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Heparin inhibits mucus hypersecretion in airway epithelial cells

(ヘパリンは気道上皮の粘液過分泌を抑制する)

学位論文題目

l.背景.目的

慢性副鼻腔炎,特に好酸球性副鼻腔炎では凝固系が活性化され,鼻汁中にトロンビンやフイブリンが

多量に存在し,鼻粘膜上皮細胞にはトロンビン受容体(PAR- 1, protease-activated receptor- 1)が発現

している.我々はトロンビンなどの凝固因子が,鼻粘膜上皮細胞からの粘液産生やplatelet-derived

growth factor (PDGF), vascular endothelial growth factor産生を介して,鼻糞形成などの組織リ

モディングに関わっていることを明らかにしてきた.一方,ヘパリンは抗凝固薬として臨床上広く使用さ

れているが,多くの生体内物矧こヘパリン結合部位があり,多彩な抗炎症作用を有していることが知ら

れている.下気道において, in vivoでは,ヒツジ急性肺障害モデルで組織傷害を抑制したという報告

や,ラット噛息モデルにおいて好酸球浸潤やMUC5ACの発現を抑制したという報告がある.さらに,実

際の臨床においても,ヘパリン吸入が嶋息患者発作時の気管支収縮を抑制し,ステロイド抵抗性噛息

患者にも奏功したという報告がある.今回,慢性副鼻腔炎,特に好酸球性副鼻腔炎におけるヘパリンの

局所療法の可能性を検討する目的で,上気遭炎症におけるヘパリンの抗炎症作用についてin vivo, in

vitro両面から検討した.

2.方法

In vivoでのラット鼻粘膜上皮の粘液産生モデルとin vitroでの培養上皮細胞における作用につい

て検討した.ラット鼻粘膜上皮の粘液産生モデルは, LPS(lipopolysaccharide, 0.06-0.lmg/0.1ml)を

3日間ラットに点鼻し, LPS点鼻30分前に未分画ヘパリン(UFH, loo IU/O.lml),または低分子へKU

ン(LMWH, 1-100 IU/ml)を点鼻し,生食点鼻群と比較した.最終点鼻24時間後に検体を採取し,鼻腔

の冠状断切片を作成し, AB-PAS染色後上皮内の粘液頼粒の占める面棟を測定しH-E染色で上皮

内に浸潤する好中球数も計測した.培養上皮細胞での検討は,ヒトmucoepidermoid carcinomaの細

胞株であるNCI-H292細胞をplastic dish上で24時間培養し, TNF- α (long/ml)刺激による粘液分

泌とIL-8分泌に対する未分画ヘパリン(0.01 IU!inl-10 IU/ml)と低分子ヘパリン(0.01 IU!'ml -10

IU/ml)の影響を培養液を回収し検討した.また,粘液分泌量はムチンのコア蛋白であるMUC5ACに

対する抗体を利用したELISA法で測定し, MUC5ACのmRNAの発矧こ対する影響はRT-PCR法

で測定した.
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低分子ヘパリンは未分国ヘパリンと比較し,臨床上問題となる出血のリスクが少なく,また,半減期も

長いため,局所療法として臨床応用しやすいと考えられ,両者について,その作用を検討した.

3.結果

①ラット鼻粘膜上皮の粘液産生モデルにおけるヘパリンの作用

LPSの3日間投与により,ラット鼻粘膜上皮に著名な粘液産生・杯細胞化生と好中球浸潤が認められ,

未分画ヘパリン(100 IU/O.lml)点鼻により,これらの変化は有意に抑制された.低分子ヘパリン(1-100

IU/0. 1ml)点鼻でも同程度の抑制効果を得た.

②培兼上皮細胞における粘液分泌に対するヘパリンの作用

未分画ヘパリンはNCI-292細胞からのTNF- α(long/ml)刺激によるMUC5AC産生, IL-8産生を濃

度依存性に抑制し, MUC5AC mRNAの発現も抑制した.低分子ヘパリンも未分画ヘパリンと同程度

に, NCI-292細胞からのTNF- α (long/ml)刺激によるMUC5AC産生, IL-8産生を濃度依存性に抑

制した.

