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研究成果の概要：本研究では、メタボリックシンドロームモデル動物である KK-Ayマウスを用

いて、部分肝切除後の肝再生機転の異常について検討した。KK-Ayマウスに 70％肝切除を行う

と 48 時間以内に約半数の個体が死亡し、コントロールの C57Bl/6 マウスに比し有意な生存率

の低下を認めた。KK-Ayマウスでは肝切除 48 時間後の時点で肝細胞核への BrdU 摂取が殆ど

認められず、cyclin D1 発現誘導もほぼ完全に抑制されており、極度の肝再生不全状態にある

と考えられた。KK-Ayマウスでは、高レプチン血症および低アディポネクチン血症が存在する

と共に、肝切除後の肝組織中 TNF- mRNA 誘導および STAT-3 リン酸化が著明に亢進してお

り、これらのアディポカイン発現バランスの異常に伴うシグナル伝達の変調が再生不全のメカ

ニズムに深く寄与していると考えられた。興味深いことに、KK-Ayマウスに pioglitazone 前投

与することにより、アディポカイン発現異常および JAK-STAT 系シグナル伝達が一部正常化し、

肝再生不全の改善が認められた。メタボリックシンドロームに伴う脂肪性肝炎の病態形成には

肝再生不全が重要な役割を演じている可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

本邦においても近年メタボリックシンド
ロームの概念が急速に普及し、それに伴う肝
病態としての非アルコール性脂肪性肝疾患
（NAFLD）の重要性が広く認識されるよう
になってきている。私たちはこれまでメタボ
リックシンドロームのモデル動物である
KK-Ay マウスを用いて非アルコール性の脂

肪性肝炎の病態解析を行ってきた。その過程
で、KK-Ayマウスではアルコール負荷および
メチオニン・コリン欠乏(MCD)食負荷による
脂肪性肝炎の進展がより顕著であることお
よび、その背景に低アディポネクチン血症を
主体としたアディポカインの発現バランス
の異常が認められることを報告してきた。 
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２．研究の目的 
上述の背景に基づき、メタボリックシンド

ロームに伴う脂肪性肝障害の増悪メカニズ
ムをより明らかにする目的で、KK-Ayマウス
に 70％部分肝切除した際の肝再生機転の変
化を中心に解析した。 
 
３．研究の方法 
70％部分肝切除モデルの作成・免疫組織化学 
8 週齢の雄性 KK-Ayマウス（日本クレア）

とコントロール(C57Bl/6)マウスに対し、エ
ーテル麻酔下に Higgins & Anderson の定法
に従って 70％肝切除を施術した。術後 48 時
間にわたり生存率を観察すると共に、経時的
に屠殺して血清および肝組織サンプルを採
取した。一部の動物は屠殺の 2 時間前に
BrdU を腹腔内投与し、肝組織への BrdU 摂
取を検討した。また、一部の KK-Ay マウス
に pioglitazone(25mg/kg)を 5 日間経口投与
し、同様に肝切除を行った。採取した肝組織
の一部はホルマリン固定し、パラフィン包埋
切片を作成して、BrdU および PCNA を免疫
染色により評価した。 
血清アディポカイン値の測定 
血清レプチン濃度およびアディポネクチ

ン濃度は、ELISA 法キット（生化学工業およ
び大塚製薬社製）を用いて測定した。 
肝組織中 TNF- mRNA 発現レベルの同定 

肝組織より guanidium/CsTFA 比重遠心法
により total RNA を抽出し、リアルタイム
RT-PCR 法で TNF- mRNA 発現レベルを定
量的に解析した。リアルタイム PCR 増幅に
は SYBR Premix Ex TaqTM（タカラバイオ
社製）および ABI PRISM 7700 Sequence 
Detection System（PE アプライドシステム
社製）を用いた。 
STAT-3 リン酸化の検出 

肝組織中の STAT-3 リン酸化は抗リン酸化
STAT-3 抗体（Cell Signaling 社製）を用いた
Western blot 法により検出した。また、
STAT-3 蛋白発現量についても抗 STAT-3 抗
体（Cell Signaling 社製）を用いて同様に検
出した。 
 
