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ラット D-ガラクトサミン急性肝不全に対する

アプロチニン投与効果と肝細胞障害に対する

アプロチニンの抑制作用に関する研究
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従来，急性肝不全に対するプロテアーゼインヒビター投与の影響に関して多くの報竹かあるか，

作用機序に関しては不明点が多L、。今回，著者は invivoにおいて Dーガラクトサ ミン投 ljeにより

誘導された急性肝不全へのプロテアーゼインヒビター投与の影響を検討した 同時にその1'011機け;

の解明のために invitroの実験系として， Dーガラクトサミン，四出化炭点により細胞|埠'占を引き

起こした初代培養肝細胞を用レて，肝細胞障害に対するプロテアーゼインヒビターの彬響も検討し

た。

アプロチニン投与は Dーガラク トサミン投与により誘導されるラット，包性別一不全の生作品名， rll機

能障害(血清総ビ リルピン，血清アノレブミン)を改善した (invivo)。情地へのアプロチニン添加

は D-ガラク トサミンを前投与したラットから分離，培養した肝細胞の肝細胞障宮 (1主持細胞数の

減少，培地中 LDH活性の上昇)を抑制した (invitro) このアプロチニン添加による肝細胞陣宵

への抑制作用は0_1μg/mlから認められ， 1μg/mlでほぼ最大であった 他のプロテアーゼインヒ

ビター(ウリナスタチン，メシル酸ガ‘ベキセー 卜，メシル酸ナファモスタッ卜)もほぼアプロチニ

ンと同様な肝細胞障害抑制作用を示した

他の肝障害誘導物質である四塩化炭素を前投与したラットから分離，府養した肝細胞は D ガラ

ク トサミンの場合と同様に経時的に肝細胞障害を/戸し，アプロチニン添加はこの肝細胞|埠宵も抑制

した。 この invitroにおける実験結果はプロテアーゼ.インヒビターが凝凶線昨系，循環系を介する

ことなく ，直接肝細胞に作用して肝細胞障害を改善させる可能性を不唆する

以上より invivoにおける急性肝不全へのプロテアーゼインヒビタ一投与効果の作川機1[:とし

て，これまで報告されてきた disseminatedintravascular coagulation (DIC)を改善する機作以外

に，直接肝細胞に作用し肝細胞障害を抑制する結果，急性肝不全を改善するIlf能性か考えられた
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現在，急性肝不全に対しては各種治療が行われてお

り，プロテアーゼインヒビターも使用されている薬剤

の 一つである 急性肝不全にしばしば合併する

disseminated intravascular coagulation (DIC)に対

するプロテアーゼインヒビターの投与効果に関して

は，多 く報告されており，その作用機構に関する研究

も進められてきた7.9.10，23.24.26 しかし，肝障宮自体

へのプロテアーゼインヒヒターの影特に関する報告は

少なレ35.10 

段近， rli原らは初代tr長肝細胞を使rflLた研究によ
り，アプロチニンなどのプロテアーゼインヒヒターカ‘

肝細胞膜のプロテアーゼに作川し，肝細胞の生存を促

進させることを報告した1.19.30 また彼らはニのプロ

テアーゼカ‘肝細胞障宮にも関与してL‘る 11J能件ーカ‘ある
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Fig. 1. The effects of aprotinin administration 

on the survival of rats with acute Jiver failure induc-

ed by galactosamine. The aprotinin (n = 30) and 

galactosamine groups (n=30) received aprotinin 

and saline respectively by every 8 h from 8 h after 

the administration of galactosamine (2，000 

mg/kg) .うく0.05for the aprotinin group com-

pared with galactosamine group (Log Rank test) 
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b)ラット肝実質細胞の分離と培養:ラット肝実質細

