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緒 論

メタ ロチ オ ネイ ン(MT)は 重 金属 結合 タ ンパ ク質 と して1957年 にMargoshesとVallee

によ って発見 され た(1)。MTは そ の構 成 アミ ノ酸 の約113を システ イ ンが 占めてお り、

この シス テイ ン残基 が全 てSHの 状 態 で存 在 す る こ とか ら重金 属結合 能 と ともに ラジ

カル スカ ベ ンジ能 を有 して い る。MTの ラジカ ルス カベ ンジ能 は非 常 に高 く、MTと

同 じSH基 を有す るGSHの10-100倍 で あ る と報 告 され て い る(2)。 また、MTはCd、Zn、

Cu等 の重金属 や活性 酸 素種(ROS)を 産生 す る化 学物 質 の投与 で誘 導 され る ことが知 ら

れて い る(3)。 この よ うな特徴 か ら近 年 は、1)MTを 生体 防御 因子 と位 置づ けて重金属

との結 合 ・解 毒 や フ リー ラジカ ル消去 に注 目す る研 究 、およ び、2)新 たなMT誘 導剤

を検索 す る と共 にMT誘 導機 序 を解 明 しよ う とす る研 究 、 とい う二 方 向か らの研 究 が

行 わ れ て きた。MT誘 導機 序 につ いて はZnに 関す る解 析 が最 も進 んでお り、MT遺 伝

子 の 上流 にZn応 答配 列 、MRE(metalresponsiveelement)が 存 在す る ことが 示 されて い

る(4)。 また、Zn応 答 に関与 す る転 写 因子 、MTF(MRE-bindingtranscriptionalfactor)-1も

同定 され て い る(5)。MTF-1のDNA結 合 活性 はZnに よ り直 接活性 化 され(6)、 なおか つ

Zn刺 激 によ りMTF-1が 核移 行す る(7)こ とが 明 らか に され てお り、ZnのMT誘 導 機序 は

分 子 レベ ルで の説 明が可 能 とな って い る。 一方 、MTはZn以 外 に も種 々サ イ トカイ ン

(8-11)、グル ココルチ コイ ドや レプチ ン投 与(12)に よ り誘導 され る。 この他 に もエ ン ド

トキ シン(LPS)投 与 な どの実験 的起炎 刺激 時(13・14)・ 新 生仔期(15)・ 肝再 生(16,17)・

担 癌(18・19)・拘束 ス トレス(20,21)な ど種 々の刺 激 で も誘 導 され る(Table1)。MTは 種 々

の条 件 で誘 導 され る と とも に各種 動植 物 か ら酵 母や カ ビ類 に至 る まで広 く生物 界 に

存 在 が認 め られ る ことか ら、MTが 生体 内で これ ま で に知 られ て いな い重要 な役 割 を

果 た して い る可 能性 が考 え られ る。 また、1993年 にMichalskaお よ びChoo(22)、1994年

にMastersら(23)に よ ってMT欠 損 マ ウス が相 次 いで作 製 され た。 これ らマ ウ ス は正常

に成 長 ・繁殖す る もの のMichalskaお よ びChooが 作製 したMT欠 損 マ ウスの一部 には体

重増 加 に異常 が認 め られ る と報告 され てい る(24)。 この報 告 もまた、 生命活 動 にお け

るMTの 重 要性 を示唆 して い る。

MTは 細 胞 質 タ ンパ ク質 で あ り細 胞 質 で重 金属結 合 能お よ び ラジカル ス カベ ンジ能
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を発 揮 し て 生 体 防 御 に 関 わ っ て い る こ と が 示 され て き た が 、1982年 にBanerjeeら(25)

とDanielsonら(26)に よ っ て 相 次 い でMTの 核 局 在 化 現 象 が 報 告 さ れ た 。 現 在 で はMT核

局 在 機 序 の解 析 が 進 み 、 未 知 の 核 移 行 経 路 を介 してMTが 積 極 的 に 核 内 に運 搬 され て

い る とす る 報 告(27)や 受 動 拡 散 で 核 内 に 移 行 したMTが 未 知 の 核 局 在 化 因子 と結 合 し

核 内 に 保 持 さ れ る と す る 報 告(28)が な さ れ て い る。 核 内 にお け るMTの 役 割 と して は

ROSか ら のDNA保 護 が 第 一 に挙 げ られ る 。 しか し、 特 定 の 時 期 ・細 胞 に の みMTの 核

局 在 が 認 め られ る こ とか ら核 内MTがDNA保 護 以 外 に も 時 期 ・細 胞 特 異 的 な 役 割 を 果

た して い る 可 能 性 が 考 え られ る 。 この よ う な 状 況 下 、 い くつ か の 研 究 グ ル ー プ か ら

MTが 転 写 因子 のDNA結 合 活 性 を修 飾 す る と報 告 さ れMTの 遺 伝 子 発 現 調 節 能 が 提 唱

さ れ た(29-34)。MTに よ っ て 活 性 修 飾 を 受 け る 転 写 因 子 と して は 、1)Znフ ィ ン ガ ー を

有 す る も の(Sp1、TFIIIA、 エ ス トロゲ ン レセ プ タ ー 等)、 お よ び2)レ ドッ ク ス 制 御 を

受 け る も の(NF-KB)の2種 が あ り、MTのDNA結 合 活 性 修 飾 作 用 を示 す 実 験 系 は と も に

現 在 の と こ ろ 核 抽 出液 を用 い たinvitroタ ンパ ク質/DNA結 合 ア ッセ イ(electrophoretic

mobilityshiftassay;EMSA)や 転 写 因子 結 合 配 列 を レポ ー タ ー 遺 伝 子 に連 結 した プ ラ ス

ミ ドを 利 用 し た レ ポ ー タ ー ア ッセ イ な ど に と ど ま っ て い る 。 つ ま り、 実 際 に 生 体 内

でMTが 遺 伝 子 発 現 調 節 を 行 っ て い る と い う確 証 は い ま だ に得 られ て い な い 。 しか し

TablelSummaryofMT-inducingagentsandconditions

Chemicals

HeavymetalsCd,Zn,Cu,Hgetc.

Oxidativestresst-butylhydroperoxide,paraquatetc.

Anticanceragentscisplatin,doxorubicinetc.

