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ABSTRACT 
We studied the effect of the renin-angiotensin system inhibitors， perindopril (PE)， and 

candesartan (CA) on the development of liver fibrosis induced by bile duct ligation. 

Expression of angiotensin-II type-l receptor were demonstrated in isolated hepatic stellate 

cells (HSCs) by RT-PCR. CA (2 mg!kg， P.OJ and PE (2 mg!kg， P.OJ were administrat-

ed to rats every day 3 weeks after the bile duct ligation. The hepatic hydroxyproline con-

tent and hepatic fibrosis area were significantly suppressed by the administration of CA or 

PE. 

To clarify the mechanism underlying this suppression， we examined the amount of activat-

ed HSCs and the expression of fibrogenic cytokines. The number ofαsmooth muscle actin 

positive cells were significantly reduced by the administration of CA or PE. The hepatic ex-

pression of transforming growth factor-sl (TGF-sl) and connective tissue growth factor 

mRNAs， and the liver total TGF-sl content in the groups treated with CA or PE were， 

not significantly， lower compared with the bile duct ligation group. These findings suggest-

ed that angiotensin-II would play a pivotal role in liver fibrosis development through the 

HSC activation， and the angiotensin-II inhibition could be a novel approach for the possible 

prevention of hepatic fibrosis. (Accepted on November 9， 2004) 

Key words : liver fibrosis， bile duct ligation， angiotensin converting enzyme inhibitor， 

angiotensin-II typel receptor blocker 
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はじめに

近年，強力な血管収縮物質であるangiotensin-

IIが心筋由来線維芽細胞，メサンギウム細胞など

に作用し，コラーゲンの生成を促進することが示

されているl.2) 肝でも細胞外マトリックスの主

要な産生細胞である肝星縮胞にagiotensin-II 

type 1 receptor (AT-Rl)が発現し， angiotensin 

-II添加により肝星細胞の収縮とともに増殖を促

進することが明らかにされている3) この報告後，

各種の実験的肝線維化モデ、jレでangiotensin-II系

抑制薬が肝線維化の進行を阻止することが相次い

で報告されたい9) 今回，各種実験的肝線維化モ

デルのうち，実際にヒトでも認められる胆管結葉

(bi1e duct 1igation : BDL)による担汁うっ滞性

肝線維化モデルを用い， angiotensin converting 

enzyme (ACE)問書薬であるperindopri1(PE) 

とAT-R1措抗薬であるcandesartan(CA)の肝線

維化抑制効果およびその機序について検討した.

材料および方法

1 .動物

Wistar系雄性ラット，体重230~290 g (日本

SLC，静岡)を用い，室温24土 2
0

C，湿度60土

10%， 12時間おきの明ー暗周期で飼育した.食餌

は標準的な小丸剤(日本クレア，東京)を使用し，

水分は自動給水器で与えた.処置時の麻酔には

pentobarbita1 50 mg/kgを腹腔内投与した.動物

実験はすべて鳥取大学底学部動物実験指針にのっ

とり，同動物実験委員会の承認を得て行った.

2.肝星細胞の分離・培養

Wistar系雄性ラットの肝臓からcol1agenase還

流法にて，星細胞を分離した10) 具体的には

Ca2+， Mg2+を含まないHanks'ba1ancedsa1ts so-

1ution (HBSS)を3TCfこ加温し，門脈から10

ml/minで10分間潅流した.続いて0.08%

pronase E (Merck， Damstadt， Germany)， O. 05 

% collagenase (type IV;Sigma Chemica1 Co.， St. 

