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The survival pathways phosphatidylinositol-3 kinase

(PI3-K) 7phosphoinositide-dependent protein kinase 1

   (PDKl)/Akt modulate liver regeneration through

        hepatocyte size rather than proliferation

    （ 生 存シ グ ナ ル であ る PI3― K/PDKl/Akt経 路は、

肝細胞増殖よりもむしろ肝細胞サイズを制御して肝再生を促進する）

学位論文内容の要旨

【背景と目的】
  肝切除、生体肝移植などの外科的な処置によって、肝の容積は減少するが、その際残存

した肝および移植片のすみやかな再生がきわめて重要である。っまり、これらの外科的治

療は、効率よい物理的・機能的肝再生を期待して行なわれており、非常に重要な意味を持

つ。

  肝は他の臓器とは異なり、潜在的に非常に旺盛な細胞増殖能を有し、肝切除や様々な傷

害が契機となり、肝細胞増殖によって肝を元の状態に回復させる。肝再生は、多くの因子

により精密な制御を受けていると考えられ、これまで膨大な研究がなされてきている。と
ころが、正常状態および病的状態における肝再生の機序に関しては、その開始、維持およ

び終止機構あるいは肝細胞障害との関連など、詳細なメカニズムはいまだ十分に解明され

ていない。Interleukin-6(IL-6)およぴそのターゲット分子であるSignal transducer and activator
of transcription-3(STAT3)は、肝再生において重要な因子と考えられているが、それぞれ肝特

異的IL-6、STAT3ノックアウト(KO)マウスをもちぃた解析がなされてきた。肝特異的

IL-6-KOマウスでは、肝切除後の肝再生が損なわれるだけではなく、広範な壊死も引き起
こされていた。一方、肝特異的STAT3-KOマウスに描いては、肝切除後早期に細胞増殖能

が著しく抑制されていたものの、代償的に細胞サイズの増大がみられ、質的・機能的な肝
再生を維持していた。このとき．、Aktおよぴその下流のシグナル(p70 ribosomal S6 kinase;

p70S6K，mammaliantarget of rapamycin; mTORなど）がより強く活性化することが示された。

これらの結果から、何らかの理由で細胞増殖能が欠損された肝の再生において、これらの
分子 が主体 的に関与 して、代 償的に肝 再生を維持 している ことが示 唆された 。

  これらのことから、PI3-1くニノPDKl/Akt経路による切除後早期の肝再生への関与を明らかと

する目的で、肝特異的PDKl-KOマウスおよぴSTAT3とのdouble-KOマウスをもちいて解
析を行なった。

【材料と方法】

  アルブミンプロモーターで制御されているCre-ricombinase遺伝子およぴloxP配列で
標的遺伝子を挟み込んだPdkl -floxあるいはPdklー flox/Sta t3-floxをそれぞれ導入したマ

