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研究成果の概要（和文）：　治療法がない希少難治性炎症疾患群に対して、有効で安全な治療薬としてのPAI-1阻害薬
の適応疾患を特定する研究を進めた。臍帯血移植における骨髄再生促進作用を見出し、医師主導第Ⅰ相試験を終了した
。また、多発性硬化症における薬効を確認し、非臨床安全性試験を実施した。
　さらに、卵巣細胞癌由来の細胞株においてPAI-1を抑制した結果、細胞周期が停止し、G2/M期の細胞の割合の増加と
アポトーシスにより細胞増殖が抑制されることを見出した。また、PAI-1阻害薬の肺線維症に対する効果の評価をブレ
オマイシン誘発肺線維症モデルマウスで検討し、肺ハイドロキシプロリン量を有意な減少させることを見出した。

研究成果の概要（英文）：　The study was performed to specify an adaptation of PAI-1 inhibitors which were 
effective and safe against rare intractable inflammatory diseases.
　Finding bone marrow regeneration promoted by PAI-1 inhibitors in umbilical cord blood transplantation, 
led the doctor’s investigated phase 1 clinical trials. Non-clinical safety studies were carried out from 
the discovery of the efficacy in multiple sclerosis models.　Furthermore, as a result of PAI-1 inhibition 
in ovarian carcinoma cell lines, cell proliferation was suppressed by increasing the apoptosis and the 
G2/M phase cells. Moreover, the evaluation of the effects of PAI-1 inhibitors in bleomycin-induced lung 
fibrosis models, it was found that the lung hydroxyproline content was reduced significantly.

研究分野： 医学（内科学）

キーワード： 薬理学　生理活性　生体分子
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

  Serine protease inhibitor superfamily 

(SERPIN)は共通構造を有するタンパク群で、
ヒトでは 36 種類が知られ、その生理機能は、
主にタンパク分解酵素である各種の serine 

proteases の活性制御であり、凝固線溶、補
体活性、繊維化、炎症などに重要な役割を
担っている。 

  Plasminogen activator inhibitor 1 (PAI-

1)は SERPIN の 1 つであり、凝固線溶系や
線維化などに重要な役割を演じていること
が知られている。申請者らは PAI-1 の X 線
構造情報を基に PAI-1 阻害薬のヒット化合
物 TM5007 を発見すると同時に抗血栓作用
のみならず、肺線維化モデルで TM5007 の
有効性を確認した（Arterioscler Thromb 

Vasc Biol 2008; 28: 672-677）。 

  その後さらに、構造最適化を行い、経口
投与により血栓モデル動物で抗血栓作用を
示 す 低 分 子 化 合 物 TM5275 を 得 た 。
TM5275 は、カニクイザルの血栓モデル
（右図）で、5mg/kg p.o.の低用量で対照薬
とした臨床で抗血栓薬とし最も使用されて
いる clopidogrel（10mg/kg p.o.）と同等の
確実な抗血栓作用を示した。特筆すべき知
見として、投与量を上げても対照薬とは異
なり出血時間を全く延長しない（J Cereb 

Blood Flow Metab 2010; 30: 904-912）。 

  さらに TM5275 をリード化合物として、
現在では 0.3mg/kg の経口投与で確実な有効
性を示し、安全性が高い臨床候補品を複数
得ている。これら化合物の肺線維化モデル
に於ける有効性に関しては報告済み（Am J 

Respir Cell Mol Biol. 2011 Aug 18. [Epub 

ahead of print] ）。 

  最近になって、PAI-1 遺伝子欠損マウス等
を用いた国内外の解析から、PAI-1 が活性化
マクロファージの遊走に不可欠な蛋白とし
て機能していることが明らかになり、マク
ロファージ浸潤を伴う激烈な炎症と線維化
に至る疾患で、ステロイド投与以外に治療
法がない疾患、例えば多発性硬化症、クロ
ーン病、難治性腎炎／ネフローゼに対する
有効性が示唆された。そこで、臨床候補品
PAI-1 阻害薬を用いて動物での非臨床試験を
行った所、preliminary なデータとして、疾
患モデルに対する有効性も取得出来た。 

  これら疾患群の分子病態の理解は進んで
おらず、有効で安全な治療法は未だ確立で
きていない。申請者らは、線溶系調節蛋白
と考えられてきた PAI-1 がそれら希少難治
性炎症の病態に関わることを見出し、世界
に先駆けて経口投与可能な低分子 PAI-1 阻
害薬の開発に取り組んでいる。 