Hormoneglucocorticoid,leptin

Cytokinesinterleukin(IL)-1,IL-6

tumornecrosisfactor(TNF)-a

interferon

ConditionsPostulatedmediator

AcutephaseIL-6

Hepaticdevelopmentglucocorticoid

HepaticregenerationIL-6

Restraintglucocorticoid
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ながら、現在までにMTの 核局在が認め られている時期には肝再生期(35・36)、および

新生仔期(37)が あ り、これらはいつれ も遺伝子発現が劇的に変動していると考えられ

る時期である。したがって実際に生体内でMTが 遺伝子発現調節に関わ っている可能

性は十分考えられる。

本研究ではMT欠 損マウスを利用 し、MTの 遺伝子発現調節作用がinvivoで 発揮さ

れることを示 した。さ らに、遺伝子発現調節を介したMTの 生体 防御作用 について興

味ある知見 を得たのでここに学位論文としてまとめた。なお、現在ではMTと して4

つの分子種(MT-1、II、III、IV)が クローニ ングされている(3・38,39)。これ らのうち

MT-1、IIが 肝臓、腎臓、消化管、上皮系組織および脳をはじめとする生体内諸組織に

広く存在する主要分子種である。他の分子種、すなわち、MT-mは 脳および睾丸で、

MT-IVは 舌や皮膚 の上皮細胞で組織特異的に発現している。これら分子種のうち、本

研究ではMT-1、IIを 対象 とした。

-3一



本 論

第 一章 メタ ロチ オ ネイ ン欠損 によ り発 現変 動す る遺伝子 の検索

MTに よ り遺伝子発現調節作用 を受ける可能性が指摘されている転写因子は、Znフ

ィンガーを有す るSpl、 ㎜ 、エス ト畍 レセプター、およびレドック黼 を

受けるNF-KBな どと多岐にわたる。 しか しなが ら、これ ら転写因子の標的遺伝子の

発現までを観察した例はなく、動物の個体レベルでの検討も行われていない。また、

上記Znフ ィンガーを有する転写 因子の活性をMTが 修飾するとの報告はすべてMTを

Znキ レー ターとして非生理的条件で作用させているに過ぎず、MTの 生体 内での機能

を反映 しているか疑問である。そこでMT誘 導を遺伝子発現を調節するための生体応

答であるととらえ、MTタ ンパ ク質 レベルが劇的に上昇する新生仔肝臓にターゲット

を絞 りMT欠 損 によ り発現変動する遺伝子を検索した。

第一節 改良型DifferentialDisplay法による遺伝子 の検索

従来、発現量 に差のある遺伝子スクリーニングする手法としてサブ トラクション

法やDifferentialDisplay(DD)法 が用 いられてきた(40,41)。 これ らの方法は優れた手法

ではあるがサブ トラクション法は遺伝子群すべてを網羅している反面、詳細に差を

とらえるには不向きであり、一方、DD法 は微細な差 をとらえることが可能であるが

遺伝子群の全体像を把握することが不可能であるなど、種々の欠点も指摘されてい

る。本研究では遺伝子群すべてを網羅し、なおかつ微細な差をもとらえることが可

能である改良型DD法(42)を スクリーニング法に採用 した。

第一項 実験材料および実験方法

実験動物

一4一



MT-1,II遺 伝子 欠損 マウ スお よびそ の対 照マ ウス(1291Svマ ウス)はJacksonLaboratory

(BarHarber,ME,USA)か ら購 入 し、 ク ロー ズ ドコロニー として飼 育 ・維 持 した。飼

育 は12時 間 ごとに明1暗 が切 り替 わ る23-24°Cに 保 たれ た動物飼 育室 内 で行 い、実験 動

物用 固形飼 料(CE-2;日 本 ク レア,大 阪)と 水 は 自由に摂取 させ た。雌性 マ ウス3匹 を妊

娠す るまで雄 マ ウ ス1匹 と同一 ケ ージで飼 育 ・交 配 した。 マ ウスは 出生 日を0日 齢 と

定義 した。

改 良型DifferntialDisplay法

改 良型DifferentialDisplay(DD)法 はKohrokiら の方 法 に準 じて行 った(42)。以下 、操

作 を簡 略 に記 す。7日 齢 の野 生型 お よびMT欠 損 マ ウス か ら抽 出 したtotalRNAを オ リ

ゴdTプ ライマ ー(TEP;5'-GCGAGTCGACCGTTTTTTTTTTTTTTVN-3')を 用 いて逆

転写 し、2本 鎖cDNAを 合 成 してSau3AIで 完 全 消化 した。 このよ うに して得 た 断片 に2

本 のオ リゴヌク レオチ ド(5'-CGGGTAAGGGGTCGACATGAGTGT-3',5曾 一GATCAC

ACTCArGT-3量)か ら成 るアダ プター を連 結 した。 アダ プター連 結cDNA断 片 を3'側 に

任意 の2塩 基 を付加 したFITC標 識TEPと アダ プター プ ライ マー(AEP;5'-GTCGAC

ArGAGTGTGTGATcNN-3')と でPcRを 行 い、そ の付加 配列 に相補 的な2塩 基 を持 つ

cDNA断 片 の み を増 幅 した。PCR反 応 生 成物 を6%変 性 ア ク リル ア ミ ドゲ ル で分 離 、

FluorlmagerTM(MolecularDynamics,Sannyvale,CA,USA)で 検 出 した。

サ ブ ク ローニ ング と同定

バ ン ドをゲル か ら切 り出 し再増 幅後pBluescriptr【 にク ローニ ング し、配 列 を決定

した。BLASTプ ログ ラム を利用 し、GeneBank/EMBL/DDBJデ ー タベ ー ス との相 同性

を検 索 した。

Northemblot解 析

3,7,21日 齢 お よび8週 齡 の野 生型お よびMT欠 損 マ ウスか ら抽 出 したtotalRNAを

10%ホ ル ム アル デ ヒ ド含 有1.0%ア ガ ロー ス ゲル で 電気 泳 動後 、ナイ ロ ンメ ンブ ラ ン

(Hybond-XL;AmershamPharmaciaBioteckAB,Uppsala,Sweden)に トラ ンス ファー した。
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ク ロ ー ニ ン グ し たDD断 片 を[α一32P]dCTP(111TBq/mmol;AmershamPharmaciaBioteck)

