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研究成果の概要（和文）：炎症性サイトカインにより膵血管内皮細胞に MAdCAM-1 が発現し、そ

の透過性が亢進した。IL-10 は MAdCAM-1 の発現を抑制し、リンパ球浸潤を抑制すると考えられ

た。マウスセルレイン膵炎では、IL-10 誘導薬剤により、膵重量増加および血清アミラーゼ値

上昇が抑制され、膵炎抑制効果を有すると考えられた。今後、より効率に IL-10 を誘導する薬

剤の開発が膵炎進展抑制に貢献する可能性があると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Several inflammatory cytokines induced expression of MAdCAM-1 on 

the vascular endothelial cells of pancreas and increased permeability of endothelium. 

It was suggested that infiltration of lymphocytes were inhibited by IL-10 because IL-10 

inhibited expression of MAdCAM-1. In cerulean-induced pancreatitis model of mice, 

IL-10-inducing drugs were considered effective against pancreatitis because the 

increasing of body weight and serum amylase levels of mice ware inhibited by glatiramer 

acetate which induced expression of IL-10. Consequently, progression of IL-10-inducing 

drugs are contributable for the therapy of pancreatitis.
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１．研究開始当初の背景
現在でも難治性疾患である膵炎治療に関

する研究は、膵星細胞の線維化進展機構研究
が中心に行われている。急性膵炎の初期には、
臨床的に膵浮腫が生じることは明白である
が、その発症機序は不明である。一方、一般
的にサイトカインにより血管内皮細胞で接

着因子が発現し、その結果、好中球やリンパ
球の浸潤が起こり、臓器傷害が発症する。ま
た各臓器の血管内皮細胞に、臓器特異的な接
着因子の発現があり、その結果、異なる疾患
が発症すると考えられる。
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本研究は、膵血管内皮細胞に焦点を当てた
新たな膵炎治療の確立を目的とした。申請者
の確立した膵血管内皮細胞を用いて、炎症性
サイトカインによる血管透過性につき検討を
行った。また抗炎症性サイトカインである
IL-10を加えることによる血管透過性の変化
を検討した。

次に血管内皮細胞における炎症性サイトカ
インによる接着因子MAdCAM-1の発現を検討し、
IL-10のその抑制効果につき検討を行った。さ
らにマウスセルレイン膵炎に対するIL-10誘
導薬剤による膵炎抑制効果について検討した。
現在、IL-10誘導薬剤として、酢酸グラチマラ
ーが知られている。酢酸グラチマラーは分子
量14000‐23000のL-アラニン、Ｌ―リジン、
Ｌ－チロシンから合成されたミエリン構成た
んぱく類似物質で、多発性硬化症の治療薬で
あり、酢酸グラチマラーによるin vivoでの膵
炎抑制効果を検討した。

３．研究の方法
(1) 膵臓血管内皮細胞株(PMEC)を 24 ウエル
4CバイオコートインサートコラーゲンIに撒
き、TNF-α、IL-1β、IFN‐γ を各濃度で投
与、3時間後の細胞間電気抵抗値（TER）を測
定した。次に、TNF-α、IL-1β、IFN‐γ 投
与時に IL-10（20ng/ml）を同時に投与し、3
時間後の TER を測定した。

(2) 次に、PMEC を使用し、TNF-α、IL-1β、
IFN‐γ 刺激後、24 時間、48 時間、72 時間
における TER を測定した。

(3) 炎症性腸疾患における炎症を誘導する中
心的役割をする接着因子であるMAdCAM-1の発
現を検討した。炎症性サイトカイン（TNF-α
、IL-1β、IFN‐γ）刺激後のMAdCAM-1発現の
用量依存性や時間依存性をウエスタンブロッ
ト法で検討を行った。次に抗炎症性サイトカ
イン（IL-10）を同時投与および前投与（24
時間）し、MAdCAM-1の発現を検討した。

(4) 20－22ｇマウスを用いてセルレイン
（50μｇ/ｋｇ、1時間ごとに8回腹腔内投与）
による膵炎を作成した。酢酸グラチマラーは
セルレイン膵炎作成 4 日前より 2.5ｍｇを連
日腹腔内投与、計 5回投与した。今回①コン
トロール群、②生理食塩水前投与セルレイン
膵炎群 ③酢酸グラチマラー前投与セルレ
イン群の 3群において、マウス重量、膵重量
の測定、血清アミラーゼ値測定、膵炎の病理
組織学的検討（浮腫、好中球浸潤、実質壊死
のスコア化）を行った。

