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論 文 内 容 要 旨

敗 血症性 シ ョックはその診 断 と治療の進歩 に も関わ らず、死亡率が30～50%と 高 く、未 だ有効 な手段

が見 出 されてい ないため死亡 者数 も年 々増加 してい る。 グラム陰性菌 による敗血症性 シ ョックは、外膜構

成成分であ るLpsに よる各種サ イ トカイ ンの急激 な産生誘導 に よって引 き起 こされ、その活性本体 はlipid

A(Figure)と い う糖脂質であ る。
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Figure大 腸 菌lipidAお よ びE5564の 構 造

近年 にな り、あ る種 の菌 に含 まれ るlipidAの 類縁体 に無毒化 してい るものが発見 され たことを受 け、無

毒化lipidAで あるRhodoわacωrsphaerolde5∬ えρfdAを リー ドとしてE5531、 次 いでE5564(Figure)と い う2種

の化合物 が創製 された。E5564はE5531の 課題であ った高 コス ト、難溶性 を改善 した化合物で あ り、 ヒ ト

エ ン ドトキシ ンシ ョックモデル病態 でLPSに 拮抗する ことが確認 され、現在 は敗 血症 ショック治療剤 とし

て開発 中であ る。

血漿虫E5564漕 測占この 立

E5564はLPSの 定量 法 と して知 られて いる リムル ス試 験法 で検 出で きる ものの 、 この方法 でLPSと

E5564を 分離定量す ることは難 しい と思 われた。そ こで、 より特異性、再現性の高い定量法 とす るために

HPLCを 用 いた定量法の 開発 を行 った。

E5564はlipidAと 同様 に糖脂質構造の ため紫外可視吸収が少ない ことか ら定量感度向上のためにADAM
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試薬 によって蛍光付加 を試 みた。 なお、一分子 のE5564に2分 子 のADAM試 薬が付加 されている ことを確

