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論 文 の 内 容 の 要 旨

マクロファージには3つの主要な機能がある｡抗原提示､食食作用､分泌である｡マ

クロファージの分泌物には､サイトカイン(インターロイキン､成長因子､腫癌壊死因

子)やフリーラジタル(一酸化窒素や過酸化水素)､タキキニン(サブスタンスP)があ

る｡これらの産物は､周囲の細胞やマクロフア⊥ジ局在組織の機能を制御する｡例えば

糖尿病の場合､障島の未知の変化が免疫系による自己攻撃を引き起こし､膵臓･細胞か

ら細胞内タンパク質(自己抗原)が放出するという病因論が最近では言及されている｡

この自己免疫反応は､マクロフア⊥ジによる一酸化窒素(NO)や､インターロイキン(IL)

-1や腫瘍壊死因子(T肝)のような炎症性サイトカインの大草産生を介して起こること
が明らかにされている｡一方､腸管平滑筋層の周囲や間に局在するマクロファージは､

これらの平滑筋の機能を調節し､炎症下での腸管運動の変化に関係するという例もある｡

そのため､化学物質によるマクロファージの分泌機能の錮節は､健常または病態時の体

内での細胞機能を制御してヤ､るのかも知れない｡,Thymoquinoneは､Nigellesatlvaとい

う地中海沿岸の国々●に生育する植物の種の油脂から分離された活性物質である｡その油

脂､ThyTnOquinoneともに血糖値低下効果や抗発症作用があることが明らかにされてきた｡



しかし､マクロファージに代表される免疫系へのThymoquinoneの効果については研究さ

れていない｡そこで､本研究では､マクロファージの分泌機能に対するThy7nOquinoneの

免疫調節機能と､この調節機能の糖尿病や腸閉塞の改善への応用について調べた｡

(1)Thyふoquinoneの免疫修飾作用を明らかにするために､腹腔内マクロファージによ

るNOの産生に対する効果を調べた｡Thymoquinoheは､リボ多糖体(LPS)で刺激したマ

クロファージのNOの産生を用量および時間依存的に減少させることがわかった｡腹腔内

マクロファージでの誘導型一酸化窒素合成酵素(iNOS)のタンパク質および劇甑のレベ

ルもまた､Thymoquinoneによって濃度依存的に減少した｡これらの結果は､Thymoquinone

はマクロファージによるNO産生を抑制することを示唆している｡

(2.)前章の実験にもかかわらず､Thy7nOquinoneの正確な作用部位については研究がな

されないでいた0本章の実験では､Thymoquinoneは用量依存的にp38およびp44/42々イ

トジェン活性化キナーゼ触PK)を減少させることが明らかになった｡その効果はiNOS

の転写経路を抑制する▼のかもしれない｡

(3､4)本章では､1型､2型糖尿病の発症抑制や改善にThymoquinoneの抗炎症効果

を利用することを試みた｡Thymoquinoneを前処置したラットではストレプトゾトシンに

対する高血糖作用と低インシュリン作用がともになくなった｡急性のSTZ誘導性糖尿病

ではNOややIL-1･､T肝一･といった炎症性サイトカインが上昇する傾向があり､慢性糖

尿病ではその逆が起こる｡ThymoquinoneはLPS処理条件下での血清やマクロファージ培

養上清中のNOやサイトカインの上昇を正常化した｡これらめデータは､NOやサイトカイ

ンの産生抑制やjE常化を介して糖尿病発症を抑える効果がThymoquinoneにあることを強

く示唆している｡しかし､両型の慢性糖尿病ではNOやサイトカインの減少は見られなか

った｡この防御メカニズムは抗炎症､抗酸化作用と関係しているかも知れない｡

(5)Tbymoquinoneによるマクロファージ由来炎症性メディェ一夕⊥の抑制は､正常ま

たはエン■ドトキシン血症時(腸閉塞)の腸管平滑筋機能の制御にも効果を発揮した｡こ

