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総 論 の 部  

 

緒 言  

 

Toll 様受容体 (Tol l  l ike receptor:  TLR)は自然免疫を担う受容体の一種であり、細

菌成分やウイルス由来 DNA、タンパク質などに含まれる一定の配列を認識するパ

ターン認識受容体である 1 - 3 ) 。これまでに、 1-13 までのサブタイプが同定されて

いるが、そのうちの TLR4 はグラム陰性菌の外膜構成成分であるリポポリサッカ

ライド (LPS)を認識することが知られている 1 ,  4 ,  5 ) 。 TLR4 が LPS により刺激され

ると、アダプタータンパクである MyD88 が活性化され、腫瘍壊死因子 (Tumor 

necrosis factor:  TNF)-α や inter leukin(IL)-6 などの炎症性サイトカインの産生が亢

進し炎症反応が惹起される。近年、 LPS 以外にも生体内のタンパク質や脂肪酸が

TLR4 の内因性リガンドとして働くことが明らかにされており、種々の炎症性疾

患や自己免疫性疾患に関与することが示唆されてきた 6 - 9 ) 。TLR4 アンタゴニスト

はそれら疾患に対する有効な治療薬になり得るとされ、これまでにも resatorvid  

(TAK-242)や eri toran (E5564)などが開発されており、様々な in  vivo 疾患モデルで

の治療効果が報告されている 1 0 - 1 3 ) 。  

 著者の所属する薬品動態制御学分野では、ヘパリン (HP)の糖鎖の一部を切断し

た低抗凝固作用 HP に D-エリスロスフィンゴシンを縮合させた HP 誘導体が LPS

活性化マクロファージからの炎症性サイトカインの産生を通常の HP に比べ強力

に阻害することを明らかにした 1 4 ,  1 5 ) 。また、ヘパリン誘導体は LPS の刺激に対

し TLR4 の下流にある IRAK-1 のリン酸化や IκBα の分解および、NF-κB の核内へ

の移行を抑制したことから、TLR4 シグナル伝達経路を抑制すると考えている 1 4 ) 。

さらに、 LPS 刺激に対する炎症性サイトカイン産生抑制効果の構造活性相関に関

する検討から、その効果は HP 骨格中の一部の硫酸基の有無に左右され、主鎖骨

格の構造が効果発現の決定因子になると考えられた。そこで著者は種々のグリコ

サミノグリカン (GAG)が HP と同様に抗炎症作用を有する点に着目し 1 6 ,  1 7 ) 、GAG

に脂肪族アミンを縮合させた結合体を合成し、これらの炎症性サイトカイン産生

抑制作用増強の有無と構造活性相関について検討することで、より効果的な GAG

誘導体の探索を行うとともに、in vivo 治療応用として接触性皮膚炎モデルマウス

における治療効果の評価を行った。  

 以下、 2章にわたり得られた知見を論述する。  
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第一章 各種グリコサミノグリカン－ステアリルアミン結合体の  

合成と in vitro  抗炎症効果の評価  

 

 グリコサミノグリカン (GAG)は直鎖状の高分子であり、生体内では細胞の接着

やシグナル伝達など重要な役割を担っている 1 8 ) 。HP は D-グルクロン酸もしくは

L-イズロン酸と D-グルコサミンの繰り返し構造からなる直鎖状の高分子であり、

糖鎖 OH 基が高度に硫酸化されている 1 9 ) 。 HP の主な生理作用としてはアンチト

ロンビンの活性化による抗凝固作用がよく知られているが 2 0 ) 、血管新生抑制作用

や抗炎症作用があることも明らかにされている 1 9 ) 。また、コンドロイチン硫酸

（ CS）は D-グルクロン酸と N アセチル D-ガラクトサミンが繰り返し結合した

GAG であり 1 9 ,  2 1 ) 、主に変形性関節炎に対し痛みの軽減や機能改善を目的に臨床

で使用されている 2 2 ,  2 3 ) 。ヒアルロン酸 (HA)は、 D-グルクロン酸と N アセチル

D-グルコサミンが繰り返し結合しており 1 9 ,  2 1 ) 、滑膜保護や創傷治癒効果がある

ことが報告されている 2 4 ,  2 5 ) 。このように GAG はそれぞれに固有の生理活性を

持つものの、共通して抗炎症効果を持つことが明らかにされている。実際、 HP

や CS、HA が LPS の刺激によって起こる MyD88 や p38MAPK、NF-κB の活性化を

抑制し炎症性サイトカインの産生を抑制することが種々の細胞 2 6 - 3 0 ) や動物モデ

ル 3 1 ,  3 2 ) で明らかにされている。  

 Babazada らは、 HP 糖鎖のウロン酸部位を開環した HP に D-エリスロスフィン

ゴシンを縮合させた HP 誘導体 (Non-anticoagulant  heparin nanopart icle:  NAHNP)が

通常の HP より遥かに強力に LPS 刺激による炎症性サイトカインの産生を抑制す

ることを報告している 1 4 ) 。さらに、その構造活性相関に関する検討で、 HP 骨格

中における 2 位または N 位の硫酸基を脱硫酸化しても炎症性サイトカイン産生抑

制効果に大きな変化が認められないものの、 6 位の硫酸基を脱硫酸化した際には

その効果が顕著に低下することを明らかにした。従って、炎症性サイトカインの

産生抑制効果は主鎖骨格である GAG の構造に大きく影響を受けると考えられた。

これらの知見を基に著者は、HP 同様に LPS 刺激に対し抗炎症効果を持つ他の GAG

に脂肪鎖を導入することで、より効果の優れた GAG 誘導体を開発できるのでは

ないかと考えた。そこで、第一章では、 HP に加え CS、 HA に脂肪鎖としてステ

アリルアミンを導入した GAG-ステアリルアミン結合体を新たに合成し、その in  

vi tro 抗炎症効果について検討を行った。さらに低分子量ヘパリン (LH)を用いて、

分子量が及ぼす影響についても併せて検討を行った。  
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第一節 各種グリコサミノグリカン－ステアリルアミン結合体の  

物理化学的性質  

 

 GAG を薬物キャリアとして利用するにあたっては、 GAG に疎水基を導入する

ことで両親媒性とし自己会合性のミセルを形成させる例が多数報告されている

3 3 - 3 8 ) 。Babazada らは NAHNP が直径 110 nm 程度の粒子を形成し、HP 由来の負電

荷を帯びていることを報告している 1 4 ) 。GAG−ステアリルアミン結合体はその表

面を主鎖骨格である GAG に覆われるため、その物理化学的性質は GAG の種類間

で異なる可能性も考えられた。そこで本節では、各種 GAG−ステアリルアミン結

合体の合成を行うとともに、粒子径ならびに表面電荷に関する評価を行った。  

 

1-a 各種グリコサミノグリカン－ステアリルアミン結合体の合成  

  

 Babazada らは、 NAHNP の合成にあたり、ウロン酸のジオール結合を切断する

と炎症性サイトカインの産生抑制効果が増大することを報告した 1 4 ) 。そこで本検

討でも同様にグリコール結合の開裂を行うこととし、まず各種 GAG を過ヨウ素

酸によりウロン酸のジオール結合を酸化開裂させた後、水素化ホウ素ナトリウム

により還元した。さらに、これらグリコール開裂 GAG のカルボキシル基を 1-エ

チル -3-(3-ジメチルアミノプロピル )カルボジイミド塩酸 (EDC)により活性化させ

た後、ステアリルアミンと反応させることで、各種 GAG-ステアリルアミン結合

体を合成した (Fig.  1 .2)。  

 

 

 

 

 

 

Fig.1 Schematic  i l lustration of  the preparat ion of  g lycol-spl i t  
glycosaminoglycan-stearylamine conjugate.  
Glycol-spl i t  heparin s tearylamine conjugate  is  i l lus tra ted  as  an example.  
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1-b 粒子径およびゼータ電位の測定  

 

各種 GAG-ステアリルアミン結合体を水に懸濁し、超音波を照射することによ

り微粒子化を行った後、粒子径およびゼータ電位をゼータサイザーにて測定した。

全ての GAG-ステアリルアミン結合体の粒子径は 100〜 150 nm 程度であり、ゼー

タ電位は −20~−40 mV であることが確認され、各結合体間で大きな差は認められ

なかった (Table 1)。  

 
Table 1.   Physicochemical  properties of  nanopartic les  comprised of  self -assembling 

glycol spl i t  g lycosaminoglycan (GAG)-stearylamine conjugates a )  

 

 Particle size (nm) PdIb )  Zeta potential (mV) 

gs-HPSTc )  107.6 ± 3.4 0.19 ± 0.01 -33.4 ± 0.7 

gs-LHSTc )  93.9 ± 0.8 0.15 ± 0.02 -39.9 ± 2.0 

gs-CSSTc )  147.3 ± 16.7 0.25 ± 0.03 -27.5 ± 0.6 

gs-HASTc )  153.4 ± 24.0 0.31 ± 0.03 -20.7 ± 1.0 

a)  Data represent  mean ± S.D.  
b)  Polydispersi ty  index.  
c)  Stearylamine conjugates  of  g lycol-spl i t  g lycosaminoglycans:  hepar in  (gs-HPST),  

low-molecular-weight  hepar in  (gs-LHST),  chondroi t in  sulfate  (gs-CSST),  and 
hyaluronic acid  (gs-HAST).  

