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研究成果の概要（和文）：本研究はPAI-1阻害薬の抗炎症効果の分子薬理学的メカニズムを解明することを目的として
実施した。複数の炎症性疾患モデルを用いてPAI-1阻害薬の薬効を評価可能なモデルを探索した。その結果、高脂肪食
負荷による食事性肥満モデルにおける抗炎症効果並びに、それに伴う全身のエネルギー代謝改善効果を見出した。PAI-
1阻害薬の薬効発揮メカニズムを検討した結果、脂肪細胞の分化抑制効果による脂肪蓄積の抑制効果と、肝臓や脂肪組
織へのマクロファージの浸潤抑制効果が協働的に作用することにより、薬効が発揮されていることが明らかとなった。
以上の結果から、PAI-1阻害薬の代謝改善薬としての可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：This research was conducted with the aim to elucidate the molecular 
pharmacological mechanism of anti-inflammatory effect of PAI-1 inhibitors. The suitable pathological 
model of inflammation to evaluate efficacy of PAI-1 inhibitors was searched. As a result, we have 
successfully found anti-inflammatory effect of PAI-1 inhibitors on high fat diet (HFD)-induced obesity 
model. PAI-1 inhibitors attenuated HFD-induced impaired systemic glucose and energy metabolism. Further 
analyses of molecular mechanisms of the efficacy of PAI-1 inhibitors demonstrated that PAI-1 inhibitors 
suppressed accumulation of fat in adipocyte accompanying with the inhibition of infiltration of 
inflammatory macrophages into adipose tissue and the liver. These results suggest the possibility of 
PAI-1 inhibitors as novel therapeutic agent of metabolic disorders.

研究分野： 分子薬理学

キーワード： 分子薬理学　創薬
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
プラスミノーゲン活性抑制因子(PAI-1)は、組
織プラスミノーゲンアクチベーター(t-PA)の
活性を阻害し、線溶系を抑制する蛋白である。
PAI-1 は血管壁内皮細胞および肝臓から放出
される線溶阻止因子ですあり、血栓溶解時に
は、PAI-1 が t-PA と複合体を形成して t-PA 
の活性を消失させ、プラスミン産生を抑制す
ることで線溶を抑制する。プラスミンは血栓
溶解のみならず、組織破壊と修復、細胞の移
動、血管新生、動脈硬化といった様々な重要
な生理機能や病態にも関与している。PAI-1 
欠損マウスを解析した複数の報告から、PAI-1 
の欠損が抗炎症、骨髄再生、抗線維化といっ
た効果を持つことが明らかになった。更に近
年、マクロファージが炎症組織へと浸潤する
際、細胞をフィブリンから脱離させる役割を
担うことが報告された (EMBO J. 2006).PAI-1 
欠損マウス由来のマクロファージでは遊走
活性が失われることから、マクロファージの
浸潤において PAI-1 が必須の因子の一つで
あることが示されている。これらの知見から、
PAI-1 の低分子化合物による阻害によって、
PAI-1 欠損により見られた病態治療・寛解効
果、特にマクロファージの浸潤阻害による炎
症阻害効果を得られると推測される。申請者
の所属研究室ではこれまで、経口投与可能な
PAI-1 阻害薬の開発に取り組んできた。In 
silico スクリーニングと複数の新規化合物合
成の結果、ラットやサルの血栓症モデルで抗
血小板薬 clopidgrel と同等以上の抗血栓作用
を有する開発候補品を複数得ている。PAI-1 
の X 線構造を基にした in silico 探索により
ヒット化合物を取得し、抗血栓作用を動物で
証明した。そこで、構造最適化を実施し、新
規誘導体を合成した。その中から安全性薬理
試験、遺伝毒性試験、一般毒性試験などです
ぐれたプロファイルを示す化合物の取得に
成功した。研究会支持点で、臨床開発候補品
として構造最適化を展開し、約 400 の新規化
合物から、さらに優れた医薬品開発候補化合
物として有望な化合物を取得している。23-24 
年度に助成を受けて行った、PAI-1 阻害薬を
用いた Mφ 遊走阻害効果の研究において、こ
の低分子 PAI-1 阻害薬を経口投与すること
により、① in vivo, in vitro 両方で容量依存的
な Mφ 遊走阻害活性を示すこと ② 腎臓病モ
デル(ラット Thy1 モデル)において、糸球体
への Mφ 浸潤抑制効果を示すこと ③ PAI-1 
が細胞膜上の分子である LRP と結合するこ
とで、直接 Mφ 遊走を惹起すること を見出
した (ATVB, 2013)。即ち、Mφ は炎症局所で
異所性に発現が亢進した PAI-1 を遊走因子
として炎症部位に浸潤し、PAI-1 阻害薬は
PAI-1とその受容体様の細胞膜分子LRP の相
互作用を阻害することでこれを抑制し、抗炎
症作用を発揮するものと考えられる。申請者
はこれまで、マイクロアレイデータを用いた
低発現遺伝子の組織発現分布予測に関する
研究 (Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol. 

