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研究成果の概要（和文）：わが国での肝移植の大半は生体肝移植であるが、近年のメタボリック

症候群の増加に伴いドナー候補の脂肪肝が問題となっている。そこで脂肪肝モデルを作製し、

その病態において肝移植と多くの共通点を有する虚血再還流障害や大量肝切除モデルを用いて

脂肪肝グラフト部分肝移植において想定される機能不全の機序解明や治療法開発のための検討

を行った。小胞体ストレス応答の関与など新たな知見が得られ、MHN-02,Follistatin など新規

治療法開発の可能性が示された。今後は臨床応用に向けて肝移植モデルでの研究を継続する。 

 
研究成果の概要（英文）：The majority of liver transplantation in Japan is living donor 
liver transplantation. As proportion of metabolic syndrome has recently been increasing, 
fatty liver of a candidate of donor has become a problem. We developed an animal model 
of non-alcoholic fatty liver (NAFL) disease, and gave similar surgical insults as liver 
transplantation, including ischemia-reperfusion injury and massive hepatectomy in the 
NAFL model. We obtained several novel findings regarding the mechanisms, by which NAFL 
induced liver functional insufficiency. We also found some possible therapeutic agents 
and strategies, which may improve the liver dysfunction and may support liver regeneration 
in these animal models.  
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１．研究開始当初の背景 
 近年、メタボリック症候群がその罹患率の
増加と共に社会的問題となっている。肝臓で
の表現形は脂肪肝であるが、肝細胞の壊死や
炎症性変化を伴う NASH（非アルコール性脂肪
性肝炎）という病態が一定の割合で発症し、
肝硬変・肝癌にまで進行しうる。わが国にお
ける唯一の生体肝移植ドナー死亡例も本疾

患の症例であった。 
 肝移植は末期肝不全に対する究極の治療
であるが、脳死肝移植例が限られているわが
国では、そのほとんどが生体肝移植である。
そこで問題となるのが、近年、ドナー候補に
増加している脂肪肝(NAFL:non-alcoholic 
fatty liver)／NASH である。したがって生体
肝移植中心の現状と脂肪肝(ドナー候補)の
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増加を考慮すれば、部分脂肪肝グラフトの安
全な使用を目的とした対策が必要となる。 
 一方、脂肪肝における肝予備能の低下に関
しては、様々な原因が示唆されている。即ち、
１）過剰な活性酸素及び炎症性サイトカイン
産生、２）過剰 TGFβによる肝再生障害、３）
小胞体ストレス応答とアポトーシスなどで
ある。このような負の要因をもつ部分脂肪肝
グラフトに対して、冷保存・再還流による急
性障害が加わることで、重度グラフト機能不
全が発症すると考えられる。さらに免疫学的
には、調節性 T 細胞（Reg-T）が脂肪肝に於
いて肝保護作用を示し、また肝局所及び全身
性に脂肪代謝・NASH 肝の病態形成に関与して
いる。 
２．研究の目的 
脂肪肝グラフトにおける機能不全の機序を
詳細に解明することで、現在は不可能と考え
られている脂肪肝グラフトを用いた肝移植
を実現することが最終目的である。一般に、
グラフト肝に生じるさまざまな傷害は虚血
再還流障害や大量肝切除後の病態と多くの
共通点を有する。したがって、まずは脂肪肝
モデルを作製し、これらの傷害が加わった際
の病態の特徴を明らかにするするとともに
その対策について検討した。さらに今後は、
今回得られた成果に基づいて、実際の脂肪肝
グラフト部分肝移植における機能不全の機
序解明や治療法開発へと展開する。 
３．研究の方法 
1) ラット脂肪肝モデルの作製 
Severe NAFL model：Wistar 系ラットに MCDD 
(メチオニン・コリン欠損食)を 2, 4, 6 週間
与え、各時点で犠牲死させて HE 染色および
スダンレッド脂肪染色標本を作製し「Brunt
の NASH の活動度と病期」に従って評価した
（炎症細胞浸潤及、繊維化の程度、micro＆
macro vesicular steatosis の程度）。肝機能
検査（AST, ALT, T.Bil, コレステロール、
遊離脂肪酸、ヒアルロン酸）も同時に行った。 
2) ラット脂肪肝モデルを用いた検討 
上記にて作製した Severe NAFL model にて、
以下の検討を行った。 
① 虚血再灌流障害に対する MHN-02 の効果：
MHN-02 は抗炎症作用をもつ whey peptide を
含んだ濃厚流動食で、ラット肝障害モデルに
おいて肝保護作用や抗炎症作用を示すこと
が知られている。そこで、MCDD の 4 週間投与
による Severe NAFL model にて肝虚血再灌流
モデル(全肝虚血 30 分後再灌流)を作製し、
MHN-02(M)群：再灌流 6,12hr 後に 4ml 投与と 
Control(C)群：同時期に同量の水を投与する
２群に分けた。両群間で血液生化学的、病理
組織学的に評価するとともに RT-PCR 法によ
るサイトカイン(TNF-, IL-6, iNOS 等)や生
存率を比較した。更にミトコンドリア代謝で
の非共役輸送に関連し過剰発現により TNF-

