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要 旨

【背景】 虚血件心疾患
,
肺岳血圧

,
ウ イ ル ス 性心筋炎など の 心 血管系疾患動物 モ デ ル に お い て

,

近i
l-- エ ラ ス タ - ゼ イ ン ヒ ビ タ - に よる治療効架 が報告され て い る . S e cl

･

et O ry l e u k o c y t e p r o t e a s e

irlh ibit o r (S L P I) は エ ラ ス タ ー ゼ
,

カ テ プ シ ン G
,

プ ロ テ ィ ナ - ゼー3
,
肥満紺抱キ マ

- ゼ など の

セ リ ン プ ロ テ ア
ー ゼ を抑制 し呼暇器嘆恩モ デ ル で の 抗炎症効媒が 知ら れ て い る が 心1[

'

lL
J

^

E
'
･;

, 系 に対

する効栄は 不叩で ある . 本実験 で は ラ ッ ト実娘的自己免疫件心筋炎 (E A M ) に対す る S IJ P I の

効栄を倹討 し た
.

【方法】 実膜① 2 4 F些の L e w i s ラ ､

ソ ト を心筋ミ オ シ ン で感作 ( d a y O) し
,

d a y - 2
,

5 に Sl ノP 卜

1g G I F c 融合退仁子をプ ラ ス ミ 卜 ベ ク タ
ー を用 い て自

/

j' 肉内に導人 し ( N - 1 2
,
SI J P =TY-)

,
対肘掛 こ

は e m p ty プ ラ ス ミ ド を導入 し た ( N - 1 2
,

コ ン ト ロ 1 L 甘r) . d a y 1 7 に 心休垂比を測定
.

各耶半数

に つ い て カ テ -

テ ル に よ るJ([i 行動態 の 測
J

h
'

, 病理組織学的検討を打 っ た . 実験② 1 6 世 の Le w i s

ラ ッ ト を d a y O に 慈作 し
,
8 IL/Ej に d a y l か ら 2 0 まで C 端末半品体 S L P l (1/ 2 S L P I) をり別空州

'
3'

L

与

し た (1 / 2 S L P I lr(
,
N - 8) . 耕一!削ニ は P B S を授与 し ( N - 8

､
P B S 粁) d a y 21 に 心体重比,

I(TL 行動態
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を評価 し た
.

【結果】 実験① で は心体重比 は コ ン ト ロ ー

ル 群に比 し て S L P I 群は有意 に低値 で あ っ た . 病理

組織 で 心崩壊死 ･ 線維化領域 は S L PI 群で有意 に減少 し て い た. 血行動態 の 指標は有意 で は な

い が S L PI 群で改善傾向を認め た
. 実験② で は 1/ 2 S L P I 群と P B S 群で各項目 に差は認められ な

か っ た .

【結論】 s L P I は E A M に 対 し治療効果を有する可能性があるが
,
持続的投与が必要と考えられ

る .

キー ワ ー ド : 心筋炎
,
自己免疫

,
S L P I

,
プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー

緒 口

心筋炎は心筋 の 炎症 であり
,

ウイ ル ス
, 細菌な

どの 感染
,

ある い は自己免疫
,

薬物
,

金属など多

種多様な原因 に よ っ てひ き起 こ される
1)

. ラ ッ ト

実験 的自己免疫性心崩炎 ( e x p e ri m e n t al a u t oi m -

m u n e m y o c a r diti s
,
E A M ) はミ オ シ ン感作 により

惹起 される疾患 で あり
,

重篤なう っ 血心不全を呈

し
,

病理所見と して 多核巨細胞が認め られ
,

ヒ ト

の 巨細胞性心筋炎の動物モ デル と捉 えられ 2)
,

柄

態の 解明
,
治療方法 の 開発 に用 い られて い る 3) 4)

