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論 文 内 容 要 旨

Macrophagesplayamajorroleinhostdefenseagainstinfectionandtumordevelopment.Duringinflammatory

process,activationofmacrophagesbyinflammatorystimulicausesreleaseofvariousinflammatorycytokines

andchemicalmediators.Lipopolysaccharide(LPS),oneofthemajorcomponentofoutermembraneof

gram-negative,bacteria,stimulatesimmunecells,mainlymacrophages,toreleasevariousmediatorssuchastumor

necrosisfactor(TNF)一a,interleukin(IL)一1,IL-6,IL-10,prostanoids,andnitricoxide(NO).Sepsisisaclinical

syndromef廿equentlymediatedbyLPS,andinpatientswithsepsis,TNF一 αproducedbyLPSplaysam句orrole

intheassociatedsystemictoxicity.TNF-aalsoinducesthesecretionofcytokinessuchasIL-1andactivates

otherimmunecellsincludingTcells.Amongthechemicalmediatorsreleasedfromactivatedmacrophages,the

arachidonatemetaboliteprostaglandins(PGs)controlpain,feverandinflammatoryresponses,andNOgenerated

byNOsynthase(NOS)inducestissueinjuryattheinflammatorysite.Mastcellsalsoplayacentralroleinthe

initiationoftheimmuneresponseassociatedwithallergicdisordersandasthma.MastcellsexpressFcRI,a

high-affinityreceptorforIgE,ontheirsurface.Cross-linkagewiththeantigenoftheIgE-FcRIcomplexactivates

mastcells,andleadstodegranulationandtheproductionofcytokinesandarachidonatemetabolites.Histamine

storedinsecretorygranulesisrapidlyreleasedinresponsetotheantigen,andinducesthecontractionofsmooth

muscles,anincreaseinvascularpermeabilityandthesecretionofmucus.Theantigenalsoinducestheproduction

ofarachidonicacidmetabolitessuchasPGDz,achemoattractantforeosinophils,andleukotriene(LT)Ba,a

chemoattractantforeosinophilsandneutrophils,andpeptide-LTsthatincreasevascularpermeability.Amongthe

cytokinesproducedinresponsetotheantigen,IL-4andlL-13induceproductionoflgEbyBcellsandinduce

Th2celldevelopment.Therefore,itissuggestthatmodulationofmacrophagesandmastcellactivationmightbe

therapeutictargetsforcontrollinginflammatorydiseases.

Themedicinalplantshavebeenusedforthetreatmentofvariousdiseasessinceancienttimes.Therefore,

medicinalplantshavebeenrecognizedasasourceofnewtherapeuticcandidatecompounds,andvarious

pha㎜aceuticalagentshavebeenisolate面omthemedicinalplants.Forexample,salicylicacidwa串identi盒edin

1839asanactivecomponentinanumberofplantsknownfortheiranalgesicactivity,andwasfirstsynthesizedin

1853.Itledtothedevelopmentofaspirin,whichisthemostwidelyusedsyntheticdrugtoday.Stillnow,avariety

ofstudieshasbeencarryingouttofindleadcompoundstodevelopmorepotentandlesstoxicdrugsfromthe

medicinalplants.Onthebasisofthisresearchcurrent,Ihavestudiedtofindleadcompoundsforanti-inflammatory

drugsfromnaturalresourcesandanalyzedtheirmechanismofaction.Inculturesofmacrophagesandmastcells,

Ihavestudiedeffectsoffourkindsofnaturalproducts,furanocoumarinsisolatedfromtherootsofAngelica

dahurica,lignansisolatedfromtherootsofAcanthopanaxchiisanensis,synthesizedflavonoids2'一hydroxychalcone

derivatives,andstilbeneresveratrol,aconstituentofVitisviniferaextract,ontheproductionofinflammatory

chemicalmediatorsandcytokines.
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1。FuranocoumarinimperatorinAmongvarlousffactionsoftherootsof/1ηgθ1∫6α4α 肋r'cα,n-hexane