胞は， Seglen らのコラゲナーゼ濯流法28 で分離した。

D-GalN投与 1時間後， CC14投与30分後および対照の

ラットから肝細胞を分離し，それぞれ D-GalN処理

肝細胞， CC14処理肝細胞，無処理肝細胞とした。分

離した肝細胞の生存率は卜リ パンブルー排除法で判定

し，85%以上の標品を実験に使用した。分離した肝細

胞は108M インスリン， 40 mM  L-グルタミン， 100 

U/mlペニシリン， 100μg/mlストレプ卜マイシンを

含む Williamsmodified essential minimum 培地

(WEM培地) 34)へ懸濁し，最終的に 2X 105細胞数

/ml に調整後， 35mm collagen coated dish に 2

ml/dishを加えて肝細胞初代培養を開始した。培養開

始 1時間後に，培養開始時と同じ新鮮培地に変更した

各種プロテアーゼインヒビター(アプロチニンは0.1，

0.5， 1， 5， 10μg/ml，ウリナスタチン，メシ/レ酸ガ

ベキサ一卜，メシノレ酸ナファモスタットは0.5， 5 

μg/mlの濃度。) は培養開始時に添加した 培養開始

後 2，6，12，18，24時間後に生着細胞数，培地中

LDH活性を測定した。培養は 5% CO2， 95%苧気，

3rc下で行った。
c)生着細胞数と培地中 LDH活性の測定 生着細胞

数はo. 05% トリプシン /0.02% EDTA 
(ethylenediaminetetraacetic acid)液で培養肝細胞を

剥離後， トリ パンブノレー排除法により測定した。培地

中 LDH活性は分光学的に LDH測定キット(ベーリ

ンガー・マンハイム山之内，東京)で測定した
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投与群2.0土1.5 mg/dl，アプロチニン投与群0.7:!:0.6

mg/dJてあり，アプロチニン投与により総ピリ/レピ

ンの上昇はfi意に抑制された (MannWhiteneyの

U 検定 :pく0.05) アルブミンは 2日日に DGaJ 

投与鮮2.5士0.4g/dl，アプロチニン投与群3.0:!:0.4

g/dlてあり，アアロチニン投与によりアノレブミンの

低下は有意に抑制された (MannWhiteneyの U 検

定 :pく0.05) GPTは， 2 IJ口に D-GalN投与群

896土553U/L，ア プロチニン投与群439土339U/Lて

あり，アプロチニン投与により GPTのと舛は抑制さ

れる傾向かあった(点 2) 

: in vivoの実験

a) D-GalN投与量の検討:D-GaJN 1，000， 1，500， 

2，000， 2，500 mg/kg腹腔内投与後10日日のラット生

存率はそれぞれ， 5/5， 9/11， 1/11， 0/4であった(表

1 )。この結果より， D-GaJN急性肝不全の生存率，

肝機能の検討には，それぞれ D-GalNを2，000，1，000

mg/kg投与して行った。

b) D-GalN急性肝不全ラットの生存率対するアプロ

チニン投与の影響:2，000 mg/kg D-GalN投与2日

円から D-GalN肝障害ラットの生存率は経時的に減

少したc アプロチニン投与により有意に生存率が改善

された (Log-Rank test: pく0.05)(図 1) 

c) D-GalN急性肝不全ラットの肝機能に対するアプ

ロチニン投与の影響:血清総ビリルピン， GPTは

1，000 mg/kg D-GaUぜ投与 1日目から上昇し， 2日

目には最高値を呈し，アルブミンは D-GalN投与 1

日日から低下した。総ピリルビンは 2日日に DGalN 

績成

3) in vivoにおける実験方法

a) D-Ga1N投与量の検討:24時間の絶食後，ウィス

ター系雄性ラット(約200g)に D-GalN を1，000

(n=5)， 1，500 (n=l1)， 2，000 (n=l1)， 2，500 (n=4) 

