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研究報告書の作成にあたって

厚生省薬務局より昭和60年度に新薬開発研究として「自己免疫疾患治療薬の開発研究一微生物二次代謝産物

を中心として」がとりあげられ，青柳を班長として本研究班が発足して最終年度を迎えた．

本研究班は根本的治療法のない難病である膠原病，神経疾患など自己免疫疾患の患者ならびに病態モデル動

物の病態解析を生化学，薬理学，生理学，病理学などの領域から究明し，さらに前臨床試験など広範囲の研究

を施行し，治療薬を開発することを目的とした．本邦斯界の優れた研究者から構成された本班は各班員の努力

により自己免疫疾患に対する治療薬の開発に大きく前進したと言えよう．即ち，膠原病，神経疾患を含む自己

免疫疾患のモデル動物に対し，数種の酵素阻害物質，15－Deoxyspergualin，Bactobolin，Bactobolamineなど

に顕著な予防効果あるいは治療効果のあることが見出され，自己免疫疾患に対する新しい治療薬開発の可能性

を強く示唆した．

難病治療薬開発という使命を担った本班は班員各位の絶大の努力により，その任務を全うし得たことを幸せ

に思う．厚生省から与えられた研究期間は一応終了したが，この研究を通して培われた研究網を基として，さ

らに本研究班の目的達成に努力する．

本研究を重要課題としてとりあげた厚生省薬務局ならびに班員各位に衷心より感謝する次第である．

平成2年3月

班長　青　柳　高　明
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自己免疫疾患治療薬の開発研究

一微生物二次代謝産物を中心として－

主任研究者　青　柳　高　明

本研究班は自己免疫疾患の治療薬を開発するこ

とを目的として，昭和60年度に厚生省薬務局より

新薬研究班として発足し，最終年度を迎えた．本

班は根本的治療法のない難病である全身性エリテ

マトーデス，進行性全身性硬化症，慢性関節リウ

マチなどを含む膠原病また脱髄性神経疾患などを

対象とし，これらの疾病に対する治療薬を発見す

ることを目的とした．この研究は医学界，薬学界

にとって最大研究課題の一つと言えよう．

微生物代謝産物として発見された多くの酵素阻

害物質，抗菌物質，制癌物質などの低分子二次代

謝産物は新規な構造を有するとともに，免疫調節

作用を有することで世界の注目を集めている．

自己免疫疾患治療薬の開発研究を行うことを目

的とした本研究班は病態解析に基づく探索法を確

立し，治療効果を有する化合物の分離・精製，構

造決定ならびに治療効果を検討した．各年度別に

施行した研究の大別は下記のSchemeにしめす．

年度

新規治療薬の探索

分離・精製・構造決定

自己免疫疾患の病態解析

治療効果判定基準の設定

誘導体の合成

前臨床試験

昭和昭和昭和昭和平成平成
60　　61　62　　63　　1　　2

本研究班の対象疾患としては，全身性エリテマ

トーデス，進行性全身性硬化症，結節性多発性動

脈炎，皮膚筋炎，リウマチ熱，慢性関節リウマチ

を含む膠原病ならびに脱髄性神経疾患，重症筋無

力症，ネフローゼ症候群などである．

本年度の研究において，自己免疫疾患の病態解

析に著しい成果が認められ，この結果に基づく探

索法の開発研究が一段と進歩した．さらに，bena－

drostin，dioctatin A，pOStStatinなどの酵素阻害

物質および15－deoxyspergualin，bactobolin，ba－

CtObolamineなどが自己免疫疾患モデ）t／動物に対

し，顕著な予防あるいは治療効果のあることが報

告された．自己免疫疾患症に対し治療効果を期待

できる可能性が示唆され，上記疾患の治療に大き

な光を与えたということができた．さらに病因の

解明に務め，臨床研究に貢献するよう努力する．

各分担研究者により施行された研究は次の通り

である．

1）青柳高明（微生物化学研究所）：自己免疫疾

患治療薬の開発研究

A）生理活性物質の概要

B）光学異性体DSGの牌内酵素網におよぼす

影響

2）永津俊治（名古屋大学医学部）：膠原病の基

礎的解明とその治療への応用（Ⅴ），エリテマトー

デスモデ）t／マウス（BXSB雄マウス，MRL／砂rマ

ウス）のペプチダーゼに及ぼす15－デオキシス

パーガリンの効果と膠原病患者体液のプテリジン

顆の変化

3）梅澤一夫（慶応義塾大学理工学部）：イノシ

トールリン脂質代謝回転抑制物質のスクリ一二ン
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グと免疫抑制作用

