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手術侵襲下での生体内における NF-κB の動向とその役割

三上 佳子

川崎医科大学外科学（消化器），〒701-0192　倉敷市松島577

抄録　NF-κB（Nuclear factor κB）は，生体のさまざまな機能に関与し，恒常性を維持するため
の重要な転写因子である．本研究では，消化器癌手術のなかで最も侵襲の大きい開胸開腹術という
手術侵襲を受けた際の，ラット正常組織内 NF-κB の変動について，対照群（麻酔のみ），開腹群（L
群），開胸開腹群（T+L 群）の3群について比較検討した．検索対象組織には肝臓，肺，脾臓を用いた．
免疫組織染色では T+L 群のみで NF-κB 陽性細胞を認め，特に肺組織の術後60，120分で最も高い
陽性率を示した．さらに，術後120分での肝臓組織において，ウエスタンブロット法により NF-κ
B の活性化を確認した．Real-time RT PCR 法では，T+L 群が L 群に比べ NF-κB mRNA の増加ピー
クが遅延していた．また，肺での NF-κB mRNA 発現量が最も多かった．開胸開腹という過大な
侵襲が加わることにより，特に肺における NF-κB の産生が過剰となり，さまざまな炎症反応を惹
起するきっかけとなり，術後呼吸器合併症の誘因となると同時に，癌細胞の着床を促進する可能性
が考えられた．
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緒　言
　消化器癌手術において，開胸開腹下の手術す
なわち食道癌の手術がもっとも手術侵襲の大き
い術式であり，他の手術に比較し肺炎などの術
後合併症の頻度も高いことが知られている．
手術侵襲は，術後の臓器機能に障害を及ぼす
のみならず，腫瘍の転移・増殖を促進すると
いうことが知られており，この現象は surgical 
oncotaxisとして報告されてきた１）．また，食
道癌における術後合併症は，いわゆる second 
attackとしてさらに大きな侵襲を生体に与える
ことも知られている１）．このような手術による
surgical oncotaxisを制御することは，手術から
の回復の促進や術後合併症を予防するのみなら
ず，予後の向上にも寄与する可能性がある．

　一方，免疫グロブリンκ軽鎖の発現を制
御する転写因子として同定された NF-κB
（Nuclear factor κB）は，現在，免疫反応，炎
症反応，発生のほか細胞の活性化や増殖，分化，
死の制御に関わる遺伝子の発現に関与する．特
に，侵襲に対する炎症反応に関わる遺伝子の産
生誘導，サイトカイン産生に至る伝達過程に大
きく関与するということが知られている．しか
しながら，生体において，侵襲下でどの組織に
おいて，どのような細胞の NF-κBが，どのよ
うな時間経過で活性化されているかという報告
はない．そこで，開胸開腹という手術侵襲下で
の各臓器における NF-κBの動態を経時的に検
討した．
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材料と方法
実験動物
　ラットは，Sprague-Dawley系雄性ラット（日
本エスエルシー株式会社，静岡），10週齢 ,約
350gを用いた．

実験方法
　１）麻酔法：セボフルレン（丸石製薬株式会
社，大阪）で麻酔導入した後，ペントバルビター
ル（大日本住友製薬株式会社，大阪）50 mg/kg
を腹腔内投与した．手術台に背位に固定し，
HIBIKI polyethylene tubing No.7を使用し気管内
挿管を行った．１回換気量0.5 ml，分時呼吸数
55回で調節呼吸を行った．抜管については，麻
酔覚醒まで保温し，嚥下運動及び体動が起こっ
た時点で，吸引しながら気管内チューブを抜去
した．
　２）手術手技：開胸術は右開胸で右前胸部か
ら右側胸部に及ぶ約３cmの皮膚切開を加え，
右第５肋間で1.5 cmの開胸を行った．閉胸は右
第５,６肋骨にナイロン糸をかけた後，アトム
チューブを挿入し胸腔内吸引をしながら胸壁筋
及び筋膜を結紮縫合，その後アトムチューブを
抜去し，皮膚を連続縫合した .開腹術は腹部正
中切開（剣状突起下から恥骨結合上縁）にて７
～８cmの皮膚切開を加え，約６cmの長さに開
腹した．閉腹はナイロン糸を用い２層に連続縫
合を行った．
　３）免疫組織染色
　採取した試料を10％ホルマリン液で48時間
固定し ,パラフィン包埋した後５μmの切片を
作成した．Rabbit anti-NFκB p65（sc-109）抗体
（Santa Cruz Biotechnology社，米国）を一次抗
体として４℃，一晩反応させた．二次抗体と
してヒストファインシンプルステイン MAX-
PO（ニチレイ，東京）を添加し，室温で１
時間反応させた後，3,3’-diaminobenzidine tetra 
hydrochlorideにて発色させ ,ヘマトキシリンで
核染色をした．核質のみ染色されている細胞を
陽性細胞とした．

