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論 文 ・内 容 要 旨

ヒス タ ミンはH1レ セプターを介 して血管透 過性 の克進 や気管支平滑筋 の収 縮 を誘発 す る作 用 があ り,

またH2レ セプ ターを介 して白血球 の浸潤を抑 制す る作用が あるこ とか ら,ア レルギー性炎 症を制御 す る

因子 として重要 である。

ラッ トのア レルギー性空気嚢型炎症 モデ ルにおいて,炎 症滲 出液中の ヒス タ ミン量 は,抗 原刺 激後30分

以内(ア ナ フィラキシー相)に 急激 に増加 したのち一旦減少す るが,そ の後24時 間 を ピー ク と して再 び,

しか も持続 的に増加す る(遅 延相)。 アナフ ィラキ シー相 の ヒス タ ミンは炎症局所 の肥 満細 胞 の脱穎 粒 に

よ り放 出され,H1レ セ プターを介 して血管透過性 の充進 に関与 してい るのに対 し,遅 延相 の ヒス タ ミン

は炎症局所 で持続 的に産生 され,H2レ セプ ターを介 して 白血球浸潤 を負 に制御 してい る。 肥 満細胞 の脱

穎 粒機構 に関 しては精力的 に解析が進 め られ,そ の詳細 な機序が明 らかに されて きたが,遅 延相 におけ る

ヒスタ ミン産生機構の解析 は遅れて いる。 当教室 では,遅 延相の炎症滲出液中には,ヒ ス タ ミン産生 に関

与 す るサ イ トカイ ン様 の因子,即 ちhistamine-production-increasingfactor-1(HPIF-1)が 存在 し,

このHPIF-1が 遅延相 の持続的な ヒスタ ミン産生 を誘発 してい ることをすでに明 らかに してい る。本研究

で は,遅 延相 の ヒスタ ミン産生機構 を明確 にす ることを目的 と'して,HPIF-1の 作用発現 に関与 して い る

proteinkinaseに っ いて解析を行 い(第 一章),HPIF-1の 実体 につ いての解析 も行 った(第 二章)。 さ ら

に,ア レルギー性炎症 を誘発 して慢 性期 の炎症滲 出液中 には,HPIF-1に よる ヒスタ ミン産 生増 大 を さ ら

に増 強す る活性 因子'(HPIF-2)が 存在 す ることを見出 したので,こ のHPIF-2の ヒス タ ミン産生 増 大増

強作 用,及 び生 化学 的特性 にっ いて解析 を行 った(第 三章)。

第一章H円F4の 作角機序の解析

SD系 雄 ラッ トに抗原ABA-AcBSAを 皮内注射 して感作 し,そ の9日 後 に背 部皮 下 に空気 を注入 して

空気嚢 を作製 した。翌 日,空 気嚢 内に抗原溶液を注入す ることによ りア レルギー性炎症 を誘発 し,8時 間

後 に空気嚢 内液 を回収 し,遠 心 によ り浸潤 白血球を除去 して得 た上清 をHanks'balancedsaltsolution

に透析 し,HPIF-1を 含む炎症 滲出液試料 とした。 この炎 症滲出液試料存在下 で骨髄細胞,末 梢血白血球,

脾臓細胞,リ ンパ節細胞,あ るいは胸腺細胞を24時 間培養 し,培 養液上清 中の ヒスタ ミン量 を測定 したと

ころ,骨 髄細胞 に最 も強 い ヒスタ ミン産生増大 が見 られたため,以 後 の実験 で は骨髄細胞 を使 用 した。骨

髄細 胞を,炎 症滲出液試料(HPIF-1)及 び各種proteinkinase阻 害薬等 を含むEMEM培 地中で24時 間

培養後 の ヒスタ ミン産生量 を測定 したと ころ,proteinkinaseC(PK:C)随 害 薬H-7,staurosporine

及 びK-252aは 炎症滲出液試料(HPIF-1)に よるヒスタ ミン産生増大 を強 ぐ抑制 した。 また,PKC活 性

化薬TPAに よ り骨髄細 胞の ヒスタ ミン産生 が増大 したこ とか ら,HPIF-1の 作用発 現 に はPKCの 活性

化 が関与 してい る可能 性が示唆 された。 しか し,TPAに よる ヒスタ ミン産生 増大 はHPIF-1に よ る ヒス

タ ミン産生増大 よりも弱い ことか ら,HPIF-1の 作用発現 にはPKCの 活 性化以 外 の作 用 も関与 して い る

と考 え られた。 そ こで,チ ロシンキナーゼ とcAMP依 存性 キナーゼ(PKA)の 関与 につ いて解 析 した。
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その結 果,チ ロシンキナーゼ阻害薬genisteinはPKC阻 害薬の場合 と同様 に,炎 症滲出液試料(HPIF-1)

