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研究成果の概要： 
胆道癌に対する拡大肝切除は，術後の肝不全の誘因となりうる．正確な残存肝予備能の把
握と術後肝不全の早期予知およびその防止は臨床上重要な課題である．われわれは，閉塞
性黄疸ラットモデルおよび大量肝切除ラットモデルを用いてビリルビンおよび胆汁酸代謝
や有機アニオントランスポーターの発現の変化を検討してきた．閉塞性黄疸ラットモデル
での検討結果から，胆汁外瘻と比較して胆汁内瘻による減黄の有用性が示唆された．また，
大量肝切除ラットモデルでの検討結果から，肝切除術後の胆汁流量や胆汁酸排泄量の変化，
有機アニオントランスポーターの発現の変化が術後肝不全発症を早期に予知するうえでの
指標となる可能性が示唆された． 
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１．研究開始当初の背景 
胆嚢癌や肝門部胆管癌などは進行例が多

く，根治のために大量肝切除を要する症例
が少なくない．肝予備能をこえた大量肝切
除は正常肝でも術後の肝不全発症の誘因と
なりうる．また肝予備能が低下した状態に
ある閉塞性黄疸や肝硬変などの病態肝では，
肝切除術後の肝不全の発生率が高い．した
がって術前の正確な残存肝予備能の把握と
術後肝不全の早期予知およびその防止は臨

床上きわめて重要な課題である． 
肝切除術後の胆汁酸排泄能の低下にと

もなう肝機能障害の遷延や肝再生能低下
が肝不全発症の大きな誘因であると推測
される．われわれは硬変肝や閉塞性黄疸
肝の動物実験モデルを作成し，肝硬変に
おける肝切除後の肝再生を増殖因子や転
写因子などから解析するとともに閉塞性
黄疸肝において肝切除後の C/EBP と
Cyclin E の低下を認め肝再生障害の原因
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として報告した(Biochem Biophys Res 
Commun 2001;280:640, 2002;292:474)．
また肝予備能については動脈血中ケトン
体比や肝組織中アデニンヌクレオチドか
ら肝ミトコンドリアの機能を，コレステ
ロール７α水酸化酵素活性や血清中７α
ハイドロキシコレステロールから肝ミク
ロソームの機能を，血中ヒアルロン酸や
フィブロネクチンから網内系の機能を総
合的に解析し，肝切除前後の肝機能や肝
不全を予知するための指標として検討し
てきた(Surgery 1994;116:544)．閉塞性
黄疸については術前胆汁内瘻が減黄しな
い群や術前外瘻群に比較して有意に肝切
除術後の残肝再生と機能は良好であり
(Annals of Surgery 1999;230:655)，胆
汁酸が肝予備能の改善に寄与することを
示唆した．また臨床上での減黄良好例と
不良例においてその相違を胆汁酸合成能
の点から解析し報告した(Hepatology 
1994;20:95)．さらに閉塞性黄疸の減黄後
の予備能に biliary ICG 排出試験が有用
であることも報告してきた(World J Surg 
2002;26:457)． 
上記のような研究成果から，われわれは

肝切除術後の胆汁酸排泄能の低下にともな
う肝機能障害の遷延や肝再生能の低下が肝
不全発症の大きな誘因であること，また腸
管内の胆汁の存在が肝再生と深く関与して
いるのではないかと推測している．大量肝
切除術後や硬変肝，黄疸肝などの病態肝に
おける肝切除術後の有機アニオントランス
ポーター（ntcp, oatp, Bsep, Mrp2, Mrp3）
の発現の変化および胆汁酸との関係につい
て解析することは，ビリルビンや胆汁酸排
出障害の機序の解明に有用で，これは術後
肝不全の病態の解明や肝不全発症の早期予
知につながると考える．そこでまずわれわ
れは，大量肝切除ラットモデルおよび閉塞
性黄疸ラットモデルを用いて有機アニオン
トランスポーターの発現の変化を検討した．
急性肝不全モデルとしての大量肝切除ラッ
トモデルを用いた肝予備能評価においては
90％肝切除群と 70％肝切除群との間で排
泄型の有機アニオントランスポーターであ
る mrp2 および mrp3 の肝切術後の発現変化
様式が異なり，術後肝不全発症の早期指標
の一つとなる可能性が示唆され，引き続き
詳細な検討を要する．また閉塞性黄疸ラッ
トモデルでの有機アニオントランスポータ
ー発現変化の検討においては，閉塞性黄疸
の期間により各トランスポーターの発現変
化が異なることが示唆された．現在蛋白の
発現変化を検討中である. 
 