ウスを作 成し、そ れらをか け合わせ て肝特異 的PDKl-KOマウスと肝特異的double
(Pdkl/Stat3)-KOくDKO)マウスを作成した。これらマウスは、左葉・中葉切除の70％、も
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しくは左葉切除の30％部分肝切除の処置を行った後、生存期間を観察し、肝／体重量比によ
り肝再生を評価した。肝切除後経時的に組織のサンプリングを行い、組織学的検討(H＆E)、
肝細胞増殖、肝細胞サイズ、アポトーシス、細胞内シグナル解析（以上W8temblot法）
などを評価した。また、アデノウィルスベクターにより遺伝子（PDK1‐interacting
＆agment（piO‐pocketmutant；L155E，myr‐pn0）を導入し、肝特異的KOマウスにおけ
る肝切除後肝再生機序の解析をおこなった。
【結果】
  肝特異的PDK1‐KOマウスをもちいて70％肝切除実験を行ったところ、24時間以内にそ
の2/3が死亡した。また30％肝切除実験を行ったところ、PDK1‐KOマウスはすべて生存し
たものの、肝再生は抑制されていた。興味深いことに、この時肝細胞はコントロール群と
同様に増殖を示したが、コントロール群との比較で肝細胞サイズはむしろ減少し、アルブ
ミン合成能の低下および肝細胞傷害マーカー（血清中GOT/GP吼DHルBil値）の増加が起
こっていた。さらに肝特異的DKOマウスにおける30％肝切除実験を行ったところ、肝切
除後、細胞増殖はほぼ抑制されていたにもかかわらず、肝再生はPDK1―KOマウスと同程
度に抑制されていた。
  肝再生における細胞成長の重要性とそのメカニズムを詳細に検討するため、細胞内シグ
ナル解析を行った。正常肝で起こっていた“生存シグナル”経路の主要分子であるAkt，
p70s6K，S6の活性は、PDK1‐KOマウスにおいて予想通り抑制されていた。次にPDK1から
の下流へのシグナルの重要性（主要経路）を検討するために、PDKlの“pif－pocket”ドメ
インのmutant（L155E）をPDKトKOマウスに導入した。これにより、肝再生時にPDK1‐Ab
にはシグナルを流すが、他の分子（p70s6K，SGK）へのシグナルを遮断した。その結果、
PDK1‐KO十L155EマウスではPDK1‐KOマウスと比較して、Aktのりン酸化（Thr）は復活
したが、細胞増殖には影響しなかった。しかし、肝細胞のサイズは有意に増大し、これに
よって肝再生も改善した。さらに、PDK1の上流に位置するP13‐Kの恒常活性型変異体で
あるmyr‐p110をPDK1―KOマウスに導入したところ、STAT3が活性化され細胞増殖も増強
されたが、細胞サイズの増大が起こらず、肝再生の改善も認められなかった。
【考察】
  これまでに、我々は肝特異的S′Iピ灯3．KOマウスにおける肝再生の解析を行い、S皿灯3
が肝再生にはエッセンシャルでないこと、すなわち肝再生には細胞増殖だけでは必要十分
でないことを報告した。今回肝再生における、細胞増殖ではなく、細胞成長（細胞サイズ）
の重要性を検討する目的で、肝特異的PDK1．KOマウスおよび肝特異的DK0マウスを作
成し、解析した。
  PDK1のノックアウトにより、肝切除後の生存（70％肝切除）およぴ肝再生（30％肝切
除）に多大な影響がみられた。この結果により、PDK1以下の経路が、肝再生を維持する
上で必要不可欠な因子であることが示唆された。また、これらのシグナルは肝再生におい
て肝細胞サイズに関与することが明らかとなり、細胞成長によって物理的・機能的な肝再
生を維持していると考えられた。細胞増殖は肝再生において中心的な役割を果たしている
と考えられていたが、この機能が何らかの原因で障害された場合、少なくともPDKlん娃t
のシグナルの活性化により、代償性に肝再生が維持されていると考えられた。PDK1の下
流経路はAktとp70s6Kに代表されるが、このAktのみへのシグナルを通したPDK1‐KO十
L155Eマウスにおける肝再生は、肝細胞増殖能には影響を与えなかったものの、細胞成長
を促すことによってコントロール群と同程度にまで肝再生を回復させた。このことから、
肝再生に必須なPDK1以下のシグナルのなかで、特にAktは細胞成長を制御し、肝再生を
維持する最も中心的な役割を果たしていることが示唆された。
【結論】
  本研究では、肝切除後の急性期の肝再生においてPDK1ん抜t経路とP13．酎S皿姐｀3経路
は、それぞれ細胞成長と細胞増殖に主体的に関わっていることが明らかとなった。特に細
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胞増殖能が障害されている肝の再生には、PDKl/Akt経路による細胞サイズの制御（肝細
胞機能維持）が極めて重要であると考えられた。
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The survival pathways phosphatidylinositol-3 kinase

