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研究成果の概要（和文）：我々は肝硬変ラットを用いた肝性糖尿病の病態解明，肝硬変患者を対象としたShear 
wave elastography・造影エコーを用いた膵うっ血評価および内分泌機能評価を行った．肝硬変ラットでは門脈
圧亢進がみられ膵うっ血の状態となっていた．HIF-1αの膵ラ氏島における発現は，肝硬変ラットでコントロー
ルに比して高発現しておりインスリン発現は低下していた．膵うっ血に伴う膵の低酸素状態がインスリン分泌低
下の原因となっていることが示唆された．さらに，肝硬変患者を対象とした膵うっ血評価を行った．肝硬変患者
では膵うっ血がみられ，膵硬度はコントロールに比して高値となっておりインスリン分泌能も低下していた．

研究成果の概要（英文）：The aim of our study was to clarify pathogenesis of hepatogenous diabetes. 
Using rat model with liver cirrhosis, we showed portal hypertension caused congestion in the 
pancreas. Expression of HIF-1α in the pancreatic islet cell was significantly more in liver 
cirrhosis group than that of control group, whereas insulin expression was less. Furthermore, using 
shear wave elastography and contrast-enhanced ultrasound, we demonstrated degree of the pancreatic 
congestion and stiffness was significant and insulin secretion was diminished in patients with liver
 cirrhosis compared to control group. These results suggest hypoxia due to pancreatic congestion 
contributes to insufficiency of insulin secretion in liver cirrhosis.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
肝硬変患者の 10～15%が糖尿病を発症し，

肝性糖尿病として知られているが，その発症
機序については不明な点が多い．これまでに，
肝代謝能低下や門脈大循環シャントに起因し
た高インスリン血症およびインスリン抵抗性
や（参考文献 1），膵β細胞の過形成およびイ
ンスリン分泌低下，膵β細胞の分化・機能維
持に寄与する転写因子 pancreatic duodenal 
hemeobox-1 (PDX-1)の増加が肝性糖尿病の
病態として報告されている（参考文献 2）．し
かし，いずれも肝硬変患者の膵β細胞におけ
るインスリン分泌低下のメカニズムについて
は十分な検討がされていない． 
肝硬変では類洞に存在する星細胞の活性化

により，類洞の毛細血管化現象が起こる．こ
れにより類洞内圧が上昇し，門脈—脾静脈系の
圧の上昇をきたす．脾臓は，門脈—脾静脈系に
排血する臓器であり，肝硬変では門脈—脾静脈
系がうっ血状態となるため，著明な脾臓腫大
を引き起こし，汎血球減少の原因となる．膵
臓は脾臓と同様，門脈—脾静脈系に排血する臓
器であり，門脈圧亢進状態にある肝硬変患者
では膵うっ血となることが推測される．実際
我々は，過去に造影超音波による検討で門脈
圧亢進を有する肝硬変患者の膵がうっ血状態
となっていることを報告した．また，その検
討において膵うっ血の程度とインスリン分泌
能低下との間には強い相関関係がみられるこ
とを証明した（参考文献3）．これらの結果は，
膵うっ血が肝性糖尿病の一因となることを示
している． 
 

２．研究の目的 
本研究は，膵うっ血による膵β細胞からのイ

ンスリン分泌低下を引き起こす詳細なメカニ
ズムの解明を行い，肝性糖尿病発症の予測因
子や治療効果判定マーカーになり得る因子を
探索することを目的とする． 
 
３．研究の方法 
本研究は肝硬変モデルラットを用いて膵う

っ血による膵β細胞からのインスリン分泌低
下を引き起こすメカニズムの解明を行う．さ
らに臨床的な評価として，組織のうっ血状態
をより鋭敏に反映することが報告されている
Shear	wave	elastography（以下 SWE）および
造影エコーを用いて，門脈圧亢進を有する肝
硬変患者を対象とした膵硬度および血流動態
の評価を行い，膵内分泌機能との関連性につ
いて解析する．	
	