４．研究成果 
70％肝切除後の生存率および肝再生機転の
変化 

C57Bl/6 マウスでは 70％肝切除後 48 時間
では 100％生存したが、KK-Ayマウスでは同
様の処置により 48 時間以内に半数が死亡し
た。また、肝切除 48 時間後の時点で肝細胞
核への BrdU取込みを免疫染色で検討すると、
C57Bl/6 マウスでは約 22％に上昇するのに
対し、KK-Ayマウスではほとんど取込みを認
めなかった。PCNA 免疫染色でも同様に、
KK-Ay マウスでは肝切除後の発現誘導がほ
ぼ完全に抑制されていた。さらに、肝組織中

の cyclin D1 蛋白発現を Western blot 法で検
出した。Bl/6 マウスでは肝切除後 48 時間後
に明らかな cyclin D1 発現誘導を認めたが、
KK-Ay マウスでは肝切除後の発現誘導が殆
ど検出不能なレベルに抑制されていた。以上
の結果より、C57Bl/6 マウスと比較して
KK-Ay マウスでは明らかに肝再生が抑制さ
れていることが明らかになった。 
一方、肝切除 5 日前より pioglitazone を投

与した KK-Ayマウスは肝切除後 48 時間で全
て生存し、生存率の改善を認めた。また肝切
除後 48 時間の BrdU 摂取率は約 8％まで増
加した。さらに肝組織中 cyclinD1 発現も肝
切除後 24 時間で KK-Ayマウスと比べ約 4 倍
に上昇した（p<0.05）。 
70％肝切除後の血中アディポカイン値の変
動 

KK-Ay マウスでは既報の通り血中レプチ
ン値が著明に高値、血中アディポネクチン値
が低値を呈する。そこで、肝切除後の血中ア
ディポカイン値の推移を検討した。肝切除後
には血中レプチン値は C57Bl/6 マウスでは 6
時間をピークに術前値の約 10倍に上昇した。
KK-Ay マウスでは術直後に一過性に低下し
た後、24 時間をピークとして著明に上昇し、
全経過中 Bl/6 の値を大幅に上回った。一方、
血中アディポネクチン値はいずれの strain
でも肝切除後には漸減傾向を示し、48 時間後
には前値の 60％程度にまで低下したが、全経
過を通じて KK-Ayマウスでは Bl/6 マウスと
比較し著明に低値を示した。 

KK-Ay マウスにおける肝切除後の血清レ
プチン値上昇は、pioglitazone 前投与により
ピークが 6 時間にシフトし、かつ上昇が抑制
された。また、KK-Ayマウスで見られる低ア
ディポネクチン血症は、pioglitazone 前投与
により C57Bl/6 マウスと同等のレベルまで
改善した。 
 

70％肝切除後の肝組織中TNF- mRNA発現
および STAT-3 リン酸化の変動 

肝組織中の TNF- mRNA は、Bl/6 マウス
では肝切除後 1時間をピークに微増した後に
低下したが、KK-Ay マウスでは肝切除 1 時間
後 に約 30 倍に上昇し、一旦漸減した後に 24
時間後再上昇を認めた。この KK-Ayマウスで
肝切除後に見られる TNF-の異常上昇は
pioglitazone 前処置で抑制された。 

STAT-3 リン酸化は Bl/6 マウスでは肝切除
6 時間後をピークに一過性の上昇を認めたが、
KK-Ayマウスではピークが6時間後にシフト
し、高リン酸化状態が 24 時間後まで遷延し
て観察された。一方、pioglitazone 前投与し
たKK-AyマウスではSTAT-3リン酸化の遷延
を認めず、C57Bl/6 マウスとほぼ同様なパタ
ーンを示した。 
 



 

 

