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論 文 内 容 要 旨

シ クロオキシゲナーゼ(COX)は 、プロスタグランジン(PG)生 合 成過程 において鍵 となる酵素で ある。

細 胞 に何 らかの刺激 が加 わる とホスホ リパ ーゼA2(PLA2)が 活性化 され、細胞膜 の リン脂質か らアラキ ド

ン酸が切 り出され る。COXは 切 り出 されたアラキ ドン酸 を基 質 とし、各種PGの 中間体であ るPGG、 お よ

びPGH2を 生成す る。PGG2を 経 て生成 されたPGH,は 、各細胞 の持つそれぞ れのPG合 成酵 素 によ り各

PGに 変換 され る。現在 、COX遺 伝子 には、COX-1遺 伝子お よびCOX-2遺 伝子の2種 類が あることが明

らか にされてい る。COX-1は ほとん ど全て の細胞 に構成 的に発現 し、細胞 の生理機能 の調節 にかかわる

PGを 生成 するhousekeeping遺 伝子産物であ る。 一方 のCOX-2は 、成長因子、サ イ トカ インお よびその他

の炎症性 メデ ィエー ターに よって炎症時 に発現誘導 され、炎症の場 において重要 な役割 を果た してい ると

されてい る。 しか し、COX-2発 現細胞 には常 にCOX-1も 発現 してお り、産生 され たPGはCOX-1あ るい

はCOX-2の いず れを介 して産生 された ものか明 らかでないため、炎症反応 に関与す るPGとCOX-2と の

関係 は必 ず しも明確で は ない。更 に、COX-2は 炎症 の進展過程 だけではな く、炎症 の修復 過程 において

も重要 な役割 を果た しているこ とも示唆 されている。 そこで、本研 究では、急性炎症モデルであるラ ッ ト

の カラゲニ ン胸膜 炎モデル を用い て、炎症 の進展 お よび修復 過程 の双方 に焦点 をあて、COX-2の 役割 に

ついて解析 した。

第1章 ラ ッ トのカラゲニ ン胸膜 炎モデル にお ける炎症反応の解 析

カラゲニ ン胸 膜炎 におけ る炎症 反応 とプ ロス タノイ ドお よびCOX-!、COX-2の 関与 につい て解析 した。

胸 腔 内に貯留 した滲 出液量 お よび静脈 内に注 射 した色素 の胸 腔内へ の漏 出量 か ら血管透過性 反応 を調べ

た。 また、滲出液中のPGE2、 トロンボキサ ン(TX)B2お よび6-keto-PGF1、 の レベルの経 時変化 を調べ る と

共 に、滲出液中 に浸潤 した 白血球 におけるCOX-1お よびCOX-2の 発現 を調べ た。そ の結果 、滲 出液 中の

各 プロス タノイ ドの レベル は、血管透過性 反応が充進 してい る炎症初期 にほぼ一致 して高値 を示 した。 ま

た、浸 潤 白血球 中のCOX-1は 炎症 の経過 を通 して検 出 され、 その発現 レベル に明 らかな変化 は認 め られ

なか った。一方、COX-2は 炎症の初期(炎 症惹起3～7時 間)に おいてのみ検 出され た。 このように、血

管透過 駐反応が充進 している時期 に一致 して滲出液中のプロス タノイ ドの レベルが高 く、同時に浸潤 白血

球 中 にCOX-2が 検 出され た。 これ らの結果か ら、 カラゲニ ン胸膜炎 にお いては、..COX-2を 介 して産生 さ

れたプロスタノイ ドが血漿滲 出に関わ っている可能性が示 唆 された。

第2章 ラッ トの カラゲニン胸膜炎急性 期におけるCOX-2阻 害薬 の効果

まず、5種 類 のCOX阻 害薬のCOX-1お よびCOX-2に 対す る阻害活性 についてfηvf孟roの 実験系で検討

した。そ の結果、IC5。値で比較 する とイ ン ドメタシンはCOX-2よ りもCOX-1を 約2倍 強 く阻害 し、 ピロキ

シカムはいずれ に対 して も同程度の 阻害作 用 を示 した。一方 、メロキシカムは、COX-1よ りもCOX-2を

約12倍 強 く阻害 し、ニメス リ ドお よびNS-398はCOX-2に 対 して さらに強い選択性 を示 し、COX-1に 対 し
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てはほとん ど阻害作用 を示 さなか った。そ こで、 これ ら5種 類のCOX阻 害薬の うちNS-398、 メロキシカ

