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研究成果の概要（和文）：肝臓に対する治療は、肝臓の持つ本来の再生能を期待して行なわれる。肝を再生させること
は、肝臓治療の根幹であるが、肝再生および肝障害の調節機構に関しては、まだ十分に理解されていない。今回、肝切
除・肝障害直後の再生開始プロセス、維持あるいは停止プロセスに対して、細胞死というイベントがどのような役割を
果たしているか検討する目的で、プログラムされた細胞死に対するプローブの開発を行った。
アポトーシス、ネクロプトーシス、およびオートファジーに関与する分子に対するプローブを作製し、肝細胞、また、
一部プローブは小動物の生体肝にて機能することを確認した。

研究成果の概要（英文）：Liver regeneration is an essential event in the treatment of various liver 
diseases. Most therapeutic strategies are based on the natural regenerative capability of liver. However, 
the precise mechanisms of liver regeneration have not fully elucidated. Here, we tried to study the roles 
of programmed cell death such as apoptosis, necroptosis and autophagy in post-hepatectomy liver 
regeneration.
We designed and developed our original optic probes for apoptosis, necroptosis and autophagy (based on 
molecular mechanism of caspase, necroptosis and autophagy pathway, respectively). Some of these probes 
functioned at least hepatic cells in the in vitro system. We examined the functions of the apoptotic 
activity probe with Fas-induced acute liver failure model in mouse as well as cell experiments. The probe 
for apoptotic activity was proved to be sufficient for even in vivo assay. We hope to elucidate the 
physio-pathology of various liver conditions by these probes.

研究分野： 肝臓病態学、分子生物学、ストレス応答、細菌感染症学、免疫学
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１．研究開始当初の背景 
肝臓外科および肝臓移植といった医療では、
肝臓の持つ本来の再生能を期待して、外科的
治療が行なわれる。肝切除後あるいは移植後
の肝再生が十分でない場合には、肝不全に陥
り、極めて重大な事態となる。劇症肝炎など
に対する血液浄化療法も、基本的に肝臓本来
の再生を期待して行なわれている。本来の肝
を再生させることは、肝臓治療の根幹といえ
るもので、もっとも理想的・基本的な“再生
医療”とも言える。こういった考えから、我々
はこれまで肝臓外科治療における種々の状況
を考え、肝の障害・再生機構の解明とその制
御に関して研究を行なってきた。 
しかしながら、「再生開始」、「再生維持」
あるいは「再生停止」の調節機構に関しては、
これらの機構では十分に説明することは出来
ない。我々の最近の検討で、細胞増殖・成長
といった“ポジティブコントロール”と同様
に、アポトーシス、ネクロプトーシス、オー
トファジーといった細胞死誘導機序による
“ネガティブコントロール”が、肝切除直後
の再生開始プロセス、維持あるいは停止プロ
セスに重要な役割を果たしている可能性が示
唆された。アポトーシスおよびオートファジ
ーは、発生・分化のみならず、生体内の恒常
性の維持に関与するとも考えられており、腫
瘍細胞などにおける役割も研究されている。
ネクロプトーシスは比較的新しい細胞死の概
念であるが、ネクロプトーシスもアポトーシ
ス同様にプログラムされた積極的細胞死であ
る。以上より、これら細胞死の肝再生等の病
態生理における役割を解明することは、臨床
的に非常に重要と考えられる。 
 
２．研究の目的 
アポトーシス、ネクロプトーシスおよびオー
トファジーが、肝機能の維持、肝再生におい
て合理的かつ積極的な役割を果たし、細胞増
殖、細胞成長あるいは肝全体としての機能制
御のメカニズムをイメージング法にて動的
に解析し、“肝の様々なプロセスのポジティ
ブ/ネガティブ な揺らぎ制御機構”の一端を
解明することを目的とする。肝切除直後の速
やかな肝再生機序・肝傷害のメカニズムに新
たな側面を与えるという学際的意義を有す
るのみならず（細胞死の側面から臓器機能を
理解するのみならず）、細胞死を積極的にコ
ントロールすることにより、さらに有効な肝
再生療法、移植療法あるいは逆に制癌療法を
開発できる可能性を秘めている。 
 
３．研究の方法 
肝再生・障害におけるアポトーシス、ネクロ
プトーシス、オートファジーなどの細胞死誘
導機序、および細胞増殖の関係を分子生物学
的に解析するとともに、それぞれの機能を捉
える光プローブを作製する。その光イメージ
ング法をもちいて、肝再生・障害制御機構を
主に細胞死の側面から動的に捉えるための