mg/kg を腹腔内投与し， 10日間生存率の推移を観察

した。D-GalNは使用直前に生理食塩水に溶解し， 6 

N 水酸化ナトリウム溶液で pH7.4に調節した。

b) D-Ga山 急性肝不全ラッ トの生存率に対するア プ

ロチニン投与の影響 24時間の絶食後，ウィスター系

雄性ラット(約200g)に D-GaJN(2，000 mg/kg)を腹

腔内投与した。アプロチニン投与群 (n=30)には，

D-GalN 投与 8時間後からアプロチニン(1，5000

KIU/kg)を8時間毎に腹腔内投与した。アプロチニ

ン 1KIU (Kallikrein inactivator unit)とは pH8，室

温2時間で2単位のカリクレインの効刀を半減する量

と定義されている。また 1KIUはアプロチニン0.14

μgに相当するしアプロチニンは生理食塩水に溶解し

て使用した。アプロチニンの投与量，投与間隔に関し

ては末盛らの報告27)を参考にした。アプロチニン非

投与群(以下 D-GalN投与群， n=30)には生理食塩

水を投与した。両群の生存率の推移を観察し.検定は

Log-Rank testにより行った。

c) D-GalN急性肝不全ラットの肝機能に対するアプ

ロチニン投与の影響 24時間の絶食後，ウィスター系

雄性ラット(約200g)に D-GalN(1，000 mg/kg)を腹

腔内投与した。アプロチニン投与群には， D-Ga山 投

与 8時間後からアプロチニン(15，000KIU /kg)を8

時間毎に腹腔内投与した。アプロチニン非投与群(以

下 D-Ga間 投与群)には生理食塩水を投与した。両

群の血清総ビリルビン， GPT，アルブミンは，

D-GalN投 与l日後 (両群 n=10)，2 臼後 (両群

n二 12)，3日後 (両群 n=13)に測定した 血清中総

ビリルビンはアルカリアゾビリルビン法16¥ GPTは

UV法21' アノレブミンは BCG法れにより測定した

検定は Mann-Whiteneyの U 検定11)によ って行っ

た。
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と推測してレる20 しかし，彼らは invitroにおいて

は;常肝細胞へのプロテアーゼインヒビターの影響は検

Jしてしるか，障書肝細胞への影響は検討していない

し invivoにおける肝障害へのプロテアーゼインヒ

ピター投与の影響に関しても検討していなし、。

}寺島は市原らの報告よりプロテアーゼインヒビター

かl貞接肝細胞に作用して肝細胞障害を抑制し，急性肝

不全を改著する口[能性があると考えたu しかしプロテ

アーゼインヒピターの肝細胞への直接の影響を in

vivoで検dすることは，プロテアーゼインヒビター

が循環系，凝固線j容系などを介して肝細胞に影響を与

える 可能性があり 9.10.2527，32)，困難である。 したがっ

て肝細胞障需へのプロテアーゼインヒビターの影響を

in vitroの実験系で検討することが必要である。そこ

で符{'iは invitroの実験系として，肝障害誘導物質と

て知られる D ガラクトサミン，内塩化炭素をあら

かじめ投与したラットから肝細胞を分離培養 し，肝細

胞|町刀のモデルを作成する MacDonaJd らの万

怯)4.)5 をHh、た

今[円1，苦荷はプロテアーゼインヒピターの急性肝不

全への有用性を検討するために invivoにおいて

D ガ、ラク トサミン急性肝不全ラットにアプロチニン

を投与し，その投与効果を生存率，肝機能について検

付した また，その作用機序の解明のために，アプロ

チニンと他のセリンプロテアーゼインヒピター(ウリ

ナスタチン， メシノレ骸力、、ベキサー卜，メシル酸ナフア

スタツ卜)の D ガラクトサミン，四塩化炭素によ

る肝細胞障古への影響を 仇 vitroで検討したc

496 

4) in vitroにおける実験万法

a )肝障害ラッ卜の作製:肝障害ラットの作製は

MacDonald らの方法14，151に準じて行ったハ D-GalN

肝障害ラットはウィスター系雄性ラットに DGalN 

1，000 mg/kg を腹腔内投与して作製した 対照のラ

ットには生理食塩水を腹腔内投与した。CC1
4肝障害

ラットはウイスター系雄性ラットに CC14 0.5 ml/kg 

を経胃管的に投与して作製した CCl
4はオリ ーブ油

で'10%に希釈して使用したu 対照のラットにはオリー

ブ油のみ同容量を経胃管的に投与したっ

1)実験動物

D ガラクトサミン肝障需ラット，四塩化炭素肝障

1，-11ラットの作製およびラット肝実質細胞の採取には，

ウfスター系雌性ラット(約200g)を使用したゥ食物

および11"-分は， (111jに供取させた

2 )ιヒ験誠r

D ガラクトサミン塩酸塩 mGalN) ，インスリン
は SigmaChemical Co. (St.Louis， Mo.)より ，内塩

化炭ふ (CCI4)は、1")1:化学薬品 (京都) より， LDH 

/1[11:どキットはベーリンガー・マンハイム山之内(東京)

より.コラゲナーゼタイプ lは手n光純薬 (大阪) より

l碑へ Lた。アヅロチニンはパイ了 Jレ薬品(人・阪)より.

