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要旨

  べーチェット病に代表される難治性ぶどう膜の発症機序はいまだに不明である。ベーチェツ

ト病に関してはシクロスポリン等の免疫抑制薬の導入により一定の治療効果がみられるが、免

疫抑制薬の無効例もみられる。その他の難治性ぶどう膜はステロイド薬による対症療法の副作

用のため長期投与ができない。そのため、視力予後不良も多く、これまでにない作用機序を持

った治療薬の開発、その研究は急務である。

  生体内で発生する一酸化窒素(NO)は直接的あるいは間接的に疾患の発症および進行に関わ

っていることが知られている。NO合成酵素(NOS)は3種類あり、そのうちマクロファージに

存在するCa2゙ に依存しない誘導型NOS（iNOS)は炎症の発症に関与する。iNOSにより過剰に産

生されたNO量が炎症の重症度に相関があることを示唆する報告がある。これまでにも、NOS抑

制薬として知られているN-nitro－Lーarginine methyl ester（L－NAME)を用いたぶどう膜炎モデ

ルでの治療効果を検討した報告例はあるが、その他に報告例はみられない。そこで、本研究で

はiNOS抑制、すなわち酸化ストレスの除去はぶどう膜炎の治療に有効ではないかという仮説の

もとに、3種類の抗酸化作用を示す化合物あるいは抽出物を用いてラットエンドトキシン誘発

ぶどう膜炎(EIU)モデルで検討した。

  アスタキサンチン(astaxanthin，AST)はカロテノイドの一種であり、エビ、カニなどの体表

面およびサケなどに含まれる。ASTは抗酸化作用の他に、anti-llelicobacter pyloriおよび抗

癌作用などの作用が報告されている。まず最初に、ASTの治療効果を検討した。EIUは

lipopolysaccharide (LPS)をラット（ルイス系オス、8週齢）に100yg footpadに注射した。AST

は60% polyethylene glycolに溶解させ、1，10  100 mg/0. 4ml/kgになるように調整し、LPS

投与30分前、同時および30分後に尾静脈から計3回投与した。LPS投与24時間後前房水を採

取し、前房水中のタンパク濃度、細胞数、NO濃度、prostaglandin E2 (PGE2)濃度およびtumor

necrosis factor-a (TNF-a)濃度を検討した。また、陽性対照薬としてprednisolone 10mg/kg

を用いた。その結果、前房水中のタンパク濃度は対照群(23.1土4．7mg/ml）と比較して、10mg/kg

100mg/kg AST群でそれぞれ著明に低下した（15.3土2.6 mg/ml，6．2土1.7 mg/ml）。次に前房水

中炎症細胞数ーの影響をみたところ、対照群(26.9土4．7xl05個/ml）と比較して、100mg/kg AST

群のみで有意に減少した(5.4土4．3xl05個/ml）。10mg/kg AST群での細胞数は減少傾向がみら
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れた。前房水中のNO濃度、PGE2濃度およびTNFーa濃度にっいてもタンパク濃度および細胞数

