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学位論文内容の要旨

  抗不整脈薬アミオダロン(AMD)は、他剤無効性の難治性、致死性不整脈に対して使用される。AMDは高

い肺移行性を示し、問質性肺炎や肺繊維症などの重篤な肺障害を弓Iき起こすことが知られている。また、AMD

の活性代謝物であるN-モノデスエチルアミオダロン(DEA)もAMDと同様に高い肺移行性と肺障害性を有し

ており、これら化合物の特性はAMDの臨床上での使用を困難にしている。これまで、両化合物の肺障害性に

関してはこれらの直接的な肺細胞障害メカニズムに焦点が当てられ、ミトコンドリアの機能異常など様カな説が

提唱され盛んに研究が行われている。しかしながら、両化合物の選択的な肺移行性もまた肺障害性の大きな要

因のーっであると考えられる。これまで両化合物はP-glycoproteinやrat organic anion transporting polypeptide

(Oatp)2などのトランスポーターに対して阻害効果を示すことが報告されているものの、これら化合物自体の体

内動態に直接関わる輸送機構については未だ不明な点が多いのが現状である。そこで本研究では、肺胞上皮

におけるAMDおよびDEAの輸送機構について検討し、さらに肺障害性との関連性について考察した。

1） In vitro肺胞上皮モデルにおけるAMD、DEAの輸送機構

  両化合物の肺移行性を評価するには、肺胞上皮を模したTranswell上での肺胞上皮細胞の単層膜系が有用

なモデルとなる。正常肺組織より単離したII型肺胞上皮細胞は分化、増殖によりI型肺胞上皮細胞に近い性質

を有し、培養細胞に比較し細胞間に強固なtight junctionを形成した単層膜を構築できることが報告されている。

そこで、SDラット肺よりII型細胞を単離し、in vitro肺胞上皮モデルの構築を試みた。その結果、単離したII型

細胞は6日間の培養により扁平状のI型様細胞ヘ分化することが確認された。また、この形態変化に伴いI型

細胞のマーカーであるcaveolin-lのmRNA発現量は増加し、II型細胞のマーカーであるGabrp、S卸a1、S卸b

の発現量は減少した。さらに、培養細胞と比較して高い膜抵抗値が確認され、mannitol透過性試験においても

非常に低値の透過係数（Papp）を示すことが明らかとなった。以上の結果より、本評価系は肺胞上皮における薬

物輸送評価モデルのひとっとして有用であると考えられた。

  作製したinvitro肺胞上皮モデルを用いてAMDおよぴDEAの透過性試験を行った。その結果、両化合物

のPappはapicaltobaSolatera1（atob）と比較してbasolateraltoapical（btoa）の方が高い値を示した。したがっ

て、両化合物のbtoa方向、すなわち血管側から肺胞上皮側への輸送に何らかの機構が関与している可能性

が考えられた。そこで、両化合物のbasolateral側から単層膜への輸送にっいて阻害実験を行ったところ、

Organiccationtransponer（Oct）の基質であるn弧、cholineは阻害効果を示さなかった。これに対し、AMD、

DEAの取り込みは種々のアニオン性化合物くBSP、E―3－S、DHEAS）により強く阻害された。これらの化合物は

― 1498―



Organic anion transporter (Oat)およびOatpのいずれの基質にもなりうるが、Oatの代表的な基質であるPAHは

両者の取り込みを阻害しなかったことから、アニオン性化合物輸送系の中でもOatpがAMD、DEAの輸送に関

与している可能性が高いことが考えられた。

2） A549細胞を用いた輸送機構の解析

  In vitro肺胞上皮モデルにおいて明らかとなったAMD、DEAの輸送機構について、ヒト肺胞上皮細胞のモデ

ルであるA549細胞を用いてさらに詳細な解析を行った。

  AMD、DEAのA549細胞への取り込みは濃度飽和性および温度依存性を示したことから、両者の取り込みに

何らかの輸送担体が関与していることが示唆された。In vitro肺胞上皮モデルでの結果を支持するように、両者

の取り込みはBSP、E-3．SおよぴDHEASにより阻害されることが明らかとなった。一方、OCTの基質であるTEA、

cholineの阻害効果は認められなかった。さらに、PAHはAMD、DEAの取り込みを阻害しなかったことから、

A549細胞における両者の輸送にもOATPが関与している可能性が考えられた。一方、多くのOATPサブタイプ

の特異的基質である甲状腺ホルモンT3による阻害効果はほとんど認められなかった。OATP_ファミリーのうちT3

を認識しないと報告されているサブタイプは、現在のところOATP281のみである。そこで、他のOATP281の基

質(benzylpenicillin、pravastatin)および阻害剤(taurocholic acid、DIDS、indomethacin、valproic acid)が

