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論 文 内 容 要 旨

D-penicillalnine(D-PA)は 含 硫 ア ミノ酸 の 一 種 で 分 子 内 に 一SH,一NH2,一CO2H、 の各官

能 基 を有 し,キ レー ト能,SH活 性,ア ル デ ヒ ド結 合能 を 示 す。 現 在 医薬 品 と して,重 金 属 中毒,

Wilson氏 病 の 治療 に用 い られ て い るが,最 も主 要 な用 途 は慢 性 関 節 リウマ チ(RA)の 治 療 薬 と

して で あ る。

D-PAの 抗 リウ マ チ 作用 機作 に 関 す る議論 は 数 多 くな され て い るが,現 在 の と こ ろ 明 確 に さ

れ て い な い。 そ こで この点 を 明 らか に す るた め に免 疫 学 的,薬 理学 的研 究 を 行 った 。

1.D-PAの 免疫 学 的 効果

RAは 自己免 疫 疾 患 と考 え られ,さ らに免 疫 抑 制 剤,レ バ ミゾー ル の よ う な免疫 調 節 剤 が 臨 床

的 に抗 リウ マ チ作 用 を有 す る こと が知 られ て お り,ま たD-PAに は 抗炎 症 作 用 が な い こ とが 明

らか で あ るので,免 疫 に対 す る作 用 が最 も 重要 で あ ろ う と考 え られ た。1そ こで マ ウ ス 脾 細 胞 を コ

ンカ ナバ リンAで 刺 激 す る リ1ンパ 球 幼 若 化 反 応 を行 な い,D-PAの 作 用 をinvitroで 調 べ た と

こ ち,低 濃 度 で 幼 若 化 の促 進,高 濃 度 で は抑 制 と い う二 相 性 の作 用 を示 した。 つ ぎ にinvivOの

試 験 と して ラ ッ トを 至 適 量 以 下 の結 核 死 菌 で 感 作 す るこ と に よ っ て発 症 させ た い わ ゆ るア ジ ュバ

ン ト関節 炎 と して 知 られ る遅 延 型 ア レル ギ ー に対 す る作 用 を検 討 した と こち,発 症 程 度 の 弱 い 場

合,D-PAは これ を 促 進 す るが,逆 に発 症 の強 い場 合 に は抑 制 し二 相 性 の 効 果 を 有 す る こ とが

わ か っ た。 さ ら に抗 体 産 生 に対 す る作 用 を み る ため マ ウ スを ヒツ ジ赤 血 球 で 感 作 し,脾 細 胞 中 の

抗 体 産 生 細 胞 数(PFC)を 調 べ た と こ ろ,D-PAは,抗 原 刺 激 量 の少 ない 条 件 下 で これ を促 進 す

る こ とが 明 らか と な っ た。

さ ら にIgEを 特異 的 に よ く産 生 す る系 を 用 い てD-PAの 作 用 を 検 討 した。 正 常 な動 物 で抗 原

量 を 種 々変 え て 調 べ た と こ ろ,弱 い 抑制 作 用 を 示 した。 そ こで 人 工 的 に免 疫 機 能 を 低 下 させ る目

的で あ らか じめ ス トレスを 負 荷 した動 物 を用 い て,D-PAのIgE産 生 に対 す る 作 用 を 検 討 した

と ころ,ス トレス に よ って低 下 した 免疫 能 を 回復 さ せ る こ とが わ か った 。

免 疫 調 節 剤 は老 令,免 疫 抑 制 剤 処 理,胸 腺 摘 出 な ど で免 疫 機 能 の 低 下 した 動 物,低 感 作 動 物 あ

るい は抗 原 に対 す る低 感 受 性 動 物 の免 疫 応 答 を 賦 活 す る こと が知 られ て い る。 ま た 薬 物投 与 量:に

よ って も そ の結 果 が変 化 す る と いわ れて い る。 した が って;こ こで 得 られ た結 果 か ら免疫 調 節 作

用 を 有 す るも の と考 え られ 九。

2.D-PAめ 免 疫 学 的 実験 関節 炎 に対 す る効 果

免 疫 学 的実 験 関節 炎 と して ラ ッ トア ジ ュバ ン ト関節 炎 に対 す るD-PAの 効 果 を 調 べ た。 文 献
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的 に本 モデル におけ るD-PAの 作用は数多 く見受けられるが,い ずれも'」定 した結果が得ら

