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研究成果の概要（和文）： 
劇症肝炎のような急性肝不全における脳症で「急速な脳浮腫」を惹起する未知の肝性脳症起

因物質の同定は、肝臓と脳の連関病態解明、致死的肝性脳症の診断と治療法の開発に必要であ
る。本研究の目的は、脳浮腫を惹起する肝性脳症起因蛋白の同定し、その病理作用、特に脳ア
ストロサイトの障害作用を明らかにすることである。本研究の成果として、プロテオーム解析
から致死的肝性脳症蛋白質候補（タンパク A）を同定することができた。タンパク A は、培養
アストロサイトへの細胞障害性を示した。また、in vivoモデルでの証明のため、TRECK肝炎モ
デルマウスにおいて、脳症を伴う急性肝不全を発症させることができた。さらに、肝性脳症時
のび漫性細胞浮腫を MRIの DWIで、ADCの低下としてとらえることができた。今後、タンパク A
の in vivoさらに臨床例における脳症との関連を明らかにし、致死的脳症の治療法の開発を推
進する。 
研究成果の概要（英文）： 

Identification of unknown hepatic encephalopathy induced substances to cause the 
"rapid cerebral edema" in fulminant hepatitis is required in development of the 
treatment and diagnosis of fatal hepatic encephalopathy. The main purpose of this 
study is identification of brain astrocytes damage inducing plasma proteins. A 
candidate of fatal hepatic encephalopathy inducing proteins, temporary named protein 
A, was able to identify by proteomic analysis. Protein A induced the cytotoxicity to 
cultured astrocytes. Hepatic encephalopathy was induced in the TRECK hepatitis 
model mice. In addition, we could observe diffuse astrocyte swelling in acute hepatic 
encephalopathy by DWI on MRI, as a decrease in the ADC. We will study whether 
protein A induce hepatic encephalopathy in vivo model and clinical cases in next step, 
and promote the treatment for fatal encephalopathy. 
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１．研究開始当初の背景 

劇症肝炎に伴う急性肝不全で発症する脳
症は、急速な脳浮腫が惹起され、昏睡から脳
死にいたる重篤な病態である。肝性昏睡の原
因については、amino acid neurotransmitter
のグルタミン（興奮性）とGABA（抑制性）の
インバランス、natural benzodiazepineの上
昇、アンモニア、TNF-α、NOなどの肝性昏睡
起因物質の上昇が挙げられている  (13th 
International Symposium on Hepatic 
Encephalopathy and Nitrogen Metabolism, 
Italy 2008)。肝性脳症の治療には、血液浄
化療法が有用であり、大量の透析液を用いた
血液ろ過透析(HDF、CHDF)、あるいはアルブ
ミン吸着法（MARS、Prometheus）などの人工
肝臓が臨床に導入されている。こうした治療
法の発達にも関わらず「急速な脳浮腫を伴う
致死的脳症」の加療には限界がある。したが
って、特に劇症肝炎のような急性肝不全にお
ける脳症で「急速な脳浮腫」を惹起する未知
の肝性脳症起因物質の同定は、肝臓と脳の連
関病態解明、致死的肝性脳症の診断と治療法
の開発に必要である 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、脳浮腫を惹起する肝性脳

