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研究成果の概要（和文）：C型肝炎ウイルス（HCV）排除後あるいは脂肪性肝炎において、肝線維化は重要な肝発
癌や予後不良リスク因子である。線維化促進サイトカインTGFβとTLL1による肝線維化・肝発癌メカニズム、コ
ラーゲン遺伝子の発現を抑制するmiR-6133-5pの線維化制御機構を検討した。miR-6133-5pは細胞内の主要なシグ
ナル伝達経路のリン酸化を抑制すること、JNKの上流に作用することが明らかとなった。肝細胞特異的hTLL1高発
現マウス系統を樹立し、肝発癌への影響を検討した。マイクロ流体デバイスiLiNPによるsiRNA搭載脂質ナノ粒子
（LNP）について、最適なLNPを同定し、マウス肝臓での安全性を検証した。

研究成果の概要（英文）：Liver fibrosis is an important risk factor for the development of 
hepatocellular carcinoma (HCC) in patients with after hepatitis C virus (HCV) eradication or with 
steatohepatitis. In this study, we investigated the mechanisms of liver fibrosis and 
hepatocarcinogenesis by TGFβ and TLL1, as well as by miR-6133-5p, which suppresses collagen gene 
expression. MiR-6133-5p was found to inhibit phosphorylation of major intracellular signal 
transduction pathways and act upstream of JNK. In addition, we have established lines of transgenic 
mice with the hepatocyte-specific overexpression of hTLL1. For siRNA-loaded lipid nanoparticles 
(LNP) by iLiNP microfluidic device, we identified the optimal LNPs and verified the safety in mouse 
liver.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： 肝線維化　TLL1　TGFβ　miR-6133-5p　MEND

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
HCV感染症の治療は飛躍的に進歩し、ほぼ全例でウイルス排除が達成可能となった。しかし、肝線維化進展例で
はHCV排除後も肝発癌リスクが高く、脂肪肝炎を含む他の慢性肝炎においても線維化は予後不良因子となるた
め、肝線維化の制御は重要な課題である。本研究成果から、miR-6133-5pの抗線維化効果がTGFBR2およびJNKによ
って媒介されることを示した。肝細胞特異的hTLL1高発現マウスを樹立し、長期間のコリン欠乏高脂肪食給餌に
より肝癌を誘発させるマウスモデルを確立した。さらに、肝細胞をターゲットとしたLNPの開発により、肝細胞
のみに薬剤を直接作用させる身体に負担の少ない治療への展開が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
肝炎ウイルス持続感染は肝線維化の進行をきたし、高率に肝硬変、肝発癌に至る。わが国で肝

細胞癌(HCC)の発症要因として最も多い C 型肝炎ウイルス（HCV）感染症の治療は飛躍的に進歩
し、ほぼ全例でウイルス排除が達成できるようになった。しかし、肝線維化進展例では、HCV 排
除後も肝発癌リスクが高いままであり、肝線維化の制御は重要な課題である。これまでの我々の
ゲノム研究から HCV 排除後の肝発癌に関連するリスク因子として、高齢、男性、線維化進展など
に加えて、アスタシン様分泌型メタロプロテアーゼに属する Tolloid-like 1（TLL1）遺伝子の 7
番イントロンに存在する遺伝子多型 rs17047200 が発癌と有意に関連することを同定し、TLL1 遺
伝子の機能亢進が線維化促進サイトカインである TGFβの活性化を介して肝線維化に寄与する
ことを突き止めた（Matsuura K, Tanaka Y. et al. Gastroenterology. 2017）。TLL1 は当初脊
椎動物の初期発生を制御する分子として同定され、心臓形態形成などに必須であることが示さ
れていた。しかし正常の肝臓における TLL1 遺伝子発現は低いため、肝疾患における TLL1 の関与
はこれまで検討されていない。また我々は B型肝炎ウイルス（HBV）複製を抑制する miRNA を網
羅的に検討し、miR-6133-5p が HBV-DNA および HBs 抗原を抑制することを同定した。この miR-
6133-5p は TGFβ刺激によるコラーゲン遺伝子の発現を強力に抑制し、肝星細胞活性化に関連す
る遺伝子の抑制も認められた。さらに、肝線維化と非アルコール性脂肪性肝疾患(NAFLD)の予
後との関連性も報告されており、肝線維化の制御は肝疾患全般において重要な課題といえる。 
miRNA 導入システムの実用化には、miRNA 導入効率、安全性およびスケールアップ製造が重要

