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その急性肝炎発症への寄与に関する解析

学位論文内容の要旨

    Long-Eva恥cinnan10n（LI℃）ラットは，銅輸送蛋白である´冊7B遺伝子の異常により，肝臓に

銅を蓄積するヒトWilson病のモデル動物であり，肝炎，肝癌を自然発症する．肝炎の発症は肝臓への

銅の蓄積が原因であることが明らかにされている．遷移金属である銅は，鉄と同様にreactiveoxygen

spedes（ROS）の生成を触媒し，酸化的障害を誘導することが知られている．LECラットにおいて

も，銅蓄積に伴うROSの生成により酸化的障害が誘導され，肝炎が発症するものと考えられている

が，その詳細については明らかではない．本研究では，LECラットにおける銅蓄積に伴うROSの生成

機構とその急性肝炎発症への寄与に関して検討した．

    ヒトWilson病患者の肝臓において，銅蓄積によるミトコンドリアの脂質過酸化と肝障害の指

標となる血清中のピリルピン濃度およぴプロトロンピン時間とが相関することが報告されており，

脂質過酸化は銅による肝障害の重要な要因であると考えられている．肝臓S‐9画分を用いたmvi加

インキュベーション系を用い，LECラット肝臓での脂質過酸化生成機序について検討した．その結

果，急性肝炎発症期にLECラット肝臓中で増加する遊離の銅と過酸化水素（Hユ02）とのFenton反

応から生じるhydroxylradicals（・OH）が脂質過酸化を弓｜き起こしているものと考えられた，また．

OH生成に重要な02の生成源としてglutatmonereduct譌eを介したGSH（還元型グルタチオン）‐

GSSG（酸化型グルタチオン）とCu2十一Cいのサイクリックな酸化還元過程の関与が示唆された．さ

らに，H：02消去酵素であるcatalase（a灯）活性が肝炎発症以前には有意に上昇し，急性肝炎発症

期には顕著に減少することが明らかとなった．

    ・OHは最も反応性が高いROSで，LECラットにおいて．OHが肝炎発症に関与することが

文献的に示唆されている．しかし，急性肝炎発症期のLECラット肝臓においてmレルDで・OHの生

成増加が起こっているか否かは明らかではなく，その急性肝炎発症への関与は不明である．この点

に関して，salicylicacidtrapping法により，急性肝炎発症期のLI℃ラット血漿および肝臓において加

vんDで・OHの生成増加が認められるか否かを検討した，さらに，．OH消去剤であるD－man血tol

をLECラットに3週間反復腹腔内投与（500m〆kg）し，．OHの急性肝炎発症およびミトコンド

リアでの脂質過酸化への関与について解析した，肝炎発症以前では血漿およぴ肝臓中での・OHの
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生成増加は認められなかったが，急性肝炎発症期では急性銅中毒ラットと同レベルの．OHの生成

