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JNK(c-Jun　 NHZ　 Terminal　 Kinase)and　 p38　 during　 Ischemia　 Reperfusion

　　　　　　　　　　　　　　　Injury　 in　the　Small　 Intestine

　　　　小腸虚 血再灌 流障 害にお け るJNK(c-Jun　 NI-IZ　Terminal　ltinase)とp38の 意義

内容の要旨

村　山

　術後敗血症、急性、慢性拒絶反応の潜在的要因 となる虚血再溜流

障 害の制 御 は小 腸移 植 の重 要 な課題 で ある。MAPK(mitogero

activated　protein　kinase)の 中 で、特 に州K(c・ 加N一 愉皿副

kinsie),　p38は ス トレス性MAPKと され、様々な炎症性疾患で重要な

役割を担う。本研究では小腸虚血再灌流障害における』xic、　p38の 病

態生理学的意義の解明のため、JNK、　p33の 同時阻害剤LL・ZI640.2を

ラ ット生体内で用いて検討した。

　 Wistar系雄 性ラッ トをLレZ且640-2(20mgfkg》 投 与群(LL逸 群),

投 与 しない群(Control群)の2群 にわけ、上腸聞膜動脈を30分 問 ク

ランプ して、虚血前、30分 虚 血後、再溜流後30分 、再瀦流後60分 で

小腸組 織 を採取 し、以 下の点 を検erし た。①組織障 害度(H.E.

(hemetoxylin-eosin)染色》、②JNK、　Pseの 活性化(K㎞s¢ ㎜y}、 ③

JNK、　p38活 性 化の局在(免 疫組織染色),④ ア ポ トーシスの局在

(TUNEL　 (口鳩㎜ ㎞朗deoxynucleatidyi　transftrase-mediated　dしr「P　nick

end　labs匪ing)染色}。

　H.E.染 色 において、　Comgo1群 で再灌流後、障害 は急激 に中央値

grade　3～4ま で進行 した。　LL・Z群では組織障害は統計学的に有意に

改善 した。Kinaze　assayで、　nric十tcooo-oi群で虚血前の約8倍 まで活

性化 し、LレZ群 では統計学的に有意に抑制(約40%)さ れ た。　p38

はControl群で虚血前の約2倍 まで活性化 し.　LL-Z群 では統計学的に

有意に抑制(約50%)さ れ た。活性化測Kと 活性化p38の 免疫組織染

色、TUNEL染 色において、　Contra且群 では再灌流後、絨毛の先端の粘

膜細胞に多数の陽性細胞が出現 し、局在が一致 した。LL。Z群 では、

Contra且群 と比較して箸明に少数であった。

　MAPKス ーパーファミリーの様々なクロス トーク経路の存在は、

JNKとp38両 者の同時阻害の重要性を支える根拠の一つである。本研

究で、小腸虚血再灌流障害モデルで、LGZ1640・zはJNKとp38の 両者

の活性化を阻害し、アポ トーシスを軽減 し、組織障害を有意に改善

させた。これにより、JNKとp38の 同時阻害が小腸虚血再灌流障害の

回避において重要であることが証明され、臨床の小腸移植 グラフ ト

虚血再灌流障害において、JNKとp38の 同時阻害が組織障害を軽減す

るに有効であることが示唆された。

剛　也

論文審査の要旨

　虚血再灌流障害の制御は小腸移植の重要な躁題である。本研究で

は小腸虚血再灌流障害において、JNK、　p38の 同時阻害剤LL.21640.2

を生 体内で用いて、①組織障容度、②,xc、108の 活性化の程度、③

」xx、　p38活 性 化の局在、④ アポ トー シスの局在を検討 し、,Mcと

p38の 同時阻害が小腸虚血再濯流障害の回避に重要であることぶ証明

された。

　審査では、まず使用 したLL-21640・xに っいて討議があった。生体

内の使用報告がない薬剤で血中濃度などを検erす る必要性の指摘、

LL-21640.2のdosesの 決 め方、作用機序、下流のプロセス(細 胞死ま

での過程)、 中長期での影響について質問があった。以下のように予

備実験の結果が報告 された。血中濃度(酵 脈投与と経腹膜投与でJ

を調べたが、代謝が非常に早 く静脈投与では数分で急速に血中から

消失 した。投与量は各種mu、 タイ ミングで投与モデルを作 り、

H.E.染 色による組織障害が最も効果的なものを選択 した。作用機序

は、ひ とつ上流のMAPKKの 段階でリン酸化をとめているようであ

n,細 胞死までの過程については、nmc、　p38か らepoptosisの間のメ

ディz一 ターは今回検討 していないが、直接的経路で細胞死を惹起

した り、サイ トカイン産生からの間接的経路も文献上報告がある。

また、下流 プロセス と関連 して、この障害モデルでのapoplosisと

necrosisiの比 率 が話題 となった。　Ikedaら の 報告では、80%以 上が

apoptosisであ った。中畏期の影響にっいて、死亡率を検討 したが、

投与群、非投与群問に差はなかった。 しかしながら、検体採取}まし

てないため組繊や活性化などについてのデー タはないと回答され

た。さらに、LL-Zlfi40・2は前投与 した場合に、　base　luteの活性化に対

しては何故効果がないのか指摘があったが、具体的回答は困難で

あった。本剤の今後の臨床応用と方法も質問 された,し か し、副作

用の問題がまだ不透明であ り、臨床応用には時間がかかると回答さ

れた。

　また、以下の3つ の指摘があった。今回はJNKとp38の 両方の抑制

だが、JNK単 独抑制、　p38単 独抑制との効果の比較をした方がよい。

本研究では、再灌流後の活性化が目立ってWi　n,文 献 では虚血だけ

でも湘(、p38は 活性化 される報告がある。　Villiの中程のixic、　p38活

性化は、SICIII　cellの位 盃 とも異なh、 腸上皮細胞の分化 とvim先 端へ

の運動の反映と考えられる。

　この他、統計処理や図表に関する脱明の不備が指摘されたが、本

研究は小腸虚血再灌流障害ではじめてJNKとp38の 同時阻害の重要性

を解き明か した点で有意義な研究であると評価された。
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