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研究成果の概要（和文）：正常ラットでは、揮発性麻酔薬セボフルラン、チアゾリン薬ピオグリタゾン、インクレチン
薬リラグルチドの虚血前投与によって肝細胞傷害の軽減とアポトーシスの抑制が認められ、生存率も高かった。非アル
コール性脂肪性肝炎(Non-alcoholic steatohepatitis; NASH)ラットでは肝虚血再灌流傷害が正常ラットよりも強く生
存率も低下した。また、薬剤単独投与による保護効果も減弱することが明らかとなった。揮発性麻酔薬セボフルラン、
チアゾリン薬ピオグリタゾンの併用群では、それぞれの単独投与に比較して、肝細胞傷害の軽減とアポトーシスの抑制
が認められ、生存率も高かった。

研究成果の概要（英文）：Volatile anesthetic sevoflurane, thiazolidinedione pioglitazone, and glucagon-like
 peptide 1 liraglutide administered before ischemia would prevent ischemia-reperfusion-induced liver damag
e, apoptosis, or survival rate.  Non-alcoholic steatohepatitis (NASH) rats resulted in more ischemia-reper
fusion-induced liver damage and decreased a survival rate as compared with normal rats.  And the protectiv
e effects of sevoflurane, pioglitazone, and liraglutide have been inhibited in NASH rats.  The combination
 sevoflurane and pioglitazone administered before ischemia would prevent ischemia-reperfusion-induced live
r damage, apoptosis, or survival rate in NASH rats.  This combination has better protection than sevoflura
ne, pioglitazone, and liraglutide alone in NASH rats.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 非 ア ル コ ー ル 性 脂 肪 性 肝 炎
(Non-alcoholic steatohepatitis; NASH)
の病態と疫学：NASH は、肥満、糖尿病、脂
質異常症、高血圧などの生活習慣病に合併
する脂肪肝に、活性酸素や異常なサイトカ
インによる炎症が発生して起こる進行性の
病変で、10 年後に 10～20％は肝硬変へ至る
と報告されている。日本人の頻度は 1％程
度と言われており、およそ 100 万人の NASH
患者がいると推定されている。NASH の成因
については、肝臓に蓄積した脂肪細胞によ
るインスリン抵抗性と脂質代謝障害が関与
している。 
(2)NASH では肝虚血傷害が正常肝より強く
なる：肝移植ドナーの脂肪肝および NASH は、
移植後の無機能肝リスクとして報告されて
おり、脂肪肝を有する患者の肝切除術後死
亡率も正常肝患者に比べて高率（14％ vs 
2％）である（Selzner M, Semin Liver Dis 
21: 105-113; 2001）。この原因として NASH
は正常肝と比較して虚血再灌流障害が強く
な る こ と （ Teoh NC, Hepatology 51: 
996-1006; 2010）や肝再生能が障害されて
いることが挙げられている。 
(3)揮発性麻酔薬による肝虚血再灌流保護
作用：イソフルランおよびセボフルランは
ラット肝虚血再灌流モデルで肝保護作用を
有すること、このメカニズムとして様々な
臓器において致死的ストレス後の細胞機能
維持に働くストレス誘導蛋白の一つである
ヘムオキシゲナーゼ-1（HO-1）の誘導が報
告されている（Schmidt R, Ann Surg 245: 
931-42; 2007）。近年、臨床においてもセボ
フルランの虚血前短時間投与が、肝切除患
者の術後肝酵素の上昇抑制と術後合併症の
低下させることが報告されている
（Beck-Schimmer B, Ann Surg 248: 909-18; 
2008）。しかし、正常肝と比較して虚血再灌
流障害が強くなる NASH における検討はな
されていない。 
(4)チアゾリン薬、インクレチンによるNASH
の進展予防と直接的な肝虚血保護作用：糖
尿病薬のチアゾリン薬は、peroxisome 
proliferator-activated receptor- γ
（PPAR-γ）に作用し、インスリン抵抗性を
改善するとともに NASH の進展を予防する。
また、心臓や肝臓を含む様々な臓器の虚血
再灌流障害に対して保護的に働く（Somi MH, 
Transplant Proceed 41: 4105-9; 2009）。
消化管ホルモン（インクレチン）のglucagon 
like peptide-1（GLP-1）は、膵β細胞に作
用しインスリン分泌を促すが、肝細胞の受
容体にも作用し脂肪細胞の蓄積を阻害し
NASH の進展を予防する。心虚血再灌流保護
作用や血管内皮細胞の酸化ストレスに対し
ても HO-1 の誘導により保護的に働くこと
が 報 告 さ れ て い る （ Oeseburg H, 
Arteroscler Thromb Vasc Biol 30: 
1407-14; 2010）。 

