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緒 言

亜鉛 は,生 体 に どって 必須微 量金 属 で,成 人

の体 内に は, 1.4-2.3g/70kg含 まれて い る.亜

鉛 の機 能 ど して は,従 来 よ り,動 物 の成 長,創

傷治癒,生 殖機 能 等が報告 され1). DNA polymer-

ase, RNA polymerase等 の亜 鉛酵 素の 活性 中

心 で もあ る1).

感染症,特 にエ ン ドトキシ ン血 症 にお いて は.

ヒ トや動 物の血 清亜 鉛 は急激 に低 下す る2).また,

従来か ら報告 され て いた作用 以 外にChvapi1ら

の一連 の研 究 に よ り,亜 鉛 は,膜 安定 化作 用3),

脂質過酸化 反応 の抑 制作 用4),多 形核 白血球5).

血小板諸機 能へ の影響6),補体 系 活性 化の抑制 作

用7)など,生体 防御 に 関す る重要 な生理 作用 が明

らかに されて きた.し か し,エ ン ド トキ シン シ

ョックに おけ る亜鉛 の動 態,細 胞 内局在 様式 な

らびにそれ らの病 態生 理 学的 意義 につ いて は.

い まだ不 明な点 が 多い.

亜鉛結 合 蛋 白メ タ ロチ オネ イ ン(以 下MTど

略)は, invivoに お いて エ ン ド トキ シン投与8),

熱傷9),放射 線射 照10)等の ス トレスに よって肝 内

に誘導 され る. MTは1957年, Margoshesど

Vallee11)に よ って発 見 され,分 子 量約6000,約60

個 の構成 ア ミノ酸 の うち約30%が システ イ ンで

あ り,芳 香族 ア ミノ酸や ヒスチ ジンを含 まな い

とい う特徴 を有 す る12).ま た, MTは,亜 鉛チ

オネ イン として,通 常1分 子 中 に6～7個 の亜

鉛原 子 を含 ん でい る12). MTの 生理 学 的役割 と

して,亜 鉛 の代 謝12), free radical scavenger13)

な どが示 唆 され てい る.し か し,エ ン ドトキ シ

ン シ ョック時 にMTの 果 たす役割 はいまだ明 ら

か で はない.

今 回,エ ン ドトキ シンシ ョッ ク時 に亜 鉛 の果

たす役割 を解 明す る第一歩 どして,エ ン ドトキ

シン投与 ラッ トにお け る血清 亜鉛 お よび肝 内亜

鉛 の動態 につ いて検 討 を加 えた.特 に い まだ.

報告 され てい ない肝細 胞画分 の亜鉛 動態 につ い

て詳 細 な検 討 を行 な った.次 に,亜 鉛 動 態の変

動 に伴 うMTの 合成 がエ ン ド トキシンシ ョック

に果 たす役割 を追求 す るため に.エ ン ド トキシ

ンに よる肝 内MT誘 導 を検討 した.さ らに, MT

のprimary inducer14)で あ る亜鉛 お よびデキサ メ

サ ゾ ンに よ るMT-Ⅰ, MT-Ⅱ(lso-MTs)誘

導 とエ ン ドトキシンによるIso-MTs誘 導 を比較

検討 したので報告 す る.

材 料 と 方 法

1) 実 験 動 物

実 験 動 物 ど し て は,体 重180～22ogの 雄 性

Sprague-Dawley系 ラ ッ ト(Charles-River

Co,)を 使 用 し,実 験 直 前 ま で市 販 の 固形 飼 料(オ

リエ ン タ ル 酵 母 社)ど 水 を 自由 摂 取 させ た.

2) 試 薬

SephadexG-50は, Pharmacia Fine Chemi

cals(Uppsala, Sweden)よ り, DEAEBio-Gel

Aは, BIO-RAD laboratories (Richmond

Calif.)よ り,そ れ ぞ れ 購 入 した.エ ン ド トキ.シ

ン ど してLipopolysaccharide: E. coli: 0127:

 B8 (DifcoLaboratories, Detroit, Michigan)

を使 用 し た.ま た,濃 硝 酸 と塩 酸(有 害 金 属 測

定 用)は 和 光 純 薬 製 を使 用 した.

