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研究成果の概要（和文）：リポポリサッカライドとD-ガラクトサミン誘発劇症肝炎ハムスターに対するキマーゼ
阻害薬の効果を検討した。リポポリサッカライドとD-ガラクトサミン投与後、肝臓のキマーゼ活性、MMP-9活
性、TNF-α濃度が著しく増加し、肝臓壊死および血漿中のASTとALTが増加した。キマーゼ阻害薬は肝臓のキマー
ゼ活性を抑制するだけでなくMMP-9活性やTNF-α濃度を抑制し、肝臓壊死を予防した。キマーゼ阻害薬は劇症肝
炎の増悪を予防するのに有用であった。

研究成果の概要（英文）：The effect of chymase inhibitor was investigated in fulminant hepatitis 
induced by lipopolysaccharide/D-galactosamine in hamsters. Hepatic chymase activity, MMP-9 activity 
and TNF-α concentration were extremely increased, and increases of hepatic necrosis and plasma AST 
and ALT were observed. Chymase inhibitor reduced not only hepatic chymase activity but also hepatic 
MMP-9 activity and TNF-α concentration, resulting in prevention of hepatic necrosis. Chymase 
inhibitor was useful to prevent the progression of fulminant hepatitis.

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 
劇症肝炎の内科的治療法は限られており、

肝移植による外科的治療法のみが確立され
た治療法であった。現在も大きな進展はなく、
新たな治療法の確立が望まれている。 
私は「非アルコール性脂肪肝炎におけるキ

マーゼの役割」の研究課題（科研費基盤研究
（Ｃ）：研究課題番号 23591999、平成 23-25
年度）の成果より、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）
-9 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報告した。しかし、
劇症肝炎におけるキマーゼの役割やその阻
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 
 劇症肝炎モデルをハムスターで作製し、劇
症肝炎におけるキマーゼの役割を明らかに
すると共にキマーゼ阻害薬の効果を明らか
にすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
・劇症肝炎モデル作製および解析時点 
7 週齢の雄性ハムスター（日本エスエルシ

ーより購入）にリポポリサッカライド
（Escherichia coli, 0111:B4）の 160 µg/kg
と D-ガラクトサミンの 400 mg/kg を腹腔内に
投与することで劇症肝炎モデルを作製した。
リポポリサッカライドと D-ガラクトサミン
投与後 1、2、4、24 時間の時点で血液および
肝臓組織を解析してキマーゼおよびその関
連因子と肝炎症関連因子を解析した。 
・薬物投与方法 
キマーゼ阻害薬の影響を検討するために、

特異的キマーゼ阻害薬（トーアエイヨーより
提供）の 10 mg/kg または 30 mg/kg をリポポ
リサッカライドと D-ガラクトサミン腹腔内
投与の 1時間前に投与した。 
・血漿および肝臓の採取方法 
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
活性およびALT活性を測定用として使用する
まで-30 度で冷凍保存した。 
肝臓組織の一部は、キマーゼ活性、MMP-9

活性および炎症マーカーの Tumor Necrosis 
Factor (TNF)-α 濃度、過酸化脂質代謝産物
のマロンジアルデヒド（MDA）の測定用に摘
出直後に液体窒素にて冷凍し、-80 度のディ
ープフリーザーにて保存した。また、別途、
肝臓の一部をキマーゼ、MMP-2、MMP-9、TNF-α、
Interleukin （IL）-1、ミエロペルオキシダ
ーゼの遺伝子発現レベルを測定するため、摘
出直後に液体窒素にて冷凍し、-80 度のディ
ープフリーザーにて保存した。 
肝臓組織切片を用いて組織学的解析を行

うため、肝臓の一部を摘出したのち速やかに
カルノア固定液に浸漬し、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活性および ALT活性の測定は

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 20 mM リン酸緩衝液（pH 7.4）にてホ
モジネートしたのち冷蔵遠心機を用いて4度、
10,000 回転にて 30 分間遠心した。その上清
液を TNF-α の濃度測定用に用いた。一方、
沈殿物は 0.1％NonidetTM P-40 と 2 M 塩化カ
リウムを含有する 10 mM リン酸緩衝液（pH 
7.4）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、10,000 回転に
て 30 分間遠心し、その上清液を用いてキマ
ーゼ活性、MMP-9 活性、MDA 濃度の測定に用
いた。 
 TNF-α の濃度測定は、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。 
 キマーゼ活性は、4 mM のアンジオテンシン
I を基質としてキマーゼ阻害薬非存在下で産
生されるアンジオテンシンⅡ量とキマーゼ
阻害薬（5 mM キモスタチン）存在下で産生さ
れるアンジオテンシンⅡ量より算出した。 
 MMP-9 活性は、MMP-9 の徳的抗体（R&D 社）
とＭＭP 活性測定用の合成基質である
QXL520TM-γ-Abu-Pro-Cha-Abu-Smc-His-Ala
-Dab (5-FAM)-Ala-Lys-NH2 (AnaSpec Inc)を
用いて測定した。 
 MDA 濃度は、20 mM チオバルビツール酸と
100 度、1 時間インキュベートしたのち冷却
し、4 度、10,000 回転にて 30 分間遠心した
上清液の吸光度（532 nm）を測定してスタン
ダードから定量した。 
 肝臓組織中の遺伝子発現量を定量するた
め、肝臓組織を TRIzol（Life technologies）
を用いてホモジネートし、組織中より mRNA
を抽出した。次に SuperSclipt VILO(Life 
technologies）を用いて mRNA から cDNA を作
製した。キマーゼ、MMP-2、MMP-9、TNF-α、
IL-1β、ミエロペルオキシダーゼ、18S 
ribosomal RNA（18S rRMA）のプライマーお
よびプライマーはロシュ・ダイアグノスティ
ックスにより設計した。TaqMan 法にてリアル
タイム PCR（Stratagene Mx3000P）を行った。
各遺伝子の発現量は 18S rRMA を用いて補正
した。 
・組織学的解析 
 カルノア固定して作製したブロックより 5 
μm の切片を作製し、ヘマトキシリン・エオジ
ン（HE）染色したのち、壊死面積と全肝臓組
織面積より壊死面積率を算出した。また、キ
マーゼの発現細胞である肥満細胞の単位面
積あたりの細胞数を定量するため、トルイジ
ンブルー染色を行った。 
 
