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研究成果の概要（和文）：炎症発癌に対する予防化合物探索を目的として研究を施行した．炎症発癌の起始は炎症細胞
の局所浸出に端を発することから，この浸出過程を遮断する化合物を見出すために，培養スクリーニング系を確立した
．多くの化合物の中から，候補化合物を選択した．それは，in vivoにおける炎症誘発モデルを抑制した．さらにマウ
ス炎症発癌モデルの癌化を抑制した．DNAマイクロアレイ解析の結果，その化合物の作用はNF-κB発現の活性化を抑制
することを見出した．加えて，その作用を担う最小骨格を決定した．

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to identify chemopreventive compounds that inhibit in
flammation-related carcinogenesis. Inflammation-related carcinogenesis is initiated by massive infiltratio
n of inflammatory cells into an inflamed lesion. I found several compounds that inhibit the infiltration b
y using in vitro screening model. Among them, I found that a compound had the strongest inhibitory effects
 on the inflammatory cell infiltration, and that it inhibited foreign body-induced inflammation-related ca
rcinogenesis in a mouse model. DNA array revealed that expressions of inflammation-related molecules such 
as NF-kB-related molecules were inhibited. Then, I determined minimum structure of the compound that will 
be responsible for the inhibition of inflammation.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 申請者は炎症細胞の浸出を契機として
癌化する“炎症発癌”の動物モデルを開発
し,この原因に浸出好中球が第一義的に関
わることを証明した（Am J Pathol 163: 
2221-2232, 2003）．すなわち，異物 
(ゼラチンスポンジ)移入により誘発され
る炎症に対し，抗マウス好中球枯渇抗体
(RB6)投与や,インテグリンβ2 (好中球の
炎症局所血管内皮への接着因子)遺伝子欠
失マウスを用いると，好中球浸出は抑制さ
れ癌化が完全に阻止される．さらに，
gp91phox 遺伝子欠失マウスを用いること
で，浸出好中球の生成する活性酸素(NADPH 
oxidase 由来)が，炎症発癌に伴う遺伝子
異常の主因となることを先駆けて報告し
てきた(Am J Pathol 169: 294-302, 2006)．
これらの成果より，炎症細胞の浸出に端を
発する炎症発癌の阻止には，炎症細胞の浸
出阻害を標的とする治療法の開発により
達成されるという着想に至った． 
 これまでの国内外の研究においては，炎
症細胞の浸出の際のローリング，接着，経
内皮遊走・浸潤に関わる接着分子リガンド
結合部に焦点をあてたペプチド等の添加
培養による阻害実験は多数報告されてい
る. しかしながら，これらはあくまでも試
験管内における成績であり，生体内におけ
る実証は殆どなされていない． 
 申請者は上記の着想と現状の問題点を
鑑み，炎症細胞の浸出を再現し，低分子阻
害化合物を添加した際の浸出阻害能を定
量解析できるスクリーニング系を開発し
た(Nitric Oxide 25: 183-194, 2011). こ
れまでに研究室に現有する 400 種超に及
ぶ既存の化合物（炎症関連分子，癌組織環
境，代謝，細胞内器官，遺伝子・酵素，フ
リーラジカル，チャネル，シグナル伝達経
路等）を解析し，22 種の化合物に炎症
細胞の血管内皮細胞への接着・浸出の阻害
作用を見いだしてきた． 
 本研究は，選択された 22 種の阻害化合
物の中から“炎症発癌”制御に実効する化
合物を決定する．この炎症発癌過程を遮断
する化合物の作用分子を包括的に探索す
るのと併行して,分子間結合能シミュレー
ション等を施行し，“炎症発癌”抑制に必
須な最小結合骨格の同定を最終到達点と
する． 
 
２．研究の目的 
“炎症発癌”の起始は，炎症細胞の浸出
に始めることから，その予防や治療は，
炎症細胞浸出を阻害・遮断することで達
成される．そこで，炎症細胞浸出を定量
できるin vitroスクリーニング系を開発

し，これまでに 400 種超に及ぶ阻害化合
物を評価してきた．その中から既存の抗
炎症剤とは異なる作用を有する 22 種を
選択してきた．本研究の目的は，1)炎症
発癌に実効する低分子化合物の決定（順
位付け）と，作用分子を同定すること．
さらに，2)分子間結合能シミュレーショ
ン等による“炎症発癌”の抑制に必須な
最小構造骨格を決定することで，これま
でに提唱されていない炎症発癌の分子標
的を提示することにある． 
 