505



506　 松 三 昌 樹

3) エ ン ドトキ シン投与

エ ン ドトキシンを1mg/mlの 割合 で生理 食塩 水

に溶解 し, 5mg/kgを ラ ッ トの腹 腔 内に投 与 した

くエ ン ドトキ シン投 与群).ま た,同 量の 生理 食

塩 水 を腹 腔 内投与 したラ ッ トを対照 群 とした.

なお,両 群 は それ ぞれ6例 ず つ どした.エ ン ド

トキシ ンあ るい は生理 食塩 水投 与後 は絶 食 とし,

 0, 3, 9, 18時 間後 にケ タ ミン麻酔 下 に開

腹,腹 部大 動脈 よ り血液 を採 取 した.そ の後,

氷冷生 理 食塩 水 に よ り肝 を灌 流摘 出 した.

4) 血清,肝 組織 お よび肝細 胞分画 の亜鉛 濃度

の測定

a. 測 定試 料の 調製

① 血清 の調 製

採 取 した血液 か ら3000rpm, 10分 間の遠 心によ

って血清 を分 離 した.こ の血 清 を蒸 留水 で10倍

に希 釈 し原子 吸光分 析用 試料 とした.

② 肝 組 織

肝 を湿 重量 に して0.5g採 取 し, 120℃, 3時

間 乾燥 させ たの ち,乾 燥 重量 を測定 した.こ の

試料 に 濃硝酸 約3mlを 加 え,加 熱湿 式分解 を1

時 間行 な い,そ の 後0.05N塩 酸 で10mlに 定 溶 し

濾過 した.さ らに0.05N塩 酸 で10倍 希釈 し,原

子 吸光分 析用 試料 と した.

③ 肝細 胞画分 の調 製

湿 重量10gの 肝 に9倍 容の0.25M簾 糖-10

mM-Tris-HCl緩 衝 液(pH 7.4)を 加 えて,

 Potter-Elvehjem-homogenizerに て肝 ホモジネ

ー トを調 製 し
,以 下 の方 法に よ り肝 細胞分 画 を

行 な つた.す なわ ち,得 られ た肝 ホモ ジネー ト

を800g, 10分 間遠心 分離 し,そ の上清 を0.25M

-0 .34M蔗 糖-10mMTris-HCⅢ 緩衝 液上 に重層

して密 度勾 配遠 心(1.000g, 10分 間)を 行 な つ

た.次 に上清 を7.000g, 15分 間遠心分 離 し,得

られ た沈渣 を ミ トコン ドリア分 画 ど した.さ ら

に,そ の上清 を100.000g, 60分 間遠心分 離 を行

ない,上 清 を可 溶性画分,沈 渣 を ミクロ ゾー ム

分 画 ど した.ミ トコン ドリア ど ミクロゾーム は,

蒸 留水 で5mlに 定 溶 した.以 上 の操 作 はすべ て

4℃ で行 なった.

これ ら各細 胞 画分1mlに それ ぞれ濃硝 酸2ml

を加 え,加 熱湿 式分解 を1時 間行 ない, 0.05N

塩酸 で5mlに 定 溶後 濾過 し,原 子 吸光分 析用 試

料 どした.ま た,各 細 胞画分 の蛋 白濃度 を, Brad

ford法 に よ り測定 した.

b. 亜鉛 の定 量

血清,肝 組織 肝細 胞画分(ミ トコン ドリア,

ミクロゾーム,可 溶性 画分)の 亜鉛 含量 は,そ

れ ぞれ 島津製 原子吸光 光度 計(AA-640-12)を

使用 して,原 子 吸光 法 に よ り測 定 した.な お,

亜鉛 標準 液 ど して は,原 子 吸光分 析 用亜鉛 標準

液(和 光 純薬)を0.05N塩 酸 で希 釈 した もの を

使用 した.亜 鉛 濃度 につ いて は,血 清 はμg/100

ml,肝 組織 はug/g乾 燥 重 量,肝 細胞 画分 はμg/

100mg蛋 白で それぞ れ表 わ した.

