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実験的自己免疫性脳脊髄炎に対する phosphodiesterase

阻害剤， cilostazolの治療効果

呉城珠里

近畿大学医学部内科学教室(神経内科部門)

抄 録

Phosphodiesterase (PDE)はcAMP，cGMPを加水分解する酵素であるが，様々な PDE阻害薬は多発性硬化

症 (multiplesclerosis : MS)のモデル動物である実験的自己免疫性脳脊髄炎 (experimentalautoimmune ence-

phalomyelitis : EAE)を抑制すると報告されている.CilostazolはPDEIIIを選択的に阻害し，その血小板凝集抑

制作用や血管拡張作用により虚血性疾患の治療に用いられている.さらに cilostazolには接着分子の発現抑制作用

もあると報告されている.今回，我々は cilostazolのEAEに対する治療効果を検討した.C57Bl/6マウスを

myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG) 35-55で感作し ci1ostazol含有餌を与えた群と，通常餌を与えた群に

分けて飼育した.Cilostazol群ではコントロール群に比べて有意に EAE重症度， MOG反応性T細胞増殖や， IFN 

-γ産生，血清中可溶性 intercellularadhesion molecle-lが低下していた.以上より， cilostazolは自己反応性T

細胞増殖や接着分子の発現を抑制することにより EAEを抑制すると考えられる.CilostazolはMSの治療薬とな

る可能性があり，ヒトにおける治療効果や耐用性についてなどさらなる検討が必要である.
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Phosphodiesterase (PDE)は細胞内セカンドメッ

センジャーである環状ヌクレオチド cAMP，cGMP 

を加水分解する酵素であり，下流の cAMP-depen-

dent protein kinase (PKA)・cGMP-dependent

protein kinase (PKG) シグナルを調節している.

PDEはそのドメインに基づいて11種類のファミリ

ー，さらに21のアイソザイムに分類され，アイソザ

イムには50種類以上のバリアントが報告されてい

る1

CilostazolはPDEIIIを特異的に阻害する抗血小

板薬であり，脳虚血性疾患の治療に広く使われてい

る.抗血小板作用z以外にも，血管拡張作用門血管

平滑筋増殖抑制作用5 も併せ持つ.NF-xBの活性化

阻害を介した接着分子 vascularcell adhesion mol-

ecule-l (VCAM-1)の発現抑制作用やアポトー

シス抑制作用血管内皮細胞における tumor ne-

crosis factor α(TNFα)による monocytechemo-
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attractant protein-l (MCP-l)産生の抑制8が報告

されている.

多発性硬化症 (multiplescrelosis : MS)は中枢神

経ミエリンの慢性進行性の炎症性疾患である.MS 

では活性化リンパ球と単球/マクロファージが中枢

神経へ侵入することが中枢神経の炎症と脱髄に重要

であると考えられている.免疫細胞が中枢神経へ侵

入するとき VCAM-1， intercellular adhesion mole-

cle-l(ICAM -1)， P-selectinのような接着分子は重

要であると考えられている.

実験的自己免疫性脳脊髄炎 (experimental

autoimmune encephalomyelitis: EAE) はMSの

モデ、ル動物とされており， myelin basic protein 

(MBP)や myelinoligodendrocyte glycoprotein 

(MOG) をアジュバンドとともに免疫することによ

り作られる. Amrinone9や ibudilast10，meso-

praml1， rolipram山 3などの PDE阻害薬は抗原特

異性T細胞増殖を抑制し， T細胞よりのサイトカイ

ン産生を Th2に偏侍させることにより EAEを抑
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制すると報告されている.さらに，我々は COX-2阻

害薬である celecoxibにより接着分子 P-selectin，

ICAM-1の発現が抑えられ，炎症細胞が中枢神経へ

浸潤するのを抑制し EAEの治療につながったと報

告した 14

以上より， cilostazolはEAEにおいて免疫バラン

スを調節し，接着分子発現を抑制することにより

EAE症状を軽減させる可能性があると考えた.よっ

て，今回我々は， cilostazolによる EAEに対する治

療効果を検討した.