を用 い て 標 識 し、 プ ロ ー ブ と して 使 用 した 。 内 部 標 準 と して マ ウ ス18SrRNAを 検

出 し、 プ ロ ー ブ と して165bpか ら203bpま で の領 域 を用 い た 。

第二項 実験結果および考察

MT欠 損マウスとそ の対照マウスの7日 齢肝臓で発現 に差のある遺伝子を改良型DD

法 によ り検索 した結果、MT欠 損によ り発現変動す る5種 のクロー ンを得た(Fig.1)。

本実験で用 いたMT欠 損マウスの変異型MT-1、II遺 伝子には終止 コ ドンをコー ドす る

配列が挿入されている。改良型DD法 で用 いた制限酵素(Sau3AI)の 認識配列の31末端

側 に挿入配列が ある変異型MTIは 、理論上野生型MTI遺 伝子由来のバン ドと異な

るサイズのバンドとして検出される。変異型MT-IIは 挿入配列が制限酵素認識配列

の5味 端側 にあ り、本実験 では同一サイズのバンドとして検出されることが予想さ

れる。各クローンの塩基配列を決定しデータベースに登録されている遺伝子 とのホ

モロジー検索を行った結果、バンド1324Aお よびBは それぞれ、変異型MT-1お よび野

生型Mr-1と99%の 相同性が認め られた(Table2)。 理論通 り2種 のバ ン ドが得 られたこ

Fig.1.ElectrophoreticgeldisplayofimprovedDD.Adapter-ligated3'-end

cDNAfragmentsweresynthesizedfrom10NgoftotalRNAisolatedfromwild

type(W)andMT-null(K)mice,andthefragmentsweresubjectedtoDD-PCR.

PCRproductswereseparatedbyPAGEandvisualizedbyFluorimager丁M.

VariablebasesofTEPandAEPareindicatedatthebottomofeachlane.
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とよ り、本 実験 系の検 出能 力が確 認 され た 。MTタ ンパ ク質 レベ ルは3日 齢 、7日 齢 と

もに高 レベル で あ り、 そ の後 徐 々 に減 少 し、21日 齢 で最 大 値 の115-1110、8週 齡 で

1110-1/20に 低下 す る(43)。DD法 は7日 齢 のマ ウス を用 いて行 ったが 、Northernblot法 に

よ りこれ ら発現 の差 が週 齡 を追 う ごと減 少す る傾 向 を認 めた(Fig.2)。 すな わ ち、MT

発現 量が 高 い時期 にMT欠 損 の影 響が 強 く現れ る とい う結果 を得 た。

Table2SummaryofclonesidentifiedbyimprovedDDinMT-nullmice

Changeof

gene

Cloneexpressions Homology

Accession

No.

1324A

13246

1413A

III1

4324A

T

↓

T

T

↓

metallothionein-1(323/345:94%)b

metallothionein-1(323/324:99%)

transketolase(121/124:97%)

vanin-3(183/183:100%)

contrapsin(245/247:99%)

VOO835

VOO835

U90889

AJ132103

×55147

aUparrowsindicategeneexpressionup-regulatedinMT-nullmicecompared

withwild-typemice;downarrowsindicategeneexpressiondown-regulatedin

MT-nullmicecomparedwithwild-typemice.
bThesequenceof1324AcloselycorrespondstothatofMT-Imutant(343/345:

99%)oligonucleotideinserts(5'-CCGGATAGGTACCAATTAT-3')encoding

in-framestopcodons.

MT欠 損 に よ りシ グナ ル強 度 が 上 昇 す るバ ン ド、1413A、3444Aは そ れぞ れ 、

transketolase、vanin-3と95%以 上 の相 同性が 認 め られ た(Table2)。Transketolaseは ペ ン

トー ス リン酸 経 路 を構 成 す る酵 素 の一 つ で あ る。本経 路 は ペ ン トー ス を生 合成 す る

とと もに細胞 内で還 元剤 と して作 用す るNADPHを 再 生す る経路 で も ある。Vanin-3は

そ れ 自体 の機能 は不 明で あるが 、2000年 、 同 じフ ァミ リー のvanin-1が パ ン トテ ン酸

を リサ イ クル し、 システ ア ミ ンを生合 成 す るpantetheinaseで ある と報告 され た(44)。

Vanin-3はvanin-1のGPI(グ リコ シル ボ ス フ ァチ ジル イ ノシ トー ル)ア ンカー構造 欠

失体 であ り、 ア ンカ ー構造 以外 の領域 の配 列 はvanin-1と 相 同性が 高 い(45・46)。このよ

一7一



うな構造 的特 徴か ら、vanin-3はvanin-1と 同様 のpantetheinase活 性 を有 して い る と考 え

られ る。Pantetheinaseに よ り生合成 され る シス テ ア ミ ンもNADPH同 様 、抗 酸化 作 用

を有 す る分子 で あ る。 つ ま り、MTと い う抗酸 化 因子 の欠損 によ り抗 酸化 作用 に関連

した現象 で あ るNADPH再 生 と システ ア ミン合 成 が亢進 して い る可能 性 が示 され た。

これ ら2遺 伝 子 の発 現変 化 はMT欠 損 に対す る代 償機構 と考 られ る。胎 仔 ・新 生仔 の

MT誘 導機 序 に関 して は研究 が ほ とん ど進 んで いな い。 唯一 の知見 は1986年 のQuaife

らの報告 で あ る(15)。彼 らは1)母 体 側 へ のmetyrapone投 与 によ り血 中グル ココルチ

コイ ドレベル を低 下す れば胎 仔 の肝臓MTmRNAレ ベル が低 下す る こ と2)グ ル ココ

ルチ コイ ド応 答配 列 を欠失 したMTプ ロモー ター の活 性 化 が胎仔 期 に認 め られな い こ

とか ら、胎仔 ・新 生仔MT誘 導 の メデ ィエー ター が グル ココル チ コイ ドで あ る可能 性

を示 して いる。一 方、新 生仔 肝臓MT誘 導 の意義 に関す る知 見 は皆 無で あ る。本 節 の

結果 か ら考 え られ る、MT欠 損 に対 す る代償 機構 の存 在 は新 生仔 肝臓MTが 抗酸 化 因

子 として 作用 して い る ことを示唆 す る初めて の例 で ある。

Fig.2.Northernhybridization

ofMT-regulatedgenesduring
development.TotalRNAswere
isolatedfromgestational3,7,

21daysand8weeksofagein
wildtype(W)andMT-null(K)

mice.Clonescorrespondingto
bands1413A,3444Aand
4324Awereusedasprobes

fortransketolase,vanin-3,and
contrapsin,respectively.

