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論 文 内 容 要 旨

〈序論〉

血管平滑筋細胞膜上のATP感 受性カリウムチャンネル(以 下、Kチ ャンネル)が 開 く

と細胞内カリウムイオンが流出して細胞膜が過分極する。これによって電位依存性カル

シウムチャンネルが開きにくくな り、カルシウムイオンの細胞内への流入が抑えられる

と、結果的に細胞内カルシウム濃度が低下 して血管平滑筋は弛緩する。

近年、この ような作用機序をもつ薬物がKチ ャンネル開ロ薬 と呼ばれ、その強力な平

滑筋弛緩作用に着 目した医薬品の開発が国内外の有力製薬会社によって精力的に行われ

ている。特に高血圧症治療薬、狭心症治療薬 として開発が進められていると共に、脳血

管攣縮、気管支喘息∴ 排尿障害等への適用も試みられている。

このような状況の中、新規な化学構造を有するKチ ャンネル開口薬 を見い出すことが`

できれば構造の違いによる新たな薬理活性、あるいは一部の化合物で見 られる毒性の低

減 も期待でき、 これまでにない新 しいタイプの循環器系用医薬品を提供できるものと考

え、1988年 、噛本研究を開始 した。これまでにい くつかのタイブのKチ ャンネル開口

薬が見い出されているが、代表的な化合物を図1に 示 した。現在開発中のKチ ャンネル

開口薬はそのほとんどがベ ンゾピラン系の化合物であり、特にニコチンアミド系の化合

物はニコランジル以外全 く開発 されていない。

シァノグ ァニ ジン系

◎ 、。堺
HH

Pinacidil(1)

ニ コチ ンア ミ ド系

0

仙 く識
Nicorandii(2)

図1,代 表的 なKチ ャンネル開口薬

ベ ンゾピ ラン系

阜 ・鵬て寮 ㎝

Levocromakalim

Cゆmakalim(ラ セ ミ体)

NCN

磯!鵬
KRN2391*

憾N々
Ki3005

繍 ん◎
Ki1769

耐糟
KRN4884

図2.本 研 究 によ り見 い 出 され た新規Kチ ャンネル開口薬

*本 化 合物 の開発 はメ タンスルホ ン酸 塩の形 で実施 してい るため、以後 これ を

KRN2391と し、 フリー体 をKRN2391Fと して区別 す る。
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<第1章>1>一 置換複 素芳香族 シァ ノァ ミジ ンの合成 と血管 弛緩作用

∫(KR'N'2391Fの 発見)

ピナシジ ル(1)の 開発経緯 か ら、 その分子 内に存在す る シアノグアニジ ンをチ オア

ミ ドまたはア ミ ドにす る とその活性が順次低 下す るこ と、 また、 ア ミ ド構造 を有 するニ

コラ ンジル(2)の 構造 活性相関か らニコランジルを上 回る化合物 が全 く見 いだ されて

いないこ と、以上 を鑑 み、 ピ・ナ'シジル とニコランジル を融合 したN一 置換複素芳香族 シ

ァノァ ミジ ンAを 分 子設計 した。

シ アノア ミジ ン

Ar一

NCN
ロロ

ーC-NHR

A

NCN

仙 ♂R
3

図3.N一 置 換複 素芳香族 シアノア ミジ ン

複 素環部位(Ar)を ピリジンに固定 し、 それぞれア ミ ド4、 また はニ トリル6を 出発

物質 とする2つ のルー トに よる1V一 シァ ノーN'一 置換 一3一 ピリジ ンカルボキシァ ミ

ジ ン3の 合成 法 を検 討 した。 その結 果、 シァノイ ミデー ト8を 中間体 とす る方法 が勝 れ

てい るこ とを見 い出 した。 この方法 は複素環部位 が ピリジ ン以外 の シァノア ミジ ンの合

成 にも適 していた。

チ オ ァ ミ ド法

OSNCN

げ ・・R」」 《ジNHR⊥ 一 《ジN・R

Amide(4) Thioamide(5) Cyanoamidine(3)

シアノ イ ミデ ー ト法

げN製♂ 一 《茜 蕊《遇
Nitrite(6) Imidate(7) Cyanoimidate(8)Cyanoamidine(3)

i)Lawesson'sreagent,ii)POCIg,thenNH2CN,iii)cat.NaOMe-R'OH,orexcessHCI-R'OH,

iv)NH2CN,v)HZNR

図4,シ ア ノ ア ミ ジ ン3の 合 成

シァノァ ミジン3の 血管弛緩作用 をその張力 を指標 に評価 した結果、N一 シア ノーN'