(PI3-K)/phosphoinositide-dependent protein kinase 1

  (PDKl)/Akt modulate liver regeneration through

       hepatocyte size rather than proliferation

    （ 生 存シ グ ナ ル であ る PI3― K/PDKl/Akt経路は 、

肝細胞増殖よりもむしろ肝細胞サイズを制御して肝再生を促進する）

  肝再生は、多くの因子により精密な制御を受けていると考えられ、これまで膨大な研究

がなされてきている。ところが肝再生の機序に関して、その詳細なメカニズムはいまだ十

分に解明されていない。これまでの研究で、細胞増殖性に働くSTAT3は、不可欠な分子で

ないことが示された。そこで本研究では、「生存シグナル」として知られるPI3-K/PDKl/Akt

経路の肝再生における役割について検討をおこなった。

  肝特異的PDKl-KOマウスでは肝切除後、細胞成長の抑制が原因で肝再生が起こってい

なかった。さらに肝特異的DKO (Stat3/Pdkl-KO)マウスにおける肝再生では、細胞成長・

細胞増殖ともに抑制されてしゝたが、肝再生不全はPDKl-KOマウスと同程度であった。ま

た、PDK1の上流に位置するPI3-Kを強制的に活性化させると、細胞増殖は改善されたが、

肝再生は回復しなかった。一方、PDK1の下流について、PDKl-Aktの経路のみ回復させた

ところ、肝切除後の細胞成長が回復し、肝再生もコントロールレベルにまで回復した。

  公開発表では学位論文内容発表の後、副査畠山鎮次教授より、肝細胞が核分裂だけを

起こしcell cycle arrestを起こしていた可能性、臓器の再生の際、細胞成長は一般的にみら

れるものなのか、また、それに細胞骨格が影響するのかについての質問があった。申請者

はそれに対して、cell cycle arrestは、定量はしていないが、肝切片の観察から多核化細胞

は少なくその可能性が少ないことを述ペ、肝再生における細胞成長については、まず細胞

増殖が必要で、細胞成長はバックアップとしての機能であるが必要不可欠であることを述

べ、細胞骨格については、それよりもPDK1経路の重要な機能のーつである「糖代謝」の

影響により、グリコーゲン等の蓄積が原因した可能性を述べた。
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  次いで、副査近江谷克裕教授より、PDKl-KOマウスの生理的な違いについて、アル

ブミン産生と細胞成長との関与の可能性について、そして、50％肝切除ではどのようにな

るかについての質問があった。また、細胞成長により肝機能が維持されていることを十分

に示すためには、プロテオーム、メタポローム解析が必要であるという意見があった。申

請者はこれに対し、生理的な違いゝについては、今回使用したマウスでは生理的な差が無か

ったが、摂食などの影響により糖代謝能での差が出る可能性があることを過去の報告をも

とに回答し、アルブミンの関与については、グリコーゲン等の蓄積が原因した可能性を述

ペ、50％肝切除の影響に関しては、生存に関しては微妙なところだが、肝細胞サイズの影

響が出る可能性が十分にあることを述ぺた。

  次いで、副査尾崎倫孝教授から、これまで肝再生におしゝて重要と考えられていたSTAT3

と細胞増殖よりもPDKl-Aktシグナルと細胞成長が不可欠であるという新たな知見を得る

ことができ、非常に興味深い論文であるとの評価があった。また、この経路が代謝に深く

関与している点で、糖尿病内科的な面からの研究の可能性についても示唆された。

  次いで、主査浅香正博教授から、肝再生時の肝機能としてAFP解析の有無について、

また、この研究の臨床応用への可能性についての質問あった。これに対して申請者は、AFP

の解析は今回行わなかったこと、また、PDKl/Aktが病変肝の移植や切除が必要となった

場合の治療のターゲットとしての可能性を述べた。ただし、Aktは癌にも深く関与する分

子であるため、このタンパクのインヒピターは多数報告されているが、inducer等の報告は

無く、現時点での薬剤としての可能性は難しいが、今後の創薬の際のターゲットにはなる

可能性を示した。さらに申請者は、Akt分子の活性を生体内で非侵襲的に観察できる光プ

ローブの開発に着手しており、これは将来的に診断に応用できる可能性を述べた。

  最後に、副査藤堂省教授から、実際に肝再生にはhepatrophic factor等の影響が大きく、

PDK1が肝再生に重大な影響を与えていない可能性が示されたが、糖尿病などのターゲッ

ト と し て の 可 能 性 は あ る と 、 臨 床 的 な 立 場 か ら の 意 見 が あ っ た 。

  この論文は、非常に複雑な因子で制御されている肝再生のメカニズムを詳細に解析し、

「生存シグナル」として広く知られていたPDKl/Akt分子が肝再生におしゝて細胞成長とい

う機能によって肝再生を維持し、さらに必要不可欠なシグナルであることをはじめて明ら

かにした点で高く評価される。また、この論文の研究は、将来的に肝臓外科分野の診断治

療における応用が大いに期待される。
  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や取得単位なども

併せ申請者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した。
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