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学位論文内容の要旨

  フリーラジカルは癌、心臓病、脳血管系の病気、さらに痴呆など、老化に伴

う，成人病の原因として知られている。しかし、フリーラジカルによる生体内作

用機序に関しては未だ充分に明らかになっていない。著者は本研究で、従来の

生化学的方法に加えて分光学的方法を用いることにより、フリーラジカルによ

る細胞膜損傷と細胞内情報伝達の活性化機序を明らかにすることを試みた。

  本研究の第ー章では、肝ミクロソ―ム′四塩化炭素反応系における脂質過酸

化物生成反応をESR（電子スピン共鳴）及び赤外分光法により検討し、それ

らの生物系におけるラジカル反応の研究に対する有効性を検討した。肝ミクロ

ソームは雌Sprague-Dawely(SD)ラット肝臓から常法に従って調製した。

NADPHの存在下、四塩化炭素を墓質とする酵素反応を行った。四塩化炭素か

ら生成するラジカル反応中間体、ミクロソ―ム膜成分の過酸化反応及びミクロ

ソーム膜の構造変化を、それぞれ、スピントラップ剤N-tert-butylーa-phenyl

nitrone(PBN)を用いるESRスペクトルの解析、TBA試薬によるマロンジァルデ

ヒドの測定及びミクロソーム膜から抽出した膜成分の赤外スペクトルの観測か

ら検討した。PBNスピンアダクトのESRスペクトルは、トリク口口メチルラ

ジカルによるものと解析された。四塩化炭素の添加によって、ミクロソームリ
ン脂質の脱水素ラジカル反応の進行に関する赤外スペクトルの変化が観測され

た。このことはTBA試薬のよる脂質過酸化物生成量の測定からも確認された。

―方、リン脂質リン酸部の赤外スペクトルには脱リン酸反応から生ずるスペク

トル変化は見られなかった。以上の結果から、ESR及び赤外分光法のフリー

ラジカルの生体物質に対する反応性の研究における有効性が示された。

  第二章では、典型的なラジカル生成肝毒性物質である四塩化炭素をラットに

投与した後、in vivoにおける肝臓でのラジカル生成、ジアシルグIJセロ・ル



(DAG)生成を伴う膜構造変化及びプロテインキナ―ゼC(PKC)酵素の活性化

等を検討し、ラジカルの細胞内情報伝達過程活性化の機序を明らかにすること

を目的とした。雌性SDラットに四塩化炭素(0.8 ml/kg b.w.)を腹腔内投与し、

投与3，12及び24時間後にラットをト殺した後、血液及び肝臓を採取し

て試料とした。血漿GPT値の測定から、四塩化炭素投与24時間後まで肝炎

が進行していることが分かった。肝ホモジネイトのCHCI3/CH3○H抽出物の赤

外スペクトルを検討し、肝細胞膜には、リン脂質の代謝物でセカンドメッセン

ジャ―のーつでもあるDAGが、膜成分の約10―15％（重量比）も含まれ
ていることが明らかになった。このことは、HPLCを用いた生化学的方法によ

っても確認された。また、ATPを用いる酵素反応活性の測定から、細胞内情

報伝達において重要な役割を果たすPKCの酵素活性増加も観測された。

  ―方、PBNを四塩化炭素投与30分前に前投与した時、GPT値の上昇が見

られず、また、肝ホモジネイト中にPBN―CCI3アダクトの生成が観測され、肝

でのトリク口口メチルラジカルの生成と、このラジカルが肝炎発症に重要な役

割を果たしていることが確かめられた。―方、赤外スペクトルの観測において、

四塩化炭素単独投与群で見られる膜リン酸部の脱リン酸化反応及びDAGの生

成は観測されなかった。

  以上の結果から、ラット肝において生成する四塩化炭素由来のフリーラジカ

ル代謝物は、肝炎発症の原因毒性物質となると同時に、肝細胞膜に蓄積する

DAGを介してPKCを活性化することが示唆された。尚、PKCの活性化は肝の

修復過程の一部と考えられた。

  第三章では、肝炎・肝臓癌自然発症モデル動物であるLong－Evans Cinnamon
(LEC)ラット肝におけるフリーラジカルが誘発するDAGの生成及びPKC酵素

