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論 文 内 容 要 旨

血小板活性因子(PAF)は,細 胞膜 リン脂 質に由来する脂溶性 のchemicalmediatorで あ り,喘 息や糸球

体 腎炎な どの炎症性疾 患や生体の恒 常性維 持 に重要 な役 割 を担 ってい る と考 え られ ている。炎症時 には,

種 々の炎症細胞 か ら様 々な刺激 によ り産生 され,血 小 板 をは じめ,好 中球 や好酸球の活 性化,血 管透過性

充進作用,お よび白血球浸潤促進作用な どの生理活性 を発現す る。当研究室 にお いて,ラ ッ トのア レルギ

ー性 空気 嚢型症モ デルにおけ る好 中球浸潤が種 々のPAF拮 抗薬 に よって抑 制 され る ことを明 らか に し,

炎症性疾患 における細胞浸潤 にPAFが 重要な役割 を担 っている ことを示唆 して きた。

炎症性細胞 は様 々な刺激 によ りPAFを 産生す るが,そ の産生 はremodelingpathwayと よばれる経路 に

より行 われ,そ の経路 において,リ ン脂 質か ら遊離 されたアラキ ドン酸が,cyclooxygenase(COX)あ るい

ゆ

はlipoxygenase(Lox)に よって各種eicosanoidに 代 謝 される。 したが って,rem6delingpathwayに よって炎

症性細胞 がPAFを 産生する際 には,PAFと 各種eicosanoidの 二つの タイプの脂溶性chemicalmediatorが 細

胞 膜 リ ン脂 質 か ら同時 に産生 され,両 タイ プのchemicalmediatorの 産生 系 は,CoA-independent

transacylase(CoA-IT)を 介す る反応 によって調節 されている と考 え られている。

Eicosanoidの 中にはPAFと 同様 に強い生理活性 を発現す る もの もあ り,刺 激 によりPAFと 同時 に産生

されるその ようなeicosanoidがPAF産 生の調節機序 に関与 しているこ とが考 えられる。 また,CoA-ITは,

PAFとeicosanddの 基質供給 に関与す る酵素 としてPLA、,COX,お よびLOXと 共に炎症 に関与す る重要

な酵素であ ると考 え られる。

PAFが 発見 され て以 来,PAFは 細胞外 に遊離 して作用す る とい う考 えの もとに 「細胞外遊 離型PAF」

に関す る薬理学 的研究が行 われて きた。 その後,細 胞膜7回 貫通型 のPAF受 容体が 同定 され,細 胞膜 受

容体 を介す るPAFの 情報伝達 に関する研究や,「 細胞膜結合型PAF」 としての機 能 に関す る研 究 あるい は,

刺激 によって産生 されるPAFが オー トクライ ンの機序 で細胞膜受容体 に結合 して作用す るこ とを示唆す る

研 究が行 われて きた。

しか し,好 中球 やマクロフ ァージの細胞培養系 においては,刺 激 に よって産生 されるPAFは 細 胞外 に

放 出されず,細 胞膜結合型PAFあ るい は細胞 内PAFと して細胞 内に留 まる1ことが報告 されている。 また

近年,COX,cytosolicphospholipaseA2(PLA、),お よび5-LOXは 核膜あ るいはその周 囲に存在 す るこ と,

またprostagland玉n(PG)E2receptorの サブ タイプの一つであるEP1も 核膜 に存在 している可能性 を示唆す る

報告があ る。`PAFの 産生 系には,eicosanoidの 産生系 と同様 にPLA、 の活性が 関与 してい るため,PAFの

細胞 内産生部位 も小胞体膜や核膜である可能性が考 えられる。投与 されたPAFの 薬理作用はPAF受 容体

を介 して発現 されるが,細 胞 内PAFが そのよ うな細胞膜受容体 に結合 して作用す るか どうかは解 明 され

ていない。 また,細 胞 内PAFが,細 胞膜PAF受 容体 に作用せず,小 胞体膜 や核膜 な どの細胞内小器官で

何 らか の機序 に よって作用 す る可能性 も否定 で きない。 また,当 研 究室 で は,tumornecrosisfactor一 α

(TNF一 α)の 産生 に細胞 内PAFが 促進 的に作用す ることを報告 した。'したが って,こ の ような細胞 内PAF

の役割 について解析す る ことは,細 胞膜受容体 を介する情報伝 達 によ り発現 されるPAFの 作用 とは異 な
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るPAFの 新規作用 を解明する ことにな り得 る。 また,こ れ までの細胞膜PAF受 容体拮抗薬 とは異なる細

