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Bax　 interacts　 with　 the　voltage-dependent　 anion　 channel　 and　 mediates　 ethanol-induced

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 apoptosis　 in　rat　hepatocytes.

　　　　　　　　　　(急性 アル コール投与に よるラッ ト肝細胞アポ トーシスにお けるBaxと

　　　　　　　　　　　　　　　　電位依存性アニオンチャンネルの相互作用)

足　立 雅　之

内容の要旨

　アルコール性肝隠香の病態には肝細胞アポ トーシスの関与が重要

である。本研究ではエタノールによる培餐肝細胞アポ トーシス誘導機

序について検atし た。

　 ラット初代培菱肝細胞にエタノール50mMを 投 与 したところアポ

トーシスが瞬導された。このア潔 トーシス瞬導過程において、ミトコ

ン ドリア中心とした酸化ストレスの増強、アポ トーシス勝導性Bc1・2

フ ァミリー蛋白であるB8xの 細胞質からミトコンドリアへの移行、そ

れに引き続 くチ トクロームc放出、カスバーゼ3活 性化といったアポ

トーシス実行シグナルが惹起された。これ らの変化は抗酸化物質によ

り抑制 されたことから、エタノール投与後に生じる酸化ス トレスがア

ポ トーシスに重要な役割を果たすと考えられた。さらに、チ トクロー

ムc放 出とカスパーゼ3活 性化がシクロスポ リンAで 抑制されたこと

か ら、これ らの変 化 が ミ トコン ドリア膜 上チ ャ ンネルMM

(Mitochondria)permeabilitytransition}ボア依存性の現象であると考え

られた>MPTボ ア はミトコンドリア外膜の電位依存性アニオンチャネ

ル(VDAC:voltage　 dependent　anion　eAannepを 始め種々の翫白で構成

される艇白質複合体であり、ミトコン ドリア膜透過性を調節 しアポ

トーシスに重要な役割を果たすと考えられているが、その分子メカニ

ズムは不明な部分が多い。本研究では、エタノールを急性投与後に細

胞質からミトコン ドリアへ移行 したBaxがVDACに 結 合することを明

らかにした。さらに、抗VDAC中 和抗体のマイクロインジェクション

によn=タ ノール投与による肝細胞アポ トーシスが抑制 されたこと

は、アポ トーシス瞬導におけるVDACの 役割を裏付けた。一方、7TJF

a(Tumor　 Necrosis　Factor　a)に よるアポ トーシスにおいては、　Baxと

VDACと の結合は観察されず、　Baxの ホモ多量体化が観察された。

　以上の結果により、エタノールによる肝細胞アポ トーシスにおい

て、B蟹とBaxの 機能ターゲッ トとして ミトコン ドリア外膜のVDACが

宙要であることが明らかになった。さらに、肝細胞においてエタノー

ルによる細胞死誘導レセプター非依存性のアポ トーシスとTNFaに よ

る細胞死膀導レセプター依存性アポ トーシスの瞬導機序では、B砥 の

ミトコン ドリアにおける動態が異なることが明らかになった。この研

究によn,エ タノールによる培養肝細胞のアポ トーシスの過程におい

て酸化ス トレろがfft要な機序となっていること、酸化ス トレスの主要

な標的器官は ミトコンドリアであn,酸 化ス トレスはBuを 介 してミ

トコン ドリア膜透過性を調節 し、ミトコンドリアにアポ トーシスシグ

ナルを誘起することを示した。今回の結果は、アルコール性肝細胞障

害の機序の更なる解明につながるだけでなく、肝細胞死のシグナル伝

遷経路の解明の一助 となるものと考えられる。

論文審査の要旨

　アルコール性肝障警など肝疾患の病態に酸化ス トレスの重要性が

示唆されているが、その機序は不明な点が多い。本研究は、エタノー

ル 似 下EtOH)に よる肝細胞アポ トーシスの騰導機序を解明 し、㎜

αによるアポ トーシスとの差異について検附 した。その結果、EIOH投

与後ミトコン ドリアを中心に酸化ス トレスが増強 し、更にB脳 が酸化

ス トレス依存性にミ トコン ドリアへ移行 して外喚上のVDACと 結 合

すること、B脳とVDACの 結 合がミトコン ドリア膜透過性をn進 し、チ

トクロームc(以 下cyl弔)放 出を惹起することが明らかになった.更 に

丁NFa投 与時にはBaxはVDACと 結合せず、ホモ多鼠体化す ることか

ら.EtOHとTNFaに よるアポ トーシスの勝導機序は異なることを示し

た。

　審査では先ず、ミトコン ドリアの形態変化について質問があり、m
ぐ放出機序として ミトコン ドリア膨化 ・膜破裂によりcy1弔が漏出する

機序 と膨化・膜破壊を伴わない機序があ り、電顕下の観察でi3EtOH投

与後。y鴇の放出が起こる時点では膨化は観察されず、この結果はBax

が ミ トコン ドリアの膨化を伴わずc艶cを 放wす るとい う過去の報告

と合致すると脱明された。次にElOH濃 度 の妥当性について質問があ

n,本 研究で用いたEtOHの 濃度は生体においてアルコール摂取後に

到逮し得る血中濃度の範囲であると回答された。次に今回の研究がlh

vivaアル コール投与モデル、あるいは慢性アルコール投与モデルの病

態 と差異があるかとの質問があ%.hm　 vnroでは本検肘で示 した肝細胞

内酸化ス トレスを介 した肝細胞傷害の他、肝類洞壁細胞や炎症細胞 も

病態に関与するがいずれも酸化ス トレスの関与が重要であるm、 慢性

モデルでは抗酸化物質の減少により酸化ス トレスが増強するとの回

答があった。次に臨床における酸化ス トレスの重竪性にっいて質問が

あn,ア ルコール性肝障害に対 してビタミンE等 の抗酸化物質が治療

に利用されており、酸化ス トレスの重要性を襲付けるものとの回答が

あった。次に ミトコン ドリア透過性調節のメカニズムについて質問が

あn,M町 ボ アは生理的状況下でも細胞内Cn'○濃度な どにより開閉す

るが.m-cの 放 出には不十分であり、BロxとVDACと の結合が必要不可

欠であるとの回答がされた。次にBaκをターゲットとした現実的な臨

床応用の可能性について質聞があn,B脳 を特畏的に阻害するBH4ペ

プチ ドにっいて例を挙げて回答があった。更に,Bsxの ホモ多母体の検

肘においてはクロスリンカーを用いない方法によって も検討を行な

う必要があるとの指摘を受けた。最後に、本研究の今後の臓題 として.

B郎 がVDACと の結合を介 してアポ トーシスのみならず、 ミトコン ド

リアでのエネルギー産生調節に関与する可能性を検討するために、低

濃度のElOHを 用 いた更なる検討が必嬰である旨助言がされた。

　以上、本研究は今後さらに検討すべき躁題を残 しているが.ア ル
コール性肝障害の機序を明らかにした点、EtOH、　TNFaそ れ ぞれによ

る肝細胞アポ トーシスの機序の差異を明らかにした点で有意義な研

究であると評価された。
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