　４）屠殺方法
　サンプル採取のための開腹時に脱血死させた．
　５）血中サイトカインの測定
　下大静脈より採取した血液を遠心分離（3000 
rpm，10分間）して得た血清を用いて測定した．
測定項目は IL-1β，IL-6，TNFα，CINC-1で
あり，それぞれ Rat IL-1βELISA kit，Rat IL-6 
ELISA kit，Rat TNFαELISA kit（Thermo Fisher 
Scientific 社，米国），GRO/CINC-1 Rat Biotrak 
ELISA System（GEヘルスケアバイオサイエン
ス株式会社，東京）を用いた .
　６）Real-time reverse transcription-PCR
　Total RNAをRNeasy Protect Mini kit（Qiagen，
Germany）を用いて抽出した後，RNA（2μg）か
ら High-Capacity cDNA Reverse Transcription 
Kits（Applied Biosystems Japan） を 用 い て 逆
転写を行い cDNAを作成した．反応試薬と
し て SYBR Green を 使 用，ABI PRISM 7700
（Applied Biosystems Japan） で PCR を 行 っ
た．PCR 条件は50℃２分，95℃10分，95 ℃
15秒，60℃１分とし，50サイクルとした．
すべてのサンプルは triplicateとした .検討
し た primer 配 列 は，rat NFκB p65 forward，
5’-CTTCTGGGCCATATGTGGAGAT-3’，and 
reverse，5’-TCGCACTTGTAACGGAAACG-3’，
rat L-32 forward，5’-TAAGCGAAACTGGC 
GGAAAC-3’，and reverse，5’-CAGGATC 
TGGCCCTTGAATCT-3’を用いた．それぞれの
標的遺伝子の定量は，L-32の量を標準化して計
測した．
　７）タンパク質の回収
　採取した各臓器をホモジネートし，NE-PER 
Reagents（Thermo Fisher Scientific 社，米国）を
用いて細胞質タンパク，核タンパクに分けて抽
出した．Bradford法にてタンパク濃度を測定し，
濃度を調整した．
　８）ウエスタンブロット法
　細胞質，核タンパク抽出物（50μg）を SDSを
含むポリアクリルアミドゲル（５～20％勾配ゲ
ル）で電気泳動し，polyvinylidenefluoride（PVDF）
メンブレンへ電気的に転写した．Rabbit anti-NF



149三上：手術侵襲下での生体内における NF-κBの動向とその役割

κB p65（sc-109）抗体（1:50），Rabbit anti-phospho 
p65（#3037）抗体（Cell Signaling Tecnology社，米
国）（1:100），Mouse anti-actin抗体（Santa Cruz 
Biotechnology社，米国）（1:100）を一次抗体
として4℃，一晩反応させた．二次抗体とし
てヒストファインシンプルステインMAX-PO
を添加し，室温で1時間反応させた後，3，3’
-diaminobenzidine tetra hydrochlorideを用いて検
出した．

統計解析
　各群の値は平均値±標準誤差（SE）で示し，
各群間の有意差検定にはStudent’s t-testを用い，
ｐ＜0.05を有意差ありとした．

実験プロトコール
　実験群は1.挿管麻酔のみ（対照群，n=6）， 
2.開腹の状態を1時間継続する開腹群（L群，
n=6），3.開胸開腹の状態を1時間継続する開胸
開腹群（T+L群，n=6）とした．手術後，経時
的に試料を採取した．すなわち，術直後（0分），
術後60分，120分，12時間，24時間後に屠殺し，
肝臓，肺，脾臓，血清（各群 n=6）を採取した．

