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要 旨 

 

【背景と目的】 

温阻血再灌流障害は肝臓外科において予後を規定する要因の一つである。肝臓移

植では、ドナー源拡大のために心停止後ドナー（Donation after Cardiac Death; 

DCD）や脂肪肝等の非標準的グラフトの利用が模索されている。DCD肝の移植や、

血流遮断を伴う肝切除 (Pringle法) では、温阻血の遷延や脂肪変性が阻血再灌流障

害 (IRI) を増強し、術後の肝再生不良、肝不全のリスク因子となる。また、肝温阻

血中の遊離脂肪酸の変化や、温阻血中の脂質過酸化が再灌流後の不可逆な障害の原因

となり、脂肪肝ではさらに障害は増悪する。本邦でも食の欧米化に伴うnonalcoholic 

fatty liver disease (NAFLD) 患者の増加に伴い、臓器移植ドナーや肝切除患者にお

いても脂肪肝の増加が懸念される。それ故、肝臓外科手術の安全性向上のためには、

脂肪肝における温阻血再灌流障害の進展機構の解明が急務である。我々は脂質、脂肪

酸を含む低分子化合物が肝温阻血再灌流障害進展の責任分子になるとの仮説のもと、

低分子化合物の経時的、空間的変動をイメージング質量分析によって網羅的に探索し

た。本研究の目的は、正常肝の肝温阻血再灌流で変動する低分子化合物の時間的、空

間的な変化を探索し、障害の進展に寄与する因子、障害予測マーカーを見出すことで

ある。さらに、それらの分子変動の脂肪肝温阻血再灌流における推移を探索し、その

役割を解明することである。 

 

【材料と方法】 

すべての動物実験は「北海道大学動物実験に関する規定」に従い、北海道大学動

物実験倫理委員会の承認の下で実施した。ラットを購入し、入舎後に標準飼料を与え

た正常肝ラットと、2日間の絶食後に 3日間高炭水化物食を給餌した脂肪肝ラットを

対象とした。麻酔下で肝動脈左枝、門脈左枝を脳動脈瘤クリップで遮断して肝臓の

70%を温阻血とした。正常肝は阻血開始から15分、30分、90分後に、脂肪肝は30

分後に血流を再開した。それぞれ阻血終了時、再灌流後1、6、24時間後の時点で犠

牲死させて肝臓と血液を採取した (各n=6) 。阻血前の状態と比較するために、正常

肝、脂肪肝各々において阻血操作を行わずに試料を採取し、各測定における基準とし

た (Pre, PreF, 合計108頭) 。肝障害は血清ALT活性、組織のヘマトキシリンエオ

ジン（H&E）染色によるSuzuki’s Score、酸化ストレスは肝過酸化脂質 (LPO) に

より評価した。正常肝では阻血時間による相異を比較した。脂肪肝では阻血時間を

30分とし、正常肝の 30分阻血群との相違を比較した。また高度の障害を受ける正常

肝の90分阻血群と脂肪肝の30分阻血群の再灌流後生存を７日間観察した (合計12
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頭) 。全ての群の肝切片をイメージング質量分析 (imaging mass spectrometry: 

IMS) に供し、マススペクトルデータ (m/z 200-2000) を取得した。探索にて検出さ

れた候補分子をタンデム質量分析にて分子同定した。200 μm/pixel、20 μm/pixelの

間隔でレーザーを照射し、それぞれ切片の全体と微細領域を観察した。 

Wistarラット由来の肝細胞株RL34、肝星細胞株RI-Tを用いて肝温阻血再灌流を

模倣した in vitro低酸素・再酸素化実験を行った。8時間の低酸素曝露の後に通常培

養に戻し再酸素化した。ダイズ由来L-α-リソホスファチジルイノシトール ナトリウ

ム塩 (32uM) を添加し、低酸素終了時の上清LDH活性と再酸素化後の細胞質Ca2+ 

濃度を測定した。 

 

【結果】 

1) 肝障害： 血清肝逸脱酵素活性 (ALT) 、Suzuki’s Score (HE染色) は阻血時間に

伴い上昇した。再灌流1時間後または6時間後がピークであった。また、脂肪肝の

方が正常肝より高値であった。 

2）酸化ストレス： 過酸化脂質量は阻血終了時に阻血時間に伴い上昇傾向を認め、

脂肪肝では正常肝より上昇した。 

3）IMS： 阻血終了時にタウリン抱合ジヒドロキシコラン酸 (TDHCA) 、リゾホス

ファチジルイノシトール (LPI) (18:0) が有意に増加し、ウリジン2リン酸塩Nアセ

チルヘキソサミン (UDP-HEXNAc) が有意に減少した。ホスファチジルイノシトー

ル (PI) (18:0/20:4) は減少傾向であった。TDHCAは胆管内で、LPI (18:0) は zone

１で増加し、UDP-HEXNAc、PI (18:0/20:4) は zone１で減少した。 

4) 細胞実験： LPI 添加によって、肝細胞株では低酸素終了時の上清LDHは減少

し、星細胞株では上昇した。細胞内カルシウムイオン濃度は、肝細胞株では細胞外液

にカルシウムイオンが存在する場合にのみLPI添加で濃度が上昇し、細胞外液にカ

ルシウムイオンが存在する場合もしない場合でもLPI添加により細胞質イオン濃度

が増加した。 

 

【考察】 

 本研究ではラット肝温阻血再灌流における変動分子を評価した。血中ALT 活性、

Suzuki’s Scoreなどは簡便だが再灌流後に変動する。また、LPOは抽出による自動

酸化や低酸素による生成効率の低下等のアーチファクトが懸念され、何れも阻血再灌

流障害の予測マーカーとしては不向きである。これらの諸問題を解決するために我々

は IMSを使用し、低分子化合物を網羅的に解析し、その量と局在の経時変化を示し

た。変動分子の１つであるTDHCAやUDP-HEXNAcは特徴的な量的変化と局在変

化を示したが、完全な分子同定のためには立体異性体を区別する必要がある。興味深
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いことに、正常肝、脂肪肝共に zone1でPI (18:0/20:4) のアラキドン酸 (20:4) 側鎖 

が加水分解により切り取られたLPI (18:0) が増加することが見出された。阻血終了

時のLPI (18:0) / PI (18:0/20:4) 比はもとより、同値の阻血前からの増加率において

も、脂肪肝では正常肝よりも有意に高値であった。脂肪肝の30分阻血は正常肝の 90

分阻血に近似した。阻血中に進行するPI (18:0/20:4) の減少とLPI (18:0) の生成

が、再灌流後の障害進展に関与することが推測された。これらの結果から、LPI 

(18:0) の原料となるPI (18:0/20:4)を加味したLPI (18:0) / PI (18:0/20:4) 比が最も再

灌流障害の程度を反映すると考えられた。しかし、LPI(18:0) が阻血時間の遷延に伴

って門脈域で増加して障害の増悪要因となるのか、あるいは、障害からの回復に寄与

するストレス応答の一種なのかは現時点では不明である。今回の細胞実験ではLPI 

が肝細胞、星細胞の細胞内Ca2+濃度を増加させることを見出したが、肝細胞や肝臓

全体に対するLPIの作用は未解明である。今後、温阻血中の zone1におけるLPI、

PIの制御機構を精査することで新規治療標的の発見に寄与することが期待される。 

【結論】 

脂肪変性の有無によらず肝温阻血中に増加するLPI (18:0) 、zone1から始まるPI

（18:0/20:4 ）からLPI (18:0) への変化が肝温阻血再灌流障害の予測マーカーと候補

となり、また、これらの変化が脂肪肝における阻血再灌流障害増悪に関与することが

示唆された。 
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略 語 表 

 

本文中および図表に記載した略語は以下の通りである。 

 