4）石塚雅章（化学療法研究所）：免疫修飾に作

用する微生物代謝産物の研究

A）15－Deoxyspergualinの免疫修飾作用（ⅠⅠⅠ）

B）免疫修飾物質の探索

5）田平　武（国立精神・神経センター）：自己免

疫性脳脊髄炎，神経炎治療薬の開発

6）佐藤　猛（順天堂大学医学部）：Experimen－

talAutoimmuneMyastheniaGravisラットの治

療実験

7）徳永　徹（国立予防衛生研究所）：15－Deox－

yspergualinの免疫抑制活性発現の機序に関する

研究

8）谷口　克（千葉大学医学部）：Ⅰ型糖尿病モ

デルマウスに対するIFN－γの効果

9）金井芳之（東京大学医科学研究所）：ポリ

ADP一リボース合成酵素阻害剤（ベナドロスチン）

のわZわび0抗体産生に及ぼす効果，ループスモデ

ルマウスを用いた解析

10）藤原道夫（新潟大学医学部）：エリテマトー

デスモデルマウスを用いた微生物代謝二次産物の

治療効果に関する研究

11）生田房弘（新潟大学脳研究所）：各種微生物

二次代謝産物による病変の修飾に関する神経病理

学的研究

12）永井克孝（東京大学医学部）：実験的アレル

ギー性脳脊髄炎（EAE）に関する二次代謝産物治

療剤の検索

13）和田孝雄（慶応義塾大学医学部）：インパル

ス応答から見た各種免疫調節剤の作用解析と比較

14）大久保充人（北里大学医学部）：微生物二次

代謝産物の免疫抑制効果，特に腎炎発症・進展の

抑制について

15）井形昭弘（鹿児島大学）：

A）Bactobolin，Actinobolin，Foroxymithine

の実験的アレルギー性神経炎に対する治療効

果の検討

B）15－Deoxyspergualin，methyl－DSG，Di－

plotin－A，foroxymithine，Bestatineの

HAM患者末梢血リンパ球自己増殖反応

（APR）への影響

16）本間光夫（慶応義塾大学医学部）：ヒト末梢

血単核球による抗核抗体産生におよぼす15－

deoxyspergualinの影響に関する研究一抗体産生

抑制機序について

次に上記各班員の研究報告について要約する．

1．自己免疫疾患治療薬の開発研究

青柳班員は自己免疫疾患治療薬の開発研究にあ

たり，各班員の要望に答えるために二次代謝産物

の構造および化学的性状などの概要を説明すると

ともに，二次代謝産物の配布を行った．さらに，

自己免疫疾患の発病機序を究明することを目的と

して，強い免疫抑制能を有する15－DeoxysperT

gualin（DSG）の2種の光学異性体の脾内酵素網に

及ぼす影響について研究を行った．

A）生理活性物質の概要：自己免疫疾患治療薬の

開発研究を目的とした本研究班の各班員に二次代

謝産物として得られた生理活性物質，即ちプロテ

アーゼ阻害物質を含むエクトエンザイム阻害物

質，抗菌物質，制癌物質およびその他の生理活性

物質につき，それの構造，阻害活性，阻害機構，

毒性および溶解性などの周知を図り，また各班員

の要望する生理活性物質の配布を行った．

B）光学異性体DSGの牌内酵素網におよぼす影

響：

免疫抑制作用を有するDSGの（－），（十ト

enantiomersの作用機序解明を目的とし，両－

enantiomersを連続授与したマウス脾内の酵素活

性の動態を経時的に調べた．（－）－DSG群はDPP－

ⅠVとGIcNAc－aSe活性が有意に抑制された．両

酵素ともT細胞と密接な関係を有し，（－トDSG

はT細胞の異なったsubsetsに影響を与えるも

のと思われる．一方，（十）DSGはAP－BとLeuT

ー4－



自己免疫疾患治療薬の開発研究

AP活性の有意な増加およびGIcNAcraseのみが

有意に抑制された．上記両－enantiomersの作用機

序についてさらに検討する．

2．膠原病の基礎的解明とその治療への応用（Ⅴ）

一エリテマトーデスモデルマウス（BXSB雄マ

ウス，MRL／砂γマウス）のペプチダーゼに及ぼす

15－デオキシスパーガリンの効果と膠原病患者体

液のプテリジン類の変化一

永津班員はエリテマトーデスモデルマウスのペ

プチダーゼに及ぼす15－デオキシスパーガリンの

効果と膠原病患者体液のプテリジン環の変化につ

いて研究した．

エリテマトーデスモデル動物のBXSB雄マウ

ス（対照はBXSB雌マウス）とMRL／砂rマウス

（対照はMRL／＋＋マウス）に13週齢から免疫抑

制薬15－デオキシスパーガリン（DSP）を投与し

て，発症を抑制して，薬剤を投与しない発症した

マウスと比較して，ペプチダーゼ類の変化を検索

した．20週齢の発症したマウスは脾臓のジペプチ

ジルアミノペプチダーゼ（DAP）－ⅠⅠが増加，

DAP－IVが減少し，従ってDAP一ⅠⅠ／DAP一ⅠⅤ比

が増加，ポストプロリンクリービングェンザイム

（PPCE）の増加が認められた．DSP投与で発症を

抑制したマウスではこれらのペプチダーゼの変化

はなく，対照マウスとの間に有意差はなかった．

この成績は，エリテマトーデスモデルマウスの

DAPLII，DAP－IV，PPCEの変化は自己免疫疾患

の原因と密接に関係しており，酵素阻害のある微

生物二次代謝産物に自己免疫疾患治療薬を発見す

る可能性を示唆している．

従来の研究でエリテマトーデスモデル動物の

NZBマウス（対照はBALB／Cマウス）で脾臓な

どの組織に微量に存在するネオプテリンが有意に

増加し，ネオプテリン／ビオブテリン比が有意に増

加することを報告したが，本年度の研究で，血清

のネオプテリンとネオプチリン／ビオブテリン比

が膠原病の全身性エリテマトーデス（SLE）で対

照正常者ビ比べて有意に増加すること，関節液の

ネオプチリンとネオプテリン／ビオブテリン比が