AMD、DEA取り込みに及ばす影響を検討したところ、いずれの化合物も取り込みを有意に減少させた。さらに、

siRNAを用いてOATP281をノックダウンすることにより両者の取り込みは有意に減少した。以上の結果より、

AMD、DEAの輸送にOATP281が関与していることが明らかとなった。

3） AMD，DEAの細胞障害性に対する輸送機構の関与

  最後に、AMDおよびDEAの輸送機構が両者の障害性に及ばす影響について検討した。AMD24時間接触

によりA549細胞の生存率はAMD濃度依存的に減少し、50％増殖抑制濃度(IC50値）は50.1土4.5 yMと算

出された。しかしながら、AMD輸送を阻害したBSP (0.25 mM)を共存させることによりIC50値は65.6士3.7 FiM

に上昇した。さらに、AMDによるA549細胞形態の球状化はBSPにより抑制されることが明らかとなった。DEA

（6時間接触）についても、BSPによりIC50値は14.0土1.3 yMから45.2土11.1 yMに上昇し、細胞形態の球状

化が抑制されることが明らかとなった。また、BSPと同様にAMD、DEAの輸送を阻害したE-3-SとDHEASにつ

いても、このような細胞障害性に対する抑制効果が確認された。一方、取り込み阻害効果を示さなかった化合物

であるTEA、choline、PAHならぴにT3は、AMD、DEAによる細胞障害性に対して全く影響を与えなかった。さ

らに、AMD、DEAのin vitro肺胞上皮モデルに対する障害性は、BSPを共存させることにより抑制さ

れることが明らかとなった。以上の結果から、肺胞上皮におけるAMDおよびDEAの輸送制御により、

肺障害性が軽減できる可能性が示された。

  以上、本研究により明らかになったAMDおよびDEAの輸送機構は、肺組織への両化合物の蓄積メカニズム

の解明の一助となり、またAMD投与時の肺障害発症リスクの回避法の確立にっながることが期待される。
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学位論文審査の要旨
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抗不整脈薬アミオダロンおよび

その活性代謝物の肺上皮細胞輸送機構と肺障害性への関与

  ア ミ オ ダ ロ ン (AMD)は 、 他 剤 無 効 陸 の 難 治 陸 、 致 死 陸 不 整 脈 に 対 し て も強 カ な 抗 不 整脈 作 用 を

発 揮 し 、 し ぱ しば 「 Last Choice」 と して の 治 療 薬 に位 置 づ け ら れる 。 し かしな がら 、その 重篤な 副

作 用 と し て 問 質陸 肺 炎 や 肺 繊荘 症 な ど の 肺障 害 が 報 告 され て お り 、 高 用量 投 与 患 者 では 5-10％ の確

率 で 引 き 起 こ さ れ る 。 AMDの 活 陸 代 謝 物 で あ る N-モ ノ デ ス エ チ ル ア ミ オ ダ ロ ン (DEA)に つ い て

も 肺 障 害 性 が 報 告 さ れ て お り 、 そ の よ う な 肺 障 害 発 症 の り ス ク は AMDの 臨 床 上 での 使 用 を 困 難に

し て い る 。 AMD、 DEAに よ る 細 胞 障 害 メ カ ニ ズ ム に つ い て は 、 ミ ト コ ン ド リ ア の 機 能 異 常 、 フ リ

ー ラ ジ カ ル の 産 生 な ど 様 々 な 説 が 提 唱 さ れ て い る 。 一 方 、 AMDお よ び DEAは 高 い 肺 組 織 蓄 積 陸 を

も っ こ と が 知 られ て お り 、 この こ と も 肺 障害 の 重 要 な 要因 と な る と 考 えら れ る 。 こ れま で 両 化 合物

はP-glycoproteinやrat organic anion transporting polypeptide (Oatp)2に対して阻害効果を示すことが報

告 さ れ て い る もの の 、 こ れ ら化 合 物 自 体 の体 内 動 態 に 直接 関 わ る 輸 送 機構 に つ い て は未 だ 不 明 な点

が 多 い の が 珊 伏 で あ る 。 本 論 文 で は 、 未 だ 明 ら か と さ れて い な い 肺 胞ヒ 皮 に お け るAMDお よ びDEA

の 蓄 積 メ カ ニ ズム に つ い て 解析 し 、 さ ら に肺 障 害 性 と の関 連 性 に つ い て体 内 動 態 額 的な 側 面 か ら検

討した。

1） In vitro肺胞 上皮モ デンレ を用 いた輸 送機構 の検討

  肺胞 上 皮 は ガ ス交 換 に 関 与 す るI型 肺 胞 上 皮細 胞 と 、 I型細 胞 の 前 駆 細胞 で あ り 、 肺サ ー フ ァ ク タ

ン ト 分 泌 能 を ど の 多 彩 な 機 能 を 持 つu型 肺 胞 上 皮細 胞 か ら 構 成 され て い る 。 正常 肺 細 織 よ り単 離 し

た H型 細 胞 は 分 化 、 増 殖 に よ り I型 細 胞 に 近 い 陸 質 を 有 し 、A549細胞 な ど の 培 養 細胞 と 比 較 し て細