さらに，侵襲早期の状態についても検討するた
め，手術開始後15分，30分の時点でもサンプル
を採取した．全く処置を施していないラットよ
り採取した試料をコントロールとした．
　なお，本研究は川崎医科大学動物実験委員会
承認（No.07-033，2007）のもと，川崎医科大
学動物実験指針に基づいて実施した．

結　果
NF-κB p65免疫組織染色による組織学的検討
　対照群，L群，T+L群の肝臓，肺，脾臓に対
し，NF-κB p65抗体を用いた免疫組織染色では，
T+L群以外はどの時点においてもコントロール
群同様まったく陽性細胞を示さなかった．T+L
群において，３臓器とも術後60分，120分に多
くの陽性細胞を認めた（図１，２，３）．全視野
のうちランダムに500細胞を数え，そのうちの
陽性細胞数の比率を計算したところ ,肺におけ
る陽性率が35％と最も高値を示した（図４）．

NF-κB p65タンパクの核内移行
　T+L群術後120分の３臓器のサンプルを用い，
ウエスタンブロット法にて細胞質，核タンパク

図１　p65抗体による免疫組織染色所見（T+L群，肝臓）（×400）．

control 0min. 60min.
120min. 12hr. 24hr.
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の検出を行った．p65，p65リン酸化抗体を用い
細胞質，核タンパクにおける p65の検出を試み
た．肺，脾臓からはコントロール，術後120分
とも，両タンパクにおいて明らかなバンドを検
出できなかったが，肝臓からの抽出物において

はコントロールでは両タンパクでは認められな
かったバンドが，術後120分で核タンパクに検
出された（図５）.

control 0min. 60min.
120min. 12hr. 24hr.

図２　p65抗体による免疫組織染色所見（T+L群，肺）（×400）．

control 0min. 60min.
120min. 12hr. 24hr.

図３　p65抗体による免疫組織染色所見（T+L群，脾臓）（×400）．
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図４　３臓器における NF-κBの陽性細胞数比率の経時的変化

図５　ウエスタンブロット法によるバンドの検出
上段：p65抗体による所見
下段：リン酸化 p65抗体による所見
control:侵襲（－），120 min.：開胸開腹術後120分，cytoplasm：細胞質タンパク，nucleus：核タンパク
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図６　３群間での血清サイトカイン（IL-1β，IL-6，TNFα，CINC-1）の変動の比較　**:p<0.01，*:p<0.05

図７　半定量的 RT-PCR法による３臓器間での p65 mRNA発現量の比較　**:p<0.01，*:p<0.05
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血中サイトカインの変動
　TNFαの血中濃度は３群とも測定できな
かった．IL-1βの血中濃度は有意差を認めな
かったものの，術直後より上昇傾向にあり，
それは特に L群，T+L群に認められた．対照
群では明らかな上昇は認めなかった．IL-6，
CINC-1の血中濃度については，３群を比較す
ると，対照群に比べ他の２群の上昇が著明で
あった．この上昇は術後120分の時点で有意差
をもってピークをむかえていたが２群のピーク
値に有意差はなく，L群に比べて T+L群の方
が遷延傾向を認めた（図６）．

NF-κB p65 mRNA発現の検討
　L32 mRNAを内部標準としNF-κB p65 mRNA
の相対的発現量を測定した．L群における肝臓
と T+L群における術後の肺において，コント
ロールに比し有意な増加を示した．また L群
の肝臓，肺での mRNA発現の変化は，手術開
始後より増加し始め，手術終了後徐々に正常化

した．一方 T+L群の肝臓，肺での mRNA発現
の変化は，術中でなく術後増加傾向を示し，術
後120分でピークをむかえ，徐々に正常化して
いた（図７）．L群，T+L群において，肝臓，
肺では同様な mRNA発現の増減パターンを示
していたのに対し，脾臓では，各群間ともコン
トロールに比べてほとんど増加しておらず，
T+L群における術直後のみ，増加傾向を示した．
また，L群，T+L群とも肺の mRNA発現量が
最も多かった（図８）．