と同様にAST濃度依存的に減少がみられた。特に、100mg／kgASTの抗炎症効果は10mg/kg

prednisoloneとほぼ同程度であった，今回のAST投与濃度範囲では動物に異常はみられなかっ

た。また、マクロファージ細胞(RAW264．7）を用いた実験ではLPS刺激時にASTを投与したとこ

ろ、iNOSのみならずPGE2産生酵素(COX2)のタンパク発現レベルが明らかに抑制された。以上

の結果より、ASTの抗炎症効果はprednisoloneとほぼ同等であり、その作用機序はiNOSだけ

でなく、COX2の発現抑制を介してることが考えられた。

  次に、アロニア(Aromja melanocapta)は北ヨーロッパからロシア、北アメリカ、日本では北

海道に植生するバラ科の植物である。その果実には抗酸化作用があるquercetin、anthocyanin

に代表されるpolyphenolが多く含まれることが知られている。そこで、アロニア抽出物(aromia

crude extract，ACE)について検討した。LPS投与直後に1、10、100mg/0．Iml/ratのACEを尾

静脈内投与した。24時間後、ASTと同様に前房水中の炎症メディエータを測定した。また、

prednisoloneおよびquercetin、anthocyaninについても同じスケジュールで投与した。その

結果、LPS群と比較して、ACEはLPSで惹起された前房水中のタンパク濃度、炎症細胞数、NO

濃度、PGE2濃度およびTNF-a濃度を濃度相関的に顕著に抑制した。lOOmgACE群の抗炎症効果は

10mg prednisoloneとほぼ同程度であった。ACEはまたLPSにて誘導したiNOSおよびCOX－2タ

ンパクの発現を濃度相関的に有意に抑制した。一方、quercetln、anthocyaninでも前房水中の

PGE2濃度は抑制されたが、その程度はACE Img投与群よりも小さかった。したがって、ACEの

抗炎症効果は既知の物質単独では説明できず、未知の物質あるいは相乗効果の可能性を示唆し

た。

  最後にCAP18ペプチドについて検討した。lIunlari catiuriic a｜timicrobialprotein18

（hCAP18，18kDa）は好中球由来の塩基性タンパクである。hCAP18のC末端側の27個のアミ

ノ酸からなるベプチドにはLPS結合能があり、エンド卜キシンショツ・ク敗血症の治療に有

効であることが知られている。EIUモデルは眼組織での自然免疫異常のモデルであるため、

EIUに有効ではないかと考えられた。その結果、hCAP18を10いg、100斗g投与した群は、

前房水中のタンパク濃度、炎症細胞数、N0、PGE2およびTNF―a濃度を有意に抑制した。hCAP18、

10いg群の抗炎症効果は、100斗g群とほぼ同程度であった。1斗g群は、EIUを抑制しなかっ

た。以上の結果からCAP18ペプチドはLPSのtolllikereceptor4への結合を阻害する

ことが示唆された。

  以上のことから、ぶどう膜炎の治療には酸化ストレスの除去、すなわちN0産生の抑制

が有効であることを強く示唆した。今後、安全性試験を含め、眼発作モデルでこれらの物

質、抽出物に関し詳細な検討が必要であろう。また、AST、アロニアは天然物であり、こ

れらの物質にっいては食品として炎症再燃の予防、症状の緩和などの代替え医療にも応用

出来ることが考えられた。
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NO合 成 酵 素 を 抑 制 す る こ と は ぶ ど う 膜 炎 の 治 療 に 有 効 で あ る か 仮 説 を た て 、 ラ ッ

