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略語一覧 

ALI: acute lung injury 

ARDS: acute respiratory distress syndrome 

BAL: bronchoalveolar lavage 

BALF: bronchoalveolar lavage fluid 

CF: cystic fibrosis 

CINC: cytokine-induced neutrophil chemoattractant 

COPD: chronic obstructive pulmonary disease 

CYP: cytochrome P450 

DBP: vitamin D binding protein 

DTT: dithiothreitol 

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay 

FCS: fetal calf serum 

GRO: growth-related oncogene 

HBSS: Hank's balanced salt solution 

HPLC: high performance liquid chromatography 

ICAM: intercellular adhesion molecule 

IB: inhibitor-B 

IL: interleukin 

KC: keratinocyte-derived chemokine 

LBP: LPS binding protein 

LPS: lipopolysaccaride 

MCP-1: monocyte chemoattractant protein-1 
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MIP: macrophage inflammatory protein 

NF-B: nuclear factor B 

NHLF: normal human lung fibroblast 

PAF: platelet activation factor 

PBMC: peripheral blood mononuclear cell 

PBS: phosphate buffered saline 

PMN: polymorphonuclear leukocyte 

PTH: parathyroid hormone 

RXR: retinoid X receptor 

TNF: tumor necrosis factor  

VDR: vitamin D receptor 

VDRE: vitamin D receptor response element 
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序論 

ビタミンＤ３の概略 

ビタミン D は、古典的には生物が海から上陸した時、生体内カルシウム濃度の恒常

性を維持し、少ないカルシウムを効率よく体内に取り込む役割を担う基幹物質であり、

血中カルシウム濃度やリンの恒常性維持、骨形成、骨代謝、骨質の改善を司っている

と考えられている[1-3]。 

ビタミン D は、植物が-シトステロールから生産するビタミン D2と動物がコレステ

ロールから産生するビタミン D3の総称である。ビタミン D3はそのままでは生理活性を

発揮できず、肝臓および腎臓でそれぞれ CYP27A1, CYP2R1 および CYP27B1 により 1

位および 25 位が水酸化され、1,25-dihydroxyvitamin D3 (1,25(OH)2D3) に代謝されて初

めて生理活性を発揮する。1,25(OH)2D3は活性型ビタミン D3と呼ばれており、1位と

25 位に水酸基が導入されるとビタミン D3の受容体結合能は数十万倍高められる。生合

成された 1,25(OH)2D3は血液中に存在するビタミン D 結合蛋白質(DBP)と結合し、標

的部位へ運搬される。標的部位において 1,25(OH)2D3は細胞内に存在するビタミン D

受容体(VDR)と結合し、核内へ移行する。核内へ移行した VDR-1,25(OH)2D3は更に 9-

シスレチノイン酸受容体(RXR)と結合してヘテロダイマーを形成し、このヘテロダイマ

ーであるRXR-VDR-1,25(OH)2D3複合体がビタミンD3依存性遺伝子上流に存在するビ

タミン D 応答配列(VDRE)に結合する。そしてここに転写共役活性化因子(co-activator) 
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を含む基本転写活性装置が結合して複合体を形成し、転写がスタートする。このよう

な生理活性発現機構から、現在ではビタミン D3はビタミンというカテゴリーではなく

ホルモンとして分類されている[4]。 

ビタミン D3は抗くる病因子として発見され、骨カルシウム代謝に対する作用はよく

研究されている。しかしながら現在ではVDRはカルシウム代謝に関連した組織（小腸、

人、骨、副甲状腺）以外にも、皮膚、筋、血管、免疫系細胞、脳神経細胞などをはじ

めほぼ全身組織でその存在が確認されており、何らかの生理的な機能を担っていると

考えられている。事実、今日までに骨カルシウム代謝作用以外には細胞増殖抑制作用、

細胞分化誘導促進作用、副甲状腺ホルモン合成および分泌抑制作用、インシュリン分

泌促進作用、免疫調節作用など多くの生理活性が報告されている。1971 年に活性型ビ

タミン D3の化学構造が明らかになって以来、多数の誘導体が化学合成されて生理活性

が評価されており[5]、いくつかのビタミン D3誘導体は既にくる病、骨粗鬆症、二次性

副甲状腺機能亢進症、乾癬の治療薬として臨床応用されている[2]。さらに白血病、乳

がん、前立腺がん、大腸がんなどある種のがんに対しては治療効果を期待し、細胞増

殖抑制作用や細胞分化誘導作用の比活性が高い誘導体を用いた基礎研究が活発であり

[6]、また前立腺肥大症の治療を狙って臨床開発されている化合物も存在する[7]。しか

しながらビタミン D3の免疫調節作用に着目した創薬研究は他疾患に比べて遅れており、

今後可能性が検討されていくものと考えられる。一方、ビタミン D3の投与過剰により

高カルシウム血症が生じ、生体に重篤な悪影響を与えることが知られている。現在ま

でに臨床応用されているビタミン D3誘導体は薬効と高カルシウム血症発症の間の乖離

が狭いため、投与量が厳しく制限されている[8, 9]。このため、ビタミン D3の医薬品研

究においては 1,25(OH)2D3の持つ血中カルシウム濃度上昇作用と目的とする生理活性

を分離し、血中カルシウム上昇を低減しつつ治療効果を発揮できる誘導体の開発は長

らく中心課題となっており、広く世界中で研究が行われている[10]。 

肺疾患とビタミンＤ３ 

肺における免疫機能 

肺気管の総面積は 70m
2に及ぶとされており、呼吸により外部大気と直接触れる部位

となっている。そのため肺は外敵（ウイルス、細菌、各種刺激物質）から生体を守る
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ための局所生体防衛機構を発達させている。肺には外敵から身を守るための免疫シス

テムとして非特異的かつ敏速に異物を排除する機構が備わっており、この反応には気

道上皮細胞、肺胞マクロファージ、樹状細胞が関与していると考えられている。これ

らの細胞はいずれも異物を認識する受容体にて異物を検知して活性化され、生体防衛

システムの引き金が引かれると考えられている[11]。気道上皮細胞は異物侵入時の最初

の物理的バリアーであり、異物を感知して活性化されて抗菌物質の放出、ケモカイン

やサイトカインを放出する。肺胞マクロファージは異物を認識して貪食し、これを除

去する。また樹状細胞は自分自身に発現している受容体により局所環境の状態を認識

し、ケモカインを放出すると共にリンパ節へ移動して T 細胞へ抗原提示を行い、免疫

システムを活性化すると考えられている。このように、肺は外界との接触により様々

な侵入物に曝される器官であり、生体側は精巧な生体防衛メカニズムを発達させてい

る。次項に述べるように、ビタミン D3はこの生体防衛メカニズムの一環としての機能

を担っていると考えられている。 

肺における 1,25(OH)2D3産生とその推定機能 

生体内で 1,25(OH)2D3を生成する律速酵素であるとされている 1-hydroxylase は気

道上皮細胞、肺胞マクロファージ、樹状細胞、リンパ球にもその発現が認められ、肺

局所にて活性型ビタミン D3が生成されて免疫調節に関与している証と考えられている。

現在までに考えられている肺における活性型ビタミン D3の生理作用は、抗菌ペプチド

cathelicidin の分泌促進、CD14 発現亢進、ケモカイン産生抑制、樹状細胞の機能抑制、

T 細胞の機能調節などであり、これらの作用は病原性微生物の侵入に対する生体側レス

ポンスや喘息のようなアレルギー反応において重要な役割を果たしていると考えられ

ている。一方、疫学研究によりヒトはビタミン D 欠乏状態ではウイルス感染症、結核

を生じやすいことが示されており、また喘息の重篤度悪化や COPD の増悪が引き起こ

されると指摘されている。Table 0-1 に Hansdottir らにより集約された、肺常在性細胞お

よびリンパ球における 1,25(OH)2D3産生とその機能の一覧を示す[12]。現在では肺は

1,25(OH)2D3の標的器官の一つとして考えられており、活性型ビタミン D3誘導体によ

る治療対象となり得ると考えられる。 
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炎症性肺疾患と好中球 

好中球浸潤のメカニズム 

好中球は非特異的免疫機構の一員として位置付けられており、接着、走化、貪食、

殺菌などの一連の機序により病原体（主に細菌）を生体から排除する役割を担ってい

る。細菌が生体内に侵入すると炎症が発生し、補体成分 C5a や IL-8 が放出される。流

血中の好中球はセレクチンと糖鎖リガンドの低親和性相互作用により血管壁に沿って

ローリングする。TNFや IL-1をはじめとする pre-inflammatory cytokine やロイコトリ

エン B4などの脂質性メディエーターは内皮細胞のセレクチンを活性化することでロー

リングをサポートする。引き続き好中球のCD18 family (CD11b, CD11a) が活性化され、

血管内皮の ICAM-1 と結合する。その後好中球は血管内皮細胞で構成される基底膜をく

ぐり抜けて感染、炎症部位へ遊走し、各種メディエーターを放出、貪食能により生体

防衛機能を発揮する。また細菌を貪食した好中球は早期にアポトーシスに陥り、組織

に障害を与えることなくマクロファージや網内系で処理されると考えられている[13]。

上記の概略を Fig. 0-1 に示す。 

 

 

Activation process of neutrophil Fig. 0-1 
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ところで、好中球遊走や活性化を引き起こす因子については複数知られており、補

体成分 C5a、ロイコトリエン B4、血小板活性化因子(PAF)、ケモカインがある。近年、

ヒト肺における好中球浸潤においては IL-8 が重要な役割を果たすことが解明されてき

ており、研究が続けられている[14]。ケモカイン細胞遊走に関わるタンパク質性の因子

であり、現在までに 40 種類以上が知られている。ケモカインはよく保存された 4 つの

システィン残基のうち最初の 2 つの位置から、CXC、CC、C、CX3C の 4 つのサブファ

ミリーに分類されている。IL-8 に代表される好中球走化性活性を有するケモカインは

主に CXC サブファミリーに属する。ラットの好中球走化性因子は CINCs 

(Cytokine-induced neutrophil chemoattractant) として同定されている CXC ケモカインで、

CINC-1、CINC-2、CINC-2、CINC-3/MIP-2 の 4 種類が知られている。これらの因子

はヒト GRO (Growth-related oncogene) に相同性が高いが、IL-8 のホモログは得られてい

ない。マウスの好中球走化性因子は KC (Keratinocyte-derived chemokine) と MIP-2 

(Macrophage inflammatory protein) が知られており、KC はラット CINC-1 の、MIP-2 は

ラット CINC-3 のホモログである。ヒト GRO にも、、の 3 つのアイソフォームが

知られているが、互いに相同性が非常に高く、構造的に CINC-1、2、3 やマウス KC、

MIP-2 との間に明確な対応関係にはない。また、ヒトでは IL-8 のレセプターとして

CXCR1、CXCR2 の 2 種類が知られており、CXCR2 は GRO のレセプターとしても機能

する。マウスでは KC と MIP-2 のレセプターである CXCR2 のみ知られている。またラ

ットについても CINC-1、2、3 共通のレセプターとして CXCR2 レセプターのみが存在

すると考えられている[15]。ケモカインの抗体を用いた検討により、肺炎症モデルにお

いて好中球浸潤が抑制されることが報告されており[16]、ケモカイン作用の阻害は好中

球浸潤の抑制を意図した有望な作用点の一つになり得ると考えられている。 

呼吸器疾患と好中球 

呼吸器系は外気を吸入することによって空気中の病原微生物や無機、有機の異物の

直接的な侵入に曝されやすい臓器である。そのため、これらを排除するための防衛機

構として、肺の免疫は呼吸器疾患の病態において重要な機能を担っている。呼吸器系

の免疫機構を大別すると、非特異的防衛機構と特異的防衛機構の２つがあるが、病原

性微生物が肺胞内に侵入した際の非特異的防衛機構の中心を担う細胞は肺胞マクロフ
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ァージと好中球であるとされている[17]。肺胞マクロファージは恒常的に肺胞内に存在

し、病原体の侵入により活性化されると IL-1 や TNFなどの pro-inflammatory cytokine

を産生し、また好中球遊走因子のひとつである IL-8 を産生する。炎症時に産生される

これらのサイトカインは、好中球が血管内皮に接着し、炎症局所へ浸潤する過程に関

わる細胞間接着因子の発現に重要な役割を担っている。呼吸器病態における好中球の

関与については、以前からその重要性が指摘されており、慢性閉塞性肺疾患(COPD)、

急性肺損傷／急性呼吸促迫症候群（ALI/ARDS)、嚢胞性肺線維症(CF)、一部の重症喘息

では特徴的な肺組織内への好中球浸潤、活性化が認められている[18]。以下の項でその

概要を述べる。 

COPD の病態と好中球 

COPD は気流制限による労作性呼吸困難を特徴とする疾患で、喫煙などの吸入性肺傷

害物質による肺の慢性炎症が主たる病態であると考えられている。肺胞領域では、肺

胞壁の破壊による肺弾力性の低下の結果、呼気が困難になるとともに、肺胞の表面積

が縮小してガス交換効率の低下を引き起こす。気道領域では平滑筋肥大、線維化、喀

痰の分泌亢進が発生して気道閉塞が生じることが知られており、これらの病態形成に

は好中球やマクロファージ由来のプロテアーゼ、活性酸素が重要な役割を演じている

とされている。COPD 患者の喀痰では好中球数の増加が認められ、また喀痰上清では

IL-8、好中球エラスターゼの活性亢進も認められる。現在では、マクロファージや気道

上皮細胞から産生された IL-8 により好中球が遊走し、COPD の慢性炎症病態を形成す

ると推察されている。 

ALI/ARDS と好中球 

ALI は肺への直接障害（肺炎など）あるいは間接障害（敗血症など）を引き起こす様々

な原因により発症し、肺の急性炎症とそれに伴う血管透過性亢進を特徴とする疾患で

ある。本来、活性化された好中球から放出される活性酸素とプロテアーゼは、流血中

や組織中では本来生体内に豊富に存在するスカベンジャーや拮抗物質により即座に不

活化される。しかしながら ALI/ARDS では、好中球が肺血管内に集積し、血管内皮細

胞に密着することにより、好中球は両細胞の間隙に生じた微小循環内に活性酸素やプ

ロテアーゼを放出して組織障害をもたらすと考えられている。 
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CFと好中球 

