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研究成果の概要（和文）：本研究では、培養肝細胞の高機能化を目指し、肝機能特異的機能発現機構の解明と高機能肝
細胞培養系の検討を行った。ヒト肝癌由来細胞株であるHepG2細胞を用いて、DMAメチル化阻害剤であるゼブラリンによ
る肝機能亢進とその作用機序を検討した。ゼブラリンはHepG2細胞のシトクロムP450（CYP）遺伝子発現を亢進させた。
その作用機序を検討した結果、ゼブラリンはDNMT阻害とともに二重鎖RNA依存性プロテインキナーゼ（PKR）発現抑制を
介してCYP発現を亢進することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, we explored the mechanism by which regulate hepatocyte specific 
functions and developed high functional hepatocyte culture system. We found that inhibitor of DNA 
methyltransferase, zebularine, upregulates the expression of CYP genes in HepG2 cells through inhibiting 
DNA methyltransferase 1 (DNMT1) and double-stranded RNA dependent protein kinase (PKR). Whereas 
inhibition of either DNMT1 or PKR slightly upregulates CYP gene expression, combined inhibition of both 
DNMT1 and PKR markedly upregulates CYP gene expression. Furthermore, HepG2 cells treated with zebularine 
were more sensitive than control HepG2 cells to drug toxicity. Taken together, our results show that 
combined inhibition of DNMT1 and PKR in HepG2 cells leads to effective upregulation of expression of CYP 
genes, which is a novel mechanism, and also suggest that HepG2 cells treated with zebularine and thus 
having upregulated CYP gene expression may be useful for evaluating drug toxicity in vitro.

研究分野： 実験薬理学・細胞生物学

キーワード： 肝細胞培養系　DNAメチル化
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１．研究開始当初の背景 
肝臓は体内における最大の臓器であり、生

命維持に必須である代謝、解毒、胆汁の分泌、
血清蛋白質の産生など多様な機能を担ってい
る。したがって、肝機能発現・制御機構の理
解は生体恒常性維持に基づく生命維持の機構
を理解する上で極めて重要である。また、体
内での薬物の代謝は主に肝細胞の薬物代謝機
能に依存しており、創薬研究や薬物動態学に
おいても肝機能発現に関する検討は極めて重
要な研究課題である。他の臓器・細胞を対象
とした研究と同様に、肝細胞/肝機能の研究に
おいても培養系での検討が有効であると考え
られるが、肝細胞は単離・培養により肝特異
的機能が急速に減衰してしまい、初代培養系
において肝機能を維持することは難しい。ま
た、一般的に肝細胞株は肝特異的機能を有し
てはいるものの、その肝機能は著しく低い。
したがって、培養系における肝細胞/肝機能に
関する研究は他の組織・細胞に比べ極めて困
難である。このような肝細胞の性質から、ヒ
ト iPS 細胞から肝細胞を分化させ、あるいは
繊維芽細胞から肝細胞を直接誘導し、毒性評
価系開発や再生医療へ応用する試みが行われ
ている。このことは、ロット間差が少なく、
肝機能を高いレベルで維持する培養系あるい
は肝細胞の作製が再生医療や創薬研究におい
てニーズの高い研究対象であることを示して
いる。 
 培養過程における肝細胞の機能低下は組
織分散・細胞単離による組織形態の崩壊と細
胞間コミュニケーションの消失が原因と考
えられている。培養系において肝機能を維持
する試みとして、これまでにマトリゲルによ
るサンドイッチ培養法や細胞塊を形成させ
るなどの組織構造を模倣するような三次元
培養系が検討されてきた。研究代表者もこれ
までに肝機能亢進の為の三次元培養法の検
討を行い、新規の三次元培養法によって肝細
胞株HepG2細胞およびヒト初代培養肝細胞の
アルブミン産生、薬物代謝酵素発現といった
肝細胞機能の培養系における亢進を示して
きた 1,2）。三次元培養法における肝機能の亢進
は、生体内における肝細胞分化・肝機能発現
の分子機構を考える上でも極めて興味深い
現象である。しかし、これら三次元培養法は
従来の単層培養に比べ初代培養肝細胞の肝
機能を維持し、また肝細胞株の肝機能を亢進
させるものの、生体の肝細胞と比較してその
肝機能は低いと言わざるを得ない。一方で、
肝細胞の初代培養系における急速な肝機能
の低下および三次元培養による肝機能維