(1)	肝硬変モデルラットの作製と門脈圧の評
価	
週令ラットに CCl4（2mg/kg）を週 2回，皮下
投与し肝硬変モデルラットを作製する．8〜10
週を目安に肉眼的な肝形態を確認する．さら
に門脈へのカテーテル挿入による圧測定を行
い，肝硬変モデルラットにおいて門脈圧が亢
進していることを確認する．また，HE 染色，

鍍銀染色，アザン染色を用いて肝の線維化を
確認する．	
		
(2)	肝硬変モデルラットにおけるインスリン
分泌能評価	
肝硬変モデルラットに経静脈内ブドウ糖負

荷試験を行い，門脈血中の血糖上昇およびイ
ンスリン分泌の状態を評価する．また膵ラ氏
島におけるインスリン分泌を PCR 法において
定量的に評価し，コントロールラットと比較
検討する．	
	

(3)	肝硬変モデルラットにおける膵低酸素状
態の証明	
細胞の低酸素環境下に応答して活性化され

る 転 写 因 子 で あ る 低 酸 素 誘 導 性 因 子
(hypoxia-inducible	factor：HIF)が知られて
いる（参考文献 4）．肝硬変ラット膵組織にお
ける HIF-1αの発現をRT-PCR にて確認し，膵
組織内の HIF-1αの分布を免疫染色で確認す
る．	
	
(4)	低酸素条件下での膵ラ氏島のインスリン
分泌低下の証明	
低酸素チャンバー内（酸素濃度 5％，10％，

20％）で膵β細胞株（ins-1），ラット初代膵島
を培養し，インスリン分泌能を検討する．培
養上清中のインスリン濃度は ELISA 法で測定
する．また，細胞株，膵島におけるインスリン
発現を RT-PCR，Western	blot 法を用いて定量
し，免疫染色で発現を評価する．さらに，細胞
株，膵島における HIF-1αの発現を RT-PCR，
Western	blot で確認することで，低酸素条件
のレベルに応じたインスリン分泌を経時的か
つ定量的に評価し，その相関関係を確認する．	
	

(5)	臨床的評価，対象患者の選定（選択基準，
除外基準）	
本研究は愛媛大学医学部附属病院臨床倫理

委員会の承認を得て行う（承認番号：1509014）．
倫理委員会で承認の得られた患者説明書，同
意書を用いて慎重に同意を取得し，患者に関
する個人情報の守秘義務，患者の権利保護等
については十分に配慮し遂行する．肝硬変症
例とコントロール症例を対象とし，膵硬度，
膵血流動態，インスリン分泌機能に関する観
察研究を行う．組み入れ基準は肝生検にて組
織学的に診断された肝硬変患者 50	 例，比較
対象（コントロール）は肝および膵に器質的
異常を有さず，門脈圧に影響をおよぼすよう
な基礎疾患をもたない患者 50	 例とする．除
外基準は，①膵に何らかの疾患を有する者（膵
癌，膵嚢胞性病変，慢性膵炎など），②過去に
門脈圧に影響をおよぼすような治療歴のある
もの（脾摘，部分的脾動脈塞栓術など），③常
習飲酒家または大酒家，④肝疾患の診断より
前に糖尿病と診断されている者，⑤β遮断薬
を投与されている者，⑥門脈圧に影響をおよ
ぼすような基礎疾患を有する者（慢性心不全，
門脈腫瘍塞栓など）とする．また，研究手法の



