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研究成果の概要（和文）：本研究により星細胞の活性化やコラーゲン産生に重要なマイクロRNA

が数種同定された。その中でもcollagen 1A1に結合する可能性の高いmiR-29bに着目した。この

マイクロRNAを星細胞で強制発現させると、I型コラーゲンの発現が抑制された。また、miR-29b

は、マウス星細胞の活性化に伴い発現が低下することを明らかにした。マウス星細胞にmiR-29b

を強制発現させると、I型コラーゲンの発現が抑制されるだけでなく、星細胞の活性化まで抑え

られることが判明した。このため、miR-29bの標的遺伝子はcollagen 1A1だけでなく、星細胞の

活性化に関与する遺伝子である可能性が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：Some microRNAs important for activation and collagen production 
of stellate cells were identified. Among them, we showed that miR-29b is one of regulators 
of type I collagen mRNA and protein expression. Moreover, miR-29b downregulated in mouse 
activated stellate cells in vitro. Overexpression of miR-29b in mouse stellate cells not 
only decreased type I collagen mRNA and protein expression, but also inhibited stellate 
cell activation. We suggested that targeted genes of miR-29b were not only collagen 1A1 
but stellate cell activation-related genes. 
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１．研究開始当初の背景 
マイクロ RNA はこれまでその機能がほとん

ど不明な 20-25 塩基のノンコーディング RNA
である。マイクロ RNA に関する研究はここ数
年、癌研究やウイルス学の分野で急速に進展
しており、肝臓病研究においてはウイルス肝
炎などの新たな治療法の標的分子として注

目されていた。そこで、我々はマイクロ RNA
による肝線維化治療法の開発を目的に研究
を進めた。肝線維化治療の標的となる細胞は
主に星細胞であり、マイクロ RNA を星細胞で
強制発現することにより星細胞の増殖およ
びコラーゲンの産生を抑制することで線維
化抑制効果を期待した。 
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２．研究の目的 
我々は星細胞におけるマイクロ RNA の発現

が遺伝子およびタンパク質発現制御に重要
であり、星細胞の活性化や増殖に影響を与え
ると考えた。そこで、ヒト星細胞株（LX-2）
を用いて、TGFβおよび IFN 添加による星細胞
の活性化およびコラーゲン産生、増殖に関与
すると考えられるマイクロ RNA を同定し、そ
の標的遺伝子を明らかにした。そして、マイ
クロ RNA を標的とした肝線維化治療法の開発
を目的に研究を進めた。 
 
３．研究の方法 
ヒト肝星細胞株 LX-2 細胞に TGFβおよび

IFN を培地中にそれぞれ添加した際、発現が
変動するマイクロRNAを調べた。マイクロRNA
の発現は、アプライドバイオシステムズ社の
TaqMan MicroRNA Assay により調べた。(1) コ
ラーゲンの発現に関与するマイクロ RNA の同
定：マイクロ RNA のデータベース TargetScan
を用いて、ヒト collagen 1A1の 3’UTR に結
合すると想定されるマイクロ RNA (miR-143, 
218, 29b)が、ヒト星細胞株 LX-2 に TGFβおよ
び IFN を培地中にそれぞれ添加した際、発現
が変化するか調べた。次に、これらのマイク
ロ RNA が collagen1A1や SP1の 3’UTR に結
合することが予想されたため、pmirGLO 
Dual-Luciferase miRNA Target Expression 
Vector (Promega)を用いて、ホタルルシフェ
ラーゼ遺伝子の3'末端側にマイクロRNA標的
サイトを導入し、miRNA precursor (Ambion)
との結合実験を行なった。また、miRNA 
precursor を LX-2 細胞に導入することで、星
細胞のコラーゲンの発現に変化が見られる
かを Real-time PCR および Western blot に
より調べた。(2) 星細胞の増殖に関与するマ
イクロ RNA の同定：IFN の作用によりヒト星
細胞株 LX-2 の増殖が抑制された。同条件下
で発現の変動が見られるマイクロ RNA
（miR-195）を同定した。このマイクロ RNA
が cyclin E1の 3’UTR に結合することが予
想されたため、pmirGLO Dual-Luciferase 
miRNA Target Expression Vector を用いて、
ホタルルシフェラーゼ遺伝子の 3'末端側に
マイクロ RNA 標的サイトを導入し、miRNA 
precursor との結合実験を行なった。また、
miRNA precursor を LX-2 細胞に導入すること
で、星細胞の増殖に変化が見られるかを
WST-1 により解析した。また、細胞の増殖に
関連する遺伝子およびタンパク質の発現が
変化するかを Real-time PCR および Western 
blot により調べた。(3) (1)と(2)の結果をも
とに、マウスの肝臓から分離・培養した星細
胞の miR-29b と miR-195 の発現を調べた。マ
イクロ RNA のヒト星細胞への導入実験と同様
の手法を用いて、miRNA precursor をマウス