持・亢進の分子的機序は十分に検討されてい
ない。これまでに研究代表者は、肝細胞初代
培養系において、肝特異的転写因子（C/EBPα、
HNF4α）の発現が急速に減少すること、また
三次元培養系では肝機能の亢進に先立ち、肝
特異的転写因子の発現が上昇することを見
出してきた 2）。また、C/EBPα、HNF4α およ
び構成的アンドロスタン受容体（CAR）を
HepG2 細胞へ導入すると薬物代謝酵素である
CYP2B6 発現が惹起されることから 3)、肝細胞
に発現する複数の転写因子の発現低下が肝
細胞初代培養系および肝細胞株における肝
機能低下に関与していると考えられる。また、
三次元培養による細胞塊の形成により肝機
能が亢進することから、細胞表面因子を介し
た肝細胞間コミュニケーションが肝機能発
現に重要であると考えられるが、これらの分
子的機序についても明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
 培養系における肝細胞/肝機能の検討は、
肝機能低下の為に、生体機能の解析に適して
いるとは言い難い。従って、培養系における
肝細胞の機能維持の観点から、肝細胞の肝特
異的機能獲得の分子機序を検討し、培養系に
おける肝機能低下の分子機構を解明するこ
とは重要である。研究代表者はこれまでの検
討から培養系における肝機能低下の機序と
して、1）細胞単離による三次元構造の崩壊
と細胞間コミュニケーションの消失、2）肝
特異的転写因子の発現低下、3）DNA メチル化
による肝機能遺伝子の発現抑制、の可能性を
考えてきた。したがって、本研究では肝細胞
内在性機序としての転写因子発現制御・DNA
メチル化による肝特異的遺伝子発現制御機
構を解明し、肝機能発現に対する分子機序を
統合的に理解し、得られた知見をもとに肝細
胞研究、創薬研究および再生医療研究に有用
と考えられる高度機能維持肝細胞/培養系の
構築を目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）肝特異的転写因子等の肝機能遺伝子発
現への関与の検討 
 多くの組織・細胞では、細胞特異的転写因
子の下流において細胞特異的遺伝子発現が
制御され、細胞分化あるいは細胞特異的機能
を獲得する。本研究では転写因子等による肝
特異的遺伝子発現制御を考え、以下の検討を
行った。 
①初代培養肝細胞の機能発現を制御する遺
伝子の探索 



 ヒト新鮮初代肝細胞培養過程における遺
伝子発現変動をマイクロアレイにて検討し、
肝機能低下の原因となるような遺伝子変動
を検討し、肝機能発現を制御する転写因子等
を探索する。 
②肝機能制御に関わる遺伝子の同定 
 上記1.で得られた候補遺伝子をHepG2への
導入により、薬物代謝酵素や薬物トランスポ
ーター等の遺伝子発現上昇を指標とし、肝機
能を亢進させる遺伝子を同定する。 
 