特性上，⑦超音波検査（B	モード）で脾臓ま
たは膵臓が描出困難な者，⑧検査・処置の同
意が得られない者も除外対象とする．	
	

(6)	肝硬変患者における膵硬度・膵血流動態・
インスリン分泌能の評価	
近年，組織硬度測定技術として SWE が注目さ
れている．これは超音波照射により発生する
剪断波を計測することにより，定量性に優れ
た組織の硬度を測定する方法である．肝疾患
において SWE による硬度値は組織のうっ血状
態により上昇することが報告されている（参
考文献 5）．本研究では膵硬度評価として両群
に SWE	による膵硬度測定を行う．さらに，膵
血流評価として両群に膵造影エコー検査
（Contrast-enhanced	ultrasound：CE-US）を
行い膵血流を評価する．膵実質組織の輝度と
時間の関係を時間輝度曲線に変換し，膵への
血液流入時間，排血時間を評価する．またイ
ンスリン分泌能評価として両群に75g	経口ブ
ドウ糖負荷試験（OGTT）およびグルカゴン負
荷試験を行う．それぞれで得られた膵硬度，
膵血流動態，インスリン分泌能を比較検討し，
相関関係についても評価する.	
	
４．研究成果	
(1)	肝硬変モデルラットの作製と門脈圧の評
価	
週令ラットに CCl4（2mg/kg）を週 2回，8〜

10週，皮下投与したところ，肉眼的にも病理
組織学的にも肝硬変になっていることが確認
された（図 1）．また，肝硬変ラットはコント
ロールラットに比して肝胆道系酵素が高値と
なっており，予備能低下も疑われた（表 1）．
門脈へのカテーテル挿入による圧測定では，
肝硬変モデルラットにおいて門脈圧が亢進し
ていることが確認された（図 2）．	

 

  

 
 

(2)	肝硬変モデルラットにおけるインスリン
分泌能評価	
経静脈内ブドウ糖負荷試験時の門脈血中の

インスリン分泌は肝硬変ラットにおいて明ら
かに低下していた．さらに，膵ラ氏島におけ
るインスリン分泌を PCR 法において定量的に
評価したところ，こちらも肝硬変ラットにお
いて低下していることが確認された（図 3）．	

 

 
(3)	肝硬変モデルラットにおける膵低酸素状
態の証明	
肝硬変ラットおよびコントロールラットの膵
組織内のHIF-1αの免疫染色による分布では，
明らかな形態上の差異は認められなかった
（図 4）．しかし，HIF-1α発現をRT-PCR 法に
て定量的に評価したところ，肝硬変ラットの
膵組織ではコントロールラットに比して高発
現していることが確認された(図 5)．以上の
ことより，膵うっ血に伴う膵の低酸素状態が，
インスリン分泌低下の原因となっていること
が示唆された．	



 

 
	
(4)	低酸素条件下での膵ラ氏島のインスリン
分泌低下の証明	
低酸素条件下での培養実験を実施するため，

酸素濃度を調整できる培養インキュベーター
を導入した。また，膵β細胞株である ins-1 を
用いて，培養条件の設定を行っている．ラッ
ト膵島細胞の分離は手技の確立を試みている．
培養条件，手技が確立した後に低酸素条件下
での膵β細胞のインスリン分泌能の評価を行
う予定である．	
	
(5)	肝硬変患者における膵硬度・膵血流動態・
インスリン分泌能の評価	
現時点でコントロール患者 10 例，肝硬変患

者 9 例まで症例集積がすすんでおり，現在症
例エントリーを継続し解析を待っている状態
である．現時点での中間解析では脾硬度は肝
硬変群で有意に高値（1.29±0.11	vs.	2.26±
0.11，P<.0001），門脈本幹径も有意に高値で
あり（10.5±0.77	vs.	13.3±0.73，P=	0.016），
肝硬変群で門脈圧亢進があることが示唆され
た．	
インスリン抵抗性の指標である HOMA-IR は

肝硬変群でコントロール群に比して有意に高
値であった（0.90±0.33	 vs.	 2.96±0.31，
P=0.0003）．また，有意差はみられないものの，
膵硬度は肝硬変群で高くなっており（1.23±
0.06	vs.	1.37±0.05，P=0.11），ΔCPR 値（グ
ルカゴン負荷試験による）についても肝硬変
群で低くなっている（2.49±0.46	vs.	1.66±
0.43，P=0.21）．引き続き症例を集積し，解析
に目標症例数まで達成した時点で最終解析を
行い評価する予定である．	
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