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研究成果の概要（和文）： メタボリックシンドロームの合併症として非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）や脳卒中易
発性高血圧自然発症（SHR-SP）ラットにおけるキマーゼ阻害薬の効果を検討した。ハムスターNASHモデルでは、キマー
ゼ阻害薬による血漿中ASTおよびALTが改善され、肝臓組織中の脂肪滴や線維化の改善効果も示された。SHR-SPラットで
キマーゼ阻害薬は血圧に影響なく抗酸化作用と血管内皮への炎症細胞浸潤防止を介して血管内皮機能障害を予防した。
キマーゼ阻害薬は有意に生存期間も延長させた。
 これらの結果は、キマーゼ阻害がメタボリックシンドロームの合併症を予防するのに有用なストラテジーになること
を示唆する。

研究成果の概要（英文）： Effects of the chymase inhibitor were evaluated on animal models with the non-alc
oholic steatohepatitis (NASH) and stroke-prone spontaneously hypertensive (SHR-SP) rats as complications o
f the metabolic syndrome. In a hamster NASH model, plasma levels of AST and ALT were improved by the chyma
se inhibitor and the improvement of lipid deposition and fibrosis was also observed. In SHR-SP rats, the c
hymase inhibitor showed to prevent the vascular endothelial dysfunction via the anti-oxidative effect and 
the prevention of inflammatory cell-infiltration into the endothelium without hypotensive effect. The chym
ase inhibitor also extended the survival term.
 These results suggest that chymase inhibition become the useful strategy to prevent the complication of m
etabolic syndrome.
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１．研究開始当初の背景 
（1）キマーゼは、血管組織に存在する非ア
ンジオテンシン変換酵素（ACE）のアンジオ
テンシン II 産生酵素として精製された。その
後、キマーゼは、アンジオテンシン II の産生
以 外 に も Transforming-Growth Factor
（TGF） -βや Matrix metalloproteinase
（MMP）-9 の活性化作用も有することが in 
vitro で報告された。 
 
（2）キマーゼ阻害薬は、冠動脈結紮による
心筋梗塞後の急性心不全モデルや大動脈を
エラスターゼ処置した急性の大動脈瘤モデ
ルにおいて、心臓や血管の機能障害を予防す
ることが示されてきた。その一方で、キマー
ゼ阻害薬は、血圧や血中脂質などへの影響が
なく、メタボリックシンドロームによるが合
併症（心臓や血管、その他の慢性の臓器障害）
に対する影響は不明であった。 
 
２．研究の目的 
（1）メタボリックシンドロームの合併症と
して脂肪肝が進行した非アルコール性脂肪
性肝炎（NASH）におけるキマーゼの経時的
病態解析とキマーゼ阻害薬による治療効果
を解析することを目的とした。 
 
（2）メタボリックシンドロームの合併症と
して高血圧モデルにおけるキマーゼの経時
的解析とキマーゼ阻害薬による血管保護、そ
して、脳卒中発症予防について解析すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）NASH モデルは、8 週齢の雄性ハムスタ
ーにメチオニン・コリン欠損（MCD）食を 12
週間与えることにより作製した。この時点で
正常食とMCD食で飼育した一部のハムスター
の血液および肝臓を解析した。NASH の病態形
成を確認後、プラセボまたはキマーゼ阻害薬
を 12 週間投与したのち解析した（プラセボ
群およびキマーゼ阻害薬群：各群 n=5）。普通
食で飼育したハムスターを正常群とした
（n=5）。血液では AST、ALT の解析を行い、
肝臓組織抽出液を用いてキマーゼ活性や脂
質過酸化物質のマロンジアルデヒド（MDA）
やアンジオテンシン II の濃度、TGF-β、コ
ラーゲン Iおよびコラーゲン IIIなどの遺伝
子発現を測定した。また、肝臓組織切片をＨ
Ｅ染色およびアザン染色し、脂肪滴および線
維化領域をそれぞれ評価した。 
 
