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研究成果の概要（和文）：本研究ではマクロファージ（MF）の分極制御を介した慢性炎症の結果生じる臓器線維
化新規治療法の開発を目指した。まず、S-アリル シ ステインをリード化合物として8種類の新規化合物を合成
した。ラット骨髄由来のMφを培養し、MFの分極誘導における抑制効果を検討した。X-3（仮）とY-1（仮）がそ
の他の化合物に比し高い有効性を確認した。この二物質添加を添加したMFの上清は肝星細胞の線維素産生を抑制
した。現在、in vivoの動物実験を進行中である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to develop a new method to suppress organ fibrosis 
resulting from chronic inflammation through the control of macrophage (MF) polarization. First, 
eight new compounds were synthesized using S-allyl cysteine as the lead compound. MF derived from 
rat bone marrow were collected and cultured, and the inhibitory effect on MF polarization induction 
was examined. X-3 (tentative) and Y-1 (tentative) were confirmed to be more effective than other 
compounds. The supernatant of MF supplemented with these two substances suppressed collagen 
production in hepatic stellate cells. In vivo animal experiments are currently being conducted.

研究分野：肝臓内科

キーワード： 臓器線維化　肝硬変　マクロファージ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来、肝硬変や肺線維症など慢性炎症に起因する臓器線維化に対する有効な治療法は確立されていない。本研究
では、慢性炎症に起因する臓器線維化をマクロファージの分極を制御することにより病態の進行を抑制するとい
う画期的なものである。我々はS-アリルシステイン（ＳＡＣ）がこの効果を有することを以前に報告したが、さ
らに有効で安定、安全性の高い物質を探索し、2種の新規化合物の有効性をin vitroで確認した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
臓器や組織に線維性の細胞外基質が過剰に沈着した状態が「線維化」であり，一般には傷害

