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緒  論 

 

厚生労働省が発表した平成 26 年簡易生命表によると男性の平均寿命は 80.50 年、

女性の平均寿命は 86.83 年となっており、年々伸長している。この要因としては、豊

かな食生活、公衆衛生の向上、医療制度の充実などの生活水準の向上が挙げられる。

また、優れた医薬品の寄与するところも大きい。その一方で、解熱鎮痛剤や生活習慣

病の治療薬など、身近に使用する医薬品の服用により、これらの薬物との因果関係が

否定できない死亡例などが数多く報告されている [1, 2]。 

肝臓は物質代謝や解毒、腎臓は生体異物の排泄において、それぞれ重要な役割を果

たしていることから、肝臓と腎臓は、生命を維持する上で不可欠の臓器である [3-6]。

それ故、肝臓や腎臓は化学物質の毒性が最初に顕れやすい臓器である [7-10]。化学物

質や毒物を研究する毒性学では、その毒性が明確に顕れる臓器を標的臓器と定義して

いる。しかし、カドミウムの投与時には、精巣に明瞭な出血性変化が見られるが、精

巣が致死の原因とすることは無い。すなわち、「致死」は、標的臓器の概念では十分な

説明が出来ない。 

「致死」は、回復不能の最悪の状態である。臓器の中で、その障害・機能低下によ

って死に至る原因となる臓器は、「致命臓器」と命名できる。致命臓器としては心臓・

肺・脳に加え、上記の肝臓と腎臓の 5 臓器が挙げられる。 

死は毒性学の分野において、究極の状態である。その探究には、モデル動物を作製

する必要がある。モデル動物により医療は飛躍的に発展した。しかし、致死モデル動

物の作製や治療法・予防法の確立を目的とした研究は、ほとんど見られない。 

四塩化炭素 (CCl4) は古くには麻酔薬としても使用されていた化合物であるが、肝

臓に重篤な障害を起こす。その病態は、ヒトの肝障害と酷似していることから、CCl4

は、肝障害惹起化合物として現在広く用いられている[11-14]。CCl4 を用いた研究は、

1960 年代から開始された。また、今なお精力的に行われており、CCl4 による肝障害が

天然物など様々な成分によって、軽減できることが明らかにされている。しかしなが
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ら、肝障害の指標としては、酵素レベルの変動が用いられており、障害の軽減は酵素

レベルの改善がほとんどを占める [3, 14-16]。対照的に、致死を抑制する個体レベル

の毒性発現の研究は、ほとんど見られない。 

その理由は、致死を究極の毒性の病態モデルとして捉え、毒性発現と予防の研究を

するという発想がなかったからであろう。当然、致死を抑制する化合物は、報告され

ていない。致死の抑制・防御には、1) 致死の鍵となる「致命臓器」の定義づけ、2) 致

命臓器の特定、3) 関与する因子の明確化、が必要不可欠である。そこで本研究では、

まず CCl4 の致死を抑制・防御する物質の探索を行った。次に CCl4 の致命臓器を検討

した。さらに、肝障害を引き起こす因子の特定を試みた。 
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第 1 章 

 

四塩化炭素投与に対する致死消失作用を有する化合物の探索 

 

第 1 節 目的 

 CCl4 は種々の動物で肝臓に激しい重篤な障害を起こし、その病態がヒトの障害と

非常に類似しているので、急性肝障害・肝硬変・肝再生のメカニズムの研究等に広く

用いられている [11-16]。そのメカニズムとして、シトクロム P450 (CYP2E1) によっ

て代謝された後、トリクロロメチルラジカル (・CCl3)、過酸化トリクロロメチルラジ

カル (・OOCCl3) 、ホスゲン (COCl2) 等の反応性の高い中間代謝物が生じる。これら

のラジカルが、グルタチオンと結合し、脂質過酸化を引き起こす。その結果、毒性発

現が惹起されると推定されている (Fig.1)。CCl4 を肝障害惹起化合物として用いた研

究は、1960 年代から開始され、数多くの報告がある [12, 17-26]。しかしながら、それ

らのほとんどは低濃度の CCl4 投与に限定され、肝機能マーカーであるアラニントラ

ンスアミナーゼ (ALT) やアスパラギン酸トランスアミナーゼ (AST) および肝臓の

組織学的検討に焦点が当てられている [3, 14-16]。その一方で、致死作用を示す高濃

度の CCl4 を投与し、致死を抑制する個体レベルの毒性発現の研究は、ほとんど見ら

れない。そこで、第一章では致死を引き起こす高濃度の CCl4 に対する影響を検討し、

CCl4 致死毒性に対して、致死を抑制させる化合物の探索を行った。 

 

Figure 1. Mechanism of carbon tetrachloride-induced toxicity. 
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第 2 節 実験材料および実験方法 

1. 試薬 

 全ての試薬は、市販の特級試薬および研究用試薬を使用した。商品名・販売業者お

よび特に必要なものに関しては別途記載した。 

2. 動物 

 7 週齢の ddY 系雄性マウスを日本 SLC から購入し、1 週間飼育環境に馴化させてか

ら検討を行った。明暗周期 12 時間 (8 時～20 時：明、20 時～8 時：暗)、室温 24 ± 

1°C、湿度 55 ± 5 %の環境で飼育し、固形飼料 MF (オリエンタル酵母) 及び水は自由

摂取させた。本研究は神戸学院大学動物実験委員会の承認を得て実施した。 

3. CCl4 単独毒性試験 

 8 週齢の ddY 系雄性マウスに対して、1-16 g/kg の用量の CCl4 (和光純薬) を腹腔内、

経口または皮下に投与し、24 時間後における死亡率を算出した。希釈は 4 g/kg の用量

からオリーブ油 (和光純薬) にて希釈し、16 g/kg の用量では体重 10 g あたり 0.1 mL 

(10 mL/kg body weight)、8 g/kg 以下の用量では体重 10 g あたり 0.05 mL (5 mL/kg body 

weight) の液量をそれぞれ投与した。また、投与は毒性の日内変動を考慮し、14 時に

投与時刻を合わせて検討した。  

4. 亜鉛及びカドミウム前投与による CCl4 毒性試験 

CCl4 を投与する 24 時間前に硫酸亜鉛・7 水和物 (ナカライテスク) を 50 mg Zn/kg  

(10 mL/kg body weight)、または塩化カドミウム・2.5 水和物 (和光純薬) を 3 mg Cd/kg 

(10 mL/kg body weight) の用量で皮下投与した。0 時間に CCl4 を 4 g/kg の用量で腹腔

内投与し、3 時間ごとに生存の有無を確認し、24 時間まで観察を行った。また、CCl4

を投与する 72、48 及び 24 時間前に硫酸亜鉛・7 水和物を 50 mg Zn/kg の用量で皮下

投与する検討も同様の方法で実施した。 

5. Total RNA の抽出 

 肝臓を摘出し、氷上で冷やした生理食塩水で洗浄操作を行った後、組織 80 mg を 2 mL

チューブにとり、ISOGEN II (ニッポンジーン) 0.8 mL を加えた後、破砕機でホモジネート処
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理を行い、DEPC (和光純薬) 処理水 0.32 mL を加え手で 30 秒攪拌した後、室温で 15 分

間静置し、15 分間遠心した (19,300×g, 4°C) 。遠心後、上層（水層）を別の 1.5 mL チュー

ブにとり、等量のイソプロパノール (和光純薬) を加え、転倒混和した後、室温で 10 分間静

置し、10 分間遠心した (19,300×g, 4°C) 。上清を取り除き、75% エタノール 0.5 mL を加え

た後、5 分間遠心した (19,300×g, 4°C) 。この作業を 2 回繰り返した後、上清をデカンテー

ションで取り除き、5～10 分間風乾後、DEPC 処理水 0.3 mL を加え、数回ピペッティング

して沈殿を溶解し、-80°C に保存した。 

6. Single strand cDNA の合成 

マウス肝臓組織から抽出した total RNA 1 g 相当を 10 M mixed oligo dT primer (TP：

5’-GCGAGTCGACCGTTTTTTTTTTTTTVN-3’（V=A or C or G、 N=A or C or G or T) を

2 L、10 mM dNTP mix (Invitrogen) 1.0 L、加え、全量が 14 L になるように DEPC 処理

水を加えた。RNA の高次構造を壊すために 65°C で 5 分間加熱した後、1 分間氷上で急冷

した。Super Script III Reverse Transcriptase (Invitrogen) に添付されている 5×First-Strand 

Buffer 4 L、0.1 M DTT 1 L、Super Script III RT 1 L を加えた。25°C で 5 分間、50°C で

60 分間、70°C で 15 分間反応させ、氷上で冷却後、TE 60 L を加え、作成した cDNA を-

20°C に保存した。 

7. リアルタイム RT-PCR 

cDNA 1 L に標的遺伝子に特異的な 10 pmol/ L forward primer (FP)  0.8 L および

10 pmol/L reverse primer (RP) 0.8 L、SYBR Premix Ex Taq II (タカラバイオ)  10 L、滅

菌蒸留水 7.4 L を加え、これを Applied Biosystems 7300 (APPlied Biosystems) を用いて

PCR 反応を行い、データを解析した。解析は比較 Ct 法を用いた。また、リアルタイム RT-

PCR の条件及びプライマー配列は Table 1.に示す。なお、内部標準として GAPDH を用い、

各測定値を補正した。 

8. Cd-hem 法 

肝臓を摘出し、氷上で冷やした生理食塩水で洗浄操作を行った後、組織 0.1 g を 2 mL チ

ューブにとり、0.25 M スクロース (ナカライテスク) 0.5 mL を加えた後、破砕機でホモジネー
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ト処理を行い、15 分間遠心した (19,300×g, 4°C) 。得られた上清を用いて Cd による置換反

応を行った。上清 0.1 mL、Cd (10 g/mL) 0.5 mL、Tris-HCl (0.03 M, pH 8.0) 0.6 mL を 1.5 

mL チューブに取り、転倒混和した後、5 分間室温で静置した。次に、ラットの赤血球成分を

用いたヘモリゼート液 0.1 mL を加えて、転倒混和した後、室温で 3 分間静置した。そして、

100 °C でチューブの色が茶色になるまで反応させ (1～2 分間) 、5 分間遠心した 

(8,000×g, 4°C)。遠心後、上清を新しい 1.5 mL チューブに取り、ヘモリゼート液 0.1 mL

を加えて同様の作業をおこなった。さらに、上清を新しい 1.5 mL チューブに取り、ヘモリゼ

ートを加え、同様の手順で遠心分離まで実施した (3 回目の遠心分離は 12,000×g, 4°C の

条件で 5 分間遠心した)。次に上清を試験管に加えた後、Tris-HCl (0.03 M, pH 8.0) 2.6 mL

を加え、総量が 4 mL になった後に原子吸光 Z-2300 にて Cd 量を測定することで相対的に

メタロチオネイン量を測定した。なお、検量線は 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 ppm の 6 点を使用

し、一次式にて Cd 量を算出した。 

また、ヘモリゼート液はラットの血液 10 mL に対して、50 単位のヘパリン生理食塩水を加

え、1,500×g, 20 °C の条件で 10 分間遠心し、得られた沈殿を 15 mL の 50 単位のヘパリ

ン生理食塩水で洗浄し、5 分間遠心 (1,500×g, 20 °C) した後、沈殿に 10 mL の蒸留水を

加えて、赤血球を破壊した。その後、5 分間遠心 (1,500×g, 20 °C) した後の上清を Tris-

HCl (0.03 M, pH 8.0) で 10 倍希釈したものをヘモリゼート液とした。 

9. 統計 

検定は SPSS 19.0 (SPSS Inc.) を用いて、致死率の有意差検定はχ2 乗検定、2 群間

の比較は t 検定、3 群以上の複数の比較検定は Tukey-Kramer method による一元配置分

散分析によって実施した。 
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Table 1.   Oligonucleotide primer sequences and PCR conditions for real-time RT-PCR 

Gene 
(Accession No.) 