（2）SHR-SP は、4 週齢の雄性ラットを用い
て正常群は Wistar Kyoto（WKY）ラットを用
いた。2 つの実験を行い、1 つは８週間プラ
セボまたはキマーゼ阻害薬を投与した実験
で各群８匹を使用し、コントロール群の WKY
ラットも８匹を使用した。12 週齢まで試験開
始後 8 週間、血圧、体重を測定し、その後、
血液および心臓と血管を摘出して解析した。

血液では、血漿中のレニン活性、ACE 活性、
アンジオテンシン II 濃度を測定した。血管
組織では、摘出血管によるアセチルコリンに
よる弛緩反応を解析し、内皮機能の指標とし
て評価した。残りの血管で、キマーゼ、MMP-9、
ACE、p22phoxなどの活性や遺伝子発現を測定し、
心臓ではキマーゼやコラーゲンIおよびコラ
ーゲン III などの遺伝子発現を測定した。 
 
（2）8 週間薬物投与した SHR-SP の血管組織
切片を用いて組織学的解析を行った。電子顕
微鏡にて血管内皮を解析し、内皮細胞への単
球/マクロファージの浸潤程度を観察した。
また、抗単球/マクロファージ抗体を用いた
免疫染色を行い、単位血管面積あたりの血管
内皮細胞へ浸潤した単球/マクロファージ数
を計測した。 
 
（3）SHR-SPを用いたもう1つの実験として、
生存率に対するキマーゼ阻害薬の影響を解
析するため、４週齢の雄性 SHR-SP にプラセ
ボまたはキマーゼ阻害薬の投与を開始し、全
ラットが死亡するまで観察した（プラセボ群
およびキマーゼ阻害薬群：各群：20 匹）。こ
の観察期間、４週毎に血圧および体重を測定
した。 
 
４．研究成果 
 
（1）ハムスターNASH モデルにおけるキマー
ゼ阻害薬の治療効果 
①12 週間 MCD 食負荷による NASH モデルの解
析 
 MCD 食負荷後 12 週の時点で、正常食群に比
して血中の AST および ALT は有意に増加し、
肝臓組織中のキマーゼ活性、アンジオテンシ
ン II 濃度、MDA 値は有意に増加した。また、
肝臓組織中のコラーゲンIIIの遺伝子発現レ
ベルも有意に上昇していた。肝臓組織切片に
おける脂肪滴および線維化面積は有意に増
加した。これらの結果より、12 週間 MCD 食を
ハムスターに負荷することで NASH が形成さ
れることが確認でき、NASH が形成されている
肝臓ではキマーゼが有意に増加することが
示された。 
 
②キマーゼ阻害薬による NASH の治療効果 
 MCD食負荷を12週間行ったハムスターNASH
モデルにMCD食負荷を持続しつつプラセボま
たはキマーゼ阻害薬の投与を 12 週間行って
解析した。血中の AST および ALT は、プラセ
ボ群では投薬前（MCD 食負荷 12 週後）より更
に高値になったのに対し、キマーゼ阻害薬群
は投薬前の時点の値に比して有意に減少し、
プラセボ群とも有意に差があった。また、肝
臓組織中の脂肪滴および線維化面積もキマ
ーゼ阻害薬投与群で、投薬前に比べて有意な
低下を示した。更に、コラーゲン I、コラー
ゲン III、α-smooth muscle actin、PDGF、
TGF-βなどの線維化関連の遺伝子発現量も



キマーゼ阻害薬群はプラセボ群に比して有
意に減少していた。 
これらの結果より、キマーゼ阻害薬は、一

旦形成された NASH に対して治療効果がある
ことが示された。 
 
（2）SHR-SP におけるキマーゼ阻害薬の効果 
①血管内皮障害に対するキマーゼ阻害薬の
効果 
4 週齢の時点で既にコントロールの WKY ラ

ットに比べて SHR-SP の血圧は有意に高く、
プラセボまたはキマーゼ阻害薬を8週間投与
後、両群とも 240 mmHg 前後の非常に高い血
圧値を示し、両群間の血圧に差はなかった
（図 1Ａ）。血管組織抽出液中のキマーゼ活性
およびキマーゼの遺伝子発現量は共に
SHR-SP のプラセボ群でコントロール群に比
して有意に増加していた。しかし、それらは、
キマーゼ阻害薬で有意に抑制された。 
摘出した血管によるアセチルコリンによ

