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論 文 内 容 要 旨

炎症反応 は生体防衛反応の発現であり,本 来,生 体にとって合目的な反応である。炎症反応は一連の反

応であって,炎 症初期においては滲出反応に続いて白血球の浸潤反応が起 こり,炎 症後期には肉芽組織が

増殖 し,損 傷された組織は通常は修復される。 しか し起炎刺激が持続 したり,炎 症部位に浸潤 した細胞が

起炎刺激 に対 して過剰に反応 したりすると炎症反応は終結 しないで,い わゆる慢性炎症へ移行す る。慢性

炎症の場合は,炎 症局所における症状は増悪 ・寛解を繰 り返 し治癒の方向に進まず,増 殖性反応が過剰に

発現す る結果 として必要以上な肉芽組織が形成 されて しまうことが多い。肉芽組織が過剰に形成されると,

多量のcollagen線 維が蓄積 し,さ らに肉芽組織が収縮することにより組織構築の異常 が起 こり,肥 厚性

はん痕やケロイ ドが形成され る。

本研究 は,肉 芽組織形成の機構解明及び薬物制御を目的とし,て1]肉 芽組織形成を伴 う再燃型の炎症モ

デルの確立,[2]肉 芽組織形成に重要な役割を果たしている線維芽細胞の機能を調節する内因性因子 の検

索,及 び[3]肉 芽組織の収縮に関与するとされる筋線維芽細胞への線維芽細胞か らの変換を調節す る内

因性因子の検索を行った。また,肉 芽組織中の線維芽細胞及び筋線維芽細胞 によるcollagen線 維の産生

は,マ クロファージ,リ ンパ球,血 小板,肥 満細胞などか ら遊離するchemicalmediatorに より調節 さ

れていることが示唆されているので,[4]炎 症組織におけるcollagen産 生を薬物 によ り制御す る試み と

して,抗 原刺激による肥満細胞の脱穎粒反応を抑制 しchemicalmediatorの 産生遊離を抑制す る作用 の

あるtranilastの 作用について`π 吻o及 び6η 痂roで 検討 し,tranilastの 肥厚性 はん痕やケロイ ドへ

の適用の可能性にっいて検討 した。

第1章 では,起 炎刺激を反復することにより炎症反応が増強される条件を検討 し,肉 芽組織形成を伴 う

再燃型の炎症モデルを確立 した。起炎剤 としてsodiumcarboxymethy至6ellulose(CMC-Na)を 用 い,

ラッ トの背部に作成 した空気嚢内にCMC-Na溶 液を注入することにより急性炎症を誘発させ,種 々の時

間経過後に炎症部位(CMC-Na嚢)に 再 びCMC-Na溶 液を注入 し,炎 症反応 の再燃の程度にっいて検

討 した。CMC-Na溶 液を空気嚢内に注入すると,空 気嚢内液の貯留は認あ られず,注 入 したCMC-Na

溶液は時間経過 と共に急速に減少 し,注 入後3日 目ではほとんど吸収されてしまい,炎 症反応は鎮静化 し

た状態になる。炎症反応が鎮静化 した3日 目のCMC-Na嚢 に再 びCMC-Na溶 液を注入す ると,鎮 静化

していた炎症反応が顕著に再燃 されることを見い出し,CMC-Na溶 液を再注入 して著 しい炎症反応が惹

起 されるためには1回 目のCMC-Na溶 液を注入することにより,炎 症部位の構成細胞が質的に変化 して

いることが必要であることを示 した。炎症反応が鎮静化 している3日 目のCMC-Na嚢 表層 に形成 された

肉芽組織の組織学的な観察では,マ クロファージ等の炎症性細胞が存在し,線 維芽細胞及び毛細血管の新

生 も認められた。 したがって,CMC-Na溶 液を再注入することによって炎症反応が増強 した原因 として

は,は じめのCMC-Na刺 激 によ り(a)空 気嚢周辺細胞を含 む炎症 局所 の構成 細 胞 のchemical

mediatorに 対する反応性が高 くなったこと,(b)種 々のckemicalmediatorに より炎症性細胞 が活性

化されていること,(c)新 生毛細血管の増生が始まっていること,(d)chemicalmediatorに 対す る新
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生毛細血管の反応性が高 くなっていること,な どが関与 していることが示唆された。