粘液腺を有する各種の器官が侵される疾患で、第七染色体にある遺伝子の異常で発

症し、常染色体劣性遺伝の形式を取る。臓器障害は肺をはじめ膵、肝、腸管、汗腺な

ど多岐に亘るが、肺の病変が臨床的に問題となることが多い。肺病変としては、慢性

で反復性の気道感染を繰り返し、末梢気道の破壊と高度閉塞性換気障害を示し、少数

の長期生存例を除いて 10 代で呼吸不全を呈して死亡する。その原因としては気道上皮

における Cl
-イオンの分泌障害と過剰の水吸収による線毛上皮輸送系の障害や感染防御

機構の障害が原因であるとされている。気管支拡張病変に加え、緑膿菌などによる慢

性で反復性の気道感染、気道炎症を生じ、結果として末梢気道の高度の破壊と高度の

閉塞性換気障害を呈する。持続的な気道感染は好中球の浸潤、活性化を引き起こし、

活性化された好中球から放出される活性酸素やプロテアーゼが組織障害をさらに悪化

させると考えられている。 

本研究の目的と意義 

本研究の目的 

本研究は、活性型ビタミン D3が有する多彩な生理作用の中で、IL-8 産生抑制作用に

着目し、好中球浸潤が認められる炎症性肺疾患に適応する新たな治療薬を創製するこ

とを目的とし、活性型ビタミン D3誘導体の治療薬としての可能性について検討を行う

ことを目的としている。 

好中球は生体防衛の最前線に位置して生体を守るのが本来の機能であるが、炎症性

肺疾患の病態においてはその剣は生体に向けられている。このような状態においては

活性化された好中球の機能を抑制することが治療戦略として非常に重要である。一部

の ALI では好中球エラスターゼ阻害剤が臨床応用されており[19]、好中球や好中球エラ

スターゼの除去療法も検討されている[20]。がしかし COPD においてはまだ炎症や病態

進行を止めることはできておらず、新たな治療薬、治療方法の開発が望まれている。

前述したようにビタミン D と肺疾患の関連についての研究は、主にビタミン D 欠乏時

における罹患リスクの増加と、これを予防するためにサプリメントとしてビタミン D

を摂取するという観点からのものであり、肺疾患を罹患した患者に活性型ビタミン D3

製剤を投与し、治療効果を検討した試みは知られていない。そこで本研究においては
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好中球浸潤抑制の観点から、活性型ビタミン D3の炎症性肺疾患治療薬としての可能性

を検討した。 

本論文の構成 

前述したように、ビタミン D と肺疾患の関係において、以前からビタミン D 欠乏状

態ではウイルス性感染症や結核の罹患率が高いことが指摘されている。また喘息や

COPD についても罹患リスクや重症度が増大されるとの報告があるが、活性型ビタミン

D3を用いた積極的な治療介入についての報告はない。そこで、本研究第１章では生体

物質である 1,25(OH)2D3が炎症性肺疾患モデルにて好中球浸潤抑制作用を有するか否

かを検証し、活性型ビタミン D3が炎症性肺疾患治療薬になり得るか否かの検討を行っ

た。 

活性型ビタミン D3誘導体を治療薬として使用する場合、血中カルシウム濃度上昇作

用により、その投与量は厳しく制限されている。目的とする薬理活性と血中カルシウ

ム濃度上昇作用を乖離させることができれば、治療目的でより高用量の活性型ビタミ

ン D3の投与が可能となり、活性型ビタミン D3が持つ有益な生理活性作用を疾患治療に

応用することがより容易になると期待が持てる。そこで、本研究第２章では血中カル

シウム上昇活性と好中球浸潤抑制活性を分離させるため、活性型ビタミン D3誘導体の

ビタミン D 結合蛋白質（DBP)およびビタミン D 受容体(VDR)の結合親和性に着目し、

各種誘導体の合成展開を実施して血中カルシウム濃度上昇作用と好中球浸潤抑制活性

が乖離した化合物の取得を目指し、TEI-A00114 という新規の活性型ビタミン D3誘導体

を創製したことを報告する。 

活性型ビタミン D3には IL-8 産生抑制の他、pro-inflammatory cytokine である TNF、

IL-1の産生抑制[21, 22]、CD14 の発現亢進作用[23, 24]が知られている。TNF、IL-1

は炎症性肺疾患に関わる重要なメディエーターであり、肺における炎症カスケードに

深く関わるとされている。そこで第３章では TEI-A00114 の作用プロファイル検討とし

て、ヒト全血を用いた in vitro アッセイを実施して TEI-A00114 の示す好中球浸潤抑制の

メカニズムについてより詳細な検討を行った。また炎症カスケードに対する効果検討

の一環として、TNF、IL-1刺激で IL-8 産生が惹起される肺線維芽細胞に対する

TEI-A00114 の効果を検討した。また従来から活性型ビタミン D3は CD14 発現亢進作用
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を示すことが報告されており、食細胞における菌クリアランス能の亢進作用が期待さ

れている。そこでTEI-A00114にもCD14発現亢進作用があるか否かの検討を実施した。

これらの結果を総合し、TEI-A00114 は好中球浸潤抑制作用と CD14 発現亢進作用を併

せ持つ、新しいタイプの抗炎症剤になり得ることを報告する。 

また、総括において本論文の結語と今後の展望を述べる。 
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第１章 炎症性肺疾患モデルにおける 1α,25(OH)2D3の好中球浸

潤抑制作用の証明 

１.１ 炎症性肺疾患モデルでの好中球浸潤抑制評価 

本研究のコンセプトを証明するため、生体物質である 1,25(OH)2D3が好中球浸潤を

伴う肺炎症動物モデルにおいて好中球浸潤を抑制するか否かにつき検討を行った。乾

癬において活性型ビタミン D3誘導体が真皮から表皮への好中球浸潤を抑制することは

既に知られており[25]、肺においても同様の効果が得られると期待した。しかしながら、

in vivo において活性型ビタミン D3が肺炎症における好中球浸潤を抑制するか否かにつ

いては報告されていなかった。好中球浸潤を伴う肺炎症の病態モデルは、起炎物質と

して LPS を用い、急性肺炎症を惹起する系がラット、マウス、ウサギ等の動物で報告

されており、活性型ビタミン D3の好中球浸潤抑制活性を評価するには適した in vivo 病

態モデルであると考えられた。そこで最も汎用されているラット及びマウスを用いて

LPS 誘発急性肺炎症モデルを構築し、1,25(OH)2D3が好中球浸潤抑制作用を示すか否

かの検討を試みた。しかしながら、モデル構築の検討が進むにつれ、炎症のコントロ

ールが難しく系の再現性に乏しい、浸潤好中球数が少なく今後想定される多数の化合

物のスクリーニングにて活性の強弱を判定するに不安がある等の課題が存在すること

が判明した。またウサギの使用は実験群数および実験コストの観点から現実的な選択
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肢とはなり得なかった。種々検討の結果、エラスターゼ阻害剤の評価系として報告さ

れていた、ゴールデンハムスターを用いた LPS 誘発急性肺炎症モデル[26]をベースに

LPS 投与方法を経気道投与から吸入投与へ変更し、マウス、ラットの 4～10 倍の浸潤好

中球数を呈する系を構築した。本評価系は化合物のスクリーニングにも耐えうると考

えられた。1,25(OH)2D3の投与ルートは経口投与の他、直接肺内へ投与する可能性を

視野に入れて経気道投与も実施した。 

１.２ ハムスターLPS 誘発急性肺炎症モデルにおける 1,25(OH)2D3 の好中球

浸潤抑制作用の検討 

１.２.１ 材料と方法 

使用薬物 

LPS は Difco Laboratories 社製の Escherichia coli,0111:B4 を使用し、生理食塩水に懸濁

して 2 mg/mL の溶液を調製した。Dexamethasone-21-acetate は Sigma-Aldrich 社より購入

した。経口投与に使用したメチルセルロースはナカライテスクから購入した。

1,25(OH)2D3は帝人株式会社生物医学研究所にて合成し、HPLC にて純度検定を行った。

化合物は 100%エタノールに溶解し、264 nmにおけるモル分子吸光係数を 18200 M
-1

cm
-1

として定量した。また化合物は-20℃にて保存した。フローセンは武田薬品工業から購

入した。その他の試薬は和光純薬工業から購入した。 

使用動物 

雄性ゴールデンハムスター（8-10 週齢、体重 120-140 g）は日本チャールズリバー株

式会社から購入した。動物は恒温（24±2℃）、恒湿（55±15%）の動物飼育室にて実験

日まで飼育した。 

LPS誘発肺炎症モデルの作成方法 

市販の超音波ネブライザー（オムロン社 NE-U12) に LPS 溶液 (2 mg/mL) を入れ、

ミスト状になったLPSを送風ポンプにて自家製アクリルチャンバー（30 cm ×38 cm × 

50 cm、容量 57 L）へ導き、この中にハムスターを入れて 30 min LPS を吸入させ、肺炎

症を惹起させた。LPS ミストの流量は 4.7 L/min に調節した。なお動物実験における動
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物の取り扱いに関しては、帝人株式会社生物医学総合研究所動物実験倫理規定に従っ

た。 

評価化合物の調製と投与 

1,25(OH)2D3は 0.3% (v/v) エタノール－0.02% (v/v) Triton-X100 にて溶解した。LPS

吸入直後直ちに小動物麻酔装置 (バイオマシナリー社製 Model TK-4) にてフローセン

にて麻酔を行い、1 mL/kg の投与量で自家製ゾンデにて経気道により投与した。また経

口投与の場合は 10% (v/v) エタノール－0.1%(v/v) Triton X-100 にて溶解し、LPS 吸入 1 h

前に 5 mL/kg で投与を行った。Dexamethasone-21-acetate は 0.5% (w/v) カルボキシメチ

ルセルロース水溶液に懸濁し、5 mL/kg にて経口投与を行った。 

気管支肺胞洗浄 (BAL) の実施および気管支肺胞洗浄液 (BALF) の採取 

動物にウレタンを腹腔内投与し、全身麻酔下にて気管切開を行った。気管からカニ

ューレを挿入し、生理食塩水 2 mL を入れたプラスティック製ディスポーザブルシリン

ジにて BAL を実施した。洗浄は 3 回実施し、計 6 mL の BALF を回収した。BALF は

動物用全自動血球計測器（日本光電 Celltac 、Model MEK-6258）にて白血球画分の総

細胞数をカウントした。一部をサンプリングし、Sakura Seiki CF-120 Auto Smear にて塗

抹標本を作成し、細胞染色キット（Dade Behring 社, Differential Quick Stain kit）にて染

色した。染色した標本は光学顕微鏡（ニコン社 OPTIPHOT)にて検鏡し、細胞 200 個を

カウントして細胞種の比率を算出し、BALF 中の好中球、単球それぞれの細胞数を算出

した。（※本モデルにて BALF 中に認められる浸潤細胞は好中球、単球のみであったた

め、この 2 種の細胞の比率合計は 100％である） 

BALF中アルブミン濃度の測定 

BALF を 4℃下 13000×g にて 2 min 間遠心し、その上清をアルブミン測定キット（和

光純薬 A/G B-Test Wako）を用いて分光光度計（日立 U-1080 Auto Sipper Photometer）

にて測定した。 

統計解析 

Abacus Concept 社の StatView version 4.11 を使用し、平均値±標準誤差(SEM)にて表記
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した。また有意差検定は Dunnett の多重比較検定を用い、p <0.05 を統計学的有意差が

認められると判断した。 

１.２.２ 結果 

ハムスターLPS 誘発急性肺炎症モデルにおける BALF 中細胞数、アルブミンの経

時変化 

結果を Fig. １-1 に示す。BALF 中に認められる細胞種は好中球と単球のみであり、

好酸球や好塩基球は認められなかった。好中球と単球の比較は好中球が大多数を占め

ていたが、単球数も経時的に増加していた。LPS 吸入後 24 h の時点で好中球、単球数

が最大に達し、好中球数はその後減少に転じたが単球数は 48 h 後でも維持されたまま

であった。また BALF 中アルブミン濃度も LPS 吸入後 24 h で最大に達し、BALF 中細

胞数と一致したパターンを示した。これらの結果から、本病態モデルは 24 h をピーク

とする好中球主体の急性肺炎症が惹起されていると考えられる。ゆえに、本モデルに

おける薬効評価は LPS 吸入後 24 h の時点で実施することとした。 

  

A B 

Time course of LPS-induced acute lung inflammation in Syrian golden hamster BALFs over the time 
course (t=0, 1, 6, 24, and 48 h). Data are presented as mean ± SEM (n=8–36) from four independent experiments. (A) 
Number of neutrophils and monocytes. (B) Albumin concentration. 

