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論  文  内  容  の  要  旨  

背景と目的：重症感染症などに起因する高TNFα血症では肝細胞のアポトーシスが誘導され，肝障害を引き起こす。ア  

ルブミンプロモーター下にCreatine kinase（CK）を遺伝子導入したマウス（CK－TGマウス）ではエンドトキシン血症時  

に肝細胞アポトーシスおよび肝障害が抑制され生存率が改善することが報告されている。このCK－TGマウスでは  

Creatineの摂食にて野生型（WT）マウスの肝臓には認められないフォスフォクレアチン（PCr）が蓄積する。本研究にお  

いてはCK－TGマウスから分離培養した肝細胞をもちいてTNFα誘導アポトーシス抑制の機序について検討した。   

方法：WTマウス及びCK－TGマウスの初代培養肝細胞を，培養液にCreatineを添加しないCr（－）WT群およびCr  

（一）CK－TG群，Creatineを添加したCr（＋）WT群，Cr（＋）CK－TG群の4群に分け，1）培養開始後の細胞内PCr，  

ATPレベルの経時的変化 2）TNFα＋ActinomycinDによるアポトーシス誘導後のcellviability，3）caspase－3activ－  

ityの経時的変化，4）細胞質内cytochrome creleaseの変化，5）truncated Bidの細胞質内分布について比較検討した。   

結果：1）培養開始後6時間目では，ATP値は4群間に有意の差を認めなかった。PCr値はCr（＋）wT，Cr（－）WT，  

Cr（－）CK－TG各群では0．1FLg／mgprotein以下であったが，Cr（＋）CK－TG群では8．23FLg／mgproteinに増加した。2）  

アポトーシス誘導16時間後のce11viabilityはCr（＋）WT，Cr（－）wT，Cr（－）CK－TG群では各々19．6±2．1％，23．5±  

1．0％，22．0±5．5％であったが，Cr（＋）CK－TG群では85．0±3．1％とアポトーシスが著明に抑制されていた。3）cas－  

pase－3activityは，アポトーシス誘導後6時間目は4群間に有意な差を認めなかった。しかし，10時間目にはCr（＋）WT，  

Cr（－）WT，Cr（－）CK－TG群は各々42±0．2倍，39±1．5倍，47±2．2倍に達したが，Cr（＋）CK－TG群では8．2倍と有  

意に抑制された。4）アポトーシス誘導7時間後においてCr（＋）WT，Cr（－）WT，Cr（－）CK－TG各群では細胞質への  

cytochrome creleaseを認めたが，Cr（十）CK－TG群ではcytochrome cの細胞質へのreleaseは有意に抑制されていた。  

5）アポトーシス誘導5時間後において4群ともBidは同程度に活性化された。しかし，Cr（＋）WT，Cr（－）WT，Cr  

（－）CK－TG群で認められたtruncated Bidのミトコンドリアへの移行はCr（＋）CK－TG群では有意に抑制された。   

結論：Creatine添加培養液で培養したCK－TGマウスの肝細胞は，TNFαによるアポトーシス誘導刺激に対し抵抗性を  

示した。このアポトーシスシグナルの抑制機序にはtruncated Bidのミトコンドリアヘの移行の抑制が関与している可能性  

が示唆された。この結果はアポトーシスが関与する肝障害の抑制への応用が期待できると考えられた。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

本研究は肝細胞障害の原因の一つと考えられているTNFα誘導アポトーシスについて，野生塑では肝細胞に発現しない  

クレアチンキナーゼを遺伝子導入したマウス肝細胞を用いて，クレアチンキナーゼによるアポトーシス抑制の機序を検討し  

たものである。  
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本申請者は，ラット脳由来のクレアチンキナーゼを遺伝子導入したマウスの初代肝細胞（CK肝細胞）をクレアチン添加，  

非添加の条件で6時間培養を行い，アクチノマイシンDで感作後TNFαを投与してアポトーシスの誘導状況を検定した。  

クレアチンを添加したCK肝細胞では高エネルギー燐酸化合物であるクレアチン燐酸が蓄積され，非添加のCK肝細胞や  

野生型肝細胞に比較しTNFαによるアポトーシス誘導刺激に対する強い抵抗性を示すことを確認した。そこで，TNFα受  

容体からカスバーゼ3に至る細胞内シグナル伝達系について検討を行ったところ，クレアチンを添加したCK肝細胞では  

非添加のCK肝細胞や野生型肝細胞と同様にBidの活性化が生じていた。しかし，活性化Bidの細胞質からミトコンドリ  

アへの移行が抑制され，チトクロームCのミトコンドリアから細胞質への遊離が抑制されていることが明らかとなった。  

この結果から，活性化Bidのミトコンドリアへの移行には高エネルギー燐酸化合物の必要性が示唆された。   

以上の研究は，TNFα誘導肝細胞アポトーシスが原因である種々の肝疾患についての病態解明や治療法の開発に寄与す  

るところが多い。   

したがって，本論文は博士（医学）の学位論文として価値あるものと認める。   

なお，本学位授与申請者は，平成18年2月24日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け，合格と認められたものであ  

る。  
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