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論文内容の要旨

【目的】

重症感染症や敗血症では肝障害を発生し、時に肝不全に至ることがある。動物実験モデルにおいては、同様な肝障

害が Lipopolysaccharides (LPS) を投与することにより再現される。 LPS は、マクロファージ(肝臓においては

Kupffer 細胞)、好中球、内皮細胞を活性化し、 TNF-α 、 IL-l、 IL-6、 interferon γ 等のサイトカインを産生させるo

一方、 TNF-α は TNF receptorl (TNFRl) に結合し、 caspase cascade を活性化し、 TNFRl を発現した細胞に

アポトーシスを誘導することが知られている。

本研究は、 LPS による肝障害を Kuppfer 細胞の活性化とそれに伴う肝細胞アポトーシスを中心に検討した。

【方法】

Sprague-Da w ley ラットを用いて in vivo 及び in vitro の実験を行った。

(1)ラットに E. coli 由来の LPS (0 --500μg/kg body) を静脈投与し、 o --48時間後に血液・胆汁・肝組織を採

取し、 TUNEL 法にてアポトーシスを検出した。アポトーシスは電顕及びアガロースゲル電気泳動法にて確認し

Tこ。

(2) caspase-3 の合成基質 MCA-DEVDAPK (dnp) を用いて肝組織中の caspase-3 like proteases 活性を測定した。

活性型 caspase-3 に対する抗体を用いて活性型 caspase-3 の局在を検討した。

(3) Kuppfer 細胞の機能を抑制するガドリニウム (Gd ; 7mg/kg body) を48時間および24時間前に投与後、 LPS

(500μg/kg body) を投与し、 Kupffer 細胞の関与を検討した。

(4)肝細胞及び Kupffer 細胞を分離後、各々単独または両者の混合培養系に LPS (300mg/ml)を添加し、アポトー

シス誘導の有無を検討した。

(5) Kupffer 細胞の培養系に LPS を添加し、 2 時間培養した培養液 (conditioned medium) を単離肝細胞に添加

し、アポトーシスの誘導の有無を確認し、さらに TNF-α 中和抗体によるアポトーシス抑制効果を検討した。

(6) conditioned medium 中に acetyl-DEVD-CHO (caspase-3 の阻害剤)、 acetyl-IETD-CHO (procaspase-3 cleavｭ

mg enzymes の阻害剤)を添加しアポトーシス抑制効果を検討した。

【成績】

(1)LPS 投与後胆汁量は減少し、血中ビリルビン値は24--48時間後をピークとして増加した。 TUNEL 陽性細胞数
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は LPS 投与後 8 時間をピークとして時間並びに容量依存的に増加した。 LPS 投与後の肝組織は電気泳動にて

DNA ladder を認め、電顕により TUNEL 陽性細胞はアポトーシスに陥った肝細胞であることが確認された。

(2) TUNEL 陽性細胞数の推移に一致して caspase-3 like proteases 活性化を認め、 TUNEL 陽性細胞の細胞質に活

性型 caspase-3 を認めた。

(3)Gd を前投与により、 LPS 投与後の caspase-3 like proteases 活性化は抑制され、 TUNEL 陽性細胞数の増加も

抑制された。

(4)肝細胞または Kupffer 細胞の単独培養系に LPS を投与しても TUNEL 陽性細胞は増加しなかったが、両者の混

合培養系においては TUNEL 陽性肝細胞の増加を認めた。

(5) conditioned medium を添加した肝細胞では TUNEL 陽性細胞が増加し、 TNF-α 中和抗体添加によりこの増加

は抑制された。

(6) conditioned medium 中に acetyl-DEVD-CHO、 acetyl-IETD-CHO を添加することにより TUNEL 陽性細胞の

増加は抑制された。

【総括】

(1) LPS による肝障害についてラットを用い m VIVO 及び in vitro で肝細胞アポトーシスを中心に検討した。

(2)ラットに LPS を投与すると、 caspase-3 の活性化と肝細胞アポトーシスを認めた。

(3)Gd 前投与で Kupffer 細胞を不活性化すると、 caspase-3 の活性化は抑制され、肝細胞アポトーシスも抑制され

fこ o

(4)LPS は単離肝細胞にアポトーシスを誘導しなかったが、 LPS を投与した Kuppfer 細胞の conditioned medium 

は単離肝細胞にアポトーシスを誘導した。

(5) conditioned medium による肝細胞アポトーシスは、 TNF-α 中和抗体、 caspase-3 の阻害剤、 procaspase-3

cleaving enzymes の阻害剤の添加により抑制された。

(6)以上より、 LPS による肝障害には、 Kuppfer 細胞の活性化と同細胞から放出される TNF-α による肝細胞アポ

トーシスが関与していると考えられた。

論文審査の結果の要旨

重症感染症や敗血では様々な程度の肝障害が発症することがあり、時には肝不全に陥り、死にいたることもある o

エンドトキシン (LPS) をラットに投与することにより肝細胞にアポトーシスが誘導されることが報告されており、

敗血症に伴う肝障害に LPS が重要な役割を担うことが示唆されている o しかし、 LPS により誘導される肝細胞アポ

トーシスの詳細な機構については未だ不明であるo 本研究は、 LPS により活性化された Kupffer 細胞から分泌され

た chemical mediator が肝細胞に作用し、 caspases を活性化し、肝細胞にアポトーシスが誘導されるのではな L 、か

との仮説のもとに LPS により誘導される肝細胞アポトーシスの機構を検討したものである。

ラットを用いた m VIVO ならびに in vitro の実験を行い以下の結果が得られた。1.ラットに LPS を投与し、時

間容量依存性に肝細胞のアポトーシスが認められた。 2. アポトーシス誘導に一致して caspase-3 活性が上昇した。

3. ガドリニウム処置により Kupffer 細胞を不活化すると肝細胞のアポトーシスは誘導されなかった。 4. 分離肝

細胞と Kupffer 細胞との混合培養系に LPS を添加すると、肝細胞のみにアポトーシスを認めた。 4. Kupffer 細胞

に LPS を添加し 2 時間培養後の培養液で肝細胞を培養すると、アポトーシスが誘導された。 5. このアポトーシス

は TNFα 中和抗体ならびに caspases 阻害剤の添加にて抑制された。

以上の結果より、 LPS により誘導される肝細胞アポトーシスには活性化した Kupffer 細胞より分泌される TNFα

とこれにより肝細胞内で活性化する caspase- 3 が関与していることが示され、本研究は博士(医学)の学位に値す

るものと考えられる。
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