 

Fig. １-1 
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ハムスターLPS誘発急性肺炎症モデルにおける 1,25(OH)2D3の効果 

経口投与および経気道投与の結果を Fig. １-2 に示す。両投与経路において

1,25(OH)2D3は肺内好中球浸潤を濃度依存的に抑制した。活性強度の指標として、

vehicle 投与群と比較して 40%抑制を示す投与量(ED40)を用量－反応曲線により求めた

ところ1、経口投与および経気道投与でそれぞれ 3.3 g/kg、0.3 g/kg であった。一方、

単球浸潤に対して有意な抑制作用は認められず、作用は好中球に対して選択的である

ことが示された。

 

  

                                                   
1 検討した投与量範囲では最大抑制活性が 50%に到達しないものがあるため、化合物の活性強度の指標は

40%抑制率を与える化合物投与量とした。 

Effect of 1α,25(OH)2D3 on neutrophil and monocyte number in BALFs in LPS-inhaled 
hamsters.  Hamsters were inhaled with 2 mg/ml LPS and administered 1α,25(OH)2D3 (A) perorally before 
1 h of LPS inhalation or (B) intratracheally immediately after LPS inhalation. BALFs were collected after 
24 h following LPS inhalation, and neutrophils and monocytes were counted. *p<0.05, **p<0.01 vs. vehicle 
(Dunnett's t test). Data are presented as mean ± SEM (n=7–10). 

Fig. １-2 

A B 
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ハムスターLPS誘発急性肺炎症モデルにおける dexamethasone-21-acetateの効果 

評価結果を Fig. １-3 に示す。経口投与にて dexamethasone-21-acetate は濃度依存的に

好中球および単球浸潤を抑制した。好中球浸潤抑制における ED40値は 8.6 mg/kg であっ

た。 

 

１.２.３ 考察 

LPS誘発急性肺炎症モデルはヒトにおけるALIのモデルであると考えられている[27, 

28]。報告により LPS 投与方法が異なるものの、いずれも肺内に好中球浸潤を伴う炎症

が惹起され、好中球遊走に関与するケモカインが重要な役割を果たしているとされて

いる[28-32]。またウサギの IL-8 はヒト IL-8 と相同性があるとされており、ウサギを用

いた LPS 誘発急性肺炎症モデルにおいてヒト抗 IL-8 抗体が好中球浸潤を抑制すること

が知られている[16]。先行研究において、1,25(OH)2D3が種々の細胞系（正常ヒト皮膚

線維芽細胞[33]、ヒト全血[34]、正常ヒトケラチノサイト[35]、ヒト初代近位尿細管上

皮細胞[36]、鼻茸由来ヒト線維芽細胞[37]、ヒト前立腺細胞[38]）、において IL-8 産生を

抑制することが報告されている。また我が国で乾癬治療薬として用いられている活性

型ビタミン D3誘導体 Tacalcitol (1,24(R)(OH)2D3) は好中球浸潤抑制作用を示すことが

Effect of dexamthasone-21-acetate on neutrophil and monocyte number in BALFs in 
LPS-inhaled hamsters. Hamsters were inhaled with 2 mg/ml LPS and administered 
dexamethasone-21-acetate perorally before 1 h of LPS inhalation. BALFs were collected after 24 h 
following LPS inhalation, and neutrophils and monocytes were counted. *p<0.05, **p<0.01 vs. vehicle 
(Dunnett's t test). Data are presented as mean ± SEM (n=8–10). 

Fig. １-3 
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知られているが、作用機序の一部はケラチノサイトからの IL-8 産生抑制により説明で

きると考えられている[25]。また、1,25(OH)2D3による IL-8 産生抑制の機序として、メ

ラノーマ由来 A3 細胞および肺線維芽細胞由来 MRC-5 細胞における解析により、この

反応は NF-B 阻害を介して発現する可能性が指摘されている[39, 40]。ALI の病態にお

いては IL-8が好中球浸潤に重要な役割を果たすと考えられており、1,25(OH)2D3がALI

モデルのひとつである LPS 誘発急性肺炎症モデルにて好中球浸潤抑制作用を示すこと

は理に適っていると考えられる。Meduri らは ALI/ARDS 治療においてグルココルチコ

イド投与の有用性について言及しており[41]、好中球浸潤の抑制はその作用機序のひと

つと考えられる。本検討においても dexamethasone の好中球浸潤抑制作用が認められ、

臨床におけるグルココルチコイドの有効性を再現する結果が得られている。ところで、

経口投与時の ED40値で比較した 1,25(OH)2D3と dexamethasone の投与量は

1,25(OH)2D3の方が遥かに少なく、この実験事実は 1,25(OH)2D3もまた ALI/ARDS の

治療薬として有用である可能性を示唆していると考えられる。また、今回の検討で

1,25(OH)2D3は単球の浸潤を抑制せず、好中球浸潤に対してより選択的に働くことが

示唆された。細菌感染時には単球はこれを異物として認識し、貪食することで生体防

衛の一端を担っている。グルココルチコイドは強力な免疫抑制剤であるが、生体防衛

を担う細胞の機能も全て非選択的に抑制するため、易感染性を引き起こすことが問題

のひとつとして知られている[42-44]。今回示された、1,25(OH)2D3の作用は好中球浸

潤抑制に対して選択的であるため、単球が関与する生体防衛機能を落とすことなく好

中球浸潤を抑制できる可能性がある。単球の遊走に関わるケモカインは MCP-1 

(Macrophage chemoattractant protein-1) であるが、MCP-1 に対する 1,25(OH)2D3の作用

についてはいくつかの報告が存在する。ヒト前駆脂肪細胞およびマウス培養メサンギ

ウム細胞を用いた検討では 1,25(OH)2D3は MCP-1 産生を抑制するとされているが[45, 

46]、初代ヒト尿細管上皮培養細胞を用いた検討では、1,25(OH)2D3は IL-1刺激によ

る IL-8 産生を抑制するのに対し MCP-1 産生はむしろ亢進することが報告されており

[36]、MCP-1 に対する 1,25(OH)2D3の作用は細胞により異なる可能性が示唆されてい

る。肺においては肺胞毛細血管膜および気道系の組織構成細胞 (structure cell) は種々の

刺激の種類に応じて特異的なケモカインを産生することがわかっている。好中球、単

球、マクロファージ、血管内皮細胞は LPS、TNF、IL-1のいずれにも反応して IL-8
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を産生するが、IL-6 によっては産生しない。逆に、好中球、単球、マクロファージは

LPS、TNF、IL-1、IL-6 のいずれに反応しても MCP-1 は産生しない。ところが肺線

維芽細胞と肺胞上皮細胞は TNFや IL-1と反応して IL-8 と MCP-1 の両方を発現する

[47]。ハムスターにおいて同様の機序が成立していると仮定すると、ハムスターLPS 誘

発急性肺炎症モデルにおいて認められた肺内への単球浸潤は、LPS により誘導された

TNF、IL-1が肺線維芽細胞と肺胞上皮細胞に作用し、単球遊走に関与するケモカイン

産生を誘導したものと考えられるが、1,25(OH)2D3はこのプロセスには作用を及ぼさ

ない可能性がある。この点については更なる検討が必要で、肺線維芽細胞や肺胞上皮

細胞を用いた in vitro MCP-1 産生系を構築し、1,25(OH)2D3の作用を評価した上で考察

しなければならないと考えられる。 

ところで、1,25(OH)2D3の血中半減期は数時間であるが、高カルシウム血症の回復

より求めた生物学的半減期は 1.5 日であることが知られている[1]。そのため

1,25(OH)2D3の血中カルシウム濃度上昇作用は連続投与で増大し、高カルシウム血症

を引き起こす懸念がある。活性型ビタミン D3製剤を炎症性肺疾患治療薬として使用す

る場合、特に COPD 等における慢性炎症状態の改善を期待する場合には長期間にわた

る連続投与が必要であると考えられるが、血中カルシウム濃度の上昇により治療に必

要とされるに十分な量を投与できない可能性がある。この問題を解決するには、好中

球浸潤抑制活性を保持しつつ血中カルシウム濃度上昇作用がなるべく少ないビタミン

D3誘導体を開発する必要がある。この問題については第２章にて論じる。 

１.３ この章の小括 

 ハムスターLPS 誘発急性肺炎症モデルにて、1,25(OH)2D3が好中球浸潤抑制作

用を有することが示された。1,25(OH)2D3は好中球浸潤のみを抑制し、単球に

対しては無作用であった。一方、dexamethasone は好中球、単球浸潤を共に抑制

した。 

 活性型ビタミン D3は好中球に選択的な浸潤抑制作用を示し、炎症性肺疾患治療

薬となり得る可能性が示唆された。 
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第２章 血中カルシウム濃度上昇作用と乖離したビタミンD3誘

導体の創製 

２.１ ビタミン D による血中カルシウム濃度の制御 

カルシウムは食物や飲料から摂取され、大部分は骨や歯に存在し、生体の構造を保

つための屋台骨として機能している。それと共にカルシウムは筋肉（骨格筋、血管平

滑筋、心筋）や神経などの神経活動に必須のイオンであり、また細胞内情報伝達や種々

の酵素活性においても重要な役割を果たしていることが知られている。このような事

情から、生体のカルシウム濃度は厳密に制御されており、正常ヒトでの正常範囲は補

正血清カルシウム値で 8.4~10.0 mg/dL とされている[48]。血中カルシウム濃度が高値に

外れた場合、筋力低下、疲労、食欲低下、吐き気の他、多飲多尿、尿路結石のリスク

があり、逆に低値に外れた場合は手足のけいれん、しびれ、頻脈、不眠、うつ等の症

状が引き起こされる。血中カルシウム濃度は副甲状腺ホルモン(PTH)と活性型ビタミン

D3、カルシトニンの相互作用により、腸からの吸収、腎からの排泄、骨からの放出、

骨形成の間で無機リンと拮抗的にそのバランスを保っており、そこには緻密なフィー

ドバック機構が存在している[1]。また、健康食品の分野では、ビタミン D は骨の健康

維持、管理の目的でサプリメントとして広く用いられているが、これには 20 世紀初期

にビタミン D の摂取量不足により、欠乏症としてくる病などが発症することが良く知
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られるようになったことがその一因とされている。しかしながら第二次世界大戦後、

特発性の高カルシウム血症とそれに関連する動脈弁上部狭窄の発症がビタミン D 強化

食品にあることがわかり、現在では大用量のビタミン D 摂取は有害作用があることが

広く認識されている。 

第１章で述べたように、ビタミン D3は生体内で 1,25(OH)2D3に変換されて初めて生

理作用を発揮する。食品やサプリメントからビタミン D3を摂取する場合、250 g/day 

(10,000 U/day) を 6 ヶ月間摂取しても安全である旨が報告されているが[49]、医薬品と

して活性型ビタミン D3を投与する場合、1,25(OH)2D3の場合の薬理量は 0.01～0.1 

g/kg (60 kg ヒトで 0.6～6 g)、中毒量は 0.5 g/kg 以上（60 kg ヒトで 30 g）と遥かに

低いことが知られている[50]。ビタミン D3により引き起こされる血中カルシウム濃度

上昇作用は hypercalcemic action と呼ばれており、ビタミン D3誘導体を医薬品として開

発する場合には常に意識しなければならない問題である。この hypercalcemic action が

投薬継続の是非を決めると言っても過言ではない。

２.２ 血中カルシウム濃度上昇作用と乖離した化合物取得の試み 

1971 年に活性型ビタミン D3の化学構造が解明されてから、これまでに 3000 を超え

るビタミン D 誘導体が化学合成され、生理活性が検討されている[5]。化合物デザイン

の方向性としては、血中輸送の最適化と組織、細胞への移行特異性を向上させること

で血中カルシウム濃度上昇作用と乖離させる方向、あるいは核内転写因子複合体リク

ルートメントに着目し、遺伝子転写のレベルで乖離させようとする方向が挙げられる。

後者については同じステロイドレセプターのスーパーファミリーに属するエストロゲ

ン受容体において成功例が存在し[51-53]、ビタミン D 受容体でも同様の化合物が創製

できることを期待して研究が進められている。一方前者については CYP24A1 による側

鎖の酸化的代謝速度を化学修飾により低下させ、生体内での活性物質の半減期を長く

し、血中カルシウム濃度上昇作用を発現しないよう極めて低濃度で薬効を発揮させよ

うとするもの[54]、DBP 結合親和性に着目し、低 DBP 結合親和性によるクリアランス

速度の増加と標的組織への移行性向上を狙ったもの[55-59]が知られている。本研究が

目指す炎症性肺疾患においては、薬剤の投与ルートとして経口投与の他、吸入投与が



第 2 章 血中カルシウム濃度上昇作用と乖離したビタミン D3誘導体の創製 

 

   