ウリ十スタチンは持m製~(東京)より， メシ/レ酸ガ
ーレサートは小野J集M(J(阪)より.メシル徴ナフア

ス々 、ソトはI志肘集Ml (東京1より提(Jしされたb その

他の.A'~は rべて lti版特級品を件1l 、た

材料と方法
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on-lreated ceJ1s Treatcd ccJ1s 

Fig. 5. Effects of aproLinin on the media LDH 

activities of monolayer hepatocyte culLures from 

carbon tetrachloride treated rats aL 24 h after 

plating. The data are expressed as the mear.s of 

triplicate cultures; bars indicate SD. Similar 

results were obtained in Lwo independent ex-

periments.口:nontreated cells，ロ:nontreated 
cells+aprotinin (1μg/ml)，回 treated cell日，・:treatedcells+aprotinin (1μg/ml) 
2 ) アプロチニン添加i官接時間を.Ae(2411与IHj)に

して，アプロチニンの濃度の彬響を調べた (じえ1:-¥) 

アプロチニンは0.1μg/mlから D GalN Ilr細l!!J包陣'，1;'を

用量依存的に抑制 した このアプ ロチニ ンO.1 1 

μg/mlは， ヒ卜 におレて，アプロチニンをげi!荒111:役i

与した場合の血中濃度範附|付 に相 、~する

b) D-GalN処用肝細胞への科挿セリ ンプロテア ーゼ.

イ ンヒビター添加の影響:アプロチニン以外のセリ ン

フ。ロテアーゼインヒビター (ウリナスタチン，メンル

酸ガベキサー卜，メ シル椴ナファモスタット )の

D GalN肝細胞障芹への抑制効果を般討した 0.5， 

5μg/ml 濃度ーのウリナスタチン，メシ/レ椴ガベキサー

ト，メシル椴ナファモスタ卜添加による DGalN III 

細胞障宵への抑制効果はアプロチニンの抑制効県とほ

ぼ同様てあった (凶 4) 

c) CCl4処用肝細胞へのアプロチ ニン添加の影枠

CC14処珂HF細胞の府地'11LDH川VI:は， j:古長開始後

経時的に1:舛した 無処即lHI細胞の府地'11LDH 11~ 1j l 

は変動しなヵ、 った CCI4処PjJIJF刻IJ胞にアプロチ二 ン

( 1μg/ml)を添加する と，!白地中 LDH(l，1tは，出

養開始24時間後対!仰の329土9 mU/mlカ・ら181寸16

mU/mlに抑制 され，アプロチニンは CC141lr細胞防

官におレても肝細胞陣芹抑制効果を示 Ltこ(凶;)) 
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Fig. 3. Concentration-dependent effects of 

aprotinin on the media LDH activities of 

monolayer hepatocyte cultures from galac-

tosamine-treated rats at 24 h after plating. The 

data are expressed as means of triplicate cultures; 

bars indicate SD. Similar results were obtained in 

two independent experiments. Closed bar: galac-

tosamine-treated cells， open bar: non-treated 

cells. 

Table 2. The effects of aprotinin administration on total bilirubin， GPT and albumin 1，2 and 3 days after 

the administration of D-galactosamine. 

6) 

6) 

6) 

Days after the administration of D-galactosamine (1，000 mglkg) 

1 day 2 days 3 days Control 

Aprotinin Saline Aprotinin Saline Aprotinin Saline 
トー

(Bmi6lirdu lb) i n 0.3土0.1(10)
: ・

O. 7土0.6(2)
: : 

O. 3:f:0. l( 9) 2. O:f:l. 5 (10) O. 3:f:0. 2 ( 9) O. 6:f:0. 4 (13) 0.2:f:0.0( 

GPT 
283士247(0)369:f:350 (10) 439:f:399 (2) 896:f:553 (12) 101:f: 69(3) 174:f:139 (13) 17土9 ( (U/L) 

'¥Ibumin 
2.8士O.1 (10) 2. 7士0.1(10)3. 0:f:0. 4 (2) 2. 5:f:0. 4(2) 2. 7土0.2(13)2. 5:f:0. 2(3) 3.0:f:0.0( (g/dl) 

Aprotinin; Rats received D-galactosamine (1，000 mg/kg) and aprotinin injection. 

