
はじめに

テロメラーゼは，染色体末端に存在するテロメア配

列（5’―TTAGGG―3’）を特異的に認識して延長反応を

行い，細胞分裂に伴うテロメアDNAの短縮を補う逆

転写酵素である1）．大部分の癌細胞では強いテロメ

ラーゼ活性が認められるものの，成熟体細胞ではいく

つかの例外を除いて，ほとんど活性は認められな

い2）3）．正常肝細胞は通常ほとんどがG0期で4），細胞分

裂は約 2万個に 1個といわれている5）．ところが，広範

囲肝切除後では残存肝の再生，すなわち肝細胞の増殖

は盛んであり，肝は短期間のうちにかなりの重量を回

復することから，テロメラーゼ活性との関連が注目さ

れる．そこで今回，ラット肝切除後テロメラーゼ活性

の経時的変化と，再生率ならびに細胞周期との関連性

について検討した．

方 法

1．部分肝切除術

8週齢Donryu 系雄性ラット48匹（体重269±31.1

g）にエーテル麻酔したのち，Higgins ら6）の方法によ

り，70％部分肝切除術を施行した．肝切除後12時間（n

=7），24時間（n=7），36時間（n=7），48時間（n=7），

72時間（n=7），および 1週（n=7），4週（n=6）の各時

点で残肝を摘出した．なお，正常ラット肝のテロメラー

ゼ活性測定のために，同種同週齢ラット 3匹をエーテ

ル麻酔下で開腹し，全肝を摘出した．

2．テロメラーゼ活性検出法

Modified telomeric repeat amplification protocol

（Modified TRAP）法を用いて，以下のとおり残肝テロ

メラーゼ活性を相対評価した．

まず，各時点で摘出した残肝を homogenize 処理し

たのち，1×CHAPS溶解液で蛋白を抽出し濃度を0.5

mg�ml に調整した．Oncor 社の TRAPezeTM テロメ
ラーゼ活性検出キットを使用し，23℃で10分間のテロ

メラーゼ伸長反応ののちポリメラーゼ連鎖反応法

（PCR）により伸長したテロメア配列の増幅を行った

（94℃30秒，55℃30秒，72℃90秒�33サイクル）．TSプラ
イマーはジゴキシゲニンで標識したものを用いた．15

％ポリアクリルアミドゲルで電気泳動後（polyacryl-

amide gel electrophoresis：以下，PAGEと略記），ナイ

ロン膜へ転写し，アルカリフォスファターゼ標識抗ジ

ゴキシゲニン―CSPDによる化学発光で活性を検出し

た．

画像解析用ソフトウエアNIH image を用い，テロメ

ラーゼにより生じた50bp より始まり6bpずつ増加す

る ladder と，36bp に存在する internal standard（内部

標準）との強度比を用いて活性を数値化し相対評価し

た．
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テロメラーゼ活性は，いくつかの例外を除いて成人体細胞では検出されないといわれているが，肝

再生過程において活性が亢進する可能性がある．今回，ラット70％肝切除後肝再生モデルで，12時間，

24時間，36時間，48時間，72時間後，および 1週，4週後の各時点での残肝のテロメラーゼ活性，細胞

周期の比率（G0�G1期，S期，G2�M期）および再生率と平均再生速度を測定した．テロメラーゼ活性検
出はTRAP法を用い，内部標準を使って活性を定量化した．テロメラーゼ活性は肝切除12時間，24

時間後で正常ラット肝と比較し有意に亢進したのち徐々に減衰し，1週後には正常レベルとなった．一

方，S期細胞の占める比率は，24時間，36時間後でピークとなった．平均残肝再生速度とテロメラーゼ

活性との間には有意な正の相関を認めた．これらから，肝切除がテロメラーゼの活性化を惹起するこ

と，また，テロメラーゼ活性はDNA合成に先行して亢進していることが示された．
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3．細胞周期の測定

