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序 論 

近年の心・血管疾患の治療法の進歩により、その予後は著しく改善している。

しかしながら、心血管疾患は依然として世界的に第 1 位の死亡原因であり、2013

年の調査では、全世界の総死亡者数 5,400 万人の内、31.5％にあたる推定 1,730

万人が心血管疾患により死亡したと報告されている (Benjamin et al., 2017)。日本

における虚血性心疾患に起因する死亡率は先進国の中で最も低いことが知られ

ているが、悪性新生物に次いで第二位の死亡原因であり、2015 年の 1 年間で急

性心筋梗塞及びその他虚血性心疾患合わせて 7 万人以上が死亡している [厚生

労働省、平成 27 年 (2015 年) 人口動態統計 (確定数) の概況]。 

急性冠動脈症候群 (Acute coronary syndrome: ACS) は、心臓へ血液を供給して

いる冠動脈の狭窄もしくは閉塞により、心筋への血液供給が著しく減少するま

たは遮断されることで引き起こされる病態であり、冠動脈におけるアテローム

血栓症が主な原因となっている (Viles-Gonzalez et al., 2004; Ohman et al., 2006; 

Gabriel et al., 2007)。 

アテローム血栓症は、主にアテローム動脈硬化 (粥状動脈硬化) 病変部におけ

るプラーク (粥腫) 破裂により、閉塞性または亜閉塞性血栓が形成されることに

より発症する(Yahagi et al., 2016)。冠動脈にて発症した場合には、上述の ACS、

脳動脈にて発症した場合は、脳梗塞を引き起こす。血小板は、アテローム血栓症

の発症に重要な役割を果たしている。プラークの破裂により内皮下組織が露出

し、血小板が内皮下組織の細胞外マトリックス成分に暴露されると、血小板膜表

面に存在する糖タンパク質受容体 (Glycoprotein receptor: GP receptor) が血管壁

のコラーゲン及びヴォン・ヴィレブランド因子 (von Willebrand factor: vWF) と

相互作用し、血小板が内皮層へ付着する。血小板は血管内皮細胞もしくは内皮下

組織に付着すると活性化し、活性化された血小板は、トロンビン、アデノシン二

リン酸 (Adenosine diphosphate: ADP)、トロンボキサン (Thromboxane: TX) A2 な
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どを放出することで、周囲の血小板のさらなる活性化を引き起こす。活性化した

血小板膜表面の aIIbb3 インテグリン (GPIIb-IIIa 複合体) は、接着タンパク質、

特にフィブリノーゲン及び vWF に結合できるようになり、血管に付着した血小

板に血液中の血小板が次々に重合することで (血小板凝集)、血小板血栓が形成

される。また、血小板の活性化により血液凝固系も活性化されるため、血小板血

栓の周辺では凝固系に起因するフィブリン血栓も生成される。血小板凝集体と

フィブリンが物理的に絡み合うことで血栓がより成長し、強固な血栓となって

いくことが知られている(Meadows and Bhatt, 2007)。 

 

 
Figure 1. The role of platelets in thrombus formation. (Meadows and Bhatt, 2007 よ

り改変引用) 

 

アテローム血栓症患者の治療として、心血管リスク因子の管理に加え、血栓

症の予防のために抗血小板療法が用いられている。上述の通り、血小板接着及び

凝集は、血栓症、特に動脈血栓症の発症において重要な役割を果たしている。 

血小板凝集を阻害する薬剤 (抗血小板薬) は、ACS 患者における心血管イベ

ント予防、虚血性脳血管障害予防及び経皮的冠動脈形成術 (Percutaneous coronary 

intervention: PCI) 施行後の血栓症予防に有用である(Awtry and Loscalzo, 2000; 

Patrono et al., 2005; Mehran et al., 2013)。抗血小板薬には，血小板活性化経路の各

段階を阻害する薬剤があり、シクロオキシゲナーゼ (Cyclooxygenase: COX) 阻害
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薬であるアスピリン、ADP 受容体である P2Y12 受容体を阻害するカングレラ、

チカグレラ、クロピドグレル及びプラスグレル、GPIIb/IIIa を阻害するチクロピ

ジン、トロンビン受容体アンタゴニストである Vorapaxar などがある(Brown and 

Austin, 2017)。中でもアスピリンは、50 年以上の歴史を誇る最も使用実績の豊富

な抗血小板薬であり、低薬価であることからも、抗血小板療法の標準治療薬の中

核として位置付けられている。 

COX は、膜リン脂質由来のアラキドン酸を種々の生理活性物質に変換する代

謝経路 (アラキドン酸カスケード) に関与する酵素である。COXはオキシゲナー

ゼ活性及びペルオキシダーゼ活性を持つ二機能性の酵素であり、オキシゲナー

ゼ活性によりアラキドン酸をプロスタグランジン(Prostaglandin: PG) G2 に変換し、

さらにペルオキシダーゼ活性により PGG2 を PGH2 に変換する。PGH2 下流の代

謝物は、細胞特異的酵素を介して産生される。例えば TXA2 は血小板に発現する

トロンボキサンシンターゼを介して産生され、プロスタサイクリン (PGI2) は、

マクロファージ及び内皮細胞などに発現するプロスタサイクリンシンターゼを

介して産生される。 
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Figure 2. Production of prostaglandins by COXs. 
(A) The two reactions performed by cyclooxygenases: the conversion of arachidonic acid 
to prostaglandin G2 by the cyclooxygenase activity and the conversion of prostaglandin 
G2 to prostaglandin H2 by the peroxidase activity. (B) The cell-specific synthases that are 
involved in the conversion of prostaglandin H2 to the five principal prostaglandins. (C) 
The reaction mechanism of COX-1. (Chandrasekharan and Simmons, 2004) 

 

COX には、3 種のアイソフォームが存在する。COX-1 はユビキタスに発現す

る常在型酵素であり、生体の恒常性維持に関与していると考えられている。

COX-2 は炎症誘発性サイトカイン、エンドトキシン、腫瘍増殖因子などによっ

て発現誘導される誘導型酵素であり、炎症性疾患などへの関与が示唆されてい

る。COX-3 は主に視床下部・下垂体に発現する酵素であるが、その機能は明ら

かになっていない(Kis et al., 2003)。 

アスピリンは COX-1 を阻害することで血小板凝集促進因子である TXA2 の産

生を抑制し、抗血小板作用を発現すると考えられている。しかしながらアスピリ

ンには不明瞭な用量依存性、胃腸粘膜障害作用、Non-steroidal anti-inflammatory 

drugs (NSAIDs) との相互作用などの問題点がある。特に不明瞭な用量依存性、す

なわち、高用量での薬効頭打ちもしくは減弱については、COX-1/2 選択性の低さ

に基づき、高用量にて COX-1 だけでなく COX-2 の阻害作用も発現するため、血

小板の接着及び凝集を阻害する因子である PGI2 の産生も抑制し、結果として、

COX-1 阻害に基づく抗血小板作用が相殺されてしまう現象 (アスピリンジレン

マ) がその原因と考えられている(Antithrombotic Trialists, 2002; Patrono et al., 

2005)。 
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Figure 3. Roles of the COX isozymes in cardiovascular biology.  
ACE, angiotensin-converting enzyme; ADP, adenosine diphosphate; aPC, activated 
protein C; BK, bradykinin; ecNOS, endothelial cell Nitric Oxide Synthase; MBF, 
medullary blood flow; RAS, renin-angiotensin system; TM, thrombomodulin. (Grosser 
et al., 2006) 

 

ASP6537 は、アステラス製薬株式会社 (Tokyo, Japan) によって合成された新

規化合物で、選択的かつ強力な COX-1 阻害薬である(Imanishi et al., 2011)。 

 
Figure 4. Chemical structure of ASP6537. 

本研究では、ASP6537 の動脈血栓予防作用について、アスピリンと比較検討

した。すなわち、ASP6537 はアスピリンジレンマが認められるか否かを検証し、

抗血栓作用をアスピリンと比較するとともに、血管再狭窄への作用、NSAIDs と
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の相互作用、作用の可逆性及び胃粘膜障害惹起作用を検証することで、動脈血栓

予防薬としての有用性を証明することを目的として、種々の評価を行った。まず、

第 1 章において COX-1 選択性並びに TXA2/PGI2 産生に対する作用を検討した。

第 2 章では血小板凝集並びに血栓形成に対する作用について諸種血栓モデルを

用いて検証し、第 3 章では血管障害時の新生内膜形成に対する作用を検討した。

最後に第 4 章においては、イブプロフェンとの薬物相互作用、抗血小板作用の

可逆性並びに胃腸障害に及ぼす影響についてアスピリンと比較検討した。 
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第 1 章 COX 選択性及び TXA2/PGI2 産生に対する ASP6537 の作用 

第 1 節 緒言 

序章で述べた通り COX-1 は血小板において発現し、血小板凝集促進作用及び

血管収縮作用を有する TXA2 の産生を促進する。一方、抗血小板活性及び血管拡

張作用を有する PGI2 は、内皮細胞において発現する COX-2 に由来する可能性が

報告されている(Caughey et al., 2001; Vane, 2002; Yu et al., 2009)。TXA2/PGI2 産生

のバランスが TXA2 優位に傾くことは、血管収縮及び血小板凝集を引き起こし、

多くの心血管疾患の要因である血栓症の発症につながると考えられている

(Moncada et al., 1976)。したがって、PGI2 の産生を相対的に抑制すると考えられ

る選択性の高い COX-2 阻害薬は、心血管イベントリスクを増大させる可能性が

ある。実際、特に高リスク患者において、選択的 COX-2 阻害薬が重篤な心血管

副作用の発生を増強させることが報告されており、2004 年の Merck and Company

の選択的 COX-2 阻害薬 VIOXX® (Rofecoxib) の回収に始まり、その後、選択的

COX-2 阻害薬のほとんどが心血管イベントリスク増大を理由に市場を撤退して

いる(Juni et al., 2004; Singh, 2004; Bresalier et al., 2005; Baron et al., 2008)。 

低用量アスピリンは、虚血性イベントの発症抑制作用を有することが臨床で

示されているが、同時に用量依存性が不明瞭であり、特に高リスクの患者では効

果不十分であることも知られている(Berger, 2013)。アスピリンの抗血小板作用は、

COX-1 阻害による血小板 TXA2 産生抑制作用に基づいて発揮されるが、一方で

高用量においては COX-1 及び COX-2 の両方を阻害するため、血小板における

TXA2 の産生だけでなく、血管壁における PGI2 の産生も阻害すると考えられる。

この現象は「アスピリンジレンマ」と呼ばれ、アスピリンの高用量における薬効

の頭打ちや用量依存性の不明瞭さの原因であると考えられている

(Antithrombotic Trialists, 2002; Patrono et al., 2005)。したがって、アスピリンより

も COX-1 に対する選択性が高い化合物は、TXA2/PGI2 産生のバランスをより
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PGI2 優位に傾けることができ、虚血性イベントの予防において有効であると考

えられる。 

本章では COX-1 選択的化合物である ASP6537 の COX-1 選択性を明らかにす

るとともに、in vitro 及び in vivo TXA2/PGI2 阻害作用をモルモット及びラットを

用いて検討し、ASP6537 の TXA2/PGI2 バランスにおける PGI2 優位性についてア

スピリンと比較検討した。 

 

第 2 節 実験材料及び方法 

2-1 実験材料 

本試験に用いた薬物及び試薬は以下の通りである。 

ASP6537 [3-メトキシ-1,5-ビス (4-メトキシフェニル)-1H-1,2,4-トリアゾール]

は、アステラス製薬株式会社にて合成した。アスピリン及びイブプロフェンナト

リウム塩は Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO, USA)、アラキドン酸は Biopool (Bray, 

Co., Wicklow, Ireland) より、Type I collagen from equine tendon (Collagen reagent 

Horm®) は Moriya (Tokyo, Japan)、ADP は、MC Medical (Tokyo, Japan) よりそれ

ぞれ購入した。Recombinant human COX-1 (rhCOX-1) は Chinese hamster ovary 細

胞で発現させ、Yao らの報告に従って精製し(Yao et al., 2007)、Recombinant human 

COX-2 (rhCOX-2) は Sigma-Aldrich Co.から購入した。 

 