膠原病の慢性関節リウマチ（RA）で対照の非自己

免疫疾患である骨関節症と比べて，有意に増加す

ることを見出した．関節液のネオプテリンとビオ

ブテリンは血清より有意に増加していた．この成

績は関節液のネオプテリンは関節内でマクロ

ファージから生成され，ネオプテリン／ビオブテリ

ン比は自己免疫疾患の生化学的指標であることを

示唆する．

3．イノシトールリン脂質代謝回転抑制物質のス

クリーニングと免疫抑制作用

梅澤班員は自己免疫疾患治療薬を検索するた

め，イノシトールリン脂質代謝回転抑制物質につ

いて研究した．

リンパ球活性の機構にイノシトールリン脂質代

謝回転が含まれることから，前年度につづき微生

物二次代謝産物からイノシトールリン脂質代謝回

転阻害物質をスクリーニングし，得られた化合物

の免疫系における作用を検討した．その結果，放

線菌から新規ポリエーテル構造を有する阻害物質

を単離し，inostamycinと命名した．inostamycin

は既知ポリエーテル化合物のlysocellinと構造が

類似するが，阻害活性はより強く，IC5。，0．5〟g／

mlでEGFに誘導されるA431細胞のイノシ

トールリン脂質代謝回転を阻害した．イノシトー

ルリン酸の生成も阻害したが，添加時期により阻

害効果が異なる実験結果から，inostamycinはお

そらくイノシトールリン脂質代謝回転経路の中で

CDPrDGイノシトールトランスフェラーゼを阻

害することが示唆された．inostamycinはマウス

のエーリッヒがんに対し，わ7ひね0で抗がん活性を

示した．inostamycinは線維芽細胞のPDGFによ

るS期誘導を阻害したが，マウス脾細胞のconA，

IL－2，またはMLCにより活性化されるDNA合

－5－



成は毒性の表れない濃度で阻害しなかった．また

わ7びわβでマウスの抗体産生，遅延型過敏反応を

抑制しなかった．

前年度報告したPIキナーゼ阻害物質，OrObol

と2，3－dihydroxy benzaldehydeはin situでも

イノシトールリン脂質代謝回転とイノシトールリ

ン酸の生成を阻害した．

4．15－Deoxyspergualinの免疫修飾作用および免

疫修飾物質の探索

石塚班員は15－deoxyspergualin（15－DSG）の免

疫修飾作用について研究した．また，免疫修飾物

質の探索も行った．

A）15－DSGの免疫修飾作用（III）

前年度までの本研究によって15－DSGはT細

胞に作用してIL－2産生を増強し，ConAによるT

細胞のⅠし2受容体形成を抑制または増強するこ

とを明らかにした．マウスへの投与は各種のT細

胞サブセット比に影響を与えず，腹腔浸出マクロ

ファージの活性化に作用することも認めた．本年

度はT細胞の産生するIL－3あるいはマクロ

ファージ活性化因子に対する15－DSGの作用に

ついて検討した．その結果，T細胞を15－DSGで

玩Z府川で処理することによってⅠし3産生誘導

およびその増強が見られた．15－DSGで直接処理

しても腹腔マクロファージの活性化は見られない

ことから，その作用はリンフォカインによって仲

介されていると考えられたので，15－DSG投与マ

ウスから採取したT細胞と正常マウスから得た

マクロファージを接触させずに培養し，その効果

を調べたところ，マクロファージは活性化されT

細胞によって仲介されていることを認めた．活性

化因子を大量に採取することを目的にEL4細胞

を15－DSGで処理した後，その培養上清のマクロ

ファージに対する作用を調べたところ活性化因子

の産生が見られた．

B）免疫修飾物質の探索

微生物代謝産物中に自己免疫疾患に有用な物質

として免疫担当細胞の修飾に作用する物質を探索

し，抗生物質NocardaminおよびDeferoxamine

にその作用を見出した．これらの物質は混合リン

パ球培養反応およびIL－2誘導T細胞増殖を特異

的に阻害した．これらの鉄キレート物質の免疫疾

患への応用が期待される．

5．自己免疫性脳脊髄炎，神経炎の治療薬開発

田平班員は自己免疫性脳脊髄炎，神経炎の治療

薬開発について研究した．

（1）Bactobolin誘導体の検討

これまでにBactobolinがミエリン塩基性蛋白

（BP）感作により誘発されるラットの自己免疫性

脳脊髄炎（EAE）を抑制することを示し，しかし毒

性が強く効果域が狭いことから，その誘導体の合

成の必要性を指摘してきた．本年度は，明治製菓，

微化研で開発されたBactobolinの誘導体である

Actinobolin，Bactobolamine，NLAcetyトBactoT

bolamineについて検討した．

方法：LewiSラットをモルモットBPとプロイ

ンド完全アジュバンドで感作し，各濃度の上記薬

剤を連日腹腔内注射し，EAEの臨床的重症度を従

来の方法で評価した．

結果：Actinobolinは120mg／kg，day1－17の

投与で，EAEの発症を有意に遅延させた．

Batobolamineは40－50mg／kgでごく軽度の

発症遅延を示したが，有意ではなかった．更に高

濃度の検討が必要である．Bactobolamineの毒性

にlot差が見られ，あるlotでは40mg／kg以上で

ラットが死亡した．N－Ac－Bactobolamineは40

mg／kgで毒性を示さず，EAE抑制効果も示さな

かった．

考案：今回テストした3つの誘導体はいずれも著

しい毒性の低下が見られたが，効果も低下した．

更に新しい誘導体の合成が必要である．
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（2）Bactobolinのサブレッサー誘導能の検討

