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研究成果の概要（和文）：サイトグロビン（CYGB）欠損マウスは、野生型マウスよりも自然発生的に発がんしや
すいことが報告されている。申請者は、肝星細胞（HSC）の活性化スイッチ機構が存在し、それがHSCの持続的か
つ不可逆的な活性化を引き起こし、肝硬変や肝がんの難治性につながるという仮説に基づいて研究を行ってき
た。本研究では、CYGB欠損マウスを用いて、活性化HSCから過剰に放出された一酸化窒素(NO)が肝細胞内のミト
コンドリアの活動を阻害し、活性酸素種の蓄積を引き起こすことを実証した。これは、HSC内のCYGBのNOジオキ
シゲナーゼ活性が肝細胞機能の維持に必須であることを示している。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that cytoglobin (CYGB)-deficient mice are more 
susceptible to spontaneous carcinogenesis than wild-type mice. The applicant has conducted research 
based on the hypothesis that there exists an activation switch mechanism in hepatic stellate cells 
(HSCs) that causes persistent and irreversible activation of HSCs, leading to the intractability of 
liver cirrhosis and liver cancer. In this study, using CYGB-deficient mice, we demonstrated that 
excessive nitric oxide (NO) released from activated HSCs inhibits mitochondrial activity in 
hepatocytes and causes the accumulation of reactive oxygen species. This indicates that the NO 
dioxygenase activity of CYGB in HSCs is essential for maintaining hepatocyte function.

研究分野：分子生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝硬変は我が国の肝硬変患者は、B 型やC 型の肝炎ウイルス感染、生活習慣に伴う非アルコール性脂肪性肝疾患
(non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD)などを原因とし40 万人に達する。そのため、活性化肝星細胞
（HSC）を標的とした新規治療法の開発が急務である。本研究は、活性化HSCにおける持続的なHSC活性化の仕組
みと肝線維化進展への関与および隣接する肝細胞への影響を調べることを目的とする。今回の研究で得られる成
果は肝臓だけでなく他臓器の組織修復機構の維持や破綻・線維化反応の解明やその治療法開発につながる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

肝硬変は、慢性的な損傷による過剰な結合組織沈着 (線維化) により惹起され、瘢痕化と硬

化および実質肝細胞の喪失による肝機能障害を特徴とする難治性疾患であり、有効な治療

法がない。障害肝では肝星細胞 (HSC)が活性化し線維化の発症に主導的役割を果たしてい

る。しかし、ウイルス除去後、肝硬変が改善するケース (21.8%) と増悪するケース (27.4%) 

が報告されており [GastroHep 2020;2:39–48.]、病因が排除されても肝硬変が進行する分岐点 

(Point of no return) が存在すると考えられている。 

私たちは肝臓では HSC のみに発現するサイトグロビン (CYGB) に着目し、Fibroblast 

Growth Factor-2が JNK-cJUNシグナルを介して CYGB遺伝子発現を誘導することでHSCの活

性化を抑制することを明らかにし [J Biol Chem 2017;292:18961. 特許 26675150]、さらに、肝

硬変患者で観察される CYGBタンパク質量の低下が、TGFβ-Smad2-SP3経路で CYGB遺伝子

発現が減弱した結果であることを示した [J Hepatol 2020;73:p882-895.]。この研究過程で、肝

硬変の前疾患である非アルコール性脂肪肝炎で、CYGB タンパク質量の低下が活性化した

HSC 内の活性酸素種 (ROS) が蓄積することにより DNA 損傷が惹起され、HSC 活性化の継

続・維持に寄与することを見出した。また、老齢 Cygb欠損マウス (Cygb-KO) は肝臓を含む

多臓器に線維化腫瘍を自然発症し、[Sci Rep 2016;5:6:24990.]種々の肝疾患モデルでも Cygb-

KOは野生型に比べ線維化が促進される[Proc Jpn Acad B 2016;92:77-97.]。さらに、CYGBが

ROSスカベンジャー作用を有すること[Clin Mol Hepatol 2020;26:280-293.]や Cygbが欠損した

HSC では、TGFβ による DNA 修復機構の抑制が野生型より促進されることがわかっている

（未発表データ）。これらの研究結果を元に、私は、ROS で誘発される DNA 損傷が HSC 活

性化の不可逆的なスイッチを惹起し、肝硬変の Point of no returnを生むと考えた。 

 

２．研究の目的 

申請者は、TGFβ が HSC を活性化する分子機序解析で、CYGB 欠損等で活性酸素種 (ROS) 

