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はしがき

平成 11年度悪性新生物死亡統計によると肝及び肝内胆管癌の死亡率は、男性

で第 3位、女性で第 5位である。 HCVキャリアが現在 200万人いることから考

えて今後当分肝癌患者の増加が予想される O ドナー確保や費用などの制限の多

い肝移植に次いで、根治的な治療法として肝切除があり、肝切除が治療の確実性

から考えると最も効果の高い治療法であることが、日本肝癌研究会の第 14回全

国原発性肝癌追跡調査報告からも実証されているO しかしながら、慢性肝疾患

を基礎疾患としてもつ肝細胞癌患者において、肝機能からみて肝切除の適応外

となったり、術式の制約を受けることも少なくない。従って、合併症、手術死

亡の少なくなった現在でも、安全に肝切除の行える工夫及び術後の虚血再潅流

障害や肝不全を予防する試みは必要である O 更に慢性肝疾患を背景に持つ肝細

胞癌患者は、治癒切除を施行しえても高率に再発を認めるのが現状で、残月干の

再発には、再切除、局所療法、肝動脈塞栓療法、肝動脈注入化学療法などの集

学的治療で対処しているが、有効な全身化学療法剤は存在しないので、抗癌剤

の感受性を増強させる工夫も必要といえる O

一方、アポトーシスは、発生の過程や正常組織におけるホメオスタシスの維

持に重要な役割を果たしている oBcl-2ファミリーや caspaseファミリーの分子

機構が明らかにされ、 Fasを中心とした deathsignalを介した細胞死シグ、ナノレ

伝達カスケードの研究から DNA断片化に至るアポトーシスの生化学的な機構が

明らかにされてきた。肝疾患においてもウイルス性肝炎、アルコーノレ性肝障害、

胆汁欝滞による肝障害、虚血再潅流障害、移植後の拒絶反応などアポトーシス

の関与が明らかとなったが、治療への応用には至っていなし¥。アボトーシスの

シグ、ナル伝達経路として TNFやFasといった deathsignalやミトコンドリアを



介したアポトーシス実行シグ、ナルへの変換の他に、第 3の経路として虚血、低

酸素、グ、ルコース飢餓などの小胞体ストレスによるアポトーシスシグ、ナルが注

目されているO

小胞体は様々な物理化学的ストレスが小胞体内腔タンパク質の折り畳み異常

という分子構造変化へと変換されることを利用して、ストレスを感知するオノレ

ガネラとしての働きを持つO 小胞体ストレスに対して締胞は unfoldedprotein 

response (UPR)並びに endoplasmicreticulum ~ associated degradation (ERAD) 

と呼ばれる小胞体特異的なストレス応答機構によって異常タンパク質蓄積によ

る小胞体の破綻を回避しようとする。危機管理機構としての UPRやERゆが抗し

きれないような強いストレスは、いまだ未解明の分子機構を介して細胞内シグ

ナノレ伝達へと受け渡され、最終的に個体の危機管理機構としてのアポトーシス

を誘導するO アルツハイマー病や脳虚血でみられる神経細胞死が小胞体を起源

とする細胞死であるという報告が最近散見されるが、肝細胞更には様々な肝疾

患において小胞体ストレスによるアポトーシスに関しての報告は未だない。

肝臓外科において出血のコントロールのために肝流入血管の遮断が必要なこ

とが多いことから、肝切除に伴い残肝は虚血、低酸素といった小胞体ストレス

にさらされることが予想される O また、閉塞性黄症に伴う肝障害に Fas及びミ

トコンドリアを介したアポトーシスが関与していることが明らかにされている

が、上記のアポトーシス経路を遮断しでも肝障害は完全に抑制できないことか

ら第3のアポトーシス経路である小胞体ストレスが関与している可能性がある。

従って小胞体ストレスに伴うアポトーシスを制御することにより虚血再潅流障

害及び閉塞性黄痘に伴う肝障害を抑制するという新しい戦略が、

に対する肝切除の適応拡大に応用されうると考えた。

更に肝癌の化学療法剤耐性にはアポトーシス抵抗性が関与しているが、小胞



体ストレスからみた耐性克服の試みは未だ報告されていなし¥。抗癌剤の感受性

増強のためには小胞体ストレスに対する unfoldedprotein response(UPR)を抑

制し、異常タンパク質の蓄積を制御しアポトーシスを誘導するという新しい抗

癌剤耐性克服の可能性がある。

以上、小胞体ストレスに着目することより肝癌の新しい集学的治療の確立を

目指し、行ってきた研究の成果をここに報告するO
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マウス肝虚血再潅流障害及び閉塞性黄痕に伴う肝障害における小胞体ストレス

