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論 文 内 容 要 旨

マラリア感染症は全世界の熱帯 ・亜熱帯地方を中心に流行するきわめて重大な寄生虫疾患であり,年 間

数億人が新たに罹患 し,そ の犠牲者数 は数百万人にも及んでいる。先進国においても,海 外に渡航 した人

が帰国後発症する輸入感染症や地球温暖化 によるマラリアを媒介するハマダラ蚊の生息地域の北上が危惧

されている。 これまで種々の抗マラリア剤が開発されているが,薬 剤耐性の問題から新たな薬剤の開発お

よび治療の戦略が望まれている。本研究では,漢 方あるいは中医学において主に寄生虫の慢性消耗性疾患

に対 して用いられてきた生薬常山を研究対象 とし,こ の ものから新たな抗マラリア剤開発のためのリー ド

化合物をマラリア原虫に対する毒性試験に基づいて検索 した。 さらに,宿 主の免疫系の活性化が寄生虫の

増殖を抑 えるという報告があることか ら,近 年,抗 微生物 ・抗寄生虫作用に寄与すると報告されている生

体内一酸化窒素(NO)の 作用に注目し,常 山の抗マラリア作用 との関連性を検討 した。特 に,常 山の主

活性成分febrifugineに よるマウスの腹腔マクロファージおよび血中のNO産 生増強効果に焦点を当てて

研究を進めた。

q)各 種 生薬 および活性生薬 か ら単離 され た成分の原 虫毒性 スク リーニング

寄生虫疾患 に対 して用 い られて きた生薬 を中心 と して48種 の メ タノール エキ スを熱帯 熱 マ ラ リア原 虫

(P♂α8肌04如 肌 弼 伽 αr猟)に 対す る原虫毒 性とマウス乳癌細胞(FM-3A細 胞)に 対 す る細 胞毒 性 を

検討 し,各 エキスのマ ラ リア原虫 に対す る選択的な効果 を算 出 した。 その結果,13種 の生薬 エキ スに原虫

毒性 が認 あ られ,そ の うち,現 在 の常 山の基原植物 である ジョウザ ンアジサイ(ユ キノシタ科)の メタノー

ルエキス とその含有成分 であ る4一 キナゾ リノ ンァルカ ロイ ド類 のfebrifugine,isofebrifugineは 強 い殺

マ ラ リア原虫活性 を示 した。 これ らの物質の選択性(230～670倍)は 対照化合物 と して用 いたchloroquine

やquinineの 値(各 々1780,910倍)に は及 ばな,いものの,マ ラ リア原虫 に高 い選択性 を もって作用 す る。

一方 ,ジ ョウザ ンアジサ イ以外の常山の基原植物 として使われていた コクサギ(ミ カ ン科)の メ タノール

エキスと,そ こた含有 されるキノ リン系アルカロイ ド類 の1W肌 θ漉ッ♂α雄π`脇4-0-methylbalfourodinium

chlorideに も緩 和な活性が認 め られた。1994年 に:L.K.Bascoら はアク リ ドン系 アル カ ロイ ドと フ ラノ

キ ノ リン系 アル カロイ ドの緩和 な殺 マ ラ リア原虫活性 を報告 してお り,今 回の結果 は これ らの系統 の化合

物 の多 くが殺 マ ラ リア原虫 活性 を示す可能性 を示唆す る。

(2)常 山 の 新 規 ア ル カ ロ イ ドの 構 造

コ ク サ ギ か ら3種 の ア ル カ ロ イ ド,(+)一isoptelefoliaine,3'一 〇一methylorixine,3'一 〇一acetyliso-

pteleflorineを 単 離 し,そ れ ら は イ ソ プ レ ン側 鎖 を 有 す る 新 規 キ ノ リ ン系 ア ル カ ロ イ ドで あ る こ と を 明 ら

か に し た 。 と こ ろ で,(一)一preorixineは,今 回 単 離 し た(+)一 〇rixineや フ ラ ノ キ ノ リ ンのskimmianine