MT欠 損 によ りシグナル 強度 が減 少す るバ ン ド4324Aは 血 漿 セ リンプ ロテ アー ゼイ

ン ヒビター のcontrapsinと99%の 相 同性 が認 め られ た。ContrapsinはMT同 様 、急 性期 に

誘導 され る。Contrapsin遺 伝 子 の上流 配列 は いまだ決 定 されて お らず、 どの様 な転 写

因子 に よ り発 現 調 節 され て いる の か等 の情報 が 不 足 して い るが 、MT欠 損 によ り

contrapsinの 発 現が 低下 す る ことか らMTに よ る転 写活 性 化機構 の存 在が 予想 され る。
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第二節 小括

本章では、新生仔期にMT欠 損 によ り発現変動す る遺伝子 を見いだした。本研究が

動物の個体レベルでMT欠 損によ り発現変動する遺伝子 を示した初めての例である。

MTは ヒ トをは じめ各種動植物か ら酵母や微生物に至るまで広 く存在が認められるこ

とか ら生命活動に必須のタンパク質であると考えられていたが、その遺伝子欠損マ

ウスが正常に成長 ・繁殖すると報告された(22,23)。この報告を受 け、多 くの研究者は

何 らかの代償機構によりMT欠 損による障害が レスキューされていると考えた。例え

ば、Cu!Zn-superoxidedismutase(SOD)欠 損マウスはMT-1,IIの 発現が亢進 している(47)。

これはCu1Zn-SOD欠 損による抗酸化能力の低下 をMTが 補 っているものと思われる。

しか しながら、MT欠 損マウスが作製されて6年 経つ現在に至 って も、MT欠 損の代償

機構の存在 は示されなか った。本章で同定 したMT欠 損により発現上昇す る2種 遺伝

子 は、 ともに抗酸化作用 と関連のある遺伝子であった。本研究は動物の個体レベル

でMT欠 損 によ り発現変動す る遺伝子 を示 しただけにとどまらず、MT欠 損の代償機

構の存在を示唆 した初めての例である。

上述の遺伝子に加えてMT欠 損によ り発現 が減少する遺伝子も同定した。この遺伝

子は急性期タンパク質(acutephaseprotein;APP)の 一つ、contrapsinで あった。急性期

もまた新生仔期同様、MTが 高発現す る時期である。MTが 急性期 にAPP遺 伝子の発

現 を調節するとい う現象の発見は今まで全 く未知であった急性期反応(acutephase

reaction;APR)に おけるMTの 作用を明 らかにする手がか りになると期待される。
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第 二章 メタ ロチオ ネイ ンによ る転写 因子MTF-1の 活 性 調 節

第一章ではMT欠 損によ り発現低下する遺伝子 としてAPPで あるcontrapsinを同定 し、

MTに よる遣伝子発現亢進機構の存在を示唆した。Contrapsin遺 伝子 の解析 はほ とん

ど進んでお らず、プロモーター領域の配列や転写制御に関与する転写因子に関する

情報は皆無である。しかしなが ら、多くの場合遺伝子の発現亢進は転写活性化の結

果である。本現象もMTに よる転写因子活性化作用 に基づいた現象である可能性を考

えて検討を行った。MTはZn結 合タンパ ク質であるとともにラジカルスカベンジ能を

有 していることから、MTに よる活性調節を受 ける転写 因子の候補として1)Znフ ィ

ンガー を有するもの、および2)レ ドックス制御を受けるものの2つ が挙げ られる。

このうち レ ドックス制御を受ける転写因子であるNF-KBやAP-1な どはその活性が細

胞 内酸化状態の亢進により増加する(48)。ContrapsinはMT欠 損により発現が低下す

る遺伝子であり、MT欠 損によって細胞内酸化状態が亢進していると考えると転写因

子の活性と遺伝子発現 レベルが一致 しない。一方、Znフ ィンガー を有す る転写因子

はZnと の結合によって活性型 となる。MT誘 導 に関連 して細胞内Zn量 が増大すること

は周知の事実であり(37,49)、MT欠 損による細胞 内Zn量 の低下がMT欠 損 による遺伝子

発現の低下 を引き起こすことが想定される。本章では、MTに よるZnを 介 した遺伝子

発現調節機構の存在 を示す ことを目的とした。

第一節 エンドトキシン投与による肝臓MTF-1のDNA結 合活性上昇、およびAGP発

現誘導へのMTの 関与

培養細胞および動物の個体 レベルで重金属応答性の転写因子として現在までに報

告されているものは、MTF-1(重 金属応答性;哺 乳動物に発現)、Ace1(Cu応 答性;酵 母

に発現)(50)、およびZap1(Zn応 答性;酵 母 に発現)(51)の3種 であり、哺乳動物において

存在が確認されているものはMTF-1の みである。ただ し、 ヒ トMTF-1に は1ア ミノ酸

変異体が存在 し、それぞれMTF-1(別 名MTF-1a)、ZRF(zincregulatoryfactor;別 名MTF-
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lb)と 呼 ばれ て いる(52)。 また、MT誘 導 に関連 して細 胞 内Zn量 が増 大 す る こ とは既知

の事 実 で ある(37,49)。 第一 章で 、APPのcontrapsinをMT欠 損 によ り発現 低 下す る遺伝

子 と して 同定 した ので、MT誘 導刺激 と してAPRを 惹起 す るエ ン ド トキ シ ン(LPS)を 用

い、MT誘 導 の結 果起 こる細 胞 内Zn量 の増 加がMTF-1の 活 性 化 を介 して遺 伝子 発現 を

亢進 す る可能 性 を検討 した。

第一 項 実験 材料 お よび 実験 方法

動物 実験

MTI,II遺 伝 子欠損 マ ウス(遺 伝 的背 景 は1291Sv)はJacksonLaboratory、C57BL/6Jマ

ウス は 日本 ク レア(大 阪)か ら購 入 した。MT欠 損 マ ウス とC57BL16Jマ ウス を交 配 し

て得 た129/Sv×C57BL16Jマ ウス 同士 をさ らに交 配 し、そ の同腹 仔 を実 験 に用 いた。

MT遺 伝子 の分 析 はMTI遺 伝 子 を破壊 す るた め に挿入 したDNA配 列 を含 む領 域 をPCR

によ り増 幅 し(セ ンスプ ライマ ー;5'-CACGACTTCAACGTCC-3譬 、 ア ンチセ ンス プ

ライ マ ー;5℃GGTCCCAACTrGGTA-3曾)、 そ の増 幅産 物 のサ イズ をポ リア ク リル

ア ミ ドゲル 電気 泳動 によ り分 析す る ことによ り行 った 。飼 育 は12時 間 ごとに明!暗 が

切 り替わ る23-24°Cに 保 たれ た動物飼 育室 内で行 い、 固形飼料(CE-2)と 水 は 自 由に摂

取 させ た。

野 生型 お よびMT欠 損マ ウス(8-12週 齢,雌 性)にLPS(fromEscherichiacoliO26:B5;