行actionandmethylenech責oridefセactionshowedpotentinhibitoryeffbctsontheLPS-inducedPGE2productionin

ratperitonealmacrophages.Fromtheffactions,且vefhranocoumarinswereisolatedandtheirsemi-synthesized

compoundswereprepared.Amongtheisolatedfhranocoumarinsandsemi-synthesizedcompounds,phellopterin,ゴ
imperatorinandisolmperatorincompletelyinhibitedtheLPS-inducedPGE2production,andimperatorin

suppressedtheLPS-inducedexpressionofcyclooxygenase(COX)一2andmembrane-assoc{atedPGE2synthase

(mPGES)一1,withoutaffbctingexpressionofCOX-landcytosolicPGES.Theseresultssuggestthattheinhibition

byimperatorinoftheLPS-inducedPGE2productionismediatedthroughsuppressionofinductionofCOX-2and

mPGES-1.Fu曲e㎜ore,imperato翻nhibitedtheLPS-inducedTNF一 αproductioninthemudnemacrophage

celllineRAW264.7cells.Toclari旬itsinhibitoWmechanismofactioηR)rPGE2andTNF一 αproduction,e驚cts

ofimperatorinontheLPS-inducedactivationofmitogen-activatedproteinkinases(MAPKs)andtranscription

飴ctornuclear飴ctor(NF)一 κBwhicharetwom句orsignalingmolecules飼rtheinductionoftheproinna㎜atoW

proteinssuchasCOX-2,inducibleNOsynthase(iNOS)andTNF一 αinLPS-stimu董atedmacrobhageswere

analyzed.ImperatohndidnotaffbcttheLPS-induce"phosphorylationofERK,p38MAPKandJNK,butreporter

geneassayandelectrophoreticmobilityshi負assayrevealedthattheLPS-inducedactivationofNF一 κBwas

suppressedbyimperatorin.Furthermore,theinhibitionbyimperatorinoftheactivationofNF一 κBisinduced

throughdirectinhibitionofthebindingofNF-KBtoDNA,withoutaf驚ctingtheLPS-induceddegradation

ofIκB一 αJtisreportedthatcysteine3&and620fNF一 κBblndtoDNAbyfbrminghydrogenbondwith

sugar/phosphatebackboneoftheκB-DNAmotif;andsevera董studieshavebeenreportedthatα,β 一unsaturated

carbonylcompoundsreactdirectlywithNF一 瓦B.Imperatorinalsocontainsα,β 一unsaturatedcarbonylmoietyand

theimperatorin-mediatedinhibltionofNF一 κB.activatlonwasreversedbydlsulfhydrylcompounddithlothreito1,

suggestingthatimperatorinmaymodifシasulf』ydrylgroupinNF一 瓦B.Fromtheseresults,itwassuggestedthat

theinhibitionbyimperatorinofPGE2andTNF一 αproductioninLPS-stimulatedmacrophagesismediatedby

suppressionoftheactivationofNF一 κB.

2.Lignant3iwamhCAmongvariousffactlonoftherootsof/望cα η涜oρ αηακc履 ∫αηθπ5∫∫,ch10rofbrm

丘acti…h・w・d・p・t・nti・hibit・ ・yacti・ily・g・i・ ・tth・ 、P・・t・i・ki…eCacti・ ・t・・12-0-t・t・adecan・ylph・ ・b・

113-acetate(TPA)一inducedPGE2productioninratperitonealmacrophages.Among盒velignans,'一sesamil1,

savinin,helioxanthln,taiwaninCand`'5-dibenzylbutyrolactoneisolatedfめmchlorofbmlfセaction,taiwanin

