
ペ ニ シ ラ ミ ン 及び エ ポ キ シ コ ハ ク 酸 の関連

化合物の免疫薬理学的特異性に関する研究

竹
‾

F 糸己 美 代



目 次

序 論

第Ⅰ章 D - ペ ニ シ ラミ ン の 抗リウ マ チ作用の 免疫薬理学的検討

第1 節 D
- ペ ニ シ ラ ミ ン の 自然 発症自己免疫疾患M R L / l' 系 マ ウ

ス に対する作用 ( 免疫抑制作用) - - - 一 - - - - - - - - - - - - - 一 - - - - - - - - - -
- 5

1 . 実敦材料及び実験方法

2 . 実教結果

( 2 -

1) D - ペ ニ シ ラ ミ ン とサ イ ク ロ ブ ォ ス フ ァ マ イ ドの延命

効果

(2
-

2) D - ペ ニ シラ ミ ン とサイ ク ロ ブ ォ ス フ ァ マ イ ドの免疫

パ ラメ ー タ ー に対す る作用

(2 - 3) C C A , レ バ ミ ゾ
- ル , サイ タ ロ フ ォ ス フ ァ マ イ ドの

免疫パ ラメ ー タ ー に対する作用

8 . 考 案

4 . 小 括

第2 節 D - ペ ニ シ ラミ ン の ラ ッ トタイ プⅡ コ ラ ー ゲ ン 関節炎に対す

る作用 ( 免疫調節作用) - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - - - - - - - - 一 - - - - -

1 . 実戦材料及び実敦方法

2 . 実験結果

( 2 - 1) L e yi s( LE W) 系ラ ッ トタイ プⅡ コ ラ ー ゲ ン 関節炎 ( C ^ )

予防試教に お ける薬物効果

(2 -

2) L E W 系ラ ッ ト C ^ 治療拭故に お ける薬物効果

(2 -

3) S D 系ラ ッ ト C A 予防試験に お ける薬物効果

1 3

1 5

1 7

1 8

1 9

2 2

2 2

2 2



(2
-

4) S D 系ラ ッ ト C A 治療試食に お ける薬物効果

( 2
-

5) C A 発症 ラ ッ トに おける抗 タイ プⅡ コ ラ
ー

ゲ ン 凝集

抗体 ( H Å) 価に対す る薬物作用

(2
-

6) C A 発症 ラ ッ トに お ける タイ プⅡ コ ラ
ー

ゲ ン に対す る

遅延型 ア レ ル ギ ー

反応 ( D T H ) で の 薬物作用

(2
- 7) 腹腔多形核白血球数及び Le uk o t r i e n e B 4( L T B 4)

産生に対す る毒物作用

(2 - 8) C A 発症ラ ッ ト及び正常 ラ ッ トに お けるC o nd 8 n & Y &
■
I i n

A ( C o n A ) 誘導リ ン パ 球助若化反応 ( L T R ) に

対す る D - ペ ニ シ ラ ミ ン , レ バ ミ ゾ ー ル , オ
ー t 3 チ オ

.
i

マ レ イ ト及びイ ン ドメサ シ ン の作用
●

- - - - - - - - - - - - - - - I
-
-

- - - - -

8 . 考 案
,

: - - こ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - I - - - - - - -
- - - - - - - - 一 - -

4 . 小 括

第Ⅱ章 D - ペ ニ シ ラ ミ ン の 化学修飾に よ る 免疫薬理学的特異性 の

発現

第1 節 カ ル ポ キ シ ル 基か ら α 位また はβ位に S A c 基を有す る ベ ン

ゾイ ル メ ル カ プ ト プロ ビ オ ン 酸誘導体の 免疫薬理学的作用

( 免疫調節作用)

l . 実験材料及び実験方法

2 . 実験結果

(≧-

1) S D 系ラ ッ ト ア ジ ェ バ ン ト関節炎 ( A A ) 予防試験に

お 抄る薬物効果

( 2 - 2) L E W 系ラ ッ トÅ A 予防試故に おける薬物効果

2 6

2 6

2 6

2 9

3 2

8 5

8 9

4 0

4 0

4 1

4 5

4 7



(2
-

3) ラ ッ トタイ プⅡ コ ラ ー ゲ ン 関節炎( C A ) 治療試験に

おける薬物効果

( 2
-

4) N Z B / N Z W F l 系 ( B W F l) マ ウ ス に お け る

延命効果

(2
-

5) M R L / 1 系 マ ウス にお ける延命効果

(2
-

6) プラ
ー

ク形成細胞 ( P F C ) に お ける薬物作用

(2
⊥
7) リ ン パ球幼君化反応 ( L T R ) に お ける薬物作用

く2
-

8) カラ ゲ ニ ン 後肢浮腫 ( C E ) における薬物作用

( 2
-

9) 遅延型ア･L( ル ギ 一 反応 ( D T H ) に おける薬物作用

( 2
-

10) i g E 抗体産生に お ける薬物作用

( 2
-

ll) 老齢M R L / 1 系 マ ウ ス腹腔 マ ク ロ フ ァ
ー ジから の ラ

イ ソ ゾ ー

^
. 群索道難に対する作用

3 . 考 案

4 . 小 括

第2 貯 カル ポ キ シ ル 基か ら γ位に S A c 基を有する ベ ン ゾイ ル メ ル

カ プト プロ ビオ ン 酸誘導体 の 免疫薬理学的作用 ( 免疫抑制作

用) - - - - - - - - ･ ･ - - - - 一 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
- - - - A - - - - - - - I - - ー ー ー ー ー ー

1 . 実験材料及び実鞍方法

2 . 実敦結果

( .2
-

I) . S D 系ラ ッ トÅ A 予防試験に お ける薬物効果

(2
-

2) L E W 系ラ
`
･

J トA A 予防試敦にお ける薬物効果

( 2 ｢ 3) D T H にお ける薬物作用

( 2 J･4) I g E 抗体産生に おける薬物作用

(2
-

5) B W F l マ ウ ス の延命効果に対す る薬物効果

(2
1

6) L T R に おける薬物作用

4 7

4 9

4 9

4 9

5 2

5 2

5 5

5 5

5 5

5 5

6 1

6 2

6 2

6 4

6 5

6 5

8 5

7 0

7 0



( 2
-

7) l n yi t r o で の湖清作用

3 . 考 案

4 .
′ト 括

7 0

7 5

7 6

第Ⅲ章 E p
-

4 5 9 の化学修飾に よる免疫薬理学的作用の多様化 - - 一 一 - - - - - 7 7

第1 節 E p
- 4 5 9 の Ⅰ型 ア レ ル ギ ー 抑制作用 の各種実敦系に よ

る検討

I . 美浜材料及び実敦方法

2 . 実敦結果

(2 -

1) 卵白ア ル ブミ ン ( O A )
- E p - 4 5 9 感作細胞の

I g E 抗体産生抑制作用

(2 - 2) O A - E p
- 4 5 9 感作細胞の ヘ ル パ ー T 細胞活性

と ジ ェ トロ フ ェ ニ ル ( D N P ) - E p - 4 5 9 感作

細胞の B 細胞活性

7 7

7 7

8 2

8 2

(2 - 3) E p - 4 5 9 処理細胞の I g E 抗体産生抑制作用 の

欠如 - - - I - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
-
-

- - - -
-

- - - -
- - - - - - - -

- -
-
- - - I - - - - - - - I 8 4

(2
1

4) O A 感作 マ ウ ス にお ける末棉血白血球数
- - - - - I - -

- - - - - - - - - - 8 4

(2 - 5) E p - 4 5 9 の 高波度O A 感作 マ ウ ス にお ける ! g E

抗体産生抑制作用の欠如

(2
-

6) モ ル モ ッ トの O A 誘導噸息モ デル で の E p - 4 5 9

の抑制作用

3 . 考 案

4 . 小 括

第2 節 E p -

4 5 9 関連化合物の免疫薬理学的作用

1 . 実敦材料及び実験方法

8 7

8 9

8 9

9 4

9 5

9 5



2 . 実験結果

(2
-

1) S D 系ラ ッ トア ジ エ バ ン ト関節炎 ( A A ) に お ける

薬物効果と シ ス テ イ ン プロ テ ア ー ゼ阻害作用 9 9

(2
-

2) E p
- 4 5 9 関連化合物の I g E 抗体産生に おける

抑制作用
1 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

一 - - -
- - - - - I - - - - - - - - -

-
I
-
- - - - - - - - -

I
- - - - 1 0 1

(2
- 3) リ ン パ 球幼若化反応 ( L T R ) に お ける薬物作用

- - - - I - I - - - -

1 0 4

3 . 考 案 ･

- - - - - - - - - - - ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー ー - - - - I - - - - - - - 一 - - I - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 0 4

4 . 小 括 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 一 - - - - - - - - I - - - - - - - - - - - ∴ - - - I - - - - - - - - - - - - - - - -

1 0 8

稔 括 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - A - - - - - - - - - - - - - - I - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 0 9

謝 辞 - - - - - - - - - - - - - - - I - - - - - - - - - - - - - - - I - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - I - - - - - - - - - - - - I - - - - - - - - - - - 1 I 2

掲載雑誌目禄 - - - - - - - - - - - - - 一

て
一 - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - I - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - I - - - - - - - - - -

1 1 3

参考文献 - - - - - I - - - - I - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - I - ∴ - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 1 5



略語 一 覧

A A

a l u m

A T M

古 G G

▲B 〕S A

8 W F I

C A

C C A

C E

C o n A

C Y

D
,

N P

D T H

E p

E p - 4 5 9

F C S

F I C A

H A

H B S S

H C

I L

I 帆

K L H

adj u v a n t a r t h r i t i s

a l u hi n u ■ h yd r o xid e g e l

a u r o th i o ■a l a t e

b o yi n e g & u a g l o b uli n

b o vi n e s e r u Jq a Jb u JIj n

N ZB/ NZ Y F l

t y p e Ⅱ c oll a g e n
-

i n d u c ed 争r th ri t i s

”
-( 2 -

c a r b o x y
-

ph e n y l.
.

1
･

)
-

4
-

c h l o r o a n th r a n i1 i c
･

& c id d i sムdi u 也

c a r r 8 g e e ni n
-

i nd u c e d hi n d
-

p a y ed e ■a

c o n c a 叩V 81 i n A

ci cl o ph o s p h a JLid e

di n i t r o p h e n y l

d e l a y ed t y p e h y p e r s e n s i t i vi t y

e p o x y s u c c i n i c a c id

3
- 【3 1 e t h y 卜1 -

(4
-

a 一i n ob u t yl c a rb a ■o yl) b u t y I -

c 8 rb 8 1 0 yl] -

2
-

o x i r a n e c a r b o x y li c a cid

f et 8 l c a lf s e r u 廿

F r e u nd
'

s i n c o I Pl e t e adj u v a n t

h a e h a g gl u t i n at i n g a n t ib od y

H a n k
'

s b a l a n c ed s a l t s o盲u t i o n

h yd r o c o t
･

t i s o n e

l n t e rl e u ki n

i n d o h e th a c i n

k e yh ol e l ibl P e t h a e b O C y a n i n



L E 闇

L M S

L P S

L T B 4

L T R

M E M

M M C

6 - M P

M S T

O A

P A

P C A

P F C

P
.

N

P B S

R A

S A A R D

S D

S R B C

T S P

L e wi s

l e y 8 1 i s o l e

l i p o p o l y s a c c h 8 ri d e

l e u k o t ri e n e B 4

1 y 甘P h o c y t e t r a n s f o r JI a ti o n r e a c t i o n

E 8 gl e
'

s hi ni 一UI e s s e n t i a l l e di u ■

JIi t o JIy Ci JI a

6 1 1 e r C a P t OP u r i n e

■ed i a n s u r yi y al t i l e

9! al bu m i n

D
-

p e n i c i1 1 a 一i n e

p a s si y e c u t 8 n e O u S 8 n a ph yl a x i s

pl a q u e f o r l i n g c e ll

p r e d ni s o l o n e

ph o s ph a t e b uf f e r s ali n e

rh e u l a t O id a r t h r i t i s

s l o w a c t i n g a n ti rh e u l a t i c d r u g s

S p r 8 g u e d a yl y

s h e e p r e d bl o od c ell

t r a n s f e r a b l e s o lid ph a s e



序 論

免疫異常に よる疾患の代表的なも の に慢性関節リウ マ チ ( R A ) が知られて い る ｡

R A に お い て液性免疫で は血清リ ウ マ チ因子陽性( I) , 免疫複合体増加(I) , ポ リ

ク ロ ナ ー ル B 細胞活性化(2) , 補体低下(3) 等の異常が あり､ 細胞性免疫で は ヘ ル

パ ー T 細胞の 増加( 4) , I n t e r l e uk i n
-

2 (IL
-

2) 産生低下( 2) , サ ブ レ ッ サ ー

T 細胞

機能低下(2) ,
マ ク ロ フ ァ

ー ジ披能の 異常( 5) 等が知られて い る｡ R A の発症機序

として は ､ 何らか の 外来要因あ るい は遺伝的要因に より
◆
免疫系の乱れが生 じ､ 自己

成分に対して も免疫反応を起こ すよ うにな り､ その 結果 ､ 自己成分に対して特異性

をも っ た抗体ある い は リ ン パ 系細胞に より組織病変が引き起 こ され るもの と考えら

れて い る( 1) ｡

R A の 免疫異常を是正 し､ . 根本的な 治療を行う目的で使用される抗リウ マ チ剤は

Sl o w a c t i n g a n t i r h e u l a t i c d r u g s ( S A A R D ) と呼ばれて い る( 6) ｡ 具体的に

は S H 化合物で あ る D - ペ ニ シ ラ ミ ン ( P A ) ( 7
-

12) , チ オ ブロ ニ ン( 13
-

15) , ブ

シ ラ ミ ン(16 -

19) , カ ブトプリ ル( 20 , 21) 等, 活性代謝物が S H 化合物で ある レ バ

ミゾ - ル(22 , 23) 等及 び S H 反応性化合物で あ るi 一 口 チ オ マ レ イ ト , オ
ー ロ チ オ

グル コ ー ス(24 -

26) , オ
ー ラノ フ ィ ン(27 , 2 8) 及 びある穫の エ ポキ シ コ ハ ク酸誘導

体(29) 等に臨床的ある い は動物美敦で抗リウ マ チ作用が知 られて い る ｡ こ の S A A

R I) は マ ク ロ フ ァ ー ジ
, リ ン パ 球等の 免疫担当細胞に存在する ､ ある い は これから

分泌され る酵素, 蛋白質, ' レ セ プタ ー

, サイ ト カイ ン 等免疫機能の発現と調節を担

う様々 の 機能蛋白質の S S 柴橋, S H 基ヘ 結合 ･ 反応す る こ とに よ りその免疫薬理

学的効果を発揮すると考
■
ぇ られて い る. 即ち ､ P A は R A 患者血清中にみ られ る変

性した r - グ
I
t = プ リ ン の S S 架橋に結合し､ 変性を防ぎ抗原性の 発現を抑え る こと

によりi T) ウ マ チ 因子の 減少をもた らし､ R A の 改善に 一 部関与す
,

る こ とが 知られ

てい る紬o
=

) ｡ 又､ P A は ヒ ト T 細胞膜に直接に 影響を与え るが ､ こ の こ と は P Åが

才 タ t3 冒 ア
- ジ , T 細胞 , B 細胞 間の 相互作用に 重要な 働きをする レ セ プタ ー に 影

-

1
-



響を及ぼして い る こ とが示唆されて い る(31 , 3 2) ｡ L i p sk y らは b it o g e n 刺激に よ る

ヒ ト末柵血 ') ン バ球幼若化反応( 3
.

3)及び抗林産生細胞数の測定(3 4) にお い て ､ 飼育

在下でP A が洩度依存的に抑制作用を示す こ とを報告 して い る｡ 他の S H 化合物も

P Åと同様に抑制作用を示す こ とから ､ S H 基が リ ン パ 球表面抗原と結合して免疫

抑制効果 を示す の で は ない か と考案して い る ｡

S A A R D に は その 生物学的活性 ･ 特徴に著しい 構造特異性が存在する ｡ 例 えば

P A に は抗 T) ウ マ チ作用が ある が ､ P A と同様に S Jl 基を有する シ ス テ イ ン , N ⊥

ア セ チ ル シ ス テイ ン , 2 - メ ル カプト エ チ ル ア ミ ン に 娃抗 ') ウ マ チ作用は認め られ

てい ない(3 5) ｡ また ､ 臨床的に抗リ ウ マ チ効果が報告されて い る カブ トプリル は本

巣, その S H 基に よ っ て ア ン ジ オテ ン シ ン 変換酔素に結合し､ ア ン ジオ テ ン シ ン Ⅱ

の生成を抑制す る降圧剤で ある(36
-

38) ｡ しか し.
;
'

こ の場合も ､ メ ル カプトア シ ル

基の脱メ チ ル あ るい は S H 基か ら カル ポ キ シ ル 基 へ の変換に よ っ て容易に 活性が低

下して しまう こ とが知 られて い る(3 6) ｡ また ､ エ ポキ シ コ ハ ク酸誘導体の 1 つ で あ

るE p T 4 5 9 ( エ ポ キ シサク シ ニ ル ロ イ シ ル ア ミノ ブタ ン) は シ ス テ イ ン プロ テ

ア ー ゼ に対 して特異性の 高い 強力
.
な阻害剤で あるが( 39 , 40) ､ 構造が 単純な エ ポ キ

シ コ ハ ク酸の モ ノ エ ス テ ル , ジ ュ ス チ ル , ア ミ ド等で は こ の 酵素に対す る阻害作用

は低い(41) ｡ こ の ように構造 をよ り単純にする こ とは S H 基ある い は エ ポ キ シ基等

の活性基周辺 の 立体障害性を低下させ ､ その反応性を冗め る こ とにな る｡ その結果 ､

同種分子間で di s ul fi d e 結合するか､ 他 の S H 化合物, H 2 0 等普遍的に存在す る

物質と容易に反応す る こ とにな り､ 目的とす
r
る特殊な蛋白質や酵素との 結合が 減る｡

さらに薬物と槙的蛋白質や酵素の活性中心と の立体構準的 ･ 電気的相補性に変化が

生じて特異的な反応性が減弱す るもの と思われ る ｡
,
さらに P A と E p - 4 5 9 を較

ペ てみ る と ､ P A は E p -

4 5 9 よりも比較的単純な構造 をして い る ｡ こ れは E p

- 4 5 9 の活性がシ ス テイ ン プロ テ ア ー ゼ阻害作用に極め て強く限定され るの に対

し､ P A は免疫薬理学的効果の 他 に どタミ ン B 8 欠乏(4 2
-

4 4) ,
コ ラ ー ゲ ン 繊維の

成熟抑制( 45 -

46) , 味覚 の喪失(4 7) , ア レ ル ギ ー

の 誘導(48) な ど種々 の 蛋白質S H
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塞 , ア ル デ ヒ ドと の車台 に基 づく副作用 を発現 し､ 蛋白質との結合特異性がやや低

下して い る こ と と関連して い る ように見え る｡ こ の こ とか ら , P A に種々 の 化学修

飾を行えば, これらの 副作用の 分離はも と より､ そ の 免疫薬理学的作用もより選択

的に強力に なる可能性が考え られ る｡
一

方､ 非常に複雑な構造を して い る E p
- 4

5 9 で は薬物と榛的蛋白質の 活性中心近傍との 相補性に より､ 強い 結合性と特異的

な免疫薬理学的作用, 即ち ､ I g E 抗体産生抑制作用を示すも の と思われ る｡ 従 っ

て ､ E p - 4 5 9 に つ い て は ､ 構造をある程度単純化する こ とに よ り多様な免疫秦

理学的作用を発揮する こ とが期待され る ｡ そ こ で , 本研究セは ① P A が複数の

免疫薬理学的作用を有す る こ とを示 し､ 緩い て ⑧ P A に種々の 化学修鮪を行 っ

た P Å関連化合物を合成し､ そ れ らの免疫薬理学的作用の相互分離と増強の可能性

を検討した ｡ また ､ ⑧ 免疫薬理学的作用が I g E 抗体産生抑制作由に限定されて

い る E p
-

4 5 9 に つ い ては ､ 種 々 の 単純な 関連化合物を合成し､ その 免疫事理学

的作用の 多様性の発現 を検討した ｡
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第1 章 D - ペ ニ シ ラ ミ ン の 抗リ ウ マ チ作用の 免疫薬理学的検討

D - ペ ニ シ ラ ミ ン の 抗リウ マ チ作用の免疫薬理学的検討を行うた めに ､ 対照薬物

と して免疫抑制剤で あるサイ ク ロ ブ ォ ス フ ァ マ イ ド ( C Y ) , 免疫調節剤で ある レ バ

ミ ゾ ー

ル ( L M S ) 及び N
-( 2 -

c a r b o x y p h e n yl)4
-

c h l o r o a n th r a n il i c a cid d i s o di u ■

s al t ( C C Å) を用い た ｡ 免疫調節剤は生体の免疫機能低下状態を増強し ､ 免疫機

能元進状怨を抑制し ､ しかも免疫機能正常状態に は影挙がな い 薬剤と定義されて い

る ｡ それ らの薬剤吐 い ずれも生体の 免疫異常 を是正 し, そ の作用機序は マ ク ロ フ ァ

ー ジ , T 細胞 , B 細胞, キラ ー 細胞等の免疫担当細胞を介す るもの と考え られて い

る ｡ ;

-

r

I

C Y は ア ルキ ル 化剤の 1 つ で ､ 肝の ミ ク ロ ソ - ム に よ っ て 代謝され生物学的活性

を示す ｡ 代謝物は D N A グア ニ ン の N H 2 基と結合 ( ア ル キ ル 化) し､ 直接D N A

合成や複製を阻害す る ｡ 分裂期 , 静止期の両細胞に働くが ､ 分裂期の 細胞に対す る

作用の 方が強い ｡ 従 っ て ､ 抗原刺激後の リ ン パ 球が増殖す る時期に C Y を投与す る

とも っ とも強い 抑制効果が認め られる ｡ C Y の 効果は T 細胞よりもB 細胞に より強

くあらわれ るが､ こ れ は B 細胞の方が R N Åの含量が多く､ 蛋白合成が盛ん な た め ,

C Y の 作用を強く受けやす い こ と及び障害をうけた際に機能の 回復が遅 い た めと説

明され七い る(4 9) ｡ C Y は強力な免疫抑制剤で あり免疫調節剤であ ると い う報告は

皆無で ある ｡

L M S 古ま駆虫薬と して 使用されて い たが ､- ブル セ ラに対する抗体産生 に増強的に

働くこ とが 実験的に マ ウ ス で 認め られた(50) ｡ これが 免疫増強作用を有する こ との

研究の 発端とな っ た ｡ そ の 後､ 羊赤血球 ( S R B C ) に対して低い免疫応答を示 し

た C 5 7 B L / 6 系 マ ウス , D B A / 2 系 マ ウス に対して L M S は増強的に ､ 逆に

S R B C に対して 高い 免疫応答を示した B a 1 b / c 系 マ ウ ス , C 8 H / H e 系 マ

ウ ス に対して L M S は抑制的に作用す る(5 1) こ とか ら , 免疫調節作用を有す る こ と

が認められた ｡ 作用 機序と して ､ T 細胞の 成熟促進作用 , 機能低下して い る T 細胞
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を正常化す る作用 , 好中球 ･ マ ク ロ フ ァ
ー ジ の 貧食能増強作用等 を有 して もー る

(49) ｡

C C A は ヌ
ー

ド マ ウ ス , 老齢 マ ウ ス , 免疫抑制剤投与し た マ ウ ス にお い て低下 じ

てい る免疫能を回復させ , コ ル ヒ チ ン処 理 した マ ウス や N Z B / N Z W F l 系 ( B

W F l) マ ウ ス の様に免疫機能が冗進状態 にある場合に は抑制作用 を示す こ とか ら ､

免疫調節剤で あ る こ と が認め られて い る(52 , 53) ｡ 作用機序 と して 機能低下 して い

るサ ブレ ッ サ ー

T 細胞を正常化する作用が ある(54) , L M S 及び C C A の 免疫抑制

作用に関して の 報告姓 な い ｡

以上 の こ とか ら､ C Y は免疫抑制作用の み ､ L M S 及び C C Å は免疫調節作用 の

みを有す る化合物で ある こ とが文献的に判明 した ｡ これ ら の対照衰とP A の 免疫薬

理学的作用を比 較検討し ､ P A の 抗リ ウ マ チ作用 の解 明を行 っ た ｡

C 玉3

1
c 五言

- C ニ C 三 - C 0 O 三

.
I !
S F _ Ⅳ E 2

T h e s tr u c tiJra l f o ( m u /a o r P A

第1 節 D -

.
ペ ニ シ ラ ミ ン の 自然 発症自己免疫疾患M R L / 1 系 マ ウ ス に対す る

作用 ( 免疫抑制作用)

M R L / l 系 マ ウ ス は , 自然発症自己免疫疾患 マ ウ ス で あり､ 高ガ ン マ グ o プ

リ ン 血症 , リ ウ マ チ因子, ク リオ グロ ブリ ン 血症, 免疫複合体 , リ ン パ 腫肥大,

肺腺, 関節炎, 糸球体腎炎等を併発し ､ 早期に死 亡する(55 , 56) ｡ 自然発症自己､
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免疫疾患 マ ウス として ､ M R L / 1 系 マ ウ ス の み が リウ マ チ因子を有して おり､

