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緒言 
 

① 論文の背景 

肝移植は現時点では末期肝不全に対する唯一の根治療法である。しかし、

ドナー不足は世界共通の問題であり、脳死ドナ－が少ない本邦では特に深刻

である。移植を受けられずに死亡する患者が増加している現状を打開すべく、

ドナー源拡大のための方策が研究されてきた。心停止ドナー ( DCD；

Donation after cardiac death ) の利用はこのドナー源拡大のために近年試み

られている方法であり、欧米では約 20%のドナー供給の増加が見込まれて

いる 1。しかし、肝移植後の 3 年グラフト生存率は脳死 ( 74.4% )、生体 

( 82.9% )と比べ、心停止ドナーを利用した肝移植では 63.3%とその成績は不

良である 2。 

DCD グラフトの成績が不良である原因として虚血再灌流障害が挙げられ

る 3。グラフトは、温虚血により活性酸素種の産生、NF-κB や AP-1 の核内

移行、ミトコンドリア障害、ATP の減少、微小循環障害、プロテアーゼの

活性化の初期段階が進行する。さらに、再灌流後には微小循環障害、酸化ス

トレス、サイトカインや脂質メディエータの産生が相互作用して急激に進行

し、アポトーシス/ネクローシスが惹起される 4-6。虚血再灌流障害はタンパ

ク合成や細胞増殖 ( 再生 ) も阻害し 7、術後早期のグラフト機能障害を惹

起すると共に、免疫原性の亢進を介して急性、慢性拒絶のカスケードを促進

する 8,9。それ故、DCD グラフトの利用 ( ドナー源拡大 ) と術後成績向上

を達成するためには、虚血再灌流障害の軽減が重要な方策の一つとなる。虚

血再灌流障害の急性期には生存・抗アポトーシス・細胞増殖のシグナルの動

態が重要であり、Akt が mTOR-p70s6k、Bcl2 family、Cyclin D1 や STAT3 の

活性制御に主要な役割を担っている 10-12。 

硫化水素 ( Hydrogen sulfide; H2S ) は 500～1000ppm 以上の吸入により肺

水腫、神経麻痺、昏睡などを来して死に至る有毒ガスとして知られているが
13、近年では神経機能の保護作用や血管平滑筋の弛緩作用が報告され 14-16、

一酸化窒素、一酸化炭素とともに医療用ガスとして注目されている。  

硫化水素の投与によりラットやマウスの心臓 17、腎臓 18、肺 19、小腸 20、

肝臓 21-24 の虚血再灌流障害が軽減され、炎症性サイトカインの発現やアポ

トーシスを抑制できることが報告されている。心筋や脳の虚血再灌流におい

て、硫化水素は PI3K/Akt/p70S6k カスケードの増強や NF-E2-related factor 2 

( Nrf2 ) の核内移行促進によって障害を軽減する 25,26。一方、肝温虚血再灌

流に対する障害軽減効果は報告されているものの、心筋や脳と同様の作用機
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序かは明らかではない。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

硫化水素の臓器保護作用の機序として、タンパク修飾、      

イオンチャネルの調節、PI3K-Akt 経路を介した抗アポトーシス効果、

Nrf2 を介した抗酸化効果、ミトコンドリアを介した代謝の調節などが

報告されている。 

 

② テーマに関して何がわかっていて何がわかっていないのか  

わかっていること： 硫化水素は各種臓器で抗酸化、抗炎症、抗アポトー

シス作用、Akt のリン酸化を促進する作用があり、虚血再灌流障害を軽減す

図 1. H2S の保護作用（ 文献 26 の図を改変 ） 
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る。脳では PI3K/Akt/p70S6k カスケードを増強させ、心臓では Nrf2 の核内

移行を促進させる。 

わかっていないこと： 肝虚血再灌流障害において、硫化水素が

PI3K/Akt/p70S6k カスケードを増強させるか、Nrf2 の核内移行を促進するか、

肝再生に影響を与えるか、は明らかではない。 

 

本研究の目的は硫化水素による肝温虚血再灌流障害の軽減効果を担う細

胞内シグナル伝達を明らかにすることである。具体的には、抗酸化、抗炎症、

抗アポトーシス、肝再生などのカスケードに対する硫化水素の影響を明らか

にすることである。 
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略語表 
本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。  

 

ALT   Alanine aminotransferase 

CO   Carbon monoxide（ 一酸化炭素 ） 

DCD     Donation after cardiac death（ 心停止後ドナー ） 

ET-1      Endothelin-1 

GSH      Glutathione 

4-HNE    4-hydroxy-2-nonenal 

HO-1     Heme oxygenase-1 

H2S      Hydrogen sulfide（ 硫化水素 ） 

IL-6      Interleukin-6 

Keap-1    Kelch-like ECH-associated protein 1 

MDA     Malondialdehyde 

mTOR    Mammalian target of rapamycin 

NaHS     Sodium hydrogen sulfide（ 硫化水素ナトリウム ） 

Na2S    Sodium sulfide ( 硫化ナトリウム ) 