胞内PAF拮 抗薬 とい う新規医薬 を構築す る上 で役立つ もの と思 われる。 そ こで,本 研究 では,炎 症時 に

産生 されるサイ トカインの一つであるinterleukin-6(IL-6)の 産生 に対 して細胞 内PAFが どの ように関与 し

ているか について解析 した(第 一章)。

IL-6は,B細 胞,T細 胞,あ るいはマ クロファー ジな どの細胞 に作用 して免疫応答,炎 症反応,お よび

造血 反応 な ど,い わゆる性体防御 に重 要な役割 を果 た しているサイ トカイ ンであ り,慢 性 関節 リウマチや

多発性骨髄腫 にお いて,IL-6の 過剰産生が報告 されている。 ここで,炎 症細胞 が刺激 を受 けて速やか に産

生するPAFやprostanoidが,そ の後 にひ き起 こされるTNF一 αやIL-6の ようなサイ トカインの産生 に何 ら

かの機序で 関与 している可 能性が考 え られる。

TNF一 αmRNAやIL-6mRNAのpromoter領 域 には,転 写因子nuclearfactor(NF)一 κBの 結合部位が存在 し

ている。NF一 κBは 通常,inhibitoryproteinofNF一 κB(1κB)と よばれる蛋 白質 と結合 して不活性型 として細

胞質 に存在 している。細胞 に刺激が加 わる と1κBは リン酸化 され,ユ ビキチ ン化 を受 けた後,26Sプ ロ

テオ ソーム によって分解 される。一方,1κBが 分 解 され た後NF一 κBは 核 内へ移行 し,DNA上 の κBsite

と呼 ばれる応答配列 に結合 して標的遺伝子の転写 を促進す る。近年,こ の1κB一 αの リン酸化 反応 を触媒

す る酵素 として1κBkinase(IKK)が 発見 され,そ の上流 に存在す るMAPkinasekinasekinaseに よる活性化

機構が明 らか にされつつ ある。 また,NF一 κBやIKKの ノックアウ トマ ウスが作 製 され,NF一 κBが 炎症性

疾患のみで な く胎児 の発生 に も関与 している ことが報告 されてい る。 これ らの蛋 白性 因子の誘導 は転 写因

子 と呼 ばれ る一連 の蛋 白質によって調節 されているため,転 写 因子 が炎症性疾患 の治療の新た なターゲ ッ

トにな り得 る として注 目されている。 したが って,転 写 因子 の活性化 の調節 に対す る細胞 内PAFの 生理

的役割 を解明す るこ とは,炎 症 におけるPAFの 意義 を解明す るこ とにつ なが る と考 え られる。そ こで本

研 究の後半 では,NF一 κBの 活性化 にお いて,細 胞 内PAFが どのよ うに関与するか解析 した(第 二章)。

マ クロフ ァージをthapsigarginで 刺激 して10分 後 をピークに産生 され る細胞 内PAFは,mRNAの 誘導 を

介 してIL-6産 生 に促進 的に作用 している ことがCo-IT阻 害薬SK&F98625や 高濃度 のPAF受 容体拮抗薬

E6123お よびL-652,731を 用いた薬理学的解析 により示唆 された。 また,細 胞内PAFと 同時 に産生 される

PGE、 もIL-6産 生 に対 して促進的 に作用 する ことが示唆 された。 また,COX阻 害indomethacinでPGE、 産

生 を仰制す る と,細 胞 内PAF産 生が増大す るため,IL-6産 生 は影響 されないこ とが示 された。各種 の炎

症性疾患 にindomethacinは 使用 されているが,そ れに よってPGE2産 生 が抑制 され る ものの細胞 内PAFの

産生 が上昇 する ことによ り炎症細胞の機能発現が影響 される可能性が ある。 アス ピリ ン喘息 はCOX阻 害

薬 に よって誘導 され,そ の発症機序 はCOX阻 害薬 に よってCOX代 謝物 が減少 しLOX代 謝物 が増加す る

ためである と考 え られているが、未だその機序 について明確 な報告 はない。 この ようなCOX阻 害薬 は細

胞 内PAFお よびPGE2に よるdual-regulationを 受 けるIL-6の 産生 を抑制せず,TNF一 αの産生 を尤進 させ る

ため,こ れがアス ピリン喘息の一つの誘因 になる可能性 があ る。一方,CoA-IT阻 害薬 の ように,細 胞内

PAF産 生お よびPGE2産 生 を共 に抑制す る作用 を もつ薬物は,IL-6産 生 も抑制す る作用が あるこ とが明 ら

かになった。 したがってCoA-IT阻 害薬,す なわち,細 胞内PAF生 合成 阻害薬 は,こ れ まで開発 され て き
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た抗 炎症薬 とは異 な り新規作用機序 を もつ抗 炎症薬 を開発す るための理論構 築の手がか りと して重 要であ

