
(57)【要約】
　胃粘膜に対して安全であり、消化管傷害の副作用が少ない化合物またはその塩、とくに
非ステロイド系抗炎症化合物またはその塩を選択するスクリーニング方法を提供すること
であり、蛍光色素、特にカルセインを内封するとともに、フォスファチジルコリン、フォ
スファチジルグリセロール、フォスファチジルセリン、フォスファチジルイノシトール等
のリン脂質で構成された細胞膜モデルを有するリポソームを使用し、当該リポソームと試
験化合物を反応させ、リポソームからの蛍光色素の漏出の程度を評価することを特徴とす
る、胃粘膜に安全な化合物、特に非ステロイド系抗炎症化合物のスクリーニング方法であ
る。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 蛍 光 色 素 を 内 封 す る と と も に 、 リ ン 脂 質 で 構 成 さ れ た 細 胞 膜 モ デ ル を 有 す る リ ポ ソ ー ム
を 使 用 し 、 当 該 リ ポ ソ ー ム と 試 験 化 合 物 を 反 応 さ せ 、 リ ポ ソ ー ム か ら の 内 封 さ れ た 蛍 光 色
素 の 漏 出 の 程 度 を 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る 、 胃 粘 膜 に 安 全 な 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方
法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 細 胞 膜 モ デ ル と し て 使 用 す る リ ン 脂 質 が 、 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル
グ リ セ ロ ー ル 、 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 、 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 、 フ ォ ス フ ァ チ
ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン ま た は カ ル ジ オ リ ピ ン か ら 選 択 さ れ る も の で あ る 請 求 項 １ に 記 載 の
ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 蛍 光 色 素 の 漏 出 の 程 度 を 当 該 蛍 光 色 素 の 励 起 波 長 の 蛍 光 を 測 定 す る こ と に よ り 行 う 請 求
項 １ ま た は ２ に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 蛍 光 色 素 が カ ル セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン ま た は フ ル オ レ セ イ ン 誘 導 体 か ら 選 択 さ れ る も の で
あ る 請 求 項 １ な い し ３ の い ず れ か に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 蛍 光 色 素 と し て カ ル セ イ ン を 使 用 す る 請 求 項 １ な い し ３ の い ず れ か に 記 載 の ス ク リ ー ニ
ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 カ ル セ イ ン の 漏 出 の 程 度 を 、 ５ ２ ０ ｎ ｍ の 蛍 光 を 測 定 す る こ と に よ り 行 う 請 求 項 ５ に 記
載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 試 験 化 合 物 が 、 抗 炎 症 作 用 を 有 す る 化 合 物 で あ る 請 求 項 １ な い し ６ の い ず れ か に 記 載 の
ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 抗 炎 症 作 用 を 有 す る 化 合 物 が 、 非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 化 合 物 ま た は ス テ ロ イ ド 系 化 合 物
で あ る 請 求 項 ７ に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 試 験 化 合 物 が 、 胃 粘 膜 保 護 作 用 を 有 す る 化 合 物 で あ る 請 求 項 １ な い し ６ の い ず れ か に 記
載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 ７ ま た は ８ に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で 得 ら れ る 胃 粘 膜 に 安 全 な 抗 炎 症 性 化 合
物 ま た は そ の 塩 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 ９ に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で 得 ら れ る 胃 粘 膜 保 護 作 用 物 質 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 胃 粘 膜 傷 害 作 用 を 有 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 す る 、 蛍 光 色 素 を 内 封
す る と と も に 、 リ ン 脂 質 で 構 成 さ れ た 細 胞 膜 モ デ ル を 有 す る リ ポ ソ ー ム 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 蛍 光 色 素 が カ ル セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン ま た は フ ル オ レ セ イ ン 誘 導 体 か ら 選 択 さ れ る も の で
あ る 請 求 項 １ ２ に 記 載 の リ ポ ソ ー ム 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 細 胞 膜 モ デ ル と し て 使 用 す る リ ン 脂 質 が 、 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル
グ リ セ ロ ー ル 、 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 、 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 、 フ ォ ス フ ァ チ
ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン ま た は カ ル ジ オ リ ピ ン か ら 選 択 さ れ る も の で あ る 請 求 項 １ ２ に 記 載
の リ ポ ソ ー ム 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
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【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 胃 粘 膜 に 対 し て 安 全 で あ る 、 い わ ゆ る 消 化 管 障 害 の 副 作 用 が 少 な い 化 合 物 ま