4-HNE 4-hydroxy-2-nonenal 

ALT alanine aminotransferase 

ATP Adenosine tri-phosphate 

cPLA cytosolic phospholipase A 

DCD donation after cardiac death 

FA fatty acid 

GPR55 G-protein coupled receptor 55 

EWI end of warm ischemia 

HCD high-carbohydrate diet 

HE hematoxylin-eosin 

IMS imaging mass spectrometry 

IRI ischemia reperfusion injury 

LPI Lysophosphatidylinositol 

LPIAT1 lysophosphatidylinositol-Acyltransferase-1 

LPO lipid peroxidation 

MDA Malondialdehyde 

MS mass spectrometry 

NAFLD nonalcoholic fatty liver disease 

NMR nuclear magnetic resonance 

PC Phosphatidylcholine 

PE Phosphatidylethanolamine 

PI Phosphatidylinositol 

O.C.T. optimal cutting temperature 

TBARS 2-thiobarbituric acid reactive substances 

TDHCA taurine conjugates of dihydroxycholanoic acid 

TIC total ion current 

UDP uridine diphosphate 
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緒 言 

 

肝温阻血再灌流障害は肝移植や肝切除術などの肝臓外科手術の予後を規定する要

因の一つである (Lentsch et al., 2000) 。肝移植領域ではドナー源拡大のために心停

止後ドナー（Donation after Cardiac Death: DCD）や脂肪肝などの非標準的グラフ

ト(Expanded Criteria donor: ECD) の利用が徐々に増加している (Monbaliu et al., 

2012; Orman et al., 2013) 。DCDグラフトを用いた肝移植では、心停止による温阻

血（低酸素）、その後の冷阻血（低温、低酸素）、再灌流（復温、再酸素化）の3段

階で障害が進行する (Casavilla et al., 1995) 。通常の脳死ドナー (Standard 

Criteria Donor) と比較して、DCDでは温阻血再灌流障害が不可避であり、グラフト

生存率は低下する。DCDは来院時心停止 (I) 、蘇生不成功 (Ⅱ) 、予測される心停

止 (Ⅲ) 、脳死後の心停止 (IV) 、ICU患者で予期されていなかった心停止(Ⅴ) の5

つに分類される(Modified Maastricht category) 。心肺蘇生の開始までの時間、心肺

蘇生中 (低灌流) 、蘇生中止後の無治療観察 (No-touch time) の合計が総温阻血時間

であり、概ね温阻血時間に依存して分類される (Thuong et al., 2016) 。中でも

uncontrolled DCDグラフト (Modified Maastricht category I, II,Ⅴ) は温阻血による

障害が強く現在は安全に利用できないため、これらの肝グラフトの移植適応拡大が目

標とされる (Gottin and Taiana, 2020) 。 

肝切除術において、一時的に肝血流を遮断し出血量を減少させるPringle法 

(Pringle, 1908) は標準的な手術手技だが、残肝の温阻血再灌流障害が術後肝不全な

どの合併症のリスクになる。近年、Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) 患者

の増加に伴い、脂肪肝を母地とする肝細胞癌の切除件数が増加している。ラットの非

脂肪肝では30分、45分、60分の温阻血による再灌流後の１週生存率が100%、90%、

70%であり、脂肪肝になると75%、20%、0%と低下する。脂肪肝では非脂肪肝より

も温阻血による易傷害性が増強するため (Hui et al., 1994) 、脂肪肝切除の安全性向

上が求められている。 

温阻血時間の遷延や脂肪変性は温阻血再灌流障害 (IRI) を増強し、術後の肝再生

不良、肝不全のリスク因子となるため、その進展を担う分子機構の解明とその治療法

の開発が肝臓外科における急務である。これまでに報告されたIRIの機序に実質細胞 

(肝細胞) と非実質細胞の両者が関わる障害機転が知られている。クッパー細胞は活

性酸素種の産生・放出 (酸化ストレス) 、NF kappa B の活性化と引き続くTNFα等

の炎症性サイトカイン、ケモカインの産生、プロテアーゼの活性化等によって肝細胞

を直接的に傷害する。また、クッパー細胞から放出されるこれらの分子が類洞内皮細

胞の接着分子発現を増強し、好中球の走化、接着、浸潤、炎症増強を介して、肝細胞



 8 

死を引き起こす(Jaeschke and Woolbright, 2012) 。また、酸化ストレスは脂質、タ

ンパク質、核酸の酸化変性によって細胞の傷害 (Injury) と障害 (Dysfunction) を引

き起こす(Kehrer, 1993) 。また、脂肪肝では細胞内に脂質や遊離脂肪酸が蓄積する

ことで炎症プロセスが進行して活性酸素種の放出を促す。その結果ミトコンドリア機

能が低下し、さらに酸化ストレスを増強する悪循環を形成し、結果として細胞死を招

く(Evans et al., 2008) 。他にも、阻血再灌流ストレスの後にアデノシン三リン酸

（ATP）合成能が低下し、炎症性因子に対する感受性が高まることも障害の増強に

関連している(Sutter et al., 2014) 。脂肪肝の形成は中性脂肪の過剰摂取、脂肪組織

の沈着と脂肪細胞の肥大化等の肝外の要因と、肝細胞の小胞体を起点として進行する

脂肪滴 (lipid droplet) の融合、増大に大別される。肝臓の脂肪化が進行すると、ア

ポトーシスや炎症経路の活性化により、肝星細胞が筋線維芽細胞に分化して線維化を

進行させる(Mollica et al., 2011) 。さらにアポトーシスにはATPが必要であるため、

脂肪肝によってATP産生能が低下していると阻血中に迅速にATPが枯渇する。その

結果、細胞死経路がある程度制御されたアポトーシスではなく、無秩序に進行するネ

クローシスに切り替わり障害が増悪する(Jaeschke and Lemasters, 2003) 。正常肝

では、アポトーシスが細胞死の主な経路である（18％）。一方、脂肪肝は中程度の

アポトーシスと大量のネクローシス(73％）を特徴とするため、肝障害がより増悪す

る。 

これまで当研究室では、阻血再灌流障害による細胞障害を軽減することに目を向

けて研究を重ねてきた。抗酸化剤 (Tahara et al., 2005; Yokota et al., 2000) や

ROCK阻害剤 (Takeda et al., 2003) 等の治療が障害を軽減することや、再灌流時の

水素や硫化水素投与が障害を軽減することを報告した (Ishikawa et al., 2018; 

Shimada et al., 2015) 。治療法の発見とともに障害の進展とその抑制の機序、随伴

する分子の変動の重要性を認識するに至った。当教室ではこれらの分子変動が新たな

治療標的の発見や予後予測につながるとの仮説の下、温阻血時間依存的な温阻血中の

脂質過酸化の進展が再灌流後の不可逆な障害の原因となる (Fukai et al., 2005) こと

を発見した。しかし、脂質の分子構造を特定するには至らず、未解明な点が残されて

いる。また、その温阻血再灌流障害を事前に予測するマーカー、評価方法は現状臨床

応用されているものはない。 

イメージング質量分析 (imaging mass spectrometry; IMS) は凍結切片をレーザー

照射し、イオン化した分子のマススペクトルを取得する方法である。質量分析の原理

は、サンプルをイオン化し、イオンを種々の方法で分類、同定し解析をすることで、

質的・量的に解析できる。IMSのイオン化にはマトリックスレーザー支援型レーザ

ー脱離イオン化(matrix assisted laser desorption/ionization; MALDI法) と呼ばれる

方法がある。サンプルにマトリックスを塗布し、領域ごとにレーザー光を当てること
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で、急速に加熱されたマトリックスが、サンプルとともに気化しイオン化する。その

領域ごとのMSスペクトルを繰り返し得ることで切片全体のMS情報を得る（図1）。

異なる質量電荷比 (m/z) として検出された分子イオンをピークごとに解析する。そ

のシグナル強度を各ピクセルに疑似色として表示し、物質の分布と量を可視化する 

(Hayasaka et al., 2008) 。IMSは脂質抽出操作を要さず、薄切した切片をそのまま

の形で測定できるため、これまで他の装置では検出できなかった局所の分布と変化を

評価でき、タンデムMSによって物質を同定できることが利点である (Miyamura et 

al., 2011; Morita et al., 2013) 。IMSを用いた最近の研究では、ラット脳の阻血再灌

流時の脂質分布の解析 (Wang et al., 2012) 、ヒト心臓弁の先天性の弁膜疾患と脂質

調節の関連を述べた病態解析(Angel et al., 2016) や 、薬物動態の解析と治療効果の

評価(Giordano et al., 2016) など 、多岐にわたる分野へ応用されており、肝温阻血

再灌流障害の機序解明にも有用であると考えられる。 

脂質、脂肪酸などの低分子化合物の詳細な解析により、肝温阻血再灌流障害進展

の責任分子、予後予測マーカーの候補物質が同定され、新規の治療標的分子の発見に

寄与するとの仮説をたて、正常肝および脂肪肝の温阻血再灌流における作用を解明す

ることを目的とし、イメージング質量分析を用いて肝組織内の低分子化合物の経時

的、空間的変動を探索した。 

 