 Primer sequences   PCR Product 
length (bp)  Sequence (5’ to 3’)   

MT-I Forward  TTC ACC AGA TCT CGG AAT GG 
 

 
99 (NM_013602)   Reverse  GAG GTG CAC TTG CAG TTC TTG  

MT-II Forward  CCT GCA AAT GCA AAC AAT GC 
 

 
118 (NM_008630)   Reverse  CAC TTG TCG GAA GCC TCT TTG  

GAPDH Forward TGG TGA AGG TCG GTG TGA AC   98 
(NM_008084) Reverse GTC GTT GAT GGC AAC AAT CTC C   
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第 3 節 実験結果 

第 1 項 四塩化炭素投与致死毒性による投与量と投与経路の影響 

本項では、致死を引き起こす CCl4 の投与量及び、投与経路の探索を実施した。8 週

齢の ddY 系雄性マウスに、CCl4 (和光純薬) を 1-16 g/kg の用量で腹腔内、経口または

皮下に投与した。その 24 時間後の死亡率を算出した。 

 その結果、腹腔内投与では、CCl4 を 4 g/kg の用量で 80 %、8 g/kg 以上では全てのマ

ウスが死亡した。また、経口投与では 16 g/kg の濃度でのみ 40 %の致死が認められ、

皮下投与においては検討した用量において、致死は確認されなかった (Table 2.)。以

上の結果から、CCl4 投与 24 時間において、4 g/kg の用量で腹腔内投与が致死作用を

示す最適条件として、以後の検討を行った。 

 

Table 2.   Mortality of three different administration routes on acute CCl4 toxicity 

CCl4 dose (g/kg) i.p. p.o. s.c. 

1 0/5 0/5 0/5 

2 0/5 0/5 0/5 

4 4/5 0/5 0/5 

8 5/5 0/5 0/5 

16 5/5 2/5 0/5 

Mortality was tracked for 24 hr following exposure at a given dose level. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 



9 
 

第 2 項 亜鉛及びカドミウム前投与が四塩化炭素致死毒性に与える効果 

 第 1 項の検討により、CCl4 の致死を起こす最適条件 (4 g/kg, 腹腔内投与, 24 時間後) 

を定めた。そこで、次に致死を抑制させる化合物として、亜鉛 (Zn) とカドミウム (Cd) 

を用いた。 

 CCl4単独投与では、致死は投与 6 時間後から認められ、24 時間後には 6 匹 (7 匹中、

85.7 %) のマウスの死亡が確認された。この結果は第 1 項の結果と一致した。一方、

Zn を 1 回前投与した際には、CCl4 投与 9 時間後から致死が確認され始め、24 時間後

では 2 匹 (7 匹中、28.5 %) の死亡と減少傾向を見出した (Fig. 2)。Cd の前投与でも、

CCl4 投与 9 時間後から致死が確認され始め、24 時間後では 2 匹 (8 匹中、25 %) の死

亡が確認され、Zn とほぼ同様の結果を示した (Fig. 3) 。さらに、Zn について前投与

を 1 日から 3 日間連続前投与を実施して同様の毒性試験を実施したところ、CCl4 投与

24 時間までにおいて、致死が完全に抑制した (Fig. 3)。 

 Zn 及び Cd は、共にメタロチオネイン (MT) を誘導することが知られているので、

肝臓中の MT 発現レベルを mRNA レベル及びタンパクレベルで検討した。その結果、

Zn 及び Cd でそれぞれ MT の遺伝子発現の誘導が認められた。さらに、Zn に関して

は投与量依存的な発現誘導亢進が明らかとなった (Fig. 4 and 5)。 
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Figure 2. Effect of multiple pretreatment with Zn on acute CCl4 toxicity. 

Mice were injected s.c. with 50 mg/kg Zn three times per 24 hr. After pretreatment, mice were 

injected i.p. with 4 g/kg CCl4. The mice were observed every 3 hr for 24 hr to calculate mortality 

in each group. Data indicate seven mice. *P < 0.05 versus CCl4 group. 

 

Figure 3. Effect of single pretreatment with Cd on acute CCl4 toxicity. 

Mice were injected s.c. once with 3 mg/kg Cd 24 hr before CCl4 injection. After pretreatment, 

mice were injected i.p. with 4 g/kg CCl4. The mice were observed every 3 hr until 24 hr to 

calculate mortality in each group. Data indicate seven or eight mice.  
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Figure 4. Effect of multiple pretreatment with Zn on MT levels in mouse liver. 

Mice were injected s.c. with 50 mg/kg Zn every 24 hr for three times. (A) and (B) : Total RNA 

was isolated from mouse livers. Quantitative RT-PCR analysis was then performed. The amount 

of quantified target mRNA was normalized by GAPDH. (A) and (B) indicate MT-I and MT-II, 

respectively. (C) : The liver samples were collected followed by determining the MT protein 

levels. Data are expressed as mean ± S.D. of three or four mice. *, **, significantly different 

from compared values (*P < 0.05 and **P < 0.01).  

 

 

 

 

 



12 
 

 
Figure 5. Effect of single pretreatment with Cd on MT levels in mouse liver. 

Mice were injected s.c. with 3 mg/kg Cd. (A) and (B) : 24 hr later, total RNA was isolated from 

mouse livers. Quantitative RT-PCR analysis was then performed. The amount of quantified 

target mRNA was normalized by GAPDH. (A) and (B) indicate MT-I and MT-II, respectively. 

(C) : The liver samples were collected followed by determining the MT protein levels. Data are 

expressed as mean ± S.D. of three mice. **P < 0.01 versus control group. 
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第 4 節 考察 

 CCl4 を肝障害惹起化合物として用いた研究は、今なお精力的に行われている。それ

らの多くは低濃度の CCl4 投与で軽度な肝障害を惹起し、候補化合物の防御機構を解

明する報告となっている [3, 14-16]。その一方で、致死を抑制する個体レベルの毒性

発現の研究は、ほとんど見られない。この原因は、致死を究極の毒性の病態モデルと

して考え、毒性発現の研究を遂行するという発想がないことによる。また、軽度な障

害に対する治療効果は認められるものの、致死を引き起こすほどの用量に効果のある

化合物をこれまでに明らかに出来ていないこと等が推察される。しかし、医薬品の服

用での薬物性肝障害による死亡例も報告されているから、致死を引き起こす高濃度の

毒物に対する治療効果を研究することも非常に重要な研究領域であると考えられる。

また、致死を引き起こすことが報告されている医薬品は複数あることから、すべての

医薬品で研究を実施することは困難を極める。そこで、薬物性肝障害の擬似モデルと

して、CCl4を用いることで、薬物性肝障害に対する治療効果を目指して、高濃度の CCl4

による致死毒性の研究を開始した。 

 最初に、CCl4 に対して、致死を生じる投与量及び投与経路の探索を行った。マウス

における腹腔内投与、経口投与及び皮下投与の LD50 はそれぞれ 0.9～4.7 g/kg、12.1～

14.4 g/kg、30.4 g/kg と報告がある [27-29]。今回の 4 g/kg の用量での腹腔内投与はこ

れらの報告と一致するものであり、経口と皮下投与に関しても既報と一致していた

(Table 2.)。次に、4 g/kg の用量の CCl4 腹腔内投与による致死毒性に対して、Zn と Cd

の 2 種類の化合物を用いて、致死に対する予防効果を検討した。単回前投与では完全

な致死消失作用は認められなかったが、Zn を 3 回前投与することで致死を完全に消

失させることを明らかにし (Fig. 2)、さらに MT が関与していることを明白にした 

(Fig. 4)。 

MT は 1957 年にウマの腎臓から見出された低分子の重金属結合タンパク質であり、

その構成アミノ酸の 3 割がシステインという特徴的な構造を有する [30-32]。これら

の作用は金属の代謝調節、抗酸化作用や抗がん作用など非常に多岐にわたる [33-36]。
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また、低濃度の Cd を前投与することで、致死を引き起こす用量の Cd に対して、耐性

を示す。それは MT の誘導に起因することが報告されている [37-39]。また、MT を欠

損させた MT KO マウスでは、Cd の LD50 の値が野生型マウスと比較し、6.9 倍低くな

ることも報告されている [40]。このことから金属毒性に対して、MT は重要な役割を

担っているといえる。さらに、金属毒性だけでなく、肝障害を引き起こすことが知ら

れているアセトアミノフェンや除草剤として知られているパラコートに対しても同

様に MT KO マウスでは感受性が増加することから様々な化合物に対して、MT は防

御的な役割を果たしている [41, 42]。そして、Cd だけでなく、Zn も MT を大量に誘

導することが知られており、様々な毒物に対する検討が行われてきた [31, 43, 44]。

CCl4 に対する Zn の影響もこれまでに実施されており、Zn によって CCl4 毒性が軽減

することも既に明らかとなっている。 

しかし、 MT KOマウスを用いてもZn投与で毒性が軽減する報告も存在し[45, 46]、

MT が CCl4 の本質的な防御因子となり得るかは議論の余地が残っている。本章では

Zn の前投与が 1 回では致死が抑制傾向はあるものの、完全な致死抑制は認められず、

3 回の前投与によって、完全な致死の消失が認められた。その際に MT の遺伝子発現

量は mRNA 及びタンパクレベル共に投与量依存的であったことから、致死率と関連

性が認められた。このことから MT が CCl4 の致死毒性に対して、有効な防御因子で

あることが示唆される。MT KO マウスを用いた検討で、MT が存在しない条件での試

験であることから代償機構が働くことが推察される。また、これらの報告 での投与

量は LD50 などと比較すると非常に低容量であった [45, 46]。このことから、MT 以外

の因子の関与は野生型マウスでは少ないものの、障害の度合いが小さいために一定の

効果が得られたのではないだろうか。しかしながら、本章では CCl4 投与前の MT の

発現レベルを示したが、CCl4 と MT との結合などの直接的な作用機序の解明は、今後

の課題である。  
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第 2 章 

肝臓および腎臓での四塩化炭素毒性に対する亜鉛前投与の防御効果 

 

第 1 節 目的  

 CCl4 による毒性に対して、Zn を 3 回前投与すれば致死が完全に消失することを見

出した (第 1 章)。しかし、個体レベルでの生死を判定した検討であり、臓器ごとの影

響は不明である。また、Zn や Cd は、MT を誘導することが知られている一方で、他

の抗酸化物質などの調節などにも寄与していることも推察される。 

そこで、CCl4 致死毒性に対する Zn の軽減作用とその作用機構の解明を目的に、肝

臓と腎臓の MT の関与を検討した。 
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第 2 節 実験材料および実験方法 

