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研究成果の概要（和文）：本研究では，申請者らが開発したNr4a1小分子拮抗薬（化合物A）が抗がん作用および
鎮痛作用を併せ持つかどうかを検討するため，マウスの大腿骨への癌細胞の移植による癌性疼痛モデルを用いた
評価を行った。当該モデルマウスに化合物Aを投与したところ，抗腫瘍作用および鎮痛作用が認められた。一方
でその作用は部分的であったため，さらに強力なNr4a1小分子拮抗薬の合成研究を行い，新たに化合物A-15の獲
得に成功した。癌性疼痛モデルマウスを用いて評価したところ，化合物A-15は化合物Aを上回る抗腫瘍作用と鎮
痛作用を示した。Nr4a1拮抗薬は抗癌作用と鎮痛作用と併せ持つ化合物となり得る。

研究成果の概要（英文）：In this study, to investigate whether the Nr4a1 small-molecule antagonist 
(Compound A) has both anticancer and analgesic effects, we evaluated it in a mouse model of cancer 
pain induced by transplantation of cancer cells into the femur. When Compound A was administered to 
this mouse model, both antitumor and analgesic effects were observed. However, the effects were 
partial, so we conducted synthetic research on more potent Nr4a1 small-molecule antagonists and 
succeeded in obtaining a new compound, A-15. Compound A-15 showed better antitumor and analgesic 
activity than compound A in a mouse model of cancer pain, suggesting that Nr4a1 antagonists may be 
compounds with both antitumor and analgesic activities.

研究分野：薬理学

キーワード： Nr4a1　低分子拮抗薬　癌性疼痛　抗癌作用　アロディニア
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研究成果の学術的意義や社会的意義
既存の抗癌薬には骨髄抑制や嘔吐，下痢などの強い副作用が伴う。また癌患者の70％近くが経験する癌性疼痛に
対して使用されるオピオイド鎮痛薬にも，呼吸抑制や嘔吐，便秘など副作用が伴う。したがって，一つの薬で癌
も痛みも抑え，かつ従来の抗癌薬・鎮痛薬の副作用を回避できる薬が開発できれば，癌や癌性疼痛，薬の副作用
に苦しむ患者を救う画期的な治療薬となる可能性がある。本研究で開発した新規Nr4a1拮抗薬は，骨癌性疼痛モ
デルマウスにおいて抗癌作用と鎮痛作用を併せ持つことが明らかとなった。癌と癌の痛みに苦しむ患者にとって
新たな治療の選択肢となるかもしれない。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
１）癌と抗癌薬，癌性疼痛と鎮痛薬，その副作用 
癌は 1981年以来，日本人の死亡原因の第 1位を占める。癌患者は年齢とともに増加し，70歳
以上では 3～4人に 1人は癌患者であると言われている。癌に対する既存の化学療法薬は正常細
胞にも傷害を与えてしてしまうため，骨髄抑制や嘔吐・悪心，脱毛，下痢などの共通の副作用は
癌患者を苦しめる結果となっている。 
さらに，癌患者は自身が癌であるという精神的や社会的な苦痛に加えて，身体的痛み，いわゆる
癌性疼痛を経験する。癌性疼痛に対しては WHO が定める 3 段階除痛ラダーにしたがい，非ス
テロイド性抗炎症薬（NSAIDs）やアセトアミノフェンのような非オピオイド鎮痛薬と，コデイ
ン，モルヒネ，フェンタニルなどのオピオイド鎮痛薬を組み合わせて治療が行われる。このよう
な鎮痛薬の適切な使用により，80％近くの患者で除痛効果が得られている。一方で，癌細胞の神
経への浸潤による神経障害性疼痛，癌細胞の骨転移に伴う骨破壊痛，消化管閉塞による痛みに対
してオピオイド鎮痛薬は効きにくいとされる。また，オピオイド鎮痛薬による呼吸抑制や便秘，
嘔吐・悪心などの副作用はさらに患者を苦しめる結果となっている。 
 このように，現状において，癌および癌性疼痛に対する抗癌薬とオピオイド鎮痛薬の複数の薬
の投与とそれらに伴う強い副作用は，癌患者を身体的にも経済的にも苦しめる結果となってい
る。したがって，1つの薬で抗癌作用と鎮痛作用を併せ持ち，かつ従来の抗癌薬・鎮痛薬と比較
して副作用の小さい薬が開発できれば，癌患者，特にオピオイドが効きにくい骨転移痛患者の
QOLを多いに高める画期的な治療薬になる可能性がある。しかしながら現在のところそのよう
な薬は存在しない。 
 
