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研究成果の概要（和文）：ラット脂肪肝、肝温虚血再灌流、70％肝切除等の動物実験モデル、質量分析イメージ
ング(IMS)法による肝組織の脂質・脂肪酸の網羅的解析法を確立した。脂肪肝の微小環境を模倣し、肝癌細胞株
をオレイン酸・パルミチン酸添加下で培養し、増殖、悪性度変化等を分子生物学的、脂質・脂肪酸分析により評
価した。温虚血再灌流では虚血中に虚血時間依存的にLysophosphatidylinositol（LPI）や胆汁酸類が肝組織の
Zone1に集積し、その傾向は脂肪肝で増強された。LPI投与は肝細胞株、星細胞株の細胞質Ca2+濃度を速やかに上
昇させた。

研究成果の概要（英文）：We established a comprehensive analysis method of lipids and fatty acids in 
the liver tissue using rat fatty liver, animal model for liver ischemia-reperfusion, 70% 
hepatectomy, and mass spectrometry imaging (IMS). Mimicking the fatty liver microenvironment, 
hepatoma cell lines were cultured in the presence of oleic acid / palmitic acid, and proliferation, 
changes in malignancy, etc. were evaluated by molecular biology and lipid / fatty acid analysis. 
During warm ischemia-reperfusion, Lysophosphatidylinositol (LPI) and bile acids accumulated in the 
hepatic tissue Zone 1 in an ischemic time-dependent manner during ischemia, and this tendency was 
enhanced in fatty liver. LPI administration rapidly increased the cytosolic Ca2 + concentration in 
hepatocyte and stellate cell lines.

研究分野： 肝臓外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脂肪肝では軽度の持続的障害により抗酸化酵素、脂肪酸代謝酵素の発現が低下しており、虚血再灌流や肝切除後
に障害を受け易いため、これらを軽減する方法の確立が望まれる。LPIとその特異的受容体 (GPR55) が肝虚血再
灌流、肝切除後の傷害、再生、癌細胞発育に与える影響を、種々の阻害剤、賦活剤を用いて検討中であるが、こ
れらの検討は、肝癌細胞の微小環境におけるリゾリン脂質、脂肪酸の役割に焦点をあてる新たな試みであり、新
たな細胞間相互作用の発見と治療法開発の基礎的知見になるはずである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
＜脂肪肝からの発癌＞  
NAFLD は成人の約 30%に認められ、内
20%は NASH に進展し、肝硬変、発癌リ
スクが増加する 1。NASH を経ない発癌
もあり 、糖・脂質代謝シグナル、それ
らを制御する micro RNA1、星細胞の活
性化 2、遺伝子多型・修飾が関与する 3。 
 
＜脂肪肝切除の動向、問題点＞ 当科のHCC切除(815例;直近15年)の約30%は非感染、
内 90%以上は糖尿病を合併し、脂肪酸取り込み酵素(FABP5)の強発現例の予後は不良で
あり、増殖、転移、EMT の促進に関与した(Ohata T, et al. Cancer Med 2017; 6(5): 
1049-61)。脂肪肝部分肝切除(PH)では酸化ストレス、炎症、アポトーシスにより肝再生
が遅延し 4、mitosis 下での酸化ストレス、炎症は発癌を促進し 5、PH後の CTC の生着が
促進される 6 。残肝は Pringle 法 、PH のストレスが上乗せされ、切除組織以上に線維
化、発癌のリスクを有するはずである。脂肪肝からの発癌の研究は国内外で進んだが 1-

3,7、切除後の脂肪肝(残肝)の病態は不明である。 
 
＜脂肪肝における肝再生と抗酸化能＞ 脂肪肝では軽度の持続的障害により Stat3, 
Akt が活性化(リン酸化↑)しているが、増殖は起こらない。脂肪化による p62/SQSTM1 の
発現低下、Keap1 の分解阻害、Nrf2 活性化の阻害により 4、抗酸化酵素、脂肪酸代謝酵
素(CPT-1)4,8の発現が低下する。それ故阻血再灌流や肝切除後に障害を受け易い 4。肝の
脱脂肪、再生、阻血再灌流に対する Nrf2 活性増強の有用性が推測され、抗酸化、抗炎
症、血管弛緩を同時に達成する方法の確立が望まれる。 
 