あ る い は ピ ラ ノ キ ノ リ ン のN-methylflindersine等 の キ ノ リ ン系 ア ル カ ロ イ ドの 生 合 成 前 駆 体 と 考 え ら

れ る 。(一)一Preorixineを は じめ と した イ ソ プ レツ 側 鎖 上 の 不 斉 炭 素 に つ い て は こ れ ま で そ の 絶 対 配 置 は
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決定 されていた ものの,そ の決定法にはあいまいさが残 っていた。 そ こで,こ れ らの化合物 にっいて改良

Mosher法 を適 用す ることによ りその絶対配 置を明 らか とした。
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(3>Febrifugineの 結核菌(BCG)誘 導腹腔マ クロフ ァージ(Mφ)のNO産 生増強作 用

マク ロファー ジ(Mφ)が 産生す る細胞障害性 の一酸化窒素(NO)は,マ ラ リア原 虫 に対 して も障害

性が ある ことが知 られてい る。 著者 は生薬常 山のメ タノールエキスおよびその主 アルカ ロイ ド成分 であ る

febrifugineが 結核菌(BCG)誘 導 マウス腹腔Mφ のNO産 生 を増 強 す るかを検討 した。BCG(1mg

/mouse/0.2mE.p.)の 接種2日 前 か ら3日 間,常 山 メタノールエキス(20mg/kg/day)をICRマ
＼

ウスに経 口投与 した。BCG接 種5日 後 に腹腔Mφ を採取 し,エ ン ドトキシ ン(LPS)存 在下 に24時 間培

養 してNOを 産生 させ,培 養液上清 中のNO量 をGriess試 薬 によって比色定量 した。 その結果,』常 山 メ

タノールエキスを投与 したマウスのMφ は,生 理食塩水 を投与 した コン トロール群 に比 べてNO産 生 が

有意 に増強 され た。 エキスを分画 した ところ,活 性 はアルカロイ ド画分 に移行 した。 さ らに,ア ルカ ロイ

ド画分 か ら得 たfebrifugine,isofebrifugine、4-quinazolinoneを それぞ れマ ウス に経 ロ前 投与(1

mg/kg/day)し た結 果,そ の主 活性 成分 はfebrifugineで あ る ことが 明 らか とな った。Febrifugine

をBCGの 接種 前あ るいは接 種後 に投与 した場合,接 種前投与 がよ り多 くのNOを 産生 す ることが 判 明 し

た。一方,BCG誘 導 マウス腹腔Mφ にfebrifugin6,LPSを 加えて培養 した場合,そ のNO産 生 量 に 増

強 は認 め られず,逆 に減少 す る結果 とな った。 その結果,febrifugineのNO産 生増強作用 は,Mφ へ の

直接 的な賦 活化 によるもので はな く,Mφ 活性化 における上流部分 にあた るIFN.γ の産生 やT細 胞 を活

性化するIL-12の 産生 などの関与によって生 じることが示唆 された。また,既 存の抗マ ラリア剤 はfebrifugine
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と同用量でにNO産 生を増強 しなかった。

◎ゐ・評
Febrifugine
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4-Quinazolinone

