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研究成果の概要（和文）：肝星細胞に発現するCygbの生体内機能を解明するためCygbKOを作出した。diethylnitrosami
neやコリン欠乏食投与モデルでCygbKOは野生型に比して有意に肝がん発生率が上昇し背景肝ではストレスと線維化反応
の増強･星細胞の活性化を確認した。CygbKO由来星細胞はα平滑筋アクチンやサイトカイン･ケモカインmRNA発現が増強
、p16、p21やγH2AX等老化細胞マーカーを発現した。星細胞に発現するCygbは星細胞の恒常性維持に不可欠でその欠損
は星細胞をプライミングさせSASP様フェノタイプへ変化させ肝臓における炎症、線維化の増強を介して発がんを促進さ
せる可能性が示唆された。　　　

研究成果の概要（英文）：We have shown Cygb's anti-oxidative properties.Here,we clarified the role of Cygb 
in the development of liver fibrosis and cancer with different aetiologies.Model 1;25ppm DEN treatment 
for 25 weeks induced liver tumor formation in 100% of Cygb-/- mice compared to 44% in WT mice. Background 
liver developed fibrosis together with the augmented inflammatory reactions and oxidative stress 
conditions in Cygb-/- mice. Model 2;8-16 weeks of CDAA treatment provoked more 
steatohepatitis,fibrosis,and accumulated neutrophils in Cygb-/- mice than in WT.Interestingly,100% of 
Cygb-/- mice fed CDAA for 32 weeks developed liver cancer,while no tumor was found in WT.HSCs isolated 
from Cygb-/- mice exhibited the priming condition and the senescence-like phenotype with upregulated 
chemokine and cytokine mRNA expression and superoxide production.Thus,Cygb deficiency detetiorated liver 
fibrosis and cancer development caused by different etiologies,indicating the protective role of Cygb in 
organ insult.

研究分野： 肝臓病学

キーワード： 肝がん　ｻｲﾄｸﾞﾛﾋﾞﾝ

  ３版
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１．研究開始当初の背景 

  計画１：Cygb 欠損マウスを用いた NASH

の線維化、発がん過程における Cygb の

関与の検討 

CDAA 誘導 NASH による線維化過程が野生

型に比較して Cygb 欠損マウスでどのよ

うに変化するかを検討した。 

  (a) 野生型あるいは Cygb 欠損マウスに

CDAA 食を自由摂取で 32 週間投与してマ

ウスに脂肪性肝炎を誘導させた。コント

ロールとして CSAA 食投与群を作製し、

以下の項目を詳細に検討した。 

⑴ サイトカインプロファイル；⑵ 線維

化関連遺伝子プロファイル；⑶ 酸化ス

トレス・抗酸化ストレスプロファイル；

⑷ 組織学的には、HE 染色に加えて、

Sirius-red 染色で線維化、免疫組織染色

で浸潤細胞の同定、HO-1 やニトロチロシ

ン、ジヒドロエチジウム（DHE）染色で

酸化ストレス動態を検討；⑸ 低酸素プ

ローブである2-nitroimidaszoleを用い

た検討により組織局所の低酸素状態の

確認；⑹ NFκB, ERK, c-Jun, AP-1, 

ASK-1 などの細胞内シグナル伝達経路や

p53、β-catenin, mTOR など発がんシグ

ナル伝達経路の活性化を immunoblot な

どで検討 

計画２：Cygb 欠損による星細胞機能なら

びに肝（がん）細胞との相互作用の変動 

Cygb は肝臓の星細胞から発見され、内臓

諸臓器のpericyteとしてビタミンA貯蔵

線維芽細胞に発現するユニークなグロビ

ン蛋白である。この分子の欠損が星細胞

機能自体に、さらには、近接する肝細胞

機能にどう関与するか培養系で検討した。 

⑴ 野生型とCygb欠損マウス肝臓から星

細胞を単離培養し、desmin, CRBP-1, 

SMA など星細胞や MFB で発現がみら

れる蛋白を比較検討した。また、線

維化や発がんとの関係が強い TGF-β, 

PDGF, FGF, EGF、VEGF などの産生に

ついて両者で比較した。 

⑵ 野生型あるいはCygb欠損マウスから

分離した星細胞を初代培養マウス肝

細胞あるいはヒト肝がん細胞株

（HepG2, Huh-7）と共培養して、細

胞増殖や増殖シグナル伝達に及ぼす

Cygb 欠損の意義を解析した。 

⑶ リコンビナントHis-Cygbを作製して

いるので、上記⑴⑵の細胞培養系に

添加することで細胞外 Cygb の薬理

効果を検討した。  

計画３：ヒトの肝癌組織を用いた Cygb

発現と Cygb 遺伝子の SNP・メチル化解析 

(1) ヒト肝組織の実質部、グリソン鞘や

線維性隔壁部、がん部（C 型と非 B

非 C 型由来、がんも高分化型、低分

化型など分化度を病理医とともに診

断）を CRBP-1、Cygb、SMA、FBLN2 に

対する抗体を用いて染色し、MFB の存

在様式を明確化した。多重の蛍光抗

体法を用いて MFB の分類を行った。 

(2) Cygb SNPsの解析；Cygbに関するSNPs

について JSNP DATABASE 上にはこれ

までにIntron領域にCが付加される

SNP（IMS-JST079593）と 3’UTR 領域

の C/T あるいは A/G 変異の SNP 

(IMS-JST095356)が報告されている。

実際には SNP（IMS-JST079593 or 

rs3217541）はアレルの forward シー

ク エ ン ス に お け る -/C 

deletion/insertion 多型であるこ

とが報告されているのでこれを肝が

ん部、非がん部で検討した。 

(3) Cygb 遺伝子のメチル化についても

検討を行なった。 

 

