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込肖
冊 文 内 容 要 旨

Nitricoxide(NO)isoneofthecriticalmediatorsininflammationproducedbyinducibleisoformofNOsynthase

(iNOS)inmacrophageswhenstimulatedbylipopolysaccharide(LPS)andsomecytokines.NOgeneratedbythe

iNOSplaysaroleinnon-specificimmunedefenseagainsttumor,parasite,bacteriaandprotozoa.Ontheotherhand,

NOisknowntoberesponsibleforthehypotensionobservedinendotoxinshock.Sinceglucocorticoides,

representativeanti-inflammatoryagents,stronglyreduceNOproductioninactivatedmacrophages,oneofthe

beneficialmethodsforevaluatinganti-inflammatorydrugisthoughttomeasureNOproductioninLPS-stimulated

macrophages.Alongthisidea,theauthorexaminedsuppressiveeffectsof44Mongolianplantsandtwo

immunosuppressivecrudedrugsontheLPS-stimulatedNOproductioninmouseperitonealmacrophagesinducedby

bacillusCalmette-Guerin(BCG).

Amongthemethanolextractsof44Mongolianplantscheckedinthisstudy,Schizonepetamultifida,Halenia

comゴcロ1a`aand、4π θmf5fasfeve∬faηasignificantly(>50%)inhibitedtheNOproductionataconcentrationoflOO

μg/ml,and5`ellerac加ma6/a5mθ,Ar`em/5fa田1garf5,GeraηfロmprafeηseandLeo1πopodfロmochroleロcロm

moderately(30-49%)inhibiteditatthesameconcentration.TheseplantsmightbepromisingsourcesforNO

reducingagents.Furthermore,themethanolextractsofArtemisiasieversianaandSchizonepetamultifidashoweda

concentration-dependentinhibitiononLPS-stimulatedNOproductioninBCG-inducedmouseperitoneal

macrophageswithlntheconcentrationrangeof10-200μg/mlwithoutanytoxicaction(Fig.1),indicatingboth

plantstobespeciallyattractivesourcesforNOreducingagents.
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ThemethanolextractofCleomedroserifolia,ananti-inflammatoryEgyptianmedicinalplant,reducedtheNO

production,andtwoflavonoids(1,2)wereisolatedastheactivecomponents.Thenewflavonoid(1)wasdetermined

tobe5,4'一dihydroxy-6,7,8,3',5'一pentamethoxyflavoneandtheother(2)wasidentifiedas5,4'一dihydroxy-6,7,8,3'一
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tetramethoxyflavone(8-methoxy-cirsilineol).CompoundlsuppressedtheNOproductioninaconcentration-

dependentmannerintheconcentrationrangeofO-20μg/ml,butshowedacytotoxicactiontowardthemacrophages

atconcentrationsover25μg/ml(Fig.H).Compound2wasalsotoxictothemacrophagesatthesame

concentrations.IC50valugsfbrthesuppressionsofNOproductionbyland2were50.5and85.5μM,respectively. ロ
Genisteinalsoconcentration-dependetlysuppressedtheNOproductionanddidnotshowanysign孟Hcanttoxicityto

themacrophagesintheconcentratio皿rangeofO-50μg/ml.TheIC50valueforgenisteinwas9.6μM(Fig』).

Compoundsland2havethepotentialtobeNOreducingagents.
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Fig.II.Concentrationdependentsuppressionby40(panelA)andgenistein(panelB)onNO

productionandtheircellviabilities24houraftercultureofBCG-inducedmouseperitoneal

macrophagesactivatedbyLPS.Dataforcellviabilityareindicatedastheratioofabsorbariceof

sample-treatedmacmphagestothatofnon一 舵atedmacrophagesaspercentage.Statistically

significantfromnon-treatedcontrolgroup,*P<0.01and**P<0.001.
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OraltreatmentofmethanolextractofAndrographispaniculata,oneoftheanti-inflammatoryChineseherbs,

reducedtheNOproduction,andaditerpenelactoneneoandrographolide(3)wasidentifiedasanactivecomponent.

Neoandrographolide(3)suppressedtheNOproductionby35and40%atdosesof5and25mg/kg/day,respectively

(Fig.III).Neoandrographolide(3)alsosuppressedtheNOproductionwithanICSOvalueof35.5uMwhendirectly

addedtotheculturedmacrophages(Fig.IV).Ontheotherhand,andrographolide(4),themainconstituentofthis

plant,suppressedtheNOproduction加v1'血owithanIC50valueof7.9μM,butdidnotsuppressitfllw'vαThese

resultsindicatethatneoandrographolidemightplayanimportantroleintheanti-inflammatoryactionofA.

paniculata.