2）疼痛と癌に共通する分子―核内受容体Nr4a1 
前述したように，疼痛と癌に共通する標的分子を阻害できる化合物を獲得できれば，一つの薬
で鎮痛作用と抗癌作用を併せ持つ，これまでにない新しい薬となると考えた。そこで，慢性疼痛
モデルマウスの脊髄後角で発現が上昇し，癌細胞で高発現し増殖・遊走等に関与する分子につい
て探求し，共通する分子の一つとして核内受容体であるNuclear receptor subfamily 4, group A 
member 1（Nr4a1）を同定した。 
 
3）Nr4a1小分子拮抗薬の開発 
 次に，申請者らは新規 Nr4a1 小分子拮抗薬の創薬研究を開始した。Nr4a1 タンパク（PDB; 
3V3Q）の構造を基に，ドッキングベースの in silicoスクリーニング，レポーターアッセイなど
の各種薬理学的検討を行い，新規Nr4a1小分子拮抗薬として化合物 Aの獲得に成功した（構造
は非公開）。 
 化合物 A が，神経障害性疼痛モデルマウスにおいては鎮痛作用を，各種癌細胞株においては
細胞増殖・遊走の抑制と細胞死の誘導を，Xenograftモデル（ヌードマウスへの癌細胞の皮下移
植モデル）においては腫瘍組織の退縮効果を示すことを明らかにしている。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，一つの薬で抗癌作用と鎮痛作用を発揮し，かつ従来の抗癌薬・鎮痛薬による
副作用を回避できるような薬の開発である。本研究では，癌性疼痛モデルマウス（癌細胞の骨移
植による骨破壊痛モデルなど）を用いて，申請者らが新規に開発した Nr4a1小分子拮抗薬（化
合物 A）が抗癌作用と鎮痛作用を同時に示すかどうかを検討する。また，既存薬との比較を行い，
主作用・副作用における優位性を示すとともに，当化合物の抗癌作用および鎮痛作用メカニズム
について明らかにする。 
 
３．研究の方法 
１）癌性疼痛モデルマウスの作製 
マウス骨肉腫細胞 NCTC2472 の大腿骨髄への移植による骨破壊痛モデルマウス（Honore et a., 
Nat Med, 2000）を作製した。本モデルはオピオイド鎮痛薬が効きにくい疼痛モデルである
（Minami et al., J Pharmacol Sci., 2009）。マウスをペントバルビタール麻酔下，右ひざ関節
部位の皮膚を切開し，小型電気ドリルを用いて大腿骨顆部に穴をあけ，注射筒を用いて 1×106

個の細胞を注入した。注入後は骨穴を歯科用セメントで包埋し，切開した皮膚は縫合糸で縫合し
た。In vivo イメージングを行うために，ホタルルシフェラーゼ遺伝子を導入した NCTC2472 細
胞も実験に用いた。 
 
２）腫瘍の評価 
 マウスをペントバルビタール麻酔下，生理食塩水の心灌流により失血死させ，大腿骨を摘出し
た。大腿骨は脱灰化処理後，パラフィン包埋し，薄切したのち，HE 染色等を行い，骨破壊の評価
を行った。 



 またルシフェラーゼ遺伝子を導入した NCTC2472 細胞を移植した実験においては，in vivo イ
メージングシステム（Clairvivo OPT）を利用した発光イメージングにより評価した。 
 
３）疼痛反応の測定 
 マウスの後肢における疼痛反応の測定には von Frey filament を用い，up-down 法により機械
的アロディニアを評価した。 
 
４）Nr4a1 阻害活性の測定 
 Nr4a1 タンパクを発現させるために Nr4a1 全長 cDNA を組み込んだプラスミドベクターと，
Nr4a1 が結合する DNA ドメインである NBRE（NGFI-B response element）をタンデムに 3つ繋げ
た下流にルシフェラーゼを発現するレポーターベクターを CHO 細胞にトランスフェクションし，
発光強度を発光マルチプレートリーダーにより測定した。 
 