炎症部位で は様々 な炎症細胞が浸潤 し
,

炎症細

胞か ら放出される蛋白分解酵素による組織破壊は

病変の 形成 を促進させ る と考 えられる . 主要な炎

症細胞 で ある好中球か ら は エ ラ ス タ ー ゼ
, カ テ プ

シ ン G
,

プ ロ テ ィ ナ
- ゼー3 など の セ リ ン プ ロ テ

ア ー ゼ が放出される が
,

こ れらは細胞外マ トリ ッ

ク ス を分解する .
マ トリ ッ ク ス の 一

部 である基底

膜の破壊は
,

血管透過性を克進さ せ炎症細胞 の さ

らなる浸潤をもたらすと考え られる . 近年, 虚血

性 心疾患や 大動脈癌 の 血管壁 の 病変部 に お い て
,

エ ラ ス タ ー ゼ活性 が克進 し て い る こ と も示さ れ
,

病態 の 形成
,
進展 に関わ っ て い る 5) 6)

. また肺高血

症
,

バ ル ー ン傷害後 の 血管内膜肥厚
,

ウイ ル ス 性

心 筋炎 などの 動物 モ デ ル で は エ ラ ス タ
ー ゼ イ ン ヒ

ビ タ ー に よる治療効果が報告されて い る 7 ト 10)

S e c r et o r y l e u k o c y t e p r o t e a s e i n hibit o r ( S L PI)

は好中球 エ ラ ス タ
ー

ゼ
,

カ テ プ シ ン G
,

プ ロ テ ィ

ナ
- ゼー3

, 肥満細胞キ マ - ゼ など
,

多く の セ リ ン

プ ロ テ ア ー ゼ に対 し て 抑制効果を有する物質 で あ

る1 1) 12)
. s L P I は 二 つ の ド メ イ ンより形成 され

, 各

ドメ イ ン は互 い に相同な構造を持 っ て い る . プ ロ

テ ア ー ゼイ ン ヒ ビ タ ー

と して の 首座 はカ ル ポキ シ

端の ド メ イ ン で あり ,
ア ミ ノ 端 ド メイ ン は細菌

,

異菌,
ⅢⅠⅤ- 1 やイ ン フ ル エ ン ザ A などの 感染抑

制効果を有する と されて い る
1 1) 12)

. s L P I は呼吸

器疾患や慢性関節リ ウ マ チ の 動物 モ デ ル で の 治療

効果が報告されて い る
1 1) 13)

プ ロ テ ア ー ゼ/ プ ロ テ ア
ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー

と

E A M の 関連 は い まだ不明であり
,

また心血管系

に お ける S L PI の 効果も
,

い まだ報告されて い な

い
. そ こ で 本研 究で は

,
ラ ッ ト E A M に お ける

S L PI の 効果を検討 した
.

対象と方法

1 . 心筋炎の作成

9 週齢の雄性 L e w i s ラ ッ トを心崩 ミオ シ ン で感

作 し て E A M を作成 した
. 心崩ミ オ シ ン は既報 の

ごとく ブ タ心室筋 より精製し
,

結核死菌濃度 を

l l m g / m l に調整 し た完全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン

トと 同量づ つ 混和 し, ラ ッ トの 両足底 に皮下注射

し た 2)
.

2 . プラス ミ ド作成

S L P I の 高 い 血中濃度を
,

より長期間得 る た め

に
,

I g G の F c 部と の 融合蛋白を形成する よう プ

ラ ス ミ ドを設計 し た
. 始め に

,
ラ ッ ト牌 の c D N A

を鋳型と し P C R 法を用 い て ラ ッ ト I g G I F c を禎

製 し
,

プ ラ ス ミ ド ベ ク タ ー

p C A G G S の E c o R I 部

に挿入 し た. こ の と き同時 に 5
'