に よるヒスタ ミン産生増大 を強 く抑制 した。一方,PKA阻 害薬であ るH-89は ヒスタ ミン産生増 大 を抑 制

しなか った。以上 の結果 か ら,HPIF-1の 作用発現 にはPKAで はな く,PKCと チロシ ンキ ナーゼの活性

化 が関与 す ることが強 く示唆 され た。

第二章RBL-2H3細 胞培養液上清 中に存在するHPIF-1様 活性因子の精製

炎症 滲出液 中に存在す るHPIF-1は,p14～5,分 子量約30kDaの 糖蛋 白質 で あ るこ とが 明 らか に され

て い る。 一方,RBL-2H3細 胞 をA23187で 刺 激 して8時 間後 の培養 液上清 中 に も,炎 症 滲 出 液 中 の

HPIF-1と 同 じ活性を持つ因子 が存在す ることが明 らかにな り,こ の因子 の生化学 的特 性 がHPIF-1と 極

めて類似す る ことか ら,炎 症滲出液中のHPIF-1とPBL-2H3細 胞培養液上清中のHPIF-1は 同一 の 因子

で ある可能性 が考 え られた。 そこでHPIF-1の 実体 を明 らか にす るため,RBL-2H3細 胞 培養 液上 清 か ら

HPIF-1の 精製 を試 みた。RBL-2H3細 胞 をA23187で 刺激 して8時 間後 の培養 液上 清 を陰 イ オ ン交換 ク

ピ

ロマ トグラフ ィー,ゲ ル濾過,逆 相HPI.Cで 精製 し,得 られた活性画分 をSDS-PAGEで 調 べた と ころ,

分子量30kDaに 単一 のバ ン ドが確認で きた。精 製 した蛋 白質 の部分 ア ミノ酸 配列 を解 析 した結 果,ラ ッ

トGM-CSFの ア ミノ酸配列 の一部 と一致 した。RBL-2H3細 胞 をA23187で 刺激す るとGM-CSFmRNA

レベルが上昇す る こと,ま た,リ コンビナ ン トGM-CSFに は骨髄細胞 の ヒスタ ミン産生 を増 大 させ る活

性が ある ことか ら,HPIF-1はGM-CSFで あ る可能性が示唆 され た。 ア レルギ ー性炎 症 の遅 延相 にお け

る持続的 な ヒス タ ミン産生 にGM-CSFが 関与 しているか どうかは,抗GM-CSF抗 体 を用 いた 中和実 験

を行 う必要 が あ り,今 後の研究課題 であ る。

第 三章 アレルギー性炎症慢性 期の滲 出液 中に存在するHPIF-1活 性増強因子(HPIF-2)と そ の生化 学

的特性の解 析

ア レルギー性炎 症を誘 発す ると,4～24時 間後 にか けて持続的 な ヒスタ ミン産生 量の増大が見 られるが,

24時 間後以 降で は ヒスタ ミン量 は減少 し,慢 性期5日 後 に はほ とん ど ヒスタ ミンは存在 しない。慢 性期で

は炎症 の沈静化 が起 こってお り,し たが って,こ の時期 の炎症滲 出液中 には,炎 症 の沈静化 に関与 して い

る活性 因子 が存在 してい る可能 性が考え られ る。'そこで,急 性期炎症滲出液 中に存在 す るHPIF-1と,慢

性期炎症滲 出液 中に存在 す る活性因子(HPIF-2)と の間 の相互 作用 にっいて明 らか にす るため,骨 髄細

胞 の培養液 を用 いて ヒス タ ミン産生 の観点か ら解析 した。 その結果,慢 性期 の炎症滲 出液試料(HPIR2)

存在下 で骨髄細胞 を培養 して もヒス タミン産生 は増大 しないが,急 性 期の炎症滲 出液試 料(HPIF-1)と

慢性期 の炎症滲 出液試料(HPIF-2)が 共存 す ると,慢 性期 の炎症滲出液試料(HPIF-2)は,急 性期 の炎

症滲 出液試料(HPIF-1)に よる ヒスタ ミン産生増大 をさ らに増強す ることを見 出 した。 この慢 性期 の炎

症滲 出液試料(HPIF-2)は,GM-CSFに よる ヒスタ ミン産生増大 も増強 した。 次 に,厩 励oに お いて

も,慢 性期 の炎症滲 出液試料(HPIF-2)は ヒス タ ミン産生増大 増強活性 を示 すかど うか解 析 した。 ア レ

ルギー性炎症 を誘発 して4時 間後 に5日 後 の炎症滲 出液試料を空気嚢 内に注入 し,そ の20時 間後 の炎症 滲
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出液中の ヒスタ ミン量 を測定 した。 その結果,無 感作 ラ ッ トの空気嚢 内に抗原溶液 を注入 して も24時 間後