３．研究の方法 
(1)炎症細胞の生体内浸出阻害を指標とした
候補化合物の絞り込み（in vivo 機能解析） 
 炎症細胞浸出を in vitro で再現し，低分子
化合物の浸出阻害を定量解析できるアッセイ
系を用いた化合物のスクリーニングをこれま
でにほぼ終え，22 種の候補化合物を選定して
いる．そこで，候補化合物の in vivo におけ
る実効性を評価し，候補順位を付すことで化
合物を数個レベルまで絞り込む． 
① ゼラチンスポンジをマウス背部皮下に移
入する．この異物の移入を契機として，ス
ポンジ内に炎症細胞が浸出する系を使用す
る(Br J Cancer 94: 854-862, 2006)． 
② 移入と同時に阻害剤を連日投与する．投与
量・経路は既報文献に準拠にする．なお，
対照群は DMSO 等の投与を行う． 
③ 5 日目にスポンジを摘出し，これを 0.2％
コラゲナーゼ溶液中で溶解する．スポンジ
内に浸出する炎症細胞総数を数えることで
浸出阻害活性を比較する． 
④ 回収した細胞は，May-Grünwald，Giemsa
染色をして浸出阻害を受ける細胞種を決定
する 
(2)炎症発癌の阻止を指標とした化合物の決
定（in vivo 機能解析） 
 申請者の確立した炎症発癌マウスモデル
（Am J Pathol 2003; Int J Cancer 2007）を
用いて，化合物の in vivo での効果を評価す
る．この段階で化合物の持つ炎症発癌の阻止 
活性に順位が付き，以降の研究計画（3）では
本研究項目で決定される最上位の化合物を対
象として解析する． 
① ゼラチンスポンジ(3x5x10mm)を C57BL/6
マウス皮下に小切開を加え移入する 
② マウス退縮型線維肉腫細胞(QR-32; 1x105

個)を移入スポンジ内に接種する 
③ 移植後より阻害剤を連日投与する 
④ 腫瘍移植後経時的に腫瘍を摘出し，H&E 組
織学的検査，抗 RB6 抗体（抗好中球抗体）
を用いた免疫組織染色を施行し，in vivo
における阻害剤の効果を検証する 
⑤ 週 3回の腫瘍計測を行い，発癌頻度および
潜伏期間等を比較して発癌予防作用を持つ



化合物を最終決定する．また，副作用判定
のための体重測定を行う．マウスが瀕死の
状態となるか，もしくは腫瘍死した場合に
は，剖検を行い転移の有無を含めて担癌宿
主における病態を把握する．一部は組織学
的検査を施行する． 
 
(3)炎症細胞の浸出阻害に関わる機構の解析 
① 阻害化合物の投与により発現変動
する遺伝子を包括的に把握するた
めに，炎症局所および骨髄組織から
得た RNAを 用 いた DNAマ イクロアレ
イ解析を施行する．また，得られる
研究成果に応じ即座に対応できる
ように，同一サンプルからはプロテオ
ミクス解析用のタンパク質の調整も併行す
る．なお,対照には溶媒のDMSO等の投
与組織をあてる．対象分子には特に
炎症細胞浸出に関わる炎症性サイ
トカインや，ケモカイン発現等に焦
点をあてて解析を進める． 
 
(4)阻害化合物と標的分子との分子間結合能
シミュレーション等による結合最小部位の
決定（in vitroあるいはin silico構造機能
解析） 
① 阻害化合物および 3）にて決定される標
的分子の結合構造活性相関および骨格基
本構造等に関する情報は, NIH Chemical 
Genomics Center(NCGC)にて集積・整備さ
れているデータベース
(http://www.ncgc.nih.gov/)や，タンパ
ク質データバンク(http://www.rcsb. 
org/pdb/)より収集する 
② 阻害化合物の標的分子への結合配列の
検索には，分子動力学専用計算機等を用
いた分子シミュレーションを施行する．
分子間結合特性と，３次元可視化構造情
報による阻害化合物の到達性も併せて勘
案する． 
③ リード化合物をコンピューターシュミ
レーションして策定する 
④ 当該リード化合物の作用骨格を含む既
存化合物が，マウスモデルの炎症発癌を
抑制することの最終検証を行う． 
 
４．研究成果 
(1)炎症反応を抑制する化合物のスクリーニ
ング 
 申請者がこれまでに集積してきた研究成果
より，炎症発癌の起始は炎症細胞の局所浸出
に端を発することから，この浸出過程を遮断
する化合物を新たに見出すために，培養スク
リーニング系を確立した．その結果，400 種
超に及ぶ化合物の中から，22 種類の化合物を
選択し，中でも最も浸出抑制活性の高い化合

