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研究成果の概要（和文）：脂肪肝は正常肝に比べ虚血再潅流障害(IR)を受けやすく、IR後に肝内再発を来しやす
い。われわれはこれまで、癌とトロンボモジュリン(TM)との関連に着目し、特にTMの減少する脂肪肝IRモデルに
おいて、癌が進展するメカニズムを研究してきた。その結果、脂肪肝IRにおいては、HNGB1を介した組織障害が
大きな役割を来し、可溶性TM製剤（rTM）が肝障害を軽減しIR後の肝内再発を抑制できることが明らかになっ
た。また、脂肪肝IR時には癌の生着も起こりやすく、rTMの投与により癌の生着を抑制できることを明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：Fatty liver is more susceptible to ischemia-reperfusion injury (IR) than 
normal liver, and is more likely to cause intrahepatic recurrence after IR. We have focused on the 
relationship between cancer and thrombomodulin (TM), and have studied the mechanism by which cancer 
progresses, particularly in a fatty liver IR model in which TM is reduced. The results revealed that
 HNGB1-mediated tissue damage plays a major role in fatty liver IR, and that soluble TM preparations
 (rTM) can alleviate liver damage and suppress intrahepatic recurrence after IR. We also found that 
cancer engraftment is likely to occur during fatty liver IR, and that cancer engraftment can be 
suppressed by administering rTM.

研究分野：外科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肝癌肝切除後の肝不全に対して、その決定的な予防法は存在しない。特に、増加傾向にある脂肪肝においては、
術後肝不全のみならず、周術期の癌の生着による癌の再発リスクが高いとされる。今回のわれわれの研究におい
て、そのメカニズムの一端がHMGB1を介したものであることを明らかにし、また、その治療法として、可溶性ト
ロンボモジュリン製剤の使用により、術後肝不全のリスクを軽減し、更に、周術期の癌の生着を減じる効果があ
ることを発見した。本研究結果により、脂肪肝を背景に持つ肝臓に対する外科的治療が、大きく発展し、更なる
癌の制御や、生体肝移植の適応の拡大に踏み出せる可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１． 研究開始当初の背景 
肝癌に対する肝切除は、依然、肝癌治療の中心を占める。そして、肝切除の技術が発展した現在でも尚、障害肝に対する肝切除
後肝不全のリスクは変わらず存在し、その決定的な予防法は存在しない。また、生体肝移植の脂肪肝グラフトは、やはり、グラフ
ト不全のリスクがあるため、通常の適応基準と同等には扱うことが出来ない。 
一方で、生活スタイルの変化により、全世界的に肥満や脂肪肝の割合は増加傾向であり、2005年には 33%程度であった BMI:25
以上の人口は、2030年には 57.8%にも達するとの予想もある。それに伴い、非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）や糖尿病に基づ
く、原発性肝癌や大腸癌をはじめとする転移性肝癌に対する肝切除の機会も、更に増えてくることが予想される。 
肝切除後肝不全、あるいは生体肝移植後のグラフト不全は致命的であるが、その原因は、肝切除時のダメージ（虚血再灌流障害）
と肝再生不良とである。正常肝と比較し、脂肪肝における虚血再灌流障害は多くの点でメカニズムが異なり、また、重篤化するこ
とが知られている。また、正常肝では期待できる術後の肝再生も脂肪肝では少ないことも知られており、脂肪肝切除後肝不全のリ
スクは高い。これらのメカニズムと治療法が不明である現在、脂肪肝切除や脂肪肝グラフトに対する生体肝移植の適応は、正常肝
と比べ、安全性の観点から大きく手控えたものとなり、癌の根治性や生体肝移植での救命を大きく損なっている。加えて、脂肪肝
の虚血再灌流障害は、残肝における微小肝転移の増大を促進することが過去に報告されており、同時に周術期の癌の進展抑制も考
慮する必要がある。 
本研究の最大の問いは、脂肪肝などの障害肝を背景に持つ肝臓に対する外科的治療が、現在の「ある程度確立されたレベル」に
とどまるのか、あるいは、本質的なメカニズム解析を経た上で大きく発展し、更なる癌の制御や、生体肝移植の適応の拡大に踏み
出せるかという点である。そのためには、臨床での治療法開発まで見据えた、脂肪肝虚血再灌流障害と肝再生不良のメカニズムの
解明が必須である。 
 