1. 試薬 

 全ての試薬は、市販の特級試薬および研究用試薬を使用した。商品名・販売業者お

よび特に必要あるものに関しては別途記載した。 

2. 動物 

 7 週齢の ddY 系雄性マウスを日本 SLC から購入し、1 週間飼育環境に馴化させてか

ら検討を行った。明暗周期 12 時間 (8 時～20 時：明、20 時～8 時：暗)、室温 24 ± 

1°C、湿度 55 ± 5 %の環境で飼育し、固形飼料 MF (オリエンタル酵母) または CE-2 

(日本クレア) 及び水は自由摂取させた。本研究は神戸学院大学動物実験委員会および

金城学院大学動物実験委員会の承認を得て実施した。 

3. Zn 前投与による CCl4 毒性試験 

CCl4 を投与する 72、48 及び 24 時間前に硫酸亜鉛・7 水和物を 50 mg Zn/kg  (10 

mL/kg body weight) の用量で皮下投与した。0 時間に CCl4 を 4 g/kg の用量で腹腔内投

与し、6 時間後に肝臓、腎臓および血液を麻酔下で摘出および採取した。肝臓および

腎臓はミンチ状にしたあとに、約 0.1 g を 2 mL チューブに加え、液体窒素に入れた後

で-80°C に保存した。また、肝臓の左葉および左腎の組織を 2-3 mm ずつに切り分けて

ティシュー・テックのカセットの中に入れた後、15 %中性ホルマリン緩衝液 (pH 7.2 : 

和光純薬) を加え、脱気処理を真空ポンプ (アズワン) にて行ったものを保存した。

血液は 10 分間遠心 (3,000×g, 4°C) した後、上清 (血漿) を取り、-80 °C で保存した。 

4. 生化学的パラメーター解析 

ALT および AST はトランスアミナーゼ CII-テストワコー (和光純薬) のプロトコールに従

って行なった。96 well plate (NUNC) に血漿 1.5L を加えた後、ALT または AST 用基質

酵素液を 37.5 L 加え、37°C で 5 分間インキュベートした後、発色試液 37.5 L を加

え、37°C で 15 分間反応させた。その後、反応停止液を 150 L 加え、直ちに 555 nm

の吸光度を測定した。 

総コレステロール値はラボアッセイコレステロール (和光純薬) のプロトコールに従
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って行なった。96 well plate に血漿 2L を加えた後、発色試薬を 200 L 加え、37°C で 5

分間インキュベートした後、主波長 600 nm、副波長 700 nm の条件で吸光度を測定し、

数値を計算した。 

クレアチニンは Creatinine Liquid Reagents Assay (DIAZYME) のプロトコールに従っ

て検討した。96 well plate に血漿 4L を加えた後、Reagent 1 を 135 L 加え、37°C で 5

分間インキュベートした後、550 nm の吸光度を測定した (A1 値)。次に、Reagent 2 を

45 L 加え、マイクロプレートリーダー (Bio-RAD) で混和、さらに室温で 5 分間イン

キュベートした後、再度 550 nm の吸光度を測定した (A2 値)。A2 値から A1 値の吸光

度を引いた値から、血漿クレアチニン値を算出した。 

尿素窒素 (BUN) は尿素窒素 B-テストワコー (和光純薬) のプロトコールに従って行

なった。96 well plate に血漿 2L を加えた後、緩衝液とウレアーゼ溶液を 20 : 1 の比率で

混和した発色試液 A を 100 L 加え、37°C で 15 分間インキュベートした。次に、発色

試液 B を 100 L 加え、37°C で 10 分間インキュベートした後、直ちに 570 nm の吸光

度を測定した。これらの数値の算出は各パラメーターで検量線を作成し、その数値に

対する相対的な吸光度より計算した。 

5. 脂質過酸化の測定 

2 mL チューブにマウス肝臓組織または腎臓組織 0.1 g を入れ、プロテアーゼインヒビター 

(ナカライテスク) を含む ice-cold PBS 0.9 mL を加え、破砕機でホモジネート処理を行い、

15 分間遠心した (19,300×g, 4°C) 。上清 25 L、1 %リン酸 (和光純薬) 150 L および

0.6 % 2-チオバルビツール酸 (TBA, 和光純薬) 50 L を 1.5 mL チューブに加え、混和し

た後 80°C で 45 分間反応させた後、反応液 200 L を 96 well plate に移し、532 nm の吸

光度を測定することで脂質過酸化量を測定した。なお、組織ホモジネート上清のタンパク濃

度は 10 mg/mL に合わせてから検討を実施した。また、0.6% TBA は使用直前に粉末の

TBA 0.06 g を滅菌蒸留水 6 mL に溶かした後、50 °C で完全に溶解するまで反応させた

後、4 mL の酢酸 (ナカライテスク) を加えたものを使用した。 

6. 総抗酸化力の測定 
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総抗酸化力は Total Antioxidant Power (TA02 : Oxford Biomedical Research) のプロトコ

ールに従って行なった。2 mL チューブにマウス肝臓組織または腎臓組織 0.1 g を入れ、プ

ロテアーゼインヒビターを含む ice-cold PBS 0.9 mL を加え、破砕機でホモジネート処理を行

い、15 分間遠心した (19,300×g, 4°C) 。上清 3 L を 96 well plate に加えた後に Dilution 

Buffer を 117 L 加えた。その後、450 nm の波長で吸光度を測定した (T1値)。次に、Copper 

Solution を 30 L 加え、マイクロプレートリーダーで混和処理後、室温で 3 分間イン

キュベートした後、Stop Solution を 30 L 加え再度 450 nm の吸光度を測定した (T2

値)。T2 値から T1 値の吸光度を引いた値から、総抗酸化力値を算出した。なお、組織ホ

モジネート上清のタンパク濃度は 10 mg/mL に合わせてから検討を実施した。 

7. 包埋 

 パラフィンブロックの作成は自動包埋機 (サクラ バキュームロータリー：サクラ

ファインテックジャパン株式会社) で行った。15 %中性ホルマリン緩衝液で保存した

サンプルを一晩水洗後、以下の反応条件で包埋を行った。①80 % エタノール : 8 時

間, ②90 %エタノール : 4 時間, ③95 % エタノール : 4 時間, ④100 %エタノール : 4

時間, ⑤無水エタノール : 5 時間, ⑥無水エタノール : 5 時間, ⑦キシレン : 2 時間, 

⑧キシレン : 3 時間, ⑨キシレン : 4 時間, ⑩パラフィン : 3 時間, ⑪パラフィン : 3

時間, ⑫パラフィン : 3 時間, の計 12 工程 48 時間の反応終了後、ティシュー・テック 

TEC プラス ディスペンシング・コンソール (サクラファインテックジャパン株式会

社) を用いて、パラフィンを冷却し固めることでパラフィンブロックを作成した。次

にライディングミクロトーム (大和光機工業株式会社) で 4 m の薄切りの切片を作

成し、38～40 °C の温浴上で切片を伸展させたあと、スライドガラス (松浪硝子工業

株式会社) に載せ、43 °C に設定したホットプレート上 (アズワン)で乾燥させた。 

8. Hematoxylin and eosin 染色および periodic acid-Schiff 染色 

スライドガラスに載せた切片を染色する前日からキシレンに浸漬後、脱パラフィン

の処理を行った。まず、パラフィンを融解させるためにキシレンが入ったバットで 3

分間ずつ反応させる作業を 5 回実施した。その後、無水エタノール、無水エタノール、
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100 %エタノール、95 %エタノール、80 %エタノールの順に 3 分間ずつ各バットに標

本を反応させた。 

その後、hematoxylin and eosin (H&E) 染色では、マイヤーのヘマトキシリンで 12 分

間染色後に、1 時間水道水で水洗した。その後、蒸留水で洗った後、酢酸の入った 0.1 % 

エオジンで 3 分間染色を行なった。次に①水洗： 10 秒間, ②70 %エタノール : 10 秒

間, ③80 % エタノール : 10 秒間, ④95 %エタノール : 10 秒間, ⑤100 %エタノール : 

3 分間, ⑥無水エタノール : 3 分間, ⑦無水エタノール : 3 分間, の 7 工程を実施後、

さらにキシレンで 3 分間ずつ反応させる作業を 5 回行った後、封入し、顕微鏡で観察

した。 

 Periodic acid-Schiff (PAS) 染色では、脱パラフィン後に水道水で水洗を 2 分間、

蒸留水で 1 分間水洗した後に、0.5 % 過ヨウ素酸水溶液 (Sigma-Aldrich：0.75 g の過

ヨウ素酸粉末を 150 mL の蒸留水に溶解させ作成) で 30 分間反応させた。その後、水

道水で水洗を 10 分間、蒸留水で 1 分間洗った後に、シッフ試薬 (和光純薬) をスライ

ドガラス上にパスツールピペットで滴下し、60 分間遮光した。次に、亜硫酸水 ( Sigma-

Aldrich：ピロ硫酸ナトリウム 2.7 g、1 M 塩酸 22.5 mL と蒸留水 477.5 mL を加えて作

成) で 2 分間反応させる作業を 3 回実施した後に水道水で水洗を 10 分間した後に、

蒸留水で 1 分間洗浄した。その後、マイヤーのヘマトキシリンで 1 分間核を染色した

後、水道水で水洗を 10 分間、蒸留水で 1 分間洗浄した。さらに、①70 %エタノール : 

10 秒間, ②80 % エタノール : 10 秒間, ③95 %エタノール : 10 秒間, ④100 %エタノ

ール : 3 分間, ⑤無水エタノール : 3 分間, ⑥無水エタノール : 3 分間, の 6 工程を実

施後、さらにキシレンで 3 分間ずつ反応させる作業を 5 回行った後、封入し、顕微鏡

で観察した。 

9. Cd-hem 法 

第 1 章に記載した方法に準じて定量した (page 8)。なお、腎臓組織採取は髄質と皮質を

均一に入れるため、よく混ぜてから 0.1 g 採取した。また、第 1 章とは異なり、上清を 0.25 mL

加えて、検討した。 
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10. 統計 

検定は SPSS 19.0 (SPSS Inc.) を用いて Tukey-Kramer method による一元配置分散分

析を実施した。 
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第 3 節 実験結果 

 

