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研究成果の概要（和文）：我々はATP感受性カリウム(K-ATP)チャネルがラット肝細胞のミトコンドリアに存在
し、チャネルオープナーのジアゾキシド(Dz)が肝切除後の残肝増殖能を亢進すること、およびDzが細胞内Caイオ
ン貯留臓器からのCaイオン放出を抑制することを報告した。今回、Dzが肝増殖に寄与する理由を解明するため、
遺伝子発現解析を行った。結果、Dz群では細胞内Ca動態に関与するRyR2とcalmodulinの発現が有意に低下してい
た。アポトーシス関連では、caspase-3とBAXに変化を認めた。DNAマイクロアレイでは細胞接着因子や神経因子
等の上昇も認め、それらが残肝増殖に寄与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We previously reported that the ATP-sensitive potassium (K-ATP) channel 
existed in mitochondria of rat hepatocyte, and K-ATP channel opener (diazoxide: Dz) promoted 
regeneration of remnant liver after hepatectomy. Furthermore, we showed that diazoxide decreased Ca 
ion release from intracellular Ca ion storing organellae in isolated hepatocytes. To solve the 
reason why K-ATP channel opener enhances liver regeneration, we analysed gene expression 
cyclopaedically. As a result, mRNAs of RyR2 and calmodulin decreased in Dz group with a significant 
difference. In related genes to apoptosis, the expression of caspase-3 and BAX changed. DNA 
microarray analysis showed the upregulations of genes related to cell adhesion and neural factor.

研究分野：肝胆膵外科学

キーワード： K-ATPチャネル　肝細胞　残肝増殖能　Diazoxide　ミトコンドリア　マイクロアレイ　カルシウムチャ
ネル
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1．研究開始当初の背景 
近年、ミトコンドリアに存在する

ATP-binding cassette（ABC）蛋白の一つであ
る mitochondria ATP-senseitive K (mitoKATP) 
channelに channel openerを投与することによ
り、心筋保護効果が生じることが報告された。
ま た blocker を 投 与 す る と 、 各 種
preconditioning で生じた心筋保護効果が完全
に消失することが報告された（Uchiyama Y. et 
al. J Thorac Cardiovasc Surg 2003）。このことか
らmitoKATP channelが生体防御系のより根幹、
end effectorとして細胞保護効果を司っている
ことが示唆された。   
我々は分離肝細胞における K-ATP channel
の存在を検索した結果、Kir6.1/SUR1 がミト
コンドリアに存在することを証明した。さら
にラット 70％肝切除モデルを用い、openerで
あるジアゾキシド(DZ)を投与することで、肝
切除 48 時間後における肝細胞分裂能の増加
と肝体重比の増加を証明した(Nakagawa Y, 
Yoshioka M et al. Transplantation 2012）。残肝の
組織 ATP量が Dzにより増加していること、
また Dz が細胞内 Ca2+量を減少させているこ
とから、肝細胞のミトコンドリア保護に
K-ATP channel と Ca2+ダイナミクスが関与し
ている可能性が考えられた。現在、小胞体な
どの細胞内Ca2+貯蔵器官上に存在する細胞内
Ca2+放出チャネルとして、リアノジン受容体
とイノシトール 3 リン酸 (IP3) 受容体(IP3R)
の存在がしられている。両者は 1次配列上の
相同性を有し、ともに 4量体を形成して Ca2+

放出チャネルとして機能している。IP3 受容
体は細胞外刺激によって細胞膜の構成成分
であるホスファチジルイノシトール 2リン酸
から産生される IP3によって開口するチャネ
ルであり、中枢神経を含むほぼ全ての細胞に
発現している。一方、リアノジン受容体 
(RyR) は骨格筋、心筋、平滑筋などの筋肉細
胞で筋収縮の際の細胞内 Ca2+濃度上昇に関与
するほか、中枢神経でも発現することが知ら
れていた。しかし、Pierobonらの研究により、
ラット肝細胞に RyR が存在することが証明
された (Pierobon N. et al. J Biol Chem 2006)。
すなわち、非興奮性細胞である肝細胞に Ca2+

放出チャネルとしての IP3とRyRが存在する
が、mitoKATP channelと小胞体の関係は未解明
である。ジアゾキシドはアポトーシス抑制タ
ンパクである BCL-2を活性化し、肝細胞にお
ける虚血・再潅流障害を抑制することが知ら
れている（Wu et al. J Surg Res 2011）。また、
BCL-2は小胞体 endoplasmic reticulum (ER)に
おいてCa channelに直接作用する IP3 レセプ

ターに作用し、ERにおける Caイオン動態に
関与している事が証明され(Rong et al. Mol 
Cell 2008)、それによりアポトーシス抑制から
細胞保護へと続がる経路が示唆されている。 
2．研究の目的 
本研究はmitoK-ATPチャネルを介したCa2+

