
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４４０１

基盤研究(C)

2014～2012

細胞内シグナル伝達とＮｏｎ－ｃｏｄｉｎｇ　ＲＮＡによる肝再生制御機構の解明

Evaluation of the mechanism of liver regeneration focused on intracellular signal 
transduction and Non-coding RNA expression

２０３６２７２５研究者番号：

丸橋　繁（Marubashi, Shigeru）

大阪大学・医学（系）研究科（研究院）・講師

研究期間：

２４５９２０００

平成 年 月 日現在２７   ５ ２６

円     4,100,000

研究成果の概要（和文）：肝再生制御機構を明らかにするため、IL-6シグナル伝達系の遮断にはマウスIL-6受容体抗体
（MR16-1）を投与する方法を採用した。MR16-1を腹腔内投与群、非投与群（対照群）に分け70％肝切除を行い、術後に
肝/血液サンプルを採取した。
　肝再生は肝切除後24時間において有意にMR16-1投与群で抑制されていた（P＝0.035）。PCNA/Ki Indexは、MR16-1投
与群で抑制されている傾向にあった。血中および肝組織中のIL-6、TNFα、HGF濃度は両群において差を認めなかった。
　今後はこれらの研究で得られた結果を発展させ、肝再生機構の細胞内メカニズムを解明できることが期待される。

研究成果の概要（英文）：o investigate the mechanism of liver regeneration, we used anti-mouse IL-6 
antibody (MR16-1) in order to block the signal transduction of IL-6. We performed traditional 70% 
hepatectomy model with or without MR16-1, and obtained regenerated liver and blood samples after certain 
postoperative period.
Remnant livers were more regenerated in terms of liver weight in MR16-1 group than control at 24 hours 
after hepatectomy (P=0.035). PCNA/Ki Index was suppressed in MR16-1 group than control group. IL-6, 
TNFalpha, HGF, and apoptosis index were similar between the two groups.
 The results of this study can be developed further in the next stage of research of analyzing 
intracellular signal transduction for liver regeneration.

研究分野：消化器外科

キーワード： 肝再生　抗IL-6受容体抗体　c-Met
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１．研究開始当初の背景 
 （１）肝切除後に肝再生が起こることは古
くから知られているが、そのメカニズムは依
然として不明な点が多い。現在肝再生は複数
のシグナル経路からの情報が、オーケストラ
の様につながり合い形成されていると考え
られている）。なかでも肝再生のトリガーと
して、IL6 によるシグナル伝達が重要である
ことが近年着目されているが、一方で
HGF/c-MET系によるシグナルも必須のもの
と考えられている。しかしながら肝再生のメ
カニズムを解明するに必要なこの 2 系統が
どのように相互作用しているか、に関しての
研究はこれまでにない。 
 HGF の肝再生作用に関しては、当教室で
の研究で報告した（文献１）通り、肝切除後
の門脈血流および門脈圧の増加により活性
化された Urokinase receptor が肝細胞マト
リックスに存在するHGF 重合体を splicing 
することにより活性化され、さらに肝細胞に
おいて c-met シグナル伝達が活性化され肝
再生のトリガーとなる。同じ動物モデルを用
いて、c-metのコンディショナルノックアウ
トを行った場合にどうなるか、非常に興味深
い。また同時に IL6 系の動きを調べること、
すなわち、HGF/c-met 系と IL6 系を 2 次元
的にとらえることにより、両者の相互作用を
明らかにすることが可能となる。 
 