5) メタロチ オネ イン(MT)の 測 定 お よび分析

a. 肝細 胞質 可溶性 画分 の調 製

湿 重量10gの 肝に3倍 容 の0.25M藤 糖-10

mM-Tris-HCⅠ 緩衝 液(pH 8.6)を 加 え, Potter

- Elvehjem-homogenizerに て肝 ホモ ジネー トを

調製 した.得 られた ホモ ジネー トは, 12.000g

20分 間の遠 心分離 を行 ない,そ の上清 をさらに

100.000g60分 間遠心す るこ とに よ り上 清 を得,

これ を細胞 質可 溶性画分 とした.

b. ゲ ル濾過 に よる メタ ロチ オネ イン(MT)

の分離 定量

肝 細胞質 可溶性 画分 の一定 量 をSephadex G

-50カ ラム(φ2 .5cm×90cm)に 添 加 し, 10mMTris

-HCI緩 衝 液(pH 8
.6)に よっ て溶出 し,溶 出

液 を5mlず つ試験 管 に分 取 した.各 試験 管の亜

鉛濃度 を原 子吸光 法 に よ り測 定 し, Ve/Vo(相

対移動 度)1.7にMT分 画 を得 た. MTの 定量

は, MT分 画の総亜 鉛 量 をカラム に添加 した細

胞質 可溶性 画分 の総蛋 白量 で除 し, ng亜 鉛/mg

蛋 白で表 した.

C . イオ ン交換 クロマ トグラフィーに よるIso

-MTsの 分離

ゲ ル濾過 に よ り得 られた メ タロチオ ネイ ン分

画 をプール し, 10mMTris-HCl緩 衝 液(pH 8.6)

で平衡 化 した イオン交換樹 脂, DEAEBioGel

Aカ ラム(φ2.5cmX35cm)に 添加 した.こ の カ

ラ ム を10mM-150mMTris-HCl緩 衝 液

(pH 8.6)の 緩衝 液勾 配 にて溶 出 し, 5mlず つ試

験 管 に分 取 した後,各 試験管 の亜鉛 濃度 を原子

吸光法 に よ り測定 した.
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6) デ キサ メサ ゾ ンお よび亜 鉛 に よって肝 内 に

誘 導 され たIso-MTsの 分析

図1　 血 清 亜 鉛 濃度 の 経 時 的変 化

Mean±SE(n=6)

** P＜0.01

*** P＜0.001

図2　 肝 内亜 鉛 濃度 の 経時 的 変化

Mean±SE(n=6)

***　 P＜0.001

表1　 血清亜鉛濃度 の経時的変化

(単 位 μg/100me)

Mean±SE(n=6)

　 ** p＜0.01

*** p＜0.001

亜 鉛(ZnSO4)5mg/kgあ る い は デ キ サ メ サ ゾ

ン2mg/kgを ラ ッ ト腹 腔 内 に 投 与 し, 18時 間 後 に

肝 を摘 出 した.エ ン ド トキ シ ン投 与 ラ ッ トど 同

様 に 肝 細 胞 質 可 溶 性 画 分 の 一 定 量 をSephadex

G-50カ ラ ム(φ2.5cm×90cm)に 添 加 し, 10

mMTris-HCl緩 衝 液(pH 8.6)に よ っ て 溶 出,

 MT分 画 を得 た.こ の分 画 をDEAE Bio-GelA

カ ラ ム(φ2.5cm×35cm)に 添 加 し, 10mM-150

mM Tris-HCl緩 衝 液(pH 8.6)の 緩 衝 液 勾 配

にて溶 出 し,溶 出液 を5mlず つ試験 管 に分取 し,

各 試験管 の亜 鉛濃度 を原 子吸光 法 に よ り測定 し

た.

7) 統計 学的処 理

各 時 間でエ ン ド トキシ ン投与 群 ど対照群 の比

較 を, Student'st-testで 行 い, P＜0.05を 有意

差 あ りとした.な お,す べ ての値 は平均値 ±標

準誤 差 で表わ した.

結 果

1) 血 清 亜 鉛 濃 度 の 経 時 的 変 化(図1,表1)

血 清 亜 鉛 濃 度 は,対 照 群 で は3, 9, 18時 間

後 に,そ れ ぞ れ121.0±5.1μg/100ml, 132-4±5.6

μg/100ml, 102.0±7.2μg/100mlで あ つ た の に 対
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し,エ ン ド トキ シ ン 投 与 群 で は, 3, 9, 18時

間 後 に77.4±9.8ug/100ml, 60.6±8.7μg/100ml,

 39.0±1.1μg/100mlど 各 時 間 で 対 照 群 に比 べ 有 意

に 減 少 し た.

