
氏 名( .本籍)

学 位 の 種 類

学 位 記 番 号

学 位 授 与 年 月 日

学 位 授 与 の 要件

研 究 科 専 門 課 程

くり は ら あ つし

栗 原 篤

薬 学 博 士

薬 博 第147号

昭和59年3月27日

学位 規則 第5条 第1項 該 当

東北大 学大学院薬学研 究科

(博士課程)製 薬化学専攻

学 位 論 文 題 目 ステ ロイ ド性抗炎症薬 の白血球浸潤抑制

作用 の解析

(主 査)・

論 文 審 査 委 員 教 授 鶴 藤 丞 教授 橋 本 嘉 幸

教授 佐 藤 進

一65一



論 文 内 容 要 旨

急性炎症の反応局所においては,血 管透過性充進と共に,好 中球を主体 とする細胞浸潤が認め

られる。浸潤 した細胞は,貧 食等により起炎物質の除去にあたる反面,こ の作用の結果生 じる穎

粒内中性酵素の放出,活 性酸素産生及び種 々のアラキ ドン酸代謝産物の生成等を通 して炎症を増

悪 させる一面があると想定 されている。卓越 した抗炎症効果を持つ副腎皮質ホルモン(ス テロイ

ド)は,ま た非ステロイド剤に比 し,こ の白血球浸潤に対 して も強力な抑制作用を有するが,そ

の作用機序に関する研究は,血 管透過性充進抑制作用に関するほど進歩はしていない。白血球浸

潤は,血 管透過性元進に比 し,起 炎刺激後十分な反応が出現するまで,か なりの時間を要するこ

と,薬 物 の作用部位 として白血球 自身の他,白 血球機能 に与える例えば走化性因子などの様 々の

因子が想定される事がその理由と考え られる。本研究はステロイ ドの抗炎症効果の作用機序にっ

いて,こ の白血球浸潤抑制作用の面か ら検討を行なったものである。実験 には,ス テロイ ドの作

用の強力なデキサメサゾン(DXM)を 使用 した。

まず第一に,DXMの 白血球浸潤抑制作用が炎症の場 において局所的に発現するものか,或 い

は全身作用なのかについて検討を行なった。invitroで 白血球に対 し走化活性をもつと報告さ 』

れている物質(casein等)を 加えた2%CMC(sodiumcarboxymethylcellulose)溶 液 を

rat背 部皮下に注入 して嚢を作 ると,こ の嚢内への強 い白血球浸潤が観察される。この嚢をrat'

背部に2ケ 所作り,一 方にDXMを6×10-7～6×1r5Mの 濃度で投与 し,2つ の嚢への白血'

球浸潤を比較するど 何れの用量でもDXMを 投与 した嚢への白血球浸潤が有意に強 く抑制され

た。この結果は,DXMの 白血球浸潤制制作用が,血 漿中に産生される因子を介する全身作用と

してではなく,炎 症局所で白血球の運動を直接阻害するか,ま たは局所で産生される走化因子の

量を直接低下させることにより発現するということを示唆 している。よ って次にinvitroの 実

験系を用いて白血球の機能 に対するDXMの 効果について検討を行なった。

まず,Boydenchamberを 用いて白血球の走化性 に与える直接の影響を調べた。Boyden

chamberはmicroporefilterに より分割 され た上下二室よりなり,下 室に加えた走 化活性物

質に向かって,上 室た加えた白血球がfilter中 へ遊走する現象を観察できる装置である。本研究

ではこの細胞の遊走を,従 来の51Cr一標識法を改良することにより感度よ く定量することに成功 し

た。すなわち,上 室に加える細胞を51Crで 放射標識 し,さ らにfilterを10μmの 薄いfilterと

150μmの 厚いf翫erの2枚 重ねとして,下 のfi玉ter内 へ遊走 した細 胞数を その放射活性によ

り定量 した。標準走化活性物質 として,zymosanで 補体を活性化 した血清(zymosan-activated

serUm)を 用 いたが,こ のようなcrudeな 物質を用いた場合でも細胞の走化性運動を 感度 よ く

定量することができる。この実験系においてDXMを6×10-7～ 一5M濃度で直接chamber内 へ加
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えても白血球の運動には何 らの影響 も認められないが,白 血球をDXMで 前処理することにより,