ダイナミクスへの関与を解明し、肝細胞保護
および肝細胞分裂促進のための新たな治療
法開発を模索するものである。そこで、Ca2+

ダイナミクス関連遺伝子や、アポトーシス関
連遺伝子の解析を基本とし、さらに DNA マ
イクロアレイを用いた網羅的遺伝子解析を
行う。また、実臨床における大量肝切除時、
術後の肝不全予防として残存肝容量を増加
させるため、門脈塞栓術を行うことがあるが、
その際、Dzによって残肝増殖能を向上できれ
ば、実臨床において非常に有用な治療法にな
りえると考える。 
以上を踏まえ、以下について検討した。 
① K-ATP チャネルと Ca2+チャネルの関連性
の有無およびアポトーシス関連遺伝子発現
への影響について 
② 門脈結紮後の残肝増殖能向上にDzが寄与
するかどうか 
③ Ca2+チャネルの関連性の有無とは別に、
K-ATP channel opener 投与による肝増殖機構
の解明のため、網羅的遺伝子解析を行う。 
3．研究の方法 
① 8週令 S-Dラット雄を使用。70%肝切除モ
デルを用い、肝切除のみの群を Control（Ct
群）とし、肝切除時ジアゾキシド (Sigma 
Aldrich) を投与した群（Dz群）における残肝
volumeの増大の確認と、24時間後(Day1)およ
び 48 時間後（Day2）における遺伝子変化に
ついて検討した。ジアゾキシドは dimethyl 
sulfoxide で溶解し 2.5mg/Kg を肝切除後に速
やかに腹腔内投与した。Day1 (24h), Day2 
(48h) に sacrificeし、wetの状態で残肝を摘出
し、肝体重比を計測した。その肝組織を用い、
mRNA抽出後 cDNAを作製し、real time PCR
を施行した。検討した遺伝子は Ca2+チャネ
ル・Ca2+シグナリングに関与するリアノリジ
ン-2 (RyR2)、IP3受容体-1 (IP3R-1), IP3受容
体-2 (IP3R-2), カルモジュリン、また細胞増
殖・アポトーシスに関与する BCL-2, BAX, 
Caspase-3 (Casp-3), Cox41 の計 8 遺伝子。
cDNA 合成は PrimeScript 1st strand cDNA 
Synthesis kit (TAKARA) を使用。Real-time 
PCRは LightCycler 480 SYBR Green I Master 
使用した。 
② 8週令 S-Dラット雄を使用。70%肝切除モ
デルと同じく、70%門脈血流遮断されるよう



に門脈結紮し、Day2と Day7に肝体重比を測
定した。 
③ Ct群と Dz群を Day1 (24h)に sacrificeし、
残肝組織を 20%ホルマリン溶液で固定し、
proliferating cell nuclear antigen  (PCNA) 免
疫染色を施行後、PCNAの高いものから 3検
体を選定し、同じ検体の凍結肝臓から mRNA
を抽出し cDNA 合成後、DNA マイクロアレ
イにて網羅的遺伝子解析を行った。 
4．研究成果 
① Day1, Day2における肝体重比をCt群とDz
群で比較した。また、遺伝子発現変化の検索
として、Ca2+チャネル・Ca2+シグナリング関
連遺伝子群では、 RyR2, IP3R-1, IP3R-2, 
calmodulin を、細胞増殖・アポトーシスに関
与する遺伝子群では BCL-2, BAX, Caspase-3 
(Casp-3), Cox41の計 8遺伝子について比較検
討した。検定は Student-T testを用い、両側検
定で行った。  : P<0.05 

肝体重比 (%) 

Day1: Ct 1.71±0.23 vs. Dz 1.88±0.12 

Day2: Ct 2.26±0.21 vs. Dz 2.76±0.26 
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Day2 では有意差を認めなかったが、Day7 で

は有意差を持って Dz 群の残肝増殖能が亢進

していた。 

次に、Quantitative PCRの結果を示す。 
1) RyR2 
Day1: Ct 0.57±0.27 vs. Dz 0.27±0.07 
Day2: Ct 0.88±1.08 vs. Dz 0.89±0.47 
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2) IP3R-1 

Day1: Ct 0.76±0.36 vs. Dz 0.49±0.08 
Day2: Ct 0.72±0.36 vs. Dz 0.71±0.17 
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3) IP3R-2 

Day1: Ct 0.41±0.10 vs. Dz 0.32±0.03 
Day2: Ct 0.47±0.22 vs. Dz 0.42±0.05 
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4) Calmodulin 

Day1: Ct 1.23±0.54 vs. Dz 0.94±0.39 
Day2: Ct 1.19±0.25 vs. Dz 0.91±0.14 
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5) BCL-2 

Day1: Ct 0.83±0.29 vs. Dz 0.67±0.21 
Day2: Ct 1.06±0.19 vs. Dz 1.33±0.42 
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6) BAX 

Day1: Ct 1.32±0.50 vs. Dz 0.89±0.13 
Day2: Ct 1.17±0.25 vs. Dz 1.60±0.17 
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7) Cox41 

