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研究成果の概要（和文）：脂肪肝ラット群と正常肝ラット群に対して70%温虚血再灌流を行い、肝障害、NOX発現
の変化を検討をした。温虚血再灌流障害にて脂肪肝群は生存率が低下し、肝壊死面積、TNFα、IL-6、8-OHdG等
の炎症性サイトカインの増加が見られた。NOX発現は脂肪肝で増加していた。p47phox、TLR-4発現は脂肪肝ラッ
トで有意に増加し、虚血再灌流後それぞれ24時間、4/24時間でピークとなった。HMGB1の発現は脂肪肝ラットに
て減少していた。p47phox阻害剤apocynin投与群においては肝温虚血再灌流障害後の生存率が有意に改善し、し
かもその効果は正常肝ラットよりも脂肪肝ラットにおいて顕著であった。

研究成果の概要（英文）：Fatty liver rats underwent surgically induced partial hepatic ischemia 
followed by reperfusion. The overall survival rate after I/R was lower in rats with fatty livers 
than with normal livers. Necrotic area and the concentrations of 8-hydroxy-2′-deoxyguanosine 
(8-OHdG), TNFα, and IL-6 were higher in fatty liver tissue than in normal liver tissue. The number 
of p47phox-positive cells was significantly higher in fatty liver tissue than in normal liver tissue
 after reperfusion and peaked 24 hours after reperfusion. The number of TLR-4 positive cells was 
significantly higher in fatty liver tissue than in normal liver tissue after reperfusion and peaked 
4 and 24 hours after reperfusion coupled with a decreased number of high-mobility group box 
1-positive hepatocytes. Apocynin significantly improved the survival rate, necrotic area, and 
concentrations of 8-hydroxy-2′-deoxyguanosine, TNFα, and IL-6. The protective effect of apocynin 
on fatty livers was greater than on normal livers.

研究分野： 肝臓外科

キーワード： 脂肪肝　虚血再灌流障害

  ２版



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	 

１．研究開始当初の背景 
(1)本邦における肝移植の現状	 

	 本邦では肝移植症例数は 2010 年末で累計
6000 例を超えるに至り、様々な病態からの末
期肝不全に対する治療法として確立されて
きている。生体肝移植では提供できるドナー
が近親者に限られており、健常人の約 16-23%
にあるといわれている脂肪肝をグラフトと
して用いざるを得ないことも多い。脂肪肝グ
ラフトでは、虚血再潅流傷害による類洞内皮
細胞傷害が正常肝グラフトよりも強く、術後
に primary	 graft	 non-function となる率が
高くなるため脳死肝移植では 30%以上の
steatosis が存在すればグラフトとして利用
されない傾向にあった。	 

(2)肝移植における虚血再灌流傷害に関

する研究	 

	 虚血再潅流後の肝傷害の病態は、炎症反応
に伴う過剰な Reactive	 Oxygen	 Species(ROS)
産生により脂質過酸化による細胞膜機能の
障害、DNA 傷害や蛋白機能修飾がおこること
等が原因と考えられている。この ROS 発生機
序の１つとして細胞膜貫通型タンパクであ
る Nicotinamide	 adenine	 dinucleotide	 
phosphate	 oxidase(NOX)の存在が判明してい
る。現在肝組織においては、肝細胞や類洞内
皮細胞に存在する NOX1 や Kupffer 細胞に認
められる NOX2 が知られており、肝線維化に
関与していることが証明されている。また、
NOX2の活性化には構成蛋白であるp47phoxの
細胞質から細胞膜への変位が必要であるこ
とがわかっている。しかしながら、脂肪肝に
おける虚血再還流後の重篤な肝障害の発生
機序として NOX がいかに関与しているかを証
明した報告は見られない。	 
 
２．研究の目的 
	 脂肪肝ラットにおいて、肝虚血再灌流傷害
における NOX の役割、またその発生に関わる
シグナル伝達のメカニズムを明らかにし、そ
の制御により移植後の肝傷害抑制を目指し、
脂肪肝グラフトを安全・有効に活用すること
を目的とする。	 

	 