４．研究成果 
・ハムスター劇症肝炎モデル 
リポポリサッカライドと D-ガラクトサミ

ン投与後 1、2、4、24 時間の時点における血
漿中の AST および ALT を図 1に示す。投与後
24時間においてAST活性およびALT活性が著
増した。 



 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1. 血漿中の AST 活性および ALT 活性の継
時的変化（**P<0.01 vs. Pre） 

 
 肝臓組織中のキマーゼ活性およびキマー
ゼにより活性化されるMMP-9活性のリポポリ
サッカライドと D-ガラクトサミン投与後 1、
2、4、24 時間の時点の結果を図 3に示す。 
キマーゼ活性はリポポリサッカライドと

D-ガラクトサミン投与後1時間後より有意な
増加を認め、投与後 2 時間をピークに 24 時
間まで高値を示した。 
MMP-9 活性も有意差はなかったが、リポポ

リサッカライドとD-ガラクトサミン投与後1
時間後に明らかな増加傾向を認め、投与後 2
時間では有意な高値を示した。その後、投与
後 24 時間にかけて低下傾向を示した。 
これらの結果は、リポポリサッカライドと

D-ガラクトサミン投与後直後より肝臓組織
中のキマーゼ活性およびMMP-9活性が著明に
増加することを示す。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 肝臓組織中のキマーゼ活性と MMP-9 活
性の継時的変化（**P<0.01 vs. Pre） 

 
肝臓組織中の炎症マーカーの TNF-α 濃度

と過酸化脂質代謝産物のMDA濃度のリポポリ
サッカライドと D-ガラクトサミン投与後 1、
2、4、24 時間の時点の結果を図 2に示す。 
TNF-α 濃度はリポポリサッカライドと D-

ガラクトサミン投与後 1 時間後には著増し、
投与後2時間でピークを示したのちは急激に
低下し、投与後 4時間においては有意な高値
を示さず、投与後 24 時間には投与前とほぼ
同じ濃度になった。TNF-αは炎症を惹起する
ことが知られていることよりリポポリサッ
カライドと D-ガラクトサミン投与直後より
強力な炎症が惹起されていることが示唆さ
れた。 
MDA濃度はリポポリサッカライドとD-ガラ

クトサミン投与後4時間まで変化がなかった
が、投与後 24 時間において有意な高値を示
した。MDA は過酸化脂質代謝産物であるので、
この結果はリポポリサッカライドと D-ガラ
クトサミン投与後 24 時間までに肝臓が強力

な酸化ストレスを受け、肝臓組織が酸化され
たことを示唆する。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 肝臓組織中 TNF-α 濃度と MDA 濃度の継
時的変化（**P<0.01 vs. Pre） 
・キマーゼ阻害薬による影響 
 キマーゼ阻害薬の効果は、キマーゼに対す
る特異性が極めて高いTY-51469を用いた。1、
3、10、30 mg/kg の濃度の TY-51469 を用いて
肝臓組織中のキマーゼ活性に対する阻害活
性を指標に解析した結果、有意な阻害活性を
示すには 10 mg/kg 以上の濃度が必要であっ
たため、10 mg/kg と 30 mg/kg の TY-51469 を
用いてキマーゼ阻害薬の効果を解析するこ
とにした。 
 リポポリサッカライドと D-ガラクトサミ
ン投与後2時間の時点における肝臓組織中の
キマーゼ活性に対してキマーゼ阻害薬は濃
度依存的に有意な抑制効果を示した（図 4）。 
 MMP-9 活性もキマーゼ活性同様に投与後 2
時間の時点において、キマーゼ阻害薬により
濃度依存的に抑制された（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図4 肝臓組織中のキマーゼ活性およびMMP-9
活性に対するキマーゼ阻害薬の影響（*P< 
0.05, **P<0.01 vs. 0 mg/kg） 