（2）DNA メチル化による肝特異的遺伝子発現
調節の検討 
 DNA のメチル化は遺伝子発現調節に重要で
ある。本研究では、DNA メチル化による肝機
能発現制御の可能性を考え、以下の検討を行
う。 
①培養肝細胞の DNA メチル化変動の解析 
 肝細胞培養過程におけるメチル化の変動
をマイクロアレイにて検討し、肝機能低下へ
の DNA メチル化の関与を検討する。 
②DNA メチル化阻害による培養肝細胞の肝機
能の検討 
 DNA メチル化阻害剤を用いて初代肝細胞培
養および HepG2 細胞の培養を行い、薬物代謝
酵素や薬物トランスポーター等の遺伝子発
現上昇を指標としてDNAメチル化の肝機能発
現への関与ついて検討を行う。 
③DNA methyltransferase（DNMT）ノックダ
ウンによる肝機能の検討 
 初代培養肝細胞および細胞株において
DNMT をノックダウンすることにより、培養過
程における肝機能を検討し、DNA のメチル化
と肝機能の関連について明らかにする。 
 
４．研究成果 
（1）肝特異的転写因子等の肝機能遺伝子発
現への関与の検討 
①初代培養肝細胞の機能発現を制御する遺
伝子の探索 
 ヒト初代培養肝細胞の培養過程における
遺伝子発現変動を検討し、25 の転写因子発現
が培養に伴い急速に減少することを見出し
た。これら遺伝子発現をリアルタイム PCR に
て検討した結果、顕著に発現が減少する転写
因子として 11 個を同定した。 
②DNA メチル化阻害による培養肝細胞の肝機
能の検討 
 上記①で見出した転写因子をHepG2細胞に
導入し、CYP 遺伝子発現変動を検討中である。 
 
（2）DNA メチル化による肝特異的遺伝子発現

調節の検討 
①培養肝細胞の DNA メチル化変動の解析 
②DNA メチル化阻害による培養肝細胞の肝機
能の検討 
③DNA methyltransferase（DNMT）ノックダ
ウンによる肝機能の検討 
 ゼブラリンは、ゲノム DNA の脱メチル化を
引き起こすシチジン類縁体のDNAメチル化阻
害剤である。本研究では、ヒト肝癌由来細胞
株である HepG2 細胞を用いて、ゼブラリンに
よる HepG2 細胞におけるシトクロム P450
（CYP）遺伝子発現亢進とその作用機序を検
討した。ゼブラリン処理による DNA メチル化
動態を検討した結果、HepG2 細胞の DNA メチ
ル化に対するゼブラリンの作用はほとんど
認められなかった。 
 一方、培地へのゼブラリン添加は、HepG2
細胞の CYP 遺伝子発現を亢進させた。ゼブラ
リンは DNA メチル基転移酵素（DNMT）を抑制
することから、ゼブラリンによる CYP 遺伝子
発現亢進と DNMT 阻害との関連を検討した。
HepG2 細胞において siRNA を用いた DNMT1 発
現抑制によるCYP遺伝子発現変動を検討した
結果、CYP 遺伝子発現はゼブラリン添加時に
比べ低かった。我々はこれまでの検討により、
ゼブラリンが HepG2 細胞において double 
stranded RNA-dependent protein kinase
（PKR）を抑制することを見出している。そ
こで、HepG2 細胞において siRNA あるいは阻
害剤を用いた PKRの抑制による CYP遺伝子発
現変動を検討した結果、CYP 遺伝子発現はゼ
ブラリン添加時に比べ低かった。一方、DNMT1
と PKR を同時に抑制した場合、ゼブラリン添
加時と同程度のCYP遺伝子発現亢進を認めた。
これらの結果から、ゼブラリンは DNMT1 およ
び PKR の両者を阻害することによって、CYP
遺伝子発現を亢進していると考えられた。
HepG2 細胞は肝機能を有しているものの、そ
の肝機能は著しく低いことが知られている。
一方で、HepG2 細胞は汎用性の高い培養細胞
として多くの研究者に使用されている。した
がって、ゼブラリンによる CYP 発現亢進機序
の解明は、HepG2 細胞の機能亢進を誘導する
新たな遺伝子発現制御機構の解明につなが
ると考えられ、HepG2 細胞の毒性研究等への
応用に可能性が広がるものと期待される。 
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