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研究成果の概要（和文）：（１）DNAチップを用いて、対象既存薬NSAIDsにより発現が変化する遺伝子を解析した。そ
の結果、熱ショックタンパク質関連の遺伝子の発現を変化させる一連のNSAIDを同定した。特に興味深い結果として、
カルボン酸系のNSAIDsにおいてHSP25及びHSP27の発現を大きく変化させることを見出した。（２）標的遺伝子の網羅的
解析から優れた抗炎症作用を示し、かつ、細胞毒性の弱いNSAIDを同定したが、動物レベルでは期待された効果が得ら
れなかった。そこで、同定したNSAIDの誘導体を合成したところ、胃潰瘍副作用の少ない新規化合物を見出した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have examined the gene changing expression frequency after targe
t NSAIDs treatment. As a result, we identified a series of NSAIDs that changed heat shock protein-related 
genetic expression. As a result of being interesting, we found that carboxylic acid-based NSAIDs greatly c
hanges expression of HSP25 and HSP27. We identified a cytotoxic weak NSAID with superior anti-inflammatory
 action. However, an expected effect was not provided at the animal level. Therefore we synthesized the de
rivative of the target NSAID that we identified and discovered new compounds with a few gastric ulcer side
 effects.
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様 式 Ｃ－９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 NSAIDs について：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）は優れた抗炎症作用に加え、胃
潰瘍副作用や、癌やアルツハイマー病の発症
を抑制する作用など様々な作用が知られて
いるが、その分子機構は不明であった。これ
までの研究において、私は、胃潰瘍を起こし
にくい NSAID を有機合成することにより
NSAID 潰瘍発症機構を明らかにした。本研究
提案は、有機合成により数多くの NSAIDs を
合成し、NSAIDs の抗炎症・抗癌・抗アルツハ
イマー作用に関する分子機構を解明すると
共に、優れた抗炎症・抗癌・抗アルツハイマ
ー病作用を持つ NSAIDs など、臨床的に有用
な NSAIDs の発見を目指した研究である。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の概略：NSAIDs はシクロオキシゲナ
ーゼ（COX）という酵素の阻害剤であり、例
えば、この作用により抗炎症作用を発揮する
（COX 依存に合成されるプロスタグランジン
（PG）は炎症増悪因子である）。一方で、メ
タアナリシスを含む疫学調査などから、
NSAID を長期服用することにより、癌やアル
ツハイマーの発症リスクが低減することが
明らかとなっている。実際米国では、癌の再
発予防薬として NSAIDs の使用が認可されて
いる。しかしながら、NSAID のこれらの新し
い薬効に関する分子機構はほとんど分かっ
ていなかった。これまでの研究において、私
は、DNA チップを用いた網羅的解析により、
NSAID によってその発現が変化する種々の遺
伝子を同定した。そこで本研究ではこの研究
を継続し、より大規模な NSAIDs に関する網
羅的解析を行い、NSAID の胃潰瘍副作用、抗
炎症・抗癌・抗アルツハイマー病作用に関与
する新しい作用を同定する。また既に同定し
ている作用（HO-1・CHOP・TJ 遺伝子・小胞体
シャペロン・HSP の産生を促進する作用、膜
傷害作用）、及び新しく同定した NSAID の作
用の強い（あるいは弱い）既存 NSAID を検索
する。 
 DNA チップ解析：最近我々は、NSAID の作
用に関する網羅的解析を行った。その結果、
アポトーシス誘導能を持つ転写因子 CHOP、熱
ショック蛋白質（HSP）、小胞体シャペロン
（GRP78 など）、ヘムオキシゲナーゼ（HO-1）
など、様々な遺伝子の発現が NSAIDs により
誘導されること、及び NSAID が膜傷害作用を
持つことを見出した（Cancer Res 2005）。そ
して、NSAID が抗炎症タンパク質である HO-1
を誘導することがNSAIDの抗炎症作用に（JBC 
2006, 2010a）、NSAID が細胞膜を傷害し CHOP
を誘導し胃粘膜細胞にアポトーシスを誘導
することが NSAID の胃潰瘍副作用に（Cell 
Death Differ 2004; JBC 2005; Asano, 
Yamakawa et al. JPET 2009 など）、NSAID が