2-2 実験動物 

雄性 Hartley モルモット (SLC Japan Inc., Tokyo, Japan)、雄性 Wistar ラット 

(Clea Japan Inc.,Tokyo, Japan) 並びに雄性 F344 / DuCrlCrlj ラット (Charles River 

Laboratories Japan Inc., Yokohama, Japan) を使用した。すべての動物実験は、アス

テラス製薬株式会社の動物倫理委員会の規則に基づいて実施した。 
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2-3 Recombinant human COX-1 及び COX-2 酵素アッセイ 

ASP6537 及びアスピリンはジメチルスルホキシド (DMSO) に溶解し、反応緩

衝液 [2 μM hematin 及び 5 mM L-tryptophan を含有する 0.1M Tris-HCl (pH7.3)]で

希釈した。 

rhCOX-1 (0.137 µg/well) 及び rhCOX-2 (0.288 units/well) を室温で 10 分間被験

薬とともにプレインキュベートし、10 μM のアラキドン酸を添加することによ

り PGI2 合成を開始した。5 分間 (rhCOX-1) または 10 分間 (rhCOX-2) インキュ

ベート後、1 mM インドメタシンを添加することによって PGI2 産生を終了させ

た。バッファー中の PGI2 の安定代謝物である 6-keto-PGF1α 濃度を、6-keto-PGF1α 

EIA キット (Cayman Chemicals Co., MI, USA) を用い、製品マニュアルに従って

測定した。 

 

2-4 モルモット in vitro プロスタノイド(TXA2/PGI2)合成に対する作用 

2-4-1 モルモット多血小板血漿 (Platelet rich plasma: PRP) における TXA2合成 

ASP6537 及びアスピリンは DMSO に溶解し、トリス緩衝生理食塩水で希釈し

た (最終濃度 0.1% DMSO となるよう調整した)。 

モルモットを一晩絶食し、3.2％クエン酸三ナトリウム溶液を 10％ (v/v) にな

るよう充填したプラスチックシリンジを用いてジエチルエーテル麻酔下にて腹

部大動脈より採血した。全血を 197×g (1,100 rpm, KUBOTA 2420, Kubota Co., Tokyo, 

Japan) にて 7分間遠心分離することでPRPを採取し、PRPをさらに 1469×g (3,000 

rpm) にて 10 分間遠心分離することで乏血小板血漿 (Platelet poor plasma: PPP) 

を採取した。自動細胞カウンター (MEK-6258, Nihon Kohden, Tokyo, Japan) を用

いて血小板数を測定し、PRP を同一個体の PPP で希釈することで血小板数を

3×105 /μl になるよう調製した。血小板数を調整した PRP に被験薬を添加し、1 分

後に 0.5 μg/ml のコラーゲンを添加して、37 ˚C で 10 分間、血小板凝集を誘導し
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た。インドメタシン (最終濃度 10 μM) を反応混合物に加えて反応を停止させ、

ついでこれを 4 ̊ C、10,000×g で 5 分間遠心分離した。上清中の TXA2 の安定代謝

物である TXB2 の量を、TXB2 EIA キット (Cayman Chemicals Co.) を用い、製品

マニュアルに従って測定した。 

 

2-4-2 モルモット単離大動脈片における PGI2 合成 

一晩絶食したモルモットから、ジエチルエーテル麻酔下にて、胸部大動脈を

単離し、湿重量 4.0-5.1 mg のスライスに切断した。採取した大動脈片をトリス緩

衝生理食塩水 (pH 7.5) に浸し、内因性 PGI2 産生による影響を排除するため、37 

˚C で 30 分間直ちにインキュベートした。トリス緩衝液を交換後、被験薬を添加

して 37℃で 15 分間インキュベートし、アラキドン酸 (最終濃度 20 μM) を添加

して、さらに 37 ˚C で 15 分間インキュベートした。10 μM のインドメタシンを

添加して反応を停止させた後、反応混合物を 10,000×g、4 ˚C で 5 分間遠心分離

した。上清中の PGI2 の安定代謝物である 6-keto-PGF1α 濃度を、6-keto-PGF1α EIA

キット (Cayman Chemicals Co.) を用い、製品マニュアルに従って測定した。 

 

2-5 ラットにおける in vivo PGI2 産生 (尿中 PGI2 代謝物測定) 

ASP6537 (1, 10, 100 mg/kg/day) とアスピリン (30, 100, 300 mg/kg/day) は投与

直前に 0.5%メチルセルロース (Methylcellulose: MC) 溶液に懸濁して調整し、5 

ml/kg になるように経口投与した。7 週齢の雄性 Wistar ラット (Clea Japan、Inc.) 

に ASP6537 及びアスピリンを 7 日間、1 日 1 回投与し、1、3 及び 7 日目に、代

謝ケージを用いて 24 時間採尿した。採取した尿より二段階固相抽出法にて PGI2

の安定代謝物である 2,3-dinor-6-keto PGF1α を抽出し(Riutta et al., 1994)、EIA キッ

ト (Cayman Chemicals Co.) を用いて、尿サンプル中の 2,3-dinor-6-keto PGF1α 濃

度を測定した。 
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2-6 老齢ラットにおける血中 TXA2/PGI2 代謝物濃度測定 

老齢群として 28 ヵ月齢の雄性 F344/DuCrlCrlj ラット  (Charles River 

Laboratories Japan Inc.)、若年群として 11 週齢のラットを本実験に用いた。一晩

絶食したラットに ASP6537 及びアスピリンを経口投与し、1 時間後にジエチル

エーテル麻酔下にてヘパリンを含むシリンジを用いて採血した。採取した血液

はインドメタシン (最終濃度 10 μM) を含有するプラスチック管に直ちに移し、

1469×g (3,000 rpm) にて 10 分間遠心分離することで血漿を調整した。血漿中の

TXB2 及び 6-keto-PGF1α 濃度を、各 EIA キット (Cayman Chemicals Co.) を用い、

製品マニュアルに従って測定した。 

 

2-7 統計学的解析 

酵素アッセイ及び in vitro プロスタノイド産生試験における 50%阻害濃度 

(IC50) 値及び 95％信頼区間 (CI) は、logistic 回帰分析を用いて計算した。In vivo

の実験成績は平均値±標準誤差 (SEM) で示した。統計学的有意性に関しては、

Student’s paired t-test もしくは Dunnett’s multiple comparison test より最適な手法を

選択して行った。P 値<0.05 を有意水準とした。 

 

第 3 節 実験成績 

3-1 Recombinant human COX-1 及び COX-2 酵素アッセイ 

rhCOX-1 及び rhCOX-2 の in vitro 酵素活性に対する ASP6537 及びアスピリン

の阻害作用の評価結果 (平均 IC50 値及び 95％CI) を Table 1 に示した。ASP6537

は、rhCOX-1 によるアラキドン酸誘発 6-keto-PGF1α 産生を IC50=0.000703 μM で

阻害したが、100 μM まで rhCOX-2 による 6-keto-PGF1α 産生阻害作用は認めら

れなかった。一方、アスピリンは rhCOX-1 及び rhCOX-2 の両アイソフォームに
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よる 6-keto-PGF1α 産生を阻害し、IC50 値はそれぞれ 37.9 μM 及び 61.9 μM であっ

た。ASP6537 の rhCOX-2/rhCOX-1 酵素活性に対する IC50 比は 142,000 倍以上、

アスピリンの rhCOX-2/rhCOX-1 酵素活性に対する IC50 比は 1.63 倍であり、

ASP6537 は本試験においてアスピリンに比べて 87,100 倍以上の COX-1 選択性

を有することが示された。 

 

Table 1. Inhibitory effects of ASP6537 and aspirin on recombinant human 
cyclooxygenase (rhCOX)-1 and rhCOX-2 activities. 

 
 
Experiment 

IC50 (µM)  
(95% confidence intervals) 

ASP6537 Aspirin 

rhCOX-1 inhibition 0.000703 
(0.000167-0.00295) 

37.9 
(20.1-71.4) 

rhCOX-2 inhibition >100 61.9 
(34.5-111) 

rhCOX-2 inhibition (IC50) / 
rhCOX-1 inhibition (IC50) 
[relative to Aspirin] 

 
>142,000 
[>87,100] 

 
1.63 
[1] 

IC50 was calculated using logistic regression analysis. Geometric mean IC50 value of 3 
separate experiments is shown. rhCOX, recombinant human cyclooxygenase. 
 

3-2 モルモット in vitro プロスタノイド(TXA2/PGI2)合成に対する作用 

モルモットから採取した血小板及び大動脈組織片における in vitro TXB2 及び

6-keto-PGF1α 産生に対する、ASP6537 及びアスピリンの阻害作用 (平均 IC50 値

及び 95％CI) を Table 2 に示した。いずれの化合物も血小板におけるコラーゲン

誘発 TXB2 産生及び血管からのアラキドン酸誘発 6-keto-PGF1α 産生を阻害した

が、ASP6537 及びアスピリンの 6-keto-PGF1α 産生/TXB2 産生に対する IC50 比は

それぞれ 20.8 及び 0.738 であった。ASP6537 は、6-keto-PGF1α よりも TXB2 合成

を低濃度で阻害していることから、TXA2/PGI2 バランスの観点でアスピリンと比

較して、より選択的に TXA2 の産生を抑制することが示唆された。 
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Table 2. Inhibitory effects of ASP6537 and aspirin on platelet aggregation and 
prostanoid synthesis in guinea pigs. 

 
Experiment 
 

IC50 (µM) 
(95% confidence intervals) 
ASP6537 Aspirin 

TXA2 released by activated platelets 0.00358 (n = 5) 
(0.00176-0.00729) 

18.3 (n = 5) 
(11.4-29.4) 

Vessel PGI2 synthesis by isolated aorta 0.0744 (n = 4) 
(0.0136-0.406) 

13.5 (n = 5) 
(5.67-32.3) 

PGI2 synthesis (IC50) / TXA2 synthesis (IC50) 
[relative to Aspirin] 

20.8 
[28] 

0.738 
[1] 

IC50 was calculated using logistic regression analysis. Geometric mean of IC50 value is 
shown. The number (n) of separate experiment is shown in parentheses. TXA2, 
thromboxane A2; PGI2, prostaglandin I2. 
 

3-3 ラットにおける in vivo PGI2 産生 (尿中 PGI2 代謝物測定) 

ASP6537 及びアスピリンのラットにおける尿中 PGI2 代謝物 (2,3-dinor-6-keto 

PGF1α) 濃度に対する作用を Figure 5 に示した。ASP6537 は 100 mg/kg/day, p.o.で

尿中 2,3-dinor-6-keto PGF1α を有意に低下させたが、それより低い用量では明ら

かな作用は認められなかった。一方、アスピリンは、day1 において 100 mg/kg/day 

p.o. 以上で尿中 2,3-dinor-6-keto PGF1α を有意に低下させ、day3 及び day7 では投

与したすべての用量 (30, 100, 300 mg/kg/day, p.o.) で尿中 2,3-dinor-6-keto PGF1α

を有意に減少させた。 
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Figure 5. Effects of ASP6537 and aspirin on urinary 2,3-dinor-6-keto PGF1α 
excretion in rats. 
The effects of ASP6537 and aspirin on urinary concentrations of 2,3-dinor-6-keto PGF1α 
in rats were determined on days 1, 3, and 7 after administration of the respective drugs. 
Urine was collected over a 24-h period on each measurement day. Data represent the 
mean ± SEM of five animals. **P < 0.01 compared with the vehicle-treated group 
(Dunnett’s multiple comparison test). 

