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Transfer of the interleukin-1 receptor antagonist gene into rat

        liver abrogates hepatic ischemia-reperfusion injury.

(ラ ッ ト肝 へ の イン ター ロイキ ン1受 容 体拮抗 物 質遺 伝子 導入 に よる虚血 再 灌流 障害 の抑制)

原 田 裕 久

内容の要旨

【緒 言】炎 症性サ イ トカイ ンlnterleukin(IL)-1の 受容 体拮抗 物質 、

IL-1 receptor antagonist(IL-1Ra)の 門脈 内投 与に よってラ ッ トの肝 虚

血再 灌流障害 は抑制 され る。本研 究では、 ラ ッ ト肝 への ヒ トIL-1Ra

遺伝子 導入 による虚血再灌流障害の抑制効 果 について検討 した。

【材料 、方法】 ヒ ト分泌 型1レ1RaのcDNAを 発現 プラス ミ ドベ クター

にクローニ ング した。続いてIL-1Ra cDNAを 挿入 した発 現 コス ミ ド

カセ ッ トと親 ウイルスゲ ノムのco-transfertに よる相 同組換 えにて 、

組換 えアデノウイルス を作製 した。プラス ミ ドDNAと カチ オニ ック

リポソーム による リポフ ェク シ ョン法 、あ るい は組換 え アデ ノウイ

ルスベ クター によるAdex法 を用いて 、 Wistar系 雄性 ラ ッ トに導入 ベ

クターの門脈 内注入 による遺伝子導入 を行 った。遺伝 子導入24時 間

後 ラ ッ トを開腹 し、70%部 分肝虚血 を施行 、90分 後再 灌流 した。再

灌流180分 後 に血漿お よび肝組織標本 にお いて 、障害程度 および炎症

性サ イ トカイ ン産生の評価 を行 った。 さらに、再灌流後 に非虚血肝

を部分切 除 した致死的 モデルにおい て、IL-1Ra遺 伝子導入 の7日 間

生存率への影響 を検討 した。

【結果】IL-1Ra遺 伝 子導入後、 ラッ ト血 中ヒ トIL-1Ra濃 度 は、いず れ

の 導入法 にお いて も有意 に上昇 し、24時 間後 に最 高値 を認 めた。

Adex法 における血 中最 高濃度 は、 リポ フェクシ ョン法の約1,000倍 に

達 した。肝虚血再灌流180分 におけ る肝障害、 および炎症性サ イ トカ

インTNF-aとIL-6の 産生 は、 IL-lRa遺 伝子導入 によって対照 と比較 し

て有意 に抑 制 され た。 二つの遺伝子導入法 を比較す る と、 リポ フェ

クシ ョンに比べ て よ り高度 なIL-1Ra発 現の得 られたAdex法 におい て

障害抑 制は有意 に高度 で あ った。 またAdex法 に よる遺伝子 導入は、

ラッ トの7日 間生 存率 を有意に改善 した。

【考察1ラ ッ ト肝へのIL-IRa遺 伝子 導入 を試 みたのは本研究が初めて

であ る。遺伝子 導入は 、単 回の導入操作 に よって一定 の期 間持続的

な 目的物質 の発 現が得 られる とい う大 きな利 点があ るが、一方発現

の タイ ミングや発現量 の制御 は困難である とい う重大 な欠陥があ る。

本研 究 ではIL-1Ra遺 伝 子導入 に よって大量 のII,-IRa発現が得 られ た

結 果、 ラ ッ トの肝 虚血再灌流 障害は有意 に抑 制 され たが 、それに よ

る ラッ ト生体へ の明 らかな悪 影響 や、導入操作 その ものに よる肝障

害 も見 られなかった。 これ らの ことか らは、本研 究で用 いたIL-IRa

遺伝 子導入 の治療へ の応用 の可能性が示唆 される。

【結語】 ラッ ト肝への遺伝子導入 による有意 なIL-1Ra発 現 と、それ に

よる肝虚血再灌流 障害の抑制 が示 された。今後 、本法 による肝 移植