端 に S w a I
,

N o t I

制限 酵素 配 列 も挿 入 し た ( セ ン ス プ ラ イ マ
ー

g a G A m C A Ⅷ a g a G C G G C C G C c gt g c c c a
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g a a a ct g t g ,
ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ ー

g a g a g a g a

G A A T r C a ct ctg g g gt c attt a c c c g g a g a g tg g g a g) . 同部

の 間に E A M ラ ッ ト心の c D N A を鋳型と し て 複製

し た ラ ッ ト S L P I を挿入 し た ( セ ン ス プラ イ マ
ー

g a G A A 7 T C A l m A A A T g a a g t c ctg c g g c ctg tt c c ct
,
ア

ン チ セ ン ス プラ イ マ
ー

g c a g c at c G C G G C C G C c a c t

g g g g g a a g g c a g a cttt) . 以
-
I二の 方法 で

, P C A G G S -

r at S L P 卜 r at lg G I F c を作成 し
,
そ の 治療効果 の 検

討に用 い た
.

3 . 品肉内遺伝子導入

ラ ッ トを ジ エ チ ル エ ー

テ ル で 麻酔 し た後に
,

2

/1 g //1 L に 詞但 し たプ ラ ス ミ トを 5 0 /1 L ず つ 前歴

骨筋 に 4 匝は射 し
, 直後に既報 の ごとく el e ct ri c al

p ul s e を加え た L4)

4 . C 端側半量体 S L I
'
Ⅰ ( 1/ 2 S L P I)

1 . 述 し たよ うに プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー と し

て の 効 果の 旨座 は S L P I の カ ル ポ キ シ端側 ド メ イ

ン で ある .
こ の カ ル ポ キ シ端側半農体 (1 / 2 S L PI)

をリ コ ン ビナ ン ト蛋白 ( ヒ ト遺伝 子由来) と し て

( 帝人株式会社より供与) 治療実験 に用 い た .

5 . 実験プ ロ ト コ ー ル

実験①遺伝子治療

24 1些の Le w i s ラ ッ トを第 o 日 に感作 し
,
第 2 El

および第 5 日 に筋1勾内通伝子導入を行 っ た . 治療

僻 には p C A G G S - r at S L P I - r at Ig G I F c を導 入 し

( S L PI 節
,
N - 1 2)

,
対照群に は目的遺伝子を挿入 し

て い な い e m pt y p C A G G S を導 入 し た ( コ ン ト ロ

ー

ル 群
,
N - 1 2) .

E A M の 急性期に相当する第 1 7 tj

に屠殺 し評価を行 っ た . 全例 に つ い て
,

心体重比

を測定 し た . 各群 6 匹づ つ の 半数に対 し て
,

ハ ロ

セ ン 吸入麻酔下 に カ テ
ー

テ ル を挿入 し
,

中心静脈

症 ( C V P)
,

平均1(lL 圧 ( m A P ) ,
左室拡 張末期庄

(L V E D P) ,
収縮期圧最大__

ヒ昇速度 (d p / dt m a x) ,

拡張剤最大庄下降速度 (d p / dt m i n) を測定 した 1 5)

屠殺後,
心 臓を摘出 し中部横断切片をホ ル マ リ ン

固定
,

パ ラ フ ィ ン 包哩処理後
,
A z a n - M all o ry 染色

に よる病理組織学的検討を行 っ た . 病理組織 で の

心筋壊死 ･ 線維化領域は カ ラ
ー

イ メ
ー

ジ画傾解析

ソ フ トウ ェ ア( M a c S C O P E v e r . 2 .6
,
M IT A N I C o rp .)

を用 い て 定量的 に解析 し た.

実験② 1/ 2 S L P I 腹腔内投与

16 1咋の Le w is ラ ッ トを第 O El に 感作 し た. 治療

群 に は 1/ 2 S L PI 3 0 m g / k g / 日を P B S に溶解 し 1 日

2 回 に 分け腹腔内接与した ( 1 / 2 Sl ノP I 群 ,
N - 8) .