２．研究の目的 
今回の研究の目的は引き続き術後肝不全

発症の機序解明と早期予知，肝予備能の改
善の検討に主眼をおき，有機アニオントラ
ンスポーターの発現の詳細な変化をとくに
大量肝切除モデルおよび閉塞性黄疸モデル
で検討する．また各種胆汁酸が有機アニオ
ントランスポーターの発現に与える影響に
ついて解析する． 
まず，１）肝不全モデルとして 90％肝切

除モデルを作成し，70％肝切除群との間で
トランスポーターの経時的な発現の変化を
mRNA レベルと蛋白の両者を用いて比較解
析する．２）閉塞性黄疸モデルを作成し，
胆汁内瘻と外瘻とで肝切除術後の胆汁酸ト
ランスポーターの発現の変化を解析する．
３）閉塞性黄疸による肝予備能低下状態に
おける各種胆汁酸（UDCA, CDCA, DCA, CA）
投与が有機アニオントランスポーターの発
現と血中および胆汁中胆汁酸をどのように
変化させるかを解析する．閉塞性黄疸後，
胆汁外瘻状態として各種胆汁酸を投与し各
種有機アニオントランスポーターの発現と
血中・胆汁中胆汁酸を解析する．4）とくに
進行胆道癌症例における肝切除術時に切除
肝を一部採取し，有機アニオントランスポ
ーターの mRNA レベルを解析し，術後肝不全
発症の機序解明と臨床レベルでの応用可能
な肝不全早期予知の検討をおこなう． 
上記において有機アニオントランスポー

ターの発現とともに，血中および胆汁中胆
汁酸分析，コレステロール 7α水酸化酵素
の mRNA レベルと酵素活性，血清総胆汁酸，
血清総ビリルビン，血清トランスアミナー
ゼ，胆道系酵素を測定する．肝不全発症に
関与する有機アニオントランスポーターの
変化を明らかにするとともに肝不全発症の
早期予知の指標としてとくにトランスポー
ターの発現レベルが利用しうるか否かを解
析する．また胆汁酸投与がトランスポータ
ーの発現に及ぼす影響について解析する． 
 
本研究の特色は，大量肝切除における肝

不全発症モデルおよび閉塞性黄疸モデルで
の有機アニオントランスポーターの発現の
変化を明らかにすることにより，肝不全発
症の機序の解明および肝不全発症の早期予
知の解明となりうる点で臨床上きわめて重
要である．また胆汁うっ滞肝における肝障
害の発生機序と肝予備能の改善をとくに有
機アニオントランスポーターと胆汁酸との
関わりにおいて分子生物学的レベルで解明
しようとする点において，臨床上大きな問
題となる減黄不良例の機序の解明とその肝
予備能の改善法の解明につながると考える．
生体内に内在する胆汁酸による肝予備能の
制御はきわめて重要である． 
 
３．研究の方法 



 

 

研究計画･方法  
（平成 18 年度） 
I.１）大量肝切除術後肝不全モデルにおけ
る有機アニオントランスポーターの発現の
解析 
術後肝不全モデルとして大量肝切除ラッ

