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研究成果の概要（和文）：本邦の肝移植の大半は生体肝移植であるが、高齢化社会の進展に伴い加齢ドナーが問題とな
っている。そこで加齢肝に対し、肝移植と多く病態の共通点を有する虚血再還流傷害や肝切除モデルにより、加齢部分
肝移植で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。加齢肝の再生能低下とともに加齢遺伝子
発現など新たな知見が得られ、ADRCやHDAC阻害剤などの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 transplantati
on. As aging population has recently been increasing, aged liver of a donor candidate has become a most pr
oblem. We gave similar surgical insults as liver transplantation, including ischemia-reperfusion injury an
d massive hepatectomy in the aged liver. We obtained several novel findings regarding the mechanisms, by w
hich aging induced liver functional and regenerative insufficiency. We also found some possible therapeuti
c agents and strategies including ADRC, HDAC inhibitor and the others, which may improve the liver dysfunc
tion and may support liver regeneration in these animal models.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 肝移植は末期肝不全に対する究極の治療
であるが、脳死肝が限られている本邦では生
体肝に依存している。しかし近年、高齢化が
進み、marginal donors を使った肝移植が広が
るとともに、加齢部分肝の移植後肝再生低下
が懸念され、加齢部分肝グラフトの安全な使
用を目的とした対策が急務である。同様に肝
臓外科領域においても、高齢化の問題が大き
くなりつつある。すなわち、従来正常肝では
根治的肝切除を目的とした大量肝切除が可
能であったが、高齢者における背景肝の加齢
はそれらを不可能とし、結果として加齢肝切
除では、残肝機能制限による治癒切除率の低
下と合併症率の増加により、癌治療の面から
も加齢肝に対する対策が必要である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では加齢肝の①背景肝内環境要因
の特徴解析、②機能不全機序解明と生体肝移
植での適用、③加齢肝における虚血再還流障
害肝再生の制御、を通して加齢肝過小グラフ
トの包括的治療法の確立を目的とする。実際
には加齢肝・肝切除/虚血再灌流モデルを用い
て、肝切除/虚血再灌流後肝再生・肝傷害にお
ける加齢の影響を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1)マウス加齢肝における加齢遺伝子発現と
肝切除術後発現変化 
 balb/c マウスを用い 8 週齢以下を若年群
(n=5)、64 週令以上を高齢群(n=5)に分類し
70％肝切除を施行。肝切除後肝傷害、肝再生
(残肝体重比及び PCNA labeling index)を検討。
また real time PCR により肝再生制御因子
(HGF, Met, Cyclin A/D)や加齢指標マーカー
(SMP30, p16INK4a, p66, SIRT1)、細胞増殖因
子(Cyclin D1)、Apoptosis (Caspase3/7)について
術後経時的(24, 48, 72 時間)に比較検討。 
(2)ヒト加齢肝における背景肝内環境と肝切
除術後肝再生能 
 肝切除 99 例を用い 60 歳以下を若年群
(n=45)、70 歳以上を高齢群(n=54)に分類。肝
内加齢指標マーカー(SMP30, p16INK4a, p66, 
SIRT1)及び肝再生関連因子(HGF, c-MET)発現
を real time PCR により測定し、両群における
遺伝子発現変化を比較検討。肝切除後再生率
に関しては、術前/術後 6 ヶ月肝容積
(VINCENT,Fuji Film)を両群間で比較。 
(3)肝切除術後肝再生における小胞体ストレ
ス制御 
 肝切除後肝傷害における小胞体ストレス
の制御を目的として、Wistar 系雄性ラットに
90%Hx を施行。Bevacizumab(Bev.)投与あり、
なし群の 2 群に分類(Bev.は、ヒト VEGF モノ
クローナル抗体であるが、ラットに対しても
cross reactive)。Bev.は術前 7 日前に 5mg/kg 腹
腔内投与し、術前と術後 1 日目に肝再生率、
炎症性サイトカイン(IL-1β, TNF-α, MMP2/9 
mRNA)、小胞体ストレスマーカー(XBP-1, 

ATF6, CHOP, GRP78, HSP70 mRNA)をそれぞ
れ比較検討。生存率に関しては Bev.+90%Ｈx
群は n=12、90%Ｈx 単独群は n=20 で検討。 
(4)脂肪組織由来幹細胞(ADRC)移植による肝
細胞保護効果 
①ADRC の Trophic 効果 
 ADRC の trophic 効果を、ヌードマウス肝細
胞(1.0×105 cells/well)/ADRC(1.0×105 cells/well)
の cell-cell contact(-)共培養(n=4)し、肝細胞の
viability・培養液中サイトカインを経時的に追
跡し肝細胞単独培養群(n=4)と比較検討。 
②ADRC の肝切除術後肝傷害軽減効果 
 肝切除後肝再生・肝傷害に対する ADRC の
効果を確認するため、balb/c マウスに 15 or 
20min 肝虚血下(I/R)70%Hx 施行。heparin 併用
下に ADRC(1.0×105 cells)を経静脈的(尾静脈)
に投与(コントロール群：heparin のみ)し、肝
切除後肝傷害(AST, ALT, T-Bil)、肝再生、生存
率を比較検討。 
(5)脂肪組織由来幹細胞(ADRC)のHoming効果 
 balb/c マウスに 15min I/R+70%Hx 施行。
heparin併用下にADRC(1.0×105 cells)を経静脈
(尾静脈)投与(コントロール群：heparin のみ)
し homing 効果を検討。Xenolight Dir® で
labeling した ADRC は In vivo imaging、Neo 
Stem® で labeling した ADRC は肝組織切片を
蛍光顕微鏡により集積臓器を確認。さらに
Homing 効果への SDF-1/CXCR4 axis の関与に
ついても real time PCR、免疫染色により検討。 
 