他の N Z B 系, B W F . , S L / N i 轟, P N 系 マ ウス に は リウ マ チ 因子が存在

しな い ことから,
一

ヒ トの R A に より近い と評価されて い る(57) ｡ M R L / 1 系 マ

ウス で の関節炎は四肢小関節 にみ られ､ 病理組織学的に は関節滑膜被覆細胞の増

殖, 線維芽細胞の 増殖 , フ ィ プリ ン の析出, バ ン ヌ ス 形成, 炎症性細胞浸潤等､

ヒ トの R A に類似 して い る関節炎を発症する(58) ｡ 従 っ て ､ 19 81年頃より M R L

/ 1 系 マ ウス は抗リ ウ マ チ剤 の薬効評価に用い られは じめて い る(5 9
-

64) ｡

免疫抑制剤で あ る C Y に つ い て 杜 Sh i r & ki ら(62 , 6 3) は M R L / 1 系 マ ウス で

延命効果, 蛋白尿 の減少,
l
) ン パ 腫の 抑制, 免疫複合体の 減少, 抗D N A 抗体の

減少を改め て おり ､ そ の作用機作は ポ リ ク ロ
ー ナ ル に活性化さゎた B 細胞及び異

常に冗過 した ヘ ル パ
ー T 細胞の 抑制に よる こ とを報告して い る ｡ S Ii t h ら(6 1) 紘

M R L / l 系 マ ウ ス で延命効果 を認め , 腎炎 ･ リ
.
ン パ 腰 ･ 肺腫 ･ 関節炎の 発症を

抑制し､ そ の 作用模作は ヘ ル パ
ー T 細胞機能をも つ L y t - 1

＋

T 細胞を抑制し,

細胞の 親戚を正常に回復して い る こ とに よ ると報告して い る｡

D - ペ ニ シ ラ ミ ン ( P A ) の M R L / l 系 マ ウ スきこ対する作用 と してT oi y o n e n

ら(60) 紘 , 延命効果 , 蛋白尿 , B U N に対し では効果はない が､ 肺腺 ･ リ ン パ節

重 量 ･ 末櫓白血球数の 減少及び I g M 型 リ ウ マ チ 因子の 減少を改め て い る ｡

A c k e r l a n ら
L
(64) は ､ P A がリ ン パ 腫を抑制せ ず､ 延命効果は示さず病理組械学的

検索で も腎臓, 関節炎に つ い て改善作用は改めて い な い が ､ 抗D N A 抗体やI a

G 型及び I g M 型リ ウ マ チ因子を減少す る こ とを認 め て い る｡

C C A に つ い て は安倍(6 5) が M R L / 1 系 マ ウ ス を 1 群 7 - 10 匹 , 8 過令 から

20 過令まで 1 週 間に 3 回線□投与し､ 対照群と薬物投与群とを比較 して い る｡ 後

肢の ひ きずり､ 耳介の出血巣, 腹水貯留及び リ ン パ 腫の 発症を触知 した臨床的症

状観葉及び腎臓と関節と の 病理組織学的解析とに よ り, C C A に抑制効果を改め

て い 肴｡ しか しな が ら, 陽性対照群を設けてお らず､ 臨床所見と病理組織学的所
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見とい う主観が入りやす い 評価方法をと っ て い る ことか ら､ C C A の抑制効果に

つ い て奨間視され て い る ｡ 事実､ 後で 嘩べ るように今回の 実敦で 杜 C C A に抑制

効果を改め て い な い ｡

L M S に つ い て はM R L / 1 系 マ ウ ス で の検討杜報告されて い な い ｡

以上 の こ とから, 免疫抑制剤C Y に つ い て は明確な痛態の 改善効果が ある こ と

が判る ｡ 免疫調節剤C C A 及び L M S に つ い て は報告が少なく効果が 明確 で は な

い ｡ 従 っ て , 免疫調節剤の M R L / 1 系 マ ウ ス に対す る作用を明らか にす る目的

と､ P A の 免疫薬理学的作用の解明の た め ､ 本実敦を行 っ た ｡

I . 実挨材料及 び実鞍方法

( 卜1) 東泉動物

5 過令, M R L / l 系♯性マ ウ ス ( J a ck s o n 研究所) を l 群 7 - 10 匹 , 床

敷き飼育して用い た ｡ 飼育期間中､ 固型飼料 ( オ リ エ ン タ ル酵母社製M F )

及び水は 自由に摂取させ た ｡

( 卜2) 薬 物

P A ( 大正製薬) , L M S ( Si g 1 8 社) , C Y ( 塩野義製薬) , C C A

( 大正製薬) を用い た｡ P A , L M S は 蒸留水で C Y は生理食塩液で溶解し､

C C ･

A は 5 % ア ラ ビ ア ゴ ム 水溶液に懸濁した ｡ P Å ( 1 0 , 100 書g/ k g) , C C A

(3 0 ■g/k g) , L M S (1 0 ■g/ k g) は週 3 回線口授与した ｡ C Y (10 1 g/k g) 比過

1 固腹腔内投与した｡

( 卜3) リ ウ マ チ 因子の 測定法

リウ マ チ 因子は 1 g G の F c フラ グメ ン トに存在す る抗原決定基に対す る

抗体で ある｡ I g G ク ラ ス の リ ウ マ チ因子の 測定 は T z ui と Ei s e n b e r g の 刀

法に準じて 行 っ た( 66) ｡ 即ち , マ ウス F c フ ラ グメ ン ト (J a ck s o n 免疫研究

所) 1 FL g/ tbI 溶液 を室温 で 1 時間, T r a n sf e r a b l e s o lid ph a s e ( T S P ,

-
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恥n c 社) と i n e u b a t i o n して吸着させ た ｡ T S P は T 甘e e n 20 含有リ ン 酸生

理食塩液 ( P B S -

T w e e n. 20) で 3 固洗浄後､ 室温で 1 時間, 1 % 牛血清

81b u 且i n 含有P B S ( B S Å - P B S ) と i n c ub a t i o n して安定化させ た ｡

安定化した T S P は室温 で 1 時間, 0 . 15 M 2 -

h e r C a P t O e t h & n ol
一

合 l % B S

A - P B S - T y e e n 2 0 で希釈 した2 0倍抗血清と i n c u
'
b at i o n した ｡ P B S -

T y e e n 20 で洗浄後, T S P は a lk a li n e ph o s ph a t a s e 結合羊 F ( ab)
2
抗体と

室温で l 時間 J
'

n c u b at i o n した｡ T S P は P B S
-

T y e e n 20 で 5 回洗浄後､

p
-

n i t r o p h e n y l ph o s p h a t e 含 0 . 0 1M d i e t h a n o l a ■i n e b uff e r ( p H 9 . 8) と

i n Q u
`
b a t i o n した ｡ 反応は 0 . 25N N aPH で停止させ ､ t M u n O r e a d e r (NJ

-

200 0 ,

日本イ ン タ ー メ ッ ド社) で 吸光度 40 5 n ) を測定した ｡

( 卜4) 病理組頼学的検査

摘出した腎汝及び 四肢関節は Li ll i e の 10 % 凍衝 f o r l al i n 瀬で固定後,

常法に従い ､ p a r a ff i n 切片に よ るH .E . 染色及び E r a s t i c a M a s s o n t r i c h r o 一e

染色を行 っ た ｡ さ ら に 腎臓 に つ い て は ､ 沈着物, 毛細血管等 の観葉の た め

P e ri odi c a ci d
-

s c hi ff ( P A S ) 染色も行 っ た ｡ 各様本は光顕下で観梅学的

観葉を行 っ た ｡ 観葉に あた っ ては ､ 宵月削こ つ いて は糸球体に注目し､ 1 例に

つ き20個 の糸球体を対象と した ｡ 糸球体の分葉化 , 半月体 の 形成 , ボ
ー

マ ン

糞との 癒着及び フ ィ プ') ノイ ド壊死等を発症頗度と 0 - 10 0 まで の 発症程度

とで喪価した ｡ 四肢関節 は表層細胞の 増殖 , 過形成等の関節滑膜変化及び関

節軟骨 ･ 骨の 変化を発症頻度と0 - 24 まで の発症程度とで評価した ｡-

( 卜5) 統計処理

実戦結果 の 統計学的有意性の 検定はい ずれも s t ud e n t
'

s I
-

t e s t に よ り行

っ た ｡ 生存日数中央値
′

( h ed i a b S u r Y i y a l t i l e : N ST) は制癌剤の標準法に

より算出した ( 4 9) ｡

-

8
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2 . 実敦結果

(2
-

1) D - ペ ニ シ ラ ミ ン とサイ ク ロ フ ォ ス フ ァ マ イ ドの 延命効果

P A と C Y を マ ウ ス の 6 過 令カ1
.

ら4 2 ･6 過令 (d a y 298) まで , P A は週 3 国

縫口授与し, C Y は過 1 回腹腔内投与して延命効果を調べ た｡ その結果 ､ 対

J

照群の M S T は 197 . 3 日 ､ P A の 1 00 1 g/ k g 投与群は 2 98 日 ､ C Y の M S T

娃 > 29 8 日で ､ 延命効果 が認め られ た ｡ P A の 10 1 g/ k g 投与群は 20 1 日で効

果が謎 められな か っ た ｡ P A の マ ウ ス , ラ ッ トにお ける最適 の薬効量 は 100

1 g/k g で あり, p A は最適 の 薬効主 に おい て C Y と同様に マ ウ ス の延命効果

を示 した ( Fi g . 1 . T ab l e ､
1) ｡

て皇-

2) D - ペ ニ シ ラ ミ ン とサイ ク ロ フ * ス フ ァ マ イ ドの 免疫パ ラ メ ー タ ー に対

す る作用

P A 及び C Y を 6
■

過令から18 . l 過卓 ( d a y 127) まで投与し, 延命効果を調

べ た ｡ P A は週 3 回軽口投与し､ C Y は過 1 固腹腔内投与したふ さらに実敦

最終日 に舷 ､ 生存 して い る マ ウ ス を殺し, 肺臓を揖出 し､ 重量測定を行い ､

腹腔全細胞数及び腹腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ数を測定した ｡ 蛋白尿 は A lb u s t i x

(A l e S 社) で 測定し､ 蛋白尿が ＋ ＋(10 0 1 g /d l)
.
以上を陽性 と判断した ｡ リ ウ

マ チ因子は t z ui と Ei s e ＋b e r g の 方法(66) に準じて 測定した ｡ 腎旗 , 前肢,

後肢は10 % 中性ホ ル マ リ ン 液で 固定 し ､ 病理組織学的検討を行 っ た ｡ P A 石ま

肺腫を抑制し ､ 腹腔細胞数や リ ウ マ チ因子を有意 に抑制した ｡ C Y は肺腰を

抑制傾向, 腹腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ数や T) ウ マ チ 因子を有意に 抑制し た｡ 蛋白尿

は い ずれの 群でも認め られ なか っ た ｡ 病理組織学的検査で は対照群で の 腎 ･

関節の 変化は わず かで あ っ
､
た ので , 薬物効果は認め られ なか っ た(T a bl e 2) ｡

予備拭放で は ある が, P A を21 週間投与し , 2 7過 令に殺して病理組織学的

検査を行 っ た ｡ 対照群で は 腎臓の 増殖性変化及び血管係蹄 の 肥厚の発症頻度

はとも に9 3 % , 発症程度は 3l . 8 及び 18 . 6 で あ っ た｡ 糸球体の分葉化 , フ

ィ プ リノ イ ド壊死 , ボ ー マ ン 頚と の 癒着, 半月体の 形成の 発症頻度は1 3 - 20

-
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MS T a n d % o f C o n t r ol i n P A - t r e a t e d
} C Y - t r e a t e d a n d C o n t r ol m i c e .

G r o u p D o s e ( m g ノk g)

C o n【roI

PÅ

P A

C Y

1 0

1 0 0

1 0

M S T % o f C o n t r ol

1 9 ア
.
3 1 ∞

2 0 1 .0 1 0 1
.9

2 9 & 0 1 5 l
.
0

> 2 9 8 .0 > 1 5 1 .0
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% , 発症程度は 2 . 6 - 8 . 8 で あ っ た ｡ 糸球体硬化の 発症頻度は 6 % , 発症程

度は 5 . 8 で あ っ た ｡ 関節に つ い て は滑膜で の表層細胞の増殖の 発症頻度は89

% , 発症程度は 0 . 7 で あり､ 関節軟骨や骨の破壊は わずか で あ っ た ｡ P A は

これ ら の病変変化に対 して作用を示さな か っ た ｡

以上 の 結果より ､ P A は C Y と同様に免疫 パ ラ メ
ー タ ー を改善す る作用の

ある こ と が判 っ た ｡ 同時に行 っ た柄理組織学的検索で 時､ マ ウス の 発症が軽

度で 薬物効果を判定で きなか っ た ｡ 予試敦で2 7過 令まで投与したLt こ ろ , 対

照群 に病理学的に凝症が 観葉された が ､ P A の作用は認められない こ とが 判

っ た ｡

(2
-

3) C C A , レ バ ミ ゾ
- ル , サイ ク ロ フ ォ ス フ ァ マ イL ド の 免疫 パ ラ メ - タ

ー

タ ー に対する作用

C C A , L M
.

S 及び C Y を 6 適合か ら 27 ･ 6 適 合 (d a y 19 3) まで投与し､

死亡数を測定 した ｡ C C A , L M S は過 3 国縫□投与し ､ C Y は過 1 回腹腔

内投与した ｡ 実験の 最終日 に生存して い る マ ウ ス を殺 し､ 肺放 , 腎巌, 胸腺,

厳寓リ ン パ 節を摘出して 重量を測定し た ､ 血中尿素窒素呈 ( B U N ) は自動

分析装置 ( C L
-

12 , 島津製作所) で 測定 した ｡ リ ウ マ チ因子の測定と病理

組織学的検査も あわせ て行 っ た ｡

そ の結果 ､ 対照群, C C A , L M S 及びC Y 投与群 の生存率は各々80 , 4 0 ,

3 0 , 89 % で あ っ た ｡ M S T は各々 > 1 93 , 1 77 . 3 , 1 87 , > 193 日で あ っ た ｡

c c A 及び L M S は延命効果を示さなか っ た ｡ C Y は肺腺 , リ ン パ 腫を抑制

した が ､ 他の 薬物は効果 が なか っ た ｡ また ､ 胸
●

腺重量, 腎臓重量に対して 効

果の あ る轟物は なか っ た ｡ C Y 古まB U N , 7) ウ マ チ因子を抑制す る傾向が あ

っ たが ､ C C A , L M S に は効果はな か っ た (T ab l e 3) ｡

病理組織学的検査で は対照群の 腎臓で は ､ 増殖性変化や血管係蹄 の肥厚の

発症頻度は各々 91 , 89 % で あり ､ 発症程度は 3 4 . 1 , 18 . 3 で あ っ た ｡ 糸球体

の 分薬化, フ ィ プリノ イ ド壊死 , ボ
ー

マ ン 我と の癒着, 半月体の 形成め頻度

- 1 3 -



冨含蓄§
O O O O

＋(
'

＋( 1 ･1 1 ･T

葛琵琶写
0 0 ⊂〉 ⊂)

-

.

tb o r
EO LE) O e V

＋t 十t ＋t ＋l
q ) tL l t O †

芯 笥■悪 罵

●

●

巴
r

3 望 宍
′

＋1 十1 ＋l ＋t

品 訣 ,e
o '

N
N - - -

●

C O l ヽ C つ - ･
･

O l t O
t
r ”

くつ マ ･ -
N

＋l ＋f ＋I ＋1

至芸S 冨

i:
ED

ロI

⊂〉

ー

ロl

∈

ロゝ

∈

∈
一=

l√I

達筆
q

⊂)

○

■ ■ -

喜喜
一
■

4 J

てJ

0

⊂

J =

C L

∈
> ヽ

ど
EO

)く

く

> ヽ

4)
>

U
4)

C 1

∽

一〉
■ ■

●
■
■
■

O
o

.

V

C L
■

l⊃

⊂
rO

LO

⊂⊃

a
V

a

付

0
ヽ. _

C

O
U

I I

J =

ど
O
ヽ -
■
-

⊂
q)
-

4 )
■ - I

て〉

> ■

t=

=
?
【:

. ?
∽

●

●

●

●

●

一つ N N ▼
ト← 1r ｢ r r )

＋I ＋l ＋I ＋l

呂空軍寧
f

●

●

勇
･

E5 莞撃
＋1 ＋l ＋1 ＋l

琵琶§喜

0
.

く⊃
tつ トー ト■ r ?
ロ〉 ト■ CO O I
-

- - ■■l一
･

∧ <

O ⊂〉 く⊃

S 書芸S

r
r
) C〉 O r ?
～ ” ” LL l

巾 N ＋1
.

～
ト ー

.
～ C O

g 品専g

一
-

R 望 望 ,

0
-

u
S喜買6

-

1 4
-

}
'

ED
'

E >

O
-

㌔

1コl

∈

tコI

∈

亡
4)

O

a

∽

^

毎.昔
-

害毒誓
∽

一

口

i
_

'

芯
EZ)

一 ‾ ■

■ ■l ■■■

絹ヽ
■ ■■

a

コ

0
-

O

S!
'

■
-

ゝ

電
亡
O

q)

.S2

∈
q:
J

CE

ミ
▲⊆

ヒ
q J
ヽ ■

qJ

〔
rB
ヽ _

C8

CL
一q
こ】

･き
管
t =

Q

ゝ
くJ

b
⊂
q

望
J

岩
U
ヽ _

O
t q
ヽ
●

u

蓋
M

Q)
● -

J 3
也
ト



は19 - 4 2 % ､ 発症程度は 5 . 8 - 12 . 4 で あ っ た ｡ 糸球体硬化の 発症頻度は1 0 % ､

発症程度は 8 . 4 で あ っ た ｡ こ れ らの病変の 発症頻度と発症程度は C Y に より

改善され た｡ C C A や L M S は効果を示さなか っ た ｡ 関節に お い て は ､ 滑膜

での 表層
.
細胞の 増殖の 発症頻度と発症程度は5 0 % , 0 . 7 で あ っ た ｡ 関節軟骨

や骨の破壊 削まとん どの マ ウ ス に組め られな か っ た ｡ これ ら の変化は C Y で

は 改善された が ､ 他の 薬物で は効果が なか っ た ｡ 以上 の こ とか ら, 免疫調節

剤で ある C C A 及 び L M S に は M R L / l 系 マ ウ ス に対 して改善作用は認め

られな か っ た ｡ C Y は 改善作用 を示 した ｡

3 ｡ 考 案

M R L / 1 系 マ ウス は 自然発症自己免疫疾患 マ ウ ス で ､ 発症す る関節炎が ヒ

ト の R A に似て l? る こ と か ら ､ 抗
1) ウ マ チ剤の評価 に用い られて い る(3 1 , 32) ｡

M R L / 1 系 マ ウ ス の 自己免疫疾患は免疫抑制剤で ある C Y ( 6 卜63) で 改善す

る こ とが報告 されて い る が ､ P A , C C A , L M S 等に つ い て は報告が 少な

い ｡ 従 っ て , 抗リ ウ マ チ剤の作用 メ カ ニ ズ ム を明らかに する ため に､ これら の

薬物の M R L / l 系 マ ウ ス に対す る作用を検討した ｡ そ の結果 ､ ① P A は M

R L / l 系 マ ウ ス に対 して延命効果を示 した ｡ ② P A は肺腺 , 腹腔細胞数の

増加, リウ マ チ因子の出現 を抑制した が ､ 病理組織学的検査でi丸 腎放や関節

病変に対して効果は認め られな か っ た｡ ⑧ C C A , L M S は い ずれ の 免疫 パ

ラ メ ー タ ー に対 して効果が なか っ た ｡ ㊨
T
c y はす べ て の 免疫パ ラ メ ー タ ー を

改善し､ 延命効果を示 した ｡ ②と④は A c k e m a n ら(6 4) , T o i y o n e n ら(6 0) ,

S A it h ら(6 1) , Sh i r ak i ら(6 2 , 63) の報告と
一

致 して い る｡ A c k e r l a n らは P A

が リ ウ マ チ因子の 出現を抑制す る こ と, しか し病理組織学的に 娃効果がな か っ

た こ と を報告して い る ｡ T oi v o n e n ら は P A に よ る肺腺及び白血球数の抑制作用

奄認めて い る ｡ ⑧に関 して は C C A に M R L / l 系 マ ウ ス の 延命作用が ある こ

とが報告され て い るが ､ 追試はで きな か っ た ｡ ①に つ い て は､ こ の 報告が初め

- t 5
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てで ある;

今回の 実放で は ､ P A は勝腫や腹腔細胞数の 増加 を抑制 し , M R L / 1 系 マ

ウ ス に対 して 発症抑制作用を示した ｡ M R L / l 系 マ ウス にお い て 姓 マ ク ロ フ

ァ
ー ジ ,

･

ヘ ル パ ー
･ T 細胞 の機能の 元進(6 8) , ヰプレ ッ サ ー T 細胞 の機能の低下

(68) , I L
- 2 産生能やI L

- 2 反応能の減少( 68) , I L
- 3 や I L -

4 産生

能の増加(69) , γ
-

イ ン タ
ー フ ェ ロ

.

ン の 減少(7 0) 等が知られて い る ｡ これ らは

M R L / 1 系 マ ウ ス で の 異常な ポ
'
) ク ロ

ー

ナ ル B 細胞活性化(7 1 , 72) や異常 な

自己抗体産生 の 現象(73) と結び付い て い る と思われ る｡ P A は プラ
ー ク形成細

働 ( P F C ) の実鞍にお い て S R B C に対し高感受性で ある C 3 H / H e 系 マ

ウス に長期間経口投与 した場合, 抑制作用を示して い る(7 4) ｡ そ の抑制作用の

メ カ ニ ズ ム 検討の た め ､ 肺臓細胞移入実験を行っ た とこ ろ､ 正常マ ウ ス 肺臓細

胞の移入に よりP A の抑由効果 は解除された が ､ P A 処理 マ ウ ス 鮮鹿細胞を正

常 マ ウ ス に移入しても変化は認 められな か っ た ｡ 従 っ て , P A の 抑制作用8まサ

ブレ ッ サ ー 細胞 の発現 を介した もの で はな く､,
ヘ ル パ

ー 細胞系 ( ヘ ル パ
ー T 細

胞, マ ク ロ フ ァ
ー ジ) の 機能抑制に よ るも の で あると考えられて い る ｡ こ の こ

とか らM R L / l 系 マ ウス に お い て も､ P A は ヘ ル パ
ー 細胞系の 機能を抑制し ､

これが 1) ウ マ チ因子の 減少と結び つ い て い る こ とが示唆された ｡ 又 ､
ヘ ル パ

ー

細胞系以外 で もサ ブレ ッ サ
ー

T 細胞 , B 細胞等､ 他の細胞 へ の 抑制効果も考え

られる ｡ P A は長期投与及び高用量投与に より, 他 の 免疫抑制剤と同様に ､ こ

れ ら細胞の 機能を抑制し､ B 細胞か らの 異常な抗体産生 を抑制 し､ M R L / I

系 マ ウス に対して抑制効果を示 した の で はな い か と考えて い る｡ P A の免疫抑

制作用に つ い て は､ 以前に Al t h a n ら(75) は マ ウ ス の抗体産生系に お い て ヒ ト

血清ア ル ブミ ン 感作の 1 日前より隔日に筋肉内投与す る と抑制作用が憩め られ

た と報告 して い る ｡ S c h u h a Ch e r ら(76) は N M R I 系 マ ウ ス に P A 5 . 5 t g / 匹を

抗原感作前に連日も しくは 隔日で腹腔内も しくは皮下投与す ると抗体 産生抑制

作用が認め られた こと を報告して い る ｡ 今回の 実験で ､ M R L / l 系 マ ウ ス に

- 1 6 -



おい て ､ 免疫学的パ ラ メ
ー

タ
ー の 改善及び延命効果を示した ため , 他 の 研究者

と同様にP A に 免疫抑制作用の ある こ とを認 めた ｡ しか し｡ 第 2 節で示す よう

に ､ P A に免疫抑制作用以外 に免疫調節作用も同時に併有 して い る こ とを認 め

てお り､ こ の こ と に つ い て は今まで に報告は な い ｡

以上 の結果 より､ P A は 自然発症自己免疫疾患M R L / l 系 マ ウス にお い て

他の 免疫調節剤 と異なり , 免疫学的パ ラ メ
ー タ ー の 改善及び延愈効果を示 した ｡

こ の作用 は P A の免疫抑制作用 に よ る こ とが示唆された ｡

4 .､ 小 括

P A の 抗リ ウ マ チ作用 の免疫薬理学的解明の た め､､ 眉然発症自己免疫疾患
に

対す る P A の 抑制効果 をM R L / 1 系 マ ウ ス で検討した ｡ 近年､ M R L / 1 系

マ ウ ス が血清学的及び病理学的に ヒ トの R A に類似する関節炎を発症す る こ と

か ら ､ 抗リ ウ マ チ剤の 薬効評価 に用い られは じめ て い る｡ P A と免疫抑制剤は

M R L / l 系 マ ウス で延命効果があり, 勝腫の 抑制, 腹腔細胞数の減少, リ ウ

マ チ因子の 減少等の 抑制作用を示した ｡ L M S , C C A の ような 免疫調節剤に

は効果は認められ なか っ た ｡ P A は
'

M R L / l 系 マ ウ ス で抑制作用を示し､ 免

疫抑制作用 を有す る ことが判 っ
･

た ｡
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第2 節 D
- ペ ニ シ ラ ミ ン の ラ ッ ト タイ プⅡ コ ラ ー ゲ ン 関節炎に対す る作用 ( 免疫

調節作用)

第Ⅰ章第l 節 の M R L / 1 系 マ ウ ス に対す る検討に お い て P A は C Y と同様に

免疫抑制作用の ある こ とが 判っ た ｡ 第1 章第 2 節で は ラ ッ ト タイ プⅡ コ ラ
ー

ゲ ン

関節炎 ( C A ) に 対する作用を検討し ､
‾
p A の作用メ カ ニ ズ ム の解明を行 っ た ｡

本モ デル は197 7 年に T r e n th a J ら(7 7 . 78) に よ り確立された比較的新しい モ デ ル

で ､ F r e u n d
'

s i n c o 叩I e t e adJ u y a n t ( F I c 九) と タイ プⅡ コ ラ
ー ゲ ン と の

e 一ul s i o n を背部皮内に注射する こ とに よ り関節炎を発症す る｡ C A は R Å と同様

に進行性,L 増殖性の 関節痛変で あり､ パ ン ヌ ス 形成が盗 めらYt
.i 清勝に フ ィ プリ

ン
, 免疫 グロ プ

T
) ン , 耕体等の沈着があ る こ と等､ 病理観梅学的に R A に類似し

てい る こ と ､ さらに コ ラ ー ゲ ン 関節炎発症ラ ッ トに抗Ⅱ型 コ ラ
ー ゲ ン 抗体 が認 め

られ､ 自己免疫 の 関与如明確で あ る(7 9) こ とか ら ､ 抗リ ウ マ チ剤の 薬効評価系と

して用い られて い る｡ 病理組織学的検索で は ､ 関節に おい て発症から24 時間以内

に滑膜の浮腰とそこ ヘ の 単核球及び僅か な好中球 の浸潤が 認め られ る｡ こ の 後階

では血管壁の 壊死 あるい は軟骨 の 破壊は お こ っ て い な い ｡ 炎症 が さらに進行す る

と､ 滑膜細胞及び線推芽細胞の増殖とそれ に伴う滑膜の 肥厚, 嫁維化が認め られ

る｡ これが パ ン ヌ ス とな っ て 軟骨さらに軟骨下の 骨に侵入 し ､ 骨 破壊を行っ て い

る像が観葉され る｡

本モ デ ル に お ける抗リ ウ マ チ 剤a) 効果は抗炎症剤で あ るイ ン ドメ サ シ ン( 80
-

83) ,

フ ェ ニ ル ブタ ゾン( 80) , イ ソ キ シ カ ム(80) , ア ス ピリ ン (81) , フ ェ ノ ブ ロ ブ ェ ン

( 83) 等で は明確な 足浮腫抑制作用を示す ｡ 免疫抑制剤で ある C Y (80 , 83 , 84) , ハ

イ ド ロ コ
ー

チ ゾ ン(80 , 84) , ヂキサ メ サ ゾン (8 1 , 8 7) , プ レ ド ニ ソ ロ ン(8 3) で ほ

足浮腫抑制作用が認 め られ る｡ 免疫調節剤として L M S は悪化( 83 , 84) , 抑制(8 3) ,

無作用(81 , 8 3) と 作用が
- 一

定 して い な い ｡ 金我剤で あ る オ
ー ラノ フ ィ ン は悪化

(70) , オ ー

ロ チ オ グル コ ー ス で は悪化(83) , 撫作用(80 , 8 3) , オ
ー ロ チ オ マ レ イ
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レ イ トでは 無作用(8 6) と同様 に 一 定 して い な い ｡ P A は悪化(8 1) , 抑制( 82) , 無

作用(8 0
-

8 3 , 8 5 , 8 7) と各研究者に より及び そ の実教
-

B 法, 事物投与ス ケ ジ ュ
ー ル

により結果 が様々 で ある ｡ C C A に つ い て 娃報告が な い ｡ 従 っ て ､ C A に お ける
`

各種薬剤の効果を明確にす る目的とP A の免疫薬理学的作用 を解明する ため ､ .

