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Inhibition　 of　c-Jun　 NHZ-Terminal　 Kinase　 Activity　 Improves

　　　　　　Ischemia/Reperfusion　 Injury　 in　Rat　 Lungs.

(C-J岨NH2・terminal　 kinaseの 抑制 は ラ ッ ト肺 の虚血 再 灌流 傷害 を改 善す る)

内容の要旨

石　井

1背景1虚 血再濯流肺鶴會は、肺移値後の早期死亡の主因とされて

いるため、その発生機序を解明し有効な治療手段を確立することは

肺移 植 後 の生 存 率 向上に 不可 欠 であ る。近 年MAPキ ナ ーゼ

(MPAK)の1種 であるJNKが 幟 々な臓器の移植後の虚血再櫃流傷

害に関与 していると報告されている。しか し、肺移植における虚血

醇溜流傷害でのnacの 屑態形成に対す る意義は不明である。そこで

本研究では、ラット虚血再灌流肺におけるJNK関 連 シグナル伝逮経

路の役割を中心に検討 した。

【材料 ・方法1ラ ット虚血再湿流肺モデルは、Euro・Collies(ECJ液

にて肺を癌流 し心肺をブロックとして摘出し4時 閥4℃ にてEC液 に

て保存後、37℃ にて3時 間再濯流を行い作成 した。保存液および再

溜流液中にdimethylsulfoxide(DMSO}を 投与 した群(対 照群}、 保

存液および再漉流液中にnmcの 特男的阻宿薬であるSP600125を 投与

した群(SP・1R群)、 保存液中のみにSP600125を 投与 した群(SP・1

群)に 分けた。各群において、各 リン酸化MAPKの 発現 と各MAPK

活性 を各々ウSス タンブロット法およびキナーゼアッセイ法により

経時的に検附した。またAP・1およびNF-cBのDNA結 合能をゲルシフ

トアッセイ法にて.さ らにNF-KBの 抑wig白 であるIKB・aを ウェスタ

ンブ ロ ッ ト法に て検討 した。再濯流3時 閥 にお け る肺胞洗浄

(BALI液 中の蛋 自量(BCA法)、LDH、 　TNF-a(EuSA法)の 測

定、病理組織学的検討、アポ トーシスの検討を行った。また再灌流

30分 における対照群でのリン酸化JNK{P・JNK)の 発 現の局在を、免

疫組織染色にて検討 した。

1結果】対象群の加K活 性は虚血中と再溜流中に2峰 性に上昇 し、

AP一1のDNA結 合 能もJNK活 性 と同搬の経時的変化を示 した。　p-JNK

は気管支上皮細胞、肺胞上皮細胞、肺胞マクロファージ、気管支お

よび血管平滑筋な どに発現 していた。 またNRBのDNA結 合 能はAP。

1と 異 な り虚 血中には変化な く、再濯流時 に上昇 した。そ して

SP600125を 保存液および再濯流液中へ投与 したSP-IR6{は 対象酵に比

ぺ、JNK活 性 およびAP・1は 抑制され、肺胞洗浄液中の蛋白、　LDH,

7NF-aは 減少 し、肺損傷は病理組織上改善し、アポ トーシスは抑制

された。NF・KB、　IKB・α、　p38、　ERKに は明らかな変化は認めなかっ

た。一方、SP600125を 保存液中にのみ投与 したSP・1群はBAL中 の 上

肥隠物質はSP・1R群と異なり減少しなかうた。

1結謝JNKは 虚血再濯流肺傷害において中心的役割 を果たす と考

えられた。 さらに、肺移植などの虚血醇濯流傷害に対 してjNK活 性

の抑鮒が、有効な治療手段 となりうることが示唆された。

論文審査の竪旨

　肺移植は本邦では1997年 に臓器移植法案が施行されて以降徐々に

増加傾向にあるが、移植後早期死亡の主因として虚血再灌流衝害は重

要な課題であ り、その分子生物学的機序を解明 し有効な治療手段を論

じることができれば肺移植後の生存率を向上させることが可能 とな

る。本研究では虚血再灌流においてJNKお よびAP・1活性の冗進を介 し

て肺組織筋害が瞬導 され、この現象はJNK阻 害薬の投与により著明に

抑制されることを明 らかにした。以上よりJNKは 虚 血再灌流肺傷害に

おいて重要な役割を果たし、肺移植などの虚血再濯流傷害に対して

JNK阻 害薬は有効な治療手段となり得ることが示唆された。

　審査で13,61d血 再灌流中の気道圧やガス交換方法に関して質問がな

された。これに対 し、心肺摘出時に主気管支を吸気終末位で結紮した

後は再濯流終了時まで結紮を続けてお7,ま た再癌流時の酸棄化は灌

流液中に自己血を添加 し(Hc重 約10%)、 模型人工肺に21%窃 含有ガ

スを流入させて行ったと回答された。次に、再澄流終了時の対照群に

おける病理組織擦本に関して、固定方法と肺水腫 と肥載 している点に

閲 して質問がされた。ホルマ リン液は約lamの 高 さか らほぼ一定量

を一定圧で主気管支より注入した後に主気管支を結紮 し、心肺を24時

聞ホルマリン液中に入れ固定したこと、それによる肺胞の拡張が紐織

標本では修飾されている可能性があると回答されたが、主鵠文中に具

体的な組織の固定方法を記載すぺきであったと助Hさ れた。また、ア

ポ トーシス陽性細胞の細胞種について質問されたが、肺胞上皮細胞が

多くを占め、気道上皮細胞や血管内皮細胞にはごく少数のアポ トーシ

ス陽性細胞がみられたのみであったと回答された。次に、NF-cBと 異

なり虚血中にJNKやAP。1が 一過性に上昇する機序とその意義に関 し

質問がなされた。これに対して、再濯流後は主に活性酸素租によりNF

・KBやINK/AP4が 活性化されると推測 されるが、冷保存 〔虚血}中 の

JNK/AP・1活 性化の機序は別と考えられ今後の検肘課題であると回答

された。虚血中のみ.irnc阻害薬を投与した群では対象群で上昇 した気

管支肺胞洗浄液中の諸物質の減少は認めなかったことから、虚血中の

7NK/AP・1上 昇は組織傷害の点では再溜流時に比べて皿要でなく、む

しろ組織保険的に作用 している可能性さえあると回答 された。また、

虚血中の」NK阻 害薬の投与方法に関 し質問されたが、これに対し冷保

存前に ドナーラットに対 し経齢脈的にあるいは腹腔内にあらか じめ

JNK阻 害薬を投与することも考えうるが、本研究では行っておらず今

後の検肘躁題であると回答された。

　 以上のように本研究はさらに検酎され るべき課題を残 しているも

のの、虚血再灌流肺傷害に対する州K阻 害累治療の可能性を示 した点

で、有意義な研究であると評価された。
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