 

図 1 質量分析装置の原理 

質量分析は、イオン化、分類、同定、解析の順に行い、サンプルを質的・量的に解析

する。マトリックスレーザー支援型レーザー脱離イオン化(matrix assisted laser 
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desorption/ionization; MALDI法) はマトリックスをサンプルに塗布し、レーザー光

で急速に加熱され、サンプルと共に気化しイオン化する。 
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方 法 

 
薬品と試薬 

入手先を記載していない試薬は富士フィルム和光純薬株式会社（大阪、日本）よ

り購入した。 

 

動物 

すべての動物実験は「北海道大学動物実験に関する規定」に従い、北海道大学動

物実験倫理委員会の承認の下で実施した (No.17-0032) 。9週齢の雄Wistarラット 

(日本エスエルシー株式会社、静岡、日本) を購入し、入舎後 1週間、水、標準的な

小動物用飼料MF (オリエンタル酵母工業株式会社、東京) を自由摂取させ定常環境 

(23 ± 2 ℃、湿度 50 ± 10 %、明期 12時間/暗期12時間) で飼育後に実験に供した。 

 

脂肪肝モデルと実験デザイン 

入舎後3日間は標準飼料を与え、2日間の絶食後、3日間高炭水化物食 (HCD; 

high-carbohydrate diet) を給餌した (Delzenne et al., 1997) 。HCD用の飼料 

(Research Diets Inc.、New Brunswick、USA) の組成は、総カロリーの 85% は糖

質 (Sucrose 50%、Corn Starch 50%) 、15 %はタンパク質であり、脂質は含有しな

い。脂肪肝の評価はNAS scoring を使用した。S (脂肪沈着) 0：＜ 5 %, 1：5-

33 % , 2：33-66 % , 3：＞ 66 %  I (小葉内炎症) 0：なし, 1：＜ 2ヵ所, 

2 : 2-4ヵ所 3：＞4ヵ所 B (風船様変性) 0：なし, 1：少数, 2：多数の合計8

点で評価した (Kleiner et al., 2005) 。鏡検は病理専門医が盲検した。  

 

肝温阻血再灌流モデル 

イソフルランで麻酔導入し、術中は空気 (2-2.5 ml/分) 、イソフルラン (1-2.5 %) 

の吸入により麻酔を維持した。常法の如く門脈左枝、動脈左枝を脳動脈瘤クリップで

遮断して肝臓の70 %を温阻血とした。閉腹して全身麻酔のまま保温に努め、正常肝

は阻血開始から15分、30分、90分後に、脂肪肝は30分後にクリップを外して血流

を再開した。阻血終了時、再灌流後 1時間、6時間、24時間後に犠牲死させ (各群6

匹) 、血液と肝臓を採取した（図2）。 
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図 2 温阻血再灌流モデル（70 % 阻血モデル） 

左葉と中間葉の血流を遮断し阻血後再灌流させた。正常肝では温阻血を15分、30

分、90分、脂肪肝は 30分行い再灌流させ、阻血終了時、1、6、24時間後にそれぞ

れサンプルを抽出した。Group: Pre (開腹直後) 、I15 (15分阻血群) 、I30 (30分阻

血群)、I90 (90分阻血群) 、IF30 (脂肪肝30分阻血群) 、min : minutes, hr : hour  

 

実験群 

ラットを無作為に分け、採取時点により以下の亜群 (全18群) に分けた (計 108

匹）。 

1) 正常肝で阻血に晒されていない開腹直後の群 (Pre) 。 

2) 正常肝で15、 30、 90分の温阻血終了時。 

(End of warm ischemia ; EWI15, EWI30, EWI90) 。 

3) 正常肝で温阻血15分後に再灌流した1、6、24時間後の群。

(Ischemia/Reperfusion ; I15/R1h, I15/R6h, I15/R24h) 。 

温阻血30分後に再灌流した1、6、24時間後の群。  

(I30/R1h, I30/R6h, I30/R24h) 。 
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温阻血90分後に再灌流した1、6、24時間後の群。  

(I90/R1h,I 90/R6h, I90/R24h) 。 

4) 脂肪肝で阻血に晒されていない開腹直後の群 (PreF) 。 

5) 脂肪肝温阻血30分終了時の群 (EWIF30) 。 

6) 脂肪肝温阻血30分再灌流後1、6、24時間の群 

  (IF30/R1h, IF30/R6h, IF30/R24h) 。 

 

別途、正常肝で温阻血90分後に再灌流させた群と脂肪肝で温阻血30分後に再灌流

させた群は 7日間の生存を確認した (各n=6) 。 

 

サンプル採取 

犠牲死時に下大静脈より採血後、直ちに肝臓を摘出した。ホルマリン固定用サン

プルは常温で 24時間固定後パラフィン包埋した。凍結切片用の組織はO.C.T.コンパ

ウンドに包埋し、IMS用サンプルはそのまま‐80℃で凍結保管した。 

 

Alanine aminotransferase (ALT) 活性の測定 

血清ALT活性は自動分析装置（AU5400、ベックマンコールター社）によって血

清中のALTを測定した。 

 

病理組織学的評価：Hematoxylin-eosin (HE) 染色 

OCT包埋凍結組織から凍結切片 (厚さ 10 μm) を作成し、10 % 緩衝ホルマリン

で固定後、マイヤーヘマトキシリン溶液 (サクラファインテックジャパン株式会社、 

東京) 、エオジン溶液 (同社) により常法の如く染色した。HE染色標本は障害の評

価としてSuzuki’s Scoreを使用し、うっ血 (0-4点) 、空胞化 (0-4点) 、壊死 (0-4

点) で評価し、スコアの合計を比較した(Suzuki et al., 1993) 。鏡検は病理専門医が

盲検した。 

 

過酸化脂質の測定 

肝組織のMalondialdehyde (MDA) + 4-hydroxy-2-nonenal (4-HNE) をLipid 

peroxidation (LPO) 586 kit (Oxis International、Foster City、CA) を用いて、取扱

説明書に従って測定した。凍結肝組織をbutylated hydroxytoluene (0.05%) 含有

Tris-HCl (20 mM) でホモジナイズし、遠心分離した（3000xg、10 分、4℃）。上

清を試薬とインキュベートし、再度遠心して上清の吸光度 (586 nm) を測定した。

4-HNE標準品を用いて検量線を作製し、測定結果はタンパク質量あたりの4-HNE

換算量 (nmol 4-HNE equivalent per mg of protein) で表した。タンパク質濃度は
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Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific、Altham、MA、USA) 

を用いてBCA法で測定した。 

 