ると考え られた。・また,細 胞外PAFに よってはIL-6の 産生 は誘導 されない ことか ら,細 胞内PAFが,細

胞膜PAF受 容体 を介 するオー トクライ ンの メカニズ ムによってIL-6産 生 を充進 させ る可能性 はない。 こ

の ように,細 胞内PAFが 細胞膜PAF受 容体 を介 さず にIL-6産 生 を促 進する ことが示唆 され,こ れは細

胞内PAFの 生理的な役割 を示唆す る新規の知見である。す なわち,細 胞 内PAFに は細胞外PAFと は異 な

る生理 的役割があ ることが示唆 された。また,そ の作 用機構 も細胞外PAFの 作用機構 とは異な ることに よ

り,細 胞膜PAF受 容体拮抗薬 とは異 なる新規 の細胞 内PAF作 用拮抗薬 を開発 するため の有効 な手 がか り

を得 るこ とがで きた。.既 存のPAF拮 抗薬は細胞 内PAFの 作用 に対 して も拮抗作用 を示 したが,そ の有効

濃度 は1-10μMの 高濃度 を必要 とした。今後 は細胞 内PAFに 特異的かつ低濃度 で有効 な抗薬 を開発 する

必要が ある。

また,こ のような細 胞内PAFは,1κB一 α分解 お よびNF一 κBの 核内移行 に対 して も促進 的 に作用 する

ことが示唆 された(第 二章)。 すなわち,細 胞 内PAFに よるNF一 κB活 性化充進作用 は,PAF生 合成 阻害

薬や細胞膜PAF受 容体拮抗薬 を高濃:度で使用す ることによ り抑制 され,ihdomethacinで 細胞 内PAF産 生

を尤進す るとNF一 κB活 性化 もさ らに充進す るこ とが明 らか になった。 また,細 胞外PAFに よってNF一 κB

活性化 は誘導 されなかったことよ り,NF一 κBの 活性化 において も細胞内PAFに は独立 した生理的役割が

あるこ とが示唆 された。 また,NF一 κBの 活性化 において もPAF生 合成阻害薬 の有効1生を示す ことができ

たこ とよ り,細 胞 内PAFの 作用拮抗薬 を開発す ることの重 要性が さ らに示 された もの と思われる。

本研 究 によ り,細 胞 内PAFに は,細 胞膜PAF受 容体 を介する細胞外PAFの 作用 とは独立 した新規 の生

理的役割が あるこ とが示唆 され た。す なわち,刺 激直後 に産生 される細胞 内PAFは,細 胞内情報調節 因

子 として転写 因子NFκBを 活性化 し,mRNA誘 導 を経 てIL-6産 生 を促 進 させ るこ とが示唆 された。 した

が って,細 胞 内PAFに 特異 的な作 用拮抗 薬 を開発 する こ とがで きれば,種 々の炎症疾患 にお ける細胞 内

PAFの 関与やその生理 的役割 を詳細 に解析す ることが可 能にな り,新 規作 用機序 を もった抗 炎症薬 として

活用で きる ことが期待 される。今後,細 胞内PAF作 用拮抗薬 を開発す るため,細 胞 内PAFの 標 的分子 に

ついての解析が必要であ る。
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審 査 結 果 の 要 旨

本研 究は,細 胞膜受容体 に結合 して各種生理活性 を発現す る と考 えられている血小 板活性化 因子(PAF)