Difco,Detroit,MI,USA)を1.Omg!kg、 腹腔 内投 与 した。投 与24時 間後 にエ ーテル 麻酔

下 、肝臓 を摘 出 した。TotalRNAを 抽 出す るため に肝 臓 の一部 を使用 し、残 りは核 抽

出液 の調 製 とMT定 量 に用 いた 。MT濃 度 は109Cd/ヘ モ グ ロビンア フィニテ ィー ア ッセ

イ に よ り測定 した(53)。

核抽 出液 の調 製 お よびゲル シ フ トア ッセイ

核 抽 出液 はDaltonら の方 法 に従 って調 製 した(54)。本 操作 はDTr(1mM)、PMSF(1

mM)、 ロイ ペ プチ ン(1ｵg/ml)、 ペ プスタ チ ンA(1ｵg/ml)、 ア ンチパイ ン(0.3ｵg/血1)存

在下 で行 った。 ゲ ル シ フ トア ッセ イ(EMSA)の 結合 反応 は、 結合緩 衝液(12mM
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HEPES,pH7.9、5mMMgC12、60mMKCI、0。5mMDTT)に2ｵgpoly(dl-dC)、

5-10fmo132P標 識MREsオ リゴヌ ク レオ チ ド(upperstrand;5'-GATCCAGGGAGCTCT

GCACACGGCCCGAAAAGTA-3')、 核抽 出液(タ ンパ ク質20ｵg相 当量)を 加 え、

最終容 積 を20ｵ1と して行 った。氷 冷下30分 のイ ンキ ュベー ト後 、タ ンパ ク質 一DNA

複合体 を6%非 変性 ポ リアク リル ア ミ ドゲル で電気泳 動(15Vlcm,4℃)し 分離 した。

ゲル は乾 燥後 、標識 複合体 をBASsystem(フ ジ フィル ム,東 京)に よ り検 出 した。 また 、

競合実 験 には変異 型MREs(mutMREs;upperstrand;5'-GATCCAGGGAGCTAATTA

CTCCGCCCGAAAAGTA-3響)お よびSp1オ リゴヌ ク レオチ ド(upperstrand;5'-GAT

CCCGGCCCCGCCCATCCCCGGCCCCGCCCATCCA-3')を 用 いた。

No曲emblot解 析

第 一章 、第 一節 に準 じて行 った。α1一酸性 糖 タ ンパ ク質(AGP)の プ ロー ブ と してマ

ウスAGP-1cDNAの451bpか ら613bpま で の領 域 を使用 した 。

第二 項 結 果 およ び考察

急 性期 のMT誘 導 がMTF-1活 性 の上昇 を もた らす ことを示す 目的でMT欠 損マ ウス を

用 いてLPS投 与後 のMTF-1のDNA結 合活 性 をEMSAに よ り検 討 した。野 生型マ ウス肝

臓 か ら調 製 した核 抽 出液 と32P標 識MREsと を混 合す る こ とによ り得 られ る移 動度 の

小 さいバ ン ドは200倍 の非標 識 プ ローブ 自身で は競合 されたが 、非標 識mutMREsお

よびSplで は競 合 され なか った(Fig.3c)。EMsAに お いて、 プ ロー ブ と結合 して い

るタ ンパ ク成 分 を同定 す る には抗体 に よる スー パ ー シ フ トバ ン ドを観 察 す る のが通

例 で ある 。 しか しな が ら、現 在 の と ころMTF-11MREs複 合体 をス ーパ ー シ フ トす る

MTF-1抗 体 の報告 は ない。MREsに 結 合 す るタ ンパ ク質 と して は 唯MTF-1が 知 られ

いる こと、お よび 先述 のバ ン ド成 分がMREsに 特異 的 に結 合 して いた ことか ら、前 述

のバ ン ドはMTF-11MREs複 合体 バ ン ドで あ る と考 え た。野 生型 マ ウスで はLPS投 与24

時 間後 にMT誘 導お よびMTF-1のDNA結 合 活性 の増 加が 認め られ た(Fig.3A,B)。 この

MTF-1活 性化 はLPS投 与 に よる肝 臓Zn含 量 の増 加 によ る もの で ある と考 え られ るが 、
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MTF-1は 重金属 以外 に酸化 的 ス トレスで も活 性化 され る(54,55)。LPS投 与 は肝 臓Zn含

量 を増加 す る一 方 で酸化 的ス トレス を惹 起す る(56)こ とか ら、 野生 型 マ ウスで 認 め ら

れたMTF-1活 性 化がLPS投 与 によ る酸 化 的 ス トレス に起 因す る可能性 もあ る。 しか し

なが ら、MT欠 損マ ウス ではLPs投 与 によ るMTF-1活 性化 が認 め られな かった(Fig.

3A)。LPS投 与 によ りMT欠 損 マ ウスは野 生型 マ ウス 同様 、 もし くはそれ 以上 の酸化 的

ス トレス にさ らされ る もの と考 え られ る。 した が って、野 生型 マ ウス で認 め られ た

MTF-1活 性 化 は、MT誘 導 の結果 と して 増加 したZnに よ るもので あ る と考 え られ る。

次 に、本条 件 下でMTF-1支 配 のAPPの 発 現 がMT欠 損 によ る影 響 を受 け る こ とを確

認す るた めMTF-1支 配 のAPPの 発現 をNorthemblot法 によ り調 べ た。Contrapsin遺 伝

子 の解 析 は ほとん ど進 ん でお らず 、 プ ロモー ター領 域 の配 列やcontrapsin遺 伝 子発現

に関与す る転 写 因子 に関 す る情 報 はな い 。そ こで 、 プ ロモ ー ター領 域 にMRE配 列が

あ る急 性期 タ ンパ ク質の ひ とつ 、AGPの 発 現 をNo曲emblot法 によ り調 べ た。 そ の結

Fig.3.EffectsofLPSonMTF-1DNA-bindingactivityandMTlevelinwildtypeandMT-null
mice.Wlidtype(WT)andMT-null(KO)micewereadministratedLPS(1.Omg/kg,i.p.).A,

NuclearextractsfromliverwerepreparedandanalyzedbyEMSA.Graphindictesthe

quantificationofMTF-1DNA-bindingband.B,HepaticMTconcentrationsweremeasuredby
109Cd/hemoglobinaffinityassay.C,CompetitionofMTF-1specificbindingwereperformedby

200-foldmolarexcessofnon-labeledoligonucleotides.Theseexperimentswererepeated3
timesindependently,andsimilarresultswereobtained.Theresultsofonerepresentative

experimentareshown.
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Fig.4.EffectofLPSonAGPmRNAlevelinwildtypeandMT-nullmice.Wlid

type(WT)andMT-null(KO)micewereadministratedLPS(1.Omg/kg,i.p.).Total

RNAswerethenisolatedandanalyzedbyNorthernblotanalysis.Anucleotide

451-6130fthemouseAGP-1cDNAsequenceandanucleotide165-2030f

mouse18SrRNAwereusedasmouseAGPand18SrRNAprobes,respectively.