イメージング質量分析 (IMS) による評価 

(1) イメージング質量分析。 

凍結切片を10μmに薄切し Indium Tin Oxide (ITO) コートスライドグラス (松

波硝子工業、大阪) に貼付し、マトリックス (9-aminoacridine: ACROS、New 

Jersey、USA、5 mg/mL、70 % EtOH) を噴霧した。質量分析装置 solariX XR 

system (Bruker Daltonics、Billerica、MA、USA) を使用し、200 μm/pixelと20 

μm/pixelの間隔で組織にレーザーを照射。ネガティブイオンモードでm/z  200-

2000のマススペクトルデータを取得した。マトリックス塗布の条件はTM-Sprayer 

M3 (HTX Technologies、Chapel Hill、NC) を用い、18 passes、flow rate :0.1 

mL/min、75ºC、track spacing:2 mm、pressure:10 psi、gas flow:2 L/min、

velocity:1200 mm/minで塗布した。 

1枚のスライドガラス上には正常肝の比較では測定対象の正常肝各群13サンプル

と内部標準の計14サンプルを配置し同時に測定した。正常肝、脂肪肝の比較では

各々の30分阻血群と内部標準の計11サンプルを同時に測定した。内部標準として

１つの肝臓に由来する正常の reference検体を全てのスライドに配置し、同一スライ

ド内で測定した。 

得られたデータは total ion current (TIC) で標準化することにより試料間のイオン

化効率による変動を補正し、内部標準試料の値に対する比で表すことにより測定スラ

イドごとの補正を行なった。また、特定の分子シグナルで手術いた。補正されたシグ

ナルを reference検体に対する比で全てのデータを表した。得られたマススペクトル

にはm/zをシグナル強度が高い順に検索した (Shibata et al., 2020) 。 

(2) データ処理 

MALDI法によりイオン化された分子が測定され、設定した間隔で測定し、各測定

点のスペクトルを得た。得られたスペクトルを専用ソフトウェア flexImaging® 

(Bruker Daltonics、Billerica、MA、USA)  を用いて、シグナル強度の強弱によっ

て色彩を描画した。各スペクトルについて同様に処理、描画、比較した。200μmピ

ッチの測定で得られた結果から全体の傾向を掴み（経時変化）、20μmピッチの高

解像度測定で得られた結果から局在を解析した（局在変化）。SCiLS lab 2016a 

(Bruker Daltonics、Billerica、MA、USA) を使用して補正した分子のm/z ± 0.05 

Da (tolerance : exact mass m/z ± 0.05 Da) の数値を抽出しそれぞれの分子のシグナ

ル強度の数値とした。 

(3) 分子同定 
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IMS測定と同様にマトリックスを塗布後、レーザー照射を二回行うタンデム質量

分析を行い、対象分子の断片化パターンから分子を同定した（MS/MS）。 

 

細胞培養 

Wistarラット由来の肝細胞株RL34、肝星細胞株RI-TはJapanese Collection of 

Research Bioresources Cell Bank (JCRB) より購入した。Dulbecco’s Modified 

Eagle Medium（Sigma-Aldrich）に10% (v/v) の非働化ウシ胎児血清（Sigma 

Chemical Co、MO、USA）、ペニシリン（100 U/mL）、ストレプトマイシン 

(100 µg/mL) を添加した培地を用い、CO2インキュベーターにて37 °C、5% CO2 / 

95% 大気下で培養した。 

 

低酸素・再酸素化モデル 

肝温阻血再灌流を模倣した in vitro 低酸素・再酸素化モデルを作成した。96 well 

plateに各細胞を 2x104 (cells/well: n=7-15) を播種し、24時間の前培養の後に実験

に供した。低酸素チャンバー  (Billups-Rothenberg, Del Mar, CA) 内にplateを静

置し、混合ガス (5% CO2 / 95% N2,) を6 L/分、15分間通気後にドレーンをクランプ

した。この方法により10分間の通気後のチャンバー内酸素濃度は1.3%になる 

(Ozaki et al. 2003 Cell Death Differ. 10(5):508-15.)。8時間の低酸素曝露の後に通常

培養に戻すことで再酸素化した。 

 

低酸素ストレスに対するLPIの影響 

低酸素曝露時の培地中にはダイズ由来L-α-リソホスファチジルイノシトール ナトリ

ウム塩 (32uM) (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) もしくはDMSOを添加し、

LPIの影響を低酸素終了時の上清LDH活性と再酸素化後の細胞質Ca2+ 濃度により

スクリーニングした。LDH活性はTakara Cytotoxicity Detection Kit (Takara Bio 

Inc., Shiga, Japan) を用いてマニュアルに準じて測定した。 

 

細胞質Ca2+ 濃度の測定 

再酸素化後の細胞質Ca2+濃度をFura2-AM (Dojindo Lab. Kumamoto, Japan) を用

いて添付マニュアルに準じて測定した。低酸素曝露前に培地をFura2-AMを含む

loading bufferに替え、30分通常培養し、細胞外の色素を洗浄、除去後に通常培地

に戻して低酸素に曝露した。低酸素終了時に培地を recording buffer (HEPES base) 

に替えて細胞質Ca2+濃度を測定した。蛍光プレートリーダーは励起波長(Ex.) 

340nm, 380 nm, 検出波長 (Em.) 510nmとした。細胞質Ca2+濃度は蛍光強度比 

MFI340 / 510 / MFI380 / 510と比例する。ストレス負荷後の値を経時的に測定し、定常状
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態のMFI340 / 510 / MFI380 / 510の平均値に対する変化率 (MFI ratio: fold change vs. 

normal) をモニターした。細胞内Ca2+濃度の上昇が細胞外からのCa2+取り込みと細

胞内に貯蔵されたCa2+の放出を区別するために、蛍光測定時の recording bufferは

Ca2+濃度が0, 1.8 mMのものを用いた。 

 

統計学的解析 

数値は平均±標準偏差 (SD) で示した。総計ソフトJMP® (SAS Institute、東京) 

を用いて 2群間の比較はStudent t検定で、多群間の比較はTukey-Kramer検定で

各ペアを検定した。p値は 0.05 未満を有意とした。 
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結 果 

脂肪肝 

 脂肪肝のNAS scoringは正常肝0点に対して 2.3 ± 0.5点 (内S: 2.3点、 I: 0点、 

B: 0点) であった (図 3) 。 

 

図 3 脂肪肝の作成 A) 開腹時の正常肝、B) 開腹時の脂肪肝、C）正常肝のHE 

染色(10x) 、D）脂肪肝のHE染色 (10x)  

 

７日生存 

最も高度の障害を呈した 90分温阻血群、脂肪肝 30分阻血群の生存確認ではどち

らの群も全ての術後7日目の生存を確認した。 

 

血中肝逸脱酵素活性 

血清ALT活性はPre群では42.7 ± 7.7 IU/Lであった。障害のピークは温阻血再

灌流1時間後もしくは6時間後に認めた。正常肝で温阻血再灌流1時間後を比較す

ると、正常肝の阻血群ではそれぞれ I15/R1h : 362.8 ± 89.3 IU/L (p < 0.0001) 、 

I30/R1h : 840.7 ± 328.1 IU/L (p < 0.0001) 、I90/R1h : 1830.3 ± 396.4 IU/L (p < 

0.0001) と I30、I90群がPre群より有意に増加し、それぞれの群間でも有意差を認

めた (I15/R1h vs. I30/R1h p < 0.0001、I30/R1h vs. I90/R1h p = 0.0031) 。 

PreF群の 67.5 ± 51.0 IU/Lと比較し再灌流１時間後は IF30/R1h : 1683.3 ± 392.2 

IU/L (p < 0.0001) 、6時間後は IF30/R6h : 2191.2 ± 683.6 IU/L (p < 0.0001) と有意

に増加した。脂肪肝と正常肝の比較では、再灌流１時間後ではそれぞれ I30/R1h : 

840.7 ± 328.1 IU/L vs. IF30/R1h : 1683.3 ± 392.2 IU/L (p < 0.0001) 、 再灌流6時
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間後では I30/R6h : 569.7 ± 94.5 IU/L vs. IF30/R6h : 2191.2 ± 683.6 IU/L (p < 

0.0001) と脂肪肝が有意に高値だった。 

再灌流6時間後のALTは I15群、I30群では減少したが、I90群、 IF30群では

減少せず差が拡大した (図 4) 。 

 

図 4 血液検査結果 血清ALT値 正常肝では阻血時間依存性にALTが優位に上昇

しており、脂肪肝で最もALT値は上昇した。(† p < 0.05、vs. I30) 

 

組織障害スコア (Suzuki’s Score) 

阻血前のスコアは0であり、再灌流障害のスコアのピークは温阻血再灌流１時間

後もしくは 6時間後に認めた。再灌流1時間後で比較すると、正常肝ではそれぞれ

I15/R1h : 2.0 ± 0.6 (p = 0.0023 vs. Pre) 、I30/R1h : 5.5 ± 1.0 (p = 0.0027 vs. Pre) 、

I90/R1h : 6.5 ± 1.0 (p = 0.0027 vs. Pre) 、脂肪肝では IF30/R1h : 7.0 ± 1.3 (p < 

0.0001 vs. Pre) と増加した。 

正常肝と脂肪肝の比較では、再灌流 1時間後で I30/R1h : 5.5 ± 1.0 vs. IF30/R1h : 

