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序論

ア デノ シ ン は 内因性 の プリ ン ヌ ク レ オ シ ドで あり､ 細胞表面上 の受容体 - 結合 し

て様 々 な生体反応 を調節す る (1) ｡ 現在 ､ ア デ ノ シ ン受容体は A l ､ A 2 A ､ A 2 B お よ

び A 3 の 4 種 に分類 され て お り ､ 全 て が 7 回膜貫通型 G 蛋白結合受容体の ス
.

- パ ー

フ ァ ミリ
ー に属す る (2) ｡ ア デノ シ ン A l およ び A 3 受容体は ア デ ニ レ ー

トシ クラ

ー ゼ抑制型 Gi 蛋白質に共役 し､ 細胞 内サイ クリ ッ ク A M P レ ベ ル を低下させ る｡

一

方 ､ ア デノ シ ン A 2 A お よび A 2 B 受容体は ア デ ニ レ ー

ト シク ラ ー ゼ活性型 G s 蛋 白質

に共役 し､ 細胞 内サイ ク リ ッ ク A M p レ ベ ル を上昇させ る (3) ｡ ア デノ シ ン の代表

的な作用と して ､ A l 受容体刺激に よる心拍数低 下や 心筋伝導遅延 ､ ならびに A 2 受

容 体刺激に よる血圧低下や血小板凝集抑制等 が知られて い る (4) ｡ ア デノ シ ン を

i n v i v o で 投与す ると ､ A l 受容体を介した心拍数低下お よび A 2 受容体 を介 した血圧

低 下が惹起 され る (5) 0

定常状態 にお い て は (Fig . 1 A) ､ ア デ ノ シ ン は 主に細胞 内で S - ア デノ シ ル ホ モ

シ ス テイ ン ( S - ad e n o sylh o m o cy stei n e ; S A H) か ら S A H ヒ ドロ ラ
ー ゼ に よ り産生さ

れ る
.
(6) ｡

一

方虚血 ､ 外傷､ ス トレ ス
､ 炎症等の 侵襲条件下にお い て は (Fig . 1 B) ､

ア デノ シ ン 三 リン 酸 ( ad e n o si n e t rip h o sp h at e ; A T P) の 分解冗進等 によ り ､ 5
,

- ヌ ク レ

オチ ダ ー ゼ を介 した ア デノ シ ン
ー

リン 酸 (a d e n o si n e m o n op h o sp h at e ; A M P) か らの

ア デ ノ シ ン 生成経路が優位 となる(6) 0 5
'

- ヌ ク レオ チダ
ー ゼ は細胞 内の エ ン ド( サ

イ トゾリ ッ ク) 型 より細胞膜上 の エ ク ト型 の 方が A M P に対す る親和性が高く ､ A M P

が増加す る侵襲条件下にお い て は ､
エ ク ト型 の 5

'
- ヌ ク レ オチ ダ

ー ゼ を介した ア デ

ノ シ ン の 産生が 主となる (7) ｡
こ の場合ア デノ シ ン は細胞外で 産生 され ､ 細胞外

ア デノ シ ン の 濃度は 定常状態 の 5 0 倍痩度ま で上昇す る (7) ｡ 増加 した細胞外ア デ

ノ シ ン は ､ 細胞膜 上の アデノ シ ン受容体 に結合する こ とにより血管拡 張作用や細胞

へ の カ ル シ ウム イ オ ン 流入抑制作用 ､ 心筋収縮抑制作用 ､ ならび に血小板お よび炎

症細胞活性化 の抑制作用等を発現 し､ 生体の 恒常性 を維持す る方向に働 く (8) 0

こ れに より､ アデ ノ シ ン は細胞 ､ 組織等 の 傷害や機能不全に対 して 保護的 に作用 し､

- 1 _



虚血傷害抑制作用や抗炎症作用 を発現す る こ とが報告 されて い る (9 ､ 1 0) ｡ しか

し､ アデ ノ シ ン は後述す るヌ ク レオ シ ドトラ ン ス ポ ー

タ ー を介 して 血球細胞や 血管

内皮細胞等 に速や かに取 り込まれて代謝 され るた め ､ そ の 作用 は短時間で 消失す る

(1l ､ 1 2) ｡ また ､ 大量 の ア デノ シ ンや ア デノ シ ン ア ゴ ニ ス トの 全身性投与に よ り

目的 とす る薬 理作用(虚血傷害抑制作用や抗炎症作用) を得る ことは 可能で あるが ､

同時に心拍数減少 ､ 血圧低下 ､ 鎮静等 の 副作用も発現す る. ことか ら､ ア デ ノ シ ン 自

･

体やア デ ノ シ ン ア ゴ ニ ス トの疾患治療 - の 臨床応用 は制限され て い る (1 3) 0

ヌ ク レオ シ ドトラ ン ス ポ ー

タ ー 阻害剤 ( ア デノ シ ン 取り込 み阻害剤) は ､ ア デ ノ

シ ン の 臨床応用 - の制限 を解決する 一 手段と考えられ るo
ヌ ク レ オ シ ドトラ ン ス ポ

ー タ T は ､ 受 動輸送 ( 促 進 拡 散) の プ ロ セ ス をと る 拡散 型 トラ ン ス ポ ー

タ
ー

( eq uilibr ati v e n u cl e o sid e t r a n sp o rte r ; E N T) と ､ ナ トリ ウム イ オ ン濃度に依存 した濃

縮型 トラン ス ポ ー タ ー

( c o n c e n t r a土i v e n u cl e o sid e tr a n sp o rt e r ; C N T) に大別 され る(1 4 ､

1 5) ｡ 多くの 細胞 にお い て は E N T が ヌ ク レ オ シ ドトラ ン ス ポ ー タ ー の 主要構成要

素で あるた め ､ 通常ア デノ シ ン は濃度勾配に従 っ て 細胞 内外 を移動す る (1 6 ､ 1 7) 0

虚血や炎症 等の侵襲条件 下にお い て は ､ 細胞外 で ア デノ シ ン が産生され て細胞外 ア

デ ノ シ ン濃度 が高ま っ て い るため ､ ア デノ シ ン は 主と して ヌ ク レ オ シ ドトラ ン ス ポ

ー タ ー を介 して細胞外 か ら細胞 内 - 取 り込 まれ る｡ 従 っ て ､ こ の 状況下で ヌ ク レ オ

シ ドトラ ン ス ポ ー

タ ー の 機能 を阻害す る こ とは ア デ ノ シ ン の 細胞 内 - の 取 り込 み

お よび代謝 を抑制する結果 となり ､ 細胞外ア デ ノ シ ン濃度は持続的に高ま ると予想

される (Fig . 2 ; 1 8) ｡ 以上 の作業仮説 に より ､ アデ ノ シ ン 取り 込み 阻害剤はアデ ノ

シ ン の 産生が 高ま っ て い る傷害部位 に お い て 局所的 に細胞外 アデ ノ シ ン 濃度 を上

昇させ ､ 組織保護作用 を発現す ると期待され る｡ ア デ ノ シ ン取 り込み阻害剤 は必要

な部位で の み細胞外ア デノ シ ン 濃度 を増加 させ る こ とが 可能 で あり ､ 全身性副作用

を発現する アデ ノ シ ン やア デ ノ シ ン ア ゴ ニ ス トと比 較 して ､ よ り優れ た虚血傷害抑

制案や抗炎症薬となる可能性が 考えられ る ｡

ア デノ シ ン は細胞 内 - 取り込まれ た後 にア デノ シ ン キナ - ゼ に より A M P へ
､ あ

･ るい はア デ ノ シ ン デア ミナ ー ゼ に よりイ ノ シ ン - そ れぞれ代謝され ､ 消失す る(Fig .
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1) ｡ 従 っ て ､ これ らの 代謝酵素阻害剤 ( ア デノ シ ン キナ - ゼ 阻害剤 ､ アデノ シ ン

デア ミナ ー ゼ 阻害剤) もま た ､ 細胞外 ア デ ノ シ ン濃度を上昇させ ると考 えられ る

(1 9) ｡ しか し､ ア デノ シ ン キナ - ゼ お よびア デノ シ ン デア ミナ ー ゼ は多くの 細胞

内に普遍的に存在 して お り､ またアデ ノ シ ンデア ミナ ー ゼ は血液中にも存在して い

る ことか ら､ これ らの代謝酵素阻害剤で は局所的に細胞外アデ ノ シ ン濃度を増加 さ
l

せる こ とは 困難 で あると考 えられ る｡ 事実 ､ アデノ シ ン キナ - ゼ 阻害剤は敗血症性

シ ョ ッ クの ような重篤な侵襲動物 モ デル におい て 有効である
一

方 (2 0) ､ 中枢神経

系 を中心 とす る幅広 い 作用 を発 現する こ とも報告 されて い る (2 1) ｡ 以上の 知見よ

り ､ ア デノ シ ンや アデノ シ ン ア ゴ ニ ス トの み ならずア デノ シ ン代謝酵 素阻害剤と比

較 して も､ アデノ シ ン取り込み阻害剤は より優れた疾患治療薬となる 可能性が考え

られ る｡

アデノ シ ン 取り込み阻害剤の 治療 - の応用と して は ､ ジ ラゼ プおよび ジビ リ ダモ

ー

ル が それ ぞれ コ メ リア ン
⑧
ぉ よ び ペ ル サ ン チ ン

⑧
の 商品名 で虚 血性 心疾患 に対 し

て 臨床応用され て い る (F ig . 3 ; 2 2 ､ 2 3) ｡ また ､ ヤ ンセ ン社が開発 して い た特異的

ア デノ シ ン取 り 込 み 阻害剤 2 -( a m i n o c a rb o nyl) , N -(4 - a m i n o -2
,
6 -di c hl o r op h e nyl) - 4 -【5 ,

5 -

bi s(4
- fl u o r op h e nyl)p e ntyl]

- 1 -

pip e ra zi n e a c et a m id e ( R 75 2 3 1 ; Fig . 3) も虚血性心疾患が

想 定適応症 で あ っ た ( 24) ｡ 虚血傷害抑制作用 に加 え､ ア デノ シ ン は抗炎症作用を

有す る こ とも報告 されて い る (1 1 ､ 25) ｡ 虚血状態と同様に ､ 炎症状態にお い て も

エ ネル ギ ー

需要の 増加等 の た め に A T P 分解が克進 し､ 炎症部位 にお けるア デノ シ

ン の 産生は冗進す る (26 ､ 2 7) . 実際に ､ 5
'

- ヌ ク レオ チ ダ ー ゼ活性が炎症状態で 上

昇する こ とが報告 され て い る (2 8) ｡ また ､ アデノ シ ンお よび ア デノ シ ン ア ゴ ニ ス

トが動物炎症 モ デル にお い て有効で ある こ とも報告 され て い る(2 9 ､ 3 0) ｡ 従 っ て ､

ア デ ノ シ ン 取 り込み 阻害剤は虚血傷害抑制作用の みならず抗炎嘩作用も発現す る

こ とが期待 され るが ､ 現在ま で に炎症疾患 に対する ア デノ シ ン取 り込 み阻害剤の 有

効性 を報告 した例は ない
｡

以上の 知見 より､ 本研究にお い て は炎症 に対する ア デノ シ ン 取り込み 阻害剤の有

効 性 を検 討す る こ と を目 的 に ､ 以 下 の 順 で 新規 ア デ ノ シ ン 取 り 込 み 阻 害剤

ー 3 -



3 -【ト(6 ,
7 - di eth o x y

- 2 - m orp h olin o q ui n a z oli n - 4 -

yl)pip e ridi n - 4 -

yl]
- 1

,6
- di m et h yl

- 2
,
4(1 H

,
3 H) -

q ui n a z olin e di o n e h y dr o c hlo rid e ( K F 2 43 45 ; Fig .
4) の 薬効 を解析 し､ 炎症疾 患に対す

る K F 2 43 4 5 の 作用を検討 した ｡ K F 2 43 45 は ､ 協和発酵 工 業株式会社 医薬総合研究所

で創生された新規骨格を有す るア デ ノ シ ン取り 込 み阻害剤 で ある｡ まず ､ K F 24 3 4 5

の ア デノ シ ン取り込 み 阻害作用 をi n vit r o お よび i n vi v o にて 検討 し (第 1 章) ､ 次

に ア デノ シ ン取り込 み 阻害剤 が i n vi v o で抗炎症 作用 を発現す るか否 か を明らか に

す るた め ､ リボポリサ ッ カ ライ ド (1ip o p oly s a c ch a rid e ; L P S) で誘発され る腰痛壊死

因子 α (t u m o r n e c r o si s f a ct o r - α ; T N F - α) の 産生お よ び 白血球減少に対する K F 24 3 4 5

の 作用を マ ウス で検討 した ( 第 2 章) ｡ 続い て ア デノ シ ン 取り込 み 阻害剤 が炎症疾

患 に対 して有効 で ある か否か を検証す るた め ､
マ ウ ス の 糸球体腎炎お よび急性肺炎

に対す る K F 2 4 3 45 の 作用を検討 した (第 3 -5 章) ｡ ア デノ シ ン取り込み阻害剤の 作

用 における内因性 ア デノ シ ン お よび アデノ シ ン受容体の 関与を検証す るた め ､ 第 2 ､

4 お よび 5 章におい て は ､ K F 2 43 4 5 の 作用 に対す るア デ ノ シ ン受容体括抗薬の 影響

を併せ て 検討 した｡ K F 2 43 4 5 が 上記 モ デ ル にお い て何 らかの 作用 を示 し､ その 作用

がア デノ シ ン受容体括抗薬の 併用 に より消失すれ ば ､ K F 2 4 3 4 5 はア デノ シ ン 取り込

み 阻害に よ り細胞外 で 増加 した 内因性 ア デノ シ ン を介 して そ の 作用 を発現 して い

ると考えられ る｡
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A
A D O

a
A M P † A D O 竺 -N O

Fig ･ 1 ･ P r od u cti o n an d m et ab olis m o f a d e n o si n e i n n o rm al ( A) an d ad v e
r

s e

( B) c o n ditio n . A D A : ad e n o si n e d e am i n a s e
,
A D O : ad e n o si n e

,
A K : ad e n o s l n e

kin a s e
,

A M P : ad e n o si n e m o n op h o sp h at e
,

A T P : ad e n o si n e trip h o sp h at e
,

H Y P : h y p o x an thin e ,
I N O : in o si n e

, 5
'

- N : 5
'

-

n u cl e o tid a s e
,
N T : n u cl e o sid e

tr a n sp o rt e r
,
S A H : S -

ad e n o sy 払o m o c y st ei n e
,

S A M : S -

ad e n o syl m et hi o ni n e
,

U A : u ri c a cid .
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Fig . 2 . E ff e ct o f ad e n o si n e u ptak e i n hibit o r s o n a cti o n an d m e t ab oli s m of

ad e n o si n e i n ad v e r s e c o n diti o n . A D A : ad e n o 畠i n e d e am i n a s e , A D O :

ad e n o si n e
,
A M P : ad e n o si n e m o n o p h o sp h at e

,
A T P : ad e n o si n e tri p h o sp h at e

,

IN O : i n o si n e
,
5

ラ
- N : 5

ラ
- n u cl e otid a s e

,
N T : n u cl e o sid e tr a n sp o rt e r .
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第 1 章 K F 2 4
'

3 4 5 の アデノシン取り込み 阻害件用

1 -1 . 序文

アデ ノ シ ン は ､ 細胞膜上 の ヌ ク レ オ シ ドトラ ン ス ポ ー タ ー ( アデ ノ シ ン トラ ン ス

ポ ー タ ー

) を介 して 細胞 内外 を移動す る｡
ヌ ク レ オ シ ドトラ ン ス ポ ー タ ー は ､ l l

回細胞膜貴通型蛋白質 で ある受動拡散型 トラン ス ポ
ー

タ ー

E N T と ､ 13 回細胞膜貫

通型 の ナ トリ ウム イオ ン濃度 に依存 した濃縮型 トラ ン ス ポ ー タ ー

C N T に大別 され

る (1 4 ､ 1 5) 0
E N T は さらに ニ トロ ベ ン ジル チ オイ ノ シ ン ( nit r o b e n zylthi oi n o si n e ;

N B I) を羊対す る親和性 の相違 に基づ き ､ e s ( e q uilib r ati v e s e n sitiv e) 型 ( E N T l) お よ

び et (e q uilib r ati v e i n s e n sitiv e) 型 (E N T 2) の 2 種 に分類され る (1 8) 0
e s 型は N B I

に高親和性 の 結合部位 を有 し､ n M 単位の 濃度の N B I により そ の機能 ( ヌ ク レ オ シ

ドトラ ン ス ポ ー

ト) がほ ぼ完全に阻害され る. これ に対 し ei 型 は ､ LLM 単位の N B I

で なければ阻害されない
.

一

方 C N T は ､ トラ ン ス ポ ー タ ー に対 して 親和性 を示す

基質の 種類 に より5 種 の サブタイ プ (N l - N 5) に分類され る (1 8) 0

虚血 ､ 炎症等 の侵襲条件下 にお い て ､ 増加 した細胞外 ア デ ノ シ ン を主 に取り 込ん

で い る細胞 は血球細胞 (特 に赤血球) や血管内皮細胞等と考えられる ｡ こ れ らの 細

胞 にお い て は E N T l がヌ ク レ オ シ ドトラ ン ス ポ ー タ ー の 主要構成要素 で あ るため

(1 7) ､ ア デノ シ ン の 産生が高ま っ て い る局所 で細胞外ア デ ノ シ ン濃度を高 める た

めに ほ E N T l を阻害す る こ とが 有効で ある｡ 実際に ､ 冠血管拡張薬 と して 用 い られ

て い る ジラゼ プお よび ジビリダ モ ー

ル は E N T l を強く 阻害する (15) 0

K F 2 4 3 45 は ､ モ ル モ ッ ト脳膜画分 - の N BI 結合 を強く阻害す る こと で 見出され

た化合物 で ある. 本章 にお い て は ､
K F 2 4 3 4 5 が機能 と して の ア デ ノ シ ン 取り込みを

阻害するか否か を ヒ トを含む各種動物 ( マ ウス
､ ウサギ､

ハ ム ス タ ー ) の洗浄赤血

球 (in vitr o) お よび マ ウ ス (i n viv o) に て検討 し､ そ の 作用を既存の ア デ ノ シ ン 取

り込 み阻害剤で ある ジラゼ プ､ ジ ビリ ダモ ー

ル お よび

ノ

R 75 23 1 (3 l ､ 3 2) と比較 し

た ｡

- 8 -



1 - 2 . 実験方法

動物

化合物

雄性 d d Y マ ウス (2 0 - ヨo g)

雄性 N e w Z e al a n d W hite ウサギ (2 -3 k g)

雄性 g old e n S yri a n ハ ム ス タ ー ( l o o -2 0 0 g)

ジラゼ プ (dila z ep)

- ･ 日本 エ ス エ ル シ ー

株式会社 (浜松)
l

- ･ 同上

- ･ 同上

･ -

Sig m a C h e m i c al C o .

(s t . L o ui s ､ M O ､ U S A)

> ジビ リダモ ー

ル (dip y rid a m ol e) - 同上

> ア デノ シ ン ( ad e n o si n e) - ･ 同上

> [2 ,
8 } H] ア デノ シ ン (4 1 Ci/ m m ol) - N E N

T M
Life S ci e n c e P r o d u ct s ,

I n c .

( B o st o n ､ M A , U S A)

K F 24 3 4 5
･ - 協和発酵医薬総合研究所 にて 合成

> R 75 23 1
･ - 同上

I n vitr o の 検討にお い て は ､ ア デノ シ ン取り込 み阻害剤 (K F 24 3 4 5 ､ ジラゼ プ､
ジ

ビリダモ ー

ル お よび R 7 5 2 3 1) をジメ チ ル ス ル フ ォ キ シ ドに溶解 し､ 種 々 濃度 を調

製 した｡
In vi v o の 検討におい て は ､ ア デノ シ ン取り 込 み阻害剤を o .5 % ( w ル) メ チ

ル セ ル ロ
ー ス で溶解ある い は懸濁 し､ 1 0 m L /k g の容量で経 口投与 したo

虹 幽 重畳呈
■

男性健 常人 より採血 し､ 血液 : 3 .8 % ( w /v) ク エ ン酸ナ トリウム - 9 : 1 の 容量比

となる ようチ ュ
ー ブ 内で混和 した｡

マ ウス ､ ウサギお よび ハ ム ス タ ー の 血液 は エ ー

テ ル 麻酔下で腹部大静脈 より採取 し､
ヒ ト血液と同様にク エ ン酸 ナ トリウムと混和

した｡ 遠心 (1 00 0 g ､ 1 0 分) 後赤血球を 2 偉容量 の 生理食塩液 で 3 回洗浄 し､ 洗浄

- 9 -



した赤血球 をア ッ セイ用培地 (1 0 m M H E P E S で p H 7 .4 に調整 した重炭酸イ オ ン フ

リ
ー

のイ
ー

グル培地) 中に懸濁 した ｡ 赤血球浮遊液中の 赤血球数 を血球カ ウ ン タ ー

( c ellt a c α M E K - 61 5 8 ､ 日本光電 工業株 式会社 ､ 東京) で計測 し､ 細胞濃度が 2 .5 x 1 0
9

c ells/ m L となるよう調整 した ｡

赤血球 の ア デノ シ ン 取り 込 みは ､ 既法 (33) に従 っ て 測定 した｡ 赤血球浮遊液

1 0 0 LL L (2 .5 x 1 0
8

c e11s ､ ア ッ セ イ用培地中) を反応チ ュ
ー ブ内で種 々 の 濃度の アデ

ノ シ ン取り込み阻害剤と 1 時間反応 させ (室温) ､ そ の 後 1 p M の[2 ,
8 -

3
H] ア デノ シ

ン溶液 1 0 0 p L (1 0 0 00 0 - 15 0 0 0 0 dp m ) を添加 する こ とに よ り アデ ノ シ ン取 り込み を

開始 させ た . 1 0 秒後 ､ 反応停止 液 2 0 0 LLL (2 m M ジ ラゼ プ溶液) を加えて ア デノ シ

ン の 取り込 み を停止 させ た｡ 直後 に フ タル 酸 ジブチル 3 0 0 ドL を加 えて 15 秒間遠 心

(1 00 0 0 g ､ 4
o

C) し
､ 赤血球 をフ タ ル酸 ジブチ ル の 油層 の 下 に沈 降させ た｡ 吸引に

より油層 上 の 上浦を除去 し ､ 1 m L の 生理食塩液 で反応 チ ュ
ー ブを洗浄 した｡ その

後油層も吸引により除去 し､ 沈降 した赤血球を分取 した ｡ 分取 した沈降赤血球塊 に

2 0 0 LIL の 1 % ( v/v) T rit o n X - 1 0 0 を加 えて 溶血させ ､ シ ン チ レ ー

シ ョ ン バ イ ア ル 中

- 移動させた ｡ シ ンチ レ
ー

シ ョ ンカ ク テ ル 8 m L を加 え ､ 液体シ ンチ レ ー シ ョ ンカ

ウン タ ー ( L S 65 0 0 ､ B e ck m a n ､ F ull e rt o n ､ C A ､ U S A ) に て放射活性 を測定した ｡

各 ア デノ シ ン取り込み阻害剤の ア デ ノ シ ン 取り込み 阻害率 は ､ 以下の 式 より計算

した｡ 非特異的放射活性 は ､ 反応停止液存在下 で【2 ,
8 -

3
H ] ア デノ シ ン を添加 した場合

の 放射活性 と した ｡

阻害率 ( %) -

( 阻害剤非存在下 の 放射活性 一 阻害剤存在下の 放射活性)

( 阻害剤非存在下 の放射活性 一

非特異的放射活性)
x l O O

虹史 雌 出込亀鑑量

既法 (3 4) に従 い
､ ア デ ノ シ ン取り込み阻害剤 の in v iv o にお ける作用 をマ ウス

で検討 した｡ 各阻害剤の そ れぞれ の 用量 を マ ウス に経 口投与 し､ そ の 2 ､ 6 お よび

1 0 ( ある い は 2
､ 4 および 8) 時間後に エ ー テ ル 麻酔下 で腹部大静脈 よりク エ ン酸採

ー 1 0 -



血 した (全血 4 5 0 p L ＋3 .8 % ( w / v) ク エ ン酸ナ トリウム 5 0 p L) ｡ 血液 サン プル は ､

o .3 8 % ( w / v) ク エ ン酸ナ トリウム を含む ア ッ セイ 用培地で速やか に l .5 倍に希釈 し

た｡ アデノ シ ン の 取り込み は ､ 1 LL M の【2 ,
8 } H] アデノ シ ン溶液 1 0 0 p L ( 1 00 0 0 0 - 15 0 0 0 0

d p m ) を希釈血液サ ン プル 1 00 p L
へ 添加する ことに より開始させた o 以後の 手順 は ､

"

i n v it r o 赤血球ア デ ノ シ ン取り 込み阻害
”

の 項 に記載の 方牡と同様 に行 っ た｡

至= 皇盤里直 迎 塵戯腰塵

デ ー タは平均値± 標準誤差 で表示 した ｡ I n vitr o ア デノ シ ン取り込み 阻害実験 に

お ける各ア デノ シ ン取り込 み阻害剤の 5 0 % 阻害濃度 (I C 5 0) は ､ p r obit 法に より算

出 した ｡
In vi v o アデ ノ シ ン 取り込み阻害実験における統計学的有意差は

一

元配置分

散分析 お よ び D u n n ett
,

s t e st を用 い て検定 し､ 危険率5 % 未満を有意差あり と した .
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1 ･ 3 . 結果

虹 幽 塵豊

K F 2 4 3 45 は既存の ア デ ノ シ ン 取 り込 み阻害剤と同様 に ､ ヒ ト (Fig . ト1 A) お よび

マ ウ ス (Fig .
ト1 B) 洗浄赤血球 の ア デノ シ ン取り 込み を濃度依存的に阻害した｡ 双

方の 洗浄赤血球にお い て ､ サブLI M の K F 2 4 3 45 によ り ア デノ シ ン 取り 込みは ほ ぼ完

全 に阻害された｡

ウサギお よび ハ ム ス タ ー

の 洗浄赤血球 にお い て も同様 の検討 を行 い ､ 各種動物 の

洗浄赤血球にお ける各 々 の ア デ ノ シ ン取り込み阻害剤 の I C 50 値 をまと めた (T abl e

ト1) ｡ 検討された化合物の 中で は ､ ジ ラゼ プの ア デ ノ シ ン 取り 込み阻害作用が全 て

の動物種 にお い て 最も強力で あ っ たo 他 の 取り込 み阻害剤 と比較 して ､ K F 2 43 45 は

ジラゼ プ より若干弱活性 で あ っ た が ､ R 75 23 1 とほぼ同程度の 活性 を示 した ｡ 検討

され た全動物種の 赤血球間 で ､ K F 2 43 4 5 の 阻害活性 に大きな相違は認 め られ なか っ

た ｡

r n viv o 全血アデノシン取り込み 阻害

K F 24 3 45 は ､
マ ウス に経口投与後の 全血の ア デノ シ ン取り 込 み を阻害した (Fig .