摘出した残肝より細胞を分離し，propidium iodide

で核 DNAを蛍光染色したのち（Becton-Dickinson 社，

Cycle TestTM），FACSCalibur flow cytometer（Becton-

Dickinson 社）でDNA量を計測し，描出されたヒスト

グラムの形状からG0�G1期，S期，G2�M期おのおのの
比率を算出した．

4．残肝再生率と平均残肝再生速度の測定

肝切除後再生により増加した肝重量（肝再生量）は，

肝切除後各時点における残肝重量（C）から初回肝切除

時の予想残肝重量（B：Higgins ら6）の方法による切除

肝重量Aは，全肝重量の約70％であり，Bは切除肝重

量の約 7分の 3の割合であると予想される）を差し引

いた分（C-B）であり，これを初回肝切除時の切除肝重

量（A）で割った値を残肝再生率（％）とした（（C-B）�
A）．また，各時点における残肝再生率の平均値の変化

率（％�hr）を平均残肝再生速度とした（Fig. 1）．
なお，統計学的解析では，各時点間におけるテロメ

ラーゼ活性の平均値の差異に対して，Student's t test

を用い，p<0.05をもって統計学的に有意であるとした．

結 果

1．肝切除後テロメラーゼ活性の推移

肝切除後のテロメラーゼ活性（電気泳動でみられる

ladder）の時間経過を Fig. 2に示す．12時間後および24

時間後では ladder が鮮明に濃く観察されたが，36時間

後以降は ladder が薄くなった．

NIH image を用いて数値化したテロメラーゼ活性

の経時的変化を Fig. 3に示す．正常ラット肝のテロメ

ラーゼ活性の平均値は1.07（arbitrary unit：以下AU

と略記）であった．肝切除後12時間，24時間，36時間，

48時間，72時間，および 1週，4週での平均テロメラー

ゼ活性はそれぞれ3.80AU，3.37AU，1.52AU，1.40

AU，1.47AU，1.02AU，1.01AUであった．12時間後

および24時間後の活性は正常ラット肝と比較して有意

に高値を示した（p<0.001）．36時間後以降は漸減し，1

週，4週後では正常ラット肝の活性レベルにまで低下し

た．

2．細胞周期とテロメラーゼ活性

テロメラーゼ活性と細胞周期の関係を経時的に検討

したところ，12時間後および24時間後におけるテロメ

ラーゼ活性が，正常ラット肝のテロメラーゼ活性と比

Fig. 2 Typical patterns of telomerase activity after partial hepatectomy. TRAP

products were visualized by PAGE analysis

Fig. 1 Regeneration rate（％），and average regen-

eration rate per hour（％�hr）of the hepatic rem-
nant.
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較し有意に高かったのに対して，各時点でのDNA合

成期，すなわち，S期細胞の占める比率は24時間後およ

び36時間後で高い結果となった（Fig. 4）．

3．残肝再生率と平均残肝再生速度

肝切除後各時点での残肝再生率の平均値は，5.68％，

23.9％，39.4％，48.8％，58.4％，88.3％，119.6％であっ

た（Fig. 5左）．平均残肝再生速度は残肝再生率の平均

値を結んだ直線の傾きで表され，おのおの0.47％�hr，
1.52％�hr，1.29％�hr，0.78％�hr，0.40％�hr，0.31％�
hr，0.06％�hr であった（Fig. 5右）．
4．テロメラーゼ活性と平均残肝再生速度