 
 リポポリサッカライドと D-ガラクトサミ
ン投与後2時間の時点における肝臓組織中の
TNF-α 濃度に対してキマーゼ阻害薬は 30 
mg/kg で有意な抑制効果を認めた（図 5）。 
 リポポリサッカライドと D-ガラクトサミ
ン投与後 24 時間の時点における肝臓組織中
のMDA濃度に対してキマーゼ阻害薬は濃度依
存的に有意な抑制を示した（図 5）。 
  
 
 
 
 
 
 

 
図 5 肝臓組織中の TNF-α濃度および MDA 濃
度に対するキマーゼ阻害薬の影響（*P<0.05, 
**P<0.01 vs. 0 mg/kg）  



リポポリサッカライドと D-ガラクトサミ
ン投与後 24 時間の時点における肝臓組織中
の AST活性および ALT活性に対してキマーゼ
阻害薬は濃度依存的に有意な抑制を示した
（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6 血漿中の TNF-α濃度および MDA 濃度に
対するキマーゼ阻害薬の影響（**P<0.01 vs. 
0 mg/kg） 
 
リポポリサッカライドと D-ガラクトサミ

ン投与後2時間の時点における肝臓組織中の
キマーゼ、MMP-2、MMP-9、TNF-α、IL-1β、
ミエロペルオキシダーゼの遺伝子発現すべ
てがキマーゼ阻害薬により濃度依存的に抑
制された（図 7）。 
 キマーゼ阻害薬は肝臓組織中のキマーゼ
活性だけでなく遺伝子発現も抑制したが、そ
の理由としてキマーゼは骨髄で産生される
キマーゼ非含有の未熟肥満細胞を組織でキ
マーゼ含有成熟肥満細胞へ分化させること
より、キマーゼ阻害薬によりキマーゼの発現
細胞の肥満細胞の分化が抑制された結果、キ
マーゼの遺伝子発現量も減少した可能性が
考えられた。また、他の炎症に関連する因子
の遺伝子発現すべてがキマーゼ阻害薬によ
り抑制されることが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 7 肝臓組織中のキマーゼおよび炎症関連
因子の遺伝子発現量に対するキマーゼ阻害
薬の影響（*P<0.05, **P<0.01 vs. 0 mg/kg） 

 肝臓の組織学的解析として HE 染色を行っ
た結果、正常では全く認められなかった壊死
像が、リポポリサッカライドと D-ガラクトサ
ミン投与後 24 時間の時点でキマーゼ阻害薬
を投与していない群で明らかな壊死像を認
めた。キマーゼ阻害薬は濃度依存的に壊死面
積率を濃度依存的に有意に抑制した（図 8）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 8 肝臓組織の壊死面積率に対するキマー
ゼ阻害薬の影響（**P<0.01 vs. 0 mg/kg） 
 
 肝臓組織切片を用いて肥満細胞数の定量
を行うため、トルイジンブルー染色した典型
的な写真を図 9上段に示した。肥満細胞数は
正常ではほとんど確認できなかったが、リポ
ポリサッカライドと D-ガラクトサミン投与
後 24 時間の時点で著しく増加することが確
認できた（図 9上段の矢印で示した青紫色に
染色された細胞が肥満細胞）。一方、キマー
ゼ阻害薬は肥満細胞数を濃度依存的に有意
に抑制した（図 9）。前述したようにキマーゼ
は肥満細胞の組織中での分化に深く関与す
ることより、組織中のキマーゼ活性の亢進は
肥満細胞数の増加を促進し、逆にキマーゼ活
性の阻害により分化が抑制され、結果として
肥満細胞数の減少に繋がったと考えられた。 

図 9 肝臓組織の肥満細胞数に対するキマー
ゼ阻害薬の影響（**P<0.01 vs. 0 mg/kg） 
 
 以上の結果より、ハムスター劇症肝炎モデ
ルにおいてリポポリサッカライドと D-ガラ
クトサミン投与直後より肝臓組織中のキマ
ーゼ活性とキマーゼが活性化するMMP-9活性
が亢進し、炎症惹起に深く関与するTNF-αや
IL-1βも著明に増加することが判明した。そ
して、キマーゼ阻害薬の投与により、リポポ
リサッカライドと D-ガラクトサミン投与直
後に増加する肝臓組織中のキマーゼ活性が



濃度依存的に抑制されたのに伴い、MMP-9、
TNF-α、IL-1βのすべてがキマーゼ活性同様
に濃度依存的に抑制された。そして、リポポ
リサッカライドと D-ガラクトサミン投与後
24 時間に観察された肝臓組織の壊死面積お
よび血漿中の AST活性および ALT活性をキマ
ーゼ阻害薬は濃度依存的に抑制した。これら
の結果は、リポポリサッカライドと D-ガラク
トサミン投与直後に著増するキマーゼが炎
症反応を促進して劇症肝炎の症状悪化に深
く関与したこと、そして、キマーゼ阻害薬が
劇症肝炎の症状軽減に有効であったことが
示された。 
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