DXMの 用量及び前処理時間に依存 した白血球の走化性運動の抑制が認め られた。その抑制率は

6×10『6M,4時 間前処理の場合約30%で あった。

続いてinvitroの 実験 として,白 血球走化因子産生について検討を行なった。炎症部位 に浸

潤 した白血球は,様 々の炎症姓刺激を受けて自らさらに走化因子を産生 し,そ の後の白血球浸潤

を増幅する可能性が考えられた。本実験では,こ の可能性を検討するため,ま ず白血球をzymosan

と共に培養 し,生 成する走化因子を,培 地の走化活性の測定により定量 した。その結果,使 用 し

たzymosan量 及び培養時間に応 じて培地中に走 化活性物質が産生放出されることが確認された。

白血球由来の物質には,白 血球遊走を刺激するものがいくつか報告 されているが,Caionophore

の作用の下にアラキ ドン酸の リポキシゲナーゼ代謝産物 として生成するleukotrieneB4¢TB4)

に,非 常に強い走化活性のある ことが報告 されている。よって上述の培地か ら脂溶性画分を抽出

し,LTB4を 含む画分を高速液体 クロマトグラフィ(HPLC)に より分離 すると,こ の画分にの

み走化活性が認められた。培地中の走化活性はかなりの割合で脂溶性画分 に回収 され,し か も

LTB4を 含む画分の活性の強 さは,脂 溶性画分に回収された活性の強さに匹敵するもので あった。

これらは,培 地中に見い出された走化活性の大部分が白血球から産生 されたLTB4の 走化活性に

よることを示唆 している。さてこの実験系において白血球をDXMと 前処理 した後にzylnosan

で刺激すると,や はりDXMの 用量及び前処理時間に応 じて培地中の走化活性の低下が認め られ

た。白血球 との2時 間の前処理によりDXMは6×10岬Mで65%と 最大の抑制率を示 した。 白血

球の走化性運動その ものに対するDXMの 効果 と比較 した場合,DXMの 用量,抑 制率及び抑制

を発現 させるために必要 な前処理時間のどれをとっても,走 化因子産生に対 して遥かに強力な抑

制作用の発現することが明 らかとなった。白血球の産生する走化因子の本体であるLTB4は,大

食細胞など他の炎症性細胞か らも産生され ることが報告 されており,こ れ までの実験結果か ら,

DXMを 含むステロイドは,炎 症局所において主に走化因子であるLTB4産 生を低下させることよ

り,白 血球浸潤を抑制する,と いうことが示唆された。

ステロイ ドはアラキドン酸遊離を促進するphospholipaseA2(PLA2)を 阻害することが知 ら

れている。その分子機構 として白血球ないしは大食細胞から,ス テロイドの存在下に産生放出さ

れ るlipomodulinあ るいはmacrocortinと 名付けられた蛋白が,PLA2を 阻害 し,ひ いては抗

炎症効果を もたらす との報告が ある。上述のinvitroの 実験において,DXMと 白血球 の前処

理培地中にDXMの 抑制作用を代行 しうる物質があるか否かについても検討 したが,前 処理培地

にそのような作用は全 く認め られず,DXMの 作用は総て細胞内にのみ発現することが確認され

た。つまり,た とえIipoτnodulin様 の物質が産生されていたとして も,そ れが細胞外に放出され

て効果をもたらすことはなく,細 胞内で作用を発揮 していることが示された。
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炎症部位への白血球浸潤は,炎 症局所において産生された白血球走化因子により・誘導される

