: control group (no aldosterone 

administered). Veh: vehicle-treated group. CS0.3, CS1 and CS3: CS-3150 (0.3, 1 and 3 

mg/kg)-treated groups. SPL3, SPL10 and SPL30: spironolactone (3, 10 and 30 mg/kg)-treated 

groups. EPL3, EPL10 and EPL30: eplerenone (3, 10 and 30 mg/kg)-treated groups. Data are 

expressed as mean ± S.E.M (N = 8). ## P < 0.01 vs. Con. ** P < 0.01 vs. Veh.  
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Figure 10. The time-course of the effects of CS-3150, spironolactone and eplerenone on 

aldosterone-induced urinary Na+/K+ concentration ratio change in bilateral adrenalectomized rats. 

The compounds were orally administered to bilateral adrenalectomized rats. In (A), aldosterone 

(2 μg/kg) and saline (3 ml/body) were subcutaneously administered at 1 h and spot urine was 

collected at 3 h after compound dosing. In (B), aldosterone and saline were administered at 6 h 

and spot urine was collected at 8 h after compound dosing. In (C), aldosterone and saline were 

administered at 18 h and spot urine was collected at 20 h after compound dosing. The urinary 

Na+ and K+ concentrations were measured and the Na+/K+ ratio was calculated. The time-course 

of inhibition rate on aldosterone-induced Na+/K+ ratio change are shown in (D). Con: control 

group (no aldosterone administered). Veh: vehicle-treated group. CS3: CS-3150 (3 

mg/kg)-treated group. SPL30: spironolactone (30 mg/kg)-treated group. EPL30: eplerenone (30 

mg/kg)-treated group. Data are expressed as mean ± S.E.M (N = 8). 
## P < 0.01 vs. Con. † P < 0.05, †† P < 0.01 vs. Veh.  



31 
 

Table 3. Pharmacokinetic parameters after single oral administration of CS-3150 to rats. 
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第 1 章 新規 MR 拮抗薬 CS-3150 の基本薬理プロファイルの

  検証 

 

[考察] 

本章では、CS-3150 の MR 拮抗薬としての基本薬理プロファイルを明らかにすることを

目的に、in vitro 及び in vivo において種々の検討を実施した。 

第 1 節では、CS-3150 の MR に対する作用 (MR に対する結合親和性及び拮抗様式、MR

拮抗活性、MR 選択性) を、in vitro にて検証した。バインディングアッセイにおいて、

CS-3150 は MR に対し、スピロノラクトン及びエプレレノンに比べてそれぞれ約 4 及び

76 倍高い結合親和性を示し、その拮抗様式はスピロノラクトン及びエプレレノンと同様

に競合的であった。レポーターアッセイにおいては、CS-3150 はヒト MR に対し、スピ

ロノラクトン及びエプレレノンの約 18 及び 260 倍強力なアンタゴニスト活性を示した。

また、その MR に対する優れた結合親和性・拮抗活性だけでなく、CS-3150 はスピロノ

ラクトン及びエプレレノンと比べ、いくつか異なる薬理学的プロファイルを有していた。

第一に、レポーターアッセイにおいて、スピロノラクトン及びエプレレノンがヒト MR

に対して弱いながらもアゴニスト活性を示したのに対し、CS-3150 は全くアゴニスト活

性を示さなかった。動物モデルを用いた実験で、パーシャルアゴニスト活性を有する

MR 拮抗薬の有効性が減弱することが報告されている [39]。次章以降で述べる CS-3150

の in vivo における作用の特徴は、CS-3150 が MR に対するフルアンタゴニストであるこ

とに起因しているのかもしれない。第二に、バインディングアッセイとレポーターアッ

セイの両方において、スピロノラクトン及びエプレレノンが MR 以外のステロイドホル

モン受容体 (GR、AR、PR) への親和性及びアゴニスト/アンタゴニスト作用を示したの

に対し、CS-3150 はそれら受容体と比較して 1000 倍以上という極めて高い MR 選択性を

示した。臨床においてスピロノラクトンは、本節での実験でも確認された AR 及び PR

への高い親和性に起因した、性ホルモン関連の副作用 (女性化乳房や月経不順、勃起不

全など) を引き起こすことが知られている [40, 41]。一方、スピロノラクトンに比べて
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MR 選択性が改善されたエプレレノンは、性ホルモン関連の副作用をほとんど引き起こ

さないことが報告されている [42]。これらのことから、エプレレノンよりもさらに高い

MR 選択性を有する CS-3150 は、臨床において性ホルモン関連の副作用を引き起こす可

能性は極めて低いことが期待される。また、安全性薬理の観点から、CS-3150 は 68 種類

の他の受容体やチャネル、トランスポーター、酵素に影響 (10 μmol/L [MR に対する IC50

値の約 1000 倍] で 50%以上の阻害作用) を及ぼさないことも確認されており (data not 

shown)、これらの結果を総合すると、CS-3150 は非常に忍容性の高い医薬品になりうる

と考えられる。 

第 2 節では、尿中 Na+/K+比の変動を指標として、CS-3150 の in vivo における MR 拮抗作

用を評価した。両副腎摘出ラットにおいて、CS-3150 は単回経口投与により、アルドス

テロンによる尿中 Na+/K+比の低下を抑制し、その作用はスピロノラクトン及びエプレレ

ノンよりも低用量から認められ、且つ長時間持続していた。また、ラットにおける PK

プロファイルの解析により、CS-3150 はスピロノラクトン及びエプレレノンと比べ、血

中半減期が長いことが明らかとなった [43, 44]。これらの結果から、ラットにおける

CS-3150 の強力且つ持続的な MR 拮抗作用は、in vitro での強力な MR 拮抗活性に加え、

投与後の安定した血中曝露に起因するものと推察された。 

 

以上、本章での検討により、CS-3150 は既存 MR 拮抗薬のスピロノラクトン及びエプレ

レノンと比べて、強力且つ持続性のある MR 拮抗活性と、極めて高い MR 選択性を特徴

とする、新規 MR 拮抗薬であることが明らかとなった。  
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第 2 章 Dahl 食塩感受性高血圧ラットの病態進展に対する

  CS-3150 の作用 

 

[目的] 

第 1 章において、CS-3150 はスピロノラクトン及びエプレレノンと比較して、①強力な

MR 拮抗活性と非常に高い MR 選択性を有し、②単回経口投与にて強力且つ持続的な in 

vivo MR 拮抗作用を示すことが明らかとなった。そこで次に、病態モデル動物を用いて、

CS-3150 を反復経口投与した際に、この薬理学的特徴がどのような薬効につながるのか

を検証することとした。序論で述べたように、近年、MR の活性亢進が認められ、MR

拮抗薬の投与によって明らかな降圧を認める疾患として MR 関連高血圧症が提唱されて

おり [27]、その代表例として食塩感受性高血圧が挙げられる [45, 46]。食塩感受性高血

圧とは、本態性高血圧の中でも食塩摂取によって血圧が上昇しやすい高血圧のことを指

す。その病態モデルとして、高食塩食の負荷によって高血圧及び心・腎障害が惹起され

る Dahl 食塩感受性高血圧ラットが知られており、MR 拮抗薬を含む降圧薬の薬効評価に

汎用されている [47, 48]。本章では、この Dahl 食塩感受性高血圧ラットに CS-3150 を長

期連投して、病態進展 (高血圧及び心・腎障害) に対する作用を評価し、スピロノラク

トン及びエプレレノンと比較した。  
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[方法] 

化合物 

化合物の入手は、第 1 章・第 1 節に記載の方法に準じた。ラットへは、0.5%メチルセル

ロース (MC、和光純薬工業株式会社) に懸濁して、2 mL/kg の用量で経口投与した。 

 

供試動物 

5 週齢の雄性 Dahl 食塩感受性ラット (DIS/Eis [Dahl-Iwai S]) を、日本エスエルシー株式

会社より購入して使用した。動物は、設定温度 22℃ (許容範囲：19～25℃)、湿度 50% (許

容範囲：30～70%)、12 時間明暗サイクル (明期：7～19 時) の環境下で、標準食 (FR-2、

株式会社フナバシファーム) 及び水道水を自由に摂取させた。全ての実験操作は、シミ

ック株式会社にて、シミック株式会社動物実験委員会のガイドラインに従って適切に実

施した。 

 

実験プロトコール 

プロトコールの概要図を以下に示す。 

 

 

雄性 Dahl 食塩感受性ラットに、7 週齢より食塩食 (8%NaCl を含む FR-2、株式会社フナ

バシファームで調製) を摂取させた。食塩負荷と同時に、溶媒 (0.5%MC)、CS-3150 (0.25、

0.5、1、2 mg/kg)、スピロノラクトン (10、30、100 mg/kg) あるいはエプレレノン (10、

30、100 mg/kg) を、1 日 1 回 7 週間経口投与した。Control 群は、標準食 (FR-2) を摂取
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させ、溶媒 (0.5%MC) を経口投与した。 

 

収縮期血圧の測定 

7 (投与前)、9、11 及び 13 週齢時に、非観血式自動血圧装置 (BP-98A、株式会社ソフト

ロン) を用いて、tail cuff 法にて収縮期血圧を測定した。個体ごと 5 回の測定値のうち、

最大値及び最小値を除く 3 回の測定の平均値を算出した。 

 