NF-κB   Nuclear factor-kappa B  

Nrf2      NF-E2-related factor 2  

PCR   Polymerase chain reaction 

PDK-1    Phosphoinositide-dependent kinase 1 

PI3K     Phosphoinositide 3 kinase 

PTEN     Phosphatase and tensine homolog 

PTP       Permeability transition pore 

PVDF     Polyvinylidene difluoride 

p70s6k    70-kDa Ribosomal protein S6 kinase 

ROS      Reactive oxygen species（ 活性酸素種 ） 

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

STAT3   Signal transducer and activator of transcription 3 

TLR-4   Toll-like receptor-4 

TNF-α   Tumor necrosis factor α 

TRX-1   Thioredoxin-1 

TUNEL    Terminal dUTP nick end-labeling 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate
http://en.wikipedia.org/wiki/Polyacrylamide
http://en.wikipedia.org/wiki/Gel_electrophoresis
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実験方法 
薬品と試薬 

硫化水素の供与体である硫化水素ナトリウム ( NaHS ) 27 および入手先を

記載していない試薬は和光純薬株式会社(Osaka, Japan)より購入した。それ以

外の薬品・試薬については本文中に購入元を記載した。入手先の記載がない

抗体は Cell Signaling Technology ( Beverly, MA ) より購入した。 

 

動物 

本研究は「北海道大学動物実験に関する規定」に従い、動物実験計画書を

作成し、北海道大学動物実験委員会の承認の下で実施した。10-12 週齢の雄

性 C57BL/6J マウスを三協ラボサービス株式会社 ( Tokyo, Japan ) より購入

し、体重が 25-30g のものを使用した。マウスは購入後、2 週間定常環境

( 23±2℃、湿度 50±10%、明期 12 時間/暗期 12 時間 ) で飼育し、水、餌 ( MF; 

オリエンタル酵母工業株式会社, Tokyo, Japan ) を自由に摂取させた。 

 

肝部分温虚血再灌流モデル 

マウスは一晩の絶食の後、イソフルランの吸入による全身麻酔を施行し、

腹部正中切開で開腹した。中央、左外側葉の門脈を脳動脈瘤クリップで遮断

し、70%肝部分温虚血とした 28。虚血中は閉腹し、麻酔から覚醒させた。再

度全身麻酔後に開腹し、門脈遮断から 45、60、75、90 分後に、クリップを

外して血流を再開させた。非虚血葉は切除しなかった。 

 中央、左外側葉の門脈を脳動脈瘤クリップで  

遮断し、70%肝部分温虚血とした。 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                

 

実験プロトコール 

予備実験として、①虚血時間を 45 分、60 分、75 分、90 分とし、マウス

の 1 週生存率と血清 Alanine aminotransferase ( ALT ) 活性を評価した ( 各

図 2. 肝部分温虚血再灌流モデル 
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n=6 ) 。②75 分温虚血モデルにおいて、NaHS の投与量を検討した。投与量

を 0.5 mg/kg、1.0 mg/kg、3.0 mg/kg とし、ALT 活性を評価した ( 各 n=6 ) 。 

予備実験の結果より、本実験では NaHS の投与量は 1.0 mg/kg とし、実験群

は 3 群に分けた ( 各 n=6 ) 。 

NaHS (+) 群: NaHS を生理食塩水に溶解し、再灌流 10 分前に陰茎背静脈か

ら静脈注射した。NaHS 溶液は用時調製とした。 

NaHS (-) 群: 生理食塩水を陰茎背静脈から静脈注射した。  

Sham 群: 門脈を遮断せずに同様の手術操作のみを行った。 

マウスは再灌流 3 時間後 ( R3h ) 、6 時間後 ( R6h ) 、24 時間後 ( R24h ) 

に犠牲死させた ( 各 n=6 ) 。 

 

サンプルの採取 

肝虚血葉を採取し、直ちに-80 ℃で保存した。一部は 10% ホルマリンで

固定し、パラフィン包埋試料とした。採取した血液から血漿を分離し、直ち

に-80 ℃で保存した。 

 

病理組織学的評価 

R6h の肝組織のパラフィン包埋切片をヘマトキシリン・エオジン染色後に、

光学顕微鏡で観察した。Suzuki らの方法に準じて類洞のうっ血 [ 0-4 ] 、肝

細胞質の空胞化 [ 0-4 ] 、肝実質の壊死 [0-4] をスコア化し、合計点数を比

較した 29。組織障害の評価は一人の病理医が盲検下で行った。 

 

血漿 ALT の評価 

R6h の血漿中の ALT 活性を日立自動分析装置 7020 ( 株式会社日立ハイテ

クノロジーズ, Tokyo, Japan ) で測定した。 

 

血漿中の炎症性サイトカインおよびケモカインの評価  

R3h、R6h の血漿中の TNF-α、IL-6、IL-1β、IFN-γ、IL-17、IL-23 および

CD40L を Bioplex ( Bio-Rad, Hercules, CA ) を用い、ELISA 法にて定量した。 

 