＜ Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Imaging mass spectrometry 
(MALDI-IMS); 以下 IMS＞ 
 ヒト HCC 切除試料の IMS 解析では Lyso-PC と脂肪酸から PC を生成させる LPCAT1 が
悪性度を減弱させること 7、また、マウス正常肝切除では肝再生マーカーとなる脂質が
見出された 9。しかし、脂肪肝の肝再生、癌化、悪性度と脂肪酸代謝の関係は未解明な
部分が多い。 
 
２．研究の目的 

本課題は Pringle 法を併用した脂肪肝切除の予後を改善する方法を確立し、予後予測
マーカーを見出すために行う。動物モデルと In vitro の系を用いて Pringle 法併用脂
肪肝切除における、1) 術後肝再生不良、2) 線維化、3) 発癌、4) CTC 転移のリスク因
子を見出だし、5) NaHS(硫化水素ナトリウム)、H2(水素ガス)による抗酸化、Nrf2 活性
化のリスク軽減効果を明らかにする。 

 
３．研究の方法 

ラット、マウスの各種動物モデル、質量分析イメージング法(IMS)の条件設定を行う。
部分肝切除(PH)、Pringle 法併用部分肝切除(P-PH)、脂肪肝(耐糖能異常、食餌性)、脂
肪肝の線維化、発癌のモデルを検討し、「脂肪肝の P-PH 後のリスク因子を見出す為に最
適なモデル」を選定する。 

脂肪肝の P-PH 後線維化、発癌の好発モデルの経時的犠牲死により採取した試料を用
いて、耐糖能、NAFLD activity socre (NAS)、遺伝子(RT-PCR, cDNA array)、タンパク
(免染、SDS-PAGE)、酸化ストレスマーカー、肝内小分子(IMS)の推移を評価する。肝再
生、線維化、発癌の程度で群分けし、各病態に対する予測因子を主に cDNA array、IMS
で探索する。IMS で見出されたピーク(m/z)を物質同定し、他の評価項目と融合し、病態
変化に先行する物質変化を見出す。さらに、マーカー候補分子の血中濃度の推移を検討
し、各病態の近未来を予測可能な血中マーカーを確立する。 
 
４．研究成果 
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 H28 年度 
ラットを用いて、動物モデルの作成、解析技術の確立を中心に実施した。 
(1) 脂肪肝モデル 
(2) 脂肪肝の線維化、発癌モデル 
(3) 正常肝の部分肝切除(PH)、Pringle法併用部分肝切除(P-PH)モデル 
(4) 肝のMatrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Imaging mass  

spectrometry(MALDI-IMS)解析手法 
 
脂肪肝モデルは、2日間絶食後、高炭水化物食を3日間摂取させた。ラットに対する部
分肝切除はすでに確立されているので、モデル作成は容易であった。MALDI-IMS法につ
いては、ラット温虚血再灌流モデルに対して行ったが、傷害の早期予測マーカーとな
りうる脂肪酸を同定できた。脂肪肝の線維化、発癌モデルはSolt & Farber法に準じ、
2-Acetylaminofluoren (2-AAF; 0.02%含有食)、Diethylnitrosamine (DEN; 10-200 
mg/kg ip.)を検討したが、線維化、発癌ともに安定した結果が得られず、確立できて
いない。なお、ラット脂肪肝虚血再灌流モデルおよび肝切除モデル対しての水素ガ
ス、硫化水素ナトリウムによる治療効果を検証した。 
 
H29年度 
ラットモデルを作成し、その治療法を検討・評価した。 
オイルレッドO染色で確認し、microsteatosis、macrosteatosisの脂肪肝を作り分ける
protocolを確立した。 
脂肪肝の線維化、発癌モデルは難渋している。そのため、発癌モデルとしてラット肝
癌細胞株を投与するモデルを検討している。 
また、ラット脂肪肝虚血再灌流モデルおよび肝切除モデル対しての水素ガス、硫化水
素ナトリウムによる治療効果を検証した。質量分析イメージングおよび病理検査、肝
酵素による評価はできたが、分子生物学的評価までには至らなかった。 
 