 （２）さらに本研究のもう一つの着目点で
ある Non-coding RNA は、肝再生機構の調
節因子としてごく最近非常に注目されてい
る。近年の cDNA プロジェクトの成果により、
哺乳類のゲノム中に膨大な数の Non-coding 
RNA が存在することが明らかになってきた
が、タンパク質をコードしているmRNAは
RNA 全体のわずか数パーセントにしかすぎ
ず、大部分はタンパク質をコードしない
Non-coding RNA であり、細胞内で独自の機
能を担っていると考えられている。この
Non-coding のうち、その機能がわかりつつ
ある約 22 塩基ほどからなるマイクロ RNA
（Hepatology 2011;54:609-619）やさらに塩
基数の多い large intergenic RNA
（LINC-RNA）、small nucleolar 
RNA(snoRNA)の遺伝子制御が肝再生に及ぼ
す影響が非常に重要と考えられる。また、細
胞中の Non-coding RNA を含む細胞内物質
は、細胞外に exosome としてあるいは ago2 
蛋白とともに排出され、安定して循環血液中
を経由し他の細胞へ取り込まれることが分
かってきた（文献２、３）。 
 
 （３）本研究は、肝再生の肝細胞内でのシ
グナル伝達と Non-coding RNA の作用機序
を解明することが第一の目的であるが、末梢
血中に移動してくる Non-coding RNA を解
析することにより、非侵襲的な病態診断が可
能となると予想される。さらに、RNA を細
胞内に導入することにより肝再生の

modulation を行うことが可能かどうかを調
べるといった肝再生の制御を目的とした臨
床応用を念頭に本研究を着想した。 
 
２．研究の目的 
（１） 肝再生における、肝細胞内シグナル
伝達系の解析肝切除後の肝再生のメカニズ
ムを、in vitro と in vivo、また肝切除モデル
と門脈肝静脈シャント（PHS）モデルを用い
て、IL-6 系およびHGF/c-met 系の両方の相
互作用に着目して解析する。このために、
Cre-alb/loxP システムを応用することによ
り、肝でのみ発現を抑えるコンディショナル
ノックアウトマウスを用い、肝再生にもっと
も重要と考えられる、IL-6 系および
HGF/c-met 系に対し、シングルノックアウ
ト（SKO）およびダブルノックアウト（DKO）
を作成する。IL-6 系の下流にある STAT3、
Pdk1 や Akt、HGF/c-met 系では c-Met の
下流シグナルである GAB1 のリン酸化、さ
らにはこれらの下流にある、
phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K)、 
PLC-γ などの活性化をしらべる。また、網
羅的遺伝子発現解析法を用いmRNA とマイ
クロ RNAの発現解析さらにネットワーク解
析を行うことで、遺伝子発現レベルでのメカ
ニズムの解明をめざす。 
 
（２） 肝再生による Non-coding RNA の作
用機序の解析作成したコンディショナルノ
ックアウトマウス（SKO、DKO）に対し、
肝切除モデルを施し、その後の肝再生におけ
るマイクロ RNA（miRNA）、LINC-RNA、
snoRNA の発現プロファイルを検討する。ま
た、肝再生に関連するmi-RNA および
LINC-RNA と、肝再生のシグナル伝達系路
の活性化との関連を検討する。さらに、肝再
生促進あるいは抑制するmiRNA、
LINC-RNA および snoRNAを同定し、細胞
内発現量を knock-in、knock-down をするこ
とにより、肝再生の制御を試みる。 
 
（３） Exosome を用いた、末梢血中
Non-coding RNA の解析と肝再生との関連
の検討末梢血から効率的に exosome を抽出
し、この中に含まれる RNA を抽出し、前項
で同定した肝再生と関連して発現上昇する
Non-coding RNA のリストと比較する。末梢
血中でも肝組織と同様に発現上昇する
Non-coding RNA が同定できれば、非侵襲的
な肝再生のマーカーとなる。 
 
３．研究の方法 
(1)コンディショナルノックアウトマウス
（DKO）の作成：Cre-loxP システムを用いて、
ともに Exon16 に存在する c-met、gp130 遺
伝子のコンディショナルノックアウトを作
成する予定であったが、gp130 に関しては、
遺伝子レベルのブロックではなく、HGF にお
いてはc-metを選択的に阻害する分子標的薬
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