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研究成果の概要（和文）：本研究では、非ステロイド系抗炎症薬（熱や痛みを和らげる、ステロイドではない
薬）が抗酸化作用を示すことに着眼し、既存の薬の中からHEK-293細胞株（ヒトの腎臓から作られた、実験によ
く使用される細胞）においてNrf2－ARE経路（細胞をストレスから守るしくみ）を効果的に活性化させる化合物
を発見した。また、この化合物の構造活性相関（薬の構造を変えて効き目の違いを調べること）に関する解析か
ら、Nrf2－ARE経路の活性化とHO-1（生態防御に働く酵素の一種）の誘導に寄与する鍵構造を同定した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we focused on the fact that nonsteroidal anti-inflammatory 
drugs (non-steroidal drugs that relieve fever and pain) have antioxidant effects, and discovered a 
compound from existing drugs that effectively activates the Nrf2-ARE pathway (a mechanism that 
protects cells from stress) in HEK-293 cell lines (cells made from human kidneys and often used in 
experiments). In addition, by analyzing the structure-activity relationship of this compound 
(changing the structure of the drug to examine differences in effectiveness), we identified the key 
structure that contributes to the activation of the Nrf2-ARE pathway and the induction of HO-1 (a 
type of enzyme that works in ecological defense).

研究分野：創薬化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、NSAIDs（熱や痛みを和らげる、ステロイドではない薬）の抗酸化活性（体の中の有害な物質を取り
除いて細胞を守る力）に注目し、生体における酸化ストレス（体の中で発生する有害な物質が細胞を傷つける状
態）に対して防御作用を示す新しいタイプのNSAIDの創製を目指して研究を実施した。具体的には、既存の
NSAIDsの中からHEK-293細胞（ヒトの腎臓から作られた、実験によく使用される細胞）に対する抗酸化作用が強
いNSAIDを発見し、化学構造の観点から薬理活性に関与する鍵構造を同定した。本研究で得られた成果は、医薬
品開発に直結する点においても社会的貢献性が極めて高いと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) Nrf2 
 核因子赤血球系 2-関連因子 2(Nrf2)は、酸化ストレスにより活性化される転写因子であり、炎
症増悪因子に関わる遺伝子発現の抑制や、生体防御に関与する遺伝子群の転写を促進すること
から、新しいタイプの抗炎症薬を創製する上でのターゲットとして注目されている。 
Nrf2 は平常時において、細胞質内で Kelch 様 ECH 結合タンパク質 1(Keap1)と呼ばれるタンパ
ク質と結合しているが、酸化ストレスの影響を受けるとまず Keap1 から解離して核内へ移行す
る。次いで、遺伝子の上流に存在する抗酸化剤応答配列(ARE)に結合し、抗酸化作用や薬物代謝
に関与する酵素などの発現を誘導する。近年、Nrf2−ARE 経路を活性化する様々な化合物が発見
され、抗酸化作用を期待した治療薬の候補として研究が進められている。 
 
(2) Nrf2−ARE 経路を活性化する薬物 
 Nrf2 を活性化させる化合物の探索は古くから行われており、これまでに医薬品をはじめ天然
物や食品由来の成分に至る多くの分子が同定されている。また、Nrf2−ARE 経路の活性化には、
抗炎症作用や細胞保護効果をもたらすことが報告されている。例えば、ブロッコリーなどのアブ
ラナ科野菜に含まれるスルフォラファンはヘムオキシゲナーゼ（HO-1）や NAD(P)H デヒドロゲナ
ーゼキノン 1（NQO1）などの抗酸化酵素の発現を誘導し、マウスモデルにおいて炎症性腸疾患や
神経炎症の抑制効果が示されている。また、tert-ブチルヒドロキノン(tBHQ)は、リポ多糖（LPS）
誘導性の炎症モデルで抗炎症作用を示すことが報告されている。さらに、フマル酸ジメチル（DMF）
は多発性硬化症の治療薬として実際に臨床使用されており、その作用機序に Nrf2−ARE 経路の活
性化が関与している。 
 