C
'

A ラ ッ トに P A 投与を行い ､ 後肢浮腫量 , 免疫学的パ ラメ
ー タ

ー ( タイプⅡ コ ラ

ー ゲ ン に対す る抗体価, 皮膚反応) , L e uk ot ri e n e a . ( L T B ヰ) 産生量 , 及び肺

臓細胞の C o n A 刺激幼若化反応 ( L T R ) で の
3 H - T d R の取 り込み 量 に対

す る作用を調 べ ､ 免疫抑制剤及び免疫調節剤の 作用と比較検討し た ｡

1 . 美食材料及び実験方法

( 卜1) 実鼓動物

8 - 9 週令, L e wi s ( L E W ) 系及び S p r a g u e D a yl y ( S D ) 系堆性ラ ッ

トを 1 群 8 - 1 0 匹 , 水洗ケ ー ジ飼育 して用 い た ｡ 飼育期間中､ 固型飼料及び

水泳自由に摂取 させ た ｡

( 卜2) 薫 物

p A , L M S 及び C Y は蒸留水に溶解した ｡ イ ン ドメ サ シ ン ( l M , シ グ

マ 社) , プ レ ド ニ ゾロ ン ( P N , シ グ マ 社) は 5 % ア ラ ビ ア ゴ ム 水溶液 に懸

濁 した ｡ オ ー ロ チ オ マ レ イ ト ( A T M , 塩野義製薬) は生理食塩水に溶解 し

た ｡ A T M は 皮下投与 し他の葉物は軽口投与した ｡

( I
-

3) コ ラ ー ゲ ン

タイ プⅡ コ ラ ー ゲ ン ( 0 .P, % 牛タイ プⅡ コ ラ
ー ゲ ン 0 . 0 5 M酢酸溶液) は コ

ラ ー ゲ ン 技術研究会 か ら人手した ｡

( 卜4) 免疫ス ケ ジ ー

& ル

o . 3 % タ イ プⅢ コ ラ
ー

ゲ ン 柄液を 0 . 1N 酢酸溶液で 0 . 2 % に希釈 し ､ 等爵

- 1 9 -



の F I C A を加 えて15 分間ホモ ジ ナイ ザ
-

( P o l y t r o n , Ki n e R a t i c a 社) で横

枠し e 机1 s i o n を調製 した ｡ それ ぞれ の ラ ッ トに 0 . 5 1 g の コ ラ
ー

ゲ ン を含む

0 . らll e l ul si o n を皮内投与 した ｡ 後肢浮腫量は プ レ ス モ グラ フ ( 室町機械)

を用い て測定した｡

( 卜5) 凝集抗体価

抗コ ラ
ー ゲ ン 抗体価 は､ g l u t a r a ld e h y d e で 固定 しコ ラ

ー ゲ ン で感作 した

感作赤血球を用い た受身凝集反応で行 っ た ｡ 赤血球の固定の仕方柱A y r a 書e a S

ら の方法 ( 8 8) で 行 っ た｡ 0 . O IM リ ン 酸生理食塩液で希釈した 4 % 羊赤血球

ヽ

( S R B C ) 懸濁液へ 向量の コ ラ ー ゲ ン 溶液(2 00 JL g/ Il) を加え た後､ 2 .5

% gl u t 8 r a ld e h y d e を加え , 溶液を室温で 2 時間 i n c u b 8 ti o n した ｡ 感作赤

血球は 0 . 0 1 M リ ン 酸生理食塩液で 3 回洗浄後､ 0 . 1M gl y ci n e 援衝液( pH 7
_

. 2)

で希釈 し､ 4 ℃ , 1 晩静直した ｡ 感作赤血坪は1 % ラ ッ ト正常血清含 0 . 0 1M

リ ン 酸生理食塩液に懸濁し, 被検血清は56 ℃ . 3 0 分非働化して用い た ｡

( 卜6) 遅延型反応 ( D T H )

タイ プⅡ コ ラ ー ゲ ン に対する D T H は コ ラ ー ゲ ン感作後, 5 - 6 週目の ラ

ッ トの 耳舟で行 っ た ｡ 50 1 g の タイ プⅡ コ ラ ー ゲ ン をラ ッ トの 左耳 に皮内投与

し､ 右耳 に は対照 と して 0 . 01 M リ ン 酸生理食塩瀬の み を授与し た｡ 24 時間後

に耳 の 7 = 片を パ ン チ で打ち抜い て重量測定を行い , 左耳と右耳との 重量 の

差を浮腫量と した ｡

( 卜7) L T B 4 産生 ′

腹腔多形核白血球は12 % c a s ei n ･ N a ( 和光純薬) を腹腔内投与して1 6 - 18

暗闘 剛 こ採取した ｡ 細胞は H a n k s
'

b al a n c ed s a l t s o l u t i o n ( H a S S ,

Gib c o 社) で 8 回洗浄後､ E a g l e
'

s bi n i h u ■ e s s e n ti al A e d i u Jt ( M E N ,

Gi b c o 社) で懸濁した ｡ 細胞懸 濁液(2 . 5 q l) は37 ℃ , 5 分加温後, 最終浪度

10 〟 M に な る ように c a L c i u
,
” i o n o p h o r e A2 31 87 (C a l bi o ch e b 社) lo 〟t 肴
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添加して さらに 5 分間 i n c u b a t i o n した ｡ I n c ub 8 t i o n 後､ 試験管を氷冷下

にお き､ 反応を停止させ ､ 15 00 r p 上 で 5 分間遠'eih した ｡ 上清 を採取 し､
-

90

℃ に保存した ｡

(I
- 8) 逆層高速液体ク ロ マ ト グ ラフ ィ ー ( R P

- H P L C )

サ ン プル の 精製及び分析 はH P L C (T r i R o t 8 r
-

V l , 日本光電) を用い て

行 っ た ｡ 溶出は メ タ ノ ー ル : 水 : 酢酸 (6 0 : 40 : 0 . 1 , V/ V , pH 7 . 2) で凍

速 l 九1/ n i n で行 っ た ｡ 溶離液は 280 n 札で 測定した ｡ 合成L T B 4 ( フナ コ シ

薬品) は棲品として用 い た ｡

( 卜9) リ ン パ 球幼君化反応 ( L T R )

無菌条件下に B D F l 系 マ ウス の 肺臓を摘出 し, 冷R P M I
- 164 0培地を

入れた シ ャ ー レ 内で c el l t e a s e r に より組織 を技 ぐして細胞浮遊液を得た ｡

シ T) コ ン ガ - ゼ で 洩過 して組頼片を除き､ F i c ol 卜u r o g r a fi n液で分離し洗浄

後､ 再度 R P M 卜 164 0 培 に浮遊させ , 細胞数を 4 ×10
6
個/ tl に調製した｡

1

T) ン パ 球の 培養に は, 10 % F C S ( Fl o y 社) 加P R M I
- 164 0 培地に p e ni c i

-

ll i n lOO 単位/一l , s t r e p t o } y c i n lO O JL g/ Al 及び L
-

gl u t a JLi n e 2 1 M を加えて

用い ､ U 底 の マ イ ク ロ ウ ェ ル プレ
ー

ト(C o ok e社) の 各 y e l l に 細 胞 浮遊瀬50

5

i l l (2 ×1 0 個/ y el l) , C o n A ( Si g l a社) 0 . 2 F E g/ 50 LL l 及び各漉度の薬

物液 10 0 〟 l を添加した ｡ 5 % 炭酸ガ ス 培養器中で48 時間培養後､
3 H - T d

R (5 . 0 C i/ 岬, A n e r sh a h 如 o . 25 LL Ci を加え , さ らに22 時間培養した ｡ 培

養後､ 細胞を g l a s s fi b e r G F/ A (Yh a ttL a n 社) 上 に集め , 液体シ ン チ レ
- シ

ぎ ン カ ウ ン タ ー に より取り込まれ た
3
H

-

T d R 屋を測定した ｡

( 卜10) 統計処 理

実験結果の 統計学的有意性の 検定は い ずれも s t ud e n t
'

s 卜t e s t に よ り行

っ た ｡
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2 . 東泉結果

(2 - I) L e wi s ( L E W ) 系 ラ ッ ト タイ プⅡ コ ラ
ー

ゲ ン 関節炎 ( C A ) 予防試験

にお ける薬物効果

L E W 系ラ ッ トを d a y O に タイ プIl コ ラ
ー

ゲ ン で 感作を行い ､ P A , L M

S , l M , C Y , P N 及び A T M を d a y O か ら d a y 37 まで 薬物投与した ｡

Fi g . 2 に示 した ように ､ P A や A T M 投与 ラ ッ トの後肢浮腫量は対照群 よ り

-

も増加し, I M やP N 投与ラ ッ ト の後肢浮腫量 は対照群よりも減少して い た ｡

L M S 投与 ラ ッ トで は実放で後半の み増加作用を示した ｡ C Y 投与は 浮腰量

i羊対 して は効果を示さなか っ た ｡ P A は他の 免疫調節剤と同様に浮腫呈の増

加作用を示し ､ 免疫抑制剤で あ るP N や C Y の 効果とは異 な っ た ｡

(2
-

2) L E W 系 ラ ッ C A 治療試敦にお ける薬物効果

L E W 系ラ ッ トを d a y O に タイ プⅡ コ ラ
ー

ゲ ン で感作した ｡ d a y 21 に同

じ浮腫量 ( 1 . 0 6 土J) .2 8 1 l , 平均士標準偏差) にな るように グル
ー ピ ン グを行

っ た ｡ P A , L M S , I M , C Y 及び A T M を d 8 y 21 か ら d 8 y 4 2 まで薬

物投与し た ｡ Fi g . 3 に示 した ように ､ 後肢浮腰量は A T M 投与群で増加す る

が ､ I M 投与群で は全期間を通 して抑制を示 した ｡ P A 及び L M S 投与群 は

わずか に促進作用を示した｡ C Y 投与は後肢浮腰 量に対して 比作用を示さな

か っ た ｡ P A , L M S 投与の 治療試故に対する効果は予防試験 に対す る効果

よりも弱か っ た ｡ P A は治療試 掛 こお い ても他の 免疫調節剤と 同様に程度 は

弱い が促進作用 を示 した ｡

(2 - 3) S D 系 ラ ッ ト C A 予防試故に お ける薬物効果

S D 系ラ ッ トは タイ プII コ ラ
ー ゲ ン で d a y O に感作を行 っ た ｡ 薬物 は d a y

o から d a y 24 まで連日投与した｡ Fi g . 4 に示した ように P A , A T M 及び

L M S 投与は 浮腫量を増加した ｡ しか し､ I M 投与は 浮僻蔓を抑制した ｡ P
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sig nifi c a ntly diR e re n t f r o m t h e c o
nt rol ( 0

- - - - ･ や) at p < 0 ･0 5

a n d p < 0 .0 1
,
re s p e c tiv ely ･
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L E W ra ts w ith e s t a b[盲s h e d C A 一e si o n s : 1 00 m g / k g of P A ( △
- -

｢ △).

1 0 m g / k g of L M S ( … ) , 3 m g /k g of l M ( ▲⊥ -

｢ ▲) , a n d

1 m g /k g of C Y ( = ) w e r e a d m i nis te r e d p . o . a n d 1 0 m g / k g of

A T M ( ●
- ●) w a s a d m i niste r e d s ･ c .

- d aily fr o m d a y 2
.
i t o d ay 4 2 ･

I

.

● ★

sjg nifi c a ntly d ih e r e n t frd m th e c o n tr o[ ( O
･ - - ･ - べ⊃) at p < 0 .0 5

ah d p < 0 .0 1
.
r e s p e c tiv e一y .

- 2 4 -



′
■
ヽ

iヽ
■
■■

ら

を
つ

○
>

t5

∈
○

てコ

ti)

2 . 0

喜
･ ･oi
T

0
,
1 1 1 4 1 8 2 0 2 5

(d 一 y )

Fi g . 4
'

E 斤e cts o f d r u g s o n th e o e d e m a v olu m e s o f f o o t p 早d s ”
:
'

′

S D r a ts with d e v el o pi n g C冬Ie si o n s : 1 0 0 m g / k g of P A (△
-

-

→生) .

1 0 m g /kg of L M S ･( … ) , a n d 3 m g/k g of l M ( ▲ - ▲) h e r e

a d m i ni st e r e d p . o . a n d 1 0 m g / k g of A T M ( ●
- ●) w a s a d m i nis -

t e r e d s . c . d aily f r o m d ay 9 t o d a y 2 4 .

I

.

● ◆

Si g nifi c a ntly di斤e r e n t fr o m t h e c o ntr ol (○ - - - 0 ) at p < 0 .0 5

a n d p < 0 .Ol . r e s p e cti v e ly .
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A 投与に よ る浮腫量 の 促進効果は A T M 及び L M S 投与よりも強か っ た ｡

(2
-

4) S D 系ラ ッ ト C A 治療試験に おける薬物効果

S D 系ラ ッ トを d a y O に タイ プⅡ コ ラ ー

ゲ ン で感作した ｡ d a y 2 1 に同 じ

浮腫呈 ( I . 58 ±0 . 5 4 1 1 , 平均±棲準偏差) にな る ように 5 群にわけた ｡

薬物は d a y 2 0 か ら d 8 y 4 5 まで投与し た ｡ F i g . 5 に示した ように ､ 全期

間を通して A T M 投与群で 悪化が I M 投与群で抑制が見られた ｡ P Å投与群

やL M S 投与群は実敦 の 後半の みで 浮腫量 の 悪化を示 した ｡ P A は他の免疫

調節剤と同様に浮腫量 の 悪化作用を示す こ と が判 っ た ｡

(2
-

5) C A 炎症 ラ ッ トに お ける抗タイ プⅡ コ ラ ｢ ゲ ン 凝集抗体 ( H A ) 価に対

す る薬物作用

F i g . 2 及び F i g . 3 で抗 タイ プⅡ コ ラ ー ゲ ン H A 抗体価を測定 した ｡ 採血 は

d a y 3 6 もしくは d a y 43 に行 っ た?

Fi g . 2 で の対照群の H A 抗体価は d a y 36 で36 ±3 . 9 ( 平均土壌準偏差)

で あ っ た ｡ P A , L M S , I M 及びP N 投与群の H A 抗体価は 各々4 1 ±15 . 0 ,

6 1 ±16 . 8 , 4 6 . 7 ±11 . 0 , 32 ±5 . 6 で あり､ 対照群との 間に有意差は見られ な

か っ た ｡ A T M 及び C Y 投与群で の H A 抗体価は 5 ±0 . 7 , l l . 4 士2 . 2 で対

照群 の H A 抗体価 よりも有意に低下 して い た (F i g . 6) ｡

F i g . 3 で の 対照群の H A 抗体価は4 8 士14 . 4 (d a y 43) で あ っ た ｡ P A ,

L M S , A T M , I M 及び C Y 投与群 の H A 抗体価は各々6 8 士14 . l , 48 ±

17 . 5 , 了0 . 9 ±38 . 6 , 34 . 7 士9 . 6 , 4 5 . 7 ±6 . 5 で対照群の H A 抗体価と の 間に

有意差は 見られなか っ た ( Fi g . 6) ｡ 従 っ て 薬物効果は H Å抗体価と の 間に相

関性が な い こ とが判 っ た ｡

(2
1

6) C A 発症 ラ ッ トに お け るタイ プⅡ コ ラ
ー ゲ ン に対す る遅延型ア レ ル ギ

ー

反応 ( D T H ) で の薬物作用

- 2 6 -
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F ig . 5 E H e ct s of d r u g s o n th e o e d e r n a v ol u m e s o f f o ot p a d s i n

S D r ats w ith e st a b
.

1i s h e d e A 7 e si o n s : 1 0 0 h g / kg of P A (△ ｢
-

｢ △) .

1 0 m g / k g of L M S ( … ) , a n d 3･ m g/ k g of J M ( ▲
- ▲) w 守r e

a d m i nis te re d
'

p . o .
a n d 1 0 m g/ k g of A T M (●

- ●) w a s a d m i ni s -

te r e d s .c . d ai[y fr o m d a y 2 0 t o d ay 4 5 .

I

.

=

s ig nifi c a ntly d 桁e re nt f r o m th e
-

c o ntr ol ( O
- - - ･ - ･ つ) at p < 0 ･0 5

a n d p < 0 .0 1
,
r e s p e ctiv ely .

I
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1 0

C crT b d

P Å

L M S

ÅT M

( ”

C Y

P N

H A tit e r

( d a y 3 6)

5 0 1 0

( d a y 4 3)

5 0
.
1 0 0

Fi g . 6 E 粕 ct s of
1

.d r u g s o n th e H A tit re t o ty p e ]1 c o)1 ag e n i n C A

r at s . LE W r at s w e r e i m m u n iz e d w ith ty p e lt c oll a g e n i n FJ C A o n d a y

0 a n d ble d f r o m t h e o rbit al si n u s o n d a y 3 6 a n d d ay 4 3

A nti c otl a g e n a n tib o dy litr e of C A ra ts w a s m e a s u r ed b y

th e p a s s iv e m i c r o h a e m a g gT uti n atio n a畠s ay I n v ol vi n g gl ut a r ald e
･

h yd e fi x a ti o n o f S R B C s e n sitiz e d w ith c o]t ag e n .

' '

S
.

Jg nifi c a ntly d 肺e r e ntfr o m th e c o ntr ol at p < 0 .0 1 .

- 2 8 -



Fi g . 1 及び Fi g . 2 で タイ プⅡ コ ラ ー ゲ ン に対す る D T H へ の 薬物の作用を

検討した ｡

F i g . 2 で は実験最終日 に耳介に タイプ Ⅱ コ ラ ー ゲ ン を皮内投与して D T H

を誘発させ た ｡ 24 時間後に耳の 7 m m 片 をパ ン チ で打ち抜い て重量測定を行い ､

左耳と右耳と の 重量 の差 を浮腫量 と した ｡ タイ プⅡ コ ラ ー ゲ ン で感作し た対

照群の ラ ッ トの耳 の浮腫量 は5 2 . 3 ±7 . 6
'

h g で あ っ た ｡ P A , L M S , A T M ,

I M 及び P N 投与群ラ ッ トの 浮腫量は 10l . 7 ±6 . 3 , 8 3 . 3 ±5 . 6 , 76 . 3 士5 .

4 , 7 4 . 2 ±5 . 6 及び 82 . 4 士4 . 山g で い ずれも対照群 よりも有意 に増加 して

い た ｡ C Y 投与群で は67 . 9 士3 . 9 H g で対照群と の 間に有意差は見られな か っ

た ( Fi g . 7) ｡

F i g . 3 で は い ずれ の薬物投与群と対照群と の 間 にも耳 の 浮腰量に つ い て 有

意差は認 め られな か っ た ｡ 薬物の 効果は D T H と の 間 に相観閲係が な い こ と

が判 っ た ｡

( 2 -

7) 腹腔多形核白血球数及び L e u k o t ri e n e B 4( L T B 4) 産生 に対す る薬物作

用

Fi g . 5 で実験最終日に ラ ッ トに c a s ei n
-

N a を腹腔内投与して誘導されて く

る腹腔多形核白血球数及 び c a l c i u l i o n o ph o r e A 23 18 7 で 刺激 した L T B 4

産生能に つ い て検討 した ｡

タイ プⅡ コ ラ ー ゲ ン で感作し た C A 発症 ラ ッ ト の 全細胞数は3 . 42 ±0 . 4 5

( 平均±標準偏差) ×1 0
8
個､ 正常ラ ッ トで は2 . 28 ±0 . 18 ×10

8
個 で あ っ た ｡

正常ラ ッ トの 全細胞数杜著 しく対照群よりも少なか っ た ｡ P A , L M S , A

T M , I M 投与群で は3 . 0 9 ±O1 . 26 ×10
8
個, 3 . 30 士0 . 2 0 ×10

8
個, 3 . lo 主

o .2 6 ×1 0
8
個 , 3 . 09 士0 . 2 2 ×1 0

8
個で対照群 と較ペ て 有意差が なか っ た ｡ C

A 発症 ラ ッ トで の腹腔多形核白血球 の 産生す る L T 8 ｡ 量に つ い て も対照群

と薬物投与群 と の 聞に差は見られな か っ た (Fi g . 8) ｡

-

2 9
-
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C etl c o u n t s % of C c nt r ot ( ら )

5 0 1 0 0
( % )

C o n t r o l

N o r m al

P Å

しM S

ÅT M

l M

5 0 1 0 0 く% )

L T B 4 p T O d u c ti o n % c f C o nt r o( ( ⊂コ)

F ig . 8 E 触ct s o f d r u g s o n th e n u m b e r o f p e rito n e al p oly m o r
-

p hd n
'

u cl e a r n e utr o p hil s a n d L T B 4 S y nth e si s . S D r ats w e r e i m m u -

niz e d w ith ty p e II c oII a g e n i n FI C A o n d a y 0 . O n d a y 2 6 . r at s w e r e

i nJ
.

e Ct e d i ･p I W it h c a s e i n
. A 托e r 1 6 t o 1 8 h . r a ts w e re kitle d a n d th e

P e{It O n e al c e n s w e r e obt ai n e d a n d c o u n t e d ･
T h e a m o u nt o f L T B 4

S y nth e si s fr o m th e c e]ls s ti m ul a t e d w ith A 2 3 1 8 7 w a s m e a s u r e d b y

H P L C .

I

Sig nifi c a n t一y diffe r e nt fr o m th e c o ntr ol at p < 0 .0 5 .

-
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以上 の こ と から , 薬物は全腹腔細胞数やL T B 4 産生 と の 間に相関関係 を

示さな い こ と が判 っ た｡

(2
-

8) C A 発症ラ ッ ト及び正常 ラ ッ トに お ける C o n c a n 8 Y a li n A( C o n A ) 演

導リ ン パ 球助若化反応 ( L T R ) に対す る D
- ペ ニ シ ラ ミ ン , レ バ

.

ミ ゾ

- ル , オ
- ロ チ オ マ レ ー ト及びイ ン ドメ サ シ ン の作用

p A を正常ラ ッ ト肺臓細胞に添加す る と 0 . 3 - 10 FL g/ 1 l で C o n A 誘導 L

T R の D N A 合成を促進した が ､ 3 0 iL g/ JLl で は P A は抑制作用を示した ｡ C

A 発症 ラ
'
ッ トに お い て は P A を培養液中に添加す ると 0 . S 〟 g/ hl で は効果は

な
､

い が ､ 1
- 3 0 〟 g/ 1l で はC o n A 誘導L T R を抑制した (F i g . 9 8) ｡

L
I
M S を正常ラ ッ ト肺胞細胞に添加す ると 0 . 3 - 3 fL g/ hl で は C o n A 誘

導L T R の D N Å合成を促進した が ､ 30 J L g/ i l で は抑制した ｡ C A 発症ラ ッ

ト僻見細胞に お い て は L M S を 0 . 3 JL g/ Il の 添加で は作用が な い が 1
- 30

〟 g/ 11 で は 抑制作用を示した (Fi g . 9 b) ｡

A T M を正常 ラ ッ ト肺浪細胞に添加す ると ､ 0 . 3 , 1 FL g/ 1l で は C o n A 誘

導 L T R の D N A 合成を促進 した が ､ 10 , 3 0 〟 g/ Il で は反応を抑制した ｡ C

A 発症ラ ッ ト僻見細胞に お い て は 0 . 3 JL g/ 1 1 で は効果はな い が ､ 1 - 30 FL g/

■l で は抑制作用 を示した (F i g . 9 c) ｡

I M を正常及び C A 発症ラ ッ ト肺臓細胞 に添加す ると 0 . 3
- 3 JL g/ 1 1 で は

効果が なか っ た が ､ 10 ,
.

30 〟 g/ 11 で は C o n A 誘導L T R を抑制した (Fi g ･

9d) ｡

以上 の結果 か ら, P A , L M S , A T M の免疫調節剤は正常ラ ッ ト肺臓紳

L 胞 の C o h A 誘導 L T R を低浪度で促進す るが ､ C A 発症ラ ッ トの C o n A

L T R で は 抑制する こ とが 判 っ た ｡
一 方､ 抗炎症剤で あるI M で は正常ラ ッ

ト肺臓細胞及び C A 発症 ラ ッ ト肺臓細胞 の C o n A 誘導 L T R に対して低濃

度で作用 に差が認め られなか っ た ｡ C o n A 誘導 L T R で 比 サ ブレ ッ サ
ー

T

- 3 2 -
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r e p r e s e nt % o f c o n tro lf o rfi v e d u pli c a te c ult u r e s .

I

.

● ●

Sig nifi c a ntly d
'

IH e r e nt fr o m e a c h c o ntr ol (0 トg / T nt) at p < 0 ･0 5

i n d p < 0 .0 1 . r e s p e c tiv e一y .

