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研究成果の概要（和文）：肝実質細胞による炎症応答が肝炎の病態に与える影響を明らかにするため、in vitro擬似肝
炎環境下での肝癌細胞株の炎症応答について解析した。用いた3種の肝癌細胞株のいずれにおいても、炎症刺激後の炎
症性サイトカイン/ケモカイン発現は増強していた。肝実質細胞の肝炎の病態形成への関与は明らかであり、その役割
の解明のため、in vitro肝炎モデルは有用と考えられた。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the role of hepatic parencymal cells on the pathogenesis of hepatitis
, the expression patterns of cytokines and chemokines by hepatoma cell lines under inflammatory circumstan
ce were analyzed. In three hepatoma cell lines used, the expressions of inflammatory cytokines and chemoki
es were up-regulated after various inflammatory stimuli. The pathogenetic importance of hepatic parencymal
 cells in the formation of hepatic inflammation is confirmed, and in vitro hepatitis model used in the cur
rent study is thought to be useful for the detailed analysis of the pathogenesis of hepatitis.
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１．研究開始当初の背景 
臓器としての肝臓は、肝細胞、胆管細胞な

どの実質細胞、類洞内皮細胞、星細胞、クッ
パー細胞などの非実質細胞から構成され、構
成細胞の 70%弱が肝実質細胞で、30%弱が類
洞内皮細胞や星細胞で占められている。 
肝炎は、肝全体に炎症を呈するびまん性肝

疾患の代表的疾患であるが、肝構成細胞の大
部分を占める肝細胞自身が、そのサイトカイ
ン/ケモカイン産生により、肝臓における炎
症・免疫応答の方向性、炎症の程度および転
帰に大きな影響を与えていることが示唆さ
れている。 
肝細胞などの個々の肝構成細胞が病態形

成に果たす役割については、まだ十分に解明
されていない。これらの詳細の解明が、肝炎
における効果的な抗炎症療法、効率のよい抗
ウイルス療法などの治療開発に繋がるもの
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
肝構成細胞（主に肝細胞の代替としての肝

癌細胞）を炎症性サイトカインによって刺激
することで、in vitro で擬似的な肝炎環境を
構築し、その環境下での肝構成細胞自身の免
疫応答を解析する。これにより肝炎という病
態の詳細を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) 肝癌細胞株における炎症刺激に対する免
疫の解析 
3 種の肝癌細胞株（HepG2、 Huh7、Hep3B）
を用い、炎症性サイトカイン刺激下での、ケ
モカイン/サイトカイン発現パターンを解析
する。 
細胞刺激に用いるサイトカインは、肝障害
モデルマウスの肝組織中で最も強く発現の
みられる IL-1α/β、TNF-α、IFN-γを単独
あるいは組み合わせて用いる。 
解析項目は下記の通りとする。 
ケモカイン：Mig、IP-10、I-TAC、TARC、
MDC、IL-8、MCP-1、RANTES、サイトカ
イン：TNF-α、IL-6、IFN-β。 
いずれも細胞内 mRNA 発現を real-time 
PCR 法で解析する。 
 
(2) 抗炎症性サイトカインが肝癌細胞株の炎
症刺激への反応に与える影響の解析 
抗炎症性サイトカインである IL-4、IL-10
を添加し、上記と同様の解析を行う。さらに
炎症性サイトカインとの同時添加時のケモ
カイン/サイトカイン発現パターンについて
解析する。 
 
４．研究成果 
(1) 無刺激状態での肝癌細胞株のサイトカ
イン/ケモカイン産生 
無刺激状態では、HepG2 に比較し、Huh7、
Hep3B において炎症性サイトカイン/ケモカ
インが高発現していた。HepG2 では p53 遺伝

子は野生型であるのに対し、Huh7 では p53 遺
伝子は突然変異型、Hep3B では欠損型を示す。
p53 は炎症性サイトカイン/ケモカイン発現
に関与するNFκBに対して抑制的に作用する
ことがわかっており、p53 機能の欠損する
Huh7、Hep3BではNFκBへの抑制がかからず、
これにより NFκB の活性化が亢進し、NFκB
が転写因子として作用する炎症性サイトカ
イン/ケモカインが高発現していたと考えら
れる。 
 
(2) 肝癌細胞株の炎症刺激に対する免疫応
答 
① IL-1α刺激 
Mig は、HepG2 では発現自体が認められなか
ったが、Huh-7 と Hep3B では同程度の発現量
の増加がみられた。IP-10、I-TAC はすべての
細胞株で同程度の発現増強がみられた。
MCP-1 は Huh-7 では発現量の増加がみられな
かったが、HepG2、Hep3B で発現増強を認め、
特に Hep3B において顕著であった。IL-1α刺
激による MDC、TARC の発現増強は Huh7 での
み認められた。 
 
② IFN-γ刺激 
Mig は、HepG2 では発現自体が確認されなか
ったが、Huh-7、Hep3B では同程度の発現量の
増加を認めた。IP-10 は、いずれの細胞株に
おいても発現量が増加する傾向を認めたも
のの、その程度は軽度に留まった。I-TAC は、
全ての細胞株で発現量の増加が認められ、特
に HepG2 では顕著であった。MCP-1 は全ての
細胞株で発現量の増加を認めなかった。 
 
(2) 肝癌細胞株の抗炎症刺激に対する免疫
応答 
①IL-4 刺激 
Mig は、HepG2 では発現自体が認められず、
Huh-7 では発現量の増加がみられなかったの
に対し、Hep3B で軽度の発現量の増加を認め
た。IP-10 は全ての細胞株で発現量の増加を
認めなかった。I-TAC は Huh-7 でのみ発現量
の増加を認めた。MCP-1 は Huh-7 、Hep3B で
は発現誘導はあっても軽度に留まったのに
対し、HepG2 では顕著な発現誘導を認めた。 
 
HepG2、Huh7、Hep3B とも、IL-1α刺激によ
る IP-10 発現の増強、IFN-γ刺激による Mig
発現の増強、TNF-α刺激による IP-10、RANTES
発現の増強など、共通の反応パターンが確認
された。一方、IL-1α刺激による MDC、TARC
の発現増強が Huh7 でのみ認められるなど、
細胞間の反応パターンの違いも確認された。
また、無刺激状態では、Hep3B がサイトカイ
ン/ケモカインを高発現しているのに対し、
HepG2 は発現量が低く、Huh-7 はその中間の
パターンを呈していた。Hep3B においては、
種々のサイトカイン刺激に対する反応性が 
低い傾向にあり、これは定常状態（無刺激）
におけるサイトカイン/ケモカインの高発現



が影響していることが示唆された。 
 
肝構成細胞に対し種々の炎症性刺激を加え
ることにより、in vitro での炎症環境を構築
することが可能である。ただし、肝癌細胞株
を代替として用いる場合には、細胞株間の反
応性の違いも考慮する必要がある。初代肝細
胞、あるいは不死化肝細胞を用いた実験、そ
の他の肝構成細胞を用いた実験により、実際
の病態を反映した、肝炎病態の解析に有用な
実験系の構築が可能と考えられる。 
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