 
２．研究の目的 
 正常肝において揮発性麻酔薬およびチア
ゾリン薬が虚血再灌流保護作用を有するこ
とが報告されているが、NASH における検討
はなされていない。2型糖尿病のインスリン
抵抗性やインスリン分泌低下に対する治療
薬であるチアゾリン薬ならびに GLP-1 は
NASH の進展予防の目的で、今後使用される
頻度が増加することが予想される。これらの
相互作用を検討することで、NASH 患者の周
術期における有効な肝保護法を確立できる
可能性が考えられる。今回、正常肝ラットと
NASH ラットの肝虚血再灌流モデルを用い、
揮発性麻酔薬と糖尿病治療薬の相互作用を
検討し、より有効な肝虚血保護法を確立させ
ること、ならびにこの保護メカニズムについ
ても検討する。 
 現在臨床使用可能な薬剤の相互作用を検
討し、有効な肝虚血保護法を開発することで，
臨床への応用の可能性を検討し、またそのメ
カニズムについて検討を行うことで、より有
効な保護法の開発へ寄与できると考える。生
活習慣病の増加に伴い、本邦でも NASH は増
加しており、効果的な肝保護法を開発するこ
とは、術中虚血再灌流が行われる肝切除術、
肝移植術、人工心肺手術など多くの周術期管
理においても有用であると考える。 
 
３．研究の方法 
 正常肝ラットとNASHラットの肝虚血再灌
流モデルを用い、１）虚血前に揮発性麻酔薬
SEVOを投与する群、２）チアゾリン薬のPIO
またはGLP-1アナログのLIRAを虚血前3日間
または4時間前1回投与する群、３）SEVOとPIO
またはLIRAの併用する群、４）それぞれの群
にPI3K-Akt、eNOS、HO-1阻害薬を投与する。
再灌流後6時間後に採血し（AST、ALT、α-GST
の測定）、HE染色、TUNEL染色、phospho-PI3K、
phospho-eNOS、HO-1免疫染色用肝組織の採取
を行い、閉腹し術後2週間の生存率を調べる。 
(1)実験方法－１ 
①NASHラット作成法：雄性ウィスターラット
（190-200 g）にmethionine choline 
deficient diet; MCDD（Oriental Yeast社、
東京）を投与し、正常ラット群にはMF diet
（Oriental Yeast社、東京）を投与し、2週
間後に実験を開始する（Yoshikawa S, 
Hepatol Res 40: 823-31; 2010）。 
②肝虚血再灌流モデル：ペントバルビタール
腹腔内投与にて基礎麻酔後、右総頚静脈に静
脈ルート（輸液ならびに薬剤投与ルート）、
右大腿動脈にA-lineを確保（採血用）、開腹
し90分の部分肝虚血（70％）を行う。 
③肝細胞障害の指標：再灌流 6時間後に採血
による AST、ALT、α-GST の測定、組織標本
を作製し、HE 染色による組織学的障害の程
度、TUNEL 染色によるアポトーシスの程度
（TUNEL 陽性細胞の割合） 
④生存率：術後の生存率を 2週間調べる。 