の恒常性維持が破綻した HSCが持続的な HSC活性化を呈することを明らかにした。本研究

では、HSC活性化が持続的かつ不可逆的になる HSC活性化スイッチ機構があり、それが肝

硬変の難治性に繋がっていると考え、Cygb-KOマウスを用いて、①HSCの DNA損傷が不

可逆的なスイッチを惹起するのか、② 持続する HSC 活性化が肝細胞 (Hep)や肝類洞

内皮細胞など周囲に影響するのかを明らかにし、肝硬変の分子病態を理解することを目

的とした。 

３．研究の方法 

① Cygb-KOマウスは持続的 HSC活性化が起きているため、活性化 HSCによる Hepの変

化を調べる有益なツールである。そこで、Cygb-KOマウスの肝臓からミトコンドリア（90％

以上が Hep 由来）を採取し、ミトコンドリア呼吸鎖に関わる NADH Oxidase の活性を測定

する。Hep由来のミトコンドリアを採取し、HSC-CYGBの有無による Hepへの影響を観察

する。生後 12週目のマウス肝臓より密度勾配‐遠心法を用いてミトコンドリアを採取する。

ミトコンドリアの呼吸鎖（複合体 I-V）に関わる酵素活性を分光光度計で測定する。さらに、

Cygb-KOおよび野生型肝臓の一酸化窒素（NO）を含む ROSレベルを測定し、Hepのミトコ

ンドリア活性との関与を詳細に調べる。 



② チオアセトアミド（TAA）によって肝線維症が誘発されたマウスの脾臓に肝がん細

胞 (hepa1-6, 2x106 cells)を注射し、肝臓への腫瘍形成能を調べた。 

 

４．研究成果 

① CYGBの既知のNOジオキシゲナーゼ

（NOD）活性（Zhou et al、2017）を考慮して、

NO 特異的蛍光プローブのジアミノルローダ

ミン-4M アセトキシメチルエステル（DAR-

4M AM）を使用して、初代マウス HSCの細胞

内 NOレベルを調べた。以下、野生型（WT）

および Cygb-KO（Cygb-/-）マウスから単離さ

れた HSCを、それぞれ HSCWTおよび HSCCygb-

/-と称する。初代マウス HSC (1.5 × 105 細胞

/mL) をコラーゲンでコーティングした培養皿に播種し、3 mM 一酸化窒素合成酵素 (NOS) 