方法

1)マウス

動物実験は動物の愛護及び管理に関する法律，基

本指針に基づいて作成された近畿大学医学部動物実

験規定に準じて行なった.野生型 C57B1/6(B6)マ

ウスを CLEALaboratory Animals (Tokyo Japan) 

より購入.固形餌と水を自由に摂取させ，室温， 12 

時間明暗サイクル下で飼育した.

2) EAE惹起

EAEはB6マウス (8-12週齢，雌)に MOGペプ

チド (MOG35-55 : MEVGWYRSPFSRVVHL YR-

NGK) 100いgとフロイト不完全アジュノTントに結

核死菌 (DifcoLaboratories， Detroit， USA) を加

え，エマルジョンを作成，側腹部より皮下注射し感

作した.初回感作時及び48時間後に，百日咳毒素

(List Bilogical Laboratories， Campbell， USA) 300 

ng/匹を腹腔内投与した.感作時より 0_1%cilost-

azol含有固形餌 (Ohtsuka，Tokushima， Japan)を

与えた群 (n=28) と，通常餌 (n=28) を与えた群

にわけで飼育した.

3) EAE臨床評価

臨床症状評価には以下のスコアを用いた.

o :正常 1 尾のトーヌス低下 2 尾の完全下

垂 3 歩行異常 4 後足の完全脱力 5 前足

と後ろ足の完全脱力 6 死亡.

4 )抗原特異的リンパ球増殖反応

EAE感作12日日に，出径リンパ節，膝宮リンパ節

を採取し100いmナイロンのセルストレイナー

(BD Bioscienes， Berford， USA) を使って single

cellの状態にした.1 X 106/wellの細胞数にし， 0， 

1， 10， 100ぃg/mlと段階希釈したペプチド

MOG35-55を添加し37"C， 5 % CO2条件下にて96穴

平底のプレート上にて72時間の培養を行なった.な

お培養液は， RPMI 1640 (Gibco， Grand Island， NY， 

USA) に 5X 10-5 M 2-mercaptoethanol， 2 mM  L 

-glutamine， 100 U/ml penicillin/streptomycin， 1 

%自家血清を添加したものを使用した.培養終了18

時間前に [3H]thymidine (1Il-Ci/well)を添加し，

radioactivityをβ-1205counter (Pharmacia， Upp-

sala， Sweden) にて測定した.

5 )サイトカイン産生

増殖反応に使用した wellの培養上清を用い，サイ

トカインの測定を行なった.培養48時間の培養上清

をサイトカイン測定まで-800Cで保存した.IFN 

γ，TNF-a， IL-4， IL-10， IL-17の測定は enzyme

linked immunosorbent assay(ELISA) (anti-mouse 

OptEIA Kits， BD Bioscience. San J ose， USA) を

用いて測定した.

6)可溶性接着分子測定

EAE感作14日， 21日， 30日目にマウス尾静脈より

ガラス管を用いて血液を採取し血清を分離，可溶性

接着分子測定まで-80
0Cで保存した.血清中可溶性

ICAM-1 (sICAM-l)， VCAM-1 (sVCAM-l)， P 

selectin (sP-selectin)の測定は ELISAkit (R & 

D Systems， Wiesbaden-Nordenstadt Germany) 

にて行ニなった.

7)マウス脳，脊髄の組織学的検討

EAE感作14日， 30日目のマウスにエーテル吸入麻

酔下で胸腔を切開し心臓を露出，左心室より 10%ホ

ルマリン液で満たした50mlシリンジをつないだ27

ゲージ翼状針を挿入後，右心耳をメスにて約 3mm

切開し，シリンジ中のホルマリン液で潅流した.そ

の後脳，脊髄を採取.脳と三等分に横断した脊髄を

10%ホルマリンで固定し，パラフィン包埋の後， 4ぃ
mで連続切片を作成した.脳，脊髄への細胞浸潤を

評価するために hematoxylinand eosin (HE)染色

を，脱髄を評価するために Luxolfast blue (LFB) 