2008)、非翻訳 RNA である miRNA と細胞内
シグナル制御に関する研究(Mol Pharmacol. 
2010)、更に脂肪酸受容体 GPR120 欠損マウス
の表現型解析及び、ヒト GPR120 の SNPs 探
索受容体機能の関係に関する研究を行い
(Nature. 2012) 一連の研究に於いて、大規模か
つ網羅的なデータ解析手法、分子・細胞生物
学的手法と細胞内シグナル制御に関する技
術と知識、マウスを用いた生理・病態学的実
験手法など幅広い知識と基礎及び応用生物
学に関する技術を習得している。これらの知
識と技術を総合的に活かすことで、PAI-1 阻
害による抗炎症効果を基礎、応用の両面から
明らかにできるものと考えた。 
 
２．研究の目的 
血栓溶解因子 t-PA の阻害蛋白 PAI-1 は、様々
な重要な生理機能を担っており、血栓症や炎
症性疾患等の病態に広く寄与している。PAI-1 
欠損マウスが炎症に対して抵抗的があるこ
とが報告され、マクロファージの浸潤に
PAI-1 が必須であることが示された。申請者
らは、抗炎症効果の観点から低分子化 PAI-1 
阻害化合物の探索を行い、PAI-1 阻害化合物
を取得した。更に、PAI-1 阻害薬がマクロフ
ァージの浸潤阻害活性を発揮し、腎臓病モデ
ルラットにおいて、糸球体へのマクロファー
ジの浸潤抑制効果を示すことを見出した。そ
こで本研究では、PAI-1 の関わる炎症性疾患
モデルを用いて、PAI-1 阻害による抗炎作用
の分子メカニズムを解明する。 
 
３．研究の方法 
本研究の目的は、PAI-1 阻害薬がマクロファ
ージ浸潤の抑制効果を示し、虚血再灌流腎や
創傷時における組織炎症、更には代謝異常時
の脂肪組織などの炎症性疾患に対して治療
効果を有することを明らかにするとともに、
PAI-1 阻害薬の治療効果発揮における分子薬
理的メカニズムを解明することである。本研
究では、病態モデルにおける抗炎症効果及び、
治療効果を示す知見が得られ、PAI-1 が相互
作用する分子や関連する細胞内シグナルを
解明し、論文を発表することで研究目標を達
したと判断する。具体的には、① PAI-1 阻害
薬を前投与した上で、片腎を摘出したマウス
を用いて、腎臓の虚血再灌流を行い、腎機能
の解析を行なって in vivo 薬効を確認する。② 
除毛したマウスの背部に直径 8mm の円形の
傷を作り、PAI-1 阻害薬を連続投与しながら
創傷治癒速度及び瘢痕形成における in vivo 
薬効を確認する。③ 高脂肪食負荷を行い、
食餌性肥満モデルを作成する。肥満時の脂肪
組織にはマクロファージの浸潤が観られ、こ
れが糖代謝を始めとした全身のエネルギー
代謝の増悪に関わることが知られている。
PAI-1 は脂肪組織より分泌されるサイトカイ
ンである、アディポサイトカインとして知ら
れている。そこで、PAI-1 阻害薬を用いて肥
満時の炎症を抑制することで、エネルギー代



謝に与える影響を調べる。④ 両モデルにお
ける組織の病理学的解析により Mφ 浸潤抑制
や抗炎症効果を評価する。また遺伝子発現解
析等から薬効発揮の分子メカニズムを解明
する。 
 
４．研究成果 
① 片腎摘出を行ったマウスについて、腎臓
の虚血再灌流を実施した。60 分間の虚血のの
ちに血流を再開させることで、有意な BUN
の増加、尿量の増加、クレアチニンクリアラ
ンス(Ccr)の悪化、尿中アルブミン値の上昇、
腎臓における Mφ マーカーCd68 の発現上昇
が観察された。そこで、PAI-1 阻害薬を虚血
再灌流の前日から一日一回経口投与し、上記
のパラメーターに対する寛解効果を調べた。
複数の異なる PAI-1 阻害薬について薬効の有
無をスクリーニングした結果、TM5441 にお
いて、わずかに尿中アルブミンの低下傾向が
観られた (下図)。しかし、全体として PAI-1
阻害薬の本モデルに対する薬効は弱く不安
定であり、腎臓の虚血再灌流時における腎障
害に PAI-1 阻害薬を適用することは困難との
結論に達した。 

