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研究成果の概要（和文）： 

脂肪化した肝は、肝切除等の外科治療に対して術後肝機能不全・再生不全、術後感
染症、敗血症に関与する。今回、メタボリック症候群により脂肪化した肝臓に対し、
外科的治療が術後肝機能、障害、再生にどの程度の影響を及ぼすかを、様々な光プ
ローブにて生体イメージング法により解析した。マウスにて経時的・非侵襲的に評
価し、生体イメージング法による肝ストレス測定の有用性を示し、脂肪肝における
外科治療後の障害、再生不全の機序を解明した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Steatotic liver, very sensitive to various surgical procedures, is associated with 
post-operative liver failure, impaired regeneration, post-operative infection and sepsis. 
In the present study, we analyzed whether the surgical stress affects the post-operative 
liver function, injury and regeneration of steatotic liver by newly developed optic probes 
for bio-imaging. We evaluated mouse liver continuously and non-invasively and analyzed 
the underlying mechanism of post-operative liver injury and impaired regeneration. 
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１．研究開始当初の背景 
わが国では、４０～７４歳の男性の４人に

１人が、メタボリックシンドロームに罹患し
ていると推測され、メタボリックシンドロー
ムが国民健康に重大な問題を引き起こし、国
民医療費に莫大な負担をかけていることは

周知の事実である。平成２０年より特定健診が
始まり、国をあげてのメタボリックシンドロー
ム克服が期待される中で、メタボリックシンド
ロームの病因解明が進められている。メタボリ
ック症候群の病態の理解が進むにつれ患者数は
急増し、これまでは見過ごされていた術後合併
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症への影響が注目されてきている。とくに、
メタボリック症候群には、肝へのストレスが
主要な病因のひとつであるのに加えて、肝の
脂肪化、インシュリン抵抗性を伴うために、
肝易傷害性、再生能低下への影響が懸念され
ている。そのため、そのメタボリック症候群
における各臓器レベルでの病態解明と（とく
に外科的）治療面での検討が緊急課題となっ
て き て い る （ Surgery for Obesity and 
Related Diseases, 1:245; 2005, Current 
Opinion in Lipidology. 16:421;2005）。肝
臓は、脂肪組織・中枢神経をはじめとした
様々な臓器と相関して生理的恒常性を維持
しているが、それにより肝臓は様々なストレ
スに関して大いに寛容であり、許容能を有し
ている可能性がある。 
しかしながら、外科治療などによりその機能
限界を超えた場合にはその全肝臓としての
機能不全に陥り、個体の生命を脅かすことに
なる。「許容される肝へのストレスを正確に
解析し、その限界を非侵襲的に知ること（あ
るいは術前後に知ること）は、これからの外
科治療の QOL を向上させ上で非常に重要な
課題である」と考えられる。 
 
２．研究の目的 
肝におけるストレスは、特殊な環境下で
のストレスのみならず、日常生活におい
ても慢性的にストレスがかかっている。
これまでの動物実験等の結果から種々
の肉体的・精神的ストレスが、具体的な
肝の障害（ 脂質過酸化などの酸化的ス
トレス、細胞障害） を引き起こしてい
ることが示されているが、その詳細な機
序は不明である。外科領域での治療の面
では、こういったストレス下にある肝
（脂肪肝、糖尿病状態下あるいはインシ
ュリン抵抗性にある肝実質細胞・非実質
細胞）は、外科的ストレスに対して敏感
となっており、術後肝機能不全・再生不
全、術後感染症、敗血症に直接関与する
と考えられ、今後迅速な対応と対処法の
確立が必要と考えられる。すなわち、「メ
タボリック症候群に陥った肝臓にたい
し、どのような種類のストレスが、肝機
能にどの程度影響を及ぼすか、さらには
それが外科治療にどの程度の影響を及
ぼすことになるのか否かを、個々の個体
レベルで非侵襲的に知ることは今後の
外科治療において重要のテーマである。
本研究は、このテーマを最終目標とする
ユニークなものである。 
 
