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論文内容の要旨

【目的】

カルシトニン (C T) は血中カルシウム調整ホルモンとして骨や腎をその主な標的器官とするが， これ以外にも多

くの臓器に対して作用を発揮することが知られている。肝臓においても，肝細胞内への Ca 2 + 流入の増大， Ca2
+ /カ

ルモジュリン系を介したコレステロール・中性脂肪の合成抑制などの作用が報告されている。 CT受容体 (CTR)

の mRNA 塩基配列はラット脳について 2 種類が報告され，各CTR は C1a および C1b と命名されている。 C1b

mRNA は C 1 a mRNA に比べlllbase の塩基挿入部位を持ち，それぞれラットの脳・腎をはじめ多くの臓器での発

現が知られているが，両者とも肝での発現は確認されていない。一方，四塩化炭素 (CC14 )により誘発される肝障

害は，オキシラジカル産生酵素・チトクロムP450に依存する脂質の過酸化により生じると考えられている。本研究

において CTが CC14 誘発性肝細胞障害を抑制することを見いだし，その機序の詳細につきラット初代培養肝細胞を

用いて検討した。

【方法】

1 )ラット肝細胞の分離および初代培養:肝細胞は 8 週齢の雄性 Wistar ラットより collagenase を用いた酵素法に

より分離し 10% ウシ胎児血清， 10-7 mol/L インスリン， 10-8 mol/L dexamethasone 添加 William E 培養

液にて37
0

C 5 % C02 下で培養した。

2) CTR mRNA の発現:ラット培養肝細胞より全RNAを抽出し，上記111bp 挿入部位を挟む C1a および C1b

に共通な pnmer を用い RT- -F CR にて増幅後，制限酵素 Hinf 1 による切断様式により両者を判別した。対照

としてラット脳および腎の全RNAを用いた。

3) Hydroperoxide の定量:肝細胞内に生成された hydroperoxide の定量にはDCFH-DAを用いた。細胞内に取

り込まれたDCFH-DAはDCFHに変換され， hydroperoxide により急速に酸化されDCF となり蛍光を発

するo 生成した DCF の定量には FACSort フローサイトメーターにより 488nm 励起光により 525nm の蛍光強度

を測定した。細胞のタンパク量は Lowry 法にて測定し補正した。

4) CC14 による肝細胞毒性: CC14 による肝細胞障害は初代培養肝細胞5x10 5 個あたりの培養液中逸脱酵素である A

STおよびALT活性にて評価した。



【結果】

1 )肝細胞における CTR mRNA の発現 :RT-PCR の結果， ラット脳では602bp と 491bp の両者， ラット培養肝

細胞では602bp のみ， ラ y 卜腎では491bp のみの産物が認められた。 602bp と 491bp の産物は制限酵素 Hinf 1 に

よる切断様式により，それぞれ Clb および C 1 a mRNA 由来であることが確認された。

2) CCL による hydroperoxide 産生および肝細胞障害:肝細胞内 hydroperoxide 産生は 3 '""10mmol/L CC14 添加3

0分後において濃度依存性に，また 5 mmol/L CC1 4 添加30分'""8 時間後において時間依存性に増加した。同様

に培養中AST およびALT活性は 3 '""10mmol/L CC14 添加 4 時間後において濃度依存性に， また 5 mmol 

/L CC14 添加 2'""8 時間後において時間依存性に増加した。 5 mmol/L CC1 4 添加30分後の hydroperoxide 産

生量と 4 時間後のASTおよびALT活性にはそれぞれ有意 (p<O.Ol) の正相関を認めた。

3) CC14 処理肝細胞への CT の効果: 10- 11 から 10- 7 mol/L のウナギ C T (eCT) およびサケ CT は 5 mmol/L 

CC14 添加30分後細胞内 hy droperoxide 産生および 4 時間培養液中ASTおよびALT活性を濃度依存性に抑制

した。 eCT 添加による，細胞内 hydroperoxide 産生と AST活性およびALT活性の変化度にはそれぞれ有意

(p<O.Ol)の正相関を認めた。ヒト CT は1O- 7 mol/L までこれらの作用を示さなかった。

4) CT作用の肝細胞内情報伝達機構: Protein kinase C (P K C )を活性化する PMA は CC1 4 による肝細胞内

hydroperoxide 産生を有意に抑制した。 PKCを阻害する 5 xl0-5mol/L H 7 および PMA24時間処置によって，

eCT の hydroperoxide 産生抑制作用は消失した。 Protein kinase Aを阻害する HAI004， H89はともに eCT の作

用に影響を与えなかった。

【総括】

肝細胞に対して CT は， CC14 により誘発される hydroperoxide 産生を低下させ，これに伴う肝細胞障害をも抑制

することを初めて明らかにした。 CC1 4 添加による hydroperoxide 産生と細胞障害の程度の聞に有意の正の相関が認

められたことより，低濃度 (5 mmol/L) の CC14 で生じる細胞障害の原因としての酸素ラジカル， とくに

hydroperoxide 産生の重要性が示された。 CT による hydroperoxide 産生変化度と AST ・ ALT活性の変化度が有

意の正相関を示したことより， CT による CC14 誘発性細胞障害の抑制は， CT による酸素ラジカル産生抑制による

と考えられる。さらに，培養ラット肝細胞においては ClbmRNA のみの発現を認め，さらに Clb 受容体に対して

はヒト CT に比べ魚 CT の親和性が高いことが知られており，今回も同様の結果を得たことから CC14 の

hydroperoxide 産生と AST ・ ALT放出に対する CTの抑制作用は Clb 受容体を介すると考えられた。さらに C

Tの肝細胞に対する作用の細胞内情報伝達機構に関する検討にて， PKCを活性化する PMAは肝細胞で CC14 によ

る hydroperoxide 産生を有意に抑制し，さらに CT による hydroperoxide 産生の抑制作用は， PKC活性を阻害する

H7 および PMA24時間処置によって消失したことから， PKC の関与が大きいと考えられるo

論文審査の結果の要旨

本研究は，四塩化炭素により誘発される肝細胞障害に対する抑制というカルシトニンの全く新しい作用を見いだす

とともにその機序を解明する目的で行われているo 低濃度の四塩化炭素により誘発される肝障害は，オキシラジカル

産生酵素・チトクロム P450に依存する脂質の過酸化により生じるとされているが，その詳細は不明である。またカ

ルシウム代謝調節ホルモンとして知られるカルシトニンは，肝に対しても種々の作用を発揮するがその受容体につい

ては明らかにされていなかった。本研究においては初代肝細胞培養を用い， 5mmol/L の四塩化炭素により誘発さ

れる，脂質酸化物であるヒドロペルオキシド産生と培養液中逸脱酵素活性により定量した肝細胞障害が相関すること

から，低濃度の四塩化炭素による遅発性肝細胞障害にヒドロペルオキシド蓄積の関与が大きいことを示唆した。また

脳特異的なカルシトニン受容体と考えられていた Clb 受容体の mRNA 発現を肝細胞においても証明するとともに，

おそらくこの受容体を介してカルシトニンが四塩化炭素によって誘発されるヒドロペルオキシドの産生，肝細胞障害

をともに著明に抑制することを明らかにした。さらにこのカルシトニン作用の細胞内情報伝達機序として C キナーゼ

の活性化が重要であることをも示した。本研究はカルシトニンの肝細胞障害抑制作用，およびその機序につき新しい

知見を提示したものであり学位の授与に値すると考えられる。