Fig.  2 .  Chemical structure of  nat ive glycosaminoglycans (GAGs),  glycol-spl i t  
GAGs,  and glycol-spl it  GAG-stearylamine conjugates .  
(A-C)  Disacchar ide uni t  of  hepar in (HP) or  low molecular  weight  hepar in (LH),  
chondroi t in  6-sulfate  (CS),  and hyaluronic  acid (HA).  (D-F)  Glycol-spl i t  HP 
(gs-HP)  or  LH (gs-LH),  CS (gs-CS)  and HA (gs-HA).  (G-I)  s tearylamine conjugates  
of  gs-HP (gs-HPST) or  gsLH (gs-LHST),  gs-CS (gs-CSST),  and gs-HA (gsHAST).  
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1-c 臨界ミセル濃度の測定  

 

 ピレンを用いた蛍光プローブ法により各種 GAG-ステアリルアミン結合体の臨

界ミセル濃度 (c .m.c)を測定した。 339 nm で励起されたピレンの 371 nm に現れる

蛍光ピーク (I1 )と 382 nm に現れるピーク (I3 )の比 (I1 /I3 )は、ピレン分子の置かれる

環境が疎水的であるほど低値を示すことが知られている 3 9 ) 。そこで、 GAG-ステ

アリルアミン結合体がミセル形成するとピレンがその内部に取り込まれると仮定

し、ピレンの I1 /I3 比と結合体濃度のプロットにおける屈曲点から各 GAG-ステア

リルアミン結合体の c.m.c を算出した (Table 2)。結果として、全ての GAG-ステア

リルアミン結合体の c.m.c は 0.014-0.018 mg/mL とほとんど違いが認められなかっ

た。  

 

Table 2 .   Crit ical  micel le  concentrat ion (c .m.c)  of  se lf -assembling glycol spl i t  
glycosaminoglycan (GAG)-stearylamine conjugates a )  

 

 gs-HPSTa )  gs-LHSTa )  gs-CSSTa )  gs-HASTa )  

c.m.c (mg/mL) 0.014 0.015 0.018 0.014 

a)  Stearylamine conjugates  of  g lycol-spl i t  g lycosaminoglycans:  hepar in  (gs-HPST),  
low-molecular-weight  hepar in  (gs-LHST),  chondroi t in  sulfate  (gs-CSST),  and 
hyaluronic acid  (gs-HAST).  

 

第二節グリコサミノグリカン−ステアリルアミン結合体の抗炎症効果  

 

2-a 各種グリコサミノグリカン－ステアリルアミン結合体の細胞傷害性の評価  

 

 in  vi t ro 抗炎症効果を確認するに先立って、GAG、グリコール開裂 GAG、GAG−

ステアリルアミン結合体のマクロファージに対する in  vi t ro 細胞傷害性を WST-1

アッセイ法により評価した (Fig.  3)。いずれの GAG およびその結合体においても

強い細胞傷害性は認められなかった。しかし、通常の GAG、グリコール開裂体、

ステアリルアミン結合体の順に細胞毒性が高くなる傾向が認められた。GAG-ステ

アリルアミン結合体が比較的高い細胞毒性を示したことは脂肪鎖の導入に伴って

親油性が増大し細胞との相互作用が増大したことによるものと考えられる。各種

GAG-ステアリルアミン結合体の LC5 0 を算出したところ gs-HPST で 0.91 mg/mL、

gs-LHST で 2.12 mg/mL、 gs-CSST で 1.32 mg/mL、 gs-HAST で 3.50 mg/mL であっ

た。  
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Fig.  3 .  WST-1 cytotoxic ity  assay for (A)  nat ive  glycosaminoglycans (GAGs) ,  
(B)  g lycol-spl i t  GAGs,  and (C) glycol-spl it  GAG-stearylamine conjugates  in  
mouse peritoneal  macrophages .  
Peri toneal  macrophages  isolated f rom ICR mice were  seeded on 96-wel l  pla te  a t  
densi ty  of  5 .0  × 10 4  cel l s /wel l .  Cel ls  were treated  with  (A) nat ive heparin  (HP),  o r  
low molecular  weight  heparin  (LH),  chondroi t in  6-sulfate  (CS),  and hyaluronic  
acid  (HA),  (B)  g lycol-spl i t  HP (gs-HP),  or  LH (gs-LH),  CS (gs-CS),  and HA 
(gs-HA),  or  s tearylamine conjugates  of  gs-HP (gs-HPST),  or  gs-LH (gs-LHST) ,  
gs-CS(gs-CSST),  and gs-HA (gs-HAST) a t  the  concentra t ion of  0 .1—10 mg/mL for  
24 h.  After  incubat ion,  cel l  v iabi l i ty was est imated by WST-1 assay.  Each value 
represents  the mean ± S.E.  (n  = 4) .  *P < 0.05 †P < 0 .01 
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2-b LPS 刺激による炎症性サイトカインの産生に対する抑制効果の評価  

 

 次に、通常の GAG およびそのステアリルアミン結合体の炎症性サイトカイン

産生抑制効果について評価を行った。 LPS 刺激時にマクロファージから産生され

る TNF-α の量を ELISA 法により定量したところ、CS を除く GAG の存在下 TNF-α

の産生がわずかに減少し、過去の報告通りこれら GAG で抗炎症作用が認められ

た (Fig.  4)。また、 GAG をグリコール開裂しただけでは TNF-α の産生抑制効果に

はほとんど影響が認められなかったが、ステアリルアミンを縮合させた結合体と

することにより、通常の GAG に比べて強力に TNF-α の産生を抑制することが明

らかとなった。続いて、各種 GAG-ステアリルアミン結合体間の LPS 刺激に対す

る TNF-α の産生抑制効果の違いを定量的に比較するために、各結合体の用量依存

性を評価した (Fig.  5)。得られた用量 —反応曲線から IC5 0 を算出したところ、

gs-LHST で最も効果が高く (0 .010 mg/mL)、次いで gs-HPST (0.018 mg/mL)、gs-CSST 

(0.033 mg/mL)、 gs-HAST (0.113 mg/mL)の順となった。  

 

 

 

Fig.  4 .  Effect  of  nat ive g lycosaminoglycans (GAGs) ,  glycol-spl it  GAGs,  and 
glycol-spl it  GAG-stearylamine conjugates on TNF-  product ion in 
l ipopolysaccharide (LPS)-st imulated mouse peritoneal  macrophages .  
Iso lated macrophages were seeded on a 96-well  pate a t  a  densi ty of  1 .0 × 10 5  cel l s  
/wel l .  The cel ls  were t reated  with  0.5  mg/mL nat ive GAGs,  g lycol-spl i t  GAGs,  or  
glycol-spl i t  GAG-stearylamine conjugates ,  together  with  20 ng/mL LPS for  24 h .  
Concentrat ion of  TNF-  in  the  cul ture medium was measured by ELISA. Each  
value represents  the  mean ± S.E.  (n  = 3) .  †P < 0.01.  N.D. ,  not  detected  (<16 
pg/mL).  
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2-c 各種 Toll 様受容体リガンド刺激によるサイトカイン産生に対する  

抑制効果の評価  

 

