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研究成果の概要（和文）：肝臓星細胞は病理的条件下で活性化され、線維性の分子を多量に合成することから肝線維化
さらには肝硬変において重要な役割を果たすと考えられている。ビタミンEと化学構造が類似しているトコールは活性
化肝臓星細胞の増殖を抑制し、アポトーシスを誘導することを報告してきた。この作用は細胞の基質からの脱着を契機
とするアノイキス誘導であり、本研究によって細胞脱着は焦点接着キナーゼの分解を伴い、脱着にはプロテアーゼが関
与していることが明らかにされた。またトコールは肝臓星細胞において線維形成コラーゲンの合成を低下させ、コラー
ゲン分解酵素の発現を増大させるように遺伝子発現を変化させていることも明らかにされた。

研究成果の概要（英文）：In pathological conditions, hepatic stellate cells (HSCs) are activated and play 
crucial roles in liver fibrosis and hepatic cirrhosis. We reported that tocol, a vitamin E-analogous 
compound, strongly inhibited the proliferation and promoted the apoptosis of activated HSCs. Significant 
cell detachment was observed in tocol-treated HSCs, and apoptosis was mainly observed in floating cells. 
Therefore, it is considered that tocol induced anoikis, a specific type of apoptosis. In this study, the 
fragmentation of focal adhesion kinase was observed in tocol-treated cells, and protease inhibitors 
attenuated the cell detachment. Gene expression variation analysis showed that tocol elicited decreased 
expression of fibrillar collagens and increased expression of matrix metalloproteinases, which degrade 
extracellular matrix proteins.

研究分野：生化学、細胞生物学
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1. 研究開始当初の背景 

 従来慢性肝疾患は主としてウイルスが原因であったが、

近年メタボリックシンドロームをベースに非アルコール

性脂肪性肝炎(NASH)患者が増加し、国内では約150万人程

度と推定されている。NASHの予後すなわち肝硬変、肝癌へ

の進行は肝臓の線維化の重症度が鍵を握っている。 

 肝臓の線維化の責任細胞として肝硬変の予防や治療の

標的細胞と考えられているのは、肝臓類洞壁に存在する肝

臓星細胞 (HSC)である。HSCはまた体内ビタミンＡの約80%

をレチニルエステルの形で貯蔵し、生体のビタミンＡ恒常

性維持を担う細胞でもある。HSCは、正常状態では細胞質

内にビタミンＡを含む脂質滴を有する細胞であるが、炎症

などの病態時には活性酸素やサイトカインにより活性化

され、脂質滴を失い筋線維芽細胞様に形態が変化して、コ

ラーゲンを始めとする線維性マトリックス成分を多量に

合成する細胞に変化することが知られている。 

 ビタミンＥはNASH 治療に有効であるという幾つかの報

告があり、最近NASH患者(80例)にビタミンＥの効果を検

討したプラセボ対照二重盲検ランダム化比較試験(96 週

間)の結果が報告されたが１）、ビタミンＥは有意に肝臓組

織病変を改善するという結果であった。従って私達は、肝

線維化の抑制にビタミンＡとＥが有効であると考え、HSC

に対する作用を研究して来た。 

 ビタミンＥのうち４種の化合物（α,β,γ,δ—トコフェ

ロール）とトコール（トコフェロールのクロマノン環のメ

チル基を欠いた化合物）のHSC増殖に対する作用を検討し

たところ、γ—トコフェロール(Toc)とトコールが著明な増

殖抑制活性を示した。またこの増殖抑制活性は星細胞セル

ラインにおいても観察されたが、肝実質細胞またはそのセ

ルラインの増殖には影響が無かった２）。トコールはむしろ

肝実質細胞の増殖を促進する傾向を示した。またγ—Toc

とトコールの増殖抑制作用は、接着細胞が基質から脱着す

ることによりアポトーシスが誘導される、いわゆるアノイ

キスに由来するものであることを報告した。 

 