 

２．研究の目的 

  希少難治性炎症疾患には、マクロファー
ジ浸潤を伴う激烈な炎症の結果から線維化
に至り、ステロイド投与以外に治療法がな
いものが少なくない。それら疾患の分子病

態の理解は進んでおらず、有効で安全な治
療法は未確立である。申請者らは、線溶系
調節蛋白と考えられてきた PAI-1 がそれら
の病態に関わることや PAI-1 がマクロファ
ージ遊走に不可欠な蛋白として機能してい
る事実を見出し、世界に先駆けて経口投与
可能な低分子 PAI-1 阻害薬の開発に取り組
んでいる。本研究では、マクロファージ浸
潤を伴う炎症を主体とする多発性硬化症、
クローン病、難治性腎炎などの希少難治性
疾患の中から PAI-1 阻害薬で治療可能な疾
患を特定し、非臨床安全性試験（ non-

GLP）を実施し、安全性試験（GLP）と医
師主導型治験のプロトコール作成まで橋わ
たし研究を行う。 

 

３．研究の方法 

  希少難治性炎症疾患群に対する多量の副
腎皮質ステロイド療法を補完あるいは代替
する有効で安全な新規治療薬の経口低分子
PAI-1 阻害薬を提供することが本研究の最終
目標である。本研究では、これまで治療法
のないが、PAI-1 との関連が示唆される特発
性間質性肺炎（特定疾患治療研究事業対象、
以下＊）、多発性硬化症＊、クローン病＊、
難治性体腎炎／ネフローゼに着目して、モ
デル動物を用いた研究から、（１）First-
in-man 医師主導治験の対象疾患を絞込み、
（２）臨床開発候補５化合物から対象とす
る希少難治性炎症疾患に最も適した化合物
を詳細な薬理学的研究と薬物動態試験なら
びに簡単な安全性試験(non-GLP)から１つに
絞り込み、（３）希少難治性疾患の研究班委
員の協力を得て、本研究計画終了後の医師
主導治験に関わるプロトコールの作成まで
を本研究期間で達成する。 
 
研究達成目標は、PAI-1 阻害薬の最も有効な
希少難治性炎症疾患を特定することである。
PAI-1 阻害薬で治療が可能と考えられる希少
難治性炎症疾患は、以下の通りであり、下
記に示すような in vivo 疾患モデル動物を
使用することで、PAI-1 阻害薬の予防および
治療効果を調べ、薬効薬理学的に First-in-
man 医師主導治験の対象疾患として最も有効
な希少難治性炎症疾患を１つに絞り込む。 
 
(１) 難治性腎炎（ネフローゼ） 
理論的根拠：PAI-1 遺伝子欠損マウスで抗
GBM 腎炎発症の抑制（J Am Soc Nephrol. 
2003） 
モデル：抗 GBM 腎炎ラット、抗 Thy-1 腎炎
ラット(効果実証済 J Clin Invest. 2003)、
HIGAマウス 
試験法の例：Thy-1 腎炎モデルラット 
本病態モデルは、メサンギウム増殖性腎炎
を呈する代表的な糸球体腎炎モデルであり、
Wistar ラット（雄、体重 150g）に抗 Thy-1
抗体である OX-7 を 1.2mg/kg 尾静脈投与す
ることによって作製する。抗 Thy-1 抗体を



投与し、その後被検化合物を 0.5 % カルボ
キシメチルセルロースに懸濁させ、ゾンデ
により 5 日間連続強制投与、6 日目に採材し、
腎臓を採取、病理解析（糸球体細胞数のカ
ウント）を行う。併せて血液・尿の生化学
的解析も施行する。対照群は、賦形剤投与
群を採用して薬効評価を行う。 
 
