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論　　文　　の　　要　　旨

〈目的〉

　銅（Cu）は生体に必須な微量元素であり，生命維持に重要な生理的役割を担っている。その一方で，

過剰なCuは強い毒性を示すため，生体におけるCuの恒常性は，厳密な機構により制御されていると

考えられる。過剰のCリが肝臓申に取り込まれた場合には，低分子量の金属結合タンパク質であるメ

タロチオネイン（MT）を誘導し，それに結合することによってCuの毒性を防御することが知られてい

る。MTの生物学的役割については，必ずしも明らかでないが，肝臓のCu代謝に関与していること

が推定される。

　本研究では，Cu代謝疾患であるWi1son病のモデル動物として確立されたLEC（L㎝g－Evans

α㎜a㎜on）ラットを実験に用いて，LECラットの銅の異常蓄積の要因，及び発症機構の解明を通じて，

肝臓におけるCu代謝の制御機構にMTがどのように関与しているかを明らかにすることを目的とし

た。

〈実験方法〉

I．LECラットの肝臓へのC口の異常蓄積と肝炎発症の相関性

　　LECラットを2週齢から肝炎発症まで経時的に屠殺し，肝臓へのCuの蓄積過程及び存在形態を

　　調べた。さらに急性肝炎の発症過程におけるそれらの変化も調べた。

U．LECラットとLEAラットのメタロチオネイン合成の誘導能の比較

　　1）LECラットの野性型であるLEA（L㎝g－Evans　Agouti）ラットに塩化銅を連続皮下投与し，肝臓
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　　中のC以濃度をLECラットと同じレベルまで増加させ，Cuの存在形態及びMT狐RNAの発現量

　　を比較した。

　　2）Cuのキレート剤であるテトラチオモリブデートをLECとLEAラットに連続腹腔内投与し，

　　MTに結合しているCuを除去した。それらのラットから初代培養系肝実質細胞を分離した後，

　　塩化銅を1．25～25μM1の濃度で暴露し，細胞内へのCuの取り込み量とMT㎜RNAの発現量を

　　LECとLEAラットで比較した。またCu以外のMT合成の誘導剤として知られているカドミウム

　　（Cd），亜鉛（Zn）やグルココルチコイドを暴露し，MT聰RNAの発現量を比較した。

〈結果〉

工、LECラット肝臓中では，黄疸の症状がでるまではCuは次第に蓄積し，このCuはMTに結合し

　　無毒化された状態で存在していた。しかし，Cuの蓄積がさらに増加すると，MTでは捕捉されな

　　いCuが遊離し，MTやCu－Zn酵素であるスーパーオキシドジスムターゼ（SOD）以外の高分子量

　　タンパク質に非特異的に結合するようになり，急性肝炎を発症した。肝臓中のα濃度が約250か

　　ら300μg／gまで蓄積すると急性肝炎を発症した。

u．1）LEAラットにC泄を投与することにより，肝臓内にLECラットとほぼ等しい濃度のCuを蓄積

　　し得るにもかかわらず，LEAラットの肝臓中で合成されたMTの量は，LECラットに比較すると

　　非常に少なく，またMT　mRNAの発現量も少量であった。

　　2）肝実質細胞にCuを暴露すると，LECとLEAラットの肝実質細胞内にはほぼ同じ濃度のCuが

　　取り込まれたにもかかわらず，LECラット肝臓ではLEAに比べ常にMT　mRNAの発現量が2倍

　　以上多かった。それは低濃度のCuを暴露した際に顕著であった。また，Cd，Znやグルココルチ

　　コイド暴露では，LECとLEAラットのMT　mRNAの発現量に差がなかった。

〈考察〉

　これまで，LECラット肝臓中のCu異常蓄積の要因として様々な推定がなされてきたが，本研究に

より，LECラット肝臓申においてMT合成の誘導能が高いことが原因である可能性が初めて示された。

睨Cラットの肝臓中にC砥が異常蓄積する機構として，ユ）MTの過剰合成により，2）肝細胞内に取り

込まれたCuがMTに捕捉されてしまい，3）MTに捕捉されたCuは細胞外に流出できないために，4）

Cuの異常蓄積が起こることが示唆された。さらにCuの蓄積が増加するとMTでは捕捉できないCu

イオンが増加し，これが細胞毒となり，急性肝炎を引き起こすことが示唆された。また，Cu以外の

MT合成の誘導剤ではLECとLEAラット由来の肝実質細胞ではMT㎜RNAの発現量はほとんど差が

ないことより，LECラットにおける高いMT合成の誘導能はCuに特異的であることが示唆された。

MTは，重金属の解毒作用を持つ生体防御タンパク質の役割だけでなく，肝臓内のCu濃度を決定す

る重要な因子であることが示された。

審　　査　　の　　要　　旨

本研究は，近年，肝炎，肝癌，Wi1son病の実験モデル動物として開発されたLEC（Long－Evans
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Cima脈㎝）ラットを用いて，その動物の肝臓中へのCむの異常蓄積の経過を検討し，その原因に金属

結合タンパク質であるメタロチオネイン（MT）がどのようにかかわっているかを解明する目的で行わ

れた。この研究の評価すべき点の一つは，Cu代謝疾患動物として確立されたばかりのLECラットを

用いて，Who1e　body，さらに初代培養系肝実質細胞系のレベルで，きわめて周到な手順で実験が遂行

されており，その事実確認について異議の出ようがないこと。第二点は，LECラットの肝臓中への

Cuに異常蓄積の原因としてMTの誘導能が高いことが原因であり，最終的にはMTより遊離したω

イオンにより肝細胞障害を惹起し，肝炎にいたるというメカニズムの可能性をはじめて示した点であ

る。本研究をさらに発展させることにより，今後Wi1s㎝病等のCu代謝疾患の原因解明，治療法の開

発に貢献することが期待される。

　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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