４．研究成果
(1) 研究の主な成果
① TNF-α、IL-1β 刺激後、TER の低下は 3

時間後では有意差は認めなかったが、TER 低
下の傾向を認めた。TER の変化に TNF-α と
IL-1β の濃度依存性は認めなかった。一方、
IFN‐γ 刺激では TER 低下は認めなかった。
次に IL-10 同時投与では TNF-α による TER
低下には影響を与えなかった。IL-1βおよび
IFN‐γ と IL-10 の同時投与でも同様の結果
であった。

② TNF-α、IFN‐γ 刺激後、24 時間後では
有意な TER の低下を認めたが、48 時間、72
時間後では、逆に回復傾向を示した。一方、
IL-1β 刺激では、72 時間まで TER 低下が持
続した。

③ TNF-α、 IL-1β刺激後、 12時間後で
MAdCAM-1の発現を確認し、24時間後でプラト
ーになった。またMAdCAM-1は、TNF-α、IL-1β
の濃度に依存してその発現の増強を認めた。
一方、IFN‐γによる刺激ではMAdCAM-1の発現
は認めなかった。次にIL-10の同時投与では
MAdCAM-1の発現には影響を与えなかったが、
IL-10の前投与ではMAdCAM-1発現の減弱を認
めた。

④ コントロール群での体重あたりの％膵重
量（膵重量/体重×100）は 1.41％、生理食塩
水前投与セルレイン膵炎群では 1.93％であ
った。一方、酢酸グラチマラー前投与セルレ
イン膵炎群では 1.77％であり、生理食塩水前
投与群に比較して％膵重量の増加に対する
抑制効果が認められた（図１）。

％膵重量

    図１ 体重あたりの％膵重量の比較

また血清アミラーゼ値はコントロール群で
882Ｕ/Ｌ、生理食塩水前投与セルレイン膵炎
群では 18660Ｕ/Ｌであった。酢酸グラチマラ
ー前投与セルレイン膵炎群では 100550Ｕ/Ｌ
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を示し、セルレイン膵炎による血清アミラー
ゼ値の上昇に対する酢酸グラチマラーの抑
制効果が認められた（図２）。

    図２ 血清アミラーゼ値の比較

一方、病理組織学的検討では、浮腫、好中
球浸潤、実質壊死の評価を行ったが、生理食
塩水前投与セルレイン膵炎群と酢酸グラチ
マラー前投与セルレイン膵炎群に明らかな
差は認められなかった。

(2) 考察
本研究では、各種炎症性サイトカインによ

り、膵血管内皮細胞の透過性亢進が生じるこ
とが証明され、作用発現時間が異なることが
示された。また本研究においての IL-10 の血
管透過性抑制効果に関する検討を行ったが、
投与3時間後では予想に反して血管透過性抑
制効果は認められなかった。治療的意義の点
から今後はさらに IL-10 投与後の TER の経時
的検討が必要であると考えている。

また各種炎症性サイトカインにより、膵血
管内皮細胞における接着因子 MAdcAM-1 が発
現することが示された。MAdcAM-1 発現はリン
パ球の接着を示唆することより、IL-10 によ
る MAdcAM-1 の発現抑制は、リンパ球浸潤を
抑制するものと考える。今後は、他の接着因
子に関する検討が必要と考える。

マウスセルレイン膵炎では、IL-10誘導薬剤
である酢酸グラチマラーの前投与により、体
重あたりの膵重量増加の抑制、血清アミラー
ゼ値上昇の抑制効果が認められた。病理学的
検討では酢酸グラチマラーにより浮腫、出血
、壊死範囲には明らかな差がなかったが、膵
炎抑制効果を示唆するものと考えている。今
後はさらに、酢酸グラチマラーの至適量の検
討が必要となってくると考えている。

(3) 結語
IL-10 による膵炎抑制効果を in vivo で示

し,その機序を血管内皮細胞株を用いて示し
た。既に IL-10 誘導薬剤も開発されており、
より効率に IL-10を誘導する薬剤の開発が膵
炎進展抑制に貢献する可能性があると考え
ている。
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