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研究成果の概要（和文）：野生型マウスを用いて右門脈を結紮して部分的な肝萎縮を誘導した。結紮肝（萎縮
肝）ではPCNAの発現は結紮後６時間をピークに上昇し、その後発現は低下した。TUNEL染色では核の染色が増加
した。結紮肝では術後６時間以降、肝細胞細胞質でのTSP-1の発現が上昇した。また、肝切除術のため、門脈結
紮術を行ったヒトの結紮肝、非結紮肝に対してcDNA microarrayを行い、132遺伝子のうち、TSP-1が非結紮肝に
比較して結紮肝で最も発現が上昇していた。
以上より、門脈血流の低下は肝細胞におけるTSP-1の発現上昇を促し、肝細胞の増殖抑制とアポトーシスが誘導
されていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Liver atrophy was induced right portal vein ligation of wild type mouse. 
PCNA expression elevated at 6 hour after portal vein ligation and decreased thereafter in ligated 
liver (atrophic liver). TUNEL stained nuclei in liver cells increased over time. TSP-1 expression in
 cytoplasm of ligated liver increased since 6 hour after portal vein ligation. cDNA microarray assay
 was performed on ligated and non-ligated human liver for therapeutic hepatectomy. TSP-1 was most 
induced among 132 genes in ligated liver than in none ligated liver.
These results show hypoperfusion of portal vein induce TSP-1 expression in hepatocyte and suppress 
proliferation and induce apoptosis of hepatocyte.

研究分野： 肝胆膵外科
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１．研究開始当初の背景 
肝臓は、門脈(80%)と肝動脈(20%)より栄養さ

れるが種々の原因（腫瘍、血栓、器質的狭窄

など）により、静脈系である門脈血流は容易

に低下し、肝萎縮、さらには肝不全を引き起

こす。これまでに多くの肝再生機構に関する

研究は行われているが、肝萎縮の分子機構に

関しては全く不明である。TGF-βは強力な肝

細胞増殖抑制因子であるが、申請者らは、

TGF- β 活 性 化 因 子 と し て 知 ら れ る

Thrombospondin-1 (TSP-1)が障害を受けた

肝類洞内皮細胞から誘導され TGF-β-Smad
シグナルを活性化することで肝再生を負に

制 御 し て い る こ と を 明 ら か に し た

（Hepatology, 2012）。これまでの実験結果と

研究報告から門脈血流低下による肝萎縮に

はTSP-1を介したTGF-β-Smadシグナルの

活性化が関与するという仮説に基づいて、本

研究では門脈血流低下に起因する肝萎縮機

構の解明さらには肝萎縮に対する新規治療

開発の基礎を築くことを目的とする。 
 
２．研究の目的 
a) 門脈血流低下に起因する肝萎縮・肝不全 
肝臓は、門脈と肝動脈の 2 系統の血管により

栄養されるがその多くを門脈血流に依存し

ており、静脈系である門脈血流は器質的狭窄、

腫瘍、血栓などにより容易に低下し、当該領

域の肝萎縮をきたす。広範囲の門脈血流低下

あるいは肝硬変を背景肝とする際には肝不

全に至る可能性もある。 
b) 肝再生における TGF-β-Smad シグナル

の解析 
われわれは 70%肝切除術の術後早期に

TSP-1 が誘導され TGF-β-Smad シグナルを

活性化することで肝再生が抑制されること

を明らかにした（図 1）。肝切除後には活性酸

素が産生され、障害を受けた肝類洞内皮細胞

で TSP-1 が産生される。この TSP-1 は細胞

外マトリックスに貯蔵された TGF-βを活性

化し、TGF-β受容体への結合を可能にし、リ

ン酸化された Smad2（pSmad2）は核内に移

行して肝細胞の増殖抑制もしくは細胞死を

誘導する。野生型マウスと比較して TSP-1 ノ

ックアウトマウスでは術後 6-12 時間での

Smad2 のリン酸化が抑制され、術後 24 時間

後の BrdU の核内取り込みの増加を認め、

TUNEL 陽性細胞も減少した（図.2）。すなわ

ち、TSP-1 を介した TGF-β-Smad シグナル

は肝細胞に対して、細胞増殖を抑制し、アポ

トーシスを誘導していると考えられる。 
c) TSP-1 inhibitory  peptide (LSKL 
peptide）投与による肝細胞増殖促進効果 
また、野生型マウス（C57BL/6J）に対し、