ト2 A ) 0
1 0 m g/k g の K F 24 3 4 5 は ､ 経 口投与 2 時間後 か ら1 0 時間後 にわたりほ ぼ完

全 にア デノ シ ン 取り込みを阻害した.
ジ ビリダモ ー ル (Fig . 1 -2 C) お よび R 7 5 2 3 1

(Fig . ト2 D) もア デノ シ ン の 取り込 み を阻害 した が ､ これ らの化合物 に よる ア デ ノ

シ ン取 り込 み阻害作用 はそ の 経 口投与 8 時間後ある い は 1 0 時間後 に は消失 した｡

さらに ､ K F 2 43 45 10 m g/k g に よ る阻害作用と 同等の 阻害作用 を達成する ために ､
ジ

ビリダモ ー ル お よび R 75 23 1 は K F 2 4 3 4 5 と比較 して より 多く の 投与量を必 要と した｡

ジラゼ プは in vitr o で K F 2 43 4 5 より 強活性 で あ っ たが ､ 経 口投与で は 3 0 0 m g/k g ま

で マ ウス 全血の ア デ ノ シ ン 取り 込み を阻害しなか っ た ｡

- 1 2 -
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3
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T A B L E I l l

I C
5 0

V al u e s f o r v a ri o u s ad e n o si n e u pt ak e i n hibit o r s i n e ryth r o c yt e s 丘o m h u m an
,

m o u s e
,
r ab bit a nd 血a m st e r

h hibit o r s H u m a n M o u s e R abbit H am s t e r

K F 2 4 3 4 5

D il a z ep

D ip y ri 血 m o1 e

R 7 5 2 3 1

5 9 .5 _
＋ 9 . 8

2 7 .8 ± 3
.9

4 4 .8 ± 5 .3

7 6 .2 ± 1 4 .1

1 3 0 .1 ± 1 3 .2

3 3 .3 ± 8 .
5

2 7 4 .1 =ヒ 3 0 . 2

11 8 .3 i : 19 . 1

1 04 .2 ± l l . 6

2 2 .4 ± 2 . 5

2 7 . 7 ± 3 .
2

3 9 A _

＋ 4 . 6

3 0 . 9 :± 2 . 2

7 . 9 ± 0 .3

1 13 .3 ± 2 1 .8

3 3 .4 ± 5 . 0

( n M )

V al u e s a r e m e a n s ± S ･ E . of 5 s ep a r a t e e x p e ri m e n t s .
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*

-

*

* *

* *

* * *

0 2 4 6 8 1 0

Ti m e aft e r d r u g a d m i nist rati o n (h)

K F 2 4 3 4 5

㊨ 1 0 m g/k 9

0 3 m 9/k 9

□ 1 m 9/k g

Dip y rjd a m ol e

㊨ 1 0 0 0 m g/k 9

0 3 0 0 m 9/kg

ロ 1 0 0 m g/k g

a

Dil a z e p

@ 3 0 0 m g/k g

0 1 0 0 m g /kg

ロ 3 0 m g/k g

･ 2 4 6 8 1 0

T i m e aft e r d r u g ad m i ni st r ati o n (h)

D

* * * * * *

* * * R 7 5 2 31

◎ 1 0 0 m 9/ k9

0 3 0 m g / kg

口 1 0 m 9/k9

2 4 6 8 1 0

Ti m e a ft e r d ru g a d m i ni str ati o n (h)

F ig . 1 ･ 2 . Ti m e c o u r s e o f ad e n o si n e u pt ak e i n hib itio n i n s am ple d b lo o d c ells

alte r o r al a d m i ni st r ati oh of K F 2 4 3 4 5 ( A) ,
dil a z ep ( B) ,

dip y ri d am ol e ( C) an d

R 7 5 23 1 ( D) in m ic e . Bl o od w a s s am pled at v a ri o u s ti m e i n t e rv al s a n d

i n c u b at e d w ith l トL M o f [
3
H] ad e n o si n e f♭r 1 0 s e c . A d e n o si n e 叩t ak e

i n hibiti o n w a s e x p r e s s ed a s p e r c e n t ag e of in hibiti o n c わm p a r e d w ith th e

v ehicle
-tr e at ed g r o u p , an d v al u e s r ep r e s e n t m e an s ± S . E

.
o f 5 an i m al s .

* P

< 0 . 0 5
,

* * P < 0 . 0 1
,

* * *
P < 0 . 0 0 1

,
s ig nifi c an tly diffe r e n t fr o m th e v ehicle

-

tr e at e d g r o u p .
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1 ･ 4 . 考察

洗浄赤血球を用 い た i n v itr o の 検討系にお い て ､ K F 2 43 45 は検討された全動物種

の 赤血球 - の ア デ ノ シ ン の 取り 込み を濃度依存的に阻害 した ｡ K F 2 4 3 45 の ア デ ノ シ

ン取 り込 み 阻害活性 は ジ ラゼ プよ り若干弱く ､ R 7 5 23 1 と同程度で あ っ た ｡ 本検討

にお ける ジラゼ プの I C 50 値は ､ 既報 (3 3) にお ける I C 50 値 と同程度で あ っ た｡ ま た

本検討系 にお い て ､
N B I も ヒ ト ､

マ ウス ､ ウサギお よび ハ ム ス タ ー 洗浄赤血球の ア

デ ノ シ ン取り 込み を強く阻害 した (IC 5 0
- 4 - 3 3 n M ; 未発表デ

ー タ) ｡ 多くの 細胞 に

お い て は ､ E N T l お よび E N T 2 双方 の ヌ ク レ オ シ ドトラ ン ス ポ ー タ
ー が発現 して い

る可能性が考 えられる ｡ E N T l を阻害する ジ ラゼ プや N B I が本検討系にお い て ア デ

ノ シ ン の 取り込 みを強く阻害 した こと より ､ 赤血球 の ア デノ シ ン取 り込 み にお い て

主に機能 して い るヌ ク レ オ シ ドトラ ン ス ポ ー タ ー は E N T l で あり ､ 本検討系 にお い

て K F 2 43 45 が主に阻害して い るヌ ク レ オサイ ドトラ ン ス ポ ー タ
ー

も E N T l で ある と

考えられたo 今回の 結果よ り ､
K F 2 43 4 5 が モ ル モ ッ ト脳膜画分 - の N B I 結合 を阻害

するだ けで なく ､ 機能 的にも ア デノ シ ン の 取り込 み を阻害す る こ とが 明らか とな っ

た｡

マ ウス - 化合物を経口投与 し､ そ の 後採血 した全血サ ン プル の ア デノ シ ン取 り込

みを測定す る系は ､ i n vi v o で 化合物 の 経口活性や持続性 を検討す る の に優れた実験

系 で あると考えられ る｡ I n vit r o に おける K F 2 4 3 45 の アデ ノ シ ン取り込み 阻害活性

が他 の 取り 込 み阻害剤 と大きく異 な らなか っ たにも関わ らず ､
マ ウス にお ける i n

vi v o の検討にお い て は ､ 試験された全て の 阻害剤の 中 で K F 2 43 4 5 は最も強力 か つ 長

時間持続す るア デ ノ シ ン取り込 み阻害活性 を示 した . K F 24 3 4 5 1 ､ 3 お よび 1 0 m g/k g

経口投与 2 時間後 の血祭中化合物濃度はそれぞれ 7 7 ､ 2 92 お よび 12 7 7 n M で あり ､

また K F 24 3 4 5 1 0 m g/k g 経口投与時 には､ 投与 1 2 時間後 にお い て も血簾中薬物濃度

が 2 5 2 n M を保 っ て い た (未発表デ
ー タ) ｡ 加 えて K F 2 43 45 に よる ア デノ シ ン 取り

込み阻害活性 (in vit r o) は ､ K F 2 4 3 45 を処置 した赤血球 を生 理食塩液 で 洗浄 した後

もほとん ど変化 しなか っ た (未発表デ ー タ) ｡ 以上 の 知見 より ､ K F 2 43 45 の 良好 な

- 1 6 -



吸収 ､ 経 口投与後長く 高レ ベ ル で持続す る血衆中薬物濃度 ､ ならびに赤血球膜上の

ヌ ク レ オ シ ドトラ ン ス ポ ー タ ー
- の 強 力 な結合 が ､ in vi v o で長 時 間持続す る

K F 2 4 3 45 の ア デノ シ ン取り込み阻害作用 に寄与 して い ると考えられ るQ 今回の検討

にお い て ､
マ ウス in vi v o における K F 24 3 45 の ア デノ シ ン 取り込み阻害作用が検知

でき た こ と か ら ､ 以後 の 試験 で は マ ウ ス の 各種炎症 モ デル を用 い て 炎症 に対す る
I

K F 2 43 4 5 の 有効性 を検討す る ことと した ｡

- 17 -



1 ･ 5 . 小括

1 . 新規骨格 を有す る K F 2 4 3 4 5 は ､ i n v it r o で ヒ ト ､ マ ウ ス ､ ウサギお よび ハ ム

ス タ ー

の 洗浄 赤血球 の ア デ ノ シ ン 取 り込 み を濃 度依存 的 に 阻 害 した ｡

K F 2 4 3 45 の ア デノ シ ン 取り込み阻害作用は既存 の ア デ ノ シ ン 取り込 み阻害

剤で あるジ ラゼ プ より若干弱く ､ R 7 5 23 1 と同程度 で あ っ た｡

2 . K F 2 43 4 5 は ､ i n v i v o で マ ウ ス に経 口投与後 の 全血 の アデ ノ シ ン 取り 込み を

阻害 した . K F 24 3 4 5 の経 口活性 は他 の ア デノ シ ン 取り込 み 阻害剤 と比較 し

て 強力 で ､ か つ そ の 作 用 は長 時 間持続 した ｡ ま た炎症 モ デ ル に お ける

K F 2 4 3 45 の 作用 を､
マ ウ ス を用 い て評価 可能 で ある こ とが 明らか とな っ た｡

3 . 経 口投与後長 時間持続す る K F 2 4 3 4 5 の 強力 なア デ ノ シ ン 取り 込み 阻害作用

に は ､
K F 24 3 4 5 の 良好な吸収 ､ 長時間に わたり維持され る 血祭中薬物濃度､

ならび に赤血球膜 上 の ヌ ク レ オ シ ドトラ ン ス ポ ー タ ー - の K F 2 4 3 45 の 強力

な結合等が寄与すると考 えられ る ｡

- 18 -



第 2 章 L P S 誘発 T N F -

α 産生および白血球減少 に対する K F 2 4 3 舶 の

件用 ならびに内因 性アデノシンの 関与

2 -1 . 序文

エ ン ドトキ シ ン (菌体内毒素) は グラ ム 陰性菌の外膜に存在す る物質で ､
コ ア と

なる糖鎖に長銀の 脂肪酸 ア ンカ ー

( リ ビ ド A) が結合 した L P S の 構造を有する ｡ リ

ビ ド A の 部分は外膜の 外葉を構成 して おり ､ 多糖 の 部分は外膜 より外部に伸び て い

る｡
エ ン ドトキ シ ン シ ョ ッ ク の誘発や致死毒性等 の生物活性 は ､ リ ビ ド A の 部分に

ある ｡ 血中に入 っ た L P S は L p S 結合蛋白 (1ip o p oly s a c c h a rid e bi n di n g p r o tei n ; L B P)

と結合 し､ こ の複合体が 単球や マ ク ロ フ ァ
ー ジの表面にある C D 1 4 受容体と結合す

る｡ その 結果 ､ L P S 刺激は L P S 受容体 と考えられて い る T oll 様受容体を介して細

胞内 - 伝達され ､ T N F - α 等 の 炎症性サイ トカイ ン の 産生や遊離を促進する (3 5) .

C D 1 4 を持たない 血管内皮細胞等にお い て は ､ L P S は L B P の働き により血清中の 可

溶性 s C D 1 4 蛋 白に結合 し､ L P S 受容体に認識されて炎症性サイ トカイ ン の 遊離や接

着因子の 発現 を促進する
-

(3 5) ｡ 炎症性サイ トカイ ン遊離や血管内皮細胞活性化の

結果 ､ 接着分子 I C A M - 1 等を介 した内皮細胞と白血球との 接着が惹起され (3 6) ､

循環血中の 白血球数は減少すると考えられ る｡
L P S を実験動物に投与 した際の 血清

T N F - α の 上昇お よ び循環血 中の 白血球数減少に対する薬物 の 作用 を試験する系は ､

生体 の 炎症 反応 に対す る薬物 の 作用を検討す るの に優れた実験系 で ある と考 えら

れる ｡

アデノ シ ン は ､ 主と して細胞表面上 の アデノ シ ン受容体の 活性化を介 して種 々 の

炎症性細胞 の機能 を抑制す る ことが報告されて い る ｡ ア デノシ ン は好中球の活性酸

素産生 ､ 血管内皮 - の 接着お よび食食 を抑制 し (3 7 - 3 9) ､ また マ ク ロ フ ァ
ー ジの

T N F - α 産生も抑制す る (4 0 ､ 4 1) . さらにア デノ シ ンお よび そ の ア ゴ ニ ス トが､ i n

vi v o で抗炎症作用 を発 現す る ことも報告されて い る (2 9 ､ 3 0) ｡ 本章におい て は ､

ア デノ シ ン取 り込 み阻害剤が i n viv o

-

で抗炎症作用を発現す るか否か を検証するた

- 1 9 -



め ､ L P S で誘発され る T N F - α 産生およ び白血球減少 に対す る K F 2 4 3 45 の作用 をマ

ウス で検討 した.
K F 2 43 4 5 の 作用 にお ける内因性ア デノ シ ン お よ びア デ ノ シ ン 受容

体の 関与を検証す るた め ､
K F 2 43 4 5 の 作用 に対す るア デ ノ シ ン受容体括抗薬の 影響

も併せ て 検討 した ｡ ア デノ シ ン 受容体括抗 薬と して は ､ A l 受容体選択 的括抗薬

8 -

( n o r ad a m a n t a n - 3 -

yl)
- 1

,
3 - dip r o p yl x a n thi n e ( K W -3 90 2 ; 4 2) ､ A 2 A 受容体選択的括抗

薬4 -(2 -[7
-

a m i n o
-2 -

(2
- fu ryl)[1 ,

2
,
4]tria z ol o[2 ,

3 - a][I ,
3

,
5]t ri a zi n

- 5 -

yl a m i n o] eth yl)p h e n ol( Z M

2 4 13 8 5 ; 4 3) お よ び受容体非特異的括抗薬 8 一由一 s ulfo ph e nyl)t h e op h ylli n e (8 - S P T ; 44)

を使用 した｡
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2 12 . 実験方法

動物

化合物

雄性 dd Y マ ウ ス (2 0 -ヨo g)
- 日本 エ ス エ ル シ ー

L P S ( E s c h e ri c hi a c oli O 55 :B 5)
･ ･ A

D if c o L ab o r at o ri e s I n c .

( D etr oit ､ M I ､ U S A)

Z M 2 4 13 8 5

8 - S P T

K F 2 4 3 45

K W - 3 9 02

- ･ T o c ri s C o o k s o n L td . ( B ri st ol ､ U K)

- ･

R e s e a r c h Bi o c b e m i c al s l n c .

(N ati ck ､ M A ､ U S A )

- ･ 協和発酵医薬総合研究所 に て合成

- ･ 同上 (4 5)

K F 2 43 45 は 0 . 5 % ( w / v) メチ ル セ ル ロ ー ス で溶解 し､ 1 0 m L/k g の 容量で経 口投与

した . 第 1 章の i n vi v o ア デノ シ ン 取り込み阻害の結果 より ､ K F 2 43 4 5 の用量は
.
10

m g/k g を選択 した. L P S および 8 - S P T は ､ 生理食塩液 に溶解 して使用 した. K W -3 90 2

お よ び Z M 2 4 13 8 5 は ､ 0 . 1 % ( v/ v) N
,
N - di m eth yl a c e t a m id e お よ び I m M の 水酸化ナ ト

リウム を含む生理食塩液 に溶解 して用 い た｡

蟻 盟盈

K F 2 43 4 5 (1 0 m g/k g) ある い は溶媒 (o .5 % メ チル セ ル ロ
ー

ス) をマ ウス - 経口投

与 し､ その 1 時間後に L P S (1 m g/k g) を尾静脈 内投与 した ｡ L P S 投与の 1 時間後に

マ ウス を エ ー テ ル 麻酔 し､ 腹部大静脈 か ら血液サン プル を採申した ｡ 血液サ ンプル

は 1 20 0 g ､ 4
o

C で 10 分 間遠心 して 血清を分取 し､ 血清T N F - α 濃度を e n z y m e -li n k e d

i m m u n o s o rb e nt a s s ay( E LIS A) キ ッ ト( A m e r sb a m Bi o s ci e n c e s U K
,
Lt d . ､ Li 仕1e C h alfb nt ､

B u c ki n gh a m shi r e ､ U K ) に て 測定 した (感度 > 1 0 p g/ m L) ｡ レ コ ン ビナ ン トマ ウス

T N F -

α ( A m e rs h a m Bi o s ci e n c e s) を用 い 七作成 した標準曲線より ､ 血清 T N F -

α 濃度

- 2 1 -



を算出 した｡

K W - 3 9 02 ( 0 .3 m g/k g) ある い は Z M 2 4 13 8 5 (3 m g/k g) は ､ L P S 投 与の 1 0 分前に

尾静脈 内投与 した｡ K W -3 9 02 は 5
,

- N - et hylc a r b o x a m id o a d e n o si n e ( N E C A) で誘発 さ

れ る ラ ッ ト の 血圧 低 下 に は影 響 せ ず に ､ 心 拍数 低 下 に対 し て 顕 著 に括 抗 し た

( K W -3 9 0 2 0 . 1 m g/kg 静脈内投与時 ; 未発表デ
ー

タ) . また z M 2 4 13 8 5 は ア デノ シ

ン で誘発される心拍数低 下に は影響を与えずに ､
ア デノ シ ン の 降圧反応 を 1 m g/k g

(静脈 内投与) の 用量で 約 7 0 % 抑制 した (4 6 ､ 4 7) ｡ 以上 の知見 より ､ 本検討 で選

択された アデノ シ ン括抗薬の 用量は ､ そ れぞれア デノ シ ン A l ある い は A 2 A 受容 体

を十分 か つ 選択的に括抗 して い ると考 えられる ｡

嘘 些 墜旦生見

K F 2 43 4 5 ( 10 m g/k g) ある い は 溶媒 (0 ･5 % メ チ ル セ ル ロ
ー

ス) を マ ウス へ 経 口投

与 し ､ そ の 1 時間後 に L P S (3 帽ノk g) を尾静脈 内投与 した｡ L P S 投与の 2 時間後 に

マ ウス を エ ー テ ル 麻酔 し､ 腹部大静脈 より 2 m M E D T A 採血を行 っ た ｡ 細胞数 を血

球カ ウン タ
ー

( C ellt a c α M E K - 6 1 58 ､ 日本光電) で測定 した｡

8 - S P T (2 0 m g/k g) は ､ L P S 投与 の 1 0 分前に尾静脈 内投与 した ｡ 本検討 で用 い た

8 _ S P T の 用量は ､ ア デノ シ ン の 心筋保護効果 を十分 に抑制する こ とが報告され て い

る (4 8) 0

至 = 地 塵艶塵塵

デ ー タ は平均値±標準誤差で表 示 した ｡ 統計学的有意差は S t u d e n t
'

s i -te st ある い

は
一

元配置分散分析お よび D u n n ett
,

s t e st を用 い て検定 し､ 危険率 5 % 未満 を有意差

ありと した ｡
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2 -3 . 結果

と里蔓_毘盈 地 盤恩

K F 24 3 45 (1 0 m g/k g) は ､ L P S 処置 の 対照群で認 められた血清 T N F - α 濃度の 上昇

を有意に抑制 した ｡ Z M 2 41 3 85 (3 m g/k g) は ､ K F 24 3 45 の 血清 T N F -

α 濃度上昇抑
L

制作用をほぼ完全 に消失させた o

一 方 K W -3 9 02 (0 .3 m g/k g) は ､ K F 2 43 45 の作用に

影響を与 えなか っ た (以上 Fig . 2 - 1 A ) Q K W -3 9 02 お よび z M 2 41 3 8 5 は ､ 共に単独

で は L P S 誘発 m トα 産生に影響を与えなか っ た (Fig . 2 - 1Ⅰ】) 0

雌 盛運

L P S の尾 静脈 内投与 は血中白血球数 の顕著な減少 を惹起 し (対照群) ､
K F 2 43 45

( l o n g/k g) は 白血球数の減少を有意に抑制 した ｡ 8 - S P T (2 0 m g/k g) は ､ L P S 誘発

白血球減少 に対す る K F 2 43 4 5 の抑制作用をほぼ完全 に消失させ た(以上 Fig . 2 -2 A ) o

8 - S P T は ､ 単独 で は L P S 誘発 白血球減少 に影響を与 えなか っ た (Fig . 2 - 2 B) o
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C o nt r ol

