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研究成果の概要（和文）：モノクロタリン誘発肝類洞閉塞症候（SOS）マウスに対するキマーゼ阻害薬とMMP阻害
薬の効果を検討した。モノクロタリン投与2日後、肝臓組織中キマーゼ活性とMMP-9レベルは有意に増加した。キ
マーゼ阻害薬とMMP阻害薬はモノクロタリン投与後に増加する血漿中ASTとALTを有意に抑制し、肝臓壊死面積率
も有意に抑制した。キマーゼによるMMP-9の増加がSOS発症に関与し、キマーゼ阻害薬とMMP阻害薬はSOS発症予防
に有効であった。

研究成果の概要（英文）：The effects of chymase inhibitor and matrix metalloproteinase (MMP) 
inhibitor were evaluated in monocrotaline-induced sinusoidal obstruction syndrome (SOS) mice. Both 
hepatic chymase activity and MMP-9 level were significantly augmented 2 days after monocrotaline 
administration. Significant increases of plasma AST and ALT were significantly decreased by chymase 
and MMP inhibitors, and the ratio of hepatic necrotic area was also significantly attenuated. 
Chymase-dependent MMP-9 augmentation was involved in the development of SOS, and chymase and MMP 
inhibitors were useful for prevention of the development of SOS.

研究分野：一般・消化器外科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
化学療法の進歩で、切除不能大腸癌肝転移
症例が、腫瘍の縮小効果により切除可能とな
り、ヨーロッパでは切除可能転移性肝癌に対
して標準治療と位置づけされている。一方で、
大腸癌化学療法の中でもオキザリプラチン
を含むFOLFOXは、高い奏効率を示しており、
中心的な役割を果たしているが、肝類洞閉塞
症候 (SOS)が指摘され、肝切除後の合併症の
増加、偽腫瘍形成、そして、転移との鑑別が
困難な場合もみられるなど問題となってい
る。化学療法後肝障害対策は重要な意味合い
を持つものと考えられるが、有効な治療方法
がないのが現状である。 
我々は肥満細胞由来のキマーゼがマトリ
ックスメタロプロテアーゼ（MMP）の活性化
を介して肝臓の炎症に重要な役割を担って
いる可能性を動物実験の結果より報告して
きた。しかし、SOS におけるキマーゼおよび
MMP の役割やその阻害薬を用いた効果につい
ては不明であった。 
 
２．研究の目的 
 SOS モデルを動物で作製し、SOS 発症にお
けるキマーゼおよびMMPの役割を明らかにす
るため、キマーゼ阻害薬とキマーゼの発現細
胞である肥満細胞の脱顆粒抑制剤および MMP
阻害薬の効果を検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
・SOS モデル作製および解析時点 
6 週齢の雄性マウス（C57 Black/J：日本エ
スエルシーより購入）にモノクロタリンの
200 mg/kg を腹腔内に投与した。投与後2日、
5日、14 日の時点において麻酔下でヘパリン
採血および肝臓の摘出を行った。 
・薬物投与方法 
キマーゼ阻害薬の影響を検討するために、
各阻害薬はモノクロタリンを投与する3日前
より背部皮下にオスモティックミニポンプ
（ALZET MODEL2004）包埋して持続的に試験
期間中投与した。また、キマーゼを発現する
肥満細胞との関連性を明らかにする目的で
肥満細胞脱顆粒抑制剤をモノクロタリン投
与 3 日前より経口投与した。MMP 阻害薬の影
響もモノクロタリン投与3日前より経口投与
した。 
採血後、冷蔵遠心機を用いて 4 度、3,000
回転にて 15 分間遠心して血漿を採取し、AST
および ALT を測定した。 
肝臓組織の一部は、酵素および炎症関連因
子を測定するめに摘出直後に液体窒素にて
冷凍し、使用するまで-80 度のディープフリ
ーザーにて保存した。また、その他の組織は、
ヘマトキシリン・エオジン（HE）染色にて肝
臓組織壊死面積比を解析するためにカルノ
ア固定液へ摘出直後に浸漬し、24 時間後にエ
タノール置換して組織ブロックを作製した。 
 