れていない。一般 に免疫調節剤の本モデルに対する作用は条件によって結果が異なることから,

投与量,投 与時期を変え,評 価方法も関節局所の炎症評価のみならず,血 清生化学的,組 織学的

検査 も併せて行ない総合的に判定することとした。またアジュバ ント感作動物あ皮膚に結核菌蛋

白(PPD)を 皮内投与 し,P』PD皮 膚反応に対する作用も同時に観察 した。

その結果,(1)D-PAは 大量(200mg廠g)あ るいは長期投与(感 作前から6週 間)で アジュバン

ト関節炎の抑制あるいは抑制傾向を示す。一方D-PAは 結核菌感作 と同時に4週 間,中 等度量

を投与することにホり関節炎を促進させることがわかった。ζのようにD-PAに は免 疫調節剤

の特徴の一つである投与蜘 ・投与量によ・て結果が逆になる;面 酔 みられた9(2)さ ら}r蜘 .

投与 す る と,関 節 炎 の 抑 制 傾 向 と と も に,PPD皮 膚 反 応 の 抑 制 が み られ た。 したが って この よ う

な条 件 下 にお け るD-PAの 細 胞 性 免 疫 抑 制 作 用 は非 特 異 的 な もの で あ る こ とが わ か っ た。 一 方

感 作 と同 時 にD-PAを 投 与 す る方 法 で は 関節 炎 の促 進 がみ られ た に もか か わ らず,PPD皮 膚 反

応 に変 化 が な く,D-PAの 促 准 作 用 は 関節 炎 に特 異 的 で あ った。{3〕 また, .D-PAは その抗 ビタ

ミ ンB6(VB6)作 用 に よ って 免 疫 機 能 を 低 下 させ,ア ジ ュバ ン ト関 節 炎 を抑 制 す る とい う考 え方

が あ る。 そ こでD-PAにVB6を 併 用 投 与 して そ の効 果 を 調 べ た と こ ろ,併 用 の 効 果 は 全 く認 め

られ ず,D-PAの 効 果 に は その 抗VB6作 用 は閑 係 して い な い ご とが 明 らか.とな っ・た。

3.D-PAの γ一グ ロブ リ ンの 熱 変 性 拘 制 作 用 につ い て

慢 性 関 節 リウマ チ(RA)に み られ る リヴ マ チ 因子 は γ己グ ロブ リ ン,1特 に変 性'7一 グ ロブ リシ

に対 す る 自 己抗 体 と考 え られ,WaalerRo6e反 応 な ど乙 連 の試 験 に よ1って 検 出 され る。 この とと

か ら,RAは 何 らか の原 因で γLグ ロブ リンが 変 性 し,こ れ に 対 す る 自己 坑 体 が 産 生 さ れ,こ れ

に基 づ い て 関 節 炎 が発 症 す る,い わ ゆ る 自己 免疫 疾患 で あ ろ う と考 え られ て い る。

そ こで ヒ トー γ一グ ロ ブ リンを'63。,3時 間,Cu什 存 在 下 に処 理 す る こ と'によ って 生 ず る 熱変

性 に対 ナ るD-PAの 押 制 作 用 に?い て検 討 したP

そ の結 果,D-PAは 他 の抗 リウ マ チ 剤 で あ る金 製 剤 と と もに 強力 な抑 制 作 用 を 示 し,D-PA

の抗 リウ マ チ作 用 の一 部 に この よ うな 蛋 白質 変性 抑 制 作 用 が 関 係 す る も の と考 え られ た。 そ して

こ・のDrPAの 岬 は ・D-PAが ・・一 ㌍ ズ リ ンに 結 合 す る こ ζに よ ・τ も た 馨 れ る こ と と・

¢u朴 によ るア ル ブ ミン熱変 性 促 進 作 用 をみ る実験 力「ら,蛋 白 変 性蜘 制 作 用 にD-PA.ρ キ レ7ト

作 用 が関 係 し な い こ と を明 らか に した 。

・1

、 ・ ・.F.`

4.D-PAの 抗 原 性

D-PAは 蛋 白質 のSH基 とジ ス ル フ ィ ドを 形成 して 蛋 白質 に結 合 す る。 ま たD-PAは ペ ニ シ
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リン代 謝 物 の 一 つ で あ り,ペ ニ シ リン ア レル ギ ー と の 関連 か ら,そ の抗 原 性 に 関心 が 持 た れ て お