後 の虚血再灌流障害の抑制 を目指 した応用 の可能性が ある。

論文審査の要旨

 肝 虚血再灌流障 害の抑 制 は、特 に肝移植 の臨床 におけ る大 きな課

題 であ る。本研 究にお いては 、遺 伝子 導入法 を用い てinterleukin-l

receptor antagonist(IL,-1Ra)を 過剰 に発現 させる ことに より虚血再灌

流障 害の抑制 を試み た。

 審査 では、IL-1Raの 体 内動 態や特徴 に関する質問がな され た。 IL-

1Raは 急性 炎症 な どの際 には急性相 反応 物質 の一つ と してす ばや く

大量 に誘導 され ること、大量 誘導時 において も1レ1受容 体拮抗作 用

以外 知 られ ていない こと、炎症反応 をコン トmル す るための負の

ブ イー ドバ ック機構 などの作用機 序が説明 された。 また、Adexに よ

るIL-1Ra遺 伝 子導入下 で、1レ1の 上流 に位 置す るとされ るTNF-aの 発

現が抑 制 され てい る ことの メカニズム を問 われたが、 これ に関 して

はIL-iRaの 大量発現 下 にお ける未知のTNF-a抑 制機 序の存在 が示唆

されるが明 らかでな く、 また少 な くともIL-IRaの 主な作用機序 とし

てTNF-aの 抑 制が 重要 ではな い旨が説明 された。 さ らに、 TNF-aあ

るいはIL-6は 肝再生 に寄与す る ことが わか ってい るが、 IL-IRaに よ

るこれ らの抑制 は肝再生 に とって不利 に作用 しないか との指摘 がな

され 、今後 の重要 な研 究課題 と考 えられ た。

 …方 、遺伝子導入 の効果 に関す る質疑 も行 われた。 まず は二つの

導入法 間での障害抑制効果 の比較 を表立 って行 うべ きとい う指摘 が

あ った。 さらに リポ フェクシ ョン法 では主 にKupffer細胞 のみ に導入

され ているに もかかわ らず 、有意 に障害 が抑制 されている ことより、

肝細胞 自体 での発現 は必須 ではない とい うことか との指摘 がな され、

これに対 し障害抑制効 果は む しろ血中IL-lRaタ ンパ ク濃 度の 上昇 に

伴 うもの と考 えられ るため、網 内系、あ るいはKupffer細 胞へ の導入

で も結果 的に効果 が出て いる もの と説明 され た。 これ に関連 して、

経 門脈 的に導入ベ クター を投 与す る ことの必要性が 問われたが 、過

去の文献 に倣 った手法ではあ るが必須ではな いと説明 された。

 さ らには、論文 中の肝 組織K-gal化 学 染色 写真の質が低 く、counter

stainを行 って脈 管等の構造 を明 らかにするべ きであ り、 また対 照群

で は脈管 を同等 に含 んだ部分 を用 いるべ きとの指摘 が なされ た。一

方虚血再 灌流後の肝組織像 におい ては、炎症性細胞浸 潤や中心静脈

領域 での虚血性障害像 が見 られず 、臨床 におけ る肝組織 像 と合致 し

ない 旨が指摘 され たが 、それ に対 して、急性の肝 虚血再灌流 は類 洞

の ブロ ック機構や血行動態 の急変 に よって む しろ門脈領 域の急性 障

害 と して特 徴付 け られるので、 それを論 文 中で説 明すべ きとの指摘

もあ った。

 以上 の ように、本研究 は論文中 の組織標 本写真や一 部手法 に改善

すべ き点が指摘 され 、なお検討すべ き課 題は残 しているが、単 一の

遺伝子導 入のみ によって生 体への悪影響 な く肝 の虚血再 灌流障害 を

抑制 し得 た とい う点 で、今 後の肝移植 に関す る遺伝子 治療の発展 に

寄与す る有意義な研 究である と評価 された。
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