採尿及び尿中パラメータの測定 

14 週齢時に、ラットをメタボリックケージに収容し、24 時間蓄尿を実施した。尿量を測

定し、遠心後 (1820×g、15 分) 上清を回収した。自動分析装置 (BioMajesty、日本電子株

式会社) を用いて尿中タンパク濃度を測定し、1 日尿タンパク排泄量を算出した。 

 

CS-3150 の血中濃度の測定 

12 週齢時に、CS-3150 投与群のラットについて、投与前及び投与 2、4、8、24 時間後に

頸静脈採血を行い、遠心後 (1800×g、15 分) 血漿を回収した。LC/MS/MS (Shimazu 10A、

株式会社島津製作所) を用いて、CS-3150 の血漿中濃度を測定し、PK パラメータを算出

した。 

 

血中パラメータの測定及び剖検 

12 週齢時に頸静脈採血を行い、遠心後 (1800×g、15 分) 血清を回収した。自動分析装置 

(BioMajesty) を用いて、血清中の Na+及び K+濃度を測定した。 

剖検時 (14 週齢時)、イソフルラン吸入麻酔下にて腹大動脈からの全採血を行い、遠心後 

(1800×g、15 分) 血漿を回収した。ELISA キット (AssayPro llc.) を用いて、血漿中の脳

性ナトリウム利尿ペプチド (BNP) 濃度を測定した。また、左腎臓を生理食塩水で灌流

後に摘出し、後述する病理組織評価に用いた。右腎臓及び心臓 (左心室) も摘出し、湿

重量を測定して、体重当たりの重量を算出した。 
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腎臓の病理組織評価 

摘出した左腎臓の一部を 10%中性緩衝ホルマリンで固定し、パラフィン包理して、薄切

標本スライドを作製した。作製した薄切標本に、過ヨウ素酸シッフ (PAS) 染色、ヘマト

キシリン・エオジン (HE) 染色及びマッソントリクローム (MT) 染色をそれぞれ行い、

以下の病理組織評価に用いた。 

 

<糸球体硬化の評価> 

PAS 染色スライドを用いて、各個体 50 個の糸球体を観察し、各々の糸球体硬化の程度を

Uehara らの判断基準に従ってスコア化した [49]。各個体の糸球体硬化指数は、下記の方

法に従って算出した。 

 

糸球体硬化スコアと判断基準 

スコア 判断基準 

0 正常 

1 硬化領域が糸球体全体の 25％未満 

2 硬化領域が糸球体全体の 25-50％ 

3 硬化領域が糸球体全体の 50-75％ 

4 硬化領域が糸球体全体の 75%以上 

 

糸球体硬化指数の算出方法 

スコア 糸球体の個数 

0 a 

1 b 

2 c 

3 d 

4 e 

計 a+b+c+d+e=50 

糸球体硬化指数＝([0×a] + [1×b] + [2×c] + [3×d] + [4×e])／50 
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<尿細管障害の評価> 

HE 染色スライドを用いて、各個体の髄質外帯の内層及び髄放線部について、尿細管障

害の程度を Uehara らの判断基準に従ってスコア化した [49]。評価は 200 倍の倍率で、

各々10 視野について実施し、その平均値を算出して、各個体の尿細管障害スコアとした。 

 

尿細管障害スコアと判断基準 

スコア 判断基準 

0 正常 

1 尿細管の拡張が軽微で限局的 

2 多数の尿細管の拡張 (間質拡大を伴う) 

3 広範にわたる尿細管の拡張 (嚢胞形成、間質拡大を伴う) 

4 完全に萎縮した尿細管で占められる 

 

<尿細管間質線維化の評価> 

MT 染色スライドを用いて、尿細管間質の線維化の程度 (青色に染色された領域) を、画

像解析 (画像解析・計測ソフトウェア WinROOF、三谷商事株式会社) により単位面積当

たりの間質線維化率 (%) として求めた。評価は 200 倍の倍率で、20 視野について実施

し、その平均値を算出して、各個体の間質線維化率 (%) とした。 

 

統計解析 

統計解析は、第 1 章・第 2 節に記載の方法に準じて実施した。  
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[結果] 

収縮期血圧 

Vehicle 群では control 群に比べ、食塩負荷 2 週目 (9 週齢時) から有意な血圧上昇が認め

られ、その後も経時的に血圧が上昇した (Figure 11)。CS-3150 は用量依存的にその血圧

上昇を抑制し、13 週齢時において、0.5、1 及び 2 mg/kg 投与群で有意な効果が認められ

た (Figure 11A)。スピロノラクトン及びエプレレノンも同様に昇圧抑制作用を示し、13

週齢時においていずれも 100 mg/kg 投与群で有意な効果が認められた (Figure 11B、11C)。

CS-3150 0.5 mg/kg、スピロノラクトン 100 mg/kg 及びエプレレノン 100 mg/kg 投与群の、

13 週齢時における収縮期血圧はそれぞれ 191 ± 8 mmHg、195 ± 4 mmHg 及び 197 ± 3 

mmHg であった (Figure 11D) ことから、CS-3150 は 0.5 mg/kg の用量で、スピロノラク

トン及びエプレレノンの 100 mg/kg と同程度の昇圧抑制作用を示すことが明らかとなっ

た。 

 

尿タンパク排泄量 

尿タンパク排泄量は、腎障害の指標として確立されたバイオマーカーである [50]。7 週

間の食塩負荷により、vehicle 群では control 群に比べ、尿タンパク排泄量の有意な増加が

認められた (Figure 12)。CS-3150 は用量依存的にその尿タンパク排泄量の増加を抑制し、

0.5、1 及び 2 mg/kg 投与群で有意な効果が認められた (Figure 12A)。一方、スピロノラ

クトンはいずれの投与群 (10、30 及び 100 mg/kg) においても有意な効果を示さなかった 

(Figure 12B)。また、エプレレノンは 10 及び 100 mg/kg 投与群において、尿タンパク排泄

量の増加を有意に抑制したが、30 mg/kg 投与群では有意な効果は認められなかった 

(Figure 12C)。 

 

臓器重量 

Vehicle 群では control 群に比べ、腎臓重量/体重比及び心臓重量/体重比の有意な増加が認

められ、腎肥大及び心肥大が確認できた (Table 4)。CS-3150 は、いずれの臓器重量/体重
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比の増加も用量依存的に抑制し、0.5、1 及び 2 mg/kg 投与群で有意な効果が認められた。

スピロノラクトンは、腎臓重量/体重比の増加に対しては、いずれの投与群 (10、30 及び

100 mg/kg) においても有意な作用を示さなかったが、心臓重量/体重比の増加に対しては、

30 及び 100 mg/kg 投与群で有意な抑制効果が認められた。一方エプレレノンは、腎臓重

量/体重比及び心臓重量/体重比の増加に対して、いずれの投与群 (10、30 及び 100 mg/kg) 

でも有意な抑制作用を示したが、明確な用量依存性は認められなかった。 

 

腎臓病理評価 

<糸球体硬化> 

Vehicle 群では control 群に比べ、糸球体硬化指数の有意な増加が認められた (Table 5、

Figure 13)。CS-3150 は用量依存的にその糸球体硬化を抑制し、0.5、1 及び 2 mg/kg 投与

群で有意な効果が認められた。スピロノラクトン及びエプレレノンも同様に、用量依存

的に糸球体硬化を抑制し、いずれも 100 mg/kg 投与群で有意な効果が認められた。 

<尿細管障害> 

Vehicle 群では control 群に比べ、髄質外帯の内層及び髄放線部のいずれにおいても、尿

細管障害スコアの有意な増加が認められた (Table 5、Figure 13)。CS-3150 は用量依存的

にその尿細管障害を抑制し、髄質外帯の内層においては 1 及び 2 mg/kg、髄放線部にお

いては 0.5、1 及び 2 mg/kg 投与群で、それぞれ有意な効果が認められた。一方スピロノ

ラクトンは、いずれの投与群 (10、30 及び 100 mg/kg) においても、髄質外帯の内層及び

髄放線部の尿細管障害に対して有意な効果を示さなかった。エプレレノンは、髄質外帯

の内層においては 10 mg/kg、髄放線部においては 10、30 及び 100 mg/kg 投与群で、それ

ぞれ尿細管障害を有意に抑制したが、明確な用量依存性は認められなかった。 

<尿細管間質線維化> 

Vehicle 群では control 群に比べ、尿細管間質の線維化率の有意な増加が認められた (Table 

5、Figure 13)。CS-3150 は用量依存的にその線維化を抑制し、1 及び 2 mg/kg 投与群で有

意な効果が認められた。一方スピロノラクトンは、いずれの投与群 (10、30 及び 100 



41 
 

mg/kg) においても、尿細管間質の線維化に対して有意な効果を示さなかった。エプレレ

ノンは、CS-3150 と同様に用量依存的に尿細管間質の線維化を抑制し、30 及び 100 mg/kg

投与群で有意な効果が認められた。 

 

血中パラメータ 

<血清電解質> 

Vehicle 群では control 群に比べ、血清 Na+濃度の有意な増加及び血清 K+濃度の有意な低

下が認められた (Table 6)。血清 Na+濃度については、CS-3150、スピロノラクトン及びエ

プレレノンいずれの投与群においても、vehicle 群と比べて有意な変動は認められなかっ

た (Table 6)。血清 K+濃度については、CS-3150 は 0.5、1 及び 2 mg/kg 投与群において、

vehicle 群の低下に対する有意な抑制作用が認められた。スピロノラクトン及びエプレレ

ノンも同様の抑制作用を示し、エプレレノンの 100 mg/kg 投与群で有意な効果が認めら

れた。 

<血中 BNP> 

血中 BNP 濃度は、心不全のバイオマーカーとして広く有用されている [51]。Vehicle 群

では control 群に比べ、血中 BNP の有意な増加が認められた (Table 6)。CS-3150 は用量

依存的にその増加を抑制し、1 及び 2 mg/kg 投与群で有意な効果が認められた。一方ス

ピロノラクトン及びエプレレノンは、いずれの投与群 (10、30 及び 100 mg/kg) において

も、血中 BNP 増加に対して有意な抑制効果は認められなかった。 

 