(4)Febrifugineの マラ リア感染赤血球誘 導腹腔浸潤細胞のNO産 生 増強作 用

常 山 は抗 マ ラ リア作用 を 目的 として使用 される生薬であ る。 そ こで,マ ウス マ ラ リア原虫 感染 赤血 球

(PZαs肌od`μ 椛 うθrgんε`NK65,2x107PRBC/mouse`.p.)で 誘 導 した腹 腔浸 潤細 胞(M-PEC)の

NO産 生へ のfebrifugineの 影響 を検討 した。 その結果,febrifugineはBCGの 場合 と同様 に,生 理食 塩

水 を経 ロ投与 した コン トロール群 と比較 して腹腔浸潤細胞 のNO産 生を増強 した。

(5)Febrifugineの マラ リア感染マ ウスにおける血 中NO産 生 増強作 用

Febrifugineが マラ リア感染マウスの血中のNO産 生 量にどのような影響を与えるか検討 した。Febrifugine1

(1mg/kg/day)は マ ラ リア原虫(Pう θrgんθごNK65,2x106PRBC/mousel。p.)の 感染 ・2日前 か

ら3日 間,感 染開始後 の3日 間 あるいは感染の前後5日 間 にわ た って経 口投 与 した。 血 中NOゴ 量 はマ

ウスか ら経時的 に採血 して得 た血漿を硝酸塩還元酵素 を用 いてNO2一 に還元 した後,Griess試 薬 で反応

させNO2一/NO3　 の総量 として表示 した。 マ ラ リア原虫感染率 は採血 した ものの一 部 か ら血 液塗 末標

本を作製 し,ギ ムザ染色後,顕 微鏡下 にて計測 した。 マラ リア感染 マ ウスで は,感 染開始 か ら4日 後 に血

液原虫感染率が上昇 し,7～8日 で全 てのマ ウスが死亡 した。 この際,こ れ らのマ ウ スか ら得 た血 液 の

NOゴ 濃度 を経 時的に調べ た ところ,こ の濃度 はいずれの時間 にお いて も変化 は認 め られなか っ.た。一方,

febrifugineを 投与 したマ ウスの血中NO3一 濃度 は全 ての投与方法 にお いて上昇 した。 また,febrifugine

は血 液原 虫感染 率を抑 制 し,マ ウスの生存率 も上昇 させた。 なお,febrifugineに よ る血 中NO3一 濃 度 の

上昇効果 に は0.33か ら1.Omg/kg/dayの 範囲で用量依存性 が認 め られ た。Febrifugine(1mg/kg/

day)を 正常 マ ウスに経 口投与 した場合,血 中NO3一 濃度 は正常 マウスの それ と比較 して変化が認め られ

ない ことか ら,febrifugineに よる抗 マラ リア効果 にNO産 生 の増 強作用 が寄与す る可能 性 を明 らか にす

る目的で,febrifugineを 投与 したマ ラ リア感染 マウスにNO合 成酵素陽害剤 であるL-NMMA・ あ るい は

aminoguanidineを 投与 して,febrifugineの 抗 マ ラ リア効果 にどの ような影響 を及 ぼすか検 討 した。 そ

の結果,febrifugine投 与 によ り上昇 す る血 中NO3一 濃度 はこれ らのNOS阻 害剤 の投 与 に よ り正常 値 に

まで下が り,febrifugineの 投与 によ り改善 され る血 液原虫感染率 の上昇 とマウスの生存 日数 を と もに悪

化 した。 この ことか ら,febrifugineに よる抗 マラ リア機序 の一部 にNOSか ら産生 され るNOが 関 与 し

て いる可 能性が強 く示唆 され た。
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しか し,febrifugineは,マ ラ リアの根治 を目的 と して連 続経 口投与 した場 合,febrifugineの 投 与期

間中 は原虫 の血液感染率 は血中NO3　 濃度 の上昇 とともに改善 され るが,投 与 を中止 す る とマ ラ リア原

虫 の増殖 が再度始 まった。 この事か ら,本 研究 で使用 した用量 で,febrifugineは マ ラ リアの治療 にお い

て根治 はむずか しい と考 え られ る。 しか しなが ら,既 存 の抗マ ラ リア剤 に対 して耐性 を示すマ ラ リア原虫

が広 が って きてい る中で,宿 主免疫 応答 の一部 を担 って いるNOは これ らの原 虫種 に耐 性 を生 じさせ な

い利点が あ り,既 存 の抗 マラ リア剤 との併用 を前提 と した実験 を行 うなど新 たな戦略 を立て ることが可能

で あると考 え られ る。
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審 査 結 果 の 要 旨