一(2一 ニ トロキシエチル)一3一 ピリジ ンカルボキシァ ミジ ン(KRN2391F)

が特 に強 い活性 を示 した。
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血管平滑筋 におけるK+の 動 きを、.そのマーカーで ある86Rb+を 用 い調べ た と.ころ、

KRN2391Fは 強 い86Rb+の 流 出作用 を示 し、強力 なKヂ ャ ンネル開口作用 を有

してい るこ とが明 らかになっ・た。 その活性 はリー ド化合物 の ピナシジ ル(1)や ニコラ

ンジ ル(2)を 上 回るのみ な らず、当時最 も強 い活性 を持 つ とされていたク ロマカ リム

をも上 回 った:。KRN23 、91Fは 分子 内の硝酸エス テルによって グアニ レー トシ クラ

「ゼ を活性化 す るこ とが別途明 らか にされているが、硝酸エステ ルはKチ ャンネル開口

作用 の発現 にも重要で あることが構 造活性相関 の研 究か ら明 らか になった。 また、

KRN2391Fと ニ コランジルの比較 か ら、 シァノァ ミジ ン骨格 はア ミ ド骨格 に比べ

Kチ ヤンネル開口作用 を強 く発現 する骨格 であるこ とが示唆 された。

KRN2391Fは 、引 き続 き実施 された高次 の薬効薬理試験 の結果、冠血管 に対す

る作用選択性 が非常 に高 く、血圧 の下 降に比べ顕著 に冠血流 量 を増加 させ ることが明 ら

かに された。 また、第3章 で後述 するがKRN2391の 血管 に対 す る作用 は心筋 に対

する直接作用 よ り強 く、薬効 を示す用量 で心筋 に影響 を与 えない こ とが予想 される。 こ

れ らの特徴 を踏 まえ、現在 、 このメ タンス ルホン酸塩KRN2391が 狭 心症 を適応症

として臨床試験 に入 っている。

<第2章>N一 ア リルァルキルーN'一 シア ノー3一 ピリジ ンカルボキシァ ミジン

の合成 とその薬理 活性(Ki1769、Ki3005、KRN4884の 発見)

KRN2391Fを 見い 出す過程でシア ノア ミジン構造 はア ミ ド構造 に比べてKチ ャ

ンネル開 口作用 が強 い こ と、 また硝酸エス テルを持 たないヱV一アルキルーN'一 シァノ

ー3一 ピリジ ンカルボキ シァ ミジ ンの中に も血管弛緩作用 を示す ものがある ことが明 ら

かになってい る。この ような知見 からシァノァ ミジンのN一 置換基 を さらに探索すれば、

硝酸 エステル を持 たない化合物 の中か ら強 いKチ ャンネル開口作用 を示す化合物 が見 い

出せ る もの と考 え}検 討 を再開 した。その結果、KRN2391Fの ニ トロキ シル基 を

フェニル基 に置換 した1V一 シ ァノーN'一 フェネチ ルー31一 ピリジ ンカルボキシァ ミジ

ン(Ki1769)に 強 い血管弛緩作用が認め られた。 これはニ トロキシァルキル基以

.外にも血管弛緩作用発現 に有効 な置換基が存在 す るこ とを示 す もの であ り、 さらな る活

性 の向上 が期待 で きた。

Ki1769の 血管弛緩機序 を各種 アゴニス トを前処置 した摘 出血管 を
;用いて調べ た結

果、ATP感 受性Kチ ャンネルめ開口 によるこ とが示唆 された。Kチ ャンネル開口作用 は

別途86Rb+の 流 出 を促 進 させ たこ とか らも示 された。

次にKil1769の フェネチル基 のベ ンゼ ン環 な らび にピリジ ン環 の置換基 を導入 し、

活性 の向上 を目指 した。'その結果、ベ ンゼ ン環 の2位 に塩素原子 を導入 した1V一[2
一(2一 クロロラェニル)エ チ ル]一1V'一 シアノー3 .一ピリジ ンカル.ボキシデ ミジン

