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論 文 内 容 要 旨

【目的】

近年,小 児気管支喘息患者の増加 に伴 い本疾病 の早期診断 ・治療 の重要性が認識 されて きている。、気管

支喘息の病態 は慢性 の好酸球性気道 炎症 による機能障害か ら気質障害 に至 る疾患である ことが明 らかに さ

れて きてお り,気 管支喘息の治療法 は,炎 症 を早期 に抑 制する ことに より不可逆性の気 道 リモデ リングを

防止 する ことが主流 になって きている。 そのため,簡 便 で信頼 で きる気道炎症の評価 法の確立 が医療 の現

場 で期待 されてい る。

一方
,ア ラキ ドン酸か ら産生 されるエ イコサ ノイ ドの一種 であるシステイニル ロイコ トリエ ン(シ ステ

イニルLT)及 び トロンボキサ ンA2(TXA2)は,気 道 平滑筋 収縮作用 ばか りでな く浮腫誘発作用や気道過

敏i生充進作用,血 管透過性充 進作用 を有 し,気 管支喘息 で認 め られるさまざまな病態 を形成 させ る作用が

あ るこ とが知 られてい る。実際,欧 米 や 日本 においてLT受 容体 拮抗薬 や5一リポキ シゲナ ーゼ阻害 薬,

TXA2受 容体拮抗薬 が気管支 喘息 の治療 に用 い られてお り,医 療現場 にお いて もエイ コサ ノイ ド関連薬剤

が注 目されている。

種 々の要 因によ り引 き起 こされる多 因子性疾患 である気管支喘息の病態把握 とそれに応 じた最適 な薬物

療法 を行 う上で,こ れ らのエイ コサ ノイ ド産生量の定量 的評価 は有用であ る。実際,こ れ らのエイコサ ノ

イ ド産生の指標 とされる尿 中LTE4量 や尿 中ll-dehydroTXB2量 の測定が これ まで様 々な方法 に より行 われ

てい るが,従 来の方法 は操作が煩雑であ ることや測定値 の再現性 の問題 などがい まだ残 されてお り,よ り

簡便で信頼性 の高い測 定法 の開発が望 まれ る。 さらに,そ の産生量 には大 きな個 人差が存在す るこ とが示

され て きてい ることか ら,簡 便で信頼で きるエ イコサノ イ ド量 の測定系 による定量 的解析が患者個 々の病

態 に応 じた治療 法の選択 の際 に有益 な情報 を提供 で きる もの と考 えられ る。特 に,気 管支喘息 の治療 は早

期か らの気道炎症 を抑制 し遷延化 を防止す ることが重要 とされ てい ることか ら,小 児気管支喘息患者 の早

期診断 ・治療 を行 う上 での気道炎症評価法 としての測定系 に期待が寄せ られている。

そ こで本研究 では,シ ステ イニルLT及 びTXA、 の尿 中代謝体 であるLTE、 及び11-dehydro十XB、 を研究

対象 とし,エ イコサノイ ドの産生量モニ タリングの気道 炎症評価法 と しての有用性 を明 らかに し,さ らに

個別化医療へ の応用 のための基礎 的データを収集する ことを目的 として以下の検討 を行 った。始め に,(1)

・液体 クロマ トグラフ ィー/タ ンデムマススペ ク トロメ トリー(LCIMSIMS)に よる尿 中11 -dehydroTXB、 の

微量定量法 の確立 を行 った。LCIMSIMSに おける11-dehydroTXB、 の挙動 について詳細 な検討 を行い,尿

中か らの精製法 を開発す ることによ り簡便で高感度 な微 量定量法 を確 立 した。続 いて,(2)確 立 した11-

dehydroTXB2の 測定法並 びに先 に当研究室 で確立 しているLTE、 の測定法 によ り健常小 児の尿 中エ イコサ ノ

イ ド量 を測定 し,気 管支喘息小児の尿中エ イコサ ノイ ド量 に対す る正常値 を設定 した。 さ らに,(3)エ イ

コサ ノイ ドの産生量解析が気管支喘息小児の個 々の病態 に応 じた治療法の選択 に際 して有益 な情報 を提供

で きるかについて,種 々の検討 を加 えた。
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【方法】