 

3-4 老齢ラットにおける血中 TXA2/PGI2 代謝物濃度測定 

28 ヵ月齢 (老齢群) 及び 11 ヵ月齢 (若齢群) の雄性 F344/DuCrlCrlj ラットに

おける血漿中 TXA2/PGI2 代謝物濃度に対する ASP6537 及びアスピリンの作用を

検討した。溶媒投与ラットにおいて、TXB2 及び 6-keto PGF1α の両方が、若齢群

と比較して老齢群で有意に増加した (Figure 6A)。老齢ラットにおける血漿 TXB2

濃度に対する ASP6537 及びアスピリンの作用を Figure 6B に示した。ASP6537 及

びアスピリンは、いずれも用量依存的に TXB2の量を減少させ、それぞれ 1 mg/kg, 

p.o.及び 10 mg/kg, p.o.にて有意な減少が認められた。 
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老齢ラットにおける血漿中 6-keto PGF1α 濃度に対する ASP6537 及びアスピリ

ンの作用を Figure 6C に示した。ASP6537 は、100 mg/kg, p.o.の用量まで有意な作

用を示さなかったが、アスピリンは用量依存的に 6-keto PGF1α レベルを低下さ

せ、100 mg/kg, p.o.以上の用量で有意な 6-keto PGF1α 低下作用を示した。 
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Figure 6. Effects of ASP6537 and aspirin on plasma prostanoid concentrations in 
aged rats. 
(A) In untreated rats, both TXB2 and 6-keto PGF1α increased significantly in the aged 
group (28-week-old male rats) compared with the young group (11-week-old male rats). 
**P < 0.01 (Student’s t-test). (B-C) Effects of ASP6537 and aspirin on plasma TXB2 and 
6-keto PGF1α concentrations in aged rats. *P < 0.05, **P < 0.01 vs vehicle treated group 
(Dunnett’s multiple comparison test). Data represent the mean ± SEM of five animals.  
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第 4 節 考察 

本章では、モルモット及びラットにおける ASP6547 及びアスピリンの COX

選択性並びに TXA2/PGI2 産生に対する作用を比較し、ASP6537 がアスピリンと

比較して COX-1 に対する選択性の高い阻害薬であること、並びに in vitro/in vivo 

TXA2 産生をより選択的に抑制することを明らかにした。 

rhCOX-1/2 酵素アッセイにおいて ASP6537 は COX-1 に対して顕著な選択性

を示し、ASP6537 及びアスピリンの rhCOX-2/rhCOX-1 酵素活性に対する IC50 比

は、それぞれ、>142,000 及び 1.63 であった (Table 1)。アスピリンの選択性に関

してはヒツジ COX-2/COX-1 酵素活性に対する IC50 比が 1.67 であることが報告

されており(Johnson et al., 1995)、これはヒト COX を用いた本研究結果とほぼ一

致している。その他、選択的 COX-1 阻害薬として、SC-560 及び FR122047 の

COX-2/COX-1 酵素活性に対する IC50 比がそれぞれ 700 倍及び 2,320 倍である

(Smith et al., 1998; Ochi et al., 2000)。さらに、ASP6537 は、rhCOX、ヒト全血及び

ラット全血を用いた選択性アッセイにおいて、SC-560 よりも高い COX-1 選択性

を示している(Imanishi et al., 2011)。各報告での COX 選択性評価方法が異なるた

め、COX-1 阻害薬の選択性を直接比較することは困難ではあるが、ASP6537 は

現在までに同定された COX-1 阻害薬の中でも最も選択性の高い薬剤の 1 つであ

るといえる。 

TXA2/PGI2 のバランスが崩れ、TXA2 優位となると、血栓症のリスクが増大す

る(Smyth, 2010)。COX-1 は血小板による TXA2 の産生を調節していることが知ら

れているが、何れの COX アイソフォームが内皮からの PGI2 の産生を支配的に

調節しているかは明らかにされていない(Catella-Lawson et al., 1999; Caughey et al., 

2001; Vane, 2002; Cheng et al., 2006; Bolego et al., 2009)。モルモットにおける in 

vitro TXA2/PGI2 産生試験では、ASP6537 が大動脈片からの PGI2 産生を減少させ

ていることから、少なくとも本研究条件下で部分的には COX-1 が PGI2 産生の要
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因であることが考えられる (Table 2)。さらに、ASP6537 は、100 mg/kg 経口投与

群において正常ラットの尿中 PGI2 代謝物排泄を減少させていることから 

(Figure 5)、COX-1 が生理的条件下において、PGI2 産生に部分的に関与している

と考えられる。しかしながら、モルモット in vitro TXA2/PGI2 産生に対する

ASP6537 の阻害作用は、アスピリンのそれと比較して約 28 倍選択的であったこ

と (Table 2)、並びにアスピリンは尿中 PGI2 代謝物排泄抑制作用と血小板凝集阻

害作用を示す用量が同じであるのに対し、ASP6537 は尿中 PGI2 代謝物排泄抑制

作用を示す用量が血小板凝集阻害作用を示す用量の約 33 倍高い用量であったこ

とから (ASP6537 及びアスピリンの血小板阻害作用については第 2 章にて詳細

記述する)、生理的条件下において COX-1 選択性の高い ASP6537 は、アスピリ

ンに比べてより選択的に TXA2 を阻害していると考えられる。 

老齢ラット試験において、TXA2 及び PGI2 代謝物の血漿中濃度は、加齢に伴

い有意な増加が認められた (Figure 6)。ヒトにおいても高齢者における TXA2 及

び PGI2 の尿中代謝物の増加が報告されている(Vericel et al., 1988)。血小板及び内

皮細胞における COX-1/2 及び各種プロスタノイドシンターゼの発現に関しては

加齢による増加が報告されており(Matz et al., 2000; Feletou et al., 2010)、これが

ラットやヒトにおける加齢に伴う TXA2 及び PGI2 の産生増加に寄与していると

推察される。老齢ラットにおいて ASP6537 及びアスピリンはいずれも血中 TXA2

代謝物濃度を低下させた。ASP6537 は PGI2 代謝物濃度に対しては有意な低下作

用を示さなかったが、アスピリンは 100 mg/kg, p.o.以上の用量で有意に血中 PGI2

代謝物濃度を低下させた (Figure 6)。以上から、ASP6537 は老齢ラットにおいて

もアスピリンに比べてより選択的に TXA2 の産生を抑制することが明らかと

なった。 

ASP6537 の方がより TXA2 産生抑制への選択性が高かったものの、ASP6537

及びアスピリンのいずれも TXA2/PGI2 産生抑制作用用量の乖離は正常ラットに
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比べて老齢ラットで大きくなっていた。ラットにおいて、若齢では血管での

COX-2 は検出限界以下のレベルでしか存在しないが、老化に伴い著しく増加す

る(Heymes et al., 2000; Matz et al., 2000)。さらに、誘導された COX-2 は、PGI2 合

成酵素と優先的にカップリングするため、COX-1 よりもより優位に PGI2 生合成

を促進すると考えられている(Ruan et al., 2011)。ASP6537 及び低用量のアスピリ

ンは、加齢により発現誘導された COX-2 を阻害しなかったため、両化合物とも

若齢ラットに比べて老齢ラットで TXA2/PGI2 阻害用量の乖離が大きくなったと

推察される。 

以上の結果から、生理的条件下、COX-2 誘導下のいずれにおいてもアスピリ

ンと比較して、COX-1 選択的化合物である ASP6537 は TXA2/PGI2 バランスを調

整し、より PGI2 優位に作用することが明らかとなった。ACS 患者は高齢者が多

いこと、並びに血管障害に伴う COX-2 の発現増強が起こっていることが想定さ

れるため、ASP6537 は ACS 患者においても同様に、TXA2 をより選択的に阻害

し、PGI2 優位に作用することが期待される。以上、ASP6537 はアスピリンジレ

ンマを起こすことなく、心血管イベント予防を目的として使用できる可能性が

考えられる。 
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第 2 章 血小板凝集並びに血栓形成に対する ASP6537 の作用 

第 1 節 緒言 

血小板接着及び凝集は、血栓症の発症において重要な役割を果たしており、

アスピリン及び P2Y12 阻害薬 (クロピドグレル、プラスグレル、チカグレロル) 

などの抗血小板薬は、ACS の治療に広く用いられている(Lopes, 2011; 2017; 

Angiolillo et al., 2017)。アスピリンは、血小板 COX-1 阻害作用を介して TXA2 の

産生を抑制することで抗血小板作用を発揮し、ACS 患者における虚血性イベン

トを抑制する(Awtry and Loscalzo, 2000)。一方、アスピリン単独では、高リスク

患者の虚血性イベントを予防するには薬効が十分ではないことも知られている

(Collaboration, 2002; Patrono et al., 2005; Lopes, 2011)。 

活性化血小板から放出されるADPは血小板の細胞膜にあるADP受容体P2Y12

を介して、さらなる血小板凝集を引き起こす。クロピドグレル及びプラスグレル

などのチエノピリジン系抗血小板薬は、P2Y12 への ADP の結合を不可逆的に阻

害することで、血小板凝集を阻害し、心筋梗塞または一過性脳虚血発作の予防に

有効であることが報告されている(Patrono et al., 2005)。P2Y12 阻害薬とアスピリ

ンとの併用投与は、冠状動脈疾患、虚血性脳血管疾患、末梢動脈疾患及びアテ

ローム血栓性疾患のリスクが高い患者の虚血性イベントの発症リスクを低減す

ることが種々の臨床試験で明らかにされているが(Markus et al., 2005; Bhatt et al., 

2007; Connolly et al., 2009; Squizzato et al., 2017)、同時に重大な出血リスクも上昇

する(Diener et al., 2004; Connolly et al., 2009; Zhou et al., 2012; Degrauwe et al., 2017)。 

本章では、ASP6537 の in vitro/ex vivo 血小板凝集阻害作用を明らかにするとと

もに、種々の血栓モデルで抗血栓作用を評価し、抗血小板薬としての有用性につ

いて検討した。また、ASP6537 と P2Y12 阻害薬クロピドグレルの併用効果につい

て、モルモット塩化鉄誘発動脈血栓モデルを用いて検討した。 
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第 2 節 実験材料及び方法 

2-1 実験材料 

本試験に用いた薬物及び試薬は以下の通りである。 

ASP6537 はアステラス製薬株式会社にて合成した。アスピリンは Sigma-

Aldrich Co. (St Louis, MO, USA)、クロピドグレル硫酸塩は、Apin Chemicals, Ltd. 

(Oxfordshire、UK)、アラキドン酸は Biopool (Bray, Co., Wicklow, Ireland)、Type I 

collagen from equine tendon (Collagen reagent Horm®)は Moriya (Tokyo, Japan)、ADP

は、MC Medical (Tokyo, Japan) よりそれぞれ購入した。 

 

2-2 実験動物 

雄性 Hartley モルモット (SLC Japan, Inc., Tokyo, Japan) 及び雄性 Wistar ラット 

(Clea Japan Inc., Tokyo, Japan) を使用した。いずれの試験においても、実験前に

一晩絶食させた上で実験に用いた。すべての動物実験は、アステラス製薬株式会

社の動物倫理委員会の規則に基づいて実施した。 

 

2-3 In vitro 血小板凝集阻害作用 

ASP6537及びアスピリンはDMSOに溶解し、トリス緩衝生理食塩水で希釈し、

最終濃度 1% DMSO になるよう調整した。 

2-3-1 ヒト血小板を用いた in vitro 血小板凝集アッセイ 

3.2％クエン酸三ナトリウム溶液を 10％ (v/v) になるよう充填したプラス

チックシリンジを用いて、健常人ボランティアから 50 ml の血液を採取した。被

験者は、採血前に少なくとも 1 週間、医薬品を服用していないことを条件とし

た。全血を 160×g (Kubota 2420) で 10 分間遠心分離することにより PRP を調製

し、PRP をさらに 1,800×g で 10 分間遠心分離することにより、PPP を得た。自

動細胞カウンター (MEK-6258) を用いて血小板数を測定し、PRP を同一検体由
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来の PPP で希釈することにより、血小板数を 3×105 /μl に調整した。血小板数を

調整した PRP をガラスキュベットに分注し、被験薬を添加して 37℃で 1 分間プ

レインキュベート後、アラキドン酸 (0.5-1.0 mM)、コラーゲン (0.25〜0.5 μg/ ml) 

または ADP (5 μM) を添加することにより、血小板凝集を誘導した。血小板凝集

率は血小板凝集能測定装置 (MCM Hema Tracer 212, MC Medical) を用いて測定

し、凝集惹起剤添加後 5 分間 (アラキドン酸及び ADP) または 10 分間 (コラー

ゲン) における最大凝集率を指標とし、被験薬の血小板阻害活性 (IC50) を算出

した。本試験は、アステラス製薬株式会社ヒト組織研究実施規程に則り、ヒト組

織研究倫理審査委員会の承認の元、実施した。 

 