ム、 ピロキシカム とCOX-1に 対 して選択 的 阻害作用 を持つ アス ピリンを用 い、カラゲニ ン胸膜炎 におけ

る抗炎症作用 と滲出液 中のプロス タノイ ドレベル との関係 について検 討 した。 その結果 、COX-1お よび

COX-2に 対す る選択性 の違い に も拘わ らず、いずれの薬物 も投与量 の違い はある もののカラゲニ ン胸膜炎

を惹起 して5時 間後 におけ る滲出液量 お よび血管透過性反応 を同程度 に低下 させた。一方、各 プロス タノ

イ ドレベル に対 しては薬物間 に差 がみ られ、PGE2レ ベ ルに対 しては、 いず れの薬物 もほぼ同程度 に低下

させ たが 、TXB2お よび6-keto-PGF1、 レベ ルに対 して は、メ ロキシカム、 ピロキシカムお よびアス ピリン

は低下 させ たが、COX-2特 異性 の高 いNS-398の 作用 は、他 の・3者 と比較 して明 らかに弱い作用であ った。

以上 の結果か ら、 カラゲニン胸膜炎モデルで は、滲出液中のプロスタノイ ドの中で主 としてPGE、 がCOX-

2を 介 して産生 され る可能性が示唆 された。

第3章COX-2阻 害薬の1η卿oに お ける特異性

ラ ッ トの胃にお けるPGE2産 生お よび 胃粘膜傷害作用 に対 するCOX阻 害薬 の効果 を検討 した。 ラッ ト

の胃内腔 に高張(1M)食 塩液 を注入す ると、COX-1由 来 とされるPGE、 の産生 が時間依存的 に増加 した。

このPGE2産 生の増加は、COX-2に 対 して選択性 を有す るニ メス リ ドお よびメロキシカムによって抑 制 さ

れなか った。一方、選択性 のないピロキシカム はPGE2産 生 を強 く抑制 した。 これ らの結果 か ら、1ηvf孟ro

で見 られたCOX阻 害薬のCOX-1お よびCOX-2に 対 す る選択性 の違い はfηvfyoに おいて も反映 され るこ

とが示唆 された。更に、メロギシカム、 ピロキ シカムあるい はイン ドメ タシンをラ ッ トに単 回経口投与 し

た場合の 胃粘 膜傷害 の発生 を検:討し、メ ロキシカムは、 ピロキシカム に比べ て胃粘膜傷害作 用が弱 い こと

を示 した。従 って、COX-2に 対 して選択性 を示す薬物 は抗炎症作用 と副作用 の 胃粘膜傷 害作用 とが分離

された有用 な抗炎症薬 になる可 能性 が示唆 された。 また、滲出液 中に検出 され るプロス タノイ ドの中で、

PGE2が 血漿滲出 に最 も大 きく関与 しているこ とが推測 された(第2章)が 、TXB2や6-keto-PGF1。 の関与

も否定で きないため、COX-2阻 害薬 を投 与 した場合の滲 出液 中の各 プ ロス タノイ ドレベル と血管透過性

反応 との相 関につ いて解析 した。 その結果 、PGE2レ ベル のみが血管透過性反応 と有意 な相 関 を示 した こ

とか ら、 カラゲニ ン胸膜炎 における血漿滲出 には、 プロス タノイ ドの中でPGE、 が最 も大 き く関与 してい

ることが示唆 された。

第4章 ラッ トのカラゲニ ン胸膜炎急性期 にお けるデキサメタゾンの効果

ステ ロイ ド性抗炎症薬 であるデキサ メタゾ ンを用 いて、 カラゲニ ン胸膜炎 における抗炎症作用(滲 出液

量、血管透過性反応 、滲 出液 中の プロス タノイ ドレベ ル、お よび胸腔 内への好 中球お よび 単核球の浸潤 に

対す る作用)を 調べ、 同時 にCOX-2の 発現お よびPLA、 活性 に対す る作用 を検討 し、 ステロイ ド性 抗炎症

薬 の抗炎症作用機序 を明 らか にす ることを試みた。その結果、デキサ メタゾ ンはCOX-2の 発現 を高用量

で のみ低下 させ た。 また、PLA2活 性 は、高用量の デキサ メ タゾ ンに よって も影響 されなか った。COX-2

の発現お よびPLA2活 性 には影響 しない低用量のデキサメ タゾンに よって滲 出液量、血管透過性 反応 お よ
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びプロスタノイ ドレベルは低下 し、 この とき浸潤好 中球数 も有意 に減少 した。以上 の結果か ら、デキサメ