増加が血漿およぴ肝臓中で認められた．急性肝炎期にはLECラット肝臓中での遊離の銅濃度が増

加することが報告されており，遊離の銅と肝臓中に蓄積したH202とのFenton反応により，・OHの

生成が増加するものと考えられた．さらに，D－mannitol処置により，血清肝障害マーカーである

aspartate aminotransferase (AST)活性の上昇抑制およぴtotal bilirubin (T-Bil)濃度の上昇抑制傾

向が認められ，肝臓ミトコンドリアでの脂質過酸化増加抑制も観察された．以上の結果により，．OH

が銅蓄積に伴うミトコンドリアでの脂質過酸化に一部関与し，さらに急性肝炎の進展にも関与して

いることが明らかと顔った．また，急性銅中毒ラヅトの血漿および肝臓においてm wvoでの．OH

の生成増加が認められることを初めて確認した．

    ぱ-Lipoic acid (LA)はROSの消去作用，金属のキレート作用等の多彩な抗酸化能を有し，酸化

的障害が関与する疾患に対して，治療効果が実験動物で報告されている.LAをLECラットに約4

週間，週5日経口投与（10，30ならぴに100mg瓜g）し，LAの急性肝炎発症抑制効果について検討

するとともに肝炎発症と酸化的障害の関連性について考察した．LAは血清ASTおよびalamne

aInjnotransferaSe（ALT）活性の上昇を殆ど抑制しなかったが，肝炎発症に伴う体重減少およぴ黄疸

を抑制した．また，LAは肝臓でglutatMoneperoぬdaseおよびaへTの不活化抑制，非ヘム鉄含量の上

昇抑制，ならびに酸化ストレスにより誘導され，ピリルピン生合成の律速酵素であるheme

oxygenase－1（HO．1）の発現誘導抑制を示した，Wilson病患者と同様に，急性肝炎を発症したLEC

ラット肝臓での脂質過酸化の増加は，ミクロソーム（MS）画分よりも粗ミトコンドリア（CMT）

画分で顕著であった．LA100m〆kg投与により，MS画分での脂質過酸化の増加はほぼ抑制された．し

かし，CMT画分においてはLA100m〆kg投与で，銅含量の減少に伴い脂質過酸化の増加抑制傾向

は認められたものの，脂質過酸化量はWistarラヅトの約3倍であった．以上の結果より，WilSon病患

者と同様に，LECラット肝臓ミトコンドリアにおいても銅含量と脂質過酸化は密接に関連し，ミト

コンドリアでの脂質過酸化等の酸化的障害が肝炎発症の重要な要因であることが強く示唆された．

また，LAは遊離銅により溶血抑制あるいはHO－1の発現誘導抑制を介し，急性肝炎発症に伴う黄疸

を改善することが示唆された．さらに，LAは分子レベルで急性肝炎の進展に関与する酸化的障害を

軽減することが明らかとなった，
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Long-Evans cinnamon (LEC)ラットにおける

銅蓄積に伴う活性酸素種の生成機構の解明と

その急性肝炎発症への寄与に関する解析

  LECラットは、肝炎、肝癌を自然発症するヒトWilson病モデル動物
である。肝炎発症は、肝臓への銅の蓄積とそれに伴う活性酸素種(ROS)
生成による酸化的障害が主な原因とされているが詳細は明らかでない。
申請者は、LECラット肝における銅蓄積とそれに伴うROS生成機構と
その肝炎発症への寄与について検討した。
  肝炎発症期にあるLECラットから採取した肝臓S-9画分が、hydroxyl
radicals（．OH)生成および脂質過酸化反応に高い活性を示すことが明ら
かになった。また、ROS生成源としてglutathion reductaseを介した
GSH-GSSGおよびCll2十-Cu+酸化還元過程の関与が示唆された。さらに、
catalase (CAT)活性は肝炎発症前に高く、発症期には顕著に減少すること
が明らかとなった。っぎに、in vj_voにおける．OHの急性肝炎発症への
関与をsalicyhc acid trapping法により検討した。肝炎発症期で、高濃度．
OHが血漿および肝臓中に認められ、また、．OH消去剤であるD-mannitol
処置によりAST活性および総ビリルビン濃度の上昇抑制傾向が、さら
に、肝ミトコンドリアでの脂質過酸化増加の抑制が観察された。最後に、
LECラットに抗酸化物質Q-リポ酸を投与し、肝炎発症抑制効果につい
て検討した。glutathion peroxidaseおよびCATの不活化抑制、非ヘム鉄含
量の上昇抑制、ならびにhem oxygenase-lの発現誘導抑制が観測された。
また、肝臓での過酸化脂質増加は、ミク口ソーム画分よりも粗ミトコン
ドリア画分で顕著であった。
  以上の結果より、LECラット肝炎発症は、肝臓ミトコンドリアにおけ



る銅蓄積に伴う酸化的障害がその要因であることを強く示唆し、ヒト
Wilson病発症機序の解明と治療法開発に大きく貢献すると考えられた。
よって、審査委員一同は、上記博士論文提出者山本秀樹氏は博士（獣医
学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判断した。