り,腎 障 害,皮 膚 発 疹,貧 血 な どD-PAの 臨 床 副作 用 にその抗 原性 が関係 してい ると考 え られている。

一 方 蛋 白質 な どが,そ の 抗 原性 を 通 して 免 疫 機 能 に影 響 を 与 え る場 合 が あ り,例 え ば免 疫 拮 抗

現 象 な どは そ の一 例 と考 え られ る。D-PAは 既 に述 べ た よ うに,免 疫 学 的 に活 性 物 質 であ り,こ

の こ と を考 え る上 にD-PA自 体 が 抗 原性 を 有 す るか 否 か を 明 確 にす る こ と は重 要 で あ る。

そ こでD-PAの 抗 原 性 を 知 る 目的 で マ ウ ス全 身 性 アナフ ィラキシーシ ョックお よ び ウ サ ギ のD-

PAに 対 す る体 液性 抗 体産 生 の 有無 を モ ル モ ッ ト受 身 型 皮 膚 アナ フ ィラキシー,感 作 赤 血 球 凝 集 反

応 を用 い て調 べ,ま た モルモ ット遅 延型 皮 膚 反 応 を 用 い て 細 胞 性 免 疫 の成 立 を検 討 した。

そ の 結果,い ず れ の モ デ ル に お い て もD-PAに 対 す る免 疫 反 応 は認 め られず,D-PAの 免 疫 学

的 作 用 に は そ れ 自体 の 抗 原 性 に よ る修 飾 は な い も の と考 え られ た。

5.D-PAの 抗B6作 用 と金 属排 泄 作 用

D-PAはVB6と シ ッフ の塩 基 を 形 成 して これに結 合 し,抗VB6作 用 を示す ことが 知 られて い る。

ま たVB6の 欠 乏 は免 疫 抑 制 を もた らす といわれてい る。 したが って既に述べ たD-PAの 免 疫 学 的効 果

は そ の 抗VB6作 用 に よ って も た らされ たので はないか とい う疑 問 が 残 る。

さ らにD-PAは 金 属 キ レー ト作 用 を 有 し,血 清 中 の2価 イオ ン レベル を 低 下 させ る。RA患 者,

ア ジ ュバ ン ト関 節 炎 ラ ッ トで は血 清Cuの 低 下 が知 られ て お り炎 症 あ るい は免 疫 現 象 に 金 属 の変

動 が 何 らか の 意 味 を もつ よ うに もみ え る。 す な わ ち,D-PAの 薬 効 を 考 え る上 に,そ の薬 理 ・免

疫 効 果 に 対 す る抗VB6,金 属 キ レー ト作 用 の意 義 を 明 らか に す る こ とは 重 要 な 問題 であ る。 そ こ

でD-PAを ラ ッ トに連 続 投 与 す る こ と に よ りこ れ らり作 用 を 明 らか に す る こ とを 試 み た.。.

そ の 結果,D-PAのVB6低 下 ・金 属 低 下 作 用 の程 度 は 血清 中 よ り組 織 中 にお い て 弱 い こ と,

VB6欠 乏 に よ る生 理 機 能 の 障 害 ともいえ るtransaminaseの 低下 作 用 はかな り弱い ととか ら,D-PA

の 免疫 学 的 効果 は お そ ら く,そ の 抗VB6作 用,金 属 低 下作 用 に よ る もの で な い と推定 した 。

以 上 ま とあ る と,D-PAは(1)低 感 作 条 件 下 で 抗 体 産 生,遅 延 型 免疫 反 応(ア ジュバ ン ト関 節 炎)

を 促 進 し,ス トレス に よ る免 疫 低 下 動 物 にお い てIgE抗 体 産 生 能 を 回復 させ,(2}至 適 条 件 下 に

お い て 発症 させ た ア ジ ュバ ン ト関 節 炎 に おい て は投 与 量,投 与 時 期 等 の条 件 の違 い に よ って,促

進,抑 制 の2面 性 を 示 す 。 これ はD-PAが 免 疫 調 節 作 用 を 有 し,こ の 作用 を 通 して 抗 リ ウ マ チ

作 用 を 発 揮 す る こ とを 示 す 。

ま たD-PAは7一 グ ロ ブ リンのCu,熱 に よ る変 性 を 抑 制 す る こと か ら,こ の よ うな 蛋 白 変 性

抑 制 作 用 を 通 してRAに お け る リウマ チ因 子 の 産 生 を 抑 制 す るな ど抗 リウ マ チ 効 果 に一 部 関 係 す

る もの と考 え られ た。

さ らにD-PAの 免 疫 学 的 効果 に は そ の 抗 原 性,抗VB6作 用,金 属 キ レー ト作 用 な ど は 関係 し

て い な い もの と推定 した。
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審 査 結 果 の 要 旨