３．研究の方法 
我々は、これまで肝の障害および再生の分子
メカニズムを長年検討してきており、また肝
細胞内における分子レベルでの糖・脂肪代謝

制御機構を研究してきた（J Hepatol 48; 
422-432, 2008, Nat Med 10(2): 168 –174, 2004, 
J Clin Invest 112:989-998, 2003）。また、同
時に生体における分子機能イメージング法の開
発を行ってきた(PNAS 106 :15599–15603, 2009)。
これらの研究結果をもとに、主として脂肪肝・
糖尿病状態にある肝における外科侵襲に対する
反応性・易傷害性の評価と手術限界・適応を研
究する。 
（１）種々のストレスマーカーにたいする分子
機能プローブ・抗体搭載型プローブの作成 
① ルシフェラーゼを基盤とした光プローブの
作成：ストレスに関連する分子、糖代謝、脂肪
代謝に関連する分子、細胞の生存・増殖に関連
する分子に対する活性化(分子機能)プローブを
作成する。 
 酸化的ストレスを示す発光プローブの作成:ル
シフェラーゼの基質であるルシフェリンを修飾
するにより発光プローブ、を作製する。 
小胞体ストレスにたいするプローブ：CHOP ある
いは PERK に対する発光による機能プローブを
作製する。 
肝インスリン作用の可視化プローブ（インスリ
ン受容体/ PI3-K シグナル経路と IL-6/ STAT3 
シグナル経路の可視化）： 肝インスリン作用は、
肝臓への直接作用であるインスリン受容体/ 
PI3-K シグナル経路活性化と、中枢神経インス
リン作用による IL-6/ STAT3 経路の活性化によ
り、糖脂質代謝調節作用を発揮する。そこで、
インスリン受容体/ PI3-K シグナル経路活性化
に必要不可欠である IRS 蛋白と PI-3K との結
合を可視化するとともに、STAT3 の核移行を可
視化し、肝臓へのインスリン作用をリアルタイ
ムに測定する。肝ストレス可視化モデルとの併
用により、肥満・メタボリックシンドロームモ
デルにおけるインスリン抵抗性発症に重要な役
割を果たす肝ストレスを同定し、また、それぞ
れのインスリン作用が、様々な肝ストレスにど
のように応答するかを検討する。 
蛍光物質（GFP）を基盤とした酸化的ストレスに
対するプローブの作製：GFP の chromophore の
近傍の cysteineに対する mutant を作成するこ
とにより、レドックス感受性のプローブを作製
する。 
細胞表面あるいは細胞内抗原に対する光プロー
ブの作製：上記分子に対して抗体を利用した光
プローブを作製する。この方法が利用できれば、
遺伝子導入することなく生体イメージングする
ことが可能となり、さらに臨床への応用の可能
性が高まる。生体深部にて使用可能なプローブ
と組み合わせて、新しい生体イメージング法の
開発を行なう(PNAS 106 :15599–15603, 2009)。 
（２）細胞実験：細胞ストレス実験による上記
プローブの機能の特異性およびシグナル強度の
検証およびベクターの検討。 
上記のプローブ作成後、肝細胞株をもちいて、
transient transfection し、細胞内に導入して、



プローブの有効性を確認する。生体レベルで
は、刺激によりベースラインのシグナル強度
の５－１０倍のシグナルを発する必要があ
り、細胞レベルでの検討により、必要に応じ
てプローブのデザインを再構築し、最適のプ
ローブを作製する。 
細胞実験におけるストレスとしては、以下の
実験を検討する。①酸化的ストレス、②低酸
素、③高血糖ストレス、④senescence（細胞
の老化ストレス）。 
上記検証実験にて、十分な特異性とシグナル
強度をもつプローブに対しては、小動物（ 肝
臓） に導入するために、これらベクターを
アデノウイルスベクターにその遺伝子を組
み込む。プローブ搭載抗体のデリバリーに 
関しては、リポソームに封入することにより
行う 。我々は、種々のリポソーム合成の技
術を有しているが、まず肝・網内系により有
効に抗体をデリバーすることを目指す（ 細
胞膜表面抗原に対して） 。その後、細胞内
蛋白質へのデリバリーの実験に移る。これら
の基本的ノウハウは、すでに原島らにより確
立されている。 
（３）小動物実験による肝ストレス評価法の
確立生体プローブ導入条件の検討。 
これまでの段階で作成され、ベクターに組み
込まれたプローブを、個々にマウス 肝に導
入し、それぞれのプローブの組織での発現を
ウェスタンブロット法、免疫染色法により確
認する。 
（４）メタボリック症候群（耐糖能異常、脂
肪肝、肥満）にあるマウスに対し、外科的ス
トレスを加え、ストレスへの応答不全と全身
への影響を生化学的検討および生体イメー
ジング法により検討する。db/db(ob/ob)マウ
スをベースとして、脂肪肝、糖尿病肝、イン
シュリン抵抗性を示した小動物モデルを作
成する。これらの動物モデルの肝において、
種々の外科的ストレス（肝切除、肝虚血スト
レス、感染症に対する抵抗力）に対するマー
カー分子の反応性の変化を、作成したプロー
ブにより、生体レベルで経時的にモニタリン
グするとともに、生化学的・分子生物学的な
確認を行う。これらにより、ストレスにたい
する肝の持つ許容能および限界を評価・検討
する。 
① 光プローブの遺伝子導入（アデノウィル
スベクターあるいは肝特異的トランスジェ
ニックマウス）による評価。 
肝に対して特異的に導入されたマウス・ラッ
トに対して、肝切除、虚血・再灌流傷害とい
った急性ストレスを加えて、各分子機能のダ
イナミックな変化を測定する。また、細胞増
殖、生存、アポトーシス、肝細胞の糖・脂肪
代謝の変化について、生化学的・分子生物学
的に解析し、上記プローブの機能を裏付ける。 
② 光プローブ搭載抗体による実験について