２． 研究の目的 
以下に挙げる２つの課題について解析を行うことを目的とした。 
① 脂肪肝虚血再灌流障害における新たなメカニズム解析と治療法の開発：脂肪肝の虚血再灌流障害(IR)において、HMGB1 の関
与を解明する。また、トロンボモジュリン製剤による治療法を開発する。 
② 脂肪肝切除周術期の癌の進展の機序の解明：脂肪肝周術期の癌の進展とHMGB1との関与による機序の解明と治療法の開発を
行う。 
 HMGB1 は細胞の核内に蓄積されたタンパクであり、感染や炎症などにより細胞外に放出され、炎症性サイトカインとして炎症
反応を促進し、しばしば播種性血管内凝固症候群(DIC)など重篤な病態の一因となる。われわれは、正常肝の IRにおける血液凝固
異常とHMGB1の関連を検討してきた。その結果、マウスの IRには少なからずHMGB1が関与しており治療のターゲットになり
得ること、そして DIC治療薬として用いられるトロンボモジュリン製剤が正常肝マウス IRを抑制することを明らかにした。これ
は、過去の報告のようにトロンボモジュリンの N 末端レクチン様ドメインが HMGB1 と選択的に結合し、抗炎症活性を示したた
めと考える。1)さらに、事前に行った予備実験で、正常肝マウスと比べ、複数のマウス脂肪肝モデルにおいて、肝組織中のトロン
ボモジュリン(TM)の発現が著明に低下していることも明らかになった。このことは、脂肪肝ではHMGB1が原因として IRを重篤
化させている可能性を示している。 
 さらに、最近の報告では、アセトアミノフェンによる肝障害後の肝再生をHMGB1が阻害していることが明らかになった。2)一
方で、その詳しいメカニズムは明らかにされておらず、メカニズムの解明は非常に興味深いものである。また、以上のHMGB1を
介するメカニズムが、脂肪肝の虚血再灌流障害や肝再生に、どのように関わっているかは明らかではない。 
 実臨床においても使用可能なトロンボモジュリン製剤が存在する現在、仮に脂肪肝の IR の一因として、発現の低下したトロン
ボモジュリンが病状悪化に関与しているとすると、血中に溶出した HMGB1をトロンボモジュリン製剤(rTM)の使用で阻害し、周
術期の病態を改善する可能性がある。このことは脂肪肝肝切除の高率な肝不全に対する現実的な解決策となり得るため、国内のみ
ならず国際的にも大きなインパクトを持つ。 
1) Nakamura K, Uemoto S, et al. Soluble thrombomodulin attenuates sinusoidal obstruction syndrome in rat through 
suppression of high mobility group box 1. Liver Int 34:1473-87, 2014. 
2) Runkuan Y, et al. High mobility group B1 impairs hepatocyte regeneration in acetaminophen hepatotoxicity. BMC 
Gastroenterol 12: 1471-230X, 2012. 
 
３．研究の方法 
本研究では、以下の実験を行った。 
①脂肪肝 IRへのHMGB1の関与 
われわれは、脂肪肝 IR後のHMGB1の亢進と肝障害の関与を小動物並びに分子生物学的に検討した。また、われわれは、脂肪肝

IR時のトロンボモジュリン製剤によるHMGB1の抑制効果を検討した。正常肝をコントロールに、コリン欠乏(CCD)食誘導NASH
モデルマウス、肝組織におけるトロンボモジュリンの発現を免疫組織学的に、またウェスタンブロットで比較した。また、それぞ
れの肝 IR後の経時的な血性 HMGB1濃度の推移を比較し、また、血液生化学的検査、組織学的な検査により肝障害の程度を測っ
た。また、術後の生存率の比較により、正常肝と脂肪肝モデルマウスとの IRの機序の違いと、トロンボモジュリン製剤による治療
効果を検討した。また、HMGB1ノックアウトマウスによるコリン欠乏食誘導 NASHモデルマウスも作成して同様の試験を行い、
本病態におけるHMGB1の関与を調べた。 
②脂肪肝切除周術期の癌の進展とHMGB1の関与 

hepa1-6 肝癌細胞株をマウス脾動脈注射し、肝内多発転移モデル作成後、正常肝をコントロールに脂肪肝で IR モデルを作成し、
周術期の癌の進展と、HMGB1の測定を比較した。また、同様に、トロンボモジュリンによるHMGB1ブロッキング効果により癌
の進展抑制を調べ、HMGB1ノックアウトマウスを用いて効果を確認した。 
 