(Ki3005)は その血管弛緩作用が著 し く高 まる ことを見 い出 したる

次 にKi3005の ピ リジ ン環 に置換基 をi導入 し、直接fη 伽oに おける降圧作用 を指標

に評価 した。5位 にア'ミ』ノ基 を導 入 し.た5』 ア ミノーN一[2「(2一 クロロフェニ・ル)

エチ.ル]1-N'一 シァ ノー3一 ピリジ ンカルボキシア ミジ ン(KR:N4884)は

Ki3005の 約3倍 の降圧作用 を示 した。 また、経 口投与の結 果か 転KRN4884
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は勝 れた経 ロ吸収性 のみな らず、高 い持続性 をも有 しているこ とが明 かになった。
86Rb† の流 出実験 によ り

、Ki3005お よび;KR:N4884の 両化合 物 ともKチ ャン

ネル開口作用 を示 した。

KRN4884の 作用 は代表 的なベ ンゾ ピラ ン系Kチ ャシネル開口薬 である レボク ロ

マカ リムの作用 を上 回った。別途実施 された各種f肝f々o及 びfnvfvo実 験結果か ら、

KRN4884を 高血圧症治療薬 として開発 す ることが決定 され、臨床 試験 を目指 した

研究 を実施 中である。

<第3章>N一 シァノー3一 ピ リジンカルボキシア ミジン とその関連誘導体 の

薬理学 的比較.

N一 置換複素芳香族 シァノァミジ ンAは 新規 な化学構造 を有す るKチ ャンネル開 口薬

で、KRN2391Fと ニ コラ ンジル との比較か らシァノァ ミジ ン構造 はア ミ ド構造 に

比べ てKチ ャンネル開口作用 を強 く発 現す ることが示唆 された。そ こでKRN2391、

Kil769、Ki3005を これ らに対応 す るア ミ ド、チ オ.アミ ド誘導体 とfηγ伽 、

fη卿oの 両面 か ら比較 した。 また、作用機序の検 討 も併せ行 った。

R

NCN

げ 採R
Cvanoamidine

0

げrR
Amide

S

げ 拶R
Thioamide

んONO2

縛
ゆ

CI

KRN2391

Ki1769

Ki3005

Nicorandil

4a

4b

図5.シ アノア ミジン とその 関連化 合物

5a

5b

ア ミ ド4a,b、 お よびチオ ア ミ ド5a,bは ス キーム1に 示 す方法 で合成 した。 ニ コラ ン

ジルのチ オア ミ ド体5Cは この方法 で合成 出来 なか った。別途 ジチオエステル9か ら合成

を試 みたが、 チオァ ミ ド5cは 得 られず、 チァゾ リン10を 単 一生成物 として得 た。 この

反応 は、一旦系 内で 目的 とす る5cが 生成 した後、求核性 の高いチオア ミ ドのイオ ウ原

子 と脱離 能 を有 するニ トロキ シル基 に隣接 するメチ レン基 との間で分子 内環化反応が進

行 し、チァゾ リンを形成 した もの と考 える(ス キーム2)。
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Scheme1

輪 ⊥ げ 謁一々 』Lげ 謡一一曾(一
Amide(4a,b) Thioamide(5a,b)

Scheme2

げ璽徳 ユ[(洲州 一(識
Dithioester(9) 5c Thiazolinederivative(10)