た は そ の 塩 、 特 に 抗 炎 症 化 合 物 ま た は そ の 塩 、 あ る い は 胃 粘 膜 保 護 作 用 物 質 を 評 価 ・ 選 択
す る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 等 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 抗 炎 症 薬 の な か で も 非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 薬 （ NSAIDs） は 、 優 れ た 抗 炎 症 作 用 を 発 揮 す
る 薬 物 で あ る が 、 消 化 管 障 害 等 の 副 作 用 が 大 き く 、 と く に 胃 潰 瘍 を 誘 発 さ せ る 副 作 用 が 臨
床 の 現 場 で 大 き な 問 題 と な っ て い る 。 す な わ ち 、 現 在 に お い て 最 も 主 要 な 胃 潰 瘍 、 胃 炎 の
原 因 と し て は 、 非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 薬 （ NSAIDs） の 使 用 が あ げ ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 し か し な が ら そ の 一 方 で 、 高 齢 化 社 会 の 進 展 に 伴 い 、 NSAIDsの 投 与 を 必 要 と す る 患 者 も
今 後 増 え 続 け る こ と が 予 想 さ れ る 。 事 実 、 高 齢 者 の 増 加 と と も に 、 腰 痛 症 、 骨 粗 鬆 症 、 慢
性 関 節 リ ウ マ チ な ど の 症 状 の 緩 和 に NSAIDsの 使 用 が 増 加 傾 向 に あ る 。
　 し た が っ て 、 NSAIDsに よ る 胃 潰 瘍 の 誘 発 を 抑 え た 、 胃 粘 膜 傷 害 の 副 作 用 が 無 い NSAIDs、
す な わ ち 胃 粘 膜 に 安 全 な NSAIDsを 開 発 す る こ と は 、 重 要 な こ と で あ る と い え る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 者 は 、 先 に NSAIDsが 有 す る 胃 潰 瘍 誘 発 の 副 作 用 の 原 因 が 、 NSAIDsの 直 接 細 胞 傷 害
性 作 用 で あ る こ と を 発 見 し 、 直 接 細 胞 傷 害 性 の な い NSAIDsは 、 胃 粘 膜 に 対 し 安 全 で 有 用 な
薬 に な る と い う 考 え 方 を 提 案 し て き て い る （ 特 許 文 献 １ ） 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ３ － ２ ０ ７ ５ ０ ７ 号 公 報
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 す な わ ち 、 細 胞 膜 に お け る シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ ー ゼ の 作 用 を 阻 害 し 、 胃 粘 膜 防 御 因 子 で あ
る プ ロ ス タ グ ラ ン ジ ン を 減 少 さ せ る こ と 、 か つ ネ ク ロ ー シ ス お よ び ／ ま た は ア ポ ト ー シ ス
誘 導 阻 害 活 性 を 有 す る 直 接 細 胞 傷 害 性 作 用 の 無 い NSAIDsが 、 胃 潰 瘍 誘 発 等 の 副 作 用 を 有 し
な い 化 合 物 で あ る と の 考 え 方 に 基 づ き 、 胃 粘 膜 細 胞 傷 害 性 と 、 胃 粘 膜 で シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ
ー ゼ の 作 用 の 阻 害 性 の 両 者 を 指 標 に し た ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 提 案 し て き て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 者 は 、 そ の 考 え 方 を ベ ー ス に さ ら に 研 究 を 重 ね た 結 果 、 NSAIDsの 直 接 細 胞 障 害 性
作 用 の 原 因 が NSAIDsの 膜 傷 害 性 に あ る こ と を 新 規 に 見 出 し 、 さ ら に 、 そ の 膜 傷 害 性 を 簡 便
に 検 出 し 得 る 細 胞 膜 モ デ ル の 作 成 に 成 功 し た 。 し た が っ て 、 か か る 細 胞 膜 モ デ ル を 用 い て
、 NSAIDsの 膜 傷 害 性 の 有 無 を 判 定 す る こ と に よ り 、 胃 粘 膜 に 対 し て 安 全 な NSAIDsを 検 索 す
る こ と が 可 能 と な る 。
　 ま た 、 こ の 細 胞 膜 モ デ ル を 使 用 す れ ば 、 NSAIDsの み な ら ず 、 胃 粘 膜 に 対 し て 安 全 な 薬 物
、 す な わ ち 胃 粘 膜 保 護 作 用 物 質 を 広 く 検 索 す る こ と が 可 能 と な る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 し か し て 本 発 明 は 、 胃 粘 膜 に 対 し て 安 全 で あ り 、 消 化 管 障 害 の 副 作 用 が 少 な い 化 合 物 ま
た は そ の 塩 、 と く に 非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 化 合 物 ま た は そ の 塩 を 選 択 す る ス ク リ ー ニ ン グ
方 法 を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 か か る 課 題 を 解 決 す る た め 、 本 発 明 の 一 つ の 基 本 的 態 様 は 、 具 体 的 に は ；
（ １ ） 蛍 光 色 素 を 内 封 す る と と も に 、 リ ン 脂 質 で 構 成 さ れ た 細 胞 膜 モ デ ル を 有 す る リ ポ ソ
ー ム を 使 用 し 、 当 該 リ ポ ソ ー ム と 試 験 化 合 物 を 反 応 さ せ 、 リ ポ ソ ー ム か ら の 内 封 さ れ た 蛍
光 色 素 の 漏 出 の 程 度 を 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る 、 胃 粘 膜 に 安 全 な 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン
グ 方 法 ；
（ ２ ） 細 胞 膜 モ デ ル と し て 使 用 す る リ ン 脂 質 が 、 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 フ ォ ス フ ァ チ
ジ ル グ リ セ ロ ー ル 、 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 、 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 、 フ ォ ス フ