-
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細胞が誘導され る こ とか ら､ C A 発症ラ ッ トに お い て免疫調節剤はサ ブレ ッ

サ
ー T 細胞の 誘導を抑制して い る こ と が判 っ た ｡

3 . 考 案

p A の 作用模作を調 べ る目的で ､ ラ ッ ト C A に対す る効果を検討し､ 免疫抑

制剤及び免疫調節剤と比較した ｡ C A に お い て は後肢浮腫量, 免疫学的
パ ラ メ

ー

タ
ー

, 腹腔多形核白血球か ら の L T B . 産生 , 肺臓細胞の C o n Å刺激 L T

R に対す る作用を調べ た｡ そ の 結果 ､ P A , L M S , A T M な ど の免疫調節剤

はL E W 系 , S D 系ラ ッ ト C A の 予防及び治療実故に おい て促進効果を示す こ

とが判 っ た ｡

c A は細胞性免疫, 液性免疫ともタイ プⅡ コ ラ
ー ゲ ン に対して活性化 して お

り(89 , 9日) ､ 感作 した肺臓細胞や リ ン パ 節細胞及びI g G 抗体に より C A が他

の ラ ッ トに移入 で きる(9 1) ｡ 従 っ て ､ C A に お ける薬物効果と後肢炎症 との 間

の 相互関係を明らか に する ため に､ タイ プⅡ コ ラ
ー ゲ ン に対す る抗体価 とD T

H に つ い て 検討 した ｡ しか しなが卑､ 炎症にお ける薬物効果 と タイ プⅡ
コ ラ ー

ゲ ン に対す る H Å抗体価及びD T H にお ける薬物効果との 間に は相関関係 は認

め られ なか ちた ｡

L T B . は白血球の ア ラ キ ドン 穀代謝で の リ ボキ シゲネ
ー

ス 産生物質で あり ､

炎症を促進 させる A e di a t o r(9 卜96) で ある ｡ L T B . は好中球や単球の 道連及

び冗進作用を有 し､ R A 患者や痛風患者の 関節液中 には高濃度に存在 し発症に

深く関係 し七い る( 97) ｡ さらに L T B . は種々 の 生体内刺激あるい はc al c i u 血
‾

i o n o p h o r e な ど中人工的刺激に より ､ 好中球や
マ ク ロ フ ァ

ー ジ等種々 の 細胞か

ら遊離す る｡ よ っ て C A 発症ラ ッ ト, 正常 ラ ッ ト で の腹腔多形核白血球数を測

定 し､ さら に c a l c i u 恥 i o n o ph o r e A 23 187 で刺激して L T B . 産生を起こ させ ､

産生量が冗進 して い るか どうか を測定 した ｡ そ の結果 ､ C A にお ける薬物効果

はL T B . 産生 や細胞数と の相関関係は な か っ た ｡ 正常ラ ッ トで は炎症を起こ
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してい な い た め細胞数 は C A 発症 ラ ッ ト よりも有意 に低下して い た ｡ しか し ､

腹腔か らで は なく､ 炎症部位か らの 白血球を用い た ら､ 違 う結果が得られ た可

能性も考え られ る｡ これ ら の 薬物効果 と後肢浮腰量 , H A 抗体価, D T H , 細

胞数, L T B 4 産生との 間に対して相関関係が認め られなか っ た た め､ 次にi n

vi t r o で 正常 ラ ッ トや C A 発症ラ ッ ト肺臓細胞の C o n A 誘導L T R に対す る

作用を検討 した ｡ そ の結果 ､ C A 発症 ラ ッ トの D N A 合成 ヘ の
3
什 T d R の取

り込み は正常ラ ッ ト よりも低か っ た｡ A A 発症 ラ ッ トの肺臓細胞(98) 及び R A

患者の 未相血 リ ン パ 球も T 細胞 m i t o g e n ヘ の反応性が低下して い る こ とが 知 ら

れてい る(99) ｡ P A , L M S , A T M は C A 発症ラ ッ ト肺臓細胞 の C o n A 刺

激L T R に お い て低濃度で 有意に反応を抑制す るの が判 っ た｡ しか し､ 正常ラ

ッ トで は反応を促進し た ｡ P A 単独で はリ ン パ球分裂の 刺敢活性ほな い こ とか

ら ､ 正常ラ ッ ト で の 促進作用は C o n A 刺激の 伝達増強した た め と思われ る｡

一 方､ C A 発症 ラ ッ トで は P A は肺臓細胞の C o n A 刺激L T R を抑制した ｡

動物美女モ デ ル に お い て 免疫抑制作用が ､ C o n A で 活性化され た胸腺の サ プ

レ ッ サ
ー 細胞に より誘導される こ と

.
が報告されて い る(10 0 -

10 4) ｡ 従 っ て ､ C

A 発症ラ ッ トの 肺臓細胞の C o n A 刺激L T R の抑制作用はサ ブレ ッ サ
ー T 細

胞数や活性を抑制して い る こ とが示唆され る ｡ P A の投与をした A A 発症ラ ッ

トでの血中濃度は数 〟g/ 1l で あ る こ と､ P A は血祭蛋白との 結合能が高い こ と

から､ こ の i n v i t r o で の 抑制作用は i n vi v o で も発現 して い る可能性が考 え

られる｡ P A , L
.
M S , A T M に よ るサ ブレ ッ サ ー T 細胞の抑制は ､ i n v i v o

で の 悪化作用を誘導 して い る こ とが 考えられる｡ R A 患者や S L E 患者で はサ

ブレ ッ サ ー T 細胞数 の減少が報告されて い る( 105
-

1 07) ｡ 又 ､ C A で の I M の

抗炎症作用は よ･く知 られて い る｡ I M は C A 発柾ラ ッ トで も正常ラ ッ トでも C

o n A に対する反応性には作用はな か っ た ｡ C Y 杜今岡､ 胸腺や腕骨 リ ン パ 節

垂畠を抑制し た が ､ 後肢浮腫最に 対して作用は改め られな か っ た ｡ こ れは投写

塾カミ低か っ た た め, 抗体産生や リ ン パ 球 の 活性化を抑制で きず､ 炎症を抑制で
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きなか っ た も の と 思われ た ｡

以上 の 結果 か ら､ P A はサ ブレ ッ サ ー T 細胞の誘導を抑制し､ ラ ッ ト C A を

悪化させ る こ と
･

が示唆され た ｡ こ の作用は L M S , A T M 等他の免疫調節剤と

同じで あり ､ 免疫抑制剤で ある C Y や P N とは異な る こ とが 判 っ た ｡ 一 般に免

疫調節剤は老齢(10 8) , 免疫抑制剤処理(1 09) , 胸腺摘出等で免疫機能の低下

した動物ある い は抗原 に対 して低感作動物の 免疫応答を賦活す る こ とが知られ

てい る｡ 抗原刺激の 程度, 動物種 , 系統, 性な どに関係する免疫機能の 状態に

応じて そ の作用が異なり , 又 ､ 投与量 に よ.

, ても そ の 結果 に複雑な影辛が出る

とい われて い る ｡ P A の 免疫調節作用に つ い て は ､ マ ウ ス I g E 抗体産生 で は

免疫機能が 正常な場合に は抑制作用が､ ス ト} ス負荷条件下で免疫機能が低下

した場合に は回復作用 が ある こ とが明らか に な っ て い る(11 0) ｡ また ､ P A は

L T R に対 して低濃度で促進作用を､ 高波度で抑制作用を示す( Il l) ｡ P F C

では感作抗原として S R B C を通常量で感作した場合に は P A で 抑制作用が ､

少量の感作の場合に は促進作用が認められて い る(I ll) ｡ ま た ､
一

般的に免疫

調節剤で認められ る S D 系ラ ッ トÅ A で の抑制作用(1 12) 及び L E W 系 ラ ッ ト

A A ( 113) で の 促進作用も報告 され でい る ｡ 現 在､ 免疫調節剤の 作用 点と し

て ､ ① サ ブレ ッ サ ー T 細胞を活性化す る ｡ ② マ ク ロ フ ァ
ー ジ

, 単球 の会食

活性を増強す る ｡ ⑨ ナ チ ュ ラ ル キ ラ
ー

( N t( ) 活性 を活性化す る ｡ ④ ヘ ル

パ ー T 細胞を抑制す る ｡ ⑥ 補体活性を抑制す る｡ ⑥ マ ク ロ フ ァ
ー ジ , 単球

の 遊走を抑制す る ｡ ⑦ 好申球の活性酵素遊離を抑制す る｡ ⑧ イ ン タ ー フ ェ

ロ ン を誘導す る｡ ⑨ コ ラゲ ナ ー ゼ やア ル カリ フ ォ ス フ ァ 夕 - ゼ の活性を抑制

する｡ ⑳ リ ウ マ チ因子を陰性化す る｡ ⑩ 変性γ - グ ロ ブリ ン の生成を抑制

する等が考えられて い る｡ 今回､ 新た に免疫調節剤の作用メ カ ニ ズ ム と して サ

ブ レ ッ サ ー T 細胞誘導抑制作用が放め られた ｡ コ ラ ー ゲ ン 感作に より刺激 され

転免疫系で は通常 ヘ ル パ ー 細胞及びサ ブレ ッ サ ー 細胞の 両細胞が 誘導されるが ､

P 充填卑ラ ッ トで はサ ブレ ッ サ ー 細胞の 紡導が抑制され ､ 相対的に ヘ ル パ ー 細

-
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胞の 活性が裁 くな る の で あ ろう ｡ そ の結果 ､ 抗原情報伝達が 促進 され､ リ ン パ

球の 分裂増殖が激 しくなり強い 免疫反応が誘導され る こ と に より ､ 関節炎の 発

症が促進 され るも の と考え られる｡ サ ブ レ ッ サ ー T 細胞誘導抑制作用は L E W

系ラ ッ ト A A で も認 められて い る(1l
･

3) が , この作用 は極め て 限られた条件下

で のみ発現す るも の と思われ る ｡ 即ち､ A A 促進作用 は L E W 系ラ ッ トのみ 認

められ､ S D 系 ラ ッ ト, Wi s t a r 系ラ ッ
.

トで は認めて い な い ｡ 又､ C A の 発症は

wi s t e r F u r th ( R T I
u
) . L E W ( R T I

l
) 及びD A ( R T I

a
) 系 ラ

ッ トで ほ ぼ 1 00 % の 発症が み られ るの に対して ､ M A X X ( R T I
n
) , L E

w ･ B 3 ( R T I
n V l
) , A u g u s t ( R T I

C
) 系で は感受性が低 く､ 全く関節

炎の 発症が認め られ な い こ とか ら ､ 主要組織清合性複合体 ( M
･

H C ) , R T I
t
'

の 遺伝子と密接な関係が ある(7 9) と考えられて い る ｡ ∵コ ラ ー ゲ ン に 対す る免疫

応答は M H C , R T I の遺伝子に支配されて い るた め ､ こ の 抗原に対 して反応

して発症 しな い 系は対応す る抗原 に特異的なサ ブレ ッ サ ー T 細胞が存在す る と

されて い る(1 14) ｡ こ の ように ､ 抗原 に対す る反応性 の強弱が サ ブレ ッ サ ー T

細胞の 活性の 強弱に よりされて い る
.

も の と考えられ る｡ 従 っ て ､ C A 発症を調

節するサ ブレ ッ サ ー

T 細胞溶性がL E W 系, S D 系ラ ッ トで は弱 い た め ､ P A

や他の 免疫調節剤の 作用を受 けやすく､ サ ブレ ッ サ ー T 細胞誘導抑制作用が認

められ た こ とが 考えられる ｡

P A が 臨床で は R A に 対して著明な改善効果を発揮するが ､ そ の 動物モ デル

で ある C A に対 して は悪化作用を示 した ｡ こ の こ と は P A 類似薬物の C A に お

ける作用をそ の まま臨床に外挿す る こ とが で きな い こ と を意味す ると とも に C

A が必ずしも R A の優れた モ デ ル で な い こ とを示唆する｡ C A で は 寛解と再発

の 繰り返 しが認 め られな い こ と､ 耳介の 炎症を除い て 関節以外 の 部位に炎症が

認め られな い こ と ､ コ ラ ー ゲ ン に対する以外の 免疫応 答､ 例えば リ ウ マ チ因子,

抗核抗体が 認め られな い な ど の相遠点 が報告されて い る(7 9) が ､ 本研究に よ り

薬物感受性に つ い て も大きな 適 い の ある こ とが 明らか に な っ た ｡ しか し ､ P A
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を始め L M S , A T M に より C A の 悪化作用が み られた
･

こ とか ら､ 同様の 活性

を有す る薬物時臨床に おい て R A の 改善作用を示す可能性が考え られ る｡

以上 の こ と か ら ､ P A は免疫抑制作用 の他､ 免疫調節作用も有して おり､ 両

作用が 抗リ ウ マ チ作用の 本体で あると考 えられた ｡

4 . 小 括･

P A はL T R , P F C , S D 系ラ ッ.ト A A , L E W 系ラ ッ ト A A 等で の挙動

から､ 免疫調節作用 の ある こ とが 報告 されて い る｡ 今回､ C A を用11 て P A の

効果を検討した ｡ その結果､ -P A は オ
ー

ロ チ オノ レ イ トや レ バ ミ ゾ - ル の よう

な他の免疫調節剤と同様に C A を悪化させ た ｡ r 免疫抑制剤は作用 が なt
'

i かまた
J

は抑制作用を示 し ､ P A と は作用が 異な っ て い た ｡ C A 発症 ラ ッ トを用い て 抗

タイ プⅡ コ ラ ー ゲ ン 抗体価 , 皮膚反応及 び ロ イ コ ト T) エ ン B
'

4( L T B 4) 産生臭

を測定したが ､ 薬物効果と の間に相関関係古ま認 め られ なか っ た ｡ P A な らび に

種々 の免疫調節剤はC A 発症ラ ッ トの肺臓細胞をC o n A で刺激した L T R に

おい て抑制作用を示 した た め ､ サ ブ レ ッ サ ー T 細胞の 誘導抑制作用が あ る こ と

が示唆され た ｡ 以上 の こ とか ら､ P Åは免疫抑制作用と免疫調節作用を有して

おり､ 両作用に よりP A の 抗リウ マ チ作用が 発揮され るも の と考え られた ｡

-
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第Ⅱ章 D
- ペ ニ シ ラ ミ ン の化学修飾に よ る免疫薬理学的特異性の 発現 ′

第Ⅰ章に述べ た様に ､ P A は免疫薬理学的効果と して 免疫抑制作用と免疫調節作

用を併有して い る ｡ P A ほ免疫薬理学的効果の 他に V i t a h i n 8 8 欠乏 , コ ラ
ー ゲ ン

頼推の成熟抑制, ア レ ル ギ
ー

の誘導な ど ､ 種々 の 蛋白質S H 基, ア ル デ ヒ ドと の 結

合に基づ く副作用を発現するふ よ っ て P A の単純な S H 基周辺 の構造 を修飾 ･ 複雑

化するこ とに よ り､ 機能蛋白質 へ の 結合性が増し ､ 免疫薬理学的作用 が より特異的

にな るこ と及び作用の増強を目的と して種 々の 化学修飾 を行っ た ｡ 作用発現 に必須

であるC O O H 基は残して親水性を保ち , 組織 へ の 移行を高めるた め フ ュ エ ル 基を
ヽ

導入した べ
.
ン ゾイ ル プロ ビオ ン 酸を基本構造と した｡ 又 ､ P A の 活性基で ある S H

】ヽ = ヽ

基を安定化す るため S A c 基 と して置換した ｡ S A c 基は体内で活性体に転換す る

ように した ｡ ベ ン ゾイ ル プロ ビオ ン 酸に お い て S A c 基 は カ ル ポキ シ ル 基か ら α ,

β, γ位 と位置を変えて そ の 免疫薬理学的効果を検討 した ｡ 一 般に ､ 置換位置を変

換し立体構造や串離などに変化を持た せ る と ､ 蛋白質 へ の 結合性が変わる こ とが知

られてい る ため で あ る｡ 第 1 節で は P A 関連化合物 の うちで カ ル ポ キ シ ル 基か ら α

侵またはβ位に S Å c 基を有す る化合物に つ い て ､ 第2 節で は γ位に S A c 基を有

する化合物に つ い て免疫薬理学的作用を換討した ｡

帝1 節 カル ポ キ シ ル基か らの α 位また は β位に S A c 基を有す る ベ ン ゾイ ル メ ル

カ プトプロ ピオ ン 酸誘導体の 免疫薬理学的作用 ( 免疫調節作用)

ベ ン ゾイ ル メ ル カ プト プロ ビオ ン 酸済導体の 免疫薬理学的作用を抗リ ウ マ チ剤

の薬効評価モ デ ル で あ る S D 系ラ ッ トア ジ エ バ ン ト関節炎 ( A A ) , L E W 系A

A , タイ プⅡ コ ラ ー ゲ ン 関節炎 ( C A ) , B W F l マ ウ ス及び M R L / l 系 マ ウ

スに対す る延命効果実験を用い て検討した ｡ さらに液体免疫に対す る作用の検討

-

4 0 -



の ため プラ
ー

ク形成細胞 ( P F C ) , I g E 抗体産生実敦を行 っ た ｡ 細胞性免疫

に対する作用の 検討の ため ､ 遅延型足虻反応 ( D T H ) を行 っ た ｡ リ ン パ 球機能

に対する作用の 検討 の た め リ ン パ 球幼若化反応 ( L T R ) を､ ライ ソ ゾ ー ム 酵素

遊軌こ対す る作用の 検討の た め 老齢M R L / l 系 マ ウ ス 腹腔 マ ク ロ フ ァ ー ジか ら

の 酔索道離抑制実放 を行 っ た ｡ 抗炎症作用の 検討の ため カ ラ ゲ ニ ン 足浮腫 ( C E )

に対す る作用を検討 した ｡

I . 実牧村料及び実敦 方法

(1
-

1) 実験動物
､

7 - 9 過令の S D 又は L E W 系雌性ラ ッ ト , 5 - 6 過 令の Wi s t 8 r 系放性

ラ ッ ト, 7
- 9 適合の B D F l 系又 は B al b/ c 系堆マ ウス , 5 過令の M R L

/ 1 系並性 マ ウス ( 日本チ ャ ー ル ス リ バ
ー 社) 及び 6 週令の B W F l 滋性 マ

ウス ( 動物繁殖研究所) を用い た ｡ ラ ッ トは水洗ケ ー ジで ､ マ ウ ス は床敷き

で第Ⅰ章と同様に飼育した ｡

( 卜2) 薬 物

ベ ン ゾイ ル メ ル カ プト プロ ピオ ン 酸誘導体は亀足ら の 方法( 115) で 合成し

た (T a bl e 4) ｡ C C A ( 大正製薬) , P A ( 大正製薬) , C Y ( 塩野義製薬) ,

イ ン ドメサ シ ン ( I M , Si g l a 社) , 6
- メ ル カ プト プリ ン ( 6

- M P , 武

田薬品) を用い た ｡ 1 n v i v o で は ベ ン ゾイ ル メ ル カプト プロ ビオ ン 酸誘導体 ,

C C A 及び 6 - M P は5 % ア ラ ビ ア ゴ ム 水溶液に懸濁 した ｡ P A , C Y 古ま蒸

留水や生理食塩瀬に溶解 した ｡ I n y it r o で 比 べ ン ゾイ ル メ ル カプト プロ ピオ

ン 酸誘尋体は エ タ ノ ー

ル に溶解後､ 培養液で希釈 した ｡ P A は培養液で溶解

した ｡

( 卜3) A A

S D 及び L E W 系ラ ッ トを用い た ｡ ア ジ ェ バ ン トは牛結核死菌 ( M .b u t y
-
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T a bl e 4 T h e s t r u c t u r a一 f o r m ul a s o f C o m p o u n d I - i - Ⅱ - 3
.

C O O H

＼ /
S A G

C o m p o u n d I x

1 H

2 4 - B r

3 4 - C l

C O O H

＼ /
S A G

C o m p o u n d Ⅱ X

. l ･ ･ H

2 4 - B r

3 4 - C H
3

-
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r i c u 屯) を流動 パ ラ フ ィ ン に 6fR g/ tRl の 洩度に懸濁 して調製し､ ラ ッ ト l 匹当

た り 0 . 1 Rl を尾部皮内に投 与した ｡ ラ ッ トは 3 週間に わ た っ て観葉した ｡ A

A の 評価は後肢浮腫量 ( 左右両後肢の足体積を低圧 ト ラ ン ス ジ ュ
ー

タ
- を備

えた プレ シ ス モ グラ フ に よ り測定 し､ d a y 2 1 と d a y O の後肢体積 の差を後肢

浮腫量とした) に よ っ た ｡

(l -

4) C A

第Ⅰ章第2 節と同様に作成した ｡

(1 - 5) B W F l マ ウ ス 腎炎 ,I M R L / 1 系 マ ウ ス

薬物投与を行い ､ 生存放と蛋白尿を測定 した ｡

( 卜6) P F C

B
I

D F l 系も しくは老齢 B al b/ c 系 マ ウ ス に 4 × 10
6
個の S R B C を尾静

脈内投与して感作 した｡ d a y 4 に マ ウ ス を屠殺 し ､ C u n ni n gh a l 良 S z e n b e r g

(116) の方法に従 っ て肺臓中の P F C 数を測定した ｡ 即ち, 肝臓摘出後､ 冷

R MI
-

164 0 培地を含む シ ャ ー

レ に入れ ､ c e ll t e a s e r により組織を経 ぐして細

胞浮逝液を得た ｡ シ リ コ ン ガ ー ゼ で減退 して組接片を除き ､ 2 回洗浄後､ 再

度 RPM 卜16 40 培地 に浮遊させ た ｡ こ の 細胞浮遊液 0 . 4 H l に ､ 4 0 % S R B C

( 1 ＋t 当た り 8 ×10
9
個) を 0 . 0 5 1 I と モ ル モ ッ ト補体 ( 高橋科学) 2 倍希

釈液 0 . 0 5 h l を加え ､ 混和後そ の 0 . l Ⅶl を C u n n i n gh a れ Ch a hb e r ( 高橋技研)

に注入した ｡ d h aJnb e r を パ ラ フ ィ ン で封人後､ 3 7
o

C の肺卵器申出1 時間培養

して ､ 出現す る プラ ー

ク数を測定し P F C 数と した ｡

B W F . マ ウ ス に 5 JL g
L

li p o p ol y s a c ch a ri d e ( L P S ) を腹腔内投与し ､

d a y 4 に P F C 数を測定 した ｡ L P S (1 Tb g/ 什1) を S R B C と 1 時間 , 3 7
o

C

で j n c ub a t i o n し､ 5 回洗浄後4 0 % L P S 結合 S R B C を調割した ｡

( 卜7) カ ラ ゲ ニ ン 足浮腫 ( C E )

- 4 3
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耶 s t a r 系鹿性ラ ッ ト の 左後肢足故皮下に 1 % c a r r a g e e n i n (S i g m a社) を注

射して浮腫を惹起 した ｡ そ の 後､ 3 時間目 , 5 時間日に後肢浮腫量 を プレ ス

モ グラ フに より測定 した ｡

( 卜8) D T H

D a y O に ､ B a lb / c 系 マ ウ ス の 右足 故に l X IO
8
個/ 20 〟l の S R B C ( 日

本生物材料 セ ン タ
ー

) を皮下注射して感作 した ｡ d a y 4 に 1 × 10
8
個 の S R

8 C を左足 鍍に皮下注射 して D T H を惹起 した ｡ 24 時間後､ 左足虻 の 厚み を

ノギ女を測定し､ 惹起前後に お ける厚み の 差をD T H の蒋槙 と した ｡

(1
-

9) I g E 抗体産生

B D F l 系雌性 マ ウ ス に卵白ア ル ブミ ン ( O A , 生化学工業) 1 iL g をa l u JX

血g ととも に腹腔内に投与して 愚作を行 っ た ｡ d a y 14 に経時的に眼高静脈

から マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト ( デ ィ ス ポ ー ザ ブル ピペ ッ ト , ヘ パ リ ン 処理 , 44 . 7 〟1 ,

Cl a y ad a I S 社) を用 い て採血 し､ 生理食塩液で 2 倍希釈と し､ 遠心分離して
l

得た 抗血 清を
-

2 0 ℃ に て 保存 し た ｡ ラ ッ ト受身皮膚ア ナ フ ィ ラ キ シ
ー 反応

( P C A ) は約3 0 カ所に抗 血清 0 . l l l を皮内投与し､ 4 時間放置後 ､ O A 4

1 g を含む 0 . 5 % エ バ ン ス ブル ー 生理食塩液 1 4 t を尾静脈に投与して行 っ た ｡

30 分後に挟殺し ､ 皮膚の 内側か ら青斑の直径を測定 し､ 5 m X 5 m 以上 を示

す抗血清 の 最大希釈倍数をも っ て I g E 抗体価と した ｡

( 卜10) L T R

第Ⅰ章節2 節と同様に行 っ た ｡

(l
-

ll) ライ ソ ゾ ー ム 酵素遊離

30 - 4 0過令の 老齢化M R L / 1 系 マ ウ ス 腹腔を p e ni c ill i n (1 00 U/ m l) ,

s t r e p t o m y c i n ( 100 F L g/ m l) , h e p a r i n (1 U/ 瓜1) 及び10 % 非働化 f e t a l c a l f

s e r u m (F CS) 含有 R P M I
-

1640 培地 で洗い 出した ｡ 遠心洗浄後, マ ク ロ フ

-
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ァ
- ジが 1 w e 11 あたり 5 ×1 0

5
個に な る ように分注 して37

｡

C , 5 % C O 2

炭酸ガ ス イ ン キ ュ ベ ー タ ー で2 4 時間培養し た ｡

a c id ph o s ph a t a s e の 測定 : 培養上宿申の 遊離酵素及び 0 . 1 % T ri t o n X

IOO 処 理 マ ク ロ フ ァ ー ジ内在性酵素は , 基質で あ る 24 n M p -

n i t r o ph e n y l

ph o s p h a t e 含有 0 . 2M a c e t a t e b uf f e r ( pH 5 . 0) と3 7 ℃ i n c ub & t i o n した ｡

30 分後 に 0 . 25 N 水酸ナ ト リウ ム で 反応を停止 させ ､ l = u n o r e ad e r で 吸光度

40 5 n h 及び 5 10 n JL を測定 した ｡

N
-

a
ト

C e t y l
-

β
-

D
-

g l u c o s a ni n id a s e の 測定 : 基質と して 24 d β
-

ni t r o ph e n y l

-

”
-

a c e t y 卜β
-

D
-

g l u c o s a 中i n id e 含有 0 . 1M c i t r a t e b uf f e r ( pH 4 . 2) を用い ､

a cid p h o s ph a t a s e の 場合と同様に測定した ｡

遊離酵素% は以下の 式で 計算した ｡

吸光度 4 05
-

5 10 ( 培養上清) n 1

吸光度 4 05
-

5 10 ( 培養上清＋細胞沈漣) n 一

X. lo o

( 卜12)統計処理 ･

統計処理 は S t u d e n t
'

s t
-

t e占t で 行 っ た｡ M S T は第Ⅰ章と 同様に算出 し

た ｡

2 . 実験結果

(2 - 1) S D 系ラ ッ ト ア ジ ェ バ ン ト関節炎 ( A A ) 予防試験 に お ける薬物効果

1 群10 - ll 匹の S D 系ラ ッ トを用い た ｡ ラ ッ トに牛結核死菌 を投与して A

A を誘導 した ｡ d a y O か ら d a y 2 0 まで ､ Ⅰ
-

1 , Ⅰ
-

2 , Ⅱ
-

1 , Ⅲ - 2

の3 0 m g/ k g , loo m 首/ k g 及び 30 0 m g /k g , I
-

3 , Ⅲ
-

3 及び P A の1007H g/ k g ,

C C A の 3 0 h g/ k g , C Y の I n g/ k g , 6 - M P の 3 m g /k g を連日経r] 投与t /

た｡ T ab l e 5 に示 した様に ､ Ⅰ
-

I , Ⅰ
- 2 , Ⅰ - 3 , Ⅲ -

1 , Ⅱ
- 2 , II

- 3 及 び C Y は対照群と 比 べ 足舵浮腫壷を抑制し た ｡ P A 関連化合物の 1 00

- 4 5 -



T ab一e 5 E fr e ct s o f d r u g s o n t h e e d e m a V Ol u m e s of f o o t p a d s i n r a t s w it h d e -

v el o p l n g a d3 u v a n t a r t h ri ti s ( A A) l e si o n s .

