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研究成果の概要（和文）：肝線維化の有効な治療法は、いまだに見出されていない。肝星細胞（HSC）は、肝障
害時に活性化し、コラーゲンを産生・分泌するようになる（活性型HSC）ため、肝線維化の責任細胞と考えられ
ている。対照的に、静止型HSCはMMPを産生・分泌し、コラーゲンを分解することから、活性型HSCを静止型に脱
活性化させることができれば、肝線維化も治療可能であると考えられる。本研究において、カフェインが、一度
活性化した活性型HSCを静止型に脱活性化させること、その作用の一部にアデノシン受容体阻害作用が関与する
ことを明らかにした。本研究成果により、有効な肝線維化治療法の開発に繋がることが期待できる。

研究成果の概要（英文）：During liver injury, quiescent hepatic stellate cells (qHSCs) are 
transdifferentiated into myofibroblast-like activated HSCs (aHSCs), which produce collagen, a major 
source of liver fibrosis. Therefore, the reversion of aHSC is regarded as a therapeutic target for 
liver fibrosis. In this study, caffeine (0.1-10 mM) significantly decreased the expression of α-SMA
 and COL1a1, are markers of aHSC, in a concentration-dependent manner. Further, caffeine 
significantly increased of the expression of MMP-9 which is a marker of qHSC. CGS-15943, a 
subtype-nonselective adenosine receptor inhibitor, significantly decreased the expression α-SMA, 
but had no significant effect on the expression of COL1a1 and MMP-9. These results suggest that 
caffeine causes the reversion of aHSC and a part of the mechanism of the aHSC reversion is mediated 
by inhibiting adenosine receptors. We propose that these results lead to effective therapeutic 
strategies for preventing liver fibrosis.

研究分野： 肝臓の線維化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肝線維化の責任細胞ということから肝星細胞に関する報告は数多くあるものの、本研究で示したような一度活性
化した活性型HSCを静止型HSCに脱活性化させるという報告は少なく、その機構は殆ど分かっていない。すなわ
ち、本研究で示したHSC脱活性化機構の解明は、学術的新規性が高い。さらに、そのシグナル伝達の解明は未だ
有効な治療方法が存在しないNASH治療薬の開発に繋がることが期待でき、臨床的な意義も大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

肥満人口の増加に伴い、非アルコール性脂肪肝疾患（NAFLD）の患者数は年々増加しており、

健康診断受診者の約３割が NAFLD と診断されている。さらに、NAFLD の中でも炎症・線維化

を伴う NASH は進行が不可逆的であり、その予後不良を決定づける重要な因子として肝線維化

が挙げられる。しかし、肝線維化の有効な予防・治療法は、いまだに見出されていない。肝線

維化には、肝非実質細胞の一つである肝星細胞（Hepatic stellate cell: HSC）の活性化が重要な役

割を担っている。HSC は肝障害時に活性化され

て筋線維芽細胞様の活性型 HSC に形質転換し、

コラーゲンを産生・分泌するようになる。その

ため、活性型 HSC は肝線維化の責任細胞と考え

られている。対照的に、静止型 HSC は matrix 

metalloproteinase（MMP）を産生・分泌し、コラ

ーゲンなどの細胞外基質を分解する活性を有す

る（図 1）。 

炎症時には、HSC が活性化され線維化が進む。静止型 HSC は MMP を産生・分泌することか

ら、活性型 HSC を静止型に復帰させることができれば、肝線維化の回復に繋がることが期待で

きる。実際、マウス in vivo での細胞追跡実験では、肝炎の自然治癒に伴い活性型 HSC から静

止型への復帰が認められており(1)、生体内で HSC の脱活性化が起こりうることが示された。ま

た、初代培養 HSC を類洞内皮細胞と共培養すると脱活性化すること(2)や活性型 HSC をマトリ

ゲル中で三次元培養すると脱活性化すること(3)などが報告されている。しかし、in vivo や初代

培養系で活性型 HSC の脱活性化を検証した報告は僅かであり、詳細な分子メカニズムは未解明

である。申請者らは最近、高濃度 caffeine が活性型 HSC を静止型 HSC 様の形態に変化させる

という大変興味深い結果を得た。そこで、caffeine をツールとして用いれば、活性型 HSC の脱

活性化機構の解析が可能なのではと考えた。 

 
２．研究の目的 
本研究では、caffeine をツールとして用いることにより、活性型 HSC の脱活性化機構を解明

し、NASH 治療薬の創出に繋がる標的分子の同定を目指すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 

HSC 脱活性化のシグナル伝達を解明することで、肝線維化回復の鍵となる標的分子を見出し、

NASH 治療薬の創出に向けた科学的根拠を提供することを目指して、以下の検討を行った。 

 