の加わった臓器や組織の創傷治癒における一過程である．しかし，この細胞外基質の産生と分

解のバランスが崩れ過剰な状態が続くと，臓器の硬化性変化を引き起こし，機能障害のみなら

ず，ひいては臓器不全に至ることもある．したがって臓器線維化の制御および予防は重要な臨

床課題である． 

臓器局所での慢性炎症は、肝（肝硬変）、肺（間質性肺炎，肺線維症）、腎（腎硬化症）、

血管（動脈硬化）、皮膚（強皮症）など実に様々な臓器で多様な病変を呈するが、その線維化

の発症のメカニズムには共通点が多い。すなわち、炎症早期では、炎症の生じた組織局所に M

Φをはじめとする炎症担当細胞が集積、炎症型に分極した MΦ(M1 型 MΦ)や好中球などからサ

イトカインや増殖因子が産生・活性化され炎症が惹起される。その後、局所における炎症を収

束すべく抗炎症型に変化した MΦ（M2 型 MΦ）から抗炎症性サイトカインが放出され、炎症の

沈静化と組織の修復を来す。この際、局所の線維芽細胞は細胞外基質を多量に産生し増生す

る。この筋線維芽細胞は肝、腎、皮膚ではそれぞれ肝星細胞、メサンギウム細胞、線維芽細胞

などが形質転換した細胞である。急性炎症ではこれらの線維産生細胞の細胞外基質の産生と分

解のバランスが維持されているが、慢性炎症時にはこのバランスが崩れ、局所への線維素蓄積

すなわち臓器線維化が生じる。 

臓器線維化の結果、臓器局所への血流、酸素供給の低下が生じ、臓器機能不全が惹起される

が、これらの病態に対する治療法は開発されていない。慢性炎症に起因する疾患は前述のごと

く無数に存在し、重要臓器である肝臓、肺、腎臓に限ってもその対象患者数は数百万人以上と

推定されるため、本研究のような新しい視点での治療法の開発は急務である。 

一方，米国の Designer Food Program でも示されているようにニンニクは種々の生活習慣病

や腫瘍に対し予防効果を有する食品である．申請者らは熟成ニンニクに含まれる S-アリルシス

テイン(SAC)およびその誘導体である S-アリルグルタチオン (SAG)を新規に合成し、慢性炎症

を基盤とする臓器線維化モデルである四塩化炭素誘発肝線維化モデルやブレオマイシン誘発肺

線維症モデルにおいて、臓器線維化の進展および線維素溶解に有効であることを報告してき

た。本モデルでは線維性隔壁に沿って MΦ数も増加し、M1 型も M2 型も増加していると同時に

M2 型が優位となっている。SAG は M1 型への分極を抑制し、放出されるケモカインなどの炎症性

因子を抑制できる抗炎症作用と、過剰な M2 型ＭΦをナイーブマクロファージ(M0 型)に復する

効果があることを確認している。すなわち、これらの Sアリル化合物は、MΦの分極制御作用が

あることを見出し報告した。低分子化合物である SAC、SAG は、比較的安定で、その投与経路を

選ばず（経口投与可能）、比較的化学合成が容易で安価であるため有用な物質は考えられる

が、その安全性、効率性、生体内安定性については更に検討の余地がある。 

 

２．研究の目的 
 本研究では、慢性炎症の結果生じる各種臓器の「線維化」に起因する臓器不全の予防及び治

療法を開発することを目的とする。そこで今回、SAC の構造をもとに種々の誘導体を作成し、

in vitro における MΦの分極制御機能の有無によりスクリーニングし、有効性の確認された候

補化合物について実験線維化モデル動物における線維化進展抑制・治療効果ならびに臓器機能

の維持について検討する。具体的には、SAC をリード化合物として種々の誘導体を合成する。



慢性炎症に際して活性化し、炎症型（M1 型）や抗炎症型（M2 型）に分極するマクロファージ

（MΦ）の過剰な活性化を抑制するかどうかをスクリーニングし、線維素産生細胞の活性化への

影響や in vivo における臓器線維化を抑制ひいては臓器不全の予防、治療法の開発につなげた

い。 

 
３．研究の方法 
 これまで報告してきた SAG は、SAC に比べ MΦの分極抑制作用は著しく、線維化抑制効果も強

いことを確認しているが、生体に用いるためにはその安全性、安定性を高める必要がある。そ

こで、①SAG をリード化合物として種々の誘導体を合成 ②合成された誘導体のマクロファー

ジ分極に対する効果を検討 ③慢性炎症による病態モデル動物での候補化合物の有効性につい

て検討する。 

（１）2021 年度よりＳＡＣおよびＳＡＧをリード化合物として理論的に有効であると考えられ

る新規化合物を合成する。リード化合物である SAC、SAG はいずれも S-アリルシステイン  を

含んでおり、この S-アリル部位が活性に必須である。従って、まず活性中心近傍の化学修飾を

行い、その応答性の変化を精査する。 

（２）これらの化合物の安定性を確認の上、マクロファージの M１および M2 への分極に対する

抑制効果を比較検討する。ラット骨髄由来マクロファージ (BMDM)を採取・培養、LPS (5 

ng/ml)+INF-γ(10 ng/ml)を添加し M1 型に分極させた MΦや IL-4(10 ng/ml)+IL-13(10 ng/ml)