表2　 肝 内亜鉛濃度の経時的変化

(単位 μg/g乾 燥 重 量)

Mean±SE(n=6

 *** p＜0.001

表3　 肝細胞画分亜鉛濃度の経時的変化

(単 位 μg/100mg蛋 白)

Mean±SE(n=6)

 *p＜0.05

** p＜0.01

2) 肝 内亜 鉛 濃度 の経時 的変化(図2,表2)

肝 内亜鉛 濃度 は,対 照群 では0, 3, 9, 18

時 間 後 に,そ れ ぞれ110.1±5.9μg/g乾 燥 重 量,

 106.0±5.9μg/g乾 燥 重 量, 100.6±2.8μg/g乾

燥 重 量, 102.7±93μg/g乾 燥 重 量 で あ つ た の に

対 し,エ ン ド トキ シ ン投 与 群 で は, 3, 9時 間

後 に112.3±8.0μg/g乾 燥 重 量, 118.9±13.4ug/

g乾 燥 重 量 ど経 時 的 に 増 加 傾 向 が 見 られ, 18時
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間後 には, 159.2±5.3μg/g乾 燥重 量 ど対 照群 に

比べ有 意 に増加 した.

3) 肝 細胞 画分 亜鉛 濃度 の経 時的 変化(図3,

表3)

図3　 肝 細胞 画 分亜 鉛 濃度 の 経 時的 変 化

Mean±SE(n=6)

* P＜0.05

** P＜0.01

ミ トコン ドリア では,エ ン ドトキ シン投与後,

亜鉛濃 度 は経時 的 に増 加傾 向 を示 し,18時 間後

には,対 照群15.3±3.5k9/100mg蛋 白に対 し,エ

ン ド トキシン投与 群74 .7±16.0μg/100mg蛋 白 ど

有意 に増加 した。 ミクロゾー ムで は,亜 鉛濃度

の有意 な変化 は み られ なか った.細 胞質 可溶性

画 分 では,エ ン ドトキ シン投与群 で,亜 鉛 濃度

は経時 的に増 加傾 向 を示 し,18時 間後に は,対

照群27.1±1.9ug/100mg蛋 白に対 し,エ ン ドトキ

シ ン投 与 群41.6±5.2μg/100mg蛋 白 ど有 意 に増

加 した.

4) エ ン ド トキ シ ン投与 ラ ッ トお よび対照 ラ ッ

トの肝細 胞質 可 溶性画 分 のゲ ル濾過 パ ター ン

(図4)

図4　 肝 細 胞質 可 溶性 画分 の ゲル 濾過 パ ター ン

(SephadexG-50)

図5　 肝 内 メ タ ロチ オ ネ イン分 画 の亜 鉛 濃 度 の

経 時 的変 化

Mean±SE(n=6)

* P＜0.05

** P＜0.01

エ ン ド トキシ ン投 与 ラ ッ ト(投 与18時 間後)

で は, Ve/Vo 1.7にMT由 来の亜 鉛 の ピー ク

が認め られ た.一 方,対 照 ラ ッ トで, MTが 溶

出 され るど考 え られ る分 画に著 明 な亜鉛 の ピー

クは認 め られ なか った.
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5) 肝 内MT分 画 の亜 鉛濃度 の経 時的変 化(図

5,表4)

表4　 肝内 メタロチオネイン分画の亜鉛濃度の経時的変化

(単 位ng/蛋 白)

Mean±SE (n=6)

 * p＜0.05

 ** p＜0.01

図6　 メ タロチ オ ネ イ ンの イ オ ン交 換 クロマ トグ ラ フ ィー

(DEAE Bio-GelA)

(a) エ ン ドキ シ ン投与 (b) デ キ サ メサ ゾ ン投与 (c) 亜 鉛 投与

肝 内MT分 画 の 亜 鉛 濃 度 は,対 照 群 で は, 3,

 9, 18時 間 後 に,そ れ ぞ れ12.0±3.6ng/mg蛋 白,

 18.9±3.2ng/mg蛋 白, 6.3±2.9ng/mg蛋 白 であ っ

た の に 対 し,エ ン ド トキ シ ン 投 与 群 で は, 26.7±

3.7ng/mg蛋 白, 66.1±15.6ng/mg蛋 白, 104.6±

8.4ng/mg蛋 白 ど各 時 間 で 対 照 群 に 比 べ 有 意 な 増

加 が 見 られ た.