認 した。

E5564を 添加 した ラ ッ トも しくは イヌ血漿 にE5564の 構i造類縁体 を内部標準物質 として添加 した後 に酢

酸エ チルエ ステル にて抽 出 し、ADAM試 薬 にて蛍光付加 を行 った。固相抽出 にて粗精製 した後 に酢酸 ナ

トリウムを含む メタノール/エ タノール とODSカ ラムを組 み合 わせ た逆相 クロマ トグラフィーで分 離 し、

励起波長254nm、 蛍光波長415nmで 検 出 した。

血漿 中にはADAM試 薬 と反応す る リン脂質 な どが多量 に存在 してい る ものの、定量法 の特異性 には問

題が無 かった。 日内変動、 日間変動、検 量線 の直線 性か ら血漿中E5564の 定量範 囲を30～20,000ng/mLと

した。 ラッ トお よびイヌにE5564を 単回静脈内投 与(0.3mg/kg)し た後 の血漿 中濃度推移 はいず れ も2相 性

を示 し、消失半減期 はそれぞ れ5.2、504時 間であ り、分布容積 はそれぞれ8!.1、77.1mL/min/kgで あった。

以上、lipidA類 縁体の直接定量法 を確立 し、E5564の ラ ッ ト、イヌ における血漿 中濃度 を測定 した。 な

お、 イヌにLPSを 投与 しE5564の 拮抗作用 を検討 した場合で もLPS共 存 に よる測定系へ の影響 は認め られ

なか った。

ラ ッ トに14C-E5564を 単回静脈 内投与 した時の血 中濃度 、分布、代謝および排泄

E5564の リー ドであ るLPSは 細網 内皮系 に特異 的 に集積 し長期 に渡 って残留 す るこ とが知 られてい る。

そ こで放射性標識E5564を 合成 し、特異的 な集積 と残留性 につい て検討 を行 った。

ラ ッ トにE5564を0.1、0.3、1mg/kgの 用量で単 回静脈 内 した時の血漿 中濃度推 移は線形性 を示 した。線

形性が確保で きている0。5mg/kgに'4C一 標 識E5564の 投与量 を設定 した。

'4C-E5564は 速や かに月刊蔵へ集積 し、投 与後24時 間で は投与放射能量 の67.81%が 肝臓 に集積 していた。

投与後48週 において も副腎、骨髄 肝臓 、脾臓 、 リンパ節で は100ngeq./9程 度の放射能が検 出 された。

肝臓 に集積 した放射性標識E5564は 速やか に脱 リン酸化反応 を受 け、長期 に渡 って残留 した。

尿 ・糞 中へ の放射 能の排泄 は緩徐 で はある ものの、投与後48週 まで に投 与量の72.07%が 尿 ・糞 中へ排

泄 された。排泄物 中放 射能の多 くは未変化体の脱 リン酸化体 であ り、肝臓 中放射 能の存在形態 と一致 して

いた。

これ らの結果か らE5564の 体 内動態 はLPSと 類似 している ものの、肝臓へ の集積 は相対的 に緩徐 であ っ

た。肝臓 に残留す る代 謝物 はLPS拮 抗作用 を失 っているため、未変化体の持つLPS拮 抗作用 に基づ く毒性

発現 を考慮する必 要はない と思われた。

血漿 にお けるE5564蟹 詮

E5564とLPSの 体 内動態 的挙動 は類似 している ものの、E5564の 血 中か らの消失 はLPSに 比べて緩徐で

あった。平衡状態 においてE5564はLPSと 同様 にリポ タンパ クと結合 し、 この点 に関 しては両者 に差異 は

無 い。 そ こで、E5564と リポ タンパ クとの結合が平衡 に至 るまで の過程 について検 討 し、LPSと の違い、

血 中か らの消失 の違 いにつ いて考察 を行 った。
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LPSはLBPを 介 して リポタ ンパ クと結合する ことか らE5564に ついて もLBPと の結合性 を表面 プラズモ

ン共鳴 で検討 した。その結 果、E5564はLPSと 同様 にLBPと 結合 したが、その親和 性 はヒ ト血清 アル ブミ

ンの100倍 程度 に過 ぎなかった。

ヒ ト血漿 に放射性標 識E5564を 添 加 しゲルろ過 クロマ トグ ラフィーにて分析 した ところ、放射性標識

E5564は 速やか に非HDLリ ポタ ンパ ク(LDL、VLDLetc)と 結合 し、 その一部が経時 的にHDLへ と移行

した。 なお、 アルブ ミンとの結合 は観測 されなかった。E5564の リポ タンパ クへ の結合 は論文報告 されて

い るLPSに 比べ て速 か った。ヘパ リンーマ ンガ ン沈殿法 で放射性 標識E5564を 添加 した ヒ ト血漿 を処理 し

た ところ、沈殿 す る非HDLリ ポ タンパ クに結合 した放射性標 識E5564は 経時 的に減少 し、ゲル ろ過 クロ

マ トグ ラフィーの結果 と一致 した。LPSは ス カベ ンジャー レセプタ』一 クラスA(SR-A)を 介 して肝臓 に取 り

込 まれる とされてい る。E5564の 場合 は速やか に リポ タンパ ク と結合するため、SR-Aを 介 した取 り込 みが

起 きないため にLPSに 比べて血 液か らの消失が緩徐 になっている もの と推察 され た。 なお、デー タを示 し

ていないが、SR-Aの リガン ドであるデ キス トランサルフェー トをE5564と 同時 して もE5564の 血漿 中濃度

推 移は変化 しなか った。

ヒ ト血漿 に予 め抗LBP抗 体 を添加 してか ら放 射性 標識E5564の リポタ ンパ クとの結合 を検:討 した とこ

ろ、抗体 は結合 を阻害す ることが出来なかった。 また、LBPを 欠損 したマ ウス血漿 において もヒ ト血漿 と

同様 に放射性E5564は リポ タンパ ク と結合 したこ とか ら、E5564はLPSと 異 な りL8Pを 介 さず に リポタン

パ クと結合 す ることが明 らか となった。 したが って、LBPは 感染時 に誘導 される ことが知 られてい るが、

E5564の 体 内動態 はLBP濃 度上昇 の影響 を受けない と考 え られた。

鎧語'