Saline; Rats received D-galactosamine (1，000 mglkg) and saline injection. 

All values are mean 士SD

事Pく0.05compared with Saline 

The number of rats is in parentheses. 

#; Hemolytic samples are excluded. 
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Fig. 4. The effects of various protease in-

hibitors (0.5 and 5μg/mll on the media LDH ac-

tivities of monolayer hepatocyte cultures from 

galactosamine-treated rats at 24 h after plating. 

The data are expressed as the means of triplicate 

cultures;bars indicate SD. Similar results were ob-

tained in two independent experiments. Closed 

bar: galactosamine-treated cells， open bar: 

non treated cells. AP: aprotinin， US: urinastatin， 

FOY: gabexate mesilate， FUT: nafamostat 

mesilate. 
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Fig. 2・ Theeffects of aprotinin on the media LDH activities and viable cell numbers of monolayer 

hepatocyte cultures from galactosamine treated rats目 Pointsindicate means; bars indicate SD of triplicate 

ltures. Similar results were obtained in two independent experiments 仁]:treatedcells， . :treated 

冷lls+aprotinin(l崎川， O:non treated cells，・:nontreated c山 +ap川 nin(1μg/m 
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時間後から上昇し肝細胞障害か認められた -}j， 

無処珂肝細胞では， 培養24時間まで生局細胞数，培地

中 LDH活性は経時的に変動 しなか った (図 2) 

2 : ill l'itroの丈験

a ID GalN処FjJ引細胞へのア プロチニン添加の彬響

D GalN也即111細胞 mGalNをあらかじめ投与した

察

現イモ， ，/:} 1生肝不全に対 lて作待的保ヵ・fTわれており ，

プロテアーセインヒヒターも使JijされてL.る主剤の 4

考

培養開始24日寺間後147:f:15mU/ml となり ，アプロチ

ニン添加により D-GalN肝細胞|草書が軽減されたf凶

D GalN処理n細胞では，上白地中 LDH活性は主青葉開
始 2時間後に71土15mU ml， 24時間後には230士15

mU mlへ上昇した D GalN処f型肝細胞にア プロチ

ニン (1μg mlを添加lーする と，府地中 LDH活性は

ーッ トゥ、1")分離. .t ì~ i主Lた細胞)は.府長開始時には

情処即Illffil胞 L比較 Lて'1'.([二千件十[1Tt顕微鏡との形
態にみは~，~. めなかりたが . 't{i'細胞教はI青葉開始後12
時InHせか九州'レし j日地'1

'
LDH Ti~t'1.は I庁長開始俺 18
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ってある。急性肝不全はしば.しば DICを合併するが，