対照郡 に は 同量 の P B S を授与 し た ( P B S 郡
,

N - 8) . 第 1 日 か ら第 2 0 日ま で授与を行 い
,

第 2 1

日に屠殺 し諦仙を行 っ た . 仝側 に つ い て 心体重比

および実験①と同じく カ テ ー テ ル を挿入 し
,

m A P
,

C V P
,
L V E D P

,
d p / dt m a x

,
d p / dt m i n を測定 し た.

実験①, ②ともに 二 郡間 で 各パ ラ メ ー タ ー の 比

較を し た
. またtBf. 行動態 の 各パ ラ メ ー タ ー

と心体

重比 の 相関も検討した . 表値はiF 均± 標準諾ほ蔓で

表 し
,

群間比較は対応 の な い t 検定を用 い て 行 い
,

p < 0 .0 5 を統計学的有意と し た . 相関分析は単回

分析を伺 い て 行 っ た
.

結 果

且. 心体重比

実験①で は S L P I 群の 心体重比 は コ ン ト ロ
ー

ル

群 に 比 し て 有 意 に 統 f を 認 め た ( S L P I 群 ;

4 . 7 5 ± 0 .1 2 m g / g 対 コ ン ト ロ ､
-

ル1'
r

-f ; 5 .4 4 ± 0 . 1 8

m g / g , p < 0 . 0 1) . 実験②で は 1/ 2 S L PI 席 と P B S

郡 に明 ら か な差 は認 め ら れ な か っ た ( 1 / 2 S L P I

群 : 5 . 5 9 ± 0 .
1 6 m g / g 対 P B S 群 ; 5 . 5 7 ± 0 . 2 6

m g / g ,
n . s .) ( 図 I A ) ,

2
. 血行動態パ ラ メ ー

タ
ー

カ テ ー テ ル に よる 血行動態 の 計測 で は
,
実験①

,

②ともに それぞれ の 2 一群間 で 明ら か なな差は認め

られな か っ た
.

し か し
,

実験①で は S L PI 群が コ

ン ト ロ ー

ル 願 に比 して 良好な傾向を示 した . 実験

①で は逆 に
,

1/ 2 S L P l 眉羊は P B S 群 に比較 し て 悲化

傾向を示 し
,
平均血圧に関 し て は

,
S L P I 群が P B S

群 に 比 べ 有 意 に 低 値 で あ っ た ( 1 / 2 S L P I 群 ;

5 3 . 5 ± 4 . 7 m m H g 対 P B S 群 ; 6 7 . 4 ± 2 . 3 m m H g ,

p < o .o 5) (表 1 ) .

3 . 病理組織によ る心施壊死 ｡ 線維化評価

実験① の A z a n - M a11 o r y 染色組織標本を揮い 心

筋壊死 ･ 線維化面積を全体 の 面積に対する パ ー セ

ン テ
-

ージ と し て 表 し (面積率)
,

S L P I 併と コ ン ト

ロ ー ル 群 の 比較を行 っ た ( 図 1 B ) . S L P I 騨 の 壊
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A 心体重比

7T )g/g

6

p < 0 .0 1

｢

n . S ,

[

B 壊死 ･

緑維化面積率

p < 0 .0 5

;;
%

]訂
1 5

幽 実 凱 コ ン トロ
ー

ル 群 団 実 凱 s L P 滞

⊂コ 実験2; P B S 群 E コ 実験2
,
-/2 S L PI 群

図 1 心 体重比
,
面積率の 比較

心体重比 は 実験①で は コ ン ト ロ ー ル に 比 して S L P I

群 が 有意 に低値 で あ っ た が
, 実験②に は 明 ら か な差を

認 め な か っ た ( A) . 壊 死 ･

線維化面積率は S L PI 群 が

コ ン ト ロ ー ル に 比 して 有意 に低値 で あ っ た ( B) .

