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論 文 内 容 要 旨

脳 は神経 活動維持 の為 のエネルギーを,血 流 によって脳実質細胞 に供給 され る酸 素,ブ ドウ糖

よ り産生 して いる。 そのため,脳 の機能 は闇接的 に も直接的 に も血流か ら受 ける影 響 は多大 で あ

る。 脳梗 塞 ・脳 出血 な どの脳血 管 障害 は究 極的 に は脳 神経 細胞 を壊 死 に至 ら しめ(Siesj6,

1981),ひ い て はいわ ゆる脳血管性痴呆 を引 き起 こす と考 え られ る。 したが って,慢 性期 脳 血管

障害 の患者 に対 して脳 循環 改善 薬を使用 す ることは,臨 床上 重要 な薬物治療法 の一 っで あ り,今

後 の高齢化社 会の医療 を考えた場合,こ の領域で の有効な薬物の開発が切望 されてい る。

Dibenzoxazepine誘 導 体 で あ るBY-1949,3-methoxy-11-methyl-dibenz(b,f),(1,4)oxaze-

pine-8-carboxylicacidは,脳 虚血,低 酸 素及び加 齢に伴 うラッ ト学習能低下改善作用(lkedaet

al.,1988;田 辺 ら,1990),さ らに は老 齢 ラ ッ トの脳 グル コース利用 率低下 改善 作 用(ltohet

a1.,1989)を 併 せ もっ新 しい脳機能改善薬 と して,現 在脳 出血 ・梗塞後 の慢性期脳血管障害 の患

者 を対象 と し,後 期第H相 臨床試験 を行 っている段階 にあ る。

そ こで本研 究で は,BY-1949の 有 す る脳機能改善作用 の機序 を調べ る目的で,本 薬物 の脳 循環

動態 に対 す る作 用 を検討 した。

その結 果,1)BY-1949経 口 投与(10-50mg/kg)に よ って,無 麻 酔無拘 束 ネ コの新皮 質,海

馬,及 び扁桃体 での局所脳血流量(rCBF)を,体 血圧,血 液 ガ ス(pCO2,pO2),及 び 血 液pH

に影 響 す ることな く用量依存的 に増加 させ る作用 を有す ることを見 いだ した。その作用 は投与1

時 間 後で も認 め られ,従 来,脳 機 能改善薬 と して使用 されてい るvinpocetine(20mg/kgp.o.)