(3) NSAIDs と Nrf2−ARE 経路活性化との関連性 
 アスピリンやインドメタシンに代表される非ステロイド系抗炎症薬（NSAIDs）は優れた消炎鎮
痛薬であり、世界中で最もよく処方されている医薬品の一つである。一般に NSAIDs は酵素シク
ロオキシゲナーゼ（COX）の阻害剤であり、この酵素が媒介して産生されるプロスタグランジン
（PG）の働きを抑制することで抗炎症作用を示すが、一部の NSAIDs には Nrf2-ARE 経路の活性化
を介した抗酸化作用を示すことが報告されている。すなわち、NSAIDs による Nrf2-ARE 経路の活
性化が、炎症を抑制する新たなメカニズムとして注目されている。そこで我々は、Nrf2−ARE 経
路を活性化させる NSAIDs の化学構造に着眼し、分子中のどのような基本骨格や官能基が薬理活
性の発現に寄与しているのかについて疑問を抱いた。 
 
２．研究の目的 
 以上のような背景のもと、本研究では、(1) NSAIDs の抗酸化作用に着目し、Nrf2−ARE 経路を
活性化させる NSAIDs について網羅的なスクリーニングを実施する。(2) (1)で得られたヒット化
合物について、Nrf2−ARE 経路を介した抗酸化作用を示すことを検証する。(3) NSAIDs の化学構
造と Nrf2-ARE 経路の活性化作用及び抗酸化作用との構造活性相関を解析し、どの化学的構造要
素が薬理活性に寄与しているかを明らかにし、新しいタイプの抗炎症の創製について、その可能
性を探求することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) Nrf2−ARE 経路を活性化させる NSAIDs の網羅的解析 
 国内外から入手した約 80 種類の既存薬 NSAIDs のライブラリーを構築し、これらの化合物を
用いて Nrf2-ARE 経路の活性化作用を調べた。対象とする細胞は、安定な細胞株であること、細
胞培養が勘弁であること、シグナルの応答性が高いこと、バックグランドノイズレベルが低いこ
となどの観点から、ルシフェラーゼ遺伝子が導入された HEK-293 細胞株（ヒト胎児の腎由来の細
胞株）を用いた。具体的には、HEK-293 細胞に対する化合物の Nrf2-ARE 経路の活性化作用につ
いて、ルシフェラーゼレポーターアッセイ法で評価した。 
 
(2) 抗酸化作用の検証 
 (1)で得られたヒット化合物について、HEK-293 細胞における抗酸化酵素の誘導効果を調べた。
本研究において対象とする抗酸化酵素は、Nrf2−ARE 経路により直接転写誘導される主要な抗酸
化酵素の一つであること、酸化ストレス応答だけでなく抗炎症や細胞保護作用にも関与してい
ること、一部の NSAIDs による誘導効果が既に報告されていることなどの観点から、HO-1 を標的
とした。具体的には、HEK-293 細胞におけるヒット化合物の HO-1 誘導作用を、ウエスタンブロ
ッティング法を用いて評価した。一方で、Nrf2−ARE 経路の活性化に依存しない抗酸化作用の関
与を確かめる目的で、非細胞系におけるヒット化合物の直接的な活性酸素種（ROS）の消去活性
についても検討を行った。 
 



(3) 構造活性相関の解析 
 (1)及び(2)の研究で得られた知見に基づき、NSAIDs の薬理活性に関する構造活性相関の解析を
実施し、特定の化学構造が Nrf2-ARE 経路の活性化に与える影響について評価を行った。その
際、ヒット化合物に共通する構造的特徴や官能基の有無に着目し、分子内の電子供与性基や疎水
性部分が Nrf2-ARE 経路の活性化に及ぼす影響を検証した。また、ヒット化合物の構造の一部を
段階的に改変したアナログ化合物についても評価した。 
 
４．研究成果 
(1) Nrf2−ARE 経路の活性化作用 
HEK-293 細胞株用いて、NSAIDs の Nrf2-ARE 経路
の活性化作用をレポーターアッセイ法で評価した
結果、化合物の活性に差異が認められた。図 1は、
化合物濃度が1 µM（A）と10 µM（B）におけるControl
群に対する相対的な活性倍率の分布を示す。図1よ
り、Control 群よりも活性が低い化合物の割合は、
化合物濃度が 1 µM では全体の 35%以下、化合物が
10 µM では全体の 23%以下であった。一方で、化合
物濃度が 1 µM では全体の 5%の化合物が、10 µM で
は全体の 9%の化合物がそれぞれ Control に対して
1.4 倍以上の効果を示した。これらの活性倍率に分
布する化合物の中から、細胞生存率に影響を与え
ない濃度で用量依存的かつ時間依存的に有効性を示す化合物を絞り込み、(2)の研究対象とした。 
 