王x p . D ru g
D o s e 王d e m a y ol u m e

% o f CN o . ( m 与任g) o n d ay 2 1 , ( m l)

E x p . 1 . C o n t r ol 3 .6 4 ±0 . 2 4 1 0 0

Ⅰ-1 3 0 2 .8 1 ±0 . 2 5 7 7 . 2

l o o 3 .93 土0 _ 3 0 1 0 8 .0
3 0 0 2 . 1 2 ±0 . 3 5 ＋事 58 . 2

E x p . 2 . C o n t r ol 3 .65 ±0 . 6 0 1 0 0

Ⅰ-2 3 0 3 . 4 2 士0 . 2 9 9 3 . 7

1 0 0 . 2 .4 0 ±0
.
4 0 6 5 .8

3 0 0
' ' '

1 .6 5 ±0 . 3 8 ＋ 4 5 .
2

E x p . 3 . C o n t r ol 1 . 1 6 ±0 . 0 7 1 0 0

Ⅰ-3
′

1 0 0 0 . 7 0 ±0 . 0 9
*

6 0 .0

王x p . 4 . C o n t r ol 3 .6 5 士0 . 6 0 1 00

ⅠⅠ- 1 3 0 3 .1 8 ±0 . 5 7 8 7 .1

1 0 0 2 .
7 2 ±0 . 4 6 7 4 _ 5

3 L
1
0 1 .3 8 ±0 .4 5

* *
3 7 . 8

E x p . 5+ C o n t r ol / 3 . 6 5 ±0 .6 0
.
1 00

ⅠⅠ-2 3 0 3 . 1 9 ±0 _ 3 2 8 7 _ 4

1 0 0 1 .9 8 ±0 . 4 8 5 4 . 2

3 0 0 1 . 7 7 士0 . 4 3
事 事

4 8 . 5

王x p . 6 . C o n t r ol 3 . 3 7 士0 _ 4 9 1 00

Il -3 l o o 0 . 7 0 ±0 . 1 3 事 * 2 0 . 8

E x p . 7
. C o n t r ol 2 . 1 5 士0

.3 1 1 00

P A 1 0 0 1 .8 6 ±0 .3 5 8 6 .5

王x p . 8 . C o n t r ol 3 . 1 1 ±0 .2 9 1 0 0

C C Å S o
l

2 .9 6 ±0 . 3 4 9 5 . 2

C Y 1 1 . 90 ±0 . 4 0 ＋ ･6 4 . 0

6 - M P 3 2 . 2 4 ±0 . 3 7 7 2 . 0

R a t s w e r e i n o c u l a t e d wi th 0 . 6 m g o f M . b u t y n
'

c u m o n d a y 0 a n d d ru g s d v e n
p ･ o ･ d aily f r o m d a y 0 t o d ay 2 0 . D a t a r e p r e s e n t e d t h e m e a n ± S . ≡. f o r 1 0 t o
ll r a t s a n d % o f c o n t r o l ( C) .

' ･ ' '
Sig n ifi c a n t y diff e r e n t f r o m th e c o n t r ol at

P < O LO 5 a n d p < 0 ･ 0 1 , r e sp e cti v ely .

-
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吋/ k g 投与群の抑制効果は P A よ りも強か っ た｡ P A や 6
- M P は浮腫量を

抑制 したが ､ 有意差は なか っ た ｡ C C Åに効果は謎 められな か っ た ｡ 1 00 1 g/

k g の投与量 で はⅡ
⊥ 3 , 2 -

a c y lth i o A e t h y 卜3
-

(4 1 e t h y 卜b e n z o yl)
-

p r o pi o n i c

a ci d , は P A や P A 関連化合物 の中で 最も作用が 強か っ た ｡

以上 の こ とか ら, 新た に合成 した P A 関連化合物はS D 系ラ ッ ト A A を抑

制し､ その 抑制効果は P A よりも強い こ とが判明した ｡

(2
-

2) L E W 系ラ ッ ト A A 予防試 掛こお ける薬物効果

1 群 8 - 10 匹の L E W 系ラ ッ トを用い た ｡ ラ ッ トに牛結核死菌を投与 して

A A を誘導し た ｡ d a y O か ら d a y 20 まで ､ I
- 1 , Ⅰ 一 2 , Ⅱ - 3 , P A

の 10 0 1 g/ k g 及び C Y の 10 1 g/ k g を連日経 口投与した｡ F i g . 10 に示し た様

に, Ⅰ
- 1 , Ⅰ

- 2 , Ⅱ - 3 , P A 古ま浮腫量 を促進傾向又は促進 した ｡ C Y
J

は浮腫量を抑制した ｡ L E W 系ラ ッ トA A にお い て は免疫調節剤は浮腰量 を

促進す るが ､ 免疫抑制剤は抑制す る こ とが知られて い る｡ カル ポキ シ ル 基か

らの a 位ま たはβ位にS A c 基 を有する ベ ン ゾイ ル メ ル カプ トブロ ビオ ン 穀

誘導体は免疫調節作用を有す
･

る こ とが 示唆された ｡

(2
-

3) ラ ッ ト タイ プⅡ コ ラ
ー ゲ ン 関節炎 ( C A ) 治療試 掛こお ける薬物効果

D 8 y O に L E W 系ラ ッ トをタイ プⅡ コ ラ
ー ゲ ン で 感作 した ｡ d a y 20 に ラ ッ

ト8 - 10 匹ず つ ､ 4 群に分けた (I . 58 i O . 54 1 1 , 平均士標準偏差) Ⅱ
-

3 及

o
'

.
p A の 10 0 1 g /k g 及び I M の 3 h g/ k g を d a y 2 0 から d a y 45 まで 連日経

口投与した ｡ Fi g . 11 に示した様に ､ Ⅲ
- 3 と P A は実験期間の後半に足牡

浮腫量を増加した｡ Ⅱ
- 3 は P A よりも効果があ っ

.

た ｡ I M は全期間を通 じ

て浮腰量 を抑制 した ｡ 免疫調節作用を有す る化合物はC A に おい て , 浮腫豊

を増加す る こ とが知 られて い る｡ Ⅲ
- 3 に免疫調節作用の ある こ とが示唆さ

ねた｡
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w e r e di vid e d i n t o 4 g rワu p s . n ey W e r e t r e a t e d o r al ly
☆i 鵡
■
10 m 〆k g of II -3 a n d P A a n d 3 m g n (g of r M f r o m d a y 2 0 t o d a y 4 5 .

I

,

t '

S ig nifi c a n tly diff e r e n t fr o m c o n t r o l at p < 0 ･ 0 5 a n d p < 0 .
O l
,
r es p e cti y ely ･
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(2
-

4) N Z B / N Z W F I 素( B W F l) マ ウ ス に お ける延命効果

1 群 5 - 8 匹 , 10 - 1 1 過令の B W F l マ ウス を用い た ｡ 10 0 n g/k g Ⅱ
-

3 ,

p A 及び 3 0 h g/ k g C C A を週 3 回経口投与した ｡ lo n g/k g C Y は過 1 回腹腔

内投与した ｡ Fi g . 12 ( A )( B )( C ) に各々 P A と Ⅲ
- 3 , P A と C Y , C

c A の 延命曲線を示した ｡ ( A ) に おい て Ⅱ
-

3 の M S T は 2 59 ･ 5 日､ P A

は28 8 . 5 日 ､ 対照群 の それ は 23 l . 5 日で あ っ た ｡ Ⅱ
- 3 は生存日数をわ ずか

に延長した ｡ ( B ) に お い て P A , C Y の M S T は > 25 1 . 5 日 ､ 対照群で は

2 21 . 5 日で あ っ た ｡ ( C ) に お い て C C A を投与 した マ ウス で の M S T は

297 . 5 日 ､ 対照群で は 29 1 . 5 日で あ っ た ｡ C C A で は効果はみ られ なか っ た o

p A ,
_

.′C Y で は生存日数を延長し, 蛋白尿
の 出現を抑制し た｡ B W F l マ ウ

ス で 延命効果 を示す化合物は免疫抑制作用を有して い る｡ Ⅲ
-

3 は免疫抑制

作用を有さな い こ とが 示唆され た ｡

( 2 - 5) M R L / l 系 マ ウ ス に お ける延命効果

1 群 7 - 1 0 匹 , 6 過令 の M R L / l 系 マ ウ ス を用い た ｡ 10 , 1 00 h g/ k g Ⅱ
-

3 及び10 1 g/ k g C Y を投与した｡ Ⅲ
- 3 は週 3 国縫臼投与 し､ C Y は退 1 国

旗腔内投与した ｡ F i g . 13 に延命曲線を示した ｡ l o n g/ k g Ⅱ
-

3 の M S T は

187 . 3 日､ 10 0 n g/ k g Ⅱ
-

3 は 18 9 . 3 日 , 対照群は 197 .3 日で ､ Ⅱ
- 8 に延

命効果は認め られな か っ た ｡ C Y は > 2 43 日で 効果が み らゎ た ｡ M R L / I

系 マ ウ ス で 延命効果 を示す化合物は免疫抑制作用を有して い る ｡ Ⅱ
-

3 は免

疫抑制作用 を有さな い こ とが 示唆された ｡

(2 -

6) プラ ー

ク形成細胞 ( P F C ) に お ける薬物作用

l 群 5 - 8 匹の マ ウ ス を用い た ｡ B D F l 系 マ ウス 及び老齢 B 81 b/ c 系 マ

ウ ス に s ub o p t i 帆 1 d o s e の 4 ×1 0
6
個S R B C を尾静脈内に注射して感作 し

た｡
㌢

P W F . マ ウ ス は 5 〟 g L P S を腹腔内投与 して感作した ｡ 脚申
の P F

､
c 数はd a y 4 に測定した ｡ S R B C に対し て l o w r e s p o nd e r で あ る B D F l

- 4 9
-
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系マ ウ ス に Ⅱ - 8 , P A を d a y O に腹腔内投与した と ころ ､ 両案物とも10 Jn g

/k g で P F C 数が増加した (Fi g . 14A) ｡ 5 7 週令 B a lb/ C 系 マ ウス にⅡ
-

3 ,

P A を d 8 y O に腹腔内投与した と こ ろ ､ P F C 数は 100 1 g/ k g の Ⅱ
-

3 で有

意に増加 した が ､ 同量の P A で はわずか で あ ? た (Fi g ･ 1 4B) ｡ Ⅱ
- 3 及びP

A を d a y O に B W F l マ ウ ス に腹腔内政与す る と､ とも に P F C 数が減少し

た (F i g . 14 C) ｡

以上 の こ とか ら､ Ⅲ
-

3 は P A と向様 に B D F . 系 マ ウ ス や老 齢 B a lb/ a

系 マ ウ ス で免疫反応が低下 して い .る場合は 冗進 させ ､
一

方､ B W F l マ ウ ス

で免疫機能が 元進して い る場合は抑制す る こ と が判 っ た ｡

(2
-

7) リ ン パ 球幼若化反応 ( L T R ) に歩ける薬物作用

I i t o g e n 無添加条件下で はⅡ
- 3 及びP A はL T R に対し て作用を示さな

･

か っ た (Fi g . 15 A) ｡ C o n A ,添加条件下 セは ､ Ⅱ
- 3 で は10 JL g/ Il で ､ P A

は0 . 3 , 3 , 10 〟 g/ Il で D N A 合成の促進が み られ た ( Fi g . 15 8) ｡ L P S 添加条

件下で は Ⅱ - 3 で は 10 , 3 0 〟 g/ Il で ､ P A で は 0 . 3 - 3 〟 g/ 11 で D N A 合成

の促進が 認められた (F i g . 15C) ｡ 以上 の こ とか ら ､ Ⅱ
-

3 ほ P A と同様に リ

ン パ 球機能を促進する作用の ある こ と が判 っ た ｡

(2
-

8) カラゲ ニ ン 後肢浮腫 ( C E ) にお ける葉物作用

l 群 5 - 6 匹の 耶 s t a r 系建性ラ ッ トに 1 % c a r r 8 g e e n i n を注射して浮腰

をお こ した ｡
`
1 00 h g/ k g の Ⅰ - 1 , Ⅲ

- 2 , Ⅱ
-

3 , P A を経口投与 した ｡

対照群で の 後肢浮腫量 は 0 時間で0 . 99 ±0 .0 仙l ( 平均士標準偏差) , 3 時間

で l . 75 ±0 . 0 7 hl , 5 時間で 1 . 69 ±0 . 08 hl で あ っ た ｡ こ れらの 薬物 は C E

に対して効果姑 なか っ た ｡ P A と同様に これ ら の P A 関連化合物に は抗炎症

作用が なく､
L
従 っ て ､ 抗 リウ マ チ作用は抗炎症作用に依る の で はな く免疫系

を介 tJ た作用で ある こ とが示唆された ｡

-

5 2
-
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(2
- 9) 遅延型ア レ ル ギ

ー ( D T H ) に お ける薬物作用

8 ? l b/ c 系 マ ウ ス を感作し反応を惹起 した ｡ 薬物ほ d a y
O か ら d a y 3 ま で経

口投与した ｡ T a bl e 6 に示した ように ､ 100 t g/ k g P A は S R B C に対す る

D T H を抑制 した ｡ Ⅰ
-

1 , Ⅱ
-

1 , Ⅱ
- 3 , Ⅰ

- 2 及び C C A は D T H に

対して効果 を示さな か っ た ｡ 3 0 1 g/k g C Y 古まD T H を促進 した が ､ 50 耶/ k g

で は D T H を抑制した ｡ P A 関連化合物は細胞性免疫に対 して は作用 の な い

こ とが示唆され た ｡

(2
-

10) I g E 抗体産生 に お ける薬物作用

ヽ

1 群 8 匹の B a lb/ c 系 マ ウ ス をO A と a h 川 で感作し た ｡ Ⅱ
- 3 , P A 盈

び C Y を d a y O に腹腔内投与 した ｡ Ⅱ
- 8 及び P A は作用がな か っ た｡ C Y

姑 1 25 1 g/ k g で有意 に反応を抑制した (F i g . 16) ｡

(2
-

l l) 老齢M R L / l 系 マ ウス の 腹腔マ ク ロ フ ァ
ー ジか らの ライ ソ ゾ

ー

ム 酔素

達離に 対す る作用
I

10 , 30 JL g/ ■l の Ⅱ
-

3 は老齢 M R L / l 系 マ ウ ス 腹腔 マ ク ロ フ ァ
ー ジか ら

の ライ ソ ゾ ー ム 酵素即ち ､ a cid ph o s ph 8 t 8 S e や N
-

a c e t y 卜β
-

D
-

g l u c o s 8 1i n i

d a s e の 遊離を抑制した (T ab l e 7) ｡

p A は 3 - 30 FL g / 一l で遊離を抑制した ｡ C C A は酵素 の 遊離に対 して作用

を示さなか っ た ｡ L M S は連離を抑制した が有意差は な か っ た ｡ 若齢 M R
L

/ l 系 マ ウ ス で は ライ ソ ゾ
ー ム 酵素の 遊離は起 こ らなか っ た た め ､ 老化に伴

い マ ク ロ フ ァ
ー ジ機能が異常と なり, P A と Ⅱ

-

3 に は マ ク ロ フ ァ
ー ジ機能

を是正す る作用の ある こ とが判i' た ｡

8 . 考 案

免疫薬理学的作用が より特異的に な る こ と を目的と して P A 関連化合物を合

成し ､ そ の 免疫薬理学的効果を調べ P A の 作用と比較し た o P A は免疫抑制作

-

5 5 -



Tab一e 6 £ffe ct s of d ru g s o n d el a y e d ty p e h y p e rt e n si ti yi ty ( D T H ) t o S R B C i n
m l L

'

e .

E x p .

N o .
D r u 名

D o s e ･

(r n 各化g)

I n c r e a s e i n

t hi c h e s s

( × 0二0 1 m 皿)
% of C

E x p . 1 . C o n t r ol
ヽ

･1 5 5 .0 ±5 .6 lo o
･s I - 1

I - 1

ⅠⅠ二3

1 0 1 65 . o 士7 .9
･

1 0 6 . 5

1 0 0 1 55 .0 ±6 . 1 1 0 0

1 0 1 5 3 .1 ±9 . 0 9 さ.8

1 0 0 1 5 8 .8 土8 . 0 1 0 2 _5

1 0 1 4 0 _6 ±6 .1 9 0 . 7

1 0 0 1 4 8 . 8 ±5 .6 9 6 .0

王x p , 2 .

I

∫

C o n t r o l 1 5 3 . 1 士4 .9 1 0 0

Ⅰ-2 1 0 1 5 5 .0 士5 .9 1 0 1 _ 2

3 0 1 3 9 . 4 土7 .1 9 l ⊥1

. 1 0 0 1 4 3 .6 士3 .0 ･ 93 .8

E xp . 3 . C o n t r ol 1 4 4 . 3 ±4 .
4 1 0 0

P A 1 0 1 5 4 .3 ±7 .i 1 06 .9

1 0 0 1 2 2 . 5 ±8 . 5
* 8 4 .9

王xp . 4 . C o n t r ol 1 5 3 .1 ±4 .9 一o o

C C A 1 0 1 4 8 .6 士2 . 4 9 7 .1

3 0 1 59 .
4 士8 .3 1 0 4 .1

1 0 0 1 4 7 . 5 ±5 . 8 9 6 . 3

王x p . 5 . C o n t r ol 1 2 2 .5 ±4 0 1 00

C Y 3 0 1 4 5 .6 ±5 . 5
事♯ 1 1 8 .9

D T H w a s e一i cit e d a s d e s c rib e d i n M a t e ri al s a n d m e th o d s . D m l S W e r e g l Y e n

p ･ o ･ d aily f r o m d a y 0 t o d a y 3 . D a t a r ep r e s e n t e d th e m e a n 士 S . 王. f o r i mi c e

a n d % of c o n t r o l( C) ･
* ･ 叫 S
.
ig nifi c a n tly diff e r e n t f r o m t h e C o n t r ol( C o n t) a t p

く 0 ･0 5 a n d p く 0 .O l , r ニS P e C ti y ely .

- 5 6 -



Ånr ト0 Å lg E H e r (中y lり
.

/ . o f 〔o n r r ot

S O 10 0 ( ツ;)

P A 一o o

1トヨ 10 0

⊂Y る2 . 5

125 .0

( m g / kg)

* }

F ig ｡ 1 6 E ffe c t of d m 旦S O n l g E a n tib o d y r e sp o n s e i n m i c e . B alb/ c m i c e w e r e
l m m u ni z e d wi th l ドg O Å a n d 4 m g al u m ･ T h e y w e r 亡 t r e at e d s u b c u t a n e o u s一y
vd th 1 00 m g rkg o f Iエ

ー 3 † a n d P Å, a n d 6 2 ･ 5 m s n (g , 1 2 5 r n sn ( g o f C Y o n d a y 0 .
R e s u一t s w e r e sh o w n a s th e % o f c o n t r ol ･ ' ' Sig nifi c a n tly diff e r e n t fr o m c o n t r ol
a t p < 0 ,0 1 .
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T ab l e 7 E ff e ct s o f d u g s o n t h e a b n o r 7 n al r 亡I e a s c of ly s o s o m al e n z y n e s f r o m
th e p e ri t o n e al m a c r o p h a s e s i n M R L 乃 m i c e .

王x p . D r u 旦

C o n c c n -

t r a ti o n

(p g/ r nl)

A ci d
p h o s p h a t a s e

% of r el e a s e

I

●

% o f

N - Åc et yl
-

ト
D 一由u c o ! - % of

N o . i n hib iti o n a m i n id a s e

( % o f r el e a s e)
i n hibiti o n

王Ⅹp . I . C o n t l l .3 ±l . 0 i . _ 1 7 .3 士2 . 2

･ Ⅱ 1 3 1 1 2 .1 士l . 1 - 7 . I 1 8 .
7 ±1 . 2 - 8 .1

3 9 . 7 ±0 . 7 1 4 . 2 1 5 .9 士0 . 3 8 . I

1 0 a .6 士0 .6 ＋ 23 . 9 1 3 . 7 士0 .3
＋
2 0 .8

3 0
I

l o .9 ±0 . 5 3 . 5 1 2
.
7 ±0 .7

* 2 6 .6

E x p . 2
. c .去t 8 .3 士0 . S 1

‾
9 .5 ±0 . 1

P Å ' 3 6 .2 士0 . 4 2 4 .4
,
1 4 .9 士0 .2 *

*
2 3 .9 ･

1 0
'

5 . 2 ±0 . 3
事
3 7 .5 1 6 . 2 ±0 .3

* *
1 7 . 2

3 0
■

5 .5 士0 .0 * 3 3 .9 1 5 .9 ±0 .5 ＋＋ 18 .6

王x p .

･

3 . C o n t 2 9■.2 士2 .6 ‾3 3 . 3 ±5 . 1

C C A 1 4 1 .1 ±2 _ 7 ･ 一冬0 . S
･
'

3 5 .8 土1 . 0 - 7 .5
3 3 8 .3 士1 . 7 - 3 1 .2 4 1 . 7 士3 . 5 - 2 5 .2

1 0 3 6 .6 士3 .2 - 2 5 . 3 3 7 .0 ±1 . 1 - l l .I

3 0 3 2 . 7 ±0 .6 - 1 2 _0 34 . 7 士1 . 4 - ヰ.2

王xp . 4 . C o n t 1 3 .3 士0 . 7 1 6 .3 ±0 . 3

L M S

i ■

1 l l . 4 士1 .1 1 4
.3 1 5 .5 士0 . 8 4 .9

3 1 l . 2 士1 .3 1 5 . 8 1 4
.
0 士0 .1 1 4 .1

1 0 1 2 . 5 ±0 .8 6 .0 1 4 . 0 士0 .1 1 4
.1

3 0 1 2 . 4 ±0 .6 6
.
8

■

1 9 .8 士3 .5 - 2 1 .5

T h e p e ri t o n
.

e at r n a c r o p h ag e s i n M R u mi cビ w e r e c u )l u r e d a s d e s c ri b e d i n M a -

t eri al s a n d m e th o d s ･ D a t a r e p r e s e n t e d % o f r el e a s e ( m e a n 士 S . ≡.) a n d % o f
i n hib･iti o n ･ ' ･

' 事
Sig n irl C a n tly diff e r e n t fr o m th e c o n t r ol ( C e n t) a t p < 0 .0 5 a n d

p < 0 . 0 1 , r e s p e cti v ely .
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用と免疫調節 作用 を有 して い る ｡ 免疫調節作用 に関して は ､ P A は非特異的

hi t o ! e n 刺激に よ る
.
L T R に対して低濃度で促進 , 高濃度で抑軸とい う 二相性

の 変化を示す こ と ､ 低用量 の結核死菌に よ る軽微な A A を重症化し ､ 抗原量が

少なく免疫応答の 低下条件下 で の マ ウ ス P F C 数を増加させ る こ と(11 5) 及び

マ ウス に ス ト レ ス負荷を与えて免疫機能を低下 させた 状態で I g E 抗体産生 を

回復させ る(1 10) こ とが報告されて い る ｡
一

方､ P Åは遺伝 的に免疫機能が元

進して い る B W F . マ ウス に投与した場合 は ､ 抑制効果を示す (F i g . 14 C) ｡ 大

部分の 免疫調節剤, 例えば P A (6
-

12) , ブ シ ラ ミ ン( 16
-

19) , カ ブ ト プ リ ル

(20 , 2 1) , チ オ ブロ ニ ン( 13
-

1 5) 姓構造 の 中に S H 基を有 して い る｡ 従 っ て ､
ヽ

p A 関連化合物は ベ ン ゾイ ル プロ 法オ ン 酸を基本構造 と し､ カル ポキ シ ル 基か

ら の α 位また はβ位に S A c 基を置換した ｡

その 結果､ 新た に合成した P A 関連化合物は免疫調節作用の み を有して い る

ことが判 っ た ｡ 即ち ,
'