２．研究の目的 

我々はこれまでにCygbがミオグロビンと

同様、酸素などのガス分子と結合し得る

ことを明らかにした一方で、Cygb 欠損マ

ウスが diethylnitrosamine (DEN)投与で

高度に線維化を生じて易発がん性を示す

ことを見出した。これらの事実は、ガス

結合性Cygbが肝の線維化と発がんを抑制

する分子として機能することを示唆する。



本研究では、1）非アルコール性脂肪性肝

炎（NASH）の病態形成、特に線維化と発

がん、への Cygb の関与をマウスモデルで

明らかにする、2)星細胞における Cygb 発

現の意義を肝細胞との相互作用やがん増

殖の観 

点から培養系で検証する、3）ヒト肝発が

んへのCygbの関与を臨床検体で検証する、

ことを目的とする。以上より、星細胞に

発現する Cygb の NASH 由来肝発がんへの

意義について明らかにする。 

 

３．研究の方法 

  計画１：Cygb 欠損マウスを用いた NASH

の線維化、発がん過程における Cygb の

関与の検討 

CDAA 誘導 NASH による線維化過程が野生

型に比較して Cygb 欠損マウスでどのよ

うに変化するかを検討した。 

  (a) 野生型あるいは Cygb 欠損マウスに

CDAA 食を自由摂取で 32 週間投与してマ

ウスに脂肪性肝炎を誘導させた。コント

ロールとして CSAA 食投与群を作製し、

以下の項目を詳細に検討した。 

⑴ サイトカインプロファイル；⑵ 線維

化関連遺伝子プロファイル；⑶ 酸化ス

トレス・抗酸化ストレスプロファイル；

⑷ 組織学的には、HE 染色に加えて、

Sirius-red 染色で線維化、免疫組織染色

で浸潤細胞の同定、HO-1 やニトロチロシ

ン、ジヒドロエチジウム（DHE）染色で

酸化ストレス動態を検討；⑸ 低酸素プ

ローブである2-nitroimidaszoleを用い

た検討により組織局所の低酸素状態の

確認；⑹ NFκB, ERK, c-Jun, AP-1, 

ASK-1 などの細胞内シグナル伝達経路や

p53、β-catenin, mTOR など発がんシグ

ナル伝達経路の活性化を immunoblot な

どで検討 
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との関係が強い TGF-β, PDGF, FGF, EGF、

VEGF などの産生について両者で比較し
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４．研究成果 

我々は肝臓では星細胞のみに発現する

哺乳類第4番目のグロビンであるサイト

グロビン（Cytoglobin, Cygb）の生体内

機能を明らかにする目的で Cygb ノック

アウトマウス（Cygb KO）を作出した。

ジ エ チ ル ニ ト ロ サ ミ ン

（diethylnitrosamine, DEN）25 ppm を

投与するモデル実験で Cygb KO は野生型

に比較して有意に肝がん発生率が上昇

し、背景肝においては酸化ストレスの亢

進、線維化反応の増強、星細胞の活性化

を確認した。次に、ヒトの脂肪性肝炎の

病態に近いモデルとしてコリン欠乏食

（CDAA 食）を投与して検討した結果、野

生型マウスでは肝臓に脂肪沈着と線維

化が生じる条件において Cygb KO では雄

雌マウスの両方で 100%の確率で肝がん

が生じた。背景肝ではマクロファージや

好中球の浸潤が高度であり、また、線維

化反応の増強が見られた。それに一致す

るようにケモカイン、transforming 

growth factor-β、myeloperoxidase の

発現増強が見られた。この発がん反応は

N-acetylcysteine の投与により有意に

抑制されたため、活性酸素の過剰反応が

原因と推測された。Cygb KO から分離培

養した星細胞はプライミングを受けて

おり、α平滑筋アクチンの発現やサイト

カイン、ケモカインの mRNA 発現も増強

していた。さらに解析した結果、Cygb KO

から分離した星細胞は p16, p21 やγ

H2AX のような老化細胞マーカーを発現

していた。以上から Cygb 欠損星細胞は

senescent-associated secretary 

phenotype (SASP)を呈することが明らか

となった。また、この SASP の誘導に一

酸化窒素（NO）が関与している可能性が

あり、その解析を進行中である。以上の

結果から、星細胞に発現する Cygb は星

細胞の恒常性の維持に極めて重要であ

り、その欠損は星細胞をプライミングさ

せ、SASP を呈するフェノタイプ変化させ

ることが誘因の１つとなり、肝臓の臓器

全体における炎症、線維化の増強を介し

て発がんを促進させる可能性が示唆さ

れた。  
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