CS-3150 の PK パラメータ 

投与 5 週目 (12 週齢時) において、CS-3150 の tmax は 3.6-4.8 h で、Cmax及び AUC0-24 hの

用量依存的な増加が認められた (Figure 14、Table 7)。  



42 
 

 

 

Figure 11. Effects of CS-3150, spironolactone and eplerenone on systolic blood pressure in Dahl 

salt-sensitive (DS) hypertensive rats (time course [A, B, C] and at 13 weeks of age [D]). DS rats 

were fed a high salt (8% NaCl) diet from 7 weeks of age. CS-3150 (0.25 to 2 mg/kg), 

spironolactone (10 to 100 mg/kg), eplerenone (10 to 100 mg/kg) or 0.5% MC (vehicle) was 

orally administered to DS rats once a day for 7 weeks in parallel with salt-loading. Systolic blood 

pressure was measured at 7 (before dosing), 9, 11 and 13 weeks of age. CS: CS-3150. SPL: 

spironolactone. EPL: eplerenone. Data are expressed as mean ± S.E.M (N = 10 in each group, 

except for the vehicle group [N = 15]). ## P < 0.01 vs. control, * P < 0.05, ** P < 0.01 vs. vehicle.  



43 
 

 

 

Figure 12. Effects of CS-3150 (A), spironolactone (B) and eplerenone (C) on urinary protein 

excretion in Dahl salt-sensitive (DS) hypertensive rats. Urine was collected for 24 h at 14 weeks 

of age and urinary volume and protein concentration were measured. Urinary protein excretion 

for 24 h was calculated. Con: control group. Veh: vehicle group. Data are expressed as mean ± 

S.E.M (N = 10 in each group, except for the vehicle group [N = 15]). ## P < 0.01 vs. control,  
* P < 0.05, ** P < 0.01 vs. vehicle.  
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Figure 13. Representative photomicrographs showing glomerulosclerosis (A-C, PAS-staining), 

tubular injury (D-F, HE-staining) and tubulointerstitial fibrosis (G-I, MT-staining) in Dahl 

salt-sensitive (DS) hypertensive rats. Photos are from the control (A, D, G), vehicle (B, E, H) and 

CS-3150 (2 mg/kg)-treated groups (C, F, I) at 14 weeks of age.  
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Figure 14. Plasma concentration-time curve of orally administered CS-3150 to Dahl 

salt-sensitive (DS) hypertensive rats. At 12 weeks of age, the plasma concentrations of CS-3150 

were measured at 0, 2, 4, 8 and 24 h after compound administration by liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry (LC/MS/MS). Data are expressed as mean ± S.D. (N 

= 10 in each group).  
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Table 4. Effects of CS-3150, spironolactone and eplerenone on organ weights in Dahl 

salt-sensitive hypertensive rats. 
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Table 5. Histopathological scoring of renal injuries in Dahl salt-sensitive hypertensive rats. 
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Table 6. Effects of CS-3150, spironolactone and eplerenone on blood parameters in Dahl 

salt-sensitive hypertensive rats. 
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Table 7. Pharmacokinetic parameters after repeated oral administration of CS-3150 to Dahl 

salt-sensitive hypertensive rats. 
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[考察] 

本章では、Dahl食塩感受性高血圧ラット (以下Dahlラット) にCS-3150を長期連投して、

病態進展 (高血圧及び心・腎障害) に対する作用を評価し、スピロノラクトン及びエプ

レレノンと比較した。CS-3150 (0.25～2 mg/kg) は、高食塩負荷による血圧上昇及び尿タ

ンパク排泄量の増加を用量依存的に抑制した。また、腎肥大を抑制し、病理組織学的評

価から糸球体硬化・尿細管障害・尿細管間質線維化の抑制作用も認められた。さらに、

心肥大及び血中 BNP 上昇を抑制し、心保護効果も確認できた。これら病態進展に対する

CS-3150 の抑制効果は、スピロノラクトン及びエプレレノンと比べて強力であったこと

から、CS-3150 は食塩感受性高血圧とそれに伴う心・腎障害の進展を抑える有望な治療

薬となりうると考えられた。 

本検討において、CS-3150 は 0.5 mg/kg の用量で、スピロノラクトンの 100 mg/kg 及びエ

プレレノンの 100 mg/kg と同程度の昇圧抑制作用を示したことから、長期連投による

CS-3150 の薬効は、スピロノラクトン及びエプレレノンに比べて用量ベースで約 200 倍

強力であることが明らかとなった。第 1 章において、CS-3150 の単回投与での in vivo MR

拮抗作用は、スピロノラクトン及びエプレレノンに比べて用量ベースで約 10 倍強力であ

った。この単回投与と長期連投での薬効比の違いを説明する明確な機序は不明だが、1

つの可能性として PK プロファイルの違いが考えられる。第 1 章にて、CS-3150 の単回

投与での in vivo MR 拮抗作用は投与後 20 時間まで持続し、それはスピロノラクトン及

びエプレレノンに比した血中半減期の長さに起因することが示唆された。今回、Dahl ラ

ットにおける CS-3150 の長期連投後の血中薬物濃度推移は、単回投与時とほぼ同じであ

った。一方エプレレノンは、ラットへの反復経口投与 (用量：100 mg/kg) 時に、自身の

酸化的代謝の亢進が一部要因となり、単回投与時と比べてその血中曝露が著しく低下す

ることが明らかとなっている [44]。また Karim らは、スピロノラクトンが経口投与後速

やかに複数の活性代謝物に代謝され、ラットにおけるスピロノラクトンの様々な薬理作

用はこれら活性代謝物によって調節されていることを報告している [52]。スピロノラク

トンが肝ミクロソームの薬物代謝酵素を増加させるとの報告もあり [53]、エプレレノン
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と同様、本検討において、スピロノラクトンの長期連投によってそれら活性代謝物の血

中曝露が低下したのかもしれない。これらの知見を総合すると、CS-3150 はスピロノラ

クトン及びエプレレノンと比べ、安定した血中曝露に起因して MR 拮抗が長時間持続す

ることで、強力な昇圧抑制効果の発揮につながったものと推察される。実際、Dahl ラッ

トにおいて、投与経路を混餌投与にして血中曝露がより維持される条件下でエプレレノ

ンの薬効を評価したところ、経口投与時に比べて強い昇圧抑制作用が認められたという

プレリミナリーな結果を得ている (data not shown)。このことからも、長期に渡って MR

拮抗が持続することが、昇圧抑制効果を最大限発揮するのに重要であると考えられる。 

CS-3150 はその強力な昇圧抑制作用に加え、スピロノラクトン及びエプレレノンと比べ

て、臓器保護作用の観点でいくつか異なる特徴を有していた。Dahl ラットにおいて、

CS-3150 は尿タンパク排泄量の増加、腎肥大及び腎病理像の増悪を著明に抑制し、心肥

大及び血中 BNP 上昇に対しても有意な抑制効果を示した。一方、前述したようにスピロ

ノラクトンは、100 mg/kg の用量において CS-3150 の 0.5 mg/kg と同程度の昇圧抑制作用

を示したが、複数のパラメータに対して CS-3150 の方がより強い腎保護効果を示してい

た。また、エプレレノンの腎保護作用に関しては、その用量反応性が乏しく (特に尿タ

ンパク排泄量、腎肥大及び尿細管障害に対する作用)、用量反応性という観点において

CS-3150 の方が優れたプロファイルを有している点も明らかとなった。さらに、スピロ

ノラクトン及びエプレレノンは心肥大を有意に抑制したものの、いずれも血中 BNP 上昇

に対する有意な抑制効果が認められなかった。これまでに複数の非臨床研究から、心・

腎障害に対する MR 拮抗薬の抑制効果は、昇圧抑制作用による間接的なものだけでなく、

心臓・腎臓における炎症・線維化・酸化ストレスの抑制を介した直接的な保護作用によ

るものであることがわかってきている [54, 55, 56]。従って、これらの結果から、CS-3150

はスピロノラクトン及びエプレレノンよりも優れた、昇圧抑制作用に依存しない直接的

な臓器保護作用を有することが示唆された。この両者の違いを説明する上で、いくつか

の可能性が考えられる。心・腎障害の進展には心臓 (心筋細胞) 及び腎臓 (ポドサイトや

メサンギウム細胞) 局所での MR 活性化が関与していることが明らかとなっている [57, 
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58, 59]。近年 Kolkhof らは、彼らが発見した非ステロイド骨格を有する新規 MR 拮抗薬

finerenone が、ラットへ投与した際に心臓及び腎臓へ均等に分布し、その分布パターン

がスピロノラクトン及びエプレレノンと異なることを報告している [60]。この報告の中

で彼らは、この組織分布の違いが、高血圧モデル動物における finerenone の強力な心・

腎保護効果に寄与している可能性について触れていた。CS-3150 もラットへ投与した際、

心臓及び腎臓に均等に分布することが確認されており (data not shown)、finerenone と同

様の可能性が考えられるのかもしれない。また、腎臓の個々の微小組織 (ポドサイトや

メサンギウム細胞) における化合物の分布を正確に解析することは困難と思われるが、

腎臓内の CS-3150 の分布がスピロノラクトン及びエプレレノンと異なっていて、障害惹

起に関わる腎局所の MR 活性化を CS-3150 がより強力に抑制しているのかもしれない。

第 1 章で明らかとなった、CS-3150 の特徴である高い MR 選択性も、既存 MR 拮抗薬よ

りも優れた臓器保護作用を説明する 1 つの要因と考えられる。スピロノラクトンは AR

に対して比較的高い親和性を有することが知られている [61]。AR は腎臓特に近位尿細

管に発現しており [62, 63]、高血圧モデル動物においてテストステロン (AR のリガンド) 