Day1: Ct 0.80±0.39 vs. Dz 0.45±0.09 
Day2: Ct 0.52±0.08 vs. Dz 0.83±0.34 
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8) Caspase-3 (Casp-3) 

Day1: Ct 0.95±0.36 vs. Dz 0.59±0.17 
Day2: Ct 1.02±0.29 vs. Dz 1.60±0.48 
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Ca チャネル・Ca シグナリング関連遺伝子群
では RyR2が Day1で、Calmodulinが Day2で
有意に発現低下していた。 IP3R-1, IP3R-2
はともに Day1 で低下傾向を認めた。アポト
ーシス関連遺伝子群では、Day2 において、
Caspase-3, BAXが有意に上昇していた。また、
いずれのアポトーシス関連遺伝子も、Day1
に低く、Day2で上昇するパターンを示してい
た。以上から、Dz群における残肝増殖能亢進
に RyR2や Calmodulinが関与している可能性
が示唆された。また、アポトーシス関連遺伝
子群の関与も示唆された。 
 

 
② 70%領域の門脈結紮群と門脈結紮+ジアゾ
キシド投与群における Day2, Day7 の肝体重
比 (Liver to Body weight ratio(%)) の結果を示
す。 
Day2: Ct 1.84±0.26 vs. Dz 2.05±0.19 
Day7: Ct 3.04±0.46 vs. Dz 3.52±0.33 
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Day2では P=0.075, Day7では P=0.030とDay7
において有意差を認めた。すなわち、Day7 で
は Ct群に比し Dz群において、有意に残肝増
殖能の亢進を認めた。以上から、門脈結紮（塞
栓）による残肝増殖能亢進に K-ATP channel 
openerであるジアゾキシドは有効であり、将
来的な臨床応用への道筋が示唆された。 
 
③DNAマイクロアレイ結果（発現量 2倍以上
の Upregulationの一部のみ掲載） 

Gene_Symbol Gene_Description 

Upk3b  uroplakin 3B  

Add3  adducin 3 (gamma)  

Lgals1  lectin, galactoside-binding, soluble, 1  

Cgref1  
cell growth regulator with EF hand domain 

1  

Cd44  CD44 molecule (Indian blood group)  

Spp1  secreted phosphoprotein 1  

Znf750  zinc finger protein 750  

Skil  SKI-like proto-oncogene  

Tymp  thymidine phosphorylase  

Mest  mesoderm specific transcript  

Cyp2c24  
cytochrome P450, family 2, subfamily c, 

polypeptide 24  

Abcg5  
ATP-binding cassette, subfamily G 

(WHITE), member 5  

Fabp4  fatty acid binding protein 4, adipocyte  

Crot  carnitine O-octanoyltransferase  

* 

* * 

* 



Cpt1a  carnitine palmitoyltransferase 1a, liver  

Acot2  acyl-CoA thioesterase 2  

Eci1  enoyl-CoA delta isomerase 1  

Olr1  oxidized low density lipoprotein (lectin-like)  

DNA マイクロアレイで明らかな有意差を認
めた遺伝子として、cell adhesion に関与する
Upk3b, Add3, Lgals1, Cgref1や、細胞分裂に関
与する Znf750, Skil, Tymp, Mestなどの上昇
を認めた。また、肝のコレステロール蓄積に
関与する ATP-binding cassete の subfamily 
G である ABCg5 や、fatty acid binding 
protein である Fabp4 等も上昇していた。特
異な遺伝子発現としては、脂肪組織増殖に関
与する神経関連遺伝子の Npy や各種プロテ
ーアゼの活性化を阻害する serpinの阻害因子
である Serpina7 の上昇を認めた。以上から、
細胞分裂・増殖に直接関与する遺伝子以外に、
肝細胞の接着に関与する遺伝子や神経系遺
伝子の発現が重なり合い、総合的に残肝増殖
に寄与していることが示唆された。 
【結語】Ca2+チャネル・Ca2+ダイナミクスに
関連する遺伝子群が K-ATP チャネルと関与
して残肝増殖亢進に寄与すると考え研究を
開始した。Day1 にける Quantitative PCR で
RyR2の発現低下を認め、Day2では calmodulin
の低下も認めた。これらにより Ca2+ 動態が
制御されている可能性が示唆された。また、
IP3R-1, IP3R-2は、Day1の Dz群で明らかに
低下傾向にあったため、今後検体数を考慮し
再確認する必要があると考えられた。一方、
アポトーシス関連遺伝子群にも変化を認め、
これらが関与している可能性も示唆された。
実臨床を念頭に置いた門脈結紮（実臨床では
門脈塞栓）では、Dzが残肝増殖能亢進に寄与
していることが判明し、今後の実臨床へと繋
がる有用な結果が得られた。マイクロアレイ
による網羅的遺伝子発現検索では、細胞増殖
に直接関与する遺伝子以外の細胞接着関連
遺伝子群や神経関連遺伝子群の発現増加を
認め、それらが複雑に関与しあって残肝増殖
に寄与していると考えられた。 
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