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Rho∠Rho　 kinase　 is　a　key　 enzyme　 system　 involved　 in　the　angiotensin　 II　signaling

　　　　　　　　　　　　　　 pathway　 of　liver　fibrosis　 and　 steatosis

　　　　　　　　 (肝線維 化 と脂肪 化 にお いて は アンジオ テ ンシ ンII伝達 経 路 に関 わ る

　　　　　　　　　　　　　　　 Rho1Rhoキ ナーゼ が 重要な役 割 を果 たす)

黒　川 公 美

内容の要旨

　肝線維化における レニンアンジオテンシン系(RAS)の 分子レベ

ル機序は解明 されていない。Rhoキ ナーゼ阻害薬は搬々な組繊の線

維化を抑制し、血管平滑筋のRho1Rhoキ ナーゼ系はRAS下 流 に位置す

る可能性が報告されている。本研究は、肝練維化と脂肪化 における

Rho'Rhoキ ナーゼ系のR、ASへの四与について検肘した。

　Wistar系 雄 性ラ ットをコリン欠乏食群とコン トロール食群に分

け.ア ンジオテンシン皿(AngII)受 容体拮抗薬(ARB:TCV,116),

Rhoキ ナ ーゼ阻害薬(Y・27632),生 理食塩水のいずれかを12週 間投

与後、血清ALT値 、 ピアルロン酸、体垂、肝重最を測定 し、、肝の組

織 学的 評 価 をhematoxry血and　 eosin(HE),　 elastica　van　Gieson

(EVG),　 oil　nt　O染 色で行った。活性化伊東細胞をα,smooth　muscle

ac血(SMA)染 色 ・膜の脂質過酸化を4。hydroxynonena1(4HNE),

フ リー ラジカルによるDNA障 宙 を8・hydroxy・2'deoxyguanosinc(8・

OHdG)染 色 で評価 した。肝組織のtUmor皿ecrosis　factor(TNF)・ α

mRNAを リアルタイムRT.PCR法 で測定した。分離伊東細胞にARB活

性 型代謝物CV-11974ま た はY・27632を 投 与後、　Ang∬ で 刺激 し.

transfOrming厚r㎝喧h　factor(TGF)・ β,　a・SMA　mRNAを リアルタイム

RT」PCR法 で測定した。

　血清ALr値 、ピアルロン酸、肝体重量比はコリン欠乏食群で有意

に増 加 し、TCV・116,　Y・27632に よ り有 意 に抑 制 され た。　HE,

EVG,　 oil　red　O染 色上.コ リン欠乏食群による肝線綾化、脂肪化は1司

2剤 により著明に抑制さねた。コリン欠乏食群で箸明に増加したa、

SMA,4-HNE,8・OHdG陽 性細胞は、同2剤 によ り著明に減少した。

肝組織のTNF・αmRNAは コリン欠乏食群で有意に増加し、同2剤 に

よ り有意 に抑制された。分離伊東細胞のTGF」βとα一SMA　mRNAは

AngUの 刺 激で有意に増加 し、　CV-11974,　 Y・27632に よ り有意に抑制

された。

　ARB,　 Rhoキ ナーゼ阻害薬は伊東細胞活性化 と肝脂肪化の原因と

考えられている活性酸棄種、TNF・αの抑制により肝線維化、脂肪化

を改善したと考えられた。in　vitroの結果よ り、　Rh。Mheキ ナーゼ系は

RASの 受容体から下流にあると考えられ、伊東細胞活性化や活性酸

素種の産生への関与が示唆された。

　RASは 伊 東細胞活性化や活性酸素種の産生に重要な役割 を果た

し.そ の経路 にRhoキ ナ ーゼの活性化の関与が考えられた.よ っ

て、ARB,　 Rhoキ ナーゼ阻害薬は肝線維化、脂肪化を抑制する薬物

として有用と考えられた。

諭文審査の要旨

　 これまで、肝線雄化にレニンアンジオテンシン系(RAS)の 関与

が報告されてきたが、その分子 レベル機序は解明されていなかっ

た。一方、血笹平滑筋細胞において、RholRhoキ ナーゼ系がRASの 下

流に位置する可能性が報告されている。本研究では,ア ンジオテン

シン皿(Ang　 ll)受 容体拮抗薬(AR.B)及 び、　Rhoキ ナ ーゼ阻害藁

が,非 アルコール性脂肪性肝炎(NASH)モ デルであるコリン欠乏

食ラットにおいて、肝線維化の主役を担う伊東細胞の活性化や活性

酸素種(ROS),　 TNFLaの 産 生を抑制 し、肝線維化、脂肪化を改善す

ることを明 らかにした。さらに、肝線維化においてもRholRhoキ ナー

ゼ系がRASに 閲 与していることを示 し、これ らの薬剤が、肝線維

化、脂肪化の治療華となる可能性が示唆された。

　 密査ではまず,ARB及 び 、　Rhoキ ナーゼ阻害薬2剤 の肝線維化と

脂肪化に対する抑制効果に相違が認め られた点に関して質問がなさ

れた。これに対 し.本 実験において同2剤 は伊東細胞を活性化させ

るTNF。α.　ROS,　 TGF一β,　Ang　llの産 生を抑制したが、コリン欠乏に

よる脂肪酸からリン脂質生合成障害の結果起こる中性脂肪の増加の

過程に関与していないため、肝線維化に比べ、肝脂肪化抑制が軽度

であることが推測されると回答された。次に、aSMAwa性 細胞が伊

東細胞であるかという質問がなされ、他の伊東紐胞のマーカーでも

染色すべきであるが、対照群では染まらない細胞が線維化に沿って

染色され,陽 性細胞は活性化伊東細胞であると考えると回答され

た。また、4。HNE,8・OHdG陽 性細胞の強拡大写真や、8-OHdG陽 性

細胞数の対照群の結果 について示すべきであると指摘された。次

に、ARBとRhoキ ナー一ゼ阻害薬の副作用の相違点については、本実

験では両者に差がなかったと回答 された。また.本 モデル以外の

NASHモ デル とその機序について質問がなされ、その機序にROSも

関与している四塩化炭素投与ラットがあると回答された。本モデル

での脂肪酸ρ酸化についての質問がなされ、それに対し、ミ トコンド

リアのCPT　 IIやペ ルオキシゾームにおけるカタラーゼの低下が報告

されていると回答された。本モデルで脂肪酸β酸化が低下する理由に

ついて質問がなされ、それに射し、脂肪酸エステル化に必要なコリ

ンの欠乏によ りリン脂質の合成が障害され中性脂肪が増加 した結

果、ミ トコンドリアでの脂肪酸β酸化が過剰になり、ROSが 増加しミ

トコンドリア障害が起こることが推測されると回答 された。この回

答に対し、コリン欠乏によリミトコンドリアでのカルニチン生成が

な くなり脂肪酸代謝が低下するのも一因と指摘された。

　以上のように。本研究は今後検肘すぺき課題が残されているもの
の、RASとRh。1Rhoキ ナ ーゼ 系が肝線 誰化、脂肪 化 に関与 し、

ARB,　 Rhoキ ナー一ゼ阻害薬は肝線維化、脂肪化の治療として期待さ

れる点を明 らかに し.臨 床的にも有意鍍な研究であると評価され

た。
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