 前項の検討により、各種 GAG-ステアリルアミン結合体が LPS 刺激マクロファ

ージにおける TNF-α の産生を強力に抑制することが明らかにされた。そこで、各

結合体が LPS 特異的に作用するかどうか検討すべく、 TLR2 のリガンドである

Pam2CSK4 と TLR3 のリガンドである Poly(I :C)を用いて、前項と同様の実験を行

った。Pam2CSK4 の刺激に対しては、LPS の場合とは異なり、いずれの GAG-ステ

アリルアミン結合体も TNF-α 産生抑制効果を示さなかった (Fig.  6A)。 Poly(I :C)の

刺激に対しては gs-HAST 以外の GAG−ステアリルアミン結合体により TNF-α の産

生が抑制される傾向にあった。しかし、 Poly(I:C)の添加により細胞毒性が認めら

れたことから (Fig.  6B)、この TNF-α 産生抑制は Poly(I :C)の細胞傷害性と関連する

Fig.  5 .  Concentrat ion-dependent  effect  of  g lycol-spl i t  g lycosaminoglycan 
(GAG)-stearylamine conjugates on TNF-  product ion from l ipopolysaccharide 
(LPS)-st imulated mouse peritoneal  macrophages.  
Isolated macrophages were seeded on a 96-well  pate a t  a  densi ty of  1 .0 × 10 5  cel l s  
/wel l .  Cel ls  were treated with  varying concentrat ions of  glycol-spl i t  hepar in  
(gs-HPST),  low-molecular-weight  heparin  (gs-LHST),  chondroi t in  sulfa te  
(gs-CSST),  and hyaluronic  acid  (gs-HAST) a t  the  concentrat ion of  0 .001—2 
mg/mL together  with 20 ng/mL LPS for  24 h.  Concentrat ion of  TNF-  in  the  
cul ture medium was measured by ELISA. Each value represents  the mean ± S.E.  (n  
= 3)  relat ive to  the non- treated  group.  
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可能性もあり、各種 GAG-ステアリルアミン結合体が TLR3 シグナル経路に対して

影響するかどうかを結論づけることは困難であった。  

 

 

  

Fig.  6 .  Effect  of  g lycol-spl i t  g lycosaminoglycan (GAG)-stearylamine conjugates on 
(A)  TNF-  production from and (B)  v iabil i ty  of  macrophages st imulated by  
agonists  of  various Toll - l ike receptors .  
Isolated macrophages were seeded on a 96-wel l  pate a t  a  densi ty of  1 .0 × 10 5 cel ls  
/wel l .  Cel ls  were incubated with 20 ng/mL LPS,  20 ng/mL Pam2CSK4, or  10 μg/mL 
poly(I :C)  in  the absence or  presence of  g lycol-spl i t  heparin (gs-HPST),  
low-molecular-weight  hepar in  (gs-LHST),  chondroi t in  sulfa te  (gs-CSST),  and 
hyaluronic acid  (gs-HAST) at  0 .1  mg/mL for  24 h.  Each value represents  the  mean ±  
SEM (n = 3) .  *P < 0 .05.  †P < 0 .01.
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第三節 考察  

 

 本章では、より効果の高い抗炎症効果を持った GAG 誘導体を開発すべく、 HP

同様に LPS 刺激に対し抗炎症効果を持つ LH、 CS、および HA にステアリルアミ

ンを縮合させた GAG-ステアリルアミン結合体を新規に合成した (Fig.  1、2)。まず、

得られた GAG-ステアリルアミン結合体の物理化学的性質について評価したとこ

ろ、全て水中で自己組織化によるナノミセルを形成し、その粒子径は 100~150 nm

であることが確認され、 Babazada らが報告した NAHNP と同程度の大きさである

ことが認められた (Table 2)。一方で、今回合成した GAG-ステアリルアミン結合体

の c.m.c は NAHNP と比較し非常に大きい値を示した。この理由としては、 D-エ

リスロスフィンゴシンとステアリルアミンの物性の違いによる影響や、脂肪鎖の

修飾量の違いによる影響が考えられるが、導入した脂肪鎖の数を推定する方法が

なく現時点では詳細な議論が困難である。  

 続いて、 in  vi t ro で LPS 刺激マクロファージからの炎症性サイトカイン産生に

対する GAG-ステアリルアミン結合体の抑制効果について検討を行った。通常の

GAG では LH、HA が他の GAG に比べて比較的 TNF-α の産生を抑制していること

が観察された (Fig.  4)。HA は 4~8000 kDa と幅広い分子量分布を持ち、その分子量

により生理活性が異なることが知られている 2 1 ,  4 0 ,  4 1 ) 。高分子量の HA は抗炎症

作用や血管新生抑制作用をもつが 3 2 ,  4 1 ) 、一方で低分子量 HA は炎症性サイトカ

インやケモカイン、増殖因子などの産生を促すことが知られている 4 0 ,  4 1 ) 。本検

討では未分画の HA を使っていたので、HA 自体が炎症作用を持っていないか確認

したところ、 HA をマクロファージに添加した時の上清中の TNF-α 量はコントロ

ールと同程度であった (Fig.  7)。  

 

 各種 GAG の TNF-α 産生抑制効果はグリコール開裂しただけではほとんど影響

を受けなかったが、ステアリルアミンとの結合体にすることでその効果が顕著に

増強されることが明らかになった (Fig.  4)。Babazada らによる構造活性相関の検討

では、 NAHNP の脂肪鎖を D-エリスロスフィンゴシンからステアリルアミンに変

更しても、炎症性サイトカインの産生抑制効果が得られることを明らかにしてい

Fig.  7 .  Effect  of  nat ive hyaluronic  acid on TNF-α 
production in mouse peritoneal  macrophages.  
Isolated macrophages were seeded on 96-wel l  pate  a t  
densi ty of  1.0 × 10 5  cel ls  /wel l .  The cel ls  were  
t reated with nat ive 0 .5  mg/mL hyaluronic  acid (HA)  
and 20 ng/mL l ipopolysacchar ide  (LPS)  for  24 h .  
Concentrat ion of  TNF-α in the cul ture  medium was 
measured by ELISA. Each value represents  the  mean 
± S.E. (n  = 3) .
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たが、その効果が D エリスロスフィンゴシンを用いた場合と同じかどうかは不明

であった。今回合成した gs-HPST の IC5 0 は NAHNP の報告された IC5 0 の値 1 4 ) と

ほぼ一致する値を示したことから、構造的に簡単で安価なステアリルアミンで十

分 D-エリスロスフィンゴシンを代替できることが示された。一方で、主鎖骨格に

LH を用いた gs-LHST では未分画の HP を用いた gs-HPST よりも LPS 刺激に対す

る TNF-α の産生抑制効果が高いことが示された (Fig.  4)。 LH は HP 同様、 LPS 刺

激に対し抗炎症作用を示すことが in  vi t ro4 2 ) と in  vivo4 3 ) の両方で報告されている。

さ ら に 、 LH は 腫 瘍 血 管 内 皮 細 胞 等 の 増 殖 を 促 す 血 管 内 皮 増 殖 因 子 (vascular  

endothelial  growth factor:  VEGF)や 塩 基 性 線 維 芽 細 胞 増 殖 因 子 (basic  fibroblast  

growth factor:  bFGF)に対して HP よりも結合しやすく 4 4 ,  4 5 ) 、臨床研究でも LH は

HP に比べてがん患者の 3 ヶ月生存率を有意に改善することが明らかにされてい

る 4 6 ) 。そのため、一般的に LH は HP よりも高い生理活性を有しているのではな

いかと推察された。  

 次に主鎖骨格の GAG の種類による各結合体間の効果の違いを比較したところ、

HP を主鎖骨格とした時に最も効果が高く、 CS や HA を主鎖骨格とした時にはそ

の効果が低下することが観察された (Fig.  5)。この要因としてはまず、各種 GAG

における硫酸化度の違いが挙げられる。 HP は高度に硫酸化された GAG であり 2

糖繰り返し構造あたり平均 2〜 3 分子硫酸化されているが、一方、 CS は HP と比

べ硫酸化度が低く 2 糖繰り返し構造あたり平均 0〜 2 分子しか硫酸化されておらず、

HA は硫酸化されていない 1 9 ) 。 GAG の硫酸化度は GAG とタンパクとの相互作用

に影響することが明らかにされており、CS や HA のトランスフォーミング増殖因

子 (t ransforming growth factor-１ β:  TGF-1β)に対する結合力はこれら GAG の硫酸化

度が上昇するにつれて増大することが報告されている 4 7 ) 。今回の検討でも LPS

刺激に対する GAG−ステアリルアミン結合体の TNF-α 産生抑制効果は、GAG の硫

酸化度とよく対応していることが認められた。一方で、GAG における硫酸化の位

置も GAG の生理活性を決定する重要な因子と考えられている。 Babazada らは位

置選択的に脱硫酸化した HP 誘導体に対する構造活性相関研究により、HP 骨格中

の 6 位の硫酸基を脱硫酸化した際にはその効果が減弱することを明らかにしてい

る 1 4 ) 。このほか、HP の 6 位の硫酸基が L または P セレクチンの阻害にも重要で

あることも明らかにされている 4 8 ) 。HA は 6 位の硫酸基を持っておらず、そのた

め gs-HAST の TNF-α 産生抑制効果が gs-LHST や gs-CSST に比べ特に弱かったの

ではないかと推察された。  

 いずれの GAG-ステアリルアミン結合体も、TLR2 リガンドである Pam2CSK4 の

刺激に対しては抑制的に働かず、 LSP 刺激に対して選択性を示すことが明らかと

なったが (Fig.  6)、これら結合体が LPS 刺激を抑制するメカニズムについては現時
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点では不明である。 TLR4 に対する選択的なアンタゴニストとして、 Eritoran や

resatorvid、 CRX-526 が報告されており 1 3 ,  4 9 - 5 2 ) 、 Eritoran では TLR4 の補助分子

である MD2 の疎水ポケットに Eri toran の疎水性側鎖が相互作用することによって

TLR4 の二量体や多量体の形成を阻害し、TLR4 シグナル経路の活性化を阻害する

ことが明らかにされている 5 3 ) 。 NAHNP や今回開発した GAG-ステアリルアミン

結合体は糖鎖に長鎖アルキル基が結合している点で、 Eritoran や CRX-526、リピ

ドⅣ a などの TLR4 アンタゴニストと非常に構造が類似しているため、これらと

同様に MD2 に対して作用するのではないかと推測している。  

 