GraphindictesthequantificationoftheAGPmRNAlevels.IntensitiesoftheAGP

mRNAsignalswerenormalzedwiththoseof18SrRNA-derivedsignals.This

experimentwasrepeated3timesindependently,andsimilarresultswere

obtained.Theresultsofonerepresentativeexperimentareshown.

果、野生型、MT欠 損マウスで定常状態での発現は同レベルであったが、LPS投 与24

時間 目にお いてAGP発 現に差が認められた(Fig.4)。 野生型マウスではLps投 与によ

りAGP発 現が約14倍 に増加 したが、MT欠 損マウスでは約4倍 の増加 に過ぎなかった。

本遺伝子は急性期においてMT欠 損によ り発現低下す る遺伝子で あるにも関わ らず、

第一章では新生仔期にMT欠 損 によ り発現変導す る遺伝子 として検出されなかった。

第一章でスクリーニング法として用いた改良型DD法 はcDNAを 制限酵素で完全消化

して生 じる3味 端側断片をPCRで 増幅 して検出する。 したがって、本法は3'末 端側 断

片が極端 に短 くなる遺伝子は検出不可能であるという欠点を有 している。本法で用

いる制限酵素は4塩 基認識のSau3AIで あるので平均サイズ256bpの 断片が生じるが、

AGP遺 伝子 は24bpの3'末 端断片を生 じる。 このためにAGPがMT欠 損 によ り変化す

る遺伝子 として検 出されなかったのではないかと考えられる。AGP誘 導はLPS刺 激

によ りマ クロファー ジ系細胞 などか ら産生された1.が 肝実質細胞に作用する こと

によ り起 こる。したがって、MT欠 損マウスにおいてIL-6産 生やIL-6応 答性が低下 し

たために急性期 にMT欠 損によ りAGP発 現が低下 した可能性 も考 えられる。しかしな

が ら、Rofeら はMTF-1支 配ではないAPPの 一つ、フィブ リノーゲン発現のLPS応 答性

が野生型、MT欠 損マウスで差が認め られなかったと報告している(57)。これ らを総
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合す る と、急性 期 に認め られ るMT誘 導 の結 果 起 こる肝 臓Zn含 量 の増加 がMTF-1DNA

結合 活性 を上 昇 し、遺 伝子 発現 を活 性化 す る と考 え られ る。

第二 節MREを 介す る レポー ター遺伝 子発 現 へ のIL-6の 影 響

第 一 節で は急性 期 のMT誘 導 に関連 してMTF-1が 活 性 化 され る可能 性 を示 した。 し

か しなが ら、LPSは 多様 な 生理作 用 を有 す る ため 前節 の検討 のみで はLPSのMT誘 導

以外 の作 用がMTF-1活 性 化 を引 き起 こ して い る可能 性 を否 定 で きな い 。そ こで、 マ

ウス個 体 レベル で はな く細 胞 レベル で 同様 の現象 が認 め られ るか どうか検 討 した 。

第一 項 実験材 料お よび実 験方 法

試薬

リコ ンビナ ン トヒ トIL-6(rhlL-6;5.2×106U/mg)は 中外 製薬株 式会社 よ り供与 いた

だ いた。

細胞 培養 と遺伝 子 導入

ヒ ト肝 癌細 胞 、HepG2細 胞 は10%ウ シ胎 児血 清(FBS;Filtron,Brooklyn,Australia)

含 有 ダル ベ ッコ変 法イー グル 培地(DMEM;日 水製 薬,東 京)に て維 持 ・継代 を行 った。

遺伝 子 導 入 は リン酸 カ ル シ ウム法 に よ り行 った。遺 伝子 導入 後 、12時 間 培養 し、そ

の後rhlL-6(SOOU/ml)と デ キサ メタ ゾ ン(Dex;1ｵM)で24時 間処 理 した。細 胞溶解 液

を調 製 し、溶解 液 中 のル シ フェ ラーゼ活 性 をル ミノメー ター(EG&GBerthold,Bed

Wildbad,Germany)で 測 定 した 。ル シ フェ ラー ゼ活性 は タ ンパ ク含 量 で補 正 した。 ま

た、細 胞 内MT濃 度 はlogCd!ヘ モ グ ロ ビンア フィニテ ィー ア ッセイ に よ り定量 した(53)。

プ ラス ミ ドの構築

遺 伝 子導 入 に用 いる プ ラス ミ ドはminimalSV40プ ロモ ーター を持 つベ クター 、
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PGV-P2(東 洋イ ンキ,東 京)か ら構 築 した。MRE支 配 の レポー ター遺 伝 子 はSV40プ ロ

モ ー ター の上流 にMREd(マ ウ スMT-1プ ロモ ー ター の一160bpか ら一128bpま で の領域)配

列 を4コ ピー 連結す る ことに よ り得 た。す べて の プ ラス ミ ドは常 法 に従 い増 幅 し、塩

化 セ シ ウム密度勾 配遠 心法 によ り精製 した。

第 二項 結果 お よび考 察

急性期MT誘 導 の最終 的な メデ ィエー ター で あるIL-6(14)がMTF-1活 性化 を もた らす

ことをPGV-P2MREd4の 一過 性発 現系 を用 いて解 析 した。本 節でMRE配 列 として用

いたMREdは マ ウスMTIプ ロモー ター領 域 中、最 大 のZn応 答 性 を示す と評価 され て

いるMRE配 列で あ る(4)。また 、PGVP2MRF,d4がZn応 答 性 を示す ことは確認済 で あ

る。IL-6の24時 間処 理 によ りMTタ ンパ ク質 は約1.4倍 に誘 導 され た(Fig.5c)。sv40

プ ロモ ー ター のみ を連 結 した レポー ター プ ラス ミ ド(PGV-P2)の 活性 はIL-6に よ る

影 響 を受 けなか ったが 、PGVP2MREd4はIL-6に よって約2倍 の活 性化 が認 め られ た

(Fig.5B)。 本節 の検 討 によ り、急性期MT誘 導 の最 終的 な メデ ィエー ターで あ るIL-6

の直接 作用 によ りMRE活 性 化 が もた らされ る こ とが明 らか とな った 。IL-6シ グナル

にはRas依 存 経路 と非 依存 経 路 の2経 路 が存 在 す る。Ras依 存経 路で はIL-6刺 激 後Ras

依 存性MAPkinaseカ ス ケー ドによ って転 写 因子NF-IL6が リン酸化 を受 けて転 写が 促

進 され る(58)。Ras非 依 存経 路 で はSTAT(signaltransducersandactivatorsoftranscription)