４．研究成果 
われわれは、研究成果を論文化し発表した。3) 詳細は下記に示す。 



3) Yamaguchi M, Kuroda S, et al. Downregulation of thrombomodulin contributes to ischemia-reperfusion injury in 
mice with steatotic liver. Hepatol Res. 2022. 52:762-772. 
 
①CDD食は脂肪肝、低酸素微環境、TM発現の減少、血清 HMGB-1の増加を誘発した。 
脂肪肝において TMが発現低下していることを確認するために、マウスに CDD食を与えて脂肪肝と肝細胞の低酸素症を誘導し
た。4週間の CDD食により重度の脂肪肝 (60%脂肪的) が生じた(図 1a)。肝細胞における脂質蓄積の増加は、Zudan III 染色を使
用して確認した(図 1b)。通常食のコントロールと比較して、CDD 食マウスは、肝臓における低酸素の検出に使用されるピモニダ
ゾールの増加を示した(図 1c)。免疫組織染色により、コントロールと比較し、CDD食マウスでは特に静脈周囲領域でHIF1αの染
色域が増加していた(図 1d)。 
（図 1説明）CCD食は脂肪肝と肝臓の低酸素状態を引き起こした。マウスには CCD食または通常食を 4週間与えた。正常および

脂肪肝の肝切片の(a) H&E染色、(b) Zudan III染色、(c) ピモニダゾール染色、および (d) HIF1α 染色。元の倍率、100×、スケ
ールバー: 200 µm 
 
次に、肝臓における TMの発現と血清HMGB-1濃度を調べた。免疫組織染色により、通常食マウスと比較し、CDD食マウスの
類洞内層および中心静脈における TMの染色域が減少していることが明らかになった(図 2a)。同様に、ウェスタンブロッティング
では、通常食マウスと比較し、CDD 食マウスの肝臓における TM の発現の低下が示された(図 2b)。TM によって介される重要な
タンパクである活性化プロテイン C の活性は、CDD 食マウスでは 20%未満に大幅に低下した。rTM (12,800 U)、100%。正常肝 

(100 mg)、82.9%。脂肪肝 (100 mg)、19.9% (図 2d)。しかし、qRT-PCRでは、TM mRNAレベルが正常肝よりも脂肪肝の方が有
意に高いことが示された（図 2c）。逆に、HMGB-1の血清濃度は、通常食マウスよりも CDD食マウスの方が有意に高かった(図 2e)。
その結果、長期にわたる CDD摂取は低酸素状態を誘発し、脂肪肝の TMタンパクレベルが低下するが、代償として TM mRNAレ
ベルが増加することが示された。 
（図 2説明）CCD食は肝臓における TMの発現を低下させた。通常食（ND）または CDD食を 4週間与えたマウスは、それぞれ
正常肝または脂肪肝を呈した。 (a) 正常肝および脂肪肝切片の TM 染色 (元の倍率、100 倍、スケール バー: 200 μm)。 (b) 正
常肝および脂肪肝における TM および β-アクチンのウェスタンブロット。TM/β-アクチンバンドのシグナル強度 (n = 5)。 *p < 
0.05。 (c) TMの qRT-PCR。GAPDH 遺伝子発現と比較した(n = 5)。 *p < 0.05。 (d) rTM (12,800 U/ml)、正常肝(100 mg)、お
よび脂肪肝(100 mg)からの活性化プロテイン Cの活性(p-ニトロアニリン生成%)（n = 5）。*p < 0.05、**p < 0.01。(e) 正常肝また
は脂肪肝マウスの血清HMGB-1レベル (n = 5)。**p < 0.01 
 