 以上、本章では各種 GAG に脂肪鎖を導入することで、通常の GAG よりも強力

に LPS 刺激による炎症性サイトカインの産生を抑制できることを明らかにした。

しかし、その効果は主鎖骨格である GAG の種類によって異なり、6 位に硫酸基を

持たない HA を主鎖骨格とした場合特に効果が弱かったことから、過去の検討同

様に GAG 骨格中の 6 位の硫酸基が炎症性サイトカイン産生抑制効果に重要であ

ることが示唆された。また、主鎖に LH を用いることでより高い炎症性サイトカ

イン産生抑制効果を持った GAG 誘導体が得られた。  
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第二章 接触性皮膚炎モデルマウスにおける低分子量ヘパリン－  

ステアリルアミン結合体の治療効果の評価  

 

 接触性皮膚炎は種々の化学物質や金属などのハプテンにより引き起こされる遅

延型のアレルギーである 5 4 ) 。その症状は丘疹や発赤など外見の変化を伴うため、

患者の Quali ty of Life (QOL)を大きく損なうことも少なくない。接触性皮膚炎に対

する現在の治療としてはステロイド外用療法が主であるが、長期連用による皮膚

の菲薄化などの副作用が問題となっている 5 5 ) 。近年、インフリキシマブやアダリ

ムマブが尋常性乾癬に適応されるなど皮膚疾患に対し生物学的製剤の応用が試み

られているが、これらの製剤は強力な効果が得られる一方で、全身性の免疫抑制

作用による日和見感染や高額な医療費が課題となる 5 6 ,  5 7 ) 。  

 接触性皮膚炎が発症する詳細なメカニズムは依然として不明であるが、その一

部で TLR や Nod 様受容体 (nucleotide-binding ol igomerization domain-l ike receptor:  

NLR)などを介した自然免疫の活性化と、それに伴う炎症反応の関与が近年の研究

から示唆されている 5 4 ,  5 8 - 6 0 ) 。具体的には、 TLR4 リガンドである LPS や熱ショ

ックタンパク質により接触性皮膚炎が増悪することや 6 1 ,  6 2 ) 、接触性皮膚炎を引

き起こす代表的な金属であるニッケルがヒトの TLR4 を直接刺激することが報告

されてきた 6 3 ) 。また、 TLR の刺激により産生される TNF-α や IL-1β などの炎症

性サイトカインは、接触性皮膚炎において角化細胞の増殖や T 細胞の浸潤に関与

することが明らかにされている 6 4 ) 。そのため、 TLR シグナル経路を遮断するこ

とで炎症性サイトカインの産生を抑制し、接触性皮膚炎による炎症反応を抑制す

ることが可能であると考えられる。  

 前章では、各種 GAG にステアリルアミンを導入することで、通常の GAG より

も強力に LPS 刺激による TNF-α の産生を抑制することを in vit ro で明らかにした。

従って、今回開発した GAG-ステアリルアミン結合体が TLR4 シグナル経路を遮断

することで接触性皮膚炎の治療に有効である可能性が考えられた。そこで本章で

は、前章で最も抗炎症効果が高かった低分子量ヘパリン−ステアリルアミン結合体  

(gs-LHST)による接触性皮膚炎の治療を試みた。接触性皮膚炎ではハプテンに接触

した部位特異的に炎症が起こるため、副作用回避の観点から考えても局所投与で

きる経皮投与が望ましい。そのため、本章では gs-LHST を分散させたマクロゴー

ル軟膏を調製し、その接触性皮膚炎に対する治療効果について検討を行った。  
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第一節 DNFB 誘発性接触性皮膚炎モデルマウスに対する治療効果  

 

 接触性皮膚炎は感作と惹起の 2 つのステップにより成立する 6 5 - 6 7 ) 。感作相で

は表皮を通過して侵入したハプテンがタンパクと結合し、ランゲルハンス細胞な

どの抗原提示細胞により捕捉され、抗原提示細胞がリンパ節へ遊走することで感

作リンパ球を誘導する。惹起相では、再び侵入したハプテンに対し T 細胞による

抗原依存的な炎症と、ハプテンの刺激による抗原非依存的な炎症が起こることが

知られている 6 8 ) 。接触性皮膚炎を起こすモデル化合物としては、オキサゾラン、

フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (FITC)、 2,4,6-ト リ ニ ト ロ ク ロ ロ ベ ン ゼ ン

(TNBC)、 2,4-ジニトロフルオロベンゼン (DNFB)などが汎用されている 5 4 ) 。 Rose

らは DNFB の塗布回数や濃度を変えることにより接触性皮膚炎モデルとして急性

モデル、亜急性モデル、亜慢性モデルを作成し、それぞれにおける耳介肥厚の変

化や、炎症性サイトカイン産生の変化について検討したところ、再感作時に DNFB

を 3 回耳介に塗布する亜急性モデルが単回塗布する急性モデルよりも接触性皮膚

炎におけるアレルギー状態をより良く再現できることを報告している 6 9 ) 。そのた

め、本章では Rose らの提唱する亜急性モデルを用いて検討を行った。  

 

1-a マウス耳介肥厚抑制効果の評価  

 

 接触性皮膚炎の惹起相では、ハプテンによる再感作により T 細胞や顆粒球の浸

潤、角化細胞の増殖が起こり、ハプテンが接触した部位で肥厚が生じる 6 4 ) 。そこ

で、まず DNFB 刺激により誘発されるマウス耳介肥厚に対する gs-LHST を経皮投

与後の抑制効果を検討した (Fig.  8)。 DNFB を含まないアセトン：オリーブ油 (4:1)

溶液で再感作しても、マウスの耳介厚はほとんど変化しなかったが、 0.3% DNFB

溶液で再感作すると経日的にマウス耳介の肥厚が生じた。一方、0.3% DNFB 溶液

で再感作する 2 時間前に 0.2% gs-LHST 軟膏を耳介部に塗布したマウスにおいて

は、炎症によって起こる耳介の肥厚が薬物を含まない vehicle 軟膏塗布群に比べ

有意に軽減されることが明らかになった。軟膏中の gs-LHST 濃度を 0.5%に増加

させたところ、 0.2%に比べやや炎症による肥厚が抑制される傾向にあったが、両

者の差は有意なものではなかった。また、耳介肥厚に対する 0.2% gs-LHST の抑

制効果は、外用ステロイドとして臨床で用いられる 0.5%プレドニゾロン軟膏と同

程度であることが示された。  
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1-b マウス耳介中の炎症性サイトカイン mRNA 発現抑制効果の評価  

 

 前項で gs-LHST の経皮投与により DNFB 炎症誘発時に起こる耳介肥厚を抑制で

きることが示されたので、続いて炎症反応に対する抑制効果について各種サイト

カイン遺伝子の mRNA 発現量を指標に評価した。接触性皮膚炎では炎症性サイト

カインの産生が重要であり、ハプテンの刺激により角質細胞やランゲルハンス細

胞などから産生される TNF-α や IL-1β により、 T 細胞や顆粒球の浸潤、角化細胞

の増殖などの続発するイベントを引き起こすことが知られている 6 5 ,  6 7 ) 。また、

DNFB による接触性皮膚炎ではヘルパー 1 型 (Th1)細胞優位のアレルギーが起こる

ことが報告されており 7 0 ) 、Th1 優位のアレルギーでは抗原提示細胞から IL-12 が

産生され T 細胞の分化が制御されている 7 1 ) 。そこで、これら炎症性サイトカイ

ン mRNA の発現が gs-LHST により抑制されるか検討を行った。実験の結果、TNF-α

の mRNA 発現に対し gs-LHST 軟膏塗布群における含量依存的な発現抑制が認めら

れた (Fig.  9A)。同様に IL-1β の発現量も gs-LHST 軟膏塗布群で有意に抑制される

Fig.  8  Inhibitory effect  of  g lycol-spl i t  low molecular weight  heparin conjugate  
(gs-LHST) ointment on the 2 ,4-dinitrof luorebenzen (DNFB)-induced increase 
in ear thickness  in  mice.  
Mouse pinnae were treated  with  ( lef t )  0 .2% or  0 .5% gs-LHST ointment ,  ( r ight)  
0 .2% gs-LHST or  0 .5  % prednisolone ointment .  The vehicle group was t reated  with  
the  drug-free  ointment  base .  After  2  h,  mouse pinnae were s t imulated  wi th  solut ion  
conta ining 0.3  % DNFB. After  24 h ,  the increase  in  ear  th ickness  was measured  
with  th ickness  gage.  Each value represents  the mean ± S.E.  (n = 7-8).  †P < 0.01.  
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ことが確認された (Fig.  9B)。一方で、 IL-12 の mRNA 発現に対しては gs-LHST に

