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【背景・目的】 

肝臓は再生能を有する臓器であり、肝がんの切除や生体部分肝移植といった外科的治療

は肝再生を期待して行われる。しかしながら、不十分な肝再生によって肝不全・予後不良

がもたらされる例が報告されており、肝再生を積極的に制御する方法論の確立が望まれて

いる。肝再生を抑制する一因として、これまでに動物モデルを用いた検討により肝臓内グ

ルタチオン (GSH) 濃度の減少が示唆されており、臨床では生体部分肝移植に伴う移植片の

冷虚血・再灌流によって肝臓内 GSH 濃度が 30％程度に減少することが報告されている。従

って、臨床における肝臓内 GSH 濃度の減少は肝再生を抑制し、肝移植患者の予後に悪影響

を与えることが想定される。そこで、GSH 濃度の減少が肝再生を抑制する分子メカニズム

の解明を目的として本研究を行うこととした。本研究を通じて得られる GSH 濃度の減少を

原因とした肝再生抑制メカニズムに関する知見は、肝移植の施術に伴って生じる酸化スト

レスへの効果的な対応策を構築し、重症肝疾患患者における治療予後の向上を図る上での

基盤情報になると期待される。 

ラット肝部分切除モデルでは、restriction point を通過する際に重要な cyclin D の誘導が観

察される肝切除後 12 時間から 24 時間 (G1中後期) にかけて、肝臓内 GSH 濃度が増加して

いることが報告されている。そこで本研究では、比較的還元下にあるはずの G1中後期にお
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抑制

(EGF

容体の

合能

観察

され始

る強い

が関与

本研

受容体

cyclin

GSH

対して

 

【方法

cyclin

1-1. 

まず

cyclin

討した

および

れのシ

両経路

か否

PI3K/

は cy

BrdU

胞数

かとな

剤に

され

から、

的な活

に必要

 

、GSH 濃度

されると想定

F) 等の増殖因

の強い活性化

を有する AP

されている。

始める cyclin

い増殖刺激

与している可

研究では、肝

体の c-MET

n D の誘導制

濃度の減少

て及ぼす影響

法・結果】 

n D1 の誘導

持続的な P

ず、c-MET

n D1 の誘導

た。ラット初

び MEK の基

シグナル分子

路の持続的な

か検討した。

/Akt/mTORC

yclin D1 mRN

U 取り込みを

を有意に減

なった (Fig.

関しては有

なかった (F

、PI3K/Akt/m

活性化が肝細

要であること

の減少が cy

定した。cyc

因子の刺激に

化は肝切除後

P-1、NF-B、

。従って、G

n D の誘導に

とは異なっ

可能性が想定

肝再生過程で

に着目し、

制御メカニズ

がその cycli

響を解析した

に重要な、G

PI3K/Akt/mT

下流シグナル

導に増殖シグ

初代培養肝細

基質である E

子も G1中後

な活性が cyc

。cyclin D1

C1 および M

NA の誘導を

を指標とした

減少させるこ

.2)。一方、M

有意な抑制効

Fig.2)。これ

mTORC1 経

細胞の S 期

とが示唆され

yclin D の発

lin D は hep

によって誘導

後一時間以内

、STAT3 な

G1 中期以降

には、肝切除

た二次的な

定される。

で主要な機能

まず G1 中

ズムの解明を

in D の誘導

た (Fig. 1)。

G1中後期にお

ORC1 経路の

ルの PI3K/A

グナル受容後

細胞を用いて

ERK1/2 の経

後期に至るま

clin D1 mRN

の誘導が観

MEK の各阻害

を抑制し、

た S 期肝細

とが明ら

MEK 阻害

効果は観察

れらの結果

経路の持続

期への移行

れた。 

現量上昇に対

patocyte grow

導されること

内に観察され

どの転写因子

降において観

除直後に発生

増殖シグナ

を果たすHG

中後期におけ

を試み、次い

導メカニズム

 

