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研究成果の概要（和文）：進行胆嚢癌や肝門部胆管癌では拡大肝切除を行うことがあるが，残存
肝予備能の限界に近い大量肝切除は術後の肝不全の誘因となりうる．特に閉塞性黄疸や肝機能
障害を有する病態肝の場合はさらに術後肝不全の発生率が高い． 
今回、大量 90%肝切除術後の有機アニオントランスポーターの発現の変化とビリルビンおよび
胆汁酸代謝との関係について解析した。また、アシアロシンチによる肝切除後の機能回復や
Glypican-3，HAI-1 など肝癌予後規定因子を同定した． 
 
研究成果の概要（英文）：Excessive hepatectomy close to the hepatic reserve function has 
a risk to induce postoperative liver failure. The mechanisms inducing hyperbiliruninemia 
with respect to anion transporters were examined in rats after 90% hepatectomy and found 
that excreting transporter expression (Bsep, Mrp3) but not the uptake transporters (NTCP, 
OATP) showed a significant difference compared to 70% hepatectomy. Moreover, Biomarkers 
(Glypican-3, HAI-1) influencing prognosis were established in hepatocellular carcinoma. 
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１．研究開始当初の背景 
肝門部胆管癌や胆嚢癌に対する拡大肝切除
や肝切徐＋膵頭十二指腸切除(HPD)で根治手
術をめざす場合、残存肝予備能の把握と術後
肝不全の防止は依然として重要な課題であ
る。肝予備能が低下した硬変肝や閉塞性黄疸
肝において、肝切除後の再生能低下や肝機能
障害の遷延が肝不全を誘発すると考えられ
る。肝細胞が増殖因子に反応、肝再生するた
めには肝切除直後に TNF-αや IL-6 らのサイ

トカイン刺激により転写因子NF-κB, STAT3, 
AP1 が活性化されることが必要である。増殖
因子のシグナル伝達をになう MAPキナーゼで
ある Extracellular signal 
-regulated kinase （ERK）は転写因子 AP-1
を活性化し、細胞周期促進蛋白 Cyclin D1 の
発現を亢進する。また、転写因子 C/EBP は代
謝機能と再生の両方に重要な役割を果たし
ており、肝切除後は isoform C/EBP-β優位で
移行し細胞周期促進蛋白 Cyclin-dependent 



kinase を活性化する。硬変肝や閉塞性黄疸肝
において肝切除前後でこれらの因子の変化
を一部報告したが(BBR2001; 280:640-645, 
BBR2002; 292:474 
-481）未だ不明な点が多い。 
また、術前門脈塞栓による再生肝と萎縮肝の
細胞周期に関与する mRNA と蛋白の発現の違
いや虚血再潅流臓器障害の分子生物学的機
序 の一部を 報告した が（ J Surg Res 
2001;101:146-151）、未だ不明な点が残され
ている。 
肝切除後肝再生および虚血性再潅流障害の
分子生物学的機序は、近年欧米においてノッ
クアウトマウスやトランスジェニックマウ
スを用いて明らかにされつつあるが、病態肝
と正常肝においてこの面から比較検討して
いる施設は少ない。肝硬変合併肝癌や閉塞性
黄疸合併胆道癌患者に対して積極的に治癒
切除をめざす場合、これらの病態肝切除に伴
う肝再生能低下や肝機能障害の機序を解明
するは、臨床的な必要性はもとより、基礎研
究面での貢献も大きいものと思われる。また、
術前の正確な肝予備能把握と術前門脈枝寒
栓術などにより残存肝予備能の改善が可能
になれば、HPD などの拡大治癒切除を行う場
合に術後合併症の危険性を低下させ肝胆道
癌治療成績の向上に寄与できると考えられ
る。 
 
一般的に過大肝切除術後には、血中のビリル
ビンや胆汁酸は高値を示し、不可逆性となれ
ば、肝不全に至る。この機序として、肝臓の
有 機 ア ニ オ ン ト ラ ン ス ポ ー タ ー
( NTCP,OATP,BSEP,MRP2,MRP3など) の発現が
変化し、肝細胞への取り込みと排泄障害が考
えられる。急性肝不全を惹起する 90％肝切除
モデルで術後早期に胆汁中への胆汁酸排泄
が急激に減少することを発表(J Surg Res 
2006;134:81-86)、また有機アニオントラン
スポーターである mrp2は変化しなかったが、
mrp3 の mRNA と蛋白発現が早期から低下して
いることを見出し発表した(研究業績 8)。ま
た、胆道癌や膵頭部癌では閉寒性黄疸を呈す
ることが多い、胆汁内瘻、外瘻による減黄法
の違いによる肝切除後の肝再生能や肝組織
中過酸化脂質などを検討すると胆汁内瘻に
よる減黄法が有意に良好であることも報告
し た が (Annals of Surgery 1999;230: 
655-662, Surgery 2002; 131:564-573)、未
だ充分な機序は解明されていない。 
 