2-3-2 モルモット/ラット血小板を用いた in vitro 血小板凝集 

モルモット/ラットを一晩絶食し、3.2％クエン酸三ナトリウム溶液を 10％ 

(v/v) になるよう充填したプラスチックシリンジを用いてジエチルエーテル麻

酔下にて腹部大動脈より採血した。全血を 189×g にて 7 分間遠心分離すること

で PRP を採取し、PRP をさらに 1406×g にて 10 分間遠心分離することで PPP を

採取した。自動細胞カウンターを用いて血小板数を測定し、PRP を同一個体の

PPP で希釈することで血小板数が 3×105 /μl になるよう調製した。血小板数を調

整した PRP に被験薬を添加し、37℃で 1 分間プレインキュベート後、0.5 μg/ml 

(モルモット) または 5-10 μg/ml (ラット) のコラーゲンを添加して、血小板凝集

を誘導した。コラーゲン添加後 10 分間における最大凝集率を指標とし、被験薬

の血小板阻害活性 (IC50) を算出した。 

 

2-4 モルモット/ラット ex vivo 血小板凝集 

被験薬は、使用前に 0.5％ MC 溶液に溶解または懸濁させた。一晩絶食させた

モルモット/ラットに被験薬または溶媒 (0.5％ MC 溶液) を 5 ml/kg となるよう
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に経口投与し、ASP6537 及びアスピリンは 1 時間後、クロピドグレルは 2 時間

後に、3.2％クエン酸三ナトリウム溶液を 10％ (v/v) になるよう充填したプラス

チックシリンジを用いてジエチルエーテル麻酔下にて腹部大動脈より採血した。

2-3-2 と同様の方法にて PRP を調整し、コラーゲンを 0.5 μg/ml (モルモット) ま

たは 5-10 μg/ml (ラット)、もしくは ADP を 1 μM の濃度になるように添加するこ

とで血小板凝集を惹起した。コラーゲンは添加後 10 分間、ADP は添加後 5 分間

における最大凝集率を指標とし、被験薬の評価を行った。 

 

2-5 モルモット電気刺激誘発頸動脈血栓モデル 

ASP6537 及びアスピリンは、使用前に 0.5％MC 溶液に懸濁させ、血栓惹起 1

時間前に、絶食したモルモットに経口投与した。モルモットをケタミン (40 

mg/kg, i.p.; Katalar®, Sankyo Co., Tokyo, Japan) 及びキシラジン  (5 mg/kg, i.p.; 

Seractal®, Bayer Co., Leverkusen, Germany) にて麻酔し、頸部を切開して左頸動脈

を周囲組織より剥離した。直径 1.5 mm の Doppler flow probe (DBF-10R, Primetech 

Co., Tokyo, Japan) を剥離した頸動脈に装着した後、動脈を 2 mA、30 秒間電気刺

激して、血管障害を起こした。頸動脈の血流はドップラー血流速度計 (PDV-20; 

Crystal Biotech America, Hopkinson, MA, USA) を用いてモニターし、ポリグラフ

にて 20 分間記録した。頸動脈が閉塞し血流が停止するまでの時間を、閉塞時間 

(TTO; time to occlusion) として記録し、抗血栓作用の指標とした。血流が 20 分

以上停止しなかった個体は、TTO を 20 分として統計解析を行った。 

 

2-6 ラット動静脈シャント血栓モデル及び出血時間に対する作用 

2-6-1 ラット動静脈シャント血栓モデル (Arterio-venous shunt model: A-V shunt 

model) 

ASP6537 及びアスピリンは、使用前に 0.5％MC 溶液に懸濁させ、血栓惹起 1
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時間前に、ラットに経口投与した。ウレタン (0.96 g/kg, i.p.) 麻酔下で頸部を切

開し、左頸動脈及び右頸静脈を 1 cm 程度、周囲の組織から剥離し、絹糸を含

むシャントチューブに接続して、頸動脈-頸静脈シャントを作成し、15 分間血

液を灌流することで血栓を形成させた (Figure 7)。 

 
Figure 7. Experimental protocol for the arteriovenous shunt model and bleeding 
time in rats. 

 

絹糸をシャントから抜き取り、凝固していない血液を生理食塩水で洗い流し

た後、糸に付着した血栓を 0.5 M 水酸化ナトリウム水溶液 2 ml に溶解してタ

ンパク質濃度を測定し、付着した血栓量の指標とした。タンパク質濃度は、DC 

protein assay kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) を用いて測定した。 

なお、シャントは長さ 10 cm の SP67 チューブ ([I.D. 0.97 mm, O.D. 1.27 mm]; 

Natsume, Tokyo, Japan) に絹糸 (No. 1; Shin-Ei Ika Kogyo, Tokyo, Japan) をチュー

ブ内の長さが 9 cm となるように挿入し、SP67 チューブの両端にそれぞれ、12 

cm の長さの PE-50 ([I.D. 0.58 mm, O.D. 0.965 mm]; Becton Dickinson, NJ, USA) を

接続することで作成した。絹糸に近い方の PE-50 チューブを頸動脈に、反対側

を頸静脈に挿入して血液を灌流した (Figure 8)。 

 

Figure 8. Schema of A-V shunt tube. 
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2-6-2 出血時間 

血液をシャントに灌流し始めると同時に、Surgicutt® template bleeding device 

(International Technidyne, NJ, USA) で左足の裏に切傷を作成した。切開部から流

出した血液を 30 秒ごとに濾紙で吸い取り、出血が止まるまでの時間を測定した。

15 分以上出血が止まらなかった個体は、出血時間 15 分として統計解析を行っ

た。 

 

2-7 モルモット塩化鉄誘発腹部大動脈血栓モデル 

本モデルは、ラット塩化鉄誘発血栓モデルを参考にして作成した(Kurz et al., 

1990; Gaddam et al., 2002)。 

被験薬は、使用前に 0.5％MC 溶液に懸濁もしくは溶解し、ASP6537 及びアス

ピリンは血栓惹起 1 時間前に、クロピドグレルは血栓惹起 2 時間前にモルモッ

トに経口投与した。モルモットを血栓惹起の 15 分前にペントバルビタールナト

リウム (30 mg/kg, i.p.) を用いて麻酔し、開腹して腹部大動脈を 1 cm 程度、周辺

組織から剥離した。単離した血管の下にパラフィルムを敷き、10% FeCl3 に浸漬

した濾紙 (5 mm×4 mm, Advantec; Tokyo, Japan) を血管表面に 10 分間接触させる

ことで血栓を惹起し、濾紙を取り除いた。濾紙を除去してから 45 分後に障害部

位を摘出し、血管内の血栓を取り出した (Figure 9)。凝固していない血液を生理

食塩水で洗い流した後、0.5 M 水酸化ナトリウム水溶液 200 μl に溶解してタンパ

ク質濃度を測定し、血栓量の指標とした。タンパク質濃度は、DC protein assay kit 

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) を用いて測定した。 
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Figure 9. Experimental protocol for the guinea pig model of FeCl3-induced arterial 

thrombosis. 

 

2-9 統計学的解析 

In vitro 血小板凝集試験における IC50 値及び 95％信頼区間は、logistic 回帰分

析を用いて計算した。 

Ex vivo 血小板凝集、ラット動静脈シャント血栓モデル/モルモット塩化鉄誘発

腹部大動脈血栓モデルにおける血栓量についての実験成績は、平均値±SEM で示

し、統計学的有意性に関しては、Student’s paired t-test もしくは Dunnett’s multiple 

comparison test より最適な手法を選択して行った。また、クロピドグレルとの

ASP6537 の相加効果については、溶媒+クロピドグレル 1 mg/kg, p.o. 群を対照と

した Dunnett’s multiple comparison test 並びに二元配置分散分析  (two-way 

ANOVA) を用いて統計解析を行った。 

モルモット電気刺激誘発頸動脈血栓モデルにおける血管閉塞時間及びラット

における出血時間については、個体ごとの個別値と群ごとの中央値にて表示し、

統計学的有意性に関しては、Steel’s test を用いた。いずれも、P 値<0.05 を有意水

準とした。 

 

第 3 節 実験成績 

3-1 In vitro 血小板凝集阻害作用 

3-1-1 ヒト血小板を用いた in vitro 血小板凝集 

-1 h
(ASP6537, Aspirin) 55 min

Test agent p.o.
(Vehicle:0.5%MC)

10% FeCl3

0 10 min

Light shielding
Thrombus sampling

-2 h
(Clopidogrel
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ASP6537 及びアスピリンのヒト血小板凝集に対する IC50 値を Table 3 に示し

た。ASP6537 及びアスピリンは、アラキドン酸及びコラーゲン誘発血小板凝集

を阻害したが、ADP 誘発血小板凝集は阻害しなかった。 

 
Table 3. Inhibitory effects of ASP6537 and aspirin on platelet aggregation in human 
PRP 

 
Inducers 
 

Geometric mean of IC50 value (µM) 
(95% confidence intervals) 

ASP6537 Aspirin 

Arachidonic acid 0.0666 
(0.0595–0.0745) 

342 
(278–420) 

Collagen 0.0666 
(0.0366–0.121) 

232 
(72.4–743) 

ADP >10 >1000 

Data were calculated from 4 separate experiments. 

 

3-1-2 モルモット/ラット血小板を用いた in vitro 血小板凝集 

ASP6537 及びアスピリンのモルモットまたはラット血小板における in vitro 血

小板凝集に対する IC50値を Table 4 に示した。ASP6537 及びアスピリンは、モル

モット・ラットいずれの動物種においても、コラーゲン誘発血小板凝集を阻害し

た。 

 

Table 4. Inhibitory effects of ASP6537 and aspirin on collagen-induced platelet 
aggregation in guinea pig and rat PRP 

 
Animal species 
 

 Geometric mean of IC50 value (µM) 
(95% confidence intervals) 

n ASP6537 Aspirin 
Guinea pig 5 0.00835 

(0.00230-0.0303) 
42.3 

(28.0-63.8) 
Rat 4 9.46 

(5.64–15.9) 
171 

(144–204) 
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3-2 Ex vivo 血小板凝集 

3-2-1 モルモット ex vivo 血小板凝集に対する ASP6537 及びアスピリンの阻害

作用 

モルモット ex vivo における ASP6537 及びアスピリンの血小板凝集阻害作用

を Figure 10 に示した。いずれの化合物も、コラーゲン誘発血小板凝集を用量依

存的に阻害し ASP6537 は 3 mg/kg, p.o.、アスピリンは 100 mg/kg, p.o.以上の用量

で有意な差が認められた。 

 
Figure 10. Effect of ASP6537 and aspirin on platelet aggregation induced ex vivo 
by collagen in guinea pigs.  
Data represent the mean ± SEM of 5 animals. *P < 0.05, **P < 0.01 in comparison with 
the vehicle-treated group (Dunnett’s multiple comparison test). 
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3-2-2 モルモット ex vivo 血小板凝集に対するクロピドグレルの阻害作用 

モルモット ex vivo におけるクロピドグレルの血小板凝集阻害作用を Figure 11

に示した。クロピドグレルは、コラーゲン及び ADP いずれの凝集惹起物質の場

合においても血小板凝集を用量依存的に阻害し、コラーゲン誘発血小板凝集に

ついては 30 mg/kg, p.o.、ADP 誘発血小板凝集については 3 mg/kg, p.o.以上の用

量で有意な差が認められた。 

 
Figure 11. Effect of clopidogrel on platelet aggregation induced ex vivo by ADP and 
collagen in guinea pigs.  
Data represent the mean ± SEM of 4 animals. **P < 0.01 in comparison with the vehicle-
treated group (Dunnett’s multiple comparison test). 
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3-2-3 ラット ex vivo 血小板凝集阻害 

ラット ex vivo における ASP6537 及びアスピリンの血小板凝集阻害作用を

Figure 12 及び 13 に示した。いずれの化合物も、コラーゲン誘発血小板凝集を用

量依存的に阻害し、ASP6537 は 10 mg/kg, p.o.、アスピリンは 30 mg/kg, p.o.以上

の用量で有意な差が認められた。 

 

Figure 12. Effect of ASP6537 on platelet aggregation induced ex vivo by collagen in 
rats.  
Data represent the mean ± SEM. of 4 animals. **P < 0.01 in comparison with the vehicle-
treated group (Dunnett’s multiple comparison test). 