②脂肪肝は IR損傷を増大させるが、rTMは肝臓の IR損傷を軽減する 



IR後の肝細胞傷害のマーカーである血性 ALT 値を、60 分間の部分肝虚血とそれに続く 1、3、6、および 24 時間の再灌流後に
測定した。IR後 3、6、および 24 時間の ALTレベルは、脂肪肝マウスの方が正常肝マウスよりも有意に高かった(図 3a)。正常肝
から 6時間後に採取した肝標本では、より大きな肝壊死領域が見られた。ただし、肝壊死領域は、再灌流後 6時間と比較し、再灌
流後 24 時間では増加しなかった(図 3b)。再灌流後 24 時間の脂肪肝の壊死領域は、IR 後 6 時間の肝臓壊死領域と比較して有意
に増加した。再灌流後 24 時間の肝壊死領域は、正常肝より脂肪肝の方が大きかった(図 3b)。これらの結果は、脂肪肝は正常肝に
比べ IR損傷を受けやすく、脂肪肝では正常肝に比べて IR損傷がゆっくりと悪化することを示している。 
（図 3説明）rTM は、正常肝および脂肪肝の IRを改善した。正常肝または脂肪肝マウスを、60分間部分肝虚血とした。マウスに
は、IRの 30分前に rTM (6 mg/kg)を投与した。(a) 虚血後の 1、3、6、および 24 時間の再灌流後の正常肝または脂肪肝マウス

における 血清 ALT値。n = 12。*p < 0.05、**p < 0.01。(b)正常肝または脂肪肝マウスに対して 60分間の虚血再潅流後、6時間お
よび 24時間で肝標本を採取した。肝切片のH&E 染色(倍率 400 倍)。肝壊死領域の定量化を行った。n = 12。**p < 0.01。(c)正常
肝マウス、および(d)再灌流後 0、1、3、および 6時間の脂肪肝マウスにおける血清HMGB-1値。(c、d) n = 5。*p < 0.05、**p < 
0.01 
 
次に、免疫組織染色により、正常肝の CD11b 陽性(マクロファージ) および Ly-6 陽性(好中球)の領域は再灌流 6 時間後に増加
したが、24 時間後には減少したことが明らかになった(図 4a)。さらに、脂肪肝の再灌流後 6時間で CD11b陽性および Ly-6陽性
のまばらな領域が示され、24時間で有意に増加した(図 4b)。再灌流後 24時間の時点では、正常肝と脂肪肝の間で CD11b 陽性領
域と Ly-6 陽性領域に有意差は認めなかった。 
（図 4 説明）rTM は、正常肝と脂肪肝の両方における IR 誘発性の白血球とマクロファージ集積を改善した。正常肝または脂肪

肝マウスを 60分間虚血後、再潅流 6時間および 24時間で観察した。マウスの一部には、IRの 30分前に rTM (6 mg/kg)を投与し
た。正常肝 (a) または脂肪肝 (b) における CD11b+ マクロファージおよび Ly-6+ 好中球の代表的な免疫組織染色(倍率 400 倍)。
肝臓の CD11b+ マクロファージおよび Ly-6+ 好中球の集積の定量化。n = 12。 **p < 0.01 
 
次に、rTM前処理の効果を調べた。rTM投与は、正常肝および脂肪肝マウスにおいて、IR後 6時間および 24時間で ALTレベ
ルを有意に低下させた(図 3a)。 rTM未処理マウスと比較して、rTM前処理マウスは肝臓壊死領域（図 3b）および CD11b陽性お
よび Ly-6陽性領域（図 4a、b）の有意な減少を示した。肝臓 IR における損傷と炎症の初期メディエーターである血清 HMGB-1
のレベルを、IR後 1、3、および 6 時間で測定した。IR 1時間後の HMGB-1濃度は、正常肝の rTM投与マウスより正常肝未治
療マウスの方が有意に高かった。ただし、血清 HMGB-1濃度は、IR後 3時間と 6時間では有意差はなかった(図 3c)。対照的に、
IR 1時間後の血清HMGB-1濃度は、脂肪肝 rTM未治療マウスと rTM治療マウスの間で有意な差はなかった。血清HMGB-1は、
脂肪肝 rTM 未治療マウスが rTM 治療マウスよりも有意に高かった。IR 後 3 時間および 6 時間の脂肪肝 (図 3d)。これらの結果
は、rTM投与が脂肪肝および正常肝における虚血再灌流障害および肝組織の炎症を軽減することを示している。 
 