を産生するとされる UCP-2 遺伝子発現を
RT-PCR 法にて評価した。 

② 脂肪肝虚血再灌流傷害における小胞体ス
トレス応答の解明と制御：炎症、糖尿病、動
脈硬化等さまざまな病態において細胞内で
小胞体ストレス障害が生じ、これに対する細
胞の恒常性維持のための反応を小胞体スト
レス応答という。強度のストレスにより細胞
機能維持が困難な場合はアポトーシスによ
る細胞処理が行われることも知られている。
今回、Severe NAFL model を用いて肝虚血再
灌流と小胞体ストレス応答においてアポト
ーシス誘導作用を持つ転写因子である CHOP
遺伝子の発現を RT-PCR 法にて評価した。 
3) ラット肝虚血再灌流傷害に対する
Follistatin 投与の効果： 
Follistatinは心、腎虚血再灌流傷害に対す
る保護効果や肝再生促進効果を有すること
が既に報告されている。しかし肝虚血再灌流
傷害に対する効果に関する報告はない。 
そこで、Wisterラットの全肝虚血30分後再灌
流モデルを用い、Follistatin (1g/body)
投与の効果を血液生化学的、病理組織学的に
検討した。さらにRT-PCR法を用いてサイトカ
インレベルを計測し生存率も比較した。 
4) ラット大量肝切除モデルにおける脾摘の
効果：生体肝移植では過小グラフト対策とし
て、脾臓摘出術(摘脾)が行われている。そこ
で過小グラフトモデルとしてラット 90%肝切
除術を行い摘脾の効果を検討した。Wistar 系
雄性ラットを以下の２群に分けた。 対照
群：90%肝切除のみ、摘脾群：90%肝切除＋摘
脾。術後 0,12,24,48,72 時間後に犠死させ、
生存期間、生化学検査、肝体重比、肝再生率
を比較検討した。また RT-PCR 法を用い、肝
再生抑制因子である Activin 発現の推移を比
較した。 
5) Regulatory T-cell(RegT)を中心とした脂
肪肝の病態解明：Reg-Tが単純性脂肪肝から
脂肪肝炎への進行に関与する可能性が報告
されている。そこで脂肪肝に肝切除を加えた
際の障害肝の肝再生におけるReg-Tの役割に
ついての検討を計画した。 
6) 脂肪組織幹細胞を用いた肝再生促進効
果：幹細胞を用いた再生医療は、肝不全の改
善や肝再生促進にも期待が高まっている。そ
こで倫理的問題がほとんどなく、容易かつ大
量に分離可能な組織脂肪幹細胞(adipose 
tissue-derived regenerative cell:ADRC)を
用いた再生医療の可能性を検討した。ヒト
ADRC を自動分離装置(Celution System)にて
分離し、70%および 90%肝切除後に経静脈的に
投与した。Bio-imaging による homing 効果と
肝機能改善効果を検討した。 
４．研究成果 
1) Severe NAFL modelの作製： MCDD投与4週
目で大滴性脂肪沈着、steatosis indexの脂肪
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化(60％以上)およびAST/ALTの上昇が確認で
き上記モデルを確立した。 
2) ラット脂肪肝モデルを用いた検討 
① 虚血再灌流障害に対するMHN-02の効果： 
M群でnecrotic area indexが6,12時間後共に
有意に低値であった。6時間後にALT/AST値の
有意な低下を認め、iNOSとIL-6のmRNA発現も6
時間後に有意に低下した(P＜0.05)。TNF-お