肝切除後各時点におけるテロメラーゼ活性と平均残

肝再生速度との関係を Fig. 6に示す．両者の間には有

意な正の相関を認めた（r=0.858，p<0.001）．

考 察

テロメラーゼは1985年に Greider ら7）によって，原生

動物である繊毛虫類テトラヒメナにおいてはじめて同

定されて以来，1997年には中山ら8）によりその構成要素

が同定されるなど，近年の分子生物学的手法の発展に

よりその研究は大きく進展した．また，1994年 Kim

ら2）により，簡便なテロメラーゼ活性検出法である

TRAP法が登場し，癌とテロメラーゼとの高い相関性

が報告されるようになった．さらには，前癌組織にも

強い活性を認める場合があり9），将来，癌治療の指針や

癌予知因子としての可能性も期待されている．一方，

正常体細胞においては幹細胞を含む組織，たとえば骨

髄細胞，皮膚，毛のう，消化管粘膜上皮などや末梢血

リンパ球には微弱ながらテロメラーゼ活性がみられ

る10）．しかし，増殖刺激を受けて細胞分裂を行うその

他の正常体細胞では，テロメラーゼ活性は全く検出さ

れない11）．

ところで，肝切除後肝再生過程における肝細胞増殖

様式は成熟した肝細胞が増加する simple duplication

で，先に述べた幹細胞の分裂，分化ではないことが特

徴である12）．しかしながら，肝細胞としての機能を持

ちつつ，旺盛な増殖能力をもつ小型肝細胞を，古典的

な幹細胞の定義上の committed stem cell に相当する

臨床的幹細胞とする意見もある4）．このように肝切後

の肝細胞は幹細胞のごとく旺盛な増殖能力をもつ一

方，時期がくると増殖が制御されるわけで，テロメラー

ゼとの関連性に興味がもたれる．

そこで本研究は，肝切除後の肝再生過程におけるテ

ロメラーゼ活性の経時的変化を検討することによっ

て，肝切除後の肝細胞増殖制御におけるテロメラーゼ

の関与を明らかにすることを目的とした．今回の検討

では，肝切除12時間および24時間後の肝再生時のテロ

メラーゼ活性は，正常ラット肝のテロメラーゼ活性と

比較し有意に高く，肝再生終了に先行しテロメラーゼ

活性も正常ラット肝の活性レベルに復した．これらよ

り，肝切除刺激にともない，テロメラーゼ活性が一時

的に上昇したのち，漸減することが明らかとなった．

Tsujiuchi ら13）は，6週齢のラットを用いて部分肝切除

（ 3分の 2切除）を施行し，その後のテロメラーゼ活性

を経時的に測定した結果，肝切除 6時間後から36時間

後までテロメラーゼ活性は上昇し，72時間後には肝切

直後の残存肝の活性レベルにまで減少したと報告して

Fig. 3 Time course of the telomerase activity after

partial hepatectomy . The activity strongly in-

creased at 12 and 24 hrs and gradually decreased to

normal level at 1 wk after partial hepatectomy. ＊p<

0.001

Fig. 4 Ratio of cell cycle among G0�G1, S, and G2�M
phase. The increase in the ratio of S phase is ob-

served at 24 and 36 hrs after partial hepatectomy.
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いる．また，Golubovskaya ら14）は，7週齢のラットを用