7.0 ± 1.3 (p = 0.2085) と差はなかったが、 再灌流6時間後では I30/R6h : 1.7 ± 1.2 

vs. IF30/R6h : 5.0 ± 1.1 (p < 0.0001) と有意に脂肪肝が高値だった。再灌流6時間後

には I15、I30群では減少したが I90、IF30群では減少せず、正常肝と脂肪肝の比較

では30分阻血後の障害スコアの差が拡大した(図 5) 。 
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図 5-1  HE染色標本の肝細胞障害、類洞のうっ血、ballooningを0-3点にgrading

し、その合計点を比較した。A-H) HE染色 A：I15/R1h、B：I30/R6h、C：

I90/R6h、D：IF30/R6h、E：I15/R6h、F：I30/R6h、G：I90/R6h、H：IF15/R6h 
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図 5-2 Suzuki’s scoreグラフ († p < 0.05、vs. I30) 脂肪肝30分阻血 (IF30) 群は正

常肝の90分温阻血 (I90) 群と同等の障害を呈し、R6hで両群は障害から回復しなか

った。 

 

 

酸化ストレス 

肝組織中の過酸化脂質 (MDA+4-HNE) は、LPOは全ての阻血群で阻血終了時に

上昇しピーク値となり再灌流後は低下した。正常肝の阻血前Pre群はPre : 159.2 ± 

48.4 nmol/mg proteinであり、I30 , I90群で有意に増加した。正常肝では阻血時間

と共に増加傾向を示したが群間の差はなかった。15分阻血終了時EWI15 : 262.2 ± 

61.4 nmol/g protein (p = 0.0771) 、30分阻血終了時EWI30 : 296.2 ± 104.8 

nmol/mg protein (p = 0.0128) 、 90分阻血終了時EWI90 : 349.6 ± 44.4 nmol/mg 

protein (p = 0.0006) であった。 

脂肪肝は阻血前PreF : 314.8 ± 46.8 nmol/mg proteinから阻血終了時EWIF30 : 

529.7 ± 45.4 nmol/mg protein (p < 0.0001) と阻血終了時有意に上昇した。脂肪肝は

阻血終了後に正常肝より有意に増加しており酸化ストレスが強いことが示された (図

6) 。 
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図 6 阻血終了時の肝過酸化脂質量（LPO）を、4-HNEを検量線としてLPO586 

kit(R) で測定した。全て阻血終了時に増加を認めた。正常肝同士では時間による有

意差はなかったが、脂肪肝では優位に増加した († p < 0.05、vs. I30) 。 

 

 

イメージング質量分析 (IMS) の結果 

１）m/z  498.28 [taurine conjugates of dihydroxycholanoic acid (TDHCA) ] 

経時変化 

各群阻血終了時が最大であり、Pre群の0.62 ± 0.34と比較して温阻血時間30分以

降有意に増加した。15分阻血終了時EWI15 : 1.75 ± 0.56 (p = 0.1846) 、30分阻血

終了時EWI30 : 2.19 ± 0.75 (p = 0.0402) 、90分阻血終了時EWI90 : 2.69 ± 1.6 (p = 

0.0053) であった 。30分阻血では再灌流１時間後には差がなくなったが、90分阻

血では１時間後 I90/R1h : 2.20 ± 1.1 (p = 0.0016) も有意に増加しており、６時間後

にはpreの値に復した I90/R6h : 1.02 ± 0.6 (図 7-1） 。 
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図 7-1  A）IMS結果（m/z  498.28） B）数値  阻血終了時に時間依存的にシ

グナル強度比が上昇した。90分阻血のみ再灌流１時間後にシグナル強度が遷延し

た。(＊ p < 0.05、vs. Pre) 

  

分子同定 

m/z 498.28を多段階質量分析 (MS/MS) した。タウリン抱合側鎖 (m/z 106.98 

m/z 124.00) 、ジヒドロキシ胆汁酸 (m/z  355.26) の特徴的なフラグメントイオン

から taurine conjugates of dihydroxycholanoic acid (TDHCA) が同定された (図7-

2) 。 

 

図 7-2  m/z 498.28の多段階質量分析 (MS/MS) 

 

局在変化 

TDHCAの局在解析を行い阻血終了時にTDHCAは胆管内に特徴的に増加してい

た（図7-3）。 
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図 7-3  90分阻血終了時の正常肝におけるTDHCAの局在 胆管内 (矢印) での増

加を認めた。  

 

２）m/z 606.07 [Uridine diphospho-N-acetylhexosamine (UDP-HEXNAc) ] 

経時変化  

Pre群0.92 ± 0.38と比較して15分阻血終了時EWI15 : 1.19 ± 0.52 (p = 

0.5067) 、30分阻血終了時EWI30 : 0.30 ± 0.17 (p = 0.0225) 、90分阻血終了時

EWI90 : 0.19 ± 0.08 (p = 0.0061) で30分と 90分阻血終了時、有意に減少した。再

灌流１時間後も同様に低値であり( I30/R1: 0.45 ± 0.23 (p  = 0.0368) 、I90/R1 : 0.26 

± 0.08 (p = 0.0024) ) 、6時間後には差を認めなかった (図8-1) 。 

 

図 8-1  m/z  606.07  A）IMS結果 B）シグナル強度比 30分と 90分阻血終

了時、再灌流１時間後に優位に減少しており、その後差は消失した。(＊ p < 0.05、

vs. Pre) 
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分子同定 

m/z  606.07を多段階質量分析 (MS/MS) した。UDP (m/z4 02.99) およびUDP-

H2O (m/z  384.98) を検出し [Uridine diphospho-N-acetylhexosamine (UDP-

HEXNAc) ] と考えられた (図8-2) 。 

 

図 8-2 m/z 606.07の多段階質量分析 (MS/MS) 

 

局在変化 

UDP-HEXNAcの局在を解析し、臓器全体としては減少するが、zone3でUDP-

HEXNAcが保たれていた (図8-3) 。 

 

図 8-3 正常肝90 分阻血終了時のUDP-HEXNAcの局在  P：門脈（グリソン

鞘） V：中心静脈域  
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２）m/z 599.32 [LPI (18:0) ] m/z 885.55[PI (18:0/20:4) ] 

経時変化 

m/z 599.32 [LPI (18:0) ]は各群阻血終了時が最大であり、Pre群0.88 ± 0.26と比

較して阻血時間に伴い増加し阻血時間が30分以降で有意に増加した。( EWI15 : 

1.56 ± 0.2 (p = 0.1479) 、EWI30 : 2.39 ± 0.53 (p = 0.0004) 、EWI90 : 2.85 ± 0.85 (p 

< 0.0001) ) 。再灌流後差はなくなった (図9-1：A、B) 。 

m/z 885.55 [PI (18:0/20:4) ]はPre群 0.87 ± 0.25と比較して各群有意差はなかった

が再灌流後は阻血時間に伴い減少しており、15分、30分阻血群では再灌流1時間後

に最も減少した( I15/R1h : 0.90 ± 0.25、I30/R1h : 0.82 ± 0.31 ) 。また、90分では再

灌流後6時間で最も減少した( I90/R6h : 0.68 ± 0.09 ) (図 9-1：C、D) 。 

m/z 599.32/m/z 885.55 [LPI (18:0)/PI (18:0/20:4) ]は各群阻血終了時が最大であ

り、Pre群1.01 ± 0.04より全ての阻血終了時で有意に増加し( EWI15 : 1.56 ± 0.14 

(p  = 0.0045) 、EWI30 : 2.21 ± 0.33 (p < 0.0001) 、EWI90 : 2.92 ± 0.34 (p < 

0.0001) ) 、阻血時間依存的に有意差を認めた。(EWI15 vs. EWI30 (p = 0.0009) 、

EWI30 vs. EWI90 (p = 0.0004) ) 。また、再灌流後は差が消失した (図 9-1：E、

F) 。 

 

 

図 9-1 正常肝における阻血時間と再灌流後の分子変動 (経時変化) 
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正常肝でラット70 % 温阻血再灌流モデルを作成し、阻血時間の違いによる比較を行