表1 血行動態 パ ラ メ ー

タ
ー

実験 1 実験 2

コ ン ト ロ
ー

ル 群 S L PI 群 p B S 群 1/ 2 S L P I 群

7 .7 ± 1 .3

5 3 ± 5 *

1 5 ± 2

2 4 24 ± 3 71

2 2 16 ± 3 42

5 .2 ± 0 .6

6 1 ± 5

13 ± 2

27 17 ± 2 52

2 7 36 ± 33 2

4 .1 ± 0 .5

68 ± 2

1 0 ± 1

3 3 50 ± 1 62

3 09 2 ± 9 6

7 .7 ± 0 .8

67 ± 2

1 6 ± 2

3 0 43 ± 14 1

2 67 4 ± 2 00

C V P ( m m H g)

m A P ( m m 口g)

L V E D P ( m m H g)

＋ d p/d t m a x ( m m H g/ s e c)

- d p/ d t m i n ( m m H g/ s e c)

数値 はす べ て 平均 ±標準誤差 . C V P ; 中心 酬 F(庄
,
m A P ; 平均血圧

,
L V E D P

d p/ d t m a x ; 収縮期庄最大上昇速度
,
d p/d t m i n

*

p < o .o5 ( 実験 2 ; P B S 群 に対 して の 検定)

死 ･ 線維化面積は コ ン ト ロ ー ル に比 して有意に低

下を認 め た ( S L P I 群 ; 2 2
. 3 ± 2 .6 % 対 コ ン ト ロ

ー ル群 ; 3 9 . 7 ± 1 6 .8 %
, p < 0 .0 5) .

4 . 各パラ メ ー タ ー 間の相関

実験① で は心体重比と面積率
,

血行動態 パ ラ メ

ー タ ー の あ い だに は L V E D P を除き
,

良好 な相関

が認められた ( 図 2) . 実験②で は心体重比と血行

動態 パ ラ メ
ー タ ー

の 相関分析を行 っ たが
, 相関は

認められな か っ た .

拡張期最大庄下降速度

左室拡張末期庄 ,
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考 察

E A M は T 細胞を介 し た炎症性疾患 であり
,

宿

性化 丁 細胞 の 輸注 によ る疾患転移 が可能 で あ る

こ と が知られて い る
1 6)

. 病変部に浸潤する炎症細

胞 の 主体 は マ ク ロ フ ァ
ー ジと C D 4 ＋ T 細胞 で

,

C D 8 ＋ T 細胞 と B 細胞 は 殆 ど認 め ら れな い
1 7)

S L P I は広範囲 の セ リ ン プ ロ テ ア
ー ゼ 群を抑制す

る が
,

こ れらプ ロ テ ア ー ゼ群 は好中球 や マ ク ロ フ
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図 2 実験①に お け る心 体重比 と 各 パ ラ メ
-

タ
-

の 糊陛j

実験① で はI , V E D P を除 き
,

心1本車比と 各パ ラ メ
ー

タ
ー は 良好 な 相関を認 め

た
. 横車酌ます べ て 心 体重比 ( m g/ g) .

r ; 相関係放
,
○ ; コ ン ト ロ ー

ル 耶, ㊨ ; S L P T 群

ァ
- ジより放T

LI J

T される . セ リ ン プ ロ テ ア
ー ゼ は細

胞外マ トリ ッ ク ス 破壊をもた らす . 基底膜は エ ラ

ス チ ン よ り構成 されセ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ の 標的物

質の
一

つ である . 基底順 の破壊は透過性 のI
J

L

(: 進を

もた ら し
,

結果と し て 炎症細胞 の 浸潤を容易とす

る . 脳心筋炎ウイ ル ス を用 い たウイ ル ス性心 筋炎

モ デル で は
,

合成 エ ラ ス タ
ー ゼ イ ン ヒ ビ タ - 千

s I , P I の 相同物賃 で ある エ ラ フ ィ ン に よる 炎症 の

抑制効果が報告されて い る
8 )り)

. s L P I も同様 な機

序 に よる抗炎症効果が期待 される .