10

20

30

40

50

(3) JP WO2005/073718 A1 2005.8.11



ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン ま た は カ ル ジ オ リ ピ ン か ら 選 択 さ れ る も の で あ る 上 記 （ １ ） に
記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ；
（ ３ ） 蛍 光 色 素 の 漏 出 の 程 度 を 当 該 蛍 光 色 素 の 励 起 波 長 の 蛍 光 を 測 定 す る こ と に よ り 行 う
上 記 （ １ ） ま た は （ ２ ） に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ；
（ ４ ） 蛍 光 色 素 が カ ル セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン ま た は フ ル オ レ セ イ ン 誘 導 体 か ら 選 択 さ れ る も
の で あ る 上 記 （ １ ） な い し （ ３ ） に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ；
で あ り 、 特 に 好 ま し く は 、
（ ５ ） 蛍 光 色 素 と し て カ ル セ イ ン を 使 用 す る 上 記 （ １ ） な い し （ ３ ） に 記 載 の ス ク リ ー ニ
ン グ 方 法 ；
（ ６ ） カ ル セ イ ン の 漏 出 の 程 度 を 、 ５ ２ ０ ｎ ｍ の 蛍 光 を 測 定 す る こ と に よ り 行 う 上 記 （ ５
） に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は さ ら に 別 の 態 様 と し て 、
（ ７ ） 試 験 化 合 物 が 、 抗 炎 症 作 用 を 有 す る 化 合 物 で あ る 上 記 （ １ ） な い し （ ６ ） の ず れ か
に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ；
（ ８ ） 抗 炎 症 作 用 を 有 す る 化 合 物 が 、 非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 化 合 物 ま た は ス テ ロ イ ド 系 化
合 物 で あ る 上 記 （ ７ ） に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ；
（ ９ ） 試 験 化 合 物 が 、 胃 粘 膜 保 護 作 用 を 有 す る 化 合 物 で あ る 上 記 （ １ ） な い し （ ６ ） の い
ず れ か に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 ；
で も あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 ま た 別 の 態 様 と し て 、
（ １ ０ ） 上 記 し た （ ７ ） ま た は （ ８ ） に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で 得 ら れ る 胃 粘 膜 に 安
全 な 抗 炎 症 性 化 合 物 ま た は そ の 塩 ；
（ １ １ ） 上 記 し た （ ９ ） に 記 載 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で 得 ら れ る 胃 粘 膜 保 護 作 用 物 質 ；
で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 別 の 態 様 と し て 上 記 し た ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 使 用 す る 細 胞 膜 モ デ ル
を 有 す る リ ポ ソ ー ム を 提 供 す る も の で も あ り 、 具 体 的 に は 、
（ １ ２ ） 胃 粘 膜 傷 害 作 用 を 有 す る 化 合 物 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 使 用 す る 、 蛍 光 色 素
を 内 封 す る と と も に 、 リ ン 脂 質 で 構 成 さ れ た 細 胞 膜 モ デ ル を 有 す る リ ポ ソ ー ム ；
（ １ ３ ） 蛍 光 色 素 が カ ル セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン ま た は フ ル オ レ セ イ ン 誘 導 体 か ら 選 択 さ れ る
も の で あ る 上 記 （ １ ２ ） に 記 載 の リ ポ ソ ー ム ；
（ １ ４ ） 細 胞 膜 モ デ ル と し て 使 用 す る リ ン 脂 質 が 、 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 フ ォ ス フ ァ
チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル 、 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 、 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 、 フ ォ ス
フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン ま た は カ ル ジ オ リ ピ ン か ら 選 択 さ れ る も の で あ る 上 記 （ １ ２
） に 記 載 の リ ポ ソ ー ム ；
で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 が 提 供 す る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 簡 便 な 細 胞 膜 モ デ ル を 使 用 す る こ と に よ り 、
薬 物 の 膜 傷 害 性 を 検 出 す る こ と が 可 能 と な る 。 し た が っ て 、 本 発 明 が 提 供 す る ス ク リ ー ニ
ン グ 方 法 を 使 用 す る こ と に よ り 、 試 験 化 合 物 の 膜 傷 害 性 、 特 に 非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 作 用
を 有 す る 化 合 物 （ NSAIDs） の 膜 傷 害 性 を 簡 単 に 測 定 す る こ と が で き 、 そ の 結 果 、 胃 粘 膜 に
安 全 で あ り 、 胃 粘 膜 障 害 の 無 い 、 臨 床 的 に 極 め て 有 用 な NSAIDsを 開 発 し 得 る 利 点 を 有 し て
い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ １ ３ 】
【 図 １ 】 １ ０ 種 類 の NSAIDsに 関 し て 、 そ の 細 胞 生 存 率 の 低 下 で 見 た 細 胞 傷 害 性 （ ネ ク ロ ー
シ ス ） と 、 本 発 明 の リ ポ ソ ー ム モ デ ル に よ る 膜 傷 害 性 の 相 関 関 係 を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 ２ 】 １ ０ 種 類 の NSAIDsに 関 し て 、 そ の 細 胞 生 存 率 の 低 下 で 見 た 細 胞 傷 害 性 （ ア ポ ト ー
シ ス ） と 、 本 発 明 の リ ポ ソ ー ム モ デ ル に よ る 膜 傷 害 性 の 相 関 関 係 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 本 発 明 の 実 施 例 ２ の 結 果 に つ い て 、 そ の 一 部 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 本 発 明 の 実 施 例 ２ の 結 果 に つ い て 、 そ の 一 部 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 本 発 明 の 実 施 例 ３ に お け る イ ン ド メ タ シ ン と テ プ レ ノ ン を 併 用 し た 場 合 の カ ル セ
イ ン の 漏 出 率 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 本 発 明 の 実 施 例 ３ に お け る ジ ク ロ フ ェ ナ ッ ク と テ プ レ ノ ン を 併 用 し た 場 合 の カ ル
セ イ ン の 漏 出 率 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 本 発 明 の 実 施 例 ３ に お け る セ レ コ キ シ ブ と テ プ レ ノ ン を 併 用 し た 場 合 の カ ル セ イ
ン の 漏 出 率 を 示 し た 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 本 発 明 の 実 施 例 ３ に お け る イ ブ プ ロ フ ェ ン と テ プ レ ノ ン を 併 用 し た 場 合 の カ ル セ
イ ン の 漏 出 率 を 示 し た 図 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 で 使 用 す る 細 胞 膜 モ デ ル と し て は 、 細 胞 膜 透 過 性 を 有 す る 蛍 光 色 素 を 内 封 し た リ
ポ ソ ー ム と し て 、 リ ン 脂 質 で 構 成 さ れ た リ ポ ソ ー ム を 使 用 す る も の で あ る 。 す な わ ち 、 NS
AIDsの 膜 傷 害 性 は 、 細 胞 膜 の 脂 質 部 分 に お け る 膜 の バ リ ア ー 性 を 破 壊 す る こ と が 主 な 作 用
で あ る と 考 え ら れ る こ と か ら 、 リ ン 脂 質 で 構 成 さ れ た リ ポ ソ ー ム を 作 成 し 、 そ の リ ポ ソ ー
ム に 蛍 光 色 素 を 内 封 し て や り 、 か か る リ ポ ソ ー ム と NSAIDsを 反 応 さ せ る こ と に よ り 、 リ ポ
ソ ー ム か ら の 蛍 光 色 素 の 漏 出 の 程 度 を 評 価 す れ ば 、 NSAIDsの 膜 傷 害 性 の 程 度 が 判 明 で き る
こ と と な る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 そ の よ う な 蛍 光 色 素 と し て は 、 カ ル セ イ ン 、 ロ ー ダ ミ ン ま た は フ ル オ レ セ イ ン 誘 導 体 等
