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研究成果の概要（和文）：肝再生プログラミングの破綻に係るNrf2 の関与の詳細をNrf2 欠損並びに野生型マウ
スを用いて持続性増殖の結節性肝再生モデル、及び急性増殖の部分肝切除モデルにより検討した。結節性肝再生
モデルでは、結節性再生性肝細胞過形成と肝細胞腫瘍においてNotch経路の活性化が認められたが、その程度は
腫瘍で顕著であったことから腫瘍性形質の獲得にはNotchシグナルが関与する可能性が示唆された。部分肝切除
モデルではNrf2は急性な細胞増殖を収束させる過程に関与することが示唆された。今後、増殖シグナルのON/OFF
制御に寄与するNrf2/Notchシグナル経路の役割を明らかにする必要があると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We investigated possible involvement of Nrf2 in breakdown of liver 
regeneration program through analysis of nodular hepatocyte regeneration model as chronic liver 
regeneration and partial hepatectomy model as acute liver regeneration using Nrf2 knockout mice. In 
nodular hepatocyte regeneration model, activation of Delta-Notch signaling was found in nodular 
regenerative hepatocellular hyperplasia and hepatocellular adenoma, but the extent in the latter was
 more prominent, indicating that activation of Notch signaling might be a key factor to acquire 
neoplastic properties. In partial hepatectomy model, Nrf2 was considered to be required on 
termination of liver regeneration. Further studies for the interaction between Nrf2 and Notch in 
ON/OFF regulation of chronic liver regeneration process were needed.

研究分野：毒性病理

キーワード： 肝再生　Nrf2　慢性増殖刺激
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
iPS 細胞研究に端を発した細胞のリプログラ
ミング機構の存在は、あらためて肝再生過程
の分子メカニズムへの注目を高めている。肝
再生過程は肝細胞と共に肝内胆管上皮細胞、
星細胞、類洞内皮細胞などの増殖も包含して
おり、肝臓内外からの液性制御に加え、Notch 
シグナルに代表される肝前駆細胞への分化
誘導機序など、その再生過程には多因子が複
雑に絡み合っている。また、近年では増殖シ
グナルの ON/OFF に新たな概念として
Snail/GSK-3の関与が明らかになるなど、こ
の領域の研究は精力的に行われている。 
一方、我々は肝毒性物質を長期間投与した
ラット肝臓で観察された結節性病変を病理
組織学的に解析した結果、結節内肝細胞の増
殖活性の亢進は維持されているが、肝細胞は
ホモジーナスではなく、胆管上皮や血管の増
生も結節内で認められていることから、この
結節が腫瘍性結節ではなく、再生性過形成結
節であることを明らかにした 1, 2)。さらに、
Nrf2 ホモ欠損並びにその野生型マウスに肝
毒性物質を長期間投与すると、同様の結節性
病変を惹起し、投与を継続することにより結
節内に腫瘍性病変を誘導し、その発生頻度は
Nrf2 ホモ欠損マウスで有意に高いことを明
らかにした 3)。これらの事実から、肝毒性物
質の長期間投与による肝再生過程あるいは
その破綻から腫瘍形成に至る過程に Nrf2 が
大きな影響を与えている可能性が考えられ
た。 
そこで、本研究では Nrf2 欠損並びに野生
型マウスを用いて肝毒性物質の長期間投与
により発生する肝結節及び肝腫瘍を適宜選
別し、その分子病理学的な特徴を明らかにす
ることで結節内の細胞の腫瘍形質獲得に至
る過程を追究することができると着想した。
さらに、研究が進んでいる部分肝切除による
肝再生では増殖シグナルの ON/OFF がごく
短期間で完結しているのとは対照的に、結節
性病変は慢性的な障害に起因した持続的な
増殖シグナルにより再生過程が進行してい
ることに着目し、2 つの肝再生モデルを比較
し研究を遂行することで、未だ不明な点が多
い慢性的な肝再生のメカニズムを探索でき
ると考えた。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、慢性障害に続発する結節性肝再
生モデルを部分肝切除モデルと比較するこ
とで、持続的な増殖刺激による肝再生プログ
ラムの詳細を検索し、その破綻から腫瘍性形
質獲得に至る機序を解明し、その中でのNrf2 
の意義を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 結節性肝再生モデルを用いた検討 

