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研究成果の概要（和文）：肝星細胞は、類洞の周皮細胞として、ビタミンAを蓄える細胞であるが、肝障害時に
は、増殖し、細胞外マトリックスを産生し、肝線維化を引き起こす。本研究においては、ヒストンバリアントと
肝星細胞活性化の関連について検討した。ゲノムワイドなChip-シークエンスを検討したが、星細胞活性化に関
わる因子との直接的な関連は現時点では明らかにできていない。しかしながら、Chip DNAを用いてのリアルタイ
ムPCRでは、肝線維化マーカーの遺伝子発現と比例してヒストンバリアントの蓄積が、それぞれのマーカーの遺
伝子座で確認できたため、今後さらなる解析を進めていきたい。

研究成果の概要（英文）：Hepatic stellate cells work as sinusoidal pericytes and store vitamin 
A-associated lipid droplets. In liver injury, hepatic stellate cells proliferate and produce a large
 amount of extracellular matrixes. Stellate cells activation is an important event in pathology of 
liver diseases because it is believed to play a role in the development of fibrosis. In this study, 
we assessed the roles of histone variants H3.3 and H2A.Z in the activation of hepatic stellate 
cells. Chip analysis revealed that histone variants were accumulated in the regions of the genes, 
such as alpha-SMA and collage1A2, in activated stellate cells. We also performed genome-wide 
chip-sequence in hepatic stellate cells. We have been still investigating the specific regions 
related to stellate cells activation.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
C型慢性肝炎に対する抗ウイルス療法は劇的な進歩を遂げているが、Ｂ型慢性肝炎や脂肪肝の一部が慢性肝炎化
した脂肪性肝炎、NASHの画期的な治療薬はなく、これら慢性肝炎に引き続き肝硬変、肝癌を生じることがわかっ
てきており、大きな社会問題となっている。エピジェネティクス制御と線維化に関連する遺伝子やマイクロRNA
の発現制御の関連を明らかにすることができれば、未だ特出すべき治療法が開発されていない難治性疾患である
肝硬変やその他の臓器線維症の創薬開発の可能性も期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
臓器線維症は，いまだ特出すべき治療法が開発されていない難治性疾患の一つで、様々な臓器
で慢性炎症や物理的負荷によってもたらされる疾患である。我々は、その中でも特に肝臓に注
目し、肝臓の線維化過程に中心的な役割を果たすと考えられている肝星細胞の機能や活性化の
分子機構のメカニズム解明のため、分離培養星細胞を用いて星細胞活性化に伴って変動する各
種分子動態を遺伝子レベルおよび蛋白質レベルでの解析を行ってきた。  また、星細胞の活性
化の制御による肝線維化、肝硬変の治療を開発することを目標に、実験的に、血管内皮細胞増
殖抑制剤、TNP-470が肝星細胞の活性化を抑制することや膵炎の治療薬として使用されている
セリンプロテアーゼインヒビターが TGF-betaの発現および活性を抑制することで、肝線維化
を抑制すること、さらに、組み換えアデノウイルスベクターを用いてコラーゲンプロモーター
による細胞特異的遺伝子制御により肝線維化を抑制することを明らかにしてきた。 
 これまでの研究成果の集積から、我々が星細胞での発現をはじめて見いだした分子や活性化
星細胞のマーカーとなる分子が、DNA アレイやプロテオミクスに代表される遺伝子解析とタ
ンパク質解析で、発現が一致して変動することを確認してきたが、また同時にその発現が一致
しない分子も認められる事実も確認している。そして、この発現の不一致に対する答えの手掛
かりを示してくれるのがノンコーディングＲＮＡの解析やエピジェネティックな解析であるの
ではないかと考え、まず最初にマイクロ RNAの肝星細胞における網羅的解析を進め、miR-29
がコラーゲン産生に、miR-195が細胞増殖に関与すること、さらに、miR-221/222が、臨床症
例で、肝線維化の増強と正の相関を示すことを明らかにした。 
 
２．研究の目的 
本研究では、特に最近注目を集めるエピジェネティクス制御の観点から肝線維化に関わる細胞
を、ヒストン 2A.Z やヒストン 3.3 といった遺伝子発現に直接関与するといわれているヒスト
ンバリアント領域を Chip シークエンスを用いて解析し、細胞の可塑性、線維化の責任細胞の
オリジンに違いがあるかどうか、線維化領域に様々な heterogeneity を生み出すのかどうかを
明らかにすること、クロマチンの動的変動と遺伝子機能制御の関連について明らかにすること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 使用した細胞は、ヒト肝星細胞の細胞株（LX-2, HHSteC）とヒト皮膚線維芽細胞の細胞株
（RGB021）で、これらの細胞は 10% FBS 含 DMEM にて培養し、chip-sequence assay に用いられ
た。 
Chip-Seqence Assay 
ホルムアルデヒドを用い、タンパク質とＤＮＡをクロスリンクさせた後、断片化には超音波処
置と Micrococal nuclease 処理の両方を用いた。クロマチンの免疫沈降には、抗 H2A.Z 抗体
（Active Motif）、抗 H3.3 抗体（UBI）、simple Chip Enzymatic Chromatin IP Kit (Cell Signaling)
を用いた。 
シークエンス解析には、イルミナ MiSeq をもちい、その後、統合部位のマッピングを行った。 
また、TGF-beta により肝星細胞の遺伝子発現を誘導し、Chip DNA 断片で、リアルタイム PCR
により、alpha-SMA, Col1A2, Ppar-gamma 遺伝子座でのヒストンバリアントの蓄積量を解析し
た。 
 
４．研究成果 
Chip-Seq により、ヒストン 2A.Z の結合領域として同定した部位は、ヒト皮膚線維芽細胞 RGB021
で 389 部位、ヒト肝星細胞 LX2 で 485 部位の領域があり、その中で、LX2 特異的に結合が認め
られた領域は 11部位存在した。また、ヒストン 3.3 の結合領域として同定した部位は、ヒト皮
膚線維芽細胞 RGB021 で 419 部位、ヒト肝星細胞 LX2 で 398 部位の領域があり、その中で、LX2
特異的に結合が認められた領域は 9部位存在した。 
現時点までの解析では、直接、肝星細胞活性化につながる因子の同定には至っていないが、今
後さらなる検討を必要とする。 
rodent の分離肝星細胞実験で、活性化星細胞で発現の増強が認められた microRNA-23, 34, 125, 
210, 214, 218,221, 222や活性化星細胞で発現の現象が認められたmicro-19, 26, 92, 130, 143, 
145, 191, 335 との直接的な関連についても見いだせなかった。 
しかしながら、星細胞の活性化に伴ってその発現が変動する alpha-SMA, collagen1A2, 
Ppar-gamma の遺伝座でのヒストンバリアンとの蓄積は、遺伝子の発現と同様に、その増減を示
しており、今後もさらなる解析を進めていきたい。 
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