HOい 魅'9

0

0
獣

0

0

H、9亨

言

HO"'馬'

H、C≧H

OOH

3

CHZ

亨

ノ

C
言
・

㌦

＼

H、c皇H

＼OGIc

4

,CHI

(承
言

。
琴

弓

2
自
O
Z
も

。
唱誉

溢
9

嘱£
編
三

60

40

20

0

?0

A

neoandrographolide

圃andro9!apholide

**

*

80

60

40

20

0

B dexamethasoste

(mglkglday)5,2550(mg/kglday)11050

Fig.III.Effectsoforallyadministeredandrographolide(panelA),neoandrographolide(panelA),
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cultureofBCG-inducedmacrophagesstimulatedwithLPS.Dataforthecellviabilityareindicatedas
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審 査 結 果 の 要 旨

本論文 は,免 疫系 の異常 な尤進 が関係 してい る肝炎 な どの炎症性疾患 に対す る予 防 ・治療薬 を探索す る

際の初期 ス クリーニ ング法 として,活 性化 マ クロファー ジが産生す る一酸化窒 素(NO)の 抑 制効 果 を指

標 とす る評価系 を用 いて種々の植 物エ キス をス ク リーニ ングす る とともに,NO産 生 を抑制 す る数種の植

物成分 を単離 して,そ れ らのNO産 生抑制効 果 を詳 しく調べ た ものである。

は じめ に,44種 のモ ンゴル産植物 のエキス につい て,BCG誘 導 マ ウス腹 腔マ クロフ ァー ジのLPS刺 激

によるNO産 生 に対 す る抑制効 果が検討 され た。 その結果,5cfzoηepefamロ1孟ff}da,Haleηfacornfcロ1afa,

Arεemf5fasfeversfaηaに強 いNO産 生抑制効果が,5`ellerachξ ㎜aφasme,A∬ オe1ηf5fa四忽a㎡5,Geran加1pra`eη5,

Leon'qρodfロmoc血roleαcロmに 中程度のNO産 生抑制効果が あるこ とが明 らか にされ,こ れ らの植物 がNO産

生抑制物質 を探索す る材料 として有望であ ることが示 された。

つ ぎに,エ ジプ トで抗 炎症 を目的に民 間薬 として使 われている αeome(か05eがfblfaのNO産 生抑制効果が

検討 され た。そ の結 果,NO産 生 を抑 制す る2種 の フラボ ノイ ドが単離 され,一 方 は新 規化合 物 の5,4'一

dihydroxy-6,7,8,3',5'一pentamethoxyflavoneと 決定 され,他 方 は5,4'一dihydroxy-6,7,8,3'一tetramethoxyflavoneと 同

定 された。 これ らの フラボ ノイ ドは,0-20μg/mlの 濃度範 囲で濃度依存的 にNO産 生 を抑制 し,・IC,。値 はそ

れぞ れ50。5,85.5μMで ある こ とが明 らか に された。 この 実験結 果 か ら, .こ れ らの フ ラボノ イ ドがC.

の05eがfblfaの抗炎症効果 に関与 している可能性が示唆 された。

さ らに,イ ン ドネシアで炎 症性疾 患,高 血 圧,糖 尿病 な どの治療 に広 く使 わ れてい るAndrographfs

paηfcロ1aεaのNO産 生抑制効 果が検討 され,A.panfcロ1aεaの メ タノール エキスがfηvf`ro系 だけでな く経 口投

与 した場合のfη γfvo系で もNO産 生 を抑 制するこ とが 明 らか にされ た。1カvf飽 系でNO産 生 を抑制 する物

質 として,本 植物 の主成分 であるandrographolideとneoandrographolideが 単離 同定 され,IC5。 値 はそれぞ

れ7.9,35.5μMで あ る こ とが 明 らか に さ れ た 。 一 方,サ ンプ ル を経 口投 与 す るfηyfvo系 で は

neoandrographolideの み にNO産 生抑制効果 が認 あ られ,andrographol量deに はNO産 生抑 制効果が認 め られ

なかった。 これ らの実験結果か .ら,Apanfρ ロ1a`aの抗炎症効果 にはneoandrographolideの 方 の寄与 が大 きい

可能性が示唆 された。

この ように,本 論 文はNO産 生抑 制効 果 を指標 とす る方法が炎症性疾患 に対す る予 防 ・治療薬 を探索 す

る際 の初期ス ク リーニ ング法 と して有効 である ことを示 している。 よって,本 論文は博 士(薬 学)の 学位

論文 として合格 と認め る。
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