とアポトーシスの関与

京都大学医学研究科消化器外科

多田正晴、波多野悦朗、新田隆士、田浦康二朗、猪飼伊和夫、罵原康行

ゴ己主主
主主/7l..

肝虚血再潅流後 50-70弘の内皮細胞及び40-60弘の肝細胞がアポトーシスに陥る

という報告より再潅流後のアポトーシスが肝虚血再潅流障害に重要な役割を果

たしていると考えられてきた。 Caspaseinhibi torによる肝虚血再潅流障害の抑

制実験 (Cursioet a1. FASEB]， 1999)， Bcl-2遺伝子導入による肝虚血再潅流

障害の抑制実験 (Bi1baoet a1. Ann Surg， 1999) は、この考えを支持するも

のであるO しかしながら、アポトーシスの判定基準を厳しくすれば再潅流後の

アポトーシス出現頻度は、肝細胞 O.7丸内皮細胞1.5%とわずかしか認められな

いという報告もあり (Gujra1et a1. Hepato1ogy， 2001)0 このわずかなアポト

ーシスの肝虚血再潅流障害における意義は、依然 controversia1である。

また、胆管結さっそデノレ~こ伴う肝障害には、 Fas による肝細胞アポトーシス

が関与していることが明らかにされたCGastroenterology，117， 1999)。また、胆

管結さつモデ、ルにおける NF-l占の活性化が肝障害を抑制し、胆汁酸により活性

化された PI3KがFasによるアポトーシスを抑制することが報告されている。

目的

一方最近ではアポトーシスの基礎研究で、は小胞体特異的ストレスによるアポト

ーシスシグ、ナノレの発生機構とその神経変性疾患への関わりに関しての研究の進

歩が著しい。本研究は肝臓外科において直面する肝虚血再潅流障害と閉塞性黄

に伴う肝障害での小胞体ストレスとアポトーシスの関与を明らかにすること

を目的とする。



方法と結果

各種ストレスにより小胞体に異常タンハ。クが蓄積されると、 ATF6、PERK、IRElと

いった小胞体膜上のタンパクが活性化され、 CHOP(GADD153)や ]NK回路さらに

ミトコンドリアを介してアポトーシスが起こるといわれている。また、これら

の経路以外にも小胞体膜上の caspase-12を介したアポトーシス経路の存在も知

られている o (図 1) 

GRP78， GFP 94などの分子シャベロンやGADD153は小胞体のストレスマーカー

として知られていることよりこれらの mRNA、タンパクレベノレで、の発現変化を検

討した。更に小胞体ストレスによるアポトーシスの実行因子として caspase-12

のmRNA，procaspase-12のタンパクレベルを検討した。

図1 小胞体ストレスに伴うアポトーシス経路
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1.肝癌細胞株における小胞体ストレスに伴うアポトーシス

ミトコンドリア

争 jJ77てトーシス



これまで肝細胞、肝癌細胞株を用いて小胞体ストレスに伴うアポトーシスを

確認した報告は殆どないことから、まず肝癌細胞株である HuH7を用いて以下の

実験を行った。 Huh7に小胞体ストレスを誘導する thapsigargin(Ca-ATPase阻

害)を 2，5μM添加して 24時間後に細胞を回収した。小胞体ストレスマーカー

である GRP78/94およびprocaspase-12のWesternblottingによると、GRP78の

発現増強と procaspase-12のcleavageを認めた(図 2)0 さらに位相差顕微鏡

によるアポトーシスによる細胞死と DNAladderを確認した(図 3、図 4)。以

上より、肝癌細胞株において thapsigarginは小胞体ストレスとアポトーシスを

誘導することが確認できた。
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図4 DNA ladder 24 hours after TG treatment 
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3. マウス肝臓における小胞体ストレスに伴うアポトーシス