Louis， MO， U.S.A)， 0.01% DNase 1 (Roche Di-

agnostics， Mannheim， Germany)を含んだGey's

ba1anced sa1t s01utions (GBSS)を30分間擢流し

た.肝を摘出してメスで細切し， O. 05% pronase 
E， 0.05% collagenase， 0.001 % DNase 1を含ん

だGBSSを加えて37"C，20分間振歯した.混合液

をナイロンガーセ市で櫨過し， 50xg， 4
0

C， 5分間

および500Xg，4
0

C， 8分間遠心分離して星細胞

の多く含まれる層を採取した.続いて25.6%

nycodenz (第一化学薬品，東京)を含むGBSSを

加えて転倒，混和し，その混合液の上IこHBSS1 

m1を静置して1500Xg，4
0

Cで15分間遠心分離し

た.HBSSとnycodenzの間にある星細胞の謄を採

取し， 10% feta1 calf serum (feta1 bovine serum; 

JRH Bioscience Inc. Kansas， U.S.A)， 200 U/m1 

penicillin G sodium (Gibco-BRL)， 200μg/m1 

streptomycin sulfate (Gibco-BRL)， 0.25 UG/m1 

amphotericin B (Gibco-BRL)を含むDu1becco's

modified Eag1e medium (DMEM; Gibco-BRL) 

を加えて25cm2プラスチックフラスコディッシ

ュに入れ37"C， 5%炭酸ガス， 95%空気相にて培

養を行った.培養液は，細胞を播種した24時間後

に第l回告の交換を行い，その後は隅日で交換を

行った.星細胞はconf1uentstage (充満期)で実

験に供した.

3. in vivoにおける肝線維化モデルの作成と薬

物の投与方法

Wistar系雄性ラット(体重230-290g)を用い

4群，胆管結主主群 (BDL群)，組管結主主+CA投与

群 (BDL+ CA群)，胆管結数十 PE投与群

(BDL+PE群)， Sham群に分けた. BDL， 

BDL+CA， BDL+PE群では， pentobarbita1麻

酔後，総胆管 (CBD)を二重結熱切離した11)

Sham群は開腹のみを行った.手術翌日から連日，

ラットの体重1kgあたりCA2 mgもしくはPE2 

mgを，関管チューブでそれぞれ経口投与した.

術後3週のラット生存率は， BDL群:n=7/13 

(54%)， BDL十CA群:n=6/12 (50%)， 

BDL+PE群:n=9/12 (75%)， Sham群 n=

5/5 (100%)であった.3週間後pentobarbita1麻

酔下に，下大静脈より採血と肝摘出を行った.採

取した血清は， -80
0 

Cで保管した.また，肝は

生理食塩水を肝静脈より還流し，重量を測定した.

肝組織片をRNA1ater (Ambion Inc. Tx， U.S.A.) 

中に入れ4
0

Cで24時間静置した後一30
0

Cで保管し

た.さらに， hydroxypr01ine (Hyp)， TGF-s1 

蛋白測定のため肝組織片を直ちに凍結し 80
0 

C 

で保管するとともに，組織学的検討を行うため肝

組織を10%ホルマリン中に浸潰して，その後パラ

フィン包埋した.

肝組織中Hypの定量

肝組織200mgをホモジナイズ後に6N塩酸4
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m1を加え，密封後105
0

C， 24時間加水分解した.

加水分解物はevaporaterを用いて塩酸を除去後，

蒸留水で再溶解して4回乾囲を繰り返した.つぎ

に蒸留水10m1で溶解し， 0.1 gの活性炭を加え

て混和，脱色し， t慮過した • t，慮液は 1N水酸化ナ
トリウムを用いてpH5とし，再乾閉した後，蒸

留水10m1で溶解し，その1m1に対して2m1の

isopropano1と1m1の酸化試薬 (7%のch10r官 nine

T (和光純薬工業，大販)水溶液l容と緩衝液4容

を混和)を加え5分間放置し酸化した. 2 m1の

Ehrlich試薬 (p-dimethy1amino-benz-a1dehyde

17.6 gを60%過境素酸40.8gに溶解させ，使用時

にisopropano1で100m1とした)を加え60
0

C， 10 

分間加湿し発色させた.30分間室温放置にて冷却

後562nmで比色した.高純度のL-Hyp(和光)

を溶解して内部標準液を作り，同様の方法で比色

して標準曲線を作成しHyp濃度の定量を行った.