【考察】 
脂肪肝で肝再生不全が見られることは従

来良く知られており、アルコール性脂肪肝は
肝移植後のグラフト不全を来す要因として
も重要視されている。また、肥満や耐糖能異
常を伴い著明な脂肪肝を呈する ob/ob マウス、
db/db マウスや Zucker ラットなどの非アル
コール性脂肪肝モデル動物においても肝再
生機転の異常が観察されている。ob/ob マウ
スや Zucker ラットはレプチンおよびその受
容体の遺伝子変異に伴うフェノタイプの異
常であると考えられ、実際これらの動物にお
ける肝再生不全にはレプチン・レプチン受容
体系のシグナル伝達の異常が関与している
と考えられている。しかし、ヒトで一般的に
見られるメタボリックシンドロームではこ
れらの動物のようなレプチンないしレプチ
ン受容体遺伝子の変異は稀であり、むしろ肥
満に伴う高レプチン血症並びにレプチン抵
抗性と考えられる状態が多く観察される。実
際、レプチンは肝線維化の進展に重要な役割
を果たしているサイトカインの一つと位置
付けられ、ob/ob マウスや Zucker ラットなど
ではヒトの脂肪性肝炎で見られるような肝
線維化の進展が観察されない。従って、ヒト
の NASH およびアルコール性肝障害に及ぼ
すメタボリックシンドロームの関与につい
て検討するためには、よりヒトの病態に即し
た動物モデルでの解析が望ましいと考えら
れる。 

近年私たちが検討に用いている KK-Ay マ
ウスは、肥満・耐糖能異常を自然発症する
KK マウスに肥満遺伝子 Ay を導入すること
により、早期から高度な肥満・高血糖を発現
する 2 型糖尿病モデルマウスであり、この動
物はインスリン抵抗性に加えてレプチン抵
抗性や低アディポネクチン血症など、ヒトの
メタボリックシンドロームに極めて類似し
た病態を呈する。KK-Ayマウスは通常の餌で
飼育しても軽度の脂肪性肝炎を自然発症す
るが、脂肪性肝炎を誘発する MCD 食などの
食餌性負荷をかけることにより高度の脂肪
性肝炎が惹起されることをこれまで私たち
は明らかにしてきた。今回の検討では KK-Ay

マウスに 70％肝切除を行うことにより、メタ
ボリックシンドロームの病態における肝再
生機転の変化について詳細に解析を行った。
興味深いことに、KK-Ayマウスでは重度の肝
再生不全が認められ、その背景には低アディ
ポネクチン血症に伴う TNF-発現亢進や、高
レプチン血症に伴う JAK-STAT 系シグナル
伝達の異常が関与している可能性が示唆さ
れた。 

一方、インスリン抵抗性改善薬であるチア
ゾリジン誘導体 pioglitazone の投与により
KK-Ay マウスの肝再生不全は一部改善した。
KK-Ayマウスではpioglitazone投与により肝

切除後のアディポネクチンおよびレプチン
の発現がコントロール（C57Bl/6）マウスの
変動パターンに復する傾向を示した。また肝
切除後、特に Kupffer 細胞を主体として産生
される再生の初期反応に重要な TNF-α およ
び IL-6 の分泌が改善し、JAK/STAT 系の反
応の正常化を認めた。以上のことから KK-Ay

マウスでは、PPAR-γ ligand による直接的な
Kupffer 細胞への作用およびアディポサイト
カイン発現バランスの是正が、肝切除後の肝
再生促進に寄与したものと考えられた。 

NASH を含む慢性肝疾患の病態進展メカ
ニズムには肝再生不全を含む組織損傷修復
機転の異常が関与していると考えられるこ
とから、再生不全に対する治療的アプローチ
の確立が今後の重要な課題の一つとして掲
げられる。本研究では pioglitazone 投与によ
り脂肪性肝炎における肝再生不全の改善が
得られ、そのメカニズムとしてアディポカイ
ン発現是正による肝切除後早期のサイトカ
イン発現の正常化が考えられた。このことは、
脂肪性肝炎のメカニズム解明の一助となる
のみならず、治療アプローチ確立に寄与する
ことが期待される。 
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