の活性化を検討した。約15年前、北海道大学実験動物センタ―で発見された

LECラットは、生後約4ケ月で肝炎を起こして40％は急性肝炎で死亡し、

残りはすべて慢性肝炎症状を経て肝臓癌を発症する。経過がヒトの肝炎‐肝臓
癌発症のそれとよく似ていることから、それらの発症機序の研究が重ねられて

きた。そして、このラットの肝臓には、週齢と共に異常に大量の銅が蓄積し、

その蓄積した銅が介在して生成されるフリ―ラジカルが肝炎あるいは肝臓癌発
症の主な原因であることが推測されている。

  10週齢、雌LECラットをコントロール群、ビリルビンが高値を示す16

週齢を肝炎発症群として、それらから採取した血液及び肝臓を試料とした。肝

炎発症、肝細胞膜の構造変化そしてPKC酵素活性は、第二章で示したと同一
方法により検討した。血漿GPT値の測定から、16週齢LECラットで肝炎

が発症していることを確かめた。ー方、肝ホモジネイトのCHCI3/CH30H抽出

物の赤外スペクトル及びHPLCによる結果から、肝細胞膜にDAGが膜成分の



約10％（重量比）含まれていることが明らかになった。さらに、肝炎発症と

同時にPKC活性の増加も観測された。かつて、当教室においてLECラットの
肝細胞の核タンパク中に含まれる銅量と核内転写因子の―つである血清反応要
素(SRF)活性との問に相関関係があることが報告された。また、SRFはプロ
トオンコジ―ンであるc-fosの誘導にも関与することが報告されている。これ
らのことを考慮して、ここで見出された肝炎期におけるLECラット肝細胞膜
に蓄積したDAGによるPKCの活性化は、さらにSRFの活性化を介して肝臓
癌発症に重要な役割を果たしていると考えられた。この様にLECラット肝に
おいて生成するフリーラジカルは、肝炎発症の原因毒性物質となると同時に、
肝細胞膜に蓄積するDAGを介してPKCおよびSRFを活性化することにより
肝 臓 癌 発 症 に 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る が 示 唆 さ れ た 。
  以上、本研究ではラット肝臓に生成するフリ―ラジカルが、肝細胞膜に酸化
的損傷を与えるだけでなく、そこに蓄積されるDAGを介して細胞内情報伝達
過程を活性化することが示された。そして、これらの機序の解明に、従来の生
化学的手法に加えて分光学的手法が有効であることも示された。
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  フリーラジカルが様々な病気の原因物質と考えられているにも拘わらず、その作用機序

は充分に解明されたとは云えない。本研究は、ラジカルによる細胞膜損傷と細胞内情報伝

達の活性化機序の解明を目的としている。実験には、生化学的方法に加えて分光学的方

法を適用し、毒性学研究における分光法の有効性も検討した。

  肝ミクロソーム/CC14反応系における典型的な脂質過酸化反応を、スピントラップ剤

N-tert-butyl-

a-phenyl nitrone (PBN)を用いるESR（電子スピン共鳴）スペク卜ルの観測とミクロソーム

腹抽出物のIR（赤外）スペクトルの観測から検討した。ラジカル中間体CCI3．の生成と

脂質-C=CーHのラジカルによる脱水素反応の進行を確認し、これら分光法の生体内ラジカ

ル反応の研究への有効性が確かめられた。

  代表的なラジカル生成肝毒性物質であるCCI－のSprague-Dawelyラット肝に対する投与

効果を血液及び肝臓を試料として検討した。肝ホモジネイト抽出物のIRスベクトルの解析

および生化学的方法から、CCI4処置ラットの肝細胞膜にはりン脂質代謝物でセカンドメッセ

ンジャーのーつでもあるDiacylglycerol(DAG)が相当量含まれていることが明らかになっ

た。また、細胞内情報伝達物質Protein KinaseC(PKC)の活性増加も観測された。ー方、

PBNを前投与した時‐CCI4処置をしたラットにおいてDAG生成の抑制とPBN-CCI3アダク

トの生成が観測され、肝でのCCI3‐生成がDAGの生成に深く閏わっていることが確かめ

られた。以上の結果から、肝炎発症の原因毒性物質であるCCI4はょ肝においてラジカルを

生成し、それが肝細胞膜に誘発するDAGを介してPKCを活性化することが示唆された。

  肝炎・肝癌自然発症モデルラットLong-Evans Cinnamonラット肝において、ラジカルが
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誘発するDAG生成及びPKC酵素の活性化を検討した。肝炎発症群（16週齢）において、

高いDAGの蓄積とPKC活性の増加が観測された。PKCは血清反応要素(SRF)を活性

化すること、肝炎発症LECラットの肝細胞でSRFの活性化が見出されたこと、SRFがプ

ロトオンコジーンであるcPfosの誘導に関与すること等を考慮し、ここで見出されたLECラッ

ト肝細胞膜に蓄積するDAGによるPKCの活性化は、さらにSRFの活性化を介して肝癌

発症に重要な役割を果たしていることが示唆された。  以上、本研究によって、ラット肝に

生成するフリーラジカルが、肝細胞膜に酸化的損傷を与えるだけでなく、そこに蓄積された

DAGを介して細胞内情報伝達過程を活性化することが明らかにされた。これらの知見は、

今後の生体内ラジカル反応の研究に大きく貢献すると考えられた。よって、審査委員―同

は、上記博士論文提出者尹碩柱氏の博士論文は、北海道大学大学院獣医学研究科規程

第 6条 の 規 定 に よ る 研究 科 の 行 う 博 士 論文 の 審 査 等 に 合 格 と認 め た 。
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