Bactobolinがサブレッサーを誘導LEAEを抑

えるのか否かについて検討した．

方法：LewisラットをBP／CFAで感作し，

Bactobolinを連日注射，day11－12の脾細胞を

naiverecipientに移入し，BP／CFAで感作した．

結果：初期の2～3回の実験でBactobolinによ

るEAEの抑制が膵細胞で移入できるかの印象を

得たが，その後の実験でWhole SPC，adherent

VS．nOnadherent，Tvs．non－Tに分けて検討した

が，サブレツサーの証明に到らなかった．

6．Experimental Autoimmune nIyasthenia

Gravisラットによる新免疫抑制剤の探索研究

佐藤班員はExperimentalAutoimmuneMyas－

theniaGravis（EAMG）ラットを用いて，新しい免

疫抑制剤を探索した．

昨年度までは，抗腫瘍抗生物質である15－Deox－

yspergualin（15－DSG），Bactobolin，Actinobolin

ならびにプロテアーゼ阻害剤であるArpha－

menine Aの重症筋無力症に対する治療効果を検

討したが，今年度はこれらにBactobolamineを加

え，今まで行った治療実験について総括的に考察

してみた．

15－DSGおよびActinobolinはEAMGの発症

を有効に阻止したが，Bactobolin，Arphamenine

Aは免疫直後から投与を開始しても抗体産生を

十分に抑制できず，EAMGの発症を阻止できる

とは言えなかった．

急性期から慢性期に移行すると思われる免疫後

10日目から治療を開始した場合，15－DSGおよび

Actinobolinの免疫抑制効果は十分に発揮されな

かった．残念ながら，一旦免疫を獲得し抗体産生

能を持ったEAMGラットに対して，それを有効

に治療し得る薬剤は現在のところ開発されていな

いようである．

BactobolamineはActinobolinの誘導体で，

Actinobolinと同様に毒性が非常に低いことで注

目されている．25mg／kg／dayのBactobolamine

は免疫直後から投与しても，十分に抗体価の上昇

を抑制することができず，免疫後10日目から5，

25，50mg／kg／dayいずれの投与量のBactobola・

mineも有効に抗体産生の抑制をすることができ

なかった．

今後さらに安全かつ強力な免疫抑制剤が開発さ

れることを期待したい．

7．15－Deoxyspergualinの免疫抑制活性発現の機

序に関する研究

徳永班員は15rDeoxyspergualinの免疫抑制活

性発現の機序について研究した．

昨年までの研究で，15－deoxyspergualin（DSG）

および15LdeoxyTnethylspergualin（MeDSG）が，

マウスの二次CTLの誘導および骨髄細胞の分

化・増殖を抑制することを明らかにした．特に，

CTL誘導の系において，MeDSGによる抑制がイ

ンタ「フェロンγを添加することで回復するが，

MeDSGはMLRにおけるインターフェロンγ

を初めとするサイトカイン産生は抑制しないこ

と，CTL前駆細胞の熟成CTLへの分化の過程が

DSGおよびMeDSGに最も感受性が高いことを

兄い出した．DSG（MeDSG）の免疫抑制効果が分

化誘導抑制によるものか否か，また，CTL以外の

細胞の分化もDSG（MeDSG）によって抑制され

るか否かを明らかにするため，今回は骨髄性白血

病細胞（HL60，Ml）のマクロファージへの分化

（PC12），マクロファージ活性化（分化の一側面と

考える）に伴う表層蛋白質（Ia抗原）の変化に対す

るMeDSGの効果を検討した．分化誘導の前後あ

るいは同時にMeDSGを添加し，HL－60および

Ml細胞のFcレセプター発現，PC12細胞の神経

突起伸展，マクロファージ（P388D，および腹腔マ

クロファージ）のIa抗原発現を調べたが，全く抑

制効果は認められなかった．ところが，Ml細胞の
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DNA，RNA，蛋白合成はMeDSGにより著明に