ビタミンE（トコフェロール）とトコールの化学構造式 

２．研究の目的 

（１）トコールはHSCの増殖を抑制しアノイキス誘導作用

を示すが、肝実質細胞に対してはそれらの作用は認められ

なかった。従ってトコールは肝線維症の治療薬候補となり

うる可能性が示唆された。本研究は、トコールのHSCに対

するアノイキス誘導作用の反応機構を明らかにし、反応に

関与する分子を同定することにより、肝線維症治療の新し

いターゲット分子の探索に繋げることを目的とした。特に

アノイキス誘導作用が細胞特異的であることに着目し、誘

導機構の解明を行うこととした。 

（２）マウスにおける肝線維症、非アルコール性脂肪性肝

炎 (NASH)モデル動物を作成する。トコールのin vivo に

おける線維化抑制作用を検証すると同時に、安全性を検討

することを目的とした。 

３．研究の方法 

（１）細胞の脱着アッセイ 

細胞はラットHSCラインであるHSC-T6３）とCFSC-2G４）を用

いた。サブコンフルエントの細胞に 50 μM ないしは 100 

μM のトコールを作用させ培養後、MTT アッセイにて接着

生細胞数を評価し、脱着率を求めた。 

（２）Focal adhesion kinase (FAK)の分解 

細胞をトコールにて処理した後、プロテアーゼインヒビタ

ーを添加したRIPA バッファーにて細胞溶融液を調製し、

ウエスタンブロットにてFAKの分解を評価した。 

（３）アポトーシスの検出 

上述の細胞溶融液を用い、ウエスタンブロットにて

PARP(Poly ADP ribose polymerase)の分解産物を検出した。 

（４）プロテアーゼインヒビターによる細胞脱着並びに

FAK分解の阻害 

細胞脱着及びFAKの分解に対するプロテアーゼの関与を検

証するために、種々のプロテアーゼインヒビターを用いた。

用いたインヒビターは Z-VAD-FMK, MG132, Chloroquine, 

O-Phenanthroline, Aprotinin, Batimastat(BB-94), E-64d, 

Pepstatin Aである。 

（５）細胞外マトリックスによる細胞脱着阻害 

ブタ腱及び皮膚由来I型コラーゲン、基底膜マトリックス

Geltexを培養皿にコートし、細胞脱着に対する阻害作用を

検討した。 

（６）遺伝子の発現変動 

CFSC-2Gに50 μMトコールを作用させ、トータルRNAを調

製した。ラット全遺伝子型DNAチップを用い、遺伝子の発

現変動を解析した。 

（７）Matrix Metalloproteinase(MMP)の検出 

MMP-2 はゼラチンザイモグラフィーにて、MMP-3, MMP-13

は抗体を用いたウエスタンブロットにて検出した。 

（８）マウスにおける肝線維症、非アルコール性脂肪性肝

炎 (NASH)モデル動物の作成 

C57BL/6 マウスを High Fat Diet 32(HFD32)で飼育し、



streptozotocin 投与により糖尿病を誘発させることによ

り NASH モデル動物の作成を試みた５）。マウスの肝臓組織

標本から脂肪肝、肝線維化を評価し、膵臓組織標本のイン

スリン抗体を用いた免疫染色により、β細胞の破壊程度を

評価した。 

４．研究成果 

（１）アノイキス誘導の検証 

CFSC-2G及びHSC-T6にトコールを作用させる際に、広域ス

ペクトルのカスパーゼインヒビター、Z-VAD-FMKを共存さ

せ、アポトーシス誘導阻害により細胞の脱着が抑制される

可能性を検討した。その結果細胞の脱着は抑制されず、ア

ポトーシスによる細胞死の結果、細胞が脱着しているので

はないことが示された。また、低濃度のトコールを作用さ

せ、接着細胞と浮遊細胞各々の細胞溶融液について、PARP

の分解物を検出したところ、浮遊細胞画分に顕著な分解産

物を認めた。従ってアポトーシスは細胞脱着を契機として

誘導されており、トコールはアノイキスを誘導しているこ

とが確認された。 

（２）FAKの分解とプロテアーゼインヒビターによる阻害 

細胞が基質から脱着するためには、接着装置の分解が考え

られるが、その構成分子であるFAKの分解がトコールの作

用により促進されている可能性を検討した。ウエスタンブ

ロットの結果、明らかな分解産物の増加が認められた。さ

らにCFSC-2GにおいてAprotininとPepstatin Aは部分的

にFAKの分解を抑制したことから、細胞内でのFAK分解の

可能性が示唆された。 

（３）プロテアーゼインヒビターによる細胞脱着の阻害 

細胞内の分解系と細胞脱着の関連性を検討するために、プ

ロテアソームとリソソームのインヒビターである MG132, 

chloroquineを用い、細胞内での分解系を阻害したところ、

両インヒビター共若干の細胞脱着抑制が観察された。また、

トコールを作用させた CFSC-2G においては、Aprotinin, 

Batimastat(BB-94), E-64d, Pepstatin Aいずれも部分的

に細胞脱着を抑制したが、HSC-T6においては、E-64dのみ

が抑制傾向を示した。従って細胞外における接着装置や基

質（細胞外マトリックス）の分解も、細胞脱着に寄与して

いることが考えられた。 

O-Phenanthroline は金属のキレーターであることから、

Metalloproteinaseを阻害することが知られており、細胞

外マトリックス分解酵素を強く阻害する。細胞脱着に対す

る影響を検討したところ、HSC-T6とCFSC-2Gいずれの細胞

においても、顕著に細胞脱着を抑制した。従ってトコール

によるアノイキス誘導には、MMPが関与していることが強

く示唆された。 

 