染色を，接着分子発現を評価するために免疫染色を

行なった.一次抗体には ICAM-1(CD54)， VCAM 

-1 (CDl06)， P-selectin (CD62-p: BD Biosciense， 

San Diego， USA)を用い，二次抗体には ICAM-1: 

抗ビオチン化ノ、ムスター抗体 (Vector Labora-

tories， Burlingame， USA) ， VCAM -l/P-selectin : 

抗ビオチン化ラット抗体Vector Laboratories， 

Burlingame， USA) を用いた.

8 )統計学的解析

データはすべて平均値±標準誤差 (SEM)で表示

した.すべての有意差検定には Mann-WhitneyU-

testを用い， P<0.05を有意とした.

結 果

1) cilostazolによる EAEの抑制効果

コントロール群では， EAE感作後13.9土0.54日で

症状が出現した.最重症スコアは3.5::tO.12で累積ス

コアは EAE感作 1-30日で42.2土2.70(表 1)であ
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表 1 EAE重症度

control 

cilostazol 

最重症スコア

3. 5:t0 .12 

発症日(日目)

13. 9:t0. 54 

発症頻度(匹)

28/28 

23/28 

累積スコア

42. 2:t2. 70 

36.l:t3.86 2. 9:t0. 20本

データは平均値:tSEMで表示した.

* : P<0.05 vs. control 群

14.6:t0.70 

-←control 
3.5 * * 

~ 3 * 
ー※-cilostazol 

o 2.5 
ιtn J z 
81.5 
.2 

υ0.5 
O 

7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 

day after immunization 

図 1 EAEに対する cilostazolの効果
0.1% cilostazol含有餌を与えた群 (n=)(x) と通常餌を与えた群 (n=) (e)のEAE重症の
変移を示す.EAE感作15，16， 17日目においてコントロール群に比較して cilostazol群で EAE重
症度が有意に低下していた.
エラーパーは SEMを示す.

* : P<0.05 vs. control群

cilostazol群

コントロール群

図2 マウス脳組織の HE染色

コントロール群では，側脳室周囲や脳表にお
いて脳実質への細胞浸潤が見られ，一部の脳
動脈では周囲への細胞浸潤 (perivascular
cuffing)が見られた.一方，cilostazol群では，
脳実質への細胞浸潤は見られるものの，コン
トロール群に比べ程度は軽度であった.
矢印は細胞浸潤を示す.

った.一方，cilostazol群では EAE感作後14.6:t 

0.70日で症状が出現し，最重症スコアは2.9:t0. 28， 

1 -30日の累積スコアは36.1:t3.86であった.cilost-

azolの経口投与により EAEの発症が遅れ，最重症

スコア，累積スコアが低下する傾向にあったが，コ

ントロール群との聞に有意な差はなかった.図 lは

日別でみた EAEclinical scoreの平均を示す.EAE 

感作15，16， 17日の EAEスコアは cilostazol群で有

意に低下していた.組織学的には cilostazol群では，

脳実質内への細胞浸潤は見られるものの，コントロ

ーJレ群に比べて程度は軽度であった.(図 2) 

2) MOG特異的T細胞増殖と Th1サイトカイン

産生

cilostazol群では，コントロー/レ群に比べ MOG

特異的T細胞増殖が有意に抑制された(図 3Al.さ

らに， リンパ節細胞の培養上清で、の IFNγ 産生に

おいても cilostazol群ではコントロール群に比べ有

意に抑制された (図 3Bl. MOG特異的T細胞増殖

(図 3A) とIFN-γ産生(図 3B)に有意差のある

MOG濃度に一致点は認めないが， IFN γの上昇を

きたすには MOG濃度 1， 10仲g/mlでは刺激が足り

なかったと思われる.さらに，IFN-γ上昇と MOG

特異的T細胞増殖において必要な MOGの刺激濃度

が違うと考えている.また，MOG特異的T細胞増殖

において一部の細胞では MOG100 ~g/ml では刺激

が強すぎて，細胞死に至り ，増殖反応の数値が低値
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o 1 10 100 