った。阻血時間は15、30、90分再灌流後 1、6、24時間で犠牲死させて試料を採取

した。臓器切片を IMSでm/z 200-2000で変動する分子を網羅的に解析した。 

(＊: p<0.05、vs. Pre、 †: p<0.05、vs. EWI30) 、A、B：m/z 599.32 C、D：m/z 

885.55  E、F：m/z 599.32/m/z 885.55  A、C、E：IMS結果、B、D、F：シグナ

ル強度比の推移  m/z 599.32は阻血終了時増加し、m/z 599.32/m/z 885.55はより

阻血時間依存的に増加した。 

 

分子同定 

m/z 885.54を多段階質量分析 (MS/MS) した。PIのヘッドグループ：(m/z 241.01 

m/z 259.24) 、ステアリン酸 (18:0)：(m/z 283.26) 、アラキドン酸 (20:4)：(m/z 

303.23) 、 CPA (18:0)：(m/z 419.26) 、LysoPI (18:0)：(m/z 581.30 m/z 599.32) が

検出され、PI (18:0/20:4) と同定された (図8-2A) 。 

 

 

図 9-2 A m/z 885.55の多段階質量分析 (MS/MS) 

m/z 599.32を多段階質量分析 (MS/MS)  

PIのヘッドグループ： (m/z 241.01 m/z 315.05) 、ステアリン酸 (18:0) : (m/z 

283.26) 、CPA (18:0) : (m/z 419.26) が検出され、LysoPI (18:0) と同定された (図

9-2B) 。 
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図 9-2 B m/z 599.32の多段階質量分析 (MS/MS)  

局在変化 

LPI (18:0）は阻血前のPre群では変化が無いが (図9-3：B) 、阻血時間と共に全

体のシグナルが増強し、門脈周囲 (zone1) でシグナルが高く、中心静脈周囲の

(zone3) でシグナルが低く変化している (図9-3：F、J、N) 。 PI (18:0/20:4) はど

の阻血時間でも全体のシグナルの違いは見られないが、zone１でシグナルが低く、 

zone 3でシグナルが高く変化している (図9-3：C、G、K、O) 。LPI (18:0)/PI 

(18:0/20:4) ではLPI (18:0) 同様阻血時間と共に全体シグナルは増強し、 zone 1で

高く、zone 3で低く変化し、阻血時間と共に明確な偏在を示す (図 9-3：D、H、

L、P) 。 
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図 9-3 正常肝の阻血時間に伴う局在変化(阻血前と15分、30分、90分阻血終了時) 

A、E、I、M：HE染色、B、F、J、N：LPI (18:0) の局在、C、G、K、O：PI 

(18:0/20:4) の局在、D、H、L、P：LPI (18:0) /PI (18:0/20:4) の局在、A、B、C、

D：阻血前 (Pre) 、E、F、G、H：15分阻血終了時 (EWI15) 、I、J、K、L：30

分阻血終了時 (EWI30) 、M、N、O、P：90分阻血終了時 (EWI90) P：門脈（グ

リソン鞘）V：中心静脈域LPI (18:0）は zone1でシグナルが増強し zone3でシグナ

ルが減少。PI (18:0/20:4) は zone１でシグナルが低下し、zone3でシグナルが増加。

LPI (18:0) /PI (18:0/20:4) は zone1で高く、zone3で低く変化し、阻血時間と共に明

確な偏在を示した。 

 

正常肝と脂肪肝の比較 

脂肪肝との比較は立体異性体の無いLPI (18:0) およびPI (18:0/20:4) の変動と局在

を解析した。 

経時変化 

m/z 599.32 [LPI (18:0) ] はどちらの群も、阻血前 (正常肝Pre：1.29 ± 0.56 脂肪

肝PreF：0.92 ± 0.18) と比較して阻血終了時に有意に増加しシグナル強度が最大と

なった。正常肝の阻血終了時のみ有意に高かった (EWI30：3.93 ± 1.1 (p < 0.0001)  

EWIF30：1.94 ± 1.0 (p < 0.0001) 。全てのタイムポイントで正常肝の方が高値であ
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ったが、EWIのみで有意差を認めた(EWI30：3.93 ± 1.1 EWIF30：1.94 ± 1.0  p = 

0.0013)  (図10-1：A、B) 。 

m/z 885.55 [PI (18:0/20:4) ]は正常肝も脂肪肝も阻血再灌流による有意な変化はな

かったが、全てのタイムポイントで正常肝の方のシグナルが脂肪肝より高く、

EWI、1h、6h、24hでは有意に高値 (p < 0.0001) であった (図10-1：C、D) 。 

m/z 599.32/m/z 885.55 [LPI (18:0) /PI (18:0/20:4) ]は各々阻血前(Pre : 1.01 ± 0.23 

PreF : 1.83 ± 0.24) と比較して阻血終了時が最大となり有意に高値であった 

( EWI30 : 2.60 ± 0.45 (p = 0.0138) 、EWIF30 : 5.95 ± 1.0 (p < 0.0001) ) 。 また、

脂肪肝の方が正常肝と比較して阻血終了時 (p < 0.0001) で有意に高値であった (図

10-1：E、F) 。 

 

 図10-1 正常肝と脂肪肝の比較 30分阻血再灌流後の分子変動 

ラット70 % 温阻血再灌流モデルを作成し、阻血時間は30分再灌流後 1、6、24時

間で犠牲死させて試料を採取した。臓器切片を IMSでm/z 200-2000で変動する分

子を網羅的に解析し、正常肝と脂肪肝を比較した。（＊ p < 0.05 vs. 各々のPre、† 

p < 0.05 同じタイムポイントでの正常肝脂肪肝の比較）A、B：m/z 599.32、C、

D：m/z 885.55 、E、F：m/z 599.32/m/z 885.55 、A、C、E：IMS結果、B、D、
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F：シグナル強度比の推移  脂肪肝でPI(18:0/20:4) は低下しているがm/z 599.32/ 

m/z 885.55は正常肝より高値であった。 

 

局在変化 

LPI (18:0）は脂肪肝でも正常肝同様に zone1でシグナルが高値であり、zone3で

シグナルが低値であった (B、F) 。 

PI(18:0/20:4) は、zone１でシグナルが低値であり、zone3でシグナルが高値であ

ったが (C、G) 、全体のシグナルが著明に脂肪肝で低下していた。 

LPI(18:0) /PI(18:0/20:4) は、 zone1でシグナルが高値であり、zone3でシグナル

が低値であった。脂肪肝でそれらの変化が増強された (D、H) (図 10-2) 。

 

図 10-2 30分阻血終了時における正常肝と脂肪肝の局在変化 

A、E：HE染色、B、F：LPI (18:0) の局在、C、G：PI (18:0/20:4) の局在、D、

H：LPI (18:0) /PI (18:0/20:4) の局在 A、B、C、D：正常肝の30分阻血終了時

(EWI30) 、E、F、G、H：脂肪肝の30分阻血終了時 (EWIF30) P：門脈（グリソ

ン鞘） V：中心静脈域LPI (18:0）LPI (18:0) /PI (18:0/20:4) が正常肝と同様に

zone1でシグナルが増強し、より明確な偏在を示した。 

 

LPIの肝細胞株への影響 

肝細胞株では、LPI 添加によって低酸素終了時の上清LDHは減少した。 

細胞内Ca2+ 濃度は、細胞外液にCa2+ が存在する場合にのみLPI添加によって濃度

が上昇した。(図 11-1) 
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図 11-1  Wistarラット由来の肝細胞株RL34にLPIを添加し8時間の低酸素後に

再酸素化した。 

上清LDHは、低酸素終了時に減少した。細胞内Ca2+ 濃度は、細胞外液にCa2+ が

存在する場合にのみ濃度が上昇した。 

 

LPIの星細胞株への影響 

星細胞株ではLPI添加により低酸素終了時のLDH漏出は増強した。 

細胞質カルシウムイオン濃度は、細胞外液にカルシウムイオンが存在する場合もしな

い場合でもLPI添加により細胞質イオン濃度が増加した。(図 11-2) 
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図 11-2 Wistarラット由来の肝星細胞株RI-TにLPIを添加し 8時間の低酸素状態の