・生化学的解析 

 血漿中の ASTおよび ALTの測定はエスアー
ルエルに依頼した。 
 肝臓組織の抽出液は、肝臓組織に対して 10
倍量のリン酸緩衝液にてホモジネートした
のち冷蔵遠心機を用いて 4度、12,000 回転に
て 30 分間遠心した。その上澄液を廃棄し、
沈殿物に0.1％Triton-X-100を含有するリン
酸緩衝液を用いて再度ホモジネートした。そ
の後、冷蔵遠心機を用いて 4度、12,000 回転
にて 30 分間遠心し、その上澄液を用いてキ
マーゼ活性、MMP-9 レベルおよび Tumor 
Necrosis Factor (TNF)-α レベルの測定用の
酵素測定用抽出液とした。 
 キマーゼ活性は、前述の酵素活性測定用抽
出 液 に 合 成 基 質 で あ る
Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-4-pNA (最終濃度：2 
mM)を添加し、37 度で 30分間インキュベート
したのち 405 nm にて測定した。 
 MMP-9 レベルは、マウス MMP-9 測定用 ELISA
キット（R&D 社）にてマニュアルに従って実
施した。 
 TNF-αレベルは、マウスTNF-α測定用ELISA
キット（R&D 社）にてマニュアルに従って実
施した。 
 組織標本を用いて解析を行うため、カルノ
ア固定して作製したブロックより 4 μm の切
片を作製し、HE 染色したのち、壊死面積を定
量し、全肝臓組織面積で割ることにより壊死
面積率を求めた。 
 
４．研究成果 
・SOS モデル 
血漿中 AST と ALT は、モノクロタリンを投
与したのち 2 日後において著明に増加した
（図.1）。 
 
 
 
 
 
 

 
図.1 血漿中 AST および ALT 
 

 肝臓組織中のキマーゼ活性は、モノクロタ
リンを投与したのち2日後において著明に増
加した（図.2）。 
 
   
 
 
 
 

 
図.2 肝臓組織中キマーゼ活性 
 

肝臓組織中の MMP-9 レベルは、モノクロタ
リンを投与したのち2日後において著明に増
加した（図.3）。 
 



 
     
 
 
 
 
 
          図 3.肝臓組織中 MMP-9 レベル 
 
 肝臓組織中の TNF-αレベルは、モノクロタ
リンを投与したのち2日後において著明に増
加した（図.4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4.肝臓組織中 TNF-αレベル 
 

 肝臓組織切片を用いて HE 染色した結果、
投与前の肝臓組織では壊死像を全く検出で
きなかったが、モノクロタリン投与後 2日に
おいては約 50％の壊死面積率を示した。 
 
・キマーゼ阻害薬の効果 
 キマーゼ阻害薬の影響の有無を確認する
ため、0.1、0.3、1、3、10 mg/kg のキマーゼ
阻害薬をモノクロタリンの投与1時間前に尾
静脈より投与してモノクロタリン投与後2日
の時点の血漿中 ASTと ALT に対する影響を解
析した結果、1 mg/kg 以上のキマーゼ阻害薬
の濃度では明らかな低下傾向を示したので 1 
mg/kg を用いて SOS に対するキマーゼ阻害薬
の効果を検討することにした。 
 1 mg/kg のキマーゼ阻害薬をオスモティッ
クミニポンプにてモノクロタリン投与3日前
より持続的に皮下投与したマウスにモノク
ロタリンを投与し、その 2日後にキマーゼ阻
害薬の影響を解析した結果を以下に示す。 
 モノクロタリン投与後2日の時点における
血漿中 AST および ALT に対して、キマーゼ阻
害薬投与群はプラセボ群に比して有意な抑
制効果を示した(図.5)。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図.5 血漿中 AST および ALT に対するキマー
ゼ阻害薬の影響 
 