DIC では，血管内で凝固系が活性化し全身の徴小血

管に多数の微小血栓が形成され，二次的に線溶充進が

生しひL、ては凝固障害が生じ，著しい出血傾向が生じ

る i疑問系は生体内の代表的プロテアーゼ系であるが，

DIC 時における凝固系充進の制御のためにプロテ

アーゼインヒビターが投与される。急性肝不全に合併

する DICに対するプロテアーゼ、インヒビターの投与

効果とその作用機序に関する研究は多く報告されてい

る23.24 例えばメシル酸ガ、ベキサー卜9.101アンチト

ロンビン凹7.26などの投与効果が報告されている。 し

かし，肝障害自体へのプロテアーゼインヒビターの影

響に関しては報告が少なし、。

Galvin ら8 は潅流肝を用いた実験において，低酸

来による肝障害がアプロチニン投与により抑制される

ことを報告し，その作用機序としてプロテアーゼ、イン

ヒピターによる細胞膜崩壊の抑制の可能性を挙げてい

る Ferreyra G 4 ， 5 J は問 vzvo において CCI4~干障害

か 1chloro 3-tosylamido-7-amino-2-heptanone 

(TLCK)投与で抑制されることを報告し，プロテアー

ゼやエラスターゼが CC14肝障害において重要な役割

を呆たしている可能性を示唆してレる。岩城ら31は抗

補体作用を有するプロテアーゼインヒビターであるメ

シル円安ナファモスタッ卜が D-GalN急性肝不全を改

持することを報告した。

しかし，こうした報告においてもプロテアーゼ、イン

ヒビターが肝障害を改善させる機序に関しては不明な

点が多L、。 特にプロテアーゼインヒビターが肝細胞に

"1接作用して，肝細胞障害自体に如向なる影響を与え

るかに関してはほとんど不明である。今回の invivo 

の '~験において D-GalN 急性肝不全ラットの生存率，

肝機能障宮がアプロチニン (3，000KIU x 3/day)投

')-により改葬された (図 1，長 2)。 その作用機序と

しては，急性肝不全に高頻度に DIC，循環不全が合併

することから，従来より報告されているアプロチニン

の抗i疑問抗線溶作刷，抗ショック作用17，25，27，321が関

う・している可能性ヵ、考えられる

M:k. ，行hj(らはアプロチニンなどのプロテアーゼイ

ンヒビ守ーか肝細胞肢のトリプシン様プロテアーゼに

作用 して.初代用建肝細胞の生仔を促進することを報

汚し ている1.19.30 同時に伎らはこのプロテアーゼが

~JI 細胞陣営に関与し て いる可能仲，があると推測してし、

るが20 i1'l l'Ù'O の肝障~ゃ in llitroの肝細胞障害に

すrるプロチアーゼインヒピターの影響は検討してL、

ない 宮島か DGalN 性肝不全ラ ットにアプロチニ

ンをねう したとこ ろ.生存中，肝機能障存が改善した

その作用機序として著者はアプロチニンが DIC，循環

障害を改善して急性肝不全を改善させる以外に，市原

らの報告よりアプロチニンが直接肝細胞に作用して肝

細胞障害を抑制し，その結果生存率，肝機能障害を改

善させる可能性があると考えた。 しかし invivoの

実験では凝固線溶系，循環系への影響を除外できない

ことから invitroで検討した。

肝障害誘導物質を使用した invitroにおける肝細胞

障害のモデ、/レには種々の報告がある6，14，15，3110 しカ‘し，

細胞培養には血清が使用されることが多く，この血清

中には各種プロテアーゼ プロテアーゼインヒビター

が存在する。 したがってプロテアーゼインヒビターの

影響を検討する場合，無血清の実験系の方ががより適

している。 しかし，無血清で初代培養肝細胞を培養し

た場合，長期間肝細胞を維持することが困難であり，

培養早期に障害が生じる肝細胞障害モデ‘ルが必要とな

る。MacDonald ら14，151は D-GalN，CCLtを前投与し

たラットから分離，培養した初代培養肝細胞を用L、て

肝細胞障害モデ、/レを作製した。このモデ‘ルで・は培養早

期から肝細胞障害が生じるため，著者はこのモデ)レを

使用して，プロテアーゼインヒビターの肝細胞障害へ

の影響を検討した。

D-GalN， CC14を前投与したラットから分離した肝

細胞は，無処理のラットから分離した肝細胞と比較し

て，分離時の生存率，培養開始時の生着率や位相差顕

徴鏡上の形態に差はなかったが(未発表)，培養時間

の経過と共に培地中 LDH活性が上昇し，生着肝細胞

数は減少した。すなわち，肝障害誘導物質投与ラット

から分離，培養した肝細胞は，経時的に肝細胞障害を

生じる。一方，無処理ラットから分離した肝細胞では

培養24時間まで培地中 LDH活性，生着肝細胞数は変

化しなかった (図2)。 このそデ、/レで、は凝固線溶系，

循環系等の影響を受けずに，薬剤の肝細胞障害への直

接効果を検討することが可能である D-GalN を前

投与したラットから分離，培養した肝細胞における培

地中 LDH活性の上昇，生着肝細胞数の減少は，アプ

ロチニン (1μg/ml)の添加によ って抑制された (函

2)0 CC14を前投与した肝細胞障害のモデルにおいて

もほぼ同様にアプロチニンにより肝細胞障害が抑制

れた (図5)。 また，この肝細胞障害へのアプロチニ

ンの障害抑制効果は0.1.ug/m1から生じ， 1μg/mlで
ほぼ最大に達している (図3) この濃度はアプロチ

ニンを invivoまたはヒトに使用した場合の血中濃度

に相当する濃度であり，アプロチニンが invivoまた

はヒトにおいても.肝細胞に直接作用して，肝細胞障

害を抑制する可能性を示す

-・・・‘L-回同"ー」