阻害剤である Ng-ニトロ-L-アルギニン メチルエステル塩酸塩(L-NAME)の存在下または非

存在下で 72 時間インキュベートした。 NO特異的シグナルは HSCCygb-/-では観察されたが、

HSCWTでは観察されなかった。また、 L-NAMEで処理した HSCCygb-/-では NOレベルが有意

に減少した（図 1A）。HSCCygb-/-では、HSC 活性化マーカーと並行して、HSCWTと比較して

誘導性 NOシンターゼ（iNOS）mRNAの 1.7倍の増加を示した（図 1B）。 

さらに、HSCCygb-/-における iNOS および

αSMA のタンパク質発現も、HSCWTと比

較して、それぞれ 2倍および 2.3倍増加し

た（図 2A）。培地中の NO濃度は、HSCWT

と比較して HSCCygb-/-では 1.3 倍増加した

（図 2B）。 また、細胞内 ROSも HSCCygb-

/-で有意に増加した（図 2C）。これらの結果

から、HSC によって蓄積された大量の 

NO が細胞外に放出され、隣接する Hep 

に悪影響を与える可能性があると考えた。 

次に、HSC 由来の NO が隣接する 

Hep に拡散するかどうかを調べた。以

下、WTおよび Cygb-/-マウスから単離

された Hep をそれぞれ HepWTおよび

HepCygb-/-と称する。In vivoの微小環境

を模倣するために、HSCWT または

HSCCygb-/-を HepWT とともにインサー

トで培養する共培養システムを用い

た。 72時間の前培養後、HSC含有イ

ンサート（1.0 × 105細胞/mL）をリン酸緩衝生理食塩水（PBS）で洗浄し、HepWT（0.5 × 

105細胞/mL）を含むウェルに移した。 48 時間後、NO陽性 HepWT細胞の割合は、HSCWTと

共培養した HepWTと比較して、HSCCygb-/-と共培養した HepWTでは 2.8 倍に有意に増加した

（図 3A）。さらに、HSC を L-NAME (3mM) で前処理すると、共培養した HepWTでの NO 



蓄積が減弱された。 NO 陽性細胞は HepWT 単培養では検出されなかった。NO レベルは、

HSCWT単培養培地と比較して、HSCCygb-/-培養培地で 1.9 倍増加し、HepWTと HSCCygb-/-の共

培養からの培地でも 1.9倍増加した。 NO は HepWTまたは HSCCygb-/-の単培養の培地には検

出されなかった（図 3B）。 

iNOS のタンパク質および mRNA レ

ベルは両方とも、HepWTと HepCygb-/-の間

で変化しなかった (図 4A)。Cygb が欠

損した HSCでは iNOSの mRNAおよび

タンパク質レベルでの増加に伴い NO

の蓄積と培養上清中の NO レベルが上

がっているのに対し Hep では変化がな

かったことから、微小環境模倣系におい

て隣接する HepWTに移動する可能性が示された。そこで、HSCから放出された NO が Hep 

内でその生物学的活性を保持していることを確認するために、我々は、NO によって直接標

的とされることが知られているシトクロム P450 1A2 (CYP1A2) 酵素の活性を測定した 

(nakano et al, 1996; Stadler et al, 1994)。 CYP1A2のタンパク質レベルも mRNAレベルも、

HepWTと HepCygb-/-との間で差がなかったが、CYP1A2活性は、HepWTと比較して、HepCygb-/-

では 2.5倍に有意に減弱した (図 4B)。これらの結果は、HepCygb-/-に蓄積された過剰な NOが

細胞外に放出されて Hepに輸送され、結果として CYP1A2活性が抑制されたことを示唆し

た。 

NO は O2 に対するミトコンドリア シト

クロム C オキシダーゼ(CcO)のよく知られた

競合阻害剤であるため (Brookes et al, 2003; 

Brown, 2001)、WT および Cygb-/-の肝臓から

分画されたミトコンドリアの電子伝達鎖 

(ETC) 機能を評価した。MitoCygb-/-におけるニ

コチンアミドアデニンジヌクレオチド

（NADH）オキシダーゼ活性と複合体 IV の

CcO 活性が、MitoWT と比較して、それぞれ

35％と 32％大幅に減衰することを明らかにした。対照的に、複合体 I (NADH-ユビキノン酸

化還元酵素)、II (コハク酸ユビキノン酸化還元酵素)、および III (ユビキノール - シトクロ

ム c 酸化還元酵素) の比活性は、MitoWTと MitoCygb-/-の間で同レベルであった (図 5A)。そ

こで、State 3/State 4呼吸および呼吸制御比 (RCR) についてミトコンドリア呼吸鎖活性を分

析した。結果、State 3の呼吸は MitoWTと比較してMitoCygb-/-で大幅に減少したが、State 4 の

呼吸は MitoWTと MitoCygb-/-の間で変化しなかった。さらに、RCR は MitoWTと比較して、

MitoCygb-/-で大幅に減少した (図 5B)。これらの結果から、CYGB が欠損した HSC によって

放出される過剰な NOが Hepの CcO活性を阻害すると考えられた。 

最後に、我々のデータをさらに裏付けるために、WTおよび Cygb-KOマウスの肝臓組織に

おける細胞内 ROS蓄積を調べた。8〜12週齢および 42〜45週齢のマウスは、それぞれ若齢

マウスおよび高齢マウスと呼ばれる。ROSレベルは、若齢WTマウスと比較して、若齢 Cygb-

KOマウスで 1.6倍増加した。さらに、高齢の Cygb-KOマウスは、高齢のWTマウスと比較

して 2.3 倍、若齢 Cygb-KOマウスと比較して 1.4倍有意に高い 細胞内 ROS蓄積を示した 



(図 5C)。 

本研究は、CYGBを欠損した HSCから放出される NO画分が Hepの CcO酵素を阻害し、そ

の後のプロトン漏出と ROS蓄積を引き起こすことを示した。これは、CYGB の NOD 活性

が Hep を健康に保つために不可欠であることを示している。 CYGB 発現による相補的な

NOD 活性は、酸化ストレスとニトロソ化ストレスの両方を特徴とする疾患において新規の

治療効果をもたらす可能性がある、として報告した（Okina Y, Sato-Matsubara M, et al. Antioxid 

Redox Signal. March 2023; 38(7-9): 463–479.）。 

② 活性化 HSCから過剰に放出する NOや ROSが HSCおよび隣接する Hepの DNA

損傷を惹起することも十分に考えられた。さらに、ヒト非アルコール性肝炎における線

維化進行に伴い、HSCの CYGB発現が減少することもわかっている。そこで申請者は、

活性化が肝細胞に及ぼす影響を調べるために、肝臓がん-肝線維化マウスモデルを用い

て腫瘍 RNAからの網羅的な遺伝子発現解析を実施した。チオアセトアミドによって肝

線維症が誘発されたマウスの脾臓に肝がん細胞 (hepa1-6, 2x106 cells)を注射し、肝臓へ

の腫瘍形成能を調べた。その結果、肝線維化群では対照群（生理食塩水）に比べて腫瘍

の生着が促進・増大し、DNA 損傷関連遺伝子群の発現が増加した。その中でも、Poly 

(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP-1)と協同し塩基除去修復に関わるタンパク質が顕著に

増加した。そこで、我々は肝がん患者臨床検体を用いた比較免疫組織化学を行い、動物モ

デルの結果を検証している。さらに、周辺の腫瘍微小環境関連細胞である免疫細胞およ

びがん関連線維芽細胞についても調査する予定である。 
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