低下し，特に，5日間共存培養した際の蛋白合成は

1ng／mJ以上の濃度で50％以上抑制された．

8．Ⅰ型糖尿病モデルマウスに対するIFNての効

果

谷口班員はⅠ型糖尿病モデルマウスに対する

IFN－γの効果について研究した．

NODマウスは，代表的な臓器特異的自己免疫

疾患であるⅠ型糖尿病を解析する上での格好のモ

デル動物である．生後4～6週齢までに，膵ラ氏島

への限局性の細胞浸潤を認め，12適齢頃よりβ細

胞の崩壊による顕性糖尿をきたす．発症動物は，

多飲，多尿，高血糖，尿糖を呈し，体重が減少し，

ketoacidosisをきたし死亡する．本症の発症はT

細胞依存性であり，β細胞崩壊はMHCクラスⅠⅠ

限局性にCD4（L3T4）陽性T細胞により完遂され

る．

γ－インターフェロン（IFN－γ）は，MHCクラス

ⅠやクラスⅠⅠの発現，T及びB細胞機能の調節，

NK細胞やマクロファージの活性化，IL－2の発現

促進等，多彩な免疫調節機能を有するペプチドで

ある．しかし，IFN－γの各種自己免疫疾患に対す

る全身投与の効果は必ずしも一定ではない．すな

わち，SLEモデルマウスに対しては，ループス腎

炎をはじめとする各種病態を悪化させる．また，

臨床的にも多発性硬化症が，IFN－γの投与により

悪化するとの報告もある．逆に，実験的アレルギー

性脳脊髄炎は，IFN一γの投与により，病状の進行

が阻止されるという．

今回はⅠ型糖尿病のモデル動物であるNODマ

ウスにIFN一γを全身投与し，自己免疫病発症に

対する同剤の効果を検討した．その結果，IFN－γ

は糖尿病発症前のいずれの時機から投与しても，

NODマウスの顕性糖尿の発症を抑制した．しか

し，組織学的には，IFN－γはinsulitisを早期に誘

導する作用を有していた．すなわち，IFN－γは

NODマウスの自己免疫現象に対して，insulitisの

促進と糖尿病発症の抑制（β細胞破壊の抑制）とい

う2つの異なった作用を有することが明らかと

なった．IFN－γがどのような機序によりinsulitis

を促進し，逆にβ細胞の破壊を抑制するのかは不

明であるが，我々のこれまでのモノクローナル抗

体投与実験ならびに，これまで集積されてきた

NODマウスの遺伝学的解析から，“insulitisの存

在”と“β細胞の破壊”とは，それぞれ独立した事

象であり，IFN－γは少なくともこの2つの自己免

疫現象に対して，・相異なった作用を示すと考えら

れた．

9．ループスモデルマウスを用いたペナドロステ

ンのhH油川抗核抗体産生に及ぼす効果の解析

金井班員はループスモデルマウスを用いてポリ

ADP－リボース合成酵素阻害剤（ベナドロスチン）

のわ　びゐ0抗体産生に及ぼす効果について研究し

た．

全身性エリテマトーデス（SLE）合併妊娠で子

宮内胎児死亡（IUFD），早・流産の頻度の高いこと

が知られている．我々はこの病態の研究および治

療のための動物モデルをMRL／Jマウスの妊娠の

系に兄いだすことに成功した．すなわち当核妊娠

系で正常分娩と思われる高仔産例とIUFDによ

ると思われる低仔産例があって，後者が妊娠1週

にて血清抗ポリADP－リボース抗体に選択的上昇

がみられ，IUFDの予知が出来るというものであ

る．これに関して治療という側面からMRL／Jマ

ウスを用いてのポリADP－リボース合成酵素阻害

剤投与による抗ポリADP－リボース抗体の選択的

抑制を検討してきた．雌MRL／Jマウス10週齢

（通常我々は10週でmatingを行っている）には

抗ポリADP－リボース抗体価が相対的に抗

ssDNA抗体価より高値を示すものが約50％（そ

のうち特に高いものは17％）存在することがわか

り，そのようなマウス群でベナドロスチンの選択
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的抗体抑制効果がみられることがわかった．また