第2章 では,炎 症反応が再燃されるための条件をさらに明確にするため,空 気嚢 とCMC-Na嚢 の組織

学的相違点に着 目し,種 々の起炎物質を空気嚢内あるいはCMC-Na嚢 内に注入することによって誘発 さ

れる炎症反応の違いにっいて解析 した。起炎物質として炎症性細胞を活性化 させ るlipopolysaccharide

(LPS)溶 液を注入 した場合でもメチル化牛血清アルブミン(m-BSA)で 感作 したラッ トの嚢内に抗原

(m-BSA)溶 液を注入 した場合で も,CMC-Na嚢 内に起炎刺激をした方が空気嚢 内に起炎刺激を した場

合よりも顕著な炎症反応が誘発されることを明 らかにした。空気嚢 とは異 なり,CMC-Na嚢 では嚢内の

表層に肉芽組織が形成され,マ クロファージ等の炎症性細胞が存在 し,毛 細血管の新生が観察されている。

この両嚢における組織学的な相違点と1.PSや 免疫刺激 に対する反応性を考え合わせると,CMC-Na嚢 で

み られた炎症反応の増強には,浸 潤 したマクロファージ等の炎症性細胞や新生毛細血管の内皮細胞などが

関与 していることを示唆 した。

第3章 では,第2章 で確立 したm-BSAで 感作 したラットにCMC-Na嚢 を作成 し,そ の嚢内に抗原溶

液を注入す ることによって誘発され る再燃型炎症モデルにおいて,肉 芽組織中に存在する線維芽細胞の機

能及び形態を調節する内因性因子が炎症滲出液中に存在することを明 らかに した。すなわちこの因子には

線維芽細胞の増殖及びcollagen合 成を促進する活性のみならず,線 維芽細胞の形態を変化 させ る活性が

あることを見いだした。免疫機序により誘発させた炎症組織か ら採取 した滲出液の存在下で種々の組織由

来の線維芽細胞を培養すると,線 維芽細胞の形態は変化 したが,同 時に採取 した血清あるいは σMC-Na

による炎症由来の滲出液ではこのような変化を起 こす ことが出来なかった。 したが って,免 疫機序 により

誘発 させた炎症の滲出液中に存在す るこの活性は,浸 潤 した炎症性細胞や肉芽組織から遊離 した因子 によ

るものと考えられる。光学顕微鏡 走査型及び透過型電子顕微鏡による観察により,こ の形態変化 した線

維芽細胞の形態学的特徴は,形 態学的に定義 されている筋線維芽細胞の特徴的所見に極めて一致 している

ことを明らかにした。筋線維芽細胞 は線維芽細胞に比べてcollagen合 成能が高 く,細 胞中に は細胞 の収
な

縮に関与するマイクロフメ ラメ.ン ト束が発達 しており,肉 芽組織の増殖に伴 って出現 し,創 傷治癒の終了
ご

時には消失することが報告されている。したがって,免 疫機序により誘発される炎症局所に存在する内因
ノ

性 因子が線維芽細胞 の増殖,c611agen合 成,及 び筋線維芽細胞の増殖を調節 し,肉 芽 組織 の増殖,線 維

化及 び収縮を調節 している可能性が示唆 され た。

第4章 で は,抗 アレルギー薬 であるtranilastの 肉芽形 成 に対 す る作 用 にっ いて,カ ラゲ ニ ン空 気嚢 型

炎症 デルを用 いて検討 した。Tranilastは,抗 原刺激 による肥満細胞 の脱穎粒:反応抑制作用及 び受 動皮 膚

アナ フィラキシ」反応抑制作用 を有 し,気 管支喘息,ア レルギ ー性皮 膚炎,ア レルギー性 鼻炎及 びア レル

ギー性結膜炎 に使用 されている。Tranilastの επo`ひoで の抗炎症効果及 び`η 漉roで の線維 芽細 胞 の増

殖及 びCOIIagen合 成に対す る作用 を検討 した結果,カ ラゲニ ン空気嚢型炎症 モデルにお いて,tranilaSt

は肉芽組織 中のnoncollagenprotein及 びDNA含 量 には影響を与 えず にcoUagenの 蓄積 のみを抑制 し,

その作用 はカ ラゲニ ンによる起炎刺激後2日 以 内に発現 す ることを示 した。 また,collagen合 成 の律速

酵素 であ るプ ロ リン水酸化酵素 の肉芽組織 中の活性 はtranilaSt投 与 によ り低下 した ことか ら,tranilaSt