２．研究の目的 
１）術前肝予備能の把握による肝不全予防。 
今までの科研費で施行してきた肝ミトコン
ドリア、ミクロゾーム、網内系機能の把握に
よる肝予備能の総合評価法の確立、２）肝予
備能増加法としての門脈塞栓の意義を一部

分子生物学的に検討し報告した（研究業績 
29）がさらにその意義を追求する。３）肝切
除前後におけるサイトカイン、増殖因子、転
写因子、細胞周期調節蛋白、シグナル伝達系、
活性酸素産物の変化を閉塞性黄疸肝、硬変肝
と正常肝で詳しく検討し、病態肝の再生能低
下や虚血再潅流肝障害に関与する因子を検
討する。４）閉塞性黄疸の術前内瘻の意義。
肝切除前に胆汁内瘻で減黄した場合、外瘻に
よる減黄と比較して肝切除後の残存肝機能
と再生能の面で優れていることを報告した
（Annals of Surgery1999;230:655-62）。こ
の差は胆汁が腸管内に存在するか否かであ
り、その機序の一部を報告したが（Surgery 
2002;131:564-573）、更に腸管の免疫動態の
違 い を Toll-like receptor(TLR),IFN-
γ,IL-10, TNF-αの発現を測定し分子生物学
的に検討する。５）閉塞性黄疸肝の OATP，NTCP，
BSEP，MRP2，MDR の発現の変化を検討し、胆
汁内瘻と外瘻による減黄および減黄不良例
のビリルビンや胆汁酸排出障害の機序を明
らかにする。急性肝不全モデルである 90%肝
切除を行い、これらトランスポーター発現の
変化を検討する。６）虚血再潅流肝障害の機
序とその防止策を検討する。 
これらにより術後死亡の最大要因である肝
不全の機序と防止法の解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
１）障害肝（閉塞性黄疸、肝硬変）や拡大肝
切除における肝予備能と再生能。     
ラットで閉塞性黄疸を作成し、1週間後に 70%
肝切除を胆汁内瘻化と同時に行い切除時と
切除後経時的に残存肝を採取する。肝硬変ラ
ットにおける肝切除を行い同様に残存肝を
採取する。残存肝機能を肝ミクロゾーム、ミ
トコンドリア、網内系の 3分画による肝機能
の総合評価に加え、肝組織から核蛋白を抽出
して Gel shift assay 法にて転写因子 NF-κ
B, STAT3, AP-1, C/EBP の活性を、抗体を用
いた Supershift assay 法でそれぞれの
isoformの活性まで分析する。Cyclin-D1, -A, 
-B, p21WAF1, proliferating cell nuclear 
antigen (PCNA)の発現は Western blot 法に
て測定する。Cyclin-dependent kinase 活性
や MAP キナーゼである ERK 活性は
Immunocomplex kinase assay にて測定する。
また、Total RNA を抽出して RT-PCR 法にてサ
イトカイン（TNF-α, IL-1, IL-6）や増殖因
子（HGF, TGF-α）とその受容体（c-met, EGF 
receptor）の発現を分析する。DNA 合成能は
[3H]-thymidineや BrdU取り込み率で評価し、
免疫染色や病理学的検索も行う。臨床でも障
害肝の肝切除標本を用いて同様の検討を行
う。 
 
２）胆汁内瘻と外瘻が肝再生に与える影響。   



腸管内胆汁の存在が肝再生に与える影響を
cell cycle や転写因子で検討すると共に、腸
管の bacterial translocation や免疫能に関
与している Toll-like receptor,IFN-γ, 
IL-10,TNF-αの発現変化を測定する。 
術前の胆汁内瘻・外瘻の効果比較を臨床でも
手術時の肝組織を用い同様に検討する。 
 