考　察
　NF-κB（Nuclear factor κB） は，1986年 に
Senと Baltimoreらにより免疫グロブリンκ軽
鎖のエンハンサー領域に結合する転写因子とし
て同定された２）．その後，さまざまな細胞にお
ける発現とその機能が報告されてきた３）－７）．
NF-κBは，プロトオンコジーンである c-rel遺
伝子と相同性のある領域を有している分子から
なる Relファミリーに属する分子と，ホモある

図８　半定量的 RT-PCR法による３群間での p65 mRNA発現量の比較　**:p<0.01，*:p<0.05
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いはヘテロ二量体を形成して存在する転写因
子群の総称で，RelA（p65），RelB，c-Rel，NF-
κB1（p105/p50），NF-κB2（p100/p52）の５種類
が知られている．さらにこの二量体は，IκB
（inhibitor of κB）と呼ばれるインヒビターと
結合し，不活性型として細胞質内に存在して
いる．サイトカインなどの刺激により IκBは
ただちにユビキチン化し分解され，遊離した
RelAは速やかに核内移行し種々の遺伝子発現
に関与する．
　NF-κBの多彩な機能として，器官形成，細
胞死抑制，免疫反応制御などあるが，侵襲と癌
の転移促進作用（surgical oncotaxis）の機序を
考える上で最も重要な働きを担っている可能性
がある．固形腫瘍における NF-κBの発現異常
は，癌細胞株における NF-κBの活性化として
報告されているものが多い８）－12）．ヒト癌組織
において恒常的 NF-κBの活性化を証明した報
告や13）－15），膵癌細胞における Autocrineによる
IL-1βの産生が NF-κBの活性化に関与してい
るという報告もある16）．また，慢性炎症と発癌
の観点では，慢性胃炎と胃癌17），慢性炎症性腸
疾患と大腸癌18）との関係が示唆されている．腫
瘍細胞周囲の細胞が受けた侵襲によって放出さ
れる各種サイトカインや増殖因子などにより，
腫瘍細胞の NF-κBがさらに活性化し，増殖，
進展を引き起こす可能性が考えられる．また，
NF-κBの抗アポトーシス作用や細胞周期関連
タンパクの制御により，さらに悪性化を招くこ
とも考えられる．
　手術という侵襲により生体内では様々な反応
が起こる．恒常性を維持するための反応が過
剰となり，全身性の炎症反応を示した状態を
systemic inflammatory response syndrome（SIRS）
という．また，炎症性反応優位の SIRSに対
して，抗炎症性反応優位の compensatory anti-
inflammatory response syndrome（CARS） と い
う概念もあり，この両者のバランスがとれな
くなったとき，多臓器機能不全（multiple organ 
dysfunction syndrome:MODS）を引き起こすと
考えられている19）．この，SIRSの状態を引き