2一(2-substitutedphenyl)ethylamine,i)Lawesson'sreagent,iii)BuLi,iv)CS2,thenMel,

v》H2N(CH2》20NO2●HC1

1)fη γ痴o薬 理活性

シアノア ミジ ンとア ミ ド、 チオァ ミ ドの血管 、お よび心筋 に対 する作用 を調べ た。 同

じN一 置換基 を持 つ化 合物同志 を比較する と、 その血管弛緩作用 の強 さはシアノアミジ

ン〉チオア ミ ド〉アミ ドの順 であ った。 また2一(2一 クロ.ロフェニル)エ チル基 を持

つ3化 合物 は対応 す るフェネチル体 よ りいずれ も高 い活性 を示 した。 これ らの結果 は2

つの部位 、す なわち ピ リジ ン環 に直接結合 した官能基 と1V一 置換基が血管弛緩作用 の発

現 に重 要であ るこ とを示 している。

心筋 に対 する作用 は心拍数 の指標 である変 時作用 と収縮力 の指標 である変力作用 を調

べ ることによ り評価 した。 その結果、心筋 に対 する作用 の強 さと構造 の関係 は、血管平

滑筋 にお ける もの と同様 の傾 向 を示 した。 しか し、 これ らの化合物 の心筋 に対 す る作 用

は血管 に対 す る作用 よ りも弱 く、3一 ピリジ ン化合物群 は血管選択性 の高 い薬物 である

こ とが明 らか になった。

2)fηvfvo薬 理活性

シァ ノァ ミジ ンとア ミ ドのfη γfγoにおける血圧下降 を比較 した。 また、Kチ ャンネル

阻害剤 であるグ リベ ンクラ ミ ドを前投与す ることによって降圧機序 を調べ た。

降圧作 用 の強 さはKi3005>KRN2391>Ki1769>ニ コラ ンジル>4aの

順で、加v勧o試 験 における血管弛緩活性 の強 さに相関す る結 果が得 られた。N一 置換基

とピリジ ン環 に直結 した官 能基 に関す る構造 と降圧活性 の相関関係 も」ηγ抽oに おける

血管弛緩作 用の場合 と同様 、・シァノァ ミジ ンは同 じN一 置換基 を持 つア ミ ドよ り強 く血

圧 を下降 させ た。

シアノア ミジ ンお よびア ミ ドの降圧作用 はグリベ ンクラ ミ ドを前投与す るこ とによっ

て抑制 された。 このこ とか ら、 これ らの血圧下降 にはいずれ もKチ ャンネル開口作用が

関与 している ことが示唆 された。'
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以上、 第1章 ～第3章 で得 た実験 デー タか ら、 シアノア ミジンの構造活性相 関 を図6

に示 した。

XcanbeNCN,SorO;

potencyratioNCN>S>O

A3-pyridilmoietyismore

activethanthecorresponding

ocherheteroaromaticderivatives

X

酊 人N/R
H

ForKchannelopeningactivity,
eitheranitroxyaikyllora(substituted

phenyl)ethylisaneffective/V-substituent

WhenRisanitroxyalkyl,

a2-nitroxyethyiismore

activethan3-nitroxypropyl

WhenAris3-pyridyl,5-aminosubstitution

canenhanceandprolonghypotensive

activityfororaladministration

WhenRisa(substitutedphenyl)ethyl,

2-chlorosubst醗utiononphenylgroupcan

maximizethepotency

Fig.6.Svucture-activityfeatureofthecyanoamidine.

〈第4章 〉 狭心症治療薬KRN2391の 開発

1)安 定性 向上 の検 討

KRN2391Fは 熱 的に不安定 で、 そのまま開発す るには困難が予想 された。そ こ

で安定性 の向上 を目指 し、研 究 を実施 した。各 種酸付加塩 を調製 した結 果、 スルホ ン酸

塩 は明 らか に フリー体 に比べ て熱安定性が向上 した。 なかで もメ タンスル ホ ン酸 塩が最

も優 れた性 質 を示 した ことか ら、 これを:KRN2391と して開発 することに決定 した。

2)大 量 合成 のためのプ ロセス研究

KRN2391Fが 硝酸 エステ ル化合物 であるこ とを考慮 し、製造 プロセス を検討 し

た。その結果、水 を溶媒 として用 いる と安全性が 向上 す る上、 シアノイ ミデー ト8aと

ニ トロキシエ チルア ミンの反癒 も速やかに進行 し、 かっ生成物が直接水溶 液 中か ら析出

す るこ とを見 い出 した。現在 、 この方法 で合成 したKRN2391Fに メ タ ンスルホ ン

酸塩 を作 用 させKRN2391を 製造 している。

Scheme3

NCNNCN

げ …・一 一 ① 〔y昌く一鵬
8a KRN2391F

DNaOH/water.壱H× 鋸HCIbrCH3SO3ト1

3>血 中濃度微量測定法開発のためのハプテンの合成

KRN2391'の 血中濃度を測定する方法 として免疫化学的反応 による高感度測定法

(EIA法)を 開発するため、ハプテンの合成を検討した。KRN2391の 主代謝物は .

