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論 文 内 容 要 旨

【序論】 造血幹細胞 や造血前駆細胞 を分化 ・増殖 に導 く生体 内因子 として、数多 くのサ イ トカイ ンの存在

が明 らか にな り、がん治療 において問題 となる抗が ん剤 による極 めて重篤 な副作用の造血機 能障害 に対す

る支持療法 と して、 または骨髄移植 後の好 中球減少症 もしくは貧血時 における有用 な造血因子 として臨床

応用 されている。 しか し、 これ らのサイ トカイ ンはが ん転移の促進 や、これ らの製剤その ものに よる副作

用の発 現が危惧 されてい る。かつ、これ らは遺伝子 組み換 え技術 に よって製造 された蛋 白製剤 であるため、

使用期限や投与方法が制 限され、 また、高額 であるなど問題点 も抱 えている。 この ような背景 か ら、造血

因子様 の作用 をもち、抗が ん剤の副作用 である造血機能障害 を軽減す るこ とが可能 な蛋 白製剤以外 の医薬

品は、がんの化学療法 に臨 む患者の貧血 を含めた予後の改 善 と、qualityofIifeの 向上 に役立つ医薬 品 とな

る。 そこで本研究 では、造血機 能低下 を改善 する薬物 を、天然資 源か ら見出す計 画 を立てた。 は じめ に、

マ ウス骨髄細胞 を用 い、骨髄細胞の増殖活性 を指標 としたス クリーニ ング系 において、活性 のある植物 の

探索 と活性成分 の単離 を行 った。次 に、活性成分 について、1η碗roとfηyfyoの 実験系で造血前駆細胞増

殖活性 を評価 した。 さらに、抗 がん剤(5一 伽orouracil:5-FU)で 実験的に造血機 能を障害 したモデルマウ

スに活性成分 を投与 し、造血機 能障害の改善効果 が認 め られ るか どうかを調べ た。

【本論】マ ウスか ら骨髄細胞 を分離 し、 これに約20種 類 の植物か ら得たエキス を作用 させ て14日 間培養

し、増殖活性 を示すエキス をスク リーニ ング した。その結果、サルナシ(Aαfηfdfa㎎ り`aL)のMeOHエ

キス に強い活性 が認め られた。 同エ キスを用い、 コロニー形成法(colonyformingunitassay,CFUassay)

を試みた ところ、用量依 存的 にCFU形 成数 を増加 させる ことがわかった。 このこ とか ら、同エキスには

colony-stimulatingfactor(CSF)様 活性 成分 が含 まれているこ とがわか った。そ こで、骨髄細胞増殖活性

を指標 として、サ ルナシMeOHエ キスか ら成分の単離 を試み た。 まず同エ キス を順次分配 し、酢酸 エチ

ル可溶画分 、η一ブ タノール(η 一BuOH)可 溶画分 、水 可溶画分 の3つ の画分 を得 た。 それぞれの画分 につ

いて活性 を調べ た ところ、η一BuOH可 溶画分 に活性が移行 しているこ とが わかった。そ こで、η一BuOH可

溶画分 につ いて活性 を指標 として成分単離 お よび精 製 を行 った。その結果、(+)一catechinと(一)一epicatechin

(図1)を 活性成分 として見出 した。
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次 に 、 活 性 成 分 の(+)一catechinと(一)一epicatechinを 用 い て 、 造 血 前 駆 細 胞 増 殖 作 用 に対 す る 影 響 を 詳 し く
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調 べ た 。 ま ず 、1ηvf孟roに お い てCFUassayを 行 っ た と こ ろ 、(+)一catechinと(一)一epicatechinは 、myeloidコ ロ

ニ ー 数 を 増 加 さ せ た 。 し た が っ て 、 こ れ ら はCSF様 作 用 を示 す こ とが 判 明 し 、 こ れ らのcatechin類 が 、 サ

ル ナ シ に 含 ま れ る 造 血 前 駆 細 胞 増 殖 活 性 成 分 の 一 部 と考 え ら れ た 。

ま た 、(+)一catechinは 、interleukin-3(IL-3)に よ り誘 導 さ れ るcolonyfo㎜ingunit-culture(CFU-c)の