- 28 - 

広く用いられている[60, 61]。吸入投与により炎症局所へ高濃度の薬剤を速やかに到達

させることができるため、肺炎症を抑制するにあたっては吸入投与のメリットを活か

した製剤設計を優先して考えるべきである。高濃度の薬剤を速やかに肺病巣へ到達さ

せ、全身的な副作用を低減するという方向で薬剤のコンセプトを考えた場合、ドラッ

グデザインの方向性として DBP 結合親和性に着目し、血中カルシウム濃度上昇作用と

乖離させるアプローチは有用であると考えられる。そこで次節に述べるような考え方

に沿って新規ビタミン D3誘導体の創製に着手した。 
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２.３ この研究が目指す化合物デザインの方向性 

前述したように低 DBP 結合親和性を有する化合物は、in vivo において血中カルシウ

ム濃度上昇作用が弱いことが報告されている。血中カルシウム濃度上昇作用を含む生

理活性作用は VDR を介する反応であり、その活性は VDR 結合親和性に比例すると考

えられている。ハムスターLPS 誘発急性肺炎症モデルで観察された好中球浸潤抑制活性

も VDR 結合親和性に比例すると考えられるが、化合物のスクリーニングを実施するに

あたりこの点を確認しておく必要がある。そこで様々な VDR 結合親和性を示す活性型

ビタミン D3誘導体 12 化合物（1,25(OH)2D3を含む）について、本モデルにおいて好

中球浸潤抑制活性を測定し VDR 結合親和性との相関を分析した。結果を Fig. ２-1 に

示す。 

好中球浸潤抑制活性と VDR 結合親和性の間には正の相関が存在し、相関係数は 0.22

であった。また、Fig. ２-2 に示すように、TEI-A00114 の側鎖の

(5E)-(2S)-2-hydroxy-2-methyl-cyclopentanone-5-ylidene 構造中の 2 位の立体化学を反転さ

せたジアステレオマー、TEI-A00113 では DBP 結合親和性は若干上がるが VDR 結合親

Relationship between VDR binding affinity and anti-neutrophil infiltration activity. VDR binding 

affinities are expressed as relative activity that 1α,25(OH)2D3=1.  Anti-neutrophil infiltration activities are 

expressed as ED40 (μg/kg) of hamster ALI model. 

Fig. ２-1 
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和性は著しく低下することがわかっている。TEI-A00114 の ED40値は 0.4 g/kg である

が TEI-A00113 は 20 g/kg を投与しても有意な抑制作用を示さないことがわかった。

以上2点の実験結果より、VDR結合親和性と好中球浸潤抑制活性は比例すると考え、

ドラッグデザインの方向性を低 DBP 結合親和性、高 VDR 結合親和性と定めた。 

スクリーニングには帝人ファーマ株式会社生物医学研究所保有の活性型ビタミン D3

誘導体のうち上記の性質を満たすもの、及び上記の事情を考慮して新たに合成展開し

た化合物を用いた。また VDR 結合親和性は有するが生理活性を有さない化合物を排除

する目的で、ヒト骨髄白血病細胞 HL-60 の分化誘導活性を有するか否かを確認した。

これらの基準を満たす約 60 化合物をハムスターLPS 誘発急性肺炎症モデルにて評価し、

次段階の評価に進めるに相応しいと思われる化合物を 7 つ選択した。これら 7 化合物

についてラットを用いた 2 週間連続経口投与にて血中カルシウム濃度上昇作用を評価

し、次に述べるような解離指標を算出して最も望ましいと考えられる化合物を 1 つ選

択した。また、最終的な製剤として吸入剤をイメージし、ネブライザーの使用も想定

し、水溶液への分散性が高い化合物が望ましいことを考慮し、いくつかの化合物につ

いては水溶液への溶解性を検討した。 

Chemical structures of TEI-A00113 and TEI-A00114 and their VDR, DBP binding 

affinities and ED
40

(μg/kg) of hamster ALI model. 

Fig. ２-2 
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２.４ 化合物取得のためのスクリーニング 

２.４.１ 材料と方法 

使用薬物 

ハムスターLPS 誘発急性肺炎症モデル作成および活性型ビタミン D3誘導体投与に使

用した、LPS、カルボキシメチルセルロースは第１章と同様のものを使用した。 

[
3
H]1,25(OH)2D3、[

3
H]25(OH)D3および[

3
H]26,27-dimethyl-1,25(OH)2D3はアマシャ

ム･ライフサイエンス社より購入した。 

1,25(OH)2D3および TEI 化合物（TEI-A00114, TEI-A00359, TEI-B00022, TEI-B00377, 

TEI-B00868, TEI-B00869, TEI-C00188）は既報[62, 63]に則り帝人株式会社生物医学研究

所にて合成し、HPLC にて純度検定を行った。1,25(OH)2D3および TEI-B00022, 

TEI-B00377 は 100%エタノールに溶解し、264 nm におけるモル分子吸光係数を

18200M
-1

cm
-1として定量した。また TEI-A00114, TEI-A00359, TEI-B00868, TEI-B00869, 

TEI-C00188 は 100%エタノールに溶解し、251 nm におけるモル分子吸光係数を 28990 

M
-1

cm
-1として定量した。また、化合物は-20℃にて保存した。フローセンは武田薬品工

業から購入した。その他の試薬は和光純薬工業から購入した。なお、実験に使用した

TEI-化合物の 1
H-NMR スペクトルデータは下記の通りである。 

 

 TEI-A00114 

(5Z,7E)-(1S,3R)-20(R)-[(5E)-(2S)-2-Hydroxy-2-methyl-cyclopentanone-5-ylidene]meth

yl-9,10-secopregna-5,7,10(19)-triene-1,3-diol 

C28H40O4, 
1
H NMR (270 MHz, CDCl3) δ: 6.54 (d, J = 10.6 Hz,1 H), 6.37 (d, J = 11.2 

Hz,1 H), 6.01 (d, J = 11.2 Hz,1 H), 5.32 (s, 1 H), 4.98 (s, 1 H), 4.43 (br., 1 H), 4.23 (br., 

1 H), 0.88-2.62 (m, 20 H), 1.26 (s, 3 H), 1.06 (d, J = 6.6 Hz,3 H), 0.58 (s, 3 H). 

 

 TEI-A00359 

(5Z,7E)-(1S,3R)-20(R)-[(6E)-(2R)-2-Hydroxy-2-methyl-cyclohexanone-6-ylidene]meth

yl-9,10-secopregna-5,7,10(19)-triene-1,3-diol 

C29H42O4, 
1
H NMR (270 MHz, CDCl3) δ: 6.37 (d, J = 11.2 Hz,1 H), 6.29 (d, J = 9.6 Hz, 
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1 H), 6.03 (d, J = 11.5 Hz, 1 H), 5.32 (s, 1 H), 4.99 (s, 1 H), 4.42 (m, 1 H), 4.23 (m, 1 H), 

3.71 (br., 1 H), 2.81-2.86 (m, 2 H), 1.23-2.57 (m, 20 H), 1.30 (s, 1 H), 1.04 (d, J = 6.6 

Hz, 3 H), 0.58 (s, 3 H). 

 

 TEI-B00022 

(5Z,7E)-(1S,3R,25R)-26-Methyl-9,10-secocholesta-5,7,10(19)-triene-1,3, 

25-triol-26-one 

C28H44O4, 
1
H NMR (270 MHz, CDCl3) δ: 0.53(s, 3 H), 0.90 (d, J = 6.3 Hz, 3 H), 

0.81-2.02 (m, 20 H), 1.37 (s, 3 H), 2.22 (s, 3 H), 2.28-2.35 (m, 1 H), 2.57-2.63 (m, 1 H), 

2.79-2.85 (m, 1 H), 4.23 (br., 1 H), 4.43 (br., 1 H), 5.00 (s, 1 H), 5.33 (s, 1 H), 6.01 (d, J 

= 11.5 Hz, 1 H), 6.38 (d, J = 11.5 Hz, 1 H). 

 

 TEI-B00377 

(5Z,7E)-(1S,3R,25R)-26-Dimethylamino-9,10-secocholesta-5,7,10(19)-triene- 

1,3,25-triol-26-one 

C29H47NO4, 
1
H NMR (270 MHz, CDCl3) δ: 0.53 (s, 3 H), 0.90 (d, J = 5.9 Hz, 3 H), 

1.00-2.50 (m, 23 H), 1.50 (s, 3 H), 3.09 (s, 6 H), 4.25-4.35 (m, 1 H), 4.35-4.45 (m, 1 H), 

4.87 (s, 1 H), 5.00 (sept, J = 6.3 Hz, 1 H), 5.23 (s, 1 H), 6.01 (d, J = 11.5 Hz, 1 H), 6.37 

(d, J = 11.5 Hz, 1 H). 

 

 TEI-B00868 

(5Z,7E)-(1S,3R)-20(R)-[(5E)-2-Methyl-cyclopentanone-5-ylidene]methyl-9,10-secopre

gna-5,7,10(19)-triene-1,3-diol 

C28H40O3, 
1
H NMR (270 MHz, CDCl3) δ: 6.38 (d, J = 11 Hz, 2 H), 6.01 (d, J = 11 Hz, 1 

H), 5.32 (s, 1 H), 4.99 (s, 1 H), 4.43 (br., 1 H), 4.22-4.24 (br., 1 H), 2.80-2.85 (m, 1 H), 

2.56-2.69 (m, 1 H), 1.3-2.8 (m, 22 H), 1.13 (d, J = 7 Hz, 3 H), 1.06 (d, J = 6.6 Hz, 3 H), 

0.58 (s, 3 H). 
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 TEI-B00869 

(5Z,7E)-(1S,3R)-20(R)-[(5E)-2-Methyl-cyclopentanone-5-ylidene]methyl-9,10-secopre

gna-5,7,10(19)-triene-1,3-diol 

C28H40O3, 
1
H NMR (270 MHz, CDCl3) δ: 6.39 (d, J = 10.3 Hz, 1 H), 6.38 (d, J = 11.9 

Hz, 1 H), 6.00 (d, J = 11.5 Hz, 1 H), 5.32 (s, 1 H), 4.99 (s, 1 H), 4.43 (s, 1 H), 4.24 (s, 1 

H), 2.80-2.86 (m, 1 H), 1.3-2.8 (m, 23 H), 1.14 (d, J = 6.9 Hz, 3 H), 1.05 (d, J = 6.6 Hz, 

3 H), 0.57 (s, 3 H). 

 

 TEI-C00118 

(5Z,7E)-(1S,3R)-20(R)-[(5E)-2-Ethyl-cyclopentanone-5-ylidene]methyl-9,10-secopregn

a-5,7,10(19)-triene-1,3-diol 

C29H42O3, 
1
H NMR (270 MHz, CDCl3) δ: 6.38 (d, J = 11 Hz, 2 H), 6.01 (d, J = 11 Hz, 1 

H), 5.32 (s, 1 H), 4.99 (s, 1 H), 4.43 (br., 1 H), 4.23 (br., 1 H), 2.81-2.86 (m, 1 H), 

1.30-2.80 (m, 25 H), 1.04 (d, J = 7 Hz, 3 H), 0.96 (t, J = 7 Hz, 3 H), 0.57 (s, 3 H). 

VDR結合親和性の測定 

既報[64]に述べた方法により、ニワトリ小腸粘膜細胞を用い、VDR 結合親和性を測

定した。すなわち 0.2 mg の小腸粘膜画分を 25 mM Phosphate buffer, pH 7.4, 0.1 M KCl,  

1 mM DTT に加え、1 mg の Gelatin を添加した。15000 dpm の [
3
H]1,25(OH)2D3（比活

性 180 Ci/ mmol)、10 l を添加し、さらに 40 l のエタノールまたは 40 l のビタミン

D3誘導体含有タノールを添加した。25℃にて 60 min インキュベートした後、40%(w/v)

の polyethylene glycol 1 mL を添加して反応を停止させ、2260×g にて 60 min 遠心して

VDR に結合した[
3
H]1,25(OH)2D3を含む沈殿画分を採取し、液体シンチレーションカ

ウンター（Tri-Carb liquid scintillation counter Model 3255、Packard 社）にて放射活性を測

定した。なお各種ビタミン D3誘導体の VDR 結合親和性の比較は、50% displacement を

与えるモル濃度にて行った。

DBP結合親和性の測定 

DBP 結合親和性の測定は、既報[65]に従ってウシ血清 DBP を用い、radio-competitive 

protein binding assay にて実施した。FCS を 50 mM PBS (pH 7.0)にて 2500 倍に希釈し、
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この希釈液 200 l に[
3
H]25(OH)D3 (480 pg, 50000 dpm/tube)を 100 l の 50 mM PBS (pH 

7.0)-0.01% (w/w) Triton X-100 およびエタノールで希釈した各種濃度のビタミン D3誘導

体 10 l を添加し、4℃で一晩インキュベートした。500 l の dextran-coated charcoal を

添加して激しく撹拌し、更に 15 min インキュベートした後、2000×g で 10 min 遠心し

た。上清 500 l をサンプリングしてジオキサンシンチレーターを用い、液体シンチレ

ーションカウンターにて放射活性を測定することにより、DBP に結合したビタミン D3

誘導体量を算出した。

ビタミン D3誘導体の水溶液への溶解性の測定 

100%エタノールに溶解した 1,25(OH)2D3およびビタミン D3誘導体を 0.2%(v/v) 