と考えられているが,実 際の炎症局所における走化因子 の動態について研究 した例はほとんどな

い。上述のinvitroの 実験で得 られた所見を確認する上か らも,本 研究で'は次にinvivOの 実

験として,炎 症滲出液中に見い出される白血球走化活性の解析を行 なった。

炎症実験モデル として,鶴 藤 らの開発 した,化 学修飾蛋白を抗原 とするratア レルギー性空気

嚢炎症モデルを使用 した。この炎症モデルでは,炎 症惹起後24時 間前後を最大 とする著 しい白血

球浸潤が炎症局所に認められる。そこでまず最初に炎症部位への白血球浸潤 と局所の走化活性と

の関係について検討 した。すなわち抗原で感作 した動物の背部に空気を注入 して空気嚢を形成す

る。翌日この嚢内に抗原溶液を注入 してア レルギー反応を惹起 し,以 後経時的に動物を殺 して嚢

内貯留液を総て回収する。回収 した嚢内液中の浸潤細胞数を算定後,超 遠心により上清を得,そ

の走化活性をBoydenchamberに より測定 した。その結果,浸 潤細胞数 は炎症惹起4時 聞後か

ら急速に増加 し,15-24時 間で最大に達 し以後漸減することが確認された。一方,嚢 内液中の走

化活性は4時 間で最大に達し,8時 間後まで強い活性が存在するが,以 後急速に失活 し浸潤細胞数

が最大に達する時期には殆ど活性のないことが確認された。つまり,嚢 内液中の走化活性 レベル

は,浸 潤細胞数の増加と著 しい相関性のあることが示され,炎 症局所に産生される走化因子が実

際に白血球浸潤を誘導 していることが示唆された。この実験結果をもとに,次 にDXMの 効果に

ついて検討 した。アレルギー惹起 と同時にDXMを 局所に投与すると,浸 潤細胞数及び走化活性

レベル共にDXMの 用量に依存 して低下 した。さらにDXMの 影響を経 時的に調べると,惹 起3

時間後では,浸 潤細胞数がまだ少なくDXMの 効果が認められないのに対 し,こ の時点ですでに

本来高いレベルにある走化活性がDXM投 与により有意に低下することが確認 された。この現象

はステロイ ドの白血球浸潤抑制作用が,ま ず炎症局所の走化因子のレベルを低下 させることによ

り発現する,と いうことを強 く示唆 している。一方,同 時に,非 ステロイ ド剤のindomethadn

の効果を同様に調べ たが,白 血球浸潤は抑制 されるものの,走 化活性には全 く影響が認め られず,

走化活性低下はステロイ ドに特異的な作用であることも示唆された。

最後に,こ の炎症局所の白血球走化活性のDXMに よる低下が,LTB4の 産生抑制によるのか,

またLTB4が 実際の白血球浸潤誘導にどの程度係わっているのかについて検討 を行なった。嚢内

液の脂溶性画分をまずoctadecylsilylsilicacartridgeを 用 いて抽出し,そ の走化活性の経時

変化を調べると,惹 起4時 間後まで嚢内液の活性上昇 と並行 して,こ の脂溶性画分の活性の上昇

が認められた。これはアレルギー惹起後の早い時期の白血球浸潤誘導にLTB4が 関与 しているこ

とを示唆 している。これに対 し,惹 起から8時 間後では嚢内液そのものにはまだ強い活性が認め

られるものの,脂 溶性画分の活性は消失 してお り,こ の時期以降の白血球浸潤が,他 の恐 らく蛋

白性の走化因子によ り誘導されることが示唆された。脂溶性画分の活性が,LTB4を 含む画分に
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由来す ることは,先 のinvitroの 実験同様,HPLCを 用いて分離 した画分の走化活性を測定す