を添加培養し M2 に分極させた MΦ及び M0 型 MΦに対して、SAG および新規合成した化合物を添

加し、M1 型 MΦの指標である誘導型 NO 合成酵素（iNOS）ならびに M2 型 MΦの指標であるマン

ノース受容体（CD206）、Chitinase（YM-1）などの発現タンパクを Western blot 法で解析す

る。肝星細胞への直接作用およびクッパー細胞に化合物を添加した後の培養液を培養 3日目の

肝星細胞に１：１で添加した後に肝星細胞の活性化の指標である PDGF、TGF-β、α-SMA、

collagen をタンパクレベルまたは mRNA を PCR により解析する。 

（３）さらに大量合成の上、四塩化炭素誘発肝線維化モデル動物に対して投与し、N-アセチル

システインやその他の既知物質の肝線維化抑制効果および肝硬変改善効果との比較を検討す

る。具体的には、４週齢の雄性 Wistar ﾗｯﾄ（各群 n=10）に四塩化炭素（25%，2 ml/kg, 腹腔内

投与）を週 2回、９週間にわたり腹腔内投与し慢性反復性ラジカル障害による臓器線維化を惹

起する。実験開始時より①SAG(50、200mg/kg)、②SAC(50、200mg/kg)、③N-アセチルシステイ

ン(200、600mg/kg)，④新規合成した化合物および vehicle を各々経口で連日投与する。13 週

齢時に麻酔下に腹部大動脈より冷生食にて灌流後に肝、肺、腎、腹部血管、心、胸部大動脈な

どを採取する。一般的な血液生化学検査のほか血中線維化マーカーを測定、組織学的に線維化

領域を解析、各臓器組織中の線維化の指標としてヒドロキシプロリンの定量および 1型コラー

ゲン mRNA の PCR 解析、線維産生担当細胞の活性化の指標として組織中αSMA のウエスタンブロ

ット解析を行い、臓器線維化の抑制効果を解析する。 

 治療モデルとして、上記プロトコールにより四塩化炭素投与 9週後の肝硬変が完成された動

物に前述の各種薬剤を経口投与し、３週間後および６週間後に犠牲死させ、肝線維化の改善効

果を上記と同様の指標により解析する。 

 

４．研究成果 
 
2021 年度に続き 2022 年度は、ＳＡＣおよびＳＡＧをリード化合物として理論的に有効であると
考えられるさらに 8種類に新規化合物を合成した。 
 



 

その他、X-3（仮称）および Y-1（仮称）を合成した。合成の詳細並びに選択に関しては今後投

稿する論文に帰する予定である。 

Wistar 系雄性ラットの大腿骨より骨髄由来のマクロファージを採取・培養し、上清への添加

によりマクロファージの分極誘導における抑制効果を確認した。まず、Mφ上清に 0, 10-16 M, 

10-14 M, 10-12 M の新規化合物及び 10-14 M, 10-12 M の SAG を添加した。さらに LPS を 5 

ng/ml/well と IFN-γを 1 ng/ml/well 添加し、Mφを MO から M1 への分極刺激を与え 24 時間後

に細胞を回収し、iNOS のタンパク発現を解析した。iNOS タンパクは 10-14 M, 10-12 M の SAG 添加

により各々コントロールの 62％、54％に抑制された。前述の X-3 及び Y-2 を 10-16 M, 10-14 M, 

10-12 M 添加した群ではコントロールの X-3：121％、117％、141％、Y-2：74％、64％、72％と

Y-2 でのみ SAG より抑制効果が高かった。その他の新規化合物の 10-16 M～10-12 M 添加では 10-14 

M SAG 添加による iNOS タンパク発現抑制作用を超える物質は無かった。 

 次に骨髄由来 Mφ上清に 0, 10-16 M, 10-14 M, 10-12 M の新規化合物及び 10-14 M, 10-12 M の SAG

を添加した Mφに IL-4 を 10 ng/ml/well と IL-13 を 10 ng/ml/well 添加、Mφに MO から M2 へ

の分極刺激を与えた。M2Mφへの分極の指標としてマンノース受容体（CD206）および Ym1 タン

パク発現を指標に検討した。CD206 タンパクは 10-14 M, 10-12 M の SAG 添加により各々コントロ

ールの 70％、64％に抑制された。前述の X-3 及び Y-2 を 10-16 M, 10-14 M, 10-12 M 添加した群で

はコントロールの X-3：91％、92％、70％、Y-2：56％、56％、75％と 10-12 M 以上で Y-2 では

10-16 M という低濃度でも抑制することが判明した。また Ym1 タンパクは 10-14 M, 10-12 M の SAG

添加により各々コントロールの 93％、76％に抑制された。前述の X-3 及び Y-2 を 10-16 M, 10-14 

M, 10-12 M 添加した群ではコントロールの X-3：141％、109％、35％、Y-2：66％、61％、63％

と X-3 では 10-12 M 以上で Y-2 では 10-16 M という低濃度でも抑制することが判明した。 

以上より、X-3（仮称）には M1 への分極抑制効果があり、Y-2 は低濃度からの M2 分極抑制効果

示すことが判明した。 

この二種類の物質に絞り、マクロファージに対する指摘濃度およびその上清の肝星細胞への有

効倍率を確認し、生体内で実現しうる反応であることを確認した。さらに星細胞への影響並び

に線維素産生抑制効果を継続して解析するとともに、大量合成の上、肝線維化モデル動物に対

して投与し、N-アセチルシステインやその他の既知物質の肝線維化抑制効果および肝硬変改善

効果との比較を検討している状態である。 
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