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論 文 内 容 の 要 旨

近年,急性肝不全の発症ならびに病態の進行における炎症性サイトカインならびにケミカルメディエーターの役

割が注目されている｡なかでもtumornecrosisfactor(TNF)-aが主要な因子のlつと考えられており,重症肝

炎の治療において,TNF-αの産生をコントロールすることが重要であると志向される｡

一方,prOStaglandin El(PGEl)は四塩化炭素やガラクトサミンによる実験的肝障害モデルにおいて肝細胞壊

死の阻止効果が認められており.近年臨床的にも重症肝炎に対する有用性が報告されている｡しかし,その作用機

序についてはいまだ明らかではない｡

そこで申請者は,PGElのTNF･a産生に及ぼす影響をin vivoにおいて明らかにするために,ガラクトサミンと

LPS併用投与による広範肝壊死モデルを用いて,PGElの効果を血清生化学的,病理組織学的検査および血清TNF-

a濃度を指標にして検討した｡また新規合成されたprostaglandinI2(PGI2)誘導体についても,同じ動物モデル

を用いて比較検討した｡

対象および方法

1.薬物;PGE.はa-CyClodextrin(CD)で包接し安定化させた化合物(PGE.･CD)を生理食塩水に溶解して使
用した｡また.PGI2はPGI2誘導体(OP-2507)を使用した｡

2.肝障害の惹起およびPGEl･CDの投与;雄性Balb/cマウスにD-galactosamine(GalN)800mg/kgを1回腹

腔内投与し.その直後に1ipopolysaccharide(LPS)10FLg/kgを尾静脈内投与し肝障害を惹起した(急性肝不全

マウス)｡PGEl･CDは肝障害惹起30分前に0.3,1.0および3.Omg/kgを1回皮下投与した｡なお,対照群には同量

の生理食塩水を1回皮下投与した｡また,無処置群も設定した｡

3.肝障害の惹起およびPGI2誘導体の投与;1)Donryu系雄性ラットにGalN800mg/kgとLPS60fLg/kgを同

時に腹腔内投与し肝障害を惹起した(急性肝不全ラット)｡また,同時にPGI2誘導体を0.1,0.3および1.Omg/kg

を1回皮下投与した｡なおt 対照群には同量の生理食塩水を1匝I皮下投与した｡2)急性肝不全マウスに,

PGI2誘導体を0.3,1.0および3.Omg/kgを1回皮下投与した｡なお,対照群には同量の生理食塩水を1回皮下投与

した｡3)Donryu系雄性ラットにGalN800mg/kgとTNF-a O.8×105Uを同時に腹腔内投与し肝障害を惹起した｡

また,同時にPGI2誘導体を0.1,0.3および1.Omg/kgを1回皮下投与した｡なお,対照群には同量の生理食塩水を

1回皮下投与した｡

4.血清生化学的検査および病理組織学的観察;肝障害惹起後7ないし9時間目に,腹部大静脈より採血した後,肝

を摘出した｡摘出肝のHE染色標本を作製し,光学顕微鏡にて病理組織学的観察を行った｡肝細胞壊死および出血

について,それぞれ5段階に分け評価を行った｡

5.血清TNF一α濃度測定;肝障害惹起前および惹起後0.5,1,2,3および7時間目に,腹部大静脈より採血を行い,

遠心分離し,血清を採取した｡血清中のTNF-a濃度はマウスTNF-a ELISA Kitを用いて測定した｡

6.急性肝不全マウス由来脾マクロファージ産生性TNF-aのPGI2誘導体による抑制;Balb/cマウスにGalN800

mg/kgを1回腹腔内投与し,1時間後に無菌的に摘脾し,肺細胞浮遊液を作製しMSPプレート上で37℃,1時間

インキュベー卜した｡その後,トリプシンEDTAにて付着細胞を回収し,細胞濃度を1.0×10S/mlに調製し,マル

チウェルプレートに分注した｡これらに各々LPSlOFLg/ml,インドメサシン1fLgを添加し,さらに1.0×10,8～

10~5Mの各濃度に調製したPGI2を添加し,37℃,3時間インキエペー卜した｡またPGI2を添加しないものを対照と

した｡この後,これらの培養上清中のTNF-a濃度をマウスTNF-aELISA Kitを用いて測定した｡

結 果

1.PGElの成績

1)急性肝不全マウスのGalN+LPS投与後7時間目のGOT,GPT,T-Bil値は無処置群と比較して著しい上昇が

認められたのに対して.PGEl･CDの皮下投与は0.3mg/kgから用量依存的な抑制を示し,l.0および3.Omg/kg

投与群では有意な抑制作用を示した(P<0.05)｡
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2)GalN+LPS投与後7時間目の肝の病理組織学的検討では.Ga血+Iips疫与t羊より区域性の射､肝細胞壊死と壊

死領域での出血ならびにわずかな好中球浸潤が観察され,びまん嘩の由細胞壊死は8亘仲3恥頼めすれた_｡こ
れに対し,PGE.･CDの皮下投与は,1.0および3.Omg/kg投与群七融干細胞壊死と出血は減弱し..1びまん性の肝
細胞壊死は観察されなかった｡ 一--j 真ゝし