が腎障害を悪化させることが報告されている [64]。従って Dahl ラットにおいて、スピ

ロノラクトンは AR への作用により、その MR 拮抗を介した腎保護効果が減弱したとい

う可能性も考えられる。また、第 1 章にて、スピロノラクトン及びエプレレノンが弱い

ながらも MR に対するアゴニスト活性を有していたのに対し、CS-3150 は全くアゴニス

ト活性を示さなかった。Nariai らは、in vivo において、MR に対する強いパーシャルア

ゴニスト活性が MR 拮抗作用を弱めることを報告している [39]。スピロノラクトン及び

エプレレノンの MR アゴニスト活性はわずかではあるものの、それにより両者の MR 拮

抗作用が減弱し、結果として心・腎保護効果が十分に発揮されなかったのかもしれない。

最近になって、前述した finerenone に関し、心不全モデル動物における心肥大関連遺伝

子の発現増加に対する抑制パターンがエプレレノンと異なること [65] や、MR の核内移

行や転写活性に関わるコファクターの種類に着目してエプレレノンとの分子レベルでの

差異化点を見出そうとした研究成果 [66] が報告されてきている。臓器保護作用の観点
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での、CS-3150 と既存 MR 拮抗薬の差異を説明する詳細な機序を明らかにするには、今

後このような分子レベルでの検討が必要であると考えている。 

高カリウム血症は、MR 拮抗薬による治療時に認められる、尿中へのカリウム排泄の抑

制に起因したメカニズムベースの副作用として知られている [34]。実際、腎機能が低下

した患者で、特に ACE 阻害薬や ARB を処方されている患者に対しては、高カリウム血

症のリスクを考慮して MR 拮抗薬の処方が制限されている [67]。臨床において高カリウ

ム血症は、「血清カリウム値が 5.5 mEq/L 以上」と定義されているが、動物実験において

そのリスクを評価することは容易ではない。例えば、重篤な腎障害のモデルとして汎用

されている 5/6 腎摘ラットに、高カリウム食を負荷した条件下でスピロノラクトンを投

与しても、高カリウム血症が認められないことが報告されている [68]。今回の Dahl ラ

ットを用いた検討で、vehicle 群では control 群に比して血清カリウム値が有意に低下し、

化合物投与によりその低下が抑えられる結果が得られた。しかし、全ての群において血

清カリウム値が 5.5 mEq/L 未満であったことから、本検討結果を元に、CS-3150 がスピ

ロノラクトン及びエプレレノンに比べて高カリウム血症を引き起こすリスクが低いかど

うかを見極めることは難しいと思われた。一方で少なくとも、今回認められた、用量反

応性に優れるという CS-3150 の特徴は、臨床において高カリウム血症を頻発させない適

切な用量設定を可能とするであろう有用なプロファイルと考えられた。近年、既存 MR

拮抗薬に比べて高カリウム血症のリスクが低い可能性を主張した非ステロイド骨格の

MR 拮抗薬に関する論文が、いくつか報告されている [69, 70, 71]。CS-3150 が、高カリ

ウム血症のリスクの観点で既存 MR 拮抗薬と異なるプロファイルを有しているかどうか

をより詳細に明らかにするには、これらの報告で示されているように、血清カリウム値

に対する影響に焦点を当てた実験を実施する必要があるだろう。 

 

以上、本章での検討により、Dahl 食塩感受性高血圧ラットにおいて、CS-3150 は強力な

昇圧抑制作用及び心・腎保護作用を示し、その効果はスピロノラクトン及びエプレレノ

ンに比べて優れていることが明らかとなった。また、CS-3150 の効果は、長期連投によ
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る安定した血中曝露に起因して MR 拮抗が長時間持続することで発揮されたものと推察

された。さらに、同程度の昇圧抑制作用を示す用量において、CS-3150 はスピロノラク

トン及びエプレレノンよりも強力な臓器保護作用を示し、昇圧抑制作用に依存しない直

接的な臓器保護作用の観点で既存 MR 拮抗薬よりも優れている可能性が示唆された。 
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第 3 章 DOCA/食塩負荷高血圧ラットに対する CS-3150 の薬

  理作用 

第 1 節  DOCA/食塩負荷高血圧ラットの病態進展に対する抑制作用 

 

[目的] 

第 2 章において、CS-3150 はスピロノラクトン及びエプレレノンと比較して、Dahl 食塩

感受性高血圧ラットにおける血圧上昇及び心・腎障害の進展を強力に抑制することが明

らかとなった。序論で述べた MR 関連高血圧症には、血中アルドステロン濃度が高値を

示すタイプと、正常あるいは低値を示すタイプの 2 種類あることがわかっており [27]、

第 2 章で用いた Dahl ラットは後者を反映した病態モデルに該当する。一方、MR のリガ

ンドとして知られている deoxycorticosterone acetate (DOCA) の投与及び高食塩食の負荷

によって高血圧を惹起させたラット (DOCA/食塩負荷高血圧ラット) は、前者を反映し

た病態モデルとされ、Dahl ラットと同様に降圧薬の薬効評価に広く用いられている [72, 

73]。そこで本章ではまず、DOCA/食塩負荷高血圧ラットの病態進展に対しても、CS-3150

が抑制作用を示すかどうかを検討した。また、同様に DOCA/食塩負荷高血圧ラットを用

いて、病態の進展抑制だけでなく、一度発症した病態に対して CS-3150 が治療効果を発

揮するかどうかについて検討することとした。なお本章では、CS-3150 の腎保護効果に

焦点を当て、腎臓における各種遺伝子発現を解析することで、その機序解明も試みた。 

第 1 節では、DOCA/食塩負荷の開始と同時に CS-3150 を連投して、高血圧及び腎障害の

進展に対する作用を評価した。  
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[方法] 

化合物 

化合物の入手は、第 1 章・第 1 節に記載の方法に準じた。ラットへは、0.5%メチルセル

ロース (MC、和光純薬工業株式会社) に懸濁して、2 mL/kg の用量で経口投与した。 

 

供試動物 

6 週齢の雄性 Wistar Kyoto (WKY/Izm) ラットを、株式会社フナバシファームより購入し

て使用した。動物の飼育条件は、第 1 章・第 2 節に記載の方法に準じた。 

 

実験プロトコール 

プロトコールの概要図を以下に示す。 

 

 

 

6週齢の雄性WKY/Izmラットの左腎臓を摘出し、7週齢より食塩食 (4%NaClを含むFR-2、

株式会社フナバシファームで調製) を摂取させた。食塩負荷と同時に、0.5%カルボキシ

メチルセルロース (CMC、和光純薬工業株式会社) に懸濁した DOCA (20 mg/kg) を、週

1 回 4 週間皮下投与した。control 群には DOCA の代わりに 0.5%CMC を投与した。DOCA/

食塩負荷と同時に、溶媒 (0.5%MC) あるいは CS-3150 (0.3、1、3 mg/kg) を、1 日 1 回 4

週間経口投与した。 
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収縮期血圧の測定 

7 (投与前)、9 及び 11 週齢時に、第 2 章に記載の方法に準じて収縮期血圧を測定した。 

 

採尿及び尿中パラメータの測定 

11 週齢時に、第 2 章に記載の方法に準じて尿サンプルを回収した。自動分析装置 

(BiOLis24i premium、東京貿易メディシス株式会社) を用いて尿中タンパク濃度を測定し、

1 日尿タンパク排泄量を算出した。また、電解質分析装置 (STAX-2) を用いて尿中 Na+

及び K+濃度を測定し、尿中 Na+及び K+の 1 日排泄量を算出した。さらに、11 週齢時の

尿サンプルにおいては、ELISA キット (R&D Systems) を用いて尿中 MCP-1 濃度を測定

し、尿中 MCP-1 の 1 日排泄量を算出した。 

 

剖検 

剖検時 (11 週齢時)、イソフルラン吸入麻酔下にて腹大動脈からの全採血を行った後、右

腎臓を摘出して湿重量を測定し、体重当たりの重量を算出した。重量測定後の右腎臓の

一部は、10%中性緩衝ホルマリンで固定し、後述する病理組織評価に用いた。残りの腎

臓は、後述する遺伝子発現解析用に、RNAlater (Invitrogen) に入れて測定まで-80℃にて

保存した。 

 

腎臓の病理組織評価 

10%中性緩衝ホルマリンで固定した腎臓をパラフィン包理して、薄切標本スライドを作

製した。作製した薄切標本に、過ヨウ素酸メセナミン銀 (PAM) 染色を行い、以下の病

理組織評価に用いた。 

 