第 1 項 亜鉛前投与が肝臓における四塩化炭素毒性軽減に及ぼす効果 

本項では、まず、Zn による前投与の効果を肝臓で検討した。CCl4 投与 6 時間後に

おける血漿中の ALT および AST を測定したところ、CCl4 によって有意な上昇が認め

られたが、Zn の前投与で両パラメーターの減少が確認された (Fig. 6A, B)。また、総

コレステロール値も同様に検討した結果、CCl4 によって減少した数値の改善が Zn 前

投与で認められた (Fig. 6C)。 

 次に、生化学的検討と並行して組織学的検討を実施した。まず、H&E 染色による組

織学的形態変化を検討した。control と比較し、CCl4 投与マウスでは、クロマチンの凝

縮・核消失及び好酸球などが確認された。その一方で、Zn を前投与した CCl4 投与群

では、完全ではないものの CCl4 単独投与群と比較して、組織学的にも傷害度が減弱

している結果が得られた (Fig. 7)。さらに、グリコーゲンを染色する PAS 染色を実施

したところ、control では肝臓組織全体にグリコーゲンが蓄積しているが、CCl4 投与マ

ウスではグリコーゲンがほとんど枯渇していた。それに対して、Zn を前投与すると、

グリコーゲンの減少は認められるものの、一定量のグリコーゲンの保持が確認された 

(Fig. 8)。なお、H&E 染色および PAS 染色において、Zn の前投与のみでは control 群と

比較し、明らかな変化は認められなかった。 

次に、より詳細に肝臓における CCl4 毒性に対する Zn の効果を検証するために、酸

化ストレスの測定を行った。酸化ストレスの指標として、TBA 反応による脂質過酸化

量、また抗酸化力を算出した。その結果、CCl4 によって脂質過酸化量の増加及び、抗

酸化力の低下が認められるが、Zn の前投与でそれらの変化が消失した。また Zn の単

独前投与では、脂質過酸化量に変化は確認されなかったが、抗酸化力の有意な増加が

認められた (Fig. 9)。 

また、Zn の前投与における MT の影響を検討する目的で、Cd-hem 法による MT の

測定を行った (Fig. 10)。その結果、Zn の前投与で MT 量が 1113 g/g liver (control と
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比較し、26 倍上昇) まで上昇したのに対して、CCl4 を投与することで 711 g/g liver 

(36 % 減少)まで減少していることが明らかとなった。 

 

 

Figure 6. Effect of pretreatment with Zn on ALT, AST, and total cholesterol levels. 

Mice were injected s.c. with 50 mg/kg Zn three times at 24 hr intervals. Twenty-four hours after 

the final pretreatment, the mice were injected i.p. with 4 g/kg CCl4. The ALT (A), AST (B) and 

total cholesterol activity (C) in plasma were determined 6 hr after the injection. Data are 

representative of mean ± S.D. of five or six mice. #P < 0.05 and ##P < 0.01 versus control group, 

and *P < 0.05 and **P < 0.01 versus CCl4 group. 
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Figure 7. Hepatoprotective effect of pretreatment with Zn on acute CCl4 toxicity. 

Mice were injected s.c. with 50 mg/kg Zn three times per 24 hr. Twenty-four hours after final 

pretreatment, mice were injected i.p. with 4 g/kg CCl4. H&E staining of livers were taken 6 hr 

after the injection. (A), (B), (C) and (D) indicate control, Zn, CCl4, and Zn + CCl4 group. 

 

 

 
Figure 8. Glycogen storage effect of pretreatment with Zn on acute CCl4 toxicity. 

Mice were injected s.c. with 50 mg/kg Zn three times per 24 hr. Twenty-four hours after final 

pretreatment, mice were injected i.p. with 4 g/kg CCl4. PAS staining of livers were taken 6 hr 

after the injection. (A), (B), (C) and (D) indicate control, Zn, CCl4, and Zn + CCl4 group.  
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Figure 9. Effect of pretreatment with Zn on MDA levels and antioxidant power in acute CCl4-

induced toxicity. 

Mice were injected s.c. with 50 mg/kg Zn three times at 24 hr intervals. Twenty-four hours after 

the final pretreatment, the mice were injected i.p. with 4 g/kg CCl4. MDA levels (A) and the 

antioxidant power (B) in the liver was determined 6 hr after the injection. Data are 

representative of mean ± S.D. of five or six mice. #P < 0.05, ##P < 0.01 versus control group 

and *P < 0.05, **P < 0.01 versus CCl4 group. 

 

 

 

Figure 10. Effect of pretreatment with Zn on hepatic MT protein levels in acute CCl4-induced 

toxicity. 

Mice were injected s.c. with 50 mg/kg Zn three times at 24-hr intervals. Twenty-four hours after 

the final pretreatment, the mice were injected i.p. with 4 g/kg CCl4. The MT levels in the liver 

were determined 6 hr after the injection. Data indicate mean ± S.D. of five or six mice. ##P < 

0.01 versus control group and **P < 0.01 versus Zn group. 
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第 2 項 亜鉛前投与が腎臓における四塩化炭素毒性軽減に及ぼす効果 

 第 1 項の検討では、肝臓における影響を検討したが、本項では腎臓における影響を

検討した。 

 まず、はじめに腎障害の指標となる血液パラメーターの測定を行った。クレアチニ

ンでは、CCl4 によって上昇した数値が Zn の前投与で control レベルにまで回復が認め

られた (Fig. 11A)。また、他の障害マーカーである BUN についても同様に検討したと

ころ、コントロールレベルまでは回復しないものの、CCl4 単独投与と比較すると、有

意な減少が確認された (Fig. 11B)。 

 次に、血液パラメーターと並行して、H&E 染色による組織学的解析を行った。CCl4

投与によって腎臓の近位尿細管付近の核の膨張やタンパク円柱などが認められた。ま

た、Zn の前投与でこれらの傷害は認められなくなった (Fig. 12)。 

  さらに、腎臓による CCl4 毒性における Zn の関与をより詳細に検討するために、

肝臓と同様に脂質過酸化と抗酸化力の測定を行った (Fig. 13)。その結果、CCl4 によっ

て増加した脂質過酸化量が Zn の前投与で正常値レベルではないものの、有意な減少

を示した。また抗酸化力についても脂質過酸化同様に、CCl4 によって減少した抗酸化

力が Zn の前投与によって上昇が認められた。 

次に、Zn の前投与における MT の影響を検討する目的で、Cd-hem 法による MT 量

の測定を行った。その結果、Zn の前投与で MT 量が control 群と比較し、23 倍上昇し

た (367 g/g kidney) 。それに対して、CCl4 を投与することで 70 %以上減少 (108 g/g 

kidney) した (Fig. 14)。 
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Figure 11. Effect of pretreatment with Zn on acute CCl4 toxicity as measured by creatinine and 

BUN levels. 

Mice were injected s.c. with 50 mg/kg Zn (three times, q24h). Twenty-four hours after final 

pretreatment, mice were injected i.p. with 4 g/kg CCl4. Creatinine (A) and BUN (B) levels in 

plasma were determined at 6 hr after i.p. injection. Data are presented as mean ± S.D. of five 

or six mice. **, significant difference between compared values (**P < 0.01). 

 
Figure 12. Nephroprotective effect of Zn pretreatment on acute CCl4 toxicity. 

Mice were injected s.c. with 50 mg/kg Zn (three times, q24h). Twenty-four hours after final 

pretreatment, mice were injected i.p. with 4 g/kg CCl4. Kidneys were harvested 6 hr after i.p. 

injection, fixed, processed, and stained with H&E. (A), (B), (C), and (D) provide 20 x 

magnification images of representative H&E-stained sections from kidneys obtained from 

control, Zn, CCl4, and Zn + CCl4 animals. Section for (C) reveals swelling, degeneration, and 

the appearance of protein columna (penetration of protein) in renal proximal tubules in a CCl4-

exposed animal, in contrast to the mostly normal renal structure seen in (A), (B), and (D). Green 

arrows, black arrows and orange arrows indicate swelling, degeneration, and protein columna, 

respectively.  
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Figure 13. Effect of pretreatment with Zn on acute CCl4 toxicity, as measured by MDA levels 

and antioxidant power. 

Mice were injected s.c. with 50 mg/kg Zn (three times, q24h). Twenty-four hours after final 

pretreatment, mice were injected i.p. with 4 g/kg CCl4. MDA levels (A) and the antioxidant 

power (B) in kidney were determined 6 hr after i.p. injection. Data are presented as mean ± 

S.D. of five or six mice. **, significant difference between compared values (**P < 0.01). 

 

 

Figure 14. Effect of pretreatment with Zn on acute CCl4 toxicity, as measured by renal MT 

protein levels. 

Mice were injected s.c. with 50 mg/kg Zn (three times, q24h). Twenty-four hours after final 

pretreatment, mice were injected i.p. with 4 g/kg CCl4. MT levels in kidney were determined 6 

hr after i.p. injection. Data are presented as mean ± S.D. of five or six mice. **, significant 

difference between compared values (**P < 0.01). 
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第 4 節 考察 

CCl4 は古くから肝臓に影響を与えることが知られていることから肝障害惹起化合

物として広く使用されている。その一方で、腎臓にも影響を及ぼすことが報告されて

いる[12, 17-26]。また、放射標識した CCl4 を単回投与すると肝臓よりも腎臓により多

くの CCl4 が蓄積するという報告も存在する [47]。これらのことから、肝臓だけでな

く、腎臓が致命臓器になりうることも考えられる。 

本章の検討により、肝臓・腎臓共に CCl4 によって臓器への障害が認められた。さら

に Zn の前投与で両臓器の障害ともに生化学的ならびに組織学的に傷害の軽減作用が

認められた。また、肝臓では CCl4 投与 6 時間においても重篤な肝臓の状態であるの

に対して、腎臓における傷害は近位尿細管に限局しており、遠位尿細管・糸球体や髄

質などには傷害は確認されなかった。このことから、よりダメージの大きい肝臓が致

命臓器である可能性が高まった。 

CYP2E1 が欠損したマウスでは、CCl4 による毒性感受性が弱まることが報告されて

いる [48]。また、CYP2E1 は肝臓や腎臓に発現していることも明らかとなっており、

腎臓においては特に皮質に発現が多く認められている [49, 50]。肝臓と腎皮質の

CYP2E1 の発現量を比較すると、肝臓で明らかに発現量が多いことも明らかとなって

いる [50]。CCl4 は主に CYP2E1 によって代謝を受けた後、ラジカルが生成され、その

ラジカルが毒性を惹起するものと考えられている。そのため、腎臓は肝臓よりも CCl4

蓄積量が多いにも関わらず、毒性では逆の結果となった一因として、CYP2E1 発現量

の違いが関与することが示唆された。また、CCl4 における腎傷害が髄質より皮質に起

こりやすいことも、この仮説を支持するものといえる。 

CCl4 はアルキル化剤に分類され、CYP2E1 によって代謝されたラジカルが細胞膜に

存在する還元型グルタチオン (GSH) や組織と結合し酸化が起こる。その結果、連鎖

的脂質過酸化反応を介して障害が発生する。GSH は主要な抗酸化物質として知られ

ており、CCl4 投与数時間の間に GSH が減少し、酸化型グルタチオン (GSSG) に変換

されることが明らかとなっている [51-54]。また、CCl4 投与 3 時間においても組織学
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的にも傷害が報告されている [55]。このことから、GSH などの抗酸化物質を前もっ