ウエスタンブロット法による評価 

-80 ℃で保存した R6h の肝組織を、10 倍容の lysis buffer でホモジナイズ

し、遠心後( 1000xg、10 分 ) の沈殿を核画分、上清を細胞質画分とし、-80 ℃

で保存した。lysis buffer の組成は以下の通りである：Tris HCl ( 25 ) ( pH 7.5 ) 、

NaCl ( 150 ) 、EDTA-2Na ( 5 ) 、NaF ( 10 ) 、sodium orthovanadate ( 10 ) 、 1% 
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Nonidet P-40、100x protease inhibitor cocktail ( Sigma-Aldrich, St. Louis, MO )。

タンパク濃度は BCA Protein Assay Kit ( Thermo Scientific, Rockford, IL ) を用

いて測定した。 

タンパク抽出液に Sodium dodecyl sulfate ( SDS ) polyacrylamide gel 

electrophoresis ( PAGE ) sample buffer を添加し、95 ºC で 5 分間煮沸し、タン

パクを denature した。Any-kD pre-cast gel ( Bio-Rad ) を用いて、各 well あた

り 40 ug のタンパクを測定に供した。常法の如く、SDS polyacrylamide gel 

electrophoresis ( SDS-PAGE ) で展開し、Polyvinylidene difluoride ( PVDF ) 膜

へ転写した。1 次抗体の希釈液にて室温で 60 分静置した。その後、2 次抗体 

( horseradish peroxidase ( HRP ) -conjugated anti-rabbit IgG 抗体 ) と室温で

45 分静置した。各抗体の希釈倍率は以下の通りである：

phospho-Phosphoinositide-dependent kinase-1 ( p-PDK-1 ) 、phospho-Akt ( p-Akt 

Ser473)、phospho-Mammalian target of rapamycin ( p-mTOR ) 、

phospho-p70-kDa Ribosomal protein S6 kinase (p- p70s6k ) 、Cleaved caspase-3、

Heme oxygenase-1 ( HO-1 ) ( Abcam, Cambridge, UK )、Thioredoxin-1 

( TRX-1 ) 、Nrf2 、β-actin 、GAPDH 、Lamin B1 は全て 1:1000；2 次抗体

は 1:5000。 

メンブレンに化学発光検出試薬 West Dura ( Thermo Scientific ) を添加し、

化学発光検知器 Chem Doc XRS® ( Bio-Rad ) を用いてバンドの濃度を測定

した。タンパク量は、β-actin、GAPDH もしくは Lamin B1 量により補正し、

得られた値をさらに Sham 群の平均値に対する%で表わし、比較した。 

ただし、Nrf2 については Sham 群の核内移行がほとんどみられなかったので、 

NaHS(-) 群と NaHS (+)群の定量とした。 

  

アポトーシスの評価 

R24h の肝凍結切片を 95% エタノールと 4% パラホルムアルデヒドで固

定し、蛍光 TUNEL staining kit ( Promega, Madison, WI ) を用いて染色した。

プレパラートは Prolong Gold anti-fade reagent with DAPI ( Molecular Probes 

Inc., Eugene, OR ) でマウントし、蛍光顕微鏡 BZ-9000 ( Keyence Japan, Osaka, 

Japan ) を用いて観察した。TUNEL 陽性細胞数を DAPI 陽性細胞数で除して

apoptotic index を算出した。各サンプルを 4 視野観察し、その平均値を比較

した。 

 

肝組織過酸化脂質の評価 

R6h の肝組織の Malondialdehyde ( MDA ) + 4-hydroxy-2-nonenal ( 4-HNE )

http://en.wikipedia.org/wiki/Sodium_dodecyl_sulfate
http://en.wikipedia.org/wiki/Polyacrylamide
http://en.wikipedia.org/wiki/Gel_electrophoresis
http://en.wikipedia.org/wiki/Gel_electrophoresis
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を LPO586 kit ( Oxis International, Foster City, CA ) を用いて測定した。肝組

織を butylated hydroxytoluene ( 0.05% ) 含有 Tris-HCl ( 20 mM ) でホモジナイ

ズした。ホモジネートを 4 ℃、3000xg で 10 分間遠心した。引き続いて、上

清を試薬とインキュベート後、上清の吸光度を測定した。データは nmol 

4-HNE equivalent per mg of wet tissue weight で換算した。  

 

肝組織の免疫染色による評価 

① Nrf2 染色 

R6h の肝組織の凍結切片を 95% エタノールおよび 1% ホルマリンで固定

後、脱水、透徹処理した。引き続いて、3% 牛血清アルブミンでブロッキン

グし、ウサギ抗 Nrf2 抗体 ( Abcam ) ( 1:250 ) で室温、1 時間インキュベート

した。その後、Alexafluor488-conjugated goat anti-rabbit IgG 抗体 ( Molecular 

Probes Inc. ) ( 1:500 ) で室温、45 分インキュベートした。Prolong Gold 

anti-fade reagent with DAPI ( Molecular Probes Inc. ) で封入後、蛍光顕微鏡

BZ-9000 ( Keyence Japan ) を用いて観察した。無作為に 4 視野を観察し、Nrf2

陽性肝細胞数を DAPI 陽性肝細胞数で除して数値化した。 

② PCNA 染色 

R24h のパラフィン包埋切片をマウス抗 PCNA 抗体 ( DAKO Japan, Tokyo ) 