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によるcollagen蓄 積 の抑制 はcollagen合 成系 の抑制 に起因す る と考え られ た。線維芽細胞 の培養系 にお

いて,tranilastは 線維芽細胞 のcoliagen合 成 に対 して特異 的な抑制作用 は示 さず,増 殖 に対 して強 い抑

制作用を示 した。 したが って,tranilas七 は炎症 刺激後数 日以 内で起 こる線維芽細 胞 の増 殖 を抑制 し,炎

症組織中 のcollagen蓄 積 を抑制 した もの と考 え られた。

第5章 で は,第2章 で確立 したm-BSA誘 発再燃型炎症 に対す るtranilastの 効果及 び第3章 で見 い だ

したm-BSA誘 発再燃 型炎 症 の滲 出液 中 に存 在す る内因性因 子 の 読o`オroに お け る作用 発現 に対 す る

tranilastの 作用 につ いて検 討 した。Tranilastは カ ラゲニ ン空気嚢型 炎症 の場 合 と同様 に,m-BSA誘 発

再 燃 型 炎 症 に お け る 肉 芽 組 織 中 のcollagen蓄 積 も抑 制 す る こ とが 明 らか に な っ た 。 ま た,2-

Inercaptopropionylglycine(2-MPG)に よ るモルモ ッ トの過敏性皮膚反応 モデルにお いて,抗 原刺 激

24時 間後 の遅延型皮膚反 応をtrani}astは 抑制 しない ことを明 らか に した。 したが って,m-BSA誘 発 炎

症 の肉芽組織中のcollagen蓄 積 がtranilast投 与 によ って抑制 され たことは,tranilastが 免疫反 応 に影

響を及ぼ したたあで はな く,肉 芽組織 中の線維芽細胞 の機能 に対 してtranilastが 直接 的に作用 した結 果

と考 え られ る。 また,tranilastに はこの炎症 モデルか ら採取 した滲 出液 による線 維芽 細胞 の形 態変化 及

び増殖を直接抑制 す る作用 があ ることを明 らか に した。 さ らに,tranilastに は線維芽細 胞のcollagen合

成 には影響を及ぼ さずに細胞周期 をG。/G1期 で停止 させ る作用が あることも判 明 した。滲 出液 の添加 に

よ り形態変化 した線維芽細胞 は筋線維芽細胞 に類似 して お り,肉 芽組 織の収縮 に関与 してい ることを第3

章 で示 した。実際,肉 芽組織 の収縮 の 加 読ro実 験系 と考え られて いるcollagenゲ ル収縮 を免疫 機序 に

よ り誘発 した炎症組織 か ら採取 した滲 出液 が促進 し,こ の滲 出液 によ る,collagenゲ ル収縮 をtranilast

は抑制 した。 また,第3章 で見 いだ したm-BSA誘 発再燃型 炎症 の滲出液 中に存在す る線維芽細胞の筋 線

維芽細胞へ の形質変換 因子 にっいて検討 を加 え,こ の因子 はTGF一 βとは異 なる.因子で あることを示 した。

本研究を通 じて,慢 性炎症 に見 られ る炎症反応 の増強及 び遷延化 に は炎症局所 の構成細胞の質的変化が

重要 な要因 にな ってい ることが示唆 され,さ らに,再 燃型炎症 滲出液 中には肉芽形成 に関与す る線維芽細 ,

胞 の増殖及 びcollagen合 成 を調節す る因子,さ らには肉芽組 織の収縮 に関与 す る筋線維 芽細 胞 への線 維

芽細胞か らの変換を促進す る因子 が存在す る ことを明 らか に した。また,抗 ア レルギ ー薬 のtranilastに

は,肉 芽 組織形成 に付随す るcollagenの 過剰蓄積,肉 芽組織 の収縮,線 維芽細胞 や筋線 維芽 細胞 の増殖

を抑制 す る作用 がある ことを明 らか に し,tranilastは 線維化や拘縮 などに よる組織 構築 の異 常 を伴 う肥

厚性 はん痕 やケ ロイ ドに対 して有用 である ことを示唆 した。
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審 査 結 果 の 要 旨