6 週齢の雄性 ICR 系マウスに piperonyl 
butoxide（PBO）を 6000 ppmの濃度で 43 週
間混餌投与した。対照群には基礎食を与えた。
投与終了後、イソフルラン麻酔下にて肉眼的
に認められた肝結節を採取し、病理組織学的
検査に供した。病理組織学的に診断された
PBO 投与群の結節性再生性肝細胞過形成
（NRH）（図 1、A-C）、肝細胞腺腫（HCA、
D-F）および非増殖病変部並びに対照群の非
病変部をそれぞれレーザーマイクロダイセ
クション法にて採取し、RNA 抽出後 cDNA
マイクロアレイを実施した。得られたデータ
は GeneSpringにより解析し、対照群に比して
2 倍以上の発現変動が認められた遺伝子を抽
出し、変動が認められた遺伝子群については
single experiment analysisにより関連する経路
を検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 PBO誘発 NRH（A-C）及び HCA（D-F） 
 
(2) 部分肝切除モデルを用いた検討 
10-11週齢雄性 Nrf2ホモ欠損マウスならびに
野生型マウスに 2/3 部分肝切除を実施した。
術後 6、24、48、96および 168時間後にそれ
ぞれイソフルラン麻酔下にて採血した後に
肝臓を摘出し、肝細胞の PCNA陽性細胞率を
検討した。採血後分離した血清はアスパラギ
ン酸トランスアミナーゼ（AST）及びアラニ
ントランスアミナーゼ（ALT）の測定に供し
た。 
 
４．研究成果 
 
(1) 結節性肝再生モデルを用いた検討 
 
PBO投与終了後の肝臓で認められた NRH及
び HCA について網羅的遺伝子発現解析を実
施し、変動が認められた遺伝子群に関して階
層的クラスタリング解析を実施した結果、



NRHと HCAは異なるクラスターを形成した。
また、NRH及び HCAは PBO投与非増殖病変
部及び対照群の非病変部と異なるクラスタ
ーを形成した。具体的な遺伝子発現レベルを
検討した結果、NRH並びに HCAにおいて細
胞周期関連遺伝子の発現亢進が認められた
（表 1）。以上の結果から、NRHと HCAはそ
れぞれ分子病理学的に異なる増殖性病変で
あること示された。 
 
 
表 1 NRH及び HCAにおける細胞周期関連
遺伝子の発現変動 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
NRHまたは HCAそれぞれで顕著に変動し
た遺伝子群を検討した結果、NRH 及び HCA
において Delta-Notch 経路の遺伝子発現亢進
が認められたが、その程度は HCA で顕著で
あった（表 2）。Notchシグナルは組織の発生
過程や幹細胞などにおいて細胞運命を制御
する経路であり、肝再生過程にも関与するこ
とが知られている。加えて、Notch 経路の活
性化はマウス肝発がんを促進することや腫
瘍血管の形成に関与することが報告されて
いる。今回、HCAにおいて Delta-Notch経路
の遺伝子発現亢進が顕著に認められたこと
から、慢性的な肝再生から腫瘍性形質を獲得
する過程には、Notch シグナルを介した肝細
胞増殖の制御が関与する可能性が考えられ
た。 

 
 
表 2 NRH及びHCAにおけるDelta-Notch経路
関連遺伝子の発現変動 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

また、NRH では Cyp をはじめとする代謝
酵素の発現低下が認められた（表 3）。これま
でに、hepatocyte growth factorを発現させたマ
ウス肝臓や部分肝切除後の再生肝など増殖
活性の高い肝臓ではCyp等の代謝酵素の発現
が抑制されることが報告されている。今回、
NRH において特徴的に認められた Cyp の発
現低下は、これら肝再生モデルに類似してい
たことから、 NRH は再生性の増殖性病変で
あることが示唆された。しかしながら、NRH
において変動の認められた遺伝子に関して、
部分肝切除後の肝細胞増殖に重要な経路で
あることが知られている HGF、EGFR、TNF-
及び IL-6経路の関与を検討した結果、何れの
経路においても有意な関連は認められなか
った（表 4）。以上の結果から、NRH は増殖
活性の高い再生性の病変であるものの、その
増殖は部分肝切除などの急性的な肝再生と
異なる増殖刺激により誘導されている可能
性が考えられた。 
 
