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研究成果の概要（和文）：SBRTの登場により放射線耐用量の低い肝臓においても悪性腫瘍に対する治療適応の拡
大が期待されているが、放射線性肝障害の機序は明らかになっていない。そこで、今回我々は放射線照射が肝再
生に与える影響について検討した。
放射線照射を受けたマウスの肝臓では、p53の下流で細胞周期を負に制御するp21が上昇していた。放射線照射を
行った肝臓に対し、部分肝切除にて肝再生を誘導したところ、p21の誘導に伴い、肝再生が遅延していた。そこ
で、肝細胞特異的にp53を欠損させたマウスに対し放射線照射後に部分肝切除を行い同様の検討を行ったとこ
ろ、放射線照射に伴い上昇するp21の誘導が抑制され肝再生の遅延が改善した。

研究成果の概要（英文）：Radiation therapy for liver cancer was restricted because of the limited 
tolerance dose of liver for irradiation. However, the mechanism of radiation induced liver disease 
and the effect of the regenerative capacity of irradiated liver is unclear. So we investigated the 
regenerative capacity of irradiated liver.
p21, which is induced by the activation of p53 and negatively regulate cell cycle, significantly 
increased in the irradiated liver compared with non-irradiated liver. In the irradiated liver, p21 
mRNA expression level significantly increased and liver regeneration was signifinactly suppressed 
after partial hepatectomy compared with non-irradiated liver after partial hepatectomy. In the 
irradiated p53-knockout liver after partial hepatectomy, p21 induction was suppressed compared with 
the irradiated p53-wild type liver after partial hepatectomy.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： 放射線肝障害
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１．研究開始当初の背景 
近年、SBRT(stereotactic body radiotherapy)
の登場により悪性腫瘍に対する放射線治療
の治療適応範囲の拡大が期待されている。現
在、原発性肝癌に対しては、2004 年に 5cm
以内の孤立性肝腫瘍に対し保険収載され、
2014 年からは孤立性肝細胞癌に対する他施
設共同前向き試験が行われており、肝切除術
やラジオ波焼灼術の適応外とされていた症
例に対し、治療適応の選択肢が増えることが
期待されている。 
一方で、放射線照射による放射線性肝障害は、
時として致死的となるものの有効な治療法
や予防法がなく、放射線照射の線量自体を下
げることが最大の治療とされている。 
 
２．研究の目的 
正常肝細胞では放射線照射による放射線性
障 害 （ RILD:Radiation Induced Liver 
Damage）が問題となっているが、これまで
肝臓における放射線照射の研究において、放
射線障害の動物モデルが存在せず、また、そ
の放射線量も他臓器への影響もあるため十
分ではなく、病態や機序についての検討はさ
れていなかった。 
今回、我々は、SBRT で使用されている高容
量の放射線照射を可能とするマウスモデル
を作成し、その肝臓への影響について検討を
行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
C57BL6J マウスに対し、胸部および下腹部を
鉛板で遮蔽し、上腹部に限局して対外照射を
行った。さらに放射線照射後に 70％部分肝切
除を行い肝再生への影響を検討した。 
また、放射線照射により p53 が活性化される
ことが知られており、肝細胞特異的 p53 欠損
マウス（p53 Alb-Cre p53 fl/fl）に対し放
射線照射後に部分肝切除術を施行し、肝再生
への影響について検討を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 肝限局照射マウスモデル 
8-9 週齢の C57BL6J 雄マウスに対し、胸部と
下腹部を遮蔽し 10Gy の肝限局照射を施行し
た。施行後 1，2，12，24 時間後に Sacrifice
を行い、DNA double-strand break を検出す
るヒストン H2Ax 免疫染色を施行した。照射
１時間後、２時間後の肝臓の全葉において均
一に陽性細胞を認めた。その後、12 時間後、
24 時間後には陽性細胞は消失した。 
また、10Gy の全身照射を行ったマウスと肝限

局照射を施行したマウスを 14 日間観察した
ところ、全身照射マウスでは 85％が死亡した
が、肝限局照射マウスでは死亡例を認めなか
った。 
 
(2) C57BL6J マウスにおける肝限局照射の影
響 
8-9 週齢の C57BL6J 雄マウスに対し、胸部と
下腹部を遮蔽し10Gyの肝限局照射を施行し、
放射線照射終了 1，2，3，8日後に Sacrifice
を行った。AST,ALT,T-Bil に明らかな変化を
認めなかった。リアルタイム PCR 法で p53、
p21、Puma、CyclinD1,CyclinE,CTGF の発現の
評価を行った。p53 は放射線照射終了 1 日後
後に上昇し、以後は照射前と差を認めなかっ
た。p21 は、放射線照射 1 日後から上昇し 2
日後を最大として以後8日後においても照射
前 よ り も 上 昇 を 認 め た 。 Puma や
CyclinD1,CyclinE,CTGF は明らかな変化を認
めなかった。 
 
(3) 肝細胞特異的p53欠損マウスにおける肝
限局照射 
8-10週齢の肝細胞特異的p53欠損雄マウスお
よび同腹の野生型雄マウスに対し、10Gy の肝
限局照射を施行し、放射線照射終了 1，2，3，
8日後に Sacrifice を行った。AST,ALT,T-Bil
に明らかな変化を認めなかった。リアルタイ
ム PCR 法で p53、p21、Puma、CyclinD1,CyclinE
の評価を行った。野生型マウスでは照射数量
1 日後より p21 の上昇を認めていたが、肝細
胞特異的 p53 欠損マウスでは、p21 の上昇は
認めなかった。また、Puma や CyclinD1、
CyclinE は p53 欠損マウスで明らかな変化を
認めなかった。 
肝細胞特異的 p53 の欠損により、放射線によ
り誘導されるp21の上昇は認めなかったこと
から、肝臓においては放射線照射により誘導
される p21は p53 に依存的であると考えられ
た。 
 
