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研究成果の概要（和文）：食事制限（短時間12時間絶食）は、肝虚血再灌流障害(IRI)を著明に抑制することを
報告した。食事制限下の虚血再灌流刺激により変動した肝臓内代謝産物の変化を網羅的に解析し、5-アミノレブ
リン酸(5-ALA)が短時間絶食と同等の効果を発揮する可能性を見出し、マウスモデルにて肝IRIを有意に軽減する
ことを確認した。また、水溶性食物繊維であるイヌリンは肝IRIの保護効果を有することを発見した。イヌリン
は腸内細菌叢の変化を介して（Bacteroides acidifaciensの増加）、門脈血中の短鎖脂肪酸（プロピオン酸）の
上昇により肝IRIを抑制することを解析し、その成果を国際学術雑誌に報告した。

研究成果の概要（英文）：We reported that dietary restriction (short-time fasting) markedly 
suppressed liver ischemia-reperfusion injury (IRI). By comprehensively analyzing the changes in 
metabolites in the liver, we found that 5-aminolevulinic acid (5-ALA) may have a similar effect as 
short-time fasting, and significantly reduced liver IRI in mice. 
Next, we also found that inulin, a soluble dietary fiber, has a protective effect on liver IRI. The 
administration of Inulin significantly suppressed liver IRI by increasing short-chain fatty acid 
(propionic acid) in portal blood via changes in the gut microbiota (Bacteroides acidifaciens). We 
finally reported these findings in an international journal.

研究分野：肝臓外科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肝切除における一時的血行遮断（プリングル法）は重要な出血軽減法であり、肝移植では臓器保存の観点からも
肝虚血再灌流障害（Ischemia and reperfusion injury: IRI）の克服は急務な課題である。
短時間絶食下の肝IR刺激により変動した肝臓内代謝産物の変化を検索し、肝IRIを抑制しうる候補となる代謝産
物として5-アミノレブリン酸(5-ALA)を同定した。5-ALAは臨床と密接に関わる物質であり今後の臨床応用が期待
できる。また、腸内細菌が産生する短鎖脂肪酸が肝IRIを軽減することを報告した。短鎖脂肪酸は代謝栄養学に
て注目されており今後の研究/臨床発展の将来性が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
虚血再灌流障害（Ischemia and reperfusion injury: IRI）は、一過性虚血による低酸素状態
と、引き続く血液の再灌流により発症する細胞・組織損傷ならびに過重な臓器ストレスによる内
因性臓器障害であり全臓器に起こりうる。特に移植手術や臓器保存の観点からも IRI の有効な
予防・治療法の確立、外科治療技術の創出は急務である。 
 
我々は「短時間食事制限（12 時間絶食）」という極
めてシンプルな方法が、これまで報告されてきたあら
ゆる薬剤・手段にも勝り、肝臓における IRI を著明に
抑制することを発見し報告した（図 1：Miyauchi T. 
Uchida Y. et al. Up-regulation of FOXO1 and 
reduced inflammation by β-hydroxybutyric acid 
are essential diet restriction benefits against 
liver injury. Proc Natl Acad Sci USA. 
2019;116(27):13533-13542)。その機序の一つとして、
ケトン体（β-ヒドロキシ酪酸）による核内転写因子
Forkhead BOX O1 (FOXO1)の発現亢進を証明した。 

図 1: 絶食有無による肝 IRI の推移 
 

しかしながら、肝臓外科および肝移植周術期における「絶食」は背景肝に肝硬変が多いため、
臨床応用としては、ERAS(Enhanced Recovery After Surgery:術後回復の強化)の観点からも積極
的に取り入れることは難しい。それ故に「絶食」効果を模倣する新たな介入が必要である。 
 
２．研究の目的 
 
「短時間食事制限（12 時間絶食）」による肝臓における代謝産物の変化、腸内細細菌叢の変化
に着目し、どのような介入が絶食による負の側面を回避し、肝 IRI の予防ならびに軽減効果を再
現できるのかを解析する。 
さらに、得られた候補物質を用いて、マウス肝 IRI モデル（温虚血および冷虚血）において検
証実験を行う。絶食による肝 IRI の著明な抑制効果のさらなる機序解明と、ヒトへの臨床応用可
能な介入法を見出すことを目標とする。 
 
３．研究の方法 
 
（１）マウス温 IRI モデルを用いた肝メタボローム解析と、同定された新規物質 5-アミノレブ
リン酸(5-ALA)  
 