硝酸エステルが加水分解 されたアルコールであることから、硝酸エステルを抗原決定基
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として認 識 し、かつ その代謝物 中の水酸基 を認識 しない ように、'.これ らの基 か ら離 れた

ピリジ ン環 に架橋 用 の官 能基 を導入 したハ プテ ン11、 松 を合成 した(図7)。 その結

果、ハ プテ ン11(n=3)、12を 用 いる こ とによってKRN2391のEIAに よる定 量測

定法 が開発 さμ、定量 感度 は必要 とされる100pg/mlオ ニ ダー を確保 す るこ とが可能 に

な った。

　むけ

HOC.(C願HNヴ

昌～.N%

可1(n冒1-3)

HNCN

㌦・鋸NてyL昌 ～ 。N%

12

図7,KRN2391誘 導体(ハ ブテ ン)

〈第5章 〉 高 血圧 治療薬KRN4884の 開発

ユ)ハ プテ ンの合成

KRN4884のEIAに よる血中濃度 測定法 を開発 するため、ハ プテ ンの合成 を検討

した。KRN4884は ピ リジン環 の5位 ア ミノ基 で代 謝 を受け るこ とが予想 され るこ

とか ら、架橋 用官 能基 は5位 ア ミノ基か ら離 れた1>一 置換基 中のベ ンゼ ン環 に導入する

こ とに した。 また、 キ ャリァー蛋 白質 との結合 の際 に、 このア ミノ基 と区別で きるよう

にカル ボキシル基 を架橋用 官能基 と して選んだ。

馴繍 博 牒 脚H馴ヴ

16(n=1-2)

O
N氣N炉C.・H

HCI

17

図8.KRN4884誘 導体(ハ プテ ン)

合成 したハ プテ ン16、17を 用 い、 現在EIAに よる定章測定法 を開発 中で ある。

以上、 シァノイ ミデー トを中間体 とす る簡便 な複素芳香族 シァノァ ミジ ンの合成法 を

確立 した。合 成 したN一 シァ ノーN'一 置換一3一 ピリジ ンカルポキシァ ミジ ンは新規

な骨格 を有す るKチ ャンネル開 口薬 であるこ とを明 らか にした。 スク リーニ ングで見 い

出 したKRN2391お よびKRN4884は 、共 に強い血管 弛緩作用 を有 し、 それぞ

れのi薬理 学的特徴 か らKRN2391.は 狭心症 を、 またKRN4884は 高血圧症 を適

応症 として現在 開発 が進 め られている。
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論 文 審 査 の 要 旨

ATP感 受性カリウムチャンネル(Kチ ャンネル)が 開 くとカリウムチャンネルが開きにくくな

り,カ ルシウムイオンゐ細胞 内の流入が抑えられ,結 果 として,血 管平滑筋の弛緩,血 管の拡張

がもたらせる。この性質を利用し,K:チ ャンネル開 口を引き起こす化合物を高値圧症治療薬とし

て利用することが試みられている。

本論文はこれまでにない新しいタイプのK:チ ャンネル開口薬,芳 香族 シアノア ミジンの分子設

計を行い,こ れにもとづき一群の新規化合物を合成 したものである。

シアノア ミジンは,従 来より用いられているシアノグアニジン系のピナシジル とニコチソアミ

ド系ニコランジルの二つの化合物を一つの分子内に融合 したもので,強 い効果が期待された。今

回合成された化合物群中で特に芳香環にピリジソ環を有するN一 シアノーN一(2一 ニ トロキ

シエチル)一3一 ピリジンカルボキシアミジン(RN2391)は 強い活性を示した。また,分 子内の

硝酸エステルがK:チ ャンネル開口作用の発現に大きな働きをすることも明らかにされた。同化合

物は薬理試験の結果,・冠血管に対する作用選択性が非常に高 く血圧の下降に顕著に冠血流量を増

加させることが明らかにされた。

実用の医薬としてRN-2391は 安定性を増すためにメタンスルポソ塩酸 として開発 され,生 体

内での血中濃度の測定のためハプテンの合成を行い,定 量測定法として検討を行った。

また,第 二の化合物としてシアノ基をもち,硝 酸エステルを持たない化合物としてN一 アリル

アルキルーN一 シアノー3一 ピリジンカルボキシア ミジγが強い血管弛緩作用を示 した。その

他にも,芳 香環をかえた多 くの化合物群はそれぞれ強弱はあるものの,同 様の効果を示した化合

物も確認された。

以上の合成にあた り,シ アノイ ミデー トを中間体とする簡便な複素芳香族シアノアミジン合成

法を開発 し,同 試薬の工業化,実 用化への道を切 り開いた。

これらの研究は,高 度の有幾化学的手法を用い新しい医薬の開発を行ったもので,生 物学的に

も優れた内容を持ってお り,博 士 儂 学)の 学位にふ・さわしいものと考えられる。
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