Hyp濃度を肝1g当たりで表わし (μg/g wet 

1iver) ，肝重量を乗じて肝臓当たりの総Hyp量と
した12)

肝組織中TGF-，91蛋白の定量

肝組織中よりTGF-s1蛋白を酸 エタノール

法で活性型として抽出し13，14) ヒト肝組織中

TGF一向に対するモノクロナール抗体を用いた

ELISAキット (GenzymeCorporation， MA， 

U.S.A.)にて測定した.具体的には，酸ーエタ

ノール溶液 (95%エタノール 375mL 12N HC1 

7.5 ml) 100 m1に対して0.1%pheny1methy1su1-

fony1 fluoride (PMSF，和光)7 mL 0.1% pepsta-

tin 0.4 m1を加えた混合液を2.0m1作成して肝組

織500mgに加え， 24時間4
0

Cで振揚抽出した.

12，000 X gで、60分間遠心分離を行い，上清1.0 m1 

を塩酸アンモニウムによりp狂約5.0に調整し，

p宜 5.3の2M酢酸アンモニウムを12μl添加した.

その後エタノール/エーテル (2: 1)混合液6

m1を加え混合後， 48時間-30
0

Cで静置した.

17，000Xg，10分間の遠心分離後，沈殿物を1M

酢酸1.5 m1に溶解し， 0.17 M酢酸にて48時間4

。Cで透析した.透析後凍結乾燥し，得られた検

体を0.1%ウシ血清アルブミン含有リン酸緩衝液

0.5 m1にて溶解しTGF-j31測定に供した.なお，

この測定条件下でTGF-，31最0.1ng/m1から5

ng/m1の範囲で、吸光度と濃度とが対数グラフで直

線性を示すことを確認した.

RNA抽出とSYBRGreen 1 PCR法

分離・精製したラット肝星細胞を25cm2プラ

スチックフラスコディッシュに播種し con-

fluent stagelこ至った時点で培養細胞のtota1RNA 

をISOGEN(ニッポンジーン，富山)を用いてフ

ェノール，クロロホlレム法にて抽出した.得られ

たtota1RNAの一部を鋳型として用い， oligo-dt 

primerとrandomprimerを用いてreversetran-

scriptaseによりcDNAIこ変換し，表1に示した

ACE， renin， AT-R1のprimerを用いてPCRを行

った.そのPCR産物を1%アガロースゲルにて電

気泳動し， ACE mRNA， renin mRNA， AT-R1 

mRNAの存在を調べた.

In vivo実験では， RNA 1aterに浸潰した肝組織

200 mgからtota1RNAをISOGENfこより前述と

向様に抽出， cDNAを作成し， Light Cycler 

(Roche)， Light Cycler Fast Start DNA Master 

SYBR Green 1 (Roche)を用いてACEmRNA， 

renin mRNA， TGF-，91 mRNA， CTGF 
mRNA， collagen-I mRNAの定量を行った.な

お，対照として，32-microg1obu1in(，32一MG)を測

し，その比で発現量とした.なお特異的cDNA

の増'1屈に用いたforward，reverse primerは表lに

示した.PCRはACEmRNA : pre-incubation 95 

o C 10 min 1 cycle. Shutt1e PCR 95
0 

C 10 sec， 

62
0 

C 10 sec， 72
0 

C 7 sec 40 cyc1e， renin 

mRNA: pre-incubation 95
0

C 10 min 1 cycle. 

Shuttle PCR 95
0 

C 10 sec， 62
0 

C 10 sec， 72
0 

C 7 

sec 40 cycle， TGF-/ヨ1mRNA : pre-incubation 

95
0

C 10 min 1 cycle. Shutt1e PCR 95
0

C 10 sec， 

62
0 

C 10 sec， 72
0 

C 9 sec 40 cycle， CTGF 

mRNA : pre-incubation 95
0 

C 10 min 1 cycle. 

Shutt1e PCR 95
0 

C 10 sec， 55
0 

C 10 sec， 72
0 

C 6 

sec 40 cycle， collagen-I mRNA : pr・e-incubation

95
0 

C 10 min 1 cycle. Shutt1e PCR 95
0 

C 10 sec， 

55
0 

C 10 sec， 72
0 

C 3 sec 40 cycle，ん一MG

mRNA : pre-incubation 95
0 

C 10 min 1 cycle. 

