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研究成果の概要： 

ラット急性膵炎モデルに副腎摘出を行うと短時間で全例死亡するが、メチルプレドニゾロン

(m-PLS)パルス投与を行うと死亡例はなかった。膵および肺における炎症細胞浸潤の組織学的

評価と同時に、組織中および血中の各種炎症性サイトカイン、とくにマクロファージ遊走化阻

止因子 MIF の分子生物学評価から、急性膵炎発症早期の全身性重症化機序に副腎皮質機能の

関与とMIF制御の重要性が示唆された。 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００７年度 2,100,000 630,000 2,730,000 

２００８年度 800,000 240,000 1,040,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 2,900,000 870,000 3,770,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学、消化器内科学 
キーワード：急性膵炎、重症化機序、重要臓器不全、サイトカイン、MIF、副腎ステロイド 
 
 
１．研究開始当初の背景 

急性膵炎はひとたび重症化すると、膵壊死

から広範な炎症波及という膵局所の重症化

とともに発症早期から重要臓器機能不全

（MOF）という全身性重症化に至り、治療法

が進歩した現在においても未だに致死率が

高い疾病である。MOF への進展機序について

は未だに明らかでない点も多いが、SIRS（全

身性炎症反応症候群）としての重症急性膵炎

の病態は”cytokine storm”であるといわれ

てきた。血液濾過浄化療法としての CHDF は

cytokine stormの悪循環を遮断する治療法の

一つとして臨床応用されている。しかい、こ

の cytokine storm のトリガーおよび制御機

構については明らかではなかった。 

近年、急性炎症に際して、早期からサイト

カインネットワークを起動させ他のサイト

カインの発現を促すイニシエーター役割を

担っているマクロファージ遊走化阻止因子

（macrophage migration inhibitory factor: 
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MIF）が注目されてきた。この MIF の産生、

分泌の調節因子として内因性ステロイドの

関与が示唆されてきた。しかし、急性膵炎進

展および重症化機序への MIF の関与は不明で

あり、急性膵炎における副腎皮質機能の変化、

内因性および外因性ステロイドの影響につ

いては全く明らかでなかった。われわれは、

急性膵炎では MOFの一環として副腎皮質機能

不全が生じているという作業仮説のもとに、

MIF を含めた cytokine storm の制御と重症化

阻止対策の研究の方向性を目指した。 

 
 
２．研究の目的 

臨床の場において、重症急性膵炎は未だに

致死率が高い疾病である。そこで重症急性膵

炎の救命率を高める目的で、急性膵炎では重

要臓器機能不全（MOF）の一環として副腎機

能不全が生じているのか？内因性ステロイ

ド低下状態では急性膵炎は重症化するの

か？急性膵炎重症化に関与する各種炎症性

サイトカインの中でより上位に位置する

Macrophage migration inhibitory factor 

(MIF)の動態は副腎皮質機能に左右される

か？などの疑問点に関して明らかでなかっ

た。このような観点から急性膵炎発症早期で

の重症化機序における副腎皮質機能の役割

の解明と MIF 制御から進展阻止対策を念頭に

おいた新たな治療的戦略の臨床的応用を目

指した。 

 
 
３．研究の方法 
（１）実験モデルの作成： 

急性膵炎モデルは以下の方法で実験的に作

成した。8 週齢 Wistar 系雄性ラット(体重約

260g)を用いた。約 16 時間の絶飲食の後、エ

ーテル麻酔下に開腹し十二指腸を胆膵管十

二指腸開口部上下 2cm で結紮し closed 

duodenal loop(CDL)を作成し、これにより作

成される CDL 膵炎を実験に用いた。この膵炎

群を中心に以下の実験群 8群を実験に供した。

①単開腹群（コントロール）、②CDL 膵炎群、

③副腎摘出群、④副腎摘出＋CDL 膵炎群、こ

の４群にそれぞれに外因性ステロイドとし

てメチルプレドニゾロン(mPLS)を単回パル

ス投与した群、すなわち、⑤単開腹＋ｍPLS

群、⑥CDL＋ｍPLS群、⑦副腎摘出＋ｍPLS 群、

⑧副腎摘出＋CDL＋ｍPLS 群の計８群を作成

した。m-PSL 単回投与に対する対照としては

生食投与を行った。 

（２）検索および解析項目とその方法： 

各群の生存率を求め、生存群では CDL 作成後

0, 1, 2, 4, 6 時間後に腹水、血清，膵と肺

組織をサンプリングした。m-PSL はソルメド

ロール®を使用し、30mg/kg を生理的食塩水に

溶解し CDL作成５分前に尾静脈より投与した。

血清では Blue starch 法によるアミラーゼ活

性と ELISA 法による MIF 定量を行った。MIF 

を含む各種サイトカイン mRNA 発現は total 

mRNA を抽出し、RT-PCR 法にて解析した。す

なわち、Chomczynski の方法に基づき TRIzol

を用いて total mRAN を抽出し、逆転写酵素

により逆転写し cDNA を作成する。この検体

に RT-PCR を行い、産物をエチジウムブロマ

イドで視覚化し、測定値は G3PDH にて補正す

る。RT-PCR の対象遺伝子は MIF、TNFα、IL-1

β、IL-6、MCP-1、IL-8 とした。組織学的に

HE 染色と MIF 免疫染色（抗 MIF 抗体、抗 MCP-1

抗体、抗 ED-1 抗体等を用いた ABC 法）を行

う。膵組織に関しては浮腫、炎症、壊死の程

度を Grise の方法により評価した。肺組織で

の炎症細胞浸潤の程度は HE 染色標本で肺胞

単位での炎症細胞を肺胞 50 個に対してカウ

ントした。 

 なお、上記の動物実験は京都府立医科大

学動物実験指針に基づいて行った。 

 