③TM-KOマウスは肝虚血再灌流障害を増悪させる。 
肝臓の肝虚血再灌流障害に対する TMの影響を評価するために、TM+/-マウスに通常食を与え、肝虚血再灌流障害を与えた。TM 

+/-マウスは、PCRおよびシーケンスを使用して野生型マウスと区別した。活性化プロテイン C活性は、野生型マウスと比較して、
TM+/- マウスでは約 50%まで減少した(図 5a)。TM+/-マウスの肝標本は、ピモニダゾールの蓄積がほとんどなく、軽度の脂肪変
性を示した(図 5b)。一方で、HMGB-1血清濃度は、野生型マウスよりも TM+/-マウスの方が有意に高かった(図 5c)。これらの結果



を総合すると、TM+/-マウスは肝臓で軽度の低酸素状態を呈していることが示された。 
（図 5説明）TMノックアウトマウスでは、肝虚血再灌流障害が増悪された。正常肝を持つ野生型マウスまたは TM-KOマウスが
60分間部分肝虚血を受けた。マウスの一部には、IRの 30分前に rTM (6mg/kg)を投与された。(a) 野生型および TM-KOマウス
の正常肝における活性化プロテイン C (n = 5)。*p < 0.01。(b) TM-KOマウスの肝切片のH&E、Zudan III、およびピモニダゾー
ル染色。（元の倍率、100×、スケールバー：200μm）（c）TM-KOマウスと野生型マウスの血清HMGB-1レベル (n = 5)。 *p < 
0.01。(d) 部分間虚血、再灌流 3, 6時間後のマウス血清 ALT値。n = 12。*p < 0.05。(e) TM-KOマウスにおける IR前後と、rTM

投与した TM-KOマウスにおける IR前後の血清HMGB-1レベル (n = 5)。 
 
次に、60分間の部分虚血、再潅流 3, 6時間後の血清 ALT値を測定した。IR後 3時間の ALT値は、野生型マウスよりも TM+/-
マウスの方が有意に高かったが、6時間後では有意差はなかった。rTM未投与の TM+/-マウスと比較して、rTM投与された TM+/-
マウスは、IR後 3時間で ALT値の有意な減少を示した(図 5d)。同様に、TM+/- (図 5e) マウスは IR後 3時間で血清 HMGB-1濃
度の有意な増加を示したが、野生型では示さなかった。(図 3d) この増加は rTM を投与された TM+/- マウスでは観察されなかっ
た(図 3d)。これらの結果は、TM の制御が肝虚血再灌流障害に対する感受性を促進することを示した。 
 
④rTMはレクチン様ドメイン(D1)を通じて肝臓の虚血再灌流障害を軽減する 

r TMは、プロテイン Cの活性化を介し、EGF 様ドメイン(D2)の作用で抗凝固活性を発揮する。更にレクチン様ドメイン(D1)を
介して抗炎症活性を発揮すると言われる。肝虚血再灌流障害の改善におけるドメイン別の役割を検討するため、肝 IR を受けたマ
ウスに、rTMの抗炎症活性（10 mg/kg）に相当する用量（2.2 mg/kg）で rTMD1を投与した。血性 ALT値は、60分間の部分虚
血、再潅流後 3, 6時間で測定した。IR後６時間の血清 ALT値は、正常肝 rTMD1投与マウスの方が、正常肝 rTMD1未投与マウ
スよりも低い傾向があったが、有意差はなかった。ただし、脂肪肝マウスでは、IR後 6時間の ALT値は、rTMD1未投与マウスよ
りも rTMD1投与マウスの方が有意に低かった(図 6a)。同様に、IR後 3, 6時間の HMGB-1血清濃度は、rTMD1未投与の脂肪肝
マウスよりも、rTMD1治療脂肪肝マウスの方が有意に低かった (図 6b)。 

（図 6説明）rTM-D1 は脂肪肝における肝 IR 損傷を改善する。脂肪肝マウスに 60分間部分肝虚血を行った。マウスの一部には、
IR 30分前に rTM-D1 (2.5mg/kg)を投与した。(a) 虚血再潅流後 3, 6時間後の脂肪肝マウスにおける ALT値を示す。n = 12。*p < 
0.05。 (b) 再灌流後 3, 6時間（rTM-D1の有無にかかわらず）の脂肪肝マウスの血清HMGB-1レベル (n = 5)。* p < 0.05 
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