物を抽出した． 
 
(2)候補化合物による炎症浸出抑制効果の検
討 
 炎症細胞の局所浸出を示す複数の動物モデ
ルを用いて候補化合物の浸出抑制効果を検討
した．用いたモデルは，ゼラチンスポンジの
皮下移入による炎症細胞浸出アッセイ法(Br 
J Cancer 94: 854-862, 2006)，および空気嚢
炎症法（Air-pouch models of inflammation）
を採用し検討したところ，いずれのモデルに
おいても対照溶媒（DMSO）投与に対して有意
な浸出抑制を見いだした． 
 
(3)炎症発癌モデルを用いた候補化合物によ
る抑制効果の検討 
 候補化合物は，異物誘発の炎症反応によっ
て退縮型細胞が癌化するマウス炎症発癌モデ
ルを用いて，その発癌抑制効果を検討した．
その結果，異物によって誘発される炎症浸出
が著しく抑制され，これに伴い癌化も抑制さ
れた． 
 
(4)DNA マイクロアレイ解析による候補化
合物の標的シグナル分子の解析 
 候補化合物の作用対象（炎症関連シ
グナル分子）を明らかにするために，
候補化合物およびその対照溶媒を投
与したマウスの炎症局所より total 
RNA を回収し，DNA マイクロアレイ解
析を施行した．その結果，複数の炎症
関連分子の変動が観察された．中でも，
候補化合物は，炎症反応シグナルの中心的
な作用を持つ NF-κB発現とその関連分子の
発現および活性化を抑制することを見出した． 
 
(5)候補化合物の炎症浸出を抑制するための
最小骨格構造の解析 
 炎症浸出や炎症性シグナルの遮断に関わる
化合物の最小骨格を同定するために，当該化
合物の分割骨格を含む標品を用いて，異物誘
発炎症浸出を抑制する作用(Br J Cancer 94: 
854-862, 2006)を指標として最小骨格を決定
した． 
 現在この最小骨格を含む標品を用いて前述
のマウス炎症発癌モデルならびに化学物質誘
発大腸炎等による発癌モデルを用いて発癌抑
制・予防作用の有無を検討中である． 
 
(6)本研究成果の国内外の位置付けとインパ
クト・今後の展望 
 癌死をもたらす発癌要因のうち,炎症の占
める割合は約20〜25％と推計されている(RA 
Weinberg, ed. The Biology of Cancer, 
pp.441-442, 2007; Nature 420: 860-867, 
2002; Lancet Oncol 2:533–543,2001)．換言



すれば，因果関係の明らかな発癌要因は，癌
の治療・予防に直結する標的となる.“炎症発
癌”の機構は，第一義的に炎症細胞の局所浸
出と，次いで炎症細胞に由来するフリーラジ
カルを介した遺伝子毒性や，炎症性サイトカ
イン等による細胞増殖の促進にある．本研究
は，炎症の初期反応そのものを制御すること
で,“炎症発癌”に対する最初の具体的治療・
予防戦略の科学的根拠を提示した． 
 これまでの分子標的療法の多くは，癌細胞
のレセプター構造改変部，リン酸化修飾部も
しくはATP結合部等のシグナル異常に焦点を
当ててきた．本研究の対象は，本来生体に備
わる白血球細胞等の血管内皮への接着・運動
浸潤(経内皮浸出)に関わる生理機能にある．
従って，炎症細胞浸出に関わる分子シグナル
機構に対するピンポイントで，かつ副作用の
軽減される低分子標的療法の開発は，過剰で
制御を受けない炎症反応を背景とする自己免
疫疾患(慢性関節リウマチ・全身性エリテマト
ーデスなど)へも広く開発応用され，新たな研
究の展開と創薬開発へと発展する意義を有す
る． 
 本研究は，炎症細胞浸出に焦点を絞り，報
告者が独自に開発してきたin vitro及びin 
vivoの炎症解析系を用いて，分子標的阻害化
合物の中から炎症発癌に実効性する化合物を
決定した．さらに，阻害に関わる最小骨格分
子を決定した．今後はタンパク質構造ベース
等から類推し，作用する既存薬剤ライブラリ
ーもしくは合成化合物を照合し，動物モデル
による実効性の評価を進める予定である．従
って本研究は，構造ゲノム・タンパク質情報・
技術を利用した薬剤探索の先駆け研究として
位置付けられ，新たな分子設計による創薬開
発研究として，もたらす意義は極めて重要と
考えられる． 
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