３．研究の方法	 

(1).	 脂肪肝ラットにおける酸化ストレスの
定量と、NOX の役割に関する検討	 

①	 脂肪肝ラットの作成、評価	 

（方法）SD ラットにメチオニンコリン欠乏食
を 8-12 週投与し、脂肪肝ラットを作成。	 

（検討項目）生化学検査、脂肪肝の評価(ズ
ダン染色)、肝線維化、肝星細胞の活性化	 

②	 脂肪肝における酸化ストレスの定量と
NOX の発現	 

（方法）脂肪肝ラットの全肝を摘出し、酸化
ストレス、NOX 発現を評価する。	 

（検討項目）ROS 定量（過酸化脂質定量、ROS

用蛍光プローブ）、NOX 発現:p47phox 免疫染
色	 

③	 in	 vitro での検討	 

（方法）正常肝、脂肪肝モデルより Kupffer
細胞を単離	 

（検討項目）低酸素環境下での ROS 産生の定
量。Toll-like	 receptor(TLR)4	 siRNA による
ROS 産生、NOX 活性化への影響の評価。	 

(2).	 脂肪肝ラットにおける肝温虚血再潅流
後の肝傷害に対するNOX阻害剤の有用性の検
討	 

①	 脂肪肝温虚血再潅流モデルによる検討	 

（方法）脂肪肝ラット群と正常肝ラット群に
対して70%温虚血後再潅流を行い、肝傷害、NOX
発現の変化を評価する。	 

（検討項目）	 

生化学検査、肝組織所見（Hematoxylin	 Eosin
染色）、NOX発現	 p47phox免疫染色	 

②	 NOX 阻害下における脂肪肝温虚血再潅流
傷害の検討	 

（方法）脂肪肝ラット、正常肝ラット NOX 阻
害剤 apocynin を投与し、Vehicle 投与群と比
較する。	 

（検討項目）	 

生化学検査、肝組織所見（Hematoxylin	 Eosin
染色）、NOX 発現	 p47phox 免疫染色	 
	 
４．研究成果	 
(1)脂肪肝ラット群と正常肝ラット群に対し
て 70%温虚血再灌流を行い、肝障害、NOX 発
現の変化を検討をした。温虚血再灌流障害に
て脂肪肝群は生存率が低下し、肝壊死面積、
TNFα、IL-6、8-OHdG 等の炎症性サイトカイ
ンの増加が見られた（図１）。	 

図１．虚血再灌流後の脂肪肝と正常肝の比較	 
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	 (2)70%肝温虚血再灌流後の ROS 発生を比較
した。ROS 発生の指標としての 8-OHdG 蛋白の
発現は脂肪肝群において虚血再灌流後 2-24
時間に有意に上昇していた（図２）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

図２．虚血再灌流後 8-OHdG の発現	 
	 
(3)70%肝温虚血再灌流後の NOX2 の活性化を
検討した。二重免疫染色により、脂肪肝虚血
再灌流後 p47phox 発現はマクロファージマー
カーである F4/80 と重複しており、マクロフ
ァージにおいて p47phox が活性化されている
ことがわかった（図３）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
図３．脂肪肝虚血再灌流後の p47phox 局在	 
	 
p47phox 陽性細胞数は虚血再灌流後経時的に
増加し、脂肪肝群では正常肝群と比べ有意に
その増加が顕著であった。またその局在は虚
血再灌流後に細胞質から細胞膜へ移行して
いることがわかった（図４）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図４．虚血再灌流後の p47phox 発現の変化	 
	 

(4)虚血再灌流障害における TLR4,HMGB1 の関
与を検討した。70%肝温虚血再灌流後、
Toll-like	 receptor(TLR)4発現は脂肪肝ラッ
トで有意に増加し、虚血再灌流後それぞれ 4
時間と 24 時間でピークがみられた。また二
重免疫染色による検討にて TLR4 発現は脂肪
肝において F4/80 と重複しており、マクロフ
ァージに発現していることがわかった（図
５）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図５．虚血再灌流後 TLR4 発現の変化	 

	 
次に 70%肝温虚血再灌流後の High-mobility	 
group	 box(HMBG)1 の発現を検討した。HMGB1
は虚血再灌流後 6時間で著明に減少しており、
免疫染色でもともと肝細胞の核に発現して
いたものが減少していることがわかった。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図６．虚血再灌流後 HMGB1 の発現の変化	 
	 
(5)in	 vitro にてマクロファージの低酸素条
件下における変化を観察した。単離されたマ
クロファージにおいて低酸素条件にて TLR4
発現が有意に増加し、しかもその増加は正常
肝細胞より脂肪肝細胞において顕著であっ
た。また、単離マクロファージに HMGB1 抗原
を添加して培養したところ、ROS 産生は脂肪
肝由来マクロファージの方が顕著であった
（図７）。	 