を あ げ る こ と が で き る 。 そ の な か で も カ ル セ イ ン （ calcein） を 好 ま し く 使 用 す る こ と が
で き る 。 カ ル セ イ ン は 、 細 胞 傷 害 活 性 の 測 定 に 汎 用 さ れ て い る 蛍 光 色 素 で あ り 、 生 細 胞 を
染 色 し 、 細 胞 毒 性 の 無 い 蛍 光 色 素 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 、 リ ポ ソ ー ム 膜 を 構 成 す る リ ン 脂 質 と し て は 、 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン 、 フ ォ ス フ
ァ チ ジ ル グ リ セ ロ ー ル 、 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル セ リ ン 、 フ ォ ス フ ァ チ ジ ル イ ノ シ ト ー ル 、 フ ォ
ス フ ァ チ ジ ル エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 カ ル ジ オ リ ピ ン 等 を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ ら の リ ン
脂 質 は 一 種 類 を 用 い て リ ポ ソ ー ム 膜 を 構 成 し て も よ く 、 ま た 複 数 種 用 い て リ ポ ソ ー ム 膜 を
構 成 し て も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は リ ン 脂 質 か ら 構 成 さ れ る リ ポ ソ ー ム 膜 に 対 し 、 試 験 化 合 物 を 反 応
さ せ た 場 合 に お け る そ の リ ポ ソ ー ム 膜 の 損 傷 程 度 の 度 合 を 測 定 す る こ と を 手 段 と す る も の
で あ り 、 言 う な れ ば 、 胃 粘 膜 を 、 リ ン 脂 質 を 使 用 し た リ ポ ソ ー ム 膜 に 置 き 換 え て 試 験 し よ
う と す る も の で あ る 。
　 し た が っ て 、 胃 粘 膜 と リ ン 脂 質 を 使 用 し た リ ポ ソ ー ム 膜 と の 間 の 相 関 性 が 存 在 す る か ど
う か が 一 つ の 問 題 と な る 。 本 発 明 者 の 検 討 に よ れ ば 、 例 え ば 、 NSAIDsに お け る ネ ク ロ ー シ
ス ／ ア ポ ト ー シ ス に よ る 細 胞 生 存 率 の 低 下 で み た 細 胞 傷 害 性 と 、 リ ポ ソ ー ム モ デ ル に よ る
膜 傷 害 性 は 良 く 一 致 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 ま た 、 本 発 明 者 の 検 討 に よ れ ば 、 NSAIDsの 直 接 細 胞 傷 害 性 の 原 因 が 、 NSAIDsの 膜 傷 害 性
に あ る こ と は 以 下 の 事 実 か ら 証 明 さ れ た 。 す な わ ち 、 こ れ ま で に 臨 床 的 に 使 用 さ れ て い る
１ ０ 種 類 の NSAIDsに 関 し て 、 そ の 細 胞 生 存 率 の 低 下 で 見 た 細 胞 傷 害 性 （ ネ ク ロ ー シ ス ／ ア
ポ ト ー シ ス に よ る 細 胞 生 存 率 の 低 下 で み た 細 胞 傷 害 性 ） と 、 上 記 し た リ ポ ソ ー ム モ デ ル に
よ る 膜 傷 害 性 の 程 度 を 対 比 し た 。 そ の 結 果 、 図 １ お よ び ２ に 示 す よ う に 、 そ の 細 胞 傷 害 性
と 膜 傷 害 性 は 極 め て 良 く 対 応 し て お り 、 直 接 細 胞 傷 害 の 原 因 が 、 NSAIDsの 膜 傷 害 性 に 存 在
す る も の で あ る こ と が 確 認 さ れ た 。 す な わ ち 、 細 胞 傷 害 性 の 高 い NSAIDsは 、 膜 傷 害 性 も 高
い も の で あ り 、 細 胞 傷 害 性 が 弱 い NSAIDsは 、 膜 傷 害 性 も 弱 い と い う 対 応 が 確 認 さ れ た （ 相
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関 係 数 ： ０ ． ９ １ ） 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 以 上 の よ う に 、 本 発 明 が 提 供 す る 細 胞 膜 モ デ ル で あ る リ ポ ソ ー ム を 使 用 す る 膜 傷 害 性 の
判 定 に よ り 、 NSAIDsの 細 胞 傷 害 性 を 判 定 す る こ と が で き る こ と と な る 。 と こ ろ で 、 本 発 明
者 は 先 に 、 胃 潰 瘍 誘 発 の 副 作 用 の 原 因 が 、 NSAIDsの 直 接 細 胞 傷 害 性 で あ る こ と を 見 出 し 、
直 接 細 胞 傷 害 性 の な い 細 胞 膜 モ デ ル は 、 胃 粘 膜 に 安 全 で あ る と い う 考 え 方 を 提 唱 し て い る