B

†††

K W - Z M

3 9 0 2 2 4 1 3 8 5

K F 2 4 3 4 5

L P S

N o r m al K W - Z M

c o ntr o1 3 9 0 2 2 4 1 3 8 5

L P S

Fig ･ 2 - 1 ･ A
,
s u p p r e s si o n b y K F 2 4 3 4 5 o f L P S -i n d u c e d T N F - α p r od u cti o n an d

th e eff e ct s o f s el e ctiv e ad e n o si n e r e c e pt o r an t ag o ni st s o n th e s u p p r e s si o n b y

K F 2 4 3 4 5 . B
,
th e effe ct s of s el e cti v e ad e n o si n e r e c e pt o r an t a g o nists o n L P S -

i n d u c e d T N F - α p r o d u cti o n . M i c e w e r e p r e tr e a t e d with K F 2 43 4 5 (1 0 m g 化g

p . o .) 1 h b e fo r e i ntr a v e n o u s i nj e cti o n o f L P S ( 1 m g/k g) A K W - 3 9 0 2 ( a s el e ctiv e

ad e n o s!n e A
l

r e C e PtO r an t ag O ni st; 0 ･3 m gn 'g) o r Z M 2 4 13 8 5 ( a s el e ctiv e

ad e n o s l n e A
2 A

r e C e Pt O r an t ag O ni st;,
3 m g/k g) w a s i n tr a v e n o u sly ad m in ist e r e d

1 0 m i n b ef o r e th e L P S i nj e cti o n
. B l o o d s am pl e s w e r e c oll e ct e d 1 h a 洗e r t h e

L P S inj e cti o n , an d s e ru m T N F - α c o n c e n tr ati o n s w e r e m e a s u r e d b y e n zy m e
-

1i n k e d i m m un o s o rb e nt a s s ay . V al u e s a r e m e an s j = S . E . of 6 an i m al s ･

* * P <

0 . 0 1
,

* * *
P < 0 . 0 0 1 , sig ni fl C an tl y diff er e n t 丘o m th e L P S -tr e at e d gr o u p; †††P

i 0 .0 0 1
,
s lg nifi c an tly di ff e r e n t fr o m th e K F 2 4 3 4 5 ＋ L P S -tr e at e d gr o u p ･ L P S :

1ip o p oly s a c c h a ri d e
,
T N F -

α: t u m o r n e c r o sis f a ct o r -

α ･
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8 - S P T

K F 2 4 3 4 5

L P S

N o r m aI 8 1 S P T

C o ntr ol

L P S

Fig . 2 - 2 . A
,
i n hibi ti o n b y K F 2 4 3 4 5 of L P S -i n d u c e d le uk op e ni a an d th e e ff e ct

o f 8 - S P T ( a n o n
-

s el e cti v e ad e n? si n e r e c e pt o r a n t ag o ni st) o n th e in hibitio n b y

R F 2 4 3 4 5 . B
,
th e e ff e ct o f 8 - S P T o n L P S -i n d u c ed le uk o p e ni a . M i c e w e r e

p r et r e a te d w ith K F 2 4 3 4 5 (1 0 m g/k g p . o .) 1 h b efo r e i ntr a v e n o u s i nj e ctio n of

L p s (3 トLg/k g) . 8 - S P T (2 0 m g/k g) w a s i ntr a v e n o u sly ad m inist e r ed 1 0 m i n

b ef o r e th e L P S inj e cti o n . Bl o od s am pl e s w e r e c olle ct ed 2 h afte r th e L P S

inj e cti o n
,

an d t ot al l e u k o cy t e c o u n t s w e r e obt ai n ed . V al u e s a r e m e an s ± S .E .

of 5 - 1 0 an i m al s .

* P < 0
.
05

,
s lg nifi c an tly diffe r e n t fr o m th e L P S -tr e at e d

gr o u p; † P < 0 .0 5 , sig ni fi c an tly d iff e r e n t 丘o m t h e K F 2 43 4 5 ＋ L P S -tr e at e d

gr o u p . L P S : 1ip o p oly s a c cb a rid e .
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2 ･ 4 . 考察

本検討 にお い て ､ K F 24 3 45 は L P S によ り惹起される血清 m - α の 上昇 を抑制 し､

また血 中白血球数の 減少 を抑制 した ｡ K F 2 4 3 4 5 に よる L P S 誘発 白血球減少 の抑制 は ､

非選択的アデノ シ ン受容体括抗薬 で ある 8 - S P T に よりほぼ完全 に括抗された ｡ 加 え

て K F 2 43 4 5 に よ る L P S 誘発血清 T N F - α 上昇 の 抑制も ､ 選択的ア デ ノ シ ン A 2 A 受容

体括抗薬 で ある Z M 2 4 13 8 5 に より ほ ぼ完全 に括抗された. 以 上 の 結果 より ､ K F 24 3 4 5

が 内因性 の ア デ ノ シ ンお よび アデ ノ シ ン受容体 ､ 特 に A 2 A 受容体を介 して i n viv o

で抗炎症作用 を発現す る こ と が初め て 明らか とな っ た｡

ア デノ シ ン は ､ 単球お よ び マ ク ロ フ ァ
ー ジか ら の T N F -

α 産生 を抑制す る (i n

vit r o ; 4 0 ､ 4 1) . 従 っ て 本検討 で認 められた K F 2 4 3 45 に よ る L P S 誘 発血清 T N F - α

上昇の 抑制は ､ K F 2 43 4 5 の 投与に よ り細胞外 で増加 した内因性 ア デ ノ シ ン に よ る単

球お よび マ ク ロ フ ァ
ー ジ活性化 の抑制 に基づく作用 と考 えられる ｡ ま た ア デノ シ ン

は白血球お よび血管内皮細胞 の 活性化 を阻害 し (3 9 ､ 4 9) ､ 接着分 子の 発現等 を減

弱させ て血管内皮細胞 と白血球 の接着を抑制する｡ 本検討 にお い て ､
L P S を マ ウス

に静脈内投 与 した 際に認 め られ た血 中白血球数の 減少は ､ 生体内 で 白血球 が血管内

皮に接着 して 集積 した結果 で あると考えられ る . 以上 の知 見より ､ 本検討 で認 め ら

れた K F 24 3 4 5 に よる L P S 誘発 白血球減少 の抑制は ､ T N F - α 産生抑制 の 場合と 同様

に K F 2 4 3 45 の 投与に より細胞外 で増加 した内因性 アデ ノ シ ン が 白血球お よび 血管

内皮細胞 の 活性化 を抑制 し､ 白血球 の 血管内皮細胞 - の 接着を減弱 させ た結果と考

えられ る｡

細胞 内ヒ ポキサ ン チ ン生成の抑制も ､ K F 2 43 4 5 の 抗炎症作用発現 に寄与 した可能

性が ある . ,K F 2 43 4 5 がア デノ シ ン の 細胞 内 - の 取り 込み を阻害 した結果 と して 細胞

内イ ノ シ ン濃度の増加が抑制 され ､ これ に伴い イ ノ シ ン より産生される ヒ ポキサ ン

チ ン の 細胞 内濃度も低 下す る ｡
ヒ ポキサ ン チ ン は活性酸素 の産生酵素で あるキ サン

チ ン オ キ シ ダ ー ゼ の 基質で あり ､ そ の細胞 内濃度を低 下させ る こ と は活性酸素の 産
I

生抑制 に つ なが る｡ 活性酸素は好 中球の 遊走 ､ 接着の
-

促進因子と考 えられ て い る
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ため (5 0) ､ 細胞 内 ヒ ポキサ ンチ ン潰度の低 下も本検討で認 め られた K F 243 45 の 抗

炎症作用 に寄与 した 可能性 が考えられ る｡

マ ウス にお ける全身血圧 は ､ K F 2 4 3 45 の経 口投与 1 時間後か ら 8 時間後にわたり

変動 しなか っ た (未発表デ ー タ) . 従 っ て ､ K F 2 43 45 はアデノ シ ン
､ ア デノ シ ンア

ゴ ニ ス トお よびア デ ノ シ ン 代謝酵素阻害剤等と異なり ､
血圧低下や 中枢作用等の 副

1

作用 を伴う こ と なく抗炎症作用を発現 し得ると期待 され る｡
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2 - 5 . 小結

1 .

2 .

3 .

経 口活性 を有す る新規ア デ ノ シ ン取 り込 み阻害剤 K F 2 43 4 5 が ､
マ ウス にお

い て L P S で誘発され る
r

rN F -

α 産生お よび 白血球減少 を抑制す る こと が明

らかとな っ た ｡

K F 2 4 3 45 の L P S 誘発 T N F -

α 産生お よび 白血球減少 の 抑制作用 はア デノ シ ン

受容体括抗薬 によ りほ ぼ完全に抑制 され ､ K F 2 4 3 4 5 の 作用 が 内因性 ア デノ

シ ン お よび ア デノ シ ン受容体 を介 した もの で ある こ とが 示 された｡

今回の 結果 より ､ ア デノ シ ン取 り込 み阻害剤 がi n vi v o で 内因性 の ア デ ノ シ

ン を介 して 抗炎症作用 を発 現す る こ とが初め て 明らか と なり ､ ア デノ シ ン

取り込 み阻害剤が種 々 の 炎症疾患 の 予防ある い は治療に有用 で ある可 能性

が 示 され た ｡
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第 3 章 糸球体腎炎に 対する K F 2 4 3 4 5 の 僻用

3 -1 . 序文

糸球体腎炎は ､ 傷害された 腎臓内 - の 細胞外 マ トリク ス の 集積 ､ 漉過機能の 悪化
l

お よ び蛋白尿等 の 特徴 を伴う腎の 炎症性疾患で ある (5 1) ｡ 糸球体内で の免疫複合

体形成の他 ､ 白血球 ､ 補体系 ､ 血小板活性化因子 ､ ケモ カイ ン お よび サイ トカイ ン

等が本病態 の 発症 ､ 進展 に関与す る こ とが報告されて い る (5 2 ､ 5 3) ｡ 加えて初期

の 傷害に よ り惹起 され るネフ ロ ン 単位の 喪失が残存ネフ ロ ン で の 糸球体 内圧 の 上

昇や過剰な嬢過 に つ ながり ､ 糸球体硬化 の悪化やネフ ロ ン 単位の さらなる喪失 (糸

球体渡過機能の 悪化) を招く可能性が ある (5 4) 0

ア デ ノ シ ン は抗炎症作用 を発現す る こ とに加 えて ､ 種 々 の 腎機 能も調節する(5 4) 0

腎の 微小循環 にお い て ､ ア デ ノ シ ン は A l 受容体を介 して 腎輸入細動脈を収縮させ ､

A 2 受容体 を介 して 輸出細動脈を弛緩させ る (5 5 -5 7) ｡ ア デノ シ ン の 腎の微小循環

にお ける こ の 作用は糸球体内圧 の 低下に つ なが り ､ 腎炎 の糸球体にと っ て 有益 と考

えられる ｡ 以上 の 知見 より
■

､ ア デ ノ シ ン取 り込み阻害剤が ､ 炎症お よび糸球体 内圧

の 上昇で特徴付 けられる糸球体腎炎の病態を改善し得る可能性が考 えられた｡

第 2 章にお い て ､ ア デノ シ ン 取り込 み阻害剤 K F 2 4 34 5 が 内因性ア デ ノ シ ン を介

して i n vi v o で抗炎症作用 を発現する こ とが示 された｡ 本章 にお い て は ､ ア デノ シ ン

取り込み 阻害剤が抗糸球体腎炎作用を発 現する か否 かを検証す るた め ､ 抗糸球体基

底膜 (gl o m e ru 1 a r b a s e m e n t m e

.
m b r a n e ; G B M ) 抗体により マ ウス に惹起 した実験糸球

体腎炎 (5 8) に対する K F 2 43 4 5 の 作用を検討 した ｡ 抗 G B M 抗体は ､ G B M に存在

する IV 型 コ ラ ー ゲ ン N C l ドメイ ン に対す る自己抗体 で あるq 抗 G B M 抗体腎炎 は

抗 G B M 抗体が G B M に結合す る こと によ り補体の 活性化 ､
マ ク ロ フ ァ

ー ジの 浸潤 ､

各種炎症性 ､ 増殖性メ ディ ェ 一 夕 - や活性酸素の産生等が惹起 され ､ 糸球体腎炎が

発症､ 進展す る免疫疾患 で あり ､
ヒ トで は G o o dp a st u r e 症候群と呼 ばれる病態 が抗

G B M 型 腎炎 に相当す る (5 9) ｡ 本検討にお い て は ､ ウサギにお い て作製された抗
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マ ウ ス G B M 抗血清 を用 い て マ ウス に糸球体 腎炎を惹起 し､ K F 24 3 4 5 の 作用を検討

した ｡ 併 せて & F 24 3 4 5 の作用 をプ レ ド ニ ゾロ ン および シ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ドの作用

と比較 し､ こ れらの 薬物処置 に よ る副作用も同時に比 較検討 した ｡
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3 -2 . 実験方法

動物

化合物

雄性 d d Y マ ウス (2 0 -ヨo g)

雄性 N e w Z e al a n d W hite ウサギ (2 -3 k g)

C o m pl et e F r e u n d
'

s adj u v a nt

ウサ ギi m m u n o glo b uli n G (Ig G)

プ レ ド ニ ゾ ロ ン (p re d nis ol o n e)

シ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド

(c y cl op h o sp h a m id e)

K F 2 4 3 45

- ･ 日本 エ ス エ ル シ ⊥

- ･ 同上

- ･

株式会社ヤ トロ ン (東京)

･
- Sig m a

- ･ ナ カ ライ テ ス ク株式会社 (京都)

･ - 同上

- ･ 協和発酵医薬総合研究所にて 合成

K F 2 4 3 45 ､ プ レ ド ニ ゾロ ンお よび シ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ドは 0 .5 % ( w /v) メチ ル セ

ル ロ
ー ス で溶解 し､ 1 0 m L/kg の 容量で マ ウス - 1 日 1 回経口投与 した｡

皇堂豊艶竺 払 担吸塵重義

既法 (6 0) に従い
､ d d Y マ ウ ス の 腎臓か ら G B M を調製した ｡

マ ウス 腎臓 の ス ラ

イ ス を 15 0 m e s b の ス テ ン レ ス 製飾で強制櫨過 し､ 飾を通過 したもの をカ ル シウム

イ オ ンお よび マ グネシ ウムイ オ ン フ リ ー の ph o sp h at e b uff9r e d s alin e (p H 7 .4) 中で採

取 した｡ 遠 心 (4 0 0 g ､ 4
o

C ､

_
1 0 分) 後 ､ 残撞を G B M 画分と して 採取 した ｡

G B M
.
に対す る抗血清 は ､ 既法 (6 1) に従 い ウサギで作製 した ｡ 生理食塩液 に マ

ウス G B M 画分を 5 % ( w /v) の濃度と なるように溶解して G巧M 溶液と し､ G B M 溶

液お よび c o m plet e F r e u n d
'

s a dj u v a n t を l : 1 の 容量比 で混合して エ マ ル ジ ョ ン を調製

した ｡
エ マ ル ジ ョ ン 1 m L を 1 週間轟に計 4 回､ ウサギの背部皮 内に投与 した｡ 最

後 の エ マ ル ジ ョ ン 投与の 1 週 間後にウサ ギよ り採血 し､ 抗血清を採取 した ｡ 血清 は

補体系を不活化す るため に 5 6
o

C で 3 0 分間処理 し､ 以後 - 7 0
o

C で保存したo
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地 墨壷

既法 (6 2) に若干 の 変更を加 え､
マ ウ ス に実験糸球体 腎炎 を惹起 した ｡

ウサ ギ Ig G を生理食塩液 に 2 % ( w /v) と なる ように溶解 し､ Ig G 溶液 お よび

c o m pl et e F r e u n d
'

s a dj u v a n t を 1 : 1 の容量比 で 混合 して エ マ ル ジ ョ ン を調製 した o
マ

ウス l 匹あたり 2 5 0 LLL の エ マ ル ジ ョ ン を腹腔 内投与 し､ 予備免疫 した｡ 予備免疫

の 4 お よび 1 1 日後 の 2 回､
マ ウ ス 1 匹あた り 5 0 p L の ウサギ抗 マ ウ ス G B M 抗血清

を尾静脈内投与 した ｡ 正 常 マ ウス には ､ 抗 G B M 抗血清 の代 わり に生理食塩液 を投

与 した ｡

牲E 虹 吸盤盈

第 1 章の in vi v o ア デノ シ ン取 り込 み 阻害 の 結果 より ､
K F 2 43 4 5 の用量は 3 お よ

び 1 0 m g/k g を選 択 した｡ 実験群は次 の通 りと した ｡

> 第 1 群 正常群

> 第 2 群 対照群 (溶媒処置)

> 第 3 ､ 4 群 K F 2 43 45 3 ､ 1 0 m g/k g 処置

> 第 5 ､ 6 群 プ レ ドニ ゾロ ン 0 .3 ､ 3 m g k g 処置

> 第 7 ､ 8 群 シ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド 1 0 ､ 3 0 m g/k g 処置

最初の抗 G B M 抗血清投与 2 週間後 に各群 の 尿中蛋 白排壮量 が等 しく なる ように

マ ウス を 7 グル
ー プ (第 2 - 8 群) に群分 け し､ 群分けの 翌 日 より薬物 の治療的投与

を開始 した . K F 2 43 45 (3 ､ 1 0 m g/k g) ､ プ レ ド ニ ゾロ ン (0 .3 ､ 3 m g/k g) ､
シク ロ

フ ォ ス フ ァ ミ ド (1 0 ､ 3 0 m g/k g) ある い は溶媒 (o .5 % メ チル セ ル ロ
ー ス) の 何れか

を､ 最初の抗 G B M 抗血清投与 2 週 間後か ら 7 週間後 に わたり 1 日 1 回経口投与 し

た｡

実験最終日 ､
エ ー テ ル 麻酔下 で各 マ ウス の 腹部大静脈 より - パ リ ン採血 し､ 併 せ

て 腎臓 ､ 牌臓お よび胸腺を摘出 した ｡
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糸球体傷害の 機能的評価

最初の抗 G B M 抗血清投与 2 週後 か ら7 週後 の 間､ 週 に 1 度 マ ウ ス を絶食下で個

別採尿ケ
ー ジ に 入れて 2 4 時間尿を採取 した ｡ 採尿開始時と採尿 開始 1 2 時間後の 2

回 ､ 各 マ ウス に 5 0 m L/k g の 容量で蒸留水を経 口投与 したo 採取 した尿 は 8 0 0 g
'

､ 4
o

C

で 5 分間遠心 し､ 上浦を蛋白測定に使用 した ｡ 尿中蛋白濃度をオ ー トア ナ ライザ ー

†

( A U -5 10 ､ オリ ン パ ス 光学工業株式会社 ､ 東京) にて 測定し､ 尿 中軍自演度お よび

2 4 時間の尿量か ら 2 4 時間尿中蛋白排推量を算出 し体重で補正 した0

盈墜鮭亀豊里塵豊艶麹豊艶監盤

腎臓摘出後 ､ 直ちに腎杯を中心 と した約 5 m m 厚の横断組織片を切り 出 し
､

1 0 %

(Ⅴ/v) 中性緩衝 ホ ル マ リ ン液 中にて 浸漬 固定 した｡ 固定終了後 パ ラ フ ィ ン抱埋 して

厚 さ2 -3 p m の切 片を作製し ､ 光学顕微鏡的観察の ため p eri o dic a cid - S chiff (P A S)

染色を施 した ｡ 各 セ ク シ ョ ン で 8 0 -1 2 0 の 糸球体 を盲検法にて 検討 し､ 個々 の 糸球体

における P A S 陽性範囲の割合 に基づ い て糸球体傷害を評価 した｡ P A S 陽性範囲は

次の基準 で算出 し､ そ の平均値を各個体の ス コ ア と した｡ 1 - 2 5 % 未満 ､ 2 - 2 5 -5 0 % ､

3 - 5 0 -7 5 % ､ 4 - 75 % 以上 (個々 の糸球体 にお ける P A S 陽性範囲の 割合) 0

加 えて 正 常群 ､ 対照群お よび K F 24 3 4 5 10 m g/k g 処置群にお い て は ､ P A S 染色を

施 したもの とは別 の 腎臓切片 に h e m at o x yli n a n d e o si n (H & E) 漁色 を施 し､ 糸球体

内半月体形成､ 蛋白柱形成お よび問質 - の 炎症細胞浸潤を検討 した｡

薬物処置後の副 作用の評価

赤血坪数 を血球カ ウン タ ー

( C ellt a c α M E K - 6 15 8 ､ 日本光電) で測定 し､ そ の後

血液サン プ ル を 1 2 0 0 g ､ 4
o

C で 10 分間遠心 して血凍を分取 し牢. 血祭 ビリル ビ ンお

よ び gl ut a m i c
-

p y r u vi c t r a n s a m i n a s e ( G P T) をオ ー トア ナライザ ー ( A U -5 1 0 ､ オリ ン

パ ス) で 測定 した ｡ また第 1 ､ 2 ､ 4 ､ 6 お よび 8 群にお い て は ､ 各 マ ウス より摘出

した 牌臓お よび胸腺の 重量を測定した｡
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至= 幽 塵丑塵盤

デ ー タは平均値±標準誤差 で表示 したo 統計学的有意差は St u d e n t
'

s t -t e st ある い

は
一

元配置分散分析およ び D u n n ett
'

s t e st を用 い て検定 し､ 危険率 5 % 未滴 を有意差

あり と した ｡
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3 -3 . 結果

畳旦昼旦芸盟主壷_墜巨星重量旦蔓過度盈

尿中蛋白排壮量 の増加は糸球体か らの 蛋白漏 出の 結果と考えられ ､ 糸球体傷害の

指標と して尿 中蛋白排雅量が測定され る｡ 抗 G B M 抗血清を処置 した対照群 の マ ウ
(

ス にお い て は ､ 最初の 抗血清投与 2 週間後 に顕著な尿 中蛋白排雅量の増加が認め ら

れ た｡ 尿 中蛋 白排壮 量の増加は対照群 の全 て の マ ウス で認 められ ､ こ の 蛋白尿は実

験全期間を通 して ほ ぼ同 レ ベ ル で持続 した(Fig . 3 -I) . K F 2 4 3 45 (3 お よび 1 0 m g/k g)

は ､ 尿 中蛋白排雅量 を減少 させ た (Fig ･ 3 -1 A) ｡ 特に ､ K F 2 43 4 5 1 0 m g/k g 投与群 に

お い て は尿中蛋 白排壮量減少作用が顕著か つ 持続的で あり ､ 検討終了 時の尿 中蛋白

排壮 はほ ぼ正 常化 した｡ プ レ ド ニ ゾロ ン お よび シ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ドも尿中蛋白排

壮量減少作用を示 した (F ig ･ 3 -1 B ､ 3 - 1 C) o シク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド 3 0 m g/k g の 作用

は ､ K F 2 43 45 1 0 m g/k g の 作用とほ ぼ同程度であ っ た｡

一

方 ､ プ レ ド ニ ゾロ ン の 作用

は用量依存的で なく ､ また K F 24 3 45 の作用 と比較 しても弱 い もの で あ っ た ｡

里 越 生旦

糸球体内 p A S 陽性範囲の 拡大は ､ 糸球体硬化の 指標と考 えられる ｡ 実験終 了時

の 光学顕微鏡的観察にお い て ､ 対照群 の マ ウス で は糸球体内 p A S 陽性範囲の 拡大

が認 められた (F ig s . 3 - 2
､

3 - 3) . K F 24 3 45 処置群にお い て は､ 対照群 と比較 して 糸

球体 の P A S 陽性範囲が低値を示 した (F igs . 3 - 2 ､ 3 -3) ｡ またプ レ ド ニ ゾロ ン お よび

シ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド処置群 にお い て も､ 対照群と比較して 糸球体の P A S 陽性範

囲が低値を示 した (Fig . 3 -2) ｡ 特に K F 2 43 4 5 10 m g/k g 処置群 (p A S 陽性範囲ス コ

ア グ レ ー ド2 .3 2 土 0 .1 8) ､ プ レ ド土 ゾロ ン 3 m g/k g 処置群 (同2 .2 9 土 0 .1 3) お よび

シ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド3 0 m g/kg 処置群( 同 2 .03 士 0 .03) の 糸球体 p A S 陽性範囲は ､

対照群 ( 同 2 .9 9 土 0 .2 0) と比 較して 有意 に低値で あ っ た (Fig . 3 -2) 0

H & E 染色に よ る検討 におい て は ､ 対照群の マ ウス で 糸球体内半月 体形成､ 蛋白

柱形成お よび 問質 - の炎症細胞浸潤 が観められた (Fig . 3 - 4) 0 K F 2 4 3 45 1 0 m g/k g
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処置群 にお い て は ､ 糸球体内半月 体形成 ､ 蛋白柱形成お よび 問質 - の 炎症細胞浸潤

の軽減が認 められた (Fig . 3 - 4) .