0

20

40

60

80

100

��	���� ��	�����	

��

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

0 1 2 3 4 5 6 7
post surgical days�

su
rv

iv
al

 ra
te

s �

p = 0.04�

fatty liver (n = 10)�

fatty liver + apocynin (n = 10)�

**�

fatty liver
n = 3�

fatty liver + apocynin
n = 3�

ne
cr

ot
ic 

ar
ea

 (%
) �

100�

80�

60�

40�

20�

0�

(%
)�

TLR4�

normal liver� fatty liver� normal liver� fatty liver�

actin�

Hypoxia macrophage�Normoxia macrophage�

0

50

100

150

200

normal liver fatty liver normal liver 
+ HMGB1

fatty liver + 
HMGB1

RO
S 

pr
od

uc
tio

n
(F

luo
res

ce
nc

e i
nte

ns
ity

 (c
d/m

2)
)�

normal liver�

fatty liver�

**�

**�

Th
e n

um
be

r o
f T

LR
4 

po
sit

ive
 ce

lls
HM

GB
1 (

ng
/m

g p
ro

tei
n)

0
20
40
60
80

100

0 1 2 4 6 12 24

fatty liver (n = 3)�
fatty liver + apocynin (n = 3)�

**�

post surgical hours�

0
4000
8000

12000
16000
20000
24000

0 1 2 4 6 12 24

fatty liver (n = 3)�
fatty liver + apocynin (n = 3)�

**�**�**�

post surgical hours�

Th
e n

um
be

r o
f 

p4
7ph

ox
 po

sit
ive

 ce
lls

0

100

200

300

400

500

0 1 2 4 6 12 24

fatty liver (n = 3)�
fatty liver + apocynin (n = 3)�

**�

post surgical hours�

8-
OH

dG
 (n

g/m
g p

ro
tei

n)

0
1000
2000
3000
4000
5000

0 1 2 4 6 12 24
post surgical hours�

fatty liver (n = 3)�
fatty liver + apocynin (n = 3)�

**�

NOX2

TLR4

HMGB1�

ROS�

�

	
�

�

�

�

�

Kupffer cell�
	

extrahepatic macrophage�

<Fig. 5>

Hepatocyte�

I/R injury�

�I/R injury
	Decrease of HMGB1 positive hepatocytes 
�HMGB1 binding for TLR4 in Kupffer cell
�Recruit of extrahepatic macrophage
�Production of ROS by NOX2 activation in extrahepatic macrophage
�More decrease of HMGB1 positive hepatocytes 
�Activation of TLR4 in extrahepatic macrophage
	Production of proinflammatory cytokine

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図７．in	 vitro マクロファージへの低酸素の
影響	 
	 
(6)NOX2 阻害による脂肪肝虚血再灌流障害軽
減効果について検討した。p47phox 阻害剤
apocynin 投与群において脂肪肝温虚血再灌
流後の生存率が有意に改善し、肝組織におけ
る壊死範囲も有意に減少した（図８）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図８．p47phox 阻害剤の脂肪肝虚血再灌流へ
の効果	 
	 
また apocynin 投与によって脂肪肝における
p47phox 発現、8-OHdG は虚血再灌流後 24 時
間後で有意に減少していた。TLR4 発現も脂肪
肝において虚血再灌流 24 時間後に減少して
いたが、4時間後では変化はみられなかった。
脂肪肝細胞核における HMGB1 の発現低下も、
apocynin 投与によって有意に軽減されてい
た（図９）。	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図９．p47phox 阻害による TLR4,HMGB1 の変化	 
	 
	 
以上より、脂肪肝における虚血再灌流障害の
分子メカニズムは以下のように推察される。
虚血再灌流後に脂肪肝・肝細胞核内の HMGB1
が放出され、肝内 Kupffer 細胞膜上の TLR4
に結合し、肝外マクロファージを招集する。
このマクロファージで活性化された NOX2 に
より ROS 産生が増加し、肝細胞障害を惹起し
HMGB1 放出を更に促進する。この HMGB1 が招
集されたマクロファージ上の TLR4 と結合し、
更なる炎症性サイトカインの産生を増加さ
せ、炎症を増悪させる（図１０）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図１０．脂肪肝における虚血再灌流障害のメ
カニズム	 
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