 

Figure 13. Effect of Aspirin on platelet aggregation induced ex vivo by collagen in 
rats.  
Data represent the mean ± SEM. of 5 animals. *P < 0.05, **P < 0.01 in comparison with 
the vehicle-treated group (Dunnett’s multiple comparison test).  
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3-3 モルモット電気刺激誘発頸動脈血栓モデル 

モルモット電気刺激誘発頸動脈血栓モデルにおける ASP6537 及びアスピリン

の TTO を Figure 14 に示した。Vehicle 群においてはいずれの個体でも、電気刺

激後に頸動脈血流が徐々に減少し、10 分以内に閉塞した。ASP6537 では用量依

存的に TTO の延長が認められ、3 mg/kg, p.o.以上の用量で有意な TTO の延長が

認められた。一方、アスピリンでは用量依存的に TTO を延長する傾向は認めら

れたものの、300 mg/kg, p.o.においても有意な差は認められなかった。 

 
Figure 14. Antithrombotic effects of ASP6537 and aspirin in an electrically induced 
carotid arterial thrombosis model in guinea pigs. 
The effects of ASP6537 and aspirin on time to occlusion (TTO) in an electrically induced 
carotid arterial thrombosis model in guinea pigs were evaluated at the indicated doses of 
the two drugs. TTO longer than 20 min was recorded as 20 min for statistical analysis. 
Circles represent the TTO in each animal. Bars indicate the median values in each 
experimental group (n=6). Statistical analyses were performed using Steel’s test. *P < 
0.05, **P < 0.01 compared with the control group. 
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3-4 ラット動静脈シャント血栓モデル及び出血時間に対する作用 

ラット動静脈シャント血栓モデルにおける ASP6537 またはアスピリンの作用

を Figure 15A 及び B に示した。ASP6537 及びアスピリンは、いずれも用量依存

的に絹糸に付着した血栓の量を減少させ、ASP6537 は 3 mg/kg, p.o.、アスピリン

は 100 mg/kg, p.o.以上の用量で有意な差が認められた。 

ラット足底切創出血時間に対する ASP65371 及びアスピリンの作用を Figure 

15C 及び D に示した。いずれの化合物も投与された用量範囲では出血時間を延

長しなかった。 
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Figure 15. Antithrombotic effects of (A) ASP6537 and (B) aspirin in reducing the 
thrombus protein content after oral administration in the rat arteriovenous shunt 
thrombosis model, and effects of (C) ASP6537 and (D) aspirin on bleeding time in 
rats after a single administration. 
(A), (B): Data represent the mean ± SEM of 5 animals. *P < 0.05, **P < 0.01 compared 
with the vehicle-treated group (Dunnett’s multiple comparison test). (C), (D): Circles and 
squares represent the bleeding time of each animal. Bars indicate the median values in 
each experimental group. Each group consists of 5 animals. Statistical analyses were 
performed using Steel’s test compared with the vehicle-treated group. 
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3-5 モルモット塩化鉄誘発腹部大動脈血栓モデル 

モルモット塩化鉄誘発腹部大動脈血栓モデルにおける ASP6537、アスピリン

及びクロピドグレルの単独投与での抗血栓作用を Figure 16A に示した。いずれ

の化合物も、用量依存的に形成された血栓の量を減少させ、ASP6537 は 3 mg/kg, 

p.o.、アスピリンは 100 mg/kg, p.o.、クロピドグレルは 3 mg/kg, p.o.以上の用量で

有意な差が認められた。 

クロピドグレル 1 mg/kg, p.o.と併用した場合の ASP6537 の効果を Figure 16B

に示した。ASP6537 はクロピドグレル 1 mg/kg, p.o.単独投与と比較して、用量依

存的に血栓形成を阻害し、1 mg/kg, p.o.以上の用量で有意な作用を示した。また、

二元配置分散分析により、ASP6537 単独群とクロピドグレル併用群において有

意な交互作用が認められなかったことから、ASP6537 はクロピドグレルに対し

て相加的な作用を有していることが示唆された。 
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Figure 16. (A) Antithrombotic effects of ASP6537, aspirin, and clopidogrel after 
single administration, and (B) additive antithrombotic effect of ASP6537 with 
clopidogrel in a FeCl3-induced arterial thrombosis model.  
Data represent the mean ± SEM of 5 animals. In the single administration study: **P < 
0.01 when compared with the vehicle-treated group. In co-administration of ASP6537 
with clopidogrel: ##P < 0.01 when compared with vehicle (0.5% MC solution) + 
clopidogrel 1 mg/kg co-administered group. 
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第 4 節 考察 

本章では ASP6537 及びアスピリンの抗血小板凝集作用並びに抗血栓作用に関

して諸種モデルを用いて検討した。また、臨床において ASP6537 は P2Y12 受容

体阻害薬と併用される可能性が高いことから、クロピドグレルとの併用効果に

ついても検討した。 

In vitro ヒト血小板凝集試験において、ASP6537 及びアスピリン共に ADP 誘

発血小板凝集は阻害しなかったが、アラキドン酸及びコラーゲン誘発血小板凝

集は阻害した。ASP6537 はアスピリンと比較して、アラキドン酸凝集を IC50 比

で約 5100 倍、コラーゲン凝集を IC50 比で 3400 倍以上強力に阻害した。モルモッ

ト及びラット血小板を使用した in vitro コラーゲン誘発血小板凝集試験において

もアスピリンより強力な作用が認められたが、ASP6537 のラット血小板凝集阻

害活性は、ヒト及びモルモットに比して弱く、これは種差によるものと考えられ

た。 

電気刺激誘発頸動脈血栓モデルは、抗血小板薬の評価に広く汎用されている

(Kawasaki et al., 1998; Mousa et al., 1999; Lorrain et al., 2004; Wong et al., 2009)。

ASP6537 は、モルモット電気刺激誘発頸動脈血栓モデルにおいて強力な抗血栓

作用を示し、用量依存的に TTO 延長し、3 mg/kg, p.o.以上の用量で有意差が認め

られた。3 mg/kg, p.o.は ASP6537 がモルモット血小板凝集を有意に阻害する用量

と同等である。一方、アスピリンは TTO を延長する傾向は認められたものの、

300 mg/kg, p.o.においても有意な差は認められなかった。アスピリンはモルモッ

ト血小板凝集を 100 mg/kg, p.o.以上の用量で阻害するため、モルモット電気刺激

誘発頸動脈血栓モデルでの抗血栓用量との間に乖離が認められる。電気刺激誘

発頸動脈血栓症モデルにおいて、アスピリンの薬効が不十分であることは他の

研究グループからも報告されている (Mousa et al., 1999; Lorrain et al., 2004)。アス

ピリンにおいて認められる電気刺激誘発血栓形成阻害作用と抗血小板作用との
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乖離の理由については明らかになっていないが、第 1 章で検証したように、

ASP6537 は COX-1 選択性が高く、TXA2 産生をより選択的に抑制でき、且つそ

のような乖離が認められないことから、アスピリンの高用量投与時における血

管壁からの PGI2 産生抑制作用 (アスピリンジレンマ) が乖離の一因となってい

る可能性が考えられる。 

ラット A-V シャントモデルは、血栓症予防を目的とした薬剤の評価に広く使

用されている血栓モデルであり、アスピリン、P2Y12 阻害薬などの抗血小板薬や

Factor Xa 阻害薬などの抗凝固薬が、このモデルにて有効性を示す(Iwatsuki et al., 

2011; Sugidachi et al., 2013; Perzborn et al., 2015)。 

ASP6537 及びアスピリン共に本モデルにおいて、用量依存的な血栓形成阻害

作用を示し、ASP6537 は 3 mg/kg, p.o.、アスピリンは 100 mg/kg, p.o.以上の用量

で有意であった。ASP6537 はラット ex vivo 血小板凝集試験において 10 mg/kg, 

p.o.より抗血小板活性を示したため、ラット抗血小板作用とラット A-V シャント

モデルでの最小有効用量に乖離があるように考えられるが、ASP6537 3 mg/kg, 

p.o.投与時におけるラット ex vivo 血小板凝集阻害率は約 45％、モルモット血栓

モデルの最小有効用量 3 mg/kg, p.o.における ex vivo モルモット血小板凝集阻害

率は約 47％であることから、統計学的な有意差はないものの、ASP6537 3mg/kg, 

p.o.はラットにおいても薬理学的に血栓形成阻害を示すのに十分な用量であっ

たと考えられる。アスピリンは、ラット ex vivo 血小板凝集阻害試験における抗

血小板作用と同等の用量でラット A-V シャントモデルにおける抗血栓作用を示

している。なお、同一個体を用いて足底切創からの出血時間を測定したが、

ASP6537 及びアスピリンとも、本試験で抗血栓作用を検討した用量範囲では出

血時間を延長しなかった。 

つぎに、ASP6537、アスピリン及びクロピドグレルの抗血栓作用をモルモット

FeCl3 誘発血栓モデルで検討した。いずれの薬剤も用量依存的な血栓量低下作用
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を示し、ASP6537 は 3 mg/kg, p.o.、アスピリンは 100 mg/kg, p.o.、クロピドグレ

ルは 3 mg/kg, p.o.以上の用量で有意であった。これらの最小有効用量は ASP6537

とアスピリンは、コラーゲン誘発血小板凝集阻害作用と同等の用量、クロピドグ

レルは ADP 誘発血小板凝集阻害作用と同等の用量であった。 

しかし、ASP6537 投与群とアスピリン投与群の血栓量を比較すると、それぞ

れ中用量群 (ASP6537 3 mg/kg, p.o.、アスピリン 100 mg/kg, p.o.) では平均血栓量

がほぼ同等であったのに対し、高用量群 (ASP6537 10 mg/kg, p.o.、アスピリン 300 

mg/kg, p.o.) ではアスピリンの平均血栓量が ASP6537 の約 2 倍であった。すなわ

ち、アスピリンでは高用量において頭打ち傾向があると考えられる。実際、モル

モットの電気刺激誘発腸間膜動脈血栓症モデルにおいて、アスピリンの抗血栓

効果が 100 mg/kg, p.o.でプラトーに達することが報告されている(Fujitani et al., 

1986; Sakata et al., 2013)。ただし、今回試験実施したモデルにおいても電気刺激

誘発腸間膜動脈血栓症モデルと同様、アスピリンの薬効が頭打ちになるか否か

について検討するためには、さらなる高用量の評価が必要である。ASP6537 と

アスピリンの最大薬効に差が生じるメカニズムは不明であるが、前述の電気刺

激誘発血栓モデル評価結果同様、ASP6537 では COX-1 選択性が高く TXA2 産生

をより選択的に抑制できることが、アスピリンのような頭打ち現象が起こらな

い要因になっている可能性が考えられる。 

本章では、3 種類の血栓モデルを用いて、ASP6537 とアスピリンの抗血栓作

用を比較検討した。電気刺激誘発血栓モデルにて形成される血栓は、主に血小板

とフィブリンでできているが(Kawasaki et al., 1993)、A-V シャントモデル並びに

塩化鉄誘発血栓モデルにて形成される血栓は主にフィブリン、赤血球、血小板の

混合物である(Vogel et al., 1989; Peters et al., 1991; Eckly et al., 2011)。また、その血

栓形成過程もモデルによって異なる。電気刺激誘発血栓モデルにおいては、電気

刺激をした部位の血管平滑筋細胞が障害されるとともに損傷した内皮細胞が管
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腔に露出し、露出した障害部位に血小板が接着し、そして重合することで血小板