の ヒスタ ミンレベル は増大 せず,ま た,5日 後 の炎症滲出液試料(HPIF-2)を 抗原 溶 液 と同時 に注 入 し

て も ヒス タ ミン レベル は増大 しなか った。一方,感 作 ラ ッ トの空気嚢 内に抗原溶液 を注入す るこ とによ り

24時 間後 の ヒス タ ミン レベル は増大 し,5日 後の炎症 滲出液試料(HPIF-2)を 抗原 溶液 と同時 に注入 す

る ことによ りヒスタ ミン レベルはさ らに増強 した。 したが って,慢 性期炎症滲出液中 に存 在 す るHPIF-2

は,επひ`びoにおいて もヒス タ ミン産生 を増強 させ る活性 が あ る ことが 明 らか にな った。 次 に,HPIF-2

の生化学 的特性 を解析 した ところ,熱 に不安定で あ り,ト リプ シ ン感 受性 で,pl7～8,分 子量100kDa

を示 す蛋 白質 であ ることが明 らかにな った。 この ような生化学 的特性 を持 った ヒスタ ミン産生 増大増強活

性因子 にっいて はこれ までに報告 されていないことか ら,HPIF-2は 新 規 の蛋 白質 であ る可能性 が高 い。

HPIF-2の 実体及 び 加 び`びoにおける本質的な役割の解析 は今後 の重要な研 究課 題であ る。

ア レルギー性空気嚢型炎症 モデルの遅延相 にお けるヒス タ ミンは,H2レ セ プ ターを介 して 白血 球 の浸

潤 を抑制す る ことが明 らか にされて いることか ら,本 研究 の成果 は,内 因性 ヒス タ ミン産生機構 を充進 さ

せ ることによる炎症性疾患の新 しい治療 法の開発 に役立つ もの と思 われ る。
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審 査 結 果 の 要 旨

本研究 は,ア レルギー性炎症 の発症 ・進展 に重要 な役割 を果 た してい るヒス タ ミンに関 し,特 に解析 の

遅れ ている遅延相 での産生機構 を明確 にす ることを目指 した ものであ る。

ア レルギー性炎症 の遅延相 にお ける持続 的な ヒス タ ミン産生 の増大 は,ヒ ス タ ミン産 生増 大 因子 一1

(HPIF-1)に よ って誘発 され ること,ま た この時期 の ヒスタ ミンはH2レ セプ ターを介 して過剰 な 白血球

の浸潤 を抑制す る ことが明 らか にされている。本論文で は,こ のHPIF-1の 作 用機 構,HPIF-1の 同定,

お よびHPIF-1の 作用 を増強す る新規 の因子(HPIF-2)に っいて述 べ られている。 まず,骨 髄細 胞 の培

養系 を用 いてHPIF-1の 作用発現 に関与す るプロテイ ンキナーゼ にっ いて薬 理学 的 に解析 した結果,プ

ロテイ ンキナーゼCお よびチロシ ンキナーゼの活性化がHPIF.1の 作 用 発現 に重要 で あ り,cAMP依 存

性 プロテイ ンキナーゼは関与 していない ことを明 らか に した。次 に,HPIF-1を 精製 してア ミノ酸 配 列 を

決 定 し,HPIF-1と して作用す る因子の ひとっ はGM-CSFで あることを明 らかに し,ア レル ギー性 炎症

の遅延相 にお ける持続 的な ヒスタ ミン産生 にGM-CSFが 関与 してい る可能性 を示唆 した。 最後 に,ア レ

ルギ ー性炎症を誘発 して5日 後 の滲 出液 中には,単 独で は骨髄細胞 の ヒスタ ミン産生 を増 大 させ な いが,

HPIF-1に ょる ヒス タ ミン産生増大 をさ らに増 強す る活性 を持っ新 たな因子 が存 在 す る ことを発見 した。

この因子 は熱 に不安定 で トリプシンによ り失活 し,分 子 量約100kDa,pl7～8の 蛋 白質 で あ る ことを 明

らか に し,HPIF-2と 命名 した。 この ような活性 および生化学的特性を もっ蛋 白質 は現在報告 されて お ら

ず,新 規 の蛋 白質であ る可能性 が高 い ことか ら,こ の知 見 はア レルギー性炎症 にお ける産生機 構 を解明す

るうえで,極 めて重要 な ものであ る。

以上 のよ うに本研究 に より,ア レルギー性炎症 にお ける ヒス タ ミン産生機構の解 明が大 き く前進 した。

本研究 で得 られた成菓 は,ヒ ス タ ミン産生調節機 構の観点 か ら新 しい タイプの医薬品を開発ず る上で役立

っ理論 を構築 す る糸 口にな るもの と考 え られ る。 したが って,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論 文 と して合

格 と認 め る。
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