ChadthemostpotentinhibitoryactivityontheTPA-inducedPGE2production.TaiwaninCalsopotently

suppressedthe6ndomembraneCa2+一ArPase.inhibitorthapsigargin-orthenon-speci盒cproteinkinaseinhibitor

staurosporine-inducedPGE2production,indicatesthattheinhibitoryactivityoftaiwaninCfbrPGE2production

lsnotspecifictoTPA.TaiwaninCdidnotaffbcttheTPA-inducedexpressionofCOX-2,andthereleaseof

radioactivity丘om[3H]arachidonicacid-1abeledmacrophages.'ηv肋dete㎜inatlonofCOXactiviWdemons曾ated

thattaiwaninCinhibitedenzymaticactivitiesofbothCOX-landCOX-2(IC50values;1.06μMand9.31μM,
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respectively),reflectingtheinhibitionofbothCOX-1andCOX-2-dependentPGEzproduction.Thesefindings

suggestedthattaiwaninCinhibitsPGEzproductionbythedirectinhibitionofCOXsimilartothemechanismof

actionofNSAIDs.

3.Flavonoid2'一hydroxy-4'一methoxychalconeAmongfour2'一hydroxychalconederivatives,2'一hydroxy-4'

一methoxychalcone(compound1)
,2',4-dihydroxy-4'一methoxychalcone(compound2)and2',4-dihydroxy-6'

一methoxychalcone(compound3)suppressedtheLPS-inducedproductionofnitriteandTNF一 α.inRAW264 .7

cells,but2'一hydroxy-4,4'一dimethoxychalcone(compound4)showednoeffect.Thesefindingsindicatedthatthe

substitutionof-OHwith-OCH;atposition4(compound4)decreasedtheinhibitoryactivityofcompound2.The

reductionoftheinhibitoryactivitycausedbythesubstitutionof4-OHwith4-OCH,wasalsoobservedinour

previousstudyonthesuppressionofTPA-inducedPGEzproductioninratperitonealmacrophages.Thesefindings

suggestthatthe-inhibitionofLPS-inducedproductionofnitriteandTNF-aby2'一hydroxychalconederivatives

isinducedbyasimilarmechanismtotheinhibitionofTPA-inducedPGEzproduction.Compoundlinhibitedthe

LPS-inducedactivationofNF一 κBviainh孟bitionoftheLPS-induceddegradationofIκB一 α.BesidesNF一 κB,the

promoterregionofbothiNOSandTNF-agenesalsocontainsabindingsiteforthetranscriptionfactoractivator

protein(AP)一1,andcompoundlalsoinhibitedtheLPS-inducedactivationofAP-1andphosphorylationofJNK.

ItisreportedthattheredoxregulationisinvolvedintheactivationofNF一 κBandAP-1,andantioxidantreagent

pyrrolidinedithiocarbamateandN-acetylcysteinesuppressedtheproductionofnitriteandTNF-abyinhibiting

theactivationofNF一 κBandAP-1.Itisalsoreportedthat2'一hydroxychalconeshowspotentantioxidantactivity.

Therefbre,itispossiblethatcompoundlinhibitedtheactivationofNF一 κBandAP二lthroughltsantioxidant

property.Inaddition,itisreportedthatvariousflavonoidsincluding2'一hydroxychalcone,genisteinandquercetin

haveinhibitoryactivitiesagainstproteintyrosinekinases.Sinceactivationoftyrosinekinasessuchasc-SrcbyLPS

IeadstobothactivationofNF一 κBandphosphorylationofMAPKs,itispossiblethattheinhibitionofNF一 にBand

AP-1bycompoundlismediatedthroughtheirinhibitoryactivitiesagainstproteintyrosinekinases.Althoughthe

clarificationofexactroleofcompoundlininhibitingtheactivationofNF一 κBandAP-1isneeded,itissuggested

thatitsinhibitoryeffectsontheproductionofnitriteandTNF-aismediatedbysuppressionoftheactivationof

NF-KBandAP-1.