本論 文 は 慢性 関 節 リウマ チ の 治 療 薬 と して繁 用 され て い るD一 ペ ニ シ ラ ミンの 作 用 機 序 につ い

て 述 べ た もの で あ る。 慢 性 関 節 リウマ チ の 発症 メ カ ニ ズ ムが なん らか の 免 疫 学 的異 常 に よ る もの

で あ る とす る知 見 に も とつ い て,本 研 究 に お い て は その 検 討 の 標 的 を 免 疫 学 的 な も の に さ だ め,

まずD一 ペ ニ シ ラ ミ ンの免 疫 機 能 に お よ ぼす 影 響 につ い てつ ぎの 諸 点 を 明 らか に した。 す な わ ち,

マ ウ ス脾 細 胞 を コ ンカ ナバ リンAで 刺 激 す る リ ンパ 球 幼 若 化 反 応 に お い て低 濃 度 で 幼 若 化 の 促進,

高 濃 度 で は抑 制 と い う二 相 性 の作 用 が あ るこ と。 ラ ッ トを至 適 量 以 下 の結 核 死 菌 で感 作 す る こ と

に よ って発 症 させ た ア ジュバ ン ト関節 炎 に お い て発 症 程 度 の 弱 い場 合 に は これ を促 進 し,強 い場

合 に は これ を抑 制 す る とい う二 相性 の作 用 が あ る こ と。 マ ウ ス を ヒ ツ ジ赤 血球 で感 作 し,脾 細 胞

中 の抗 体産 生 細 胞 数 を調 べ る と,抗 原 刺 激 量 の少 な い条 件 下 で これ を 促 進 す る こ と。 免 疫 グ ロブ

リンEを 特 異 的 に よ く産 生 す る系 に よ って 検討 し,免 疫 機 能 を低 下 させ る よ うな 実験 条件 す な わ

ち ス 下 レス を負 荷 した条 件 下 で は 低 下 した 免疫 機能 を 回 復 させ る こ とな どが 明 らか とな っ た。 こ

れ らの結 果 に も とつ い て,ア ジ ュバ ン ト関 節炎 に対 す るD一 ペ ニ シ ラ ミ ンの 作 用 を さ らに精 査 し,

そ の 作 用 が 投与 時 期,投 与 量,投 与 期 間 な どを 変 え る こ と によ って 逆 転 す る よ.うな,い わ ゆ る2

相 性 の 作 用 を及 ぼ す こ とを 認 あ た。PPD(結 核 菌 体 成 分 蛋 白質)に 対 す る皮 膚 反 応 につ い て も 同

様 の 作 用 が 認 め られ た。

慢 性 関 節 リウマ チ に お け る免 疫 異 常 の 実 体 と して 変 性 ガ ンマ グ ロ ブ リ ンに対 す る抗 体 がつ く ら

れ て くる とい う こ とが 知 られ て い る。 関 節 リウ マチ 患 者 の 体 内 で の 自 己 の ガ ンマ グ ロ ブ リンの変

性 の メカ ニ ズ ムは 不 明 で あ るが 患 者 の持 つ 抗 体 は熱 変 性 ガ ンマ グ ロ ブ リ ンに対 して認 め'られ る も

ので あ る と こ ろか らガ ンマ グ ロ ブ リ ンの熱 変 性 に対 す るD一 ペ ニ シ ラ ミ ンの作 用 に っ い て検 討 し,

強 い 変 性 抑 制 作 用 を 持 つ こ とを 明 らか に し,こ れ が抗 関節 リウ マ チ 効果 の ひ とつ の メ カ ニ ズ ム で

あ る可 能 性 を 指 摘 した。

こ れ らの検 討 に加 え てD一 ペ ニ シ ラ ミ ン 自身 の抗 原 性,抗 ビタ ミ ンB6作 用 な ど に つ い て も検

討 し,さ らに炎 症 反 応 に対 す る影 響 につ い て注 目 され る銅 イ オ ンの 体外 排 泄 に対 す る影響 につ い

て も検 討 し,こ れ らの点 に 関 し,D一 ペ ニ シ ラ ミ ンの作 用 は そ の抗 リウ マ チ 作 用 と大 きな 関係 は

な い ことを 示 した。

以 上 本 研 究 は 関節 リウ マ チ 治療 薬 と して のD一 ペ ニ シ ラ ミンの作 用解 析 に よ って 薬 学 の 進 歩 に

貢 献 した もの で あ り,薬 学 博 士 の学 位 を 授与 す るの に 値 す る もの と判 定 され る。
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