Ⅱ - 3 は S R B C に対 してl o 甘 r e S P O nd e r で あ るB D F l

系 マ ウ ス 及び免疫機能 の 低下 し て い る老齢 マ ウ ス で 免疫横能 を回復さ せ た
l

(Fi g . 14 A , 14 B) ｡

一 方､ Ⅱ - 3 は免疫機能の克進 して い る B W F l マ ウ ス で免

疫横能を抑制した (F i g . 14 C) ｡ Ⅱ - 3 は i n v i y o で は S D 系ラ ッ トで A A を抑

制し(T ab l e 5) ､ L E W 系ラ ッ トの A A 及びC A を促進 した (F i g . 10 , l l) ｡ i n

vit r o で は L T R を他の 免疫調節剤の ように促進した (Fi g . 15) ｡

一

方､ B W

F . マ ウ ス , M R L / l 系 マ ウ ス で はⅡ - 3 の延命効果はほ とん ど認め られな

か っ た (F i g . 1 2 , 13) ｡ こ の B W F l マ ウ ス 及び M R L / l 系 マ ウ ス の実験モ デ

ル は免疫抑制作用 をも つ 化合物の 評価に は適当で あ る(1 17
-

11 9) が , 免疫調節

作用をも つ 化金物の 検討に 娃不適 で ある｡ C C A は 免疫調節剤で あるが ､･ こ れ

らの マ ウ ス に延命効果を示さな か っ た (F i g . 12 C) ｡ P A は B W F l マ ウ ス の延

命効果が あ るが ､ そ れは免疫抑制作用に よ るもの と考え られる(F i g . 12A , 1 28) ｡

B W F
■

l
L
マ ウ ス及び M R L / l 系 マ ウス は自然発症自己免疫疾患 マ ウス で R A

の動物モ デ ル と して そ の病態 の解明, 抗リウ マ チ剤の薬効評価に用い られて き

- 5 9 -



てい る が ､ ヒ ト の R A に効果を示 す免疫調節剤で は抑制効果 は認め られ なか っ

た ｡ こ れ は 両 マ ウ ス で の 発症 状態が ヒ ト の R A に比 べ 激烈な た め と考 え て い

る｡ B W F l マ ウ ス で は生後 8 カ月頃に より抗D N A 抗体が 出現 し､ 生後 5
-

6 カ月で 高抗体価 を示し ､ 7 -

8 カ月にな ると非常に明瞭 な糸球体腎炎を発症

する｡ そ の 頃より大量 な蛋白康が続き､ 血中B U N の 上昇が おき腎不全で 死亡

する( 120) ｡ こ の B W F l マ ウ ス に お ける腎炎は ､ .抗 D N A 抗体
- D N A 複合

体と常体が沈着 して おり( 121) ､ ヒ トの ル
ー プス 腎炎と旺 とん ど同じと考え ら

れ て い る｡ しか しな が ら ､ ヒ トの R A の発症機序は自己免疫異常で 紘あるが ,

腎障害は ほ とん ど生 ぢな い(3) ｡
一

般に R A は生 命 に 対す る予後 は良好で あ

る｡ M R L / 1 系 マ ウス で は全身性 エ 7) テ マ ト
-

デ ス ( S L E ) 類似の病変と
t

′ ●

して抗核抗体, 抗D N A 抗体 , 高ガ ン マ グロ ブリ ン 血症 , 免疫複合体等が生 じ

る｡ さ らに リ ン パ 腫 , 血管炎 , 多発性関節炎 , 牌腫及 び増殖性糸球体腎炎等が

発症して く る｡ リ ン パ 腫は 8 過令前後に出現 し始め､ 16適合まで に正常 の もの

の 100 倍以上 の重量を有す る( 12 2) ｡ しか しな が ら､ ヒ ト R A
■
で は リ ン パ 腫 ,

肺腺, 腎障害は 抹とん ど発症せ ず ､ 類似点は主と して多発性関節炎が 発症す る

こと, リ ウ マ チ因子が存在する こ と( 3) のみ で ある ｡ 以上 の こ とか ら ､ 両 マ ウ

スの 発症はR A と岡t; く自己免疫異常に よ り生 じ るが ､ 症状の 発現が異なり､

症状の発症程度は生命が危ぶ まれ る等の非常に重症で ある こ と が判る｡ R A 仁

削 , て第 一 逮択薬剤は非ス テ ロ イ ド系抗炎症剤で あり, 第二逮択薬剤はP A ,

A T M 等の特異的抗リウ マ チ剤で あ る｡ R A の 重症化に伴い ､ 副腎皮質ス テ ロ

イ ド, C Y , 6 - M P な どの 免疫抑制剤 が使用され､ 有効性が認 められて い

る｡ 従 っ て ､ 両 マ ウ ス で 効果を示す薬剤は免疫抑制作用を有して い るも の で あ

り､ 純粋に 免疫調節作用の み を有する化合物に は効果は認 め られ ない と考案さ

れた｡

脂溶性を増す ため に フ ュ エ ル 基 を P A 関連化合物に導入した と こ ろ ､ S D 系

ラ ッ ト A A に お ける P A 関連化合物の 抑制効果はP A よりも強くな っ た(T a bl e

- 6 0 -



5) ｡ フ ユ ニ ル 基 へ の ハ ロ ゲ ン 原子や ア ル キ ル基 の 導入は S D 系ラ ッ ト A A で の

抑制効果 を増大させ た (T a bl e 5) ｡ これ は機能蛋白質の 活性中心 の近傍構造 と､

フ ェ ニ ル基 に置換基の つ い た構造が 立体構造 に より適合 し､ また , フ ェ ニ ル 基

上の 電子密度が 高まり､ カル ポ ニ ル 基が活性化され ､ 結合性が増 したも の と考

えられ る ｡ カ ル ポキ シ ル 基から α 位も し くはβ位に S Å c 基を置換 した P A 関

連化合物は P A と同様に免疫調節作用 を有して い た が , 免疫抑制作用は消失し

て おり ､ 特に Ⅱ
- 3 は P A よりも免疫調節作用が強か っ た ｡ よ っ て ､ 免疫異常

によ っ て引き起 こ され る疾患 ､ 例 え ば､ R A , 全身性 エ リ テ マ ト
ー デ ス等 の 治

療薬と して有用で あ ると思われ る｡

4 . 小 括

p A は 1 づ
●

の薬剤で 免疫抑制作用 と免疫調節作用をあわせも つ が ､ 免疫薬理

学的作用が より特異的に な る こ とを目的と して種々 の 化学修鮪 を行 っ た ｡ 即ち ､

作用発現 に必須で あ る C O O H 基はそ の まま浅 して 親水性を保ち ､ さらに組頼
l

へ の 薬物の移行を高め るた め , フ ユ ニ ル 基 を導入した ベ ン ゾイ ル プロ ビオ ン 酸

を基本構造 と した ｡ 又 ､ P A の 活性基で ある S H 基をS A c 基と し､ 体内で 活

性体に転換す るよ うに した ｡ そ の 結果 ､ フ ュ エ ル 基を導入す る と P A よ り強い

免疫調節作用が認 め られ た ｡ そ の作用 は フ ュ エ ル 基上 に ハ ロ ゲ ン , ア ル キ ル 基

. 等の置換基導入に よりさら に強ま っ た ｡ カ ル ポ キ シ ル 基から α 位又 はβ位
に S

A c 基を有す る化合物 はP A と同じ く A A の 抑制, C A の 促進 , L T R の促 進,

低用量感作P F C 及び老齢マ ウス P F C の促進 な ど免疫調節作用を示した ｡
一

方, 免疫抑制剤の み が効果を示す M R L / l 系 マ ウス 及び B W F l マ ウ ス で は

延命効果が な く､ 免疫抑制作用を有 して い な い こ とが判 っ た ｡

-

6 I
-



第2 節 カ ル ポ キ シ ル 基 か ら γ 位に S A c 基を有す る
ベ ン ゾイ ル メ ル カプ ト プロ ピ

オ ン 酸誘導体の 免疫薬理学的作用 ( 免疫抑制作用)

第Ⅱ章第 1 節に お い て ､ カ ル ポキ シ ル 基から α 位又はβ位 に S
･A c 基を有する

p A 関連化合物 は免疫調節作用 を有 して い る こ と が判 っ た . 次に S
-

Å c 基 を r 位

に有す る化合物に つ い て 検討を行 っ た ｡

l . 実教材料及び実敦方法

(1 T l) 実鼓動物
ヽ

7 - 9 過令の S D 系雌性ラ ッ ト , L E W 系雄性ラ ッ ト, B D F l 系雌性 マ

ウ ス及び B a lb/ c 系放性 マ ウス ( 日本チ ャ
ー ル ス リ

ー

パ ー 社) を用い た ｡ 第 Ⅰ

章と 同様 に飼育した ｡

( 卜2) 薬 物

T ab l e 8 に構造式を示した ｡ ベ ン ゾイ ル メ ル カ プト プロ ピオ ン 酸誘導体 は

亀足ら
-

の 方法(11 5) で合成した ｡ 5
- フ ル オ ロ ウ ラ シ ル ( 5 - FU , Si g 1 8 社) は

培地 に溶解 して 用い た｡

( 卜3) A A

第Ⅱ章第1 節と同様に行 っ た ｡

(1 - 4) P T H

･ 第Ⅱ章第 1 節 と同様に行 っ た ｡

( 卜5) I g E 抗体産生

第Ⅲ章第l 節と同様に行っ た ｡

( 卜6) B W F I マ ウ ス 腎炎
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T a b一e 8 T h e s t r u ct u r al ･ f o r m ul a s o f C o m p o u n d Ⅱ - l ～T VT - 5 .

A c S

X ＼ /

C O O H

C o m p o u n d ] Ⅱ X C o m p o u n d T V
-

X

1 H

･

2 4 -

B r

3 4 - C l

1 ◎ -

2 B r ◎

3 q B r
4 4 - C H 3

5 4 - ( C H 3) 2 C H

i C I ◎

5 C H 3T &
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第Ⅱ章第1 節と同様に 行 っ
′

た ｡

( 卜7) L T R

第 Ⅱ章第 1 節と同様に行 っ た ｡

( 卜8) l n v i t r o 細 胞障害性試敦

K B 細胞は癌化学療法研究所か ら戴い た ｡ . 細胞の 培養は10 % F C S (F l o w

社) 加M E M に g e n t a h y C i n 8 0 FE g/ bI (S ch e ri n g 社) を加 えて用い , 6 穴 プ

レ
ー

ト(F a l c o n pl a s t i c s 社) の 割 e l l に細胞浮遊液 2 hl ( 2 ×10
4
個/ y e ll)

を添加 した ｡ C e l l の付着の た め24 時間培養した 後, 各濃度の薬物液20 〟1

を添加 し､ さらに7 2時間培養した √｡ 細胞をは がす た めi
y

t O
:

･ 25 % t r y p si n
-

EDT A

を添加し ､
.

5 分間培養した後に ､ 細胞数をZ M コ
ー ル タ - カウ ン タ

ー

で測定

- した ｡

(1
-

9) 扶計処理

s t u d e n t
'

s t
- t e S t 検定を用い た ｡ M S T は 第Ⅰ章第 1 節 と同様に計算 した ｡

2 . 実集結果

(2
-

I) S D 系ラ ッ ト A A 予防試穀に お ける薬物効果

l 群10 - 11 匹の S D 系 ラ ッ トを用 い た｡ S D 系 ラ ッ トに年給核死菌を投与

して A A を諌早した ｡ d a y O か ら d a y 2 0 まで ､ C o I P O u nd Ⅲ , C o I P O u nd

Ⅳ及び P A の 100 1 g/ k g , C Y の l 又 は 10 耶/ k g , 6
- M P の 3 又は 3 0 帖 /k g

を連稜線口授与 した ｡ F i g . 17 に示した ように Ⅳ
- 1 及びⅣ

- 5 を除い た C

o 岬 O u nd . Ⅲ及び C o 即 O u n d Ⅳ は足牡浮腫呈を有意に抑制した｡ Ⅳ
- 1 , Ⅳ

-

5 , P A 及び 3 h g/ k g 6
- M P は浮腫の抑制傾向を示 した ｡ す べ ての h O n O

-

p h e n y l c o 叩 O u n d s (C o 即 b u n d Ⅲ) は A A に対 して 同程度 の抑制作用を示し た o

d 卜ph e ｡ y l c . 叩 . u nd s (C . m p o u n d Ⅳ) にお い て はⅣ
-

4 , 4
-

a c e t y l th iムー3
-

- 6 4 -
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c h l o r o ph e n y l) b e n z o y lコb u t y ri c a cid は最も強い抑制効果を示した ｡

某､ C o I P O u nd Ⅳ に おい て ハ ロ ゲ ン 原 子の ph e n y l 基 へ の 導入 は免疫抑制作用

を増強させ た ｡

(2
-

2) L E W 系ラ ッ ト A A 予防試敦にお ける薬物効果

1 群 8 匹 の L E W 系 ラ ッ トを用 い た ｡ ラ ッ トに牛結核死菌を投与して A A

を誘導した ｡ d a y O から d a y 2 0 ま で Ⅲ - 5 , Ⅳ
- 4 , Ⅳ

- 3 , Ⅳ
-

2 及び

P A の 10 0 1 g/ k g 及 び C Y の 10 1 g/k g を連日経口投与した ｡ F i g . 18 に示 し

た ように ､ Ⅳ
-

4 , Ⅳ
-

3 , Ⅳ
- 2 及び C Y は足虻浮腫量を抑制した ｡ P A

は足故浮腫量 を促進 した ｡ Ⅲ - 5 にPF 用は認め られなか っ た ｡

結果 と して ､ d i
-

p h e n yJ c o I P O u n d は 1 0 n O
-

P h e n yl c o I P O u n d よりも抑制

効果が強い の が判 っ た｡ カ ル ポ キ シ ル基か ら γ 位に S A c 基を有す る化合物

は免疫調節作用 を有さず ､ 免疫抑制作用 の ある こ とが 判 っ た ｡

(2
-

3) D T H にお ける薬物作用
1

1 群 8 匹 の B a lb/ c 系 マ ウ ス を用い た ｡ 薬物は d a y O か ら d a y 3 まで経口

投与した ｡ F i g . Ⅰ9 に示 し たように 1 0 及び 10 0 1 g/ k g Ⅳ
- 4 , 10 0 1 g/ k g

P A 及び C Y は D T H を抑制し たが ､ Ⅲ
- 5 に作用 は認あられな か っ た ｡ 細

胞性免疫に対す る抑制作用は d i
-

p h e n yl c o I P O u nd の 方が 1 0 nム
ー

p h e n yl c o p

p o u nd よりも強い こ とが 判 っ た ｡

(2
-

4) I g E 抗体産生 にお ける薬物作用

1 群 8 匹の 8 alb/ c 系 マ ウ ス を 1 〟 g O A と 4 耶 の ア ラ ム と で 感作 した｡

lo o 耶/k g の Ⅳ - 4 , Ⅳ -

3 , Ⅳ - 2 及び P A , 62 . 5 JI g/ k g , 125 h g/ k g の C Y

はd 8 y O に皮下投与した ｡

そ の 結果､ Ⅳ - 4 及び C Y は I g E 抗体産生を有意に抑制した ｡ しか し､

J

他の薬物に は効果は認め られ なか っ た ( Fi g . 2 0) ｡ Ⅳ
-

4 は他 の P A 関連化

- 6 6 -
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･ 合物 と比 べ 最 も抑制効果が 強か っ た ｡

( 2
-

5) B W F . マ ウ ス の 延命効果に対す る薬物効果

1 群10 - 13 匹 の マ ウス を用 い た ｡ 100 h g/ k g の Ⅳ
- 4 及 び P A は過 3 回､

経口 投与 した ｡ lo n g/ k g の C Y は過 1 回､ 腹腔内投与 した ｡ F i g . 2 1 に薬物

投与群と対照群と の 生存曲線を示した ｡ Ⅳ
-

4 , P Å, C Y , 対 照群 の M S

T は各々 32 8 . 5 日 ､ > 32 8 . 5 日 , > 328 . 5 日 , 259 . 5 日で あ っ た ｡ Ⅳ
- 4 '

p A , C Y は延命効果が あ っ た ｡ 3 剤とも蛋白尿 の 出現を抑制 した ｡ Ⅳ
- 4

は免疫抑制剤で ある こ とが 判 っ た ｡

( 2 - 6) L T R に お ける薬物作用

M o n o
-

p h e n y l c o I P O u nd s (C o A P O u n d 孤) で あるⅢ
-

1 , EI r 3 , Ⅲ
- 5 は

Ii t o g e n の 無添加条件下､ C o n A 刺激条件下及び L P S 刺激条件下で D N

A 合成を抑制した( Fi g . 2 2 A , a , C) ｡ D 卜p h e n y l c o I P O u nd s (C o I P O u n d Ⅳ) で

あるⅣ
- 2 , Ⅳ

- 4 も同様 に D N A 合成を抑制した ｡ Ⅳ
- 4 は最も抑制効果

が強か っ た ( Fi g . 23 A , B , C) ｡ P A は免疫調節剤で あるが ､ I i t o g e n 無添加

条件 下で の L T R に は作用は な か っ た ｡ C o n A 刺激及び L P S 束憎k 条件下

では 0 . 3 - 10 JL g/ tl で促進作用を示 し た (Fi g . 23 A , a . C) ｡ M o n o
-

p h e n y l

c . 1 P . u n d 及び di
-

p h e n y l c o I P O u nd とも
7) シ バ 球横能を抑制する こ とが判り､

P Å と は作用が異な っ て い た ｡

(2
-

7) l n y i t r o で の 制痛作用

Ⅳ
-

4 , 5 - F U は K B 細胞の 増殖を浪度依存的に抑制した ｡ Ⅳ
-

4 及び

5 - F U の I C 6 . は実敦 1 で は各々 l . 65 , 0 . 27 iL g/ hl , 実験2 で は2 ･ 96 ,

o . 5 5 メェg/ nl で あ っ た (F i g . 2 4) ｡ Ⅳ - 4 は i n y i t r o で 5
- F U よりは弱い

が ､ 制痛作用の あ る こ とが 判 っ た ｡

-

7 0 -
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3 . 考 案

P A の 正確な 薬効 メ カ ニ ズ ム は不明 の ままで あるが , そ の 抗リウ マ チ効果は ､

免疫抑制作用 と免疫調節作用とに よる と思われ る ｡ P Å は免疫抑制作用を次の

ような条件下 で示す ｡ 即ち ､ (1) 長期間投与(7 4) 及び (2卜 商用量投与の場合

(74) で恐 らく､ リ ン パ 球の 活性を抑制す る こ とに より生 じるも の と思わ れ る｡

今回､ 新規の P A 関連化 合物の 合成を次の ような目的 の た め に行 っ た ｡ 即 ち,

(1) 2 つ の 異 な っ た免疫薬理学的作用 で ある免疫抑制作用と免疫調節作用 の分

離 (2) 免疫薬理学的作用の 増強及び (3) 副作用の 出現 の軽減で ある ｡ カ ル

ポ キ シ ル 基か ら α 位も しくは β位 に S Å c 基 を置換した薬物は免疫調節作用 の

み を示した た め ､ 次に S A c 基をγ 位に 置換 した薬物 の合成を行い ､ 免疫薬理

学的作用 を検討 した ｡

その 結果 ､ γ 位に S A c 基を置換した化合物iまA A , L T R , マ ウ ス I g E

抗体産生 , D T H , K B 細胞増殖をす べ て 抑制し､ 免疫調節作用を消失して い

るか わりに P A 以上に強 い 免疫抑制作用を示した ｡ 今回 の美浜モ デル にお い て

は純粋に免疫調節作用 の み を有す る化合物は S l) 系ラ ッ ト A A 抑制作用, L E

w 系ラ ッ ト A A 促進作用を示 すが , B W F . 又 は M R L / l 系 マ ウ ス に対して

は延命効果を示さな い ｡ P A の 様に免疫調節作用と免疫抑制作用を有する化合
ヽ

物は S D 系ラ ッ ト A A 抑制作用 , L E W 系ラ ッ ト促進作用を示し､ さらに B W

F l 及?
'

M R L / l 系 マ ウ ス で抑制効果が あ る｡ 免疫抑制作用の み を有する化

合物は S D 系ラ ッ ト及び L E W 系ラ ッ ト A A 抑制作用 , B W F l 及びM R L /

l 系 マ ウ ス で の 延命効果 を示すと考え て い る ｡ P A は免疫調節作用と免疫抑制

作用の 両効果を併用す るが , カル ポキ シ ル 基か ら α 位も しくはβ位に S A c 基

を有す る化合物は免疫調節作用の み ､ γ位に S A c 基 を有す る化合物は免疫抑

制作用 の み発揮し､ 化学修飾 に よる作用の特異性の 発現が 認め られ た｡ 何故､

α 位もしくは β位に S A c 基を有する化合物 は免疫調節作用 を､ γ位に S A c

基を有す る化合物は免疫抑制作用の み を有す るの か は 不明で あり､ 今後の課題

- 7 5 -



で ある｡

4 . 小 括

P A 関連化 合物 の うち S A c 基を γ位 に有す る化合物に つ い て ､ 免疫薬理学

的作用をP A と比較した ｡ そ の 結果 ､ γ位に S A c 基 を有す る化合物は A A ,

L T R , マ ウ ス l
'
g E 抗体産生 , D T H , B W F l マ ウ ス 腎炎をす べ て抑制 し ､

P Å以上 に強い 免疫抑制作用を示 したが 免疫調節作用は消失して い た ｡ その 抑

制作用は 1 0 n O
-

P h e n y l c o I P O U n d より di
-

ph e n yl
●

c o I P O u n d の方が強く､ また

フ ェ ニ ル 基上 に ハ ロ ゲ ン 原子 の 置換基導入に よりさらに増強された｡

第 Ⅱ章第 1 節 , 第 2 節の結果より､ P A 関連化合物の うち ､ カ ル ポキ シ ル 基

か ら α あ るい は β位に有す る化合物 は免疫調節作用を､ γ位 に有す る化合物は

免疫抑制作用を示し､ S A c 基 の 位置に より両作用 の 分離が もた ら され､ 免疫

薬理学的特異性に差が 見い 出され た ｡
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第Ⅲ草 E p
-

4 5 9 の 化学修飾に よ る免疫薬理学的作用の 多様化

E p
- 4 5 9 , 3

-

【3
-

h e th y ト ト(4
-

a 一i n o b u t y l c a r b 8 h O yl)b u t y l c a rb a h O y l]
-

2 -

. x i r a n e
-

c a r b o x y li c a c id は非常 に複雑な構造 をして お り､ 活性基周辺 に存在す る

ロイ シ ル 部分の イ ソ プチ ル 等が立体障害性に よ っ て適度i こ反応性 を抑制す るとと､

及び薬物 と標的蛋白質の 活性中心近傍との相補性の
一

致に より､ 強い 結合性 と特異

的な免疫薬理学的作用を示すも の と思われる ｡ 従 っ て ､ E p
- 4 5 9 の場合は シ ス

テス ン プロ テ ア ー ゼ 阻害活性 が強い が ､ 免疫薬理学的作用はI g E 抗体産生抑制作

用の み に限定され る ｡ E p
- 4 5 9 に つ い て は ､ 本質的た蛋白質S H 基との 結合性

がある の で ､ 構造 をある程度単純化する こ とに より ､ 多様な免疫薬理学的作用を発

拝する こ とが 期待 される｡ 本章 にお い て は ､ E p
- 4 5 9 の Ⅰ型 ア レ ル ギ

ー

抑制作

用をマ ウ ス 以外に モ ル モ ッ トを用 い た実敦系で検討す る と ともに ､ 種々 の 単純な誘

導体を合成 し, そ の 免疫薬理学的作用の 多様性 の 発現 を検討した ｡

第1 貯 E p - 4 5 9 の Ⅰ型ア レ ル ギ ー 抑制作用の各種実験系 に よ る検討

E p - 4 5 9 は既に マ ウス I g G 抗体産生は抑制しな い が マ ウ ス I g E 抗体産

生を強く
●

抑制する こ と ､ 及び E p - 4 5 9 の I g E 抗体産生抑制作用は肺臓細胞

の 移入 に より発揮で きた こ とか ら､ こ の抑制効果は サ ブ レ ッ サ
ー T 細胞の 誘導に

よる こ とが示唆され
.
て いる｡ 今 臥 E p - 4 5 9 授与した マ ウ ス を用い た細胞移

入実態に お い て
′
､
ヘ ル パ ー T 細胞及びB 細胞活性を測定 し､ サ ブレ ッ サ

ー

T 細胞

の 関与を詳細に検討した ｡ さら に マ ウス 抗体産生系以外に も モ ル モ, ッ ト噴息 モ デ

ル に お い て も E p -

4 5 9 の作用を検討 した ｡

1 . 塞教材料及び実敦方法
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( 卜l) 実験動物

8 - 10 週令 の B D F . 系雌性マ ウ ス ( 日本チ ャ
ー ル ス リ バ

⊥ 社) , 9 - 1 4

過令 の Yi s t a r 系雄性 ラ ッ ト ( 静岡実鼓動物農業協同組合) 及び 25 0
- SO O 昔

の H a r t l e y 系雌性モ ル モ ッ ト ( 金丸) を用い た ｡ マ ウ ス は床敷きで ､ ラ ッ ト

及び モ ル モ ッ トは 水洗 ケ
ー ジで 飼育 した ｡

( 卜2) 抗 原

卵 白ア ル ブミ ン ( O A ; 生化学工 業) ,
b o yi

.

n e g a 一一a gl o b u li n ( 古 G G ;

Mil e s 社) , K e y h o l e li t p e t h a e ▲o c y a ni n ( K L H ; 東京化成) を用い た｡

o A , 古 G G , K L H の di ni t r o ph e n y l(D ”P) 誘導体は Ei s e n ら の 方法( 123)

に従 っ て 合成した ｡ D N P
- O A , D N P

- B G G , D N P - K L H は 1 分

子あた り D N P を 17 . 4 , 15 . 17 , 10 . 37 個含有 して い た ｡

(1
-

3) ア ジ ェ バ ン ト

Al u li n i u l h y d r o x id e g e l ( a l u ■) は O y a r y ら の方法(1 24) で調製した ｡

( 卜4) 薬 物

E p
- 4 5 9 は当研究所で合成し､ 構造式を F i g . 25 に示 した ｡ C Y ( 塩

野義製薬) , Mi t o 4 y C i n C ( M M C ; 協和発酵) を用い た ｡

( 卜5) 細胞移入実数及び抗体価測定

E p
-

4 5 9 の 抑制作用を調べ るため に 1 FL g O A キ al u t で 感作 した マ

】 7

ウ ス (d o n o r) か ら の 8 ×1 0 肺臓細胞を同系の X 線照射した マ ウ ス( r e c i p 卜

e n t) に移入した ｡ 移人後､ 直ちに r e ci p i e n t を 1 JL g P A と 8l u l で感作 し

た ｡ 細胞懸濁液は RPM 卜164 0 培地を用い て調要し､ 生存率は ト リ バ ン プル
ー

染色に よ り､ 常 に90 % 以上 で あ っ た ｡ R e c i p i e n t は細胞移入の 2 4 時間前 に

60 0 r 8d 照射を行 っ た ｡ E p
-

4 5 9 は d o n o r にお い て感作と同時に投与した ｡

R e c i p i e n t か らの採血 は d 8 y 7 , 10 , 14 , 21 に行 っ た ｡
一

D o n o r は 1 群1 5 匹の
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B D F l 系 マ ウ ス ､ r e e i pi e n t は 1 群10 匹 の B D F l 系 マ ウ ス を用い た ｡

ヘ ル パ ー T 細胞及 び B 細胞活性 を測定す る ため に ､ 1 群 は10 fL g D N P
-

K L H と a l u 札 で感作 し 2 週間後に肺臓細胞を描出 し B 細胞 s o u r c e( D N P

感作細胞, D N P
-

p ri 帆ed c e l l s) と した ｡ もう l 群は I JL g O A と al u tL

で感作 し､ 2 週間後に肺臓細胞を摘出し､ T 細胞 s o u r c e ( O A 感作細胞,

o A -

p r i n e d c e ll s) と し た ｡ 4 ×10
7
個の DN P

-

p ri 帆e d s pl e e n c el l s を

4 ×1 0
7
個 の O A l 汀i A e d c e ll s と混 合 し､ X 線照射した同系 マ ウス に移入

した ｡ 移人後､. 直ち に r e ci p i e n t を 1 fL g D N P
-

O A と a l u 上 で感作した ｡

E p
- 4 5 9 は D N P

-

K L H 感作 した マ ウ ス ( D N P
- E p - 4 5 9 感作

細胞 , D N P
- E p

- 4 5 9 p ri 止e d c el l s) ､ も しくは O A 感作した マ ウ ス

( o A - E p - 4 5 9 感作細胞, O A - E p
- 4 5 9 p r i h e d c e )l s) に腹

腔内投与しキ｡ R e ci p i e nt からの 採血は d 8 y lO に行 っ た ｡ D o n o r は l 群15

匹の B D F l 系 マ ウ ス , r e c i pi e n t は 1 群10 匹 の B D F l 系 マ ウ ス を 用 い

た｡

別の 実 射こ お い て は I JL g O A と a l u L で 感作後, 2 週 間目の d o n o r から

の s pl e e n c e ll s を3 7 ℃ , 2 時間 , 6 00 JL g/ 一l E p
- 4 5 9 ( E p - 4 5 9

処理細胞,
f

E p
-

4 5 9 t r e 8 t ed c e ll s) 又は37
'

