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論文内容の要旨

目的

肝部分切除後に肝再生が起こる現象は古くより知られている。その機序として hepatocyte growth factor (HGF) 、

tumor necrosis factor (TNF)・ α 、 inter1eukin (IL)-6 とし、ったサイトカインが重要な役割を担うことがわかってきた

ものの、その詳細は不明である。一方、肝部分切除後の門脈圧上昇あるいは門脈血流の増加が、肝再生と密接に関連

するとの報告もなされているが、いまだ明確な結論はない。本研究では、ラット門脈肝静脈シャントモデ、ルを考案し、

肝部分切除後の肝再生における門脈血行動態の影響とその機序について検討した。

[ 動物および方法 ]

体重 280""'330 g、生後 9 ""'11 週の WS ラット (RTlk) を用いた。ペントパルピタール麻酔下、左門脈と左肝静脈

を、 16G 留置針を用いたカフを用いて吻合した後、 70%肝切除を行い門脈-肝静脈シャント (PHS) モデ、ルを作成し

た。対照群では 70%肝切除のみを施行した。 PHS 群 (n=24) と対照群 (n=24) の 2 群を作成し、以下の比較をお

こなった。

(1) 血流動態の評価:門脈圧及び下大静脈圧を、 E1ectric manometer (日本光電社製)を用いて開腹時、肝切除終

了時、術後 6 、 12 、 18、 24 時間に測定した。 (2)肝傷害と肝再生の評価:術後 6 、 12 、 18 時間後に動物を採血、安楽

死させ、肝障害の程度を血清 AST、 ALT、 LDH 値及び病理組織像 (H&E 染色、 TUNEL) にて評価した。また、肝

再生を評価するため、残肝重量、肝細胞容積、 PCNA 指数、 BrdU の取り込み率を測定した。さらに肝重量の増加が

肝再生あるいは浮腫によるのかを明らかにするために残肝乾燥重量を測定し、湿重量/乾燥重量比を算出した。 (3)残肝

再生の分子生物学的検討:定量的 RT-PCR 法によるサイトカイン (TNF-α 、 IL-6) 、および Cyclin B の残肝組織に

おける発現量を測定し比較した。 (4)血中、肝組織 HGF濃度の測定:血中及び肝組織 HGF 濃度を、 ELISA キット(特

殊免疫研究所製)を用いて測定した。さらに、以前の研究から活性化 HGF が肝細胞の肥大を引き起こすことが示さ

れていることから、肝組織における HGF の活性化を比較するため、肝組織より蛋白を抽出し、抗ラット HGF 抗体

を用いて Western Blot を行った。

結果

PHS モデルの手術は合計 60 匹に行い、手技成功率は 95%以上で、あった。門脈圧較差(門脈圧-下大静脈圧)は対



照群において開腹時 5.7土 1.0mmHg から 70%肝切除終了時 10.0 :1:1.2 mmHg まで上昇し、その後徐々に低下し術後

18 時間後には術前値に戻った。一方、 PHS 群では観察期間中、門脈圧較差はほぼ一定であり、対照群に比し有意差

を認めた (pく 0.0001、術直後、 pく 0.05 、 6 時間後)九。肝障害は生化学的および

残肝重量は PHS 群でで、は増加がほとんど認められず、術後 12 時間より増加を認めた対照群と比し、術後 12、 18 時間

で有意差を認めた (pく 0.005) 。また、湿重量/乾燥重量比は術後時間に関係なく両群間で、ほぼ一定で、あった。 PCNA

指数、 BrdU 取り込み率は両群で差を認めなかった。 TUNEL 法では PHS 群で術後 24 時間に TUNEL 陽性細胞が増

加していた。また、 IL-6、 TNF-α の mRNA は PHS 群で有意に up-regulate されていた。 HGF の残肝組織内濃度は

両群とも経時的に増加し、差を認めなかった。しかし、 PHS 群では対照群と異なり、 HGF の活性化が認められなか

った。 (p<0.05)

〔総括

門脈血行動態がほぼ一定に保たれる PHS モデルで、は HGF の活性化がみられず、肝細胞の肥大や肝重量の増加がほ

とんど認められなかった。このことから、肝部分切除後の門脈血行動態の尤進状態は肝組織内 HGF の活性化をもた

らし、さらにこの活性化 HGF が肝再生を促進することが示唆された。また、肝切除後の残肝における DNA 合成の

指標では PHS 群と対照群聞で差がなかった。これは、 PHS 群では IL-6、 TNF-α の残肝内 mRNA発現が対照群に比

べ有意に増加した一方で、 PHS 群で活性化 HGF 濃度が上昇しなかったことや Apoptosis が多く認められたことが総

合的に残肝での DNA合成に関与している可能性が考えられた。

以上から、肝切除後早期の門脈血行動態の充進は肝再生に必須であり、それには肝組織内での HGF 活性化が関与

していると考えられた。

論文審査の結果の要旨

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、そのメカニズムについては現在も尚不明な点が多い。

肝再生は Hepatocytegrowth factor (HGF) 、 Interleukin-6 (IL-6) 、 Tumornecrosis factor- α(TNF-α) とし、っ

た成長因子、サイトカインが密接に関与することがわかった一方で、門脈血行動態の肝再生への関与する可能性が報

告されてきた。本研究では、ラットにおける門脈 肝静脈シャントと同時に 70%肝切除を行うモデル (PHS モデル)

を考案し、門脈血行動態の肝切除後肝再生への影響を明らかにすることを目的とした。通常の肝切除のみの対照群で

は、 70%肝切除後門脈圧が約 12 時間にわたって上昇したが、 PHS モデルで、は術後門脈圧がほぼ一定に保たれた。肝

重量の増加は対照群で認められた一方で、 PHS 群ではほとんど認められなかった。この肝重量の上昇は、乾燥重量の

測定から、単なる浮腫ではなく実質の増加と考えられた。 PCNA 指数、 BrDU 取り込み率では両群で差がなく、 DNA

合成は同様に始まっていた。 HGF は血中、肝組織中ともに両群で上昇し、差は認められなかった。一方、肝内活性

型 HGF 濃度は対照群で上昇していたものの、 PHS 群では上昇が認められなかった。肝内 IL-6、 TNF-αmRNA は

術後両群で上昇していたが、 PHS 群で、著明で、あった。以上より肝切除後早期の門脈圧の上昇は肝再生に必須であり、

それには肝組織内での HGF の活性化が関与していると考えられた。本研究は、これまで明らかにされていなかった

門脈圧上昇が HGF の活性化を介して肝再生を促進することを ln げvo で示したもので、肝切除術後肝再生のメカニズ

ムを明らかにする上で重要な研究であり、学位授与に値するものと考える。
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