TJ（タイトジャンクション）遺伝子を誘導す
ること、アポトーシスを促進すること、及び
PG を減らすことが NSAID の抗癌作用に（JBC 
2003, 2009a, 2009b; Cancer Res 2005; 
Takehara, Yamakawa et al. Biochem 
Pharmacol 2009）、NSAID が小胞体シャペロン
を誘導すること、及び PG を減らすことが
NSAID の抗アルツハイマー病作用に（Biochem 
J 2007; JBC 2007a, 2009c; J Neurosci 2011）、
それぞれ関与することを発見した。そこで本
研究で私は、NSAID によってその発現が変化
する遺伝子がストレスタンパク質に関連す
る遺伝子であることに注目し、炎症性サイト
カイン・ケモカイン、細胞接着因子、及び炎
症関連転写因子に対する効果を網羅的に検
討し、効果が見られた場合は遺伝子ネットワ
ーク解析を行い、その分子機構を解明する。
また、これらのノックアウトマウスと上述の
疾患に関する動物モデルを組み合わせ、スト
レスタンパク質による薬理効果を検討する。
この研究により、NSAIDs が持つ多彩な薬理作
用に関わる遺伝子とその役割を理解できる
と考えている。 
 NSAIDの胃潰瘍副作用：上述のようにNSAID
は優れた抗炎症効果を示す反面、臨床現場で
は NSAID の胃潰瘍副作用（NSAID 潰瘍）が大
きな問題になっている（1996 年米国では
16500 人が NSAID 潰瘍で亡くなっており、こ
れは全米のエイズ死亡者を上回っている）。
また、COX-2 選択的 NSAIDs の服用により心筋
梗塞の発症リスクが高まることが報告され
ている（COX-1 が血液凝固促進因子を、COX-2
が血液凝固阻害因子をそれぞれ産生してい
るため）。これまでに私は、膜傷害性がなく、
かつ COX-2 選択性がない NSAID は、胃潰瘍も
心筋梗塞も起こしにくい真に安全な NSAID 
になると考え、既存の COX-2 選択性を持たな
い NSAIDs の中から、最も膜傷害性の少ない
NSAID としてロキソプロフェン（COX-2 選択
性がないにも関わらず比較的胃潰瘍を起こ
しにくい NSAID として、我が国で最もよく使
われている NSAID）を同定した（Yamakawa et 
al. Biol Pharm Bull 2010）。さらにロキソ
プロフェンの誘導体を数多く合成し、その中
からほとんど膜傷害性を持たないフルオロ
ロキソプロフェンを発見した。私は、この化
合物が充分な抗炎症作用を持つにも関わら
ず、胃潰瘍をほとんど起こさないことを発見
した（Yamakawa et al. J Med Chem 2010; 
Yamakawa et al. Bioorg & Medic Chem 2011、
現在、製薬企業と共同で前臨床試験を行って
いる）。この一連の研究により、臨床的に有
用な NSAID を発見出来ただけでなく、我々の
仮説（NSAID の膜傷害作用が NSAID 潰瘍の発
症に必要である）を、有機合成化学的手法を
用いて証明した。そこで本研究で私は、NSAID
の胃潰瘍副作用に関連性の高い遺伝子を上
述の DNA チップ解析により同定し、各遺伝子
の発現変化が、NSAIDs の胃潰瘍副作用にどの
ように関与しているのかを明らかにする。ま



た、遺伝子の発現変化が強い（あるいは弱い）
既存NSAIDsの周辺化合物の有機合成を行い、
胃潰瘍副作用の少ないより有用な NSAIDs を
創製する。この研究により、NSAIDs が持つ胃
潰瘍副作用に関わる遺伝子とその役割を理
解できると考えている。 
 まとめ①：以上まとめると、NSAIDs はこれ
まで長年使用されてきたので、その副作用な
どが充分理解されているという利点があり、
癌、及びアルツハイマーの予防薬として世界
的に注目されている。そこで私は、NSAIDs
が持つ多彩な薬理作用に与る分子機構を明
らかにすれば、胃潰瘍を起こしにくい NSAIDs
や、優れた抗炎症・抗癌・抗アルツハイマー
作用を持つ NSAIDs を発見できると考えた。
本研究はこのアイデアを分子生物学的手法
と有機合成化学的手法とを組み合わせて解
決するものである。一方、我々は NSAID と生
体膜との相互作用に関しても先駆的な研究
を行ってきた。例えば胃潰瘍副作用の少ない
NSAID の場合、膜傷害性が少ない NSAID を得
るために、NSAID と膜との相互作用をシミュ
レーションし合成戦略を立てた結果、高い確
率で膜傷害性の少ないNSAIDを得ることが出
来た。以上の結果から、副作用の軽減を目的
とした分子設計は臨床的に有用なNSAIDの発
見に有効であることが考えられる。そこで本
研究でも有効性かつ安全性の高いNSAIDを合
成し、得られた化合物を疾患動物モデルで評
価し、医薬品開発に繋げたいと考えている。 
 まとめ②：このように本研究は我々がこれ
まで独自の観点から世界をリードする形で
進めてきた NSAID 研究を土台に、有機合成化
学的手法を用いた NSAID の作用機構の解明、
及び臨床的に有用な NSAIDs の発見を目指す
研究であり、その独創性、先駆性は極めて高
いと考えている。また医薬品開発に直結する
点において、社会的貢献性の高い研究である
と考えている。 
 