（i）野生型マウスを用いて、（A）通常食＋sham 群、（B）12 時間絶食＋sham 群、（C）通常食＋温
虚血再灌流（IR）刺激群、（D）12 時間絶食＋温 IR 刺激群の 4群を作成し、肝臓内の代謝産物を
メタボローム解析にて検討した。温 IR 刺激においては、60 分の 70％部分肝虚血を行い、再灌流
後 6時間後にサンプル回収を行なった。 
 
（ii）臨床使用経験のある物質を条件に解析し、新規物質として「5-アミノレブリン酸(5-ALA)」
を同定し着目した。野生型マウスに対して 5-ALA 投与による検証実験を行った。実際に使用され
ている方法に準じて、クエン酸第一鉄（SFC）と同時経口投与とし、用量設定は 5-ALA：100 ㎎/
㎏、SFC：157 ㎎/kg とした。5-ALA＋SFC の術前投与の有無による肝 IRI に及ぼす影響について
血中肝酵素及び炎症性サイトカインに関して検証した。 
 
（２）マウス冷 IRI モデル・肝移植モデルを用いた還流液への 5-ALA 添加およびレシピエント
マウスへの術前 5-ALA 投与の効果の検証 
 
特に脳死肝移植において問題となるマージナルグラフトに対する 5-ALA による保護効果を検
証するために、冷 IRI に対する改善効果について検討した。 
（i）野生型マウスから肝臓を摘出し、臓器保存液（University of Wisconsin(UW)液）40ml に
て保存し、保存液中に 5-ALA を添加した。保存 6時間後に、門脈から生食 2ml を flash し、肝臓
から排出される排出液中の肝酵素および HMGB-1 濃度を測定した。 
（ii）マウス同所性肝移植モデルを用いて検討した。レシピエントマウスへ 5-ALA/SFC 3 回投与
（1, 24, 48 時間前）の上、肝移植モデルを作成し、移植後 6時間においてサンプルを回収した。 
 



（３）食物繊維「イヌリン」投与によるマウス温 IRI 抑制効果の検証と、腸内細菌叢の解析 
 
「絶食」が著明に肝 IRI を抑制する機序の一つとして、Gut-Liver Axis の観点から腸内細菌
叢の変動が考えられる。また、プレバイオティクスなどの摂取は、腸内細菌叢の変化を誘導し、
短鎖脂肪酸（酢酸、酪酸、プロピオン酸など）を産生する。 
我々は、臨床使用されている経腸栄養剤（イノラス® ：イーエヌ大塚製薬株式会社）に含有さ
れている水溶性食物繊維「イヌリン」に着目した。野生型マウスを用いて、通常食（CD）群と術
前 2週間摂餌したイヌリン食（ID）群に分け、温 IRI の抑制効果を検証した。 
次に、短鎖脂肪酸の中でもプロピオン酸（PA）に着目し、マウス温 IRI モデルにおいて、生食
（Saline）腹腔内投与群と PA 腹腔内投与群に分け、温 IRI の抑制効果を検討した。 
 
４．研究成果 
 
（１）(i) 肝組織のメタボローム解析により、12 時間絶食ならびに虚血再灌流(IR)刺激ともに、
肝臓内代謝産物を大きく変動させることを見出した（計 581 物質の変化を検索）(図 2)。 
 解糖系・クエン酸回路・電子伝達系・アミノ酸代謝・補酵素代謝系など様々な経路で代謝産物
の変化を認めた（図 3）。 
 

図 2: メタボローム解析のヒートマップ  
 

図 3: 代謝マップ(一部抜粋） 
メタボローム解析結果から、新規物質「5-ALA」
を同定した。(A)青：通常食＋sham 群から(C)緑：
通常食＋温 IR 刺激群において肝臓内濃度が低下す
るが、(B)赤: 12 時間絶食＋sham 群から(D)黄: 12
時間絶食＋温 IR 刺激群において濃度が上昇するこ
と、(A)から(B)において濃度が上昇することか
ら、IR 刺激に対して細胞保護的に濃度が上昇して
いる可能性を考えた（図 4）。その他に同様の挙動
を示す物質として、ヒスタミン・ビタミン B6・ビ
タミン Cなどが同定された。 