3がJAK(Januskinase)に よ り直接 リン酸 化 を受 け、 ホモ ダイマ ー を形 成 して転写 活

性 可能 を獲 得 す る こ とによ り転 写 が活性 化 され る(59)。 このよ うにIL-6は 多 岐 にわた

る遺 伝 子 の発 現 を誘 導 す る。MT誘 導 はII.-6の 転 写活 性 化作 用 の一 つ に過 ぎず 、本 節

の結果 の みで はMT誘 導 とMRE活 性 化が 関連 した現 象 で ある とは言 い切 れ な い。 しか

しなが ら、本節 の結果 は少な くと もMTF-1活 性 化 がIL-6を 介 した現 象 で ある こ とを示

唆 して いる。 また、LPSに よ りMTF-1が 活 性化 され 、 この活 性化 がMT欠 損 によ り消

失 す る とい う前節 の結果 と総合 す る と、急性 期MT誘 導 がMTF-1活 性化 を引 き起 こ し

て い る と考 え られ る。
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Fig.5.EffectofIL-60nMRE-drivedgeneexpressionin
HepG2cells.A,schematicrepresentationofthereporter

plasmid.B,relativeluciferaseactivitiesinHepG2cells
transientlytransfectedwithPGV-P20rPGV-P2MREdaC,
MTconcentrationsinHepG2cells.Thesecellswere

treatedwithrhlL-6(500U/m1)plusDex(1NM).These
experimentswererepeated3timesindependently,and
similarresultswereobtained.Theresultsofone

representativeexperimentareshown.*Significantly
differentfromcontrolgroup(p<0.01).

第三節 小括

本 章 の結 果 は急性期 のMT誘 導がMTF-1活 性化 をもた らす こ とを示唆 して いる。MT

誘 導 に付 随 して 細胞 内Zn量 が増大 す る こ と(37・49)か ら、MT誘 導 の結 果 引き起 こされ

る細胞 内Zn量 の増加 がMTF-1の 活性 化 を介 して遺 伝 子発 現 を亢進 す る とい うモデ ル

を考 えた(Fig.6)。MT遺 伝 子 の発 現 上昇 によ り金属 非結合 型MT(...)が 合成 され る。

このapoMTは ただ ち に細胞 内のZnと 結 合す る。Znは 血漿か ら十分 供給 され るのでMT

誘導 は細胞 内Znの 上 昇 を引き起 こす。 そ の結果 として細 胞 内のZnプ ールが増 加 し、
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Fig.6.PostulatedmechanismofMT-mediatedMTF-1activationduringacute-

phasereaction.

MTF-1が 活性 化 され る、 と いうモデル で ある。

MTF-1は6個 の連続 したC2H2型Znフ ィ ンガ ー を有 してお り、 この領 域 がDNA結 合

部位 で あ る ことが示 されて い る(60)。 このZnフ ィ ンガ ー の うちN末 端側 の4つ のZn

Table3ComparisonoftheMREinthepromotersoftheMTF-1targetinggenes

Gene MREsequenceandlocation

MREcoresequence

MT-1(mouse)

Zntransporter-1(mouse)

γglutamylcystehesynthetase(human)

Cu2n-SOD(rat)

AGP-1(mouse)

C-reactiveprotein(mouse)

TGCRCN

-174CTGTGCACACTG-163

-149CTCTGCACTCCG-138

-131AAGTGCGCTCGG-120

-56GTTTGCACCCAG-67

-54CTTTGCGCCCGG-43

-103GTCTGCAAAGGA-92

-122GAGTGCAAAGCA-111

-132CCTTGCACACGC-127

-277CCAGGCGCGCAC-267

-592CTGTGCACAGAC-581

-149AGCTGCACAAAG-138

-210TTTTGCTTCCCT-199
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フィ ンガ ー は通 常 のDNA結 合 に関与 し、C末 端 側 の2つ のZnフ ィンガ ーがZnに よ

る活 性制御 に関わ って いる と考 え られて い る(61・62)。 また、 細胞 あ るいは動 物 の個

体 レベ ル でMTF-1を 活 性 化 す る刺 激 と して は重 金 属 と酸 化 的 ス トレス(H202、t-

butylhydroquinone)が 知 られて いた(54,55)。 一方 、MT遺 伝 子発現 上昇 がMTF-1を 活

性化 す る ことを示唆す る知 見 は本章 で記 述 した以外 にPalmiterの 報告 が あ る(63)。 彼

はハ ムス ター 腎臓細胞 株BHK細 胞 にMTI遺 伝子 発現 ベ クター とMREを プ ロモー

ター 領域 に連結 した レポ ータ ープ ラス ミ ドと を安定 発現 し、各 種濃度 のZn存 在下 で

のMRE活 性 を評価 した 。培地 中のZn濃 度 が10ｵMと い う生理 的条件 下 にお ける

MRE活 性 は コン トロー ル細胞 で最 大活 性 の1%未 満 で あるの に対 し、MT・1発 現細胞

で約10%で あ った と報 告 して いる。MTF-1支 配遺 伝子 にはMT以 外 に数 種 の遺 伝子

が あ る(Table3)。Znを 細胞 内か ら外 へ汲 み 出す トランスポー ターで あ るZntransporter-

1(64)、 細胞 内 レ ドックス環 境 の維 持 に関わ るy-glutamylcysteinesynthetase(65)とCu/Zn-

SOD(66)、APPで あるAGPとC-reactiveprotein(67)で あ る。1)MTが 急 性期 に誘 導 され

る こと、2)MTF-1がAPPの 発現 を調 節 して い る こと、3)新 生仔期 にMT欠 損がZnに

よ り発現 上昇す るAPP、contrapsinの 発現 を低下す る ことな どか らMT誘 導 の結果 引

き起 こされ る細 胞 内Zn量 の増 加 がMTF-1活 性化 を介 して遺伝 子発現 を亢 進す るとい

うモ デル の妥 当性が うかが え る。 また 、MTF-1が 急 性期 に も活 性化 され る ことを示

した ことによ り、MTF-1が 重 金属 お よび酸 化 的 ス トレス防御 シス テ ム に関わ るだ け

でな く炎症 反応 に も関与す る可 能性 を示 した もの と考 える。
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第三章 メタロチオネインによる遺伝子発現調節を介 した生体防御反応