MOG(μg/ml) 
A 

一-+----control 
一→←cilostazol

* 

o 10 100 

MOG(μgjml) 
B 

図 3 cilostazolのMOG35-55特異的T細胞増殖反
応への影響
Aはリンパ節細胞を MOG3ト 55で再刺激し，
培養72時間後に [3H]thymidineの取り込み
でみた増殖反応を示す.横軸に再刺激した

MOG35-55濃度，縦軸は増殖感度とした.Bは
培養48時間後の培養上清中の IFN-y産生を
ELISA法 で 確 認，横軸は再刺激した

MOG35-55濃度と した.
コン トロー/レ群と cilostazol鮮はそれぞれ 8
匹ずっとした.

エラーパーは SEMを示す.
キ:P < 0 . 05vs. control群

になった可能'性がある.TNF-a， IL-10， IL-17で

は両群で差は認められなかった.また，血清中のサ

イトカイン，白血球は測定していない.

3 )接着分子

血清中 sICAM-lは EAE感作21日目 において，

sP-selectinはEAE感作14日目において cilostazol

群で有意に低下していた(図 4).脳，脊髄の接着分

子発現は免疫染色において両群聞に差は認められな

かった.

(ng/ml) 
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day14 
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* 

day21 

A 

day21 

B 

• control ・cilostazol

day30 

.control ・cilostazol

day30 

.control 
Eαlostazol 

day14 day21 day30 

C 

図4 EAE感作14日， 21日， 28日目の血清中可溶性
接着分子を ELISA法で観 察した.Aは
sICAM-1を示す.いずれの時期も cilostazol
群で低下傾向にあり， 21日目においては有意
差を認めた.BはsVCAM-1を示すが両群間

で差は認められなかった.C はsP-selectin
を示す.14日目において cilostazol群で有意
に低下していた.
コントロール群と cilostazol群はそれぞれ10
匹ずっとした.

エラーパーは SEMを示す.

* : P<O.05vs. control群

考 提呈
3ヲミ

本研究において cilostazolによる EAE抑制効果

が明らかになった.MOG35-55での再刺激において

は抗原特異的 リンパ節細胞増殖とそれに伴う IFN-

γ産生が cilostazolにより 抑制された. これまでに

W 型の PDE阻 害薬である mesopramや roli-

pram， nonselectiveの ibudilastなどによる EAE

抑制効果は報告されており 913，免疫システムにお
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いて cAMPを上昇させる薬剤が IFN-yやTNF-

a，IL-2などの Th1サイトカイン産生の抑制するこ

とは明らかとなっている 15-19 III型とIV型の PDE

の違いはそのドメインに基づく.また，それぞれ主

な組織発現部位が違い，個々の組織において作用が

変わってくる.III型 PDEは主に心臓，平滑筋，脂肪

細胞，血小板，免疫細胞に存在し， IV型は主に脳，

免疫細胞などに存在する.このように免疫細胞には

主に PDEIIIとIVが存在する 20.Bibianaらは， cilost-

azolと同じ凹型 PDE阻害薬である cilostamideと

IV型の rolopramはヒト末梢リンパ球の抗原特異的

増殖と， IFN-γ 産生を抑えると報告しており，そこ

ではこれらの抑制効果は rolipramのほうが強かっ

たとしている.その理由のーっとして， cAMPの分

解経路が違うことを挙げている.

III型 PDE阻害薬による EAE抑制効果の報告は

今回の cilostazolがはじめてであり，その理由のひ

とつとして他の PDE阻害薬と同様に Th1サイトカ

インである IFN-γ産生が抑制され， Th2への偏侍

がおこったためと考えている.従来， EAEでは

Th1jTh2バランスがTh1にシフトすることが発症

に関わっていると考えられてきた.しかし最近， IL 

17を産生する Th17細胞が最も重要な自己免疫細

胞であると言われている.本研究においても IL-17

産生について検討したが， cilostazol経口投与によ

りIL-17の低下は明らかでなかった.