マ ラ リアは,熱 帯地方 を中心 に多 くの人々が感染す る疾病で ある。マ ラ リア は,正 しい診断 の もとで,

適切 な治療 がな されれば完治す る。 しか しなが ら,既 存 の薬剤 に対す る多剤耐性 マラ リア原虫 の出現 が治

療上 の大 きな問題 とな って いる ことか ら,現 在新 たな薬剤 の開発が強 く要望 されてい る。本研究 は,新 規

抗 マ ラ リア剤 の開発 に とって基礎 とな りうるデー タを提供す ることを目的 と した。 すなわち,中 国で現在

で もマ ラ リア治療 に使用 され ている生薬 ・常山に注 目し,そ の基原植物 であ るコクサギ,ジ ョウザ ンァジ

サ イにっ いて,天 然物化学お よび免疫薬理学 的な観点 か ら検討を加 えた。

実験結果 は下記 の内容か ら構成 されて いる。

(1)コ.ク サギに含 まれる成分 を詳細 に検討 し,3種 の新規 キノ リン系アルカ ロイ ド((+)一isoptelefoli-

dine,3'一 〇一methylorixine,3'一 〇一acetylisopteleflorine)を 含む22種 のキ ノ リン系 アルカ ロイ ド,6

種 のクマ リンを単離 した。 そ こで,3種 の新規 アルカロイ ドの構造 を分光学 デー タを もとに決定す るとと

もに,こ れ まで未確 定 だ った(+)一 〇rixineを は じめ とす る コクサギ アル カ、ロイ ドの立 体 化 学 を改 良

Mosher法 を適 用す る ことによ り明 らか に した。 単 離 した化 合物 にっ い て は,熱 帯 熱 マ ラ リア原 虫

一PZα8ηzo伽ηげαZclραrμηLを用 いた`肺1`roで の殺 マ ラ リア原虫 活性 試験 を行 い,2種 の アル カ ロイ ド

(N-methylatanine,4-0-methylbalfourodiniumchloride),2種 のクマ リン(bergapten,imperatorin)

に殺 マ ラ リア原虫活 性を見 いだ した。

② 加 痂roに よる抗 マ ラ リァ活性試験 で きわめて強 い殺 マ ラ リア原虫活性 を示 した ジョウザ ンア ジサ

イか ら,そ の主活 性成分 としてfebrifugineを 単離 した後,febrifugineが マ ラ リア原虫 感染 マ ウス に対

して も抗 マ ラリア作用を示 す ことを確認 した。 と ころで,マ ラ リア原虫 に対す る直接作用や生体の免疫系

を介 す る作 用な ど,さ まざまな抗 マ ラ リァ作用発現 メカニズ ムが考 え られ た。本研究で は,特 にマラ リア

の感染 防御 においてその役割 が注 目され ている「酸化 窒素(NO)に 対 す るfebrifugineの 影響 を検討 し

た。 その結果,febrifugineが, .BCG誘 導 マ ウス腹腔 マクロフ ァージ,マ ラ リア原虫感染 マ ウスの腹腔 内

浸潤細胞 ・血 中のNO量 を増加 させ る ことを明 らかに した。 さ らに,NOS2阻 害剤 を用いた実験 に よ り,

febrifugineが 血中NOを 増加 させ ることによ って抗 マ ラ リア作 用を発現す ることを明確 に した。 この結

果 は,鳶brifugineめ 有用性 を示 すだ けでな く,NOを 介 した作用を考 慮 した新 た な薬 剤 開発 の可能 性 を

示 唆 した ものといえる。

以上 のよ うに,新 たな抗 マ ラリァ剤の創製 において,本 研究 は化学 的のみな らず免疫薬理学 的に新 たな

タイプの リー ド化 合物を提示 した といえ る。

よって,本 論文 は博士(薬 学)の 学位論文 として十分な内容を持つ と認 ある。
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