副作用の 解析

シ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド3 0 m g/k g 処置群 にお い て は ､ 対照群 と比較 して 赤血球数

の 有意な低 下が認 め られた (Fig . 3 -5 A ) ｡

一

方 ､ プ レ ド ニ ゾロ ン 3 m g/k g 処置群 に

お い て は ､ 血衆ビリル ビ ン お よび G P T レ ベ ル の顕著な上昇 が認 められた(Fig . 3 - 5 B ､

3 _5 C) ｡ 血衆ビリ ル ビ ン は ､ プ レ ド ニ ゾ ロ ン 0 .3 m g/k g 処置群にお い て も対照群と

比較 して 有意に高値 で あ っ た (Fig . 3 - 5 B) 0 K F 24 3 4 5 処置群 にお い て は ､ こ れ らの

血液 ､ 血梁 パ ラメ ー タ ー

変化は認 め られなか っ た (Fig . 3 -5) ｡

プ レ ド ニ ゾ ロ ン 3 m g/k g お よ び シ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド3 0 m g 化g は ､ 牌臓および

胸腺重量の 有意 な減少 を惹起 した (F ig . 3 - 6) a
K F 24 3 4 5 1 0 m g/k g の 処置 は ､ これ ら

の 臓器重量に影響を与えなか っ た (F ig . 3 - 6) ｡ 対照群お よ び全 て の 薬物処置群間に

お い て ､ 体重 の相違は認 められ なか っ た｡
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w e ek s afte r th e fir st a n ti - G B M an tis e ru m i nj e cti o n
,

an d th e n th e p a r am e t e r s

w e r e e x am i n ed . V al u e s a r e m e an s ± S . E . o f 7 - 10 an i m al s .

*
P < 0 . 05

,

* *
P <

0 ･ 0 1 , s lg nific an tly di ff e r e n t fr o m th e v e hi cle -tr e a t ed c o n tr ol gr o u p . G P T :

gl ut am i c -

p y r u vi c tr an s a m i n a s e ,
G B M : gl o m e r ul a r b a s e m e n t m e m b r an e .
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∽
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0

* *

P r e d -

nis ol o n e

( 3 m g/k g)

C y cl o
-

p h o s p h a m id e

(3 0 m g/k g)

F ig ･ 3 - 6 ･ I n fl u e n c e s o f 5 - w e ek t r e a t m e nt s w ith K F 2 4 3 4 5 , p r ed ni s ol o n e an d

c y cl op h o sp h am id e o n spl e e n ( A ) an d th ym u s ( B) w eigh ts i n m i c e wi th an ti -

G B M an tis e r um -i n d u c e d gl o m e ru 1 o n e p h ritis ･ D ru g s w e r e o r ally ad m inist e r e d

o n c e a d ay 丘o m 2 t o 7 w e ek s
L
aR e r th e fl r S t an ti - G B M an tis e r um i nj e cti o n

,

an d th e n th e p a r am e t e r s w e r e e x am i n e d ･ V al u e s a r e m e an s ± S ･ E ･ of 7 - 1 0

an i m al s .

* P < 0 .0 5
,

* *
P < 0 . 01

,
s lg nific an tly ′

diffTe r e n t 丘o m th e v ehi cl e
-

tr e a t ed c o n tr ol gr o u p ･ G B M : gl o m e ru l ar b a s e m e n t m e m b r an e ･
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3 ･4 . 考察

本検討にお い て ､ K F 2 43 4 5 はプ レ ド ニ ゾ ロ ン お よび シ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ドと同様

に抗 G B M 抗体誘発糸球体腎炎 マ ウス の尿 中蛋白排壮量減少作用 を示 し､ 糸球体傷

害を改善 したo K F 2 4 3 4 5 10 m g/k g の抗糸球体腎炎作用はプ レ ド ニ ゾロ ㌣3 m g/k g の

作用と比較 して 強力 で あり ､ シ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド3 0 m g/k g の 作用とほぼ同程度で

あ っ た o しか し､ プ レ ド ニ ゾ ロ ン 3 m g/k g の 5 週 間の 経 口投与後に は血奨ビリ ル ビ

ンお よび G P T レ ベ ル の 上昇ならび に牌臓お よび胸腺重量の減少が認 められ ､月旦管､

肝臓 ある い は免疫 系の 障害が示 唆された○ またシ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド3 0 m g/k g 処置

群にお い て も､ 5 週 間の経 口投与後 に赤血球数 の 低下ならびに牌臓お よび胸腺重量

の 減少 が認 め られ ､ 造血系お よび免 疫系の 障害が 示唆された｡ これ らの 副作用 は ､

K F 2 4 3 4 5 処置群で は認 め られ なか っ た. 以上の 結果 より ､ K F 24 3 4 5 が重篤な副作用

を伴わずに抗糸球体 腎炎作用 を発現す る ことが明らかとなり ､ アデ ノ シ ン取り込み

阻害剤 K F 2 4 3 45 が糸球体腎炎 の治療に有用 で ある可能性が示 されたo

ア デ ノ シ ン ア ゴ ニ ス ト 2 c hlo r o - a d e n o si n e が ､ ラ ッ ト糸球体腎炎にお い て 蛋白尿を

抑制す る こ とが報告 されでい る (63 ､ 6 4) ｡ 加 えて ､ ア デノ シ ン取 り込み阻害剤ジ

ビ リ ダモ ー

ル も ､ 実験糸球体腎炎の 病態 を改善す る(6 5) ｡ 以上 の 知見より ､ K F 243 45

の抗糸球体腎炎作用も内因性の ア デノ シ ン を介 して い る と考 えられ る. K F 2 43 4 5 は

腎炎 で 産生の 高ま っ て い る 内因性ア デ ノ シ ン の 細胞内 - の 取り込 み を阻害す る こ

とに より細胞外 の ア デ ノ シ ン を増加 させ ､ 細胞膜 上 の ア デノ シ ン受容 体 - の ア デノ

シ ン の結合お よびそ の 作用発 現を可能 に して い ると推定され る｡

本 モ デル に お い て K F 2 43 4 5 が 抗糸球体腎炎作用 を示 した機作と して ､ 内因性ア

デノ シ ン によ る抗炎症作用 の 他 にア デ ノ シ ン の 腎血行動態↑ の 作用 が考 えられる ｡

即 ち､ 以下 の機序 に より 内因性 ア デノ シ ン は糸球体内圧 を減少させ る可能性 がある｡

1) 腎の 微小循環 にお い て ､ アデノ シ ン は A l 受容体を活性化する ことに より輸入細

動脈を収縮させ ､ また A 2 受容体を活性化す る こ と に より輸出細動脈を弛緩 させ る

(5 5 - 5 7) ｡
こ の結果 ､ 糸球体内圧は 下醸す る｡

2) ア デノ シ ン は A l 受容体を介 して

- 4 3 -



t u b ul o gl o m e ru 1 a r fe e d b a c k sy st e m を仲介す る こ とが報告 され て お り､ こ の 作用は単ネ

フ ロ ン の 糸球体滅過量の 減少 に つ ながる (6 6) 0 3) ア デ ノ シ ン は ､
A l 受容体を介

して 糸球体近接細胞か らの レ ニ ン 分泌 を抑制す る (6 7 ､ 6 8) ｡ ア ン ジオテ ン シ ン ⅠⅠ

は輸出細動脈の収縮因子で ある た め ､
レ ニ ン ･ ア ン ジオテ ン シ ン 系の 阻害は糸球体

内圧 の減少 に つ なが る可能性 が考 えられ る ｡ 腎炎の 発症 ､ 進展 には糸球体内圧 の 上

昇が関与す る こ とが報告されてお り ( 54) ､ ア デノ シ ン に よ る糸球体内圧低 下作用

は糸球体腎炎病態の 改善に有益 で ある と考 えられる ｡ 内因性 ア デ ノ シ ン に よる抗炎

症作用お よび糸球体内圧低下作用が ､ K F 2 4 3 45 に よる抗糸球体 腎炎作用に寄与 した

可能性 が推定され る｡

ア シジオテ ン シ ン II は ､ 腎の繊維化お よび増殖 にも寄与す る こ と が報告 されて

い る (6 9 ､ 7 0) ｡ 従 っ て ア デノ シ ン に よ る レ ニ ン分泌 の抑 制は ､ 腎繊維化進展お よ

び増殖性変化 の 抑制 にも つ なが る 可能性 が考 え られ る ｡ 実際 に本検討にお い て ､

K F 2 43 4 5 は増殖性変化 の 指標 で あ る糸球体内半月 体の 形成を抑制 した o 以上 の 知見

より ､
レ ニ ン分泌 の 抑制お よび ア ン ジオテ ン シ ン ⅠⅠの 阻害 を介 した ア デノ シ ン に よ

る抗繊維化 および抗増殖作用もまた ､ K F 24 3 4 5 の 抗糸球体腎炎作用 に寄与 した可能

性が考えられる ｡

K F 24 3 4 5 に よ る抗糸球体腎炎作用 の 想定機作を Fig . 3 - 7 に まとめ た ｡
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3 - 5 . 小括

1 . ア デ ノ シ ン 取り込み 阻害剤 K F 2 4 3 45 が ､
マ ウス にお い て 糸球体腎炎の 病態

を改善す る こ とが 明らか とな っ た｡ K F 2 43 45 の 糸球体腎炎改善作用 は ､ プ

レ ド ニ ゾロ ン お よび シ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ドの 作用 と比較 して 同等以上で あ

っ た .

一

方 K F 2 43 4 5 は ､ プ レ ドニ ゾロ ンお よび シ ク ロ フ
･

オ ス フ ァ ミ ドの処

置 で認 め られた重篤な副作用を発現 しなか っ た ｡

2 . 内因性 ア デノ シ ン に よ る抗炎症 作用お よび糸球 体内圧 低下作用 が ､ 主に

K F 24 3 45 の 抗糸球体腎炎作用 に寄与 して い る と考えられ る｡

3 . 本検討結果 は ア デ ノ シ ン 取り込 み阻害剤が重篤 な副作用を伴うこ となく糸

球体腎炎 の病態 を改善す る こ とを明 らか に した最初の 報告 で あり ､ ア デ ノ

シ ン取り込み阻害剤が糸球体腎炎の 治療に有用 で ある可能性 が示唆された ｡
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第 4 章 軽唾急性膝炎に対する K F 2 4 3 4 5 の 件用および内因性アデノシ

ン の 関与

4 -1 . 序文

急性揮炎は謄 の 浮腫 ､ 出血お よ び壊 死 ､ ならび に血清ア ミラ
ー ゼ お よびリパ ー ゼ

の 上昇を特徴 とす る炎症性 の 臓器疾患 で ある (7 1) ｡ 病態の 本体は障外分泌不全に

よ る肺組織内で の揮消化酵素 の活性化 お よ び勝の 自己消化 で あり (7 2) ､ 謄 の虚血

も病態 の進展 に関与す る (7 3) ｡ 他にケモ カイ ン ､ サイ トカイ ン
､ 転写因子 ､ 血小

板活性化因子お よび活性酸素等 の 因子が本病態 に関与す るとされ るが (7 4 _ 7 6) ､ 急

性肺炎の発症お よび進展の 詳細な機作は複雑 で ､ 充分解明されて い ない
｡

種々 の侵襲条件下と同 じく ､ 急性肺炎 にお い て も A T P の 分解等 に よりア デノ シ

ン め産生は増加 し､ 内因性 ア デノ シ ン レ ベ ル は上昇す る (7 7 ､ 7 8) ｡ 抗炎症作用 の

発現に加 え､ ア デノ シ ン は肺機能にも影響を及ぼす こ とが報告され て い る｡ 膜血管

床 に はア デ ノ シ ン受容体が存在し (7 9) ､ ア デノ シ ン は主に A 2 受容体を介 して 勝

血流を増加 させ る (8 0) ｡ 急性勝炎 の 病態 には膜の 虚血も関与す るとされるため ､

ア デ ノ シ ン に よる血流増加作用 は急性謄炎 の病態改善に有益 で あると推察される ｡

従 っ て ､ 急性勝炎 にお い て産生の 増加 して い る内因性アデノ シ ン の 細胞 内 - の 取り

込 みを K F 2 4 3 45 に より阻害して 細胞外 ア デ ノ シ ン の 薬理作用を増強する ことは ､ 急

性勝炎病態 の 改善に有効で ある可能性 が考 えられる ｡

本章 におい て は ､ ア デノ シ ン取り 込み阻害剤が抗急性謄炎作用を発現する か否か

を検証するた
.

め ､
セ ル レイ ン誘発 マ ウス 急性勝炎 に対す る K F 2 4 3 45 の 作用を検討 し

た .
セ ル レイ ン は ､ 謄外分泌 を調節す る コ レ シ ス トキ ニ ン ( ch ol epy st o ki n in ; C C K)

の ア ナ ロ グ ペ プチ ドで ある ｡ 生理的濃度の C C K は迷走神経経路を介 して謄外分泌

を刺激す るが ､ 非生理的高濃度の セ ル レイ ン は肺腺房細胞に直接作用 して謄外分泌

の 不 全を惹起す る (8 1) ｡
セ ル レイ ン に より誘発され る謄外分泌不 全の本態 は ､ 肺

腺房 細胞 内の ゴ ル ジ装置 か ら分離 して輸送され る べ きライ ソ ゾ ー ム酵素と 消化酵

- 4 7 -



素の 分離 の不全 で ある｡ 分離 でき ない 両酵素は共 に空胞 内に詰 め られ て 巨大空胞 を

形成 し､ こ れ により肺腺房細胞 内 で の 消化酵素 の活性化 が惹起 される (8 2) ｡ セ ル

レ イ ン誘発急性月翠炎 は障 の 浮腫や血清陣酵素 の 上昇 を主徴と し､

一

般的 に致死 は伴

わず ､ 時間経過 と共に自然治癒 の 過程 をた どる軽症急性肺炎 モ デル で ある｡

K F 2 4 3 4 5 の 作用 にお ける 内因性 アデノ シ ン お よび ア デ ノ シ ン受容体 の 関与 を検

証す るた め ､ 本検討にお い て は K F 24 3 4 5 の作用に対す る受容体非特異 的ア デノ シ ン

括抗薬8 - S P T の影響も併せ て検討 した o 加 えて ､ K F 24 3 4 5 以外 の ア デ ノ シ ン取り込

み 阻害剤で ある R 75 23 1 お よび ジ ビリ ダモ ー ル の セ ル レ イ ン誘発 マ ウ ス 急性肺炎に

対す る作用も検討 した ｡
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4 - 2 . 実験方法

動物

化合物

雌性 B A L B/c マ ウ ス (1 5 - 22 g)
- 日本チ ャ

ー ル ス ･ リ バ ー

株式会社

(横浜)

セ ル レイ ン ( c e r ul e in )

ジ ビ リダモ ー

ル (dip yrid a m ol e)

8 - S P T

K F 2 43 4 5

R 75 23 1

･
- Sig m a

- ･ 同上

- ･

R e s e a r c h Bi o ch e m i c al s l n c .

-
･ 協和発酵 医薬総合研究所 にて 合成

- ･ 同上

K F 2 43 4 5 ､ R 7 5 23 1 お よびジ ビリダモ
ー

ル は 0 .5 % ( w /v) メ チ ル セ ル ロ
ー ス で溶解

ある い は懸濁 し､ 1 0 m L /k g の 容量で経 口投与 したo セ ル レイ ンお よび 8 - S P T は ､ 生

理食塩液 で溶解 した｡

出 塁萱急進塵生壁墨塵

既法 (8 3) に従 い
､

マ ウス に セ ル レ イ ン誘発急性障炎を惹起 した｡
マ ウス を 16

時間絶食後 ､
セ ル レイ ン (5 0 p g/晦) を 1 時間に 1 回､ 5 時間にわたり計 6 回 (0 時

間後 に採血 ､ 分析す るもの に つ い て は 0 回 ､ 同 じく 3 時間後 の もの に つ い て は 2 時

間に わたり3 回) 腹腔内投与 して 腰炎を惹起 した｡

圭∠鎚d 遡 塵盈

第l 章の i n vi v o ア デ ノ シ ン 取り込み 阻害の結果 より ､ K F 24 3 45 の 用量は 1 0 m g/k g

を選択 した . 最初の セ ル レイ ン投与の 1 時間前 に ､ K F 2 4 3 45 (1 0 m g/k g) ある い は

溶媒 (o .5 % メ チ ル セ ル ロ ー ス) を マ ウス に経 口投与 した｡ 最初の セ ル レイ ン投与の

3 ､ 6 お よび 9 時間後 にそれぞれ エ ー テ ル 麻酔下で マ ウス の腹部大静脈 より血液サ ン
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プル を採取 し､ 血清ア ミ ラ ー ゼ お よびリパ ー ゼ 活性 を測定 した ｡ 加 えて病理組織学

的検討の ため ､ 謄臓を速や か に摘出 した ｡ 予備的な病理組織学的検討にお い て 肺臓

の 傷害は最初の セ ル レイ ン投与 の 6 時間後 に最も顕著 で あ っ た こ と より ､ 今回の 検

討 にお い て も病理組織学的検討は 最初の セ ル レイ ン投与 の 6 時間後 に摘出 した月琴臓

で実施 した｡
正常 マ ウス には ､ セ ル レ イ ン の代 わりに生理食塩事夜を 1 時間間隔で 3

また は 6 回腹腔 内投与 した｡

幽 彪豊

最初 の セ ル レ イ ン 投与の 1 時間前に ､ K F 24 3 4 5 (l o n g/k g) ある い は溶媒 ( o .5 %

メ チ ル セ ル 占 - ス) を マ ウ ス に 経口 投与 した o 非選択 的ア デ ノ シ ン 受容 体括抗薬

8 - S P T (2 0 m g/kg) は ､ 最初 の セ ル レイ ン投与 の 1 0 分前 に尾静脈内投与 した｡ 最初

の セ ル レイ ン 投与の 9 時間後 に エ
ー テ ル 麻酔下 で マ ウ ス の腹部大静脈 より 血液サ ン

プル を採取 し､ 血清ア ミ ラ
ー ゼ お よ びリパ ー ゼ活性 を測定 した ｡

セル レイン誘発急性膝炎に対する他の アデノシン取り込 み阻害剤の 作用

最初の セ ル レ イ ン投与の 1 時間前に ､ R 75 2 3 1 ( 3 0 0 m g/k g) ､ ジビ リダモ
ー

ル (1 0 00

m g/k g) ある い は溶媒 (o . 5 % メ チ ル セ ル ロ ー ス) を マ ウ ス に経 口投与 した｡ 最初の

セ ル レイ ン投与の 9 時間後 に エ ー テ ル 麻酔下で マ ウス の 腹部大静脈より血液 サ ン プ

ル を採取 し､ 血清ア ミラ
ー ゼ お よびリ パ ー ゼ 活性を測定 した ｡

生化学的分析

血液サ ン プル は 1 2 0 0 g ､ 4
o

C で 1 0 分間遠心 し､ 血清を分取 した ｡ 血清ア ミ ラ
ー

ゼ お よ びリパ ー ゼ活性は ､ 測定 キ ッ ト(Li q ui T e ch s e ri e s ､ R o c h e D i ag n o sti c s G m b H ､

M a n n h ei m
､

G e r m a n y) お よ び オ ー トア ナライ ザ ー

( A U -5 1 0 ､ オ リ ン パ ス) を使用 し

て発色法 あるい は比淘法に て 測定 した. 結果 は i nt e m ati o n al u n it s p e r lit e r (IU 瓜) の

型で表 示 した ｡ 8 - S P T ､ R 75 2 3 1 お よ びジ ビ リ ダモ
ー

ル の 作用 の 検討に お い て は ､ 結

果 は セ ル レイ ン 処置 された対照群の マ ウ ス で得 られた値 か らの 変化率 で 表示 した｡
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塵聖麹塵登盛会遮

光学顕微鏡に よ る検討 の ため ､ 各動物か らの 障臓の 組織片を 1 0 % (Ⅴ/ v) 中性緩

衝 ホ ル マ リ ン で浸漬固定 した｡ そ の 後 パ ラ フ ィ ン 抱埋 して切片を作製､ 作製 した切

片 を H & E 染色 した｡ 既報 の 基準 (8 4 ､ 8 5) に従 っ て 各サ ン プル の 浮腫 ､ 多型核 白
7

血球浸潤お よび腺房細胞壊死 の程度を盲検法に より検討 し､ 以下の 通りス コ ア 化 し

た . o -
n o c h a n g e ､ 1 -

v e ry slig ht ､ 2 -
slig ht ､ 3 -

m o d e r at e ､ 4 -
s e v e r e o

圭= 地 塵敦盛塵

病理組織学的ス コ ア 以外 の デ
ー

タは ､ 平均値± 標準誤差で表示 した｡ 統計学的有

意差は St u d e nt
'

s H e st を用 い て 検定 し､ 危 険率 5 % 未満を有意差 ありと した｡
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4 ･ 3 . 結 果

牲巨星垂重量_些盟盟

セ ル レイ ン を処置 した 対照群 の マ ウス で は ､ 血清 ア ミ ラ ー ゼ お よ びリ パ ー ゼ 活性

の 顕著な上昇が認 められた.
これ らの 変化 は最初の セ ル レ イ ン投与 3 時間後 に既 に

認 め られ ､ 9 F寺間後に 向けて 悪化 した (Fig .
4 -1) ｡ 最初の セ ル レ イ ン投与 6 時間後

の 病理組織学的検討 にお い て は ､ 対照群 の 謄臓 で浮腫 ､ 多型核 白血球 の 浸潤お よび

腺房細胞壊 死が認 め られた (T able 4 - 1 ､ Fig . 4 -2) ｡

K F 2 4 3 4 5 (1 0 m g/k g) は ､ 全て の 分析 時点にお い て 上昇 した血清ア ミラ ー ゼ お よ

びリパ ー ゼ 活性 を有意に低下 させ た (F ig .
4 - 1) ｡ 加 えて 鰐臓の病理組織学的検討に

おい て は ､ K F 2 43 45 は対照群 で 認 め られた浮腫 ､ 多型核 白血球 の 浸潤 お よび腺房細

胞壊死 を軽減させた ( T abl e 4 - 1 ､ Fig . 4 - 2) 0

堅≧ 幽 彪豊

セ ル レイ ン の 処置に より ､ 対照群 に おい て 血清ア ミラ - ゼ お よび リパ ー ゼ 活性の

上昇が認 め られた . K F 2 43 4 5 (1 0 m g/k g) は ､ 最初の セ ル レ イ ン投与 9 時間後 にお

ける これ らの 血清揮酵素活性 の 上昇を有意 に抑制 した(T able 4 -2) 0 8
- S P T ( 2 0 m g/k g)

は K F 24 3 4 5 の 血清ア ミ ラ
ー ゼ活性上昇抑制作用 をほ ぼ完全 に消失させ ､ 同 じく血清

リパ ー ゼ活性 上昇抑制作用 を消失 させ る傾向を示 した (T able 4 -2) . 8 - S P T は ､
セ

ル レ イ ン で誘発 され る血清 ア ミ ラ ー ゼ お よびリ パ ー ゼ活性 の 上 昇に対 し単独 で は

影響を与 えなか っ た (T a bl e 4 - 2) .