<糸球体硬化の評価> 

PAM 染色スライドを用いて、各個体 30 個の糸球体を観察し、各々の糸球体硬化の程度

を Uehara らの判断基準に従ってスコア化した [49]。各個体の糸球体硬化指数は、下記
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の方法に従って算出した。 

 

糸球体硬化スコアと判断基準 

スコア 判断基準 

0 正常 

1 硬化領域が糸球体全体の 25％未満 

2 硬化領域が糸球体全体の 25-50％ 

3 硬化領域が糸球体全体の 50-75％ 

4 硬化領域が糸球体全体の 75%以上 

 

糸球体硬化指数の算出方法 

スコア 糸球体の個数 

0 a 

1 b 

2 c 

3 d 

4 e 

計 a+b+c+d+e=30 

糸球体硬化指数＝([0×a] + [1×b] + [2×c] + [3×d] + [4×e])／30 

 

<尿細管障害の評価> 

PAM 染色スライドを用いて、各個体の皮質側及び髄質側について、尿細管障害の程度を

Uehara らの判断基準に従ってスコア化した [49]。評価は 200 倍の倍率で、各々10 視野

について実施し、その平均値を算出して、各個体の尿細管障害スコアとした。 
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尿細管障害スコアと判断基準 

スコア 判断基準 

0 正常 

1 尿細管の拡張が軽微で限局的 

2 多数の尿細管の拡張 (間質拡大を伴う) 

3 広範にわたる尿細管の拡張 (嚢胞形成、間質拡大を伴う) 

4 完全に萎縮した尿細管で占められる 

 

腎臓の遺伝子発現解析 

TRIzol (Invitrogen) を用いて腎臓から total RNA を抽出し、First-Strand cDNA Synthesis Kit 

(GE Healthcare）を用いて逆転写を行い、cDNA を合成した。合成した cDNA と、TaqMan 

Gene Expression Assays (Applied Biosystems) 及び TaqMan universal PCR master mix 

(Applied Biosystems) を用いて、定量 PCR を実施した。使用した TaqMan Gene Expression 

Assays の一覧を以下に示す。PCR 反応は、7900 HT Fast Real Time PCR system (Applied 

Biosystems) を用いて実施した。 

 

評価した遺伝子 Gene Expression Assays の Assay ID 

Peptidylprolyl isomerase B (Ppib) Rn03302274_m1 

TGF-β1 Rn00572010_m1 

Collagen 1a1 (Col1a1) Rn01463848_m1 

IL-6 Rn01410330_m1 

MCP-1 Rn00580555_m1 

p47phox Rn00586945_m1 

p67phox Rn01759079_m1 

nephrin Rn00674268_m1 

podocin Rn00709834_m1 

Sgk-1 Rn01537468_g1 

 

データの解析には SDS 2.4 software (Applied Biosystems) を使用し、Ppib を内部標準とし
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て、各遺伝子について相対的 mRNA 発現量を算出した。 

 

統計解析 

統計解析は、第 1 章・第 2 節に記載の方法に準じて実施した。  
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[結果] 

収縮期血圧 

Vehicle 群では control 群に比べ、DOCA/食塩負荷 2 週目 (9 週齢時) から有意な血圧上昇

が認められ、負荷 4 週目 (11 週齢時) まで経時的に血圧が上昇した。CS-3150 は用量依

存的にその血圧上昇を抑制し、11 週齢時において、1 及び 3 mg/kg 投与群で有意な昇圧

抑制作用が認められた (Figure 15A)。 

 

尿タンパク排泄量 

4 週間の DOCA/食塩負荷により、vehicle 群では control 群に比べ、尿タンパク排泄量の

有意な増加が認められた。CS-3150 は用量依存的にその尿タンパク排泄量の増加を抑制

し、全ての投与群 (0.3、1 及び 3 mg/kg) で有意な効果が認められた (Figure 15B)。 

 

その他の尿パラメータ (尿量、尿中 Na+、K+及び MCP-1 排泄量) 

Vehicle 群では control 群に比べ、尿量の有意な増加が認められ、CS-3150 投与によりその

増加が有意に抑制されていた (Figure 16A)。一方で、尿中 Na+及び K+排泄量も vehicle 群

で有意に増加していたが、CS-3150 投与群との有意差は認められなかった (Figure 16 B、

16C)。 

また、Vehicle 群では control 群に比べ、尿中 MCP-1 排泄量の有意な増加が認められ、

CS-3150 投与によりその増加が有意に抑制されていた (Table 8)。 

 

 

腎臓重量及び腎臓病理評価 

Vehicle 群では control 群に比べ、腎臓重量/体重比の有意な増加が認められ、腎肥大が確

認できた (Figure 17A)。また、Vehicle 群では control 群に比べ、糸球体硬化指数及び尿細

管障害スコア (皮質・髄質いずれも) の有意な増加が認められた (Figure 17B、17C、17D、

18)。CS-3150 は用量依存的に、その腎臓重量/体重比の増加、糸球体硬化及び尿細管障害
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を抑制し、いずれのパラメータに関しても、全ての投与群 (0.3、1 及び 3 mg/kg) で有意

な効果が認められた。 

 

腎遺伝子発現解析 

Vehicle 群では control 群に比べ、線維化マーカーである TGF-β1・Col1a1、炎症性サイト

カインである IL-6・MCP-1、活性酸素産生に関与する NADPH オキシダーゼのサブユニ

ットである p47phox・p67phox の、腎臓における mRNA 発現量がそれぞれ有意に増加し

ていた (Table 9)。CS-3150は用量依存的にこれらのmRNA発現量の増加を抑制し、Col1a1

に関しては全ての投与群 (0.3、1 及び 3 mg/kg) で、それ以外の遺伝子に関しては 1 及び

3 mg/kg 投与群で、それぞれ有意な抑制効果が認められた (Table 9)。 

ポドサイトは糸球体においてスリット膜を形成し、蛋白尿を防ぐ最終濾過障壁を担って

おり、nephrin 及び podocin はスリット膜を形成する key component として知られている 

[74]。本実験において、vehicle 群では control 群に比べ、腎臓における nephrin 及び podocin

の mRNA 発現量が低下し、nephrin に関しては有意な差が認められた (Table 9)。CS-3150

は、両遺伝子の mRNA 発現量の低下を抑制し、nephrin に関しては 1 及び 3 mg/kg 投与群

で、podocin に関しては 1 mg/kg 投与群で、それぞれ有意な効果が認められた (Table 9)。 

Sgk-1 は、アルドステロン/MR シグナルの下流分子として知られ、腎尿細管において MR

活性化に伴いその発現量が増加することが報告されている [75]。本実験において、

vehicle 群と control 群及び vehicle 群と CS-3150 投与群間で、腎臓における Sgk-1 の mRNA

発現量に有意な差は認められなかった。  
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Figure 15. Effects of CS-3150 on systolic blood pressure and urinary protein excretion in 

DOCA/salt-induced hypertensive rats (preventive study). From 7 weeks of age, DOCA was 

subcutaneously administered once a week for 4 weeks to uninephrectomized rats fed a high-salt 

(4% NaCl) diet. CS-3150 (0.3 to 3 mg/kg) was orally administered once a day for 4 weeks from 

the start date of DOCA administration. (A) Systolic blood pressure was measured at 7, 9 and 11 

weeks of age. CS: CS-3150. (B) Urine was collected for 24 h at 11 weeks of age, and urinary 

volume and protein concentration were measured. Urinary protein excretion for 24 h was 

calculated. Con: control group (no DOCA administered). Veh: vehicle-treated group. CS0.3: 

CS-3150 (0.3 mg/kg)-treated group. CS1: CS-3150 (1 mg/kg)-treated group. CS3: CS-3150 (3 

mg/kg)-treated group. Data are expressed as mean ± S.E.M (N = 6 in each group). ## P < 0.01 vs. 

control, ** P < 0.01 vs. vehicle.  
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Figure 16. Effects of CS-3150 on urinary volume, Na+ and K+ excretions in DOCA/salt-induced 

hypertensive rats (preventive study). From 7 weeks of age, DOCA was subcutaneously 

administered once a week for 4 weeks to uninephrectomized rats fed a high-salt (4% NaCl) diet. 

CS-3150 (0.3 to 3 mg/kg) was orally administered once a day for 4 weeks from the start date of 

DOCA administration. Urine was collected for 24 h at 11 weeks of age, and urinary volume (A) 

and Na+ and K+ concentrations were measured. Urinary Na+ (B) and K+ (C) excretions for 24 h 

were calculated. Con: control group (no DOCA administered). Veh: vehicle-treated group. 