おけるシグナ

の活性化がcy

Akt/mTORC1

の二次的な

て、HGF 刺激後

経時的なリン酸

でリン酸化

NA の誘導お

観察され始め

害剤を添加し

Fig.2  PI3K/A
肝細胞増殖抑
(A) HGF 添加後
(B) HGF 添加後
PI3K inhibitor, 
Rapamycin; M

対して抑制的

wth factor (H

とが知られて

れ、更に cycli

子の活性化は

観察

す

ル

GF

る

で

に

ナル経路の解

yclin D1 の発

1 経路および

シグナル応答

後における

酸化プロファ

されているこ

よび肝細胞の

める HGF 刺

した結果、P

Akt/mTORC1 経路
抑制効果 
後 24 時間時点にお
後 27－30 時間にお
LY294002; Akt inhib

MEK inhibitor, PD980

的に作用する

HGF)、epider

ているが、HG

n D のプロモ

は、肝切除後

解析 

現誘導に必要

び MEK/ERK

答が関与して

mTORC1 の

ァイルを取得

ことが確認さ

の S 期への移

刺激後 12 時

I3K/Akt/mTO

Fig.1 本研究の

路および MEK/ERK

おける cyclin D1 mRN
おけるBrdU 取り込み

bitor, Akt inhibitor Ⅳ
59 

る結果、肝再

rmal growth 

GF および E

モーター領域

後 6 時間以内

要である。 

K 経路に着目

ている可能性

の基質である

得した結果、

された。続い

移行に必要で

時間時点にお

ORC1 の各阻

のスキーム 

K 経路の阻害による

RNA の発現量 
み細胞数の割合 
Ⅳ; mTORC1 inhibito

再生が

factor 

GF 受

域に結

内には

目し、

性を検

S6K1

いず

いて、

である

おいて

阻害剤

る 

or, 



1-2. 

PI3

まず

c-ME

下す

時間時

てい

た。そ

ことが

以降に

HGF

経時的

c-ME

観察

群と

の S期

たため

におけ

非依存

可能性

 

1-3. 

これ

持続的

ため、

キナー

D の発

が in 

 

GSH

2-1. 