Shutt1e PCR 95
0 

C 10 sec， 55
0 

C 10 sec， 72
0 

C 5 

sec 40 cycleの条件で施行した.

血清Bi1irubin，ALP， AST， ALTの測定

車清のBilirubin，ALP， AST， ALTは Au-

toanalyzer (日立 7170)で測定した.

組織学的検討

摘出した肝臓は直ちに10%ホルマリンで固定し，

パラフィン包埋した.切片は4μmで薄切し，

hematoxi1in-eosin (五-E)染色および、azan染色と
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表1.RT-PCR(こ用いたprimer

ACE 

Forward primer 5' -GAAGCATCACCAAGGAGAAC-3' 

Reverse primer 5' -GGAACTGGATGATGAAGCTG-3' 

renm 

Forward primer 5'一CATGAAGGGGGTCTCTGT-3'

Reverse primer 5' -TGGCTACAGTTCACAACG-3' 

angiotensin-II type 1 receptor 

Forward primer 5' -CTCCAGCTTCTGAAATACAT-3' 

Reverse primer 5' -TGTCAGGAAATCACTTCACT-3' 

TGF-s1 

Forward primer 5' -GCAACAACGCAATCTATGAC-3' 

Reverse primer 5'一CCTGTATTCCGTCTCTT-3' 

CTGF 

Forward primer 5' -TCCCTGCGACCCACACAA-3' 

Reverse primer 5' -TGCAACTGCTTTGGAAGGACTC-3' 

collagen-I 

Forward primer 5' -TCCGGCTCCTGCTCCTCTTA-3' 

Reverse primer 5' -GTATGCAGCTGACTTCAGGGATGT-3' 

s2-microg1obulin 

Forward primer 5'一CCGATGTAT ATGCTTGCAGAGTT AA-3' 

Reverse primer 5' -CAGATGATTCAGAGCTCCATAGA-3' 

ともに， α-smoothmuscle actin CSMA)免疫染

色を施した.具体的には脱パラフィン処理を行い，

内因性ペルオキシダーゼブロックを15分間施行し

正常血清に20分間浸潰した.つぎに一次抗体であ

るマウスモノクロナール抗ヒトα-SMA(100倍希

釈 DAKOA/S， Denmark) CNo M0851)に4
0

C

で24持間浸潰した.さらに，二次抗体に45分間浸

潰して， avidin-biotin-peroxidase complexに40

分間浸漬後， diamino benzidine fこて可視化し

hematoxilinで対比染色をして，エタノールキシ

レン系列で脱水処理を行い封入した.α-SMA染

色標本では， 400倍x10視野を観察して，類j聞に

存在するα-SMA染色陽性の肝星細胞を活性型農

細胞と判定し，その数を定量化した.Azan染色

標本は画像をAdobe-Photoshopで、取り込み，線

維を示す青色部分を抽出し，線維イヒ面積をNIH-

image CNational institutes of health， U.S.A.)に

て定量した.

い， p<0.05を統計学的に有意な差があると判定

した CStatView for Windows; Microsoft. NC， 

U.S.A.) . 

結果

正常ラットより分離し， 2週間培養し活性化し

た息細胞よりtotalRNAを抽出LACE，renin， 

AT-R1のmRNAを検討すると，それぞれ174

bp， 174bp， 179bpの単一のバンドが認められ

た(図1).このうちACE，reninの遺伝子発現量

をBDLラット肝で検討すると，術後3週でACE

mRNAは著明に充進していた(図2).3週後の血

液生化学検査では，表2のように， トランスアミ

ナーゼは胆管結繋を行った3群で、差がなかったが，

CA投与群でBilirubin，ALPが低値を示した.