今回の 実験系 で は実験①に つ い て は
,

心体重比 ,

壊死 ･ 線維化面積率 で は S L P 卜 I g G I F c 融合遺伝

子 に よる治療効果 が得ら れた. 血行動態 で は有意

差は な い もの の
,

治療群 で 改善傾向を認め
,

各 パ

ラ メ
ー タ ー と心 体重比と の 間に 良好 な相関を認 め

た
.

カ テ ー テ ル 評価 は全体の 半数 に 限られるた め

有意差を示す に 至ら な か っ たと考え られる .

一 方
,

実験②で は 1/ 2 S L P I 脂腔内投与 で は 治療効果 が

得 られず
,

平均1自L圧は治療群 が有意 に 低値 で あ っ

た . し か し
,

心体重比 と他の パ ラ メ
ー タ ー に は相

関を認め ず
,

明ら か な効果はな か っ たと考えられ

る .

実験①と②で は
,

1) S L P I に 対する持続的暴誠

と 間欠的暴露の 差
,

2) ラ ッ ト遺伝子と と 卜遺伝

子 由東リ コ ン ビ ナ ン ト 講(j の 差
,

3) 二塁休と カ

ル ポ キ シ端半量休 の 差
,

4) 前者は I g G I F c 融合物

質 で あ る こ と な どが あ げられる . 2) に つ い て は

ヒ ト 1/ 2 S L P I が ラ ッ ト エ ラ ス タ ー ゼ を抑制する

こ と は既 に 確認 されて お り
,

3) に つ い て は プ ロ

テ ア ー ゼ抑制効果 の主体は カ ル ポキ シ端 で ある こ

と か ら
, 両実験結果 に 差を生 じ た原因と し て は否

定的 で ある . ア ミ ノ 端は抗 ウ イ ル ス お よび紳菌作

用 が報告 されて い る が
,

今回の 実験 で 川 い た の は

自己免疫機序 の 心 筋炎 で あり これら の 関与 は小さ
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い と思われ る. 4) に関 して
,

ガ ン マ グ ロ ブリ ン大

量投与による E A M の 治療効果が報告されて おり

1 8)
, 大量 ガ ン マ グ ロ ブリ ン による樹状細胞 の F c

レ セ プタ
ー

の ブ ロ ッ ク が機序と して考 えられて い

る . し か し
, 今回用 い た筋肉内遺伝子導入 で得ら

れる 目的物質の 血中濃度は最大で 1 0 - 2 0 n g/ m l

で あり
,

生体本来が有する ラ ッ トI g G 濃度 はおよ

そ 1 5 m g / m l であ る こ とか ら
,

その 影響は否定的

で る と考えられる . 1) に つ い て は
,

S L P I は半減

期が約 30 分と短く
,

不安定物質と されて おり 12)
,

投与形態 の 違い が大きく影響したもの と推測され

る . 腹腔内埋め込み浸透圧ポ ンプによ る持続投与

法も可能性があるが
,

3 週に わた る体内留置下 で

は S L P I が変性する可能性 が高い こ と か ら
,

工 夫

を要すもの と思われる . 従 っ て遺伝子導入 によ る

治療が S L P I の デリ バ リ ー シ ス テ ム と し て 優れて

い ると考 えられる .

S L P I は ア ミ ノ 端側 が抗ウイ ル ス
,

細菌作用を

有する と考 えられて お り 1 1) 12)
,

ヒ ト心筋炎で は

そ の 抗炎症効果期待 した 臨床使用 の 可能性 は あ

る. 今後
,

さら なる研究がな される こ と が期待さ

れる .

結
= A

EiFFEI

S L P I は E A M に対 し て 炎症抑制効果が 期待 で

き る . し か し
, 半減期が短く持続投与が必要と考

えられた.
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