の研究にはハムスターが使われたが､それは比較的柔軟な腸管組織構造をもつからであ

る｡本章では､興奮性接合部電位や収縮反応が糀1レセプターアンタゴニストによって

大きく阻害されたことによって､サブスタンスPがハムスター回腸の主要な伝達物質で

あることが明らかにされた｡Lbsを動物に投与すると､腸管マクロファージでのiNOS発

現とNOの大量産生によって､興奮性接合部電位や収縮反応はマスクされ､サブスタン云

PがLPSによって発現したにもかかわらず､腸閉塞となった｡平滑筋の活動減少は､オル

ガンバス内で､L-NIL(iNOS阻害剤)と同様に､Thymoquinoneによって改善した｡'この

改善は､腸管平滑筋層間にあるマクロファージによるiNOSとプレプロタキキニンの発現

の抑制と関係していた｡

本研究の知見は､Thymoquinoneにはマクロファージ由来の炎症メディェ一夕ーのレベ

ルを正常化することに代表される新規免疫修飾機能があり､その効果は糖尿病のような

自己免疫疾患や腸閉塞のような炎症性疾患を改善するのに役立つかも知れない｡
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審 査 結 果 の 要 旨

近年､マクロファージから分泌される一酸化窒素(NO)や炎症性サイトカインが糖尿病の誘発あ

るいは腸管運動障害に関係することが報告されている｡一方､植物油脂州が仙川鵬血には､血糖低

下作用や抗炎症作用があり､地中海沿岸の国々で経験的に利用されてきた｡現在､この油脂から

¶l叩l叫血on¢が分離され､その作用機序が注目されている｡本研究は､マクロファージ機能に対す

る職叩叫血oneの作用を明らかにすることを目的とし､併せて糖尿病や腸管運動障害の予防､治療

薬としての有用性を検討したものである｡

先ず､叫叩l叫uinon¢の免疫修飾作用を明らかにするために､リボ多糖体(LPS)刺激によるマクロフ

ァージのNO産生を調べた｡珊ymoq血omeは,誘導型一酸化窒素合成酵素(iNOS)の発現抑制を介し

てNO産生を抑え,この発現抑制効果はp3Sおよび画4〟2マイトジェン活性化キナーゼの阻害である

ことを明らかにした｡

次に､糖尿病の発症抑制や改善にこの薬物が有効であるかを検討したところ､ストレプトゾトシ

ン誘導性糖尿病動物におけるNOや炎症性サイトカイン(Ⅰし1β､T肝-α)の過剰塵生は､

Ⅷymoq血on¢の前処置動物で抑制され､糖尿病の発症が顕著に軽減されることを明らかにした｡

更に､エンドトキシン血症時に併発する腸管運動障害に対するThymoquinoneの改善作用を調

べた｡摘出腸管から導出される興奮接合部電位や収縮反応の解析からサブスタンスPが主要な

運動調節因子であることを明らかにした｡予めLPS投与した動物の摘出した腸管運動は抑制される

が､この時､腸管マクロファージでのiNOS発現と大量のNO産生が惹起されることから､この

NOがサブスタンスPによる腸管運動調節を阻害したものと示唆した｡興味深いことに､

職叩Oq血on¢の前処置により､LPSの投与に~よる腸管運動の抑制は改善されたが､この効果は

腸管マクロファージにおけるiNOS発現をこの薬物が抑制したことを強く示唆している｡

本研究から､Ⅷymoq血oneには､マクロファージによるNOや炎症メデイエークーの過剰発現

を抑制する新規免疫修飾機能があることを明らかにした｡これらの成果は､これまで経験的に自

己免疫疾患や炎症性疾患の改善に活用されてきた叫moq血oneの作用に対して､科学的な論拠

を与えるものである｡

審査委員会において､本論文の構成や内容について慎重に審議した結果､審査委員全員一致で

本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の学位論文として十分価値あるものと判定した｡
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