 モノクロタリン投与後2日の時点における
肝臓組織中のキマーゼ活性およびMMP-9レベ
ルは共にプラセボ群に比してキマーゼ阻害

薬群で有意に抑制された（図.6） 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6. 肝臓組織中のキマーゼ活性および
MMP-9 レベルに対するキマーゼ阻害薬の影響 
 
 モノクロタリン投与後2日の時点における
肝臓組織中のTNF-αレベルおよび肝臓組織切
片における壊死面積率に対して、キマーゼ阻
害薬投与群はプラセボ群に比して有意な抑
制効果を示した(図.7)。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 7. 肝臓組織中の TNF-αレベルおよび肝臓
壊死面積率に対するキマーゼ阻害薬の影響 
 
 肥満細胞脱顆粒抑制剤の影響の有無を確
認するため、10、30、100 mg/kg の肥満細胞
脱顆粒抑制剤をモノクロタリン投与3日前よ
り経口投与してモノクロタリン投与後2日の
時点で血漿中 ASTと ALT に対する影響を解析
した。10、30、100 mg/kg のすべての濃度で
肥満細胞脱顆粒抑制剤を用いた有意な変化
を認めなかった。また、100 mg/kg の肥満細
胞脱顆粒抑制剤を用いた場合でも肝臓組織
中のキマーゼ活性に対して有意な影響を示
さず、肝臓組織中の MMP-9 レベルに対しても
有意な影響を示さなかった。そして、肝臓組
織中のTNF-αレベルや肝臓組織中の壊死面積
率に対しても影響がなかった。肥満細胞顆粒
中に存在するキマーゼの阻害薬が有効であ
った一方で肥満細胞脱顆粒抑制剤が無効で
あった理由としては、本モデル作製に使用し
たモノクロタリンによる刺激が強力だった
ため、100 mg/kg の濃度を用いても肥満細胞
の脱顆粒を抑制できず、放出されたキマーゼ
を直接阻害できる薬剤でしか本モデルの SOS
発症を予防できなかったと考えられた。 
 MMP 阻害薬の影響の有無を確認するため、
10、30、100 mg/kg の MMP 阻害薬をモノクロ
タリン投与3日前より経口投与してモノクロ
タリン投与後 2 日の時点で血漿中 AST と ALT
に対する影響を解析した結果、100 mg/kg の
MMP 阻害薬で有意な抑制効果が確認できた
（図.8） 
 
 



 
 
 
 
 
 

 
図.8 血漿中 AST および ALT に対する MMP 阻
害薬の影響 
 
モノクロタリン投与後 2 日の時点における
肝臓組織中のキマーゼ活性に対しては抑制
傾向を示したもの有意差を認めなかったが、
MMP-9 レベルに対しては MMP 阻害薬群で有意
に抑制された（図.9） 
 
 
 
 
 
 
 

 
図.9 肝臓組織中のキマーゼ活性および MMP- 
9 レベルに対する MMP 阻害薬の影響 
 
 モノクロタリン投与後 2 日の時点における
肝臓組織中のTNF-αレベルおよび肝臓組織切
片における壊死面積率に対して、MMP 阻害薬
投与群はプラセボ群に比して有意な抑制効
果を示した(図.10)。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 MMP 阻害薬にもキマーゼ阻害薬より弱い傾
向であったが、有意な SOS 発症抑制効果を認
めた。 
 以上の結果より、本 SOS モデルにおいて発
症初期からキマーゼ活性の上昇に伴って
MMP-9 の増加を認め、キマーゼ阻害薬および
MMP 阻害薬が共に SOS の発症を予防したこと
から SOS の発症にキマーゼが活性化する
MMP-9 が炎症惹起に重要な役割を果たしてい
る可能性が強く示唆された。一方で、肥満細
胞脱顆粒抑制剤には効果が認められなかっ
たことより、今後、SOS 発症予防へ向けたキ
マーゼ阻害薬もしくはMMP阻害薬の開発が望
まれる。 
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