6) エ ン ドトキ シ ン投 与 ラ ッ トの 肝 内lso-MTs

の 分 析(図6-a)

エ ン ド トキ シ ン に よ っ て 誘 導 さ れ たMTは,

 DEAE Bio-GelAイ オ ン 交 換 ク ロマ トグ ラ フ ィ

ー に よ り
, MT-IどMT-Ⅱ に分 離 さ れ た. Tris

緩 衝 液 の 濃 度 勾 配 に よ っ て, MT-Ⅰ, MT-Ⅱ の

ピー クは,そ れ ぞ れ30mM, 60mM付 近 に 溶 出 さ

れ た.ま た, MT-Ⅱ がMT-Iに 比 べ て 主 なIso

-MTで あ っ た
.
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7) デ キサ メサ ゾ ンお よび亜鉛 投与 に よ り肝内

に誘導 され たIso-MTsの 分析(図6-b, c)

デ キサ メサ ゾ ンお よび亜 鉛 に よって肝 内 に誘

導 され たMTは,そ れ ぞれDEAEBio-GelA

イオ ン交換 クロマ トグ ラフ ィー に よりMT-Iと

MT-Ⅱ に分 離 され た.デ キサ メサ ゾ ン投 与 ラ ッ

トでは, MT-Iに 比べ てMT-Ⅱ が 多か った.

一方
,亜 鉛投 与 ラ ッ トで は, MT-IどMT-Ⅱ

の量 に大 きな差 を認め な か った.

考 察

人や動 物 にお け る血 清亜 鉛 は,正 常時 きわめ

て一 定 に保 たれ てい るが,感 染 症 と くに エ ン ド

トキ シン血症 お よび種 々 の炎症 時 には,急 激 に

減少 す る こ とが知 られ て い る2).し か し,こ の血

清亜 鉛濃 度の低 下 の病 態生 理学 的意義 や 臨床的

意義 につ いて は い まだ明 らか では ない.

今 回の 実験 に おい て,血 清亜鉛 は,図1,表

1に 示す ようにエ ン ド トキシ ン投 与群 で3時 間

後 よ り対照 群 に比べ 有 意 な減少 がみ られ, 18時

間後 に は,対 照 値 の約5分 の2に 低 下 した.阿 部

ら15)は, invitroの 実験 で生 理 的亜 鉛 濃度付 近

において好 中球 のsuperoxide産 生能 は,亜 鉛

濃度 が減少 す るにつ れ て増加 し,好 中球 の細 菌

殺菌 能が 高 まる こ とを報 告 した.こ の こ とよ り,

血清亜 鉛 の低下 は, invivoに お いて も好 中球機

能 を賦 活化 しや す い状態 に させ るこ とを示唆 し

てお り生体 防御 の面 か らみ れば合 目的 な反応 と

考 え られ る．

一方
,肝 内亜鉛 濃度 は,図2,表2に 示 す よ

うに,エ ン ド トキ シ ン投 与群 で3時 間後 よ り増

加傾 向がみ られ, 18時 間後 に は,対 照群 の約1.5

倍の有意 な増 加 がみ られ た.す なわち,エ ン ド

トキ シン投与 に よ り,亜鉛 の体 内分布 が変化 し,

血清 中の亜 鉛が肝 に再分 配 された と考 え られる.

 Disilvestroら16)も エ ン ドトキ シン投 与 ラッ トに

お いて,血 清亜 鉛 濃度 と肝 内亜鉛 濃度 の変化 を

検討 し,同 様 の結果 を得 て い る.