選択的 COX-2阻害剤である celecoxibは炎症性

細胞が中枢神経へ侵入するのを防ぎ，さらに ICAM

1とP-selectinの発現を抑えることが報告されて

いる.その機序として接着分子発現を抑えることに

より細胞浸潤が抑制されると考察されている 14

EAE発症においてはまず血液脳関門 (bloodbrain 

barrier : BBB)の破綻が重要な初期のステップであ

り，炎症性細胞が BBBを通過し中枢神経へ浸潤す

る過程において，炎症性細胞はまず BBBを構成す

る内皮細胞上に緩やかに接着 (rolling)し，次に強

固な接着 (attachment)がおこり，最後に内皮下へ

遊走 (migration)する.これらの過程で重要となる

のが P-selectinのようなセレクチン族や ICAM-1

などの接着分子と炎症性サイトカインである.接着

分子発現は炎症性サイトカインによりさらに増強さ

れ，炎症性細胞の流入は促進され，侵入した炎症性

細胞は再び局所で炎症性サイトカインを paracrine

に放出する.Bullardらは ICAM-1のいずれのアイ

ソフォームも発現しない ICAM-1 null mutantマウ

スでは中枢神経へのT細胞浸潤と IFN-γ産生が抑

制されることにより EAEが抑えられると報告し，

ICAM-1はT細胞が中枢神経に浸潤するのに必要

であり，また抗原特異的T細胞増殖においても重要

であるとしている 21 さらに， MS患者では内皮細胞

での ICAM-1やVCAM-1発現の増強22 血清中

sICAM-1， sVCAM-1の増加が認められている 23ペ
cilostazolによる接着分子への影響は今までに多

く報告されている.NIDDM患者においては cilost-

azolの経口投与により血清中 sICAM-1とsVCAM

1， sP-selectinが低下する 25 又 cilostazolによる

高血糖下の患者における NO産生促進を介した

ICAM -1， P-selectin発現抑制作用26 TNF一α産生

抑制による NF-xBの活性化阻害を介した血管内

皮上の VCAM-1の発現抑制作用6 も報告されてい

る.本研究においても血清中 sICAM-1， sP-selectin 

はcilostazol投与群において低下しており上記報告

と矛盾ない.接着分子は血管内皮細胞や，免疫細胞

など様々な細胞上に発現する.以前， COX-2阻害剤

である celecoxibがBBBでの接着分子発現をおさ

えることにより中枢神経への炎症細胞の侵入を防い

だと報告した 14 今回， EAEの重症度で統計学的に

有意差が認められたのは， EAE誘導後15日目， 16日

目，および17日目であった.15日目はおおよそ， EAE

症状の出はじめの時期(表1)と考えられる.つま

りMOG特異的T細胞が BBBを通過しミエリンを

攻撃する時期であり， cilostazolによりここが抑制

されると考えれば，今回の結果のようにこの時期に

最も差が出やすいと思われる.以上より，今回も同

様の機序を考えているが，接着分子の局在など詳細

な検討は行なえていない.前報告のように BBBで

の発現抑制の他に，抗原提示細胞上の接着分子発現

をおさえシグナル伝達を抑えた可能性なども残さ

れ，今後のさらなる検討が必要と考えている.

以上より， cilostazolはTh1jTh2バランスを

Th2に偏侍させるだけでなく，接着分子発現抑制を

介して中枢神経へ炎症細胞が侵入するのを防ぐこと

でEAEを抑制している可能性があると考えられ

る.

cilostazolは経口可能な薬剤であり，すでに虚血

性疾患の治療に広く使われている.今回の研究で

EAEの抑制効果を認めたことより今後， MSの再発

予防に有効な治療薬となる可能性がある.ヒトに対

する用量的な認容性の問題や，他薬物との併用につ

いてなどのさらなる検討が必要と思われる.
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