起こす炎症性サイトカインは NF-κBの転写活
性により誘導されるものである．
　手術侵襲と NF-κBの活性化，癌と NF-κB
については多く報告されている．しかし，手術
侵襲を加えられた生体における，正常組織と
NF-κBとの関係についての報告はない．そこ
で，消化器癌手術の中で最も侵襲の大きい食道
癌手術，すなわち開胸開腹術を行った際の NF-
κBの動向について検討した．最も大きな侵襲
として開胸開腹術（T+L群）を，比較対象と
して中等度の侵襲として開腹群（L群）を設定
した．術後合併症として最も障害を受けやすい
肺と，網内系臓器の肝臓，脾臓において NF-κ
Bの変化を認められるかどうかを組織学的に確
認するため，免疫組織染色を行ったところ，当
初予想していたマクロファージなどの網内系細
胞だけでなく肺胞上皮，気管支上皮，肝細胞と
いった細胞の核が濃染した．これは，T+L群の
みに確認され，また術後120分にピークを迎え
るという経時的変化も認められた．このことは
ウエスタンブロット法によるタンパクレベルで
も確認することができた．すなわち，術後120
分での肝臓組織から抽出した核タンパクで p65
リン酸化抗体を用いた際にバンドを検出したこ
とから，細胞質内に存在している p65タンパク
が核内移行し，リン酸化することで活性化して
いるという過程が確認された．同時刻の肺，脾
臓組織のタンパクについても同様の実験を行っ
たが，肝臓組織のようなバンドの検出を確認す
ることが出来なかった．この原因として，肝臓
に比べ肺，脾臓の細胞数は少なく，回収するタ
ンパク量が不足していた可能性がある． 免疫
組織染色における陽性率では，NF-κBは肺に
おいて最も多く認められており，タンパクの回
収方法については検討の余地があると考えられ
た．
　NF-κBの産生誘導標的遺伝子には，各種サ
イトカインや接着因子があるが，転写制御因子
として IκBα，c-Mycだけでなく NF-κB自身
の産生も誘導している．そこで，３臓器におけ
る p65 mRNAの発現量を測定し，臓器間での
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発現量の違いや経時的変化について検討した．
脾臓以外の臓器において p65 mRNAの発現の
増減を認め，L群では手術開始直後より，T+L
群では術直後より増加する傾向にあった．発現
量としては，肝臓よりも肺の方が多かった．免
疫組織染色において，肺の術後60分での陽性細
胞数が多かったことから，この時点で NF-κ B
は活性化し自身の mRNAの産生を誘導し，術
後120分における肺での mRNA発現量がピーク
をむかえたことと一致すると考えられた．
　NF-κBの活性化に至る経路には IKK（Iκ
B kinase）α/β/γ複合体により IκBがリン酸
化の後に分解され，RelA/p50の核内移行が誘導
される古典的経路が知られているが，Siebenlist
らにより NIK（NF-κB-inducing kinase）と呼ば
れるキナーゼ依存性に IKKαホモ二量体複合
体が活性化され，p100のリン酸化が誘導され，
プロテアソームによる限界分解により p52が生
じ，RelB/p52が核内移行する非古典的経路が明
らかとなった20）．今回の研究に用いた抗体や
primerは，p65（RelA）タンパクを検出する古
典的経路から活性化に至るものであった．p65
タンパクでも前述のような変動を確認すること
が出来たが，開胸開腹という手術侵襲下で他の
NF-κBファミリーのタンパクが変動し，何ら
かの作用が働いている可能性は十分考えられる．
　DerHagopian らにより癌の再発は炎症部
位に発生しやすいと報告され， inflammatory 
oncotaxisという概念を提唱した21）．そして，平
井らにより侵襲が癌の転移を促進するという
現象を stress oncotaxis，手術の場合には surgical 
oncotaxisとして報告された22）．また，食道癌手
術術後に呼吸器合併症を来した患者の予後が悪
いことが報告され，そのことに基づきラットの
開胸開腹モデルを用いて，術後のサイトカイン
の変動や活性酸素の発現について報告している
22，23）．手術侵襲と癌の増殖については，開胸操
作の加わった侵襲が，有意に腫瘍の増殖，転移
を促進するということが実験的に報告されてい
る24，25）．今回の研究により，開胸操作の加わっ
た手術侵襲下では，肺における NF-κBの変動

が著明であった．肺での NF-κBの活性化によ
り，炎症性サイトカイン，活性酸素，NOといっ
た SIRS，MODSを引き起こす因子を誘導する
ことで呼吸器合併症を引き起こす可能性があ
る．それと同時に，術後合併症により様々な臓
器において NF-κBの活性化を引き起こし，サ
イトカインの過剰産生を介して遺残癌細胞の転
移，増殖を促進することで予後に悪影響を及ぼ
すことが示唆された．
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maintain homeostasis in humans. We investigated the NF-κB status of organs under the 
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157三上：手術侵襲下での生体内における NF-κBの動向とその役割

　An immunohistochemical study showed the NF-κB positive rate to be highest at 60 and 120 
minutes after the operation, and especially in the lung. We also confirmed activation of NF-κ
B in the liver at 120 minutes after the operation using Western blotting analysis. A delay in the 
peak of NF- κ B mRNA production in the T+L group compared with the L group was revealed 
by the real-time RT-PCR method. The lung showed the highest production of mRNA. From 
these results, we concluded that a cytokine storm after the operative stress, especially after the 
excessive surgical stress of the thoraco-laparotomy, was caused by activation of NF-κB in the 
organ cells of the lung, liver and spleen, but  especially, of the lung. This phenomenon might 
be related to a postoperative complication such as a pneumonia or liver damage. It also might 
have an enhancing effect on cancer metastasis; that is “surgical oncotaxis”.
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