よる有意な mRNA 発現抑制は認められなかった (Fig.  9C)。  

 

 

1-c マウス耳介中の酸化ストレス応答性遺伝子の mRNA 発現抑制効果の  

評価  

 

 ハプテンの刺激により産生される活性酸素種 (Reactive oxygen species:  ROS)は、

酸 化 ス ト レ ス の 亢 進 や 傷 害 関 連 分 子 (Damage associated molecular pat terns:  

DAMPs)の産生を介して、接触性皮膚炎での炎症を進行させることが示唆されて

いる 5 4 ,  6 0 ) 。 ROS により産生された DAMPs は TLR のリガンドとして働くことが

知られており、一方で ROS の産生は TLR4 が刺激されることでも亢進されること

が明らかにされている 7 2 ) 。そのため、gs-LHST により TLR4 シグナル経路を遮断

することで ROS による酸化ストレスの軽減ができるのではないかと考えた。ROS

Fig.  9  Effect  of  g lycol-spl i t  low molecular weight  heparin conjugate (gs-LHST) 
on (A)  TNF- ,  (B)  IL-1 ,  and (C) IL-12 mRNA expression in 
2 ,4-dinitrof luorebenzene (DNFB) st imulated mouse pinnae.  
Mouse pinnae were treated dai ly  for  three days with  (upper)  0 .2% or  0 .5% 
gs-LHST ointment ,  ( lower)  0 .2% gs-LHST or  0 .5  % prednisolone ointment .  The 
vehicle  group was treated  with  the  drug-free  ointment  base.  After  2  h mouse 
pinnae were  s t imulated with solut ion conta ining 0.3 % DNFB. At 24 h post  the las t  
s t imulat ion with  DNFB, mRNA in mouse pinna was extracted and analyzed by 
quant i ta t ive reverse  transcr ip t ion PCR. Each value represents the mean ± S.E.  (n  
= 7-8) .  *P < 0.05.  †P < 0.01.   
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による酸化ストレスに対する生体防御機構としては Nrf2/Keap1 経路の活性化を

介し、転写因子である Nrf2 が核内移行することで種々の抗酸化タンパク質の発現

が誘導されることが知られている 7 3 ,  7 4 ) 。そこで、本検討では酸化ストレスマー

カーとして、 Nrf2 により転写活性が制御されるヘム分解酵素 (Heme oxygenase-1:  

HO-1) お よ び 、 NAD(P)H キ ノ ン 還 元 酵 素 (NAD(P)H: quinone oxidoreductase-1:  

NQO-1)の mRNA 発現量について評価した。その結果、 0.5% gs-LHST 軟膏を塗布

することで軽微であるが有意に DNFB 刺激時のマウス耳介中の HO-1 mRNA の発

現が抑制されることが認められた (Fig.  10A)。しかし、NQO-1 については gs-LHST

軟膏塗布による有意な抑制は認められなかった (Fig.  10B)。  

 

 

Fig.  10 Effect  of  g lycol-spl i t  low molecular weight heparin conjugate  
(gs-LHST) on (A) hemeoxganase-1  (HO-1) and (B)  NAD(P)H quinone 
dehydrogenase (NQO-1) mRNA express ion in 2 ,4-dinitrofluorebenzen 
(DNFB)-st imulated mouse pinnae.  
Mouse pinnae were treated dai ly  for  three days with  (upper)  0 .2% or  0 .5% 
gs-LHST ointment ,  ( lower)  0 .2% gs-LHST or  0 .5  % prednisolone ointment .  The 
vehicle  group was treated  with  the  drug-free  ointment  base .  After  2  h ,  mouse  
pinnae were  s t imulated with solut ion conta ining 0.3 % DNFB. At 24 h post  the las t  
s t imulat ion with  DNFB, mRNA in mouse pinna was extracted and analyzed by 
quant i ta t ive reverse  transcr ip t ion PCR. Each value represents the mean ± S.E.  (n  
= 7-8) .  †P < 0.01.  
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1-d LPS 刺激 DC2.4 細胞に対する in vi tro 酸化ストレス抑制効果の評価  

 

 前項の検討において、 gs-LHST が酸化ストレスを抑制することが示唆された。

そこで、前項での結果を裏付けるべく、マウス樹状細胞株 DC2.4 細胞を用いて in  

vi tro による確認実験を行った。まず、 LPS 刺激時の DC2.4 細胞における TNF-α

の mRNA 発現量について評価したところ、 gs-LHST および N-アセチル -L-システ

イン (NAC)処置により有意にその発現が抑制されることが確認された (Fig 11A)。

続いて、酸化ストレス応答因子である HO-1 および NQO-1 の mRNA 発現に対す

る影響を評価したところ、 HO-1 に対しては遺伝子発現が有意に抑制されたが、

NQO-1 の mRNA 発現は抑制されず、in  vivo 実験と対応する結果となった (Fig.  11B, 

C)。  

 

 

Fig.  11 Effect  of  low molecular weight  heparin conjugate (gs-LHST) and 
N-acetyl-L-cysteine (NAC) on (A) TNF-α,  (B)  hemeoxganase-1  (HO-1),  and (C)  
NAD(P)H quinone dehydrogenase (NQO-1)  mRNA expression in 
l ipopolysaccharide (LPS) st imulated DC2.4 cel ls .  
DC2.4 cel ls  were seeded on a 24-well  pate  at  a  densi ty of  2.5 × 105 cel ls  /wel l .  
Cells  were incubated with 20 ng/mL LPS in the absence or  presence of  0 .1  
mg/mL gs-LHST or  10 mM NAC for  24 h.  After incubat ion,  the mRNAs were 
extracted and analyzed by quanti tat ive reverse t ranscription PCR. Each value 
represents  the mean ± S.E.  (n = 3) .  *P < 0.05.  †P < 0.01.   
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1-e マウス耳介中のヒスチジン脱炭酸酵素 mRNA 発現抑制効果の評価  

 

接触性皮膚炎などのアレルギー疾患の多くは掻痒感を伴い、その内因性因子と

して肥満細胞から放出されるヒスタミンが重要な役割を担っている。ヒスタミン

はヒスチジン脱炭酸酵素 (HDC)によりヒスチジンから合成されるが、 HDC は炎症

性サイトカインにより誘導されることが知られている 7 5 - 7 7 ) 。そこで、 gs-LHST

が HDC の mRNA 発現量に対し影響を与えているかどうか検討を行ったところ、

gs-LHST 軟膏の投与により Vehicle 軟膏塗布群に比べて抑制傾向が認められたも

のの、統計学的には有意差は認められなかった (Fig.  12)。  

 

 

 

  

Fig.  12 Effect  of  prednisolone and glycol-spl i t  low molecular weight  heparin 
conjugate (gs-LHST) on hist idine decarboxylase (HDC) mRNA express ion in  
2 ,4-dinitrof luorebenzen (DNFB) st imulated mouse pinnae.  
Mouse pinnae were treated dai ly  for  three days with  (upper)  0 .2% or  0 .5% 
gs-LHST ointment ,  ( lower)  0 .2% gs-LHST or  0 .5  % prednisolone ointment .  The 
vehicle  group was treated  with  the  drug-free  ointment  base .  After  2  h ,  mouse  
pinnae were s t imulated with  solution conta ining 0.3 % DNFB. At 24 h,  post  the  
las t  s t imulat ion with  DNFB, mRNA in  mouse pinna was extracted  and analyzed by 
quant i ta t ive reverse  transcr ip t ion PCR. Each value represents the mean ± S.E.  (n  
= 7-8) .   
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1-f 耳介の組織学的評価  

 

 マウス耳介の組織学的評価を行うために、 8 日目のマウス耳介を摘出しパラフ

ィン包埋切片を作成した。得られた切片をヘマトキシリン・エオジン (H&E)染色

し、耳介組織を観察したところ、 DNFB で感作することによって、表皮・真皮の

厚みが増し、細胞の浸潤が認められた。一方、0.2% gs-LHST 軟膏を前投与した群

では、 0.5%プレドニゾロン軟膏塗布群と同様、 DNFB による組織学的異常が軽減

されることが確認された (Fig.  13)。  

 

 

 

 

  

Fig .  13 Histological  assessment of  prednisolone and glycol-spl it  low molecular 
weight heparin conjugate (gs-LHST) on 2 ,4-dinitrof luorebenzen(DNFB) 
st imulated mouse pinnae.  
At 24 h  post  the  las t  DNFB st imulat ion,  mouse pinnae were  excised and f ixed with  
10 % formalin  neutral  buffer  solut ion and embedded in paraff in .  
Paraff in-embedded pinnae were sect ioned at  5  μm and s ta ined with hematoxyl in  
and eosin .  Images  were  d isplayed as (A)  Control  (s t imula te  with solvent  without  
DNFB),  (B) DNFB plus drug-free o intment  base,  (C) DNFB plus 0 .5% 
prednisolone,  and (D) DNFB plus  0.2% gs-LHST.  

