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研究成果の概要（和文）：脳梗塞中心の細胞死は制御不可能とされ、治療が放棄されてきたが、近年、制御可能
なネクローシス様細胞死とし て、「ネクロトーシス」の存在が発見された。ネクロトーシス抑制は、脳梗塞の
治療領域を拡大する可能性が示唆さされた。本研究では、酸化ストレスが大きく関与する脳梗塞の治療薬とし
て、抗酸化作用と抗ネクロトーシス作用の両方を兼ね備えた化合物を探索することを目的とした。申請者は、ス
クリーニングより候補化合物FAD041を見出した。FAD041は、酸化ストレス傷害対して強い細胞保護効果を示し
た。その作用メカニズムには、FAD041の抗酸化作用や抗ネクロトーシス作用が寄与する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Cell death in the center of cerebral infarction has been considered 
uncontrollable, and treatment has been abandoned. However, in recent years, the existence of "
necroptosis" has been discovered as a controllable necrosis-like cell death. It has been suggested 
that inhibition of necroptosis may expand the treatment field for cerebral infarction. In this 
study, the aim was to search for a compound that has both antioxidant and anti-necroptosis effects 
as a treatment for cerebral infarction, which is closely related to oxidative stress. The applicant 
found a candidate compound, FAD041, through screening. FAD041 showed a strong cytoprotective effect 
against oxidative stress injury. It was suggested that the antioxidant and anti-necroptosis effects 
of FAD041 may contribute to the mechanism of action.

研究分野： 神経薬理学

キーワード： 抗ネクロトーシス　抗酸化　酸化ストレス　脳保護効果　フェルラ酸誘導体

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の特色は、抗酸化作用とネクロトーシス抑制作用の両方を兼ね備えた化合物を探索することにより、これ
まで制御不能なネクローシス様細胞死の領域である虚血中心部の障害を含めて、効率よく虚血性細胞死を抑制
し、新しい虚血性脳血管障害の治療薬の開発をめざすことにある。ネクトローシスの発見以来、虚血性疾患以外
の神経変性疾患、悪性腫瘍、ウイルス感染や免疫性疾患などの組織障害にもこの細胞死が関与することが明らか
になっている。また、これらの疾患には、酸化ストレスが大きく関与することから、本研究は、虚血性脳血管疾
患のみならず、新しい細胞死が関与する多くの疾患の治療薬の創出にも有意義な情報提供ができると考えてい
る。

※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 

脳梗塞をはじめとした虚血性脳血管障害は、超高齢社会を迎えた日本の死亡原因の第 4 位であ

るとともに、麻痺や認知障害など予後不良による医療・介護費の増大も大きな社会問題として、

その対策が急がれている。虚血性脳血管障害の発症時には、血流の著しい減少によって脳細胞が

数分以内に壊死（ネクローシス）に陥る。一方、虚血周辺部では、虚血による障害に加えて血流

再開に伴う活性酸素種の産生増大による酸化ストレスによって、プログラム細胞死であるアポト

ーシスが誘導され、脳障害を進行させる。ネクローシスは不可逆的な細胞死であり、制御が困難

であるが、アポトーシスは、早期の薬物治療で制御可能であることから、これまではアポトーシ

スをターゲットとした抗酸化物質による脳保護療法が注目され、多くの基礎・応用研究がなされ

てきた。ところで、近年、新たなプログラム細胞死（ネクロトーシス）の存在が明らかになり、

これまで困難であるとされていた虚血中心部まで脳保護治療領域が拡大できる可能性が示された

ことから、申請者も注目するようになった（業績；Xuan et al. 2015）。ネクロトーシスを抑制

する化合物としてネクロスタチン-1（Nec-1, M.W.：259.3）が発見され、マウス脳虚血モデルの

虚血中心部において脳保護効果を示すことが報告された（Degterev et al. 2008）。このネクロ

トーシスの発見は、これまで常識であった「ネクローシス様細胞死は偶然かつ制御不能な細胞死

である」という概念を覆すものであり、ネクロトーシスの抑制が脳梗塞の新たな治療ターゲット

として有効である可能性を示した。 

ネクロトーシスの発生および進行の過程には、酸化ストレスの関与が明らかになっている。

これらの過程において新たに活性酸素種が産生され、さらに障害が進行するといった悪循環が

生じることも報告されている（Vandabeele et al. 2010; Upton et al. 2010; Fukui et al. 2012）。

従って、抗酸化作用に加えてネクロトーシス抑制作用を併せ持つ化合物を開発できれば、急性

期から慢性期にわたる虚血中心部および周辺部の脳組織障害をトータル的に軽減できる可能性

があり、既存の抗酸化化合物や抗ネクロトーシス化合物よりも強い脳保護効果が期待できる。

先に見出されたネクロトーシス抑制剤 Nec-1 やその誘導体は、抗酸化活性を有しておらず、ア

ポトーシス抑制作用を示さない（Degterev et al. 2008）。現在、国内外においても、抗酸化作

用を有し、かつ特異的にネクロトーシスを抑制できる化合物の報告例はない。 

 
２．研究の目的 

申請者は、これまでにフェルラ酸（FA）の抗酸化作用を増強した誘導体（FAD）を複数デザイ

ンし、その脳保護作用を検討してきた。そこで本研究では、 新たにネクロトーシス抑制作用を

併せ持つ FAD を探索し、その効果を詳細に検討することにより、虚血性脳血管障害に対する効

果的な治療薬となり得るかについて検討する。 

 