GS

まず

た。な

にまで

に減少

リガンド非

3K/Akt/mTO

c-MET の関

ET リン酸化プ

るものの、1

時点以降にお

るか否かを検

その結果、S

が明らかとな

における c-M

添加後 5 時

的なリン酸化

ET は 12、18

されなかった

HGF ウォッ

期への移行割

め、細胞周期

ける c-MET

存的なメカ

性が示唆され

持続的な c

れまでの検討

的な活性化が

、ラット部分

ーゼ阻害剤お

発現量および

vivo 肝再生

濃度の減少

GSH 濃度の

SH 濃度の減

GSH合成酵

なお、BSO は

で減少させた

少させ、その

非依存的な c-

RC1 経路の

関与を検討し

プロファイル

12 時間以降

おける c-ME

検討するため

S6K1 のリン

なった。続い

MET の活性化

時間時点でメ

化プロファイ

8 時間時点で

た (Fig.3)。

ッシュアウト

割合に差異は

期の進行に必

T の持続的な

ニズムを介

れた。 

-MET/PI3K/

討より明らか

が、in vivo 肝

分肝切除モデ

およびmTOR

び S 期肝細胞

においても必

による肝再生

の減少は cyc

少が肝部分切

酵素阻害剤で

は、添加後

た。HGF と同

の抑制効果は

-MET の活性

の持続的な活

した。ラット

ルを取得した

も持続的に

ET の活性が、

め、c-MET キ

酸化、cyclin

いて、PI3K/A

化が、HGF の

ディウム交

イルを取得し

でリン酸化さ

また、HGF

ト群では、肝

は観察されな

必要な G1 中

な活性化は、

介して生じて

Akt/mTORC

かとなった、

肝再生過程に

デルを用いて

RC1阻害剤を

胞数は有意に

必要であるこ

生抑制メカニ

clin D1 の誘導

切除後の in 

あるBSOが

12 時間時点

同時に BSO

は GSH ethyl

性化が、持続

性化をもた

ト初代培養肝

た結果、c-ME

リン酸化され

、PI3K/Akt/m

キナーゼ阻害

n D1 mRNA 発

Akt/mTORC

の曝露に起因

交換を行って

した。その結

されており、

添加

肝細胞

なかっ

中後期

HGF

ている

C1 経路の活性

G1中後期に

おいても重要

て検討を行っ

をそれぞれ投

に減少し、G1

ことが示唆さ

ニズムの解析

導を抑制する

vivo 肝再生

ラット初代培

点で GSH 濃度

を添加した結

l ester (GSHE

Fig.3
アウ
に及

続的な mTOR

らすシグナル

肝細胞におい

ET は HGF 添

れていること

mTORC1 経路

害剤を HGF

発現量、およ

1 経路の活性

因したもので

HGF をウォ

結果、HGF ウ

S6K1 のリン

性化が in vivo

における c-ME

要な役割を果

った。部分肝

投与した結果

1中後期にお

された。 

析 

る。 

を抑制するメ

培養肝細胞の

度を control の

結果、BSO の

E) による G

3 HGF 添加後 5
ウトが、その後の肝
及ぼす影響

RC1 のリン酸

ル入力の起点

いて、HGF 添

添加直後と比

とが明らかと

路の持続的な

刺激後 12 時

よび S 期肝細

性化に寄与す

であるか否か

ォッシュアウ

ウォッシュア

ン酸化プロフ

肝再生に必

ET/PI3K/Akt

果たしている

肝切除後 12 時

果、24時間時

おける c-MET

メカニズムを

の増殖に及ぼ

の 20%に、2

の処理は S 期

GSH の補給に

時間時点における
肝細胞内 c-MET お

酸化をもたら

点を同定する

添加後の経時

比較して強度

となった。こ

な活性化に関

時間時点で添

細胞数が減少

する 12 時間

かを検討する

ウトし、c-M

アウト群にお

ファイルに差

要である。 

t/mTORC1 経

ることを確認

時間時点で c

時点における

T/mTORC1 の

を検討するた

ぼす影響を検

24 時間時点

期肝細胞数を

によってレス

る HGF のウォッシ
および S6K1 のリン

らす。 

るため、

時的な

度は低

この 12 

関与し

添加し

少する

間時点

ため、

ET の

おいて

差異は

経路の

認する

c-MET

cyclin 

の活性

ため、

検討し

で 3%

を有意

スキュ

シュ 
ン酸化 



ーされ

少が、

響を与

処理

mRN

かとな

 

2-2. 

介して

GS

の 発

c-ME

してい

の活性

BSO

活性

子であ

影響

一方、

BSO

こで、

るため

を HG

合は有

害剤

mTOR

回復

濃度の

減少は

性抑制

 

【ま

本研

G1 後

後期に

るこ

れた (Fig. 4

、HGF 添加

与えるか否か

は 12、18 時

NA の発現量

なった (Fig.