タゾ ンのプロス タノイ ドレベル低下作用お よび血漿 滲出抑 制作用 は、炎症部位 におけるCOX-2発 現 とも

PLA,活 性 とも相 関 しない ことが示唆 され た。デ キサ メタゾンの プロス タノイ ドレベ ル低下作用 は炎症部

位への 白血球浸潤 の抑制 に よること、 また、デキサ メタゾンの血漿 滲出抑制作用 には、 白血球浸潤抑制 を

介 した プロス タノイ ド産生抑 制 による ものの ほか、それ以外の機序 も関与 している可能性 を示唆 した。

第5章 ラ ッ トの カラゲニ ン胸膜炎後期 にお けるCOX-2の 役割

カラゲニ ン胸膜炎後期 の壁側胸 膜か ら細胞 を採取 し、COX-2の 発現 を調べ た結 果、カ ラゲニ ン溶液 を

注射 して12～24時 間後 の中皮細胞 にCOX-2の 強い発現 が見 られた。 また、 カラゲニ ン胸膜炎 を惹起 し

て14時 間後 の滲出液 中には、PGE2、TXB2お よび6-keto-PGF1。 が検 出 されたが、6-keto-PGF1、 レベ ルは他

に比べ て明 らか に高値 であった。これ らのプロス タノイ ドレベ ルはいずれ もアス ピリ ンによって低下 した。

一方、6-keto-PGE.レ ベルは、NS-398お よびニメス リ ドに よって有意 に低 下 したが、TXB、 レベ ルは変化

せず 、PGE2レ ベ ル もNS-398に よって低 下 しなか った。更 に、カラゲニ ン胸膜炎 を惹起 して24時 間後 には、

胸膜 の明 らかな肥厚が認め られ、 この胸膜の肥厚 はニメス リ ドに より抑制 された。以上 の結果か ら、炎症

の後期 に中皮細胞 に発現 したCOX-2はPGI,産 生 を介 して胸膜 の増生肥厚 に関与 している可能性が示唆 さ

れた。胸膜 の肥厚 は炎症の修復 過程の丁環 と考 え られ、カ ラゲニ ン胸膜炎 におい てもCOX-2が 炎症 の修

復過程 に関与 しているこ とが示唆 された。

.ズ

本研究 では、ラ ッ トのカラゲニ ン胸膜炎モ デルを活用 し、炎症 にお けるCOX-2の 役 割 とその選択 的阻

害薬 の有用性 について検:討した。その結果 、COX-2は 炎症初期 にお ける血漿滲 出にPGE2産 生 を介 して重

要 な役割 を果 た しているこ とを示唆 した。一方、COX-2は 炎症 の修復過程 に も関与 してお り、COX-2を

介 して産生 され るPGI、 が胸膜 の肥厚 に関与 してい る可能性 を示 した。 このように、COX-2は 炎症急性期

と後期 で、それ ぞれ炎症の進展 と修復 に関与 し、二 面性 を有 している ことが示唆 された。 また、COX-2

を選択的 に阻害する薬物 は主作用の抗炎症作用 と副作用 の胃粘膜傷害作用 とが分離 された有用 な抗 炎症薬

になる可能性 を示 した。
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審 査 結 果 の 要 旨

シク ロオキシゲ ナーゼ(COX)に はCOX-!お よびCOX-2の2種 類 のアイ ソフ ォー ムが存 在す る。

COX-1は ほ とん ど全 ての細 胞 に構 成的 に発現 し、細胞 の生理機 能の調節 にかか わるプロス タグ ランジン

(PG)の 合 成 に関与 してい る。一方のCOX-2は 、起 炎性 メディエ ーターに よって炎症部位 の細胞 に発現