５）遺伝子発現解析 
 Nr4a1 拮抗薬の抗癌，および鎮痛作用メカニズムを解析する目的で，癌細胞あるいはマウス組
織より RNA を抽出し，リアルタイム RT-PCR 法および GeneChip マイクロアレイ法による遺伝子
発現解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
１）癌性疼痛モデルマウスを用いた化合物 Aの評価 
 マウスの大腿骨に NCTC2472 細胞を移植したところ， 
移植翌日から移植足において触刺激に対する反応閾値 
の低下（機械的アロディニア）が観察された。機械的 
アロディニアは移植後少なくとも 3週間後まで安定し 
て観察された（図 1）。一方で，反対足（非移植足）に 
おいては，疼痛閾値に大きな変化は認められなかった。 
そこで，安定して疼痛反応が観察された移植後 7日 
目において，化合物 Aの鎮痛効果を評価した。 
 化合物 Aを 10 および 30 mg/kg の用量で経口投与し 
たところ，10 mg/kg 投与群においては顕著な抑制効果 
は認められなかったが，30 mg/kg 投与群において，投 
与後 3時間をピークとする鎮痛効果が認められた 
（図２，△）。      図 1 NCTC2472 移植マウスにおける 
 次に化合物 Aの抗腫瘍効果を検討する目的で，移植     機械的アロディニアの発症 
7 日目から 1週間，10 および 30 mg/kg の用量で経口投 
与した。大腿骨薄切切片の HE 染色像，および in vivo イメージングにより，抗腫瘍効果を評価
したが，30 mg/kg 投与群においてのみ抗腫瘍効果が観察された。 
 
２）化合物 A の誘導体化合物の合成と評価 
 １）に示したように，化合物 Aの癌性疼痛モデルを用いた鎮痛・抗癌評価から，効果を示すた
めには 30 mg/kg という高用量を要したため，Nr4a1 をさらに強力に阻害する化合物の獲得を目
指し，化合物 Aをシード化合物とした誘導体の合成と評価を行った。 
 種々の置換基の導入を行い，全 39 個の誘導体化合物を合成した。化合物 Aと Nr4a1 が相互作
用（水素結合）を示す官能基を置換基導入したところ，活性の低下が認められた。一方で，その
他の部位に置換基を導入した化合物においては化合物 A の活性を上回る Nr4a1 阻害活性が認め
られた。中でも最も強力な阻害作用を示したのは，化合物 A-15 であり，以降の研究においては，
化合物 A-15 を用いた鎮痛・抗癌作用を評価した。 
 
３）化合物 A-15 の鎮痛・抗癌評価 
 １）と同様に，癌性疼痛モデルマウスを用いた評価を行った。鎮痛試験においては，A-15 よ
りも活性は弱いが，化合物 Aよりも強力な拮抗作用を示す化合物 A-10 の評価も行った。 
 化合物 A-10 および A-15 を 10 および 30 mg/kg の用量で経口投与したところ，いずれの用量
においても化合物 A を上回る鎮痛効果が認められた（図２）。特に化合物 A-15 投与群において
は，顕著な鎮痛作用が認められた。一方で，非移植足（反対足）の閾値に大きな変化は認められ
なかった。   
 抗腫瘍評価は化合物 A-15 のみを用いて行った。１）と同様に大腿骨薄切切片の HE 染色像，お
よび in vivo イメージングにより，抗腫瘍効果を評価したところ，化合物 A を上回る抗腫瘍効
果が観察された（図３）。in vivo イメージングを用いた評価においては，腫瘍の退縮も認めら
れた。 

  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     図 2 癌性疼痛モデルマウスを用いた化合物 A-10 および A-15 の鎮痛評価 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       図 3 In vivo イメージングによる化合物 A-15 の抗腫瘍評価 
 
４）化合物 A-15 の抗癌メカニズムの解析 
 化合物 A-15 が癌性疼痛モデルマウスにおいて鎮痛効果と抗腫瘍効果を示したことから，その
メカニズムの解析を進めた。本研究では，まず A-15 の抗癌作用メカニズムを明らかにするため
に，ヒト膵癌細胞株である Panc1，肺癌細胞株である A549，乳癌細胞株である MCF7 を用い，A-
15 を処理した際の遺伝子発現を，GeneChip マイクロアレイを使用して網羅的に解析した。A-15
の処置により多くの遺伝子発現が変動（増加・減少）した。3つの癌細胞株において共通して発
言が変動する遺伝子を調べたところ，「細胞死・細胞生存」や「代謝系」に関与する遺伝子の発
現変動が見られ，A-15 の抗癌メカニズムの一端が明らかとなった。 
 
（まとめ） 
我々が開発に成功した新規 Nr4a1 低分子拮抗薬（化合物 A-15）が，癌性疼痛モデルマウスに
おいて鎮痛効果と抗腫瘍効果を示した。 
一方で，化合物Ａ-15 の in vitro ADMET 試験を BINDS に委託して検討したところ，Caco-2 細
胞膜透過性，PBS 溶解性，肝ミクロソーム安定性，タンパク結合性， CYP 阻害等の評価におい
て，ほとんどすべての評価項目において，医薬品としての物性が低く，Undruggable な物性を有
する化合物であることが判明した。そこで 現在，①Druggable な物性を有する化合物Ａ－15 か
らの誘導体化合物の合成，②化合物Ａ-15 の低物性を回避するためのドラッグデリバリーシステ
ムの開発を目指した研究を引き続き行っている。 
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