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    2010年12月末 時点 にお ける 日 本の 慢性 腎不 全の 患者 数は 29万 人を 超え 、な

お年 々増 加の 一途 を辿 っている。それに伴う透析医療の 増加は医療経済を圧迫し

てお り、 腎不 全へ の進 行に プレ ー キを かけ る薬 剤の1日 も旱い開発が望まれてい

る。 慢性 腎不 全へ 移行 する腎疾患のうち、慢性糸球体腎 炎は、メサンギウム増殖

性糸 球体 腎炎 （IgA腎症 、非 IgA腎 症） 、膜 性腎 症、 膜性 増殖 性糸 球体 腎炎 など

に分 類さ れる が、 我が 国に おい て はIgA腎 症の 罹患率が 最も多い。その発症進展

に免 疫機 序が 関わ って いることは周知の事実であるが、 その発症原因を特定でき

てお らず 、現 在、 これ ら慢性糸球体腎炎に対する根本的 な治療薬は存在していな

い。 また 、潰 瘍性 大腸 炎は大腸に炎症が持続する原因不 明の慢性炎症性疾患であ

り 、 慢 性 糸 球 体 腎 炎 と 同 様 に 根 本 的 な 治 療 薬 が 存 在 し な い 疾 患 で あ る 。

    アク テオ サイ ドは 、チョロギやフジテンニンソウ、 地黄などの生薬および植

物に 含有 され るポ リフ ェノールの一種であり、これまで に腎炎に対する効果が見

出さ れて きて いる 。我 々はアクテオサイドを慢性糸球体 腎炎治療薬としてのシー

ド化合物として位置付け、transforming growth factor(TGF) -piに対する効果を指

標として合成展開を行い、活性化合物を見出 してきた。

    本研 究で は、 アク テオ サイ ド 誘導 体TJN-259の マウ スIgA腎症 モデ ルに 対す

る効 果の 検討 およ びIgA腎症 と類 似の 病理 変化 を有 する ラッ ト の抗 Thy-l腎 炎モ

デル に対 する アク テオ サイ ド誘 導 体TJN-598有 効性を検 討し、その薬効メカニズ

ム解 明を 試み た。 さら に、 アク テ オサ イド 誘導 体TJN-419について、潰瘍性大腸

炎に 対す る有 効性 に関 して 検討 を 行う とと もに 、マウスおよびラットのDSS腸炎

モ デ ル に お け る 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン IL-12の 関 与 を 解 析 し た 。

【TJN-259の抗IgA腎症作用】

    本 研 究 で は 、 TJN-259の 自然 発症 型lgA腎 症な らび に 加速 型IgA腎 症対 する

治療 効 果に つい て、 TGF-piに 対す る作 用を 中心 に検討を行った。IgA腎症の自然

発 症 モ デ ル と し て 28週 齢 ddYマ ウ ス を 用 い た 。 自 然発 症 IgA腎症 モデ ルマ ウス

に対 し 、TJN-259の 効果 につ いて メ サン ギウ ム領域の拡大および糸球 体断面あた

りの 核 数に 対す る作 用を 解析 した 。ま た、 ddYマウスヘの右腎動脈結 紮とカーポ

ン お よ び ウ シ vグ ロ ブ リ ン 投 与 に よ り 加 速 型 IgA腎 症モ デル マウ スを 作製 し、

TJN-259の効果について検討を行った。

    TJN-259の 投与 は、 自然 発症 な らび に加 速型 IgA腎症 マウ ス に対 して メサン

ギウム拡大等、各病理学的指標 に対して改善効果を示した。さらに、TJN-259は、

加 速 型 IgA腎 症 の 糸 球 体に お ける TGF-B1免 疫組 織学 的発 現の 増加 を抑 制し 、腎

組織中のtotalおよび成熟型TGF-pi産生量を抑制した。

    こ れら の結 果か ら、 TJN-259は 、腎 炎治 療薬候補としての可能性 を示した。

さ ら に 、 TJN-259の IgA腎症 改善 効果 は、 糸球 体に おけ る TGF-131の産 生の みな

らず 、 その 活性 化を 抑制し、メサンギウムマトリクスの蓄積増加を減 弱させるこ
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とによるものと推測された。

【TJN-598の抗Thy-l腎炎作用】
    ラッ卜のメサンギウム増殖性腎炎のモデル系である抗Thy-l腎炎を用いて
TJN-259関連化合物の検討を行った。TJN-598は、TJN-259の後継化合物である。