CS0.3: CS-3150 (0.3 mg/kg)-treated group. CS1: CS-3150 (1 mg/kg)-treated group. CS3: 

CS-3150 (3 mg/kg)-treated group. Data are expressed as mean ± S.E.M (N = 6 in each group). 
# P < 0.05, ## P < 0.01 vs. control, ** P < 0.01 vs. vehicle.  
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Figure 17. Effects of CS-3150 on kidney weight and histopathological changes in kidney of 

DOCA/salt-induced hypertensive rats (preventive study). From 7 weeks of age, DOCA was 

subcutaneously administered once a week for 4 weeks to uninephrectomized rats fed a high-salt 

(4% NaCl) diet. CS-3150 (0.3 to 3 mg/kg) was orally administered once a day for 4 weeks from 

the start date of DOCA administration. (A) At 11 weeks of age, the right kidney was removed 

under anesthesia and weighed. The kidney weight/body weight (BW) ratio was calculated. (B-D) 

The sections of excised right kidney were stained with periodic acid methenamine silver (PAM), 

and severity of glomerulosclerosis and tubular injury (cortex and medulla) was 

semiquantitatively evaluated. Con: control group (no DOCA administered). Veh: vehicle-treated 

group. CS0.3: CS-3150 (0.3 mg/kg)-treated group. CS1: CS-3150 (1 mg/kg)-treated group. CS3: 

CS-3150 (3 mg/kg)-treated group. Data are expressed as mean ± S.E.M (N = 6 in each group). 
## P < 0.01 vs. Con, ** P < 0.01 vs. Veh.  
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Figure 18. Representative photomicrographs showing glomerulosclerosis and tubular injury in 

DOCA/salt-induced hypertensive rats (preventive study).  
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Table 8. Effect of CS-3150 on urinary MCP-1 excretion in DOCA/salt-induced hypertensive rats 

at 11 weeks of age (preventive study).  
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Table 9. Effects of CS-3150 on mRNA expression levels in the kidney in DOCA/salt-induced 

hypertensive rats (preventive study). 
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第 3 章 DOCA/食塩負荷高血圧ラットに対する CS-3150 の薬

  理作用 

第 2 節  DOCA/食塩負荷高血圧ラットの病態に対する治療効果 

 

[目的] 

第 1 節にて、CS-3150 は DOCA/食塩負荷高血圧ラットにおいて、DOCA/食塩負荷の開始

と同時に投与することで、高血圧及び腎障害 (尿タンパク排泄量の増加、腎肥大、腎組

織病変の悪化 [糸球体硬化、尿細管障害]) の進展を用量依存的に抑制し、また腎臓にお

ける線維化・炎症・酸化ストレス関連遺伝子の発現増加を抑制することが明らかとなっ

た。近年、複数の非臨床・臨床研究の結果から、これまで不可逆であると考えられてい

た腎障害が、病態早期からの集約的治療によって改善 (＝寛解) しうることがわかって

きている [76, 77, 78]。第 2 章及び本章・第 1 節の検討にて、CS-3150 の著明な腎保護効

果が明らかとなり、CS-3150 が腎障害の進展抑制だけでなく、一度発症した腎障害を改

善するポテンシャルを有する可能性が考えられた。また、DOCA/食塩負荷高血圧ラット

を用いて、薬剤投与による腎障害の治療効果を評価した報告は、これまでなされていな

い。そこで第 2 節では、DOCA/食塩負荷高血圧ラットにおいて、DOCA/食塩負荷を 4 週

間実施して高血圧及び腎障害を惹起させた後に CS-3150 の投与を開始して、一度発症し

た病態に対する CS-3150 の治療効果を検討することとした。  
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[方法] 

化合物 

化合物の入手は、第 1 章・第 1 節に記載の方法に準じた。ラットへは、0.5%メチルセル

ロース (MC、和光純薬工業株式会社) に懸濁して、2 mL/kg の用量で経口投与した。 

 

供試動物 

6 週齢の雄性 Wistar Kyoto (WKY/Izm) ラットを、株式会社フナバシファームより購入し

て使用した。動物の飼育条件は、第 1 章・第 2 節に記載の方法に準じた。 

 

実験プロトコール 

プロトコールの概要図を以下に示す。 

 

 
 

6週齢の雄性WKY/Izmラットの左腎臓を摘出し、7週齢より食塩食 (4%NaClを含むFR-2、

株式会社フナバシファームで調製) を摂取させた。食塩負荷と同時に、0.5%カルボキシ

メチルセルロース (CMC、和光純薬工業株式会社) に懸濁した DOCA (20 mg/kg) を、週

1 回 4 週間皮下投与した。control 群には DOCA の代わりに 0.5%CMC を投与した。 

11 週齢時に、control 群の一部の動物を剖検し、残りの動物について、0.5%CMC の週 1

回皮下投与及び 0.5%MC の 1 日 1 回経口投与を 4 週間実施した。同様に、11 週齢時に

DOCA 投与群の一部の動物を剖検し、残りの動物を以下の群構成の通り群分けして、化

合物等の投与を 4 週間実施した。投与期間中、全ての動物に食塩食を摂取させた。 
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群 
11 週齢時からの投与物質 

週 1 回の皮下投与 1 日 1 回の経口投与 

Vehicle DOCA 0.5%MC 

CS-3150 3 mg/kg DOCA CS-3150 3 mg/kg 

Vehicle w/o DOCA 0.5%CMC 0.5%MC 

CS-3150 3 mg/kg w/o DOCA 0.5%CMC CS-3150 3 mg/kg 

 

収縮期血圧の測定 

7、11、13 及び 15 週齢時に、第 2 章に記載の方法に準じて、収縮期血圧を測定した。 

 

採尿及び尿中パラメータの測定 

7、11、13 及び 15 週齢時に、第 2 章に記載の方法に準じて尿サンプルを回収した。自動

分析装置 (BiOLis24i premium) を用いて尿中タンパク濃度を測定し、1 日尿タンパク排泄

量を算出した。また、電解質分析装置 (STAX-2) を用いて尿中Na+及びK+濃度を測定し、

尿中 Na+及び K+の 1 日排泄量を算出した。さらに、15 週齢時の尿サンプルにおいては、

ELISA キット (R&D Systems) を用いて尿中 MCP-1 濃度を測定し、尿中 MCP-1 の 1 日排

泄量を算出した。 

 

剖検 

11 及び 15 週齢時、本章・第 1 節に記載の方法に準じて、剖検を実施した。 

 

腎臓の病理組織評価 

11 及び 15 週齢時の剖検で得られた腎組織標本を用いて、糸球体硬化及び尿細管障害の

評価を、いずれも本章・第 1 節に記載の方法に準じて実施した。 

 

腎臓の遺伝子発現解析 
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11 及び 15 週齢時の剖検で得られた腎臓を用いて、各種遺伝子発現解析を、本章・第 1

節に記載の方法に準じて実施した。 

 

統計解析 

統計解析は、第 1 章・第 2 節に記載の方法に準じて実施した。  



73 
 

[結果] 

収縮期血圧 

本章・第 1 節と同様に、11 週齢時において、vehicle 群では control 群に比べて有意な血

圧上昇が認められ、DOCA 投与の継続により、13 及び 15 週齢時にはさらなる血圧上昇

が認められた (Figure 19A)。DOCA 投与を継続した条件下で、CS-3150 (3 mg/kg) は 11

週齢時からの投与により、13 週齢時において有意な昇圧抑制作用を示したが、15 週齢時

の収縮期血圧は vehicle 群と同程度であった (Figure 19A)。また、11 週齢時から DOCA

投与を中断した群では、13 及び 15 週齢いずれの時点においても、vehicle 群との有意な

差異は認められなかった。一方、DOCA 投与を中断し且つ CS-3150 を投与した群では、

vehicle群に比べて有意な血圧低下が認められ、13及び 15週齢いずれの時点においても、

control 群と同程度まで低下していた。 

 

尿タンパク排泄量 

本章・第 1 節と同様に、11 週齢時において、vehicle 群では control 群に比べて尿タンパ

ク排泄量の有意な増加が認められ、DOCA 投与の継続により、13 及び 15 週齢時にはさ

らなる尿タンパク排泄量の増加が認められた (Figure 19B)。DOCA 投与を継続した条件

下で、CS-3150 は 11 週齢時からの投与により、vehicle 群に比べて有意に尿タンパク排泄

量を低下させた (Figure 19B)。また、11 週齢時から DOCA 投与を中断した群でも、尿タ

ンパク排泄量の経時的且つ有意な低下が認められ、DOCA 投与を中断し且つ CS-3150 を

投与した群では、さらに control 群と同程度まで低下していた。 

 

その他の尿パラメータ (尿量、尿中 Na+、K+及び MCP-1 排泄量) 

本章・第 1 節と同様に、11 週齢時において、vehicle 群では control 群に比べて尿量の有

意な増加が認められ、DOCA 投与の継続により 13 及び 15 週齢時においてもその高い尿

量が維持されていた (Figure 20A)。11 週齢時からの CS-3150 の投与及び/または DOCA

投与の中断によって、その尿量は有意に低下していた (Figure 20A)。一方で、尿中 Na+
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及び K+排泄量も vehicle 群で有意に増加していたが、CS-3150 の投与及び/または DOCA

投与の中断による有意な影響は認められなかった (Figure 20B、20C)。また、Vehicle 群

では control 群に比べ、尿中 MCP-1 排泄量の有意な増加が認められ、CS-3150 の投与及

び/または DOCA 投与の中断によりその増加が有意に抑制されていた (Table 10)。 

 

腎臓重量及び腎臓病理評価 

本章・第 1 節と同様に、11 週齢時において、vehicle 群では control 群に比べて腎臓重量/

体重比の有意な増加が認められ、DOCA 投与の継続により、15 週齢時においてもその腎

肥大が維持されていた (Figure 21A)。DOCA 投与を継続した条件下で、CS-3150 は 11 週

齢時からの投与により、vehicle 群に比べて有意に腎臓重量/体重比を低下させた (Figure 

21A)。また、11 週齢時から DOCA 投与を中断した群でも、腎臓重量/体重比の有意な低

下が認められ、DOCA 投与を中断し且つ CS-3150 を投与した群では、さらに control 群と

同程度まで低下していた。 

本章・第 1 節と同様に、11 週齢時において、vehicle 群では control 群に比べて糸球体硬

化指数及び尿細管障害スコアの有意な増加が認められ、DOCA 投与の継続により、15 週

齢時においてそれら組織病変 (特に糸球体硬化) の悪化が認められた (Figure 21B、21C、

21D、22)。DOCA投与を継続した条件下で、CS-3150は 11週齢時からの投与により、vehicle

群に比べて糸球体硬化指数及び尿細管障害スコアを有意に低下、つまり腎組織病変を改

善した (Figure 21)。また、11 週齢時から DOCA 投与を中断した群でも、同様の腎組織

病変の改善が認められ、DOCA 投与を中断し且つ CS-3150 を投与した群では、さらなる

改善作用が認められた。 

 