Triton X-100-生理食塩水および生理食塩水のみの中に投入し、エタノールの最終濃度が

0.3% (v/v)かつ化合物の最終濃度が 3 g/mL となるよう調製した。溶液を激しく攪拌し

た後、2 mL ずつサンプリングして 10 mL の共栓付き試験管に分注し、内部標準物質と

して[26,27-methyl-
3
H]1,25(OH)2D3（放射活性 179 Ci/mmol; 26000 dpm) を加え、4 mL

のクロロホルムーメタノール (1:1) を加えて激しく撹拌後、クロロホルム層から 1 mL

サンプリングし、クロロホルム除去後に 18% (v/v) isopropanol-n-hexane に溶解し、HPLC

システム（島津製 LC-10AS ポンプに紫外可視分光モニターSPD10AV/VIS を接続し、デ

ータ処理装置 CR-5A を使用した）にて順相カラム (Zorbax Sil カラム、4.6×250 mm、

DuPond 社)を用い、移動層は 18% (v/v) isopropanol-n-hexane にて分離を行い、UV 吸収

（測定波長は化合物毎に前述したものを用いた）をモニターしてビタミン D3誘導体を

定量した。また 1,25(OH)2D3分画に溶出される放射活性を測定し、クロロホルム抽出

および HPLC 操作による回収率を計算して補正した。

使用動物 

雄性ゴールデンハムスター（8-10 週齢、体重 120-140 g）は日本チャールズリバー株

式会社から購入した。また雄性 SD ラット（6 週齢）は日本エスエルシー株式会社から

購入した。動物は恒温（25±2℃）、恒湿（55±15%）の動物飼育室にて実験日まで飼育

した。 
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LPS誘発急性肺炎症モデルの作成方法 

第１章と同様の方法にて作成した。ただし吸入投与においては投薬プロトコールの

都合上、LPS 吸入時間を 25 min とした。 

評価化合物の調製と経口、経気道投与法 

LPS 誘発急性肺炎症モデルでの評価は、1,25(OH)2D3および TEI-化合物は第 2 章と

同様の方法で調製し、投与を実施した。 

TEI-A00114の吸入投与法 

上述した方法にてハムスターを25分間LPS吸入暴露させた後、TEI-A00114を1%(v/v)

エタノール－0.005%(v/v) Tween 80 に溶解し、オムロン社製ネブライザーNE-U12 にて

ミストを発生させた。ミストは送風ポンプにて小動物用鼻口部吸入暴露装置（Shibata 

Scientific Technology, SIS-30EX)へ送り（送風量：20 L/min)、ハムスターへ吸入暴露させ

た。投与量は曝露時間を変えることにより調節し、曝露時間 4 min、16 min、64 min の

3 用量を設定した。吸入暴露装置からミストの一部を 100%エタノール溶液中に回収し、

逆相カラム(100-5C18, 4.6×250 mm, GL サイエンス社）を用いた HPLC システム（島津

製 LC-10AS ポンプに紫外可視分光モニターSPD-10AV/VIS を接続し、データ処理装置

CR-5A を使用した）にて定量した。移動層の溶媒組成はアセトニトリル／リン酸ナト

リウム (pH 3.0) = 50:50 (v/v)を用い、吸光度 264 nm にてモニターした。得られた結果か

ら既報[66]に従い吸入投与量を計算した。 

気管支肺胞洗浄(BAL)の実施および気管支肺胞洗浄液 (BALF) の採取 

第１章と同様の方法で実施した。 

血漿中カルシウム濃度の測定 

ハムスターにおける血中カルシウム濃度上昇作用に関しては、1,25(OH)2D3投与後、

24, 48, 72 h 後にエーテル麻酔下にて眼底静脈からヘパリン処理した毛細管にて採血し

た。サンプルは 4℃下 1000×g にて 10 min 遠心して血漿を調製し、カルシウム測定キ

ット（第一化学薬品、Autosera Ca)を用いて自動分析装置（日立 7070 オートアナライザ

ー）にて測定した。 

ラットにおける血中カルシウム濃度上昇作用に関しては、評価化合物を 10%(v/v) エ
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タノール－0.1%(v/v) Triton X-100 に溶解し、2 mL/kg にて１日１回で連続 14 日間の経口

投与を実施した。エーテル麻酔下にて眼底静脈からヘパリン処理した毛細管にて、投

与開始後 1, 3, 7, 14 日目に採血を実施した。なお、採血は当日分の投与を行う前に実施

した。サンプルは 4℃下 1000×g にて 10 min 遠心して血漿を分離し、カルシウム測定

キット（第一化学薬品、Autosera Ca)を用いて自動分析装置（オリンパス AU-600 オー

トアナライザー）にて測定した。 

評価化合物のスクリーニング方法 

ラットにおける血中カルシウム濃度上昇作用は、ひとつの化合物について 3 用量に

て評価し、用量－反応曲線を描いて血漿カルシウムが 1 mg/dL 上昇するのに必要な投与

量を求め、この値をΔCa (mg/kg)と定義した。好中球浸潤抑制活性については 3 用量に

て評価し、用量－反応曲線を作成し、vehicle 投与群に比して 40%抑制するために必要

な投与量 (ED40（g/kg)）を求めた。各評価化合物の活性強度は 1,25(OH)2D3のΔCa

（0.53 g/kg）と ED40 (0.3 g/kg)を 100 とした相対強度にて表示した。

本研究の目的は、好中球浸潤抑制活性を保持しつつ血中カルシウム濃度上昇作用が

できるだけ低い化合物を見出すことにあり、目的とする生理活性（好中球浸潤抑制作

用）と副作用（血中カルシウム濃度上昇作用）がなるべく乖離していることが望まし

い。すなわち、ED40はなるべく大きく、ΔCa はなるべく小さいことが望ましいと考え

られる。この性質を数値にて表現するため、解離指標 (dissociation index)を下記の計算

式にて算出し、この値がもっとも大きい化合物を最終候補化合物として選択した。 

Dissociation index =  
ED40

ΔCa
 

ヒト全血を用いた IL-8産生抑制作用の検討 

ヒト健常人ボランティアからヘパリン処理シリンジにて末梢血を採血した。採血し

た全血を 96 穴培養プレート（Becton Dickinson 社製）に 0.2 mL/well となるよう分注し、

100%エタノールに溶解した評価薬物（化合物の添加により血液中のエタノールの最終

濃度が 0.1% (v/v) となるよう調製）を添加した。評価薬物添加 1 h 後に刺激物質として

LPSと recombinant IL-1を、最終濃度がそれぞれ 1 g/mL, 10 ng/mLとなるよう添加し、

37℃で 24 h、CO2インキュベーター内で 95% CO2-5% O2条件下にて培養した。培養終
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了後に培養上清を回収して-20℃で保存し、IL-8 の ELISA キット（Duoset
TM、Genzyme

社）にて IL-8 産生量を定量した。

統計解析 

第２章と同様の方法により行った。 

２.４.２ 結果 

評価化合物スクリーニング結果 

1 次スクリーニングの結果選ばれた７つの TEI-化合物の構造式を Fig. ２-3 に示す。

化合物の特徴として、A および C、D 環部分には修飾を加えず、側鎖部分のみが構造修

飾された化合物であった。7 化合物の VDR、DBP 結合親和性、ハムスターLPS 誘発急

性肺炎症モデルでの好中球浸潤抑制活性、ラット 2 週間連続経口投与での血中カルシ

ウム濃度上昇作用、Dissociation index の数値を Table ２-1にまとめた。Dissociation index

で最も大きな値を示した化合物は TEI-A00114 であり、この化合物を最終候補化合物と

して選択した。 
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TEI-A00114のハムスターLPS誘発急性肺炎症モデルにおける好中球浸潤抑制作

用 

Fig. ２-4 に TEI-A00114 の経口投与、経気道および吸入投与における肺内好中球浸潤抑制

作用を示す。TEI-A00114 は経口、経気道、吸入投与で好中球浸潤抑制作用を示し、単球の

浸潤には影響を及ぼさなかった。ED40値はそれぞれ 7.6, 0.4, 0.2 g/kg であった。

A B 

C 

Effect of TEI-A00114 on neutrophil and monocyte number in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) in 

lipopolysaccharide (LPS)-inhaled hamsters.  Hamsters were inhaled with 2 mg/mL LPS and administered TEI-A00114 

(A) perorally 1 h before LPS inhalation, (B) intratracheally immediately after LPS inhalation, (C) and by inhalation 

after LPS inhalation. BALF was collected 24 h after LPS inhalation, and neutrophils and monocytes were counted. 

*p<0.05, **p<0.01 vs. vehicle (Dunnett’s t test). Data are expressed as mean ± SEM values (n=9–10). 

Fig. ２-4 
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TEI-A00114の血中カルシウム濃度上昇作用 

TEI-A00114 の血中カルシウム濃度上昇作用について、ハムスター単回経口投与およ

びラット 2 週間連続経口投与において検討した。比較対照として 1,25(OH)2D3を使用

した。結果を Fig. ２-5 に示す。ハムスター単回経口投与では、1,25(OH)2D3は 100 g/kg

投与の 3 日目で初めて有意な血中カルシウム濃度上昇作用を認めたが、TEI-A00114 は

1000 g/kg を投与しても有意な血中カルシウム濃度上昇作用は認められなかった。また、

ラット 2 週間連続投与における血中カルシウム濃度上昇作用に関して、1,25(OH)2D3

のΔCa は 0.53 g/kg であった。これに対して TEI-A00114 のΔCa は 47.3 g/kg を示し、

その作用強度は 1,25(OH)2D3の約 89 分の 1（モル比）に低減されていた。

Effects of TEI-A00114 and 1α,25(OH)2D3 on plasma calcium level in hamsters or rats 

(A) Hamsters were administered TEI-A00114 or 1α,25(OH)2D3 perorally and blood samples were collected at days 1, 2, 

and 3 after administration, and the levels of calcium in plasma were measured.  (B) SD rats were administered 

TEI-A00114 (2, 10, and 50 μg/kg) or 1α,25(OH)2D3 0.5 μg/kg perorally once daily for 14 days, blood samples were 

collected at days 1, 3, 7, and 14 after administration, and the levels of plasma calcium were measured.  *p<0.05, 

**p<0.01 vs. vehicle (Dunnett’s t test). Data are expressed as mean ± SEM values (n=3–6). 

Fig. ２-5 
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ヒト全血を用いた TEI-A00114の IL-8産生抑制作用 

LPS および IL-1刺激の結果を Fig. ２-6 に示す。いずれの刺激剤を用いても、

TEI-A00114 は濃度依存的に IL-8 産生を抑制した。その ED40値は LPS 刺激の場合は 9.8

×10
-8

M、IL-1刺激の場合は 1.8×10
-9

M を示し、TEI-A00114 は LPS 刺激より IL-1刺

激による IL-8 産生をより強く抑制した。陽性対照として同時比較した 1,25(OH)2D3の

活性強度から判断して、これら評価系における TEI-A00114 の IL-8 産生抑制活性は

1,25(OH)2D3と同等であると考えられる。 

 

Effects of TEI-A00114 and 1α,25(OH)2D3 on interleukin (IL)-8 production by LPS- or 

IL-1β-stimulated cells in human peripheral whole blood.  Human whole blood was stimulated by (A) LPS (1 

μg/mL) or (B) IL-1β (10 ng/mL) for 24 h. TEI-A00114, 1α,25(OH)2D3, or dexamethasone was added at the final 

concentrations indicated 1 h before the addition of LPS or IL-1β. IL-8 concentrations of culture supernatants 

were measured by ELISA. Data are expressed as mean ± SEM values of triplicate culture. *p < 0.05, **p < 0.01, 

***p < 0.001 compared with control (Dunnett’s t test).

Fig. ２-6 
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ビタミン D3誘導体の水溶液への溶解性 

検討した化合物の中では、TEI-A00114 溶解性が最も高く、1,25(OH)2D3の溶解性の

約 4.4 倍を示した（Table ２-2）。これは側鎖への極性基（カルボニル基および水酸基）

を導入したことによる効果と思われた。Dissociation index で TEI-A00114 に次ぐ成績を

示した TEI-B00869 の溶解性は 1,25(OH)2D3以下であった。 

 

２.４.３ 考察 

現在までに血中カルシウム濃度上昇作用と目的とする生理活性が乖離したビタミン

D3誘導体はいくつか報告されているが[5, 10, 58, 59, 67-69]、臨床応用されている化合物

はわずかである[55, 70]。組織、細胞特異的な生理活性を示すとされるビタミン D3誘導

体も報告されている[71, 72]が、選択的エストロジェンモジュレーターのように転写共

役因子レベルでの作用分離が達成され、臨床応用されている化合物は知られていない。

複数のビタミン D3誘導体を用いた先行研究により、化合物に低 DBP 結合親和性の性質

を付与することは血中カルシウム濃度上昇作用を回避させるための方策の一つである

と考えられている。このような状況下において、低 DBP 結合親和性に着目したアプロ

ーチは血中カルシウム濃度上昇作用と乖離したビタミン D3誘導体を創製する上で依然

として意義があると考えられ、実際このアプローチは本研究において TEI-A00114 の創

製に結びついた。また、本検討における一連の TEI-化合物の評価結果から、血中カル

Vitamin D3 analogues were dissolved in 0.2% (v/v) Triton X-100 and measured their concentration using HPLC method as 

controls (100% solubility).  Vitamin D3 analogues were also dissolved in 0.3% (v/v) Ethanol-saline and measured their 

concentrations. Each solubility are calculated using the following formula.  Solubility (%) = compound concentration in 

0.3% (v/v) ethanol-saline/ compound concentration in 0.3% (v/v) ethanol–saline containing 0.2% (v/v) Triton X-100. 