ることにより確認 した。その上で,こ の脂溶性画分の走化活性に与えるDXM投 与の影響につい

て検討を行なった。DXMを 先ほどと同様,惹 起 と同時に局所に投与すると,走 化活性の最:大と

なる4時 間後の脂溶性画分の活性は,検 出できないほど低下 した。もちろんこの時,嚢 内液上清

の走化活性は,浸 潤細胞数とともにDXM投 与により有意に低下 して'おり,一 方,脂 溶性画分を

抽出 し終えた嚢内液上清の走化活性には,DXM投 与による有意な影響は認められなかった。よ

って,DXMの 走化活性の低下作用はLTB4の 産生抑制を介 して発現すること,さ らにこの走化

活性の低下 により白血球浸潤が低下することか ら,LTB4が 実際に白血球 浸潤誘導 に強 く関与

していることが示唆された。

本研究を通 じて,白 血球浸潤へのLTB4の 関与が示唆された。白血球浸潤を抑制することが,

炎症反応の鎮静化に大き く役立つ とすれば,今 後LTB4合 成阻害剤を開発することにより,よ り

強力な抗炎症薬が生み出されると考え られる。
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審 査 結 果 の 要 旨

本研究はステロイ ド抗炎症薬の作用機序 に関連 して行なわれたもので生体 レベルの実験 と,生

体外 にとり出 した白血球に生体外でステロイ ド抗炎症薬 を作用させた実験 とによって組み立てら

れている。生体外での実験 はさらに2っ の種別 の実験か ら成 り,そ の第1は 生体外で白血球にス

テロイド抗炎症薬を作用 させることによって,白 血球の化学走化性物質へ向けての遊走能が変化

す るか否かを検討 したものである。その結果,処 理時間が長 くなるほど遊走能が低下することが

明らか になった。 しかしその低下の程度は比較的軽度でこれを もって生体 レベルでのステロイ ド

抗炎症薬の白血球浸潤抑制作用を説明するのは無理であることが判明 した。一方,生 体外で イン

キュベー トした白血球にバクテリアの模型であるザ イモサンを貧食させると白血球走化物質 であ

るロイコトリエンB4を 産生 するがこの際ステロイド抗炎症薬が存在 していると数時間後にはロ

イコトリエンB4の 産生能力が抑制 されて くることが明 らか となった。

生体 レベルの実験では,ま ずラットの背部皮下に2箇 所または4箇 所のcarboxymethyl

cellulose(CMC)の 嚢をつくり,こ の嚢内液中に白血球を遊走させる実験系(multiplepouch

method)を 完成 した。この方法を用いてステロイ ド抗炎症薬の白血球浸潤抑制の有効濃度を定

めたのち,ア ゾベンゼンアルソネート結合 ウシ血清アルブミン(ABA-AcBSA)で 感作 した

ラットにCMC空 気嚢を作成 し,こ れに抗原であるABA-AcBSAを 適 用 してアレルギーを惹

起させるアレルギー空気嚢炎症を用い,炎 症滲出液中への白血球遊走が滲 出液の白血球走化活性

と相関することを明 らかに した。そしてこのア レルギー炎症局所にステロイ ド抗炎症薬を適用す

ると滲出液の白血球遊走活性の低下にもとついて白血球遊出が抑制されることを明 らかにし,さ

らにこの場合の白血球走化活性物質のうちで脂溶性の部分の活性がステロイ ド抗炎症薬の用量に

依存 して抑制 されること,そ してその化学的本体はロイコ トリエンB4で あ ること明らかにした。

さらに,非 ステロイ ド性抗炎症薬であるインドメタシンは通例の抗炎症作用を発揮する量より

も多量に投与すると若干の白血球浸潤抑制作用をあらわすが,こ の際 には炎症滲出液自身の白血

球走化活性は低下せず,ス テロイド性抗炎症薬 に見 られる強力な白血球浸潤抑制作用 とはメカニ

ズムが違 うことが判明した。

以上本研究は抗炎症薬 とくにステロイド性抗炎症薬の作用機序に関 して顕著 な成果を収め薬学

の発展 に貢献 したもので,薬 学博士の学位を授与するに値するものと判定 される。
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