３． 研究の方法 

1. 抗酸化作用を有し、かつ理論計算化学により抗ネクロトーシス作用を有する可能性がある化

合物のスクリーニングを行った。 

(1). 100種類のFAD（合成済み）について、抗酸化活性を指標にスクリーニングを実施した。 

(2). (1)で抽出した化合物を、既存のネクロトーシス抑制剤Nec-1をモデルとして、ネクロトー

シス誘発経路の調節蛋白質RIPK1との結合部位についてドッキングシュミレーションやフラグメ

ント分子軌道法などにより評価し、Nec-1に近いスコアを示すものに絞り込んだ。その結果、抗

酸化作用を有し、かつRIPK1との結合部位がNec-1と同等なスコアを示す数種類の候補化合物を

抽出した。 



2. 酸化ストレスを誘導した培養神経細胞に対する候補化合物の細胞保護効果についてスクリー

ニングを行った。 

虚血性脳血管障害において、酸化ストレスが脳障害の進展や悪化に大きく関与する。培養神

経細胞（Neuro-2a 細胞）に過酸化水素処置により酸化ストレス傷害を誘導し、誘導される細

胞死に対する候補化合物の抑制効果を評価した。 

 

3. 酸化ストレス傷害に対して強い細胞保護効果を示した化合物について、その細胞保護作用メ

カニズム解析を行った。 

①細胞内の活性酸素種（ROS）の産生や酸化ストレスマーカー（4-HNE、8-OHdG）を評価す

ることにより、酸化ストレス抑制効果を評価した。 

②ネクロトーシスは、膜の破綻と細胞内容物の放出を伴うため、染色により形態学的評価

を行った。 

③ネクロトーシスは、RIPK1、RIPK3 および MLKL の活性化に応じて引き起こされることから、

これらの活性化とシグナル経路に関与する因子の蛋白質の発現変化を Western Blot 法より評

価した。 

 
４．研究成果 

1. 抗酸化作用を有し、理論計算化学により抗ネクロトーシス作用を有する可能性がある化合物

のスクリーニングを行った。その結果、抗酸化作用を有し、かつ RIPK1との結合部位が Nec-

1 と同等なスコアを示す候補化合物化物を抽出した。 

2. 酸化ストレスを誘導した培養神経細胞に対する候補化合物の細胞保護効果についてスクリー

ニングを行った。実験１で抽出した候補化合物を用いて、酸化ストレスによって誘導された

細胞死に対して細胞保護効果を示すかを検討した。その結果、低濃度から濃度依存的に強い

細胞保護効果を示すFAD041を見出すことができた。 

3. FAD041の細胞保護作用メカニズムにネクロトーシス抑制作用が寄与するかを検討するため、

酸化ストレス処置後にネクローシス様細胞死の割合を経時的に評価した。その結果、過酸化

水素処置から 9 時間後にネクローシス様細胞死の顕著な増加が観察された。それに対して、

FAD041 は強いネクローシス様細胞死抑制効果を示した。また、ネクロトーシス誘発経路の

標的タンパク質 RIPK1 の活性化を経時的に評価結果、過酸化水素処置から 3 時間後に顕著に

活性化することが分かった。それに対して、FAD041は RIPK1の活性化を顕著に抑制する傾向

を示した。そのことから、FAD041 の抗ネクロトーシス作用を有する可能性が示唆された。

また、酸化ストレスにより誘発されるアポトーシスに対する抑制効果についても検討した。

過酸化水素処置後誘発されるアポトーシスの割合を経時的に評価した。その結果、アポトー

シスは、過酸化水素処置 24 時間後に顕著に増加した。それに対して、FAD041 は有意なアポ

トーシス抑制効果を示した。FAD041 の細胞保護効果には、抗酸化作用が寄与するかを検討

した。その結果、H2O2 処置下に増加した酸化ストレスマーカー（4-HNE、8-OHdG）と活性酸

素種（ROS）は、FAD041 により顕著に抑制されることが明らかになった。そのことから、酸

化ストレス傷害に対する FAD041 の強い細胞保護効果には、化合物の抗酸化作用も寄与する

可能性が示唆された。以上のことから、酸化ストレス傷害に対する FAD041 の強い細胞保護

効果は、FAD041 の抗酸化作用や抗ネクロトーシス作用が寄与する可能性が示唆された。さ

らに、興味深いことに FAD041 は酸化ストレス条件下で産生される酸化体（FAD041-C）にも

強い細胞保護効果があることを明らかにした。酸化体を同定した結果、クマリン誘導体であ



ることが明らかになったが、FAD041 の保護効果に FAD041-C がどれぐらい寄与しているかに

ついて現在解析中である。 
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