( 1:300 ) でインキュベートし、streptavidin, DAB substrate ( LSAB 2 system 

HRP; DAKO Japan ) で可視化した。核はヘマトキシリンで染色し、蛍光顕微

鏡 BZ-9000 ( Keyence, Japan ) を用いて観察した。無作為に 4 視野観察し、

PCNA 陽性肝細胞数を肝細胞数で除して数値化した。 

 

統計学的解析 

数値は平均±標準偏差で示した。ｔ検定もしくは片側 ANOVA で有意差を

検定した。p 値は 0.05 未満を有意とした。統計解析には Stat View 5.0 for 

Windows ( SAS Institute Inc., Cary, NC ) を使用した。 
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実験結果 

 

予備実験 

① 肝部分温虚血再灌流モデルの生存率 

肝部分温虚血再灌流モデルにおいて ( 各 n=6 ) 、虚血時間 45 分群、60

分群の 1 週生存率は 100%、75 分群では 67%、90 分群では 33%であった。 

虚血時間 45 分群および 60 分群の 1 週生存率は 100%、75 分群では 67%、

90 分群では 33%である。 

 

② ALT 

1) 虚血時間毎の血漿 ALT 活性 ( R6h ) 

R6h の ALT 活性は虚血時間 45 分群では、11408±2203 Ｕ/L、60 分群で

は 13475±2140 Ｕ/L、75 分群では 18338±3719 U/L、90 分群では 24437±3195 

U/L であった。 

 

図 3. 1 週生存率 
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図 4. 虚血時間毎の血清 ALT ( R6h ) 

再灌流 6 時間後の ALT 活性は虚血時間 45 分群では、11408±2203 Ｕ/L、

60 分群では 13475±2140 Ｕ/L、75 分群では 18338±3719 U/L、90 分群では

24437±3195 U/L である。 

 

ALT 値や生存率は諸家の論文でもばらつきがあるが、本実験の結果は諸

家の報告 31-33 と矛盾しない範囲にあり、実験モデルとして妥当性が示され

た。これらの結果から、薬効の評価には 75 分虚血モデルが適切と考えられ、

以後の検討を行った。 

 

 

 

2) NaHS 投与量毎の血漿 ALT ( 75 分虚血モデル R6h ) 

虚血時間 75 分の肝部分温虚血再灌流モデルにおいて、R6h の ALT は、無

治療群 ( NaHS 0 mg/kg ) で 18338±3719 U/L、0.5 mg/kg では 11461±4078 Ｕ

/L、NaHS 1.0 mg/kg では 5586±3301 であった。3.0 mg/kg では 6649±3778 U/L

であったが、6 例中 3 例で投与直後に呼吸が停止し、硫化水素の毒性と考え

られた。これらの結果から NaHS の至適投与量を 1.0 mg/kg とし、以後の検

討を行った。 
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再灌流 6 時間後の ALT は、無治療群 ( NaHS 0 mg/kg ) で 18338±3719 U/L、

NaHS 0.5 mg/kgでは 11461±4078 Ｕ/L、NaHS 1.0 mg/kgでは 5586±3301、NaHS 

3.0 mg/kg では 6649±3778 U/L である。 

 

 

本実験 

① 肝障害 

 R6h の肝組織を比較した。Sham 群ではほぼ正常であった ( 図 6A )が、

NaHS (-) 群では炎症細胞浸潤、うっ血、肝細胞の空胞化が著明であった(図

6B)。NaHS (+) 群では、これらの変化が軽減された ( 図 6C ) 。肝障害スコ

アは Sham 群 (2.2±1.2 ) と比べ、NaHS (-) 群では有意に上昇したが

( 11.7±0.5 ) 、NaHS (-)群に比べ NaHS (+) 群では有意に低下した ( 6±1.9 ) 

( p<0.05 ) ( 図 6D ) 。 

 

 

 

 

 

図 5. NaHS 投与量毎の血漿 ALT 
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図 7. 肝逸脱酵素 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（A）Sham 群: ほぼ正常である。（B）NaHS (-) 群: 炎症細胞浸潤、うっ血、

肝細胞の空胞化が著明である。（C）NaHS (+) 群: 炎症細胞浸潤、うっ血、

肝細胞の空胞化は軽減されている。(D) 肝障害スコアは Sham 群 (2.2±1.2 ) 

と比べ、NaHS (-) 群では有意に上昇しているが( 11.7±0.5 ) 、NaHS (-)群に

比べ NaHS (+) 群では有意に低下している ( 6±1.9 ) ( p<0.05: * NaHS(-) 群 

vs NaHS(+) 群, ** vs Sham 群 ) 。 

 

