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論文内容要旨

 匿目的】

 1型糖尿病等の自己免疫疾患においては,炎症性細胞から放出されるサイトカインにより誘導

 型NO合成酵素(iNOS)が誘導され,生じたNOが細胞を傷害する可能性が示唆されてきた。

 一方,近年ポリADPリボース合成酵素阻害剤であるニコチン酸アミドが,マクロファージにお

 けるiNosの発現誘導を抑制することが報告された。従来,ニコチン酸アミドはポリADPリボー

 ス合成酵素阻害により細胞内NAD山濃度を回復させ,膵ランゲルハンス島β細胞死を抑えると

 されてきた。そこで,高濃度ニコチン酸アミドを投与した際の膵β細胞におけるiNOSmRNA

 発現抑制とその発現抑制機序を明らかにするため,本研究を行った。

 【研究内容】

 (1)まず,ポリADPリボース合成酵素阻害剤のNO産生に対する効果を調べるため,マウスIL-

 1β(15U/m1)とニコチン酸アミド,3一アミノベンズアミド,1,5一ジハイドロキシイソキノリン

 のいずれかのポリADPリボース合成酵素阻害剤,あるいはNO合成酵素阻害剤であるN一モノメ

 チルーL一アルギニン(NMMA)との共存下で単離ラット膵ランゲルハンス島を12時間培養し,

 産生されたNO量を反映する培養土清中のNO2一を定量した。IL-1β刺激群ではコントロール群

 に比べ産生されたNO,一は約5倍に上昇した。ニコチン酸アミドは濃度依存的にNO産生を抑

 制し,20mMではIL-1βによるNO産生上昇をほぼ完全に抑制した。一方,他のポリADPリボー

 ス合成酵素阻害剤には,有意なNO産生抑制効果が認められず,ニコチン酸アミドのNO産生抑

 制作用はポリADPリボース合成反応の阻害によるものではないことが示唆された。

 (2)ニコチン酸アミドによるNO産生抑制作用がmRNAのレベルで起こっているのかを明らか

 にするため,IL-1βとニコチン酸アミドの共存下で12時間培養したランゲルハンス島からRNA

 を抽出し,RT-PCR法を用いてiNOSmRNAの定量を行った。その結果,ニコチン酸アミドは,

 5mMでは僅かに,そして20mMではほぼ完全にIL-1βによるiNOSmRNAの誘導を抑制する

 ことが見出された。

 (3)IL-1βとニコチン酸アミドの共存下で1時間培養したランゲルハンス島からRNAを抽出し,

 RT-PCR法を用いてiNOSmRNAの発現誘導に必須な転写因子であるinterferonreguユatory

 factor-1(IRF-1)mRNAの定量を行った。その結果,20mMニコチン酸アミドはIL-1βによる

 IRF-1mRNAの誘導をほぼ完全に抑制することが見出された。従って,高濃度ニコチン酸アミ

 ドは,IRF-1mRNAの誘導抑制を介してiNOSmRNAの誘導を抑えることが示唆された。
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 (4)ランゲルハンス島をIL-1βとニコチン酸アミドの共存下で18時間培養後,20mMグルコー