A B

C D
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1-g TLR4 変異型 C3H/HeJ マウスにおける DNFB 誘発接触性皮膚炎に対する

LHP 軟膏の効果  

 

 前項までの検討で、 gs-LHST が DNFB 誘発接触性皮膚炎モデルマウスに対し抗

炎症効果を示すことが明らかにされた。 gs-LHST はこれまでの検討により TLR4

を介して抗炎症効果を発揮すると考えられるが、今回の接触性皮膚炎における

TLR4 の関与は不明である。そこで、遺伝子変異型の TLR4 が発現している C3H/HeJ

マウスを用いて同様の検討を行った。野生型の TLR4 が発現している C3H/HeN マ

ウスでは、これまでの BALB/c マウスを用いた検討と同様、0.5% gs-LHST 軟膏が

DNFB 刺 激 に よ り 誘 発 さ れ る 耳 介 肥 厚 を 抑 制 す る 効 果 が 認 め ら れ た 。 一 方 で

C3H/HeJ マウスでも DNFB 感作による耳介肥厚は観察されたが、 gs-LHST による

抑制作用は認められなかった (Fig.  14)。  

 

 

  

Fig .  14 Inhibitory effect  of  g lycol-spl it  low molecular weight  heparin conjugate 
(gs-LHST) ointment on the 2 ,4-dinitrof luorebenzen (DNFB)-induced increase 
in ear thickness in  C3H/HeN ( left )  and C3H/HeJ (right)  mice.  
Mouse pinnae were treated  with  0 .5% gs-LHST ointment .  The vehicle group was  
t reated with  the  drug-free  ointment  base.  After  2  h ,  mouse pinnae were s t imulated  
with  solut ion conta ining 0 .3  % DNFB. After  24 h ,  the  increase  in  ear  thickness  was 
measured by th ickness gage.  Each value represents the mean ± S.E.  (n = 8) .  †P < 
0.01.   
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 また前項までと同様に耳介中の炎症性サイトカイン mRNA として TNF-α、IL-1β

および酸化ストレス応答性遺伝子として HO-1 の mRNA 発現量について検討を行

った。その結果、 C3H/HeN マウスでは 0.5% gs-LHST 軟膏塗布群においていずれ

の mRNA 発現も Vehicle 軟膏塗布群に比べ有意にその発現が抑制されていたのに

対し、C3H/HeJ マウスでは gs-LHST による mRNA の発現抑制は全く認められなか

った (Fig.  15)。  

 

 

Fig .  15 Effect  of  g lycol-spl i t  low molecular weight heparin conjugate (gs-LHST) 
on (A)  TNF-a,  (B) IL-1B and (C)  hemeoxyganase-1 (HO-1) mRNA express ion of  
2 ,4-dinitrof luorebenzen (DNFB) st imulated mouse pinnae.  
Mouse pinnae of  ( lef t )  C3H/HeN and (r ight)  C3H/HeJ were t reated with 0 .5% 
gs-LHST ointment .  Vehicle  group was t reated  with  o intment  without  adding any drug.  
After  2  h ,  mouse pinnae were  s t imulated  solut ion with  or  wi thout  0 .3  % DNFB. After  
24 h from the last  DNFB st imulat ion,  mRNA in mouse pinna was extracted.  Each 
value represents  the mean ± S.E.  (n =8).  †P < 0.01.   
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第二節 考察  

 

 本章では、低分子量ヘパリン−ステアリルアミン結合体 (gs-LHST)の接触性皮膚

炎に対する抗炎症効果を評価することを目的として、 gs-LHST を分散させた軟膏

剤を調製した。しかし、 gs-LHST は主鎖骨格である LH の平均分子量が 5 kDa と

高分子であるため皮膚最大のバリア層である角質層の透過は困難であることが予

想される。一般に薬物の経皮吸収を促進させる方法としては、吸収促進剤を用い

る方法や、ソノポレーションやイオントフォレシシスなどの物理化学的な方法が

知られている 7 8 ) 。吸収促進剤は適用が簡便であり HP の経皮吸収性が向上するこ

とも既に報告されている 7 8 ,  7 9 ) 。本検討では代表的な溶媒性吸収促進剤であるプ

ロピレングリコールを選択し軟膏剤に 10%配合させることで経皮吸収性の向上を

図った。調製した軟膏をマウス耳介に塗布しても耳介肥厚が認められなかったこ

とから、これらの皮膚刺激性は少ないと考えられた (Fig.  16)。  

 

 

 続いて、 DNFB 誘発接触性皮膚炎モデルマウスに対する gs-LHST 軟膏の抗炎症

効果を評価した。その結果、 DNFB による再感作の 2 時間前に gs-LHST 軟膏をマ

ウス耳介に塗布することにより、 DNFB 刺激により誘発される耳介肥厚および炎

症性サイトカインである TNF-α や IL-1β 遺伝子発現が有意に抑制されることが明

らかとなった (Fig.  8,  9)。皮膚疾患では、皮膚中の常在菌が皮膚中へと侵入し、TLR

や NLR により認識されることで炎症を引き起こすことが示唆されている。事実、

NC/Nga マウスは通常飼育ではアトピー様症状を自然発症するが、無菌環境では

その症状が観察されないことが報告されている 8 0 ) 。一方で、 Martin らは DNFB

や TNCB などのハプテン刺激による接触性皮膚炎は無菌状態下でも発症すること

から、ハプテンの刺激により生成される低分子量ヒアルロン酸などの内在性 TLR

リガンドが炎症に関与することを述べている 8 1 ,  8 2 ) 。これら TLR リガンドによる

刺激などを介して産生される炎症性サイトカインは、角化細胞の増殖や、好中球

Fig.  16 Ear thickness  fol lowing the prepared ointments.  
Mouse pinnae were  treated  with  the  ointment base ,  0 .2  or  0 .5% gs-LHST ointment ,  or  
0 .5% prednisolone ointment .  After  24 h,  the  increase in  ear  th ickness  was measured  
by th ickness  gage.  Each value represents  the mean ± S.E.  (n = 7-8).   
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の浸潤、 T 細胞の遊走を促すため接触性皮膚炎での炎症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 6 5 ,  6 7 ,  8 3 ) 。実際、 TNF-α や IL-1β の欠損マウス