症起因蛋白の同定し、その病理作用、特に脳
アストロサイトの障害作用を明らかにする
ことである。 
 
３．研究の方法 
【肝性脳症起因蛋白質の同定】 
 ラジアルフロー型バイオリアクターにヒ
ト高機能肝機能発現肝癌細胞 FLC-4を高密度
培養して作製した体外循環型バイオ人工肝
臓をブタ急性肝不全モデルに装着し、血液浄
化を行った。肝不全モデルを作製するための
毒素（α‐アマニチン＋LPS）投与前、投与
後脳症出現時、体外循環後の 3点のブタ血漿
を回収し、凍結保存した。 
 3点のブタ血漿を 2次元電気泳動で展開し、
プロテオーム解析を行った。具体的には、肝
不全の過程で増加し、体外循環で減少するス
ポットを検出し、ペプチドのアミノ酸シーク
エンスを質量分析で解析し、同定した。 
【TRECK肝炎モデルマウスでの急性肝不全脳
症モデルの作製】 
 TRECK (toxin receptor-mediated cell 
knock out) 肝炎モデルマウスを利用して、
急速な脳浮腫をともなう重度肝障害を惹起
した。500-1500 ng/kg BWのジフテリア毒素
の腹腔内投与後、マウスを犠牲死させ、血液、
肝臓を採取し、生化学的検討、病理学的検討
を行った。 
 脳症時の脳浮腫については、小動物用 MRI
で観察した。 

【肝性脳症起因蛋白質候補の培養アストロ
サイトへの効果】 
 アストロサイトを培養し、脳症動物の血漿、
プロテオーム解析の比較から同定した肝性
脳症起因蛋白質候補を加えて培養した。培養
24時間での細胞数の変化（毒性）を、H33342
による DNA量アッセイ法で測定した。 
 
４．研究成果 
【肝性脳症起因蛋白質の同定】 
 急性肝不全を毒素投与によって惹起した
ブタ血漿蛋白質（毒素投与前、毒素投与後脳
症発症時、バイオ人工肝臓での体外循環後）
を 2次元電気泳動で分離し、脳症発症時に増
え、体外循環によって減少する蛋白質を同定
した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ ブタ血漿の 2次元電気泳動 
 

 条件に合った分離スポット 11 個のペプチ
ドを質量分析によってアミノ酸シークエン
スにより同定したところ、５個で同じ蛋白質
のペプチドが検出された（研究上の守秘性か
らここではタンパク Aと記載する）。 
 
【TRECK肝炎モデルマウスでの急性肝不全脳
症モデルの作製】 
 TRECK マ ウ ス に ジ フ テ リ ア 毒 素
500-1500ng/kg BWを腹腔内に投与すると、48
時 間 後に 血 清ト ラン ス アミ ナー ゼ は
10,000U/L前後まで上昇した（図２）。肝組織
には、出血壊死を伴う激烈な肝障害が惹起さ
れた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ TRECK肝不全モデル肝組織 
 
 また、脳症におけるび漫性のアストロサイ
ト浮腫を観察するため、肝不全惹起 TRECKマ
ウスの脳を MRI で観察した。拡散強調画像 
(diffusion weighted image: DWI)高信号で、
apparent diffusion coefficient: ADC,みか
けの拡散係数)が低下していれば、細胞内浮
腫と解釈される。TRECK 肝不全モデルマウス
では、DWI において ADC の低下を認め、マウ
スモデルにおける脳内のび漫性細胞浮腫の
観察に有用であった（図４）。 
 
 
 
 
 
 
図４ 
A:健常 
B:脳症 
 
【肝性脳症起因蛋白質候補の培養アストロ
サイトへの効果】 
 ブタ肝不全モデルの毒素投与前、投与後肝
性脳症発症時、体外循環後の血漿で、ヒトア
ストロサイトを培養し、24時間後の DNA量を
蛍光量として比較した。脳症発症時の血清で
はアストロサイトは減少したが、体外循環後
の浄化血漿では細胞毒性を認めなかった（図
５）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ 

 また、肝性脳症起因蛋白候補タンパク Aを
培養アストロサイトに添加すると、濃度依存
的にアストロサイトの DNA量は低下した（図
６）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ 
 
 本研究の成果として、プロテオーム解析か
ら致死的肝性脳症蛋白質候補（タンパク A）
を同定することができた。タンパク Aは、ア
ストロサイトへの細胞障害性を認めた。in 
vivoモデルでの証明のため、TRECK肝炎モデ
ルマウスにおいて、肝性脳症時のび漫性細胞
浮腫を MRI の DWI で、ADC の低下としてとら
えることができた。今後、タンパク A の in 
vivo さらに臨床例における脳症との関連を
明らかにし、致死的脳症の治療法の開発を推
進する。 
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