C , 4 5分 , 50 FE g/ l l M M

ヽ

c ( M M C 処理細 胞, M M C t r e a t ed c e一l s) と i n c u b 8 t i o n した ｡ 薬物処

理 しな い s p l e e n c el l s は F C S 含 RP M 卜164 0 培地 の み で i n c u b & t i o n した ｡

s pl e e n c e l】s を洗い , 8 ×1 0
丁
個をⅩ線処理 した同系マ ウ ス に移入した . 細

胞移人後 ､ 直ちに r e c i p i e n t は 1 〟 g
1

0 A と a l u . で 感作 した ｡ D o n?
r は 1

群15 匹の B D F l 系 マ ウ ス , r e ci p i e n t は 1 群1 0匹の B D F l 系 マ ウ ス を用

い た ｡

抗体価は ラ ッ ト P C A で測定した ( 12 4) ｡ 2 倍希釈 した血清の 0 . 1 1 幡 皮

内投与し ､ 4 時間後に4 h g O A と 0 . 5 % エ バ ン ス ブル ー を含む抗原液 I b l を

静脈投与した ｡ 30 分後に 耕し ､ 背部皮膚を摘出し, 5 = 径の 青色斑を示す最

- 8 Q -



大希釈倍率 をも っ て抗体価 と した ｡

( 卜6) 末精白血球数

1 群10 匹の B D F l 系 マ ウ ス を 1 〟 g O Å と al u 一 で d a y O に感作した ｡

5 00 h g/ k g E p - 4 5 9 又 は 12 5 1 g/ k g C Y を d 8 y O に 腹腔内投与 し た･.

d a y 4 に 採血 を行い ､ 末相白血球数を C o u l t e r c o u n t e r ( M od e l S
-

P l u s ,

c o ul t e r E l e c t r o n i c I n ° . U SA) で測定した ｡

(l
- 7) モ ル モ ッ ト抗原誘発喝息モ デ ル

1 群2 0 匹の モ ル モ ッ トを A n d e r s s o n ら の 方法( 125
-

12 8) に従 い ､ 10 jL g 0

A と 100 1 g a l u I と で腹腔内投与して感作 した ｡ L25 0 1 g/ k g E p
- 4 5 9 は

d a y O に腹腔内投与 した ｡ モ ル モ ッ トは d a y 13 に採血 し､ 抗 O A I g E 抗

体価は モ ル モ ッ トP C A ( 12 9) で測定した ｡

モ ル モ ッ ト は 2 群に分け､ 1 群は ネブライ ザ
ー

で 5 % O A を噴賓し､ 死亡

数を噴霧後15 分間測定 した ｡ 他 の 1 群は d a y 14 に肺組措から の ヒ ス タ ミ ン

遭難 の測定に用 い た ｡

( 卜8) モ ル モ ッ ト肺か らの ヒ ス タ ミ ン 遊離

1 0 iL g O A と8 1 叩で感作した モ ル羊 ッ トを執し､ 肺を冷 T y r o d e s ol u t i o n

で 瀦涜後, カミ ソ
7
) で細切 した ｡ 肺組織 2 50 1 g に 2 . 5 11 T y r od e s ol u t i o n を

加えて , 測定に用い た ｡ 最終溝度 2 00 FE g/ tl の O A を添加 し､ 3 7 ℃ , 4 5分

i n
_
c u b a t i o n した ｡ 反応は試敦管 を水冷下にお い て停止させ た ｡ 肺で の全ヒ ス

タ ミ ン 量昧1 0分間煮沸後 ､ 肺組織を除去 し､ その上清に1/ 1 0量
の7 0 % 過塩素

敢 を加 え , 15 分間放置 し ､ 蛋白質 を除 い た ｡ 上 清中 の ヒ ス タ ミ ン 量 は

K o 九& t S u の 方法(LS D) で測定した ｡ 抽出液中の ヒ ス タ ミ ン 含量は S h o r e らの

s巨e c t r o ph o t ofl u o r o t e t r i c 法( 13 1) で 測定し た ｡ 組織か ら自然に遊離され る

tt ス タ ミ ン 量は抗原無添加条件下で測定した ｡
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抗原刺激 ヒ ス タ ミ ン 竜 一 自然遊離 ヒ ス タ ミ ン 量
1 0 0 ( % )

全 土 ス タ ミ ン 量 一 自然遊 離 ヒ ス タ ミ ン 量

(I
-

9) 統計処理

死亡率 の検定紘 Chi
-

s q u a r e t e s t を用い た ｡ 他 の 検定は s t ud e n t
'

s 卜t e s t

を用い た ｡

2 . 実験結果

(2
-

1) 卵 白ア ル ブ ミ ン ( O A )
-

E p
-

4 5 9 感作細胞の I g E 抗体産生抑制

作用

1 〟 g O A と a l u 屯 で感作 した d o n o r か ら の s p l e e n c el l s (4 × 10
7
) を X

線照射 した r e c i p i e n t に移入した ｡ 移人後直ち に ､ r e c i p i e n t を 1 〟 g O A

と a l u t で辱作した ｡ 50 0 1 g/k g E p
- 4 5 9 は感作と同時 に d o n o r に投与

した ｡ 対照 群に お い て は ､ 抗 O A I g E 抗拝価は , d a y 5 に検出され､ d a y 10

に最高にな っ た (3 277 ±811) ｡
_

そ して徐々 に d 8 y 10 か ら減少 した ｡
一

方､

E p
- 4 5 9 p ri l ed c e ll s 呑移入した群 で は d a y lO か ら検出され ､ d a y..

14 に最高に な っ た(2 44 士8 4) ｡ そ して d 8 y 2 1 か ら徐々 に減少 した｡ 正常細

胞を移入した 群で は抗O A l g E 抗体価 は検出で きなか っ た ｡ E p
- 4 5 9

p r i b ed c e ll s を移人し串群娃全期間を通 して 対照群と比 べ 有意に抗体価が 減

少した ｡ E p
-

4 5 9 に よるI g E 抗体産生抑制作用は E p
- 4 5 9 p ri 九e d

c e 11 s に よ り移入された (F i g . 26) ｡

( 2
-

2) O A
- E p

- 4 5 9 感作細胞 の ヘ ル パ ー T 細胞活性と ジ ニ ト ロ フ i ニ ル

( D N P )
- E p - 4 5 9 感作細胞の B 細胞活性

10 JL g D N P
- K L H で感作 した d o n o r から の D N P -

p r i h ed c el l s(4 ×

10
7
) を l 〟 g O A で感作した d o n o r からの O A

-

p ri ■ed c e l l (4 ×10
7
) と

混合 し､ X 線照射した r e c i p i e n t に移入した ｡ 移人後蔵ちに ､ r e ci pi e n t を
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I ll 首 D N P
-

O A と a l u 血 で感作 した ｡ 50 0 h g/ k g E p
- 4 5 9 は10 FL g

D N P -

K L H 又.は O A 感作時に d o n o r に投与 し た ｡

対照群に お い て は､ 抗 O A 抗体価(23 5 ±90) 及び抗 D N P 抗体価 (24 士5)

は °a y lO に検出され た ｡ O A
- E p - 4 5 9 p ri JI ed c ell s 及び正常細胞

を移入した 群で は抗 O A I g E 抗体価や抗D N P I g E 抗体価 は み られ な か

っ た
‾
｡ D N P

- E p - 4 5 9 p ri 血ed c e ll s を移入した群で は抗O A l g E

航体価( 192 士11) が 認め られた ｡ 抗 D N P i g E 抗体は検出 されな か っ た ｡

o A - E p
-

4 5 9 p r i h ed c e ll s と正常細胞 を移入 した群 と の 間に有意差

があ っ た ｡ O A - E p
- 4 5 9 p r i ■e d c el l s , D N P

-

E p
- 4 5 9

p ri 一e d c e ll s , 正常移入群に お い て は抗D N P I J g E 抗体価は正常細胞移入

群と比 べ ､ 有意差が 認め られた ｡ これ らの こ とか ら､ E p
- 4 5 9 は I g E

抗体産生 に関与 して い る T 細胞活性やB 細胞活性 を抑制す る こ とが示唆され

た (F i g . 27) ｡

(2 - 3) E p -

4 5 9 処理細胞の I g E 抗体産生抑制作用の 欠如

1 FL g O A と al u 一 で感作 した d o n o r から の 陣旋細胞を 60 0 iL g/ tl E p

- 4 5 9 又 は50 〟 g / 1 l M M C で処理を した ｡ E p
-

4 5 9 t r e 8 t ed c e l l s

また は M M C t r e a t e d c e ll s の 8 ×10
7
を X 線処理 した r e c i p i e n t に移入し

た ｡ 移人後直ちに ､ l 〟 g O A と a l u A で感作した ｡

対照群とE p - 4 5 9 t r e a t e d c e 11 s を移入した 群に お い て抗 O A l g E

抗体価は d a y 5 に認め られ､ d a y 7 に最高と な っ た ｡ そ の後､ d a y 2 1 か ら

徐々 に減少した ｡ E p
- 4 5 9 t r e a t e d c e ll s を移入した群で の 抗O A l a

E 続体価は対照群と差が な か っ た｡ M M C t r e a t e d c eI I s や正常細胞を移入

した群で は抗0 ÅI g E 抗体価は認め られ なか っ た ｡ この こ とから､ E p
-

4 5 ■9 は M M C の 様な核酸合成阻害剤で な い こ とが 示唆された (F i g . 28) ｡

(2 -

4) O A 感作 マ ウス に お ける末檎血白血球数

- 8 4 -
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B D F l 系 マ ウ ス を I FE $ O A と a l u 一 で感作 した ｡ 5 00 叩/ k g E p - 4

5 9 又 は 1 25 1 g/ k g C Y は d a y O に腹腔内投与した ｡

d 8 y 4 に マ ウ ス を採血 し､ 末棉血白血球数を測定 した ｡ E p
-

4 5 9 群 の

末棉血白血球数は (4 50 0 ±9 50) ､ 対照群 (41 80 ±2 90) と の 間に有意差は な か

っ た ｡ C Y 群で の 末相血白血球数 (2 4 10 ±20 0) は対照群と の 間に有意差が あ

っ た ｡ 従 っ て ､ I g E 抗体応答に お ける E p
-

4 5 9 の抑制効果 は非特異的

な免疫抑制作用 とは異な っ た作用 メ カ ニ ズ ム に よ る こ とが示唆された (F i g .

29) ｡

(2
-

5) E p
- 4 5 9 の 高濃度 O A 感作マ ウ ス にお ける I g E 抗体産生抑制作用

の欠如

B D F l 系 マ ウ ス を通常量 より10 00倍高 い 10 00 〟 g O A と 4 1 g 8 1 ロ■ で

d a y O に 感作 した ｡ 50 0 1 g/ k g E p - 4 5 9 は d 8 y O に ､ 150 1 g/ k g C Y は

d a y
- 3 に腹腔内投与 した ｡ 抗O A I g E 抗体価 は O A l iE g 感作マ ウ ス よ り

O A 10 00 iL 音 感作 マ ウ ス の方が 低か っ た ｡ C Y 前処理群で は10 00 iL g O A と

a l u 1 で感作した群で 抗O A I g E 抗体価を促進した ( C Y 群) ｡ 対照群及び

E p
-

4 5 9 群で の 抗0 Å l g E 抗体は d a y 7 に最高となり ( 対照群 910 士

130 , E p -

4 5 9 群 75 0 ±14Q) , あとは徐々 に硬少してい っ･ た ｡ E p
- 4 5

9 群で の抗 O A I g E 抗体は対照群との 聞に有意差は 改められ なか っ た ｡ C

Y 群での 抗O A l 豆E 抗体価は d a y 14 に最高とな り (4 220 士7 00) , d a y 1 4

か ら徐々 に減少して い っ た ｡

c y とE
.
p
+ 4 5 9 同時投与群 ( C Y ＋ E p - 4 5 9 群) で は抗O A I g

E 抗体価は d 8 y 2 1 で最高 (24 70 士530) に な っ た ｡ C Y ＋ E p - 4 5 9 群で

の 抗 O A I g E 抗体価は ､ C Y 群との 間に有意差はなか っ た ｡

以上 の 結果から ､ E p - 4 5 9 は マ ウス を高波度の O A で感作した場合､

又､ マ ウ ス を高濃度 のb A で 感作する前に C Y 投与した場合に は抑制作用 の

-

8 7
-



N u m b e r o f p e rip h e r a一b一o o d l e u k o c y t e

5 0 0 0

C o nt r o一

C Y g r o u p

E p
1 4 5 9 g r o u p

Fi g . 2 9 N u m b e r of

＋ ＋

d a y O

T †
O A Bl e e di 咽
D r u g

p e rip h e r a一 bl o o d ] e u k
'

o c yte s i n B D F l m ic e

i m m u ni z e d w ith l トg O A i n al u m . E p -4 5 9 d r c y w a s a d m i nis t er e d

i ntr a p e rito n e ally at d a y O ･
' '

Si g nifi c a nt(y diH e re n t fr o m th e c o n tr o一

at p < 0 .0 1 .
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な い こ とが判 っ た (Fi g . 30) ｡

( 2
-

6) モ ル モ ッ トの O A 誘導噸息 モ デ ル で の E p
-

4 5 9 の抑制作用

モ ル モ ッ トを10 FE g O A を吸着した 4 1 g a l u 1 で感作した ｡ 25 0 1 g/ k g の

E p - 4 5 9 は d a y O に腹腔内投与した ｡ モ ル モ ッ トは d a y 1 3 に採血 し ､

抗 O A I g E 抗体価 は モ ル モ ッ トP C A で測定した ｡

1 群古ま d a y 1 4 に 5 % O A で 噴斉 した ｡ 死亡数は反応惹起後15分間概案 し

て測定 した｡ 他の 1 群は d 8 y 14 に肺組織か らの ヒ ス タミ ン 遭難の測定に用

い た ｡ E p - 4 5 9 は抗 O A I g E 抗体価 ( 対照群43 . 2 ±7 . 2 , E p
-

4 5

9 0 土0) , 死亡率 ( 対照群9 0 % , E p
- 4 5 9 10 % ) , ヒ ス タ ミ ン 達敢 %

( 対照群2 0 ± 1 . O ら
′
, E p

- 4 5 9 8 . 7 2 ±3 . 43) を抑制した (F i g . 3 1) ｡ こ

の モ デ ル にお い て は I g E 抗体価と死亡率に お い て E p
- 4 5 9 群と対照群

と の間 に有意差が 謎め られた ｡ 以上の結果､ E p
- 4 5 9 は I g E 嶺体産生

を抑制する こ と に より ､ O A 誘導噂息モ デ ル を抑制する こ とが示唆された ｡

3 . 考 案

椿事病, 嘱息, 薬物ア レ ル ギ
ー 等は抗原特異的 トg E 抗体に よ り引きお こ さ

れ
.
る( 13芦, 133) ｡ よ っ て ､ I g E 抗体産生 の 特異的抑制作用は臨床で の ア レ,

)V

ギ - 病 の治療に有効な方法と思われ る ｡ I g E 抗体の み を選択的に抑制する試

み はい く つ かな されて い る(13 4 - 136) が ､ 有効な薬剤は認 められて い ない ｡ E

p
- 4 5 9 は シ ネテ ィ ン プロ チ ア

ー ゼ を特異的に抑制するととも に ,
I

I g E 抗

体産生 を強く抑制するが ､ 生体にお い て有益 な抗体で ある I g G 抗体産生 に対

して 姓効果を示さな い(13 7) た め抗ナレ ル ギ
- 剤と して有用と考えられた ｡ E

p
- 4 5 9 は サ ブレ ッ サ ー T 細胞を誘導す る こ とに より､ マ ウ ス I g E 抗体産

生 を抑御す る ことが既に示唆されて い る(13 7) が ､ その 点をさら に明確にす る

た め ､ 細胞移入実敦及びモ ル モ ッ ト噸息で の 検討を行 っ た ｡ その結果､

- 8 ≦) -
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(1) E p
- 4 5 9 の I g E 抗体産生に お ける抑制効果 は肺臓細胞に より移入で

きた (Fi g . 26) ｡ さ らに , ヘ ル パ
ー T 細胞活性も B 細胞活性も E p

- 4 5 9

により抑制され た ( Fi g . 2 7) ｡

(2) 移入実 掛こお ける I g E 抗体産生 は i n vi t r o で d o n o r の 肺臓細胞をM M

c で処理 した場合に は抑制され るが ､ E p
- 4 5 9 で処理 した場合に は抑制

されな か っ た(F i g . 28) ｡
一

方､ i n y i v o で の マ ウ ス 末樹血白血球数は C Y で

は減少 した が ､ E p
-

4 5 9 で は抑制作用は認 め られな か っ た(Fi g ･ 2 9) .

(3) E p
- 4 5 9 は通常感作量 の 10 00倍で ある 100 0 〟 g O A で マ ウ ス を感作 し

た ときに は I g E 抗体産生抑制作用を示さな か っ た ｡ 又 ､ 100 0 JL g O A で感

作 す る 前に C Y 前処置 し た場合に も ､ i g E 雇生抑制作用 を示さな か っ た

(F i g . 30) .

(4) E p
-

.

4 5 9 は モ ル モ ッ ト噸息 モ デ ル を抑制した(Fi g ･ 3 1) ｡ (2) の結果 より

E p -

4 5 9 は M M C や C Y の ような非特異的免疫抑制剤と は異な り､ そ の

抑制作用は リ ン パ 球横能 の抑制に よるもの で な い こ とが示唆された ｡ (3) の 結

果よ り､ E p
- 4 5 9 の 効果は サ ブレ ッ サ

ー T 細胞に関係が ある こ とが 強く

示唆され た ｡ 高濃度の O A で 感作した マ ウ ス で は低濃度の O A で 感作した
マ

ウ ス に比 べ , I g E 抗体価 が減少して い る ｡ これ はサ ブ レ ッ サ
ー T 細胞が高

波皮の 抗原で誘導されて い るた めで ある(13 8) ｡ 又 ､ C Y で前投与す る こ と

に よ り, サ ブ レ ッ サ
ー T 細胞の 前駆細胞が枯渇され､ I g E 抗体産生 が促進

され る( 13 9) ｡ 即 ち､ E p
- 4 5 9 はサ ブレ ッ サ ー T 細胞が十分に誘導された

場合 ､ も し くは サ ブレ ッ サ
ー T 細胞の 前払細胞が枯渇 し て い る状態で は

I g E 抗体産生 を抑制す る こ と 娃で きな い こ とが示唆され る｡ 逆に ､ E p
-

4 5 9 はわずか しか プレ ッ サ
こ T 細胞が誘導されず､ 十分呈 の サ ブレ ッ サ

ー

T 細胞の 前駆細胞が存在する場合にはI g
'E 抗体産生 を抑制す る こ とが考え

られ る ｡ ヘ ル パ
ー T 細胞及びB 細胞活性もE p

- 4 5 9 に より抑制され た

(F i g . 2 7) ｡ T 細胞, B 細胞はサ ブレ ッ サ
ー T 細胞により調節されて い るた め

-
ノ9 2 -



( I一o) ､ E p - 4 5 9 に より誘導され たサ ブレ ッ サ ー T 細胞に より抑制され

た もの と思われる｡ E p - 4 5 9 が シ ス テイ ン プ ロ テ ア
ー

ゼ阻害剤で ある こ

とか ら､ I g E 抗体産生 にお けるサ ブレ ッ サ ー T 細胞の誘導に は シ ス テイ ン

プロ テ ア ー ゼ の 関与が示唆され る｡ 卜g E 抗体産生 の増強や抑制は､ F c £

R 又 は F c γ R 又は その 両方をも つ T 細胞に より産生 され る I g E 増強因子

とI g E 抑制因子に より制御され て いる
･と考えられて い る｡ I g E 増強因子

とI g E 抑制因子は共通 の 蛋白部分と構造遺伝子を持ち, 主な作用の 遠い は

糖故に存在す る ｡ I g E 括合因子 の グ
T
) コ シ レ

- シ ぎ ン は他 の 2 穫の T 細胞

リ ン ホ カイ ン , す なわ ち グ T) コ, シ レ
ー シ 9 ン抑制因子 ( G I P ) とグリ コ シ

レ
ー シ 9 ン 促進因子 ( G E F ) とに より調節されて い る ｡ G I F は リ ン 酸化

された T) ポ モ ジ ュ T) ン の 活性断片で あり､ G E F 娃分子量約 25 , 00 0 の ト 7)

ブシ ン 様脊索で あ る( 14 1) ｡ i g E 抗林産生 の 調節機能は複雑で あり､
●●

G E

F 以外の 酔棄の 関与も考え られ ､ シ ス テ イ ン プロ ≠ァ - ゼ の 関与も示唆され

る｡

モ ル モ ッ ト噂息モ デ ル にやい て ､ E p
- 4 5 9 姑 ア ナ フ ィ ラキ シ ー 死亡率 ,

抗 O A I g E 抗体価及び抗原刺激に よ る肥満細胞からの ヒス タミ ン 道# を抑

制した (F i g . 3 1) ｡ Ⅰ型ア レ ル ギ ー 辻 I a . E 抗体が肥満細胞上の I g
･ E レ セ

プタ ー に結合し､ 特異的な多価の抗原と反応 して I g E 分子間に架橋が起 こ

る ｡ そ の刺激に より細胞膜にあ る各種の酵素が活性化され､ その結果 ､ 肥満

細胞中に存在す る頼粒の脱額粒現象が起こ り､ それ に伴っ て頼粒内の 化学伝

達物質が細胞外に放出され る｡ こ れら の 強力な生物学的作用を持つ 物質が ､

そ の標的細胞に作用した結果, ア ナ フ ィ ラ キ シ ー

症状及び ア レ ル ギ
ー 症状を

起 こ すと考え られてt ､ る( 14 2) ｡ 噸息に お い て 娃 ① 平滑筋
.
の収細の結果､

晃管支が収如し ､ ◎ 血管の拡張 , 透過性元進, 液成分津出及び白血 球が速

達す る こ とに より粘膜浮腫 ･ 腫脹が起こ り､ 又 , ⑧ 腺細胞か らの 分泌元進

に より気管支で 粘液栓形成が起 こ り､ 気道狭窄 と な る｡ その 結果､ 呼吸困難

- 9 3 -



とな り噸息死 が起 こ る( 14 3 , 144) ｡ 感作モ ル モ ッ トに お い て ､ E p
-

4 5 9

は I g E 抗体産生 を抑制した た め ､ I g E 抗体と肥満細胞上 の I g E レ セ プ

タ ー と の結合量 が減少し特異抗原と の反応が低下し ､ ヒ ス タ ミ ン 遊離が抑制

され たも の と思われ る ｡ そ の 結果､ 気道狭窄 に至 らず､ 噸息死か ら免れた こ

と が示唆され る ｡ E I)
- 4 5 9 は マ ウ ス の I g E 抗体産生 を抑制する の み で

な く, モ ル モ ッ トで の 嘱息 モ デ ル も抑制す る こ とが判 っ た ｡

以上 の こ と から､ E p
- 4 5 9 は I g E 抗体産生 を特異的に抑制する こ と

により , l 型 ア レ ル ギ
ー 抑 制作用 を示す こ と が判 っ た ｡

4 . 小 括
-

E p
- 4 5 9 は マ ウス I g E 抗体産生 を強く抑制す るが ､ マ ウ ス I g G 抗体

産生 を抑弼しな い こ と ､ 及び I g E 抗体産生抑制作用が肺旗細胞の移入に より

発揮で き る こ と か ら ､ E p
-

4 5 9 によ る I g E 抗体産生抑制作用が サ ブレ ッ

サ
ー T 細胞 の誘導に よ る こ とが示唆されて い る(13 7) ｡ 今回､ さら に その 点 を

明確にす るた め ､ マ ウ ス の 肺放細胞の移入実敦を行 っ た と こ ろ ､ E p
- 4 5 9

に よ り ヘ ル パ ー T 細胞及びB 細胞活性が ともに抑制された ｡ また ､ マ ウ ス を通

常感作量の 1 00 0 倍の卵白ア ル ブミ ン で感作した場合及び感作す る前に C Y 投

与した場合に は , E p
- 4 5 9 はi g E 抗体産生を抑制し なか っ た ｡ こ の こ と

は E p - 4 5 9 はサ ブレ ッ サ ー T 細胞が十分に誘導されて い る場合及びサ ブレ

ッ サ
ー T 細胞の前駆細胞が枯渇して い る状態で は I g E 抗体産生 を抑制しな い

こ とを意味して い る｡ 今回 の 実故に よ り､ サ ブレ ッ サ ー T 細胞の 関与が更に強

く示唆され た ｡ また ､ モ ル モ ッ ト噸息
.