R6h の血漿 ALT 活性を比較すると、Sham 群では低値であったが 

( 388±92 U/L ) 、NaHS (-) 群では有意に上昇した ( 18338±3719 U/L ) 。NaHS 

(+) 群では NaHS(-) 群に対して ALT の上昇は有意に軽減した ( 5586±3301 

U/L ) ( p<0.05 ) ( 図 7 )。 

 

 

血漿 ALT 活性：Sham 群では低値である

( 388±92 U/L )が 、NaHS (-) 群では有意に上

昇している ( 18338±3719 U/L ) 。NaHS (+) 群

では NaHS(-) 群に対して ALTの上昇は有意に

軽減している ( 5586±3301 U/L ) ( p<0.05: * 

NaHS(-) 群 vs NaHS(+) 群, ** vs Sham 群 ) 。 

 

 

 

図 6. 病理組織学的所見 
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② サイトカイン・ケモカイン 

R3h：Sham 群と比べ NaHS(-) 群では血漿中 TNF-α ( 図 8A ) 、IL-6 ( 図

8B ) 、IL-1β ( 図 8C ) 、IFN-γ ( 図 8D ) 、IL-23 ( 図 8E ) 、IL-17F ( 図 8F ) 、

CD40L ( 図 8G ) は有意に上昇した。NaHS(+) 群では、これらの上昇は有意

に抑制された ( p<0.05 ) 。 

R6h：Sham 群と比べ NaHS(-) 群では血漿中 IL-6 ( 図 8B ) 、IL-1β ( 図 8C ) 、 

IFN-γ ( 図 8D ) 、IL-23 ( 図 8E ) 、IL-17F ( 図 8F ) 、CD40L ( 図 8G ) は有

意に上昇した。NaHS(+) 群では IL-6 ( 図 8B ) 、IL-1β ( 図 8C ) 、IFN-γ ( 図

8D ) 、IL-23 ( 図 8E ) の上昇は有意に抑制された ( p<0.05 ) 。 
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図 8. 血漿中サイトカイン、ケモカイン  

(A) TNF-α: 再灌流 3 時間後で NaHS(-) 群

は Sham 群と比べ有意に上昇している。

NaHS(+) 群では上昇が有意に抑制されてい

る。再灌流 6 時間後では、NaHS(-) 群と

NaHS(+) 群はほぼ同様であり Sham 群と同

じ程度である。（B）IL-6、(C) IL-1β、(D) IFN-γ、

（E）IL-23: 再灌流 3 時間後、6 時間後とも

に、NaHS(-) 群は Sham 群と比べ有意に上昇

している。NaHS(+) 群では、再灌流 3 時間

後、6 時間後ともに上昇が有意に抑制されて

いる。（F）IL-17F、(G) CD40L: 再灌流 3 時

間後、6 時間後ともに、NaHS(-) 群は Sham

群と比べ有意に上昇しているが再灌流 3 時間後で NaHS(+) 群では上昇が有

意に抑制されている( p<0.05: * NaHS(-) 群 vs NaHS(+) 群, ** vs Sham 群 ) 。 

 

 

 

③ 生存シグナル 

R6h の生存シグナル：phosphorylated PDK-1 ( p-PDK1-Ser241 ) 、Akt  

( p-Akt-Ser473 ) 、mTOR ( p-mTOR-Ser2448 ) 、p70S6k ( p-p70S6K-Ser371 ) をウ

エスタンブロット法で評価した。  

p-PDK1：Sham 群と比較すると、NaHS(-) 群では著明に低下したが、NaHS(+)

群では、低下が有意に抑制された ( p<0.05 ) ( 図 9A ) 。 

p-Akt：Sham 群と比較すると、NaHS(-) 群では低下傾向であったが、NaHS(+) 

群では、Sham 群よりもむしろ増強された ( p<0.05 ) ( 図 9B ) 。 

p-mTOR、p-p70S6k：Sham 群、NaHS(-) 群はほぼ同等であったが、NaHS(+) 

群では有意に増強された ( p<0.05 ) ( 図 9C、D ) 。 
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(A) p-PDK1：Sham 群と比較すると、NaHS(-) 群では著明に低下して

いるが NaHS(+)群では、低下が有意に抑制されている。(B) p-Akt：Sham 

群と比較すると、NaHS(-) 群では低下傾向であるが、NaHS(+) 群では、

Sham 群よりもむしろ増強されている。(C) p-mTOR、(D) p-p70S6k:  

Sham 群、NaHS(-) 群はほぼ同等である、NaHS(+) 群では有意に増強

されている( p<0.05: * NaHS(-) 群 vs NaHS(+) 群, ** vs Sham 群 ) 。 

 

 

        

                                                                                                                                                                                                                                                                                                

図 9.生存シグナル 
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④ アポトーシス 

Sham 群では TUNEL 陽性細胞はほとんど認めなかった  ( 図 10A、D ) 。

NaHS(-) 群では多数の TUNEL 陽性細胞を認めたが ( 図 10B、D ) 、NaHS(-) 