 

４．研究成果 
（１）各実験群における生存率と内因性ステ
ロイド枯渇状態での致死的侵襲の強さ： 

単開腹群では、操作後 6時間以内での死亡
例はなかった。副腎摘出群では n=12 におい
て 8/12 が 1 時間以内に、全例が 2 時間以内
に死亡した。CDL 膵炎+副腎摘出群では n=18
において全例が 1 時間以内に死亡した。CDL
膵炎群においては n=12 において 1/12 が 6時
間以内に死亡したが、m-PLS 投与群では死亡
例はなかった。したがって、ラットでは急性
膵炎にかかわらず副腎摘出すなわち内因性
ステロイド枯渇状態は、致死的侵襲であった。
このために内因性副腎機能低下状態での膵
炎の進展過程の探索は困難と判断した。 
 
（２）CDL膵炎における外因性ステロイド・
パルス投与の効果： 
①膵および肺組織での MIFおよび各種サイト

カイン mRNA 発現 

CDL作成後6時間のMIF mRNAとIL-6, IL-8, 

IL-1β, TNF-α mRNA 発現を膵および肺組織

において経時的に検討した（図 1）。MIF mRNA

は膵において 1 時間後から、肺において 2時

間後から有意な発現が認められた。膵では

MIF に遅れて IL-8, IL-6 mRNA 発現が認めら

れた。肺では 1 時間後に IL-6, IL-8 mRNA 発

現が、6時間後に IL-1β mRNA 発現が認めら



 

 

れた。

 
 

 

②膵湿重量、腹水量、血清アミラーゼ活性と

血清 MIF の変化 

CDL 膵炎 6時間後増加した湿重量および腹

水量は m-PSL 単回投与群で有意に抑制された

(図２A, B)。膵炎誘導後２時間後より急激な

上昇を認めた血清アミラーゼ活性ならびに 1

時間後から有意な高値を持続した血清 MIFは

m-PSL 単回投与群で有意に抑制された（図 2C, 

D）。 

 

 
 

 

③膵における炎症性変化の組織学的評価と

MIF 免疫組織学的検索と m-PLS の効果 

CDL膵炎における H.E.標本での膵組織学的

評価の結果、m-PSL 群では膵炎誘導後６時間

後での比較では対照群に比較して有意に浮

腫、炎症、壊死に関しては改善が認められた

（図 3）。 

 
 

膵組織における MIF 免疫染色での検討では

CDL 膵炎６時間後では膵管上皮における MIF

発現が増強していたが、このMIF発現はm-PSL

投与後には減弱していた（図 4上段）。 膵

炎誘導後 1時間後から認められた膵組織内の

MIF mRNA 発現は 6時間の経過を通して

m-PSL-pulse により抑制されていた（図 4 下

段）。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
④肺における肺胞内炎症細胞浸潤と MIF 免疫
組織学的検索と m-PLS の効果： 

肺組織の HE 染色標本では膵炎誘導後経時

的な肺胞内炎症細胞数の増加が認められた。

m-PSL パルス投与においては６時間後で比較

すると有意にその炎症細胞数が抑制されて

いた（図 5）。 

 

 



 

 

肺組織における MIF 免疫染色の検討では、

CDL 膵炎 6時間後では気管支上皮における

MIF 発現が増強していたが、この MIF 発現は

m-PSL 投与群では明らかに減弱していた（図

６上段）。一方、膵炎誘導 2 時間後をピーク

とする肺組織内の MIF mRNA 発現の増大は、

m-PSL-pulse により CDL6 時間の経過を通し

て完全に抑制されていた（図６下段）。 

 

 
 

⑤内因性副腎ステロイド低下状態での MIFは

じめサイトカイン動態の検索 

当初研究計画で検索を予定していた副腎

摘出時の MIF はじめ各種サイトカインの動態

と急性膵炎の病態解析は、前述の如く、膵炎

の有無にかかわらず、短時間で副腎摘出後ラ

ットが全例死亡したことから、今回解析は困

難であった。 

 
（３）総括： 

重症化機序としての重要臓器機能不全

（MOF）発現の一環として副腎機能不全が生

じているのか？内因性ステロイド低下状態

では重症化するのか？急性膵炎重症化に関

与する各種炎症性サイトカインの中でより

上位に位置する MIF の動態は副腎皮質機能で

本当に左右されるか？などの検討を行い、副

腎皮質機能と重症化機序の解明をラット急

性膵炎モデルで行った。 

今回、ラット急性膵炎モデルにおける副腎

摘出術の侵襲は予想以上に大きく、短時間に

全例死亡した。しかし、外因性ステロイドの

パルス単回投与で生存率だけでなく、劇的な

改善効果が膵に加えて肺において、組織学的

変化とともに MIFをはじめとする分子生物学

的検討からも実証された。急性膵炎発症早期

の重症化制御に副腎皮質機能の関与の重要

性が高いことが示唆され、治療的戦略として

の意義が明らかになった。 
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