% デル に お い て ､ E p
- 4 5 9 の 投与に

ょり I g E 抗体価の 減少及び腕組織の肥満細胞か らの ヒ ス タミ ン 遊離抑制が認

め られ､ E p -

4 5 9 にⅠ型ア レ ル ギ ー 抑制作用の ある こ とが新た に判 っ た ｡
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第2 節 E p
-

4 5 9 関連化合物の 免疫薬理学的作用

構造 の 複雑 な化合物で ある E p
-

4 5 9 ( エ ポキ シ コ ハ ク酸ア ミ ノ 酸誘導体)

は立体障害に よ り様々 な蛋白質S H 基 との結合が抑制され ､ 免疫薬理学的作用が

限定され る ｡ 従 っ て ､ 構造の 単純 な E p - 4 5
‾
9 関連化合物を合成すれば免疫に

関与する様々 な蛋白質の S H 基 と容易に結合で き, 多様な免疫薬理学的作用を持

つ の で は な い か と考え た｡ 多様な免疫薬理学的作用を持つ 化合物, 例 えばA A や

I g E 抗体産生抑制作用 をも つ 化合物は抗リ ウ マ チ剤や抗ア レ ル ギ ー 剤として の

開発の 可能性が ある ｡ よ っ て ､ 化学構造 の 単純な E p
-

4 5 9 関連化合物 ( エ ポ

キ シ コ ハ ク酸ア ミ ド, モ ノ エ ス テ ル , ジ ュ ス テ ル 誘導体) を合成し ､ それ ら の 免

疫薬理学 的作用 をア ミ ノ酸誘導体と比較し検討した ｡

1 ｡ 実敦材料及び実敦方法

( 卜1) E p
- 4 5 9 関連化合物の 調製法

構造式を T a bl e 9
-

1 ･ 9
-

2 に示 した ｡ D L -

t r a m s
-

e p

_
o x y s u c c i n yl ch l o r id e は

P 8 y n e と Yi ll i a l S の方法(1 45) で フ マ ル 酸か ら調製した D L
-

t r 8 n S
-

e P O X y
-

s u c ci ni c a cid ( E p - 0 ) を用い てMi ll e r の方法(14 6) に よ り調製した ｡

出 盛選良旦金成畠

DL
‾

T r a n s
‾

e p o苧y S u C Ci n yl c hl o ri d e e th yl e t h e r 溶液 (10 ” o) e) を 0
- 5

℃ で対応す る &l c o h o l e th yl e t h e r 溶液 (2 1 1 1 01 e) も しくは p y r idi n e e th y l

e th 占r 溶液 (2 1 血o l e) に少しず つ 滴下 して 捜拝 した ｡ 3 0 - 60 分の撹坪の後 ､

沈殿した p y ri d .
i n e の h yd r o g e n c hl o r id e 塩を滅過 した ｡ 得られた e t h y l

e t h e r 溶液を水洗
'

し ､ 無水硫敢ナ ト リウ ム で乾燥後､ シ リ カゲ ル カラ ム ク ロ

マ ト グラ フ ィ ー で 精製し, ジ エ ス テ ル 誘導体を得た ｡

皇∠ 迎 え生産豊住旦金成盗

Di
-

e s t e r al c oh o l溶液 (10 M Ol e) に p o s t a s s i u 九 h yd r o x id e al c o h o l 溶液

-

9 5
-
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( 10 . 5 川 0 1 e) を室 温 で 少 し ず つ 滴下し て 授拝 した ｡ 室温で 2 時間接辞後､

e t h y l e th e r を加え ､ 1 晩混液を冷却機の 中に放置した ｡ 沈殿物を漉過 して

再結晶を行い ､ モ ノ エ ス テ ル 誘導体の カリ ウ ム 塩又 はナ トリ ウ ム 塩 を得た ｡

ア
ヽ

ヽ ド

E p
- 8 2 0 : O x al y ch l o rid e e th y l e th e r 溶液を D L

-

t r a n s
-

e t h y l

p o t a s s i u 一 e P O X y S U C Ci n a t e e t h yl e t h e r 溶液 ( E p
-

-1 3 7 ) に水冷下 で少

しず つ 滴下 し､ 室温で 1 時間撹拝 した ｡ さらに ､ c y c l oh e x yl a ■i n e e th yl

e t h e r 溶液又 は f u rf u r y l a 一i n e e t h yl b th e r 溶液を氷冷下で少しずつ 清下 し､

室温で 1 時間浸拝 した ｡ 白色沈殿物を除去 した後､ 溶液を s od i u l C hl o r id e

清涼で 洗浄 し ､ 無水碇憩 マ グネ シ ウ ム で 乾旗し ､ シ リ カゲ ル カラ ム ク ロ マ ト

グラ フ ィ ー

で 精製して ア ミ ド誘導体を得た( E p
-

3 1 6 , E p
- 32 0) ｡

E p
- 4 5 3 , E p - 4 7 5 , E p

-

4 5 9 , E p - 4 7 9 は T 8 1 & i , M ･

ら の 方法で合成 した(14 7 , 148) ｡ E
-

6 4 は R a n 8d a , K . ら の 方法で合成した

( 149) ｡

E p
-

4 5 9 関連化合物は 5 % ア ラ ビ ア ゴ ム 蒸留水 , 0 . 5 % ア ラ ビ ア ゴ ム

生理食塩破 に溶解b
.

しくは懸濁した ｡ ハ イ ド ロ コ
ー チ ゾン ( H C ; Si g 1 8 社)

紘 , 0 . 5 % ア ラ ビ ア ゴ ム 生理食塩破に懸濁した ｡ C Y ( 塩野義製薬) は蒸留
ヽ

水に溶解したi

( 卜2) 実験動物

1 群1 0 - 1 1匹の 7 週令 S D 系雌性ラ ッ ト ( 日本チ ャ ル ス リ バ
ー 社) は A A

に ､ 9 -

.
1 4過令 Yi s t a r 系雄性 ラ ッ ト ( 静岡実鼓動物農業協同組合) は P C
l

Å に ､ 8 - 1 0 過令 B al b/ c 系雌性 マ ウ ス ( 日本チ ャ
ー ル ス リ バ

ー 社) 姑L T

R に用い た ｡

( 卜3) A A

第Ⅱ章第 1 節と同様に行 っ た ｡

- 9 8 -



( 卜4) I g E 抗体産生

第Ⅱ章第1 貯と同様に行 っ た ｡

( 卜5) L T R

第Ⅱ章第1 節 と同様に行 っ た ｡

( 卜6) 統計処 理

A A の炎症カ ウ ン トは Y il c o x o n
'

s r
.

a n k s u n t e s t に よ り行 っ た ｡ それ以

外 の検定は s t ud e n t
'

s t
-

t e s t を用い た ｡

2 . 実算法果

(2
-

1) S D 系ラ ッ ト ア ジ ェ バ ン ト関節炎 ( A A ) に おiナる薬物効果とシ ス テ イ

ン プロ テ ア ー ゼ 阻害作用

S D 系ラ ッ トを牛結核死菌で感作し ､ d a y O か ら d 8 y 20 まで E p
- 4 5 9

関連化合物 の 100 1 g/ k g 及び C Y の I l g/k g を経口投与 した ｡ E p
- 4 5 9

関連化合物の シ ス テイ ン プロ テ ア
ー ゼ 阻害活性 に つ い て は既に報告して い る

.･( 14 9
-

154) ｡

､ そ の結果 ､ エ ポ キ シ コ ハ ク酸ア ミ ド誘導体にお い て E p
- 8 1 6 はd 8 y 2 1

に A A の 炎症ス コ ア を有意に抑制し た｡ E p
-

3 2 0 は抑制候向を示した ｡

エ ポ キ シ コ ハ ク酸モ ノ エ ス テ ル誘導体に お い て は E p
- 1 3 7 及び E p

-

I

4 3 は A A の 炎症 ス コ ア を有意に抑制した ｡ E p
- 0 は抑制傾向を示した ｡

ジ エ ス テ ル 誘導体におい て は E p
-

1 0 7 , E p - 2 5 及びE p
- 1 は炎症

ス コ ア を抑制 した ｡ E p
- 7 5 , E p - 7 9 , E p - 8 1 , E p

-

1 2 8 及

びE p - I 3 8 は炎症ス コ ア の抑制傾向を示した ｡
一

方, ア ミノ誘導体に つ

い ては ､ E p - 4 5 3 , E p
- 4 7 5 及び E p - 4 5 9 は A A に対して は作

用を示さなか っ た (F i g . 3 2) ｡ I 一g/k g C Y 姓有意に浮腫量 を抑制した ｡ シ

- 9 9 -
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ス テ イ ン プロ テ ア ー ゼ 抑制作用に 関して は ､ E p
- 7 5 , E p

-

7 9 , E p

- 1 3 3 , E p
- 8 1 , E p

- 1 の 抑制作用はわずか であり､ ア ミ ド , モ ノ

エ ス テ ル 誘導体及 びE p
- 7 5 , E p - 7 9 , E p

-

1 3 3 , E p
-

8 1 ,

E p
●

-

1 以外P シ エ ス テ ル 誘導体で は 経 とん ど抑制作用は認め られ なか っ た ｡

反対に E p
-

4 5 3 , E p
-

4 7 5 , E p - 4 5 9 及び E p
-

4 7 9 の抑制

作用は著しく強か っ た(F i g . 32) ｡ ア ミノ酸誘導体で ある E
-

6 4 , E p - 4

7 9 に つ い て は S D ラ ッ トÅ A に対す る作用は未検討で あるが ､ シ ス テ イ プ

ロ テア
ー ゼ に対して は強 い 抑制作用を示した ｡

結果と して ､ エ ポ キ シ コ ハ ク酸誘導体の ア ミ ド, モ ノ エ ス テ ル , ジ エ ス テ

ル 済導体は A A を抑制す るが ､ しか しア ミ ノ酸誘導体で は効果 はみ られな か

っ た ｡
一 方, シ ス テイ ン プロ テ ア ー ゼ阻害作用 に つ い て は ､ 前者 の 誘導体で

はわず か で あ っ た が ､ 後者 の 誘導体で は著明に強い こ とが判 っ た ｡

( 2 -

2) E p - 4 5 9 関連化合物 の I g E 抗体産生に おiナる抑制作用

B 8 1b/ c 系 マr ウス に O A と a l u JL を腹腔内投与 して 感作した ｡ 5 00 1 g/ k g E

p
- 2 5 及び E p -

I , 12 5 1 g/k g H C , 250 1 g/ k g C Y を d a y O に皮下投

与した ｡ 採血 辻 d a y 10 . 14 , 2 l , 3 0 に行 っ た ｡ T a bl e 10 に示したように ､

E p - 2 5 , E p -

1 は d 8 y 10 に は 著 し く I g E 抗件価を抑制し た が ､

d a y 10 以外 で時効果は み られなか っ た ｡ H C , C Y は全期間を通 じで著 しく

I g E 抗体価を抑制した ｡ 結果として E p
-

2 5 , E p - 1 の抑制効果 は弱

く, d a y 1 0 の み 抑制効果がある こ とが判 っ た ｡

8 81 b/ c 系 マ ウ ス に
.

O A と a h 川 を腹腔内攻与して感作した ｡ エ ポキ シ コ
ハ

1

ク酸の ア ミノ酸誘導体の 62 . 5 , 12 5 , 2 50 及 び 5 00 1 g/ k g を d a y O に皮下投

写した ｡ 採血は d a y 10 , 14 , 2l , 28 及び 35 に適宜行 っ た ｡ T ab al e ll に

示 した よう に ､ 6 2 . 5 b g/ k g の E
-

6 4 は I g E 抗体産生を d a y 10 , 14 及び

2 1 に抑制 した ｡ E - 6 4 , E p
-

4 7 5 の 12 5 h g/k g で は全期間を通 じて抑

-

1 0 1
-
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制作用を示 した ｡ 5 00 n g/ k g , E p
- 4 5 3 , E p

-

4 7 9 は I g E 抗体産生

をd ay 10 , 14 , 2l , 28 及び 3 5 に抑制又 は抑制傾向を示 した ｡ E p
- 4 5 9

の 抑制作用が長期にわた る こ と は既に報告して い る( lo g)
.

｡

以上 の こ とか ら ､ E p
-

4 5 9 関連化合物の うち エ ポ キ シ コ ハ ク･酸ジ ュ ス

テ ル 誘導体の I g E 抗体産生抑制作用は弱い が ､ エ ポ キ シ コ ハ ク酸ア ミ ノ酸

済導体 の抑制作用 は強い こ とが判 っ た ｡

(2 - 3) リ ン パ 球坤若化反応 ( L T R ) にお ける薬物作用

Iit o g e n の 無添加の条件下で は E p - 1 を B D F l 系 マ ウ大の肺臓細胞 の

培養液中に添加す ると3 , 10 〟g / 1 l の 濃度にお い て L T R を抑制 した ｡ しか し､

E p
- 4 5 9 は効果は み られ なか っ た ( Fi g . 33A) ｡ C o n A 添加条件下に お

い て は E p -

1 は 10 , 3 0 〟 g/ 11 濃度に おい て反応を抑制した ｡ しか し ､ E p

-

4 5 9 は効果 が なか っ た (F i g . 3 3B) ｡ L P S 添加条件下 にお い て 捻E p -

1 は l - 3 0 LL g/ 1l 濃度で 抑制した ｡ しか し､ E p - 4 5 9 は効果 は み られな

か っ た(Fi g . 33 C) ｡

以上 の 結果から ､ E p - 1 は免疫抑制作用をも つ が ､ 阜 p
- 4 5 9 は L T

R に対 して 抑制作用 の な い こ とが 判 っ た ｡

3 . 考 案

免疫薬理学的作用 の 多様化の発現 を目的と して ､ 構造の 単純な エ ポ キ シ コ ハ

ク酸ナ ミ ド, モ ノ エ ス テ ル , ジ エ ス テ ル誘導体を合成し､ そ の 免疫薬理学的作

用を調 べ , 構造 の禎雑な ア ミ ノ酸済導体と比較 した ｡

T abl e

l

12 に示したように ､ エ ポキ シ コ ハ ク酸の ア ミ ド, モ ノ エ ス テ ル , ジ エ

ス テ ル誘導体は シ ス テ イ ン プロ テ ア ー ゼ阻害作用は弱 い が､ S D 系ラ ッ ト A A ,

I g E 抗体産生 , L T R を抑制した ｡
一

方､ ア ミノ酸誘導体は シ ス テ イ ン プロ

テ ア ー ゼ を強く阻害 し､ I g E 抗体産生を強く抑制す るが ､ S D 系ラ ッ ト A A ,

-

1 0 4 -
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L T R に 対 して は作用 を示 さな か っ た ｡ 又､ エ ポキ シ コ ハ ク酸の ア ミ ド , モ ノ

エ ス テ ル , . ジ ュ ス チ ル 誘導体の化学構造は ア ミ ノ酸誘導体 の それ よりも単純 で

あ っ た ( T a bl e 9
-

I . 9
-

2) ｡

以上 の結果から ､ 一エ ポキ シ コ ハ ク酸誘導体で より化学構造 の単純な もの は い

く つ か の 免疫薬理学的作用を併有す るが ､ 酵素阻害作用 は弱い こ とが 判 っ た ｡

一 方､ 化学構造の より複雑な誘導体は I g E 抗体産生 の みを特異的に抑制し､

酵素阻害作用が強い こ と が判 っ た ｡
一 般に ､ 薬物は酵素, 蛋白質, レ セ プタ

ー

,

サ イ トカイ ン 等､ 免疫機能の 発現 と調蛎を担う様々 の機能蛋白質の S S 架橋,

s H 基 ヘ の結合 ･ 反応す る こ とに よりそ の免疫薬理 学的効果を発拝す る｡ ジ ュ

ス チ ル 誘導体で ある E p
-

-

1 は化学構造 が単純 な ため立体障害はわずか で あり､

A A , I g E 抗体産生, L T R に関与する蛋白質の S H 基に容易 に結合で き た

の で あろう｡ しかし､ 機能蛋白質の 活性中心 と E p
-

1 と の 立体的 ･ 電気的相

補性が完全に
一

致 して い な い た め ､ これらの 免疫薬理学モ デル で の抑制効果 は

弱 い もの と考え られた ｡ E p
- 4 5 9 の 場合は E p

-

1 より複雑な構造 をして

お り､ 容易に様々 な蛋白質S H 基と結合で きない が ､ i g E 抗体産生 に関与し

て い る機能蛋白質の 活性中心とは相浦性が完全に
一

致して おり､ 強い 抑制作用

を示したも の と思われる ｡ I g E 抗体産生に 関与して い る機能蛋白質の 活性中

心は シ ス テ イ ン プロ テ ア
ー ゼ の それと類似して い るか ､ もしくは シ ス テイ プロ

テ ア ー ゼ その もの と考えて い る｡ E p - 4 5 9 捻非特異的な免疫抑制剤で は な

く､ そ の 抑制作用は サ ブレ ッ サ
ー T 細胞に 関与 して い る ( 137) ｡ 即ち､ E p

-

4 5 9 の抑制作用は感作 した マ ウ ス の 肝臓細胞に より移入でき､ さらに E p
-

4 5 9 の抑制作用はサ ブ} ツ サ
ー T 細胞が十分に誘導されて おらず､ サ ブレ ッ

サ ー T 細胞の 前単細胞が十分に存在して い る条件下 で認 められる ｡ E p
- 4 5

9 はサ ブレ ッ サ ー

‾
T 紳胞の 成熟の s t i h ul & t o r で あると考えて い るため ､ 機能

蛋白質は これ ら の 細胞の成熟に関与して い るの かもしれない ｡
一 方､ E p - I

娃, L T R , A A , I g E 抗体産生を抑制す るた め､ 免疫抑制剤で ある と考 え

- 1 0･ 7 -



て い る ｡

以上 の 結果か ら ､ エ ポキ シ コ ハ ク酸に ア ミノ 酸誘導体が 2 つ 導入され た側鎖

の 長い ､ 比較的構造 が複雑な ア ミ ノ酸誘導体は ､ シ ス テイ ン プロ テ ア
ー ゼ阻害

作用が強く ､ そ の免疫薬理学的作用 は I ど E 抗体産生抑制作用の み に限定す る

が､ エ ポ キ シ コ ハ ク酸ア ミ ド, モ ノ エ ス テ ル , ジ エ ス テ ル誘導体の よう に , 側

鎖の短 い 比較的構造の 単純な化合物は シ ス テイ ン プロ テ ア
ー ゼ阻害作用 が弱く ､

多様な免疫薬理学的作用を示す こ と が判 っ た ｡

4 . 小 括

E p -

･

4 5 9 の構造 は複雑で ､ 要
一

白質に対す る結合は特異的で あり ､ 従 っ て

免疫襲理学的効果 も限定され て い る ｡ そ こ で ､ 構造を簡略に し蛋白質に対す る

結合特異性 を減らせ ば多様 な免疫薬理学的作用が発現す るもの と考え､ E p
-

4 5 9 関連化合物で ある エ ポキ シ コ ハ ク憩ア ミ ド, モ ノ エ ス テ ル , ジ ュ ス テ ル

誘導体の合成を行い ､ そ の 免疫薬理学的効果をA A , I g E 抗体産生 , L T R

を用 い て検討した ｡ その結果､ E p
- 4 5 9 の ように構造 の複雑 なア ミ ノ 酸誘

導体は シ ス テイ ン プ ロ テ ア
ー ゼ阻害活性が強く､ その 免疫薬理学的作用はI ど

E 抗体産生抑制作用の み に限定されて い るが , エ ポキ シ コ ハ ク酸ア ミ ド, モ ノ

エ ス テ ル , ジ ュ ス チ ル誘導体の ように シ ス テイシ プロ テ ア
ー ゼ阻害作用が弱 く ､

構造 の単純な化合物はA Å抑制作用, I g E 抗体産生抑制作用 , L T R 抑制作

用等 ､ 多様な免疫薬理学的作用壷示 しキ｡

以上の こ とから ､ 蛋白質S H 基ヘ 結合す るもの は免疫薬理学的効果をもち､

構造が複雑なも の か ら単純な もの に移行す る に従い ､ その作用の 強さを特異性

が 減弱 し ､ 多様性が増す こ と占ミ認 め られた ｡

-ノ1 0 8 -



稔 括

sl o y a c t i n g a n t i r h e u 一a t i c d r u g s ( S A A R D ) と呼ばれる抗
T
) ウ マ チ 剤は ､

自己免疫疾患 で ある慢性関節リ ウ マ チ ( R A ) の免疫異常 を是正す る薬剤で あり ､

具体的に は S H 化合物で あ る D
- ペ ニ シ ラ ミ ン ( P A ) 及び S H 反応性化合物で あ

る エ ポキ シ コ ハ ク酸誘導体等に 臨床 ある い は動物実鞍で抗リ ウ マ チ作用が認 められ

てい る ｡ S A A R D は 免疫担当細胞 の 酵素 , レ セ プタ
ー

, サイ トカイ ン 等の機能蛋

白質の S H 基 , S S 架橋 へ の 結合 ･ 反応 する こ とに よ りそ の 免疫薬理学的効果を発

挿す るが､ そ の 生物学的作用 の発現 に は著 しい 構造特異性が 存在す る ｡ 例えば ､ 構

造の 単純な薬物は活性基周辺 の立体障害性が低下し ､ 非特異的な反応が 克進するが ､

その 結果 と して標的蛋白質 へ の 反応性 が低下する ｡ さらに薬物と標的蛋白質の活性

中心 とq ) 立体構造的 ･ 電気的相補性に変化が 生t; て特異的な反応性が減弱す るもの

と思われ る ｡ P A の場 創まエ ポ キ シ コ 人ク教護導体 の l つ で あ るE p
- 4 5 9 ( エ

ポキ シ サ ク シ ニ.
ル ロ イ シ ル ア ミ ノ ブタ ン) に較ベ て単純 な構造を して お

r
り､ 種々 の

蛋白質S H 基やア ル デ ヒ ド基との結合に基づ く副作用や複数の 免疫薬理学的作用を

有して い る ｡ こ の こ とから ､ P A に種々 の化学修飾を行 っ た P Å関連化合物を合成

し､ 免疫薬理学的作用 の相互分散と増強の 可能性を検討した ｡
一

方､ 非常に複雑な

構造をし七い る E p
-

4 5 9 の塊合は シ ス テ イ ン プロ テ ア ー ゼ阻害作用が強い が,

免疫薬理学的作用がI g E 産生抑制作用の み に限定され る ｡ それ故､ 多様な免疫薬

理学的件用の発現を目的として 種々 の単純な構造の E p
-

4 5 9 関連化合物を合成

して ､ その 免疫薬理学的作用を検討した ｡

第‡奉‡己おも､ て 捻､ P A の抗リ ウ マ チ作用が複数の 免疫薬理学的作用から成り立

っ でも一番顛香か 奄検討 した ｡ その結果 ､ 自然発症自己免疫疾患M R L / l 系 マ ウス

管 絃 A 娃免疫抑制剤と同様に延命効果 , 肺腺の抑制, 腹腔細胞数の 減少, リ ウ

マ チ因子噂 減少等 の抑制件用を示した ｡ 免疫調節剤で 娃効果 が なか っ た こ とか ら､ I

放免疫抑制件用を有して い る こ とが判 ウ た ｡ 次に ア
･

2
'

エ
バ ン ト尉節炎 ( Å A )

- I 0 9 1 -



よりも自己免疫 の 関与 が明確で あ るタイ プⅡ コ ラ
ー ゲ ン 関節炎 ( C A ) を用 い て P

A の 効果を検討した ｡ そ の 結果 ､ P A は他の免疫調節剤と同様 に C A の悪化作用を

示し､ 免疫軸制剤とは作用が 異な るた め免疫調節作用が ある こ とが判 っ た ｡ こ の 際 ､

C A ラ ッ トの 肺臓細胞を C o n c a n a y a l i n A ( C o n A ) で刺激 した リ ン パ球助若化

反応 ( L T R ) にお い て 抑制作用を示 した ため ､ サ ブレ ッ サ
ー T 細胞の 誘導 の抑制

作用が ある こと が示唆された ｡ 以上 の こ とか ら , P A ほ免疫抑制作用と免疫調節作

用を有して お り､ 両作用 に より P A の 抗リ ウ マ チ作用 が発揮されるも の と考え られ

た｡

第Ⅱ章に お い て 姓 ､ P A の S H 基周辺 の 構造 を複雑に する こ とに よ り､ 機能蛋白

質ヘ の 結合性が 増し ､ 免疫薬理学的作用が よ
,

り特異的に な るこ とを期待して P A 関

連化合物を合成し ､ そ の免疫薬理学的作用を検討 した｡ その 結果 ､ P A 関連化合物

の うちで カル ポ キ シ ル 基か ら a 位または β位に S A c 基を有する化金物iまA A の抑

制作用 , C A 及び L T R の促進作用等免疫調節作用 を示したが ､ M R L / ) 系 マ ウ

ス及び B W F l マ ウ ス で は効果 が認 められず､ 免疫抑制作用を消失して い た ｡
一

方､

カ ル ポ キ ン ル基か ら γ位 に S Å c 基を有する化合物は A A , L T R , 遅延型ア レ ル

ギ ー 反応 ( D T H ) , B W F l マ ウス 腎炎をす べ て 抑制し､ P A 以上 に強い 免疫抑 ･

制作用を示したが ､ 免疫調節作用は認められ なか っ た ｡ 以上 の こ とか ら P A は免疫
ヽ

調節件用と免疫抑制作用を併有するが ､ カル ポ キ シ ル 基から α 位も しくはβ位に S

A c 基 を有する化合物は免疫調節作用の み ､ r 位に S A c 基を有する化合物は抑制

作用の み 発揮 し, 構造変換に よ る両作用の分離が認 め られ た｡ さらに P A 関連化合

■

物の うちで フ ェ ニ ル基 さらに フ ェ ニ ル 基に ハ ロ ゲ ン , ア ル キ ル基等を有するやの は ､

より強い 免疫調節作用また は免疫抑制作用を示した ｡

･

第Ⅲ章で は免疫薬理学的作用が限定されて い
‾
る E p

- 4 5 9 に つ い て ､ 種々 の 単

純な構造の誘導体を合成し､ そ の 免疫薬理学的作用の多様性の発現を検討した ｡ E

p
i i 4 5 馴建 マ ウス I g E 抗体産生 を強く抑制するが､ ,

マ ウ ス Ⅰ g G 抗体産生 を抑

＋

制転な い こ と及びI g E 抗体産生抑制作用は肺臓細胞の 移入に より発揮できる こ と

- 1 1 0 -



から､ E p
- 4 5 9 に よ る I g E 抗体産生抑制作用が サ ブレ ッ サ

ー T 細胞 の誘導 に

ょる こ とが 示唆されて い る ｡ モ ル モ ッ ト噴息モ デ ル に お い て ､ E p
-

4 5 9 投与に

ょり I g E 抗体価 の 低下及び肺組織の 肥満細胞か ら の ヒス タ ミ ン 避難抑制が認め ら

れ､ E p - 4 5 9 に Ⅰ型ア レ ル ギ ー 抑制作用 の あ る こ とが 判 っ た ｡

次に ､ E p
-

4 5 9 の 構造を単純 に した化合物の免疫薬理学的作用を検討した ｡

その 結果 ､ E p
-

4 5 9 の ように構造の 複雑な ア ミノ酸誘導体は シ ス テイ ン プロ テ

ア ー ゼ阻害作用が 強く , その 免疫薬理学的作用娃 I g E 抗体産生抑制作用に限定さ

れて い るが ､ エ ポ キ シ コ ハ ク酸の ア ミ ド, モ ノ エ ス テ ル , ジ エ ス テ ル 誘導体の よ う

に シ ス テ イ ン プロ テ ア ー ゼ 阻害作用が 弱く､ 構造の単純な化合物は A A 抑制作用 ,

I g E 抗体産生抑制作用 , L T R 抑制作用等多様な 免疫薬理学的作用を示した｡ 以

上の こ と から , E p
- 4 5 9 関連化合物にお い て ､ 構造 が複雑 なもの か ら単純な も

の に移行す るに従い ､ その作用の強さと特異性が減弱 し多様性が増す こ とが認め ら

れた ｡

結論と して ､ 本研究に お い て は S H 化合物で ある P A 関連化合物及びS H 反応性

化合物で ある E p
-

4 5 9 関連化合物に つ い て ､ 免疫秦理学的特異性と構造 との 関

係を瀦 べ ､ 以下の こ とが 判明 した ｡

① P A に免硬調節作用と免疫抑制作用の両作用が認 め られた ･.

ヽ

⑳ p Å関連化合物の うちで ､ カル ポ キ シ ル 基か ら a 位また は β位に S A c 基妄有

す る化合物は免疫調節作用を
'

, r 位に S A c 基を有する化合物は免疫抑制作用を

示 し､ 免疫薬理学的特異性に差が見い 出された ｡

⑧ p A 関連化合物の うちで フ ェ ニ ル基さら に フ ェ ニ ル 基上に ハ ロ ゲ ン , ア ル キ ル

基等を有するも の は ､ より強い 免疫調節作用また は免疫抑制作用を示した｡

㊨ E p - .4 5 9 関連化合物は構造の複雑な もの か ら単純なも の へ 移行する に従 っ

て ､ シ ス テ イ ン プロ テ ア
ー ゼ阻害作用が減弱し､ I g E 抗体産生抑制作用に加え

て A A 抑制作用及びL T R 抑制作用が認 められ ､ 免疫薬理学的作用に多様性 が発

現 した ｡
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