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Abstract

　Gabexate mesilate (GM), a serine protease inhibitor, often causes severe vascular injury, when injected in high 

concentration. In the present study, we investigated the mechanisms for the cytotoxicity of GM on porcine aorta 

endothelial cells (PAECs). GM (0 .5 -5 .0 mM) decreased cell viability in a dose-dependent manner and caused 

cell injury, whilst nafamostat mesilate (NM), another serine protease inhibitor, or mesilate itself had no effect on 

cell viability. zVAD-fmk, a pancaspase inhibitor, or zDEVD-fmk, a caspase-3 inhibitor, did not affect the GM 

(1 .5 mM)-induced decrease of cell viability. Apoptotic cells or DNA fragmentation were also not observed after 

GM treatment. Moreover, Ca2+ chelators, a nitric oxide (NO) synthase inhibitor, antioxidants and radical 

scavengers had no effect on the GM-induced cell injury. On the other hand, cellular ATP content was decreased in 

the GM (2 .0 mM)-treated cells. Surprisingly, GM (2 .0 mM) immediately increased cellular uptake of propidium 

iodine. These findings suggest that GM induces necrotic cell death via injury of the cell membrane.

　Next, we investigated the protective effects of amino acids against this GM-induced cell injury in PAECs. 

L-cysteine (Cys), glycine (Gly), L-serine, L-glutamine (Gln), L-glutamate (Glu), L-prorine, L-methionine, 

L-threonine and L-isoleucine significantly inhibited the GM-induced decrease of cell viability. Gly showed the 

most potent effect among these amino acids. Gly, L-Cys, L-Glu and L-Gln also inhibited the GM-induced 

increase in the number of necrotic cells stained by propidium iodide (PI). However, these amino acids had no 

effect on the GM-induced inhibition of trypsin activity. Strychnine, MK-801 or dichlorokynurenic acid did not 

affect the protective effect of Gly. Gly completely suppressed the GM-induced increase in PI uptake, which 

occurred immediately after exposure to GM. These findings suggest that Gly exerts the protection against the 

GM-induced cellular membrane injury and several amino acids such as Gly may be useful for prophylaxis of the 

GM-induced severe vascular injury.

緒言

　メシル酸ガベキサートはトリプシン様セリン蛋白分解酵素阻害薬であり，蛋白分解酵素の逸脱を伴う
膵臓の諸疾患や汎発性血管内血液凝固症（DIC）に対して高い有効性を有する薬剤である（1 -3）。しかし，
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その一方で投与部位での血管痛，刺入した血管に沿った静脈炎や潰瘍・壊死などの血管障害が誘発され
ることが報告されている（4）。この血管障害が発生した場合，やむを得ず投与中止に至る例も少なくな
く，さらに投与中止後も，皮下腫脹，皮膚潰瘍，組織の壊死など，血管障害が重篤化する場合があり注
意深い観察を必要とする。重篤例ではデブリードマン，ポケットの切開，植皮などの外科的治療を必要
とする場合もあり，メシル酸ガベキサートによる血管障害は臨床上非常に重要な問題の一つである。し
かし，この血管障害への予防策は全く確立されておらず，その障害の発現機序の検討も今までに全くな
されていない。
　一般に，薬剤を静脈内投与した場合，第一に薬液に直接曝露されるのは血管内皮細胞である。従って，
薬剤性血管障害の発症には薬剤の血管内皮細胞に対する直接障害が深く関わることが推測される（5）。
しかし，メシル酸ガベキサートが血管内皮細胞に及ぼす影響を報告した論文は皆無である。
　一方，近年血管内皮細胞を含む種々の細胞において，数種のアミノ酸が様々な細胞障害に対し保護効
果を示すとの報告がなされている（6 -10）。なかでもグリシン（Gly）は種々のネクローシスによる細胞障
害を強力に抑制することが明らかとなっている（9 -13）。
　そこで本研究では，培養血管内皮細胞であるブタ大動脈血管内皮細胞（Porcine aortic endothelial cells; 

PAECs）を用いて，メシル酸ガベキサートの血管障害機序を解明し，予防策を構築することを目的とし
て実験を行った。第1章においては，メシル酸ガベキサートによる血管内皮細胞障害の特徴および発現
機序について検討を行った。また，第2章では，第1章にて得られた知見をもとに，メシル酸ガベキサー
ト誘発の血管内皮細胞障害に対するアミノ酸の保護効果について検討を行った。