て増加させておくことが CCl4毒性軽減に重要であり、様々な物質が報告されている。

MT は GSH と同様に SH 基をもっており、抗酸化力・ラジカルスカベンジャー能を有

することが知られている [33-36]。また、GSH と比較し、MT のラジカルスカベンジ

ャー能は 300 倍以上高いことから [34]、MT を上昇させることが GSH を増加させる

ことよりも防御効果を高められると考えられる。本論文では、Zn を 3 回前投与する

ことで、肝臓・腎臓で共に 20 倍以上 MT を誘導することに成功した。この条件下で

CCl4 を投与すると MT 量は肝臓・腎臓でそれぞれ 43 %と 71 %減少が認められた。本

実験で MT の測定に使用した Cd-hem法は MT が 7 つの Cd と結合することを利用し、

Cd 量から相対的に MT 量を測定する方法である [31, 43]。そのため、ラジカルによっ

て攻撃された MT は酸化型に変化し、その結果 Cd 結合能が消失するため、数値とし

て反映されないと推察される。このことからも MT が自身のラジカルスカベンジャー

能によって GSH などの他の抗酸化物質の代償物質として機能することで、CCl4 によ

って誘導されるラジカルに対して防御的に働くことが示唆された。また、放射標識し

た CCl4 と MT が結合することも報告されていることもその仮説を支持するものとい

える。 

第 1 章と第 2 章の結果から、Zn によって誘導された MT が CCl4 によって誘導され

るラジカルの作用を抑制することで、脂質過酸化などの下流のイベントが生じにくく

なっていることが推察される。これらは既存の抑制機構と同等であるといえる。しか

し、これまでの報告と比較すると、Zn を複数回ならびに高用量を投与することで MT

量の発現誘導レベルを最大限高めている。このことが、致死という究極の毒性への対

応策であると考えられる。 
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第 3 章 

亜鉛前投与がブロモベンゼン毒性発現に及ぼす効果 

 

第 1 節 目的  

ブロモベンゼン (BB) は難燃剤、医薬、農薬、香料の中間体などの用途で使用され

る有用な化合物である一方で、重篤な肝障害を引き起こすことが報告されている [56-

60]。このことから、CCl4 と同様に、肝障害惹起化合物として、しばしば研究で用いら

れている。BB の毒性発現機構は多段階の反応を経る [62-66]。まず、BB が CYP によ

って代謝を受け、BB-3, 4-oxide、2-bromohydroquinone、4-bromocatecol などに変換され

る[67-69]。次の段階としてラジカルが生成される。これらのフリーラジカルは抗酸化

物質に捕捉される (GSH やチオールタンパクと反応する) と考えられる。しかし、こ

れらのフリーラジカルが過剰量になると、GSH などの枯渇が起こる結果、酸化ストレ

スが惹起され、Ca ホメオスタシスが破綻する。第 4 段階として、ATP の枯渇や細胞

内 Ca の上昇が引き起こされ、最終的に壊死となる。また、CCl4 は GSH を直接的には

減少させないアルキル化剤として分類されているが、BB は GSH 枯渇化合物として分

類されており、作用機構が異なる [61]。このことから、BB は CCl4 とは異なる毒性発

現機構を有した肝障害惹起化合物として考えられている。MT が CCl4 だけでなく、BB

に対しても毒性防御効果があるならば、肝障害を惹起する化合物に対する抑制効果の

普遍化に繋がる。 

そこで、BB による毒性に対する Zn 前投与の毒性軽減効果を検討した。 
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第 2 節 実験材料および実験方法 

1. 試薬 

 全ての試薬は、市販の特級試薬および研究用試薬を使用した。商品名・販売業者お

よび特に必要あるものに関しては別途記載した。 

2. 動物 

 6 週齢の ddY 系雄性マウスを日本 SLC から購入し、1 週間飼育環境に馴化させてか

ら検討を行った。明暗周期 12 時間 (8 時-20 時：明、20 時-8 時：暗)、室温 24 ± 1°C、

湿度 55 ± 5 %の環境で飼育し、固形飼料 CE-2 及び水は自由摂取させた。本研究は金

城学院大学動物実験委員会の承認を得て実施した。 

3. Zn 前投与による BB 毒性試験 

BB (東京化成工業株式会社) を投与する 72、48 及び 24 時間前に硫酸亜鉛・7 水和

物を 50 mg Zn/kg  (10 mL/kg body weight) の用量で皮下投与した。0 時間に BB を 1.2 

g/kg の用量で腹腔内投与し、24 時間ごとに生存の有無を確認し、72 時間まで観察を

行った。また、同様の方法で BB を投与 18 時間後に肝臓・腎臓および血液を麻酔下で

摘出および採取した。肝臓および腎臓は 0.1 g を 2 mL チューブに加え、液体窒素に入

れた後で-80 °C に保存した。また、肝臓の左葉および左腎の組織を 2～3 mm ずつに切

り分けてティシュー・テックのカセットの中に入れた後、15 %中性ホルマリン緩衝液 

(pH 7.2) を加え、脱気処理を真空ポンプ (アズワン) にて行ったものを保存した。血

液は 10 分間遠心 (1,500×g, 4°C) した後、上清 (血漿) を取り、-80°C で保存した。ま

た、肝臓および腎臓 0.2～0.3 g を試験管の中に加えた組織を原子吸光による Ca 測定

に用いた。なお、BB や Zn の投与は 14 時に実施した。 

4. 生化学的パラメーター解析 

ALT、AST、クレアチニンおよび BUN は第 2 章の方法と同様に実施した (page 16)。 

5. H&E 染色および PAS 染色 

H&E 染色および PAS 染色は、第 2 章の方法と同様に実施した (page 19)。 

6. 脂質過酸化の測定 
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マウス肝臓組織の脂質過酸化の測定は第 2 章の方法と同様に実施した (page 17)。 

7. 総抗酸化力の測定 

マウス肝臓中の総抗酸化力は第 2 章の方法と同様に実施した (page 18)。 

8. 原子吸光による Ca 測定 

肝臓および腎臓 0.2～0.3 g を均一になるように混ぜた組織を試験管の中へ入れた後、

過塩素酸 (Sigma-Aldrich) : 硝酸 (関東化学株式会社)を 1 : 4 で混ぜた溶液 (微量元素

測定用グレード) を 0.5 mL 加え、一晩反応させた。翌日に、湿式法によって灰化を実

施した。90 °C で 2 時間、110 °C で 2 時間反応させた後、130 °C まで温度を上昇させ、

灰化が完全に完了するまで反応させた。なお、混合液が蒸発した際は硝酸を随時加え

た。反応終了後、メッシュによってフィルターろ過を実施しながら、滅菌蒸留水でメ

スフラスコを用いて、5 mL になるようメスアップした。 

Ca 濃度は、原子吸光 Z-2300 にて測定した。検量線として、0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 2.0, 

4.0, 6.0, 8.0 ppm の標準液を用い、二次の回帰式で Ca 量を算出した。 

9. Cd-hem 法 

第 1 章、第 2 章に記載した方法に準じた (page 5, 20)。 

10. 統計 

検定は SPSS 19.0 (SPSS Inc.) を用いて、致死率の有意差検定はχ2 乗検定、その他

の複数の比較検定は Tukey-Kramer method による一元配置分散分析によって実施した。 
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第 3 節 実験結果 

 

第 1 項 ブロモベンゼン致死毒性に対する亜鉛前投与の効果 

本項では、Zn の前投与によって BB による致死毒性を消失できるか否か検討を行っ

た。 

12 匹の 8 週齢の ddY 系雄性マウスに対して、1.2 g/kg の用量の BB を腹腔内投与す

ると、投与 24 時間で 58.3 %のマウスの死亡が確認された (7 匹死亡) 。また、48 時

間後で 91.7 %とほとんどのマウスが死亡した (11 匹死亡) 。その一方で、Zn を前投

与すると、72 時間で 1 匹 (8.3%) のマウスが死亡したが、48 時間までは死亡例は観

察されなかった。 

 
Figure 15. Effect of multiple pretreatment with Zn on acute BB-induced lethal toxicity. 

Mice (groups of n=12) were injected subcutaneously with 50 mg/kg Zn or saline for a total of 

three doses at 24-hr intervals. At 24 hr after the final pretreatment dose, mice were injected 

intraperitoneally with 1.2 g/kg BB. The mice were observed every 24 hr until 72 hr post-BB 

injection to determine mortality in each group. *P < 0.05 and **P < 0.01 versus BB group. 
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第 2 項 亜鉛前投与が肝臓における BB 毒性軽減に及ぼす効果 

 BB 投与 18 時間後における肝臓への障害に対する Zn の効果を検討した。まず、肝

障害を検討する目的で、血漿中の ALT および AST を測定した (Fig. 16)。その結果、

ALT の平均値は約 4000 IU/L、AST では約 7000 IU/L まで上昇が確認された。それに

対して、Zn を前投与すると、ALT が 44 IU/L、AST が 117 IU/L と正常値に限りなく近

い値であった。 

 次に、生化学的検討と並行して組織学的検討を実施した(Fig. 17)。まず、H&E 染色

による組織学的形態変化を検討したところ、BB 投与マウスでは中心静脈付近に多く

の壊死が認められた。その一方で、Zn を前投与することで、壊死はほとんど確認され

なかった。 

 肝臓中の酸化ストレスを測定する目的に、脂質過酸化および抗酸化力を測定した 

(Fig.18)。その結果、BB によって脂質過酸化の増加ならびに抗酸化力の低下が認めら

れた。また、Zn の前投与でそれらの変化が消失した。 

 さらに、肝臓中の Ca 量を原子吸光によって測定した。その結果、BB 投与によっ

て、肝臓中の Ca 量が有意に増加するのに対して、Zn を前投与すると、有意な Ca 量

の減少が確認された (Fig. 19)。 

 また、Zn の前投与における MT の影響を検討する目的で、MT 量の測定を行った 

(Fig. 20)。その結果、Zn の前投与で MT 量は、対照群の約 33 倍の 1240 g/g liver まで

上昇した。Zn により誘導された MT 量は、BB を投与することで 26 % 減少し、909 

g/g liver であった。 
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Figure 16. Effect of pretreatment with Zn on hepatic function levels. 

Mice were injected subcutaneously with 50 mg/kg Zn for a total of three times at 24-hr intervals. 

At 24 hr after the final pretreatment dose, mice were injected intraperitoneally (i.p.) with 1.2 

g/kg BB. Plasma levels of hepatic enzymes were determined 18 hr after the administration of 

BB. Panels (A), (B) indicate ALT and AST, respectively. Data are plotted as mean ± S.D. of 

groups of four or six mice each. ##P < 0.01 versus control group, and **P < 0.01 versus BB 

group. 
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Figure 17. Pretreatment with Zn protects animals from acute BB-induced hepatotoxicity. 

Mice were injected subcutaneously with 50 mg/kg Zn for a total of three times at 24-hr intervals. 

At 24 hr after the final pretreatment dose, mice were injected intraperitoneally (i.p.) with 1.2 

g/kg BB. Animals were euthanized at 18 hr post-intraperitoneal injection and livers were 

harvested at necropsy. Liver specimens were fixed and processed by standard methods, and 

sections were stained with H&E (A-C) or PAS (D-F). These micrographs provide 10x 

magnified images of representative H&E- or PAS-stained sections from liver obtained from 

control (A and D), BB (B and E), and Zn + BB (C and F) animals. The image in (B) reveals 

severe necrosis around the central vein (zone 3) in a BB-exposed animal, in contrast to the 

mostly normal hepatic structure seen in (A) and (C). The image in (E) reveals almost complete 

depletion of hepatic glycogen following BB intoxication; in contrast, pretreatment with Zn 

prevented some of this glycogen depletion in BB-treated animals (F). 
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Figure 18. Pretreatment with Zn counteracts the effects of acute BB-induced toxicity on hepatic 

MDA levels and antioxidant power. 

