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論 文 内 容 要 旨

1919年 に抗 くる病因子 としてビタミンD、 が発見されてか ら今日に至 るまで,単 離 ・同定 され

た代謝物 は20種近 くに及ぶ。その中で,活 性の本体"活 性型 ビタミンD"は1α,25(OH)・D・ であ

るが,こ れは7一デヒドロコレステロールが皮膚で紫外線を受け,ス テロイ ドB環 が開裂 し,ビ タ

ミンD・ になった後,肝 臓で25位,続 いて腎臓で1α位が水酸化されて完成する。その作用発現 は

一般のステロイ ドホルモンと同様に核内レセプターを介するものである。元来1α,25(OH)、D3

の作用 はCa代 謝調節作用と呼ばれてきたが,上 記の レセプターの分布 はCa代 謝関連臓器であ

る小腸 腎臓 骨ばかりではな く,皮 膚,胸 腺 骨髄細胞など身体中のほとん どすべての組織 ・

細胞に及ぶ。従 って主作用であるCa代 謝調節作用 とは独立 した新 しい生理作用の解明及びその

臨床応用に多 くの注目が集まっている。

現在,1α,25(OH)、D3の 作用 は,

①Ca代 謝調節作用

② 分化誘導作用

③ 免疫調節作用

に大別される。

第一 のCa代 謝調節作用 とは,小 腸か らのCa吸 収促進及び副甲状腺ホルモン(PTH)と 共同

して骨か らのCa溶 出を助 ける(骨 塩動員作用)こ とを示す。

第二の分化誘導作用は,1981年 須田等により,骨 髄性白血病細胞M1が1α,25(OH)、D,に よ

り,マ クロファージ(Mφ)へ 分化することが初めて発見されたことに端を発するものである。

筆者等は分化及び免疫調節作用の解明 として,リ ンホカインの一っであるIL-3を 産生する骨髄

単球性白血病細胞WEHI-3細 胞を用いて1α,25(OH)、D,の 影響を検討 した。その結果,腫 瘍細

胞であるWEHI-3細 胞は無制限な増殖を繰 り返すが,ユ α,25(OH)、D、 によ り細胞周期 において

G。/Gl期 か らS期 への移行が阻害されて増殖が抑制された。IL-3産生も1α,25(OH)、D,に より

抑制された。形態学的観察及び生化学的指標(食 食能,non-specifices七erase活 性,NBT還 元能,

Fcレ セプター発現)か ら,Mφ へ分化 したことが確認 された。更にWEHI-3細 胞 由来Mφ が,

免疫学的機能を有するに至ったか否かを検討 した。その結果,Mφ は異物 の認識(IL-3産 生充

進),異 物への接近(細 胞の遊走;細 胞骨格の変動 としてゲルゾリンタンパ ク質 の合成促進)及

び異物の貧食(カ テプ シン系酵素の合成促進)が 確認 され,生 化学的のみな らず,免 疫機能的に

も活性があることが明 らかになった。(第 一部第一章)

1α,25(OH)・p・ の分化誘導作用 は上記のような血球系細胞のみな らず,皮 膚などの上皮性細

胞にも及ぶ ことが黒木等により明 らかにされ,表 皮細胞の分化異常が原因で表皮部分が肥厚 して
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い く乾 癬 とい う皮 膚 疾 患 が ビ タ ミ ンDで 治 癒 す る こ とが 報 告 さ れ た 。 しか し な が ら,詳 細 な

解 析 は線 維 芽 細 胞 に対 して報 告 さ れて い る のみ で,表 皮 細 胞 に つ い て は未 だ な さ れ て い な い 。

そ こでexplanレoutgrow七hcul七ure法 を用 いて,未 治 療 患 者 の 皮 膚 切 片 を 用 い,invitroで1α,

25(OH)・D・ の 表 皮 細 胞 に 対 す る効 果 を 検 討 し た 。 そ の 結 果,正 常 表 皮 細 胞 に対 して1α,

25(OH),D,は1nMでDNA合 成 を抑 制 す る の に対 し,乾 癬 表 皮 細 胞 で は,皮 疹 部 ・無 疹 部 共 に

100nMで 初 め て抑 制 効 果 を 示 した 。DNA抑 制 効 果 発 現 のた め の1α,25(OH),D、 の濃 度 は,正

常 と乾 癬 の 間 に100倍 の 差 が あ る とい う結 果 は,線 維 芽 細 胞 を 用 い た 報 告 と よ く一 致 し,乾 癬 患

者 で は1α,25(OH)、D・ の細 胞 増 殖 抑 制 効 果 に対 して 抵 抗性 で あ る こ とが 示 さ れ た 。(第 一 部 第

二 章)