4.StilbeneresveratrolIntheratbasophilicleukemiacelllineRBL-2H3cells,resveratrolsuppressedthe

antigendinitrophenol-conjugatedhumanserumalbumin(DNP-HSA)一induceddegranulation,andproductionof

IL-13andLTCa.Resveratroldown-regulatedDNP-HSA-inducedphosphorylationofAkt,c-Jun,andERKwhich

participateindegranulation,IL-13production,andeicosanoidrelease,respectively.Theactivationofprotein

tyrosinekinasessuchastheSrcfamilykinasesLynandFyn,andtheSyk/ZapfamilykinaseSykisoneofthe

earliestsignalingeventsinducedbytheaggregationofFcRIonmastcells.Amongtheseproteintyrosinekinases,

subsequenttrans-andauto-phosphorylationsofSykresultinanincreaseincatalyticactivityandconsequential

tyrosinephosphorylationofdownstreamsignalingkinases.BasedonstructuralsimilaritytotheSykinhibitor
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piceatannol(traps-3,3',4,5'一tetrahydroxystilbeben)whichhasonemorehydroxygroupon3'一positionthan

resveratrol(traps-3,4,5'一tetrahydroxystilbeben),Ipostulatedthatonepossiblemechanismbywhichresveratrol

inhibitsmastcellactivationistheinhibitionofSyk.ResveratrolsuppressedDNP-HSA-inducedtyrosine

phosphorylationofSykwithasimilarpotencytothatofpiceatannol.Fromtheseresults,itwassuggestedthatthe

inh{bitionbyresveratroloftheantigen-induceddegranulationandproductionofIレ13andLTC4ismediatedby

suppressingtyrosinephosphorylationofSykinmastcells.

Inconclusion,itissuggestedthatthefuranocoumarinimperatorin,thelignantaiwaninC,theflavonoid2'

一hydroxy-4'一methoxychalcone
,andthestilbeneresveratrolmightbeleadcompoundsfornovelanti-inflammatory

drugshavingsuppressiveeffectsontheactivationofmacrophages,andmastcells,respectively.Inadditiontothe

furtherclarificationoftheirmechanismofactionforanti-inflammatoryactivityofthesecompounds,itisexpected

thatabetterunderstandingofthestructure-activityrelationship,thedrugmetabolismandthemolecularmodeling

mayprovidetheapproachestothedevelopmentofthenewanti-inflammatorydrugs.
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審 査 結 果 の 要 旨

本 研 究 は,抗 炎症 活性 を示 す 生 薬 の 作 用 機 序 を解 明 す る一 環 と して,生 薬 中 に含 ま れ る 成 分 を単 離 し,

そ れ らの化 合 物 あ る い は そ の 誘 導 体 につ い て マ ク ロ フ ァー ジ あ る い は肥 満 細胞 の 活 性 化 を抑 制 す る作 用

が あ るか ど うか 解 析 し,.さ らに そ の作 用 機 序 につ い て解 析 した も の で あ る。

は じ め に,解 熱 ・鎮 痛 作 用 が あ る生 薬Aη88'∫cαdo加r∫cα の 根 か ら単 離 し た5種 類 のfuranocoumarin

(byakangelicin,phellopterin,imperatorin,isoimperatorin,oxypeucedaninmethanolate)及 び 化 学 合 成 し

た そ れ ら の 誘 導 体 に つ い て ラ ッ ト腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活 性 化 に 対 す る 作 用 を解 析 し,imperatorin,

phellopterin及 びisoimperatorinに は マ ク ロフ ァ「 ジ を1ipopolysaccharide(LPS)で 刺 激す る こ とに よ り充 進
z

す るprostaglandin(PG)E2産 生 を抑 制 す る作 用 が あ る こ とを 明 らか に した 。 そ の 作 用機 序 につ い て解 析 し

た 結 果,imperatohnに はLPSに よ るcyclooxygenase(COX)一2及 びmembrane-associatedPGEsynthase-1蛋