一見ベナドロスチンによる抑制効果がないような

マウスでも測定系に一本鎖DNA抗原を共存させ

ると抑制効果がみられるようになるという知見も

得た．さらに前回は週3回投与法を用いたが，今

回週1回投与でも効果的であるという予備的知見

も得た．今回10週齢MRL／Jマウスのベナドロス

テン投与による抗ポリADP－リボース抗体の選択

的抑制の確認と，用いたMRL／／マウスの全例に

おいてポリADP－リボース感作による特異的抗体

（IgG）が産生されたことから，MRL／lマウスにお

ける抗ポリADP－リボース抗体の産生にポリ

ADP－リボース抗原の関与が強く示唆された．以

上の結果，MRL／Jマウスの妊娠前後でのベナド

ロスチン投与と低仔産例の防止の実験的基盤が確

立したと考える．

10．エリテマトーデスモデルマウスを用いた微生

物代謝二次産物の治療効果に関する研究

藤原班員はエリテマトーデスモデルマウスを用

いて微生物代謝二次産物の治療効果について研究

した．

1）PoststatinおよびDioctatinの効果

これら産物を5mg／kg MRL／砂rマウスに5

週齢から週3回7週間投与し，B細胞活性化現象

とループス腎炎発症に対する影響を調べた．両者

とも抑制効果は認められなかった．

2）15－デオキシスパーガリン（DSP）の作用機序

これまでの実験から，DSPは強い免疫抑制活性

を持ち，エリテマトーデスモデルマウスMRL／

／か′およびBXSB（♂）マウスに対して治療効果を

示すことが示されている．MRL／砂γマウスで

DSPの作用様式を調べ，次のような結果を得てい

る．①このマウスに特徴的なリンパ節の腫脹を抑

える．②それはThy－1．2＋（T細胞マーカー），

CD4▼およびCD8L，B220＋（これは通常B細胞に

発現される）のT細胞の増殖を強く抑制する．③

正常のTおよびB細胞は障害されないので，免

疫応答性は温存される．このようにDSPは治療

薬として期待できる．

3）移植細胞対宿主反応（GVHR）の抑制

C57BL／6（B6）マウスのCD4＋T細胞を（B6×

bm12＊）Flマウスに移入するとGVHRが起り，

ループス腎炎や臓器特異的自己免疫疾患が発症す

ることが知られている．（＊bm12マウス：B6と

MHCクラスII（Ia）抗原のみ異なる）この系を用

いてDSPの効果を検討したところ，強い抑制効

果が示された．DSPの投与スケジュールとして，

GVHRが進んでから投与しても抑制効果がもた

らされるが，初期（細胞移入直後）のみ投与すると，

GVHRは却って増強することが示されている．治

療には持続的投与が必要なことが示唆された．

11．各種微生物二次代謝産物による病変の佗飾に

関する神経病理学的研究

生田班員はBactobolinのEAE抑制効果につ

いて研究した．

BactobolinのラットEAEを抑制する最少有効

量を知るために以下の実験を行った．

6週齢雄LewiSラット，各群5例づつにモル

モット脊髄を抗原としてEAEを惹起した．EAE

発症後Bactobolin O．1mg／kg，0．5mg／kg，

0．01mg／kgの各量を，麻痺の認められる期間連

日腹腔内投与した．動物は全て感作29日目に，潅

流固定し，全中枢神経系を組織学的に検討した．

塵塁：Bactobolin O．1mg／kg投与群では，1例

はcannibalismにより死亡した．比較的軽症に経

過した1例のラットでは，対照5例の何れよりも

強いEAE病巣をみとめた．＿これ以外の3例では，

対照EAEラットに比べ病巣は明らかに少なく，

微小かつ比較的古いものが多かった．

Bactobolin O，05mg／kg，0．01mg／kg夫々を

投与した群では，両群とも同様の組織像を示した．

すなわち，いずれも癒合性の広範な脱髄巣を示す
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ラットが多く，大型から中等大の脱髄病巣も多数