艶 地 主堅旦込垂塵豊艶吸盤愚

セ ル レイ ン を処置 した対照群 の マ ウス で は ､ 最初の セ ル レ イ ン投与 9 時間後の 血

清ア ミ ラ ー ゼ お よび リパ ー ゼ 活性が 上昇 した (T a ble 4 -3) ｡ R 7 5 23 1 (3 0 0 m g/k g) は

血清リパ ー ゼ活性 の 上昇に影響を与 えなか っ た が ､ 血清 ア ミ ラ ー ゼ活性 の 上昇 は有
＼

意に抑制 した ( T abl e 4 - 3) ｡
ジビ リダモ ー ル (1 0 0 0 m g/k g) は血清 ア ミ ラ

ー ゼ 活性
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の 上昇 を抑制レ､ ま た 上昇 した血清リパ ー ゼ活性を低下させ る傾 向を示 した( T able

4 13) 0
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6 0 0 0 0

5 0 0 0 0

4 0 0 0 0

3 0 0 0 0

2 0 0 0 0

1 0 0 0 0

0

1 0 0 0

8 0 0

6 0 0

4 0 0

2 0 0

0

A □

初

飼

N o r m a一

C o nt r ol

K F 2 4 3 4 5

* * * *

3 6 9

Ti m e aft e r th e fir st c e r ul ein inj e ctio n (h)

B

* *
* *

3 6 9

Ti m e a 托e r th e fir st c e r ul ein inj e ctio n (h)

F ig . 4 1 1 . E fiTe ct of K F 24 3 45 o n s e r um am yl a s e ( A) an d lip a s e ( B) a cti vity

d u ri n g c e r ul ei n -i n d u c ed a c ut e p an c r e atiti s i n m i c e ･ M i c e w e r e o r ally tr e at e d

w i th K F 2 4 3 4 5 at 1 0 m g/k g 1 h b ef o r e th e fir st i ntr ap e rit o n e al i nj e cti o n of

c e r ul ei n (5 0 トLg 化g) . V al u e s a r e m e an s ± S . E . o f 6 an i m al s ･

* P < 0 ･ 05
,

* *
P

< 0 ･0 1
,
sig nifi c a n tly diffe r e n t fr o m th e c e ru l ei n

-t r e a t ed c o n tr ol g r o u p ･
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T A B L E 4 - 1

Eff e ct o f K F 24 3 4 5 o n th e hi st olo gic f in di n g s of c e ru l ei n -i n d u c ed a c u t e p an c r e a titis

l n m l C e

G r o u p I nt e r stiti al ed e m a P M N c ell A ci n a r c ell

i nfiltr ati o n n e c r o s IS

N o m al 0

C o nt r o1 2 - 3

K F 2 4 3 4 5 1 -2

P an c r e ati c hist ol o g y w a s e v al u at ed 6 h a洗er th e fir st c e ru l ei n inj e cti o n ･

H ist ol ogic al alt e r ati o n s a r e g r ad ed f r o m 0 -
ab s e n t t o 4 -

m a xi m al ･ M i c e w e r e

o r ally tr e at e d w ith K F 2 4 3 4 5 (1 0 m g 瓜g) 1 h b efTo r e th e fl r S t i ntr ap e rit o n e al

i nj e ctio n of c e ru l ei n (5 0 p g k g) . T h e v al u e s r ep r e s e n t th e m e an s of s c o ri n g gr ad e

of 6 m ic e . P M N : p oly m o rph o n u cl e ar .

- 5 5 -



I

窺事

C

F ig . 4 1 2 . E ffe ct o f K F 2 4 3 4 5 o n th e hi st ol o gi c al t e m ati o n s d u ri n g c e ru 1 ei n -i n d u c e d

a c u t e p an c r e atiti s i n mi c e (h e m a t o x yli n an d e o si n st ai n
,

o ri g in al m ag nific ati o n x

4 0 0) . T h e p a n c r e a s w a s r e m o v e d 6 h a ft e r th e fi r st c e ru l ei n (5 0 p g 収g) i nj e cti o n ,

a nd bi st ol o gi c ally e x a m i n ed . A , p a n c r e a s 丘o m a n o r m al m o u s e . a
, p a ∝ r e a s 丘o m a

c o n tr ol m o u s e tr e at e d w i th c e ru l ei n . E d e m a
,
P M N c ell in filt r ati o n a n d a ci n ar c ell

n e c r o s

吾
s w e r e o b s e rv ed ･ C

,
K F 2 4 3 4 5 (1 0 m g n 'g) d e c r e a s e d ed e m a

,
i n 丘1tr ati o n a n d

n e c r o s IS W h e n c o m p a r e d wi th th e c o n t r ol p an c r e atiti s m o us e . P M N :

p ol ym o rp h o n u c l e a r .
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T A B L E 4 - 2

E ff e ct of 8 - S P T o n th e s u p p r e s si o n b y K F 2 43 4 5 of el e v a te d a ctiviti e s of s e ru m

a m yl a s e an d lip a s e d u ri n g c e ru l ei n -i n d u c e d a c u t e p an c r e atitis i n m i c e

G r o u p P an c r e atiti s ･S e ru m a cti vit y ( % of t h e c o n tr ol)

A m yl a s e L ip a s e

N o Ⅱn al

C o ntr ol

8 - S P T

K F 24 3 4 5

K F 2 43 4 5 ＋ 8 - S P T

c e m l ei n

c e r ul ei n

c e m l ei n

c e m l ei n

14 .1 ± 0 . 8

1 0 0 . 0 ± 8 .0

9 9 . 4 ± 5 .0

6 4 .I :土 7 . 8
a

93 .9 ± 9 . 5
b

2 .8 ± 0 .
1

1 0 0 . 0 ± 6 .3

9 9 . 6 士 5 .7

63 .2 :± 8 . 8
a

79 .5 ± 8 . 5

M i c e w e r e o r ally tr e at e d w ith K F 2 4 3 4 5 (1 0 m g/k g) 1 h b efTo r e th e fir st

i nt r ap e rit o n e al i nj e cti o n o f c e ru l ein (5 0 p g/ k g) ･ 8 - S P T (2 0 m g/ k g) w a s

i n tr a v e n o u sly ad m i nist e r ed 1 0 m i n b efわr e th e fi r st c e ru l ei n inj e cti o n
･

Bl o od

s am ple s w e r e c oll e ct e d 9 h aft e r th e fir st c e r ul ein i nj e cti o n t o d et e rm i n e a c ti vitie s o f

s e ru m am yl a s e a n d lip a s e ･ D at a ar e e x p r e s s e d a s p e r c e nt ch an g e s fr o m th e v al u e s

obt ai n ed f o r th e c o nt r ol m i c e tr e at ed w ith c e ru 1 ei n
,

an d r e s ult s a r e s h o wn a s m e an s

± s . E . of l O an i m al s i n e a ch ･g r o up ･

a
P < 0 ･0 5 , si g nifi c an tly diff er e n t 丘o m th e

c e ru l ei n
-tr e at ed c o n tr ol g r o u p ;

b
p < o 10 5

,
sig nifi c a n tly diffe r e n t fr o m t h e K F 2 4 3 4 5

＋ c e ru l ei n -tr e at ed gr o u p .
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T A B L E 4 -3

E ff e ct s of R 7 5 23 l an d dip y rid am ol e o n a c ti vitie s of s e r um a m yl as e an d lip a s e d u ri n g

c e r ul ei n
-i n d u c ed a c u t e p a n c r e a titis i n m i c e

G r o u p P a n c r e atitis S e m m a cti vity ( % of t h e c o n tr ol)

A m yl a s e Lip a s e

N o m al

C o n tr ol

R 7 5 2 3 1

c e m l ei n

c e m l ei n

2 3 .2 ± 0 . 8 1 2 .2 ± 0 . 6

1 0 0 . 0 ± 6 .3 1 0 0 . 0 :± 8 . 8

6 2 . 8 ± 7 .5
a 9 9 .5 ± 1 9 .7

N o Ⅲ n al

C o nt r ol c e ru l ei n

D ip y ri d am ol e c e ru l ei n

1 6 .5 :± 1 .9

1 0 0 .0 ± l l .3

4 .0 ± 0 .1

1 0 0 . 0 :± 1 8 .2

4 1
.6 ± 5 . O

a
5 0 . 0 ± l l . 1

M ic e w e r e o r ally tr e ate d w i也 R 7 5 2 3 1 (3 00 m g/k g) o r d ip y rid a m ol e (1 000 m g/k g)

1 h b efわre t h e fir st i ntr ap e rit o n e ali nj e cti o n of c e r ul ei n ( 5 0 トLg 瓜g) ･ B lo o d s am pl e s

w e r e c olle ct ed 9 h a 鮎r th e fir st c e ru 1 ei n i nj e cti o n t o d et e rm i n e a cti viti e s o f s e r um

am yl a s e an d lip a s e ･ D a t a a r e e x p r e s s ed a s p e r c e n t c h an g e s fr o m th e v al u e s

ob t ai n ed f o r th e c o nt r ol m i c e tr e at ed with c e ru 1 ein
,

an d r e s ult s a r e s h o wn a s m e an s

± s . E . of 6 a ni m al s i n e a c h g r o u p ･

a
P < 0 ･ 05

,
s lg nifl C an tl y diffTe r e n t fr o m t h e

c e m l ei n -tr e a t e d c o n t m l gr o u p .
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4 ･ 4 . 考察

本検討 におい て ､ セ ル レイ ン処置によ り認 め られた血清ア ミ ラ ー ゼ活性の 上昇に

対す る K F 24 3 4 5 の 抑制作用は ､ ア デノ シ ン受容体括抗薬 8 - S P T によ りほ ぼ完全 に消

失 した｡ また K F 2 4 3 45 によ る血清 リパ ー ゼ活性上昇 の抑制作用も､ 8 - S P T 処置 によ
l

り 消失する傾向を示 した ｡ 加 えて K f
■

24 3 4 5 以外の ア デノ シ ン 取り込 み阻害剤 で あ
･

る

R 7 5 2 3 1 お よび ジ ビリ ダモ ー

ル も ､
セ ル レ イ ン誘発急性揮炎の 血清ア ミ ラ

ー ゼ活性

の 上昇 を抑制 した ｡ 以上 の 結果より ､ K F 24 3 45 は内因性 ア デノ シ ン お よび ア デノ シ

ン受容体を介 して セ ル レイ ン誘発 マ ウ ス 急性肺炎の 病態を改善す ると考えられる ｡

こ れま で ア デ ノ シ ン 取り 込 み 阻害剤の 急性肺炎に対す る作用 を検討 した報告 杜な

く ､ 本検討 におい て ア デノ シ ン取り込 み阻害剤が抗急性藤炎作用を発現す る ことが

初め て 明らか とな っ た｡

本検討 で認 め られた K F 2 43 4 5 の抗急性謄炎作用 には ､ ア デノ シ ン の 抗炎症作用

に加 え障血流増加作用 およ び謄外分泌 不 全の 是 正作用が寄与 して い る可能性 が考

えられる ｡ ア デ ノ シ ン は A 2 受容体を介 して肺血管床 にお い て 血管を弛緩させ ､ 謄

血流 を増加 させ る ことが報告されて い る (7 9 ､ 8 0) ｡ 揮の 虚血 は急性勝炎 の病態を

増悪 させ る こ とが 示 され て おり (8 6) ､ ア デ ノ シ ン の謄血流増加作用は急性揮炎で

虚血状態に な っ て い る肺臓 に有益 で あると推察され る｡ 加 えて アデ ノ シ ン に よる勝

外分泌不全 の 是正 作用も ､ K F 2 4 3 45 の抗急性肺炎作用 に関与 して い る可能性 がある｡

揮の腺房お よび外分泌細胞に はアデ ノ シ ン受容体の 存在が示唆され て お り ､ ア デノ

シ ン は i n vitr o で ラ ッ ト謄腺房 か らの ア ミラ
ー ゼ の遊離を促進 し (8 7) ､ また主 に

A 2 受容体を介 して セ ク レチ ン で刺激 されたイヌ の 障外分泌 を増強す る こ とが報告

され て いる (8 8) . 急性勝炎 の 病態には ､ 揮外分泌 の 不全お よび障腺房細胞 内で の

消化酵素の 活性化 が関与す る とされて い る (8 9) ｡ ア デノ シ ン に よる障外分泌の 促

進作用は急性障炎で認 め られ る揮外分泌不全 の是正 に つ なが り ､ 病態の 改善に有益

で ある可能性 が考 えられ る｡ 以上 の 知見 より ､
ア デノ シ ン に よる肺血流増加作用お

よび障外分泌不全 の 是正作用は ､ そ の 抗炎症作用と共に急性肺炎病態の 改善に有益

- 5 9 -



で あり ､ K F 2 43 4 5 に よる抗急性肺炎作用 にも寄与 して い る可能性が 考えられ る ｡

セ ル レ イ ン 誘発 マ ウス 急性揮炎にお ける K F 24 3 45 の抗急性障炎作用 の想 定機作

を Fig . 4 - 3 にま とめた ｡
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P a tねo g 卵 e Si s oず盈C u色e p a 印 即 e 革朝敵

1

1

K F 2 4 3 4 5

a
E ff e c t s o f a d e n o si n e

P a n c r e ati c e x o c ri n e

s e c r eti o n T ( A
2)

R eJa x a tj o n o f p a n c r e atic

v a s c uL a r b e d ( A
2)

I nfl a m m at o ry c ¢‖

a ctiv ati o n l

＋
.
.

.
.
.
I

～

I m p r o v e m e nt of

p a n c r e atj c e x o c ri n e

s e c r eti o n i n s uffi cie n c y

P a n c r e ati c bl o o d fl o w I

A nti _i nfL a m m ati o n

F ig ･ 4 -3 . P o s sible m e c h an i s m s of an ti十p an C r e atitis e ff e cts b y K F 2 4 3 45 .

C C K : c h ol e c y st o ki ni n .
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4 ･ 5 . 小括

1 . ア デ ノ シ ン 取り込 み 阻害剤 K F 2 43 4 5 は セ ル レイ ン誘発 マ ウス 急性勝炎の 病

態 を改善した . K F 24 3 4 5 以外の ア デ ノ シ ン 取り 込み 阻害剤も抗急性謄炎作

用 を示 し､ ア デノ シ ン取 り込 み阻害剤が急性障炎の 病態を改善する こ とが

初 め て 明らかとな っ た ｡

2 . 本検討系に お ける K F 24 3 4 5 の 作用がア デノ シ ン 括抗薬の 併用 により消失 し

た こ とより ､ K F 2 4 3 45 の抗急性豚炎作用は 内因性ア デ ノ シ ン を介 して い る

と考 えられる ｡

3 . 内因性ア デ ノ シ ン に よる抗炎症作用 ､ 揮血流増加作用お よび勝外分泌不全

の 是正作用等が ､ K F 2 4 3 4 5 の 抗急性揮炎作用 に寄与 した可能性 が考えられ

る ｡
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第 5 章 畢症急性肺炎に対する K F 2 4 3 舶 の 件伺および内因性ア デノシ

ン の 関与

5 ･1 . 序文

炎症性 の 臓器疾患 で ある急性謄炎は ､ 軽症か ら重症ま で幅広 い病態を呈する こ と

が特徴で ある (9 0) ｡ 軽症例 の病態は
一

過性 か つ 可逆性 で あり ､ 時間経過と共 に自

然治癒 の方 向に向か い ､ 死亡 する こ とは ほ とん どない
｡

これに対 し重症例で は ､ 高

度 の 炎症 状 態 が 全 身 に波及 して 全 身性 炎 症反 応 症候 群 ( sy st e m i c i n n a m m at o r y

r e sp o n s e sy n d r o m e ; SI R S) の 状態と なり､ 最終的 に肺臓以外 の遠 隔重要臓器 が傷害

され て 多臓器不全 ( m u ltipl e o rg a n dy sfu n cti o n sy n d r o m e ; M O D S) に進展す る可能性

が ある (9 1) ｡
こ の 場合 ､ 重症急性膝炎は高 い 死亡率を伴う (9 2) 0

S IR S の 本体

は高サイ トカ イ ン血症 で あり ､ 遠隔重要臓器の 傷害には活性化好中球が 主要な役割

を担 うとされる (9 3) ｡ 重症急性障炎 にお ける M O D S 等の 全身性合併症は現在で

も深刻な問題 で あり ､ 急性謄炎か ら M O D S - の進展抑制が治療の ポイ ン トとな っ

て い る｡

第 4 章 にお い て ､ アデノ シ ン 取り込 み阻害剤 K F 2 4 3 45 が 内因性 ア デノ シ ン を介

して 軽症急性 肺炎で ある セ ル レ イ ン誘発 マ ウス 急性謄炎の病態 を改善す る こ とが

明らかとな っ た｡ アデノ シ ン は マ ク ロ フ ァ
ー ジ の炎症性サイ トカイ ン産生を抑制 し､

また好 中球 の 活性化 を抑制する ことが報告され て い る (10 ､ 2 5) ｡ 従 っ て ､
K F 24 3 45

は急性牌炎の 病態自体を改善す る ことに加 え､ 急性肺炎の 全身性合併症 - の進展も

抑制する可能性が 期待 され る｡ 本章 にお い て は ､ 重篤な合併症 を伴う重症急性障炎

に対 しても ア デノ シ ン取 り込 み阻害剤が有効で あるか否か を検証する ため ､
コ リン

欠乏 エ チオ ニ ン含有食 ( ch oli n e - d efi cie n t a n d ethi o ni n e - s u ppl e m e n t e d diet ; C D E diet)

に より マ ウ ス に誘発 される実験急性揮炎 に対す る K F 2 43 45 の作用を検討 した ｡
エ チ

オ ニ ン は必須 ア ミ ノ酸 で あるメ チ オ ニ ン の 代謝ア ナ ロ グで あり ､ 肺腺房細胞内の ホ

ス ホ リ パ ー ゼ c の 活性化 を阻害する こ とたより陣外分泌の 不 全を惹起する ｡
エ チオ
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ニ ン に より誘発 される障外分泌不全 の 本態 は ､ 分泌額粒 中の消化酵素と障腺房細胞

内で ライ ソ ゾ ー ム か ら逸脱 したライ ソ ゾ ー ム 酵素と の 融合で あり ､ こ れに より月琴腺

房細胞 内で の 消化酵素の 活性化が 惹起される (8 2) 0 C D E di et 誘発急性障炎 は ､ 以

上 の エ チ オ ニ ン の性 質を利用 して 惹起 され る代表的な重症急性牌炎 モ デ ル で ある ｡

セ ル レイ ン誘発急性 膝炎が
一

過性 の 謄 の 浮腫病変を主体 と した 軽症 の急性謄炎 モ

デ ル で ある の に対 し､ C D E di et 誘発 急性勝炎は 高い 致死率 を伴う非侵襲性 の 重症急

性障炎 モ デ ル で ある (9 4) 0

K F 2 43 45 の 作用 にお ける 内因性 アデ ノ シ ン お よび アデ ノ シ ン受容体の 関与 を検

証す るた め ､ 本検討 にお い て は K F 2 43 4 5 の 作用に対す る受容体選択的ア デ ノ シ ン 括

抗薬 (A l 括抗薬 K W -3 9 0 2 ､ A 2 A 括抗薬 z M 2 4 13 8 5) の 影響 も併 せて検討 したo
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5 -2 . 実験方法

動物

化合物

雌性 C D - 1 マ ウス (1 5 g 前後) - 日本チ ャ
ー

ル ス ･ リバ ー

Z M 2 4 13 8 5

エ チオ ニ ン ( D L - e thi o ni n e)

K F 2 43 4 5

K W -3 9 0 2

- ･

T o c ris C o o k s o n

- ･ Sig m a

- ･ 協和発酵 医薬総合研究所 に て合成

- ･ 同上

K F 24 3 45 ､ K W -3 90 2 およ び z M 24 13 8 5 は 0 .5 % ( w /v) メ チ ル セ ル ロ
ー ス で溶解

ある い は懸濁 し､
10 m L/k g の容量 で 経口投与 した ｡ 静脈内投与の 場合 は ､ 塩酸で

p H 3 .5 に調整 した 5 % ( w /v) グル コ ー ス 液に K F 2 43 45 を溶解 し､ 5 m L /k g の容量 で

尾静脈内投与 した｡

A

急性勝炎の 惹起 には C D E di et を用 い た｡
コ リ ン欠乏食をオリ エ ン タ ル酵母 工業

株式会社 (東京) より購入 し ､
エ チ オ ニ ン を 0 .5 % の重量比 で添加混合 して C D E di et

と した｡ C D E diet の 対照と して C D E diet と同様の 性状の st 皿 d a rd di et ( コ リ ン含有 ､

エ チオ ニ ン 不含) をオ リ エ ン タ ル酵母より購入 し､ 使用 した｡

急性膝炎の惹起

既法 (9 5 ､ 9 6) に従 い ､
マ ウス に C D E di et 誘発急性揮炎を蕎起 した ｡

マ ウス を

2 4 時間絶食 し ､ そ の 後致死 の 検討 で は 7 2 時間､ その他 の検討で は 4 8 時間 C D E diet

を摂 取させ て 急性肺炎を惹起 した｡
正常群 の マ ウス は 24 時間絶食 し ､ そ の 後実験

期 間を通 して st a n d a rd di et を摂取させた｡
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塾窒 地 盤旦

第 1 章の in vi v o ア デノ シ ン 取 り込 み阻害の結果 より ､ K F 2 43 45 の 用量は 3 お よ

び 1 0 m g/k g を選択 した ｡

致 死観察 : マ ウス に C D E diet を 7 2 時間摂取させ ､ そ の 時点 で生存 して い る マ ウ

ス は st a n d a rd diet 飼育下に戻 して さらに 7 2 時間致死 を観察 した｡

K F 2 43 4 5 (3 ､ 1 0 m g/k g p . o .) の 予防的投与は C D E diet の 摂取開始 と同時に開始

し､ そ の 後 C D E diet 摂取開始 1 2 0 時間後ま で 2 4 時間毎 に実施 した ｡

一

方 ､ K F 24 3 45

( 1 0 m g/k g p . o .) の 治療的投与は C D E diet の摂取開始 3 2 時間後 より 開始 し､ そ の 後

C D E di et 摂取 開始 1 2 8 時間後 まで 2 4 時間毎 に実施 した ｡ K F 2 4 3 45 治療的投与の 開

始時間は+ 本モ デル にお い て C D E di et の摂取 開始 3 2 時間後 には組織学的にも生化

学的にも急性肺炎 が発症 ､ 確 立 して い る とす る既報 ( 97) の 内容 を基 に決定 した ｡

各群 の マ ウス 5 匹単位で摂餌量 を測定 し ､ 対照群 と K F 2 43 45 処置群の C D E diet

消費量に相違が 生 じな い よう ､ 予 め設定され た範囲内 (1 1 土 3 g/5 m i c e/2 4 h) に最初

の 24 時間の 摂餌量が収 ま っ た マ ウス の み を解析に使用 した｡

塵畳重量 遡 L マ ウス に C D E

diet を 4 8 時間摂取させた . 本実験 条件にお い て ､ C D E di et 摂 取開始 48 時間後 には

ほぼ全 て の マ ウス が生存して い た ｡ 4 8 時間後に エ ー テ ル 麻酔下 で腹部大静脈より血

液サ ンプ ル を採取 し､ 膜臓 を摘出 して 重量を測定 した ｡ 血清ア ミラ ー ゼ お よび L D H

活性 を測定 し､ 摘出した肺臓 を病理組織学的 に検討 した｡

K F 2 43 4 5 (3 ､ 1 0 m g/k g p . o .) の 予防的投与は ､ C D E diet 摂取 開始 o お よび 2 4 時

間後に 実施 した｡

一

方 K F 24 3 4 5 ( 1 0 m g/k g p . o .) の 治療的投与は ､ C D E diet の摂取

開始 3 2 時間後 に実施 した｡

各群の マ ウ ス 5 匹単位で摂餌量 を測 定 し､ 対照群と K F 24 3 4 5 処置群の C D E diet

消費量 に相違が生 じない よう､ 予 め設 定された範囲 内 (1 1 土 3 g/5 m ic e/2 4 h) に最初

の 2 4 時間の摂餌量が収ま っ た マ ウス の み を解析 に使用 した ｡

血 清 T N F -

α 濃度に対する K F 2 4
_
3 4蔓

__
q2
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マ ウス を
.
C D E diet 摂食下で 4 8 時間飼育し ､ C D E di et 摂取開始 o お よび 2 4 時間