4.着察

ヘパリンの気道炎症に対する抗炎症作用ついては,急性肺障害や気管支鳴息において,動物実験や

小規模な臨床試験で報告されているが,多くが下気遭炎症に対しての報告である.上気道である鼻腔に

対するヘパリンの役割に関して,アレルギー性鼻炎に対する臨床試験の報告はあるが,動物鼻腔モデル

における報告はなく,本検討は鼻粘膜における炎症性粘液過分泌に対するヘパリンの抑制作用を検訂

した初めての報告である.

ヘパリンがLPS誘発粘液分泌を抑制する機序は十分わかっていないが,我々は, in vivoにおいて未

分画ヘパリン,低分子ヘパリン共にLPS炎症による鼻中隔上皮への好中球浸潤を有意に抑制した.ま

た,ヘパリンは陰性荷電しており、好申球工ラスターゼを電荷的に中和するという報告がある. LPSによ

る粘液分泌は部分的に好中球や好中球工ラスターゼ依存性の反応であり,本実験において、 in vivo

での粘液分泌抑制効果は一部,好申球浸潤,好申球エラスターゼ阻害により発揮されたと考えられる.

気遭上皮の粘液産生に対するヘパリンの直接作用を検討するため,われわれは気道上皮細胞株を

使用しin vitroでの検討を行った.本研究におLiて、 UFH,LMWHともにTNF-α刺激による

NCI-H292細胞からの粘液産生を用量依存性に有意に抑制し,そして, UFHはMUC5AC mRNA発

現も有意に抑制した.これらの結果はin vivoにおけるヘパリンの作用が気道上皮からの粘液産生を直

接抑制したことを示している.

mm眉

未分画ヘパリンはLPS刺激によるラット鼻粘膜上皮の粘液産生と好中球浸潤を有意に抑制し,培書気

道上皮細胞(NCI-H292細胞)からのTNF- α刺激によるMU5AC蛋白とMUC5AC mRNA,および

IL-8産生を濃度依存性に抑制した.低分子ヘパリンもLPS刺激によるラット鼻粘膜上皮の粘液産生と

好中球浸潤を濃度依存性に抑制し,培養気道上皮細胞(NCI-H292細胞)からの, TNF- α刺激による

MU5AC蛋白, IL-8産生を濃度依存性に抑制した.低分子ヘパリンのこうした抑制作用は未分画ヘパリ

ンとほぼ同等であった.以上の結果より,ヘパリンには抗凝固作用とともに,気道上皮細胞からの粘液産

生やIL-8度生を抑制して,鼻粘膜上皮の杯細胞化生や好申球浸潤を抑制する抗炎症作用があり,秤

酸球性副鼻腔炎をはじめとする難治性疾患に対する新たな局所治療薬としての可能性が考えられる.
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(学位論文審査の結果の要旨) (明朝体1 1ポイント、 600字以内で作成のこと。 )

慢性気道炎症における過剰な粘液分泌は炎症の慢性化・遷延化の要因となり、治療にはこう

した病的な粘液分泌による炎症の惑循環を制御することが重要である.一声で、凝固由子であ
るトロンビンが気道炎症の病態形成に関わっていることが明らかになってきている。本研究は

抗凝固因子である-パリンの作用を、 in vivoではエンドトキシンであるLPS刺激によるラッ
ト鼻粘膜上皮の粘液産生モデルを使用し、 in vitroではヒ上気道上皮細胞からの粘液分泌、 IL-8
産生に対して検討し、以下の点を明らかにした。

1)未分画-パリンはLPS刺激によるラット鼻粘膜上皮の粘頓産生と好中球浸潤を有意
に抑制し、培養気道上皮細胞からのTNF-α刺激によるMU5AC蛋白とMUC5AC mRNA、
およびIL-8産生を浪度依存性に抑制した。

2)低分子-パリンもLPS刺激によるラット鼻粘膜上皮の粘液産生と好中球浸潤を浪度依存
性に抑制し、培盤気道上皮細胞からのTNF-α刺激によるMU5AC蛋白、 IL-8産生を沸度依存性
に抑制した。

以上のように本論文は、 -パリンの気道上皮に対する粘液過分泌抑制作用について明らかにし、
臨床における難治性上気道炎症の新たな治療旗の開発に進展することが期待されるものであ

り、最終試験として論文内容に関連した試問を受け、博士(医学)の学位論文に値するものと
認められた。
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