図 1 TM5441 の腎虚血再灌流モデルに対する
薬効の検討結果 
 
そこで、期初の予定に加えて、これら以外の
腎疾患モデルについても、複数のモデルで検
討を行った。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、糸球体上皮障害モデル NEP25 マウス、尿
管結紮モデル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 直径 8mm の円形創傷に対する PAI-1 阻害
薬の治癒促進効果について検討した。創傷の
前日から一日一回 PAI-1 阻害薬を経口投与し、
創傷の大きさを測定することで治癒速度に
対する影響を定量的に調べた。複数の化合物
を用いて検討した結果、リード化合物

TM5275 の投与によって、一定の治癒促進効
果が認められた。しかし、薬効の再現性は低
く、効果も非常に不安定であった。これは、
経口投与では PAI-1 阻害薬が病態部位まで到
達できていない可能性を示唆している。そこ
で、PAI-1 阻害薬を軟膏状にして投与するこ
とも検討した。しかし、創傷部位に安定して
PAI-1 阻害薬軟膏をとどめおくことも困難で
あり、投与経路や物性からの再検討を要する
ことが判明した。 
 
③ 肥満時の PAI-1 発現亢進と、これに伴う脂
肪組織の炎症に対する、PAI-1 阻害薬の効果
を検討するため、60%高脂肪食(HFD)に対し
て PAI-1 阻害薬 TM5275 0.133%を混合した特
殊飼料を作製し、体重増加や血糖値に対して
与える影響を調べた。その結果、高脂肪食投
与により、薬物非投与群においては文献値と
同等の食事性肥満が惹起された。一方、
TM5275 の投与により、これを行っていない
マウスと比較して 10%程度の有意な体重増
加抑制効果が観られた (下図)。また、2 ヶ月
間の投与後の空腹時血糖値についても、有意
な寛解効果が観られた。 

図 2 TM5275 の食事性肥満時における体重増
加抑制効果 
 
以上の結果は、非常に高い再現性があり、
TM5275 以外の PAI-1 阻害薬にも同様の効果
が観られた。そのため、対象とする炎症性疾
患として、食餌性肥満モデルを選択し、その
後の詳細な薬効発揮メカニズムの解析を実
施することとした。 
 
④ HFD 投与によって惹起される肥満や糖尿
病様の代謝異常といった病態は、脂肪組織や
肝臓における Mφ 浸潤に伴う組織炎症により
惹起されることが報告されている。そこで、
白色脂肪組織での遺伝子発現を調べた。白色
脂肪組織における遺伝子発現解析により、
PAI-1 阻害薬持続投与による Mφ マーカー遺
伝子 F4/80 の有意な発現低下が認められた。
この結果は、PAI-1 阻害薬による PAI-1 阻害
により、脂肪組織で発現亢進したアディポサ
イトカイン PAI-1 による Mφ の脂肪組織への



遊走が阻害されたことを示唆している。体重
増加抑制に寄与している臓器を調べた結果、
体重増加の抑制効果は主に白色脂肪組織の
重量と肝重量の抑制に起因することが明ら
かとなった。これらの結果は、PAI-1 阻害薬
が炎症を抑制するだけでなく脂肪組織への
中性脂肪蓄積等に直接寄与している可能性
を示していた。そこで、3T3-L1 細胞株を用い
て、白色脂肪細胞への分化誘導実験において、
PAI-1 阻害薬の処置を行い、脂肪細胞への分
化と中性脂肪蓄積に対する影響を調べるこ
ととした。その結果、PAI-1 阻害薬を処置す
ることにより、3T3-L1 細胞より誘導される脂
肪細胞の分化が抑制され、細胞中への中性脂
肪の蓄積も有意に抑制された。この時、Pparg2
を始めとする脂肪細胞の分化マーカー遺伝
子 mRNA 発現も有意に抑制されていた。 
  以上の検討結果から、PAI-1 阻害薬の処置
により、食事性肥満惹起時に生じる白色脂肪
分化及び脂肪蓄積を抑制することによって、
体重増加を寛解すると考えられる。また、白
色脂肪組織から分泌される PAI-1 により惹起
される Mφ 浸潤と炎症の抑制により、糖代謝
の悪化を寛解し、空腹時血糖値の上昇を抑制
していることが示唆される。 
 
これらの知見から、PAI-1 阻害薬が新規のエ
ネルギー代謝異常改善薬として使用できる
可能性を示し、その薬効発揮の分子メカニズ
ムの一部を解明した。 
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