一肉芽組織
の形成を伴 う炎症反応が過剰に発現すると,肉 芽組織中にはcollagen線 維が過剰 に蓄積 し,

肉芽組織が収縮 して組織構築の異常が起 こり,肥 厚性はん痕やケロイ ドが形成される。本研究は,肉 芽組

織形成の機構解明及び薬物制御を目的とし,肉 芽組織形成を伴 う異物性及び免疫機序 による再燃型の炎症

モデルを確立 し,線 維芽細胞の機能及び形態を調節する内因性因子の探索を行った。さらに,肉 芽組織形

成 に対する抗アレルギー薬 七ranilastの作用を解析 し,tranilas乞 の肥厚性 はん痕やケロイ ドへの適用 の

可能性にっいて考察 したものである。

ラットの背部皮下に作成 した空気嚢内に起炎剤 としてsodiumcarboxymethylcellulose(CMC-Na)

溶液を注入することにより急性炎症を誘発 させ,炎 症反応が鎮静化 した3日 目のCMC-Na嚢 内に再 び

CMC-Na溶 液 を注入 して炎症反応を誘 発 させ る再燃型炎症 モデル,炎 症性 細胞 を活性 化 させ る

lipopolysaccharide溶 液をCMC-Na嚢 内に注入 して誘発する再燃型炎症モデル,及 びメチル化牛血清

アルブミンで感作 したラットのCMC-Na嚢 内に抗原溶液を注入 して免疫機序による炎症反応を誘発 させ

る再燃型炎症モデルをそれぞれ確立 し,炎 症反応の増強及び遷延化には炎症局所を構成 している細胞が質

的に変化 していることが重要であることを示 した。

また,免 疫機序により誘発 した再燃型炎症モデルの滲出液中には,線 維芽細胞の増殖,線 維芽細胞によ

るcollagen合 成,及 び線維芽細胞から筋線維芽細胞への変換を促進する因子が存在することを見 いだレ

た。

さらに,肉 芽組織形成を薬物により制御する試みとして,抗 アレルギー薬であるtranilastの 肉芽組織

形成に対す る作用を解析 し,そ の結果,カ ラゲニン空気嚢型炎症モデル及び免疫機序により誘発 した再燃

型炎症 モデルにおいて・trahilastは 肉芽組織中のcollagenの 蓄積を抑制する作用があることを明 らかに

した。その作用機序として,tranilas七 は線維芽細胞の細胞周期をG。/G、 期で停止させて線維芽細胞 の

増殖を抑制す ること,及 び線維芽細胞が筋線維芽細胞へ変換する過程を抑制す るたあであることを明 らか

にし,こ れによって,tranilastは 肉芽組織の線維化及び収縮を抑制することを示 した。

本研究により,炎 症反応の増強及び遷延化を解析するための再燃型炎症モデルが確立され,こ のモデル

を活用することによって炎症反応の増強及び遷延化に関与す る要因が明らかにされた。さらに,再 燃型炎

症滲出液中には線維芽細胞の機能及び形態を調節す る内因性因子が存在することが明 らかにされ,肉 芽組

織の形成,線 維化及び肉芽組織の収縮機構 にっいて新たな視点か らの解明が行われた。

また,抗 アレルギー薬のtranilastに は,肉 芽組織形成に付随するcollagen線 維の過剰蓄積,肉 芽組
k

織の収縮,及 び線維芽細胞や筋線維芽細胞の増殖を抑制する作用があることが明 らかにされ,従 来薬物治

療が困難であった肥厚性はん痕やケロイ ドに対 してtranilastが 新 しい治療薬になり得ることが示された。

以上の研究成果により,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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