Mice were injected subcutaneously with 50 mg/kg Zn for a total of three times at 24-hr intervals. 

At 24 hr after the final pretreatment dose, mice were injected intraperitoneally (i.p.) with 1.2 

g/kg BB. Animals were euthanized at 18 hr post-intraperitoneal injection and livers were 

harvested at necropsy. Specimens of liver were assessed for MDA levels and trolox levels. Data 

are presented as mean ± S.D. of groups of four or six mice each. ##P < 0.01 versus control group, 

*P < 0.05 versus BB group, and **P < 0.01 versus BB group. 

 

 

 

Figure 19. Pretreatment with Zn counteracts the effects of acute BB-induced toxicity on hepatic 

Ca levels. 

Mice were injected subcutaneously with 50 mg/kg Zn for a total of three times at 24-hr intervals. 

At 24 hr after the final pretreatment dose, mice were injected intraperitoneally (i.p.) with 1.2 

g/kg BB. Animals were euthanized at 18 hr post-intraperitoneal injection and livers were 

harvested at necropsy. Specimens of livers were assessed for Ca levels. Data are presented as 

mean ± S.D. of groups of four or six mice each. ##P < 0.01 versus control group and **P < 0.01 

versus BB group. 
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Figure 20. Effect of pretreatment with Zn on hepatic MT protein levels following acute BB-

induced toxicity. 

Mice were injected subcutaneously with 50 mg/kg Zn for a total of three times at 24-hr intervals. 

At 24 hr after the final pretreatment dose, mice were injected intraperitoneally (i.p.) with 1.2 

g/kg BB. Animals were euthanized at 18 hr post-intraperitoneal injection and livers were 

harvested at necropsy. Specimens of livers were assessed for MT levels. Data are presented as 

mean ± S.D. of groups of four or six mice each. ##P < 0.01 versus control group and **P < 0.01 

versus Zn group. 
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第 3 項 亜鉛前投与が腎臓におけるブロモベンゼン毒性軽減に及ぼす効果 

  

BB の標的臓器として肝臓が広く知られているが、その一方で腎臓にも障害を及ぼ

すことが報告されている。そこで、本項では、BB 投与 18 時間後における腎臓への障

害に対する Zn の効果を検討した。 

 まず、BB 投与による腎障害のパラメーターとして血漿中のクレアチニンおよび

BUN を測定した (Fig. 21)。その結果、両パラメーターで、それらの平均値は、各々1.8

倍と 3.2 倍に増加していた (P < 0.01)。それに対して、Zn を前投与すると、有意な減

少が認められた  (P < 0.01)。 

 次に、組織学的検討を実施した (Fig. 22)。H&E 染色による組織学的形態変化を検討

したところ、BB 投与マウスでは近位尿細管に障害が認められた。その一方で、Zn 前

投与では、BB 投与で認められた障害は確認されなかった。 

 また、腎臓中の酸化ストレスを測定する目的で、脂質過酸化および抗酸化力を測定

した (Fig. 23)。その結果、BB によって脂質過酸化の増加ならびに抗酸化力の低下が

認められた。また、Zn の前投与でそれらの変化が消失した。 

 さらに、Ca 濃度を測定した。その結果、BB 投与によって、腎臓中の Ca 濃度が有

意に増加するのに対して (P < 0.01)、Zn を前投与すると、Ca 濃度は有意に減少した 

(P < 0.01) (Fig. 24)。 

 また、MT の測定を行ったところ、Zn の前投与で MT 量が 548 g/g kidney (control

と比較し、52 倍上昇) まで上昇したのに対して、BB を投与することで 343 g/g kidney 

(36 % 減少) まで減少していることが明らかとなった (Fig. 25)。 
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Figure 21. Effect of pretreatment with Zn on renal function levels. 

Mice were injected subcutaneously with 50 mg/kg Zn for a total of three times at 24-hr intervals. 

At 24 hr after the final pretreatment dose, mice were injected intraperitoneally (i.p.) with 1.2 

g/kg BB. Plasma levels of renal enzymes were determined 18 hr after the administration of BB. 

Panels (A), (B) indicate creatinine and BUN, respectively. Data are plotted as mean ± S.D. of 

groups of four or six mice each. ##P < 0.01 versus control group, *P < 0.05 versus BB group 

and **P < 0.01 versus BB group. 

 

 

 
Figure 22. Pretreatment with Zn protects animals from acute BB-induced nephrotoxicity.  

Mice were injected subcutaneously with 50 mg/kg Zn for a total of three times at 24-hr intervals. 

At 24 hr after the final pretreatment dose, mice were injected intraperitoneally (i.p.) with 1.2 

g/kg BB. Animals were euthanized at 18 hr post-intraperitoneal injection and kidneys were 

harvested at necropsy. Kidney specimens were fixed and processed into paraffin blocks by 

standard methods, and sections were stained with H&E. Micrographs in (A), (B), and (C) 

provide 20x magnified images of representative H&E-stained sections from kidneys obtained 

from control, BB, and Zn + BB animals, respectively. The image in (B) reveals swelling, 

degeneration, and the appearance of protein columna (indicative of penetration of protein into 

the renal proximal tubules) in a BB-exposed animal, in contrast to the mostly normal renal 

structures seen in (A) and (C).  
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Figure 23. Pretreatment with Zn counteracts the effects of acute BB-induced toxicity on renal 

MDA levels and antioxidant power. 

Mice were injected subcutaneously with 50 mg/kg Zn for a total of three times at 24-hr intervals. 

At 24 hr after the final pretreatment dose, mice were injected intraperitoneally (i.p.) with 1.2 

g/kg BB. Animals were euthanized at 18 hr post-intraperitoneal injection and kidneys were 

harvested at necropsy. Specimens of kidneys were assessed for MDA levels and trolox levels. 

Data are presented as mean ± S.D. of groups of four or six mice each. ##P < 0.01 versus control 

group and *P < 0.05 versus BB group. 

 

 

 

Figure 24. Pretreatment with Zn counteracts the effects of acute BB-induced toxicity on renal 

Ca levels. 

Mice were injected subcutaneously with 50 mg/kg Zn for a total of three times at 24-hr intervals. 

At 24 hr after the final pretreatment dose, mice were injected intraperitoneally (i.p.) with 1.2 

g/kg BB. Animals were euthanized at 18 hr post-intraperitoneal injection and livers were 

harvested at necropsy. Specimens of kidneys were assessed for Ca levels. Data are presented as 

mean ± S.D. of groups of four or six mice each. ##P < 0.01 versus control group and **P < 0.01 

versus BB group. 
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Figure 25. Effect of pretreatment with Zn on renal MT protein levels following acute BB-

induced toxicity. 

Mice were injected subcutaneously with 50 mg/kg Zn for a total of three times at 24-hr intervals. 

At 24 hr after the final pretreatment dose, mice were injected intraperitoneally (i.p.) with 1.2 

g/kg BB. Animals were euthanized at 18 hr post-intraperitoneal injection and livers were 

harvested at necropsy. Specimens of kidneys were assessed for MT levels. Data are presented 

as mean ± S.D. of groups of four or six mice each. ##P < 0.01 versus control group and **P < 

0.01 versus Zn group. 
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第 4 節 考察 

CCl4 は代表的な肝障害惹起化合物として知られているが、すべての肝障害を網羅で

きているわけではない。すなわち、Zn 前投与によって得られた結果が CCl4 のみで得

られた現象であることも否めない。このことから、他の肝障害や腎障害を引き起こす

化合物に対して拡張・一般化を検討するために、GSH 枯渇化合物として分類されてい

る BB を用いて実験を行った。 

本検討では、Zn の前投与によって、BB による致死毒性を 48 時間までは完全に抑

制することが確認できた (Fig. 15)。また、肝臓や腎臓の障害マーカーや組織学的検討

でもそれぞれの臓器で障害の抑制作用が認められた。BB の毒性は、肝臓では主に BB-

3, 4-oxide、腎臓では 2-bromohydroquinone、4-bromocatecol が障害を引き起こすと考え

られており、臓器によって化合物が異なっている [67-72]。このことから、肝臓と腎臓

のそれぞれにおいて、BB の代謝物を抑制することが考えられた。 

肝臓組織では小葉付近の広範囲にわたって壊死が観察できた (Fig. 17)。それに対し

て、腎臓では障害は近位尿細管に限局していた。これらの結果は、腎臓での障害は軽

度であり、BB による致死を引き起こす臓器 (致死臓器) としては肝臓であることを

示唆する。 

前述のとおり、BB による毒性発現機構は多段階であり、これらの多くの作用点に

着目して、様々な化合物を用いて、毒性軽減の研究が行われている [63, 73-77]。肝障

害では、細胞死に伴い、細胞質の Ca 濃度が上昇することが報告されている。また、

MDA は脂質過酸化の最終生成物として知られている。本章では肝臓および腎臓中の

Ca ならびに MDA が有意に減少していることから少なくとも最終的な段階よりは前

の作用点で毒性を軽減していると考えられる。 

さらに、MT はラジカルスカベンジャー能が非常に高い抗酸化物質であり、Zn によ

って大量に誘導される [31, 43, 44]。Zn の前投与で 30 倍近く MT 量が増加することを

確認しているが (第 2 章)、BB を投与すると 18 時間後には肝臓では 26 %、腎臓では

36 %の MT 量が減少していた。Cd-hem 法は MT が 7 つの Cd と結合することを利用
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している [31, 43]。そのため、ラジカルによって攻撃された MT は酸化型に変化し、

その結果 Cd 結合能が消失するため、数値として反映されないことが考えられる。こ

のことからも MT が自身のラジカルスカベンジャー能によって GSH などの他の抗酸

化物質の代償物質として機能することで、BB によって誘導されるラジカルに対して

防御的に働くことが示唆される。 

Nigel らの報告では、BB 投与 55 時間までの ALT や AST の値の推移を検討したと

ころ時間依存的な肝障害マーカーの増加が確認されている [78]。また、肝障害を示す

アセトアミノフェンは 12 時間 [79]、CCl4 は 24 時間 [80] という報告があり、BB の

作用時間は長いといえる。Zn 前投与の効果として CCl4 による致死毒性は 24 時間後

までは完全に抑制できている点は BB も同様であるが、BB では 72 時間後では 1 匹の

マウスが死亡した。この相違は化合物の特徴の違いによって規定されると考えられた。 

BB による肝障害モデル動物に対しても、Zn の前投与で致死を抑制できることを見

出した。複数の肝障害モデル動物で致死を抑制する作用を明らかと出来たことから、

今後は実際に副作用として致死を引き起こすような医薬品に対象を拡張し、より意義

のあるものにしたい。 
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第 4 章 

低カルシウム血症が四塩化炭素毒性軽減に及ぼす効果 

 