３．研究の方法 
 
（１）NSAIDs ライブラリーの充実 
 最近の新薬の臨床試験では、有効性の高い
候補化合物であっても予想外の副作用の発
生により開発の中止を余儀なくされる場合
が増加している。そこで私が注目しているの
は、既存薬 NSAID をリード化合物として有機
化学合成を行うことである。既存薬 NSAID の
化学修飾により医薬品開発を行うことの最
大の利点は、既に臨床で使われている医薬品
なので、ヒトでの安全性や体内動態などがよ
く分かっているため、副作用や体内動態の情
報をある程度参考にしながら医薬品開発を
進めることができるという点である。しかし
ながら、全ての既存薬 NSAID を試験研究用と
して入手することは困難であり、試験研究用
として販売されていないNSAIDや極めて少量
でかつ高額の化合物（選択的 COX-2 阻害薬な
ど）についてもスクリーニングの出発材料と

して取り揃える必要性がある。そこで本研究
では、これらの入手困難な NSAID の有機合成
を行い、我々が既に所有している既存薬
NSAIDs ライブラリーのさらなる充実をはか
る。また、これらの化合物の溶解法や細胞・
動物への投与法を確立する。 
 
（２）遺伝子発現変化の網羅的解析と同定 
 これまでに我々は、胃粘膜細胞を用いたイ
ンドメタシンによる遺伝子発現変化のDNAチ
ップ解析（約 4000 のヒト遺伝子を含む DNA
チップを使用）に関する技術を構築している。
そこで本研究では、ヒトの全遺伝子を含む
DNA チップを用いて、種々の細胞（胃粘膜細
胞、神経細胞、癌細胞）を対象に（１）で構
築した既存薬 NSAIDs 依存に発現が変化する
遺伝子の網羅的解析と同定を行う。発現変化
が確認された遺伝子の中から、過去の文献等
の情報を基に、NSAIDs の薬理作用（抗炎症・
抗癌・抗アルツハイマー作用、胃潰瘍副作用）
に関与している可能性が高いものを選び、
（３）の研究の対象とする。 
 
（３）遺伝子発現変化の薬理作用との関連性
の解明 
 我々がこれまでに確立してきたそれぞれ
の薬理作用に関するアッセイシステムを用
いて、NSAIDs による遺伝子発現変化が、
NSAIDs の多彩な薬理作用にどのように関与
しているかを明らかにする。 
１ 細胞レベルでの検討 
 抗癌作用に関しては癌細胞を用いた、
NSAIDs によるアポトーシス誘導・足場非依存
的増殖の抑制・浸潤抑制・運動性抑制などの
アッセイシステムを用いる。例えばある遺伝
子の siRNA（その遺伝子の発現を抑制する）
により、NSAIDs による癌細胞の浸潤抑制が見
られなくなった場合には、その遺伝子の発現
誘導が NSAIDs による癌細胞の浸潤抑制に関
与していることを証明出来る。同様な方法で
NSAIDs による各遺伝子の発現変化が、NSAIDs
の抗炎症・抗アルツハイマー作用、胃潰瘍副
作用にどのように関与しているのかを明ら
かにする。抗アルツハイマー作用に関しては
神経細胞を用いた、βアミロイド産生・凝
集・分解、βアミロイドによる神経細胞死、
タウタンパク質のリン酸化などのアッセイ
システムを用いる。抗炎症作用に関しては炎
症性細胞を用いた、炎症性転写因子 NF-kB の
活性化、炎症性サイトカインの産生、細胞接
着因子の誘導、活性酸素の産生などのシステ
ムを用いる。胃潰瘍副作用に関しては胃粘膜
細胞を用いた、NSAIDs によるアポトーシス誘
導・粘液産生抑制、胃酸分泌細胞を用いた
NSAIDs による胃酸分泌促進などのシステム
を用いる。 
２ 動物レベルでの検討 

これまでに我々は、NSAIDs による CHOP
の誘導が NSAIDs 潰瘍の発症に関与してい
ることを、CHOP のノックアウトマウスを用



いて証明することに成功している。そこで
本研究では他の遺伝子に関しても、ノック
アウトマウスを用いた同様の方法で、
NSAIDs による各遺伝子の発現変化が
NSAIDs の薬理作用に関与していることを
証明する。抗炎症作用に関してはカラゲニ
ン浮腫モデル、胃潰瘍副作用に関してはイ
ンドメタシン依存に胃潰瘍を作らせるモ
デル、抗癌作用に関しては皮下に癌を作ら
せるモデルをそれぞれ用いる。また、抗ア
ルツハイマー作用を調べるためには、各遺
伝子のノックアウトマウスと APP（βアミ
ロイドの前駆体）過剰発現マウスを掛け合
わせ記憶学習能力を調べる。以上の解析に
より、（４）の優れた抗炎症・抗癌・抗ア
ルツハイマー病作用を持つ NSAIDs のスク
リーニングにおいて、ターゲットとする遺
伝子を決定する。 