後 に K F 24 3 4 5 ( 10 m g/k g) ある い は溶媒 (o .5 % メ チル セ ル ロ
ー ス) を経口投与 した｡

c D E di et 摂取 開始 4 8 時間後 に腹部大静脈 より血液 サン プル を採取 し､ 血清 T N トα

濃度を測定 した ｡

幽 艶

マ ウス に C D E diet を 7 2 時間摂取させ
､ そ の 後 st a nd a rd diet 飼育下に戻 して さら

に 7 2 時間致死 を観察した｡ C D E diet 摂取 開始 o ､ 2 4 ､ 48 ､ 7 2 ､ 9 6 お よび 12 0 時間

後 に K F 2 43 4 5 ( 1 0 m g/kg) を経 口投 与 した ｡

選択的アデ ノ シ ン A l 受容体括抗薬 K W -3 9 0 2 (0 .3 m g/k g) ある い は 同 A 2 A 括抗薬

z M 2 4 13 85 (3 m g/k g) は ､ C D E di et 摂取 開始 1 時間前に マ ウス に経口投与 した ｡ こ

れ らの括抗薬の 経 口投与 は ､ 以後 C D E di et 摂取 開始 13 1 時間後ま で 1 2 時間庵 に実

施 した.
K W -3 9 0 2 0 . ト1 m g/k g の 経口投与は ､ N E C A で誘発される ラ ッ トの血圧低

下に影響す る こ と なく心拍数低 下を顕著 に抑制 した (98) 0 Z M 2 4 13 8 5 l o n g/k g は

ア デノ シ ン によ る心拍数低下 に影響を与 えなか っ たが ､ その 3 -l o n g/k g の 経 口投与

はア デノ シ ン で誘発 され る血圧低下を抑制 した (4 6 ､ 4 7) ｡ 以上 の 知見より ､ 本検

討 で 用い られ た K W - 3 9 0 2 お よ び Z M 2 4 1 3 85 の 各用量 は ､ それぞれ A l および A 2 A

ア デノ シ ン受容体を選択的か つ 十分 に括抗す ると考えられた｡

以下の 通り群 を構成 した｡

> 第 1 群 正常群 (st a n d a rd diet)

> 第 2 群 対照群 (c D E diet)

> 第 3 群 K W -3 9 0 2 ( K W ) 単独投与群 ( c D E diet ＋ K W -3 90 2)

> 第 4 群 z M 2 4 1 38 5
1
(z M ) 単独投与群 ( C D E diet 十 Z M 2 4 13 8 5)

> 第 5 群 K F 2 4 3 45 単独投与群 ( C D E diet ＋ K F 2 4 3 45)

> 第 6 群 K W ＋ K F 併用群 ( c D E di et ＋ K W -3 9 0 2 ＋ K F 24 3 45)

> 第 7 群 Z M ＋ K F 併用群 ( c D E di et ＋ Z M 24 1 38 5 ＋ K F 2 4 3 45)

各群 の マ ウス 5 匹単位 で摂餌量を測虚し､ 対照群と K F 2 43 4 5 処置群 の C D E diet
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消費量 に相違が生 じない よう､ 予 め設定 された範囲内 (1 1 土 3 g/5 m ic e/2 4 h) に最初

の 2 4 時 間の摂餌量が収 ま っ た マ ウ ス の み を解析 に使用 した ｡

&

マ ウス を C D E diet 摂食下 で 4 8 時間飼育 し､ C D E diet 摂取開始 4 8 時間後 に

K F 2 43 4 5 (1 .5 m g/k g) を 1 回尾静脈 内投与 した. K F 24 3 4 5 投与 の 直前お よび 1 0 分後

に腹部大静脈 より 3 m M E D T A 採血 し､ 血衆 中ア デノ シ ン濃度 を測定 した｡

測定

各 マ ウス か らの 血液サ ン プル は 12 0 0 g ､ 4
o

C で 1 0 分間冷却遠心 し､ 血清ある い

は血紫 を分取 した ｡ 血清ア ミ ラ ー ゼ お よ び L D H 活性 は ､ オ ー

トア ナ ライ ザ
ー

( A U - 6 0 0 ､ オリ ン パ ス) お よび測定 キ ッ トを使用 して ､ 自動化 され た発色法 に て 測

定 した . 血清 T N F -

α 濃度 は E LIS A キ ッ ト ( A m e r sh a m Bi o s ci e n c e s) にて 測定 し､
マ

ウス レ コ ン ビ ナ ン ト T N F - α ( A m e r sh a m B io s ci e n c e s) を用 い て 作成 した標準 曲線 よ

り算出 した ｡ 血祭中ア デ ノ シ ン濃度は ､ ア デノ シ ン測定 キ ッ ト｢ ヤ マ サ+ ( ヤ マ サ醤

油株式会社 ､ 東京) を用 い たラ ジオイ ム ノ ア ッ セイ 法 に より測定 した ｡

組織学 的検討

光学顕微鏡による検討の た め ､ 各 マ ウス か ら摘出 した騨臓 の 組織片 を1 0 % ( Ⅴ/ v)

中性緩衝ホ ル マ リ ン で 浸演固定 した｡ その 後謄臓 を単パ ラ フ ィ ンブ ロ ッ ク 中に抱 埋

し､ 5 p m に切断 ､ 切片を作製 して H & E で染色 した｡ 各サ ン プル にお ける謄腺房細

胞 の チ モ ー

ゲン額粒 の 増加 ､ 空胞化お よび核変性 の 程度を盲検法に より検討 し､ 次

の 基準 に従 っ て ス コ ア化 した｡ 0 -
n o ch a n g e ､ 1 -

v e ry slight ､ 2 -
slig ht ､ 3

-
m o d e r at e ､

4 -
s e v e r e ｡

圭= 地 盤亜

致死 の検討 におい て は ､
Fis h e r

'

s e x a ct p r o b ability t e st を用 い て 生存率 の デ
ー

タ を
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統計学的 に分析 した ｡ その 他 の検討 にお けるデ
ー

タ は平均値 ±標準誤差で表示 し､

統 計 学的 有 意差 は St u d e nt
'

s t -te s t ま た は W ilc o x o n r a n k s u m t e s t ､ あ る い は

K r u sk al - W allis t e st お よび St e el t e st を用 い て検定 した.
い ずれ の場合も危険率 5 % 未

満 を有意差あり と した｡
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5 ･ 3 . 結 果

&

致死観察: C D E di et 摂取開始 1 4 4 時間後に は ､ 対照群 で 9 0 % の 致 死が観察 され

た ｡ 3 0 匹の マ ウ ス の 内 2 7 匹が 1 4 4 時間後 まで に死亡 した ｡

K F 2 43 4 5 ( 3 お よび 1 0 m g/k g) の 予防的投与は ､ 生存率を有意 に改善した (Fig 1

5 - 1 A) 0 3 お よび 10 m g/k g 処置群 にお い て ､ そ れぞれ 3 0 匹中 1 0 お よび 18 匹の マ

ウ ス が C D E diet 摂取 開始 1 4 4 時間後まで 生存 した
｡

一

方 ､ C D E diet 摂取開始 3 2 時間後 に開始 した K F 2 43 45 (1 0 m g/k g) の治療的投

与もまた生存率を有意に改善した (Fig . 5 - 1 B ) 0 C D E diet 摂取開始 1 4 4 時間後 の 時

点にお い て ､ K F 2 4 3 45 治療的処置群 の マ ウス 全 3 0 匹中 13 匹が 生存 して い た ｡

c D E diet 摂取開始 14 4 時間後以降は ､ 何れ の 群にお い て も マ ウ ス の さらなる死 亡

は認 め られ なか っ た｡
St a n d a rd di et を摂取させた 正 常群 の マ ウス は ､ 全て 実験全期

間を通 して生存 したo

重畳重量 遡 C D E diet で 4 8 時間飼育され た対照群の マ

ウ ス で は ､
st a n d a rd di et で飼育された 正常群の マ ウス と比較 して 搾湿重量お よび血

清ア ミ ラ ー ゼ活性がそれぞれ 1 .5 お よび 2 倍以上 に増加 したo 非特異的な細胞傷害

の 指標 で ある血清 L D H 活性もまた ､ 対照群の マ ウス で顕著に 上昇した｡

K F 2 4 3 45 1 0 m g/k g の予 防的投与は ､ 揮湿重量 の増加 (Fig ･ 5 - 2 A) ､ 血清ア ミ ラ ー

ゼ(Fig . 5 -2 B) お よび L D H (F ig . 5 - 2 C) 活性 の 上昇を有意に抑制 した . K F 2 4 3 45 3 m g/k g

の 予防的投与は ､ 対照群の血清 L D H 活性 の 上昇の み を抑制 した ｡

一

方 K F 2 43 4 5 (1 0 m g/k g) の 治療的投与は揮湿重量 の 増加 お よ び血清L D H 活性

の 上昇 を有意に抑制 したが (Fig . 5 - 2 A ､ 5 - 2 C) ､ 血清ア ミ ラ ー ゼ 活性の 上昇に対 し

て は影響を及ぼさなか っ た (F ig . 5 - 2 B) ｡

障の 組織学的変化: C D E diet 摂取開始 4 8 時間後の 分析に お い て ､ 対照群の マ ウ

ス で は障腺房細胞 の チ モ
ー

ゲン 頼粒 の 増加 ､ 空胞化お よび核変性が認 め られ た ｡

K F 2 4 3 45 1 0 m g/k g の 予 防的投与 は ､ チ モ
ー

ゲン頼粒 の 増加 (Fig ･ 5 - 3 A) お よび空
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胞化 (Fig . 5 -3 B) を有意に改善 した (Fig . 5 -4) 0 K F 24 3 45 3 m g/k g の 予防的投与は ､

謄炎惹起群 で認 め られた組織学的変化 に対 して有意な影響を及 ぼさなか っ た｡

K F 2 4 3 45 ( 1 0 m g/k g) の 治療的投与は ､ 謄腺房細胞 の チモ
ー

ゲン頼粒の 増加 ､ 空

胞化 お よび核変性 に対 して 有意な影響を及ぼさなか っ た (Fig . 5 -3) 0

重畳ヱ 鵬 出廷塾 担垂_ 曳鑑盈

c D E diet 摂取開始 4 8 時間後の 分析 にお い て ､ 対照群の マ ウ ス で は血清 T N F - α

濃度 の 上昇が認 め られたo K F 2 43 4 5 ( 1 0 m g/kg) の 予 防的投与は ､ 血清 T N F - α 濃度

の 上昇 を有意 に抑制 した (Fig . 5 - 5) 0

幽 艶

c D E diet 摂取開始 1 4 4 時間後 には ､ 対照群にお い て 8 0 % の 致死 が観察された｡

2 5 匹中 2 0 匹の マ ウス が 14 4 時間後ま で に死亡 した｡

K F 2 4 3 45 ( 1 0 m g/kg) は ､ 対照群 で認 め られた マ ウス の 致死 を有意 に抑制 した(Fig .

5 - 6 B) 0 K F 2 4 3 45 処置群 で は ､ 3 0 匹 2 0 匹の マ ウス が実験全期間を通 して生存した o

K W -3 9 02 ( 0 .3 m g/k g) は致死に対する K F 2 43 4 5 の 作用 に影響を与えなか っ た が ､

z M 24 1 3 85 (3 m g/k g) は K F 24 3 45 の 致死抑制作用をほ ぼ完全に消央させた(Fig . 5 - 6 B) .

K W -3 9 0 2 ＋ K F 2 43 4 5 お よ び Z M 2 4 13 8 5 ＋ K F 2 43 4 5 処置群 にお い て ､ それぞれ 2 0 匹

中 1 6 匹お よび 25 匹中 1 匹の マ ウス が 実験全期 間を通 して 生存 した｡

K W -3 9 0 2 は ､ 単独 で C D E di et に より誘発され る致死 を中程度だが有意 に減少さ

せた ｡

一 方 z M 2 4 1 3 85 は ､ 単準で対照群 の マ ウ ス で霞 め られた致死を増悪 させ る傾

向を示 した (Fig . 5 -6 A) 0 K W - 3 9 02 単独処置群 で は 3 0 匹中 1 4 匹 の マ ウス が実験全

期 間を通 して 生存 し､ Z M 2 4 13 8 5 単独処置群 で は 2 5 匹の マ ウス 全て が C D E diet 摂

取開始 1 4 4 時間後ま で に死 亡 した ｡

c D E diet 摂取開始 1 4 4 時間後以降は ､ 何れの 群にお い て も マ ウ ス の さらなる 死亡

は認 め られ なか っ た ｡ St a n d a rd di et を摂取させ た正常群の マ ウス は ､ 全て 実験全期

間を通 して 生存 した ｡
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c D E di et 摂取開始 4 8 時間後 の 時点にお い て ､ 対照群 マ

ー

ゥ ス の 血衆中ア デ ノ シ ン

濃度 は st a n d a rd di et で飼育された 正 常群 マ ウ ス の 血祭 中ア デ ノ シ ン濃 度の 2 倍程度

で あり ､ 有意に高値 で あ っ た｡
正 常群 の マ ウス にお い て は K F 2 4 3 45 (1 .5 m g/k g) の

静脈 内投 与は血簾 中ア デ ノ シ ン濃度に影響を与えなか っ た がく 対照群 マ ウス に お け

る K F 24 3 45 静脈内投与 10 分後 の血衆中ア デ ノ シ ン濃度は K F 2 4 3 45 の 投与前と比較

して 有意に 高値を示 した (Fig .
5 - 7) 0
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F ig . 5 - 1 . E ff e ct of p r op h yl a cti c ( A) an d th e r ap e u ti c ( B) tr e a t m e nt w ith

K F 2 4 3 4 5 o n th e m o r t ality in m i c e w i th C D E di et -i nd u c e d a c u t e p an c r e atiti s ･

M i c e w e r e e x p o s ed t o C D E ･ di et fo r 7 2 h , a nd ob s e rv ed u p t o 1 4 4 h ･

P r op h yl a cti c tr e at m e n t w ith K F 2 4 3 4 5 ( 3 an d 1 0 m g k g p ･ o ･) w a s st ar t ed wi th

th e o n s et of C D E di et
,

an d t h e r ap e u ti c tr e at m e n t w ith 良一24 3 4 5 (1 0 m g侭g

p . o .) w a s st a rt ed 3 2 h aft e r th e o n s e t of C D E di et ･ 監F 2 43 4 5 o r th e v e hicle
,

a s

c o n t r ol
,

w a s ad m i niste r e d e v e r y 2 4 h th e r e aR e r ･ V alu e s a r e p e r c e nt ag e s of th e

s u rv i v ed o ut of 2 0 - 3 0 an i m al s .

*
P < 0 . 0 5 ,

* *
P < 0 .0 1

,
si g nifi c an tly di ff e r e n t

fr o m th e c o n tr ol g r o u p e x p o s e d t o C D E di et ･ C D E di et: c h olin e
- d efi ci e nt an d

etbi o ni n e - s u p pl e m e n t e d di et .
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C D E di et

F ig ･ 5 - 2 ･ E ffe ct o f K F 2 43 4 5 o n
.

p an c r e a s w eig ht ( A) an d a cti v iti e s o f s e r u m

am yl a s e ( B) an d L D H ( C) i n m l C e wi th C D E di et -i n d u c ed a c u t e p an c r e a titis ･

M i c e w e r e e x p o s e d t o C D E di et fo r 4 8 h ･ K F 2 43 4 5 w a s o r ally ad m i mi st e r ed 0

an d 2 4 h aft e r th e o n s et o f C D E di et p r o p h y la cti c ally (3 an d 1 0 m g/ k g) ,
o r 3 2 h

a 鮎 r t h e o n s e t o f C D E di et th e r ap e u ti c ally (1 0 m g 化g) ･ V alu e s ar e m e a n s ±

s . E . of 5 - 1 5 an i m al s .

* P < 0 . 05
,

* *
P < 0 ･0 1 ,

s lg ni fi c an tly diffTe r e n t fr o m th e

c o n tr ol g r o u p e x p o s ed t o C D E di et ･ C D E di et: c h oli n e
- d e fl Ci e n t an d ethi o mi n e -

s u p pl e m e n t ed di et
,
L D H : l a ct at e d e h y d r o g e n a s e ･
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F ig ･ 5 - 3 ･ E ff e ct of K F 2 4 3 4 5 o n z y m
? g e n g r a n ul e i n c r e a s e ( A) ,

v a c u ol atio n ( B)
an d n u cl e ar d e g e n e r a ti o n ( C) o f a c l n a r C ells in m i c e w it h C D E di et -i n d u c ed

a c u t e p an c r e atiti s .
M i c e w e r e e x p o s ed t o C D E di et f o r 4 8 h

,
an d p an c r e a s w a s

hist ol o gi c ally e x a m i n ed an d s c o r e d a s f oll o w s : 0 -
n o c h an g e , I

-
v e ry sligh t

,
2

-
sli gh t

,
3 -

m od e r at e
,

an d 4 -
s e v e r e . P r o p h yl a cti c o r t h e r ap e u ti c tr e at m e n t

w ith K F 2 43 4 5 w a s th e s am e a s i n F ig . 5 - 2 . V al u e s a r e m e an s ± S . E . of 5 -1 5

a mi m al s .

* *
P < 0 .0 1

,
s lg nifi c an tly diff er e n t 丘o m th e c o nt r ol g r o u p e x p o s ed t o

C D E diet . C D E di et: ch olin e -d efici e n t ad d ethi o ni n e - s up ple m e n t ed di et .
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C

Fig ･ 5 1 4 ･ E ff e ct o f K F 2 4 34 5 o n histol o gi c al ch an g e s i n m i c e wi th C D E di et -

i n d u c ed a c u t e p an c r e atiti s : 48 h att e r th e o n s et of C D E diet ･ A
, p a n c 陀 a S 丘o m a

n o rm al m o u s e ･ B
, p a n c r e a s 丘o m a c o n tr ol m o u s e e x p o s e d to C D E di et .

Z ym o g e n g r a n ul e i n c r e a s e , v a c u ol ati o n an d n u cl e a r d e g e n e r ati o n o f a ci n a r c ell s

w e r e ob s e rv ed ･ C , p a n c r e a s 舟o m a m o

モ
s e tr e at e d wi th K F 2 43 4 5 ( 1 0 m g n 'g

p ･ o ･) , s h o wi n g m a rk ed am eli o r ati o n l n Z ym O g e n g r a n ul e i n c r e a s e a n d

v a c t 氾1 ati o n ( h e m a暮o x yli n 皿 d e o s in st ai n
,

o ri gi n al m a g n i丘c ati o n x 4 0 0) . C D E

di et: c h oli n e
-d efici e nt a nd e th i o n in e

-

s up pl e m e nt ed di et .
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α ･
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an d e ff e ct s of s el e cti v e ad e n o si n e r e c ept o r an t ag o ni sts o n th e atte n u ati o n of th e

m o rt al ity b y K F 2 43 4 5 ( B) i n m i c e w i th C D E di et -i n d u c ed a c u t e p an c r e atiti s . M i c e
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,
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o r th e v ehi cl e

,
a s c o nt r ol

,
w a s o r all y ad m i ni st e r ed w ith th e o n s et of C D E di et

,
an d

e v e ry 2 4 h th e r e aft e r ･ K W -3 9 0 2 ( a s el e c ti v e ad e n o si n e A
l

r e C eP t O r an t ag O ni st; 0 ･3

m g/k g) or Z M 2 4 1 3 8 5 ( a s el e ctiv e ad e n o si n e A
2 A

r e C ePt O r a J It ag O ni st; 3 m g/ k g) w a s

o r ally ad m i ni st e r e d 1 也b e氏)r e 也e C D E di et o n s et a n d e v e ry 1 2 b 也e r e a 鮎r . V al u e s

a r e p e r c e n t ag e s of th e s u rv i v ed o u t of 2 0 - 3 0 a ni m al s .

*
P < 0 . 05

,

* *
P < 0 . 0 1

,

sig nifi c a n tly diffTe r e n t 丘o m th e c o ntr ol gr o up e x p o s ed t o C D E di et ; †† P < 0 . 0 1
,

●

s lg ni fl C an tl y di ff er e n t fr o m th e K F 2 43 4 5 -tr e at ed gr o u p w ith C D E diet -i nd u c ed a c u t e

p a n c r e atiti s . C D E diet: ch oli n e
- d efi ci e nt an d ethi o ni n e - s u p pl e m e n t ed d iet .
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チ

s
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i m m edi at ely b ef o r e an d 1 0 m in aft e r th e i nj e cti o n of K F 2 4 3 4 5 , an d w e r e
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* * P < 0 . 01 , s lg ni fl C an tly diff e r e n t fr o m th e

n o r m al g r o u p e x p o s e d t o th e st an d a rd di et; i
'

i
'

P < 0 .0 1
,
sig nifl C a ntly d iff e r e n t

fr o m th e v al u e i m m edi at ely b e fo r e t h e K F 2 43 4 5 i nj e ctio n ip m i c e w ith C D E

diet -i n d u c ed a c ut e p an c r e atiti s . C D E di et: c h oli n e
-d efici e n t an d ethi o ni n e -

s u p ple m e n t ed di et .
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5 ･ 4 . * *

本検討 にお い て ､ K W -3 9 0 2 の 単独投与 は対照群の 致 死 を中程度 だが 有意 に抑制

した ｡

一

方 z M 2 4 1 3 85 の 単独投与は ､ C D E diet 摂取開始 6 4 - 9 6 時間後 にお い て 対照

群 の 致 死 を有意に悪化 させ ､ 最終的 には 対照群 の 致死 を悪化 させ る傾 向を示 した｡

ア デノ シ ン A l 受容体括抗薬 K W -3 9 02 が 致死 を抑制 した機作 と して ､ K W -3 9 0 2 に よ

る血管収縮や心拍数低下 (A l 受容体刺激 に基づく作用) の 改善の 可能性 が考 えられ

る｡
また ア デノ シ ン A 2 A 受容体措抗薬z M 24 1 3 8 5 が 致死 を増悪させ た機作と して は ､

z M 2 4 13 8 5 によ る マ ク ロ フ ァ
ー ジ､ 好 中球お よび 血小板 の活性化抑制 ( A 2 受容体措

抗に基づく作用) の 可能性が考 えられ る｡ 加 えて C D E diet 摂取開始 4 8 時間後 の 分

析 にお い て ､ 急性揮炎を惹起 した対照群の 血奨中ア デノ シ ン濃度は 正 常群と比較 し

て 有意に高値 を示 した｡ 以上 の結果 より ､ 内因性ア デ ノ シ ン が本 モ デ ル にお ける急

性肺炎 の発症お よび進展 ､ 特に 致死 に関与す る可能性 が示 され た｡

K F 2 4 3 45 の 予防的投与 は急性肺炎 の惹起 に伴う障湿重 量の 増加 ､ 血清ア ミ ラ ー ゼ

活性 の 上昇 ､ ならび に肺腺房細胞 の チモ ー ゲ ン頼粒 の増加 お よび空胞化を有意 に抑

制 し､ 勝臓の 傷害を軽減させ た o また K F 24 3 4 5 は急性勝炎惹起群 で認 められ た血清

L D H 活性 の 上昇も抑制 し､ 最終的に致死 を有意 に抑制 した｡ 血清 L D H 活性 は ､ 広

範な臓器 ､ 組織傷害の指標 と考えられ る｡ 以上 の結果 よ り ､ K F 24 3 4 5 は急性障炎に

お ける揮臓の傷害を抑制 し､ これ に伴い謄臓以外 の 臓器 障害や全身状 態の 悪化 を改

善す る可能性が示 された｡ K F 2 4 3 4 5 の障保護作用 に は ､ 主に A 2 受容 体を介 した ア

デ ノ シ ン の 抗炎症作用 ､ 鮮血流増加作用および謄外分泌不全 の是 正作用等が寄与 し

た可能性が考 えられ る (第 4 章参照) . K F 2 43 45 の 致死抑制作用は K W - 3 9 0 2 の併

用 で は有意な影響を受けず ､ z M 2 4 1 3 8 5 の併用 に より ほ ぼ完全 に消失 した ｡ 以上 の

結果 より ､ K F 24 3 4 5 は 内因性ア デ ノ シ ン お よび アデ ノ シ ン A 2 A 受容体を介 して C D E

diet 誘発 マ ウス 急性揮炎の致 死 を改善す る こ とが示 された ｡ 即ち K F 2 43 45 の アデ ノ

シ ン 取 り込 み 阻害作用 に より細胞外 の 内因性 ア デノ シ ン が増加 して 主に ア デ ノ シ

ン A 2A 受容 体 - 作用 した結果 ､ 本 モ デ ル に お い て勝傷害お よび致死 を抑制 した 可能
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性が 考えら叫る .