白 の 誘 導 を抑 制 す る こ とに よっ てPGE2産 生 充 迄 を抑 制 す る作 用 が あ る こ と を明 らか に した。 ま た,LPS

刺 激 に よ るtumornecrosisfactor(TNF)一 α 産 生 充 進 もimperatorinに よ っ て抑 制 され る こ とを 明 らか に し

た 。 そ の 作 用 機 序 は,転 写 因子nuclearfactor(NF)一 κBの 阻 害 蛋 白質 で あ るinhibitoryproteinofNF一 κB(1

κB)一 α の 分解 促進 を抑 制 す るた めで は な く,NF-kBのDNAへ の 結 合 を直 接 的 に 阻 害 す る こ とに よ り

TNF一 αmRNAの 発 現 充進 を抑 制 す るた めで あ る こ と を明 らか に した 。

次 に,抗 炎 症 活 性 が あ る生 薬Acα η∫hop侃 砿c航50η θη∫'∫の 根 か ら単 離 した5種 類 のIignan(」 一sesamin,

helioxanthin,savinin,taiwaninC,c'rdibenzylbutyrolactone)に つ い て,ラ ッ ト腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ を

12-0-tetradecanoylphorbol13-acetate(TPA)で 刺 激 す る こ とに よ り充 進 す るPGE2産 生 に 対 す る作 用 につ い

て 調 べ,taiwaninCに は 強 いPGE2産 生 抑 制 作 用 が あ る こ とを明 らか に レた 。 そ の 作用 機 序 にっ い て解 析

した 結 果,taiwaninCに はTPAに よ る細 胞 膜 リン脂 質 か らの ア ラ キ ドン酸 遊 離 を抑 制 す る作 用 は な く,

ま たTPAに よ るCOX-2蛋 白 の誘 導 を抑 制 す る作用 もな く,COX-1及 びCOX-2の 酵 素 活性 を 直接 抑 制

す る こ とに よ っ てPGE2産 生 を抑 制 す る作 用 が あ る こ とを 明 らか に した。

次 に,マ ウ ス マ ク ロフ ァー ジ様 細 胞 株RAW264.7細 胞 をLPSで 刺 激 す る こ とに よ り充 進す るnitrite及

びTNF一 α の 産 生 に 対 す るnavonoidで あ る2'一hydroxychalconeの 各 種 誘 導 体 の 作 用 に つ い て 解 析 し,2'

一hydroxy-4'一methoxychalconeが 最 も強 くnithte及 びTNF一 α の 産 生 を 抑 制 す る作 用 が あ る こ と を明 らか

に した 。ま た,そ の作 用 機 序 は転 写 因子NF一 κB及 びactivatorproteir1の 活 性化 を抑 制 す るた め で あ る こ

と を明 らか に した。

最 後 に,stilbeneで あ るresveratrolに は,ラ ッ ト肥 満 細 胞 株RBL-2H3細 胞 を抗 原 刺 激 す る こ とに よ り

充 進 す る脱 穎 粒 反 応,interleukin-13及 びleukotrieneC4の 産 生 充 進 を抑 制 し,そ の作 用機 序 は抗 原 刺 激 に

よ る.Sykのtyrosineリ ン 酸 化 を抑 制 す る こ とに よ り,そ の 下流 のAkt,ERK及 びc-Junの リ ン酸 化 の抑

制 す るた め で あ る こ とを 明 らか に した 。

本 研 究 に よ り,抗 炎症 活 性 を示 す 生 薬 の 作 用 機 序 が一 部 解 明 され,ま た マ ク ロフ ァー ジ及 び 肥 満 細 胞

の 活 性 化 を抑 制 す る作 用 機 序 を もつ 抗 炎 症 薬 として の リー ド化 合 物 が数 多 く発 見 され た。

よ って,本 論 文 は博 士(薬 学)の 学 位 論 文 として 合格 と認 め る。 畠
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