第1章　メシル酸ガベキサートによる血管内皮細胞障害の発現機序

　本章では，培養ブタ大動脈血管内皮細胞（Porcine aortic endothelial cells; PAECs）を用いて，メシル酸
ガベキサートが血管内皮細胞の生存率に及ぼす影響を調査し，同効薬であるメシル酸ナファモスタット
と比較した。さらにその障害の特徴や発現機序について検討を行った。
【方法】
　無血清培地に溶解した各濃度のメシル酸ガベキサートを PAECsに24時間曝露し，細胞障害の判定を
行った。各種保護薬はメシル酸ガベキサート曝露1時間前に添加した。細胞生存率の測定はミトコンド
リアの酵素活性を指標とするWST-8法を用いて行った。細胞障害の形態評価はTUNEL染色，DNA電気
泳動，トリパンブルー染色を用いて行った。また，細胞膜障害は細胞内への PI（propidium iodine）の取
り込みを指標として評価した。細胞内ATP含量は高速液体クロマトグラフィーを用いて測定した。
【結果】
　メシル酸ガベキサート（0 . 5 mM- 5 mM）を曝露することにより，濃度依存的かつ時間依存的な血管内
皮細胞障害が惹起された（Fig.1）。しかし，メシル酸ガベキサートの同種同効薬であるメシル酸ナファモ
スタットならびにメシル酸は血管内皮細胞障害を惹起しなかった。メシル酸ガベキサートを曝露した血
管内皮細胞においては細胞の膨張が観察され，トリパンブルー染色に対する陽性細胞が顕著に増加した。
一方，TUNEL染色およびDNA電気泳動を用いた検討において，メシル酸ガベキサートを曝露した細胞
にDNAの断片化は認められず，カスパーゼ阻害薬の前処置によっても細胞障害は影響を及ぼされなかっ
た。細胞外Ca2+キレート剤EGTAおよび細胞内Ca2+キレート剤BAPTA-AMはメシル酸ガベキサートに
よる細胞障害に何ら影響を及ぼさず，NO合成酵素阻害薬であるL-NAMEも同様であった。また，抗酸
化剤であるアスコルビン酸およびα-トコフェロール，さらにヒドロキシラジカルスカベンジャーである
N, N ’ -ジメチルチオウレア，マンニトールおよびエダラボンを用いて酸化的ストレスの関与を検討した
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が，これらはいずれもメシル酸ガベキサートによる細胞生存率の減少を抑制しなかった。また，2 mMの
メシル酸ガベキサートを24時間処置することにより細胞内のATP含量は有意に低下したが，細胞生存率
を有意に低下させる濃度である0 . 5 mM，1 . 0 mMでは細胞内ATP含量の変化は認められなかった。さら
に，メシル酸ガベキサート処置後の P I取り込みを観察したところ，細胞生存率の低下に先立って PI取
り込みが観察され，さらに驚くべきことに薬物添加3分後から P I取り込みの有意な上昇が認められた
（Fig.2）。
【考察】
　本章の検討により，メシル酸ガベキサートにより血管内皮細胞に直接障害が誘発され，静脈炎や潰瘍・
壊死などの血管障害の原因となること示唆された。さらに，この内皮細胞障害は濃度依存的かつ時間依

 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1. Dose-dependent (A) and time-dependent (B) effects of GM on cell viability in cultured porcine aortic 

endothelial cells (PAECs). Cells were exposed to various concentrations (A) or 1.5 mM (B) of GM, and cell viability 
was assessed by WST-8 assay. Data are expressed as the mean ± S.E.M. (n = 3-4). **P<0.01 vs. control. 