る弛緩反応はコントロール群に比べて有意
にプラセボ群で減弱したのに対し、キマーゼ
阻害薬群は有意にこの弛緩反応の減弱を予
防し、コントロール群との間に有意差を認め
なかった（図 1Ｂ）。また、血管組織中の MDA
値もプラセボ群で有意に増加したが、キマー
ゼ阻害薬群では有意に抑制されていた（図 1
Ｃ）。 
一方、血中のレニン活性、ACE 活性および

アンジオテンシン II濃度にはキマーゼ阻害薬
は、血圧同様に影響がなかった。 
これらの結果は、キマーゼ阻害薬が降圧効

果やレニン-アンジオテンシン系に影響する
ことなく、酸化ストレスを軽減して血管内皮
障害を予防したことを示唆する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 心臓においても SHR-SP 群のプラセボ群で
コントロール群に比したキマーゼの増加が
確認され、キマーゼ阻害薬群では有意に抑制
された。また、コラーゲン Iやコラーゲン III
の遺伝子発現もプラセボ群で有意に増加し
ていたが、キマーゼ阻害薬群で有意に抑制さ
れ、心臓/体重比もプラセボ群でコントロー
ル群よりも大きかったが、キマーゼ阻害薬群
では有意に減少していた。 
 これらの結果は、キマーゼ阻害薬が、降圧
機序を介さずに SHR-SP の心肥大および心臓
へのコラーゲン沈着を予防したことを示唆

する。 
 
②血管内皮への炎症細胞浸潤に対するキマ
ーゼ阻害薬の効果 
プラセボまたはキマーゼ阻害薬を8週間投

与後に摘出した血管組織切片の電子顕微鏡
による典型写真（図 2Ａ）と光学顕微鏡によ
る抗単球/マクロファージ抗体による免疫染
色した典型写真（図 2Ｂ）を示した。 
電子顕微鏡による解析および免疫染色に

よる単球/マクロファージの免疫染色の結果
では、コントロール群で単球/マクロファー
ジの血管内皮への浸潤はほとんど見られな
かった。しかし、プラセボ群では単球/マク
ロファージの浸潤が明らかに増加し、キマー
ゼ阻害薬ではその増加が抑制されていた。定
量した結果が図 3Ｃになり、プラセボ群でコ
ントロール群に比べて有意に増加し、キマー
ゼ阻害薬群で有意に減少した。 
これらのことより、キマーゼ阻害薬は血管

内皮への炎症細胞浸潤抑制作用を有するこ
とを示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
③SHR-SP の生存期間に対するキマーゼ阻害
薬の効果 
 キマーゼ阻害薬およびプラセボ群は、投与
後 8週までは死亡例を認めなかったが、投与
後8週直後からプラセボ群では死亡例が急増
し始めた（図 3Ａ）。一方、キマーゼ阻害薬群
も投与後 10 週を超えた頃より死亡例が出始



めた。そして、投与後 22 週を超えた時点で
プラセボ群は、全20匹のラットが死亡した。
一方、キマーゼ阻害薬群では投与後 32 週を
超えた時点で全てのラットが死亡し、生存期
間を約 1.5 倍、有意に延長させた（図 3Ａ）。
また、プラセボ群の血圧は、死亡例が出始め
た投与後 8 週から上昇することなく、250 
mmHg を超えるラットはほとんどなかったの
に対し、キマーゼ阻害薬群では、投与後 20
週まで上昇を続け、約 270 mmHg 近くまで平
均値が上昇した（図 3Ｂ）。 
 これらの結果は、キマーゼ阻害薬が、降圧
効果なしで血管保護効果を発揮し、生存期間
を延長させることを示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 本研究期間に行った実験結果より、キマー
ゼ阻害薬には、メタボリックシンドロームに
よる慢性的な臓器障害（合併症）の発症や進
展にも深く関与すること、そして、キマーゼ
阻害薬が、これらの合併症予防に有用である
ことが示唆された。現在、メタボリックシン
ドロームの症状の軽減目的で使用されてい
る高血圧治療薬、高脂血症治療薬、糖尿病治
療薬とキマーゼ阻害薬との併用による有用
性が期待される。 
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