E5564の 臨床導入 にあた ってその体 内動態 を検 討 した。ADAM試 薬 を用 いるこ とでlipidA類 縁体であ る

E5564の 直接定量法 を確立 した。 ラ ッ ト、 イヌにお けるE5564の 分布容積 は小 さ く、消失 には種差が認め

られた。E5564は 主 に肝臓 に集積す るが、長期 に渡 って残留す るのは薬理活性 の無 い脱 リン酸体であ るた

め、薬理効果由来の毒性発現 は考 えに くかった。

E5564はLPSと 異 な り血漿 中でLBP非 依存的 に リポ タンパ ク と速 やかに結合 す ることでSR-A経 由の取

り込み を受 けな くな り、血液か らの消失が遅 くなっている と考 え られた。 また、感染時 に誘導 されるLBP

はE5564の 体内動態 に影響 を及ぼ さないため、・重症感染病態 にお いて もE5564の 体内動態 は変化 しない と

考 え られた。
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審 査 結 果 の 要 旨

敗血症性 シ ョックはその診断 と治療の進歩 にも関わ らず、死亡率が30%～50%と 高 く、未 だ有効 な手段

が見 出されていない。無毒化lipidAか ら創製 されたE5564の 特異性 、再現性の高 い定量法の開発 を行 った。

E5564の 紫外可視吸収が少ない ことか ら定量感度 向上 のためにADAM試 薬 によって蛍光付加 を試みた。前

処理方法 を検討 し、逆相 クロマ トグラ フィーで分 離 してADAM2分 子付 加体 を励起波長254nm、 蛍光波

長415nmで 検 出 した。 ラ ッ トお よびイヌにE5564を 単 回静脈 内投与(0.3mg,仮g)し た後 の血漿 中濃度推移

はいず れ も2相 性 を示 し、消 失半 減期 はそ れぞ れ5.2、50.4時 間で あ り、分 布 容積 はそれ ぞ れ8!.!、

77.1mL/min/kgで ある ことが明 らか となった。次 に放射性標識E5564を 合成 し、特 異的 な集積 と残留性 に

つ いて検討 を行 った。14C-E5564は 速や かに肝臓へ集積 し、投与後48週 におい て も副腎、骨髄 、肝臓 、脾

臓、 リンパ節 では100ngeq㎏ 程度の放射能が検 出 された。肝臓 に集積 した放射 性標識E5564は 速やか に脱

リン酸化反応 を受 け、長期 に渡 って残留 した。そ こで、E5564と リポタンパ クとの結 合 におけるLPSと の

違 い、血 中か らの消失 につ いて考 察 を行 った。LBPと の結合性 を表面 プラズモ ン共鳴 で検 討 した結果 、

E5564の 親和性 は ヒ ト血 清 アルブ ミンの100倍 程度 に過 ぎなかった。 ヒ ト血漿 に予 め抗LBP抗 体 を添加 し

て も放射性標 識E5564の リポタ ンパ クとの結合、抗体 は阻害 しなかった。 また、LBPを 欠損 したマ ウス血

漿 におい て もヒ ト血漿 と同様 に放射性E5564は リポ タンパ クと結合 した ことか ら、E5564はLPSと 異 な り

LBPを 介 さず に リポ タンパ ク と結合す るこ とが明 らか となった。E5564はLPSと 異な り血漿 中でLBP非 依

存的 にリポタンパ ク と速やか に結合す るこ とでSR-A経 由の取 り込み を受 けな くな り、血液 か らの消失 が

遅 くなっている と考 え られた。 また、感 染時に誘導 されるLBPはE5564の 体内動態 に影響 を及ぼ さないた

め、重症感 染病態 において もE5564の 体内動 態は変化 しない と考 え られ た。本研 究は高分子薬物 の動 態解

析手法に新 たな道 を示す ものであ り、博士論 文 に十分 に値す ると判断 した。
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