リッチな血栓が形成される(Carmeliet et al., 1997)。A-V シャントモデルでは、絹

糸への血小板の接着から始まり、活性化された血小板が重合してできる血小板

凝集塊が凝固カスケードを活性化し、赤血球及びフィブリンを巻き込んで血栓

が成長する(Vogel et al., 1989; Peters et al., 1991)。塩化鉄誘発血栓モデルでは、FeCl3

が血管壁を通って内皮細胞まで浸透し、活性酸素を発生させることで血管内皮

細胞を障害する。障害された内皮細胞は管腔に露出し、その内皮細胞に血小板が

付着して血栓の形成が始まる。同時に障害された内皮細胞が Tissue 

factor/thrombin を産生して凝固カスケードを活性化し、結果として血小板、赤血

球及びフィブリンから成る血栓が形成される(Eckly et al., 2011)。ASP6537 はこれ

らすべてのモデルにおいて抗血栓作用を示したことから、臨床においても、高血

糖に起因する血管内皮細胞障害、高血圧に伴うシェアストレス増加による血小

板活性化及びステントなどの血管内異物に対する反応など、様々な病態生理学

的状態において血栓形成を阻害することが期待される。また、血管内皮細胞の障

害を伴う電気刺激誘発血栓モデル及び塩化鉄誘発血栓モデルにおいて、高用量

アスピリンは明確な効果を示さなかったが、血管障害を伴わない A-V シャント

モデルにおいては明らかな効果を示した。各種モデルの血栓形成部位における

COX-2 の発現を精査する必要はあるが、高用量のアスピリンが障害された内皮

細胞 (もしくは血管平滑筋細胞) における COX-2 の作用を阻害し、結果として

PGI2 の産生を低下させることで、TXA2 阻害に基づく抗血栓作用が相殺されてい

る可能性も考えられる。 

ASP6537 及びクロピドグレルの併用効果は、モルモット FeCl3 誘発血栓モデ

ルを用いて検討した。ASP6537 はクロピドグレル 1 mg/kg, p.o.との併用において

血栓のタンパク質含量を用量依存的に減少させ、1 mg/kg, p.o.以上の用量で有意

であった。また、ASP6537 とクロピドグレルとの併用効果は相加的であった。以



41 
 

上、臨床においても ASP6537 及びクロピドグレルの併用投与は、より強い抗血

栓作用を示すことが期待される。一方、アスピリンとクロピドグレルの併用投与

は臨床における出血リスクの増大が懸念されている(Zhou et al., 2012; Thomson 

and Anderson, 2013)。ASP6537 及びクロピドグレルの併用投与による出血リスク

評価は、今後臨床試験にて確認する必要がある。 
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第 3 章 新生内膜形成に対する ASP6537 の作用 

第 1 節 緒言 

虚血性心疾患の治療の一つとして、動脈硬化やアテローム血栓などにより狭

窄または閉塞した冠動脈を拡張あるいは再建し、血流を回復させる治療が行わ

れている。主にカテーテルによる冠動脈形成術と外科的に新しい血管をつなげ

て冠動脈血流を再建する冠動脈バイパス術が存在するが、特に侵襲度の低い PCI

を行う患者が増えている(Buntaine et al., 2016; Doenst et al., 2016)。 

PCI では、冠動脈狭窄部位にバルーンカテーテルを挿入し、バルーンを膨らま

せることによって狭窄部を直接拡張した後、ステントと呼ばれる小さな金属製

の筒を狭窄部に留置することで血流を確保するのが一般的である。PCI において

は、術中またはステント挿入後に発生する急性閉塞性血栓症と、回復の過程で発

生する新生内膜過形成に起因する血管内腔の再狭窄がしばしば問題となる。血

管内に留置されたステントそのもの及び血管拡張術によって物理的に障害され

た内皮細胞と血小板との相互作用により、血管壁やステントへの血小板接着が

起こり、血小板のさらなる活性化及び凝集を引き起こす。活性化した血小板は凝

固カスケードも活性化し、結果として急性閉塞性血栓症が引き起こされる

(Gillette et al., 2016)。また、血小板の活性化は白血球遊走を誘導する。病変部位

に集積した活性化血小板及び白血球によって放出される成長因子及びサイトカ

インは、血管平滑筋細胞の遊走及び増殖を引き起こし、結果として新生内膜形成

が促進され、血管の再狭窄をもたらす(Luscher et al., 2007; Qiu et al., 2014)。 

PCI 後の急性血栓症予防を目的として、アスピリンと P2Y12 受容体阻害薬の併

用療法がガイドラインにて推奨されている(Mehran et al., 2013; Reejhsinghani and 

Lotfi, 2015; Sommer and Armstrong, 2015)。向血栓性の TXA2 と抗血栓性 PGI2 のバ

ランスは、血栓形成だけでなく新生内膜過形成においても中心的な役割を果た

している(Craven et al., 1996; Zucker et al., 1998; Clapp et al., 2002; Fujino et al., 2002; 
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Imai et al., 2007; Feng et al., 2016)。第 1 章にて検証したとおり、ASP6538 はより

TXA2 選択的な産生抑制作用を示すことから、新生内膜過形成に対しても抑制的

な作用を示すことが期待される。そこで、ASP6537 が血管損傷後の再狭窄に有

効であるか否かを検討するため、ラットバルーン障害誘発内膜肥厚モデルを用

いて、新生内膜形成に対する ASP6537 の作用を検討した。 

 

第 2 節 実験材料及び方法 

2-1 実験材料 

本試験に用いた薬物及び試薬は以下の通りである。 

ASP6537 はアステラス製薬株式会社にて合成した。アスピリン及びカプトプ

リルは、Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO, USA) より購入した。各被験薬は、投与

直前に 0.5％MC 溶液に溶解または懸濁させて使用した。 

 

2-2 実験動物 

雄性 Wistar ラットは Clea Japan Inc.(Tokyo, Japan）より購入し、餌及び水を自

由に摂取できる環境下にて飼育した。すべての動物実験は、アステラス製薬株式

会社の動物倫理委員会の規則に基づいて実施した。 

 

2-3 ラット頸動脈バルーン障害誘発内膜肥厚モデル 

ラットをペントバルビタール (50 mg/kg, i.p.) にて麻酔した後、頸部を切開し

て右頸動脈を周囲組織より剥離し、Indolfi らの報告の手順に従ってバルーン障

害を施した(Indolfi et al., 1995)。すなわち、バルーンを右頸動脈より導入し、大動

脈弓到達直前まで挿入した後、膨張させて頸動脈内腔を 3 回擦過することで血

管内膜を障害した。バルーンは 2F-Fogarty balloon catheter (Baxter, Deerfield, IL, 

US) を用いた。 
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ASP6537 (3、10、30 mg/kg, twice daily: bid)、アスピリン (30、100 mg/kg, once 

daily: od) またはカプトプリル (100 mg/kg, od) は、バルーン障害 1 日前から投与

開始し、14 日間毎日経口投与した。また、バルーン障害手術の日は、各薬物を

手術 1 時間前に投与した。 

バルーン障害手術から 14 日後、ラットをペントバルビタールにて麻酔し、太

めのカニューレを左心室に留置して、10 U/ml ヘパリン含有 PBS (pH 7.2) 150 ml

で全身灌流した。続いて 4％パラホルムアルデヒド含有 PBS 100 ml で灌流する

ことで血管を固定し、外頸動脈分岐部から心臓側に向かって約 1 cm の部位より

約 5 mm の動脈サンプルを切り出した。切り出した動脈は 4％パラホルムアルデ

ヒド含有 PBS にて後固定をした後、パラフィン包埋した。 

パラフィン包埋されたサンプルより 6 μm の厚さの切片を作成し、10 枚ごと

に 1 枚ずつ画像解析用切片として採取した。すなわち、60 μm ごとに 6 μm の切

片を切り出し、1 個体の動脈サンプルあたり 6-10 個の断面を採取した。切り出

した切片をヘマトキシリン及びエオシンで染色し、中央の 3 つの組織標本につ

いて、画像解析を実施し、その平均値を個体値として統計学的解析に用いた。 

画像解析は、NIH 画像解析システム (Image J image-processing program; National 

Institute of Mental Health, MD, USA) を内蔵した光学顕微鏡を用いて、盲検下で

行った。外弾性板 (EEL) 内側の面積、内弾性板 (IEL) 内側の面積及び管腔 

(Luminal area) の面積を測定し、中膜面積 (Medial area) は外弾性板と内弾性板に

挟まれる領域の面積として定義し、新生内膜面積 (Neointimal area) は内弾性板

内側で新生内膜により占められる面積と定義し、新生内膜面積と中膜面積の比 

(Intima/Media ratio: I/M ratio) を算出した。管腔の狭窄率 (Lumina stenosis) は、以

下の式によって計算した (Figure 17)。 

狭窄率 (%) = 新生内膜面積／内弾性板内側の面積×100 
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Figure 17. Calculation of luminal stenosis 
Luminal stenosis was calculated according to the following formula: intimal area / within 
IEL area×100. IEL: internal elastic lamina 

 

2-4. 統計解析 

実験成績は、平均値±SEM で示し、統計学的有意性に関しては、Student’s paired 

t-test もしくは Dunnett’s multiple comparison test より最適な手法を選択して行っ

た。いずれも、P 値<0.05 を有意水準とした。 

 

第 3 節 実験成績 

3-1 ラット頸動脈バルーン障害誘発内膜肥厚モデル 

血管の組織標本のヘマトキシリン-エオシン染色を施したときの典型例を

Figure 18 に示した。未処理群 (Figure 18A) に比べてバルーンにて擦過したコン

トロール群 (Figure 18B) では、顕著な新生内膜の形成が観察された。 
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Figure 18. Hematoxylin-eosin stained sections of rat carotid arteries after balloon 
injury.  
Sham-operated animals (A) and those treated with vehicle (B), ASP6537 at 30 mg/kg, bid 
(C), aspirin 100 mg/kg, od (D), and captopril 100 mg/kg, od (E). All agents were 
administered orally for 14 days. Bar: 100 μm 

 

また、ASP6537、アスピリン、カプトプリルの新生内膜面積、中膜面積、I/M 

ratio 及び狭窄率に対する作用を、Table 5 に示した。ASP6537 及びアスピリンは

用量依存的に、新生内膜面積、I/M 比及び狭窄率を低下させた。ASP6537 は新生

内膜面積及び I/M 比を 30 mg/kg, bid, 狭窄率を 10 mg/kg, bid 以上の用量で有意に

阻害した。アスピリンは新生内膜面積並びに I/M 比については 100 mg/kg, od ま

で有意な作用を示さなかったが、狭窄率については 100 mg/kg, od で有意な阻害

作用を示した。本モデルの陽性対照薬として用いたカプトプリルは、100 mg/kg, 

od の用量で新生内膜面積、I/M 比及び狭窄率に対して有意な阻害作用を示した。

中膜面積についてはいずれの被験薬も明らかな作用を示さなかった。 
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Table 5. Inhibitory effect of ASP6537 on neointima formation in rats. 

Treatment group 
Neointimal area 

(mm2) 

Medial area 

(mm2) 
I/M ratio 

Ratio of 

stenosis (%) 

Vehicle 0.153 ± 0.013 0.109 ± 0.004 1.40 ± 0.10 62.5 ± 2.6 

ASP6537 3 mg/kg, bid 0.148 ± 0.015 0.112 ± 0.004 1.31 ± 0.11 55.3 ± 3.0 

ASP6537 10 mg/kg, bid 0.130 ± 0.012 0.114 ± 0.004 1.14 ± 0.10 49.1 ± 3.5** 

ASP6537 30 mg/kg, bid 0.112 ± 0.006* 0.111 ± 0.003 1.01 ± 0.06* 43.7 ± 2.2** 

Aspirin 30 mg/kg, od 0.153 ± 0.013 0.115 ± 0.003 1.34 ± 0.13 59.7 ± 3.2 

Aspirin 100 mg/kg, od 0.134 ± 0.009 0.112 ± 0.005 1.18 ± 0.05 51.2 ± 2.3* 

Captopril 100 mg/kg, od 0.111 ± 0.012# 0.107 ± 0.004 1.02 ± 0.10# 43.1 ± 5.1## 

Mean ± SEM of 9 or 10 animals. *P < 0.05, **P < 0.01 vs. vehicle-treated group in the Dunnett’s 

multiple comparison test for ASP6537 or aspirin. #P < 0.05, ##P < 0.01 vs. vehicle-treated group in 

the Student’s t-test for captopril. 