星細胞に導入させることで、星細胞の活性化
およびコラーゲン産生、増殖に変化が見られ
るかを調べた。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト星細胞にTGFβを添加するとI型コラ
ーゲンの mRNA の発現が増加し、IFN を同時添
加することによりその発現は有意に低下し
た。同条件下で、miR-143 の発現は TGFβを添
加すると濃度依存的に増加した（Fig. 1）。
一方で、miR-218 の発現は TGFβ添加により減
少した。また、IFN をそれぞれ単独添加する
と miR-143 の発現は減少し、miR-29b の発現
は増加した。マイクロ RNA の結合実験では、
miR-218 と miR-29b が、collagen 1A1 と SP1
の 3’UTR に結合することがルシフェラーゼ
活性の有意な低下により確認された。
miR-218 と miR-29b の precursor を細胞導入
した結果、miR-29b が I 型コラーゲンの発現
を遺伝子およびタンパク質レベルで有意に
抑制した（Fig. 2）。miR-218 は I 型コラーゲ
ンの発現を遺伝子レベルでは抑制しないが、
タンパク質の翻訳を抑制することがわかっ
た。また、miR-218 と miR-29b が SP1 の翻訳
を抑制している可能性も示唆された。 
 
Fig.1 

 

Fig. 2 

 

(2) IFNを星細胞にそれぞれ単独添加すると、
細胞増殖が有意に抑制されることがわかっ
た。同条件下で、IFN 添加により発現が変動
するマイクロ RNA として、miR-195 の発現が
濃度依存的に減少することがわかった（Fig. 
3）。このマイクロ RNA は、TargetScan により



 

 

cyclin E1の 3’UTR に結合すると予想された。
マイクロ RNA の結合実験では、miR-195 は
cyclin E1の 3’UTR に結合することがルシフ
ェラーゼ活性の有意な低下により立証され
た。また、miR-195 の precursor を細胞導入
した結果、miR-195 は cyclin E の発現を遺伝
子およびタンパク質レベルで有意に抑制し、
細胞の増殖も抑制することがわかった（Fig. 
4）。 
 
Fig. 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 培養ヒト星細胞にTGFβやIFN添加によっ
て発現に変動の見られるマイクロ RNA のうち、
collagen 1A1 の 3’UTR に結合する可能性の
高い miR-29b に着目した。miR-29b はマウス
肝星細胞において、星細胞の活性化に伴い発
現が低下するマイクロ RNA であることがわか
った（Fig. 5）。ヒト星細胞と同様に、マウ
ス活性化星細胞に miR-29b の precursor を導
入した結果、I 型コラーゲンの発現が遺伝子
およびタンパク質レベルで抑制された（Fig. 
6）。このことから、星細胞に miR-29b を強制
発現することでコラーゲンの発現を抑制す
ることができ、肝線維化抑制効果が期待され
た。また、星細胞の I型コラーゲンの発現だ
けでなく、星細胞の活性化まで抑えられるこ
とが判明した。このため、miR-29b の標的遺
伝子は collagen 1A1 だけでなく、星細胞の
活性化に関与する遺伝子である可能性が示
唆された。 
 
 

Fig. 5 

Fig. 6 
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