第 1 節 目的  

 第 1、2 章では CCl4 致死毒性に対する Zn 前投与の毒性軽減の検討、第 3 章では BB

による致死毒性に対する Zn 前投与の毒性軽減の検討を実施した。これらはそれぞれ

メカニズムの異なる肝障害惹起化合物である。本研究にて複数の肝障害モデル動物に

対して、亜鉛の前投与で致死を防御出来る結果が得られた。しかしながら、Zn による

前投与によって肝臓および腎臓の両臓器に対する毒性を軽減していることを明らか

にしている。このことは、ある臓器が重篤なダメージを受けることで、動物が死に至

るだけでなく、複数の臓器の障害が相加的に加わることで致死が起こることも否定で

きない。つまり、肝臓や腎臓といった一臓器が致命臓器になるだけでなく、多臓器不

全によって死亡する場合も否定できない。また、Zn の前投与によって、致死の抑制は

明らかとしたが、どのような因子が原因となって致死が引き起こすかは明らかに出来

ていない。また、そのような報告は筆者の知る限り存在しない。 

 カルシウムは骨代謝や神経伝達など重要な役割を果たしている。また、肝障害に関

しても、障害の終末現象としてカルシウムが増加することが明らかとなっている [8, 

12, 66]。最近、培養細胞を用いた検討で、細胞を Cd 処理する際に、カルシウムを含

まない培地中では Cd の毒性が軽減されることを見出している (data not shown) 。Cd

は急性毒性として肝障害を引き起こすこと、また CCl4 や BB と同様に、酸化ストレス

の亢進を引き起こすことが明らかとなっている。このことから、類似した毒性発現機

構が成立すると推察される。カルシウムを含まない培地で Cd の毒性が軽減されたと

いう知見は、カルシウムが肝障害の終末現象以前にも作用することが考えられる。 

そこで、本章ではカルシウム欠乏食を与えて低カルシウム血症モデル動物を作製す

ることで、実際にカルシウムが CCl4 の毒性に関与しているか否か検討した。 

 



46 
 

第 2 節 実験材料および実験方法 

 

1. 試薬 

 全ての試薬は、市販の特級試薬および研究用試薬を使用した。商品名・販売業者お

よび特に必要あるものに関しては別途記載した。 

2. 動物 

 3 週齢の ddY 系雄性マウスを日本 SLC から購入し、1 週間飼育環境に馴化させてか

ら検討を行った。明暗周期 12 時間 (8 時-20 時：明、20 時-8 時：暗)、室温 24 ± 1°C、

湿度 55 ± 5 %の環境で飼育し、CE-2 (日本クレア) またはカルシウム欠乏食 (オリエ

ンタル酵母：AIN-93 を基準にカルシウムを除いた餌) 及び水は自由摂取させた。本研

究は金城学院大学動物実験委員会の承認を得て実施した。 

3. カルシウム欠乏食を給餌させた動物の血漿カルシウム濃度の測定 

4 週齢の ddY 系雄性マウスを 2 群に分けて、通常食 (CE-2) およびカルシウム欠乏

食をそれぞれ自由に与え、4 週間飼育を行った。また、1 週間ごとに体重の測定を実

施するとともに、2 週間ごとに血漿中のカルシウム濃度を測定した。 

4. CCl4 毒性試験 

8 週齢まで飼育した ddY 系雄性マウスに対して、CCl4 を 2 g/kg の用量で腹腔内投

与し、6 時間後および 24 時間後に血液を採取した。血液は 10 分間遠心 (1,500×g, 4°C) 

した後、上清 (血漿) を取り、-80 °C で保存した。また、CCl4 投与 24 時間後では、麻

酔下で肝臓を摘出した。肝臓 0.1 g を 2 mL チューブに加え、液体窒素に入れた後で-

80°C に保存した。また、肝臓の左葉の組織を 2-3 mm ずつに切り分けてティシュー・

テックのカセットの中に入れた後、15 %中性ホルマリン緩衝液 (pH7.2) を加え、脱気

処理を真空ポンプにて行ったものを保存した。 

5. 生化学的パラメーター解析 

ALT、AST、クレアチニンおよび BUN は第 2 章の方法と同様に実施した (page 16)。血漿

中のカルシウム濃度はカルシウム E-テストワコー (和光純薬) のプロトコールに従って行っ
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た。96 well plate (NUNC) に血漿 2.5L を加えた後、緩衝液を 100 L 加えた後、発色試

液 50 L を加えた。発色試液を加えた後に、直ちに 610 nm の吸光度を測定した。これ

らの数値の算出は各パラメーターで検量線を作成し、その数値に対する相対的な吸光

度より計算した。 

6. 脂質過酸化の測定 

マウス肝臓組織による脂質過酸化の測定は第 2 章の方法と同様に実施した (page 17)。 

7. 総抗酸化力の測定 

マウス肝臓中の総抗酸化力は第 2 章の方法と同様に実施した (page 18)。 

8. H&E 染色および PAS 染色 

H&E 染色および PAS 染色は、第 2 章の方法と同様に実施した (page 19)。 

9. total RNA の抽出 

  total RNA の抽出は第 1 章の方法と同様に実施した (page 4)。 

10. one step リアルタイム RT-PCR 

リアルタイム RT-PCR は One Step SYBR PrimeScript PLUS RT-PCR kit (Perfect Real Time : 

タカラバイオ) のプロトコールに従って行った。 Total RNA 30 ng に標的遺伝子に特異的な

10 pmol/ L forward primer (FP)  0.8 L および 10 pmol/L reverse primer (RP) 0.8 L、2 

x step SYBR RT-PCR Buffer 4 を 10 L、TaKaRa Ex Taq HS Mix 1.2 L、PrimeScript Plus 

RTase Mix 0.4 L、ROX Reference Dye 0.4 L、 DEPC 処理水 4.4 L を加え、これを

Applied Biosystems 7300 (APPlied Biosystems) を用いて PCR 反応を行い、データを解析し

た。反応条件は 42°C で 5 分間反応させた後、95°C で 10 秒間熱変性を行った。その後、

95°C で 5 秒間、60°C で 31 秒を 1 サイクルとして、40 サイクル反応を行った。なお、

解析には比較 Ct 法を用いた。また、リアルタイム RT-PCR のプライマー配列は Table 4 に示

す。なお、内部標準として GAPDH を用い、各測定値を補正した。 

11. 統計 

検定は SPSS 19.0 (SPSS Inc.) を用いて Tukey-Kramer method による一元配置分散分

析を実施した。 
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Table 4.   Oligonucleotide primer sequences and PCR conditions for real-time RT-PCR 

Gene 
(Accession No.) 

 Primer sequences   PCR Product 
length (bp)  Sequence (5’ to 3’)   

TNF Forward  GAA CTT CGG GGT GAT CGG TC 
 

 
84 (NM_013693)   Reverse  GTG AGG GTC TGG GCC ATA G  

IL-6 Forward  GAA ATG ATG GAT GCT ACC AAA CTG 
 

 
94 (NM_031168)   Reverse  TAC TCC AGG TAG CTA TGG TAC TC  

CYP2E1 Forward CAT TCC TGT GTT CCA GGA GTA CAA G   91 
(NM_021282) Reverse GAT ACT TAG GGA AAA CCT CCG CAC   
GAPDH Forward  TGG TGA AGG TCG GTG TGA AC         

 
 

98 (NM_008084)   Reverse  GTC GTT GAT GGC AAC AAT CTC C       
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第 3 節 実験結果 

 

まず、カルシウム欠乏食における影響を検討した。4 週間の給餌条件下において、

体重に関しては通常食とカルシウム欠乏食で大きな差は認められなかった (Fig. 26B)。

その一方で、血漿中のカルシウム濃度は給餌 2 週間から減少が確認された。また、4

週間の給餌で約 30%の減少が認められた (Fig. 26A)。このことから、4 週間のカルシ

ウム欠乏食の給餌で、体重等に影響はなく、低カルシウム血症モデルマウスの作製に

成功した。 

次に、この条件下で、CCl4 を投与し、毒性影響の検討を行った。その結果、カルシ

ウム欠乏食を与えたマウスにおいては、通常食を与えたマウスと比較して、CCl4 の毒

性は軽減された (CCl4 投与 6 時間、24 時間後の血漿中 ALT および AST の活性上昇は

通常食給餌の 50 %程度であった; Fig. 27) 。次にクレアチニンおよび BUN の測定を

CCl4 投与 24 時間で実施した (Table 5)。その結果、CCl4 の投与によって、両パラメー

ターの上昇が確認されたが、カルシウム欠乏食の影響は認められなかった。さらに、

肝臓について、酸化ストレスマーカーとして、脂質過酸化 (MDA) と抗酸化力を測定

したところ、CCl4 によって上昇した MDA 値がカルシウム欠乏食では減少し、抗酸化

力はカルシウム欠乏食では低下の割合が減弱した (Fig. 28)。 

 次に、組織学的検討を実施した (Fig. 29)。H&E 染色による組織学的形態変化を検討

したところ、control では、細胞質や核小体が正常な機能形態を示しているのに対して、

CCl4 投与マウスでは、壊死が広範囲にわたって確認された (Fig. 29A)。その一方で、

カルシウム欠乏食を給餌した CCl4 投与群では、通常食を給餌した CCl4 投与マウスと

比較して、組織学的にも傷害度が減弱している結果が得られた (Fig. 29C)。さらに、

グリコーゲンを染色する PAS 染色を実施したところ、control では肝臓組織全体にグ

リコーゲンが蓄積していた。また、通常食を給餌した CCl4 投与マウスではグリコー

ゲンがほとんど枯渇していた。それに対して、カルシウム欠乏食を給餌した CCl4 投

与群では、グリコーゲンの減少は認められるものの、一定量のグリコーゲンの保持が
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確認された (Fig. 29F)。 

次にカルシウム欠乏食による CCl4 肝毒性の影響を検証する目的で、炎症系サイト

カインとして知られる TNF-と IL-6、またラジカル生成に必要とされている CYP2E1 

の mRNA 発現量をリアルタイム RT-PCR にて測定した (Fig .30)。その結果、TNF-と

IL-6 は CCl4 投与によって、有意な上昇が認められているが、カルシウム欠乏食では

通常食を給餌したマウスより有意な減少が確認された。また、CYP2E1はCCl4投与で、

30 % 前後の低下が認められたが、餌による変化は確認されなかった。 

 

 

 

Figure 26. Effect of feeding a normal diet versus a Ca-deficient diet on body weight and plasma 

Ca concentration. 

Mice were freely fed a normal diet or a Ca-deficient diet for 4 weeks of age for a period of 4 

weeks. Plasma Ca levels (A) were determined every 2 weeks and body weight change (B) was 

observed every week. Data indicate mean ± S.D. for 8-9 mice. ** P < 0.01 versus 0-week Ca-

deficient group, ## P < 0.01 versus normal diet group at the same week. 
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Figure 27. Effect of Ca-deficient diet on ALT and AST activities in CCl4-induced toxicity. 

Mice were fed a normal diet or a Ca-deficient diet for from 4 weeks of age for a period of 4 

weeks. At 8weeks of age, the mice were injected intraperitoneally with 2 g/kg CCl4. At 6 hr (A 

and B) and 24 hr (C and D) post CCl4 injection, plasma ALT (A and C) and AST (B and D) 

activities were determined. Data indicate mean ± S.D. for 6-9 mice. ** P < 0.01 versus control, 
# P < 0.05 and ## P < 0.01 versus normal diet + CCl4 group. 