。 そ し て 、 上 記 し た よ う に 、 こ の 直 接 細 胞 傷 害 性 の 原 因 が 、 NSAIDsの 膜 傷 害 性 に あ る と い
う 事 実 か ら み れ ば 、 本 発 明 が 提 供 す る 細 胞 膜 モ デ ル を 用 い た 膜 傷 害 性 の 度 合 を 測 定 す る こ
と に よ り 、 胃 粘 膜 に 安 全 な NSAIDsを ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が 可 能 と な る の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 が 提 供 す る 細 胞 膜 モ デ ル を 用 い た 、 胃 粘 膜 に 安 全 な NSAIDsの ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
は 、 具 体 的 に は 以 下 の よ う に し て 行 う こ と が で き る 。 す な わ ち 、 蛍 光 色 素 で あ る 、 例 え ば
カ ル セ イ ン を 内 封 す る リ ン 脂 質 か ら 構 成 さ れ る リ ポ ソ ー ム と 、 ス ク リ ー ニ ン グ す る べ き NS
AIDsを 種 々 の 濃 度 で 反 応 さ せ 、 リ ポ ソ ー ム か ら の カ ル セ イ ン の 漏 出 （ す な わ ち リ ポ ソ ー ム
膜 の 傷 害 に よ る 漏 出 ） の 程 度 を 、 ５ ２ ０ ｎ ｍ の 蛍 光 を 測 定 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 が 提 供 す る 細 胞 膜 モ デ ル を 用 い た 、 胃 粘 膜 に 安 全 な 化 合 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法
の 妥 当 性 は 、 蛍 光 色 素 を 内 封 す る リ ン 脂 質 か ら 構 成 さ れ る リ ポ ソ ー ム と 、 例 え ば 、 膜 障 害
性 の あ る NSAIDsと 共 に 、 粘 膜 保 護 作 用 物 質 を 添 加 さ せ る こ と に よ り 、 リ ポ ソ ー ム に 内 封 さ
れ た 蛍 光 色 素 の 漏 出 が 抑 制 さ れ る 事 実 か ら も 、 立 証 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 す な わ ち 後 記 す る 実 施 例 か ら 判 明 す る よ う に 、 例 え ば 、 膜 障 害 性 の あ る NSAIDsと し て 知
ら れ て い る イ ン ド メ タ シ ン 、 ジ ク ロ フ ェ ナ ッ ク 、 セ レ コ キ シ ブ あ る い は イ ブ プ ロ フ ェ ン と
、 胃 粘 膜 保 護 作 用 の あ る 抗 潰 瘍 薬 で あ る テ プ レ ノ ン （ 商 品 名 ： セ ル ベ ッ ク ス （ 登 録 商 標 ）
） を 併 用 し て 、 本 発 明 の 蛍 光 色 素 で あ る カ ル セ イ ン を 内 封 し た リ ポ ソ ー ム と 反 応 さ せ る と
、 併 用 し た テ プ レ ノ ン の 用 量 に 依 存 し て 、 リ ポ ソ ー ム か ら の カ ル セ イ ン の 漏 出 が 抑 制 さ れ
た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 こ の 事 実 は 、 胃 粘 膜 保 護 作 用 物 質 で あ る テ プ レ ノ ン が 細 胞 膜 の 傷 害 性 を 防 止 す る こ と に
よ っ て NSAIDsの 膜 傷 害 作 用 を 軽 減 さ せ て い る こ と に 他 な ら な い 。 し た が っ て 、 本 発 明 が 提
供 す る 細 胞 膜 モ デ ル を 用 い た 膜 傷 害 性 の 度 合 を 測 定 す る こ と に よ り 、 胃 粘 膜 に 安 全 な 化 合
物 、 特 に NSAIDsを ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る こ と を 証 明 し て い る の で あ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 な お 、 上 記 し た ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 主 に NSAIDsの ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 で あ る が 、 本
発 明 が 提 供 す る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 は 、 NSAIDsに の み 限 定 さ れ ず 、 胃 粘 膜 に 対 し て 安 全 な
薬 物 、 す な わ ち 胃 粘 膜 障 害 性 の な い 化 合 物 を 広 く ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る こ と は
い う ま で も な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 以 下 に 本 発 明 を 、 具 体 的 実 施 例 に よ り 説 明 す る 。

