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研究成果の概要（和文）：研究代表者らは、従来のシャペロンに加え分泌経路関連因子や転写因子を標的とした
核酸を組み合わせた新規核酸医薬を開発することを本研究の目的とした。このために、siRNAに替わり、AAVウイ
ルスを用いたshRNAによる標的因子の発現抑制の系の構築を試みたが、ウイルスのタイターを十分に上げること
ができず、代わりにsiRNAをもちいたHTVi法について今後検討していくことにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to develop siRNAs for efficiently inhibiting liver 
fibrosis in mice.  For this purpose, we combined siRNAs targeting for chaperones with other novel 
secretory factors. In addition, we attempted to construct a system to inhibit the expression of 
target factors by shRNA using the AAV virus instead of siRNA, but were unable to sufficiently 
increase the viral titer, and decided to investigate the HTVi method using siRNA instead.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 分泌　肝繊維化　コラーゲン　COPII　siRNA

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝線維化はアルコール、肥満等の生活習慣病的要因により引き起こされ、肝硬変・肝癌へと進行するが、根本的
な治療法は確立していない。肝線維化を直接抑制する薬剤、特に早期から線維化の進展を予防する、あるいは肝
硬変に対して繊維の蓄積を減少させ、肝癌の発症抑止に寄与する薬剤の開発が強く望まれている。研究代表者
は、分泌経路に着目することで、肝線維化の初期段階と進行段階のそれぞれにおける肝線維化抑制の標的を新た
に見出している。本研究を継続することで、肝線維化抑制につながる新たな治療法の開発へとつながることが期
待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
肝線維化はアルコール、肥満等の生

活習慣病的要因により引き起こされ、肝

硬変・肝癌へと進行するが、根本的な治

療法は確立していない。ウイルス性慢性

肝炎に対する治療薬の開発により、今後

はアルコール性および非アルコール性

脂肪肝炎が慢性肝疾患の主因となるこ

とが予想される。一方で、抗ウイルス薬

の投与によって進行していた肝線維化

に改善が見られることから、肝線維化の

可逆性が明らかにされてきた。よって肝

線維化を直接抑制する薬剤、特に早期か

ら線維化の進展を予防する、あるいは肝硬変に対して繊維の蓄積を減少させ、肝癌の発症抑止に寄

与する薬剤の開発が強く望まれている（図 1）。 

肝線維化において肝星細胞は重要である。肝星細胞は、通常はビタミン A貯蔵細胞であるが、炎

症性サイトカインによって活性化し筋繊維芽細胞様に分化すると I 型コラーゲンを大量に分泌す

る。これが線維化の主な要因となる (図１)。以前から、細胞内の分泌を司る小器官である小胞体

やゴルジ体が、肝星細胞の活性化の過程で肥大化することは知られていたが、肝星細胞の分泌経路

の変化に着目した研究はほとんど行なわれていなかった。 

さらに研究代表者は、活性化した肝星細胞が転写因子 CREB3L2 依存的に小胞形成因子である

Sec23A/Sec24D を特異的に発現上昇させることを見出した（図 2）。この発現上昇は、小胞体からゴ

ルジ体への輸送を亢進し、コラーゲンとは異なる未同定の肝線維化責任因子を輸送することで、肝

星細胞活性化の初期段階に関与することを見出した (*Sci Rep 2017)（図 2）。また、この過程にお

いて Sec23A/Sec24D の発現を抑制することで、I 型コラーゲンの分泌のみならず、肝線維化マーカ

ーの発現を抑制できることを明らかにしている。 

このように研究代表者は分泌経路に着目することで、肝線維化の初期段階と進行段階のそれぞれ

における肝線維化抑制の標的を新たに見

出している。 

2019年から2021年までの挑戦的研究(萌

芽)において研究代表者らは、マウス由来

NIH3T3 細胞を用いた siRNA オリゴ配列の

検討から、Sec23A,Sec24D,HSP47 を効率的

に発現抑制できる siRNA オリゴを同定し

た。さらに,High Fat Diet投与による肝線

維化モデルマウスを作成し、継時的に肝組

織切片を作製し、alpha-SMA の上昇を確認

している。 

さらに種々の小胞輸送関連因子に対す

る組織染色の条件検討のため、研究代表者

らが先に作製した Sec23A ラットモノクロ

ーナル抗体、Sec16 ウサギポリクローナル

抗体、TANGO1 ウサギポリクローナル抗 

体、Sec13 ウサギポリクローナル抗体に対

して肝線維化病理組織の染色に適応する



ための条件検討を行なった。その結果、いずれの抗体も組織染色可能であることが明らかになった。

さらに、線維化組織においては Sec23A 及び Sec13 の発現量が増加しており、TANGO1 及 び Sec16 

の発現量に変化は認められなかった。  

 

２．研究の目的 

これらの準備状況をふまえて、研究代表者らは、1)従来のシャペロンに加え分泌経路関連因子や

転写因子を標的とした核酸を組み合わせた新規核酸医薬を開発することを本研究の目的とした。こ

れにより様々な段階において線維化に寄与する因子群を包括的に発現抑制することで線維化抑制効

果の増強を図ることが期待される。一方で、個々の siRNA は投与量を減少させることが可能となり、

オフターゲットによる副作用低減に繋がると考えられた。さらに、2)分泌経路によって活性化される

肝線維化責任因子を同定し、新規標的とすることも本研究の目的とした。 

 

３．研究の方法 

  

1) AAVウイルスを用いた shRNA 発現抑制系の確立 

AAV ウイルスを用いて shRNA による発現抑制を行うため、まずは標的配列を組み込んだ shRNA を

作成した。さらに、EGFP を発現する AAV ベクターを作成した。これを Helper ベクターとともに

HEK2923T 細胞にトランスフェクションし、AAV ウイルスの産生を行い、つづいてマウスへの感染

をおこなった。 

 

2) マウス尾静脈からのハイドロダイナミクス法の検討 

マウス尾静脈から核酸を含む溶液をハイドロダイナミクス法により肝へ導入した。GFP プラスミ

ドを導入した際には、肝への GFPの到達を抗 GFP抗体を用いた免疫染色によって検証した。 

 

４. 研究成果 

 

1) AAVウイルスを用いた shRNA 発現抑制系の確立 

これまで siRNA を用いてマウスへの投与を検討してきたが、siRNA は高価なため、さまざまな条

件検討に適さない。そこで AAV ウイルスを用いて、shRNA による発現抑制系を構築することを試

みた。すでにマウス由来細胞に対して効果のあった siRNA配列を参考にして shRNA を設計し、AAV

ウイルスを作成した。EGFPをコントロールとしてマウスに感染させたが、肝への感染効率があま

り高くなく、その後ウイルスタイターの上昇をさまざま試みたが、効率的な感染が難しく、AAVウ

イルスを用いた shRNA 発現抑制系の構築を断念せざるを得なかった。 

 

2) マウス尾静脈からのハイドロダイナミクス法の検討 

2019 年から 2021 年までの挑戦的研究(萌芽)においてハイドロダイナミクス法によって GFP プラ

スミドを投与し、肝への GFP 発現を確認していた。この方法を応用して、siRNA を発現させるべ

く、ハイドロダイナミクス法による肝への導入効率を向上するための条件検討を行なった。今後、

ハイドロダイナミクス法により siRNA を導入し、まずは発現抑制が可能か検討したのち、肝線維

化モデルマウスに対し siRNA を導入後、線維化抑制効果を検証する。 
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