腎遺伝子発現解析 

第 3 章・第 1 節と同様に、11 週齢時において、vehicle 群では control 群に比べ、線維化

マーカーの TGF-β1・Col1a1、炎症性サイトカインの IL-6・MCP-1、活性酸素産生に関与

する NADPH オキシダーゼのサブユニットである p47phox・p67phox の、腎臓における
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mRNA 発現量がそれぞれ有意に増加し、同様の増加が 15 週齢時にも認められた (Table 

11)。CS-3150 は 11 週齢時からの投与により、これらの mRNA 発現量を有意に低下させ

た (Table 11)。11 週齢時から DOCA 投与を中断した群でも、同様の mRNA 発現量の低

下が認められ、DOCA 投与を中断し且つ CS-3150 を投与した群では、さらに発現量が低

下していた。 

ポドサイトのスリット膜の key component である nephrin 及び podocin の腎臓における

mRNA 発現量は、本章・第 1 節と同様に 11 週齢時において、vehicle 群では control 群に

比べて低下しており、nephrin に関しては有意な差が認められた (Table 11)。DOCA 投与

の継続により、15 週齢時も同様の傾向が認められた。CS-3150 は 11 週齢時からの投与

により、両遺伝子の mRNA 発現量を増加させ、nephrin に関しては有意な効果が認めら

れた (Table 11)。11 週齢時から DOCA 投与を中断した群、及び DOCA 投与を中断し且つ

CS-3150 を投与した群でも、同様の mRNA 発現量の増加が認められた。 

アルドステロン/MRシグナルの下流分子として知られる Sgk-1の腎臓におけるmRNA発

現量は、本章・第 1 節と同様に、11 週齢時において vehicle 群と control 群の間に有意な

差は認められなかった。15 週齢においては、control 群と比べ vehicle 群で若干の発現低

下が認められ、11 週齢時から CS-3150 を投与した群、DOCA 投与を中断した群、及び

DOCA 投与を中断し且つ CS-3150 を投与した群では、11 週齢時の vehicle 群と比較して

発現低下が認められた。  
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Figure 19. Effects of CS-3150 on systolic blood pressure and urinary protein excretion in 

DOCA/salt-induced hypertensive rats (therapeutic study). From 7 weeks of age, DOCA was 

subcutaneously administered once a week for 4 weeks to uninephrectomized rats fed a high-salt 

(4% NaCl) diet. From 11 weeks of age, CS-3150 (3 mg/kg) was orally administered once a day 

for 4 weeks with or without continuous DOCA administration. (A) Systolic blood pressure was 

measured at 7, 11, 13 and 15 weeks of age. (B) Urine was collected for 24 h at 7, 11, 13 and 15 

weeks of age, and urinary volume and protein concentration were measured. Urinary protein 

excretion for 24 h was calculated. Data are expressed as mean ± S.E.M (N = 6 in each group). 
## P < 0.01 vs. control, * P < 0.05, ** P < 0.01 vs. vehicle.  
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Figure 20. Effects of CS-3150 on urinary volume, Na+ and K+ excretions in DOCA/salt-induced 

hypertensive rats (therapeutic study). From 7 weeks of age, DOCA was subcutaneously 

administered once a week for 4 weeks to uninephrectomized rats fed a high-salt (4% NaCl) diet. 

From 11 weeks of age, CS-3150 (3 mg/kg) was orally administered once a day for 4 weeks with 

or without continuous DOCA administration. Urine was collected for 24 h at 7, 11, 13 and 15 

weeks of age, and urinary volume (A) and Na+ and K+ concentrations were measured. Urinary 

Na+ (B) and K+ (C) excretions for 24 h were calculated. Data are expressed as mean ± S.E.M (N 

= 6 in each group). # P < 0.05, ## P < 0.01 vs. control, * P < 0.05, ** P < 0.01 vs. vehicle.  
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Figure 21. Effects of CS-3150 on kidney weight and histopathological changes in kidney of 

DOCA/salt-induced hypertensive rats (therapeutic study). From 7 weeks of age, DOCA was 

subcutaneously administered once a week for 4 weeks to uninephrectomized rats fed a high-salt 

(4% NaCl) diet. From 11 weeks of age, CS-3150 (3 mg/kg) was orally administered once a day 

for 4 weeks with or without continuous DOCA administration. (A) At 11 and 15 weeks of age, 

the right kidney was removed under anesthesia and weighed. The kidney weight/body weight 

(BW) ratio was calculated. (B-D) The sections of excised right kidney were stained with periodic 

acid methenamine silver (PAM), and severity of glomerulosclerosis and tubular injury (cortex 

and medulla) was semiquantitatively evaluated. $$ P < 0.01 vs. control at 11 weeks of age, ## P < 

0.01 vs. control at 15 weeks of age, bb P < 0.01 vs. vehicle at 11 weeks of age, ** P < 0.01 vs. 

vehicle at 15 weeks of age.  
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Figure 22. Representative photomicrographs showing glomerulosclerosis and tubular injury in 

DOCA/salt-induced hypertensive rats. CS: CS-3150.  
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Table 10. Effect of CS-3150 on urinary MCP-1 excretion in DOCA/salt-induced hypertensive 

rats at 15 weeks of age (therapeutic study) 
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Table 11. Effects of CS-3150 on mRNA expression levels in the kidney in DOCA/salt-induced 

hypertensive rats (therapeutic study). 
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第 3 章 DOCA/食塩負荷高血圧ラットに対する CS-3150 の薬

  理作用 

 

[考察] 

本章では、DOCA/食塩負荷高血圧ラット (以下 DOCA ラット) を用いて、その病態に対

する CS-3150 の進展抑制及び治療効果を評価した。 

第 1節では、DOCA/食塩負荷の開始と同時にCS-3150 (0.3～3 mg/kg) を 4週間投与して、

高血圧及び腎障害の進展に対する作用を評価した。CS-3150 は、DOCA/食塩負荷により

誘発される血圧上昇及び腎障害 (尿タンパク排泄量の増加、腎肥大、腎組織病変の悪化 

[糸球体硬化、尿細管障害]) を用量依存的に抑制した。本章の冒頭で述べたように、DOCA

ラットは、MR 関連高血圧症のうち、MR のリガンドである血中アルドステロン濃度が

高値を示す病態を反映したモデルとされている。本節の結果は、CS-3150 がこのような

病態の進展を抑制する有望な治療薬となりうることを示している。 

また、興味深いことに、0.3 mg/kg の用量においては、昇圧抑制作用がほとんど認められ

なかったにもかかわらず、腎障害に対して有意な抑制効果が認められた。この結果は、

CS-3150 の腎保護効果が、その昇圧抑制作用だけでは説明できないことを示唆している。

アルドステロン/MR シグナルは腎臓において、細胞外基質 (コラーゲンなど) の蓄積を

介した尿細管間質線維化 [79, 80] や炎症性サイトカインの発現増加 [81, 82]、NADPH

オキシダーゼ依存性の活性酸素産生 [83, 84] やポドサイト障害 [11, 59] を惹起し、腎障

害の病態形成に直接的に寄与していることが、多くの研究報告から明らかとなっている。

本節での検討で、DOCA ラットの腎臓において、線維化 (TGF-β1・Col1a1)、炎症 (IL-6・

MCP-1)、酸化ストレス (p47phox・p67phox) 関連マーカーの mRNA 発現増加、及びポド

サイトが形成するスリット膜の構成分子 (nephrin・podocin) の mRNA 発現低下が認めら

れ、CS-3150 の投与によりこれらの遺伝子発現変動が抑制されていた。また、尿中 MCP-1

排泄量の増加も、CS-3150 投与により抑制されることが確認された。これらの結果から、

DOCA ラットの腎障害進展に対する CS-3150 の抑制効果は、昇圧抑制による間接的な作
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用だけでなく、腎臓における抗線維化、抗炎症、抗酸化ストレス及びポドサイト保護を

介した直接的な作用も関与していることが示唆された。なお、残念ながら今回、DOCA

ラットの腎臓において、MR 活性化の指標とされる Sgk-1 の mRNA 発現増加は認められ

なかった。明確な原因は不明だが、Sgk-1 の発現はアルドステロン/MR シグナル以外に

も複数の経路で制御されていることが報告されており [85, 86]、DOCA による MR 活性

化を、Sgk-1 の発現増加を指標として明確には検出できなかった可能性が示唆された。 

 