：
　 卵 黄 由 来 の フ ォ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン （ １ ０ μ ｍ ｏ ｌ 、 ７ ． ７ ｍ ｇ ） を 、 ク ロ ロ ホ ル ム ／
メ タ ノ ー ル （ １ ： ２ ） 混 合 液 に 溶 解 後 、 乾 燥 さ せ た 。 そ の 後 １ .５ ｍ Ｌ の ジ エ チ ル エ ー テ
ル に 溶 解 さ せ 、 １ ｍ Ｌ の １ ０ ０ ｍ Ｍ カ ル セ イ ン － 水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 水 溶 液 （ ｐ Ｈ ７ ．
４ ） と 混 合 し た 。 次 い で ジ エ チ ル エ ー テ ル を 除 去 し 、 カ ル セ イ ン を 内 封 し た リ ポ ソ ー ム 溶
液 を 得 た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】

：
　 NSAIDsと し て 、 臨 床 的 に 使 用 さ れ て い る 公 知 の イ ン ド メ タ シ ン 、 イ ブ プ ロ フ ェ ン 、 ケ ト
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実 施 例 １ カ ル セ イ ン 内 封 リ ポ ソ ー ム の 作 成

実 施 例 ２ 種 々 の 公 知 の NSAIDsと の 反 応 に よ る リ ポ ソ ー ム か ら の カ ル セ イ ン の 漏 出



プ ロ フ ェ ン 、 ジ ク ロ フ ェ ナ ッ ク 、 フ ル ル ビ プ ロ フ ェ ン 、 メ フ ェ ナ ム 酸 、 フ ル フ ェ ナ ム 酸 、
セ レ コ キ シ ブ 、 エ ト ド ラ ク お よ び ニ メ ス リ ド を 選 択 し 、 上 記 実 施 例 １ で 得 た リ ポ ソ ー ム 溶
液 中 に 種 々 の 濃 度 で 添 加 し 、 ３ ０ ℃ に て １ ０ 分 間 反 応 さ せ た 。 反 応 液 の ５ ２ ０ ｎ ｍ の 蛍 光
を 測 定 す る こ と に よ り 、 リ ポ ソ ー ム か ら の カ ル セ イ ン の 漏 出 （ 膜 傷 害 ） を 測 定 し た 。
　 そ の 結 果 を 、 図 ３ （ イ ン ド メ タ シ ン 、 イ ブ プ ロ フ ェ ン 、 ケ ト プ ロ フ ェ ン 、 ジ ク ロ フ ェ ナ
ッ ク お よ び フ ル ル ビ プ ロ フ ェ ン に つ て の 結 果 ） お よ び 図 ４ （ メ フ ェ ナ ム 酸 、 フ ル フ ェ ナ ム
酸 、 セ レ コ キ シ ブ 、 エ ト ド ラ ク お よ び ニ メ ス リ ド に つ い て の 結 果 ） に ま と め て 示 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 図 ３ に 示 し た NSAIDsで あ る イ ン ド メ タ シ ン 、 イ ブ プ ロ フ ェ ン 、 ケ ト プ ロ フ ェ ン 、 ジ ク ロ
フ ェ ナ ッ ク お よ び フ ル ル ビ プ ロ フ ェ ン に つ て は 、 胃 粘 膜 細 胞 傷 害 性 の 強 さ は 、 イ ン ド メ タ
シ ン ＞ ジ ク ロ フ ェ ナ ッ ク ＞ フ ル ル ビ プ ロ フ ェ ン ＞ イ ブ プ ロ フ ェ ン ＞ ケ ト プ ロ フ ェ ン の 順 で
あ る と さ れ て い る 。 リ ポ ソ ー ム か ら の カ ル セ イ ン の 漏 出 の 程 度 も そ の 順 で あ り 、 リ ポ ソ ー
ム か ら の カ ル セ イ ン の 漏 出 （ 膜 傷 害 性 ） の 程 度 を 評 価 す る こ と に よ り 、 胃 粘 膜 に 安 全 な 非
ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 化 合 物 の 評 価 が で き て い る こ と が 良 く 理 解 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 ま た 、 図 ４ に 示 し た NSAIDsで あ る メ フ ェ ナ ム 酸 、 フ ル フ ェ ナ ム 酸 、 セ レ コ キ シ ブ 、 エ ト
ド ラ ク お よ び ニ メ ス リ ド に つ い て は 、 胃 粘 膜 細 胞 傷 害 性 の 強 さ は 、 セ レ コ キ シ ブ ＞ メ フ ェ
ナ ム 酸 ＞ フ ル フ ェ ナ ム 酸 ＞ ニ メ ス リ ド ＞ エ ト ド ラ ク の 順 で あ る と さ れ て い る 。 リ ポ ソ ー ム
か ら の カ ル セ イ ン の 漏 出 の 程 度 も そ の 順 で あ り 、 図 ３ に 示 し た 結 果 と 同 様 に 、 リ ポ ソ ー ム
か ら の カ ル セ イ ン の 漏 出 （ 膜 傷 害 性 ） の 程 度 を 評 価 す る こ と に よ り 、 胃 粘 膜 に 安 全 な 非 ス
テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 化 合 物 の 評 価 が で き て い る こ と が 良 く 理 解 さ れ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】

