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論 文 内 容 要 旨

[目的]

糖尿病 は,高 脂血症,高 血圧 とともに代表的 な生活習慣病 の一つで あ り,網 膜血管 閉塞症,腎 症等の細

小血管 障害 や心筋梗塞等の動脈硬化性疾患 を併発 しやすい。動脈硬化性疾患 の発症予 防には厳格 な血糖管

理が有効で あるが,そ の予防効果 は細小血管障害で認 め られる予 防効果 に比べ て弱 いこ とが明 らか にされ

ている。糖尿病患者数 は近年急速 に増加 してい るため,動 脈硬 化性疾患の発症 を予 防す る優 れた薬剤の開

発 が切望 されてい る。

2型 糖尿病 は末梢組織 におけるイ ンス リン抵抗性 を成 因 として発症す る。現在,こ のイ ンス リン抵抗性

を改善す る薬剤 としてthiazolidinedionederivatives(TZDs)で あるrosiglitazoneとpioglitazoneが 臨床で使用

されてい る。TZDsに よるイ ンス リン抵抗性 の改善 にはperoxisomeproliferator-activatedreceptorγ(PPARγ)

の活性化 が深 く関 わって い る。PPARγ とは標 的遺伝 子 の プ ロモー ター に存 在す るPPARresponsive

elementに 結合 し,そ の遺伝子 の転写 を リガ ン ド依存 的に活性化す る核 内受容体 であ り,脂 肪細胞 におい

て強 く発現 してい る。 また,マ クロフ ァー ジ,血 管 内皮細胞,血 管平滑筋細胞等 の血管系 を構成 す る細胞

に発現す るPPARγ が動脈硬化抑制的 な役割 を担 うこ とか ら,PPARγ アゴニス トであ るTZDsの 動脈 硬

化性疾患への有用性 が期待 され る と共 に,糖 尿病 治療薬 としてPPARγ を標 的 とした薬剤が注 目されてい

る。

脂肪酸 は生体 のエ ネルギー源あ るいは細 胞膜 の構城 成分 と して重 要であ るだけで な く,prostaglandin

(PG)やthromboxane(TX)と いったprostanoidに 変換 され,炎 症反応や血 液凝 固反応 に関与す る。特 に,

血小板 やマ クロフ ァージによ り産生 されるTXA2は 強い血小板凝集作 用 を有 し,糖 尿病患者 においてその

産生が充進 してい るこ とか ら,糖 尿病性細小血管障害や動脈硬化性疾患への関与が示唆 されて きた。また,

低用量のaspirinが 動脈 硬化性疾患の発症 を予 防するこ とや,TXA2受 容体 アンタゴニス トが糖尿病患 者 に

お ける動脈 硬化の進展 を抑制す ることが報告 されてお り,TXA2の 産生抑 制やその作用 減弱 が動脈硬 化性

疾患 の発症 予防に有効で ある と考 えられている。 さらには,動 脈硬化 巣(プ ラーク)に 浸潤 したマ クロフ

ァー ジの多 くはcyclooxygepase(COX)一2やmembrane-associatedPGEsynthaseを 高発現 してお り,PGE、 の

産生充進 とプラークの脆弱化 との関連性が指摘 されている。

プ ラー クに浸 潤 したマ クロ フ ァー ジがCOX-2とPPARγ を発 現 し,COX-2プ ロモ ー ター にPPAR

responsiveelementが 存在す ることか ら,TZDsはTXA2やPGE2の 産生 に何 らかの影響 を及 ぼす可能性 が考

えられる。 しか しなが ら,TZDsのTXA、 とPGE、 の産生 に及ぼす影響 とその作用機序 につ いては未 だ明確

な説明はな されていない。そ こで本研究 ではTZDsの 動脈硬化性疾患への有用性 とPPARγ を標的 と した

糖尿 病治療薬 の開発 に有益 な情報 を得 ることを目的 とし,TZDsのTXA2とPGE2の 産生 に及 ぼす影響 とそ

の作 用機序 につい て検討 した。
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[結 果]

TZDsのTXA、 とPGE、 の 産 生 に 及 ぼ す 影 響

TZDsのTXA2とPGE2の 産 生 に 及 ぼ す 影 響 をPPARγ 発 現 細 胞 で あ るU937細 胞 を 用 い て 検 討 し,

rosiglitazoneとpio91itazoneがlipopolysaccharide(LPS)刺 激 に よ るTXA2とPGE2の 産 生 を 充 準 す る こ と を

明 ら か に し た 。 しか し な が ら,rosiglitazoneがTXA,とPGE2の 産 生 を充 進 す る た め に はPPARγ を活 性 化

す る 濃 度 よ り も高 濃 度 を 必 要 と す る こ と が 判 明 し た 。 そ れ ば か りか,rosiglitazoneとpioglitazoneで は