Table ２-2  Solubility of vitamin D3 analogues in 0.3% (v/v) ethanol-saline 
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シウム濃度上昇作用と好中球浸潤抑制活性の乖離に関して次のような事実が明らかに

なった。TEI-A00359 はその側鎖中に cyclohexanone 構造を有しており、好中球浸潤抑制

活性は TEI-A00114 とほぼ同等の値を示す。しかしながら TEI-A00359 の血中カルシウ

ム濃度上昇作用は 1,25(OH)2D3とほぼ同等であり、好中球浸潤抑制作用との間に乖離

は認められなかった。このことから側鎖にある cyclopentanone 構造が血中カルシウム濃

度上昇作用との乖離には重要であると考えられる。また TEI-A00114 のジアステレオア

イソマーである TEI-A00113 は、側鎖中に cyclopentenone 構造を有するが、その

(5E)-(2S)-2-hydroxy-2-methyl-cyclopentanone-5-ylidene 構造中の 2 位の立体化学が反転し

て 2R となった化合物である。TEI-A00113 は TEI-A00114 と比して VDR 結合親和性が

約 55 分の 1 に低下しているが、逆に DBP 結合親和性は約 2.1 倍強い。この化合物をハ

ムスターLPS 誘発急性肺炎症モデルにて好中球浸潤抑制作用を評価したところ、20 

g/kg でも有意な抑制は認められず、VDR 結合親和性の低下が好中球浸潤抑制活性の

低下を引き起こしたものと考えられる。また、これらの実験事実は、側鎖中にある

(5E)-(2S)-2-hydroxy-2-methyl-cyclopentanone 構造が好中球浸潤抑制活性を保持しつつ、

血中カルシウム濃度上昇活性との乖離に重要であることを示唆している。

呼吸器疾患において吸入投与は一般的に広く用いられている薬剤の投与方法であり、

標的部位へ効率よく薬剤を到達させ、かつ全身的な副作用を軽減できることが知られ

ている[61, 73]。今回、TEI-A00114 は吸入投与により好中球浸潤抑制作用を示しており、

臨床応用においても吸入投与が選択できる期待が持てる。ビタミン D 誘導体はその構

造から見て脂質性が高く、一般的に水溶性溶媒への溶解性は悪い。吸入剤形を設計す

る上での特殊性として、使用可能な添加剤の種類が少なく、かつそれらの使用量の上

限も低いという事情がある。化合物が水溶液中に均一に分散可能であれば、吸入投与

として懸濁型ネブライザーが使用でき、溶液状態での化合物安定性の確認が必要であ

るものの製剤化のハードルは低くなると考えられる。TEI-A00114 の水溶液への分散性

は 1,25(OH)2D3よりも遥かに高いため、懸濁型ネブライザー製剤を設計するにあたり

望ましい性質を有していると考えられる。 

近年、活性型ビタミン D3の有する免疫調節作用が着目され、治療薬としての応用可

能性を検討すべく多数の試みがなされている[67]。さらに低 DBP 結合親和性を有し、

抗炎症作用や免疫調節作用、抗がん作用を発揮する誘導体の開発も行われている[74]。
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活性型ビタミン D3を生成する律速酵素とされる 1-hydroxylase は様々な組織の細胞、

気道上皮細胞[75]、肺胞マクロファージ[76-78]、樹状細胞[79, 80]、リンパ球[81]で発現

していることが報告されており、全身的な骨カルシウム代謝だけでなく肺局所におい

て活性型ビタミン D3が生理機能の調節に働いている可能性が示唆されている。肺にお

ける活性型ビタミンD3の作用としては抗菌活性ペプチドである cathelicidinの発現亢進

の誘導[82]、サイトカイン産生抑制[83]、樹状細胞活性化の抑制[83]、T 細胞活性化抑制

[83]が報告されていて、これらの生理作用は細菌感染により生じる免疫応答やアレルギ

ー性喘息等のアレルギー反応において重要な働きをするものと考えられている[12, 84]。

近年、嚢胞性肺線維症患者由来の気道上皮細胞において、1,25(OH)2D3が IL-6、IL-8

の産生を抑制することが示されている[85]。嚢胞性肺線維症では肺内への好中球浸潤が

認められることから[86-88]、活性型ビタミン D3を用いた嚢胞性肺線維症治療の可能性

が示唆されると考察されているが、現状では好中球浸潤抑制剤としての活性型ビタミ

ン D3の可能性については充分に調べられておらず、実験データの積み重ねが必要であ

る。このような状況において、血中カルシウム濃度上昇作用を低減し、かつ吸入投与

で活性を示す TEI-A00114 の登場は、好中球が関与する炎症性肺疾患の病態改善に新た

な治療の選択肢を提供できる可能性を示唆している。 

２.５ この章の小括 

 血中カルシウム濃度上昇作用との乖離の方向性を高 VDR 結合親和性、低 DBP

結合親和性を有する活性型ビタミン D3誘導体と定め、好中球浸潤抑制作用と血

中カルシウム濃度上昇作用を評価してスクリーニングを実施した。 

 ハムスターLPS 誘発急性肺炎症モデルおよびラット 2 週間連投による血中カル

シウム濃度上昇作用から判断し、好中球浸潤抑制作用と血中カルシウム濃度上

昇作用が最も乖離した化合物として TEI-A00114 を選択した。 

 TEI-A00114 の肺内好中球浸潤活性強度は 1,25(OH)2D3の 79%であったが、

calcemic action は 1,25(OH)2D3の 1.1%であった。（いずれもモル比） 

 ヒト全血において、TEI-A00114 は LPS、IL-1刺激による IL-8 産生を抑制し、そ

の活性強度は 1,25(OH)2D3と同程度であった。 
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第３章 TEI-A00114 の作用プロファイルの検討 

LPS 誘発急性肺炎症モデルにおいて、主たる炎症の場は呼吸細気管支～肺胞領域であ

り、この領域において最初に LPS 刺激に応答する細胞は肺胞マクロファージであると

考えられる。肺胞マクロファージは LPS 刺激により IL-8 を産生すると共に

pro-inflammatory cytokine である TNF、IL-1を産生し、これらが autocrine に作用して

更なる IL-8 産生を誘導すると同時に、paracrine 的に肺の常在性細胞に作用して IL-8 の

産生を誘導する、一連の炎症カスケードが存在するとされている[89]。つまり、好中球

浸潤には LPS 刺激により炎症反応が惹起され、LPS により直接 IL-8 が産生される反応

と、LPS 刺激により産生された TNF、IL-1がエフェクター細胞に作用して IL-8 を産

生する反応が寄与していると考えられ、後者においては LPS に直接応答しない細胞が

IL-8 産生のエフェクター細胞として機能すると考えられる。そこで、これらのサイト

カインネットワークに TEI-A00114がどのような効果を及ぼすかを解析する目的で次の

ような検討を行った。 

1. TEI-A00114が肺胞マクロファージからのLPS刺激による IL-8産生を直接抑制す

る場合、炎症早期の好中球浸潤に対して抑制効果が認められるはずである。そ

こでハムスターLPS 誘発急性肺炎症モデルにおける TEI-A00114 の好中球浸潤抑

制作用の経時変化（投与後 1, 6, 24 h）を検討した。 

2. 単球系細胞に対する TEI-A00114 の効果を検討するため、ヒト全血を用い、LPS、

TNF、IL-1刺激における TEI-A00114 の IL-8 産生抑制効果を検討した。 
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3. Paracrine 作用による TEI-A00114 の IL-8 産生抑制作用を検討するため、ヒト線維

芽細胞の TNF、IL-1刺激による IL-8 産生に対する TEI-A00114 の効果を検討し

た。 

３.１ ハムスターLPS 誘発急性肺炎症モデルでの TEI-A00114 作用の経時変化 

３.１.１ 材料および方法 

使用薬物、使用動物、LPS 吸入肺炎症モデル作成方法、経気道投与は第１章、第２章

と同様の方法により行った。LPS吸入後直ちに 4 g/kgで TEI-A00114を経気道投与し、

LPS 吸入から 1, 6, 24 h 後の好中球浸潤抑制作用を測定した。また統計手法は各評価ポ

イントにおいて vehicle 投与群と TEI-A00114 投与群の 2 群間を Student’s t test により解

析し、p<0.05 を統計学的有意差が認められると判断した。

３.１.２ 結果 

結果を Fig. ３-1 に示す。LPS 吸入 1, 6 h 後では TEI-A00114 は好中球浸潤抑制作用を

示さず、24 h 後のポイントのみで好中球浸潤を有意に抑制した。この結果は TEI-A00114

は LPS 吸入後早期に惹起される好中球浸潤には作用を及ぼさず、その作用発現には一

定の時間が必要とされることを示唆しているものと考えられる。 
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３.１.３ 考察 

TEI-A00114 は LPS 吸入後 1, 6 h の好中球浸潤を抑制しないことから、LPS 吸入の初

期段階における肺胞マクロファージからの IL-8産生をTEI-A00114は抑制しないと考え

られる。ところで dexamethasone は肺胞マクロファージに対して強い抗炎症作用を有す

ることが知られており、LPS 吸入肺炎症モデルにおいて 1 h より BALF 中 TNF濃度の

上昇を抑制し[90]、3 h で好中球浸潤抑制作用を示すことが報告されている[91]。また本

研究における検討の一環として、SD ラットを用いた LPS 誘発急性肺炎症モデルにて

dexamethasone が LPS 吸入後 6 h で好中球浸潤を抑制すること、BALF 中 TNF濃度上

昇がほぼ 100%抑制されることを観察している（Data are not shown）。これらの知見から、

気道常在性細胞に対する LPS 刺激によるサイトカイン産生に抑制作用を有する薬剤で

あれば LPS 吸入後 3～6 h で好中球浸潤抑制が観察されると考えられる。しかし

TEI-A00114 は LPS 吸入後 6 h での好中球浸潤に対して抑制作用を示さないことから、

炎症惹起物質として LPS を使用した場合に限定的である可能性はあるが、LPS 刺激に

より直接惹起される気道常在性細胞からの IL-8 産生抑制作用は有さないと考えられ、

また LPS 吸入後 6 h までに観察される好中球浸潤に関わる過程は TEI-A00114 の主たる

作用点ではない可能性がある。具体的には LPS に直接応答して誘導されるロイコトリ

Time course of neutrophil infiltration after LPS inhalation in LPS-inhaled hamsters. Hamsters 

were administrated vehicle or TEI-A00114 (4 μg/kg i.t.) immediately after LPS (2 mg/mL) inhalation.  

BALFs were collected at 1, 6 or 24 h after LPS inhalation. *p<0.05 vs. vehicle (Student’s t test). Data are 

expressed as mean ± SEM values (n=8).

Fig. ３-1 
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エンB4産生やCINC-1、MIP-2等の好中球遊走因子の産生とそれに引き続く好中球遊走、

pro-inflammatory cytokine である TNFや IL-1により誘導される接着因子 ICAM-1 の発

現とそれを介するトランスマイグレーション[92]に対して TEI-A00114 は作用を及ぼさ

ないと思われる。これらの作用を検討するにはそれぞれにつき適切な in vitro 評価系に

て TEI-A00114 の作用を調べなければならないが、本実験結果は、本モデルで観察され

た TEI-A00114の好中球浸潤抑制作用はこれら以外の過程に作用することにより発現す

る可能性を示唆している。 

ところで、ヒト全血での検討により、LPS それ自体が単球から IL-8 産生を惹起する

と同時に TNF、IL-1の産生も惹起し、これらの因子が autocrine、paracrine に作用し

て更なる IL-8 の産生を惹起する可能性が指摘されている[34]。TEI-A00114 の好中球浸

潤抑制作用が LPS 吸入後 6 h までは認められず、24 h で認められることは、LPS 刺激に

より肺胞マクロファージから産生された TNF、IL-1がエフェクター細胞に作用して

IL-8 産生を惹起し、この過程を TEI-A00114 が抑制している可能性が考えられる。そこ

でヒト全血を用いて 1) LPS 刺激後の IL-8 産生経時変化、2) TNF、IL-1刺激後の IL-8

産生経時変化および TEI-A00114 の作用について検討した。また TEI-A00114 が LPS 刺

激による TNF、IL-1産生を抑制することで IL-8 産生を抑制している可能性も考えら

れるため、3) LPS 刺激後の TNF、IL-1産生経時変化の経時変化に対する TEI-A00114

の作用についても検討を行った。これらの結果について次項で述べる。 

３.２ ヒト全血を用いた、IL-8、TNF、IL-1産生に対する TEI-A00114 の作

用 

３.２.１ 材料および方法 

ヒト全血を用いた各種サイトカイン抑制作用の検討 

ヒト全血の採血、使用機材、薬剤の添加条件、細胞培養条件は第 2 章と同様の方法

にて行った。TNF、IL-1は R&D Systems 社より購入した。また TNF、IL-1測定の

ための ELISA kit は IL-8 と同様に Genzyme 社の Duoset
TMを使用した。なお TEI-A00114

および dexamethasone の使用濃度は Takahashi らの条件[34]に従い 10
-7

 M とし、刺激物

質添加の 1 h 前に培養液へ添加した。 
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ヒト全血を LPS (1 g/mL)、TNF (20 ng/mL)、IL-1 (10 ng/mL) あるいは TNF (20 

ng/mL) + IL-1 (10 ng/mL)で刺激し、IL-8産生に対する TEI-A00114および dexamethasone

の効果を経時的(1, 2, 4, 8, 24 h)に検討した。 

ヒト全血を LPS (1 g/mL)にて刺激し、遊離する TNF、IL-1に対する TEI-A00114

および dexamethasone の作用比較を経時的(1, 2, 4, 8, 24 h)に解析した。 

３.２.２ 結果 

LPS, TNF, IL-1刺激に対する IL-8産生経時変化の解析 

結果を Fig. ３-2 に示す。LPS 刺激による IL-8 産生は 4 h まで急激に増加し、その後

緩やかとなり 48 h まで増加を続けた。TNFあるいは IL-1で刺激した場合、LPS 刺激

に比べて 8 h 未満での IL-8 産生能は非常に低く、また刺激後 24 h での評価においても

IL-8 産生レベルは LPS 刺激に比べそれぞれ 18 および 22%であった。TNFと IL-1を

同時に添加した場合は LPS 刺激に比べ 55%の IL-8 産生（刺激後 24 h）を示し、相加的

な作用が認められた。 

  

IL-8 production from human peripheral whole blood. Human peripheral whole blood was 

stimulated by LPS (1 μg/mL) or TNFα (20 ng/mL) or IL-1β (10 ng/mL) or TNFα (20 ng/mL) + IL-1β (10 

ng/mL) for 1, 2, 4, 8 and 24 h ,and centrifuged 1000×g for 5 min at 4oC to separate plasma. The level of IL-8 

was measured by ELISA.  Data are expressed as mean value of duplicate culture.