にハプテンにより感作された野生型マウスの T 細胞を移植しても接触性皮膚炎が

惹起されないことや、ハプテンによる再感作前に炎症性サイトカインに対する中

和抗体を投与することで、ハプテンの刺激による耳介肥厚が抑制されることが報

告されている 6 9 ,  8 4 ,  8 5 ) 。本検討において gs-LHST の経皮投与により、DNFB によ

って誘発される耳介中の炎症性サイトカイン遺伝子の mRNA 発現の抑制が確認で

き、これがマウス耳介肥厚の抑制に関係しているものと推察された。さらに、そ

の抑制効果は TLR4 変異型マウスである C3H/HeJ マウスでは認められなかったこ

とから (Fig.  14、15)、TLR4 の阻害を介したものであることが推察された。しかし

ながら、 Marin らや Di Nardo の報告と同様 8 1 ,  8 6 ) 、 DNFB による皮膚肥厚や炎症

反応は C3H/HeJ マウスでも観察されている。 DNFB 刺激時には、 TLR2 のリガン

ドとなる低分子量ヒアルロン酸が産生されることも知られている 8 7 ) 。こうした複

合的なメカニズムが DNFB 誘発接触性皮膚炎において働くため、 C3H/HeJ マウス

でも炎症が観察されたものと考えられる。また、 gs-LHST の炎症抑制効果が限定

的であったことに対しては、 TLR4 に対して選択性が高いことが一部関係してい

るものと思われる。  

 ROS による酸化ストレスは炎症性サイトカイン同様に接触性皮膚炎において重

要な因子であると考えられてきた 5 4 ,  6 0 ) 。 Esser らは ROS 除去剤によりハプテン

の刺激により誘発される耳介肥厚が抑制できることを報告している 8 2 ) 。これまで

の報告 7 ,  6 0 ) では、 ROS によって生じる酸化ストレスにより熱ショックタンパク

質や酸化脂質などの DAMPs が産生され、DAMPs が TLR4 を刺激し再び ROS が産

生するという炎症サイクルが提唱されている。そこで、 DNFB 刺激時の耳介中に

おける HO-1 および NQO-1 の mRNA 発現に対する gs-LHST の効果を評価したと

ころ、HO-1 遺伝子のみ発現が有意に抑制され (Fig.  10)、in vi t ro でも同様の結果が

得られることが確認された (Fig.  11)。 NQO-1 に対し gs-LHST が有効でない理由に

ついては現時点で不明であるが、 gs-LHST は酸化ストレスに対しても一部有効で

ある可能性が示唆された。また、 C3H/HeJ マウスでは野生型の TLR4 を発現する

C3H/HeN マウスに比べ DNFB による HO-1 遺伝子の発現誘導が低く、 gs-LHST に

よる効果も認められなかったことから、 DNFB 刺激による酸化ストレスに TLR4

が関与していること、 gs-LHST はその経路を抑制し酸化ストレス抑制効果を示す

ことが推察された。  

 

 以上本章では、 gs-LHST が DNFB 刺激によって誘発される耳介肥厚および耳介

中の炎症性サイトカイン mRNA の発現を抑制することで接触性皮膚炎に対し治療
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効果が得られることを明らかにした。また、 TLR4 変異型のマウスでは gs-LHST

の抗炎症効果が認められなかったことから、 gs-LHST は TLR4 を介する炎症を限

定的に抑制していることが明らかにされた。本検討では gs-LHST によるマクロゴ

ール軟膏によるのみ評価を行ったが、 gs-LHST は両親媒性物質であるため、ロー

ション剤やクリーム剤など皮膚の状態に合わせて他の剤形にも容易に応用できる。

また、皮膚適用製剤では他の薬物を配合することも可能であり、 gs-LHST とは異

なる機序を持つ薬物との併用によって治療効果を高めることも可能と考えられる。 
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結 論  

 

 以上、著者は二章にわたり、各種 GAG−ステアリルアミン結合体を合成し、そ

の in  vit ro における抗炎症効果及び DNFB 接触性皮膚炎に対する治療効果に関し

て検討を行い、以下の結論を得た。  

 

第一章 各種グリコサミノグリカン－ステアリルアミン結合体の合成と  

in vitro 抗炎症効果の評価  

 

 HP 同様に LPS 刺激に対する抗炎症効果を持つや CS や HA にステアリルアミン

を縮合させた GAG-ステアリルアミン結合体を合成し in vi t ro 抗炎症効果について

検討を行った。ステアリルアミンを縮合させることで炎症性サイトカイン産生抑

制効果が増強するのは HP に限られたことではなく、他の GAG でも認められる共

通の現象であることを見出した。しかし、その効果は主鎖骨格の GAG の種類に

よって異なり主鎖を HP とした時に最も高く、 CS、 HA を主鎖骨格とした際には

その効果が小さかった。この傾向は GAG の硫酸化度と対応しており、過去の検

討において HP の 6 位硫酸基を脱硫酸化した際に抗炎症効果が減弱したことと併

せて考えると、GAG の硫酸化度が抗炎症効果の発現に関与する可能性が示された。

また、LH を主鎖に用いた場合、未分画の HP を用いた時よりも高い炎症性サイト

カイン産生抑制効果が得られたことから、GAG の分子量も効果に影響している可

能性が考えられた。  

 

第二章 接触性皮膚炎モデルマウスにおける低分子量ヘパリン－  

ステアリルアミン結合体の治療効果の評価  

 

 前章で最もサイトカイン産生抑制効果の高かった低分子量ヘパリン－ステア

リルアミン結合体 (gs-LHST)を用いて接触性皮膚炎治療への応用に関する基礎的

な検討を行った。 gs-LHST 軟膏を経皮投与することにより、 DNFB 刺激によって

誘発されるマウス耳介肥厚および、耳介中の TNF-α や IL-1β 遺伝子発現が有意に

抑制された。また、gs-LHST は TLR4 変異型の C3H/HeJ マウスで惹起される DNFB

誘発接触性皮膚炎に対しては抗炎症効果を示さず、耳介肥厚も炎症性サイトカイ

ン mRNA 発現も抑制しなかった。従って  DNFB 誘発接触性皮膚炎には TLR4 が部

分的に関与すること、また、 gs-LHST はこの経路に対してのみ抑制効果を示すこ

とが推察された。  
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以上、著者は各種グリコサミノグリカンに対し自己組織化する脂肪族アミンとの

結合体への誘導による抗炎症効果の増強について、構造活性相関的視点からの解

析とその治療応用を行った。本研究で得られた知見は、 TLR4 が関与する炎症性

疾患への GAG 誘導体の治療応用について、有益な基礎的情報を提供するものと

考える。  
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実験の部  

 

第一章 実験の部  

 

第一節  

 

【 1】試薬  

ヘパリン（ HP）（平均分子量 15,000）、コンドロイチン硫酸塩（ CS） (平均分子

量 15,000)は Nacalai  Tesque 社より購入した。ヒアルロン酸（ HA） (平均分子量

20,000)は Lifecore 社より購入した。低分子量ヘパリン（ LH） (平均分子量 5,000)

はキッセイ社より購入した。ステアリルアミン、1-エチル -3-(3-ジメチルアミノプ

ロピル )  カルボジイミド塩酸 (EDC)、過ヨウ素酸ナトリウム、水素化ホウ素ナトリ

ウム、ホルムアミド (Sigma)、超脱水テトラヒドロフランは和光純薬株式会社より

購入した。  

 

【 2】各種グリコサミノグリカン－ステアリルアミン結合体の合成  

各 種 グ リ コ サ ミ ノ グ リ カ ン (GAG) 1g を 0.1 M 過 ヨ ウ 素 酸 ナ ト リ ウ ム 溶 液  

(pH=5.0,  0 .05M 酢酸緩衝液 )20 mL に溶解し 4 ℃で 72 時間反応させ、ウロン酸に

おける C2-C3 結合のジオール部位を酸化開環させた。反応液に過剰量のグリセロ

ールを加えることで、未反応の過ヨウ素酸ナトリウムを反応させた後、反応液を

蒸留水中で２日間透析し凍結乾燥した。得られた白色粉末を 0.2 M 水素化ホウ素

ナトリウム溶液  (pH=9.5,  0 .25 M 炭酸緩衝液 )にて 4 ℃で 72 時間還元した。反応

終了後に残存する水素化ホウ素ナトリウムは pH を酸性 (pH=5.0)にすることによ

り分解した。反応液を蒸留水中で 2 日間透析した後、凍結乾燥することで各種グ

リコール開裂 GAG を得た。グリコール開裂 GAG 20 mg をホルムアミド 1.5 mL に

溶解し、EDC 10mg を加え 25 ℃で 30 分間反応させることにより、GAG 中のカル

ボキシル基を活性化させた。そこにステアリルアミン  5  mg を溶解したテトラヒ

ドロフラン 1 mL を加え 25 ℃で 24 時間反応させた。反応終了後、反応液に貧溶

媒としてエタノール 10 mL を加え生成物を沈殿させ、 4 ℃、 15,000×g で 10 分間

遠心することで沈殿物を回収し、再度エタノールに懸濁する洗浄操作を 3 回繰り

返すことで未反応のステアリルアミンおよび EDC を除去した。エタノールによる

洗浄後、デシケーター中で生成物を乾燥させ、水で再懸濁した後に、蒸留水中で

2 日間透析することによりさらに生成物を精製した。透析終了後、凍結乾燥する

ことで、各種 GAG-ステアリルアミン結合体を得た。  
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【 4】粒子径およびゼータ電位の測定  

各種 GAG-ステアリルアミン結合体を水に 0.01 mg/mL となるように溶解し、As 

one 社製のバス型ソニケーターにて 37 ℃で 5 分間、 42 KHz の超音波を照射する

ことで微細化を行った。粒子径およびゼータ電位は Malvern 社製のゼーターサイ

ザーナノ ZS を用いて測定した。  

 

【 5】臨界ミセル濃度 (c .m.c)の測定  

各種 GAG-ステアリルアミン結合体の c.m.c はピレンによる蛍光プローブ法に

より測定した。各種 GAG-ステアリルアミン結合体の最終濃度を 6.25×10- 4  mg/mL

から 3.20×10- 1  mg/mL になるようにピレン溶液と混和した。ピレンの最終濃度は

7.5×10- 8  M となるように調整した。混合液は測定 12 時間前から静置し平衡化し、

蛍光測定に供した。蛍光スペクトルは Horiba 社製の Fluoremax-4 蛍光スペクトル

メーターにて励起および発光波長はそれぞれ 339 nm、 390 nm で、積分時間が 1 

nm/s の条件で測定した。  

 