３）減黄不良の機序の解明 
外科臨床上胆道癌患者の多くは閉塞性黄疸
を伴う。胆汁外瘻にしても内瘻にしても減黄
良好例と不良例が存在し、減黄不良で血清ビ
リルビン値の減少が悪い場合は肝機能不良
と考えられる。有機アニオンである胆汁酸や
ビリルビンの肝細胞への取り込みから毛細
胆管膜を通して胆汁へ排泄させる ABCファミ
リーの異常が減黄不良例で認められると思
われるので、臨床例および動物実験で OATP、
NTCP、MRP-2,3、MDP-1,3、BSEP の発現の変化
をノーザンブロットと免疫染色で検討する。
日常臨床で使用される ICGの胆汁中排泄試験
を臨床で検討しているので、更に左右肝管や
区域肝管内への胆汁中 ICG排泄を検討し分肝
機能評価法として検討する。MRP2 や MRP3 を
調節し減黄不良に有効と考えられる
Inchin-Koto やウルソデオキシコール酸(胆
汁酸)の効果の検討を臨床例で開始する。 
 
４）門脈塞栓による肝機能と再生の分子生
物学的検討をcell cycleの面から一部報告
したが、更に臨床および動物実験で行う。 
 
５）各種病態肝における虚血再潅流障害の影
響 
 上記病態肝モデルにおいて Pringle’s  
manuever を繰り返し、肝組織中の TNF-,  
SIL-1, IL-6, iNOS, Mn-Superoxide 
dismutase (SOD), Xanthine oxidase (XOD), 
Glutathione Peroxidase (GSH-Px)の発現を
RT-PCR 法にて、また酵素学的に活性を分析す
る。過酸化脂質 MDA の定量は比色型を用いて
測定する。Pringle の反復によりこれらの因
子がどのように変化するかを分析し、ATP 含
有量と Energy Charge で評価したエネルギー
状態や組織学的障害度と比較する。更に上記
モデルに 70%肝切除を加え再生能との関係を
検討する。また、全肝阻血・再潅流と選択的
阻血再潅流障害を比較する。 
 
６）再生能と虚血再潅流障害の分子生物学的
制御 
上記の分析にて相違を認めた因子に関して、
転写因子のデコイとして oligonucleotideや
Mn-SOD, XOD, GSH-Px の遺伝子を
HPV-liposome 法（現有設備：超遠沈器＋申請
備品：ロータリーエバポレーター）にて門脈
より肝臓に導入し、肝再生や虚血再潅流障害

との関連を直接的に証明し、病態肝切除後の
肝再生能低下や虚血再潅流障害の改善が可
能か否かを検討する。 
 
４．研究成果 
術前の正確な残存肝予備能の把握と術後肝
不全の早期予知及びその防止は臨床上極め
て重要な課題である。 
大量 90%肝切除術後や閉塞性黄疸における胆
汁酸内瘻と外瘻による減黄法の違いによる
有機アニオントランスポーター（取り込み系
のntcp,oatp,排泄系のBsep,Mrp2,Mrp3など）
の発現の変化とビリルビンおよび胆汁酸代
謝との関係についてラットで解析した。現在
以下のような結果を主要な学会ならびに一
部は既に論文で発表し、現在も論文作成中で
ある。  
1）90％肝切除術後 48 時間の生存率は 50％，
70％肝切除群は 100％であった。90％肝切除
群では 70％肝切除群に比べて術後早期（6時
間）に胆汁流量および胆汁中胆汁酸排泄の有
意な低下がみられた。また、90％肝切除では
一次胆汁酸である CA，CDCA の胆汁酸排泄が
術後 6時間で有意に減少していた。またトラ
ンスポーターの測定では、取り込み系のトラ
ンスポーターである ntcp と oatp1,2 には有
意差を認めなかったが、排泄系トランスポー
ターでの検討では 90％肝切除群では Bsep と
Mrp3 の有意な発現亢進と Mrp2 の発現低下を
認めたのに対し、70％肝切除群では Bsep と
Mrp3の発現低下とMrp2の発現亢進を認めた。 
2）閉塞性黄疸ラットモデルでは，胆管閉塞
により Mrp2,Bsep、oatp および ntcp の発現
低下と Mrp3 の発現亢進が認められた．1週間
の閉塞性黄疸後胆汁外瘻あるいは内瘻によ
り減黄すると，発現が低下していた Mrp2 は
亢進し、発現が亢進していた Mrp3 は低下し
た。胆汁外瘻と内瘻を比較すると内瘻の方が
有意に Mrp2 と Mrp3 の発現が正常に復した。
これらの結果は減黄の必要性と減黄する方
法として胆汁内瘻の方が優れていることが
示唆され、主要学会で発表するとともに、論
文作成し発表予定である。 
3）閉塞性黄疸患者における Inchin-Koto の
効果を臨床で検討中である。  
4 ） 肝 癌 患者の予 後規定因子として
Glypican-3 と HAI-1 を同定（業績 1,2）する
と共に肝胆膵外科の臨床研究を発表した（業
績 3,5,6,7,9,10）。 
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