Azan染色による肝組織像では， BDL群は

Sham群に比べて著明な線維化を認めたが，

BDL十CA群， BDL+PE群はBDL群に比べてそ

の所見はいずれも軽度であった(図3).肝線維化

面積の測定では， BDL群に比べて BDL+CA群，

統計学的検討

2群間の有意差検定はMann-Whitney検定で行
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図1.肝星細胞におけるACE(A)， renin (8)， AT-Rl (C) mRI¥IAの発現

肝星細胞のACE，renin， AT-R1の存在を確かめるため活性型星細胞よりtota1-RNA

を抽出しPCRおよび電気泳動を行った.それぞれ174bp， 174 bp， 179 bpのバンド

が出現し，活性型星細胞にACE，renin， AT-R1の遺伝子発現が確かめられた
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図2. 肝におけるACE(A)， renin (8)のmRI¥IA発現量

肝組織中ACEの遺伝子発現は，術後3週のBDLラット肝においてSham群よりも著明に

克進していた.mRNA発現量は， Sham群の発現量をlとし，その倍数で表した.

Va1ues are means :t S.D. ** : p<O.Ol 

Sham 

。
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表2.血液生化学検査の成績

Sham BDL BDL+CA BDL+PE 

T-Bil (mg/ dl) O 6.4 :t 0.7 2.7 :t 2.7*牢 4.4 :t 3.0 

AST (IU/L) 109 :t 10 649 :t 96 619 :t 508 560 :t 266 

ALT (IU/L) 45 :t 4 125 :t 24 106 :t 54 108 :t 33 

ALP (IU/L) 658 :t 109 1307 :t 262 856:t 122** 1202士 429

(Values are means :t S.D. **: p<O.Ol vs BDL) 

図3.Azan染色による肝組織像 (A)Sham. (B) BOL. (C) BOL + CA. 

(0) BOL + PE 

Bar = 100μm 

BDL+PE群においてそれぞれ平均36%，45%の

線維化面積減少を認めた(図4.A).肝Hyp量は

BDL群10.0:t 1. 9 mg/肝と， Sham群1.7:t1.9

mg/肝に比べて約6倍の増加を認めた BDL 

+CA群， BDL+PE群ではそれぞれ5.5:t1.3 

mg/肝， 6.3 :t 2.0 mg/肝と， BDL群に比べHyp

の有意な、減少を認めた(図4.B) 

これら薬物の肝線維化抑制のメカニズムを調べ

るため活性型星細胞数算出，肝組織TGF-s1蛋白

定量，各種サイトカインのmRNA定量などを行

った.活性型星細胞数は， BDL群に比べBDL+

CA群， BDL+PE群で有意に減少していた(図5).

肝組織中TGF-sl蛋白量は， BDL群に比べて

BDL+CA群， BDL+PE群においてわずかに減

少傾向 (BDL+CA群:p=0.09， BDL+PE群:p

=0.15)を認めた(図6).またcollagen-ImRNA 

の発現は，BDL+CA群で著明に減少したが，

BDL+PE群ではわずかな減少 (p=0.16)にと

どま った(図7.A). TGF-sl mRNA， CTGF 

mRNAの遺伝子発現量は， BDL群に比べBDL+

CA群においてわずかに平均値の低下(それぞれ

p=0.36， p=0.23)を認めた(図7.B， C). 

考 察

今回の検討では，胆管結主主肝線維化モデルラッ

トにおいてACE阻害薬， AT-R1括抗薬の投与が

肝線維化の進行を抑制することが確認された.

Yoshijiら4)はFischer344雄性ラ ットにブタ血清を

投与して作成した肝線維化モデルで， CAおよび

PEが肝線維化を著明に抑制したことを報告して
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図4.肝線維化面積(A)と肝Hyp量(8)

A: Azan染色による肝線維化面積は， Sham群を100%として表した.B:肝Hyp量は， BDL 

群に比較しBDL十CA群， BDL+PE群で有意に減少した.

Va1ues are means土 S.D.* : p<0.05， **: p<O. 01 vs BDL 

BDL+ CA BDL Sham 

素投与モデルによるcandesartan7週投与の成績

と問様であった.