四重極型 タンデム質量分析計 にはエ レク トロスプ レーイオン源 を装備 したmicromassQuattroll,セ ミミ

クロHPLCシ ステムには資生堂NANOSPACESI-1,セ ミミクロカラムには資生堂CapcellPakUGB120を

使用 し,微 量定量法の開発 とヒ ト尿試料 中の11-dehydroTXB2及 びLTE、 の定量 を行 った。

【糸吉果 ・考 察】

(1)LCIMSIMSを 用 いてTXA、 の尿 中代 謝体 であ る11-dehydroTXB、 の微 量霜 量法 の確 立 を行 った。

SRM(SelectedReactionMonitoring)に お けるモニ タリングイオン,コ ー ン電圧及びコ リジ ョンエ ネルギー,

移動 相の組成及 びpH,イ オ ン源 の温度等 について最適条件 を決定 する ことによ り,11-dehydroTXB2の 高

感度 測定 を可能 と した。次いで,試 料 のpH,洗 浄溶媒や溶 出溶媒等 につ いて種 々の検討 を加 え,固 相抽

出 カー トリッジに よる11-dehydroTXB2の 効 果的な クリー ンア ップ法 を開発 した。内部標準物質(Internal

Standard,IS)と して用 いた11-dehydroTXB2-dlと の ピーク面積比 によ り作成 した検量線 は,10pg/tubeか ら

10ng/tubeの 範 囲で直線性 を示 した。各種バ リデーシ ョンの結果,本 定量 法が高い信 頼性 と再現性 を有す

る ことが示 された。以上 よ り,LCIMSIMSに よる11-dehydroTXB、 の測定法 を確立 し,TXA、 の生体 内動態

の定量的解析 を可能 と した。

(2)LCIMSIMSを 用 いて健:常小児23例 の尿 中LTE4量 及び11-dehydroTXB2量 を測定 した。その結果,

健常小 児の尿 中LTE4量 の平均値 は140P9/mgcreatinine,尿 中11-dehydroTXB2量 の平均 値 は1057P9/mg

creatinineで あ り,こ れ を健 常小 児 の尿 中 エ イ コサ ノ イ ドの正 常値 と した 。本研 究 で確 立 した11-

dehydroTXB,の 定量法 を用 いる とき,対 象 と した全試料 にお いて短時 間で検出 ・定量が可能であ り,簡 便

で高感度 な定量法 としてその有用性 を示 した。得 られた健常小児 における平均値 を用いる ことに よ り,小

児気管支喘,自、とシステイニルLT及 びTXA2と の関連性 についての検:討を可能 と した。

(3)採 尿 時の状態 によ り安定群 及 び発作 群 に分類 した小児 気管支 喘息患 者 の尿 中LTE、 量 及 び11-

dehydroTXB、 量 を測定 し,小 児気管支喘息患 者の病態 と尿 中エ イコサ ノイ ド量 との関連性 についての検討

及 び尿 中エ イコサ ノイ ドの測定 に よる気道炎症評価法の可 能性 につ いて検討 を行った。気管支喘息小児 の

発作 群の尿 中LTE、 量 は健常小 児 の尿 中LTE、 量 の平均値 及 び気管 支喘息小 児の非発作群 にお ける尿 中

LTE、 量 の平均値 に比 して も有意 な高値 を示す こ とを明 らか に した。 一方,気 管 支喘息小児 の発作群 の尿

中11-dehydroTXB2量 は,健 常小児及 び気管支喘息小児 の非発作群の尿中ILdehydroTXB2量 に比べ有意 な

差は認め られない ことを示 した。 しか しなが ら,発 作 群 において もLTE、 量 及び11-dehydroTXB2量 が低値

を示す小児患者 も認め られているなど測定値 にば らつ きが認め られ,シ ステ イニルLT非 依存型あ るいは

TXA、 非依存型の小児気管支喘息患 者の存在が示唆 され た。1また,非 発作群 において も高値 を示す小児患

者 も存在す ることか ら,個 々の正常値や産生充進の程度 に違 いが認め られる と考え られた。 そこで,尿 中

エ イコサ ノイ ド量の測定 に より得 られ る情報 を明確 にす るため,病 態の変化 に伴 う患者個 人毎 のエ イコサ

ノイ ドの 「産生変動 プロ ファイル解析」 を行 った。すなわち,発 作時及 び非発作 時 に試料 を採取 した小児

患者群 について,各 時点 における尿 中LTE、 量 及び11-dehydroTXB2量 を測定 し,患 者群 を発作 時にLTE、

量及び!1-dehydroTXB、 量の双方が高値 を示す群,LTE,量 のみが高値 を示す群,11-dehydroTXB、 量のみが
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高値 を示す群,LTE、 量及び11-dehydroTXB2量 の双方が変化 しない群 に分類する ことによ り,小 児気管支