：

　 NSAIDsと し て 、 臨 床 的 に 使 用 さ れ て い る 公 知 の イ ン ド メ タ シ ン 、 ジ ク ロ フ ェ ナ ッ ク 、 セ
レ コ キ シ ブ お よ び イ ブ プ ロ フ ェ ン を 選 択 し 、 胃 粘 膜 保 護 作 用 物 質 と の 併 用 に よ る リ ポ ソ ー
ム か ら の カ ル セ イ ン の 漏 出 を 検 討 し た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
方 法 ：
　 添 加 す る NSAIDsの 濃 度 と し て は 、 細 胞 膜 傷 害 を 顕 著 に 生 じ さ せ る 濃 度 と し 、 イ ン ド メ タ
シ ン に つ い て は ６ ｍ Ｍ を 、 ジ ク ロ フ ェ ナ ッ ク に つ い て は ４ ｍ Ｍ を 、 セ レ コ キ シ ブ に つ い て
は ０ ． ０ ８ ｍ Ｍ を 、 イ ブ プ ロ フ ェ ン に つ い て は ２ ０ ｍ Ｍ を 添 加 し た 。
　 胃 粘 膜 保 護 作 用 物 質 と し て テ プ レ ノ ン （ 商 品 名 ： セ ル ベ ッ ク ス （ 登 録 商 標 ） ） を 用 い 、
無 添 加 （ コ ン ト ロ ー ル ） 、 １ ０ － ７ 、 １ ０ － ６ 、 １ ０ － ５ 、 お よ び １ ０ － ４ Ｍ を そ れ ぞ れ
併 用 し た 。
　 上 記 実 施 例 １ で 得 た リ ポ ソ ー ム 溶 液 中 に そ れ ぞ れ の 試 験 濃 度 で 添 加 し 、 ３ ０ ℃ に て １ ０
分 間 反 応 さ せ 、 反 応 液 の ５ ２ ０ ｎ ｍ の 蛍 光 を 測 定 す る こ と に よ り 、 リ ポ ソ ー ム か ら の カ ル
セ イ ン の 漏 出 （ 膜 傷 害 ） を 測 定 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
結 果 ：
　 図 ５ ～ 図 ８ に そ の 結 果 を 示 し た 。
　 図 ５ は 、 イ ン ド メ タ シ ン ６ ｍ Ｍ と テ プ レ ノ ン を そ の 用 量 を 変 化 さ せ て 併 用 し た 場 合 の カ
ル セ イ ン の 漏 出 率 を 示 し た も の で あ る が 、 併 用 す る テ プ レ ノ ン の 用 量 に 依 存 し て カ ル セ イ
ン の 漏 出 が 抑 制 さ れ て い る の が 判 明 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ま た 、 図 ６ は 、 ジ ク ロ フ ェ ナ ッ ク ４ ｍ Ｍ と テ プ レ ノ ン を そ の 用 量 を 変 化 さ せ て 併 用 し た
場 合 の カ ル セ イ ン の 漏 出 率 を 示 し た も の で あ り 、 図 ７ は 、 セ レ コ キ シ ブ ０ ． ０ ８ ｍ Ｍ と テ
プ レ ノ ン を そ の 用 量 を 変 化 さ せ て 併 用 し た 場 合 の カ ル セ イ ン の 漏 出 率 を 示 し た も の で あ り
、 図 ８ は 、 イ ブ プ ロ フ ェ ン ２ ０ ｍ Ｍ と テ プ レ ノ ン を そ の 用 量 を 変 化 さ せ て 併 用 し た 場 合 の
カ ル セ イ ン の 漏 出 率 を 示 し た も の で あ る が 、 い ず れ の 場 合 に あ っ て も 、 併 用 す る テ プ レ ノ
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ン の 用 量 に 依 存 し て カ ル セ イ ン の 漏 出 が 抑 制 さ れ て い た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 な お 、 添 加 す る ４ 種 類 の NSAIDsの 濃 度 に つ い て 、 イ ン ド メ タ シ ン に つ い て は ４ お よ び ８
ｍ Ｍ 、 ジ ク ロ フ ェ ナ ッ ク に つ い て は ２ お よ び １ ０ ｍ Ｍ 、 セ レ コ キ シ ブ に つ い て は ０ ． ０ ５
お よ び ０ ． １ ｍ Ｍ 、 イ ブ プ ロ フ ェ ン に つ い て は ４ ０ お よ び ６ ０ ｍ Ｍ と 変 化 さ せ て 同 様 の 実
験 を 行 っ た が 、 テ プ レ ノ ン と 併 用 す る こ と で リ ポ ソ ー ム か ら の カ ル セ イ ン の 漏 出 （ 膜 傷 害
） が 抑 制 さ れ て い た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 以 上 記 載 の よ う に 、 本 発 明 に よ り 、 極 め て 簡 便 な 細 胞 膜 モ デ ル を 使 用 す る こ と に よ り 、
試 験 化 合 物 、 特 に 非 ス テ ロ イ ド 系 抗 炎 症 作 用 を 有 す る 化 合 物 （ NSAIDs） の 膜 傷 害 性 を 検 出
す る こ と が 可 能 と な る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 使 用 す る こ と に よ り
、 NSAIDsの 膜 傷 害 性 を 簡 単 に 測 定 す る こ と が で き る こ と か ら 、 胃 粘 膜 に 安 全 な 、 胃 粘 膜 傷
害 の 無 い 、 臨 床 的 に 極 め て 有 用 な NSAIDsを は じ め と す る 化 合 物 を 開 発 し 得 る 利 点 を 有 し て
い る 。

10

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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