(2)正常およびNASHラットでSEVO虚血前投与
による保護効果 
シャム群：麻酔法はペントバルビタール
（PENT）で行い、外科的処置のみで肝虚血は
行わない。コントロール群：麻酔法はPENTで
行い、90分の部分肝虚血（70％）を行う。SEVO
長時間群：麻酔法はPENT基礎麻酔、SEVO4％
を虚血前15分前まで4時間投与後、PENT持続
静脈内投与で行い、肝虚血を行う。（Schwer CI, 
Int J Biochem Cell Biolo; 2010）SEVO短時
間群：麻酔法はPENT基礎麻酔後、持続静脈内
投与し、SEVO4％を虚血前15分前まで15分間
投与し、肝虚血を行う。（Beck-Schimmer B, 
Ann Surg 248: 909-18; 2008） 
(3)正常およびNASHラットでPIOまたはLIRA
の虚血前投与による保護効果 
PIO 3 日間投与群：術前 3日間 1日 1回 20 
mg/kg 経口投与と術当日虚血 4 時間前に 5 
mg/kg 腹腔内投与を行い、肝虚血を行う。
LIRA 3 日間投与群：術前 3 日間 1 日 2 回
と術当日虚血4時間前に100 μg/kg皮下投
与を行い、肝虚血を行う。PIO または LIRA 
1 回投与群：術当日虚血 4時間前に PIO を 5 
mg/kg腹腔内投与またはLIRAを100 μg/kg
皮下投与を行い、肝虚血を行う。 
(4)正常および NASH ラットで SEVO と PIO ま
たは LIRA の虚血前投与による相互作用 
SEVO と PIO または LIRA の虚血前投与法を
組み合わせて群で、肝細胞障害の指標、生
存率を調べる。 
(5) 分子機序の解明：PI3K-Akt、eNOS、HO-1
の関与 
上記の群で、再灌流 6 時間後の肝組織を
phospho-PI3K、phospho-eNOS、HO-1 の免疫
染色を行う。阻害薬群：それぞれの群に
PI3K-Akt 、 eNOS 、 HO-1 阻 害 薬 で あ る
wortmannin を 0.6 mg/kg 、
NG-nitro-L-arginine methyl ester（L-NAME）
を 25 mg/kg の再灌流 5 分前に投与、tin 
protoporphyrin IX（SnPP）を 50 μM/kg 虚
血 5分前投与し、肝細胞障害の指標、生存率
を比較する。 
 
４．研究成果 
 正常ラットでは、SEVO 虚血前の短時間な
らびに長時間投与または PIO、LIRA の 3日間
投与ならびに 1 回投与によって肝細胞傷害
の軽減とアポトーシスの抑制が認められ、生
存率も高かった。NASH ラットでは肝虚血再
灌流傷害が正常ラットよりも強く生存率も
低下した。また、SEVO や PIO、LIRA による
保護効果も減弱することが明らかとなった。 
実験３）正常およびNASHラットで揮発性麻酔
薬SEVO虚血前投与とチアゾリン薬PIOまたは
インクレチンのLIRAの虚血前投与による相
互作用を調べた。実験内容）SEVO長時間群
（SEVO 4％を虚血前15分前まで4時間投与
し、肝虚血）、SEVO短時間群（SEVO4％を虚
血前15分前まで15分間投与し、肝虚血）とPIO 
3日間投与群、LIRA 3日間投与群、PIOまた

はLIRA 1回投与群を組み合わせて、それぞ
れの群で肝細胞障害の指標、生存率を調べた。
結果）それぞれの群で、正常およびNASHラッ
トでの肝細胞障害の指標、生存率を検討した
が、正常ラットにおいては、保護作用におけ
る相互作用を認めなかった。NASHラットでは、
PIO 3日間投与群＋SEVO短時間群が、単独群
と比較して肝細胞障害の低下を認めた。 
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