PPARγ を 活 性 化 す る 濃 度 に ユ0倍 程 度 の 違 い が あ る に も 関 わ らず,同 程 度 のTXA2とPGE2の 産 生 充 進 作

用 を 示 す こ と も判 明 し,TZDsに よ るTXA2とPGE2の 産 生 充 進 はPPARγ の 活 性 化 と は独 立 した 作 用 機 序

に よ り発 現 し て い る こ と が 示 唆 され た 。

TZDsに よるTXA、 とPGE2の 産生充進へのPPARγ の関与

TZDsに よるTXA、 とPGE、 の産生充進 にPPARγ が関与するか どうかを明 らか にするため,PPARγ ア

ンタゴニ ス ト(GW9662)とPPARγ 非発 現細胞 を用 いて検討 した。その結果,PPARγ ア ンタゴニス ト

がrosiglitazoneに よるLPS刺 激TXA2産 生 の充進 を抑制せず,PPARγ 非発現細 胞であるNIH3T3細 胞 に

おいて もrosiglitazoneとpioglitazoneがPGE2の 産生 を尤進す ることが判明 した。 これ らの結果 よ り,TZDs

によるTXA2とPGE2の 産生尤進 はPPARγ 非依存 的な作用機序 によ り発現 している ことが明 らか になっ

た。

TZDsに よるTXA、 とPGE2の 産生元進機 序の検討

TXA、 やPGE、 等 のprostanoidは 細胞膜 中のarachidonicacid(AA)を 基質 とした一連の酵素反応(AAカ

スケー ド)に よって産生 される。すなわ ち,細 胞膜 リン脂 質か らのAAの 遊 離 とCOXに よる過酸 化反応

に より生 じたPGH2か ら分子種特異的合成酵素 により各prostanoid分 子種が生合成 されるご

TZDsがTXA2やPGE,と い った複数 のprostanoidの 産生 を充進する ことか ら,TZDsはTXA2とPGE2の

産生 に共通 な産生経路 に影響 を与えている と考 えられ る。そこで,TZDsに よるTXA2とPGE2の 産生充進

機序 を明 らか にするため,TZDsの 細胞膜 か らのAA遊 離量 とCOX発 現量 に及ぼす影響 につ いて検討 した。

その結果,rosiglitazoneはCOX-1とCOX-2の 発現 には影響 を与えない もの の,細 胞膜 か らのAA遊 離量 を

有意 に増加 させた。 さらに,[2H8]AA標 識U937細 胞の[2H8]TXA2産 生 に及 ぼすrosiglitazoneの 影響の

検討 によ り,rosiglitazoneがLPS刺 激 による[2H8]TXA2の 産生 を充進 させるこ とを示 し,TZDsがCOX-

1やCOX-2の 発現誘導ではな く細胞膜か らのAAの 遊離量 の増加 によ りTXA2とPGE2の 産生 を元進 させ

るこ とを明 らか にした。 また,GW9662がrosiglitazoneに よるAA遊 離量の増加 を抑制せず,NIH3T3細 胞

にお いて もrosiglitazoneとpioglitazoneに よる有意なAA遊 離量の増加が認め られたことか ら,TZDsに よ

るAA遊 離量の増加がPPARγ 非依存的であ ることが示 された。

更 にTZDsに よるAA遊 離量 の増加機序 について解析 を行 った。Rosiglitazoneに よるAA遊 離量の増加 は

一過性で はな く経時的 に認め られるこ とか ら,TZDsに よるAA遊 離量 の増加 にcytosolicphospholipaseA2
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α(cPLA、 α)の 発現誘導や リン酸化 による酵素活性 の上昇が関与する ことが推察 された。 しか しなが ら,

rosiglitazoneはcPLA2α の発現 には影響 を与 えず,タ ンパ ク合成 阻害薬(actinomycinD,cycloheximide)は

rosiglitazoneに よるAA遊 離量 の増加 を抑制 しなか った。 さらに,MAPKIERKkinase阻 害薬(uO126)と

proteinkinaseC阻 害薬(H-7)がrosiglitazoneに よるAA遊 離量の増加 を抑制 しない ことや,rosiglitazoneが

リン酸p38量 を増加 させ ない ことも判 明 した。 これ らの一連 の結果 は,TZDsに よるAA遊 離量 の増加 に

はAA遊 離過程 の関与 は乏 しい ことを示唆 してい る。 また,本 実験 において用いたAA遊 離量 の評価系 で

は,AA遊 離量が遊離過程の変動 だけでな く再取込 過程 の変動 に よって も変化するこ とが考 えられるため,

TZDsが 細胞膜か ら遊離 し牽AAの 再取込過程 を抑制す ることに よって遊離AA量 を増加 している可能性 を

想定 し,rosiglitazoneのAA取 込過程 に及 ぼす影響 について検討 した。 その結果,rosiglitazoneは 細胞膜へ

のAA取 込量 を持続 的に抑制する ことが判明 し,TZDsは 遊離 したAAの 細胞膜へ の再取込 を抑 制するこ と

によ り,遊 離AA量 を増加 させ る ことが示唆 された。

[結論]