これら薬物の線維化抑制機序を明らかにするた

め検討した成績では，活性型農細胞数の減少とと

もにTGF-s1蛋白量，TGF-s1 mRNA， CTGF 

いる.この成績は， Jonssonら7)の胆管結繋モデ

ルによるcaptopri14週投与の成績， Ohishiら6)の

四塩化炭素投与モデルによる1isinopri112週投与

の成績， Kurikawaら9)の胆管結繋モデ、lレによる01-

mesartan 4遇投与の成績， Tuncerら8)の四塩化炭
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図5.αーSMA陽性細胞数

α-SMA陽性細胞数は， Sham群合lとし，その倍数で表した.

Values are means ::t S.D. * : p<O. 05 vs BDL 
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図6.TGF-sl蛋白量
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た.肝線維イヒ病態では， TGF-slおよび酸化スト

レスなどにより肝星細胞は活性化される.活性型

星細胞はTGF-sl， CTGFにより細胞外マトリッ

クスの産生を増加する.さらに活性型星細胞は自

らもこれらサイトカインを放出し，オートクライ

ン的にも刺激を受けている15) なお， CTGFは，

mRNA発現量の平均値は低下した.Paizisら5)は

阻管結訟をしたSprague-Dawley雄性ラットに

AT-Rl措抗薬であるirbesartanを経口投与し，結

主主3週間後に肝におけるTGF-slmRNA， col-

lagen-I mRNAの減少を報告している.同様の成

績はYoshijiら4)Kurikawaら9)においても認められ
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図7.肝におけるcollagen-I(A)， TGF-sl (B)， CTGF (C)のmRNA発現量
mRNA発現量は， Sham群の発現量をlとし，その倍数で表した.

Values are means士 S.E.* : p<O. 05 vs BDL 
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TGF-slにより誘導発現されるサイトカインであ ます.

る.したがってangiotensin-II系抑制薬は，肝星

細胞の活性化を抑制し，これにより線維化促進性

サイトカインTGF-sl， CTGFが減少し，肝線維

化の進行が抑制されたものと推測された.

近年，組織線維化に関与しているangiotensin-

IIは，炎症部位自体で産生されていることが心臓，

腎臓などで知られているlト 18) 肝臓についても，

活性化した星細胞がrenin，ACE， angiotensin-II 

などのreninangiotensin systemコンポーネント

を発現することをBatallerら19)が報告している.

今回，肝星細胞培養系でRASコンポーネント

の発現を調べたところ， ACE， renin， AT-Rlと

もに遺伝子発現を検出した.さらに3週間後の胆

管結繋ラット肝においては， ACEの遺依子発現

は充進していた.したがって，胆汁うっ滞性肝線

維化モデルでも局所のreninangiotensin system 

が作動し，肝線維化に関与しているものと考えら

れた.

なお今回の実験で， CA， PEの投与によっても

血清中AST，ALTfこ差が認められなかったこと

より， CA， PEの肝線維化抑制作用は肝細胞障害

の軽減によるものではないことが示された.これ

らの薬剤はともに降庄薬として承認されており，

その安全性は確認されていることから今後ヒトへ

の臨床応用が期待される.

結 圭五
ロロ

今回の検討で， ACE阻害薬PE，AT-Rl措抗薬

CAが胆汁うっ滞肝線維化モデルの活性型星細胞

を減少させ，肝線維化を抑制することを示した.

この線維化抑制効果は，サイトカインTGF-，31，
CTGFの発現低下と関連していることが推察され

た.

稿を終えるにあたり，懇切なる御指導と御校閲を賜

りました鳥取大学医学部基盤病態底学講座分子底動物

学教室平井和光教授，鳥取大学医学部統合内科医学講

座機能病態内科学教室村脇義和教授，孝田雅彦助教授，

また御校閲賜りました病態解析医学講座薬物治療学教

室長谷川純一教授，御指導を賜りました生体情報機能

学講座病態生化学教室武良哲雄先生，病態解析医学講

座統合分子医化学教室小倉嘉夫先生に深甚なる謝意を

捧げます.さらに御協力いただきました肝臓研究室の

先生方ならびに内科学教室員各位に深く御礼申し上げ
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