発 現 を顕 著 に増 加 さ せ た 。 こ の こ と か ら 、(+)一catechinは 、IL-3に よ り誘 導 さ れ る 未 分 化 な 造 血 前 駆 細 胞

の 増 殖 を さ ら に 増 殖 す る 効 果 が あ る こ と が わ か っ た 。 ま た 、(+)一catechinは 、 よ り分 化 の 進 ん だ 前 駆 細 胞

で あ るmacrophage-colonystimulatingfactorの 存 在 下 で 発 現 す る コ ロ ニ ー(CFU-M)数 を濃 度 依 存 的 に 増 加

させ た 。 した が っ て 、(+).catechinは 、 未 分 化 なmyeloid前 駆 細 胞 がmonocyte系 前 駆 細 胞 へ 分 化 す る 前 駆 細

胞 に 対 して 作 用 す る と い う こ と が 明 ら か に な っ た 。

次 に、1nWyoで の(+)一catechinの 造血前駆細胞増殖作用 を調べ るために、(+)一catechinを 実験1勺造血機 能

障害モ デルマ ウス に投与 して、造血前駆細胞 に対 して増殖作用 を示すのか どうかを検:討した。実験的モデ

ルマウスは、抗 がん剤 の5-FUを150mg/kgの 用量でマ ウスに尾静脈内投与 して作 製 した。 このモデルマ

ウスで は骨髄 中のmyeloidコ ロニー とCFU-cコ ロニー数 は、正常 マウス のそれ と比較 して強 く抑制 されて

いた。 このモデルマ ウスに100mg/kg/dayの 用量の(+)一catechinを 経 口投与 して得 られる骨髄細胞で は、 コ

ン トロール群 と比べ有意 なmyeloidコ ロニー とCFU-cの 誘導が認め られた。 したが って、(+)一catechinは 、

加vf'roと 同様 に 加vfyoに おい て も造血前 駆細胞 増殖作 用 を示す ことが 明 らか となった。 また、(+)一

catechinとIL-3を 併用 する と、それぞれ を単独投与 した場合 よ りもコロニーの発現 数が顕著 に増加する こ

ともわか った。 よって、(+)一catechinは 、単独で もfηvfvoで の造血前駆細胞増殖作用 を示すが 、IL-3と の

併用 によ り、その効果が さ らに強 くなる ことが わか った。

以上 の結果 か ら、(+)一catechinは 造血前駆細胞増殖作用 を示 す ことが明 らか になったため、次 に抗 がん

剤 による副作用の造血機 能障害 に対す る軽減効果 について調べ た。造血機 能障害軽減効果 は、5-FU(150

mg/kg)を 投与 して作製 した造血機 能障害モ デルマ ウス を用い、(+)一catechinを 腹腔 内に投与 して末梢血 中

の血球数 に及ぼす影響 を解析 した。その結果、(+)一catechinは5-FUに よ り血 球数が減少す る毒性期 と血球

数が回復 する回復期 において、末梢血 白血球数 を増加 させ るこ とがわかった。

さ らに(+)一catechinは 、造血機能障害モ デルマ ウス において、脾臓 や骨髄細胞数 も毒性期 お よび回復期

で増加 させる こともわかった。 そこで、(+)一catechinに よって回復 ・増加 した末梢血 白血球、脾臓 お よび骨

髄細胞 は、 どの様 な細胞集団であ るか を調べ るため、Tリ ンパ球、Bリ ンパ球、穎粒 球お よび単球各種

系統分化特異抗 原抗体 を用 いてフローサ イ トメ トリー法 に よって解析 した。その結果、末梢血 白血球、脾

臓お よび骨髄細胞が減少 した毒1生期 において、(+)一catechinに よって回復 する細胞集 団は、CDllb+とGr,1

+で あ るこ とが わかった
。 この ことか ら、(+)一catechinは 抗が ん剤で減少す る白血球細胞 の うち、myeloid

系細胞の穎粒球 と単球系 の細胞 を増加 させ ることが明 らか となった。

【結論】骨髄増殖活性 を示 す成分 の探 索 を試みた ところ、数種の植物エ キス の うちサ ルナ シに最 も強い活

性が認め られ、サルナシに含 まれ る活性成分 として(+)一catechinを 得 た。(+)一catechinはCSF様 作用 を示 し、・

●
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CFU-cの ような造血前駆細胞 に対す る増殖作用 を示 した。 また(+)一catechinは 、CFU-Mの ような骨髄細胞

