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環境汚染物質、四塩化炭素によるラット肝機能障害の再検討
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　【目的】環境汚染物質、四塩化炭素(CC14)による肝障害はミクロソームのP450との反応
で生ずるトリクロロメチルラジカルにより壊死を引き起こすとされている。しかし、ラジ

カル反応と壊死の関係はまだ明らかではない。よって、本研究室において開発したROOH

の特異的、高感度測定法川を用い、ラットにおけるCC14中毒を再検討した。

　【方法】ラットにCCl4(2 mL/Kg体重)を経口投与し、６、12時間後の肝障害値を示す血

漿ＧＯＴを測定すると共に、肝臓をミトコンドリア(mito)、ミクロソーム(micro)、サイト

ソルに分画後、CC14の標的と考えられる酵素活性を測定し、各画分におけるROOHレベル

を測定した。さらに、lnｖlｖｏ、invitroでmito画分の電子伝達系酵素のCytochrome ｃ

oxidase(Cox)活性を測定し、Heme a,bを抽出、定量した。

　【結果】CCI.投与後６、12時間でＧＯＴは有意に上昇した。投与後6時間のmito画分にお

いてのみROOHは有意に上昇し、ラジカル反応の標的は、mitoであることが示唆された。

mitoにおけるCox活性は投与後６、12時間で対照群のほぼ半分に低下し、mitoの機能は

大きく低下していることが示唆された。同時に、mitoのHeme ａ量が同程度減少している

ので、Coｘの活性阻害はHeme ａの化学的修飾によることが判明した。また、in vitroにお

いて、ecuによるCoｘ阻害はmito + micro画分でも同様に起こることから、ecuはmito

と直接反応し、microに存在するP450の関与はなく、従来から言われているecuによ

る肝障害は、電子伝達系の機能障害による影響が大きいことが判った。
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【目的】魚介類の主要脂肪酸の一つであるドコサヘキサエン酸(ＤＨＡ)の摂取により細胞死を伴う様々

な組織障害を軽減できることが報告されている。今回、我々は細胞死に対するＤＨＡの効果とその作

用機構を知る目的で、膜透過型セラミド、スフィンゴシン及び腫瘍壊死因子により誘導されるアポ

トーシスに対する外因性ＤＨＡの影響を調べた。

【方法】HL60またはU937細胞に、ＤＨＡ、エイコサペンタエン酸(EPA)、アラキドン酸(ＡＡ)、オ

レイン酸((玖)を添加して24時間培養後、膜透過型セラミド(C2-Cer)、スフィンゴシン(Sph)、腫

瘍壊死因子(ＴＮＦ)で細胞を刺激し、細胞を蛍光染色してアポトーシスを調べた。

　【結果】いずれの脂肪酸の添加もC2- Cer誘導のアポトーシスに対して影響を与えなかったが、５

-lOμMのＤＨＡの添加によりsph誘導アポトーシスが抑制された。この効果はEPA、ＡＡ、OAでは

見られず、DHAに特異的な作用と考えられた。またＤＨＡはプロテインキナーゼＣ(ＰＫＣ)阻害剤であ

るDMSやH-7によるアポトーシスに対しても抑制効果を示したが、より特異的なPKC阻害剤である

Calphostjn Ｃ誘導のアポトーシスに対しては抑制効果を示さなかった。リン脂質中のＤＨＡは、細胞

質ホスホリパーゼ■A2(CPU＼2)阻害効果を持つことが示されており、またSph誘導のアポトーシスは

CPLA2特異的阻害剤AAC0CF3で抑制されたことから、DHAによるSph誘導アポトーシスの抑制効

果はｃＰＬＡ２阻害作用による可能性がある。

　またＴＮＦ誘導アポトーシスに対するDHAの効果は、Sph誘導の場合ほど明確ではなく、高い用量

のＴＮＦ誘導アポトーシスにはＤＨＡは効果を示さなかったが、低用量、短時間のシグナル伝達の一部

にSphが関与し、ＤＨＡがこれを抑制した結果である可能性が考えられた。
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