一急性肝炎モデルを用いた検討一

MTが 急 性期 に、特 に肝臓 で誘 導 され て肝臓Zn量 を増 加す る ことは古 くか ら知 られ

て いた。 しか しなが らそ の生理 的意義 に関 して は、1)Znを 肝臓 に集積 しZn酵 素な ど

にZnを 供給 す るた め2)炎 症 反応 に伴 う酸 化 ス トレス に対 抗す るた めな どの説 が提 唱

され て きた が、 いつ れ も仮説 の域 を出て いな い。 この領 域 の報告 は、1996年 のRofe

らによ る ものが 唯一 で あ る(57)。 彼 らは 「MT欠 損 に よ り急 性期 の糖 代謝 変 化 に対 す

る対 応能 が低 下 す る」 と報 告 して お り、糖 代 謝 に関わ るZn酵 素へ のZn供 給 の不足 が

この現 象 の原 因で はな いか と考 察 した。MTがZn酵 素 の活性 を修飾 す る可能性 は以 前

か ら指 摘 され てお り、aldoraseやcarbonicanhydrase活 性 へ のMTの 修飾作 用がinvitro

実 験 系 で調べ られて い る(68)。一方 、APPは 何 らか の形 で炎症 反 応 を調 節す る と考 え

られ て い る。 しか しな が ら、そ の意 義 が明 確 に示 されて い る例 は少 な く、 マ ウス に

お いて はAGPに 限 られ る。AGPは グ ラム陰性菌 感 染 に対 して防御 的 に作用 す る(69)と

とも に急 性肝 炎 モデル にお いて 生体 防御作 用 を担 って い る(70)こ とが示 され て いる。

LPSとD一 ガ ラク トサ ミ ン(GalN)の 同時投与 は肝臓 のネ ク ロー シス を誘 導 し、個体 を

Death

Fig.7.PostulatedmechanismofLPS/GalN-inducedliverinjuryand

lethality.
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死 に至 らしめ る急性肝 炎 モデル で ある(71)(Fig.7)。 この際 のメデ ィエー ターはTNF一 α

とされて い る(72)。LPS刺 激 によ りク ッパ ー細 胞 な ど、 マ ク ロフ ァー ジ 系細胞 か ら放

出されたTNF一 α は肝臓 の実 質細胞 に作 用 しアポ トー シス を引 き起 こす(73)。 この アポ

トー シス が 引き金 とな り、好 中球(polymorphonuclearleukocytes:PMN)が シ ヌ ソイ ド

か ら組織側 へ と浸潤 す る(74)。PMNはROSを 放 出 し肝臓 を障害 す る。AGPは このモデ

ル にお いてア ポ トー シス を抑制 す る こ とによ り、後 に起 こる ネ ク ロー シス を防 ぐ こ

とが 知 られて い る。 したが って、AGP発 現 の低 下 は、LPS/GalN惹 起 致死 お よび肝 障

害感 受性 を亢進 す る こ とが予 想 され る。本 章 では、MT欠 損 によ るZn動 態 の変化 が も

た らすAPP遺 伝 子発現 の低 下が 生体 に及 ぼす影 響 を検 討 した。

第一 節LPSIGalN惹 起致 死作 用へ のZnの 影 響

MT誘 導 によ りAGP発 現 レベルが 上 昇す る原 因のひ とつ と考 え られ る肝 臓Zn量 の増

加 がLPSIGa1N惹 起 致死 作用 を軽減 し うるか ど うか検討 した。

第 一項 実験 材料 お よび実験 方法

動 物実 験

実験 動物 は第 一章 、第一 節 に準 じた。

C57BL16Jマ ウス(8-10週 齡,雄 性)にZn(20mglkg,S.c.)投 与 し、そ の3時 間後 にLPS

(5ｵg!kg)とGalN(700mg/kg;Sigma,St.Louis,MO,USA)を 腹 腔 内投与 した。 生存率 を

LPSIGalN投 与24時 間後 まで観 察 した。

統 計 分析

生存 率 はKaplan-Meier法(Product-limit法)に よ り累積 生存 率 を算 出 し、10grankテ ス ト

によ って有意 差検 定 を行 った。P<0.05を 統 計学 的有 意 とした 。
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第二項 結果および考察

Zn投 与はLPS/Ga1N起 致死作用 を軽減 した(Fig.8)。なお、予備実験によ りLD80と

なるLPS投 与量 を決定 し、 この条件で実験を行った。本結果は肝臓Zn量 の増加およ

び、これ に続 くMTF-1活 性化 ・AGP発 現上昇がLPS/Ga1N惹 起致死作用を軽減 しうる

可能性を示 している。しか し、Zn投 与は肝臓Zn量 のみを増加するわけではな く、各

臓器のZn量 を増加する。また、Zn自 身がMT誘 導剤であるとともに抗酸化因子 として

作用する可能性が報告されていること(75)などを考慮すると、以上の結果か ら短絡的

に結論づけることは危険であると考えている。この危険性を示す例として以下のよ

うなものがある。四塩化炭素は代謝活性化され三塩化炭素ラジカルとなり肝障害を

引き起こす(76)が、この障害はZn前 投与によ り軽減できる(77)。ZnがMTを 誘導する こ

と、および、MTが ラジカルスカベ ンジ能 を有 していることからZn前 投与による肝障

害軽減作用の作用本体はMTで あると考え られてきた。 しか しながら、著者らの検討

によりZn前 投与による肝障害軽減作用はMT欠 損マウスで も認め られた(78)。本項に

おいて示 したZnに よる致死軽減につ いても上記のような誤認がないよう更なる検討

が必要である。
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Fig.8.PreventionofLPS/GaIN-

inducedlethalitybyzinc.Micewere

intraperitoneallygivenasingledoseof

LPS(5Ng/kg)plusGalN(700mg/kg)

3hoursafteradministrationofsaline

(●,n=17)andzinc(20mglkg,S.C.;

Q,n=16).Significantdifferences

wereanalyzedbytheKaplan-Meier

{Product-Limit)methodandlogrank

test.Survivalratesinsalineandzinc

administratedmiceweresignificantly2024

differentatp<0.01.

第二節LPS/Ga1N惹 起致死作用へのMTの 影響
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