Fig. 2. Effect of GM on cellular uptake of propidium iodide (PI). Cells were pre-incubated with PI, and then treated 

with 2.0 mM GM. The fluorescence activity was detected at 3 min intervals with excitation and emission 

wavelengths of 490 and 615 nm using a fluorescence microplate reader. Data are expressed as the mean ± S.E.M. (n 

= 9). *P<0.05, **P<0.01 vs. control. 
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存的な細胞障害であったことから，メシル酸ガベキサートを静脈内投与した場合，薬剤の投与濃度が高
いほど，また薬剤の総投与時間が長くなるほど血管障害が増悪することが示唆された。また，メシル酸
およびメシル酸ナファモスタットには細胞障害は示さなかったことから，メシル酸ガベキサートによる
血管内皮細胞障害はメシル酸によるものではなく，また主作用である蛋白分解酵素阻害作用には依存し
ないことが明らかとなった。メシル酸ガベキサートにより障害が惹起された細胞において，ネクローシ
スの特徴である細胞の膨張が観察され，さらにアポトーシスの特徴であるDNA断片化は観察されず，カ
スパーゼ阻害剤によってその障害は抑制されなかった。従って，メシル酸ガベキサートによる血管内皮
細胞障害はアポトーシスではなく，主にネクローシスが関与していることが明らかとなった。血管内皮
細胞に障害を惹起するシグナルとして細胞内外Ca2+，NO，酸化的ストレスについてメシル酸ガベキサー
トによる細胞障害への関与を検討したが，いずれもこの障害には寄与していないことが示された。また，
2 . 0 mMのメシル酸ガベキサートは細胞内ATP含量を有意に低下させたが，細胞障害を惹起する濃度で
ある0 . 5 mM，1 mMにおいて，ATP含量は低下しなかった。従って，細胞内ATP含量の低下は，メシル
酸ガベキサートによる血管内皮細胞障害を惹起する直接の原因ではないことが示唆された。一方，メシ
ル酸ガベキサート曝露直後より細胞内への P I取り込みが観察され，細胞膜障害が確認されたことから，
メシル酸ガベキサートは極めて早期に血管内皮細胞の細胞膜機能を崩壊し，ネクローシスを惹起すると
考えられる。

第2章　メシル酸ガベキサートによる血管内皮細胞障害に対するアミノ酸の保護効果

　前章にて，メシル酸ガベキサートにより血管内皮細胞に障害が起こり，これは早期の細胞膜機能障害
を起因とするネクローシスであることが明らかになった。
　一方，近年血管内皮細胞を含む種々の細胞において，数種のアミノ酸が様々な細胞障害に対し保護効
果を示すという報告がなされている（6 -10）。なかでもグリシン（Gly）は様々なタイプのネクローシスに
よる細胞障害を強力に抑制することが報告されている（9 -13）。
　さらに，培養ウシ血管内皮細胞において，グリシンはマイトトキシンによる早期の細胞膜機能障害を
抑制するという報告（10）がなされており，細胞膜に早期に障害を惹起する点で，マイトトキシンとメ
シル酸ガベキサートによる細胞障害は類似している。そこで本章では，メシル酸ガベキサートによる血
管内皮細胞障害に対するアミノ酸の保護作用について検討を行った。
【方法】
　第1章と同様に，無血清培地に溶解した各濃度のメシル酸ガベキサートを PAECsに24時間曝露し，細
胞障害の判定を行った。アミノ酸はメシル酸ガベキサート曝露1時間前に添加した。細胞生存率の測定
はミトコンドリアの酵素活性を指標とするWST- 8法を用いて行った。細胞膜障害は細胞内への P I

（propidium iodine）の取り込みを指標として評価した。トリプシン活性はウシ膵臓製トリプシンが合成基
質Boc-Phe-Ser-Arg-AMCを分解して蛍光基質AMCを遊離することを利用して測定した。
【結果】
　メシル酸ガベキサートによる細胞生存率の減少に対し，L-システイン，グリシン，L-セリン，L-グル
タミン酸，L-グルタミン，L-プロリン，L-メチオニン，L-スレオニン及びＬ -イソロイシンは有意な保
護効果を示した（Fig.3）。特に，グリシンはこれらのアミノ酸の中で最も強力な保護作用を示し，メシル
酸ガベキサートによる細胞障害を完璧に抑制した。また，L-システイン，グリシン，L-グルタミン酸，
L-グルタミンはメシル酸ガベキサートによる P I陽性細胞の増加を抑制した。一方，細胞保護効果を示
したこれらのアミノ酸はメシル酸ガベキサートによるトリプシン活性阻害作用に影響を及ぼさなかった
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Fig. 3. Effects of serine family of amino acids on GM-induced decrease of cell viability. Cells were pretreated with 

each amino acid at 1 h before exposure to 1.5 mM GM. Cell viability was assessed by WST-8 assay at 24 h after 

treatment with GM. Values are expressed as the mean ± S.E.M. (n = 4). *P<0.05, **P<0.01 compared with GM 

alone. 

