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A Free Radical Scavenger, Edaravone, Attenuates Steatosis and Cell Death via Re-

    ducing Inflammatory Cytokine Production in Rat Acute Liver Injury.

        (新規 ラジカル消去剤エダラボンは炎症性サイ トカインの抑制 を介 して

            ラッ ト急性肝障害における脂肪化、細胞死を抑制する)

中 本 伸 宏

内容の要旨

【緒言】種 々の肝 障害 において 、フ リー ラジカル、炎症性 サイ トカ

イ ンが重要 な役 割 を果 た して いる。 エダ ラボンは新規 に開発 され た

ラ ジカル消 去剤 で あ り、脳血 管障害 におい てその有効性 が知 られ て

い る。 しか し本薬 の肝障 害にお ける効果お よび作用機序 につい ては

解 明 され ていない。そ こで 申請者 はその点 を明 らか にす る目的 で、

ラ ッ ト四塩 化炭素(carbon tetrachloride;以 下CC恥)急 性肝 障害モデ

ルを用いて検 討を行った。

【材 料 ・方法 】実験 にはWistar系 雄性ratを用 いた。オ リーブ オイル

を腹腔 内投 与す るコ ン トロール群、CC恥 を腹 腔 内投 与す る群 、 CC恥

投与直後、3時 間後 にエ ダ ラボ ンを静脈 内投 与す る群 の計3群 を作

成 した。血 清生化 学 的検討 と してtotal bilirubin(以 下TB)、alanine

a血notransferase(以 下ALT)、lactate dehydrogenase(以 下LDH)値 を

測 定 した。組織学 的検討 と してHE染 色、 oil red O染 色 を行 い、 アポ

トーシスの検 出 としてTUNEL染 色 を施行 した。脂質 過酸化の評価 と

し て 肝 組 織 中 のmalondialdehyde(以 下MDA)の 定 量、4-

hydroxynonenal(以 下4-HNE)免 疫組織染色 を、 DNA酸 化傷害の評価

と して8-hydroxy-2-deoxyguanosine(以 下8-OHdG)免 疫 組 織 染 色 を

行 った。ま た炎 症性 サイ トカイ ンの評 価 として、ELISA法 によ る血

清 中TNF一α, IL-6, IL-10量 、 RT・PCR法 に よる肝 組 織 内TNF-a, IL-

4,IL-6, IL-10mRNAの 発現 を検討 した。

【結 果】CC恥 投与後 に認 め られ た血清TB, ALT, LDHの 上昇 はエ ダ

ラボ ンの投 与に よ り有意 に抑制 された。CC恥 単独 群では24時 間後 に

中心静脈周 囲に脂肪滴 の沈着、 中程 度の壊死性 変化 を認 めた が、エ

ダ ラボ ン投 与群 で は障 害の程度 は軽度で あった。ま た単独 群で24,

48時 間後に認 め られ たTUNEL陽 性細胞 もエ ダラボン投 与に よ り有意

に減 少 した。脂質過 酸化の指標 は肝組 織MDA定 量、4-HNE免 疫染色

陽性 細胞数 いず れ も、単独群 に比べ エダ ラボ ン投 与群 で軽度 で あっ

た。一方8-OHdGは 、単独群で48時 間後 に核染色 され る肝細胞が認 め

られ、エダ ラボ ン投 与群で はその数 は有意 に減少 した。血清IL-6,

TNF一α, IL-10はCq投 与後それ ぞれ6,12,24時 間後 をピークに上

昇 しエダ ラボ ンの投 与に よ り有意 に低下 した。 またCC島 投 与に よ り

24時 間 後 の肝組 織 中TNF-a, IL4,/., IL-10mRNAの 発現 がJL進

し、エ ダラボン併用群 では有意 に抑 制 された。