従 って1α,25(6H)、D。 の細 胞 増 殖 抑 制 効 果 を乾 癬 患者 で求 め る な ら ば,投 与 量 が 高 くな り,

逆 に1α,25(OH),D、 の本 来 の作 用 で あ る血 中Ca上 昇 作 用 がsideeffec七 と1な っ て し ま う 。

乾 癬 に 限 らず,1α,25(OH),D、 の 新 しい作 用 を 新 型 薬 剤 と し て 開 発 して い く こ と は,ユ α,

25(OH)・D,の 血 中Ca上 昇作 用 が短 所 に もな るわ けで,こ の 二 っ の 作 用 が 分 離 で き る もの な ら

ば,高Ca血 症(hyper-calcemia)の 恐 れ を 考 え る こ とな く,臨 床 応 用 が望 め るの で あ る。

この 構 想 を基 に,化 学 構 造 をmodifyす る こ とに よ り多 岐 に わ た る1α,25(OH)・D、 の 作 用 を

分 離 す る こ とを 目的 に,多 くの誘導 体 が 合成 され て きた 。 筆 者 等 は1α,25(OH),D、 の構 造 上,

二 っ の部 分,ト リエ ン部 分 と側 鎖 部 分 に注 目 し,新 規 誘 導体 の合 成 に あ た った 。

そ の中 で 側 鎖 部 分 の改造 に よ り合 成 さ れ た新 誘 導 体,特 に22位 の 炭 素 が 酸 素 に置 換 され た1α,

25(OH),D3型,す な わ ち22-oxa-1α,25(OH)、D、 カ§最 終 的 に 選 出 さ れ た 。 数 々 の 合 成 誘 導 体 の

生 理 活 性 を 明 らか にす るた め,ま ずinvitroに お いて分 化 誘 導作 用 とCa代 謝 調 製 作 用 を検 討 し

た。 分 化 誘 導 作 用 に っ い て1α,25一(OH)・D,に よ りMφ へ 分 化 す る ヒ ト前 骨 髄 性 白 血 病 細 胞

HL-60のNBT還 元 能 を 指 標 と して,そ の誘 導 活 性 を1α,25(OH)、D、 と比 較 し た 。 そ の結 果,

1α,25(OH)、D3よ り も強 い誘導 能 を有 す る もの と して,22-oxa-1α,25(OH)2D3が 選 ば れた ので,

この結 果 を 確 認 す る た め前述 のWEHI-3細 胞 を用 い て1α,25(OH)、D、 と比 較 検 討 した 。 増 殖 抑

制 と分 化 の活 性 と して,貧 食 能,Fcレ セ プ タ ー の発 現,non-specificesterase活 性,NBT還 元 能

の4指 標 を1α,25一(OH)、D、 と比較 した が,い ず れ も10-100倍22-oxa-1α,25一(OH)、D、 の 方 が

よ り強 い活 性 を示 した。HL-60,WEHI-3細 胞 と2種 の細 胞 を 用 い て,同 一 の結 果 が 導 きだ さ れ

た こ とか ら,22-oxa-1α,25(OH),D、 が1α,25(OH)、D,よ り も強 い 分 化 誘 導 活 性 を 有 す る こ と

は確 実 と な っ た 。 次 に逆 にinvi七roのCa作 用 と してRaiszの 系 に 基 づ く骨 吸 収 能 に つ い て

1α,25(OH)、D,と 比 較 した 。 そ の 結 果22-oxa-1α,25(OH)、D,は1α,25(OH)、D,に 比 し て

1/50程 度 の活 性 しか持 た なか っ た。 以上 よ り,22-oxa-1α,25(OH)2D3はinvitroに お いて1α,

25(OH)・D・ の分 化 誘 導 作 用 とCa代 謝 調 節 作 用 を分 離 で きた もの と思 わ れ る。(第 二 部 第 二 章)
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引 き続 きinvivoの 作 用 検 討 に移 っ た 。Ca作 用 に っ い て は,正 常 マ ウ ス,ビ タ ミ ンD欠 乏