(2) Nrf2−ARE 経路を介した抗酸化作用 
(1)で抽出したヒット化合
物について、HEK-293 細胞
における抗酸化酵素の誘導
効果を調べた結果、HO-1 の
誘導が確認された。図 2は、
ウエスタンブロッティング
法を用いて、Control（C）
及び Nrf2−ARE 経路を活性
化させる化合物（10 µM）によって誘導された HO-1 のバンドを電気泳動で分離した様子を示す。
インドブフェン（B）は(1)で抽出したヒット化合物の 1つであり、Nrf2−ARE 経路を活性化する濃
度で HO-1 を誘導することが確認された（B1-B4）。この効果は、多発性硬化症の治療薬として臨
床使用されているフマル酸ジメチル（F）や骨髄細胞で Nrf2−ARE 経路を活性化することが知られ
ているインドメタシン（M）を用いた場合でも確認された（F1-F4, M1-M4）。一方で、インドブフ
ェンの非細胞系における直接的な 3種の ROS（スーパーオキシドアニオン、過酸化水素、ヒドロ
キシラジカル）に対する消去活性を調べた結果、ヒドロキシラジカルに対する強い消去活性
（72±10%）が認められた。すなわち、ヒット化合物として抽出したインドブフェンは、HEK-293
細胞において Nrf2−ARE経路を介して細胞内の抗酸化防御系を増強すると同時に、非細胞系にお
いては ROS に対する直接的なスカベンジャー活性を示すことで、酸化ストレスに対する保護効
果を発揮することが示唆された。このことから、インドブフェンは Nrf2−ARE 経路の活性化を指
標とした抗酸化薬開発のリード化合物としての可能性を有すると考えられる。 
 
(3) 構造活性相関の解析 
 (1)で抽出したヒット化合物には、Nrf2−ARE 経路の活性
化作用と HO-1 の誘導効果との間に用量依存的な相関関
係が認められた。これらの構造活性相関を解析すると、
Nrf2−ARE 経路の活性化には、カルボキシ基を含む炭素鎖
にヘテロ原子を含む環構造が結合していることが重要で
あり、この部分構造が活性化の強弱に関与していること
が示唆された。例えば、図 3に示したインドブフェン（B）
の Nrf2−ARE 経路の活性化作用は、その部分構造（P1-P3）
のうち、P2 に依存していることが示唆された。すなわち、
分子内に同様のカルボキシ基を含む炭素鎖を有していて
も、結合している環構造の種類やその置換基の有無、ヘテロ原子の性質（窒素、酸素、硫黄など）
によって Nrf2−ARE経路の活性化作用に顕著な違いが認められた。特に、芳香族環に窒素原子や
酸素原子を含む複素環構造を持つ化合物は、より高い活性化作用を示す傾向があり、一方でヘテ
ロ原子を含まない環構造では活性が低下することが確認された。これらの結果は、特定の部分構
造の化学的性質が転写因子 Nrf2 の安定化や核移行、または Keap1 との結合阻害に影響を与えて
いる可能性を示している。 
 



(4) 創薬展開の可能性 
 本研究により、一部の NSAIDs は Nrf2−ARE経路を活性化し、抗酸化酵素 HO-1 の誘導を介して
細胞内の酸化ストレス応答を高める効果を示すことが明らかとなった。さらに、これらの化合物
は非細胞系においても活性酸素種、特にヒドロキシラジカルに対して強い直接的なスカベンジ
ャー活性を示し、間接的および直接的な二重の抗酸化作用を併せ持つことが示唆された。構造活
性相関解析の結果からは、カルボキシ基を含む炭素鎖にヘテロ原子を含む環構造が結合した部
分構造が、Nrf2−ARE 経路の活性化において重要な構造要素であることが確認され、これは今後
の抗酸化・抗炎症薬の分子設計において有効な指針となると考えられる。これらの知見は、既存
薬の構造を基盤としながら Nrf2−ARE経路を標的とした新規作用機序を持つ抗炎症薬の創出に向
けた創薬展開に資するものであり、副作用の軽減や新たな疾患領域への応用が期待される。 
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