予防的投与とは対照的に ､ 本検討におい て K F 2 4 3 4 5 の 治療的投与は肺臓の 組織

学的変化や血清謄酵素の 上昇を改善 しなか っ たが ､ 致死 は有意に抑制 した ｡ 従 っ て ､

K F 2 43 4 5 は急性肺 炎発症 後の 全身性合併症 - の 進展 も抑制す る可能性が 考えられ

る｡ 急性肺炎 の 重症例 は SI R S および M O D S 等 の重篤な全身性合併症 に進展 し易く ､
1

高い 死亡率 を呈する (9 9 ､ 1 0 0) 0 SI R S の本体は侵襲 (組織の破壊 ､ 自己消化等)

に伴う マ ク ロ フ ァ
ー ジ活性化等 による高サイ トカイ ン 血症 で あり､ これに よ り活性

化された好 中球が遠隔重要臓器 の傷害に主要な役割 を担う (9 3) ｡ ア デ ノ シ ン は マ

ク ロ フ ァ
ー ジによ る炎症性サイ トカイ ン の 産生 を抑制 し (25) ､ また好 中球 上 の ア

デノ シ ン 受容体に結合す る こ とに より直接好中球の 活性化 を抑制す る (1 0) O 徒 つ

て ､ K F 2 43 4 5 に よ り細胞外 の 内因性ア デ ノ シ ン を増加 させ て そ の薬理作用 を増強す

る こ とは ､ 急性月琴炎の SIR S および M O D S - の 進展の 抑制に つ ながる可能性が考え

られ る｡ 実際に本検討にお い て ､ K F 2 4 3 4 5 は急性肺炎を発症 した マ ウス にお ける血

清 T N F -

α 濃度の 上昇を抑制 した｡ 以上 の 結果 より ､ K F 24 3 45 が 急性腸炎の SI R S お

よび M O D S - の進展 を抑制 し､ 全身性合併症の 発症を抑えて 致死を抑制する可能

性が示 された ｡

急性謄炎惹起群 で認 め られた血祭中ア デノ シ ン濃度の 上昇は ､ 急性揮炎の 進展に

伴い 広範に 傷害 された臓器 や組織 か らア デ ノ シ ン が 遊離 した結果 と推 察され る

(7 7) ｡ 侵襲条件下 にある臓器 ､ 組織 で は ､ A T P の分解冗進等に よりア デノ シ ン の

産生が増加す る ｡ 本実験 モ デ ル にお い て は肺臓の 傷害に加 えて肺傷害(好中球浸潤 ､

微小血管の透過性克進) お よび肝傷害 (肝細胞 の 空胞化 ､ 壊死) が認 め られ ており

(未発表デ ー タ) ､
こ れらの臓器が本検討 におい て増加 した血祭中アデ ノ シ ン の 供

給源で ある可能性 が考えられ る｡ K F 2 4 3 4 5 の 静脈 内投与は急性肺炎を惹起 した 対照

群 の マ ウス にお い て血祭中ア デ ノ シ ン濃度を有意に上昇 させ た が ､ 正常群の マ ウス

で は血 祭中ア デノ シ ン 濃度を上昇させ なか っ た ｡ 以上の 結果よ り ､ 定常状態にお い

て は細胞外 ア デ ノ シ ン の 基礎 レ ベ ル が低く ､ K F 2 4 3 45 の投与は血婦中アデノ シ ン濃

度に影響を与 えない と考えられ る｡
これた対 し急性肺炎の 状態 にお い て はアデ ノ シ
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ン の 産生が増加 して お り ､ K F 2 4 3 45 の投 与に より周辺 細胞 - の ア デノ シ ン 取り込 み

が抑制された結果 ､ 血祭中の ア デ ノ シ ン が 上昇 した と推察され る ｡ 血祭中アデ ノ シ

ン濃度と同様 に ､ K F 24 3 45 の 処置に より傷害された臓器や組織にお い て も細胞外 ア

デノ シ ン レ ベ ル が 上昇 して 保護作用を発現 し､ この 作用が K F 2 4 3 45 に よ る M O D S

進展 の 抑制 に寄与する可能性が 考えられ る｡

第 4 章の 結果と併せ ､
K F 2 43 4 5 が軽症お よ び重症双方の 急性鰐炎病態 を改善す る

可能性 が示 された｡ C D E diet 誘発 マ ウ ス 急性肺炎にお ける K F 24 3 4 5 の 病態改善作用

の 想定機作 を Fig . 5 -8 にま とめ た｡
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5 - 5 . 小括

1 . ア デ ノ シ ン取 り込 み阻害剤 K F 24 3 4 5 は マ ウス C D E diet 誘発急性肺炎の 病態

を改善し ､ 最終的に致死 を抑制 した｡
ア デノ シ ン取り 込み阻害剤が ､ 軽症

急性月琴炎に加 えて 重症急性牌炎 に対 して も有効 で ある こ と が初め て 明 らか

とな っ た｡

2 . K F 2 43 4 5 の 致 死抑制作用 がア デノ シ ン A 2 A 括抗薬で 消失 した こと より ､

K F 2 43 4 5 の 急性肺炎病 態改善作 用は 内因性 ア デ ノ シ ン お よび ア デ ノ シ ン

A 2 A 受容体を介 して い る可能性 が示唆され た ｡ 内因性ア デ ノ シ ン に よ る急

性陣炎の SI R S お よび M O D S 等全身性合併症 - の 進展 の抑制 が ､ K F 2 43 45

の急性月琴炎改善作用に 寄与す る可能性が考 えられ る｡

3 . 本検討 にお い て ､ ア デ ノ シ ン取り込み阻害剤が致死性 の 重症急性月琴炎 の 進

展 と合併症 を抑制する可能性が初め て 示 された｡ 重症急性揮炎の 治療 にお

ける ア デノ シ ン取り込みの 阻害剤 の有用性 が期待される ｡
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総括

1 . 炎症 に対す る アデ ノ シ ン取り込み阻害剤 の 有効性を検討す る こ とを目的と

して 新規ア デノ シ ン取り 込 み阻害剤 K F 2 4 3 45 の作用を解析 し ､ 以 下の 結果

およ び考察を得た｡

2 . K F 2 4 3 4 5 は ､ 既存の ア デ ノ シ ン 取り込み阻害剤と比較 して 経口投与後長時

間持続す る強力 なア デノ シ ン取 り込 み阻害活性を示 した o K F 2 43 45 の 良好

な経 口 吸収 お よび細胞膜上 の ヌ ク レ オ シ ドトラ ン ス ポ ー タ ー に対す る強力

な結合が ､ 長 時間持続す る強力 なア デノ シ ン取り込み阻害作用に寄与 した

可能性 が考えられ る ｡

3 . K F 2 43 4 5 は ､ 内因性 の ア デノ シ ン を介して L P S 誘発 マ ウス T N F - α 産生およ

び白血球減少 を抑制 した｡ 内因性 ア デ ノ シ ン に よる マ ク ロ フ ァ
ー ジ､ 血管

内皮細胞お よび白血球の 活性化 の抑制が ､ K F 2 4 3 45 の 作用 に寄与 した可能

性 が考えられ る｡ 本検討 にお い て ､ ア デノ シ ン取り込み阻害剤が内因性 ア

デノ シ ン を介 してi n vi v o で抗炎症作用 を発現する こ とが初め て 明らかとな

っ た｡

4 . K F 2 4 3 4 5 は ､

･ 重篤な副作用を伴う こ となく マ ウス 糸球体腎炎の 病態 を改善

した ｡ 内因性 ア デノ シ ン に よる抗炎症作用の 他､ ア デ ノ シ ン の 腎血行動態

に対 する作用 (糸球体内圧低 下作用等) が K F 24 3 4 5 の抗糸球体腎炎作用 に

寄与 した可能性 が考えられる｡

5
. K F 2 43 4 5 は 内因性 ア デノ シ ン を介 して軽症 ､ 重症双方 の急性肺炎病態を改

善し､ 特 に重症急性降炎で は致死 を抑制 した｡ 内因性 アデノ シ ン に よる抗

炎症作用や膜血流増加作用 の他 ､

一

重症急性肺炎で はア デ ノ シ ン に よる全身
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性合併症 - の 進展抑制作用等 がK F 24 3 45 の急性障炎病態改善作用 に寄与 し

た可能性 が考 えられ る ｡ 本検討にお い て ､ アデ ノ シ ン 取り込み 阻害剤が抗

急性腸炎作用を発現す る こ とが初めて 明らか とな っ た ｡

6 . 以上の 結果 より ､ ア デ ノ シ ン 取り込 み 阻害剤 K F 2 4 3 4 5 が糸球体腎炎や急性

揮炎等 ､ 臓器 血行動態 の変化 を伴う炎症性 の 臓器疾患に対 して 有効 で ある

可能性が 示された｡

7 . K f
1

2 43 4 5 の作用の 大部分は ア デノ シ ン受容体括抗薬に より抑制 され ､ そ の

作用 は 内因性 ア デノ シ ン お よびア デノ シ ン受容体を介 して い ると考 えられ

る｡ 従 っ て ､ K F 2 43 45 以外 の ア デ ノ シ ン取 り込 み阻害剤も今回検討 した疾

患に対 して有効で ある可能性 が推定され る｡

8 . 本研 究を通 じて ､
こ れまで 示 され て こ なか っ たア デノ シ ン取 り込み阻害剤

の 抗炎症作用が 明らか となり ､ ア デノ シ ン 取り込み阻害剤が種々 の 炎症性

臓器疾患 の治療に有用 で ある可能性が示された ｡
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m 占m m ali a n c ells . Bi o c hi m B i op h y s A ct a 1 2 8 6
,
1 5 3 - 1 8 1 (1 9 9 6)

1 5 ･ H y d e R J
,
C a s s C E ,

Y o u n g J D a n d B ald w i n S A : T h e E N T fa m ily of e u k a ry ot e

n u cl e o sid e a n d n u cl e ob a s e tr a n s p o rt e r s : re c e n t ad v a n c e s i n t h e i n v e s tig ati o n o f

str u c t u r e/f u n c ti o n r el ati o n ship s a n d t h e id e n tifi c ati o n o f n o v el is of o r m s ･ M oI

M e m b r B iol 18 ,
53 - 63 (2 0 0 1)

1 6 . B u ol a m w i ni J K : N u cl e o sid e tr a n sp o rt i n hibit o r s : str u c t u r e - a cti vity r el ati o n ship s

a n d p ot e n ti al th e rap e u ti c 叩plic ati o n s ･ C u r r M e d C b e m 4 , 3 5
-6 6 (1 9 97)

1 7 . B ald w i n S A , M a c k e y J R ,
C a s s C E an d Y o u n g J D : N u cl e o sid e tr a n sp o rt e r s :

m ol e c u l a r bi ol og y a n d i m plic atio n s f o r th e r ap e u ti c d e v el op m e n t ･ M oI M e d

T o d a y 5
,
2 16 - 2 2 4 (19 9 9)

1 8 . T h o r n J A a n d J a r vi s S M : A d e n o si n e tr a n s p o rt e r s . G e n P h a r m a c o1 2 7 , 6 13 - 6 2 0

(1 9 96)

19 . IJ z e rm an A P a n d V a n d e r W e n d e n N M : M o d ul at o r s o f ad e n o si n e u pt ak e
,
r el e a s e

,

a n d i n a cti v ati o n . I n : J a c o b s o n K A a n d J a rv i s M F e d s . P u ri n e r g l C ap p r o a c h e s i n

e x p e ri m e n t a l th e r a p e u ti c s p p ･ 1 2 9 -1 4 8
, W iley

- Li s s
,
I n c .

,
N e w Y o r k (1 9 9 7)

2 0 . Fir e st ei n G S
,
B oyl e D

,
B ull o u g h D A

,
G ru b e r H E , S ajj a di F G

,
M o n t a g A

,
S a m b oI

B a n d M ull a n e K M : P r o t e c ti v e e ffe ct o f a n a d e n o si n e kin a s e i n hibit o r i n s e ptic

s h o ck .
∫I m m u n ol 15 2 , 5 8 5 3

- 5 8 5 9 (1 9 9 4)

- 8 8 -



2 1 . K o w al uk E A
,
B h ag w at S S a n d J a r vi s M F : A d e n o si n e ki n a s e i n hibit o r s . C u r r

P h a m D e sig n 4
,
4 03 - 4 1 6 (1 9 9 8)

22 . Ib b a G V
,
T e r r o s u P

,
F r an c e s chi n o V a n d C o nti ni G M : C a rdi o v a s c ul a r effe cts of

a si n gle high d o s e o f dil a z ep b y o r al r o u t e . I n t ∫C ardiol 11
,
3 3 7 -3 48 (1 98 6)

23 ･ S c h w a rt z W W : A n e v al u ati o n o f dip y rid a m ol e (P e r s a nti n e) i n a n gi n a
p

e ct o ri s

a n d is c h e m i c h e a rt dis e a s e . J A m O st e op at h A s s o c 67
,
6 8 17 8 (1 96 7)

2 4 . M a rti n B J
,
L a sl e y R D a n d M e nt z e r R M J r: I n f a r c t si z e r e d u cti o n w ith th e

n u cl e o sid e tr a n sp o rt i nhibit o r R - 75 2 3 1 i n s w i n e . A m J P h y si o1 2 7 2
,

H 18 5 7 - H 1 8 6 5 (1 9 97)

2 5 . R o s e n g r e n S a n d Fir e st ei n G S : P u ri n e rgic m o d ul atio n o f s eptic sh o c k a n d

sy st e m i c i n 凸a m m a ti o n r e sp o n s e sy n d r o m e . I n : J a c o b s o n K A a n d J a rv i s M F ed s .

P u ri n e r gi c ap p r o a c h e s i n e x p e ri m e n t a l th e r ap e u ti c s p p . 3 01 1 3 1 3
,

W iley
- Li s s

,

I n c .

,
N e w Y o rk (1 9 9 7)

26 . C r o n s t ei n B N : A n o v el ap p r o a ch t o th e d e v el o p m e n t o f a n ti -i n 凸a m m at o ry

ag e n ts : ad e n o si n e r el e a s e at i n n a m e d sit e s . J I n v e s t M e d 43
,
5 0 - 5 7 (1 9 95)

2 7 . Eigl e r A
, G r et e n T F

,
Si n h a B

,
H a slb e rg e r C

,
S ulliv a n G W a n d E n d r e s S :

E n d o g e n o u s a d e n o si n e c u rt ails lip op oly s a c c h a rid e -

sti m ul at e d t u m o u r n e c r o si s

f a ct o r sy nth e si s . S c a n d J I m m u n o1 4 5
,
1 3 2 - 13 9 (19 97)

2 8 . J o h n s o n S M
,
P at el S ,

B r u ck n e r F E a n d C olli n s D A : 5
'

- N u cl e o tid a s e a s a m a rk e r

o f b oth g e n e r al an d l o c al i n n a m m ati o n i n rh e u m at oid a rth ritis p ati e n ts .

R h e u m at ol o g y ( o x fo rd) 3 8
,
3 9 l -3 9 6 ( 1 9 99)

2 9 . L e V r a u x V , C b e n Y L , M a s s o n I
,
D e S o u s a M , G ir o u d J P

, Fl o r e n ti n l a n d

C h a u v el ot - M o a ch o n L : I n hibiti o n o f h u m a n m o n o cyt e T N F p r o d u cti o n by

a d e n o si n e r e c e pt o r ag o ni sts . Life S ci 5 2
,
1 9 1 7 - 19 2 4 (1 9 93)

3 0 . S ch ri e r D J , L e s ch M E , W rig ht C D a n d Gilb e rt s e n R B : T h e a n tiin n a m m at o ry

e ffe cts of a d e n o si n e re c ept o r ag o ni sts o n t h e c a r r ag e e n a n
-i n d u c e d ple u r al

i n n a m m at o ry r e s p o n s e i n r at s . J I m m uh o1 1 4 5
,
18 7 4 - 18 7 9 (1 9 9 0)

- 8 9 -



3 1 . V a n B ell e H a n d J a n s s e n P A J: C o m p a r ati v e p h a r m a c ol o gy o f n u cl e o sid e

tr a n sp o rt i n hibit o r s . N u cl e o s N u cl e ot 1 0 , 9 7 5
- 98 2 (1 9 9 1)

3 2 . B e u k e r s M W
,
K e rkh of C J M

,
IJ z e r m a n A P a n d S o u dij n W : N u cl e o sid e tr a n sp o rt

i n hibitio n a n d plat el et ag g r e g ati o n i n h u m a n bl o o d : R 7 5 23 1 a n d it s e n a n ti o m e r s
,

d r an a zi n e a n d R 8 8 0 16 . E u r J P h a m a c o1 2 6 6
,
5 7 - 6 2 (1 9 9 4)

3 3 . B a e r H P , H a q A ,
El - S o ofi A

,
S e rig n e s e V a n d P at e r s o n A R P : P ote n ci e s of

m i o 凸a zi n e a n d it s d e ri v ati v e s a s i nhibit o rs of ad e n o si n e t r a n sp o rt i n i s ol at e d

e ryth r o c yte s fr o m diffe r e n t sp e ci e s ･ J P h a r m P h a r m a c o1 4 2
,
3 6 7 -3 6 9 (1 9 9 0)

3 4 . B a e r H P
,
S e rig n e s e V

,
M o o rji A a n d V a n B ell e H : I n vi v o e ffe cti v e n e s s of

s e v e r al n u cl e o sid e t r a n sp o rt i nhibit o r s i n m i c e a n d h a m st e rs ･

N a u n y n - S ch m i e d eb e rg
'

s A r c h P h a r m a c o1 3 43
,
3 6 5 - 3 6 9 (1 9 91)

3 5 . U li c h T R
,
W ats o n L R

,
Y i n S M , G u o K Z

,
W a n g P

,
T h a n g H a n d d el C a still o J:

T h e i ntr atr a c h e al a d m i ni str a ti o n o f e n d ot o xi n an d c yt o ki n e s ･ I ･ C h a r a c te ri z a ti o n

o f L P S -i n d u c e d 臥 - 1 a n d T N F m R N A e x p r e s si o n a n d th e L P S -

,
IL - ト

,
a n d

T N F -i n d u c e d i n fl a m m at o ry i nfiltr at e . A m J P ath o1 13 8
,
1 4 8 5 - 14 9 6 (1 9 9 1)

3 6 . S m e dly L A , T o n n e s e n M G
,
S a n db a u s R A , H a sl e 廿 C

,
G u tb ri e L A

,
J oh n s t o n R B

,

H e n s o n P M a n d W o rth e n G S : N e u tr o p hil
- m e di at e d i nj u ry t o e n d ot h eli al c ells ･

E n b a n c e m e n t by e n d ot o xi n a n d e s s e n ti al r ol e o f n e u tr o p hil ela st a s e ･ ∫C li n l n v e st

7 7
,
1 23 3 -1 2 4 3 (1 9 8 6)

37 . C r o n s t ei n B N
,
R o s e n st ei n E D

,
K r a m e r S B

,
W ei s s m a n n G a nd H i rs c h h o m R :

A d e n o si n e : a p h y siol ogi c m od ul at o r o f s u p e r o xid e an i o n g e n e r ati o n by h u m a n

n e u tr o p hils ･
A d e n o si n e a ct s vi a a n A 2 r e C ept O r O n h u m a n n e u tr o p hils ･ ∫I m m u n ol

1 3 5
,
1 3 6 6 -1 3 7 1 (1 9 85)

3 8 . S al m o n J E a n d C r o n st ei n B N : F e y r e c ep t o r - m e di at e d fu n c ti o n s i n n e u tr o p hils a r e

m o d ul at e d b y ad e n o si n e r e c ept o r o c c u p an cy : A l r e C eP t O r S a r e Sti m ul at o ry a n d A 2

r e c ept o r s a r e i n bibit o ry . ∫I m m u n ol 1 4 5
,
22 3 5 - 2 24 0 (1 9 9 0)

3 9 . C r o n st ei n B N
,

L e vi n R I
,

P hilip s M
,

H ir s c h h o r n 良
,

A b r a m s o n S B a n d

- 9 0 -



W ei s s m a n n G : N e u tr o phil ad h e r e n c e t o e nd ot h eli u m i s e nh a n c ed vi a ad e n o si n e

A l r e C ePt O r S a n d in hibite d vi a ad e n o si n e A 2 r e C e Pt O rS ･ J I m m u n o1 1 48
,

2 2 0 ト2 2 0 6 (1 9 9 2)

4 0 .
P a r m ely M J

,
Z h o u W W

,
E d w a rd s C K 3 rd

,
B o r c h e rdin g D R

,
Silv e r st ei n R a n d

M o r ri s o n D C : A d e n o si n e a n d a r el at e d c a rb o c y cli c n u cl e o sid e a n al o g u e
l

s el e c ti v ely i nhibit t u m o r n e c r o si s f a ct o ト α P r o d u cti o n a n d p r ot e c t m i c e ag ai n st

e n d ot o xi n ch alle n g e . J I m m u n ol 15 1
, 3 8 9

-3 9 6 (19 9 3)

4 1 . B o u m a M G
,

St ad R K
,

v a n d e n W ild e n b e rg F A J M a n d B u u r m a n W A :

D iffe r e n ti al r eg ul at o ry effe ct s of a d e n o si n e o n cyt o ki n e r el e a s e b y a cti v at ed

h u m a n m o n o c yt e s . J I m m u n o1 1 53
,
4 1 5 9 - 4 1 68 (1 9 94)

4 2 . N o n ak a H
,
I chi m u r a M , T a k e d a M , K a n d a T , S hi m a d a J

, S u z uki F a n d K a s e H :

K W -3 9 0 2
,

a s el e cti v e hig h affi nity a nt a g o ni st fo r a d e n o si n e A l r e C ePt O r S . B r J

L

p h a m a c ol 1 1 7 , 1 6 4 5
- 1 65 2 (1 9 9 6)

4 3 . P o u c h e r S M
,
K e d di e J R

,
Si n gh P , St og g all S M , C a ulk ett P W R ,

J o n e s G a nd

C ollis M G : T h e in vit r o p h a r m a c ol o gy o f Z M 2 4 13 85
,

a p ote n t
,

n o n - x a n thin e
,

A 2 a S el e c ti v e a d e n o si n e r e c ept o r a 山 ag o ni st .
B r ∫ P h a m a c ol 1 15

,
1 0 9 6 -1 10 2

(1 9 9 5)

4 4 . C u shi n g D J
,

B r o w n G L
,

S a b o u ni M H a n d M u st a 血･ SJ : A d e n o si n e

r e c e pt o r
-

m e di at e d c o r o n a ry a rt e ry r el a x ati o n a n d c y clic n u cl e o tid e p r od u c ti o n ･

A m ∫P b y si o1 2 61
,
H 3 43 - H 3 4 8 ( 1 99 1)

45 . S hi m a d a ∫
,

S u z u ki F
,

N o n ak a a nd Is hii A :

8 -

p oly cy cl o alk yl
- I ,3 -dip r op yl x a n thi n e s a s p ot e n t a n d s el e c ti v e a n t ag o ni st s f o r

A l
- a d e n o si n e re c ept o r s . ∫ M e d C h e m 3 5

,
9 2 4 - 93 0 (1 99 2)

4 6 . K e d die J R
,

P o u c h e r S M
,

S h a w G R
,

B r o o k s R a n d C ollis M G : I n vi v o

ch a r a ct e ri z ati o n o f Z M 2 4 13 8 5
,

a s el e c ti v e ad e n o si n e A 2 A r e C ePt O r a n t a g o ni st .