に関 し,細 胞膜受容体 を介 さず に細胞 内で情報伝達分子 と して作用す る とい う新 しい機 序 について解析 を

行い,細 胞 内PAFの 作用 に対 して拮抗す る物質が新 しい作 用機序 を もつ医薬 になる可能性 につ いて考察

したものである。

は じめ に,種 々の刺激 に応答 し細胞 内PAFの 産生が尤進す るラ ッ ト腹腔 マ クロフ ァージの培養系 を用

いて,炎 症 時 に産生 されるサ イ トカインである 量nterleukin-6(IL-6)の 産生 に対す る細 胞内PAFの 役割 に

つい て解析 した。 その結果,Ca2+一ATPase阻 害薬(thapsigargin)刺 激 に よるIL-6産 生 は,PAF生 合成 に関

与 している酵素CoA-indepen#enttransacylase阻 害薬(SK&F98625)や 高濃度のPAF受 容体拮抗薬(E6123

及びL-652,731)に よ り抑制 されることを示 し,細 胞 内PAFはIL-6mRNAの 発現誘導 を介 してIL-6産 生

を充進 させ ることを示唆 した。 また,培 養液中 にPAFを 添加 して もIL-6産 生は充進 しない ことか ら,細

胞内PAFの 作用 は,細 胞膜受容体 を介す るオー トクライン機構で発現す るので はない こ とを示 した。 さ

らに,細 胞 内PAFと 同時 に産生 されるprostaglandinE2(PGE2)もIL-6産 生 を充進 させ る ことを示 した。

しか し,cyclooxygenase阻 害薬(indomethacin)でPGE、 産生 を抑制す ると,細 胞 内PAF産 生が増大す るこ

,と を示 し,結 果 的にはIL-6の 産生 は影響 されないこ とを明 らかに した。

次 に,E-6産 生 に関与 している転写 因子nuclearfactor(NF)一 κBの1舌 性化 に細胞 内PAFが どの ように関

与 す る か解 析 した。 そ の結 果,thapsigargin刺 激 に よるNF一 κBの 活性 化 は,PAF生 合 成 阻害 薬

(SK&F98625)や 高濃度のPAF受 容体拮抗薬(E6123,E5880及 びL-652,731)に よ り抑制 される こと,及

びcyclooxygenase阻 害薬(indomethacin)で 細胞 内PAF産 生 を充進 させ るとNF一 κBり 活性化が さらに充進

す るこ とを明 らかに した。 また,PAFを 培養 液中 に添加 して もNF一 κBの 活性化 は誘導 され なか ったこ と

よ り,NF一 κBの 活 性化 には細胞外 のPAFは 関与 しないで細胞 内のPAFが 関与 していることを示 し,細 胞

内PAFの 作用 拮抗薬 を開発す ることの重要性 を示唆 した。

本研 究は,細 胞膜PAF受 容体 を介す る細胞外PAFの 作用 とは独立 した新規の生理 的役割が細胞内PAF

にあ ることを示 し,細 胞 内PAFの 作用 に拮抗 す る物 質が新 規作用機序 を もつ抗炎症薬 にな り得 るこ とを

示唆 した。

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。
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