トモデルを作成する．Sham 手術，70%肝切
除および 90%肝切除の３群を作成し，術後
経時的に犠牲死させ肝臓，胆汁，血液を採
取する（甲斐，大内田）．トランスポーター
（ntcp, oatp, Bsep, Mrp2, Mrp3）の発現
をノーザンブロット，サザンブロット，免
疫染色で解析し，さらに胆汁中胆汁酸分析，
コレステロール7α水酸化酵素のmRNAレベ
ルと酵素活性，血清総胆汁酸，血清総ビリ
ルビン，血清トランスアミナーゼ，胆道系
酵素を測定し 70％肝切除群と拡大肝切除
後肝不全モデルとしての 90％肝切除群と
比較検討する．測定は肝切除後 3 時間，6
時間，12 時間，24 時間，48 時間，72 時間
でおこなう．とくにトランスポーターの発
現の変化を解析することにより，肝不全発
症の機序の解明とともに早期予知および治
療法の検討をおこなう（甲斐，近藤）． 

 
２）閉塞性黄疸モデルを作成し，胆汁内瘻
と外瘻とで肝切除術後の有機アニオントラ
ンスポーターの発現の変化を解析する（甲
斐，永野）． 
 
３）各種胆汁酸の有機アニオントランスポ
ーターの発現に対する影響の解析 
次いで閉塞性黄疸による肝予備能低下状

態において各種胆汁酸（UDCA, CDCA, DCA, 
CA）投与がトランスポーターの発現にどの
ような影響を有するかを検討する．閉塞性
黄疸ラットを作製し，1 週間の黄疸後，胆
汁外瘻状態とする．各種胆汁酸を投与して
胆汁酸プールの置換をおこなった後に
70％肝切除をおこなう（甲斐，大内田）．術
後経時的にトランスポーターの発現をノー
ザンブロット，サザンブロット，免疫染色
で解析する（甲斐，永野）．さらに胆汁中胆
汁酸分析，コレステロール 7α水酸化酵素
の mRNA レベルと酵素活性，血清総胆汁酸，
血清総ビリルビン，血清トランスアミナー
ゼ，胆道系酵素の測定をおこなう（甲斐，
近藤）．代謝面からはコレステロール，胆汁
酸代謝のそれぞれの key enzyme である HMG 
CoA 還元酵素とコレステロール 7α水酸化
酵素に対する影響を mRNA レベルと酵素活
性で解析する（甲斐，近藤）． 

 
４）とくに進行胆道癌症例における肝切除
術時に切除肝の一部を採取し，有機アニオ
ントランスポーターの mRNA レベルを解析
し，症例間で比較検討する．これにより術

後肝不全発症の機序の解明と臨床レベルで
の応用可能な肝不全早期予知の検討をおこ
なう（甲斐，近藤，大内田，永野）． 

 
以上のような解析には DNA/RNA 定量

における超微量測定が必要で，分光光度計
一式（アマシャムバイオサイエンス・
Ultrospec3300pro）を申請した． 

 
 
II 動物実験に関しては，学内の倫理委員会
に実験計画を提出し，承認を得たうえでお
こなう．臨床例については切除組織，血液，
胆汁などの解析があるため十分なインフォ
ームドコンセントをおこなう．必要であれ
ば倫理委員会に手続きをとる． 
 

 

（平成 19 年度） 
上記の研究を続行するとともに臨床でも

閉塞性黄疸，肝硬変などの症例の肝切除標
本を用いて同様の解析をおこなう（甲斐，
大内田）．とくに閉塞性黄疸における減黄不
良例と良好例については ICG の胆汁中排泄
試験をおこない検討(Am J Surg 2000; 179; 
161, World J surg 2002;26:457)してきた
が，さらに分肝機能評価としても検討する． 

閉塞性黄疸に関しては，術前胆汁内瘻が
減黄しない群や術前外瘻群に比較して有意
に肝切除術後の残肝再生と機能は良好であ
った（Annals of Surgery 1999;230:655）．
術前の胆汁内瘻の残肝機能に対する分子生
物学的解析をさらにすすめる．胆汁内・外
瘻モデルを作成し，有機アニオントランス
ポーター（ntcp, oatp, Bsep, Mrp2, Mrp3）
の発現の違い中心に検討する（甲斐，永野）． 