 

第 4 節 考察 

本章では新生内膜形成に対する ASP6537 及びアスピリンの作用について、

ラット頸動脈バルーン障害誘発内膜肥厚モデルを用いて検討した。 

本モデルにおいて、ASP6537 は、新生内膜形成を阻害した。TXA2 や PGI2 に

代表されるプロスタグランジン類は、アテローム性動脈硬化症の患者や PCI 施

術後において増加することが報告されている(Braden et al., 1991; Belton et al., 

2000; Kearney et al., 2004)。また、血管平滑筋細胞 (Vascular smooth muscle cells: 

VSMC) の増殖は動脈硬化の進展や新生内膜過形成において重要な役割を果た

しているが、TXA2 は VSMC の増殖を促進し(Craven et al., 1996; Zucker et al., 1998; 

Fujino et al., 2002; Feng et al., 2016)、PGI2 は VSMC の増殖を阻害することがそれ

ぞれ報告されている(Clapp et al., 2002; Fujino et al., 2002; Imai et al., 2007)。 

第 1 章で検証した通り、ASP6537 は in vivo TXA2 産生を抑制した。また、選

択的 COX-1 阻害薬 SC-560 やアスピリンにおいても本試験と同様のバルーン障

害モデルや PCI 施術後の患者で、血中の TXA2 を低下させる(Connolly et al., 2002; 
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Kearney et al., 2004)。さらに、COX-1 阻害薬だけでなく、TXA2 阻害薬も様々な

モデルにおいて新生内膜形成を阻害することが報告されている(Pratico et al., 

2001; Connolly et al., 2002; Ishizuka et al., 2004)。以上の事から、ASP6537 はラッ

ト頸動脈バルーン障害誘発内膜肥厚モデルにおいて、TXA2 の産生を阻害するこ

とにより、血管内腔に遊走してきた VSMC の増殖を阻害し、新生内膜形成阻害

作用を示したことが示唆される。また、TXA2 は直接作用として VSMC の増殖を

促進するだけでなく、さらなる血小板の活性化を引き起こす。活性化した血小板

は血管障害部位に接着して各種成長因子を放出することで、血栓症の発症だけ

でなく、新生内膜の過形成にも関与すると考えられる(Clowes and Reidy, 1991; 

Ross, 1993)。臨床においても、ASP6537 などの COX-1 阻害薬は TXA2 産生と血

小板活性化を阻害することにより、PCI 後の急性閉塞性血栓のみならず、再狭窄

予防に有用である可能性が考えられる。 

前述の通り、PCI 後の急性血栓症予防を目的としてアスピリン及び P2Y12 阻害

薬の併用が推奨されている(Mehran et al., 2013; Reejhsinghani and Lotfi, 2015; 

Sommer and Armstrong, 2015)。第 2 章にて検証した通り、ASP6537 はモルモット

血栓モデルにおいて、P2Y12 阻害薬であるクロピドグレルに対して相加的な抗血

栓作用を示した。また、血管内膜肥厚モデルにおける両剤の併用効果は直接評価

していないが、ASP6537 はアスピリンより特異的かつ強力な COX-1 阻害薬であ

る。以上の事から、ASP6537 は、PCI 患者の治療においてアスピリンに代替でき

る抗血小板薬になることが期待される化合物である。  
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第 4 章 ASP6537 及びアスピリンの利便性及び副作用に対する比較検討 

第 1 節 緒言 

アスピリンは抗血小板薬として最も広く使用されている薬剤であるが、いく

つかの欠点がある。第一に、イブプロフェンなどの NSAID との相互作用が挙げ

られる。NSAID をアスピリンと共に投与すると、アスピリンの血小板阻害作用

が減弱する。アスピリンは血栓性イベント予防のため、長期間にわたり投与され

る薬剤であることから、この薬物相互作用は好ましくないと考えられる(Catella-

Lawson et al., 2001; Gaziano and Gibson, 2006; Anzellotti et al., 2011)。第二に、アス

ピリンによる抗血小板作用の非可逆性が挙げられる。アスピリン休薬後の血小

板凝集能の回復率は、3 日目で約 50％、4 日目で約 80％の患者にとどまり、これ

はアスピリンが血小板 COX-1 を非可逆的に阻害することに起因すると考えられ

る。このため、外科手術や抜歯など、出血リスクのある治療をする際には、7-10

日間の休薬期間が必要となり(Jimenez et al., 1992; Ferrandis et al., 2009)、その間の

血栓症発症リスクの増大が懸念される。第三に、長期間投与に伴う胃粘膜障害発

生率の増加が挙げられる。アスピリンに代表される非選択的 NSAIDs は胃粘膜

障害を引き起こす(Garcia Rodriguez and Hernandez-Diaz, 2004; Tomisato et al., 2004)。

1990 年代には、胃粘膜上皮の COX-1 を阻害することで、胃粘膜保護を担うプロ

スタグランジン類の産生を抑制し、結果的に胃粘膜保護作用が低下すると考え

られており(Kargman et al., 1996; Vane et al., 1998)、これが非選択的 NSAID に代わ

る抗炎症薬として選択的 COX-2 阻害薬の開発が活発化した要因であった。しか

し 2000 年代になり、選択的 COX-2 阻害薬だけでなく選択的 COX-1 阻害薬につ

いても、非選択的 COX 阻害薬に比べて胃粘膜障害作用が弱い、もしくは検出さ

れないことが報告された(Tanaka et al., 2002; Kakuta et al., 2008)。すなわち、アス

ピリンなどの非選択的 NSAID は COX-1/COX-2 の両方を阻害することで胃粘膜

保護作用を低下させ、胃粘膜障害を発症すると考えられ、選択性の高い COX-1
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阻害薬は胃粘膜障害を起こすことなく、心血管疾患患者の治療に使用できる可

能性があると考えられる。 

本章では、ASP6537 が上述したアスピリンの副作用並びに課題を有している

か否かについて検討することを目的として、イブプロフェンとの薬力学的相互

作用、抗血小板作用の可逆性及び胃粘膜障害促進作用について検討した。 

 

第 2 節 実験材料及び方法 

2-1 実験材料 

ASP6537 はアステラス製薬株式会社にて合成した。アスピリン及びイブプロ

フェンは Sigma-Aldrich Co. (St Louis, MO, USA) より、クロピドグレル硫酸塩は、

Apin Chemicals, Ltd. (Oxfordshire, UK) より購入した。各被験薬は、投与直前に

0.5％MC 溶液に溶解または懸濁させて使用した。 

 

2-2 実験動物 

雄性 Hartley モルモット (SLC Japan Inc., Tokyo, Japan) を使用した。イブプロ

フェンとの薬力学的相互作用及び抗血小板作用の可逆性試験については、実験

前に一晩絶食させた上で実験に用いた。胃粘膜障害促進作用試験については、実

験前 36 時間絶食及び 2 時間絶水の後、薬物の経口投与を行った。すべての動物

実験は、アステラス製薬株式会社の動物倫理委員会の規則に基づいて実施した。 

 

2-3 ASP6537 とイブプロフェンとの薬力学的相互作用検討 

一晩絶食したモルモットに溶媒またはイブプロフェン 30 mg/kg を 5 ml/kg と

なるように経口投与し、1 時間後に溶媒、ASP6537 30 mg/kg またはアスピリン

100 mg/kg を経口投与した。2 回目の薬剤投与から 8 時間後に、3.2％クエン酸三

ナトリウム溶液を 10％ (v/v) になるよう充填したプラスチックシリンジを用い
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てジエチルエーテル麻酔下にて腹部大動脈より採血した。第 2 章、第 2 節、2-3-

2 と同様の方法にて多血小板血漿 (Platelet rich plasma: PRP) を調整し、コラーゲ

ンを 0.5 μg/ml の濃度になるように添加することで血小板凝集を惹起した。コ

ラーゲン添加後 10 分間における最大凝集率を指標とし、各群の評価を行った。 

 

2-4 ASP6537 における抗血小板作用の可逆性検討 

一晩絶食したモルモットに溶媒、ASP6537 30 mg/kg またはアスピリン 100 

mg/kg を 5 ml/kg となるように経口投与し、1 時間後に 2-3 と同様の方法で腹部

大動脈より採血し、モルモット PRP を調製した。調整した PRP の一部を用いて、

コラーゲンを終濃度 0.5 μg/ ml になるように添加し、洗浄前の血小板凝集率を測

定した。残った PRP の pH を 10 mM のクエン酸及び 50 mM の EDTA を用いて

pH6.7 に調整し、625×g、15 分間遠心分離することで洗浄血小板を得た。沈殿した血

小板ペレットを 0.35％ BSA 含有 HEPES–Tyrode’s buffer  (3.8 mM HEPES, 137 

mM NaCl, 2.7 mM KCl, 2.9 mM NaH2PO4, 5.6 mM dextrose, pH 6.7) に再懸濁し転倒

混和にて優しく洗浄した後、50 mM の EDTA を添加して再度遠心分離した。沈

殿した血小板を溶媒投与群の血漿に懸濁し、血小板数が 3×105 /μl になるよう調

製した。コラーゲンを終濃度 1 μg/ ml になるように添加し、洗浄後の血小板凝集

率を測定した。 

 

2-5 モルモット胃粘膜に対する ASP6537 の潰瘍形成作用 

36 時間絶食及び 2 時間絶水したモルモットに、ASP6537、アスピリンまたは

クロピドグレルを 5 ml/kg となるように経口投与した。薬物の経口投与 3 時間後

に炭酸ガスを用いて安楽死させ、胃を摘出した。摘出した胃に 4％ホルマリン 15 

ml を注入して膨らませた後、そのまま 4％ホルマリン中に 1 時間浸漬して胃組

織を固定した。長い方の curvature に沿って切り開き、肉眼で確認できる粘膜病
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変の長さ (mm) を盲検下にて測定した。全病変の長さの総和 (mm) を Ulcer 

Index として用いた。 

 

2-6. 統計解析 

実験成績は、平均値±SEM で示し、統計学的有意性に関しては、Student’s paired 

t-test もしくは Dunnett’s multiple comparison test より最適な手法を選択して行っ

た。いずれも、P 値<0.05 を有意水準とした。 
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第 3 節 実験成績 

3-1 ASP6537 とイブプロフェンとの薬力学的相互作用検討 

ASP6537 とアスピリンの血小板凝集阻害作用に及ぼすイブプロフェンの前投

与の影響を Figure 19 に示した。ASP6537 はイブプロフェン前投与群、非投与群

共に血小板凝集をほぼ完全に阻害した。一方、アスピリンはイブプロフェン非投

与群では血小板凝集をほぼ完全に阻害したが、イブプロフェン前投与をした群

では、アスピリンの抗血小板作用は消失していた。 

 
Figure 19. Effect of pretreatment with ibuprofen on the antiplatelet effects of 
ASP6537 and aspirin in guinea pigs. 
ASP6537, aspirin and ibuprofen were administered orally at 30 mg/kg, 100 mg/kg and 30 
mg/kg, respectively. Data represent mean ± SEM. of 5 animals. Student’s t-test, **P < 
0.01 vs. vehicle-treated group. 
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3-2 ASP6537 における抗血小板作用の可逆性検討 

ASP6537 とアスピリンの抗血小板作用に対する血小板洗浄の作用を Figure 20

に示した。洗浄前の血小板では、ASP6537、アスピリン共にコラーゲン誘発血小

板凝集をほぼ完全に阻害したが、洗浄後の血小板では、ASP6537 の血小板凝集

阻害作用は完全に消失していた。一方、アスピリンは、洗浄後の血小板において

も血小板凝集を強力に阻害した。 

 
Figure 20. Effect of platelet washing on the inhibitory effects of ASP6537 and aspirin 
on collagen-induced platelet aggregation after oral administration in guinea pigs. 
ASP6537 and aspirin were administered orally at 30 mg/kg and 100 mg/kg, respectively. 
Data represent the mean ± SEM. of 4 animals. Student’s t-test, **P < 0.01 vs. vehicle-
treated group. 
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3-3 モルモット胃粘膜に対する ASP6537 の潰瘍形成作用 

各群の Ulcer Index を Figure 21 に示した。ASP6537 及びクロピドグレルでは、

100 mg/kg, p.o.投与群において Ulcer index の増加は認められなかった。一方、ア

スピリンは用量依存的に Ulcer index を増加させ、300 mg/kg, p.o.投与群において

有意な増加を示した[90.0 ± 15.5 (アスピリン 300 mg/kg, p.o.) vs. 0.5 ± 0.5 mm 

(Vehicle)]。 

 

 

Figure 21. Gastric ulcerogenic response induced by ASP6537 and aspirin in guinea 
pigs. 
The two test compounds were orally administered at the indicated doses (mg/kg) to guinea 
pigs. The animals were sacrificed 3 h after drug administration, and the total length of 
mucosal lesions in each stomach was used to create an ulcer index. Data are presented as 
the mean ± SEM of 8 animals. **P< 0.01 by Dunnett’s multiple comparison test vs. the 
control group. 
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第 4 節 考察 