に比 べ持続 的な もので あった。

また,脳 血管性痴呆患者 では,Ca2+拮 抗 薬等 の薬物 に対 す る反応 性 の低 下 が認 め られ るこ と

か ら,脳 血管拡張作用 のみな らず脳微小循環 を改善す る目的で,血 液性状改善作用 を併 せ もっ脳

循環改善 薬を第一 選択 と して いる(Burenetal.,1981)。 そ こで,BY-1949の 血 小板凝集抑 制作

用 について ウサギ を用 いて検討 した。 その結果,2)BY-1949を10ま た は,30mg/kg経 口投 与

した ところ,ADP,collagen及 び,arachidonatesodiumに よ る血小板凝集 は用量依存 的 に抑制

され た。 しか しなが ら,3)加o`乙roの 実 験系 にBY-1949及 び その主要 な代 謝物 を添加 して も,

血 小板凝集 は全 く抑制 され なか った。また,4)BY-1949の 血 小板 凝集抑 制作 用機 序 を解 明す る

目的でnitroprusside(guanylatecyclase活 性 化薬),PGE1(adenylatecyclase活 性 化 薬),及

びpapaverine(PDE,phosphodiesterase阻 害 薬)と の併用実 験(読 読ro)を 行 った と ころ,

BY4949はnitroprussideと の併用 でのみ顕著 な血小板凝集 抑制作用並 びにcGMP生 成 増大 作用

が認 め られ た。 この ことよ り,BY-1949のcGMP含 量 上昇作用 は,PDE阻 害 作用 を介 した もの

と推察 された。実 際に,5)血 小 板 よ りguanylatecyclase及 びPDEを 部 分精製 し作用 を検討 し

一98一



た結果,BY-1949はCa2+/calmodulindependentPDE及 びcGMP-dependentPDEを 用 量 依存

的(3×10-L10-4M)に 阻 害 した。その強 さはpapaverineの1/10程 度 で しかなか ったものの,

vinpocetineと 比 較 した場 合,Ca2+/calmodulin-dependentPDEに 対 して は ほ ぼ 同 程 度,

cGMP-dependentPDEに 対 しては3倍 強 いものであ った。また,3 .×10-4M以 上 の高濃度 なが

らBY-1949は,guanylatecyclaseに 対 す る活性化作用 を有す ることが明 らか とな り,こ の強 さ

はni七roprussideの1/10程 度 であ った。 これ ら2っ の作用 を併せ もっ薬物 は報 告 さ れて お らず,

BY-1949の 作 用 を考え る上で興味深 い。 また,6)BY-1949は 内 皮 由来 の拡 張因子(EDRF)の

本体 と考 え られて いる一酸化窒素(NO)(PalmaretaL,1987)と 併 用す ると,島 痂r(藻 件 下

で も極 めて強力 な血小板凝集抑制作用を発現す ることが判明 した。以 上の成績よ り,経 口投 与 で

認め られたBY-1949の 血 小板凝集抑制作用 は,血 管内皮 細胞 と血 小板 との相互 作用 を介 して発

現す るもの と考 え られ た。 また,そ の際cGMPの 生 成 の増大 が極 め て重要 で あ る ことが示唆 さ

れた。

次に,BY-1949の 脳 循環改善作用 の メカニズムを検討す るため摘 出イヌ脳底動脈 を用 いた基礎

的検討 を行 った。脳血管 の薬理学的性質 につ いて の知見 は乏 しく,と りわ け脳血 管攣 縮 がCa2+

拮 抗 薬で は抑制 されない ことが一般的 に知 られて いる ことより,本 薬物 の対象疾患 であ る脳血 管

障害の原 因 とな る脳血管攣縮 の発症 にはCa2+/calmodulin系 を介 さな い平 滑筋 の収 縮機 構 の関

与を考え る必要 がある。 この点 に関 して,く も膜下 出血後 に認 め られ る細胞膜崩壊 によ り遊 離 さ

れる種々 の リン脂質 が,PKCを 活 性化す る可能性 が示 唆 され る。そ こで,PK:C活 性 化 に よ る脳

血管収縮機構 にっいて薬理学 的検討 をお こな った。その結果,6)PKC活 性 化薬 で あ るphorbo1

12,13-diacetate(PDA)はCa2+含 有 溶液中で,用 量依存 的 で緩慢 に増 大す る持続 的 収縮 反応

を引 き起 こ した。 また,Ca2+非 存 在 溶液 中 で もPDAに よ る収縮 が認 め られた が,serotonin

(5-HT),prostaglandinF2、(PGF2。),endothehnに よ る収 縮 は ほ ぼ完 全 に 消 失 した 。

7)Ca2+存 在 ・非存在 溶液 いず れ にお いて も,PDAに よ る収縮 はPKC抑 制 薬 で あ るstauro-

sporine,H-7あ る いはPLA、 阻 害薬 であるquinacrineに よ って有 意 に抑制 された 。一 方,伝 達

物質 の拮抗薬(atropine,methysergide,diphenhydramine,phentolamine),cyclooxygenase

阻 害 薬indomethacin,1ip。xygenase阻 害 薬caffeicacid,及 びcalmodulin抑 制 薬R24571

(calmidazolium)に よ って有意 な抑制 は認 め られなかった。 さ らに8)cyclicnucleotide類 似 体

であ る8-bromocyclicGMPはPDAに よ る収縮 を顕著 に抑制 したが,8-bromo-cyclicAMPの

場 合 は顕著 な作用が認 め られなか った。 また,9)PDAに よ る脳血管平滑 筋蛋白質 の リン酸 化 に

つ いてCa2+非 存 在下 で検討 したところ,20kDa蛋 白 であ る ミオ シ ン軽 鎖(MLC)以 外 の27一,

96-kDa,及 び より高分子量 蛋白の著 明な リン酸化増加 が認 め られた 。以上 の結果 よ り,①PKC

活 性 化によ り持続的 で強 い脳血管収縮がCa2+含 有 のみ な らず,Ca2+非 存 在下 において も引 き起
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こること,② この収縮 はCa2+/calmodulin/MLC系 を介 さず,PLA,及 びcGMP系 によ り調節