第二節 実験の部  

 

【 1】試薬・マウス  

マウスは 5 週齢の ICR 系雌性マウスは日本エスエルシー社より購入した。

l ipopolysaccharide (LPS)は Escherichia col i  0111:B4(Sigama)は和光純薬工業より購

入した。  

 

【 2】マウス腹腔マクロファージの回収および培養  

5 週齢の ICR 系雌性マウスに 2.9%チオグリコレート培地 (日水製薬株式会社 )を

1mL 腹腔内投与し、 4 日後に RPMI1640 培地 (日水製薬株式会社 )5 mL を用いて採

取した。採取された腹腔マクロファージは 10% FBS、 penici l l in  G (100 U/mL)、

streptomycin (100 μg/mL)、 2mM L-glutamine 含有 RPMI1640 培地に再懸濁した後、

96 well マイクロプレートに播種し 37 ℃、5% CO2 の条件で培養した。2 時間後に

培地交換することで、非接着細胞を取り除いた。  

 

【 3】細胞毒性評価  

第１章第２節実験の部【 2】に順じ、5 週齢の ICR 系雌性マウスから腹腔マクロ

ファージを採取した後、5.0 ×104 個 /wel l になるように細胞を播種した。24 時間後、

培地を OptiMEM（ Life Technologies 社）に交換し、各種 GAG-ステアリルアミン

結合体を最終濃度が 0.1 mg/mL から 10 mg/mL になるように培地に添加し、 24 時
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間培養した。細胞毒性の評価は WST-1 試薬 (Roche 社 )により評価した。  

 

【 4】サイトカイン分泌量評価  

第１章第２節実験の部【 2】に順じ、5 週齢の ICR 系雌性マウスから腹腔マクロ

ファージを採取した後、96 穴マイクロプレートに 1.0×105 個 /wel l になるように細

胞を播種した。 2 時間後に培地交換することで、非接着細胞を取り除いてからさ

らに 24 時間後、培地を OptiMEM に交換し、各種 GAG-ステアリルアミン結合体

を最終濃度が 0.5 mg/mL もしくは 0.1 mg/mL になるように添加し、そこに LPS の

最終濃度が 20 ng/mL になるように添加した。 24 時間培養後、上清中の TNF-α 量

を murine TNF-a ELISA Kit(Peprotech 社 )を用いて定量した。  

 

【 5】統計学的解析  

有意差検定は GraphPad prism 5,0 により Analysis  of  variance(ANOVA)を行った。

ポストテストは Dunett’s 法を用い検定を行った。両側 p 値により評価することと

し、 p<0.05 を統計学的に有意であるとした。  
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第二章 実験の部  

 

第一節  

 

【 1】試薬・マウス  

ポリエチレングリコール 4000、ポリエチレングリコール 400、プロピレングリ

コ ー ル 、 プ レ ド ニ ゾ ロ ン (Sigma)は 和 光 純 薬 株 式 会 社 よ り 購 入 し た 。 6 週 齢 の

BALB/c 系雌性マウス、 C3H/HeN 系雌性マウス、 C3H/HeJ 系雌性マウスは日本エ

スエルシー社より購入した。  

 

【 2】グリコール開裂 LH-ステアリルアミン結合体 (gs-LHST)軟膏の調製  

gs-LHST は第 1 章第 1 節【 2】と同様の方法で合成した。gs-LHST 軟膏はポリエ

チレングリコール 4000:ポリエチレングリコール 400:プロピレングリコール :水を

4:4:1:1 の割合で混合しホモジナイザーで撹拌しながら徐々に冷却することによ

り調製した。  

 

【 3】 2,4-dini t rof luorobenzen(DNFB)誘発性接触性皮膚炎モデルマウスの作成  

DNFB はアセトンとオリーブオイルを 4:1 の割合で混合した (AOO)溶液に溶解

した。0、1 日目に除毛したマウス腹部に 0.5%DNFB 溶液 25 μL を塗布することで

感作した。 5 日目から 3 日間に渡って 0.3%DNFB 溶液 10 μL をマウスの右耳介に

塗布することで炎症を惹起させた。 Control 群は DNFB を含まない AOO 溶液のみ

を塗布した。  

 

【 4】 DNFB 誘発性接触性皮膚炎モデルマウスへの薬物投与  

第二章第一節【 3】に従い接触性皮膚炎マウスを作成し、0.3%DNFB 刺激 2 時間

前に、第二章第一節【 3】に従い調製した 0.2%もしくは 0.5% gs-LHST 軟膏 10 ミ

リグラム、0.5%プレドニゾロン軟膏をマウス右耳介に塗布した。Vehicle 群は軟膏

基剤のみを塗布した。  

 

【 5】マウス耳介厚の測定  

第二章第一節【 3】に従い接触性皮膚炎マウスを作成し、 0.3%DNFB 刺激 24 時間

後の耳介厚を 6、7、8 日目にデジタルシックネスゲージ (PEACOCK 社 )により測定

した。  
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【 6】マウス耳介中の遺伝子発現評価  

第二章第一節【 3】に従い接触性皮膚炎マウスを作成し、8 日目の耳介厚の測定

後マウス耳介を摘出した。ホモジナイザーにてマウス耳介の組織ライセートを調

製し、 GeneElute® Mammalian Total  RNA Miniprep Kit(Sigma 社 )を用いて耳介中の

全 RNA を抽出し、 PrimeScript® RT reagent  Kit(タカラバイオ社 )により逆転写反応

を行った。各 mRNA 量は SYBR® Premix Ex Taq(タカラバイオ社 )を用いて、

Lightcycler®2.0(Roche diagnost ics 社 )による定量的 PCR により測定した。尚、定量

的 PCR におけるプライマーは下記の表の通りである。  

 

gene  sequence 

B-actin sense TGCTGACAGGATGCAGAAGG 

 antisense ACAGTGAGGCCAGGATGGAG 

TNF-  sense CCTCCCTCTCATCAGTTCTA 

 antisense ACTTGGTGGTTTGCTACGAC 

IL-1  sense CAACCAACAAGTGATATTCTCCATC 

 antisense GATCCACACTCTCCAGCTGCA 

IL-12 sense ACTCTGCGCCAGAAACCTC 

 antisense CACCCTGTTGATGGTCACGAC 

HO-1 sense TCCCTGTGTTTCCTTTCTCTG 

 antisense TGGATGTGCTTTTGGTGAGG 

NQO1 sense T T C T G T G G C T T C C A G G T C T T  

 antisense A G G C T G C T T G G A G C A A A A T A  

HDC sense GATCAGATTTCTACCTGTGG 

 antisense GTGTACCATCATCCACTTGG 

   

 

【 7】細胞株  

マウス樹状細胞株 DC2.4 細胞は 10％ FBS、penici l l in G (100 U/mL)、streptomycin  

(100 μg/mL)、 L-glutamine(2 mM)、 1%非必須アミノ酸 (Nacalai  Tesque 社 )、 1%モノ

チオグリコレート (和光純薬株式会社 )を添加した RPMI1640 培地で 37 ℃、5% CO

２条件下で培養した。  
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【 8】 DC2.4 細胞における遺伝子発現評価  

24 穴プレートに DC2.4 細胞を 1.0×105 個 /wel l になるように細胞を播種した。24

時間後、培地を OptiMEM に交換し gs-LHST を最終濃度が 0.1 mg/mL となるよう

に添加した。一方、酸化ストレスに対するポジティブコントロールとして N-アセ

チル -L-システイン (NAC)を最終濃度が 10 mM となるように添加した。そこに LPS 

が最終濃度として 20 ng/mL になるように添加した。 24 時間培養後、 DC2.4 細胞

中の遺伝子発現評価は第二章一節【 6】と同様の方法で行った。  

 

【 9】接触性皮膚炎マウス耳介の組織学的観察  

第二章第一節【 3】に従い接触性皮膚炎マウスを作成し、8 日目の耳介厚の測定

後、マウス耳介を摘出し、 10%中性ホルマリン緩衝液中で一晩中、 4 ℃で固定を

行った後、パラフィン包埋切片を作成した。パラフィン切片はミクロトーム (大和

光機工業株式会社製 )で 5 μm になるように薄切し、H&E 染色を行った。組織観察

は Biozero Bz-8000(キーエンス社製 )を用いて行った。  

 

【 10】統計学的解析  

有意差検定は第一章第二節【 5】と同様の方法で行った。  
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