3)GalN+LPS投与により血清TNF-a濃度は30分後から上昇し∴■1時間で最大濃度571為±91.2ng/m!を示した｡

その後TNF-a冴隻度は減少し.3時間以降100ng/ml以下の低濃度で推抒した｡PGE.･CDの皮下没与は0.3mg/

…ア笠去慧認諾Nぎ魂生抑脚を重したノぎく㌍∴∵㌣㌣,ィ∵∴.
1)GalN+LPS投与後4押甲後¢埠性野不草子パは鹿齢蟻率か字P%まそ底~Fした如こ好し,PGI義導
体1.Omg/kg皮下投与群もま∴死亡例の尭如著明た低fL,二壷‡轟は盲or6%ゼ紡(N=10),急性肝不全モデ
＼ルに対するPGI2誘導体の有用性が認められた｡

2)GalN+LPS投与後9時間目の急性肝不全ラットにおけるT-Bil,GPT値は著しい上昇が認められたのに対しic,

PGI2誘導体の皮下投与は0･lmg/kgから有意な抑制作用蕉示した(P<9D5)｡

3)GalN+LPS投与後9時間目の急性月‡不全ラットゐ病理組紐学的検討では,6例中5例に巣状壊死以上の壊死所
見を認めたのに対し,PGI2誘導体投与群では岬全例が単細胞壊死にとど車り,びまん蜂の肝細昭壊死堪鱒察され

ず,Pd庸重体に軒細鱒壊死由由効畢が有奉に認めちヤた∴∵∵∵∴
4)GalN+LPS投与後1時間の急性肝ネ全マウスにおける血削､NF-a濃度は.無処置群では1042±318ng//ml
と高値を示したのに対し･PGI2誘導体1･0および3･Omg/k.g投与糾ま各々306±20･4･276±72･6ng/mlと有意に

驚蕊荒豊併融如三組手完全すット繭紬舶用偏愛㌫誌蒜+叫
a投与後9時間目のT-BiL GPT値は著しい上封が認められたが,PGI叔導体の皮下投引こよ三ても△く抑制作用
を示さなかった｡
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6)加l府Ⅲの実験で得られたマウスの脾由来マクロファージの培養上清中の1､NF-α磯良と削IlしたPGI2誘導体

の濃度との関係では,PGh誘導体の濃度が-1.0×107M以上でTNF･aの産生が抑制傾向にあっ一た｡
考 察
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PGEヰ哺性化マク､ロファーヂからのTNF-α産隼を抑制す.る阜いラ≠サロ坤での報告はみられるち〉'ミぁあ∴急性麻

不全モ学んた由良1を投与し∴如]T巌鴇適度の動態を吉≠~ふ享?串七瞼討しし車庫痍はな,いま今臥血中ナNF-α濃度の
苦増を示したGalNILPS投!jlマウスにPGE.を的投与した一ところ,卜占ンスアミナーゼ岬,絵ビリルビソ他の有志
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な低下,明らかな組縦学的改軋とともに,PGElの濃度に依存して血[い1､NF-α濃度の低十がみられた｡したがって.
GalN+LPS投与マウスでの●PGE前投弓･による肘抑胞準死の抑制効果は･広範肝壊死に深く関与する血中TNF-a

強度め低下に起因する可能性か考え組長ここれは｢増額率者!こ粧そ_もPGEl赫壌鱒ぉ琴鱒を平澤展
に対して.阻止効果を草する可能性を支持しているご

鼠‥､

ニ五戸GI2およ如G嘩重体も芙醜的弥障害に対しそ有効とする報告ちさサ頼るが,.PGI2は強力な血小板東
東阻害作舶有し∴その反翫釜身車中嘩弊且埠する卓可能輿あ.らイ･ぎ庵唾亘麺琴ぎされてき喪ム.今向二女
験項町たPGI2誘導捧は富の叫､転義集阻害作用は申2の1/1年十1/180た減断頭`り∴華の副作埠ち軽減
さ_叫､f攣剤軸ざこご今軌再挙車年季年中とLP準轡に掴皮庸与す~草とと蕪り≠G嘩,絶ピサ
ルゼン値め有意な嘩下がみられ∴組織学的たも僻壕苑を墾完全に抑制し∴生存率め向上が革められた｡さらに▲,
その作用機序に関する疲離は.-PbI2誘重体血霊血■ヰサ仰二七飯用投引ごよる肝壊死に対しては全く抑制効果が革
められず,PGI2誘導体の肝障害抑制がTNF-aに対する直接作用ではな.く,活性化マクロファニジにお如TNF二

αの産生抑制たよ畠ととが血二血相の実験からも儀く示唆されたと了､
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論文審査結果の要旨

申請者高橋利彰は,急性肝不全に対するpGElおよびPGl2誘導体の有用性を掛こ血中執p-αの動態から検討した
結鼠i乃めムで轟度依存性に血中丁鯨虎速度を低下きせ肝壊死右抑制すること;ぇ;一立た,その作用点が由〃加で

活性化マクロファニジからのT壷二α産生抑制にあるごとを明らかにゝした｡これらの新知見は肝臓病学の進歩に
少なからず寄与するものと認める｡
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