肝細 胞画 分亜 鉛濃 度 は,図3,表3に 示す よ

うに,ミ トコン ドリア と細胞質 可 溶性 画分 にお

いて,エ ン ド トキ シ ン投 与18時 間 後に,対 照群

に比べ 有意 な増加 が 見 られ た.特 に ミ トコン ド

リア では,対 照群 の約5倍 の増 加 であ った.

エ ン ドトキ シ ンシ ョッ クにお け る臓 器障 害に

は,補 体 系 の活性 化17), C 5aに よる 白血球 の

遊走,白 血球 か らの フ リー ラジカルの発 生 に よ

る血管 内皮 細胞 の障害,膜 脂 質 の過酸化 反 応18),

リソゾーム 膜障害 に よる水解 酵素 の遊 出,ミ ト

コ ン ドリア ・細胞膜 の 障害等 が関 与 してい るこ

とが示 唆 されて いる.一 方, Chvapilら3)は,亜

鉛 が生体 膜 にお よぼ す影響 を検 討 し,ラ ッ ト肝

リソゾー ム膜 の安定 化 をβ-グル クロニ ダーゼ の

遊離 を指 標 としてみ た結果,亜 鉛 が 濃度依 存性

に遊 離 を阻害す るこ とを報 告 して いる.さ らに,

脂質 過酸化 反応 に よ る肝障 害 を引 き起 こす 四塩

化炭 素の投与 に対す る亜鉛 の保 護効 果の検 討4)で

は,ミ トコン ドリア お よび ミクロゾー ム と もに,

亜鉛 投与 に よ り過 酸化 脂質生 成量 が低下 し,遊

離のβ-グル クロニ ダーゼ も減少 した と報告 して

い る.ま た, Cagenら19)も 四塩 化 炭素投 与 ラ ッ

トを使 った実験 で,亜 鉛投与 に よ り,ト ランス

ア ミナーゼの上昇 が有 意 に抑 制 され たこ とか ら,

亜 鉛 の保護作 用 を強調 して い る.

エ ン ド トキ シンは,脂 質過 酸化 に よる膜傷害

に起 因す る肝 障害 を引 き起 こす と考 え られ る.

しか し,本 研 究の 結果が 示す よ うに肝 内,特 に

ミ トコン ドリア,細 胞質 可溶性 画分 に増加 した

亜鉛 は膜安 定化 作用 を介 して,エ ン ドトキ シン

に よる臓器障害 に対 して防御 的に作用 す る と考

え られ る.特 に生体 に とって重要 なシ ステム で

あ る電子伝 達系 を有 す る ミトコン ドリア で亜 鉛

濃度 が大 き く上 昇 したの は生体 防御 の観 点 か ら

興味 深 い.

本研 究 で は,エ ン ドトキ シン投 与 に よる肝 の

細胞 質可 溶性画分 におけ る亜 鉛 濃度の増 加 を さ

らに詳細 に検討 す るため に,エ ン ド トキ シンに

よる亜 鉛結 合蛋 白MTの 誘導 を検討 した. MT

は,図4に 示す ようにエ ン ドトキ シン投 与 に よ

りラ ッ ト肝 細胞 質可溶 性画分 内に誘 導 され た.

また,エ ン ド トキ シンに よ る肝 内MT誘 導 は,

図5に 示す ように経時 的に は投与 後3時 問 では

対 照群 に比べ,す で に有 意 な増加 がみ られ, 18

時間後 に は,対 照値 の約17倍 の増加 を示 した.

この結 果は, Disilvestroら16)の 報告 で,エ ン ド

トキ シン投与 後6時 間 よ り肝 内MTの 増加 がみ

られ, 18時 間後 まで増加 し続 けて い る結 果 と一
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致 して い る.