認められた．いずれも対照群に比較し，強い病変

を示していた．

呈上＿旦：脊髄homogenateを抗原とするラッ

トEAE系では，Bactobolinの最少有効量は0．1

mg／kgと推定された．より少量の0．05mg／kg，

および0．01mg／kgでは，逆にEAE病変を増強

しているように思われた．

12．実験的アレルギー性脳脊髄炎（EAE）に関す

る二次代謝産物治療剤の検索

永井班員は実験的アレルギー性脳脊髄炎

（EAE）に関する二次代謝産物治療剤の探索研究

を行った．

BactobolinのラットEAEへの治療効果は1

mg／kg以下の濃度で認められた．昨年度は0．3

mg／kgで有効性が確認されたが，今年度は0．1

mg／kgで治療効果を検討した．本薬剤の毒性が強

いために，使用には限界がある．なるべく毒性の

少ない薬剤の検索が今後必要と考えられる．今回

は新しくbactobolamine，pOStStatinとdioctatin－

Aについて比較検討した．

ラットEAEはルイスラットにモルモット脊髄

抗原を接種して作製した．これらの薬剤の投与は，

0．1mg，1．0mg，10mg／kgの濃度で発症直後か

ら開始し麻痔のみられる期間中行った．

評価判定基準としてEAEラットの臨床経過と

病変数を調べた．Bactobolin O．1mg／kg投与群

で症状の軽減がみられた．病変数はcontrol群と

の間に有意差は認められなかったが減少傾向を示

した．また，病巣の大きさと新旧病変の比較から

bactobolinは，いったん形成されたEAE病変の

進行を抑制しているものと推測された．

Poststatinlmg／kg投与群ではbactobolin

O，1mg／kg投与群よりも抑制効果は低かった．そ

れに対してpoststatin O，1mg／kg投与群では病

変数は少なく．抑制効果を認めるようであり，検

討中である．

さらに，MBP抗原感作ラットEAEに対する効

果についても比較検討中である．

13．インパルス反応から見た各種免疫調節剤の作

用解析と比較

和田班員はインパルス反応から見た各種免疫調

節剤の作用解析と比較研究を行った．

本班の過去4年間にわたる研究によって，自己

回帰モデルによるフィードバック解析法を免疫

ネットワーク解析に利用し，さらに免疫調節作用

をシステム論の立場から解明することを試みてき

た．今回の研究では各種免疫調節剤の作用を，イ

ンパルス応答という手法を通して比較することを

試みた．

正常コントロール2名，全身性エリテマトーデ

ス1名，慢性関節リウマチ6名，慢性血液透析患

者3名について，30週ないし60週にわたり，毎週

1回，末梢静脈から採血し，IgG，CD4，CD8を検

査した．各種の免疫調節剤を投与し，サラゾピリ

ンについては血中濃度を測定し，投与量または血

中濃度の変動が免疫ネットワークに及ぼす影響に

ついても研究した．

ベスタテンを透析患者に投与した時の時系列変

化を解析すると，この薬剤はIgGの産生異常を正

常化させるが，その作用は恐らくB細胞を賦活化

させることによって生じるものと考えられた．一

方，カルフェニール，サラゾピリンなどでは，た

しかに免疫ネットワークに影響するが，患者に

よってかなり差があり，ベスタテンのように明確

な機能を見出すに至らなかった．これら2薬剤は

リウマチ患者において，臨床的に効果が認められ

ているが，その効果がリンパ球ネットワークに直

接関係しているかどうか不明である．むしろ各種

の炎症因子などに作用し，その結果として間接的

に免疫ネットワークに影響する可能性が強いと思

われる．

－10－



自己免疫疾患治療薬の開発研究

ベスタテンには副作用がほとんど無いに等しい

ことから考えると，ベスタチンをリウマチ患者に

授与して，免疫機能異常にどう影響するかを検討

することは非常に有意義と考えられる．今後，専

門家の意見をいれてその是非について検討した

い．

14．微生物二次代謝産物の免疫抑制効果，特に腎

炎発症・進展の抑制について

大久保班員はニュージーランドB／W Flマウ

スの進行した糸球体腎炎に対する15－deoxy－

Spergualinおよびbactobolamineの効果につい

て研究した．

（1）ニュージーランドB／W Flマウスの進行し

た糸球体腎炎に対する15Ldeoxyspergualinの効

果一同一マウスにおける検討－

15Ldeoxyspergualin（15－dsp）のB／Wマウス

の進行した糸球体腎炎に対する効果を昨年度に報

告したが，今回は同一やウスにおける変化を経時

的に追求することにより，その効果を確認すると

ともに，さらに詳細な検討を行った．32週齢のB／

Wマウスに片側腎摘を施行した後，PBS，methyl－

prednisolone20mg／kgまたは15－dsp6．7mg／

kgの週4回皮下投与を開始した．40週齢で採尿，

採血後にマウスを屠殺，腎を摘出して（免疫）組織

学的に腎糸球体病変を評価した．マウス生存率は

38週齢以降15－Sep群で対照群に比較して有意に

高値であった．また，群間の比較で，蛋白尿の推

移はコントロール群と有意に異なっていた．同様

に，腎糸球体光顕所見の推移，IgGの腎糸球体への

沈着も対照群に比し有意に改善された．15－dsp群

の血清抗DNA活性の変化も対照群と有意に異

なっていた．以上の結果から，15－dspはB／Wマ

ウスの腎症発症を抑制するだけでなく，すでに進

行した糸球体腎炎に対しても治療効果を有するこ

とが確認された．

（2）ニュージーランドB／Wマウスの進行した糸

球体腎炎に対するbactobolamineの効果

Bactobolamine（BBM）の免疫抑制効果を検討

するため，すでに腎症を発症した28週齢のニュー

ジーランドB／W Flマウス（B／Wマウス）に

BBM3，5－30mg／kgx4／wkを投与した．40週齢

で採尿，採血後に屠殺して，腎臓を摘出，腎糸球

体の組織学的並びに免疫組織学的検討を行った．

蛋白尿はBBM15r30mg／kg群で対照群に比較

して有意に減少した．腎糸球体組織学的検査でも

BBM30mg／kg群で対照群に比して有意低値で

あった．同様に腎糸球体におけるC3およびIgG

の沈着も15および30mg／kg群で有意に減少し

た．BBMの免疫抑制機序にかんして現在BALB／

Cマウスを用いて検討中である．

15．Ractobolin，Actinobolin，ForoxymithinCの

実験的アレルギー性神経炎に対する治療効果の検

討および15－Deoxyspergualin，methyl－DSG，

Diplotin A，Foroxymithine，Bestatine　の

HAM患者末梢血リンパ球自己増殖反応（APR）

への影響・

井形班員はBactobolin，Actinobolin，Forox－

ymithineの実験的アレルギー性神経炎に対する

治療効果および15－Deoxyspergualin，methyl－

DSG，Diplotin A，Foroxymithine，Bestatineの

HAM患者末梢血リンパ球自己増殖反応（APR）

への影響について研究した．

（A）Bactobolin，Actinobolin，Foroxymithine

の実験的アレルギー性神経炎に対する治療効果の

検討

末梢神経髄鞘に対する自己免疫疾患と考えられ

ているGuillain－Barre症候群の実験モデルであ

るEANを用いてBactobolin，Actinobolin，For－

OXymithineのEAN発症後投与による治療効果

につき臨床的，組織学的に検討した．EANは

LewiSラットに牛末梢ミエリン300jLg蛋白を完

全アジュバンドと共に接種し作成．Bactobolin1
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mg／kg・匹，Actinobolin200mg／kg・匹，Forox－