後に再酸素化した。上清LDHは低酸素終了時に上昇した。細胞内カルシウムイオン

濃度は、細胞外液にカルシウムイオンが存在する場合も存在しない場合も濃度が上昇

した。 
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考 察 

モデルと障害評価法の意義 

本研究ではラットの温阻血再灌流モデルを作成し、正常肝では阻血時間を15-90

分とし、脂肪肝では30分として阻血時間による変化、肝脂肪化による変化を比較し

た。本モデルは正常肝の 90分阻血群、脂肪肝の 30分阻血群でも非致死性モデルで

あり、循環・呼吸不全などの肝臓以外の要因による肝の 2次的な障害機転を排除し

た評価ができるモデルである。血中ALT活性は正常肝では再灌流１時間後で阻血依

存的に高値となり、30分以下の阻血群では再灌流6時間後には低下したが90分阻

血群では回復せず、既報と合致していた (Ohi et al., 2006; Yurtkap et al., 2021)。 

脂肪肝は30分の阻血時間でありながら、再灌流１時間後で 90分阻血群と同等の値

であり、再灌流6時間後には90分阻血群の値よりも高値であった。組織障害スコア 

(Suzuki’s score) でも阻血時間依存的な障害と脂肪肝における増悪を確認した。ま

た、阻血時間が閾値を超えると障害からの回復ができず、再灌流後のストレス応答の

質の違いを予測し得る評価法と考えられた。しかし、これらの評価は阻血中には有意

な変化はなく障害の予測マーカーとはならず、新規マーカーの探索が望まれる。 

 

酸化ストレスと脂質変化 

脂質過酸化の評価はチオバルビツール酸反応物質 (TBARS) が汎用されてきた

が、非特異的呈色反応がありストレスに対する特異性に問題があるため、本研究では

比較的安定な過酸化脂質分解産物MDAや4-HNEの総和を市販の測定キットを用い

て簡便に評価した。MDAや 4-HNEはタンパク質と結合して機能障害をもたらし

(Uchida et al., 1999) 、また、細胞内Ca2+濃度の一過性上昇の促進を介してCa2+依

存性の障害反応を促進する (Wakayama et al., 2012) 。それ故、阻血再灌流障害進

展の重要な因子の一つである。本研究ではMDA+4-HNE が脂肪肝の阻血中に著明

に増加したが、正常肝では虚血時間に伴う差は認めず、他の障害評価とは異なる結果

となり、正確に結果を反映するとは言えなかった。PC-OOH、PE-OOHなどの脂質

過酸化の初期反応産物は阻血時間依存的に阻血中に増加し、再灌流後の障害を予測で

きるが (Yokota et al., 2000) 抽出時の自動酸化や分解、標準品の作成等の技術的な

難しさがあり、臨床応用には不向きと言わざるを得ない。しかし、MDA、4-HNE

で脂質過酸化を論じる場合には、PC-OOH、PE-OOHからMDA、4-HNEが生成す

る反応は低酸素下では進行しにくいために阻血中の酸化ストレスを過小評価する可能

性があることを銘記すべきである (Fukai et al., 2005) 。これらの問題点を解決し得

る方法論として本研究では IMSを採用した。IMSは切片から網羅的に変動分子を探

索できる簡便な方法であるのみならず、抽出や濃縮、乾固等の操作によるアーチファ
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クトを生じないため、分析結果の生物学的意義を強化される。実際、IMSで同定し

た変動分子は、温阻血再灌流によって阻血中あるいは再灌流後に様々な増加、減少パ

ターンを示す分子が検出され、阻血時間の影響を鋭敏に反映する分子が見出された。 

 

IMSによって探索された候補分子とその挙動 

本研究ではイメージング質量分析（IMS）によって taurine conjugates of 

dihydroxycholanoic acid (TDHCA) 、 Uridine diphospho-N-acetylhexosamine 

(UDP-HEXNAc) 、 Lysophosphatidylinositol (LPI) 、Phosphatidylinositol (PI) 

を検出しその変動と局在情報を得た。 

 

TDHCAはタウリン抱合したケノデオキシコール酸、ウルソデオキシコール酸や

オキシコール酸の総称であり、UDP-HEXNAcのヘキソサミンにはグルコサミンと

ガラクトサミンの可能性がある。IMSの分子同定はフラグメントのm/zから構造を

決定するため、立体異性体がある化合物の構造を一つに絞りこめないことが方法論の

限界だが、特徴的な変動と局在を同時に評価できるのは IMS法のみである。これら

立体異性体の分子同定にはLC-MS/MSやNuclear Magnetic Resonance (NMR) な

どの測定法が必要であり、本法と併用することは夫々の測定法が補完し合い意義が強

化される。 

 

LPI (18:0) はPI（18:0/20:4）などのステアリン酸 (FA18:0) を持つリン脂質の側

鎖脂肪酸が脱落したリゾリン脂質の一つである。脂肪酸全体の組成、あるいは、リン

脂質側鎖の組成は臓器、細胞種によって異なるが (Oka et al., 2009) 、ラットの肝臓

におけるPIの側鎖脂肪酸はFA18:0が36.4% FA20:4が51.3 %とされるので 

(Newman et al., 1968) 、PI (18:0/20:4) が大部分をしめる。Cytosolic 

Phospholipase A2α (cPLA2α) がアラキドン酸 (FA20:4) の遊離に関与してい

ることからもLPI (18:0) 生成の主な経路の一つと考えられる (Murakami et al., 

2003) 。 

本研究ではLPI (18:0) /PI (18:0/20:4)は短時間の阻血でも阻血終了時に肝臓全体で

有意に増加し、特に zone1で顕著であった。LPI (18:0) /PI (18:0/20:4) 比が肝臓内、

特に zone1で起こるPI (18:0/20:4) からLPI (18:0) への変化を反映する鋭敏な指標

となり得る。肝温阻血再灌流障害はPLA2阻害剤 (LY329722) によって軽減され 

(Ogata et al., 2001) 、肝阻血再灌流におけるアラキドン酸カスケードと cPLA2の関

与 (Kim et al., 2017) は既に知られており(Kim et al., 2017) 、PLAの各種アイソザ

イムの発現、局在、活性の変化を解明し制御法を確立することが新規治療の開発へつ

ながる可能性がある (Mariggio et al., 2006) 。温阻血を反映する分子種が同定され
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たことに加え、本測定結果のもう一つの重要な点は、このリゾリン脂質の変化は血中

ALTや組織像の変化に先んじて起こることであり、阻血中に変動する分子は再灌流

障害の予測マーカーとなることが期待される。現時点ではLPI (18:0) の増加が再灌

流障害を増強するか、肝臓を保護するか、また、その増加が実際の障害の強さや予後

に関連があるかは系統的に解析しておらず、今後の重要な検討課題である。 

 

 脂肪肝ではLPI (18:0) が正常肝と同様に阻血終了時に増加したが、正常肝よりシ

グナル強度は低かった。その他の障害評価との相異は脂肪肝ではLPI (18:0) の原料

となるPI (18:0/20:4) が少ないことに起因すると推測された。阻血終了時のLPI 

(18:0) / PI (18:0/20:4) は正常肝より有意に高値であり、正常肝の90分阻血と近似し

た挙動を示した。これらの事実は主な原料となるPI (18:0/20:4) を加味したLPI 

(18:0) /PI (18:0/20:4) の値がストレスをより反映する可能性を示唆している。しか

し、異なる脂肪肝モデルや種が異なれば脂質、脂肪酸の挙動も異なる可能性があり、

ニーズに合うモデルを用いた解析が必要なことは本研究の limitation として挙げて

おかねばならない。 

 