も、上記と同様にプローブ機能を検討する。 
（５）生体イメージングによる新たな診断法、
治療法の開発を研究する。 
光を利用したイメージングにより、同一個体に
おいて、非侵襲的かつ継続的な生体イメージン
グを行い、慢性的なストレス状態（肥満、脂肪
肝、加齢、糖尿病など）に置かれた肝臓の術前
ストレスを測定し、それが外科手術の経過に影
響を与えるかどうかを検討する。すなわち、術
前のストレス測定が、術後臓器機能（ 再生・障
害） を予測できるかどうかを、同一個体により
追跡することで検討する。最終的に、これらの
臨床的な有用性、利便性、実用性を検討する。 
 
４．研究成果 
（１）ストレスおよびストレス応答をイメージ
ングするため、以下のような様々なプローブの
作製を行なった。 
ストレスに対する光プローブ：酸化ストレスに
対するＧＦＰベースの蛍光プローブをアデノウ
イルスベクターに組み込み、細胞・マウス実験
に使用できるようにした。 
小胞体ストレス測定に対して、CHOPの遺伝子発
現レポーター、PERK分子の活性化（相互作用）
に対するプローブをいずれも発光系（ルシフェ
ラーゼ）をもちいて作製することに成功した。 
細胞生存に対する光プローブ：細胞の「生きの
良さ（viability）」を示すマーカーとして Akt
分子に対する光プローブの作製を試み、プロト
タイプのプローブの作製に成功した。 
細胞死（アポトーシス、ネクロプトーシス）に
対する光プローブ：前者に対するプローブとし
て、カスパーゼ３活性化プローブの作製に成功
した。また、後者に対するプローブとして、
RIPK1/RIPK3 の相互作用を感知する光プローブ
の開発を手掛けた。 
（２） 細胞実験 
細胞ストレス実験により、これまでに作成した
プローブの機能の特異性およびシグナル強度の
検証およびベクターを検討・評価した。 
上 記のプローブ作成後、肝細胞株をもちいて、
transient transfection し、細胞内に導入して、
プローブの有効性を確認した。生体レベルでは、
刺激によりベースラインのシグナル強度の５ 
－ １ ０ 倍のシグナルを発する必要があり、細
胞レベルでの検討により、必要に応じてプロー
ブのデザインを再構築し、生体イメージングを
目的とした最適のプローブの開発を行なった。 
酸化的ストレス、低酸素・再酸素化、高血糖ス
トレス、senescence（細胞の老化ストレス）な
どを刺激として用い、細胞におけるストレスと
ストレス応答を検討し、作製した光プローブが
マウス生体にて評価法として使用できることを
確認した。 
（３）マウスモデルを用いた検討 
メタボリック症候群（耐糖能異常、脂肪肝、肥
満）にあるマウスに対し、外科的ストレスを加



え、ストレスへの応答不全と全身への影響を
生化学的検討および生体イメージング法に
より検討した。db/db(ob/ob)マウスをベース
として、脂肪肝、糖尿病肝、インシュリン抵
抗性を示した小動物モデルを作成した。これ
らの動物モデルの肝において、種々の外科的
ストレス（肝切除、肝虚血ストレス）に対す
るマーカー分子の反応性の変化を、作製した
光プローブにより、生体レベルで経時的にモ
ニタリングするとともに、生化学的・分子生
物学的な確認を行なった。 
光プローブの遺伝子導入（アデノウィルスベ
クター）により評価した。肝に対して特異的
に導入されたマウスに対して、肝切除、虚
血・再灌流傷害といった急性ストレスを加え
て、各分子機能のダイナミックな変化を測定
した。また、細胞増殖、生存、アポトーシス、
肝細胞死について、生化学的・分子生物学的
に解析し、上記プローブの機能を裏付けた。 
研究成果として特筆すべきことは、以下のよ
うな実験により得られた事実であった。 
脂肪肝における肝切除モデルでは、肝切除に
よる肝再生直後より強い酸化ストレスの発
生が認められ、それに引き続いてアポトーシ
スによる細胞死・肝傷害が引き起こされてお
り、光プローブの使用により、肝ストレス応
答の時間的・空間的解析を定量的に行なうこ
とが可能であった。p62/SQSTM1 分子の低下が
中心となって脂肪肝のストレス応答の低下、
易傷害性に関係していることが明らかとな
った。 
また、マウス肝虚血・再灌流モデルにおいて
は、虚血時間と再灌流後酸化ストレスの程度
をダイナミックに評価することが可能であ
った。これにより、初めて虚血時間と酸化ス
トレスの程度とピークのタイミング、障害と
の関係が明らかとなった。また、虚血時間と
アポトーシス、ネクローシスのバランスの変
化、酸化ストレスの関与の変化も新しい知見
として得られた。 
生体イメージングによる新たな診断法、治療
法の開発の可能性を検討した。 
光を利用したイメージングにより、同一個体
において、非侵襲的かつ継続的な生体イメー
ジングを行い、ストレス状態（肥満、脂肪肝、
加齢、糖尿病など）に置かれた肝臓の術前ス
トレスを評価し、それが外科手術の経過に影
響を与えるかどうかを検討した。また、
p62/SQSTM1 といった分子が、術後臓器機能
（再生・障害）を予測できるかどうかをも検
討した。今回得られた多くの知見は、将来臨
床的に有用なツールとなり得ると考えられ
た。 
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