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論文内容の要旨

【目的】

ヒトにおいては亜鉛欠之により皮疹の他，下痢等の腸炎様症状の起こることが知られているがその機序は明らかで

はない。一方ストレス時に生体の亜鉛動態に変化が見られるが， IL-1 がその一翼を担っているとされている。教室

では先の臨床症状の再現を期待して， ラットに亜鉛欠乏食の投与に加えてIL- 1 を投与し，皮疹および下痢の出現を

見ることを明らかにして来た。一方， IL-1 が亜鉛の再分布を惹起し， また metallothionein-1 (MT -1 ) 

mRNA の出現を調節していることならびに IL- 1 が iNOS を誘導し NO生産を冗進させることが知られている。そ

こで陽炎様症状の発生機序に NO が関与しているのではなし、かと考え， ラットに前述のモデルを作成し， また NOS

の阻害剤である L-NAME を投与して，その結果と比較検討した。

【対象ならびに方法】

3 週齢の雄性 Sprague-Dawley ラットを通常食で 1 週間予備飼育の後，投与した食餌の相違により，普通食を自

由摂取せしめた AL群，普通食を亜鉛欠乏食飼育時と同量に制限した Pair fed (PF) 群，亜鉛欠乏食(日本クレア)

を投与した ZD 群の 3 群に分けた。なお，亜鉛は普通食に50.8昭/kg，欠之食に 2 mg/kg含まれている。

実験 1 :食餌投与後 4 週間目に， 3 群とも IL- 1α (1 0 7μ / g Body W eigh t) または生食塩水を皮下注射し，

0 , 3 , 6 , 12, 24, 48, 72時間後下痢の有無について観察した。その後エーテル麻酔下に腹部大動脈脱血により屠

殺し血紫亜鉛値，小腸組織の iNOS ， MT-1 mRNA および iNOS protein を原子吸光， RT -PCR , Northern 

blot および免疫染色にて解析した。

実験 2 :実験 1 における ZD 群を食餌投与後 1 週間目に更に 2 群に分け，一方には L -NAME300mg/ L を飲料水

に混じて投与し他群には非投与とした。 3 週間後に屠殺し， AL , PF 群と共に小腸組織の亜鉛値， iNOS および

MT-1 mRNA を原子吸光， RT-PCR あるいは competitive RT -PCR により解析，検討した。また門脈より

Evans blue (EB20mg/kg) を注射して30分後，脱血屠殺しての小腸組織に溢出した EB を測定し，小腸の血管透過

性を検討した。また組織像および TUNEL 法で小腸におけるアポトーシスを検討した。

尚統計学的処理は ANOVA および Fisher's PLSD 解析によって行い， P<0.05をもって有意とした。
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【結果】

実験 1 : IL-1α 注射後，下痢の発生率は ZD 群 (65.7%) では PF 群 (22.9%) に比べ有意に高く， AL群 (0 %) 

ではみられなかった。 IL- 1α 注射前における ZD 群の血紫亜鉛値は AL 及び PF 群のそれに比べ有意に低値であっ

た。 IL- 1α 注射により 3 群とも更に有意の低下を示し，注射後 6 時間目には最低値を示した。 IL- 1α 注射前にお

ける ZD 群の肝臓亜鉛値は AL 及び PF 群に比べ有意に低値を示したが， IL-1α 注射後 3 群とも有意に増加し， 6 

時間後には最高値を示した。しかし，小腸全層の亜鉛値は 3 群間で有意差を示さなかった。小腸の metallothionein

mRNA は IL- 1α 注射前 ZD 群では AL および PF 群に比べ有意に低値であったが， IL-1α 注射後 3 群とも有意

の増加を示した。小腸 iNOS mRNA の発現は IL- 1α 注射前， ZD 群のみに認められたが，注射後， 3 群とも小腸

iNOS mRNA の発現が見られ， 3 ,....., 6 時間後に最高値を示した。 ZD 群では他の 2 群に比しその増加が著明であった。

免疫組織染色では小腸 iNOS protein は ZD 群で認められたが他の 2 群では認められなかった。

実験 2 : ZD 群の血衆亜鉛および小腸亜鉛値は， NAME (-)群および NAME (+)群の間では有意差はみられ

なかった。 ZD 群において小腸の MT- 1 mRNA 量は AL， PF 群に比し有意の低値を示したが， NAME (-)群お

よび NAME (+)群の間では有意差はみられなかった。小腸組織に溢出した EB (血管透過性)は ZD 群の NAME

(-)群では AL および NAME (+)群のそれに比し有意の高値を示した。小腸組織の iNOS mRNA は ZD 群のみ

で認められたが， NAME (-)群と(+)群との聞に差はみられなかった。組織所見では ZD 群の小腸 villi の杯細

胞は AL， PF 群に比べ多くみられたが， NAME (+)群は AL， PF 群に比べ差を認めなかった。小腸 villi の頂部で

はアポトーシスと考えられる染色陽性細胞が全ての群で認められたが，小腸全 villi を通してみると， ZD 群ではアポ

トーシス染色陽性細胞が AL， PF 群に比べ多くみられ，アポトーシスの促進が窺われた。 NAME (+)群では染色

陽性細胞は NAME (-)群に比べ少なかった。

【総括】

ラットに亜鉛欠之食投与後 4 週間目に IL- 1α を注射し，その結果皮疹に加えて下痢の発生を見た。またこれと

共に小腸 iNOS mRNA の発現の増加を見た。

また，小腸血管透過性，小腸 villi の杯細胞およびアポトーシスと考えられる染色陽性細胞数の増加が観察され，

これは L-NAME の投与より抑制された。

以上の結果より亜鉛欠之時における腸炎様症状の出現に NO の関与している可能性が示された。

論文審査の結果の要旨

長期静脈栄養或いは経腸栄養施行時に，亜鉛欠之症が見られることはよく知られている o しかし亜鉛欠之症状と

される皮疹および、下痢等の陽炎様症状の発生機序についてはまだ明らかにされていなし」本研究は亜鉛欠乏症状殊に

下痢の発生における NO の関与を考え検討を行った。 3 週齢， SD ラットに 4 週間にわたり亜鉛欠之食を投与し吏に

IL-1α 注射を加えることにより皮疹および下痢の発生を見た。更にこれに一致して小腸(空腸全層) iNOS 

mRNA の発現の増加を見た。また，小腸血管透過性，小腸 villi のアポトーシスと考えられる染色陽性細胞数および

杯細胞の増加を見た。これらは L-NAME の投与より抑制された。以上の結果より亜鉛欠之時に見られる下痢等の

腸炎様症状の出現に NO が関与していることが示された。以上の事実は亜鉛欠之症状としての腸炎様症状の出現に

NO が関与していることを初めて明らかにしたもので学位の授与に値すると考えられるo
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