ymithinelmg／匹，20mg／匹をEAN発症後より

連日5日間腹腔内投与し，臨床症状，組織所見の

程度をスコアし，コントロールと比較した．

Bactobolinlmg／kgでは有意の治療効果はみ

られなかった．Actinobolin200mg／kgの大量投

与で臨床的にも組織学的にも明らかにEAN所見

の軽減が認められ，治療効果ありと判断した．For－

oxymithineは両投与量でも明らかな治療効果は

認められなかった．

（B）15LDeoxyspergualin，methyトDSG，Di・

plotinA，Foroxymithine，Bestatineの患者末梢

血リンパ球自己増殖反応（APR）への影響

HTLB－Ⅰが関与し，免疫学的機序により発症す

ると考えられるHAMの治療薬の開発を目的に

HAM患者に特有に認められるAPRを抑制する

ことを指標として各種免疫修飾剤のスクリーニン

グを行った．15LDSGとmethyトDSGはAPRを

抑制し，安定なmethyl－DSGがより低濃度で抑制

した．また高濃度では逆に抑制が低下した．Di－

plotinAはAPRを抑制せず，むしろ高める方向

に作用した．Foroxymithineは用量依存性に

APRを抑制した．Bestatineは10JLg／mlまでは

用量依存性にAPRを抑制したが，より高濃度に

してもそれ以上の抑制は認められなかった．以上

より，APRのこれらの薬剤に対する動態はEAE

～EANなど自己免疫疾患動物モデルに対する抑

制効果と類似しており，HAMの病態の解析と治

療薬の開発に本方法が有用と考えられる．

16．ヒト末梢血単核球による抗核抗体産生におよ

ぽす157deoxyspergualinの影響に関する研究

一抗体産生抑制機序について一

本問班員はヒト末梢血単核球による抗核抗体産

生におよぼす15－deoxyspergualin（DSG）の影響

について研究した．

目的：本年度は，T細胞活性化経路における

DSGの作用部位を調べるため，マイトーゲンによ

る細胞内カルシウム濃度の変化を調べた．

方法：健常人とSLE患者の末梢血より単核球

を得，サイクロスポリンAまたはDSGを添加し

24時間培養した．対照には，薬剤非添加で培養し

たものを用いた．培養終了後，カルシウム感受性

蛍光色素であるFura－2AMを加え，反応させた

後，カルシウム緩衝液に浮遊し検体とした．細胞

内カルシウム濃度は　Fluorescence Spectropho－

tometerを用い測定した．検体にマイトーゲンと

してPHAを加え，細胞内カルシウム濃度の上昇

反応を調べた．またカルシウム・イオノフォアを

加えて上昇反応の指標とした．

結果：健常人単核球では，PHA添加直後より

細胞内カルシウム濃度の上昇（初期上昇反応）があ

り，5分後よりさらに軽度の上昇（後期上昇反応）

が認められた．約10分後にイオノフォアを加えた

ところ，著明な細胞内カルシウム濃度の上昇がみ

られた（最大蛍光強度）．

基礎値から最大蛍光強度までの上昇を100％と

し，個々の成績を評価した．健常人対照では，初

期上昇反応は約40％であった．サイクロスポリン

A処理では，25％であった．DSG処理単核球でも

同様（約25％）の抑制が認められた．いずれも後期

上昇反応には影響しなかった．一方SLEでは，初

期上昇反応は約40％と健常人と差がなかったが，

後期上昇反応は逆に低下した．サイクロスポリン

A処理で，初期上昇反応は約50％となったが，後

期上昇反応は認められなかった．DSG処理では，

初期上昇反応は約30％で，後期上昇反応は僅かに

認められた．

結語：1）健常人において，DSGはサイクロス

ポリンAと同様PHA刺激による細胞内カルシ

ウム濃度の初期上昇反応を抑制した．2）SLE患

者では，PHA刺激後細胞内カルシウム濃度の初

期上昇反応は健常人同様に認められたが，後期上

昇反応はむしろ低下した．3）SLEにおける細胞
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内カルシウム濃度の後期上昇反応の欠如は，DSG　　員を抑制すると考えられた．細胞外からのカルシ

処理で改善された．　　　　　　　　　　　　　　ウム動員は，SLE患者単核球で低下していたが，

以上より，DSGはサイクロスポリンA同様，健　　DSG処理により一部改善した．

常人単核球の細胞内小胞体からのカルシウムの動

－13－
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自己免疫疾患治療薬の開発研究

A．生理活性物質の概要

青　柳　高　明＊

研究協力者　小川慶治書，小島蕗子＊，永井真知子書，原田滋子＊

自己免疫疾患治療薬の開発研究を行うことを目

的とした本研究班は，微生物代謝産物として発見

された多くの酵素阻害物質，抗菌物質，制癌物質

ならびに新しい探索研究の結果，見出されたさま

ざまの生理活性物質を用い治療薬の開発研究を

行っている．

これらの生理活性物質は新規な構造を有する低

分子物質であるとともに，免疫調節作用を有する

ことで世界の注目を集めている．

初めに，本研究班の班員の要望に答えるため，

エンドペプチダーゼ阻害物質，ユタトエンザイム

阻害物質，その他の酵素阻害物質ならびに免疫修

飾物質を含む抗菌物質，抗癌物質などの化学構造，

阻害活性，毒性および溶解性などの概要を述べる．

Endopeptidasesに属するserine proteinases，

CySteinproteinases，aSparticproteinases，metal

proteinasesを阻害する物質として見出したleu－

peptin，antipain，pepStain，hydroxypepstatin，

pepstanone，phosphoramidonなどの構造は図1

に示す．

Ectoenzymeのうち，eXOpeptidasesに属する

aminopeptidases，dipeptidylaminopeptidases，

Carboxypeptidases，dipeptidylcarboxypepti－

dasesならびにalkaline phosphatase，eSteraSe

およびphospholipasesなどを阻害する多くの低

分子阻害物質を発見した．

■微生物化学研究所

Aminopeptidases　に対する阻害物質として

amastatin，bestatin，arphamenines AとB，

actinonin，ebelactones AとB，formestin Aと

B，prObestin，prOStatin，leuhistinなど，また

dipeptidylaminopeptidasesを阻害する物質とし

てdioctatins AとB，diprotins AとBなどを見

出した．一方，Carboxypeptidases阻害物質とし

て，（S）一α－benzylmalic acidおよびhistarginな

ど，またdipeptidylcarboxypeptidases阻害物質

としてangiotensinconvertingenzymeを阻害す

る（S，S）－N，N’－ethylenediaminedisuccinic acid

（EDDS），Foroxymithineおよびhistarginなど

を見出した．上記exopeptidases阻害物質の構造

は図2－（1，2）に示す．

さらに　ectoenzyme　である　alkaline phos－

phataseの阻害物質としてforphenicineを，また

esterase　の阻害物質として　esterastin　および

ebelactonesAとBを，さらにphospholipaseの

阻害物質としてplipastatins Al，A2，Bl，B2な

ど，さらにEDDSなどを見出した．これらの阻害

物質の構造は図2－（3）に示す．

免疫修飾物質を含む抗腫瘍性物質の探索研究に

おいて（±）－15－deoxyspergualin，bactobolin，

bactobolamine，Ac－bactobolamine，Thr－bacto－

bolamine，Suc－bactobolamine，Coformycin，Az0－

mycinなどを，またpoly（ADP－ribose）－Synthe－

tase阻害物質としてbenadrostin，さらにsialid一
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Inhibitors of amino匹Ptidases．
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図2－（1）細胞膜酵素阻害物質

ase阻害活性を示すとともに免疫修飾作用を呈す

るα－Sialosylcholesterolを合成により得た．これ

らの物質の構造は図3に示す．上述した酵素阻害

物質の毒性，溶解性，阻害を受ける酵素などは表

1に，また免疫修飾物質を含む抗腫瘍物質の毒性

および溶解性は表2に示す．
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