動脈硬化性疾患 を発症 しやすい糖尿病 や高脂血症,高 血圧の治療 は極 めて重要であ り,優 れた治療薬 の

開発 が切望 されてい る。TZDsを 始め としたPPARγ ア ゴニス トは脂肪細胞 のPPARγ の活性化 に より2

型糖尿病 の発症 ・進展 に関わ るインス リ抵抗性 を改善す るのみ ならず,マ クロファー ジ等 の血 管系細胞 に

発現 するPPARγ を活性化 し,動 脈硬化性疾患 を予防す ることが期待 され ている。

本研究 ではTZDsがAA再 取込過程の抑制 によ り,遊 離AA量 を増加 させ,TXA2やPGE2の 産生 を充進

させ ることを明 らか に した。TXA2とPGE2は プラー クの脆弱化 とそれ によ り誘発 され る血栓形成 の重要

なメデ ィエー ターである ことか ら,TZDsが 動脈硬化性疾患 を発症 させ やす いこ とが示唆 され た。 しか し

なが ら,TZDsに よるTXA、 とPGE、 の産生充進 はPPARγ 非依存的 な作用機i序によ り発現 されているため,

thiazolidine2,4-dione構 造 を有 さないPPARγ アゴニス トは このような副作用 を回避 した優れた糖尿病治療

薬 として期待 され る。 また,rosiglitazoneとpioglitazoneに よるPPARγ 非依存 的なTXA、 とPGE2の 産生充

進は,最 大血 中薬物濃度 よ りも高濃度 で発現 してい ることか ら,生 体 内にお いて この ような作用が発現 し

ているか どうか については更 なる検討が必 要である。

以上,本 研 究の成果がPPARγ を標 的 とした糖尿病 治療薬 の開発 において有用 な知見 となる とともに,

TZDsの 動脈硬化性疾患へ の有用性 を解析す るための一助 になる ことを期待す る。

一43一



審 査 結 果 の 要 旨

糖尿病 は代表 的な生活習慣病 の一 つで あ り,し か も網膜血管 閉塞症,腎 症 などの微小血管障害や心筋梗

塞等の動脈硬化性疾患 を併発 しやす い。 とりわけ動脈硬化性疾患 は発症の予防が難 しく,糖 尿病 の治療が

もっ とも大切 とされ る。現在 イ ンス リン抵抗性 を改 善す る薬剤 として,peroxisomeproliferator-activated

receptorγ(PPARγ)の 活性化 に関与す るチアゾリジンジオ ン誘導体(TZDs)が 臨床 で使用 されている。

一方
,強 い血小板凝集作用 を持つ トロンボキサ ンA2(TXA2)は,糖 尿病性細小血管障害や動脈硬化性疾

患 への関与が示唆 されてお り,ま た動脈硬 化巣 とプ ロス タグラ ンデ ィンE2(PGE2)産 生充進 との関係 も

指摘 されている。本研 究は,こ うした観点か らTZDsのTXA2とPGE2産 生 に及ぼす影響 とその作用機序 に

ついて検討 を加 えた ものである。

先ず,TZDsのT}(A2お よびPE2の 産生 に及 ぼす影響 をPPARγ 発現細胞 を用いて検討 した ところ,認 め

られ たTZDsに よる産生充 進 はPPARγ の活性 化 とは独 立 した作用機序 によ り発現 す ることが判 明 した。

この ことはPPARγ ア ンタゴニス トを用 い る実験 によって も裏付 け られた。次 いで,細 胞膜か らのアラキ

ドン酸 遊離 とCOX発 現量 に及 ぼすTZDsの 影響 について吟味 を加 えた。 その結 果COXの 発 現誘導ではな

く,細 胞膜 か らの アラキ ドン酸 の遊離量 の増加 によ りTXA2とPGE2の 産生 を充進 す るこ とが判 明 した。

また このアラキ ドン酸遊離量 の増加 はPPARγ 非依存 的であった。

引 き続 き,ア ラキ ドン酸遊 離量増加 の機序 について検討 を加 えた ところ,細 胞膜へのア ラキ ドン酸取込

量 を持続的 に抑制す るこ とか ら,TZDsが 細胞膜へ の再取込 を抑制す る ことによ り結果的 に遊離 アラキ ド

ン酸量が増加 したもの と結論 され た。

以上,本 論文 は,TZDsの プロス タノイ ド産生 に及ぼす機 序 を明 らかに し,PPARγ を標的 とする糖尿病

治療薬 の開発 に有用 な知見 を与 える と伴 に,TZDsの 動脈硬化性疾患へ の有用性 を解析 す る上で重要 な情

報 を提供 した ものであ り,博 士(薬 学)の 学位論文 として合格 と認 める。
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