今回の研究ではLPIの特異的な量的変化や局在変化が確認されたが、肝温阻血再

灌流障害への影響は未解明である。LPIの生物学的活性は最近になり解明されつつ

ある。LPI による癌細胞のインスリン分泌調節やマイトジェン活性 (Falasca and 

Corda, 1994; Metz, 1986) 、リン脂質脂肪酸リモデリング酵素LPIAT1の機能低下

によるNAFLDの発症と増悪 (Tanaka et al., 2021) 、LPIをリガンドとするレセプ

ター：G-protein coupled receptor (GPR55) の存在 (Kuboki et al., 2007a) 、

GPR55が癌細胞の増殖 (Hu et al., 2011) や、遊走/転移に関与すること(Ford et al., 

2010) が相次いで報告された。GPR55は癌以外にも肥満/ 2型糖尿病との相関 

(Moreno-Navarrete et al., 2012) 、免疫細胞の機能制御 (Oka et al., 2010) 、肝臓で

の発現 (Bullo et al., 2012) 、ヒトや動物の障害肝で増強していること(Fondevila et 

al., 2021; Robertson-Gray et al., 2019)が示された  。肝温阻血で増加するLPIも

GPR55を介して阻血再灌流障害の進展に何らかの役割を果たしていることが推測さ

れる。心筋の阻血再灌流ではGPR55の上流に位置するRho-ROCK経路が障害を悪

化させ (Robertson-Gray et al., 2019) 、肝温阻血再灌流はROCK阻害により障害が

軽減される (Takeda et al., 2003) 。本研究の細胞実験でLDHの動きからLPIを肝

細胞に添加すると低酸素障害を軽減し、星細胞に添加すると低酸素障害を増強するこ

とを示唆したが、LDH以外での評価、すなわち別の障害を評価する実験系でも同様

の結果となるか確認は必要である。細胞内カルシウムイオン濃度の一過性上昇は多数

のカルシウムイオン依存性タンパク質の活性化を介して阻血再灌流や炎症病態を増悪
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させるが、今回は増加したことの確認のみであり、障害を増悪させるかはわからな

い。まして、肝臓臓器レベルで保護的か、障害性なのかを結論付けることはできてい

ない。ただし、GPR55を介した反応が顕在したため、LPI-GPR55経路が肝障害の

エフェクター機構に近い現象の可能性があり、治療標的となることが期待される。し

かし、肝温阻血再灌流で肝実質細胞、非実質細胞各々におけるGPR55を介した障害

機構の報告はないため今後の重要な課題である。 

 

ストレス応答における zoneの影響 

 肝温阻血再灌流障害に関わる zoneによる知見には、類洞内の酸素濃度が高い

zone1 (門脈域) よりも酸素濃度が低い zone3 (中心静脈域) で著明に生じるとされる

ことや (Thurman et al., 1984) 、低酸素環境の zone3の肝細胞はHsp70の発現等

のストレス応答により阻血に対する耐性があることが知られている (Kuboki et al., 

2007b) 。本研究では zone1でLPI (18:0) の増加が見られたが、本研究ではグリソ

ン鞘を一括遮断したため zone1の類洞、肝の酸素濃度は速やかに低下したことが

LPI (18:0) の増加のトリガーとなっている可能性がある。一方で zone3ではその変

化が乏しかったが、本研究のモデルでは肝静脈は開存しているために back flowによ

って zone3に酸素供給が保たれている可能性があり、今回の局在が完全な血流遮断

下でも同様の結果となるかの確認は必要である。ただ、低分子化合物の推移を

Zonation (zone1-3) と共に評価できたことは IMSならではの結果である。今後、こ

れらの低分子化合物の変化の原因、あるいは、その下流で起こる生体反応をタンパク

質、エピゲノムレベルで解析することにより、病態の解明と新たなマーカー分子、治

療標的の発見が期待される。 

 

LPI による評価の意義と将来展望 

 LPI (18:0) は阻血時間を反映して細胞死に先んじて阻血中に劇的に変動し、化学

的に比較的安定である。また、脂溶性、水溶性の両画分に存在し得るので阻血中でも

開存した肝静脈から血液中に漏出する可能性がある。それ故、阻血中の血液によって

肝臓の阻血性変化を検出できる可能性がある。ヒトの血中LPIをLC/MSによって

定量した報告もあり、血中LPI定量により、低侵襲性に肝障害を予測する方法論と

なることが期待される (Cable et al., 2021; Nestel et al., 2017) 。また、PI 

(18:0/20:4) を基質とした酵素反応で生成するので、非酵素的な反応とは異なりアー

チファクトを生じにくいと推測され、阻血再灌流障害の予後予測マーカーとして有望

である。 

肝の温阻血で増加するLPIの発見は、肝臓の状態によって温阻血再灌流障害の程

度や進み方が異なる原因を解明する手がかりとなるかもしれない。現在は20 umピ
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ッチの高解像度分析はコストが高く時間もかかるため、臨床検査としては実用化し難

いが、演算装置の進歩により低価格化と解析時間は短縮化がされるはずである。ま

た、IMSと同様にシングルセルレベルでRNA seqを行い多数の遺伝子についてその

発現レベルと局在をマッピングできる技術 (VISIUM解析) との併用によりさらに高

度のメカニズム探索ができるはずである (Cable et al., 2021) 。また、脂質、脂肪

酸、アミノ酸をはじめ多くの低分子化合物の局在はMagnetic Resonance 

Spectroscopy (MRS) によって定量、マッピングできるので (Dietz et al., 2017) 、

IMS やLC-MS/MSにより見出した興味分子の磁場特性（chemical shift）を

MRS/MRI で評価できるはずであり、解像度、演算速度の進歩が望まれる。 
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結 論 

 

1）本研究全体から得られた新知見 

ラットの正常肝、脂肪肝の温阻血再灌流障害における経時的変動分子と組織内局在 

経時的変動分子 

1. 正常肝の温阻血再灌流モデルにおける 

1-1. 阻血時間依存的な阻血中のTCDHA、LPI (18:0) の増加、UDP-HEXNAc、 

PI (18:0/20:4) の減少 

1-2. 阻血時間依存的な阻血中のLPI (18:0) / PI (18:0/20:4)の増加 

1-3. 再灌流後TCDHA、UDP-HEXNAc、LPI (18:0) は元の値に復するが障害

によって遷延する。 

2. 脂肪肝の温阻血再灌流モデルにおける 

2-1. 阻血中のLPI (18:0) の増加、PI (18:0/20:4) の減少 

2-2. 阻血中のLPI (18:0) /PI (18:0/20:4) の増加 

2-3. 再灌流後LPI (18:0) /PI (18:0/20:4) は速やかに減少し元の値に復する 

2-4. 脂肪肝では正常肝の長時間阻血と同様の推移 (阻血に対する易障害性) 

3. 温阻血再灌流障害の予測マーカー 

3-1. 正常肝、脂肪肝何れにおいても各種の障害評価マーカーに先んじて変動 

・阻血中のLPI (18:0) /PI (18:0/20:4) が最も鋭敏な指標 

3-2. 再灌流後早期に元値に復するか否かで障害の推移を予測できる可能性 

組織内局在 

4. 阻血中の zone1 での LPI (18:0) の増加、PI (18:0/20:4) の減少、LPI (18:0) /PI 

(18:0/20:4) 比の低下は、再灌流後の障害領域の分布と近似していた 

5. TCDHAは胆管内で増加 

6. UDP-HEXNAc は zone3で残存。 

肝温阻血再灌流障害におけるLPIの役割 

7. LPIの細胞株に対する機能 

   7-1. LPIは肝細胞には保護性に、星細胞には障害性に働く可能性がある。 

7-2. LPIによって肝細胞、星細胞共に細胞内Ca2+濃度が上昇する 

7-3. 何れの細胞においても細胞内Ca2+濃度上昇は細胞外からのCa2+の取り込 

みが関与する 

7-4. 星細胞では小胞体からCa2+の放出が関与する 

 

2）新知見の意義 
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 肝温阻血再灌流障害において、阻血中のLPI (18:0) の増加やPI (18:0/20:4) の減

少が zone1 から始まり、再灌流後の障害増悪に関与することが始めて示された。阻

血方法、阻血時間、脂肪化の程度を加味した障害評価により再灌流後の肝障害を正確

に予測できる可能性を提示した。 

LPI は細胞実験から温阻血再灌流障害での関与が示唆され、さらに臓器レベルで探

索することで、肝組織の生化学的、分子生物学的な解析が肝温阻血再灌流障害のメカ

ニズム解明に繋がる可能性を提示した。 

 

3）今後の研究、課題 

・zone1に存在する実質細胞、非実質細胞に対するLPI (18:0) のautocrine, 

paracrineな作用は不明であり、保護性か傷害性かも不明である 

・心停止ドナー肝では肝静脈からの back flowが無いので病態が異なる可能性がある 

・脂肪肝の作り方によって結果が異なる可能性がある 

・TCDHAとUDP-HEXNAcの立体異性体は解明がされていない 

・細胞、臓器レベルでのさらなる機序解析、個体レベルでの解析が必要である 

・臨床応用を実現するためには、臨床データやヒトの臓器での検討が必要である 
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