【結 論】エダ ラボンは ラジカル消去効 果 に加 えて、その過程 にお い

て炎 症性サイ トカイ ンの産生やDNA酸 化傷 害を抑制す る ことに よ り

急性肝障害保護効果 を有す るこ とが明 らか となった。

論文審査の要旨

 種 々の肝障 害の進展 にフ リー ラジカルや酸化 ス トレス が関与す る

こ とが知 られ てお り、 ラジカルや過酸化脂 質 の産 生抑 制が肝疾 患の

治療 にお いて重要で ある。現 在ま でに様 々な抗酸化 物質 による肝障

害抑 制効果 が報告 され てい るが、臨床的 に有 用な薬物 は少 ない。近

年脳 梗塞 の治療 に フ リー ラジカル 消去剤で あるエダ ラボ ンの有 効性

が報告 され 、臨床 の場 において広 く使われ てい る。本研 究では、エ

ダラボ ンを将 来的に臨床応 用す るこ とを目的 とし、 ラッ ト四塩 化炭

素(carbon tetrachloride:以下CCω 急性肝 障害モデル を用 いその肝

障害 に対す る効 果、機 序 を脂質過 酸化 、DNA酸 化傷害 、炎症性 サイ

トカイ ンな らび に組 織学的側 面か ら検 討 した。 その結果、CC恥 投与

後 に認 められ た血清学 的、組 織学的 変化はエ ダラボ ンの投 与に よ り

著 明に改善 した。 その機 序 と してラジカル消去効 果に加 えて、TNF一

α,1.な どの炎症性サイ トカイ ンの産生やDNA酸 化傷害の抑制が明

らか とな り、本 薬物の今 後の薬物性 肝障 害、肝硬 変、肝癌 な どへの

臨床応用 が期待 され る。

 審査 で は、まず 本 実験 で用 い たCC玩 の投 与 量 につ いて質 問 が あ

り、急性 肝障害 を もた らす 一般的 な量で あ り、肝硬 変モデル で用い

る量 よ りは高用量で ある との説 明がな され た。 次に炎症性細胞 浸潤

を伴 う壊死性変化 と脂肪 変性 を認め る細胞のdistributionの違いの意味i

につ いて質 問がな され 、部位 に よ り障害程度 に違 いが あ り、脂肪 変

性 を認 め る細 胞 とnecrosis, apoptosisを認 める細胞 は違 う可能性 が高

い 旨説 明が な され た。 またCC欺 急性肝 障害にお ける ラジカル、炎症

性サ イ トカイ ン、DNA酸 化傷害 な どの各因子 の相 互関連 について質

問が なされ た。 これに対 し、肝細胞内 に存在す るCYP2Elに より発 生

したラジカル によ り各細胞器官 の脂 質過酸化 、DNA酸 化傷害 な どに

よる一次的 な細胞 障害 が生 じ、 さらにこれ らの炎症 に よ り炎症性 細

胞 が誘 導 され 、炎症性 サイ トカイ ンな どに よる二次的 な障害 がもた

ら され る 旨説 明が な され た。次 に ビタ ミンE,superoxide dismutase

(SOD)な どの抗酸化 物質 によ る効果 と本薬物 の比較、今後 の臨床

応用 につい て質問が な され、静脈投 与に よる迅速 な組織移 行性、強

力 な脂 質過酸 化抑制効果 を有 してお り、今後薬 物性、アル コール性

な どの急性肝 障害、劇 症肝炎 に対 し臨床応 用が期待 され るとの回答

が な され た。最後 に本研 究の問題 点 と して、CCh急 性肝 障害 にお け

る炎症 細胞 の活性 化 な らびに炎症性 サイ トカイ ンの発現機 序、エダ

ラボンのP450な どの薬物代 謝酵素 に対 す る影響 について のさ らな る

検討 が必要 である旨助言 がな された。

 以 上の よ うに本研 究 はい くつか の検 討課題 は残 してい るものの、

ラジカル抑制 を介 した肝 障害に対す る有効 な治療 法を確立す るため

の重要 な研究 であ り、臨床 的にも価値 あ る研 究 と評価 された。
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