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研究成果の概要（和文）：近年の肝細胞癌治療においては非ウイルス性肝炎・肝硬変を背景とした外科治療が課題にな
っている。肝再生置換の臨床応用に向けた基礎研究にむけて、ヒトNASH/NAFLDに近似したラットモデルを作成し、肝細
胞移植による肝再生置換モデルを作成した。肝幹細胞と成熟肝細胞による再生置換率は、成熟肝細胞の方が良かった。
また、胆管系細胞への影響を細胞生物学的に明らかにした。NASHによる肝硬変モデルの生存率を高めることに成功した
。臨床研究では、ドナー細胞の採取法に関する利点と欠点に関して報告した。BTR, ATIII, GSAの臨床意義や様々な肝
機能因子をクラスタリングすることで分類を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In recently, surgical management of hepatocellular carcinoma should be addressed f
or non-viral hepatitis and liver cirrhosis.  We attempt to apply liver replacement therapy using hepatocyt
e transplantation for clinical therapy.  In order to achieve it, we developed rat liver replacement model 
which imitated clinical human NASH/NAFLD.  In this model, we revealed a cell physiology of the transplante
d cells which generated bile duct linage cells.  In addition, we succeded to increase survival rate in NAS
H liver cirrhotic model.  In the clinical research, we reported a benefit and default of donor cell procur
ement.  We also revealed that a clinical value of BTR, ATIII, and GSA.  We classified various liver functi
onal indicators using clustering analysis.  
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１．研究開始当初の背景 
肝細胞癌の外科療戦略は肝細胞癌の長期予後が肝

機能に規定されていることから、腫瘍学的な肝内転
移の高危険領域を必要十分に含めることと残存肝機
能を最大限に温存することのバランスを考慮するこ
とにある。したがって、肝機能の評価方法と改善方
法の確立が研究対象となっている。肝機能の評価法
には、古典的方法の他に本邦で普及した ICG 検査
を加えた肝障害度に肝移植の適応基準として提唱さ
れる予後を予測した MELD や PELD スコアが存
在 す る (Mizuguchi T, et al. World J Surg 
2004;28:971-6.)。肝硬変における肝再生はウイルス
性肝硬変が進行すると類洞周囲に線維化が生じて肝
機能の悪化が相関することが知られている。肝硬変
の指標としての線維化マーカーとしてはコラーゲン、
ヒアルロン酸、HGF、血小板などが報告されている。
肝硬変に対する肝切除術では肝再生が不良であり
(Kawamoto M, et al. Liver Int 2006;26:203-10.)、
これが術後肝不全の病態と考えられている。肝線維
化マーカーは、単なる肝硬変の進行を示すのみなら
ず、肝細胞癌の発癌にも関係していると考えている
(Kikkawa Y, et al. Exp Cell Res 
2008;314:2579-90.)。HGF は、肝硬変の進行に比例
して上昇することが知られており(Kawamoto M, 
Mizuguchi T, et al. World J Gastroenterol 
2006;12:4325-30.)、これが細胞増殖そのものを促進
している可能性がある。ヒアルロン酸は、全身で産
生され類洞内皮細胞で代謝されることから線維化を
反映した類洞内皮細胞障害を反映した指標である。
ヒアルロン酸も HGF 同様に肝硬変に比例して上昇
するが、ヒアルロン酸受容体は CD44 であり幹細胞
の表面抗原マーカーとして知られている(Kon J, 
Mitaka T, et al. Am J Pathol. 2009;175:2362-71).。
したがって、CD44 を介した肝硬変時の肝細胞癌の
発癌への関連性が強く示唆される。 
一方で、肝硬変に付随した肝線維化を背景とした

肝機能悪化例に対しては肝移植以外では有効な治療
法がない。また、肝線維化の改善方法も小動物モデ
ルで多くの薬物療法が示されているもののヒト臨床
応用されたものはない(Kikuchi H, et al. Wound 
Repair Regen 2007;15:881-8.)。肝移植時のドナー不
足は深刻で、非代償期の肝機能を改善させる治療法
の開発や臓器移植に代替えできる安全かつ有効な細
胞治療法の開発(Shibata C, Mizuguchi T, et al. 
Liver Transpl 2006;12:78-87.)が望まれている。 
 肝硬変に対して細胞機能を補填するような治療に
より、移植以外の代替治療法の開発が望まれていた。 
 
２．研究の目的 
今回の研究では、これまでの研究で開発してきた肝
細胞移植による肝再生置換モデルを作成し、肝硬変
を併存した外科治療による死亡率の改善を図るもの
である。ヒト NASH/NAFLD に近いとされた、コリ
ン欠乏メチオニン低減アミノ酸食（以下 CDAA 食）
によるモデルが臨床像と類似すること確認すること
も一つの目的となる。投与量あるいは投与期間によ
る肝線維化の程度や機能発現解析によって、モデル
の類似性や正確性を明らかにする。 