を受けていることが明かとなった。次に,PKC活 性化を介 した脳血管収縮が脳血管攣縮に関与

しているか否かについて,ビ ーグル犬を用いた"二 段 くも膜下出血"モ デルを用いて検討 した。

実験は自家血を2回 大槽内に投与 し,く も膜下出血をおこした動物より脳底動脈を単離 し,正 常

血管と攣縮血管との間で薬物に対する反応を比較検討 した。その結果10)5-HT,PGF2、,PDA

の各収縮物質に対する反応性 は正常脳血管と攣縮血管の間で基本的には変化がないものの,外 液

にCa2+を 添加することにより引き起こされる脳血管収縮は攣縮血管で減少 していることを見い

だ した。さらに,脳 血管の自然発生張力の収縮源を検討 した結果,1D攣 縮血管では,W-7

(calmodulin阻 害薬)に よる静止張力低下が顕著に減少 し,nicardipine(Ca2+拮 抗薬)で は変

わらず,一 方,H-7(PKC阻 害薬)に よる低下は増大 した。以上の成績 は,攣 縮血管ではPKC

活性化による自然発生張力が有意 に増大 していることを示唆する。 これ らのことより,晩 期脳血

管攣縮発症において,Ca2+/calmodulin系 よりも,む しろPKC系 が主要な役割を果 しているこ

とが明 らかとなった。

以上の成績を踏 まえて,BY-1949の もつrCBF増 加作用の機序を明らかにするため,薬 理学 的

検討を行った。その結果,12)BY-1949は5-HT(10-6M),PGF、 、(10-6M),endothelin(10-9

M)及 びPDA(3×10-7M)に よる血管収縮をほぼ同 じ濃度(IC5。 およそ3×10-5M)で 抑制 し

た。さらに,BY-1949に よる血管拡張作用はmethyleneblue前 処理により有意に抑制された。

13)BY4949は 外液Ca2+を 添加することにより引き起 こされ る収縮 に対 して,8-bromo-cyclic

GMPと 同様,用 量依存的に抑制 した。一方,8-bromo-cyclicAMPに よる抑制作用 は8-bromo-

cyclicGMPと 比べて弱かった。14)BY-1949はcAMP含 量に影響を与えることなく,脳 血管内

cGMP含 量を内皮との相互作用により有意に上昇させた。また,cAMP含 量は同 レベルであ っ

たが,脳 底動脈内cGMP含 量値が,文 献報告による,大 動脈,大 腿動脈,及 び肺血管に比べ数十

倍高値を示 した。さらに,15)PDAに よって増加す る27一,96-kDa,及 び高分子量の脳血管蛋白

の リン酸化上昇 を顕著 に抑制 した。 これらの成績 は,脳 血管系における張力制御機構 には,

cAMP系 に比べcGMP系 の方がより重要な役割を果たしていることを示唆すると共に,BY-1949

のもっrCBF増 加作用がかなりの部分,脳 血管に於 けるcGMP含 量の上昇 に依 ることを強 く示

唆するものである。

本研究で得 られたBY-1949の,記 憶や思考等の高次脳機能 を担 う領野である海馬や新皮質で

のrCBF増 加作用は,ラ ットで報告されている脳虚血や低酸素障害 による学習低下 の改善作用

(Ikedaetal.,1988;田 辺 ら,1990)の 機序の一っとして重要と考え られる。また,血 小板凝集

抑制作用やPKC活 性化による脳血管収縮を抑制す る成績から,BY4949が,く も膜下出血時の

血栓形成を抑制 し,脳 血管攣縮を緩解させることが予想され,慢 性期脳血管障害に対する治療薬

として有用である可能性が示唆された。
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審 査 結 果 の 要 旨

老齢に伴 う脳血管性痴呆の罹患増大を考えた場合,今 後の高齢化社会の医療上,そ の治療薬の

開発が切望されている。一般に脳血管障害は脳神経細胞の壊死を通 じて脳血管性痴呆に帰結す る

と考えられている。

BY-1949は 脳虚血 ・低酸素及び加齢に伴 う学習障害改善作用,老 齢ラットでの脳 グルコース利

用率低 下改 善作 用 を指 標 に行 われ た探索 研 究 の結果,有 効物 質 と して見 いだ され た

dibenzoxazepine誘 導体である。本論文は,BY4949の 脳循環改善薬としての作用機序解明のた

めの前臨床試験(動 物実験)を 内容としたものである。

本論文で示 した知見は下記の通 りである。

1)BY-1949は,経 口投与で新皮質,海 馬,へ ん頭体の局所脳血流量を増加させる。

2)BY-1949は 経口投与で血小板凝集を抑制 し,こ の作用は内皮との相互作用を介 した選択的な

サイクリックGMP含 量上昇による。BY-1949は,カ ルシウムーカルモジュリン系及びサイクリッ

クGMP依 存性phosphodiesteraseに 対する抑制作用とguanylatecyclase活 性化作用をあわせ

有する。

3)脳 底動脈はProteinKinaseC活 性化により収縮を生ずる。 この収縮はカルシウムーカルモ

ジュリン系を介さずサイクリックGMP系 による抑制を受ける。また,こ の収縮はミオ シン軽鎖

のリン酸化を介さずに未知の収縮蛋白質の リン酸化により引き起 こされる可能性がある。

4)自 家血大槽内投与によってくも膜下出血を起こした攣縮脳血管ではPK:C活 性化 による自然

発生張力が有意に増大する。

5)BY-1949が,血 管内皮 に依存 した選択的な脳血管サイクリックGMP上 昇作用によって種々

のアゴニス ト及びCa2+に よる収縮を抑制 し,ま たProteinK:inaseC活 性化による収縮蛋白の

リン酸化の増大を抑制する。

以上のことより,BY-1949の 学習記憶低下改善作用の機序 として,脳 の高次機能 を担 う領野

(海馬,新 皮質)で の局所脳血流量増加作用,く も膜下出血後の血栓形成の抑制,脳 血管攣縮の緩

解が推察された。すなわちBY-1949は 脳血管障害に対する治療薬 として望ま しい薬理学的性質

を有することを明 らかにした。

本論文で示された知見は,本 研究分野に新 しく有用な情報を提供したものである。よって,本

論文は学位論文 として価値あるものと考える。
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