（４）トコールの作用によるCFSC-2Gの遺伝子発現変動 

ジーンチップ解析を用い、発現遺伝子の変動を解析した結

果、MMP-3,10,13に顕著な発現の増大が認められた（表１）。

またマトリックス分解酵素である A disintegrin and 

metalloproteinase（ADAM）にも明らかな発現増加が認め

られ、一方MMPやADAMの内因性インヒビターであるTissue 

inhibitor of metalloproteinase（TIMP）は発現が減少し

ていた（表２）。 

表１．MMP遺伝子の発現変動 

Gene LOG2[ratio Tocol/Control] 

MMP-2(Gelatinase) - 0.12 

MMP-3(Stromelysin-1)   2.49 

MMP-10(Stromelysin-2)   3.75 

MMP-11(Stromelysin-3) - 2.03 

MMP-13(Collagenase-3)   5.33 

MMP-14(MT1-MMP) - 0.69 

表２．ADAM及びTIMP遺伝子の発現変動 

Gene LOG2[ratio Tocol/Control] 

ADAM-1a   1.17 

ADAM-4   1.80 

ADAM-17   1.09 

ADAMTS   2.30 

TIMP-1 - 1.19 

TIMP-2 - 0.68 

TIMP-3 - 0.90 

ADAMTS: A disintegrin and metalloproteinase with 

thrombospondin motif 

細胞外マトリックス構成成分で線維を形成するタイプの

コラーゲン、I型とIII型コラーゲンの発現は顕著に減少

し、一方基底膜を構成するIV 型コラーゲンの発現はほと

んど変化していなかった（表３）。 

表３．コラーゲン遺伝子の発現変動 

Gene LOG2[ratio Tocol/Control] 

Col1a1 - 2.10 

Col1a2 - 1.43 

Col3a1 - 1.40 

Col4a1   0.83 

Col4a2   0.45 

Col4a3   1.32 

他のマトリックス構成分子である Fibronectin の発現に

変動は認められず、基底膜構成分子である Laminin や

Nidogenの発現は減少していた。 

すなわち、トコールは細胞に作用し、細胞外マトリックス

の分解促進と共に，線維性のコラーゲン分子の合成を低下



させ、細胞の基質からの脱着を誘導していると考えられる。

さらに、この遺伝子発現を制御する作用は、HSCのアノイ

キス誘導と共に肝線維化の治療にも有用であると推測さ

れる。 

（５）MMPの検出 

MMPは分泌タンパク質であることから、細胞培養上清を用

い、MMP-2をゼラチンザイモグラフィーでMMP-13をウエス

タンブロットにて検出、半定量を試みた。MMP-2は大部分

が活性体であり、MMP-2活性にはトコールの作用による変

動は認められなかった。これは、MMP-2遺伝子発現に変化

が認められなかった現象と一致している結果であった。

MMP-13 は齧歯類のMMP-1,すなわちコラゲナーセとして機

能している酵素である。MMP-13は細胞培養上清にタンパク

質として確認され、トコールの作用により酵素量は増加し

ている傾向が認められた。しかし、遺伝子発現量の著しい

増大とタンパク質量の増加は比例していなかった。 

（６）細胞外マトリックスによる細胞脱着阻害 

CFSC-2Gの遺伝子発現変動解析の結果、線維形成コラーゲ

ンである I 型コラーゲンの発現が 50％以上低下していた

ことから、培養皿に予めコラーゲンをコートしておき、細

胞脱着に対する影響を検討した。ブタ腱由来及び皮膚由来

のI型コラーゲンは顕著な細胞脱着阻害を示したが、基底

膜マトリックスによる影響は認められなかった。HSCは間

葉系細胞であり、一方肝実質細胞は上皮細胞であることか

ら、細胞が異なる基質に接着することが、要因の一つと考

えられた。 

（７）マウスにおけるNASHモデル動物の作成 

マウスに6週間高脂肪食を負荷し、streptozotocin投与を

連続3回行ってNASHモデル動物の作成を試みた。対照群

に比して顕著な体重増加が認められ、組織標本からは、明

らかな脂肪肝が観察された。脂肪滴は特に中心静脈周囲の

肝実質細胞の細胞質に認められたが、四塩化炭素で誘導さ

れるような線維の蓄積は認められなかった。膵臓のインス

リン免疫組織学的検索では、明らかなβ細胞の退縮が認め

られた。線維形成コラーゲン、I型、III型、V型コラーゲ

ン、並びに基底膜コラーゲン（IV型）の分布及び発現につ

いて免疫組織学的検討を行ったところ、対照群と比較して

明らかな差異は認められなかった。また活性化HSCのマー

カーであるα—smooth muscle actinの染色性の増加及び肝

臓組織への炎症細胞の浸潤も認められなかったことから、

脂肪肝の作成には成功したが、NASHモデルの作成には至ら

なかったと判断された。高脂肪食の組成、streptozotocin

投与の時期６）についての検討が必要であると推察される。 
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