次に、移植細胞のプレパレーション・移植投与法・
移植投与部位・肝切除量の各ステップにおいてヒト
臨床に近似したモデル作成のための条件決定を行う
ことを次の目標とした。さらに、肝切除後の予後と
細胞機能解析を短期・長期にわたり研究し、移植細
胞がレシピエントに与える影響を確認することを最
終目的とし、将来の臨床応用に向けた前臨床研究を
兼ねた基礎研究とした。併せて、日常臨床上の問題
点を明らかにするために臨床研究も行うことを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
概要 
NASH/NAFLDモデルにはCDAA食を投与したラットを
施行した。雄肝細胞を分離し、メスの CDAA 食投与ラ
ットに一定の肝切除を施行することで生存率を確認
するとともに組織を採取し、解析として細胞レベル、
蛋白レベル、遺伝子発現レベルで行い、固有の分子
反応や分子機序を解明した。 
 
(1) 肝細胞分離方法  
メスラット肝臓に前灌流を行う。確立された方法

であるので、概要のみを記載する。コラゲナーゼ灌
流法により行う。（Sugimoto S, et al. Tissue Eng., 
2005; 11: 626-33.）。 
 

(2) CDAA 投与ラット 
CDAA を食事として給仕し、4 週、8 週、10 週、12

週と線維化の程度や肝炎の活動度を組織レベルで評
価した。 
 

(3) 細胞障害評価 
細胞の一部は蛍光標識による Dead/Alive cell 検

出キットにより生存率を決定する。逸脱酵素の測定
と細胞状態の形態学的検討をおこなった。 
 

(4) アポトーシス確認評価 
アポトーシスの確認として Tunnel 染色キットに

より組織レベルで評価するとともに、Cleaved 
Caspase3 および Annexin V のタンパク発現を評価し
た。 
 

(5) 肝細胞移植後の肝切除評価 
 肝細胞移植は、脾臓内に 2 X107を移植した。24時
間後には 68％肝切除を施行した。コントロールとし
て、正常食ラットあるいは Sham としての生食のみの
注入を行った。 
 
(6) 再生置換化効率の検証 
採 取 さ れ た 組 織 は 、 SRY primers: sense, 

5’-CAGAGATCAGCAAGCATCTGG-3’; anti-sense, 
5’-TCTGGTTCTTGGAGGACTGG-3’を用いた PCA によっ
て雄細胞すなわち移植細胞の占有率を評価した。 
 

(7) 遺伝子蛋白発現解析・ケモカイン測定 
核タンパク質を抽出し、肝特異的転写因子(HNF1, 
HNF3, HNF4, C/EBP, C/EBP)および細胞周期関
連タンパク質（Cyclins）の発現を Western blot 法



で確認する。  
 
４．研究成果 
ドナー細胞の生着や機能維持にかかる因子として

アミノ酸のバランスに着目した。BTR を測定するこ
とで、肝機能と発癌の関係と術後の合併症に関して
の関係を明らかにした（J Gastroint Surg 2011; 
15:1433-9.）。さらに、肝機能因子をクラスター解析
によって新たな部類を考案し発表した（Surgery 
2011; 150: 250-62.）。ATIII は、抗凝固因子として
重要であるが、その蛋白発現と肝機能との関係を明
らかにした。肝組織採取時における熱焼灼デバイス
の安全性を検証した（Hepatogastroenterology 
2012; 59 :551-7.）。熱焼灼デバイスは、肝切除後の
肝再生を遅らせる影響があるが、少量ステロイド投
与により影響を排除することに成功した（World J 
Gastroenterol. 2012; 18: 905-14.）。ドナー採取時
の背景肝は術後の合併症と長期予後に影響し、正常
肝の場合には技術的な問題に注意が必要である
（World J Surg. 2013; 37: 1379-87.）。また、ドナ
ー細胞採取時の全身管理として新たなモニタリング
評価法を発表した（Surgery. 2013; 154: 351-62.）。
腹腔鏡による安全な肝切除を行うための新規デバイ
スを考案した（Surg Laparosc Endosc Percutan Tech. 
2013：in press）。基礎研究では、肝細胞移植によっ
て肝再生置換モデルを作成し、肝幹細胞と考えてい
る小型肝細胞と成熟肝細胞の生着様式を比較した。
成熟肝細胞の方が生着率は高く、今後の移植細胞源
にどの細胞を選択していくかに関して新たな課題が
生まれた（Hepatology. 2013; 57:1192-202.）。肝細
胞移植時の胆管系細胞への影響や細胞生理に関して
発表した（J Cell Sci. 2013 Sep 17.）。肝細胞移植
によって NASH による肝硬変の肝不全を救命できる
ことと肝細胞置換が起きていることを証明した
（Cell Transplant. 2013 Jun 13.）。 
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