図 4: 5-ALA 質量分析結果 
 

(ii)  
5-ALA の IR 刺激前の 3 回（30 分, 
24, 48 時間前）経口投与により、肝IRI
を有意に抑制することが可能であっ
た（図 5）。 
同様に刺激 30 分前の単回投与にお
いても有意に肝 IRI を抑制した（図
6）。さらに、real-time PCR 解析によ
り、炎症性サイトカイン(TNF-αおよ
び IL-6)の mRNA 発現量は有意に抑制
された（図 7）。 
 

図 5: 術前 3回投与時の再灌流 6時間後肝酵素  



 

 
図 6: 術前単回投与時の再灌流 6時間後肝酵素  図 7: 炎症性サイトカイン 
 
 
 
（２） 
(i) マウス摘出肝の 6時間の冷虚血時間に
おいて、5-ALA(2.5mg：マウス温 IRI モデ
ルにおける投与量および臓器保存液量を参
考に算出)の臓器保存液(UW 液)への添加は
肝酵素の低下および HMGB-1 放出の減少を
認めた(各 n=2-3）（図 8）。 

 
 
 

(ii) 今回の検討を踏まえ、レシピエント
マウスへ温 IRI モデルと同用量（5-ALA 
100 ㎎/㎏, SFC 157mg/kg）の経口投与を
実施し、肝移植モデルを作成した。 

図 8: Liver flash 中の肝酵素及び HMGB-1 測定 
 
レシピエントマウスへの ALA＋SFC 術前 3回投与群においては、冷保存 18 時間後の移植対照
群と比較して、移植後 6時間における肝酵素は減少し（n=10 vs n=3, * p<0.05）、組織所見
（HE 染色）においても肝障害の改善を認めた（図 9）。 
 

 

 
図 9: マウス同所性肝移植モデルでの検討（左：血中 AST/ALT 値 右：肝組織 HE 染色） 

 
 
 
（３）イヌリン食（ID）群において、通常食（CD）群と比較すると温 IRI は有意に抑制され(n=8, 
** p<0.01)、アポトーシス細胞の減少(n=8, * p<0.05)、炎症性サイトカインの減少を認めた（図
10）。 
また、イヌリン食（ID）群の腸内細菌叢を解析すると、通常食（CD）群と比較して、Bacteroidetes
門のうち特に Bacteroides acidifaciens が著明に増加しており、Firmicutes 門が減少していた
（図 11）。 
 



 

 
 
図 10: イヌリン事前投与有無による温 IR6 時間後    図 11: 腸内細菌叢の検討(n=3） 
の肝酵素および TUNEL 陽性細胞数 
 
イヌリン食（ID）群における各
有機酸（プロピオン酸、イソ酪酸、
カプロン酸、酢酸、n-酪酸、n-吉
草酸）の濃度を測定したところ、
プロピオン酸でのみ門脈中およ
び糞便中ともに有意に上昇して
いることが判明した（図 12）。 
 
図 12: 門脈中(左:n=10-11, * 
P<0.05)および糞便中(右:n=4, 
*** p<0.001)の短鎖脂肪酸濃度 
 
 
 
温 IR刺激前にPAを腹腔内投与しておくと、PA投与群において、温IRIが有意に抑制され(n=8, 
**** p<0.0001)、血清 HMGB1 値(n=8,** p<0.01)、炎症性サイトカイン（TNF-αおよび IL-6）
mRNA(n=6, * p<0.05)が有意に低下した（図 13）。 

 

 
図 13: PA 腹腔内投与の有無による温 IR モデルでの肝酵素および炎症性サイトカインの変動 
 
PA の免疫細胞への効果を検証するため、in vitro での HMGB-1（1μg/ml）によるマクロファ
ージ刺激実験を追加した。PA（5 mM）投与により Toll-like receptor 4 を介した炎症反応カス
ケードの抑制効果を確認した。 
 
これらの結果から、「イヌリン」によって腸内における Bacteroides acidifaciens が増加し、
腸内で産生される PA が上昇することで、肝 IRI を抑制するという機序を解明し、国際学術雑誌
Frontiers in Immunology に報告した(Kawasoe J, Uchida Y (corresponding), Kawamoto H, 
Miyauchi T, Watanabe T, Saga K, Tanaka K, Ueda S, Terajima H, Taura K, Hatano E. 
Propionic acid, induced in gut by an inulin diet, suppresses inflammation and 
ameliorates liver ischemia and reperfusion injury in mice Front. Immunol. 13:862503(1-
12), 2022)。 
 
今後も「絶食」による肝 IRI の著明な抑制効果のさらなる機序解明と、ヒトへの臨床応用可能
な介入法を見出すことを目標とし、検討を行っていく予定である。 
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