となる。脂質ナノ粒子（LNP）の粒子径は製剤安定性、体内・細胞内動態に影響を与える重要因
子である。肝実質細胞を標的とする場合は貪食細胞によるクリアランスの回避と血管からフェ
ネストラを通過する必要性から小さい方が好ましい一方で、我々は粒子径の低下は製剤の安定
性の低下と細胞内動態の顕著な悪化を招くことを報告している（Sato Y et al., J Control 
Release, 2016, Sato Y et al., Acta Biomater, 2020）。マイクロ流体デバイスにより、比較
的小さく均一な LNP を非常に再現性良く製造することが可能であるが、粒子径を適切に上方制
御させる製造法は確立されていない。 
 
 
２．研究の目的 
肝線維化および肝発癌における TLL1 の役割、TLL1 による新たな肝線維化メカニズムおよび

TGFβ-TLL1 相互活性化（autocrine）機構を明らかにするために、動物モデルとして「肝細胞特
異的ヒト TLL1 高発現マウス」や「肝臓特異的 Tll1 欠損マウス」を新たに作製し機能解析を行
う。また、コラーゲン遺伝子発現や肝星細胞活性化を制御する miR-6133-5p の標的分子の同定か
ら機能解析、さらに臨床応用を想定して、複数の肝線維化動物モデルを用いてその制御機構を解
明する。これらの一連の研究を通じて、TGFβ-TLL1 が制御する肝線維化から肝発癌への miR-
6133-5p およびその標的分子の関与も明らかにし、慢性肝疾患に対する新たな治療法の開発を目
指す。 
LNP の生成工程としては、マイクロ流体デバイスにより正に帯電した疎水性微粒子の形成を経

た後、精製工程中に微粒子間融合により成長し、最終的な LNP となることが明らかになってい
る。初めに形成する疎水性微粒子の粒子径が LNP の粒子径に直結すると考えられるため、これを
制御しうる製造条件を検討する。 
 
 
３．研究の方法 
TLL1 による新たな肝線維化メカニズムの解明（名古屋市立大学：田中靖人・五十川正記・堤進） 
初代ヒト肝細胞および肝細胞株にTGFβを添加して誘導されるTLL1バリアントをRNAseqによ

り解析した。TLL1 発現定量には、TLL1 の全長および短鎖が増幅可能なプライマーセットを用い
た RT-qPCR、デジタル PCR システムによる TLL1 バリアントの絶対定量系を確立し、測定を行っ
た。 
 
コラーゲン遺伝子発現を制御する miR-6133-5p の機能解析（田中・堤） 
肝星細胞株 LX-2 に miR-6133-5p mimic またはターゲット候補遺伝子の siRNA をトランスフェ

クトし、24 時間後に rhTGFβ1を含む培地で培養を継続した。培養終了後、回収した細胞から RNA
およびタンパクを抽出し解析を行った。 
 
肝細胞特異的 TLL1 高発現および Tll1 欠損マウス系統の樹立(名古屋市立大学：大石久史) 
肝臓特異的 AFP/Albumin プロモータ下流にヒト TLL1 全長あるいは TLL1 バリアントの ORF を

連結した組換え遺伝子を受精卵に注入することにより肝細胞特異的ヒト TLL1 高発現マウスを作
出した。Tll1 欠損マウスについては、全身性の Tll1 遺伝子欠損マウスは心血管系の発生異常に
より胎生致死となり、成獣の肝臓における Tll1 の機能を解析できない（Clark TG. et al. 



Development. 1999）。そのため本研究では条件付き Tll1 遺伝子欠損マウスの作成を行った。樹
立したヒト TLL1 高発現マウスにコリン欠乏高脂肪食あるいは CCl4 を与え、肝線維化および肝
細胞癌誘導に差が出るかを検討した。 
 
miRNA 送達脂質ナノ粒子の実用化を目指した製剤検討（北海道大学：佐藤悠介） 
肝臓への核酸導入に最適な pH 感受性カチオン性脂質 CL4H6 を用いた LNP を高精度にスケール

アップ製造するマイクロミキサー内蔵流路（iLiNP）を用いて、miRNA 搭載 CL4H6-LNP の製造法
最適化を行い、in vivo における核酸導入効率検証および安全性試験を実施した。 
 