(4) C57BL6J マウスにおける放射線照射後の
肝再生 
8-9 週齢の C57BL6J 雄マウスに対し、胸部と
下腹部を遮蔽し 10Gy の肝限局照射を施行し
24 時間後に 70％部分肝切除を行い肝再生へ
の影響を検討した。コントロール群、放射線
照射単独群、肝部分切除単独群、放射線照射
後肝部分切除群の 4群の比較を行った。 
まず、肝再生能を評価するため、肝重量体重
比について検討した。放射線照射単独群とコ
ントロール群に肝重量体重比の差を認めな



かった。放射線照射後肝部分切除群は肝部分
切除単独群に比し、肝重量体重比は術後 3日
目において有意に低下していた。（肝部分切
除単独群2.93％v放射線照射後肝部分切除群
2.61％,n>7,p<0.01）また、肝増殖マーカー
である PCNA、Ki67 陽性細胞数の評価を行っ
た。コントロール群、放射線照射単独群では
陽性細胞は認めなかった。肝部分切除単独群
では術後 2 日目において全肝細胞中 67％で
PCNA 陽性細胞を認めたが、放射線照射後肝部
分切除群では PCNA 陽性細胞は全肝細胞中
22％で陽性細胞を認め、放射線照射後肝部分
切除術群で有意に低下していた。また、Ki67
免疫染色では、肝部分切除単独群では術後 2
日目において全肝細胞中 48％で陽性細胞を
認めており、放射線照射後肝部分切除群では
陽性細胞は全肝細胞中 6％で陽性細胞を認め
ており、放射線照射後肝部分切除術群で有意
に低下していた。また、リアルタイム PCR 法
にて p53、p21、Puma、CyclinD1 の発現の評
価を行った。P53、Puma は 4 群間で明らかな
変化を認めなかった。p21、CyclinD1 は放射
線照射後肝部分切除群で有意に上昇してお
り、p21 はウエスタンプロットでも上昇を認
めた。放射線照射により p53 を介して p21 が
上昇し、細胞周期が停止することで、肝再生
の遅延が惹起される可能性が示唆された。 
 
(5) 肝細胞特異的 p53 欠損マウスにおける
肝再生 
8-11週の肝細胞特異的p53欠損雄マウスおよ
び同腹の野生型雄マウスに対し 70％肝部分
切除術を施行した。肝重量体重比で肝再生の
評価を行ったが、両群間に有意差を認めなか
った。肝増殖マーカーとして、Ki7、PCNA 免
疫染色を施行したが、両群間に有意差を認め
なかった。以上から p53 の欠損は、肝再生能
に影響しないと考えられた。 
 
(6) 肝細胞特異的 p53 欠損マウスにおける
放射線照射後の肝再生 
8-11週の肝細胞特異的p53欠損雄マウスおよ
び同腹の野生型雄マウスに対し、胸部と下腹
部を遮蔽し 10Gy の肝限局照射を施行し 24時
間後に 70％部分肝切除を行い肝再生への影
響を検討した。放射線照射後肝部分切除を施
行した肝細胞特異的 p53 欠損マウスは術後 7
日目において肝重量体重比は 3.37％であり、
放射線照射後肝部分切除を施行した野生型
マウスでは術後7日目の肝重量体重比2.91％
に対し、優位に上昇していた。また、放射線
照射後肝部分切除を施行した肝細胞特異的

p53 欠損マウスは術後 7 日目の肝重量体重比
は肝部分切除のみを施行した野生型マウス
の肝重量体重比 3.35％と有意差を認めなか
った。肝増殖マーカーである PCNA、Ki67 陽
性細胞数の評価を行った。放射線照射後肝部
分切除を施行した野生型マウスでは、術後 2
日目のKi67 陽性細胞は全肝細胞中16.8％で
あったが、肝細胞特異的 p53 欠損マウスでは
67.9％であり、これは肝部分切除のみを施行
した野生型マウスにおける全肝細胞中の
Ki67 陽性細胞率 65.7％と有意差を認めなか
った。また、PCNA 陽性細胞数においても、放
射線照射後肝部分切除を施行した野生型マ
ウスでは、術後 2 日目の PCNA 陽性細胞は全
肝細胞中 25.1％であったが、肝細胞特異的
p53 欠損マウスでは 89.8％であり、これは肝
部分切除のみを施行した野生型マウスにお
ける全肝細胞中のPCNA 陽性細胞率87.2％と
有意差を認めなかった。 
また、リアルタイム PCR 法にて p53、p21、

Puma、CyclinD1 の発現の評価を行った。Puma
は野生型マウス、肝細胞特異的 p53 欠損マウ
スで有意差を認めなかった。一方で肝細胞特
異的 p53欠損マウスでは p21の上昇は認めず、
また、CyclinD1 の上昇も認めなかった。以上
から、放射線照射による肝再生の遅延は p53
を介したp21が関与している可能性が高いと
考えられた。 
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