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論　文　　内　容　の　要　　旨

　肺は，外界と直接接する臓器であり，環境中の有害物質を吸入する危険に曝されている。近年，吸入した有害物質により

産生きれる活性酸素が多くの肺疾患の病因となっていることが明らかとなり，スーパーオキサイドジスムターゼ（ＳＯＤ）

やカタラーゼといった活性酸素消去酵素の吸入療法が期待を集めている。しかしながら，これら活性酸素消去酵素は，生理

的条件下では負に帯電しており，細胞膜との相互作用が極めて低いため，それ自体を吸入しても有効な治療効果は得られな

いことが報告されている。有効かつ安全な薬物治療を行うためには，これらの動態を精密に制御できるドラックデリバリー

システム（ＤＤＳ）技術の開発が必要である。

　呼吸器は解剖学的に極めて複雑な構造をした臓器であり, in ｖiｖｏでは,DDS薬剤の機能特性を十分に評価するのが困難

である。本研究では，肺局所適用型ＤＤＳ薬剤の局所動態および治療効果を詳細に評価できるin vitro実験系を確立し，こ

れを用いて化学修飾による活性酸素消去酵素誘導体の有効欧を評価した。

　第１章　ウサギ肺胞上皮細胞初代培養系を用いた肺局所適用型ＤＤＳ薬剤機能評価に関する基礎的検討

　局所ＤＤＳ薬剤の機能物欧をin vitroで評価するためには，用いる細胞がin ｖiｖｏにおける肺組織に類似した性質を示す

ことが重要である。そこで，肺胞Ｈ型上皮細胞を単離・培養して得られた細胞層について，形態学的および生理学的な検討

を行い，実験評価系としての有効欧を検討した。まず，得られた細胞層の電気抵抗値を測定したところ，培養４日目には2

k£?と高い値を示したことから，細胞間にタイトなジャンクションが形成されていることを確認した。顕微鏡による形態観

察では，培養細胞が扁平なＩ型細胞様に変化していることが確認された。次に細胞層にベンゾピレンを作用させたところ

ＣＹＰＩＡの基質であるエトキシレゾルフィンの酸化的代謝，モノクロロビマンのグルタチオン抱合の上昇が起こり, in vivo

でもよく知られた多環芳香族炭化水素による代謝酵素の誘導が確認された。また，Ｈ型細胞が，肺サーファクタントの代謝

にレクチンであるサーファクタントプロテインを利用することに着目し，マンノース修飾牛血清アルブミン（Ｍａｎ-ＢＳＡ）

を用いて細胞取り込みを検討したところ，ヒトサーファクタントプロテインＡの共存下Ｍａｎ-ＢＳＡの細胞取り込みが上昇

することが確認された。また，Ｍａｎ-ＢＳＡの取り込みが培養日数の経過とともに減少し，Ｈ型細胞の性質が消失しＴ型細

胞様に分化していることが機能的に確認された。さらに，培養初期には，ヒトSP-Ａの共存下によるＭａｎ-ＢＳＡの細胞取

り込みの上昇も認められた。以上の検討より，ウサギ肺胞上皮細胞初代培養系は, in ｖiｖｏ肺上皮組織に類似した性質を有

し，肺局所適用型ＤＤＳ薬剤に対するin vitro実験評価系として妥当であることが示された。

　第２章　活性酸素消去酵素誘導体による肺胞上皮細胞の洽欧酸素障害抑制

　前章で確立したウサギ肺胞上皮初代培養系を用いて，活性酸素消去酵素誘導体の細胞取り込みおよび細胞障害抑制効果を

検討した。スーパーオキシドディスムターゼ（ＳＯＤ）の動態制御を目的として，静電的相互作用による細胞膜との相互作

用を期待したカチオン化ＳＯＤ（Ｃａt-ＳＯＤ），およびサーファクタントプロテインを介した細胞取り込みを期待したマンノ

ース修飾ＳＯＤ（Ｍａｎ-ＳＯＤ）を合成した。肺胞上皮細胞によるＣａt-ＳＯＤおよびＭａｎ-ＳＯＤの取り込みは経時的に増加し
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２時回後では，未修飾ＳＯＤに比べそれぞれ156倍, 8.3倍と高値を示した。また，細胞内ＳＯＤ活性の測定および蛍光標識