GSH 濃度の

て mTORC1

SH濃度の減少

発 現 上 昇 を

ET/PI3K/Akt/

いる可能性が

性に影響を及

添加群では

を制御するシ

ある AMPK

を検討した。

、HGF 添加直

処理群で AM

、G1中後期に

め、BSO の細

GF および B

有意にレスキ

を用いたレ

RC1 の活性

している様

の低下による

は、AMPK

制に起因した

とめ・考察】

研究において

後期までの持

におけるリガ

と、および、

4A)。続いて

後の cyclin D

か検討を加え

時間時点にお

量上昇を抑制

. 4B)。 

の減少は、A

の活性を抑

少がmRNA

抑 制 し た

/mTORC1 経

が想定された

及ぼしている

S6K1 のリ

シグナル経路

を介した経

。その結果、

直後に一過性

MPK のリン

における AM

細胞増殖抑制

BSO 添加後 1

キューされた

レスキュー処

が HGF 添加

子が観察さ

る肝細胞の

の活性化を介

たものである

】 

て私は、HG

持続的な PI3K

ガンド非依存

、③肝細胞内

、GSH 濃度

D1 mRNA 量

えた結果、BS

おける cycli

制することが

AMPK の活性

制する 

レベルで cy

た め 、 cyc

経路の活性化

た。この点を

るか否か検討

ン酸化が減弱

路としては P

路が知られて

BSO の処理

性にリン酸化

ン酸化が 12 時

MPK の活性

制効果に対す

12 時間時点

た。また、AM

処理群におい

加群とほぼ同

れた。従っ

S 期への移

介した mTO

ることが示唆

GF 刺激を受容

K/Akt/mTOR

存的な c-ME

内 GSH 濃度

度の減

量に影

SO の

in D1 

が明ら

性化を

yclin D

clin D の 誘

化に対し、肝

を検証するた

討した。その結

弱しているこ

PI3K/Akt 経路

ているため、

理は Akt およ

化され、その後

時間時点で高

化が細胞増殖

する AMPK 阻

で添加した

MPK の阻

いては、

同程度まで

て、GSH

移行割合の

ORC1 の活

唆された。 

容した肝細胞

RC1 経路の活

ET の活性化

度の減少は、

Fig
(A)
(B)

誘 導 に 重 要

肝細胞内 GSH

ため、まず G

結果、HGF刺

ことが明らか

路、MEK/ER

、GSH 濃度の

よび MEK の

後脱リン酸化

高く維持され

殖の抑制に関

阻害剤の影響

ところ、肝細

胞において、

活性化が必要

が、この経路

AMPK を介

g.4  BSO による肝
) HGF 添加後 27－3
) HGF 添加後 12、1

Fig.5  HGF 添
AMPK のリン

要 な G1 中

H 濃度の低下

GSH 濃度の

刺激後 12時間

かとなった (

RK 経路およ

の減少が各々

の活性に影響

化される AM

れたままであ

関与している

響を検討した

細胞における

①cyclin D

要であること

路の持続的な

介した mTOR

肝細胞増殖抑制効果
30 時間におけるBr
8 時間における cyc

添加後 12 時間時点
ン酸化に対する BSO

中 後 期 に お

下が抑制的に

の減少が mT

間時点におい

(Fig.5)。mT

よび mTOR 抑

々の活性に及

響を与えなか

MPK に関して

あった (Fig.5

る可能性を検

た。AMPK 阻

る S 期への移

D の発現上昇

と、また、②

な活性化に関

RC1 の活性抑

果 
rdU 取り込み細胞数

yclin D1 mRNA の発

点における S6K1 お
SO の影響 

け る

に作用

ORC1

いて、

ORC1

抑制因

及ぼす

った。

ては、

5)。そ

検討す

阻害剤

移行割

昇には

②G1 中

関与す

抑制に

数の割合 
発現量 

および 



よって

を見出

GSH

方法論

治療

が示唆

これ

直後の

が肝

であっ

には

のシ

よびそ

期全般

ると考

明す

て、cyclin D

出した (Fig.

H 濃度および

論を確立する

予後の向上

唆された。 

れまでの肝再

のシグナル解

再生に与え

った。本研究

G1 中後期に

グナル入力が

その分子メカ

般に渡った肝

考えられる。

ることによ

D の発現上昇

.6)。以上の知

び mTORC1

ることが、重

を図る上で

再生に関する

解析や、シグ

る影響につ

究によって、

における増殖

が必要である

カニズムの解

肝細胞内増殖

。今後は、G

り、mTORC

昇を抑制する

知見より、肝

活性を維持

重症肝疾患患

で重要である

る研究は、肝

グナル分子の

ついてのもの

細胞周期の

殖因子受容体

ることが示唆

解析を詳細に

殖シグナル分

GSH 濃度の減

C1 の活性抑

ること

肝臓内

持する

患者の

ること

肝切除

の欠損

のが主

の進行

体から

唆されたこと

に行う際には

分子の活性に

減少によって

抑制を効果的

Fig.
分子

とから、肝再

は、増殖刺激

に対する影響

て AMPK が活

に防ぐ方法論

.6 GSH 濃度の減
子メカニズムの概要

再生を抑制す

激受容直後だ

響を検討する

活性化される

論の確立が期

減少が肝細胞の S 期
要 

するリスク因

だけではなく

ることが重要

るメカニズム

期待される。

期への移行を抑制す

因子お

く、G1

要であ

ムを解

 

する 