 

Table 5. Effect of Ca-deficient diet on creatinine and BUN levels in CCl4-induced toxicity. 

 creatinine (mg/dL) BUN (mg/dL) 

control 0.34 ± 0.05 20.03 ± 2.82 

normal diet + CCl4 0.72 ± 0.15** 32.69 ± 10.82** 

Ca-deficient diet + CCl4 0.71 ± 0.14** 29.79 ± 7.59* 

  Mice were fed a normal diet or a Ca-deficient diet from 4weeks of age for a period of 4 weeks. 

At 8 weeks of age, the mice were injected intraperitoneally with 2 g/kg CCl4. Plasma creatinine 

and blood urea nitrogen (BUN) were determined after 24 hr injection. Data indicate mean ± 

S.D. for 6-9 mice. * P < 0.05 and ** P < 0.01 versus control. 
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Figure 28. Effect of Ca-deficient diet on MDA levels and antioxidant power in CCl4-induced 

toxicity. 

Mice were fed a normal diet or a Ca-deficient diet from 4 weeks of age for a period of 4 weeks. 

At 8 weeks of age, the mice were injected intraperitoneally with 2 g/kg CCl4. MDA levels (A) 

and total antioxidant power (B) in the liver were determined 24 hr after injection. Data indicate 

mean ± S.D. for 6-9 mice. ** P < 0.01 versus control, # P < 0.05 and ## P < 0.01 versus normal 

diet + CCl4 group. 

 

Figure 29. Ca-deficient diet protects animals from acute CCl4-induced hepatotoxicity. 

Mice were fed a normal diet or a Ca-deficient diet from 4 weeks of age for a period of 4 weeks. 

At 8 weeks of age, the mice were injected intraperitoneally with 2 g/kg CCl4. Animals were 

euthanized at 24 hr after the intraperitoneal injection and livers were harvested at necropsy. 

Liver specimens were fixed and processed by standard methods, and sections were stained with 

H&E (A-C) or PAS (D-F). These micrographs provide 10x magnified images of representative 

H&E- or PAS-stained sections from liver obtained from control (A and D), normal diet + CCl4 

(B and E), and Ca-deficient diet + CCl4 (C and F) animals. The image in (B) reveals severe 

necrosis around the central vein in CCl4 exposed animals fed a normal diet, in contrast to the 

mostly normal hepatic structure seen in (A) and (C). The image in (E) reveals almost complete 

depletion of hepatic glycogen following CCl4 intoxication while on a normal diet; in contrast, 

Ca-deficient diet group shows prevention of some of this glycogen depletion (F). 
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Figure 30. Effect of Ca-deficient diet on CCl4-induced liver inflammation and CYP induction. 

Mice were fed a normal diet or a Ca-deficient diet from 4 weeks of age for a period of 4 weeks. 

At 8 weeks of age, the mice were injected intraperitoneally with 2 g/kg CCl4. 24 hr after CCl4 

injection, total RNA was isolated from the mice livers. Quantitative RT-PCR analysis was 

performed. The amount of quantified target mRNA was normalized by GAPDH mRNA. (A), 

(B), and (C) indicate TNF, IL-6, and CYP2E1, respectively. Data indicate mean ± S.D. for  

6-9 mice. ** P < 0.01 versus control, # P < 0.05 and ## P < 0.01 versus normal diet + CCl4 group. 

N.S.: not significant. 
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第 4 節 考察 

 本章では、4 週間のカルシウム欠乏食の給餌で、体重や肝・腎への障害もなく低カ

ルシウム血症モデルマウスを作製することが出来た。この条件下で、CCl4 を投与した

ところ、カルシウム欠乏食群で肝障害は軽減されたが、腎臓について、差は認められ

なかった。このことからも CCl4 の致命臓器は肝臓であることが示唆される。また、肝

臓中のカルシウム濃度は今回の検討では有意な差は認められなかったことから (data 

not shown)、血漿中のカルシウム濃度が重要であることが示唆された。 

 CCl4 毒性に対する血漿中カルシウムの作用点を明らかにする目的で、CYP2E1 の発

現量を測定した。CCl4 は CYP2E1 によって活性化を受けラジカルとなった後に、ラジ

カル自身が CYP2E1 を攻撃することで、CYP2E1 の発現量が減少することが明らかと

なっている [81, 82]。また、CCl4 毒性を抑制するものとして、CYP2E1 の発現量が CCl4

投与群と比べ、回復していることも報告されている [83-86]。このことから、CYP2E1

の発現量の回復が CCl4 の毒性軽減に関与している可能性を検証した。しかし、CCl4 投

与で両群とも減少が認められたが、群間での差は認められなかった。このことから、

カルシウムの関与は CYP2E1 以降の経路であるといえる。 

 CCl4 による毒性は CYP2E1 によって誘導されるラジカルが酸化ストレスを介して

毒性を惹起すると考えられている[12, 48, 87, 88]。そこで、酸化ストレスマーカーとし

て知られている脂質過酸化を測定した。その結果、カルシウム欠乏食では通常食より

も脂質過酸化量が減少していることを明らかとした。また、炎症と CCl4 毒性に関し

ても多くの報告が存在する[16, 55, 86, 89, 90]。炎症におけるカルシウム欠乏食の関与

を検討したところ、TNF-および IL-6 mRNA 発現量の減少がカルシウム欠乏食で認め

られた。これらのことから、少なくとも脂質過酸化の亢進と炎症反応に対してカルシ

ウムが寄与するものと考えられる。脂質過酸化の亢進と炎症反応の経路は複合的であ

るため、それぞれを抑制しているか、もしくは上流に対してカルシウムが関与してい

るかは明らかとなっていないが、その点については今後の課題となるであろう。 

 また、カルシウムシグナルは、きわめて多様でかつ重要な細胞機能の制御に寄与し
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ており、カルシウムだけでなくカルシウム結合タンパクの存在や細胞内カルシウム濃

度を調節するためのイオンチャネル・ポンプ・トランスポーターなど複合的な経路が

複雑に関与しあっている[91]。また、本章においては、カルシウム全体の量を見てい

るため、詳細な検討ができていない。そのため、今後、細胞内のカルシウムの分子型

などをより詳細に検討し、肝臓特異的にカルシウム濃度の増加を阻害するような化合

物を開発できれば、画期的な治療薬になりうる。本研究はその基盤となる研究となる

と考える。 
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総括 

 

肝臓は代謝、腎臓は生体異物の排泄において主要な役割を果たしている。このため、

肝臓や腎臓は化学物質の毒性が惹起された際に多くの攻撃を受ける臓器であるとい

える。これらは、生命を維持する上で重要な臓器であり、肝臓や腎臓の増悪化によっ

て生活習慣病にかかりやすいことも明らかになっている。そのため、肝臓や腎臓を良

好な状態に保つことが QOL を上昇させる上で重要となってくる。CCl4 は種々の動物

で肝臓に激しい障害を起こし、その病態がヒトの障害と非常に類似している。このこ

とを利用して、肝障害惹起化合物として研究等で広く用いられている。CCl4 を用いた

研究は 1960 年代から開始され、今なお精力的に行われており、天然物など様々な成

分が肝障害を軽減させる結果が明らかとなっている。その一方で、致死を抑制する個

体レベルの毒性発現の研究は、ほとんど見られない。この原因として、致死を究極の

毒性の病態モデルとして考え、毒性発現の研究を遂行するという発想は、これまでに

見られない。また、軽度な障害に対する治療効果は認められるが、致死を引き起こす

ほどの用量については効果が認められない等が推察される。天然物等に含まれる成分

の作用機構の解明を行うことは非常に重要である。その一方で、解熱鎮痛剤や生活習

慣病の改善薬を服用することが原因で、死亡する例もあることから致死を引き起こす

高濃度の毒物に対する防御作用を研究することも非常に重要な研究領域である。 

第 1 章では、致死を引き起こす CCl4 投与の投与量および投与経路の探索を行った

結果、投与量は 4 g/kg、投与経路は腹腔内投与と決定した。この条件下に対して、Zn

を 3 回前投与することで、CCl4 による致死毒性を完全に抑制することを示した。この

抑制作用は Zn や Cd の 1 回前投与では致死の減少傾向は認められたものの、完全な

抑制は認められなかった。また、Zn や Cd に共通して誘導される因子として、MT が

挙げられ、肝臓中の発現量を検討した。その結果、投与回数依存的な発現増加と致死

率の減少に関連が認められた。 

第 2 章では Zn を前投与した際の、CCl4 致死毒性抑制の防御機構を肝臓と腎臓を用
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いて、比較検討した。肝臓と腎臓の両臓器において Zn による臓器障害の減少が生化

学的パラメーターおよび組織学的観察において明らかとなった。また、Zn によって上

昇した MT が CCl4 の投与で明らかな減少を示した。以上の結果から、MT が生体内抗

酸化物質の代償物質として機能することにより、毒性を抑制していることを提示した。

また、肝臓と腎臓の傷害の程度を比較すると、腎傷害は軽度であり、致死を引き起こ

す致命臓器は肝臓であることが示唆された。なお、防御機構は既存の報告と同じ Zn

によって誘導された MT のラジカルスカベンジャー能を介した抑制であった。そのた

め、致死を引き起こす毒性に対して、防御を行うためには大量の MT を誘導させる必

要があるといえる。 

第 3 章では、CCl4 以外の肝障害惹起化合物である BB を用いて、Zn による前投与

で防御作用が認められるか検討を行った。その結果、CCl4 の結果と同様に Zn の前投

与で、BB による致死毒性を防御することを見出した。 

第 4 章では、致死を引き起こす因子の候補としてカルシウムに着目し、低カルシウ

ム血症条件下での CCl4 毒性に対する影響を評価した。また低カルシウム血症のマウ

スは、4 週間のカルシウム欠乏食の給餌で作製した。その結果、肝障害マーカー・組

織学的検討・脂質過酸化および炎症系サイトカインなどの増悪因子に対して、低カル

シウム血症のマウスでは毒性の減弱作用が認められた。また、CCl4 の毒性起点となる

CYP2E1 の mRNA 発現レベルを検討したが有意な差は認められなかった。このことか

ら、低カルシウム血症による CCl4 軽減の作用点としてはラジカル生成以降の段階か

ら脂質過酸化の間で起こることが示唆された。 

これまで、CCl4 を含めた肝障害を引き起こす化合物において、カルシウム増加は認

められるが、それらは細胞死の終末現象として捉えられていた。しかし、本論文にお

いて、カルシウムが細胞死の終末以外のイベントにも関与することを見出した。カル

シウムは生態の維持に不可欠な役割を果たしている。そのため、作用点は非常に多岐

にわたることから、現段階で詳細な作用点を明らかにすることは困難である。しかし

ながら、CCl4 以外の化合物においてもカルシウムによって毒性が変動するか明らかに
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することが出来れば非常に有意義な研究となることが期待される。また、カルシウム

のタブレットは医薬品だけでなく、健康食品として広く販売されている。本研究で、

それらを過剰に摂取すると毒性の作用増強を示唆するものであり栄養学の学問領域

においても非常に意義のある結果を提示できたものといえる。 
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