中村:急性肝不全に対するプロテアーゼインヒピターの影 501 

アプロチニン以外の臨床で使用されているセリンプ

ロテアーゼインヒビターであるウリナスタチン，メシ

/レ酸ガ、ベキサー卜，メシル酸ナファモスタッ卜もほぼ

同様の肝細胞障害への抑制効果を示した (図4)。 こ

のようにプロテアーゼインヒビターが invitroにおい

て直接肝細胞に作用し，肝障害誘導物質による肝細胞

障害を抑制することを見いだしたのは著者が初めてで

ある。また，現在臨床で使用されているセリンプロテ

アーゼインヒビターのなかで特にアプロチニンに注円

した理由は，上記のように invitroにおいて肝細胞の

生存を促進するとし、う報告191と濯流肝おける低酸素

による肝障害を抑制すると Lづ報告別があるためであ

る。また，他のプロテアーゼインヒイビターに関して

は同様の報告はなL、。

次に，このプロテアーゼインヒビターの肝と細胞障

害への抑制効果の機序に関して考察するのinvitro肝

細胞障害のモデルにおいて著者は D-Ga凶，CC14を使

用したが，プロテアーゼ、インヒビターはこの両肝障害

誘導物質による肝細胞障害を共に抑制した。この両肝

障害誘導物質の肝障害を引き起こす機序は異なる。

D-GalNは肝細胞におレてウリジン二リン酸ーガラク

卜サミン生成によるウリジン三 リン酸の減少から

RNA合成抑制，タンパク合成抑制を引き起こし， さ

らに糖，脂質代謝障害も加わり膜障害を起こすとされ

ている3.6.12，13.2210CC14は肝細胞におレて NADPHチ

トクロム P450系で代謝されて，高い反応性を有する

トリクロロメチルラジカルとなる。このラジカ jレが連

鎖反応的にフリーラジカルを形成して，膜に過酸化脂

質を形成することにより膜障害を起こす18，29，33 共に

最終的には肝細胞膜障害が生じるので，両肝障害誘導

物質に共通な細胞膜障害の段階でフ。ロテアーゼインヒ

ビターが作用してL、る可能性があると思われる

また前記のよ うに，市原らはラット肝細胞膜よりア

プロチニン等のトリプシンインヒビターに感受性のあ

るトリプシン様のプロテアーゼを分離，精製し，この

プロテアーゼが肝細胞の生存に深レ関与をしてレるこ

とを報告1.19.30 し，更に肝障害時にもこのトリプシン

様プロテアーゼが重要な役割を演じている可能性を推

測している2か以上のことより，プロテアーゼインヒ

ピターが肝細胞膜に存在するプロテアーゼに作則 し

て，肝細胞障害を抑制してレる可能性が考えられる

しかし，肝細胞障害に関与する肝細胞膜プロテアーゼ

の分離同定，活性測定に関した報告はな く，今後更に

検討する必要があるー

従来，急性肝不全へのプロテアーゼインヒビターの

効果に関する研究は，急性肝不全に合併する DICへ

のプロテアーゼインヒピターの効果に閲 Fるものが主

であったcしかし，以ヒ述べてきたように，フ。ロテアー

ゼインヒビターが肝細胞にIf(擁作間 Lて，)]1細胞|町'占

を抑制する可能件を示唆する帝人民を得九ので報告し た
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1n the present study， the effect of aprotinin administration on galactosamine induced liver failure in rats was 

investgated in vivo. Furthermore， the effects of various protease inhibitors on cultured hepatocytes isolated 

from galactosamine or carbon tetrachloride-treated rats were investigated in vitro. Aprotinin administration im-

proved significantly the survival rate and liver damage of the treated rats. Cu1tured hepatocytes f rom ga1ac-

tosamine-treated rats began to show galactosamine induced injury after 18 h of cu1ture， and the dose depen-

dent suppression of the 1l1jury was observed when aprotinin was added to the medium. Aprotinin 

demonstrated a similar protective effect against carbon tetrachloride induced hepatocyte 1l1jury. The direct 

protective effect of the protease inhibitors against galactosamine or carbon tetrach10ride induced hepatocyte in-

jury shown in the in vitro experiment suggests that in vivo the protease inhibitors may a1so act on hepatocytes 

direct1y to suppress the injury， although the effects on the circulation and/or blood coagulation can not be ru1-

ed out 