よびUCP-2のmRNA発現は12時間後に有意に低
下し(P<0.05)生存率も改善した。したがって
MHN-02が酸化ストレスや炎症サイトカインを
制御しiNOSを介して循環不全を改善すること
で、Severe NAFL modelにおける肝虚血再灌流
障害を軽減することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
② 脂肪肝虚血再灌流傷害における小胞体ス
トレス応答の解明と制御：正常肝において、
肝虚血再灌流障害(全肝虚血30分後再灌流)に
よりCHOP mRNAは有意に高発現していた(P＜
0.05)。Severe NAFL modelにおいても同様の
傾向を認めたが有意差はなかった。また、正
常肝とSevere NAFL modelの比較においても有
意差を認めなかった。今後は、虚血時間や
steatosisの程度を変えて検討する予定であ
る。さらに小胞体ストレスの原因となる変性
タンパク質のセンサーであるIRE1, ATF6, 
Perkのノックアウトマウスを用いた検討を当
大学生体機能分野との共同で計画している。 
3) ラット肝虚血再灌流傷害に対する
Follistatin投与の効果：Follistatin投与群
では、3時間、6時間後にALT/AST値の有意な低
下を認めIL-6およびActivin Aの発現低下を
認めた(P＜0.05)。組織学的にもnecrotic 
area indexでの評価にて有意に改善しており
生存率も良好であった(P＜0.05)。したがって
Follistatinは肝虚血再潅流傷害に対しても
腎臓や心臓における傷害と同様に保護効果を
有することが明らかし論文発表した(Dig Dis 
Sci, in press：論文No.2)。 
4) ラット大量肝切除モデルにおける脾摘の
効果：肝切除術後生存期間は脾摘群が有意に
延長していた(P＜0.05)。肝体重比、肝再生率
ともに脾摘群が有意に高値であった。ALT/AST
値、T-Bil値は摘脾群で術後48時間に有意な改
善が認められた(P<0.05)。細胞保護作用を示
すHO-1発現は摘脾群において術後48,72時間

で有意に高値であった。したがって摘脾は過
小グラフトにおける肝障害軽減作用と共に肝
再生を促す可能性が考えられた(Hepatol 
Res,2009：論文No.9)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5) RegTを中心とした脂肪肝の病態解明：まず
、当科における生体肝移植症例にてRegTを経
時的に測定した。末梢血中のRegT比率は移植
直後には全例で低下し、その後は合併症を認
めた症例では術後７日目で上昇したが、合併
症を認めた症例では上昇しなかった。したが
って、末梢血中RegT比率は肝移植後急性期の
合併症など手術侵襲を反映する可能性が示さ
れた。今後、脂肪肝に肝切除を加えた際の肝
障害・障害肝の肝再生におけるRegTの役割に
関する検討を行う予定である。 
6) 脂肪組織幹細胞を用いた肝再生促進効
果：肝切除術 24 時間後の再生肝に DiR で標
識した ADRC は特異的に homing した。また、
同時期の肝機能は有意に改善した。今後は、
脂肪肝モデルにて同様の評価を行い、その有
用性を検討する予定である。         
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