第 2 節では、DOCA/食塩負荷を 4 週間実施して高血圧及び腎障害を惹起させた後に

CS-3150 を 4 週間投与して、一度発症した病態、特に腎障害に対する CS-3150 の治療効

果を評価した。これまで、糸球体硬化及び尿細管障害といった腎組織病変は、一度形成

されてしまうと治らない不可逆的なものと考えられていた [87, 88] が、近年の非臨床及

び臨床研究により、それが元に戻りうることが明らかとなってきている [89, 90, 91, 92]。

実際、高血圧や糖尿病、高脂血症といった腎障害の原因に対する集約的な治療により、

腎障害の寛解が達成されることが報告されている [76, 77, 78]。DOCA ラットにおける腎

障害の主要因は MR 活性化であり、本節における CS-3150 の投与は、前述した病態の主

要因に対する集約的治療を模倣したものと言えるだろう。まず驚いたことに、DOCA/食

塩負荷を継続した条件下において CS-3150 は、血圧にほとんど影響を与えることなく、

尿タンパク排泄量及び腎臓重量を著明に低下させ、糸球体硬化及び尿細管障害を劇的に

改善した。この結果は、DOCA/食塩負荷により誘発された腎障害を、CS-3150 が血圧非

依存的に回復させたことを示しており、DOCA ラットにおいて薬剤投与により腎障害が

改善することを明らかにした最初の知見である。この腎障害改善のメカニズムにはいく

つかの仮説が考えられる。例えば、ACE 阻害薬や ARB での治療による腎臓の組織修復

の過程で、硬化部位における細胞外マトリックス蛋白の分解促進が関与していることが

報告されている [93, 94]。これらの報告では、細胞外マトリックス蛋白の分解を阻害す

ることで知られる plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) [95] の発現が腎臓において低

下しており、その結果マトリックスメタロプロテアーゼの活性上昇及び TGF-β1 や
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Collagen type I&IV の発現低下が起きていることが示されている。本節での検討において

も、腎臓において増加した TGF-β1 及び Col1a1 の mRNA 発現量が CS-3150 の投与によ

り低下していた。Brown らは、アルドステロンによって惹起される腎障害への PAI-1 の

関与について報告しており [96]、これらの知見を総合すると、DOCA ラットの腎臓にお

いて、CS-3150 の投与による PAI-1 の発現低下を介し、一度蓄積した細胞外マトリック

ス蛋白の分解が進んだのかもしれない。また、最近の複数の報告では、一度障害を受け

た腎臓の糸球体・尿細管で組織の修復・再生機能が働くことが示唆されており、腎臓内

にも幹／前駆細胞が存在していて、隣接した障害を受けていない細胞の分裂を介して組

織修復に寄与しているとも言われている [97, 98, 99]。例えば、前駆体様細胞が近位及び

遠位尿細管に局在していて、虚血に伴って障害を受けた部位に遊走することが報告され

ている [100]。アルポート症候群 (糸球体基底膜に発現する Collagen type IV の遺伝子変

異が原因で生じる糸球体腎炎 [101]) のモデルマウスにおいて、骨髄細胞の移植によりポ

ドサイトが再生して腎機能が改善したとの報告もある [102]。本節での検討において、

CS-3150 投与による DOCA ラットの腎臓の修復過程にこれらの細胞がどのように関与し

ているのかを明らかにするには、より詳細な検討が必要であろう。 

また、DOCA 投与を中断した条件下においては、CS-3150 は著明な血圧低下を伴って、

腎障害のさらなる改善作用を示した。序論でも述べたように、MR 活性化の古典的な作

用として、腎尿細管における Na+再吸収を介した体液量調節による血圧制御が知られて

いるが、腎臓以外の組織 (脳や血管) に発現した MR も血圧制御に関与していることが

明らかとなってきている [103, 104]。例えば Rahmouni らは、DOCA ラットの脳室内に

MR 拮抗薬を投与すると血圧が低下することを報告しており [105]、脳内 MR 活性化が

交感神経系の活性化を介して血圧上昇を引き起こしている可能性が示唆されている 

[106]。また、血管平滑筋細胞特異的に MR を欠損させたマウスでは加齢に伴う血圧上昇

が抑制され [107]、逆に血管内皮細胞特異的に MR を過剰発現させたマウスでは血圧が

上昇する [108] など、血管組織の MR 活性化が血圧上昇に寄与していることを支持する

報告がなされている。これらの知見を総合すると、本節での検討において、DOCA ラッ
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トの腎臓及び腎臓以外の組織の MR 活性化が、「CS-3150 の投与」と「DOCA 投与中断」

の組合せによって完全に抑制された結果、腎障害と高血圧の両方が、control 群と同程度

にまで著明に改善したのではないかと推察された。なお、残念ながら本節においても、

第 1節と同様に、MR活性化の指標とされるSgk-1の腎臓におけるmRNA発現について、

DOCA 投与や薬剤の効果を反映した明確な変動を確認することはできなかった。 

尿中への Na＋排泄促進 (いわゆる利尿作用) は、MR 拮抗薬のメカニズムベースで生じ

る作用として知られている [38]。しかしながら、特に高食塩負荷による高血圧モデルラ

ットにおいて、MR 拮抗薬による利尿効果を評価することは容易ではないことが、古く

から複数の研究報告により示されている [109, 110]。詳細な原因は不明だが、実際に本

章の検討でも、CS-3150 を投与した DOCA ラットにおいて、尿中への Na+排泄量の増加

は認められなかった。また、尿量の結果は血圧及び尿中タンパク排泄量の結果とよく相

関しており、これは単純に、DOCA/食塩負荷によって惹起された病態に対する CS-3150

の抑制効果を反映したものと考えている。 

近年、Rafiq らは、Dahl 食塩感受性高血圧ラットにおいて、高食塩食 (8%NaCl) 負荷に

よって惹起された腎障害が、給餌を通常食 (0.3%NaCl) に切り替えることで改善するこ

とを報告している [111]。また、別の報告では、腎不全モデルの 1 つとして汎用されて

いるアデニン負荷ラットにおいて、アデニン負荷を休止すると腎障害が回復することが

示されている [112]。今回、CS-3150 を投与せずとも、DOCA 投与を中断しただけで、

尿タンパク排泄量及び腎臓重量が低下し、糸球体硬化及び尿細管障害の改善が認められ

た。これらの結果は、病態形成に寄与している主要な因子 (つまり、Dahl ラットにおけ

る高食塩食、アデニン負荷ラットにおけるアデニン、DOCA ラットにおける DOCA) を

取り除くことが、腎障害の寛解につながる可能性があることを示唆している。臨床にお

いて、腎障害の病態形成には複数の因子が複雑に関与している [113, 114] が、それらの

中で病態形成に関与するメインパスウェイを特定しそれに対する集約的治療を行うこと

で、腎障害の寛解を達成できるかもしれないということを、これらの知見は支持してい

るとも言えるだろう。 
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以上、本章での検討により、DOCA ラットにおいて、CS-3150 はその高血圧及び腎障害

の進展を抑えるだけでなく、一度形成された病態を改善することが明らかとなった。特

に、CS-3150 の著明なタンパク尿低下作用は、糸球体硬化及び尿細管障害の明確な組織

学的改善を伴っており、DOCA ラットにおいてこのような腎障害の寛解を示した報告は

これまでなされておらず、本検討結果が最初の知見である。これらの結果を総合すると、

CS-3150 は高血圧及び腎障害の進展を抑制する有望な治療薬になりうるとともに、腎障

害の寛解を達成するための治療手段の 1 つにもなりうると考えられた。  
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総括 

 

本研究により得られた知見を、以下にまとめる。 

 

1) CS-3150 は既存 MR 拮抗薬と比べて、強力且つ持続性のある MR 拮抗活性と、極めて

高い MR 選択性を示した。 

2) MR 関連高血圧症のモデル動物である Dahl 食塩感受性高血圧ラットにおいて、

CS-3150 は高血圧及び心・腎障害の進展を抑制し、その効果は既存 MR 拮抗薬に比べ

て用量ベースで約 200 倍と極めて強力であった。また、昇圧抑制作用に依存しない直

接的な臓器保護作用や用量反応性の観点でも優れている可能性が示唆された。 

3) MR 関連高血圧症のモデル動物である DOCA/食塩負荷高血圧ラットにおいて、

CS-3150 は高血圧及び腎障害の進展を抑制するだけでなく、一度形成された病態の治

療効果も示した。特に腎障害においては、糸球体硬化及び尿細管障害の明確な組織学

的改善を伴った著明なタンパク尿低下作用を示し、CS-3150 による腎障害の寛解を示

唆する初めての知見が得られた。 

 

本研究を通じて、既存 MR 拮抗薬に比して優れたプロファイルを有する新規 MR 拮抗薬

CS-3150 の薬理学的特徴を明らかにすることができた。特に、上記 3) 項の DOCA/食塩

負荷高血圧ラットにおける腎障害改善作用は初めての知見であり、MR 拮抗薬により、

これまで報告されていた腎症の「進展抑制」だけではなく「治療」が可能となることを

示唆した点は、臓器保護薬としての MR 拮抗薬の新たな可能性を見出したともいえる。 

今後は、 

1. CS-3150 の腎障害改善作用の詳細なメカニズム解明：①腎組織修復の過程で何が起こ

っているのか？②他の腎障害モデルでも同様の事象が起こりうるのか？ 

2. 既存 MR 拮抗薬との分子レベルでの差異化点の追及：①血圧に依存しない直接的な臓

器保護作用の観点で優れているのはなぜなのか？②他の差異化点はないのか？ 
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という 2 つの観点からさらに検討を進め、CS-3150 特異的な性質を明らかにしていくと

共に、MR 拮抗薬を用いた薬理研究の新たな展開につながるような成果を創出していき

たいと考えている。  
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