誘 導 され、COX-2を 介 して産生 され るPGが 炎症の場 において重 要な役割 を果 た して いるとされてい る。

しか し、COX-2を 発 現す る細胞 には常 にCOX-1が 存在 してお り、産 生 され たPGはCOX-1あ るいは

COX-2の いず れを介 して産生 された ものか明 らかではないため、炎症反応 に関与す るPGとCOX-2と の

関係 は必ず しも明確 で はない。そこで本研 究で は、 ラッ トのカラゲ ニ ン胸膜炎モデルを活用 して、炎症の

進展 および修 復過程 の双方 に焦点 をあてCOX-2の 役割 について解析 した。

まず、 カラゲニ ン胸膜炎 におけ る炎症反応 とPGな らびにCOX-1お よびCOX-2の 関与 につ いて解析 し

た。す なわち、血管透過性 反応 が充進 している時期 に一致 して滲出液 中のPGE2、TXB2お よび6-keto-PG

FI、の レベルが高い こと、お よび浸潤 白血球中 にはCOX-2が 誘導 されてい ることを示 し、本モ デル にお け

る血漿滲出 には、COX-2を 介 して産生 されるPGが 関わっている可能性 を示唆 した。次 に、COX-2選 択的

阻害薬 を投与す ることによ り血漿 滲出が抑制 されPGE2レ ベルのみが低下す るこ とを示 した。 また、各種

のPGの レベルの中でPGE2の レベルだけが血管透過性反応 と有意 な相関関係が あるこ とを明 らか に し、本

モデルにおける血漿 滲出 には滲出液 中.のPGの 中でPGE2が 最 も大 きく関与 している可能性 を示 した。 ま

た、 ラ ッ トにCOX阻 害薬 を経 口投与す るこ とによ り、COX-2に 対 して選択性 を示す 阻害薬 は選択 性 を持

たない阻害薬 に比べ て 胃粘膜傷害作用が弱 い ことを示 し、COX-2選 択 的阻害薬 は抗炎症作用 と副作用 で

ある胃粘膜傷 害作用 とが分離 された有用 な抗炎症薬 になる可能性 を示 した。

さらに、ステロイ ド性抗炎症薬で あるデキサメ タゾンの カラゲニ ン胸膜炎 にお ける抗炎症効果 を検討 し、

低用量のデキサメ タゾ ンは浸潤 白血球 中にお けるCOX-2の 発現 にもPLA2活 性 にも影響せず、胸腔内への

白血球の浸潤 を抑制 するこ とによってPGE、 の レベル を低下 させ 、血漿滲出 を抑制す る可能性 を示 した。

最後 に、 カラゲニ ン胸膜炎後期相 にお いてCOX-2が 中皮細胞 に発現 しているこ と、お よびCOX-2を 介

して産生 されるPGI、(安 定代 謝物である6-keto-PGFI、 として測定)が 胸膜 の肥厚 に関与 している可能性 を

示 した。胸膜の肥厚 は炎症の修復 過程の一環 と考 えられ ることか ら、本モデル においてCOX-2が 炎症の

修復過程 に関与 しているこ とを示唆 した。

以上 、本研 究で は、 ラ ッ トのカラゲニ ン胸膜 炎モデル を用い て、COX-2が 炎症急性期 と後期 において

それぞれ炎症の進展 と修復 に関与 してい るこ と、お よびCOX-2選 択的阻害薬 の抗 炎症薬 と しての有用性

について明 らか にした。以上の一連 の研 究成果 によ り、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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