ト エ ン ド ト キ シ ン 誘 発 ぶ ど う 膜 炎 モ デ ル (EIU)を 用 い て 、 ア ス タ キ サ ン チ ン 、 ア ロ

ニア抽出物にっいて治療効果を検討した。

  アスタキサンチ ン(astaxanthin， AST)はカロテノイド の一種であり、エヒ゛、カニなどの体

表面およUqナケな どに含まれる。ASTは拶d嚠ヒfキ三用の他に、antiーHelic06acterpロ0rjおよ

て陽 議搭 作 用などの 作用が報告されて いる。ます最初に、 ASTの治 療効果を検討した。 EIUは

1ipopolysaccharide（LPS）を ラットレレイス系 オス、8週 齢）に100嶇f00tpadに注射した。

ASTは 6儺 polyethyleneglycolに 溶解 させ 、 1， 10100m〆O． 4m1/kgにな るよ う に調 整し 、

LPs投 与 30分 前 、 同 時 お よ び 30分 後 に尾 静 脈か ら計 3回投 与 した 。LPs投与 24時間 後前 房

水を 採取 し 、前 房水 中 のタ ンパ ク 濃度、細胞数 、N0濃度、prostaglandinE2（PGE2）濃度お

よびtumornecrosisfactorlQ（TNFー み濃度を検討した。 また、陽陸蹴鷺無としてprednis010ne

lomg/kgを 用い た 。そ の結 果 、前 房水 中のタンパク濃度は 対照群Q3．1土4． 7mg/ml）と比較

して、1弧〆kg，100mg／kgAST群でそれぞれ著明に低下した（15．3土2，6mg／ml，6．2土L7mg/ml）。

次に前房水中炎症細胞数への影響をみたところ、対照群（26．9土4．7x105個／ml）と比較して、

100mg/kgAST群 のみで有意に減 少した（5．4土4．3xl05個/m1）。10m〆kgAST群での細胞数は

減 少 傾 向 が み られ 也 前房 水中 の N0濃 度、 PGE2濃 度お よ びTNFm濃 度 につ いて も タン パク 濃

度 お よ び 細 胞 数と 同 様に AST濃 度依 存 的に 減少 が みら れた 特 に、 100mg/kgASTの抗 炎症 効

果は 10m〆 kgprednisoloneと ほぼ 同程 度 であ った ． 今回 のAST投与濃度範囲 では動物に異常

はみられーなかった。また、マクロファージ糸闘包（RAw264．7）を用いた実験ではLPS弗懶知寺にAsT

を投与したところ、iNOSのタンパク発現レ′ヤ凵綿IJカミ明らかに折刺された。以上の結果より、

ASTの 抗炎 症効 果 はprednisoloneとほ ぼ同等であり、iNOS介して炎症を抑制 していることを

示唆した。

  次に、アロニア （Aronfameヱ別10capta）は北ヨーロッパからロシア、北アメリカ、日本では

北 海 道 に 植 生 す る バ ラ 科 の 植 物 で あ る 。 そ の 果 実 に は 抗 酸 化 作 用 が あ る quercetin、

anthocyaninに 代 表さ れる p01yphenolが多く含まれること が知られている。 そこで、アロニ

ア 抽 出 物 （ aroniacrudeextract， ACE） に っ い て 検 討 し た 。 LPS投 与 直 後 に 1、 lO、

100mg／0． 1m1／ratのACEを尾 静脈内投与した。 24時間後、ASTと同様に前房 水中の炎症メデ
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イエー タを 測定し た。ま た、prednisoloneおよ びquercetin、 anthocyaninについ ても同じ

スケジ ュー ッレ´ 磁購し たその 結果、 LPS群と比較して、ACEはLPSで昔起された前房7J<中の

タンパ ク濃 度、炎 症細胞 数、NO濃度、 PGE2濃度 および TNF-a濃 度を濃度相関的に顕著に折制

した。 lOOmgACE群 の抗炎 症効果 は10mg prednisoloneとほぼ 同程度であった。ACEはまたLPS

に て誘 導 し た iNOSお よ びcOx― 2タン パ ク の発現 を濃度 相関 的に有 意に抑 制した 。ー方 、

quercetin、anthocyaninで も前房 水中の PGE2濃度は折購I亅されたが、その程度はACE Img投

与群よ りも 小さか った。 したが って、 ACEの抗炎 症効果 は既知 の物質単独では説明できず、

未知の 物質 あるい 嚠翻謗 噪の司 '繃 生を示 唆した

以 上 の 結 果 よ り 、 ぶ ど う 月 婁 淡 の 治 療 に NO合 廊 撚 の 抑 制 は 有 効 で あ る こ と を 示 唆

し た。 臨 床 応 用 する た め に 、 今後 安 全 陸 試 験 を含 め 、 眼 発 作モ デ ル で こ れら の 物 質 、

抽 出 物 に 関 し 詳 細 な 検 討 が 必 要 で あ る こ と を 付 け 加 え た 。 ま た 、 AST、 ア ロ ニア は

天 然 物 で あ り 、 こ れ ら の 物 質 に つ い て は 食 品 と し て 炎症 再 燃 の 予 防 、窟 次 の 緩 和 な

どの刊 渚！ え医療 にも応 涌出来 ること も考 I察し た。

最 初 に 副 査 で あ る 小 野 江 和 則 教 授 か ら EIUの 病 態 発 症 機 序 お よ び 全 身 で の 組 織 箪

害 に つ い て 質 問 が あ り 、 次 に 副 査 で あ る 西 信 三 教 授 より AST， ACEの 投 与タ イ ミ ン グ

に つ い て 質 問 が あ っ た 。 最 後 に 、 主 査 で あ る 大 野 重 昭教 綬 か ら AST， ACEに 関 す る そ

の 他 で の 研 究 状 況 、 臨 床 へ の 応 用 へ の 可 能 出 こ つ い ての 質 問 が あ っ た。 い ず れ の 質

問 に対 し て も 、 申請 者 は 学 位 論文 の 背 景 に あ る自 己 の 研 究 陪果 や 参 考 論 文を 引 用 し 、

概ね適 切に 回答し た

  こ の 論 文 は 、 こ れ ま で に な ぃ 作 用 機 序 を も っ た ぶど う 膜 炎 の 治療 薬 の 開 発 への 足

#憾 ゝ り に な る 点 で 高 く i平 価 さ れ 、 今 後 臨 床 へ の 応 凋 に 期 待 さ れ る 。

  審 査 員 一 同 は 、 こ れ ら の 成 果 を 高 く 評 価 し 、 大 学院 課 程 に お ける 研 鑽 や 取 得単 位

な ど も 併 せ 申 請 者 が 博 士 （ 医 学 ） の 学 位 を 受 け る の に充 分 な 資 格 を 有す る も の と 判

定した 。
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