体を用いた顕微鏡観察により, Cat-SODは細胞内に内在化されていることが確認された。さらに，パラコートを用いた活

性酸素障害モデルを作成し，障害抑制効果を検討したところ, Cat-SODは顕著な効果を示した。ただし，エンドサイトー

シス阻害剤存在下ではＣａt-ＳＯＤの障害抑制効果はみられなかったことから，ＳＯＤの細胞内への移行が不可欠であること

が明らかとなった。また，急性肺障害や陽性閉塞匪肺疾患に対する治療薬候補として，過酸化水素を消去するカタラーゼに

着目し，そのカチオン化誘導体を合成した。カチオン化カタラーゼの細胞取り込みは, Cat-SODと同様，経時的に増大し，

２時間後では，未修飾体に比べ30倍高い値を示した。また，培養液中へのグルコースオキシダーゼ添加により惹起した細胞

の活性酸素障害に対して，カチオン化カタラーゼは顕著な障害抑制効果を示した。

　第３章　肺胞マクロファージからの炎症性メディエータ産生に対するカチオン化カタラーゼの抑制効果

　炎症時の肺において，肺胞マクロファージが，サイトカイン，ケモカインなどの炎症性メディエータを過剰に産生するこ

とが知られている。炎症性メデイエータの産生は，ＮＦ-ｘＢ等の転写因子によって制御されるが，最近の研究により，細胞

内で過剰に産生された過酸化水素が転写因子の制御に関与していることが明らかとなってきた。そこで本章では，カタラー

ゼに正電荷を付与し，カタラーゼを効率良く細胞内へ移行させることで，肺胞マクロファージからの炎症性メディエータ産

生を抑制できるか検討した。リポポリサッカライド（ＬＰＳ）で刺激した肺胞マクロファージに対し，カチオン化カタラーゼ

を投与したところ，ＴＮＦ-ａおよびＣＩＮＣ-1の産生か顕著に抑制された。蛍光試薬を用いて細胞内の過酸化水素の産生を視

覚的に捉えたところ，カチオン化カタラーゼで処理した場合，ＬＰＳにより細胞内で産生された過酸化水素が効果的に消去

されていることが示された。さらにゲルシフトアッセイ法により，ＬＰＳによるＮＦ-ｘＢの活性化を効率良く抑制してい

ることも確認された。

　以上，肺胞上皮細胞初代培養系が肺における薬物動態やＤＤＳの機能評価に適した実験系であることを確認した上で，肺

上皮における活性酸素障害に対して活性酸素消去酵素のカチオン化誘導体が有効な治療薬となり得ることを見出した。さら

に，カチオン化カタラーゼは，肺胞マクロファージからの炎症性メディエータ産生を有意に抑制することも明らかにした。

本研究成果は，活性酸素が関与する種々の肺疾患に対して薬物治療を行う上で有益な知見を提供するものと考えられる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨

　外界と接する肺では，環境中の有害物質を吸入することにより産生される活性酸素が多くの疾患の病因となっていること

から，スーパーオキサイドジスムターゼ（ＳＯＤ）やカタラーゼといった活性酸素消去酵素の吸入療法が期待を集めている。

しかし，これら活性酸素消去酵素は組織との相互作用が小さく吸入しても有効な治療効果が得られないことから，有効かつ

安全な薬物治療を行うために薬物の動態を精密に制御できるドラックデリバリーシステム（ＤＤＳ）技術の開発が求められ

ている。本研究では，解剖学的に極めて複雑な構造をした呼吸器においてはin ｖiｖｏでのＤＤＳ製剤の機能特性評価が困難

であることから，先ず肺局所適用型ＤＤＳ製剤の局所動態および治療効果を詳細に評価できるin vitro実験系を確立し，こ

れを用いて化学修飾を利用した活性酸素消去酵素誘導体型ＤＤＳの有効注を評価した。

　最初に肺における局所作用発現を期待するＤＤＳ製剤のin vitro評価を目的として，ウサギ肺胞Ｈ型上皮細胞を単離，培

養して細胞層を得，タイトなジャンクション形成，扁平なＴ型細胞様形態への変化，代謝誘導，形態学的および生理学的な

検討により，実験評価系としての有効性を確認した。次に，スーパーオキシドディスムターゼ（ＳＯＤ）の動態制御を目的

として，静電的相互作用による細胞膜との相互作用が期待できるカチオン化ＳＯＤ（Ｃａt-ＳＯＤ）とサーファクタントプロテ

インを介した細胞取り込みを期待するマンノース修飾ＳＯＤ（Ｍａｎ-ＳＯＤ）を合成し，確立したウサギ肺胞上皮初代培養系

を用いて細胞取り込みおよび細胞障害抑制効果を検討した。肺胞上皮細胞によるＣａt-ＳＯＤおよびＭａｎ-ＳＯＤの取り込み

は未修飾ＳＯＤに比べそれぞれ156倍, 8.3倍と高値を示し，細胞内ＳＯＤ活性の測定および蛍光標識体を用いた顕微鏡観察

によりＣａt-ＳＯＤは細胞内に内在化されていることが確認された。さらにパラコートを用いた活性酸素障害モデルを用い

て障害抑制効果を検討した結果, Cat-SODが顕著な効果を示した。一方，過酸化水素を消去するカタラーゼのカチオン化

誘導体を合成し評価した結果，細胞取り込みは未修飾体に比べ30倍となり，また培養液中へのグルコースオキシダーゼ添加

により惹起した細胞の活性酸素障害に対して顕著な障害抑制効果を示した。さらに炎症時の肺において肺胞マクロファー
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ジがサイトカイン，ケモカインなどの炎症性メディエータを産生し，これに細胞内で過剰に産生された過酸化水素がNF-

ｘＢ等の転写因子の活性化を通じて関与していることから，カチオン化カタラーゼの炎症性メディエータ産生抑制効果を検

討した結果，リポポリサッカライドで刺激した肺胞マクロファージに対し，カチオン化カタラーゼはＴＮＦ-ａおよび

ＣＩＮＣ-1の産生を顕著に抑制した。また，この際カチオン化カタラーゼが細胞内の過酸化水素の産生とＮＦ-ｘＢの活性化を

効率良く抑制していることが確認された。

　以上，肺胞上皮細胞初代培養系が肺における薬物動態やＤＤＳの機能評価に適した実験系であることを確認し，これを用

いて肺上皮における活性酸素障害に対して洽匪酸素消去酵素のカチオン化誘導休が有効な治療薬となり得ることを見出した。

さらに，カチオン化カタラーゼは，肺胞マクロファージからの炎症性メディエータ産生を有意に抑制することも明らかにし

た。以上，本研究成果は活性酸素が関与する種々の肺疾患に対する薬物治療の開発に有益な知見を提供するものと考えられ

る。

　よって，本論文は博士（薬学）の論文として価値あるものと認める。

　更に，平成19年２月23日論文内容とそれと関連した口頭試問を行った結果合格と認めた。
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