の中のmonocyte系 前駆細胞 の増殖 ・分化 を促進 させ、増殖 お よび分化段 階にある造血前駆細胞 に対 して、

系統特異的 に増殖 を誘導する作用が あるこ とが示唆 された。 さらに、(+)一catechinは 、5-FUに よる造血機

能障害モデルマウスに対 して、造血前駆細胞 の増殖 を誘導 した ことか ら、(+)一catechinはfηvf亡roとfη γfyo

で造血前駆細胞増殖作用 を示 す ことが明 らか となった。

次 に、抗 が ん剤 による(+)一catechinの 造血機 能障害軽 減効果 につい て検討 を行 った。そ の結 果、(+)一

catechinは 、5-FUに よって減少 した末梢血中の 白血球数 を増加 させた。 さらに、(+)一catechinは5-FUに よ

って減少 した脾臓 お よび骨髄細胞数 も増加 させ た。 また、 フローサ イ トメ トリー法 による解析か ら、(+)一

catechinに よって増加 した白血球系細胞 は、穎粒球 や単球系 の細胞 集団であるこ とが わかった。 したが っ

て、(+)一catechψ は、myeloid系 前駆細胞の 中で も比較 的分化 の進 んだ前駆細胞 の増殖 を選択 的に誘導す る

効果 があるこ とが明 らか になった。

本研 究の結果か ら、(+)一catechinは 、抗が ん剤 の治療 において しば しば認 め られる白血球減 少症や穎粒

球減少症 な どに対 して、これ を改善す る新 たな医薬品、あるい はリー ド化合物 となる可能性が示唆 され た。
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審 査 結 果 の 要 旨

造血機能障害(骨 髄機能抑制)は 、薬物治療 にお ける重大な副作用 の一つ であ り、 とりわけ、がんの化

学療法 においては治療 の大 きな妨げ となっている。 したが って、造血機能障害 を改善、軽 減する新 たな治

療方法 を見 いだす こ とは、重要 な研究 課題 となっている。本研 究は、造血機能障害 を軽 減で きる医薬品 の

シーズ を植物資源か ら見いだす ことを目的 と して行 われ たものである。

まず、培養骨髄細胞 に対す る増殖活性 を指標 に して多種 の植物 エキスをス ク リーニ ングし、サ ルナシの

メタ ノールエ キス に強 い活性 を見 い だす と ともに、 同エ キスか ら活性 成分 と して(+)一catechinお よび

(一)一epicatechinを単離 した・つ ぎに、単 離 した(+)一catechinの 骨髄前駆細胞 に対 す る増殖活性 を評価 し、

(+)一catechinが 前駆細胞 に対 して増殖活性が あるこ とが明 らか に した。つづ いて、5-FUを 静脈内 に大量投

与す る ことで誘導 した造血機能障害モデルマ ウスを用いて(+)一catechinの 」ηvlvoに お ける骨髄前駆細胞増

殖活性 を評価 し、(+)一catechinが 加y/yoで も骨髄前駆細胞 を増殖 させ るこ とを明 らか に した。 さらに、5-

FUに よる造血機 能低下 に対す る(+)一catechinの 改善効果 について末梢血 レベルで解析 を行 った。その結果、

(+)一catechinは5-FU誘 導造血機能障害モデルマウスにお いて減少す る末梢血 中の白血球数 を増加 させ るこ

とを明 らか にす るとともに、増加 した白血球が穎粒 球お よび単球類で あることをフローサ イ トメ トリー法

によ り明 らか に した。

以上 の ように本研究 は、(+)一catechinに は5-FUに よる骨髄毒性 を軽減す る効果があ り、造血機能障害 を

改善す る薬物 開発 の シー ドになる可能性があ ることを明 らかに した もので、造血機 能障害 を改善す る医薬

品を開発す る上で貴重 な知見 を含 んで いる。 よって、本論文 を博士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認め

る。
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