本章では、ASP6537 のイブプロフェンとの薬力学的相互作用、抗血小板作用

の可逆性及び胃粘膜障害促進作用について検討した。 

イブプロフェンとの薬力学的相互作用において、アスピリンの抗血小板作用

は、イブプロフェンの前投与により著しく減弱した。一方、ASP6537 は、イブプ

ロフェンの前投与の影響を受けることなく、抗血小板作用を示した。このことか

ら、ASP6537 はアスピリンと異なり、イブプロフェンとの薬力学的相互作用は

有していないと考えられる。アスピリンは多くの NSAID との相互作用が報告さ

れている(Livio et al., 1982; Rao et al., 1983; Capone et al., 2005; MacDonald and Wei, 

2006; Mackenzie et al., 2010; Anzellotti et al., 2011)。臨床においてこれらの NSAID

がアスピリンの抗血小板作用に対しどの程度の影響を及ぼすのかは不明である

が、このような相互作用がアスピリンの心血管イベント抑制作用を低下させる

可能性は否定できない。 

アスピリンは COX-1 の触媒部位に近い 529 番目のセリン残基を不可逆的にア

セチル化することによって、シクロオキシゲナーゼ活性を阻害する(Roth and 

Majerus, 1975; Catella-Lawson et al., 2001; Mackenzie et al., 2010)。この触媒部位が

他の NSAID によって占有されてしまうことにより、アスピリンはこのセリン残

基をアセチル化することが出来ず、結果として抗血小板作用が減弱してしまう

と考えられる。ASP6537 もアスピリンと同じく COX-1 の触媒部位に結合すると

考えられているが、イブプロフェン前投与による抗血小板作用の減弱は認めら

れなかった。これは、イブプロフェンよりも ASP6537 の方が COX-1 触媒部位へ

の親和性が高いことに起因すると考えられる。以上、ASP6537 は臨床において

NSAID と相互作用をしないで抗血小板作用を発現する可能性が考えられる。 

抗血小板作用の可逆性試験において、ASP6537 のコラーゲン誘発血小板凝集

に対する阻害作用は、血小板洗浄により、完全に消失した。これは、ASP6537 の
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抗血小板作用が可逆的であることを示唆している。アスピリンの抗血小板作用

は、循環血中の血小板のターンオーバーに依存して消失するため、一度血小板の

COX-1 に結合すると血小板の寿命である 7 日間程度作用が残存すると考えられ

ている。そのため、手術を予定している患者では出血リスクを低減するため、ア

スピリンを 4 または 5 日間休薬する必要がある(Cattaneo, 2006)。一方、ACS 患者

においてアスピリンを休薬することは、血栓症の発症リスクを上昇させること

につながる(Collet et al., 2004; Ferrari et al., 2005)。そのため、医療現場においては

出血リスクを低減するため、アスピリンによる抗血小板療法を中止するか、それ

とも血栓症の発症リスク上昇を防ぐため抗血小板療法を継続するかのどちらか

を選択せざるをえない(Ferrandis et al., 2009)。ASP6537 の抗血小板作用は可逆的

であるため、手術直前まで投与し続けることが可能であり、休薬による血栓症の

発症リスク上昇は最小限となる。そのため、上述のような手術を控えた状況にお

いては、ASP6537 のように可逆的な抗血小板薬の方が、非可逆的な抗血小板よ

りも有用であると考えられる。 

モルモット胃粘膜潰瘍形成試験において、ASP6537 は 100 mg/kg 経口投与群

においても胃粘膜障害を示さなかった。第 2 章で述べた通り、モルモットにお

ける ASP6537 の抗血栓作用は 3 mg/kg, p.o.以上で発現するため、胃粘膜障害発

現用量と抗血栓作用発現用量の間に 33 倍以上の乖離がある。一方、アスピリン

は 300 mg/kg, p.o.で顕著な胃粘膜障害を示しており、モルモット塩化鉄誘発血栓

モデル最小有効用量である 100 mg/kg, p.o.とわずか 3 倍の乖離である。 

ラットを用いた胃粘膜障害モデルにおいても同様に、ASP6537 は非選択的

NSAID と比較して胃粘膜障害を起こしにくい(Imanishi et al., 2011)。COX-1 と

COX-2 両方を阻害することが胃粘膜障害の発現に必要であるとの仮説に基づく

と(Wallace, 1999; Tanaka et al., 2002)、この ASP6537 とアスピリンの胃粘膜障害に

対する作用の違いは、COX-1 選択性の違いによると推察される。  
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総括及び結論 

血小板の接着及び凝集は、血栓症の発症に非常に重要な役割を果たしており、

ACS 患者における心血管イベント抑制や脳梗塞予防を目的として、アスピリン

などの抗血小板薬が広く使用されている。 

シクロオキシゲナーゼ (COX) は、膜リン脂質由来のアラキドン酸を種々の生

理活性物質に変換するアラキドン酸カスケードに関与する酵素である。COX-1

はユビキタスに発現する常在型酵素で、生体の恒常性維持に関与しており、

COX-2 は様々な刺激によって発現誘導される誘導型酵素で、炎症性疾患などへ

の関与が示唆されている。 

アスピリンは抗血小板療法の標準治療薬と位置付けられており、血小板に発

現している COX-1 を阻害することで血小板凝集促進因子である Thromboxane A2 

(TXA2) の産生を抑制し、抗血小板作用を発現する。しかしながら、アスピリン

は高用量にて COX-1 だけでなく COX-2 も阻害するため、血小板の接着及び凝

集を阻害する因子である Prostaglandin I2 (PGI2) の産生も抑制してしまい、結果

として、COX-1 阻害に基づく抗血小板作用が相殺されてしまう現象 (アスピリ

ンジレンマ) が起こると考えられている。 

本研究では、COX-1 選択的阻害薬 ASP6537 の動脈血栓予防薬としての有用性

を検討することを目的として、ASP6537 の抗血栓作用、アスピリンジレンマの

有無及び抗血小板薬としての利便性 (血管再狭窄への作用、NSAIDs との相互作

用、抗血小板作用の可逆性) を検討した。 

第 1 章では、ASP6537 の COX-1 選択性を検討するとともに、in vitro 及び in 

vivo TXA2/PGI2 阻害作用をモルモット及びラットを用いて検討し、アスピリンと

比較して TXA2/PGI2 バランスをより正常化できるか否かを検討した。 

1) ASP6537 はリコンビナント COX-1/2 酵素を用いたアッセイにおいて、アスピ
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リンに比べて 87,100 倍以上の COX-1 選択性を有していた。 

2) モルモット in vitro TXA2/PGI2 産生試験において、ASP6537 の TXA2 産生阻害

作用は、アスピリンのそれと比較して約 28 倍選択的であった。 

3) アスピリンはラット尿中 PGI2 代謝物排泄抑制作用とラット血小板凝集阻害

作用を示す用量が同等であるのに対し、ASP6537 はラット尿中 PGI2 代謝物排泄

抑制作用を示す用量がラット血小板凝集阻害作用を示す用量の約 33 倍高い用量

であった。 

4) 老齢ラット試験においては、TXA2 及び PGI2 代謝物の血漿中濃度は、加齢に

伴った増加が認められ、ASP6537 は老齢ラットにおいてもアスピリンに比べて

より選択的に TXA2 の産生を抑制した。 

 

第 2 章では、ASP6537 の in vitro 及び ex vivo 血小板凝集阻害作用を検討する

とともに、諸種の血栓モデルで抗血栓作用を評価し、抗血小板薬としての有用性

を検討した。また、ASP6537 と P2Y12 阻害薬クロピドグレルの併用効果につい

て、モルモット塩化鉄誘発動脈血栓モデルを用いて検討した。 

1) ヒト血小板を用いた in vitro 血小板凝集試験において、ASP6537 はアラキドン

酸及びコラーゲン誘導血小板凝集を濃度依存的に阻害したが、ADP 惹起血小板

凝集は阻害しなかった。 

2) ASP6537 は、モルモット及びラットにおいて、in vitro 及び ex vivo コラーゲン

誘発血小板凝集を阻害した。 

3) モルモット電気刺激誘発血栓モデル、ラット A-V シャントモデル、モルモッ

ト塩化鉄誘発血栓モデルにおいて ASP6537 は単剤で用量依存的な抗血栓作用を

示し、いずれのモデルにおいても 3 mg/kg, p.o.以上の用量で有意であった。 

4) モルモット塩化鉄誘発血栓モデルにおいて、ASP6537 はクロピドグレル 1 

mg/kg, p.o.との併用下で、クロピドグレル単独投与群と比較して、用量依存的に
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血栓形成を抑制し、1 mg/kg, p.o.以上の用量で有意な相加作用を示した。 

 

第 3 章では、ASP6537 が血管損傷後の再狭窄における有効性について検討す

るため、ラット頸動脈バルーン障害誘発内膜肥厚モデルを用いて、新生内膜形成

に対する ASP6537 の作用を検討した。ASP6537 は新生内膜面積、I/M 比及び狭

窄率を低下させた。 

 

第 4 章では、ASP6537 について 1) NSAID との相互作用、2) 抗血小板作用の

非可逆性及び 3) 胃粘膜障害作用の観点から、アスピリンとの比較検討を行った。 

1) イブプロフェンとの薬力学的相互作用試験において、アスピリンの抗血小板

作用はイブプロフェンの前投与により著しく減弱したが、ASP6537 はイブプロ

フェンの前投与の影響を受けることなく、抗血小板作用を有していた。 

2) 抗血小板作用の可逆性試験において、ASP6537 の血小板凝集阻害作用は、血

小板洗浄により完全に消失し、ASP6537 の抗血小板作用が可逆的であることが

示された。一方、アスピリンでは血小板洗浄による抗血小板作用の消失は認めら

れなかった。 

3) モルモット胃粘膜潰瘍形成試験において、ASP6537 は抗血栓用量の 30 倍以

上の用量 (100 mg/kg, p.o.) においても胃粘膜障害を示さなかった。一方、アスピ

リンは抗血栓用量の 3 倍高い用量 (300 mg/kg, p.o.) で胃粘膜障害を示した。 

 

本研究において、ASP6537 が高い COX-1 選択性を有していること並びに定常

状態及び COX-2 誘導下のいずれにおいても TXA2 及び PGI2 産生をより TXA2 選

択的に抑制することを明らかにした。この結果から、ASP6537 は、アスピリンの

臨床上の課題の 1 つであるアスピリンジレンマに基づく高用量での薬効減弱の

可能性は低いことが示唆された。 
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ASP6537 は諸種の血栓モデルにおいて抗血栓作用を示したことから、臨床に

おいても様々な病態生理学的状態において血栓形成を阻害すること並びに ACS

患者の血栓性イベント予防に有用であることが期待される。また、クロピドグレ

ルに対して相加的な抗血栓作用を示したことから、P2Y12 阻害薬との併用療法の

可能性も示唆された。 

ASP6537 は新生内膜形成阻害作用を示したことから、臨床においても PCI 後

の急性閉塞性血栓のみならず、再狭窄予防に有用である可能性が考えられる。 

ASP6537 は NSAID との相互作用がなく、可逆的に血小板凝集を阻害すること

から、抗血小板薬としての利便性は、アスピリン勝ることが期待される。また、

ASP6537 は抗血栓作用を示す用量より 33 倍高い用量においても、モルモットに

おいて胃粘膜障害を誘発しなかったことから、臨床でも胃粘膜障害発症するリ

スクは低いと考えられる。 

以上、本研究において、ASP6537 はアスピリンに代わりうる動脈血栓症に対

する抗血小板薬として有用であることが示唆された。 
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略語一覧表 

ACS   Acute coronary syndrome 

ADP   Adenosine diphosphate 

A-V shunt model  Arterio-venous shunt model 

COX   Cyclooxygenase 

DABT   Dual antiplatelet therapy 

I/M ratio  Intima/Media ratio 

MC   Methylcellulose 

PCI   Percutaneous coronary intervention 

PG   Prostaglandin 

PGI2   Prostaglandin I2 

PPP   Platelet poor plasma 

PRP   Platelet rich plasma 

TTO   Time to occlusion 

TXA2   Thromboxane A2 

VSMC   Vascular smooth muscle cells 

vWF   von Willebrand factor 

 