(２) 特発性間質性肺炎 
理論的根拠：PAI-1 遺伝子欠損マウスで肺線
維症発症の抑制（J Cell Physiol 2010) 
モデル：ブレオマイシンマウス(効果実証済
ATVB 2008) 
試験法の例：bleomycin 肺線維症モデル 
動物は雄性 Sprague-Dawley ラットを用い、
ペントバルビタールナトリウム（40mg/kg 体
重、i.p.）麻酔下で、ラットの咽頭部を切
開し、気管を露出する。bleomycin 塩酸塩
（日本科薬）を 29G インスリン用マイジェ
クターにて気管内投与する。投与後、切開
部を縫合し、傷口はイソジン液を用いて消
毒する。0.5 % カルボキシメチルセルロー
スに懸濁させた被検化合物を bleomycin 投
与直後からゾンデにより経口投与を開始し、
14 日連続投与する。試験終了後、肺組織を
採材し、Azan 染色した病理標本から肺組織
の病理的解析（間質の繊維化）を行う。凍
結肺組織からヒドロキシプロリン含量を測
定する。 
 
(３) 多発性硬化症 
理論的根拠：PAI-1 遺伝子欠損マウスで脳脊
髄 炎 発 症 の 抑 制 （ Neuropathol Appl 
Neurobiol. 2008) 
モデル：脳脊髄炎（EAE）モデルマウス 
 
(４) クローン病 
理論的根拠：PAI-1 遺伝子欠損マウスでのマ
クロファージ遊走抑制と抗炎症（EMBO J 
2006） 
モデル：TNBS クローン病マウス(効果実証
済) 
 
４．研究成果 
(１) Thy1 腎炎ラットモデルにおいて、PAI-

1 阻害薬を経口投与することにより、腎糸球
体に対する炎症性マクロファージの浸潤を
抑制できることを明らかにした。また、腎
臓における微小血栓形成や上皮細胞傷害を
寛解するなど、抗炎症効果と抗血栓効果の
両面でその病態の改善に効果を発揮するこ
とが明らかとなった。In vitro マクロファー
ジ遊走阻害実験や、変異体 PAI-1 を用いた分
子生物学的解析によって、炎症部位で発現
が上昇した PAI-1 そのものがマクロファージ
に対する遊走因子として働いていることを
見出した。また、PAI-1 の遊走因子としての
作用が、マクロファージの細胞膜上に存在
する LRP1 との相互作用によって発揮されて
いること、PAI-1 阻害薬がこの分子間相互作

用を阻害することでマクロファージの遊走
を阻害するという分子薬理学的メカニズム
を解明し、難治性腎炎に対する治療効果を
明らかにすることが出来た。 

図 1 マクロファージマーカー CD68 の免疫
組織染色 GN: Thy1 腎炎, TM: TM52575 投与
群, CLO: クロピドグレル投与群 

 

 更に、Thy1 腎炎モデル以外の腎疾患モデル
の検討を広範に実施した。難治性腎疾患の
巣状糸球体硬化症（FSGS）モデルである
NEP25 マウスをはじめとして、LPS 腎症マ
ウス、虚血再灌流（IR）マウス、腎間質障
害モデルの片側尿管結紮（UUO）マウスお
よび急性腎障害（AKI）モデルのシスプラチ
ン腎障害マウスの検討を行った。その結果、
Thy1 腎炎で薬効を示した PAI-1 阻害薬の
TM5441 の 30 mg/kg/日経口投与は、LPS 腎
症マウスで陽性対照の edaravon と同様に再
現性ある有効性を示し、血中 BUN、クレア
チニン・クリアランス並びに尿中アルブミ
ンで有意な改善を示した。また、その作用
は腎臓での Tnf-αの発現亢進に対する抑制
効果であることが示唆された。しかし、
TM5441 は、NEP25 マウス、 IR マウス、
UUO マウスおよび AKI マウスでは効果を示
さず、適応できる腎疾患がかなり限られる
可能性が示唆された。 

 

(２) ブレオマイシンマウス肺線維症モデル

を用いた解析により、TM5614が

0.75mg/kg/dayの経口投与により、肺組織中で

のハイドロキシプロリン増加をほぼ完全に抑

制することが出来ることを見出した。また、

急性喫煙曝露モデルにおいても炎症性細胞浸

潤と血管透過性亢進を抑制することを示唆す

る結果を得た。これらの結果から、呼吸器・

肺関連疾患がPAI-1阻害薬の有望な標的であ

ることを見出した。 

 

