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論  文  内  容  の  要  旨   

［目的］各臓器の虚血再港流障害において，reaCtive oxygen species（ROS）が障害発生に大きく関与していることが知  

られているが，近年Rho GTPase super familyの一種であるRaclが，in vitro．の系でROS産生及び転写因子NF－〟B  

の活性を制御していることが報告されている。Raclは，細胞骨格・細胞運動の制御に直接関与する因子として知られてい  

るが，細胞周期の進行，JUN／SAPKキナーゼを活性化させるシグナルの伝達，細胞接着にも関与している。しかし，  

Raclがin vivo．の系における虚血再港流後に，ROS産生・NF－XB活性に関していかなる役割を有しているかは，まだ解  

明されていない。我々は再港流後のROSの発生を抑制することを目的に，Raclのdominant negative form（変異体遺伝  

子）を，adenovirus vectorを用いてラットの肝臓に強制発現させ，虚血再港流後のROS産生・肝障害の程度を比較した。  

［方法］ヒト N17raclのcDNAを，自己増殖能欠損adenovirus（Ad5）に組み込み，Ad5N17raclを作成した。2．5×109  

pfuのAd5N17racl，Ad5LacZ（controIvirus）を，それぞれ雄性SDラット（250g）の尾静脈から投与した。感染72時間  

後，ウエスタンプロット法にて，肝におけるAd5N17raclの蛋白発現を確認し，以下の実験を行った。肝虚血再港流は，  

プリングル法による20分間の血流遮断の後，クランプ解除により再港流を行った。再港流後の血清AST・ALTを計測し，  

摘出した肝臓の病理学的変化を検討した。肝臓内でのROSの産生量を検討するため，ROSによる変性蛋白質量を0Ⅹyb－  

lot kit（INTERGEN）にて測定した。また肝組織から核蛋白を抽出し，NF－〟Bの核内での蛋白発現をウエスタンプロッ  

ト法・免疫染色法にて，核内での活性をゲルシフト法にて検討した。さらに，NF－XBの標的遺伝子であるinducible nitric  

oxide synthetase（i－NOS），tumOrneCrOSis factor－α（TNF－α）の発現をRT－PCR法にて検討した。  

［結果］血清AST・ALT値は，再港流30分・2時間・6時間後に，Ad5N17racl群で有意に低値であり，HE染色では，  

Ad5LacZ群で認められた中心静脈周囲優位の肝細胞壊死がAd5N17racl群ではほぼ完全に抑制されていた。0Ⅹyblotkitに  

よる変性蛋白量は，Ad5N17racl群において有意に抑制されていた。さらに，Ad5LacZ群では，NF－XBの核内での蛋白発  

現及び活性化，i－NOS・TNF－αの発現を認めたが，Ad5N17racl群ではそれらはいずれも抑制された。NF－XB（p65）の  

免疫染色法では，Ad5N17racl群において，多くのnon－parenChymalcells（NPCs）及び肝細胞において，虚血再港流後の  

p65の核移行が抑制されている像を認めた。  

【結語］Raclはin vivo．の系での虚血再港流後のROS産生・NF－〝B活性化に必要である。N17Raclの保護的効果によ  

って，NPCsにおけるNF－〝Bの抑制，NPCs・肝細胞におけるROS産生抑制が惹起されたと説明できる。Racl活性抑制  

は，肝虚血再港流障害の抑制に関する有用な戦略になりうる。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

本研究では，肝臓外科における肝虚血再港流障害を抑制するための新たな分子標的を明らかにすることをその目的とした。   

本申請者は，ラジカル産生や転写因子NF－〟Bの活性化に関与するRho smallGTPaseのひとつRaclに着目した。この  
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Raclのdominantnegative mutant（N17racl）をラット肝に遺伝子導入することによりN17Racl蛋白を発現させ，ラット  

の肝虚血再港流障害を著明に抑制しうることを，肝逸脱酵素値・病理組織像の検討により明らかにした。さらにラット肝組  

織を用いたウエスタンプロット法により，虚血再港流後にN17RaclがROSによる変性蛋白質量を減少させることを証明  

した。加えて核蛋白のウエスタンプロット法・ゲルシフト法，免疫染色法，RT－PCR法を用いて，虚血再港流後に  

N17Raclが，NF－〟Bの核移行・DNA結合能，標的遺伝子のmRNAの発現を抑制することを証明した。このことは，  

ROS産生・NF－7（B活性抑制が，N17racl遺伝子導入による肝虚血再港流障害抑制のメカニズムのひとつである可能性を  

示唆している。   

以上の研究は，肝虚血再港流障害の軽減に向けた新たな治療法として有用である可能性を示唆するばかりでなく，虚血再  

港流時の肝におけるRaclとROS産生・NF－XB活性との関係を示した点が有意義であり，新たな治療戦略の開発に寄与  

するところが多い。   

従って，本論文は博士（医学）の学位論文として価値のあるものと認める。   

なお，本学位授与申請者は，平成16年3月22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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