A) Caffeine による HSC 脱活性化作用の検討：

高濃度（10 mM）caffeine が活性型 HSC を静止

型 HSC 様の形態に変化させることは確認でき

ているが、どの程度、静止型へ脱活性化できて

いるのか不明であった。そこで、ddY 雄性マウ

スより単離した HSC を用いて、caffeine による

HSC 脱活性化作用を種々の指標を用いて検討

した。静止型として単離された HSC は、プラス

ティックプレートにて、ウシ胎児血清（FBS）含有培地で 7 日間培養すると活性化する（自然

活性化）。培養 8 日目より caffeine を処置し、一度活性化した活性型 HSC に対する caffeine の作

用を検討した（図 2）。 

 

B) HSC 脱活性化のシグナル伝達の解明：Caffeine が活性型 HSC を脱活性化させるという申請

者らの得た知見を基に、その作用機序を調べることにより、HSC 脱活性化を導くシグナル伝達

を解明した。既に caffeine の HSC 活性化抑制作用への関与が示唆された、アデノシン受容体、

Akt1 を中心として、シグナル分子の解析を行った。 

 
４．研究成果 
A) Caffeine による HSC 脱活性化作用の検討：高濃度 caffeine による形態変化でしか確認でき
ていなかった脱活性化作用を種々の指標を用いて検討した。 



 
（１） 活性型の指標である平滑筋型 α アク

チン（α-SMA）の免疫染色による形態
を観察したところ、caffeine（0.1–10 
mM）は、濃度依存的に活性型 HSC
を静止型 HSC 様に形態変化させた
（図 3-A）。さらに、western blotting
法にて α-SMA のタンパク質発現を確
認したところ、caffeine（10 mM）に
より有意に減少することが示された
（図 3-B）。また caffeine（0.1–10 mM）
は、濃度依存的に活性型の指標である
Ⅰ型コラーゲン（COL1a1）のタンパク
質の発現量を有意に減少させ、静止型
の指標である MMP-9 のタンパク質の
発現量を有意に増加させた（図 3-C）。
興味深いことに、活性型 HSC に caffeine（10 mM）を 24 時間処置することで MMP-9 の
発現と活性が増大することが示された（図 3-D）。さらに、caffeine（10 mM）は、静止
型に特徴的な vitaminA を貯蔵する油滴の発現を回復させることを Oil Red O 染色にて確
認した。以上のことから、caffeine は活性型 HSC を静止型 HSC へ脱活性化させることが
示され、さらに MMP-9 の活性にも影響を与えることが示唆された。 

 
B) HSC 脱活性化のシグナル伝達の解明 
（２） 既に caffeine の HSC 活性化抑制作用

への関与が示唆されているアデノシ
ン受容体拮抗作用を考慮し、caffeine
と同様にアデノシン受容体を阻害す
る CGS-15943（1 µM）を活性型 HSC
に処置したところ、α-SMA 陽性面積
は減少傾向を示し（図 4-A）、α-SMA
のタンパク質発現量を有意に減少さ
せた（図 4-B）。しかしながら、COL1a1
とMMP-9のタンパク質発現量に変化
はなかった（図 4-C）。以上のことか
ら、HSC の脱活性化に伴う α-SMA の
タンパク質発現減少作用に関しては、アデノシン受容体阻害作用を介する可能性が示さ
れた。しかしながら、COL1a1 と MMP-9 のタンパク質発現に関しては、アデノシン受
容体阻害作用を介さないことが示された。 
 

（３） Caffeine のアデノシン受容体拮抗に
よる HSC 脱活性化作用の機序として、
Akt の活性化を検討した。いくつかの
G タンパク質共役型受容体には、Akt
を活性化させる経路が存在し、細胞
増殖や生存に関わることが知られて
いる(4)。近年、アデノシンによる Akt
経路の活性化に関する報告も以下に
記すようにいくつかある。膠芽腫幹
細胞において、アデノシン A2B 受容体
を介して Akt が活性化されること(5)、
また黒色腫細胞において、アデノシ
ン A3 受容体を介して Akt が活性化さ
れることが報告されている(6)。申請者らが以前行った研究において、caffeine の HSC 活
性化抑制作用へAkt1の関与が示唆されたことから、培養8日目の aHSCに対して caffeine
を 24 時間処置し、タンパク質を回収して western blotting にて Akt1 のリン酸化を検討し
た。その結果、10 mM caffeine 処置により、Akt1 のリン酸化は有意な減少が認められた
（図 5-A）。同様にアデノシン受容体拮抗薬である CGS-15943 の作用を調べた。その結
果、caffeine 処置時とは異なり、CGS-15943 処置により、Akt1 のリン酸化には有意な変
化は認められなかった（図 5-B）。 

 
以上ことから、caffeine は活性型 HSC を静止型 HSC へ脱活性化させることが示され、その作用
の一部は、アデノシン受容体阻害作用を介することが示唆された。 
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