ラ ッ トの2系 統 を 用 いて 行 な った。 まず 正 常 マ ウス で は,1α,25(OH)・D・ は3μ9/kg静 注 で 有

意 に血 清Caレ ベ ル を 上 昇 させ るが,22-oxa-1,25(OH)・D3は その100倍 量 に あ た る300μ9/kgを

投与 して も,1α,25(OH)2D、 の レベル を越 え な か っ た 。 ビ タ ミ ンD欠 乏 ラ ッ トに お け るCaの

腸 管 吸 収 に つ い て は,1α,25(OH)2D3は0.1μg/kgで 既 に有 意 に 活 性 を 示 す が,22-oxa-1α,

25(OH),D、 は そ の1000倍 量 の100μg/kgを 投 与 して も1α,25(OH)・D・ に よ る レベ ル を 越 え な

か った。 更 に1ビタ ミンD欠 乏 ラ ッ トに お け る骨 塩 動 員 作 用 に つ い て も,1α,25(OH)、D、 は濃 度

依 存 的 に血 清Caレ ベ ル を上 昇 させ る が,22-oxa-1α,25(OH),D、 は100μ9/kgを 投 与 して も全

く上 昇 させ な か っ た 。以 上 よ り2a・x砕1α,25(OH)Dの 血 中Ca上 昇 作 用 は1α,25(OH)・D、 に比

べ て 非常 に弱 く高Ca血 症 の誘 発 を考 え な く と も臨 床 に有 効 で あ る こ とが 支 持 され た 。

逆 にinvivoで の有 用 な活 性 の探 索 と して,分 化 誘 導 能 のみ な らず,免 疫 調 節 作 用 を も含 あ て

薬 効 の探 索 を 試 み て い る 。

その一 例 と して,ま ず ヒツ ジ赤 血 球(SRBC)免 疫 に対 す るprimaryimmuneresponseと して

脾 臓 細胞 の 抗 体 産 生 能 を調 べ た 。免 疫 す るSRBCの 量 を,マ ウ スが最 大 限 の 抗 体 産 生 を引 き起 こ

す 量 の1/50と い う少 な い量 に して,免 疫 に よ り起 こ る抗 体 産 生 も中 程 度 に 低 下 した 状 態 を 作 成

す る。 この 際 の抗 体 産 生 の増 減 を評 価 した結 果,22-oxa-1α,25(OH)、D、 はbellshape型 の 反 応

を と り,2ng/kg投 与 で 最 も強 力 に抗 体 産 生 を示 した 。1α,25(OH)、D・ や 他 のoxa化 合 物 も同

様 の反 応 型 を示 した が,1α,25(OH)、D、 で は そ の 最 適 濃 度 は100ng/kgで,活 性 の優 劣 は,22-

oxa-1α,25(OH)が 最 も低 濃 度 で 最 大 活 性 を示 した 。(第 二 部第 二 章)

よ り臨 床 応 用 に拡 大 して い くた め に,22-oxa-1α,25(OH)、D,の 薬 剤 と して の 開 発 の標 的 の 一

っ と して 慢性 関 節 リウ マ チ(RA)を 取 り上 げ た 。RAの 治療 は抗 炎 症 剤 と して,非 ス テ ロイ ド,

次 に ステ ロイ ド剤 の投 与,そ れ に伴 い抗 リウ マ チ剤 と して 注 射 金 剤,免 疫 調 節 剤 な ど の投 与 が な

され るが,副 作 用 や,リ バ ウ ン ドも重 篤 で あ る例 が 多 く,よ り有 効 な薬 剤 の 開 発 が 強 く望 ま れ て

い る。RAに 関 して は,MRL/1,NZB/WF1,BXSB等 幾 っ か の 自 己 免疫 疾 患 モ デ ル マ ウ スが 開

発 され,各 々特 徴 的 な発 症 の 進展 を見 せ る た め,免 疫 調 節 剤 の開 発 に は欠 か せ な い 動 物 モ デ ル

で あ る。 この 中 か らMRL/1を 用 い てinvivoで の22-oxa-1α,25(OH)2D3の 効 果 を検 討 した 。

MRL/1の 免 疫 異 常 はhelperTcellの 異 常 充 進 及 びpolyclonalBcellac七ivationと 言 え る が,胸

腺 に お け る1Tcel1の 分 化 異 常 に も起 因 して い る。 この異 常Tcel1は リ ンパ 節 腫 脹 を誘 発 し,ま た

関節 炎 やluphs腎 炎 ・血 管 炎 を も伴 い激 しい病 像 を形 成 し死 に 至 る 。 本 マ ウ ス に お け る22-oxa-

1α,25(OH)・D,の 効 果 を,延 命 実 験 及 び24週 齢 で の解 剖 実 験 に分 けて 検 討 した 。 前 者 の 系 で は,

2及 び100ng/kg投 与 群 の2グ ル ー プ に分 け て 検討 した が,100ng/kg投 与 群 で は延 命 に 対 して

効 果 はな か った が,2ng/kg投 与 群 で は有 意 に 延命 効果 を示 した 。腎 臓 の機 能 を 示 す 指 標 と して
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尿 タ ンパ ク値 もモ ニ ター した が,2ng/kg投 与 群 で は30週 齢 に お い て も有 意 に尿 タ ンパ ク値 の

