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研究成果の概要（和文）： 

 小児劇症肝不全に対して肝移植を行った症例の摘出肝組織を用いて、サイトカインの発現、

免疫担当細胞、タンパク発現について検討した。サイトカインアレイ（RayBio）を用いた検討

では、劇症肝不全で発現の高い 5種類のサイトカインを同定した。最も発現の高かったサイト

カイン A は、類洞内皮細胞に発現しており、その receptor の発現は肝細胞、小葉内胆管に認

められた。摘出肝における免疫担当細胞は、cCD3+, CD8+, granzymeB+の T-cellが主体で、

小葉内(類洞)への浸潤が特徴的であった。SELDI プロテインチップによる解析では、CM10チ

ップで、劇症肝不全で低くなる分子が３つ、高くなる分子が３つ検出され、Q10 チップでは、

劇症肝不全で低くなる分子、高くなる分子が１つずつ検出された。これらの分子の同定により、

より劇症肝不全の病態の理解が進むものと考えられる。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 We examined about cytokine expression, infiltrating lymphocytes, protein expression in 

explanted liver tissue of pediatric fulminant hepatic failure (FHF). Five cytokines which 

were expressed higher in FHF liver tissue were identified by cytokine array (RayBio). 

Cytokine A which showed highest expression was localized in sinus endothelial cells, and 

the receptor was seen in hepatocytes and ductular cells by immunohistochemistry. 

Infiltrating lymphocytes were predominantly cCD3+CD8+granzymeB+T-cell and their 

distribution in sinus was characteristic. Using SELDI ProteinChip system, three highly 

expressed molecules and three lowly expressed molecules were identified by CM10 Chip, 

and one highly and one lowly expressed molecule were identified by Q10 Chip. Further 

analysis of those molecules could promise to clarify the pathogenesis of pediatric FHF. 
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１．研究開始当初の背景 

小児劇症肝不全は、その多くが原因不明で

あり、内科的治療で救命できる確率は 14％と

非常に低く、肝移植を行っても救命率は 73％

にとどまる（須磨崎亮ら 治療学 41:358-62, 

2007）。特に乳児では移植後に肝不全に陥る

例が多く、移植専門施設でも生存率は 28％と

低い（Sakamoto S et.al. Pediatr transplant 

12:167-73, 2008）ため、病態の解明とそれ

に基づいた新規治療法の確立が急務である。 

我々は、2005年 11月より 2008年 9月まで

に 71例の小児生体肝移植を行い、うち 13例

が劇症肝不全であった（笠原ら 日小外会誌 

44:679-88, 2008）。移植後に高度の肝不全を

きたした症例は 13 例中 3 例あり、この 3 例

を含む 12 例が生存している。摘出肝の病理

学的検索では、高度の出血・壊死が認められ、

80％以上の肝細胞の脱落を認めた。サイトメ

ガロウイルス封入体が 1例で認められた以外

は、原因を示唆する所見は認められなかった。

上述の病理学的所見は concanavalin A を投

与したマウス劇症肝不全モデルと同様であ

る。また、応募者の施設では初期より血液浄

化療法を積極的に行っていることが生存率

の高い一因と考えられる。これらのことから、

小児劇症肝不全の病態には、血液中の因子、

サイトカインの関与が強く示唆される。これ

らのサイトカインの種類やその増減の変化

を明らかにすることは、生体内で起きている

免疫学的反応の理解には極めて重要と考え

られる。また血液中には、病態と関連するさ

まざまなタンパク（遺伝子解析では明らかと

はならない、病態特異的修飾後タンパクな

ど）の存在が考えられる。それらのタンパク

の系統的なプロファイリングは、病態の理解

や診断治療に有用な情報を与えるはずであ

る。我々は、Desorption / Ionization (SELDI) 

プロテインチップシステムによる網羅的な

タンパク解析により腎癌細胞株における IFN

感受性を左右するバイオマーカーの同定に

成功しており（Nakamura K et al. Int J Oncol 

28:965-70, 2006）、プロテインチップシステ

ムによる網羅的なタンパク解析が可能であ

る。 

 