４．研究成果 
(1)マウス加齢肝における加齢遺伝子発現と
肝切除術後発現変化 
 肝切除前 SMP30 は高齢群で低値、p66 及び
p16 INK4a は高齢群で高値で、肝切除後若年
群は全例生存したが、加齢群では術後 4 日目
までに半数が死亡し、術後肝傷害(AST, ALT, 
LDH, T-Bil)も術後 48 時間以降、加齢群で有意
に上昇していた。肝再生に関して、肝切除後
48 時間以降では高齢群で有意に肝再生が遅
延し、PCNA labeling index も低値であった。
術後 24 時間で HGF, CyclinA2、術後 48 時間
で c-Met, CyclinD2 が加齢群で有意に減少し
た。また術後 SMP30 の有意な低下、p16INK4a
の有意な上昇は継続し、肝切除後加齢肝再生
には加齢遺伝子の関与とともに肝再生能(細
胞増殖)の減弱が確認された。 

 
(2)ヒト加齢肝における背景肝内環境と肝切
除術後肝再生能 
 肝切除症例を若年群(<60 歳：n=45)と高齢



群(>70：n=54)に分類すると、高齢群の
p16INK4a は有意に高値で、HGF 及び c-MET
は有意に低値であったことから、加齢肝では
加齢遺伝子発現とともに、再生増殖因子が減
弱していることがヒトでも確認された。また
肝切除後再生率 (術前/術後 6 ヶ月肝容積)は
高齢群で有意に低く、p16INK4a 発現と有意
に反比例(R=0.67)していた。 

 
 検討 1)と、これらの知見により、加齢肝は
肝切除後肝再生が不良かつ肝傷害も強く、加
齢マーカーの解析により(特に p16INK4a)、高
齢ドナーの選別及び治療ターゲットになる
可能性が判明した。今後、microarray による
包括的遺伝子解析を導入し、さらに加齢に関
連す肝再生制御因子を同定する予定である。 
(3)肝切除術後肝再生における小胞体ストレ
ス制御（Bev.） 
 Bev.投与により、肝切除後 24 時間の AST, 
ALT は有意に上昇抑制され、肝再生率も有意
に増加した。Bev.投与により炎症性サイトカ
インは IL-1βmRNA が低下傾向(p=0.11)で
MMP-2 mRNA(p=0.09)、MMP-9 mRNA 
(p=0.15)も、ともに低下傾向であった。小胞
体ストレスマーカーに関しては、XBP-1, 
CHOP, GRP78, HSP70 mRNA が有意に Bev.投
与により上昇し、肝切除術後小胞体ストレス
が正常に機能していることが示唆された生
存率に関しては、術後 7 日目生存率が Bev.+ 
90%Ｈx 群：83.3%、90%Ｈx 単独群:50%と Bev.
投与により良好な傾向を認めた(p=0.09)。 
(4)脂肪組織由来幹細胞(ADRC)移植による肝
細胞保護効果 
①ADRC の Trophic 効果 
 マウス肝細胞・ADRC の cell-cell contact(-)
共培養では、肝細胞 viability は共培養群で有
意に良好であった（肝細胞単独群 vs ADRCs
共培養群：1.1±0.2 % vs 16.6±2.1 % in day7 ）。 

 
また培養液中 VEGF mRNA が高値であった
ことから、VEGF が ADRC の trophic 効果に

関与していると考え、肝細胞・ADRC 群に抗
VEGF 抗体を加えると、非投与群と viability
に変化を認めず、ADRC の肝細胞保護効果に
は VEGF が関与していないことが示された(J  
Surg Res 2013：論文 No.26)。 

 
 
②ADRC の肝切除術後肝傷害軽減効果 
 ADRC の肝傷害軽減効果に関して、15min 
I/R+70%Hx モデルに ADRC 投与により肝傷
害は有意に改善した(control 群 vs. ADRC 投
与群：血清 AST 848±75 vs. 615±82)。また
20min I/R+70%Hx では肝再生率の上昇ととも
に、生存率も向上した(術後 24 時間生存率、
control群 vs. ADRC投与群：23.5% vs. 41.2%)。 
 これら①②の結果から ADRC には自身、肝
細胞分化能を有するが、他の肝細胞に対して
も ADRC の分泌する液性因子により肝細胞
保護効果(Trophic効果)を有することが示され
た。今後は主要な液性因子を同定し、加齢肝
に対しても ADRC の投与効果を確認してい
く予定である。 
(5)脂肪組織由来幹細胞(ADRC)のHoming効果 
 尾静脈から投与された ADRC は再生肝へ
強く集積することが IVIS®、Neo-Stem®によ
り確認された。さらに 15min I/R+70%Hx 群
(ADRC 投与・非投与群ともに)は Sham 群と
比較して肝内 SDF1 発現(免疫染色)が増強し、
CXCR4 mRNA 発現は Sham 群、15min 
I/R+70%Hx 群と比較して 15min 
I/R+70%Hx+ADRC 群で有意に上昇している
ことを確認した。これは肝傷害そのものによ
り SDF1 が発現し、肝内に Homing した ADRC
が接着因子である CXCR4 を発現しているこ
とが予想され、ADRC の Homing 効果には
SDF-1/CXCR4 axis(ADRC の CSCR4 と肝内
SDF1)が強く関与していることが示唆された。 
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