Fig. ３-2 
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IL-8産生経時変化 (LPS刺激)に対する TEI-A00114の作用 

結果を Fig. ３-3 に示す。LPS 刺激による IL-8 産生を TEI-A00114 は 24, 48 h でそれぞ

れ 55, 27%の抑制を示した。また Dexamethasone は 24, 48 h でそれぞれ 91, 75%の抑制を

示した。TEI-A00114 は 8 h 未満では抑制作用が認められなかったが、dexamethasone は

50%前後の抑制を示した。この条件で IL-8 の産生は二相性を示し、前半～12 h の IL-8

はTNFあるいは IL-1非依存性で、12 h以降の産生は anti-TNF抗体あるいは anti-IL-1

抗体により抑制されることが報告されている[93]。従って、12, 24 h で観察された IL-8

産生抑制作用の機序としてはTEI-A00114がTNFあるいは IL-1により惹起される IL-8

を阻害したか、TEI-A00114がTNFあるいは IL-1産生を抑制した可能性が考えられる。

第 2 章で論じたように、少なくとも LPS 刺激後 24 h において TEI-A00114 は IL-1刺激

による IL-8 産生を抑制することがわかっている。そこでこの現象をより詳細に解析す

るため、全血を TNFおよび IL-1で直接刺激した場合の IL-8 産生に対する TEI-A00114

の作用、および TEI-A00114 の TNF、IL-1産生抑制作用について検討した。 

IL-8産生経時変化（TNF, IL-1TNF+IL-1刺激）に対する TEI-A00114の

作用 

結果を Fig. ３-4 に示す。TEI-A00114 (10
-7

 M)は TNF、IL-1、TNF+IL-1刺激によ

Effect of TEI-A00114 on the production of IL-8 from LPS-stimulated human peripheral whole blood. 

Human peripheral whole blood was stimulated by LPS (1 μg/mL) for 1, 2, 4, 8, 24 and 48 h, and centrifuged 

1000×g for 5 min at 4℃ to separate plasma. TEI-A00114 (10-7M) or dexamethasone (10-7M) was dissolved in 

ethanol and added to whole blood at t= -1 h. The level of IL-8 was measured by ELISA.  Data are expressed as 

mean value of duplicate culture.

Fig. ３-3 
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り産生される IL-8 を 24 h で 76%、87%、67%抑制した。また、LPS 刺激の場合と同様

に、8 h 未満での抑制は認められなかった。 

 

Effects of TEI-A00114 on production of IL-8 from human peripheral whole blood stimulated by (A) 

TNFα, (B) IL-1β or (C) combination of TNFα and IL-1β for 1, 2, 4, 8 and 24 h ,and centrifuged 1000×g for 5 min 

at 4℃ to separate plasma. The level of IL-8 was measured by ELISA.  Data are expressed as mean value of 

duplicate culture. 

 

Fig. ３-4 

A 

B 

C 
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TNF、IL-1産生経時変化（LPS刺激）に対する TEI-A00114の作用 

結果を Fig. ３-5 に示す。TNF産生レベルは 4 h で peak となりその後漸減した。

TEI-A00114 は 4 h において 54%の抑制を示し、Dexamethasone は 84%の抑制を示した。

IL-1は 8 h まで急激に増加し、その後 48 h までほぼ一定の値を示した。TEI-A00114 は

8 h で 34%の抑制を示し、dexamethasone は 84%抑制した。 

 

  

Effects of TEI-A00114 and dexamethasone on the production of soluble (A) TNFα, (B) IL-1β from 

LPS-stimulated human peripheral whole blood. Human peripheral whole blood was stimulated by LPS (1 μg/mL) 

for 1, 2, 4, 8, 24 and 48 h, and centrifuged 1000×g for 5 min at 4℃ to separate plasma. TEI-A00114 or 

dexamethasone was dissolved in ethanol and added to whole blood at t= -1 h. The level of TNFα and IL-1β were 

measured by ELISA.  Data are expressed as mean value of duplicate culture.
 

Fig. ３-5 

A 

B 
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３.２.３ 考察 

TEI-A00114 は LPS 刺激により産生される TNF、IL-1を抑制するが、その作用は協

力であるとは言えず、かつ抑制作用は刺激後 6～8 h に限定されていた。従ってこれら

の抑制作用が刺激後 24 h の IL-8 産生抑制作用に貢献しているとしても、その寄与は限

定的であると考えられる。一方で TNF、IL-1を刺激剤として用いた場合、これらに

より惹起される IL-8 産生は TEI-A00114 により強く抑制された。これらの事実を総合す

ると、TEI-A00114 は LPS に直接応答して誘導される IL-8 産生に対して明確な抑制作用

は示さず、IL-1あるいは TNFで誘導される IL-8 産生を抑制することにより好中球浸

潤抑制作用を発揮すると考えられる。ヒト全血において LPS 刺激後 8 h までの IL-8 産

生を TEI-A00114 が抑制しないという結果は、ハムスターLPS 誘発急性肺炎症モデルに

て TEI-A00114 が LPS 吸入後 1, 6 h では好中球浸潤抑制作用を示さないという実験結果

と整合性があり、in vivo の試験結果を説明し得るものと考えられる。 

ヒト全血を LPS で刺激した場合、刺激後 6 h で産生される IL-8 の由来は主に単球で

あることが確認されている[34]。従って、本検討結果から TEI-A00114 は単球が LPS 刺

激に応答して産生する IL-8 に対して抑制効果を示さないと考えられる。刺激後 24 h で

観察される IL-8 は依然として主に単球由来であると考えられるが[34]、この時点におい

て TEI-A00114 は VDR を介して TNF、IL-1刺激により特異的に活性化される転写因

子を抑制している可能性が考えられる。また TNF、IL-1刺激による IL-8 産生誘導は

刺激後 8 h から 24 h で急激に増大するが、この間に何らかの因子が誘導され、

TEI-A00114 は VDR を介してその因子の作用を抑制し、その結果 IL-8 産生を抑制する

可能性も考えられる。さらにグルココルチコイドのように TEI-A00114 が IB のような

抗炎症作用のあるタンパクを誘導する可能性も否定できず、今後より詳細な検討が必

要である。 

３.３ ヒト肺線維芽細胞の IL-8 産生における TEI-A00114 の作用 

肺常在性細胞は気道上皮細胞、肺線維芽細胞、肺内皮血管細胞、常在性肺胞マクロ

ファージなどから構成されている。ハムスターLPS 誘発急性肺炎症モデルにおいて最初

に LPS に応答する細胞は肺胞マクロファージであると考えられるが、その後は様々な

細胞が関与して炎症カスケードが進行し、病態を形成するものと考えられる。そこで
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炎症カスケードにおける TEI-A00114 の作用プロファイル解析の一環として、肺線維芽

細胞 (NHLF)の IL-8 産生能に対する TEI-A00114 の作用を検討した。 

３.３.１ 材料および方法 

使用細胞および培地 

細胞、継代数：Clonetics 社より購入した NHLF2387（17 才白人男性ドナー）を使用

し、購入時初代培養から 10 PDL までの継代数を評価に供した。 

培地：線維芽細胞基礎培地（FGM）を基に、培養条件によって以下の３種の培地を

使い分けた。 

FGM (+)：基礎培地＋2 % FCS＋bFGF＋insulin＋1 % Pen/Strep 

FGM (sera)：基礎培地＋2 % FCS＋1 %ペニシリン／ストレプトマイシン 

FGM (-)：基礎培地＋0.1 % BSA＋1 % ペニシリン／ストレプトマイシン 

継代培養：FGM (+) 中 75 cm
2
 culture flask で行った。サブコンフルエントな状態で 1-4

もしくは 1-2 split で植え継いだ。 

Cell seeding：評価に足る細胞数まで増殖させた時点で、FGM (sera)に懸濁させた後、

マルチウェルプレートに 2.0×10
4
 cells/cm

2の密度で細胞を seed した。Seed 後、細胞が

コンフルエントに増殖するまで 2～3 日間培養し評価に供した。なお、増殖能の評価に

おいては対数増殖を維持する目的でサブコンフルエントの条件で評価に供した。 

薬剤処理：評価当日に、刺激物質および被験薬剤添加 FGM (sera) に培地を交換して

薬剤処理を開始した。なお、薬剤添加培地中のエタノール（被験薬剤溶媒）および PBS

（刺激物質溶媒）の濃度は終濃度で 0.1% (v/v)となるよう調整した。 

IL-8 濃度測定：DuoSet
TM

 human IL-8 development system（Genzyme 社）を使用した。 

３.３.２ 結果 

刺激条件の検討 

TEI-A00114 の作用を検討するにあたり、本検討で用いる肺線維芽細胞の IL-8 産生能

を把握する目的で、IL-1、TNFおよび LPS で刺激後 24 h での IL-8 産生を検討した。

本細胞における IL-8産生は IL-1およびTNF刺激では強力に誘導されるのに対し、LPS

刺激では用いた最高濃度である 100 ng/mLにおいても無刺激群の約 1.3倍と殆ど産生誘
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導は観察されないことを確認し（Fig. ３-6）、本細胞が LPS 刺激に対して応答せず、一

方で TNFおよび IL-1刺激に対して IL-8 を産生する性質を有することがわかった。と

ころで、活性型ビタミン D3誘導体は種々の細胞において増殖抑制作用を示すことが知

られおり、観察される IL-8 産生抑制作用は IL-8 産生抑制活性そのものと細胞増殖抑制

作用が足し合わされたものとなる可能性がある。そこで細胞増殖作用の影響を除去す

るため、評価 24 h 前より血清枯渇により細胞増殖を停止させた状態で評価を実施した。 

 

  

IL-8 production from normal human lung fibroblast. Normal human lung fibroblast was stimulated 

by IL-1β (0.001-1 ng/mL) or TNFα (0.01-10 ng/mL) or LPS (0.1-100 ng/mL) for 24 h. The levels of IL-8 were 

measured by ELISA-kit. Data are expressed as mean ± SEM values (n=3). 

Fig. ３-6 
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静止期にある NHLFに対する TEI-A00114の IL-8産生抑制作用 

結果を Fig. ３-7 に示す。TEI-A00114 は TNF、IL-1刺激により産生される IL-8 を

抑制した。 

 

 

３.３.３ 考察 

本検討で用いた NHLF では LPS 刺激に応答した IL-8 産生は観察されなかったが、同

様な気道由来の肺線維芽細胞を用いた検討において、上気道 (Nasal) 由来の線維芽細胞

では LPS 刺激により IL-8 の mRNA 発現が誘導されるのに対して、下気道（気管支、肺）

由来の線維芽細胞では誘導は認められず、本検討と一致する結果が報告されている[89]。

この報告と合わせて、ヒトにおいては、エンドトキシン惹起急性炎症病態における肺

線維芽細胞の位置づけは、LPS に直接応答して活性化されるのではなく、主に肺胞マク

ロファージから産生されると考えられるpro-inflammatory cytokinesに応答して IL-8等の

サイトカインを放出し、炎症の拡大および増悪に関与しているものと考えられる。こ

のような状況を踏まえ、本検討においては刺激物質として pro-inflammatory cytokine で

ある TNF、IL-1を使用し、静止期にあるNHFLにおける IL-8産生に対する TEI-A00114

Effect of TEI-A00114 on IL-8 production from TNFα or IL-1β stimulated quiescent normal human lung 

fibroblast. Normal human lung fibroblast was stimulated by TNFα (1 ng/mL) or IL-1β (0.1 ng/mL) for 24 h.  