TJN-598のphosphodiesterase(PDE)IVに対する阻害活性、および、抗Thy-l腎炎ラ
ットにおいて誘発されるメサンギウム増殖に対する効果について検討した。さら

に、抗Thy-l腎炎マウス由来単離糸球体における腫瘍壊死因子(TNF)-aとTGF-B1
の産生に対する効果を調査した。
    アクテオサイド誘導体TJN-598は、抗Thy-l腎炎における糸球体域中のメサ

ンギウム域比率、糸球体細胞数およびマトリクス蓄積を抑制し、メサンギウム拡
大を阻害することが示された。本腎炎モデルラットでは、糸球体への炎症性細胞

の浸潤が確認され、TJN-598は、その単離糸球体からの成熟型TGF-piならびに
TNF-aの産生を有意に抑制した。さらに、翩vitroアッセイの結果より、TJN-598
は、PDEIV阻害活性を有することが判明した。
    TJN-598は、抗Thy-l腎炎モデルラットのメサンギウム拡大に対して改善効
果を発揮したが、その作用は、腎炎糸球体に浸潤した炎症性細胞からのTNF-a
産 生をPDEIV阻害に より抑制 すること によるものである可能性が示された。

【TJN-419の抗DDS誘発性大腸炎作用】

    アクテオサイドは潰瘍性大腸炎の動物モデルであるDSS惹起性大腸炎に対
しても有効性が報告されていることから、その誘導体であるTJN-419のDSS惹
起性大腸炎に対する効果を検討した。また、大腸炎の進行における炎症性サイト
カインIL-12の関与について検討を行った。

    DSS大腸炎を惹起したマウスの大腸ならびに盲腸におけるIL-12の発現を免
疫染色法により解析した結果、大腸炎惹起7日目の両部位では、マクロファージ
と推測される浸潤細胞において明らかにIL-12陽性細胞が増加していた。次に、
DSS腸炎マ ウスの大 腸組織中に おけるIL-12とIL-10発現レベルの経時変化を
ELISA法により解析した。その結果、IL-12濃度は大きく増加している一方で、
IL-10濃度は顕著に低下しており、Thl/Th2のインバランスが認められた。抗IL-12

中和抗体の投与は、DSS誘発性大腸炎における病態症状の発現(Clinical index)を
抑制し、TJN-419の投与もそれと同様の改善効果が認められた。また、TJN-419
は大腸組織からのIL-12産生を有意に抑制し、直腸の潰瘍面積を縮小させた。リ
ポポリサッカライドで刺激された培養マクロファージにおけるIL-12産生は、
TJN-419の添加によって濃度依存的に抑制された。
    これらの結果は、IL-12がDSS誘発性大腸炎の進展に重要な役割を果たして
いることを示唆し、TJN-419がIL-12の産生抑制を介して本大腸炎モデルの治療

に効果を発揮することを示すものである。

    今回の研究により、植物成分由来の新規化合物TJN-259、TJN-598および
TJN-419は、抗腎症および抗大腸炎作用を有することが明らかとなった。共に、

難治性として治療が困難である疾患のモデルに対する効果であり、これらのモデ
ルにおける各種サイトカイン等生体内物質の関与についてもその役割の一部が
明確 に され 、 今 後の 医 薬 品研 究 に対 し 、有意 義な成果 であるとい える。
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学位論文審査の要旨
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  慢性糸球体腎炎およぴ炎症性腸疾患は、原因不明の慢性炎症性疾患であり、根本的な