また, Iso-MTsに 関 す る今 回の検 討 では,エ

ン ドトキ シン投 与 ラ ッ トお よび デキサ メサ ゾ ン

投与 ラ ットでは,図6に 示 すようにMT-Ⅱ がMT

-Iに 比べ て優位 なIso-MTで あ った.し か し,

亜鉛 投与 ラ ッ トでは,図 に示 す よ うにMT-Ⅱ と

MT-Ⅱ は,ほ ぼ 同 レベ ルであ った. DEAEBio

-GelAイ オ ン交 換 クロマ トグラフ ィー を用 いた

エ ン ドトキ シン,デ キサ メサ ゾ ンお よび亜 鉛 に

よるMT-I, MT-Ⅱ の誘 導様式 の比較 は著者 の

報 告が最 初であ る. Lehman-Mckeemanら20)は,

ラッ トにデキサ メサ ゾンを投 与 して肝のIso-MT

を高 速液体 クロマ トグラ フィー で分 析 し,や は

り, MT-Ⅱ がMT-Iよ り優位 で あ った と報 告

して い る.ま た,肝 切 除の よ うな ス トレスに よ

るMT誘 導 もMT-Ⅱ がMT-Iに 比べ て優位

で あった と報告 され て い る21).

エ ン ドトキシン投 与 によ るMT誘 導物質 とし

て,ス トレ ス に よ り副 腎皮 質 か ら放 出 され る

glucocorticoid, glucagon等 のホルモン22),inter

leukin-l 23), interferon24)等 のサ イ トカイ ンが報

告 されて い る.ま た著者 らは,最 近,エ ン ドト

キ シンに よって刺激 され たマ クロフ ァー ジよ り

遊 出 した因子 が培養 肝細 胞 内にMTを 誘導 する

こ とを発見 し25),この マ クロ ファ一 ジ因子 が,エ

ン ド トキ シ ンの刺激 に よってマ クロフ ァー ジよ

り遊 出す る物 質 で あ るinterIeukin(IL)-l,

 interferon, tumornecrosisfactor, IL-6以 外

の物 質 で あ るこ とを明 らか に した26).

今 回の検討 では, MTの 有 意 な増加 は,肝 内

亜鉛 お よび細 胞質 可 溶性 画分 の亜 鉛濃 度が 有意

に増 加す るのに先 だ つて認 め られた.ま た, ISO

-MTsの 誘導様 式 が,エ ン ド トキ シン投与 ラ ッ

トとデ キサ メサ ゾ ン投与 ラ ッ トでは相似 してい

たが,亜 鉛 投 与 ラ ッ トでは前2者 と異 な ってい

た.こ れ らの結 果 は,エ ン ドトキシ ンによ るMT

の誘導 が,肝 内亜 鉛 の増加 に よる もの では な く,

 glucocorticoid等 の ホル モ ンあ るい は,IL-1,

マ クロフ ァー ジ因子 等の サ イ トカイ ンに よるこ

とを支持 す る と考 え られ る.

急性 炎症 時や エ ン ドトキシンシ ョック時 には,

肝 で急性 期 蛋 白が合成 され る. MTは,急 性期

蛋 白に分 類 され てい ないが エ ン ド トキ シン投与

とい う侵襲 に対 す る生体 反応 の一 つ として肝に

お いて早期 に合 成 され る.そ の結 果,血 清亜鉛

は低 下 し,肝 に亜鉛 が集積 す る と考 え られ る.

血清亜 鉛 の低下 に よ り,好 中球 や マ クロ ファー

ジの 遊走能27),貧 食能27),殺 菌 能15)が亢進 し,補

体 系 の活性 化が容 易 とな り7),生体 防御機 能が高

め られ る と考 え られ る.し か し,こ れ らの生体

防御 反応,特 に 貧食殺 菌の過 程 で発生 す る活性

酸 素 は,生 体 に脂 質過 酸化 に よ る膜傷 害 を引 き

起 こ し,か え つて不 利 な結果 に お ちい る. 1985

年, ThornalleyとVasak13)は, MTがsuperox

idedismutaseと 同程度 か,あ るい はそれ以上

にsuperoxide anionやhydroxyl radicalの

scavengerで あ るこ とを示 した.

以上 よ り,肝 内亜 鉛 の増加 は,種 々 の酵 素活

性 を上昇 させ た り,膜 構 造の安 定化 させ るこ と

に よ り,組 織 の保護,修 復,再 生 を容 易 にす る

と考 え られ る.ま た,同 時 に肝 細胞 内 に合 成 さ

れ たMTは,過 剰 に産 生 され る活性 酸素 を除去

す る こ とに よ り,生 体 に とつて保 護 的に作 用す

る と考 え られ る.