 
表 3 NRH及びHCAにおける Cyp関連遺伝子
の発現変動 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 4 NRH において認められた発現変動遺伝
子における HGF、EGFR、TNF-及び IL-6経
路の関与 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上より、PBO誘発 NRHと HCAとの発現
遺伝子の差異を解析した結果、NRH 及び
HCA では細胞周期に関わる遺伝子群は同様
の発現傾向を示したものの、HCA では
Delta-Notch 経路の発現が顕著に変動したこ
とから、腫瘍性形質を獲得する過程には
Notch シグナルを介した肝細胞増殖の制御が



関与する可能性が考えられた。しかし、当初
計画していた Nrf2 欠損マウスにおける NRH
の解析を完結することができず、Notch 経路
と Nrf2 の関与は明らかにすることができな
かった。 
 
(2) 部分肝切除モデルを用いた検討 
 
部分肝切除後の肝細胞増殖活性を継時的に
検討した結果、野生型マウスの PCNA陽性細
胞率は部分肝切除後 48から 96時間をピーク
に上昇し、168 時間後には減弱した。一方、
Nrf2 ホモ欠損マウスの PCNA 陽性細胞率は、
野生型マウスと同様に部分肝切除後 48 から
96時間をピークに上昇し、その程度も野生型
マウスに比して顕著な差は認められなかっ
た。しかし、野生型では減弱が認められた 168
時間後においてもPCNA陽性細胞率は高値を
維持した（図 2）。以上の結果から、Nrf2は部
分肝切除後の急性的な細胞増殖に対して収
束させる過程に関与することが明らかにな
った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 部分肝切除後の PCNA 陽性細胞率の継
時的変化 
 
 
血清生化学的検査の結果、両遺伝子型の血
清中 ASTおよび ALTは部分肝切除後 6から
48 時間をピークに上昇し、96 から 168 時間
後には低下し、その程度は両遺伝子型間で顕
著な差は認められなかった（図 3）。細胞増殖
の引き金の一つである細胞障害の程度に遺
伝子型間で差が認められなかったことを考
慮すると、Nrf2が部分肝切除後の急速な細胞
増殖の制御に直接的に関与する可能性を示
すものと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 部分肝切除後の AST及び ALTの継時的
変化 

 
 
そこで、部分肝切除後の肝再生に重要な増
殖シグナルの一つである STAT3 のリン酸化
を検討した結果、部分肝切除後 168時間にお
けるリン酸化 STAT3は Nrf2 欠損マウスで高
発現していた（図 3）。一方、c-Metのリン酸
化状態には顕著な変化は認められなかった。
このことから、Nrf2は STAT3のリン酸化を介
して、部分肝切除後の肝細胞増殖シグナルの
OFF 制御に寄与している可能性が考えられ
た。 

 
 

図 4 部分肝切除後の STAT3リン酸化 
 
 
(3) 結節性肝再生モデル及び部分肝切除モデ
ルのまとめ 
 
以上より、(1) 結節性肝再生モデル及び(2) 部
分肝切除モデルを用いた検討から、慢性障害
に続発する NRH 及び HCA では Delta-Notch
経路の発現が変動したことものの、その程度
は HCA で顕著であったことから、持続的な
増殖刺激による肝再生病変が腫瘍性形質を
獲得する過程には Notchシグナルを介した細
胞増殖の制御が関与する可能性が考えられ



た。また、急性的な肝再生に対し Nrf2 は
STAT3 のリン酸化を介した増殖シグナルの
OFF 制御に寄与している可能性が考えられ
た。 
しかしながら、本研究では Notch 経路と

Nrf2 の関与は明らかにすることができなか
ったことから、今後、Nrf2欠損マウスの肝再
生モデルにおける Notchシグナル経路の解析
を展開することで、肝細胞増殖シグナルの
ON/OFF制御に寄与する Nrf2/Notchシグナル
経路の役割を明らかにする必要があると考
えられた。 
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