 スで30分間刺激し,細胞内ATP量を定量した。IL-1β'刺激群ではATP量がコントロール群の

 50%以下に低下したが,20mMニコチン酸アミドとNO合成酵素阻害剤であるNMMAは,そ

 れぞれ細胞内ATP量を完全に回復させた。

 (5)IL-1β誘起性インスリン分泌障害に対する,ポリADPリボース合成酵素阻害剤の作用を調

 べるため,ランゲルハンス島をマウス1L-1β(50U/ml)と,ポリADPリボース合成酵素阻害

 剤あるいはNMMAの共存下で18時間培養後,2.7mMまたは20mMグルコース存在下で培養

 し,インスリン分泌量をラジオイムノアッセイを用いて測定した。ニコチン酸アミドは,IL-1β

 によるグルコース刺激インスリン分泌の低下を濃度依存的に回復させ,20mMではIL-1βによ

 る分泌抑制をほぼ完全に回復させた。しかし,他のポリADPリボース合成酵素阻害剤には,改

 善効果が認められなかった。また,NMMAはインスリン分泌を完全に回復させた。

 以上より高濃度(20mM)ニコチン酸アミドは,IRF-1mRNAの誘導抑制を介してiNOS

 mRNAの誘導と,結果として生じる細胞傷害性NOの産生を抑え,NOによるミトコンドリア

 障害を防止する機序によって,IL-1β誘起性膵β細胞機能障害を回復させることが明らかとなっ

 た。

匿結語遇

 本研究では,高濃度ニコチン酸アミドが,従来考えられてきたポリADPリボース合成酵素阻

 害剤として作用するのみでなく,サイトカインによるIRF-1mRNAの誘導を抑制することによ

 り細胞障害性NOの産生そのものを抑える効果を持つことが初めて明らかとなった。現在世界各

 地で1型糖尿病の発症予防に対してニコチン酸アミドの臨床試験が行われているが,この新知見

 は,その作用機構を分子レベルで解明する基礎となるものであり,重要な意味を持つと考えられ

 た。
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 審査結果の要旨

 実験的糖尿病ラットにおいては,アロキサンやストレプトゾトシンから生じたフリーラジカル

 が膵ランゲルハンス島(膵ラ島)β細胞において,DNAストランドブレイクを引き起こし,こ

 れを修復しようとしてポリADPリボース合成酵素が活性化され,その結果細胞内NAD+濃度

 が低下し,膵β細胞機能の低下が引き起こされること,更にニコチン酸アミドや3一アミノベン

 ズアミドなどのポリADPリボース合成酵素阻害剤は細胞内NAD+濃度の低下を抑制すること

 により,この膵β細胞機能障害を防止することが明らかにされてきた。一方,1型糖尿病などの

 自己免疫疾患においては,炎症性細胞から放出されるサイトカインにより誘導型NO合成酵素

 (iNOs)が誘導され,生じたNOが膵β細胞を傷害する可能性が近年報告され,その発症過程に

 おけるNOの関与が示唆されてきた。

 本研究では,ポリADPリボース合成酵素を阻害する濃度よりも高濃度のニコチン酸アミドが,

 IL-1βによるiNOSmRNAの誘導及びNO産生を抑制し,膵β細胞のインスリン分泌を回復さ

 せること,さらにその機序が転写因子interferonregulatoryfactor4(IRF-1)のmRNAの誘

 導抑制を介していることを明らかにした。

 ニコチン酸アミドは,IL-1βによる膵ラ島でのNO産生を濃度依存的に抑制したが,3一アミノ

 ベンズアミド,1,5一ジハイドロキシイソキノリンといった他のポリADPリボース合成酵素阻害

 剤には,NO産生抑制効果が認められなかった。次にIL-1βとニコチン酸アミドの共存下で12

 時間培養した膵ラ島からRNAを抽出し,RT-PCR法を用いてiNOSmRNAの定量を行った結

 果,ニコチン酸アミドは,5mMでは僅かに,そして20mMではほぼ完全にIL-1βによるiNOS

 mRNAの誘導を抑制することが見出され,NO産生抑制作用がmRNAのレベルで起こっている

 ことが明らかとなった。iNOSmRNAの発現誘導に必須な転写因子であるIRF-1mRNAの誘

 導がほぼ完全に抑制されていることが明らかとなった。また,1L-1βによって誘導されたNOは

 細胞内ATP量とグルコース刺激インスリン分泌能を顕著に低下させたのに対し,20mMニコチ

 ン酸アミドはこれらをほぼ完全に回復させた。

 以上より高濃度(20mM)ニコチン酸アミドは,IRF-1mRNAの誘導抑制を介してiNOS

 mRNAの誘導と,結果として生じる細胞傷害性NOの産生を抑え,NOによるミトコンドリア

 障害を防止する機序によって,IL-1β誘起性膵β細胞機能障害を回復させると考えられた。

 本研究では,高濃度ニコチン酸アミドが,従来考えられてきたポリADPリボース合成酵素阻

 害剤として作用するのみでなく,サイトカインによるIRF-1mRNAの誘導を抑制することによ

 り細胞傷害性NOの産生そのものを抑るという,1型糖尿病発症予防の新たな機序の可能性を

 示したものである。学位論文に値し,医学的にも価値が高いと考えられる。
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