70%肝切除術を行い、TSP-1 に対する

inhibitory peptide である LSKL peptide を

投与することで、control 群に比較して LSKL 
peptide 投与群で Smad2 のリン酸化が抑制

され、肝細胞における BrdU の取り込みの増

加を認めた(図 3)。つまり、TSP-1 に対する

inhibitory peptide 投与により TGF-βの活

性化を抑制し、肝再生が促進されることを見

出した。 
ｄ） 門脈血流低下モデルを用いた肝萎縮メ

カニズムの解明 
門脈血流低下による肝萎縮においても障害

を受けた肝類洞内皮細胞から TSP-1 分泌が

誘導され、TGF-β-Smad シグナルを活性化

すること肝萎縮が誘導されていると予想さ

れる。本研究では野生型マウス（C57BL/6J）
を用いて左右門脈のうち右門脈を結紮して

部分的な肝萎縮を誘導する（結紮肝）。基礎

実験では、門脈血流が低下した結紮肝の肝類

洞内皮細胞での TSP-1 の発現上昇および肝

細胞の核内でのリン酸化 Smad2 の上昇を免

疫染色で確認した。さらに肝細胞での

TUNEL 染色の濃染を認めた（図 4）。すなわ

ち、門脈血流が低下した結紮肝では TSP-1 の

発現亢進とそれに引き続く TGF-β-Smad シ

グナルの亢進により、肝細胞死が誘導されて

いる可能性がある。 
本研究ではさらに TSP-1 inhibitory peptide
（LSKL peptide）を用いて、TSP-1 を介し

た TGF-βシグナルを抑制することで肝細胞

死抑制効果ひいては肝萎縮に対する新規治

療開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
野生型マウス（C57BL/6J）を全身麻酔下にて、

腹壁を正中切開し、右門脈を結紮する。対照

群として sham 手術群を作成する。モデル作

成後 6、24、48、72、168、336 時間に sacrifice

する。萎縮肝における、TSP-1 の発現、Smad2

のリン酸化を Western blotting および免疫

化学染色で評価し、control 群と比較する。

また、Smad2 以下のシグナルについて細胞周



期関連因子である p21、cyclin A2、cyclin D1

のｍRNAの発現をreal time PCRにて解析し、

門脈血流低下による細胞周期停止を確認す

る。さらに TGF-β-Smad シグナルの活性化で

誘導される細胞死をTUNEL染色で定量的に評

価する。また、TSP-1 inhibitory peptide で

ある LSKL peptide を閉腹時および術後 6 時

間後に腹腔内に 30mg/㎏投与し、萎縮肝での

肝細胞死抑制効果ならびに肝萎縮抑制効果

を Smad2 のリン酸化、細胞周期関連因子のｍ

RNA 発現、TUNEL 染色、肝重量の定量により

判定する。 

 

４．研究成果 

 門脈血流低下による肝萎縮において障害

を受けた肝類洞内皮細胞からTSP-1分泌が誘

導され、TGF-β-Smad シグナルを活性化する

ことで肝萎縮が誘導されていると予想され

る。野生型マウス（C57BL/6J）を用いて左右

門脈のうち右門脈を結紮して部分的な肝萎

縮を誘導した。門脈の結紮を行った肝右葉を

結紮肝、結紮を行わなかった肝左葉を非結紮

肝とした。門脈結紮したマウスは術後6時間、

24 時間、48 時間後に sacrifice し、結紮肝

および非結紮肝を摘出した。各タイミングで

５匹の門脈結紮マウスを作成した。 

 摘出した肝臓は緩衝ホルマリン液に固定

し、ヘマトキシリン・エオジン染色、抗 PCNA

抗体による免疫染色、TUNEL 染色を行った。 

 結紮肝（萎縮肝）では術後６時間以降に類

洞の拡張を認め、48 時間以降で肝細胞核にお

けるヘマトキシリンの染色性が低下した。ま

た、PCNA の発現は結紮後６時間をピークに上

昇し、その後発現は低下した。TUNEL 染色は

術後６時間後核の染色が増加した。一方、非

結紮肝（肥大肝）では術後６時間以降、PCNA

の発現が上昇した。TUNEL 染色では核の染色

は認めなかった。 

 抗 TSP-1 抗体および抗 pSmad2 抗体による

免疫染色にて結紮肝では術後６時間以降、肝

細胞細胞質での TSP-1 の発現は上昇し、核で

の pSmad2 の発現も上昇した。非結紮肝では

肝細胞細胞質内での TSP-1 の発現、核での

pSmad2 の発現を認めなかった。 

 また、肝切除術のため、門脈結紮術を行っ

たヒトの結紮肝、非結紮肝に対して cDNA 

microarray を行い、132 遺伝子のうち、TSP-1

が非結紮肝に比較して結紮肝で発現が最も

発現が上昇していた。 

 すなわち、門脈血流の低下は肝細胞におけ

る TSP-1 の発現上昇を促し、TGF-β/Smad2 シ

グナルを介して肝細胞の増殖抑制とアポト

ーシスが誘導されていることが示唆された。 
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