方法を検討する。さらに肝病態（劇症肝炎モ
デル等）の細胞死現象をとらえる試みを行う。 
 
（１）アポトーシスとネクロプトーシスおよ
びオートファジーを生体レベルで検出する
光プローブを作製する。発光酵素（ルシフェ
ラーゼ）をベースとして、我々が独自に開発
した“ルシフェラーゼ再構成”の理論に基づ
いて、アポトーシス、ネクロプトーシス、オ
ートファジーに大きく関与する分子を選定
し、それら細胞死誘導機序をトレースするた
めの光プローブをデザインし、作製する。ま
た同様に、細胞増殖・成長を制御する分子に
対する分子機能プローブの作製も行う。 
（２）細胞実験によりプローブの機能的有効
性と生体レベルで通用するシグナル強度
（S/N 比）を確認する。各プローブは、個々
に適した細胞死誘導刺激等の投与によりそ
の機能性を検討する。 
（３）小動物実験：マウスの病態モデル（劇
症肝炎モデル）を用いて、プローブの有効性
を確認し、その病態生理学的意義を解析する。
Fas/Fas リガンド系はアポトーシスを誘導す
る細胞死因子であり、これをマウス肝に投与
し、劇症肝炎モデルとする。このモデルにて
生体（光）イメージングの手法を取り入れ、
肝細胞死のイメージングを試みる。 
（４）今回、細胞に対する生理病態的な応答
としての細胞死（アポトーシスおよびネクロ
プトーシス）とそれに関連するオートファジ
ーを捉える側面から検討するが、肝臓の病態
生理（とくに外科侵襲に対する応答・応答不
全）に関与する細胞内分子機序について、生
化学・分子生物学的にも解析する。 
 
４．研究成果 
本研究の目的である細胞死に対する光プロ
ーブの作製に関しては、初年度に予定したほ
ぼ全ての種類の光プローブに着手し、プロト
タイプのプローブをデザイン・作製すること
が出来た。一部プローブは、目的刺激に対し
て機能することが確認できた。しかし、生体
で使用可能とするためには、シグナル強度を
強める必要があるため、プローブによっては
デザイン等の再検討を行った。また、本研究
における検討で生体レベルにて十分使用可
能と考えられるプローブが完成し、実際に生
体でその現象（細胞死）をとらえることを確
認した。 
 
（１）アポトーシスによる細胞死の評価のた
めの光プローブ：アポトーシス誘導に大きく
関わるカスパーゼ分子（特に分子の切断機
能）に着目し、この分子をもちいてプローブ
を作製した。これに関しては十分な反応性と
高いシグナル強度が得られ、ほぼ完成したと
考えている。細胞実験により、アポトーシス
誘導薬剤（Fas リガンド）、低酸素刺激などで
のプローブの良好な反応と生化学的な解析
結果とが一致し、生体レベルでの光プローブ



として十分使用可能なものと考えられた。ま
た、後述のネクロプトーシス評価プローブと
の比較検討で、細胞死誘導薬剤刺激における
細胞死進行のモニタリングに成功した。これ
らの結果から、細胞死におけるアポトーシ
ス・ネクロプトーシス、それぞれの役割解析
を試みることができた。 
 
（２）ネクロプトーシス評価に対するプロー
ブ：細胞内ネクロプトーシス誘導分子の二量
体化を利用して活性化する光プローブをデ
ザインし作製した。プローブ導入細胞にネク
ロプトーシス誘導試薬を刺激すると、プロー
ブの発光上昇が確認できた。さらにこの反応
は、ネクロプトーシス阻害剤の投与により半
減した（図１）。このように、ネクロプトー
シス強制誘導系にて、本プローブが比較的強
い強度で確かに機能することが確認できた。
また、前述のように、アポトーシスプローブ
との比較により、種々のプログラム細胞死が
誘導される機序解析にも有用であった。 

 
（３）オートファジーに対する光プローブは、
当初、オートファジーに関与する２つの分子
の結合を利用したプローブをデザイン・作製
する予定であったが、より上流を検討するた
めに、分子自体の遺伝子発現を測定する光プ
ローブの作製に変更した。現在、細胞実験に
てその機能性を検討中である。 
 
（４）小動物をもちいた検証実験：本検討に
は、細胞死誘導薬剤（Fas リガンド）投与に
よる劇症肝炎マウスモデルをもちいた。マウ
スにアポトーシスプローブを導入し観察す
ることで、Fas リガンド刺激によって引き起
こされる肝細胞死において、アポトーシスの
関与を経時的にかつ半定量的にモニタリン
グすることに成功した。それにより、その時
空間的な病態をより詳細に理解することが
できた（図２）。 
 
（５）細胞増殖能を示すプローブ（肝細胞の
増殖能を示すシグナルである STAT3二量体化
（活性化）を指標とするプローブ）作製に関

しては、いまだ十分な反応性が得られていな
い。また、生存能・インスリンシグナルを示
すプローブとして、リン酸化 Akt に対する光
プローブに関しては、刺激に対する反応した
が、プローブの観察方法および反応強度に課
題が残されており、検討中である。 
 
これらの積極的細胞死に対する光プローブ
が作製できたことは、今後小動物における病
態解析の上で強力なツールになると考えら
れる。特に、アポトーシスに対する光プロー
ブは、マウス肝へ導入された後、生体レベル
にて十分に機能したことから、ネクロプトー
シス他の細胞死プローブとの組み合わせ、あ
るいはレドックス感受性プローブとの組み
合わせなどにより、様々な病態の解析が可能
となる。 
今回の成果は、肝臓の病態解析のみならず、
創薬、食品科学などの分野においても広く応
用可能なユニークなものと考えている。 
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