TEI-A00114 was added at the final concentrations indicated 1 h before the addition of TNFα or IL-1β.  IL-8 

concentrations of culture supernatants were measured by ELISA.  Data are expressed as mean ± SEM values of 

triplicate culture. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 compared with control (Dunnett’s t test).  

 

Fig. ３-7 
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の作用を検討した。その結果いずれの刺激物質で刺激した場合においても TEI-A00114

による IL-8の産生抑制を認めた。本検討により、LPSに応答して放出されたTNF、IL-1

に反応して活性化される線維芽細胞からの IL-8産生はTEI-A00114により抑制されるこ

とが示唆され、肺線維芽細胞は TEI-A00114の標的部位の一つとなる可能性が示された。

今後、他の肺常在性細胞に対する効果も同様に検討し、肺炎症時のサイトカインネッ

トワークに対する TEI-A00114 の効果について精査する必要があると考えられる。 

３.４ ヒト全血を用いた CD14 発現に対する TEI-A00114 の作用 

CD14 は主に好中球、単球、マクロファージに発現している myeloid cell differentiation 

antigen であり、LPS 結合タンパク質 (LBP)と結合した LPS が CD14 に結合することで

一連の炎症カスケードが惹起されるとされている[94]。生体における CD14 の機能は細

菌や病原菌を認識し、生体防衛に必要な反応を惹起してこれらの侵入物を適切に排除

することであり[95, 96]、CD14 の発現亢進は生体防衛反応の増強につながると考えられ

る。ビタミン D3には CD14 発現を亢進する作用が知られており[23, 24, 97, 98]、これは

侵入物の排除という観点からは望ましい作用であると言える。そこで TEI-A00114 も

CD14 発現亢進作用を有することを期待し、検討を行った。 

３.４.１ 材料および方法 

ヒト全血および試薬 

社内健常人ボランティアよりヘパリン入り真空採血管を用いて末梢血を 50 mL 採取

した。PBMC は末梢血を Hank's balanced salt solution (HBSS) で 2 倍に希釈した後、

Ficoll-PaqueR PLUS (Amersham Pharmacia Biotech) を用いた不連続密度勾配遠心により

調製した。この遠心で得られた pellet より、1% (w/v) Dextran 500/saline および蒸留水に

よる溶血で赤血球を除去し、PMN を調製した。細胞は HBSS で洗浄後、培養液 (10% 

heat-inactivated FCS/RPMI-1640 + 2 mM L-glutamine + 50 IU/mL ペニシリン + 50 μg/mL 

ストレプトマイシン) に 106 cells/mL となるよう懸濁した。全血あるいは細胞は 0.2 

mL/well で 96-well plate (Becton Dickinson 社) に分注し、被験薬を添加して CO2イ

ンキュベーター内で 95%CO2-5%O2の条件下にて 1 h pre-incubate した。実験は 1 サンプ
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ルあたり 3 well で行った。 

Recombinant human IL-1(R&D Systems 社)は、0.1% (v/v) human serum albumin/PBS を

用いて 200 ng/mL 溶液を調製した。この溶液を細胞浮遊液 0.2 mL に 10 μL 添加し (最

終濃度 10 ng/mL)、CO2 インキュベーター内で 95%CO2-5%O2の条件下にて 24 h 培養し

た。

細胞表面抗原の測定 

Whole blood あるいは細胞懸濁液 100 μL/sample を anti-CD33, anti-CD44, anti-CD14 抗

体（いずれもPharmingen社から購入）で染色後、FACS
TM

 Lysing Solution (Becton Dickinson

社) 2 mL で溶血した。細胞は CellFIX
TM

 (Becton Dickinson) 0.5 mL に懸濁し、CD45
+細胞

を gating した後、CD33 の発現量を元に monocyte (bright), granulocyte (dim), lymphocyte 

(negative) に分画し2
[34]、フローサイトメーター FACSCalibur (Becton Dickinson 社)にて

CD14 発現量を比較した。 

３.４.２ 結果 

全血 

結果を図（Fig. ３-8）に示す。単球画分に対する TEI-A00114 の CD14 発現増強は培

養開始後 6 h から認められ、IL-1添加の有無には影響されなかった。dexamethasone は

CD14 発現に対して明確な効果を示さなかった。顆粒球画分に対する TEI-A00114 の

CD14 発現誘導は培養開始後 24 h で認められた。CD14 発現は IL-1のみでも誘導され

るが、TEI-A00114 添加により更に増強された。Dexamethasone は IL-1による誘導を完

全に抑制したが、IL-1非存在下では明確な効果を示さなかった。 

PMN/ PBMC 

結果を図（Fig. ３-8）に示す。PBMC 画分の CD14 発現は、全血の場合と同様に、IL-1

による影響は認められず、TEI-A00114 で増強された。また、dexamethasone も弱い誘導

を示した。多形核白血球画分の CD14 発現も、全血の場合と同様に、IL-1のみで誘導

                                                   
2 好酸球や好塩基球を完全に除外したより厳密な議論を行うためには好中球＝CD15bright, CD33dim, 

CD45+とする必要があるが、ここでは Takahashi らの既報に従って好中球≒顆粒球＝CD33dim, CD45+と

みなして検討を行っている。 
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され、TEI-A00114 添加で増強した。Dexamethasone は IL-1による誘導を完全に抑制し

た。PMN 画分では 24 h 培養することによって多くの細胞に萎縮が認められた (data not 

shown)が、これは apoptosis による形態変化と考えられる。dexamethasone はこの細胞萎

縮を抑制したが TEI-A00114 にはこのような作用は認められなかった。 

 

 

３.４.３ 考察 

上述したように 1,25(OH)2D3がCD14発現を亢進することは既に報告されているが、

本検討により TEI-A00114 も同様の作用を有することが明らかとなった。TEI-A00114

は単球／PBMC、顆粒球／PMN 画分において CD14 発現を亢進する作用を有し、感染

病態において菌クリアランスの促進作用が期待できると思われる。 

全血の単球画分では IL-1刺激で明確な CD14 の発現亢進作用は認められず、また

dexamethasoneはCD14発現に対して何ら影響を与えていないと考えられる。またPBMC

画分において dexamethasone が CD14 発現を亢進しているかのような結果が認められた

が、再現性に乏しく明確な作用とは言い難いと判断した。複数回の実験結果を総合し、

Effects of TEI-A00114 on expression of CD14 in human peripheral whole blood, PBMC or PMN stimulated 

by IL-1β.  Human peripheral blood cells were stimulated by IL-1 (10 ng/mL) for 24 h with or without TEI-A00114 or 

dexamethasone (10-7 M).. Data were collected by FACS™ Calibur and analyzed by CellQuest™ software. Leukocytes 

were gated by anti-CD45-Cy-Chrome® and fractionated by anti-human CD33-PE 

Fig. ３-8 
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単球／PBMC 画分に対しては IL-1は CD14 発現に対して影響を及ぼさず、

dexamethasone も無作用であると考えられる。一方、全血の顆粒球画分および PMN 画

分では IL-1刺激で CD14 発現の亢進が認められ、dexamethasone はその亢進作用を抑制

した。ただし dexamethasone は無刺激状態の CD14 発現を抑制する作用は無く、炎症反

応により亢進した CD14 発現のみを抑制することから、この反応は広い意味での抗炎症

作用の一種であると考えられる。本反応は再現性が認められ、この点においては

dexamethasone の作用は TEI-A00114 と対称的であった。この dexamethasone の性質が感

染炎症の病態悪化や治療遷延に結びついているという明確な確証は無いが、潜在的な

懸念としては充分に考えられる。TEI-A00114 は CD14 発現を亢進するため、菌クリア

ランス能の側面からグルココルチコイドに対するメリットとなり得る可能性があると

考えられる。 

３.５ この章の小括 

 ハムスターLPS 吸入急性肺炎症モデルにおいて、LPS 吸入後 1, 6 h の好中球浸潤

を TEI-A00114 は抑制せず、24 h 後の好中球浸潤を抑制した。このことから

TEI-A00114 は LPS により惹起される炎症初期の反応に対して作用しない可能性

が示唆された。 

 ヒト全血を用いた実験により、刺激後 8 hより前の IL-8産生に対してTEI-A00114

は抑制を示さなかった。また TNF、IL-1刺激による IL-8 産生パターンは刺激

後 24 h で最大となり、TEI-A0014 はいずれの刺激による IL-8 産生を抑制した。

これらの実験結果から、TEI-A00114 は LPS により直接惹起される IL-8 産生では

なく、LPS 刺激により放出される TNF、IL-1で惹起される IL-8 産生を抑制す

るものと考えられる。また TEI-A00114 は LPS 刺激による TNF、IL-1産生を抑

制するものの、作用強度としては強いものではないことから、ハムスターLPS

吸入急性肺炎症モデルで観察される好中球浸潤抑制作用は主に TNF、IL-1刺

激により放出される IL-8 の産生抑制作用により発揮され、TNF、IL-1産生抑

制作用の寄与は限定的であると考えられる。 

 単球および好中球において、TEI-A00114 は IL-1の有無に関わらず CD14 発現を

亢進した。一方 dexamethasone は好中球に対して IL-1刺激による CD14 発現亢
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進を抑制した。このことから TEI-A00114 は菌クリアランス作用の亢進が期待で

き、グルココルチコイドに対してメリットとなる可能性が示唆された。
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総括 

ビタミン D3が有する多彩な生理活性作用のうち、IL-8 産生抑制作用に着目し、好中

球浸潤を伴う炎症性肺疾患治療薬の開発を目指した創薬研究を行った。その結果、下

記のことが明らかとなった。 

 

 ハムスターLPS 誘発急性肺炎症モデルにて、生体物質である 1,25(OH)2D3が肺

内好中球浸潤抑制作用を有することが明らかとなった。このことにより、活性

型ビタミン D3が炎症性肺疾患の治療薬となり得る可能性が示唆された。 

 ビタミン D3は血中カルシウム濃度上昇を引き起こすことが知られており、その

ため活性型ビタミン D3は投与量が厳しく制限されている。血中カルシウム濃度

上昇と好中球浸潤抑制作用が分離した化合物の取得を目指し、血中カルシウム

濃度上昇活性と好中球浸潤抑制活性にてスクリーニングを実施したところ、新

規の活性型ビタミン D3誘導体として TEI-A00114 を創製した。TEI-A00114 の好

中球浸潤抑制作用は 1,25(OH)2D3の 79%であったが、血中カルシウム濃度上昇

作用は 1.1%を示し、充分な好中球浸潤抑制作用を達成するためより高用量の投

与が可能であると思われた。また TEI-A00114 はネブライザーを用いた吸入投与

にて好中球浸潤抑制作用を示し、吸入剤として開発できる可能性が示唆された。 

 TEI-A00114 はハムスターLPS 誘発急性肺炎症モデルにて LPS 吸入後 6 h までの

好中球浸潤を抑制せず、24 h 後の好中球浸潤を抑制した。ヒト全血を用いた IL-8
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産生抑制作用の解析を行い、TEI-A00114 は LPS に直接応答して産生される IL-8

は抑制せず、LPS により誘導される TNF、IL-1により惹起される IL-8 産生を

主に抑制する可能性が示唆された。また、TEI-A00114 は IL-1刺激下において単

球および好中球における CD14 発現を亢進し、これら食細胞における菌クリアラ

ンス作用を増大させる可能性が示唆された。dexamethasone は好中球において

IL-1刺激による CD14 発現を抑制し、TEI-A00114 と対称的な作用を示すことか

ら、TEI-A00114 は菌クリアランスの亢進という面でグルココルチコイドに比し

てメリットを有する可能性が示唆された。 

 

以上、本研究において得られた知見により、活性型ビタミン D3が炎症性肺疾患の新

たな治療薬となる可能性を示すことができた。さらに活性型ビタミン D3の持つ血中カ

ルシウム濃度上昇作用と好中球浸潤抑制作用が分離し、吸入投与が可能な新規ビタミ

ン D3誘導体 TEI-A00114 を創製し、より高用量の投与を可能とする可能性を示した。

TEI-A00114 は CD14 発現亢進作用により菌クリアランスを亢進させる作用を併せ持つ

ことで、グルココルチコイドとは異なる作用プロファイルを有する新しい抗炎症剤と

なり得る可能性が示唆された。種々の疫学研究により、ビタミン D の欠乏状態が呼吸

器感染症、特に気道におけるウイルス感染や結核感染のリスクを増加させることや、

COPD や喘息の有病率と相関することが指摘されており[12]、ビタミン D サプリメント

によるビタミン D 補充の効果が検討されている。しかしながらこれら疾患に対し、医

薬品として活性型ビタミン D3を投与し、治療効果を検討する試みはまだ知られておら

ず、血中カルシウム上昇による投与量制限が研究の進展を阻んでいる一因であると考

えられる。本研究では、血中カルシウム濃度上昇作用と乖離した新しいビタミン D3誘

導体 TEI-A00114 が好中球浸潤抑制作用と CD14 発現亢進作用を有することを示し、こ

れらの肺疾患を活性型ビタミン D3により治療するという、新たな治療の選択肢となり

得る可能性を示した。 

本研究の成果を元に、これから炎症性肺疾患における新たな治療薬が開発され、こ

の分野における医療がさらに進歩していくことを願いたい。 
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