H30年度 
ラット脂肪肝モデルを用いて、1)肝温虚血再灌流障害の評価を行った。全身麻酔下で
開腹し、脳動脈瘤クリップを用いて70％の部分温虚血を行い、閉腹した。麻酔覚醒
後、飲食は自由とした。異なるタイムポイントで全身麻酔下にて再開腹し、血液と肝
組織をサンプリングしてAST/ALTおよび病理組織を評価した。① 単開腹のみ (Control
群)、② 45分温虚血終了時 (EWI45群)、③ 75分温虚血終了時 (EWI75群)、④ 45分温
虚血→1時間。再灌流終了時 (I45/R1h群)、⑤ 75分温虚血→1時間再灌流終了時 
(I75/R1h群)、⑥ 75分温虚血→6時間再灌流終了時 (I75/R6h群)。さらに、2)ラット
70％肝切除モデルを確立した。また、3)ラット脂肪肝温虚血再灌流障害モデルにおい
て質量分析イメージングを用いた評価を行った。4)肝癌細胞の培養を行った。 
 
(1) 血中ALT、AST活性では、正常肝・脂肪肝ともにI75/R6h群でControl群と比べて有 

意に高値を示したが、脂肪肝では著明に上昇した。病理組織学的評価による傷害
スコアはControl群とEWI45群、EWI75群では、それぞれ群間に有意差を認めなかっ
た。I75/R6h群では正常肝・脂肪肝ともに高度のうっ血と空胞化を認めた。その傷
害は脂肪肝で有意に増強した。さらに、脂肪肝の門脈周囲ではうっ血が非常に強
く、ネクローシス途上の所見も確認された。 

(2) 安定した70%肝切除モデルを確立した。全例生存しえた。 
(3) Lysophosphatidylinositol（LPI）は障害の程度に応じてASTやALTよりも、ごく早 

期に上昇することを見出し、脂肪肝における虚血再灌流障害のバイオマーカーと 
なる可能性があることがわかった。 

 
H31(R1)年度 
H30 年度までに、ラット脂肪肝、肝温虚血再灌流、70％肝切除等の動物実験モデル、質
量分析イメージング(IMS)法による肝組織の脂質・脂肪酸の網羅的解析法を確立した。
また、脂肪肝の微小環境を模倣し、肝癌細胞株をオレイン酸・パルミチン酸添加下で培



養し、増殖、悪性度変化等を分子生物学的、脂質・脂肪酸分析により評価した。 
温虚血再灌流では虚血中に虚血時間依存的に Lysophosphatidylinositol（LPI）や胆汁
酸類が肝組織のZone1に集積し、その傾向は脂肪肝で増強された。LPI投与は肝細胞株、
星細胞株の細胞質 Ca2+濃度を速やかに上昇させた。しかし、Ca2+ burst は必ずしも細
胞死を増加させず、37℃低酸素中の細胞死も促進させなかった。LPIが傷害促進要因か、
保護性のストレス応答か、脂肪酸側鎖(m/z)の相異の影響等の検討が必要である。 
ラットの in vivo 肝切除後の残肝は、炎症、接着、酸化ストレス、mitosis 等が増強さ
れ、Pringle 法は肝内転移、異時性発がんの何れにおいても癌増殖を助長する素因とな
ることが懸念される。H30 年度に preliminary 実験を検討したが、北海道胆振東部地震
時に一部の試料が融解し、破棄した。研究期間を延長し再実験に努めたが、限られたエ
フォートと研究費の中で全てを再検討はできず、一部の動物実験を断念した。しかし、
細胞実験、メカニズム解析に注力し、LPI の役割について新たな可能性を見出した。引
き続き、LPI とその特異的受容体 (GPR55) が肝虚血再灌流、肝切除後の傷害、再生、癌
細胞発育に与える影響を、種々の阻害剤、賦活剤を用いて検討中である。これらの検討
は、肝癌細胞の微小環境におけるリゾリン脂質、脂肪酸の役割に焦点をあてる新たな試
みであり、新たな細胞間相互作用の発見と治療法開発の基礎的知見になるはずである。 
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