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論文内容の要旨

目的

エンドトキシン血症は主として1ipopolysaccharide(LPS)により誘導され,tumOr neCrOSis factor(TNF)-

αなどの各種サイトカインを介して肝細胞アポトーシスを惹起する｡このアポトーシスがTNF-αもしくはFas

ligand(FasL)単独で誘導されるのか,それとも両者を必要とするのかは不明である0またTNF-aのシグナル

伝達は一般にTNFreceptor-1(TNFR-1)を介するものとみなされてきたが,近年,COnCanaValinA肝障害モ

デルにおける肝細胞のアポトーシスには,TNFreceptor-2(TNFR-2)によるシグナル伝達が関与していると報

告されている｡

今回,我々はLPSにより引き起こされる肝細胞アポトーシスが,TNF-αのみによって生じているのかどうか,

さらにTNF receptor-1knockout(TNFR-1KO)マウスとTNF receptor-2knockout(TNFR-2KO)マウス

を用いて,どちらのTNF receptor(TNFR)が関与しているかを検討した｡

方法

(1)エンドトキシン血症での肝障害を確認するために,Wild type(WT)マウス,TNFR-1KOマウス,TNFR-

2KOマウスにIJPSを10FLg,20FLg,50FLg,100FLg/body腹腔内投与し,血清ALT活性の経時的変化と肝

組織像を検討した｡

(2)LPS投与後の肝細胞アポト,シスを確認するため,TUNEL(terminaldeoxynucleotidyltransferasenick

end-1abeling)染色を行い,陽性細胞数を検討した｡

(3)LPS投与後の血清サイトカイン(TNF-a,interleukin(IL)-6,IL-10,interferon(IFN)-γ)濃度と肝組織中

のTNF-a濃度をELISA法にて測定した｡

(4)肝組織中でのmRNA発現をRNase protection assayで,またタンパク発現をWestern blot法で検討した｡

(5)TNFR下流に存在するアポトーシス関連分子のmRNAの発現をRNaseprotection assayで検討した｡

結果

(1)血清ALT活性はWTマウス,TNFR-2KOマウスでLPS投与後3時間をピークに量依存性に上昇したが,

TNFR-1KOマウスでは有意な上昇を認めなかった(P<0.05)｡肝の組織学的所見ではWTマウス,TNFR-2

KOマウスにリンパ球浸潤とspottyな肝細胞壊死を認めたが,TNFR-1KOマウスではminimalchangeのみ

であった｡またWTマウス,TNFR-1KOマウス,TNFR-2KOマウスはいずれも死亡しなかった｡

(2)TUNEL陽性細胞数はWTマウス,TNFR-2KOマウスでLPS投与1時間後に増加し始め,3～5時間でピーク

の約8%に到達した｡一方,TNFR-1KOマウスではわずかしか見られなかった(P<0.05)｡

(3)3種類すべてのマウスで血清TNF-aは1時間後にピークを示し,2時間後に正常化した｡IL-6はLPS投与後

0.5時間で発現,4時間でピークに達した｡IL-10はすべてのマウスで1時間にピークを迎え,その後減少し

た｡IFN-†はWTマウスとTNFR-2KOマウスでは3～5時間まで上昇を続け,TNFR-1KOマウスでは3時
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間に一過性のピークを迎えた｡また肝組織中TNF-αは,すべてのマウスで1時間にピークを迎え5時間後に

は正常化した｡これら,各種血清サイトカイン,肝組織内TNF-αの経時的変化について,WTマウス,

TNFR-2KOマウス,TNFR-1KOマウスの間に有意な差を認めなかった｡

(4)肝組織中TNFR-1mRNAはLPS投与後3時間でWTマウスとTNFR-2KOマウスでのみ誘導され,TNFR_1

KOマウスではみられなかった｡3種類すべてのマウスでFas mRNAが誘導されたが,FasLの誘導はみら

れなかった｡肝組織中Fas,FasLのWestern blotも同様の結果を示した｡

(5)WTマウスとTNFR-2KOマウスではLPS投与後3-5時間のbcl一Ⅹの発現がみられたが,TNFR-1KOマウスで

はみられなかった｡

考案

TNFR-1はdeath domain(TRADD)を有し,CaSpaSeの活性化,アポトーシスに至るが,一方,TNFR-2は

このようなdeath domainを持たない｡対照的にTNFR-1とTNFR-2は共にTRAF2(TNFR-aSSOCiatingfactor-

2)結合部位をもち,NIK(NF一花B-inducingkinase)とproinflammatorysignalingpathwayの発現につなが

る｡したがってアポトーシスの誘導にはTNFR-1シグナルが優位を占める一方,炎症過程には両方のTNF受容体

が寄与している｡しかしながら最近の報告では,TNFR-2も炎症細胞のアポトーシスにシグナルを送ることがで

きることから,より複雑なシグナルパターンが提言されている｡すなわち膜貫通性TNF-αがTNFR-2の1igand,

分泌性TNF-αがTNFR二1の1igandであるが,膜質通性TNF-aがD-galactosamine/LPSや,COnCanaValin Aに

よる肝障害モデルでの肝細胞アポトーシス･壊死に重要な役割を果たすことが報告されている｡我々のエンドト

キシン血症を用いた実験では,WT,TNFR-1KO,TNFR-2KOマウスで血清,肝TNF-αが同様の動態を示

したにもかかわらず,WTマウス,TNFR-2KOマウスのみで肝細胞アポトーシスが見られた｡

このことからLPSによる肝細胞アポトーシスはTNFR-1を介するTNF-aシグナルによるものと考えられた｡

またLPSによるアポトーシスはFasを介すると多くの研究で報告されている｡本研究ではFas
mRNAは3種類

のマウスいずれの肝臓でもLPS投与後同様に上昇したが,FasLはいずれも誘導されなかった｡以上より本エン

ドトキシン血症モデルでの肝細胞アポトーシスについてはFas-FasLシステムは関与していないことが示唆され

た｡

結語

LPSによる肝細胞アポトーシスはTNFR-1を介した分泌型TNF-aシグナルの結果生じる｡本モデルでFasや

TNFR-2は肝障害に重要な役割を果たしていない｡エンドトキシン血症でTNF-αは,TNFR-1を介するシグナ

ル伝達により肝障害に主な役割を発揮する｡

論文審査の結果の要旨

申請者 清水省吾は,LPSによる肝細胞アポトーシスはTNFR-1を介した分泌型TNF-aシグナルの結果生じ

ることを,ノックアウトマウスを用いた実験により明らかにした｡さらに,Fas
mRNAは3種類のマウスいずれ

の肝臓でもLPS投与後同様に上昇したが,FasLはいずれも誘導されなかった事実を示した｡エンドトキシン血

症でTNF-αは,TNFR-1を介するシグナル伝達により肝障害の誘導に主な役割を発揮することを明確にした｡

本研究の成果は,消化器病学,肝臓学の進歩に少なからず寄与するものと認める｡

[主論文公表誌]

LiverlnJuryinduced bylipopolysaccharideis mediated by TNFR-1but not by TNFR-20r Fasin

Hepatology Research31,136-142(2005).

-112-