Fig. 3 .  Effects of serine family of amino acids on GM-induced decrease of cell viability. Cells were pretreated 
with each amino acid at 1 h before exposure to 1 . 5 mM GM. Cell viability was assessed by WST-8 
assay at 24 h after treatment with GM. Values are expressed as the mean ± S.E.M. (n = 4 ). *P<0 .05 , 
**P<0 .01 compared with GM alone.

Fig. 5 .  Effect of Gly on GM-induced increase of PI uptake. Cells were pre-incubated 
with PI, and then treated with 2 .0 mM GM or 2 . 0 mM GM + 30 mM Gly. The 
fluorescence activity was detected at 3 min intervals with excitation and emission 
wavelengths of 490 and 615 nm by a fluorescence microplate reader. Values are 
expressed as the mean ± S.E.M. (n = 7 -8 ). *P<0 .05 , **P<0 .01 compared with 
GM alone. #P<0 .05 , ##P<0 .01 compared with GM 0 min.

Fig. 4 .  Effects of amino acids on GM-induced inhibi-
tion of trypsin activity. Trypsin activity was 
assessed by the degradation of the substrate 
peptide Boc-Phe-Ser-Arg-AMC. Values are 
expressed as the mean ± S.E.M. (n = 6 ).

 7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PI

Fig. 4. Effects of amino acids on GM-induced 

inhibition of trypsin activity. Trypsin activity was 

assessed by the degradation of the substrate peptide 

Boc-Phe-Ser-Arg-AMC. Values are expressed as 

the mean ± S.E.M. (n = 6). 

Fig. 5. Effect of Gly on GM-induced increase of PI uptake. Cells were pre-incubated with PI, and then 
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（Fig.4）。
　グリシンはメシル酸ガベキサートにより誘発される血管内皮細胞障害を強力に抑制するが，このグリ
シンによる細胞保護作用はグリシン受容体拮抗薬であるストリキニーネでは消失しなかった。また，同
様にグリシンの細胞保護作用はNMDA受容体グリシン結合部位拮抗薬であるDichlorokynurenic acid

（DCKA），NMDA受容体拮抗薬であるMK-801によっても消失しなかった。
　メシル酸ガベキサートは，添加直後から PIの細胞内取り込みを増加させるが，グリシンはこの早期の
P I取り込みを初期から有意に抑制した（Fig. 5）。また，グリシンは，メシル酸ガベキサートと同時に処
置した場合には細胞生存率の低下をほぼ完全に抑制し，3時間後に添加した場合も有意な保護効果が観
察されたが，メシル酸ガベキサート処置から6時間，12時間での添加では細胞保護効果は観察されな
かった。
【考察】
　本章では，メシル酸ガベキサート誘発血管内皮細胞障害に対するアミノ酸の作用について検討した。
数種のアミノ酸は，メシル酸ガベキサートによる血管内皮細胞の生存率減少を有意に抑制し，P I陽性細
胞の増加を抑制した。なかでもグリシンは強力な保護作用を示した。また，グリシンによる細胞保護作
用は，グリシン受容体を介するものではなく，メシル酸ガベキサートにより誘発される早期の細胞膜障
害を抑制することよることが示唆された。グリシンはメシル酸ガベキサートによる血管内皮細胞障害に
対し，処置時間が早いほど強力な保護作用を示した。さらに，グリシンをはじめとするアミノ酸はメシ
ル酸ガベキサートの蛋白分解酵素阻害作用に影響を与えることなく保護作用を発現した。以上の知見よ
り，グリシンをはじめとするアミノ酸はメシル酸ガベキサートによる血管障害に対し有用な予防策とな
りうる可能性が示唆された。

総括

　本研究によりメシル酸ガベキサートは細胞膜に障害を与え，血管内皮細胞にネクローシスを起こすこ
とで血管障害を誘発している可能性が示唆された。また，このメシル酸ガベキサートによる血管内皮細
胞障害はグリシンをはじめとするアミノ酸により抑制されることが明らかとなり，これらのアミノ酸が
メシル酸ガベキサート誘発血管障害の有用な予防策となりうる可能性が示唆された。本研究は，メシル
酸ガベキサートによる血管障害の発現機序及び予防策について詳細に検討した初めての報告である。
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