 
４．研究成果 
TLL1 遺伝子からは long variant および複

数の short variant による mRNA が発現し、
short variant は酵素活性部位のみをコード
する。TLL1 遺伝子多型のリスクアレル
（AT/TT）保因者では AA 保因者に比べて
short variants の発現比率が高い。デジタル
PCR システムを用いた TLL1 高感度測定法を
構築し、微量な各 variant の絶対定量を試み
た。TGFβにより初代星細胞の TLL1 は最も高
く誘導され、初代ヒト肝細胞では TLL1 short 
variants が優位に誘導された（図 1）。 
 
肝星細胞株 LX-2 に miR-6133-5p mimic または control miRNA mimic（miControl）をトランス

フェクト後、rhTGFβ1 で処理した結果、miControl では rhTGFβ1 により COL1A1 と ACTA2 の発
現が劇的に増加した。また、COL1A1 と ACTA2 は rhTGFβ1に関係なく miR-6133-5p により有意に
減少した。Western blotting の結果 Colα1とα-SMA も rhTGFβ1 に関係なく miR-6133-5p によ
る減少が認められ、miR-6133-5p が強力な抗線維化特性を有することを示唆した（図 2）。 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
また、siRNA による TGFβR2 ノックダウンにより、COL1A1 と ACTA2 の発現を大幅に抑制した。

JNK 阻害剤である SP600125 も COL1A1 および ACTA2 の発現を抑制し、miR-6133-5p の抗線維化効
果が TGFBR2 および JNK によって媒介されることを示した（図 3）。 
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TLL1 の肝発癌における影響を検討するため、樹立した肝細胞特異的ヒト TLL1 高発現マウスに
コリン欠乏高脂肪食を 11ヶ月間与え、肝発癌の有無を調べた。その結果、発癌は♂TLL1 陰性個
体で 9 匹中 1 匹、♂TLL1 陽性個体で 8 匹中 5 匹に認められ、♀TLL 陰性個体で 9 匹中 2 匹、♀
TLL1 陽性個体で 4匹中 2匹に認められ、高頻度であった（図 4）。 
 

♂TLL1 陰性                             ♂TLL1 陽性                          

 
図 4 コリン欠乏食摂取後 11 ヶ月目の発癌マウス肝臓 
 
 
また、TLL1 陽性個体では陰性個体に比べて血清中
の AFP 量が上昇しており、コリン欠乏高脂肪食摂
取後 4ヶ月目で有意な差があった（図 5）。 
 
LNP の粒子径を制御するための新たな因子を同
定し、より精密な粒子径制御を可能とする製造
戦略を確立した。また、LNP の核酸導入能および
イオン化脂質の生分解性の検証を行った。疎水性
微粒子の溶液中での分散安定性理論として知られ
ている DLVO 理論に照らし合わせて検討し、全 729
通りから 17 製剤を選抜した。製造条件により 60～
260 nm の範囲で様々な粒子径の LNP が得られ、線
形重回帰分析により予測モデルを作製した。得ら
れたモデルの予測精度の検証を行い、粒子径 120nm
程度と予測されるそれぞれ異なる 5 種の製造条件
で LNP を製造したところ、約 10nm 以内の誤差で同
等の粒子径の LNP を得た（表 1）。得られた siRNA
搭載 LNP の肝臓における遺伝子ノックダウン活性
を評価したところ、総流速の低い条件以外は同等
の高い活性を示した（図 6）。 
 
 

表 1 粒子径約 120 nm と予測される異なる製造条件および製造された LNP の物性値 

 
 
LNP に含まれるイオン化脂質は核酸の効率的な搭載

と導入に必須の因子であるものの、毒性の発現に寄与
し得る。得られた LNP の安全性の検証を目的として、
LNP をマウスに静脈内投与した後、標的臓器である肝臓
におけるイオン化脂質 CL4H6 を LC/MS により経時的に
定量した。その結果、CL4H6 は時間依存的に肝臓から消
失した（図 7）。CL4H6 は疎水性足場内にエステル結合
を有しており、これが内因性のエステラーゼにより分
解を受けたためであると考えられる。 
 図 7 イオン化脂質 CL4H6 の

マウス肝臓における残存量 

図6 各 siRNA搭載LNPのマウス肝臓
における遺伝子ノックダウン活性 
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