 
（４）標的遺伝子の選別 
 （１）の研究で構築した NSAIDs ライブラ
リーから、既に同定している標的遺伝子
（HO-1・CHOP・TJ 遺伝子・小胞体シャペロン・
HSP）、及び（３）の研究で決定した標的遺伝
子の発現変化作用が強い（あるいは弱い）も
のを選択する。標的遺伝子の選定にあたって
は、発現変化に必要な絶対的な濃度だけでな
く、細胞毒性などの副作用に繋がる有害な作
用に比べより低い濃度で発現変化させると
いう点についても重視して行う。 
１ 一次スクリーニング 
 それぞれの遺伝子のプロモーターの下流
にルシフェラーゼ遺伝子を挿入したレポー
タープラスミドを用いたルシフェラーゼレ
ポーターアッセイシステムによりプロモー
ターの活性レベルが高いものを選定する。 
２ 二次スクリーニング 
 免疫ブロット法を用いて、NSAID 依存の各
タンパク質の発現を調べる。特に、ストレス
タンパク質の発現については詳細に解析を
行う。 
３ 三次スクリーニング 
 毒性の少ない NSAID を得るため、細胞毒性
を調べ、細胞毒性を示さない濃度で対象とす
るタンパク質を誘導するものを選択する。 
４ 四次スクリーニング 
 NSAID を動物に投与し標的遺伝子の発現変
化を調べる。最終的には、NSAID の種々の薬
理作用を動物実験で検討し、胃潰瘍副作用の
少ない既存 NSAIDs、抗炎症・抗癌・抗アルツ
ハイマー作用の強い既存薬 NSAIDs を同定す
る。 
 
（５）既存薬 NSAID の誘導体の有機合成 
 本研究ではヒトでの安全性や体内動態が
既に確認されているとう点において、既存薬
NSAIDs を対象としている。しかしながら、
（４）で選択した NSAIDs の物理化学的性質
や動物での薬効及び体内動態が期待した効

果を示さなかった場合は、候補化合物の周辺
化合物を合成する。その際、明確な合成戦略
を立てて効率的かつ系統的な有機合成を行
う。これまでに私は、例えば胃潰瘍副作用の
少ない NSAID の周辺化合物を得る場合、膜傷
害性が少ない NSAID を得るために、設計した
周辺化合物と膜との相互作用についてコン
ピューターシミュレーションを行うことに
より、高い確率で膜傷害性の少ない化合物を
得ることが出来た。そこで、本研究において
も、標的する分子（転写因子など）の高次構
造が解明されている場合は、MOE（統合計算
化学システム）を用いたドッキングシミュレ
ーションを行い誘導体の合成戦略を練る。以
上のようにして得られた化合物の作用を細
胞・動物を用いて解析し、有用な臨床効果が
期待される NSAIDs を選択する。 
 
４．研究成果 
 
（１）NSAIDs ライブラリーの充実 
 私はまず、研究の対象となる NSAIDs ライ
ブラリーを充実させた。特に、試験研究用と
して入手することが困難な NSAIDs について
はそれらの有機合成を行い、既に所有してい
たライブラリーを含めて国内外で臨床使用
されている約 100 種の既存薬 NSAIDs ライブ
ラリーを構築した。また、これらの NSAIDs
の溶解性と安定性試験を行い、スクリーニン
グに最適な試料溶液の調整法を確立した。さ
らに、副作用や体内動態が原因で臨床開発に
失敗した非臨床の候補化合物についてもそ
れらの有機合成を行い、サブライブラリーを
構築した。 
 
（２）対象既存薬 NSAIDs の作用を分子レベ
ルで網羅的に解析する 
 DNA チップを用いて、対象既存薬 NSAIDs に
より発現が変化する遺伝子を解析した。その
結果、熱ショックタンパク質関連の遺伝子の
発現を変化させる一連の NSAID を同定した。
特に興味深い結果として、カルボン酸系の
NSAIDsにおいてHSP25及びHSP27の発現を大
きく変化させることを見出した。 
 
（３）対象既存薬 NSAIDs の周辺化合物の有
機合成を行う 
 標的遺伝子の網羅的解析から優れた抗炎
症作用を示し、かつ、細胞毒性の弱い NSAID
を同定したが、動物レベルでは期待された効
果が得られなかった。そこで、同定した NSAID
の誘導体を合成したところ、胃潰瘍副作用の
少ない新規化合物を見出した。 
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