胞 間 に 強固 な tightjunctionを 形 成 し た 単層 膜 を 構 築 で きる こ と が 幸 陪さ れ て いる。 そこで 、SDラ ッ

ト肺 よりu型糸 田月包 を単 離し、これを用いてi vitro肺胞上皮モラシレの構築を試みた。単離した細胞は、

変 法 Papanicolaou染 色 に よ り 、ほ ぼ 全 て が 紫色 に 染 ま る 細胞 内 麟 陸 を 持つ n型 細 胞 であ る こ と が 確

認 さ れ た。 ま た 、 6日間 の 培 養 に より 扁 平 状 の I型 様 細 胞 へ 3Mb尹 る こ とが 明 ら かとな った。 さら に、

A549細 胞 と 比 較 し て 単 離 し た 肺 胞 上 皮 細 胞 で 構 築 し た 単 層 膜 で は 高 い 膜 抵 抗 値 が 確 認 さ れ 、

mannitol透 過 陛 試 験 にお い て も 非 常に 低 値 の 透 過 係数 を 示 す こ とが 明 ら か と なっ た 。 以 上 の結 果 よ

り 、 本 評価 系 は 従 来 の培 養 細 胞 で は成 し 得 な ぃ 、生 体 内 環 境 を より 的 確 に 反 映し た 肺 胞 上 皮に お け

る薬 物輸送 評価 モデル のひと っとし て有用 であ ると考 えられ る。
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  f偽2したi vitro肺胞―坡モデノレを用いてAMDおよびDEA透過J陸試験を行ったその結果、両

化合物の透過係数はapical to basolateralと比較してbasolateraltoapicmの方が有意に高い値を示すこと

が明らかとなった。このことは、両化合物の肺毛細血管側から肺脆戊淵嚠への輸送、すなわち肺蓄

積メカニズムに何らかの機溝が関与している可能陸があることを示している。そこで、両化合物の

baSolatIer甜側から、単層膜・への輸送について各種阻害剤を用いて検討を行ったところ、AMD、DEA

の取り込みはBSP、Bう‐S、DHE強Sによって阻害され、両者の輸送機構にOaやが関与している司能

性を見出した。

2） A549細胞におけるAMD、DEAの輸送メカニズム

  In vitro肺胞上皮モデルを用いた検討において明らかとなったAMD、DEAの輸送機溝とOA'IPと

の関連について、ヒト肺胞上皮細胞のモデルであるA549細胞を用いてさらに詳細な解析を行った。

その結果、In vitro肺胞上皮モデルでの検討と同様にAMD、DEAの取り込みはBSP、 E-3－S、DHEAS

によって阻害されることが明らかとなった。また、甲状腺ホルモンT3はAIVJD、DEAの取り込みに

対して阻害効果を示さなかったことから、両化合物の取り込みにT3を認識しないOAIPサブタイプ

であるOAIP281が関与している可能性が考えられた。そこで、他のOA'IP281の基質および阻害剤

がAMD、DEA取り込みに及ぼす影響を検討したところ、いずれのイヒ合物も取り込みを有意に減少

させた。さらに、siRNAを用いてOAIP281をノックダウンすることにより両化合物の取り込みは

有意に減少した。以上の結果より、AMD、DEAの輸送にOAIP281が関与していることが明らかと

なった。

3） AMD、DEAの輸送懺溝と細胞障害陸との関連

  1）、2）の検討により明らかとなったAMD、DEAの輸送機溝が両化合物の細胞障害陸に与える影響

について検討しt:o AMD、DEAの輸遡＃購に対して取り込み阻害効果が認められなかったTEA.

choline、PAHならびにT3は両化合物のA549細胞に対する障害陸に対して軽減効果を示さなかった。

一方、AMD、DEAの取り込みを顕著に阻害したBSP、E-3-S、DHEASは両イヒ合物の細脆癌瞎性を

有意に抑制した。さらに、A549細胞において確認されたBSPによるAMD、DEAの障書出こ対す

る軽減劾果は、i vitroロ棚包上皮モデンレにおいても観察された。以上の結果より、AMD、DEAの輸

送機購は両化合物の障害陸発現に関与しており、両化合物の輸送制御により肺胞上皮の障害陸を軽

減できる可能陸が示された。

  以上、本研究は血vitroレベルでAMD、DEAの肺移行陸メカニズムをi絲ロに解析し、さらに両化

合物の輸送機構が肺障害性に寄与していることを明らかにした。AMD、DEAによる薬斉サ陸問質性

肺炎は不可逆的な肺の繃孫餅匕を生じ、根本的な治療法が確立されていないのが現状である。本研究

は、AIVD、DEAの輸送制御により肺障害発症のりスクを低減した安全なAMD使用法にっながるこ

とが期待される。以上の点で、本論文襾瀦脈薬アミオダロンおよぴその漕陸代謝物の肺上皮細

胞輸送機構と肺障害陛への関与』の研究成果は新規陸に富み’博士（生命科鈞の学位を受けるに十

分値ナるものと認めた。
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