群に比して NaHS(+) 群では、TUNEL 陽性細胞の割合は有意に低下した 

( p<0.05 ) ( 図 10C、D ) 。 

 

 

（A）Sham 群: TUNEL 陽性細胞はほとんど認めない。(B) NaHS(-) 群: 多数

の TUNEL 陽性細胞を認める、（C）NaHS(+) 群: TUNEL 陽性細胞の割合は

低下している。（D）Apoptotic index: NaHS(-) 群と比較して、NaHS(+) 群で

有意に低下している( p<0.05: * NaHS(-) 群 vs NaHS(+) 群, ** vs Sham 群 ) 。 

 

 

 

 

Cleaved caspase-3 は、Sham 群と比較し NaHS(-) 群では著明に増加したが、

NaHS(+) 群では、Cleaved caspase-3 の増加は有意に抑制された ( p<0.05 ) 

( 図 11 ) 。 

 

図 10. TUNEL染色 
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Sham 群と比較し NaHS(-) 群

では著明に増加しているが、

NaHS(+) 群では、Cleaved 

caspase-3 の増加は有意に抑制

されている( p<0.05: * NaHS(-) 

群 vs NaHS(+) 群, ** vs Sham

群 )。 

 

 

 

 

 

⑤ 酸化ストレス 

R6h の肝組織中の過酸化脂質 [ Malondialdehyde ( MDA ) と 

4-hydroxy-2-nonenal ( 4-HNE ) の和 ] を測定した。Sham 群 と比べ、NaHS(-) 

群では MDA + 4-HNE は著明に増加したが、NaHS(+) 群では増加は有意に抑

制された ( p<0.05 ) ( 図 12 ) 。 

 

 

Malondialdehyde ( MDA ) + 

4-hydroxy-2-nonenal ( 4-HNE ):  Sham 群 

と比べ、NaHS(-) 群では MDA + 4-HNE は

著明に増加しているが、NaHS(+) 群では

増加は有意に抑制されている( p<0.05: * 

NaHS(-) 群 vs NaHS(+) 群, ** vs Sham

群 )。 

 

 

 

 

 

図 11. Cleaved caspase-3 

図 12. MDA + 4-HNE 
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R6h の Nrf2 の核内移行と、Nrf2 によって転写が促進される Heme  

oxygenase-1 ( HO-1 ) 、Thioredoxin-1 ( TRX-1 ) を評価した。 

免疫染色では Nrf2 の核内移行は、Sham 群ではほとんど見られなかった

が、NaHS(-) 群では軽度に認められ、NaHS(+) 群では著明に増強した ( 図

13A ) 。核タンパクのウエスタンブロットでも同様に、Sham 群では核内に

Nrf2 はほとんど存在しなかったが、NaHS(-) 群では核内の Nrf2 は増加し、

NaHS(+) 群ではさらに有意に増加した ( p<0.05 ) ( 図 13B ) 。 

 

 

（A）Nrf2 の核内移行は、

Sham 群ではほとんど見ら

れていないが、NaHS(-) 群

では軽度に認められ、

NaHS(+) 群では著明に増強

している。(B) Sham 群では

核内に Nrf2 はほとんど存在

していないが、NaHS(-) 群

では核内の Nrf2 は増加し、

NaHS(+) 群ではさらに有意

に増加している 

( p<0.05: * NaHS(-) 群 vs 

NaHS(+) 群)。Sham 群は定量できなかったので、NaHS(-) 群と NaHS(+) 群

を定量して比較した。 

 

 

図 13. Nrf2 の核内移行 
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HO-1、TRX-1 ともに NaHS(+) 群では NaHS(-) 群よりも有意に発現が増強

した ( p<0.05 ) ( 図 14A、B ) 。 

 

 

 

（A）HO-1、(B) TRX-1: NaHS(+) 群では NaHS(-) 群よりも有意に 

発現が増強している( p<0.05: * NaHS(-) 群 vs NaHS(+) 群, ** vs Sham 群 )。 

 

 

⑥ 細胞増殖 

R24h の肝細胞増殖を PCNA 染色で評価した。Sham 群では肝細胞の PCNA

陽性率は 47±14% であった。PCNA 陽性率は NaHS(-) 群では減少したが 

( 13±15% ) 、NaHS(+) 群では NaHS(-) 群に比して有意に増加した 

( 63±14% ) ( p<0.05 )。 

 

図 14. HO-1 と TRX-1 の発現 
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(A) Sham 群: PCNA 陽性肝細胞(黒矢印)を認める。(B)NaHS(-) 群：PCNA 陽

性肝細胞は減少している。(C) NaHS(+) 群：PCNA 陽性肝細胞が NaHS(-) 群

よりも増加している。（D）PCNA 陽性率: Sham 群では 47±14% 、NaHS(-) 群

では 13±15%と減少し、NaHS(+) 群では 63±14%と NaHS(-) 群に対して有意

に増加している( p<0.05: * NaHS(-) 群 vs NaHS(+) 群, ** vs Sham 群 )。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 15. PCNA 染色 
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考察 
本研究ではマウス肝温虚血再灌流障害に対する NaHS の肝保護効果が、