２．研究の目的 

小児劇症肝不全の病態をサイトカイン発

現解析、網羅的なタンパク発現解析によって

明らかにし、小児劇症肝不全における新規治

療法の開発、予後予測など、診療に有用な新

規バイオマーカーを探索することを企図す

る。 

 

３．研究の方法 

 小児劇症肝不全に対する生体肝移植症例

の摘出肝を材料とし、対象には、胆道閉鎖症、

先天性代謝疾患で生体肝移植された症例の

摘出肝を用い、以下の研究を行う。 

１） サイトカイン発現解析  

サイトカインアレイを用いて、数十種類の

サイトカインの発現について検索する。小児

劇症肝不全症例で発現の高いサイトカイン

を同定し、発現量と肝不全の重症度、移植後

の拒絶反応との関連などについて比較検討

する。 

２） 免疫担当細胞の解析 

 CD20, CD3, CD4, CD8, CD56抗体を用いて、

肝組織における B-cell, T-cell, NK-cellの

解析を行う。 

３） プロテインチップシステムによる網羅

的なタンパク解析 

Desorption/Ionization(SELDI)プロテイ

ンチップシステムにより、小児劇症肝不全に

おいて有意に発現しているタンパクを同定



する。 

 

４．研究成果 

2005年 11月から 2009年 8月までに国立成

育医療センターで生体部分肝移植を行った

92 例のうち、劇症肝不全症例 17 例について

検討した。男児 13 例、女児 4 例、移植時月

齢は 1から 87カ月で、中央値は 14カ月であ

った。16例は原因不明で、1例はサイトメガ

ロウイルス封入体が摘出肝にて認められた。

17例中 1例は移植後 74日目に敗血症により

死亡したが、16 例は生存している）。摘出さ

れた肝組織 8例について、サイトカインアレ

イ（RayBio）を用い、42種類のサイトカイン

の発現を測定し、正常肝と比較した。劇症肝

不全では、5 種類のサイトカインの発現が高

く、これらのサイトカインは、正常肝では発

現がほとんど認められなかった。最も発現の

高かったサイトカイン Aについて、凍結肝組

織を用いた蛍光抗体法にて発現を検討した

ところ、類洞内皮細胞に発現しており、小葉

内胆管、中心静脈、門脈壁には発現が認めら

れなかった。サイトカイン A の receptor の

発現は肝細胞、小葉内胆管に認められたが、

発現はかなり微弱であった。 

 摘出肝における免疫担当細胞は、cCD3+, 

CD8+, granzymeB+の T-cell が主体で、小葉

内(類洞)への浸潤が特徴的であった。cCD3+, 

CD4+, CD8-の T-cell は門脈域における浸潤

をみたが、小葉内の浸潤は乏しかった。CD20+

の B-cell、CD56+の NK-cellはごく少数であ

った。 

小児劇症肝不全において有意に発現してい

るタンパクを同定するため、劇症肝不全 10

例、コントロール 5例について、それぞれの

組織の lysate を作成し、分子量５万のフィ

ルターで遠心濾過後、通過したタンパクにつ

いて Desorption/Ionization(SELDI)プロテ

インチップによる解析を行った。 

 その結果、CM10 チップでは、コントロール

で量的に高く、劇症肝不全で低くなるものが

３つ、コントロールで低く、劇症肝不全で量

的に高くなるものが３つ検出できた。 

 

 

各タイトルの数値が検出されたタンパクの分子量 

  

 

各タイトルの数値が検出されたタンパクの分子量 

 

また、Q10 チップでは、量的にコントロール

で高く、劇症肝不全で低くなるもの、コント

ロールで低く、劇症肝不全で量的に高くなる

ものが、それぞれ１つずつ検出された。 

 

以上、コントロールと劇症肝不全組織で、量

的に異なる分子を検出した。これらの分子の

同定により、より劇症肝不全の病態の理解が

進むものと考えられる。 
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