(３) PAI-1阻害薬の適応疾患候補として、難

治性神経疾患の１つである多発性硬化症（



MS）に効果がある可能性を新たに見出した

。すなわち、MSモデルである実験的自己免

疫性脳脊髄炎(EAE)マウスにおいて、TM5441

は神経症状発症後の50 mg/kg/日経口投与にお

いて、症状改善（治療）効果を示した。また

、化学構造からTM5441よりも血液脳関門を

透過しやすいことが考えられたTM5484は、

特記すべきことに5 mg/kg/日経口投与から治

療効果および予防効果を発揮した。更に、既

存薬であるフィンゴリモドと併用した場合相

加的な寛解効果を示すことから、リンパ球を

標的とするフィンゴリモドとは標的細胞が異

なることを示した。更に、ラットMSモデル

においてマウス同様の有意な寛解効果を示す

ことを見出し、種差を超えた薬効を発揮する

ことを示した。これらのことから、PAI-1阻

害薬の多発性硬化症への適応の可能性を示し

、実用化へ向けて厚生労働省難治性疾患治療

薬開発プロジェクトへの橋渡しを行った。 

 
図2 多発性硬化症モデルEAEにおけるクリニ

カルスコア 

 

(４) TNBS 誘導性クローン病モデルについ
て、TM5275 30mg/kg/day の投与により、ス
テロイド薬であるプレドニゾロンと同等レ
ベルに病態スコアを低下させる効果がある
ことを見出した。 

 

(５) 当初の計画になかった希少難病に関し
ても適応の可能性を以下の通り検討した。 

 
  骨髄再生時の PAI-1 阻害薬投与により、造
血幹細胞の増殖分化が促進されることを発
見した。致死量の放射線照射後、造血幹細
胞移植したマウスにおいて、PAI-1 阻害薬が
血球再生を促進することを見出した。更に、
骨髄内の tPA-PAI-1 系が幹細胞因子（SCF）
の活性制御に関わっており、PAI-1 阻害薬の
経口投与により造血再生を促進できること
を明らかにした。これらの知見から、
TM5509 を臍帯血輸血時の造血再生を適用疾
患とし、PMDA との事前面談を経て、医師
主導臨床治験を開始し、第一相臨床試験を

実施、これを終了した。 
 

卵巣明細胞腺癌やゼノグラフトモデルを用

いてPAI-1阻害薬の抗癌作用に関する検討を

行った。卵巣明細胞腺癌は本邦で増加傾向に

ある疾患で、標準的な化学療法が奏功しにく

い腫瘍である。公開マイクロアレイデータ並

びに予後のデータを用いた解析により、PAI-

1の発現レベルは予後不良と有意な相関を示

すことを見出した。また、卵巣がん標本の

PAI-1の免疫組織染色では明細胞腺癌で最も

陽性例が多く、特に腫瘍の細胞質に高発現し

ていることを見出した。そこで、PAI-1 阻害

薬を用いて卵巣細胞癌由来の複数の細胞株に

おいてPAI-1を抑制した結果、細胞増殖が抑

制されることを見出した。 

図3 TM5275濃度と癌細胞生存率 

 

増殖抑制の効果はPAI-1高発現の細胞株で

顕著であった。PAI-1阻害薬を用いてPAI-1を

抑制した細胞株では細胞周期が停止し、

G2/M期の細胞の割合が増加した。

 
図4 Flowcytometerを用いたPI及びAnnexin V二

重染色によるアポトーシス細胞の割合 

 

更に、PAI-1 阻害薬の処置によりアポトー

シスが誘導された。これらの結果から、PAI-

1阻害により、PAI-1を高発現する卵巣細胞癌

細胞において、細胞周期停止とアポトーシス

誘導が起こり、細胞増殖が抑制されることが

示された。更に、複数の腫瘍由来の細胞株を

用いてPAI-1阻害薬が細胞増殖に与える影響

を調べた結果から、PAI-1阻害薬がヒト線維

肉腫由来HT1080細胞及びヒト大腸腺癌由来

HCT116細胞の増殖を抑制し、アポトーシス

を誘導することを見出した。HT1080細胞を



マウスに移植するゼノグラフトモデルを用い

た解析により、PAI-1阻害薬は腫瘍内への血

管新生を抑制するとともに、腫瘍形成を遅延

させ、マウスの生存期間を延長させる傾向を

示した。これらの知見から、PAI-1阻害薬が

新規の癌に対する有望な治療薬となることを

示した。 

その他、複数の希少難治性炎症疾患モデル
に対して PAI-1 阻害薬の薬効の有無を探索し
た結果、卵白アルブミン(OVA)感作誘発マウ
ス鼻アレルギーモデルにおいても病態の寛
解効果並びに免疫細胞浸潤阻止効果を見出
した。 
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