PDK-1、Akt、mTOR、p70s6k 等の生存シグナル分子のリン酸化増強作用に

よるものであることを明らかにし、既報の組織障害、アポトーシス、酸化ス

トレス、炎症の軽減効果に部分的に関与することを示した。これらの保護効

果には Nrf2 の核内移行の促進と、引き続く HO-1、TRX-1 の発現増強による

抗炎症、抗酸化作用が関与することも示した。また、NaHS 投与により、障

害肝の再生が促進されることが示唆された。 

硫化水素 ( H2S ) は肝臓、腎臓、血管、脳、神経ではシステインから産生

されて生理活性を有し 30、肝臓 21-24 や他臓器 17-20 で虚血再灌流障害を軽減す

ることが報告されている。本研究の結果はこれらの報告と良く合致していた。

肝温虚血再灌流障害における炎症反応は主として虚血中のクッパー細胞と

肝細胞によって惹起され 5,6、産生された TNF-α や IL-6、IL-1β がこれらの細

胞に autocrine, paracrine に作用し、浸潤した白血球の活性化と相まって、さ

らなる活性酸素種 ( ROS ) やプロテアーゼの放出を促進し、細胞死に至る
6,7。それ故、早期に多種のサイトカインの産生を抑制することが、その後の

障害を軽減するためには重要である。  

心停止ドナー ( Donation after cardiac death：DCD ) 肝の移植後には、血清

TNF-α、IL-17 の上昇と CD154 陽性 T 細胞の増加が見られ 31、IL-23 や Th17

細胞 ( NK・NKT・γδT 細胞 ) が抗原非特異的免疫、獲得免疫の制御に主要

な役割を担う 32。また、肝温虚血再灌流障害において IL-23 はクッパー細胞

やCD4+/Th17細胞を刺激し、産生された IL-6は Th17細胞を活性化して IL-17

を放出させ、好中球の集積を促進する 33。CD40-CD40L ( CD154 ) は肝細胞

における酸化ストレス由来のアポトーシスを誘導する 34。 

本研究では、血漿中の TNF-α、IL-6、IL-1β、IFN-γ、IL-17、IL-23 や可溶

性 CD40L ( CD154 ) が再灌流 3 時間以内に増加し、NaHS 投与によってこれ

らが全て抑制された。これらの結果は上記の報告と矛盾せず、IL23-IL17 の

抑制が肝温虚血再灌流障害を軽減することが再確認された 35。CD40L は肝

虚血再灌流障害を増悪させることが知られており 34、その主要な供給源は活

性化された血小板である 36。本研究では再灌流後 3 時間で種々のサイトカイ

ン、ケモカインの放出がみられ、血小板の活性化により CD40L が高値に保

たれ 5、硫化水素はその初期段階を阻害したと考えられる。 

酸化ストレスは肝虚血再灌流障害においてもう一つの重要な要素である
5-7。類洞内皮細胞の酸化傷害は Endothelin-1 ( ET-1 ) 産生を促進し、微小循
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環障害を引き起こす 37。硫化水素の抗酸化作用は、1) 活性酸素種に対する