上 昇 を抑 制 した 。解 剖 実 験 で は,種 々 の免 疫 パ ラ メ ー タ及 び 組 織 学 的 検 索 を 行 な った 。 胸 腺,

リンパ 節,脾 臓 の リ ンパ 球 の表 面 抗 原 の 発 現 の 検 索 と してThy1.2(T),B220(B)及 びL3T4

(helperT),Lyt-2(supPressorT)の2重 染 色 を行 な っ た 。胸 腺 や リ ンパ 節 に お い て は ほ とん ど

の 細 胞 がThy1.2陽 性 だ が,発 症 が 進 む に つ れ て そ の 割 合 が 減 少 し,doubleposi七iveの 異 常

Tcel1が 増 加 す る。 こ の異 常Tcellの 発 現 は脾 臓 細 胞 に お い て も認 め ら れ る が,22-oxa.1α,

25(OH)、D、 に よ り有意 に是 正 され た。 ま た胸 腺 で は95%以 上L3T4,Ly七 一2doublepositiveだ が,

発 症 に つ れ て 激 減 す る。 リンパ 節 で は発 症 にっ れ て70%以 上L3T4,Lyt-2doublenega七iveに な

るが,こ れ らに対 して も22-oxa-1α,25(OH)・D3はyoungcon七ro1に 近 いパ タ ー ンへ 回 復 させ た 。

リ ンパ 節 重 量 の測 定 によ り,腫 脹 の度 合 い を調 べ て も,ま た脾 臓 細 胞 の免 疫 グ ロ ブ リ ン産 生 細 胞

数 やIL-2産 生 能 を測 定 して も,22-oxa-1α,25(OH)・D・ 投 与,特 に2ng/kgを 中 心 に した低 用 量

で,顕 著 な 改善 効 果 が示 さ れ た。 更 に腎 臓 及 び 関節 の病 理組 織 学 的 検 索 に お い て も,22-oxa-1α,

25(OH),D。 は,前 者 で は血 管 炎 や 肉芽 腫形 成 を抑 制 し,後 者 で は滑 膜 の造 成 や パ ン ヌ ス形 成 を

抑 制 して い る こ とが確 認 され た。以 上 よ り血 中Ca上 昇 作 用 に よ り高Ca血 症 の 誘 発 の 恐 れ の な

い,新 しい 型 あ抗RA剤 と して22-oxa-1α,25(OH)・D31ま 有 力 な 候 補 の 一 つ に挙 げ られ よ う 。

(第二 部:第三 章)

1α,25(OH)、D,の 生 理 作 用 の 探 索 と 作 用 機 構 の 解 明 の 研 究 か ら 始 ま っ た22-oxa.1α,

25(OH)、D,の 研 究開 発 は,新 しい医 薬 品 の開 発 と して大 い に 期 待 さ れ,そ れ に併 せ て,本 来 の

1α,25(OH)、D,の 研 究 も前 進 す る もの と思 わ れ る 。
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審 査 結 果 の 要 旨

ビタミンDは 生体内で代謝され種々の代謝物に変化 し生理活性を発揮す るが,そ の活性体の

本体は1ア ルファ,25一 ジヒ ドロオキシD、で活性型 ビタミンD、と呼ばれる。この物質の生理作

用は初期にはCa代 謝調節のみが注目されていたが,そ の後,こ の物質 は様々な生理活性を発揮

することが解ってきた。本研究では,1ア ルファ,25一 ジヒ ドロキシD、の示す分化誘導作用 と

免疫調節作用にっいて明 らかにされている。

まず,1ア ルファ,25一 ジヒドロキシD、 は骨髄単球性白血病細胞 をマクロフ ァー ジに分化 さ

せることが加 痂r・実験により証明された(第1部,1章)。 また,本 剤は皮膚細胞の分化異常 に

より発生する乾癬に有効であるとの報告 に基づきその作用機構についても解析 し,本 化合物が皮

膚表面細胞のDNA合 成を抑制することがその一因であることを明らかにした(第1部,2章)。

1ア ルファ,25一 ジヒドロキシD3を 臨床応用する場合に,そ の副作用となる血中Ca上 昇作用

を除く目的で新たに合成された22一 オキサー1ア ルファ,25一 ジヒドロキ シD3の 分化誘導効果

にっいて検討 した結果,こ の化合物は1ア ルファ,25一 ジヒ ドロキシD、 よりも高い活性を示す

ことが確認された(第2部,1章)。

次に1ア ルファ,25一 ジヒドロキシD3及 びそのオキソ体の免疫に及 ぼす効果にっ いて検討 し

た。その結果,こ れ らの化合物が強い抗体産生増強作用を示すこと(第2部,2章),ま た,自 然

発症自己免疫病マウスへの投与により延命効果を示すこと,な どが明かとなり,さ らにその機作

にっいても検討 した(第2部,3章)。

以上の研究成果は新 しい生理活性を有す るビタミンDの 開発研究 として注 目され,博 士論文

に値するものと判定する。
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