E u r J P h a r m a c o1 3 0 l
,
1 0 7 - 1 13 (1 99 6)

4 7 . P o u c h e r S M
,

K e ddie J R
,

B r o ok s R
,

S h a w G R a n d M c killo p D :

- 9 1 -



p h a r m a c od y n a m i c s o f Z M 2 4 1 3 85
,

a p ot e nt A 2 a a d e n o si n e r e c ept o r a n t a g o ni st
,

a 氏e r e n t e ri c ad m i nist r ati o n i n r a t
,
c at a n d d o g ･ J P h ar m P h a r m a c o1 4 8

,
60 1 - 6 0 6

(1 9 9 6)

4 8 . T o o m b s C F
,

M c G e e D S
,
J oh n s t o n W E a n d V i n t e n -J oh a n s e n I : M y o c a r di al

p r ot e cti v e effe ct s of a d e n o si n e : i n f a r c t si z e r e d u c ti o n w it h p r et r e a t m e n t a n d

c o n ti n u e d r e c e pt o r sti m u l atio n d u ri n g is ch e m i a ･ Ci r c ul ati o n 8 6 , 9 86
-9 9 4 (1 9 92)

4 9 . B o u m a M G ,
v a n d e n W ild e n b e rg F A J M a n d B u u m a n W A : A d e n o si n e i n hibits

cyt o ki n e r el e a s e a n d e x p r e s si o n o f ad h e si o n m ol e c ul e s b y a cti v at e d h u m a n

e n d oth eli al c ells . A m ∫P h y si o1 2 7 0
,
C 5 2 2 - C 5 2 9 (1 9 9 6)

5 0 . - G a si c A C ,
M c G u i r e G

,
K r at e r S , F a rh o o d A I

,
G old st ei n M A

,
S mi th C W , E n t m a n

M L a n d T aylo r A A
･

･ H y d r o g e n p e r o x id e p r et r e at m e n t of p e rf u s ed c a n in e v e s s el s

i n d u c e s I C A M -1 a n d C D 1 8 -d e p e n d e n t n e u tr o p hil ad h e re n c e ･ C ir c ul atio n 8 4
,

2 1 5 4 -2 1 6 6 ( 1 99 1)

5 1 . St r att a P
,
C a n a v e s e C

,
S a n d ri L

,
Ci c c o n e G , S a n ti S

,
B a r ol o S

,
M e s s u e r o tti A

,

Q u agli a M
,
M a z z u c c o G

,
F o p F

,
S e g ol o ni G P a n d Pi c c oli G ･

.

T h e c o n c e pt o f

'

gl o m e r u l o n ep h ritis
'

. A m J N ep h r o1 1 9 ,
83 - 9 1 (1 9 9 9)

5 2 ･ B r a dy H R : L e u k o cytq ad h e si o n m ol e c ul e s a n d kid n e y dis e a s e s ･ K id n e y l n t 4 5
,

1 2 85 - 13 0 0 (19 9 4)

5 3 .
C a m u s si G : I n t e r a cti v e e ff e cts o f t u m o r n e c r o si s f a ct o r a n d plat el et - a c ti v ati n g

f a c t o r i n th e p ath o g e n e si s of glo m e r ul a r i nj u ry ･ L ab I n v e st 7 0
,
4 3 5 - 43 6 (1 99 4)

5 4 . J a c k s o n E K : R e n al a c ti o n s of p u ri n e s I I n : J a c o b s o n K A a n d J ar vi s M F ed s ･

p u ri n e rg l C a p p r o a c h e s i n e x p e ri m e n t a l th e r a p e u ti c s pp ･ 2 1 7 - 25 0 ,
W il ey

- Li s s
,

I n c . , N e w Y o rk (1 9 9 7)

5 5 . H a a s J A a n d O s s w ald H : A d e n o si n e i n d u c e d fall i n gl o m e r ul a r c apill a ry p r e s s u r e ･

E ff e c t of u r e te r al o b st ru c ti o n a n d a o rti c c o n stri ctio n i n th e M u ni ch - W i st a r r at

kid n e y . N a u n y n - S ch m i e d e b e rg
'

s A r ch P h a r m a c o1 3 17
,
8 6 - 8 9 (19 8 1)

5 6 . M u r r ay R D a n d C h u r chill P C : C o n c e n t r ati o n d e p e n d e n cy o f th e r e n al v a s c ul a r

- 9 2 -



a n d r e ni n s e c r e t o ry r e sp o n s e s t o a d e n o si n e r e c ept o r ag o ni st s .
∫ P h a m a c oI E x p

T h e r 2 3 2
,
18 9 - 1 9 3 (1 98 5)

5 7 .
A g m o n Y

,
D i n o u r D a n d B r e zi s M : D isp a r at e effe ct s of ad e n o si n e A l

- a n d

A 2
- r e C e Pt O r ag O ni sts o n i nt r a r e n al blo o d n o w .

A m J P h y sio1 2 65 ,
F 8 0 2 - F 8 0 6

(1 9 9 3)
1

5 8 . F eith G W
,
B o g m a n M JJ T

,
A s s m a n n K J M

,
v a n G o m p el A P M

,
S ch alk w ij k J

,
v a n

R o oij e n N a n d K o e n e R A P : D e c r e a s e d P M N a c c u m ul atio n a n d gl o m e r ul a r

d a m ag e b y cl o d r o n at e lip o s o m e tr e at m e n t i n P M N - d e p e n d e n t a n ti - G B M

n ep h ritis i n m i c e . E x p N ep h r o1 5
,
3 0 l -3 04 (1 9 9 7)

5 9 . H u d s o n B G
,
R e e d e r s S T a n d T ryg g v a s o n K : T y p e I V c olla g e n : st r u c t u r e

, g e n e

o rg a ni z ati o n
,

a n d r ol e i n h u m a n dis e a s e s . M ol e c ul a r b a si s of G o o d p a st u r e a n d

A Ip o rt sy n d r o m e s a n d diffu s e l ei o m y o m at o si s . J Bi oI C h e m 2 68
,
2 60 3 3 - 26 0 3 6

1

(1 9 9 3)

60 . S pi r o R G : St u di e s o n th e r e n al gl o m e r ul a r b a s e m e n t m e m b r a n e ･ ∫ B ioI C h e m

24 2 , 1 9 15
- 1 9 2 2 (1 9 67)

6 1 . N ag ai H
,
T a ki z a w a T

,
N i s hiy

l

o ri T a n d K od a A : E x p e ri m e n t al glo m e r ul o n ep h ritis

i n m i c e a s a m o d el f o r i m m u n o p h a r m a c ol o gi c al st u di e s . J p n J P h a r m a c o1 3 2
,

1 1 17 -1 1 24 (1 9 8 2)

6 2 . W ak ay a m a H
,
H a s eg a w a Y

,
K a w ab e T

,
H a r a T , M a ts u o S , M i z u n o M , T ak ai T

,

K ik ut a ni H a n d S hi m o k at a K : A b olitip n o f a n ti -

gl o m e r ul a r b a s e m e nt m e m b r a n e

a n tib od y
- m e di at e d gl o m e r ul o n e p hritis i n F c R y

-d eficie nt m i c e ･ E u r J I m m u n o1 3 0
,

1 1 8 2 - 11 9 0 (2 0 00)

6 3 . P o el str a K
,
H e y n e n E R

,
B all e r J F W

,
H a rd o n k M J a n d B a kk e r W W : M o d ul atio n

of a n ti - T h y l n ep h ritis i n th e r at b y a d e ni n e n u cl e o tid e s . L ab ln v e st 6 6
,
5 5 5 -5 6 3

(1 9 9 2)

64 . P o el str a K
,
B r o u w e r E

,
B alle r JF W

,
H a r d o n k M J a n d B ak k e r W W : A tt e n u ati o n

of a nti - T h y l gl o m e r ul o n e ph ritis i n

'

th e r at b y a nti -i n n a m m at o ry

- 93 -



plat el et -i n hibiti n g ag e n t s ･ A m J P ath ol 1 4 2 , 4 4 ト4 5 0 (1 99 3)

6 5 . I z u m i n o K , Iid a H
,

As ak a M
,

M i z u m u r a Y a n d S a s ay a m a S
･

･ E ff e ct of th e

a n tiplatel et ag e nt s ti cl opidi n e a n d dip yri d a m ol e o n e x p e ri m e n t al i m m u n e c o m pl e x

gl o m e r ul o n e p hritis i n r ats ･ N ep h r o n 43
, 5 6

- 6 1 (1 98 6)

66 . O s s w ald H ,
N ab ak o w ski G a n d H e m e s H : A d e n o si n e a s a p o s sible m e di at o r o r

m et ab olic c o n tr ol o f gl o m e r ul a r filtr ati o n r at e ･ I n t J Bi o ch e m 12 ,
2 6 3 - 2 67 (1 9 8 0)

6 7 . O s s w ald H
,
S ch m it z H J a n d K e m p e r R : R e n al a c ti o n o f a d e n o si n e: effe ct o n

r e ni n s e c r e ti o n i n th e r a t ･ N a u n y n
- S ch mi e d eb e r g

'

s A r c h P h a r m a c o1 3 03
,
9 5 - 9 9

(1 9 7 8)

6 8 .

I

C h u r chill P C a n d Bid a ni A : R e n al e ff e c ts of s el e c ti v e ad e n o si n e r e c e pt o r

ag o ni st s i n a n e s也 eti z e d r a t s ･ A m ∫P h y si o1 2 5 2
,
F 2 9 9 - F 3 0 3 (1 98 7)

6 9 . W olf G a n d N eils o n E G : A n gi ot e n si n II a s a r e n al g r o w th fa ct o r ･ J A m S o c

N e ph r o1 3
,
1 5 3 1 -1 5 4 0 (1 9 93)

7 0 .
G u o G

,
M o rri s s e y J

,
M c C r a c k e n R ,

T olle y T
,

Li ap I S H a n d K la h r S :

C o ntrib u ti o n s of an gi ot e n si n II a n d t u m o r n e c r o si s f a c t o r
-

α t o th e d e v el o p m e n t

o f r e n al fib r o si s . A m J P h y si o1 28 0 ,
F 7 7 7 -F 78 5 (2 0 0 1)

7 1 ･ S t ei n b e rg W a n d T e n n e r S : A c u t e p a n c r e atitis ･ N e w E n gl J M e d 3 3 0 , 1 1 9 8
- 12 1 0

(1 99 4)

7 2 . L e a ch S D
,
M o dli n I M , S c b e el e G A a n d G o r elic k F S : I ntr a c ell ul a r a cti v a ti o n o r

dig e stiv e z ym o g e n s i n r at p a n c r e a ti c a ci ni ･ S ti m ul ati o n b y high d o s e s of

c h ol e c y st o ki ni n . ∫C li n ln v e st 87
,
3 6 2 -3 6 6 (1 9 9 1)

7 3 ･ K y og o k u T
,
M a n ab e T a n d T o b e T ･ R ol e o f is ch e m i a i n a c u t e p a n c r e atitis ･ D ig D is

S ci 3 7
,
1 4 0 9 -1 4 1 7 (1 9 9 2)

7 4 . D e nh a m W
,
Y a n g J

,
Fi nk G

,
D e n h a m D

,
C a rt e r G ,

W a rd K a n d N o r m a n J : G e n e

t a r g et l n g d e m o n str a te s a d ditiv e d etri m e n t al effe ct s of int e rl e u ki n 1 a n d t u m o r

n e c r o si s f a c t o r d u ri n g p a n c r e atitis . G a st r o e n t e r ol o gy 1 1 3
,
1 7 4 1 -1 7 4 6 (19 9 7)

75 . K o n t u r e k S J
,

D e m bi n ski A
,

K o n t u r ek P J
,

W a r z e c h a Z
, J a w o r e k J

,
G u s t a w P

,
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T o m a s z e w sk a R a n d St a c h u r a J : R ol e of pl at el et a cti v a ti n g fa ct o r i n p ath o g e n e si s of

a c ut e p a n c r e a titis i n r a ts . G u t 33
,
1 2 6 8 - 12 7 4 (1 99 2)

7 6 . N i ed e r a u C
,
N i e d e r a u M

,
B o r ch a rd F

,
U d e K

,
L u th e n R

, Str o h m e y e r G , F e rr ell L D

a n d G re n d ell J H : E ffe ct s of a n ti o x id a nts a n d fr e e r a dic al s c a v e n g e r s i n th r e e

diffe r e n t m o d el s o f a c u t e p a n c r e atitis ･ P a n c r e a s 7
,
4 8 6 -4 9 6 (1 9 92)

.

77 ･ L u th e n R E
,
N i e d e r a u C a n d G r e n d ell J H : Intr ap a n c r e ati c z y m o g e n a c ti v ati o n a n d

le v els o f A T P a n d gl ut athi o n e d u ri n g c a e r ul ei n p a n c r e atitis i n r ats . A m J P h y si o1

2 68 , G 5 9 2 - G 6 0 4 (1 9 95)

78 ･ S at oh A
,
S hi m o s e g a w a T

,
S at o h K

,
It o H

,
K oh n o Y

,
M a s a m u n e A

,
F ujit a M a n d

T o y ot a T : A ctiv ati o n of ad e n o si n e A l 十r e C ept O r p ath w ay in d u c e s e d e m a fわr m atio n i n

th e p a n c r e a s of r at s . G a st r o e n t e r ol og y 11 9
,
8 2 9 -8 3 6 (2 0 0 0)

7 9 . G r o s s R
,
H ill air e - B u y s D

,
B e rt r an d G

,
Rib e s G a n d L o u b atie r e s - M a ri a ni M M :

D i ab ete s a n d i m p ai r e d r e s p o n s e of gl u c ag o n c ells a nd v a s c ul a r b e d t o a d e n o si n e i n

r at p a n c r e a s . D i ab et e s 3 8
,
1 2 9 ト12 9 5 ( 1 98 9)

8 0 . Q u e r e I
,
H ill air e - B u y s D

,
B r u n s ch w ig C

,
C h ap al J

,
J a nb o n C

,
B l ay a c J P

,
P etit P a n d

L o u b ati e r e s
- M a ri a ni M M :

I

E ffe ct s o f h o m o c y st ei n e o n a c e tyl ch olin e - an d

ad e n o si n e -i n d u c e d v a s o dil at ati o n o f p a n c r e ati c v a s c ul a r b ed in r at s . B r J P h a r m a c o1

1 2 2
,
3 5 ト3 5 7 (1 9 9 7)

8 l . L i Y a n d O wy a n g C : V a g al affe r e n t p ath w ay m e diat e s p hy si ol o gic al a cti o n of

ch ol e cy st oki ni n o n
･

p a n c r e a ti c e n z y m e s e c r eti o n . J C lin In v e s t 92
,

4 18 1 4 2 4

(1 9 93)

8 2 ･ S t e e r M L a n d M eld ole si ∫: T h e c ell biol og y o f e x p e ri m e n t al p a n c r e a titis . N e w

E n gl ∫ M e d 3 1 6
,
1 44 -1 5 0 (1 98 7)

8 3 . N o n a k a A , M a n ab e T , K y o g o k u T , T a m u r a K a n d T o b e T : E v id e n c e f o r a r ol e of

fr e e r a di c al s b y sy nth e si z e d s c a v e n g e r
,
2 - o ct ad e c yl a s c o rbi c a cid

,
i n c e r ul ei n -i n d u c e d

m o u s e a c u t e p a n c r e atitis . D ig D is S °i 3 7
,
2 7 4 - 2 7 9 (1 9 92)

8 4 . F u K ,
T o m it a T , S a r r a s M P J r

,
D e Lisl e R C a n d A n d r e w s G K : M e t all ot hi o n ei n
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p r ot e c t s a g ai n st c e r ul ei n -i n d u c e d a c u t e p a n c r e atitis : a n aly sis u s l n g t r a n Sg e n i c m i c e ･

●

P a n c r e a s 1 7 ,
23 8 - 2 4 6 (1 99 8)

8 5 . N e u s ch w a n d e r - T etri B A ,
F e r r ell L D

,
S u k h a b ot e R J a n d G re n d ell J H : G l ut athi o n e

m o n o e th yl e st e r a m eli o r at e s a c e r ul ei n -i n d u c e d p a n cr e atitis i n t h e m o u s e ･ J C li n

ln v e st 8 9 ,
1 0 9 -1 1 6 (1 9 92)

8 6 . B a s si D , K olli a s N
,

C a still o C F
,

F oit zik T
,

W a r sh a w A L a n d R att n e r D W ･

.

I m p a l m e n t O f p a n c r e ati c m i c r o ci r c ul ati o n c o r r el a t e s w ith t h e s e v e rit y or a c ut e

e x p e ri m e n t al p a n c r e a titis . ∫A m C oll S u r g 1 7 9 , 25 7 -2 63 (1 9 9 4)

8 7 ･ R o d rig u e z - N od al F
,

S a n R o m a n JI
,

L o p e z
J N o v o a J M a n d C al v o JJ : E ffe ct of

ad e n o si n e a n d a d e n o si n e ag o ni st s o n a m yla s e r el e a s e fr o m r at p a n c r e ati c l o b ul e s ･

Life S ci 5 7
,
P L 2 53 -P L 25 8 (1 9 9 5)

88 ･ Y a m agishi F
,
M o m m a N

,
H a r u t a K

,
I w ats u ki K a n d C hib a S : A d e n o si n e p ot e n ti at e s

s e c r e ti n - s ti m ul at ed p a n c r e a ti c e x o c ri n e s e c r eti o n i n t h e d o g ･ E u r J P h a r m a c ol 11 8 ,

2 0 3 - 2 09 (1 9 85)

8 9 . S t e e r M L : T h e e a rly i nt r a a ci n a r c ell e v e n t s w hich o c c u r d u ri n g a c ut e p a n c r e a titis ･

P a n c r e a s 1 7
,
3 ト3 7 (1 9 9 8)

9 0 . W ils o n C
,
H e ath D I a n d I m ri e C W : P r edicti o n o f o u t c o m e i n a c u t e p a n c r e atitis : a

c o m p a r ati v e st u d y of A P A C H E II
,

cli nic al a s s e s s m e n t a n d m ultipl e f a c t o r s c o rl n g

sy ste m s . B r J S u rg 7 7 , 1 2 6 0
- 1 2 6 4 (1 9 9 0)

9 1 . St e e r M L : E tiolo g y a n d p ath o p h ysi ol og y o f a c u t e p a n c r e atitis ･ I n : G o V L W
,

D i M a g n o E P
,
G a rd n e r J D

,
L e b e n t h al E , R eb e r H A an d S c h e el e G A e d s ･ Th e

p a n c r e a s : bi o l o g y , p a th o biol o gy , a n d di s e a s e p p ･ 5 8 1 - 5 92
,
R a v e n

,
N e w Y o rk

( 19 9 3)

92 .
B a nk s P A : M edic al m a n a g e m e n t o f a c u t e p a n c r e a titis a n d c o m plic atio n s ･

I n : G o

V L W
,
D i M ag n o E P

,
G a rd n e r J D ,

L eb e n th al E
,
R eb e r H A a n d S ch e el e G A e d s ･

Th e p a n c r e a s : bi o l o gy , P a th o biol o g y , a n d di s e a s e p p ･
5 93 - 61 1

,
R a v e n

,
N e w

Y o rk (1 9 93)
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9 3 ･ O g a w a M : M e c h a nis m s of th e d e v el o p m e n t of o rg a n f ailu r e f oll o w l n g S u rgic al

i n s ult: t h e
'

s e c o n d att a ck
'

th e o ry . Clin I nte n si v e C a r e 7
,
3 4 -3 8 (1 9 9 6)

9 4 . B h ati a M
, S al uj a A K , H ofb a u e r B , L e e H S , F r o s s a rd J L a nd St e e r M L : T h e e ffe cts

of n e u tr op hil d e pl eti o n o n a c o m pl et ely n o ni n v a si v e m od el o f a c ut e

p a n c r e atitis - a s s o ci at e d l u n g i nj u ry ･ I n t J P a n c r e at o1 24
,
7 7 -8 3 (1 99 8) .

95 . N i e d e r a u C
, Lid dl e R A

,
F e r r ell L D a n d G r e n d ell J H : B e n efici al effe ct s o f

c h ol e c y st o kinin - r e c e pt o r bl o ck ad e a n d i n hibiti o n of p r ot e olytic e n zy m e a c ti vity in

e x p e ri m e n t al a c u t e h e m o rr h agic p a n c r e a titis i n m i c e . J Clin In v e st 7 8
,
1 05 6 - 1 0 63

(1 98 6)

9 6 . Sil v e r m an M
,

Il a rdi C
,

B a n k S
,

K r a n z V a n d L e n d v ai S : E ffe cts of th e

c h ol e cy st o ki ni n r e c ept o r a n t a g o ni st L - 3 6 4
,
71 8 o n e x p e ri m e n t al p a n c r e a titis i n m i c e

.

G a str o e n t e r ol o gy 9 6
,
1 8 6 - 19 2 (1 98 9)

9 7∴ N or m a n J G
,
Fi n k G W

,
M e s si n a J

,
C a rte r G a n d F r a n z M G : Ti m i n g of t u m o r

n e c r o si s f a c t o r an t a g o n i s m i s c ritic al in d et e r m l n l n g O u t c o m e i n m u ri n e l et h al a c u t e

p an c r e atitis . S u rg e ry 12 0 , 5 15 - 5 2 1 (1 9 9 6)

9 8 ･ M i z u m o t o H
,
K a r a s a w a A a n d K u b o K : D iu re ti c a n d r e n al p r ot e c ti v e effe ct s o f

8 -( n o r ad a m a nt an - 3 -

yl) - 1
,
3 1 dip r o p yl x an thi n e ( K W -3 90 2) , a n o v el ad e n o si n e

A l
-

r e C e Pt O r a n t a g o ni st , vi a p e rt u s si s t o xi n i n s e n sitiv e m e c h a ni s m . J P h a r m a c oI E x p

T h e r 2 6 6
,
2 00 - 2 0 6 (1 99 3)

9 9 . N o r m a n J G
,
F r a n z M G

,
Fi n k G S

,
M e s si n a J ,

F ab ri P J , G o w e r W R a n d C a r e y L C :

D e c a r e s e d m o rt ality o f s e v e r e a c 山e p a n c r e atitis a 鮎r p r o xi m al cyt okin e bl o c k a d e .

A n n S u rg 2 2 1
,
6 25 - 63 4 (1 9 95)

1 0 0 ･ O g a w a M : A c u t e p a n c r e atitis a n d c yt o ki n e s :
"

s e c o n d att a ck
”

b y s eptic c o m plic ati o n

l e ad s t o o rg a n f ail u r e . P a n c r e a s 1 6
,
3 1 2 -3 15 (1 9 9 8)
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