いて，70％部分肝切除を施行したところ，肝切直後の

残存肝の活性レベルと比較して，12時間後のテロメ

ラーゼ活性は1.5倍，24時間後には 2倍に上昇したと報

告している．一方，Yamaguchi ら15）は，7週齢のラット

を用いて，70％部分肝切除を施行したところ，テロメ

ラーゼ活性は12時間後および24時間後で減少し，48時

間後に肝切除前のテロメラーゼ活性のレベルに回復し

たのち，72時間後まで上昇したと報告している．この

ように，肝切除後のテロメラーゼ活性の変化について

は，相反する報告がみられる．このような相違がみら

れるのは，動物数の多寡およびテロメラーゼ活性の定

量化，数値化の違いに由来するものと考える．いずれ

にしても，肝切除後肝再生に伴い，テロメラーゼ活性

の変動がみられることは明らかである．

では，この肝切除後肝再生に伴うテロメラーゼ活性

の変動は，細胞増殖周期といかに関連しているのであ

ろうか．今回の検討から，テロメラーゼ活性のピーク

は切除後12，24時間後であったのに対し，再生肝細胞

のDNA合成期，すなわち，S期の占める比率のピーク

は24，36時間後であった．すなわち，テロメラーゼ活

性はDNA合成に先行して亢進し，DNA合成が十分と

なると正常域にもどるものと考えられた．Buchkovich

ら16）もヒト末梢血リンパ球細胞ではあるが，S期とテ

ロメラーゼ活性に正の相関を認めている．ただ彼らは，

DNA合成阻害剤で S期への移行を抑制した時に，テ

ロメラーゼ活性はなんら影響を受けなかったことか

ら，G0�G1期における何らかの機序がテロメラーゼ活性
の誘導に重要であるとしている．近年，肝切除後のG0

�G1期の initiation としてTNF-α，IL―6などのサイト
カインの重要性が指摘されているが17）18），これらのサ

イトカインが先行してテロメラーゼ活性を誘導してい

る可能性も考えられる．

細胞周期とテロメラーゼ活性の関係からも，肝細胞

増殖とテロメラーゼ活性の上昇は，直接関連性がある

とはいえない．しかしながら，Fig. 6に示すようにテロ

メラーゼ活性と平均残肝再生速度との間に正の相関を

認めたことから，急速な肝再生をもたらすなんらかの

伝達機構が，テロメラーゼ活性上昇をもたらし，肝細

胞増殖を抑制し再生速度を減少させるなんらかの伝達

機構が，テロメラーゼ活性を抑制しているものと考え

られる．

さて，本実験の問題点は，いくつかの正常体細胞組

Fig. 5 Regeneration rate（left）and average regeneration rate per hour（right）of

the hepatic remnant after partial hepatectomy.

Fig. 6 Relationship between telomerase activity and

average regeneration rate per hour of the hepatic

remnant of each animal after partial hepatectomy；

a positive linear correlation was observed（r=0.858,

p<0.001）．
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織においてもテロメラーゼ活性が認められる齧歯類を

用いた実験であること19），類洞内皮細胞を分離してい

ないこと，残肝内浸潤リンパ球のテロメラーゼ活性を

みている可能性を否定しきれないこと20），などであ

る．したがって，実験種を変えること，肝細胞を分離

して変動をみることなど，慎重に評価検討せねばなら

ない面もある．ただ，肝切除後の細胞増殖ならびにそ

の制御にともない，テロメラーゼ活性の up-regulation

ならびに down-regulation が認められたことから，肝

切除後肝再生過程においてテロメラーゼが肝再生に関

与している可能性は高く，その on�off シグナルの解明
も含め，今後の検討課題と考える．
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Telomerase Activity after Partial Hepatectomy

Takuo Inui, Kazuo Hatsuse, Tsukasa Aihara, Yasushi Okusa,
Noritsugu Kuranaga, Nobuaki Kawarabayashi, Hironori Tsujimoto, Toshimichi Takigawa,

Nariyoshi Shinomiya＊ and Hidetaka Mochizuki
First Department of Surgery and Department of Microbiology＊, National Defense Medical College

Telomerase activity is undetectable in adult human tissues, but in proliferating hepatocytes it can be pre-
sent during liver regeneration. In this study we investigated the activation of telomerase in the rat hepatic
remnant, the ratio of the cell cycle（G0�G1 phase, S phase, G2�M phase）, the regeneration rate and the average
regeneration rate per hour of the hepatic remnant at 12, 24, 36, 48, 72 hrs, 1 wk, and 4 wks after 70％ partial
hepatectomy in rats. Telomerase activity was assayed by the telomeric repeat amplification protocol which
we modified（modified TRAP）and quantitated by using an internal standard. Telomerase activity was
strongly detected at 12 and 24 hrs（p<0.001）, and then decreased gradually to the normal level at 1 wk after
hepatectomy, whereas the peak of the proportion of the S phase was at 24 and 36 hrs after the operation. The
average regeneration rate per hour of the hepatic remnant correlated significantly with the telomerase activ-
ity（r=0.858, p<0.001）. In conclusion, these findings may suggest that hepatectomy mediate the activation of
telomerase and indicate that the activity is strongly increased before DNA synthesis.
Key words：telomerase activity, liver regeneration, partial hepatectomy, cell cycle, regeneration rate（per

hour）
〔Jpn J Gastroenterol Surg 33：12―17, 2000〕
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