結 論

エ ン ドトキシン投 与 ラッ トにおけ る血清亜鉛,

肝 内亜 鉛 濃度の変 動 を検 討 した.特 に,い まだ

報告 され てい ない肝細 胞画分 内亜 鉛動 態につ い

て詳細 な検 討 を加 え た.同 時に エ ン ドトキシン

投与 に よ り,ラ ッ ト肝 細胞質 可溶 性画分 に誘 導

され る亜鉛 結合 蛋 白メ タロチ オネ イン(MT)の

合 成 につ いて も検 討 した.さ らに亜鉛 お よびデ

キサ メサゾ ンに よるIso-MTs誘 導 の差 異 を明 ら

かに した.

1. 血 清亜鉛 濃度 は,エ ン ドトキ シン投 与群 で

3時 間後 よ り対照群 に 比 し,有 意 な減少 がみ ら

れ18時 間後 には,対 照群 の約5分 の2に 低 下 し

た,一 方,肝 内亜鉛 濃度 は,エ ン ドトキシ ン投

与群 で3時 間後 よ り増加傾 向がみ られ, 18時 間

後 には,対 照群 の約1.5倍 の増加 が み られた.ま

た,肝 細 胞画分 亜鉛 濃度 で は,ミ トコン ドリア

お よび細 胞質可 溶性 画分 にお いて,エ ン ド トキ

シン投与群 で18時 間後 に対 照群 に 比 し,有 意 な

増加 が み られ た.一 方,ミ クロ ゾー ム では,有

意 な変化 はみ られ なか った.
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2. 肝 内MT分 画 の亜鉛 濃 度 は,エ ン ド トキシ

ン投与群 で3時 間後 よ り対 照群 に比 し,有 意 な

増加 が み られ, 18時 間後 に は,対 照群 の約17倍

の増加 を示 した.ま た, Iso-MTsの 検 討 で は,

エ ン ドトキ シン投与 ラッ トとデ キサ メサ ゾ ン投

与 ラッ トで は, MT-Ⅱ が主 なIso-MTで あ つた.

一方
,亜 鉛投 与 ラ ッ トで は, MT-Ⅰ とMT-Ⅱ

は,ほ ぼ 同 レベ ル であ った.

3. エ ン ドトキ シン投与 時 の血 清亜鉛 の低 下,

肝 内亜鉛 の増加 お よび肝 内のMTの 合成 は,そ

れ ぞれ,好 中球 活性化 作用,亜 鉛 の膜保 護作 用,

 MTのfree radical scavender作 用 を介 して生

体 防御に合 目的 な反 応 であるこ とが示唆 された.

稿 を終えるに臨み,本 研究の逐行にあた り,終始,

懇切 なる御指導,御 鞭撻 を賜 りました岡山大学医学

部麻酔 ・蘇生学教室 の小坂二度見教授 に深謝致 しま

す.
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The effect of endotoxin administration on zinc metabolism was studied in rats. In the 

endotoxin-treated rats, serum zinc concentration was significantly reduced as compared to 

saline-treated rats (control group). On the other hand, hepatic zinc concentration was 

significantly increased after endotoxin administration as compared to the control group. 

However, the zinc concentrations of the liver cell components showed slightly dissimilarity. In 

the mitochondria and cytosol, the concentration increased significantly after endotoxin 

administration as compared to the control group, whereas no change was observed in the 

microsomes. Furthermore, we have examined whether the increase of the zinc level in the 

cytosol of the liver is associated with zinc-binding protein metallothioneins (MTs) or not. MTs 

also increased significantly after endotoxin administration. Furthermore hepatic MTs were 

analyzed for MT isoforms. In the endotoxin-treated MT-II was the major Iso-MT. Judging 

from these results and some other published reports, the role of zinc metabolism in endotox

emia is proposed to be as follows. In endotoxemia the serum zinc concentration is reduced and 

as a result the production of superoxide by polymorphonuclear leukocytes is increased as zinc 

has an inhibitory effect on it. This free radical helps the host against the organism. On the 

other hand zinc accumulation in the liver following endotoxin administration increases the 

activity of the zinc binding-enzyme and also stabilizes the plasma membrane. MTs induced by 

endotoxin protect the host from the harmful effects of the free radical on the host by its 

scavenging action.