治療薬が存在しない。本論文は、このような現況にある慢性糸球体腎炎およぴ炎症性腸疾

患に対する動物モデルを用い、各種サイトカインの関与と、植物成分であるアクテオサイド

由来の新規化合物TJN―259、TJN－598およぴTJN－419の抗腎症およぴ抗腸炎作用を研究

し、慢性糸球体腎炎および炎症性腸疾患に対する新規治療薬の開発上の有益な知見を得

ることを目的として行われたものである。

  第 一 章 で はT・JN-259の抗 IgA腎症 作用が検 討され た。自然 発症IgA腎症モ デルマ

ウ ス(ddYマウ ス ） では 、 メ サン ギ ウ ム領 域の拡 大および メサンギ ウム細 胞数の増

加 が認 め ら れ たが 、 TJN-259投 与 は有 意 にこれ らの変化 を抑制し た。ddYマウス に

対し 、右腎動 脈結紮とカーポンおよびウシァグ口ブリン投与を行って作製した加速型

IgA腎症モデ ルマウス では、 血清クレ アチニ ンが約1．5倍に増 加したが、TlJN‐259

投 与は 血 清 クレ アチニン の上昇 を有意に 抑制した 。病理 学的検索 では、 加速型IgA

腎症 マウスに おいてメサンギウム領域の拡大、半月体形成および分節性糸球体硬化の

発生 が認めら れたが、 TlJN・259投与は これらの変化を有意に抑制した。TJN・259投

与は 、糸球体 における couagentypeIVおよびTGF・ロ1の染 色スコア 、腎組織中TGF．

ロ 1蛋 白 濃 度 、特に成 熟型TGF・ロ1蛋白濃 度を有 意に低下 させ、そ の抗腎 症作用の

機序として、TGF・ロ1の産生抑制が示唆された。

  第 二 章 で は メ サ ン ギ ウ ム 増 殖 性 腎 炎 の モ デ ル で あ る 抗 Thy・ 1腎 炎 を 用 い 、

TJN・259の 後継化合 物であ るTJN． 598の 抗腎症効 果が検 討された 。本モデルでは、

メサ ンギウム 域の拡大、メサンギウム細胞数および基質の増加、糸球体への単球系細

胞 の浸 潤 、 a．SMA陽性 細 胞 の増 加 、 TGF．ロ1染包性 の増加な どが確 認された が、

TJN・598は これらの 変化を 有意に抑 制した 。またTLJN．598は、単離糸球体からの成

熟 型 TGF． ロ 1お よ び TNF‐ aの 産 生 、 LPS刺 激 腹 腔マ ク ロ ファ ー ジ から の TNF‐ a

の 産 生 を 有 意 に 抑 制 し た 。 さ ら に 、 TJN． 598は 、 用 量 依 存 的 か つ 選 択 的 な

ph08phodiesterase（ PDE） IV阻害活性 （IC50値2．3ロmoM）を示し た。以上 より、

TJN゚ 598は 、 抗 Thy・ 1腎 炎 に 対し て 抗 腎症 作 用 を有 す る こ と、 そ の作用 はPDEIV

阻 害に よ り 腎 炎糸 球 体 に浸 潤 し た炎 症 性細胞 からの TNF・a産生を 抑制す ることに

よるものである可能性が示された。
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  第 三章 では T・JN-419の抗 DSS腸 炎作 用が 検討 され た。 アク テオ サイ ドは炎症性

腸疾 患の 動物 モデ ルで あ るDSS腸 炎に 対し て有効 性が報告されていることから、そ

の 誘 導 体 で あ る TJN-419の DSS腸 炎に 対す る効 果を 、IL-12に 注目 して 検討 した 。

DSS腸 炎 惹 起 7日 目 の大 腸お よび 盲腸 粘膜 では 、IL-12陽 性の 浸潤 細胞 が増 加し 、

ELISAによ る検 討では 、IL-12 (p70)が著増しIL-10が顕著に低下していた。抗 IL-12

中 和 抗 体 の 投 与 は 、 DSS腸 炎 に お け る 臨 床 ス コア を有 意に 抑制 した 。 TJN-419は

DSS腸 炎惹 起大 腸組 織か らの Iし-12産 生を 有意に 抑制し、臨床スコアおよび潰瘍面

積を 有意 に縮 小さ せた 。 さら に、 TJN-419はLPSで刺 激さ れた 腹腔 マク ロファージ

か ら の IL-12 (p70、p40)産 生を 濃度 依存 的に 抑制 した 。以 上の 結果 は 、IL-12が

DSS腸 炎 の 進 展 に 重要 な役 割を 果た して い るこ と、 TJN-419がIL-12の 産生 抑制 を

介して本腸炎モデルに効果を発揮したこ とを示唆する。

  こ れを 要す るに ，著者は，難治性疾患である慢 性糸球体腎炎および炎症性腸疾患

の 動 物 モ デ ル を 用 いて 、TGF-ロ 1、 TNF-aおよ びIL-12の 関与 を明 らか にし 、植 物

成 分 由 来 の 新 規 化 合 物 TJN-259、 TJN-598お よ び TJN-419が 、 こ れ ら の サ イト カ

イン の産 生を 抑制 することにより抗腎症および抗 腸炎作用を発揮するとの新知見を

得たものである。本研究で得られた知見 は、難治性疾患である慢性糸球体腎炎および

炎症性腸疾患に対する新規治療薬の開発 に対して貢献するところ大なるものがある。

  よ って 著者 は， 北海道大学博士（生命科学）の 学位を授与される資格あるものと

認める。
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