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論  文  内  容  の  要  旨  

増殖糖尿病網膜症（PDR）や溶出型加齢黄斑変性（AMD）のような血管新生を伴う眼内増殖性疾患において，血管内皮  

増殖因子（VEGF）の果たす役割は大きい。一方，抗アレルギー薬tranilastおよび抗リウマチ薬bucillamineがVEGF関  

与による血管新生を抑制することが知られているものの，その作用機序は解明されていない。本研究では，VEGFへの作  

用を視点に，これら薬剤の作用機序を解明することを目的とした。  

Tranilast   

最初に，VEGF刺激によるウシ網膜微小血管内皮細胞（BREC）の増殖，遊走および管脛形成が，tranilastにより有意に  

抑制されることを確認した後，以下の検討を行った。  

1）125Ⅰ標識されたVEGFを用いたinvitro受容体結合実験において，tranilastはVEGF－VEGF受容体間の結合活性に影   

響を及ぼさなかった。  

2）Tranilastは，VEGF受容体のテロシンリン酸化およびそれに続くphospholipaseCγのテロシンリン酸化に対して関与   

を示さなかった。  

3）Tranilastは，Phorbolmyristateacetate（PMA）による直接的なproteinkinaseC（PKC）活性化を抑制した。  

4）PMAを添加されたBRECにおいて，tranilastは細胞接着や遊走に関与する細胞外マトリックス受容体integrinαVや   

細胞増殖に関与する転写因子c－fosのmRNA発現を抑制した。   

従って，tranilastはPKCを介したシグナル伝達を阻害することにより，血管新生阻害作用を示すことが示唆された。  

Bucillamine   

最初に，BRECにおいて低酸素誘導VEGFmRNAおよびタンパク発現が，bucillamineにより有意に抑制されることを  

確認した後，以下の検討を行った。  

1）ActinomycinDを用いmRNA安定性に対するbucillamineの効果を検討したところ，bucillamineは低酸素培養により   

延長したVEGF mRNAの半減期に対して何ら影響を及ぼさなかった。  

2）VEGF遺伝子プロモーター領域に結合する4つの転写因子HIF－1，Spl，APlおよびAP2に着目し，各転写因子のオ  

リゴヌクレオチドを用いたゲルシフトアツセイ法およびVEGF遺伝子プロモーター領域遺伝子配列と1uciferase遺伝子   

配列を含むプラスミドを用いたレポ一夕一道伝子解析法により検討したところ，bucillamineはHIF－1およびSplの結合   

活性を抑制した。  

3）ノーザンプロット法において，bucillamineはHIF－1を構成するサブユニットの一つHIF－1αのmRNA発現を有意に   

抑制した。   

従って，bucillamineは転写因子HIF－1の遺伝予発現を抑制し，さらにHIF－1およびSplのVEGF遺伝子への結合を  

抑制することにより，VEGF発現を抑制することが示唆された。   

以上二系の実験結果から，tranilastはVEGFのPKCを介したシグナル伝達の抑制により，一方，bucillamineは転写因  
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子HIF－1およびSplを介したVEGF発現の抑制により，血管新生を抑制することが示された。眼内血管新生において  

VEGFの果たす役割は極めて大きいことから，これらの薬剤はPDRやAMDの治療薬として有用であることが示唆された。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

増殖糖尿病網膜症（PDR）や溶出型加齢黄斑変性（AMD）のような血管新生を伴う眼内増殖性疾患において，血管内皮  

増殖因子（VEGF）の果たす役割は大きい。本論文では，VEGF関与による血管新生を抑制することが知られている抗ア  

レルギー薬tranilastおよび抗リウマチ薬bucillamineの作用機序の解明を目的とした。   

最初に，tranilastがVEGF刺激によるin vitro血管新生を抑制することを示した。さらにウエスタンプロット解析によ  

り，tranilastがVEGF刺激による細胞内シグナル伝達のうち種々のチロシンリン酸化に対しては関与せず，PKC活性化を  

介したシグナル伝達を阻害することにより，血管新生阻害作用を示すことを示した。   

次に，bucillamineがウシ網膜血管内皮細胞からのVEGF産生を抑制することを示した。さらにVEGF遺伝子プロモー  

ター領域に結合する転写因子に着目し，ゲルシフト解析によりbucillamineがHIF－1およびSplの結合活性を抑制するこ  

とを，さらにノーザンプロット解析によりHIF－1aのmRNA発現を抑制することを証明した。   

以上の研究は，tranilastおよびbucillamineの作用機序の解明に貢献し，薬剤に新たな性質を特徴づけ，さらに臨床的に  

も，これらの薬剤がPDRやAMDの治療薬として有用であることを示唆した。   

したがって，本論文は博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。   

なお，本学位授与申請者は，平成15年2月17日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け，合格と認められたものであ  

る。  
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