直接的な消去活性 38、2) ミトコンドリア呼吸鎖の可逆的な阻害 39、3) シス

チン-システイン輸送の増強を介したグルタチオン ( GSH ) 産生の増加 40、

4) Nrf2 を介した抗酸化・抗炎症タンパクの発現 30、によって説明される。

本研究でも NaHS は過酸化脂質や炎症を軽減した。  

Nrf2 は通常は Keap-1 と複合体を形成して、不活性状態で細胞質に存在す

る。酸化ストレスや生存シグナルのような刺激が加わると、Keap-1 から解

離して核内に移行し、HO-1 や TRX-1 の転写を促進させる 41,42。HO-1 はヘ

ムをビリベルジンと一酸化炭素 ( CO ) に転換することで酸化ストレスを

軽減し 43、産生された CO は抗炎症作用と血管拡張作用を発揮する 44。TRX-1

は GSH の存在下にチオールや過酸化水素を還元する 45。 本研究では、NaHS

が Nrf2 の核内移行を促進し、HO-1 や TRX-1 の発現を増強させることによ

り、酸化ストレスや炎症を軽減することが示された。 

硫化水素は生存シグナル増強作用やミトコンドリアを介したアポトーシ

ス阻害作用を有する 41。硫化水素による生存シグナル増強と抗アポトーシス

作用によって海馬の神経 25や心筋 10の虚血再灌流障害が軽減される。一方、

インスリンによる PI3K-Akt-mTOR-p70s6kの活性化が心筋のサバイビン発現

を介して抗アポトーシス効果を示す 46。また、p70s6k のリン酸化は抗アポ

トーシス、抗炎症作用により心臓や小腸の虚血再灌流障害を軽減することが

知られている 47,48。本研究では、NaHS を投与した肝臓において

PDK-1-Akt-mTOR- p70s6k 経路のリン酸化が維持され、生存シグナルが増強

されることを示した。再灌流後 6 時間における PDK-1-Akt シグナルの増強

は、de novo の遺伝子発現ではなく、PDK-1 と Akt のリン酸化の増強に起因

するはずである 22,49。本研究では、NaHS 投与による p70s6k やその上流のキ

ナーゼ ( mTOR、Akt、PDK-1 ) のリン酸化維持が、肝温虚血再灌流障害の

軽減に寄与することを明らかにした。NaHS による再灌流早期の保護に関す

る作用機序を解明するためには、今後さらなる遺伝子発現や non-coding 

RNA 等の多角的な解析が必要であろう。 

肝温虚血再灌流障害における重要な抗アポトーシスシグナルとして、

STAT3 が挙げられる 17。HO-1 は核内の NF-κB 阻害によって炎症・アポトー

シスを軽減する。その HO-1 を介した TLR-4 や PTEN の down-regulation お

よび Akt のリン酸化には STAT3 が不可欠とされる 35。本研究では NaHS 投

与により再灌流後 3 時間～6 時間の IL-6 と TNF-α は軽度に上昇した状態を

維持し、再灌流 24 時間後の PCNA 陽性率は有意に高かった。IL-6 を介した

STAT3 の活性化のみでは高度の障害肝の再生には不十分とされる 50。しかし、
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本研究では STAT3 を介した肝再生機構 51 が NaHS により促進される可能性

が示唆された。再灌流 3 時間の時点で既に NaHS による障害軽減効果、炎症

性サイトカイン・ケモカインの産生阻害作用が観察されていることから、障

害の軽減によって肝再生が良好に作動したと推測された。しかし、24 時間

以後の生存や肝機能に対する NaHS 投与の意義については、今後のさらなる

検証が必要である。 

硫化水素投与のタイミングは重要である。Zhang らは虚血前の NaHS 投与

によってミトコンドリアの PTP 開孔が阻害され、Akt-GSK3β が活性化され

ることを報告した 52。一方、再灌流前の NaHS もしくは Na2S 投与によって

虚血再灌流障害が軽減された報告 18,20,22 もあり、硫化水素投与の至適なタイ

ミングは明らかではない。外因性の硫化水素ガスは酸化やチオール結合によ

って血液や組織から速やかに消失し 53、肝での半減期は有酸素下では 2.0 分、

無酸素下では 5.4 分とされる 54。本研究では障害が増悪する再灌流時に十分

な濃度になるように再灌流前に NaHS を投与し、良好な結果を得た。       

肝温虚血再灌流障害の軽減効果を担う細胞内シグナル伝達を明らかにす

るために、マウス肝温阻血再灌流における NaHS 投与の効果を解析した。

NaHS 投与は肝温虚血再灌流障害を軽減した。NaHS 投与は抗酸化、抗炎症、

抗アポトーシス作用を示し、肝再生を促進させた。NaHS 投与によるこれら

の保護効果は、PI3K/Akt/p70S6k カスケードの増強と Nrf2 の核内移行促進に

起因すると考えられた。 
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総括および結論 
① 研究全体から得られた新知見 

肝虚血再灌流障害モデルにおいて硫化水素による治療は 

1) PI3K/Akt/p70S6k カスケードを増強した。 

2) Nrf2 の核内移行を促進した。 

3) 肝再生を促進した。 

 

② 新知見の意義 

 

硫化水素は PI3K/Akt/p70S6k カスケードを増強し、Nrf2 の核内移行を促進

することで抗酸化、抗炎症、抗アポトーシス効果を示し肝虚血再灌流障害を

軽減するのみならず、肝再生にも有益な効果を与えることが示唆された。 

 

③本研究で得られた新知見から今後どのような研究が展開されうるか  

 

1) PI3K/Akt/p70S6k カスケードの経時推移 

マウス肝虚血再灌流障害モデルにおける PI3K/Akt/p70S6kカスケードの経

時推移は検討していない。再灌流後、経時的に検体を採取し PCR を含めた

アッセイを行い、PI3K/Akt/p70S6k カスケードの経時推移を検討する。 

 2）肝再生に与える影響 

 今回、肝再生に与える影響として PCNA 染色で評価したが、STAT3 や 

CyclinD1 は評価していない。今後 STAT3 や CyclinD1 への影響についても検 

討すべきである。 

 

③ 今後の課題 

1) 大動物モデルにおける有効性、安全域の証明が期待される。  

2) 肝癌に対する肝切除では、出血の制御のために肝温虚血再灌流

(Pringle 法)が行われることがある。この際に肝保護のために硫化水

素を投与することが想定される。しかし、生存シグナルの増強効果

が腫瘍細胞に対してどのように作用するのかは明らかではない。悪

性腫瘍へ与える影響を確認する必要がある。  
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