喘息 の病態 に関与するメディエー ターを評価で きる可能性 を示 した。

さ らに,LT受 容体拮抗薬の プランル カス ト服用 に伴 う尿 中LTE、 量及びll-dehydroTXB、 量 の変動 につ

いて検討 した。 シス テイニルLT及 びTXA、 産生抑制作用 を有 さないLT受 容体 拮抗薬 の服用 によ り尿 中

LTE、 量 あるいは11-dehydroTXB、 量が減少す る患 者が存在す るこ とを示 し,尿 中エイコサ ノイ ド量の測定

が気道炎症 の程度 を評価する方法 として有用である可 能性 を示 した。

【結論】以上の結果 か ら,高 感度で簡便 に測定可能 なLCIMSIMSに よる尿 中エイコサ ノイ ド量の定量 解析

が,医 療現場 における個別化医療の ための病態診 断や適切 な治療薬剤選択 の際に有益 な情報 を提供で きる

可能性 を示 した。
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審 査 結 果 の 要 旨

早期 における診断 と,病 態 の適切 な把握 は,疾 病 の治療 に極めて重要である。本研究 は,小 児 にお ける

気管支喘息 に焦点 をあて,不 可逆性の気 道 リモデ リングの防止 を目的 と して,シ ステイニル ロイコ トリエ

ン(シ ス テイニルLT)と トロ ンボキサ ンA2の 尿 中安定代謝体であ るロイコ トリエ ンE4(LTE4)と11一 デ

ヒ ドロ トロンボ キサ ンB2(11-dehydri)に 着 目 し,そ れ らの診断指標 としての有用性 に検討 を加 えた もの

であ る。

まず,!1-dehydroTXB2の 信頼度 の高 い測定法の構i築を試み た。す なわち,測 定法 として特異性 の高 い

液体 クロマ トグ ラフ ィーノタンデムマススペク トロメ トリー(LCIMSIMS)を 選択 し,分 離条件,効 率的 イ

オ ン生 成条件,効 果 的な娘 イオン生成条件等 に検討 を加 え,最 適 な測定系を設定 した。 さらに,尿 試料 の

効果 的な クリー ン ・ア ップ条件 を吟味 し,固 相抽 出カー トリ ッジに よる精製法 を設定 した。本法並 びに先

に設定 した測定法 に従 い,健:常 小 児23例 の尿 中LTE4並 びに1!-dehydroTXB2量 を測定 した結果,前 者 は

140P9/mgcreatinine,後 者 は1057P9/mgcreatinineで あ り,こ れを正常値 とした。

次 いで小児気管支喘息患者尿 中の これ らエ イ コサ ノイ ドを測定 し,病 態 との関連 に検討 を加 えた。発作

群 のLTE4量 は,健 常小児及 び非発 作群のそれ らに比 して有意 に高 く,11-dehydroTXB2量 には大 きな差異

は認 め られなかった。 しか し,発 作群 を個別 に見 ると,両 エ イコサ ノイ ドともに低値 を示す固体が ある一

方,非 発作群 において も逆 に高値 を示す 固体があ り,個 々の産生充進 の程度 に違いのある ことが示唆 され

た。 そこで,患 者毎の産生 変動 プ ロフィル解析 を行 った結 果,発 作時 に両エ イコサ ノイ ド量 の双方 が高値

を示す群,LTE4量,ま たは11-dehydroTXB2量 のみが高値 を示す群,両 方 とも変化 しない群 の4群 に分 け

られ ることが判明 した。

引 き続 き,シ ステイニルLT並 び にTXA2産 生抑 制作 用 を持 たないLT受 容体拮抗薬 の服用 に伴 うこれ ら

エ イコサ ノイ ドの変動 を検:討 した結果,LTE4あ るい は11-dehydroTXB2量 の変動す る患者 も存在す ること

か ら,こ れ ら尿中エ イコサ ノイ ドの変動が気道炎症 の程度 を評価す るマ ーカー と して有用 な ことが判明 し

た。

以上,本 論 文は,尿 中エ イコサ ノイ ドが小児気管支喘息 の診断指標 と して有用 な ことを初 めて明 らか に

し,個 別化 医療へ の適用 の可能性 を示 した ものであ り,博 士(医 療薬学)の 学位論文 と して合格 と認め る。
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