C57BL/6 (6W)マウスにおいて pyrazole(lOOmg/kg)により小胞体ストレスを

誘導した (toxicology，2003:W.Gilomre)o pyrazoleの腹腔内投与後 24hおよび

36hの小胞体ストレスマーカーの発現および caspase-12の活性化の検討を

western blottingにて施行した(図 5) 0 GRP78の発現増強と caspase-12の活

性化を認め、マウス肝において pyrazoleは小胞体ストレスとアポトーシスを誘

導することが確認できた。

図5 pyrazoleによる小胞体ストレスとアポトーシスの誘導
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4.マウス肝虚血再潅流障害モデ、ルにおける小胞体ストレスに伴うアポトーシ

スの検討

C57BL/6 (6W)マウスにおいて全肝70出の 90分間の阻血後再潅流するマウス肝

虚血再潅流障害モデルを作成した。再潅流後 Oh、3h、6h、12h、24h、36h、48h

の阻血葉、非阻血葉を摘出し、小胞体ストレスおよびそれに伴うアポトーシス

に関して検討した(図 6、7、8) 0 阻血葉より mRNAを抽出し RT-PCRを行った

ところ GADD153の発現ののち GRFP78の発現増強が見られた。更にc.aspase-12

mRNAの発現充進を認めた。阻血葉を用いた Westernblottingにおいて GADD153 

の発現充進と proc.aspase-12の発現低下、つまりc.aspase-12の活性化を確認し

た。肝切片を用いた TUNEL染色により再潅流後 6h24hにおいて TUNEL陽性細胞

を認めた。以上よりマウス肝虚血再潅流障害モデ、ルにおいても小胞体ストレス

とアポトーシスが誘導されていることが示された。

図6 マウス肝虚血再潅流障害モデ、ルにおける小胞体ストレスとアポトーシ

スの誘導 (RT-PCR)
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図7 マウス肝虚血再潅流障害モデルにおける小胞体ストレスとアポトーシ

スの誘導 (Western blotting) 
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図8 マウス肝虚血再潅流障害モデルにおけるアポトーシス (TUNEL染色)
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5.マウス胆管結さつモデルにおける小胞体ストレスに伴うアポトーシスの検

討



C57BL/6 (6W)マウスにおいて総胆管を結さつし閉塞性黄痘およびそれに伴う

肝障害を誘導するマウス胆管結さつモデルを作成した。胆管結さつ後 Oh、24h、

48hの肝を摘出し、小胞体ストレスおよびそれに伴うアポトーシスに関して検討

した(図 9、10 、11)。肝より mRNAを抽出し RT-PCRを行ったところ GADD153、

GRP78、procaspase-12mRNAの発現の充進を認めた。さらに Westernblotting 

において GADD153、GRP78の発現允進と procaspase-12の発現低下、つまり

caspase-12の活性化を確認した。肝切片を用いた TUNEL染色により胆管結さつ

後 24h、48hにおいて TUNEL陽性細胞を認めた。以上よりマウス胆管結さつモデ

ルにおいても小胞体ストレスとアポトーシスが誘導されていることが示された。

図9マウス胆管結さつモデルにおける小胞体ストレスとアポトーシスの誘導

(RT-PCR) 

o 24 24 48 48 hrs 

GRP78 

GADD153 

Pro-caspase 12 

s -actin 

図 10マウス胆管結さつモデルにおける小胞体ストレスとアポトーシスの誘

導 (Westernblotting) 
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図11マウス胆管結さつモデルにおけるアポトーシス (TUNEL染色)
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考察

上記の結果よりマウス肝虚血再潅流障害および胆管結さつに伴う肝障害におい

て小胞体ストレスが誘導されることをはじめて示した O また、 肝障害には



caspase-12の活性化とアポトーシスを伴うことを示した。しかしながら、小胞

体ストレスに伴うアポトーシスがどの程度肝障害に関与しているかは現時点で

は不明である。現在 GADD153ノックアウトマウスを用いた検討を始めており、

GADD153ノックアウトマウスで肝障害が軽減しておれば小胞体ストレスによる

アポトーシスの関与は大きいといえる O 臨床的にはこれらの小胞体ストレスに

よるアポトーシスシグ、ナル伝達経路を遮断する阻害剤が有用となる可能性があ

る。
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