 

（平成20年度） 

上記の研究を続行するとともに臨床でも
閉塞性黄疸，肝硬変などの症例の肝切除標
本を用いて同様の解析をおこなう（甲斐，
大内田）．さらに肝硬変を既報(Surgery 
1994;116:544)のごとく thioacetamide で
作成し，肝切除後に経時的に肝組織を採取
し，有機アニオントランスポーター
(ntcp,oatp,Bsep,Mrp2,Mrp3)の発現の発現
の変化を解析する（甲斐，近藤）． 
 
 
４．研究成果 
胆道癌に対する拡大肝切除は，残存肝予

備能の限界に近い大量肝切除となることも
多く，正常肝であっても術後の肝不全の誘
因となりうる．特に閉塞性黄疸や肝機能障
害を有する病態肝における肝切除術はさら
に術後肝不全の発生率が高く，術前の正確



 

 

な残存肝予備能の把握と術後肝不全の早期
予知およびその防止は臨床上きわめて重要
な課題である． 
 われわれは，大量肝切除ラットモデル

および閉塞性黄疸ラットモデルを用いてビ
リルビンおよび胆汁酸代謝や有機アニオン
トランスポーター（取り込み系の ntcp, 
oatp, 排泄系の Bsep, Mrp2, Mrp3 など）の
発現の変化を検討してきた．これらの一部
は原著論文(J Surg Res 2006; 134: 81-86)
として発表し，また以下のような結果を主
要な学会（第 105 回日本外科学会，第 60
回日本消化器外科学会）や厚生労働省の班
会議（平成 18 年度肝内結石症に関する調査
研究班第 1回打ち合わせ会）で発表してき
た．現在論文を作成し，投稿中である． 
１）閉塞性黄疸ラットモデルでは，胆管閉
塞により Mrp2, Bsep, oatp および ntcp の
発現低下と Mrp3 の発現亢進が認められた．
1 週間の閉塞性黄疸後，胆汁外瘻あるいは
内瘻により胆管閉塞を解除すると発現が低
下していた Mrp2 は亢進し，発現が亢進して
いた Mrp3 は低下した．胆汁外瘻と内瘻を比
較すると内瘻の方が有意に Mrp2 の発現亢
進と Mrp3 の発現低下が認められ，内瘻によ
る減黄の有用性が示唆されている． 
２）術後急性肝不全モデルとして大量
（90％）肝切除ラットモデルを用いた肝予
備能評価をおこなった．術後 48 時間の生存
率は 90％肝切除群は 50％，70％肝切除群は
100％であった．90％肝切除群は 70％肝切
除群に比べて術後早期（6 時間）に胆汁流
量および胆汁中胆汁酸排泄の有意な低下が
みられた(J Surg Res 2006; 134: 81-86)．
また 90％肝切除群と 70％肝切除群との間
で肝切除術後の有機アニオントランスポー
ターの発現変化の様式が異なり，90％肝切
除群では Mrp3 の mRNA および蛋白の発現低
下を認め，70％肝切除群との間に有意な違
いを認めた．これらの結果から肝切除術後
の胆汁流量や胆汁酸排泄量の変化，有機ア
ニオントランスポーターの発現の変化が術
後肝不全発症を早期に予知するうえでの指
標となる可能性が示唆された． 
また，臨床面においても進行胆道癌，と

くに進行胆嚢癌における肝切除範囲（術式）
と予後との関係を解析し，進展度別の至適
術式を検討した．これらの結果については
主要学会（第 45 回日本癌治療学会総会，第
62 回日本消化器外科学会，第 69 回日本臨
床外科学会総会，第 43 回日本胆道学会学術
集会）で報告するとともに原著論文(J 
Gastrointest Surg 2007; 11:1025-1032)
として発表 
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