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研究成果の概要（和文）：NAFLD/NASH患者では、CYGBの発現が線維症の進行と負の相関関係にある。 HSCでの
CYGBの過剰発現は、ROSスカベンジング機能を介してTAA、CDAA、またはDENによって誘発される線維症および癌
からマウス肝臓を保護した。 サイトカインTGF-β1は、リン酸化SMAD2（pSMAD2）およびSP3のM1リプレッサーア
イソフォームを介してヒトCYGB発現を抑制した。 TGF-β1が誘導するCYGBの抑制は、ヒトHSCの外因性酸化スト
レスおよび酸化的DNA損傷に対する細胞耐性を喪失させたことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：CYGB is a respiratory protein that acts as a scavenger of reactive oxygen 
species (ROS) and protects cells from oxidative DNA damage. Cygb-overexpressing mice exhibited 
reduced liver inflammation and fibrosis, but high levels of quiescent HSCs compared to wild-type 
mice following 10 weeks of thioacetamide (TAA) induced advanced liver fibrosis. Similarly, 
Cygb-overexpressing mice showed attenuation of liver damage, fibrosis and ROS formation induced by 
16 weeks of choline deficient amino acid define diet (CDAA) feeding or 12 months after 
diethylnitrosamine (DEN) treatment. We further found that the cytokine TGF-β1 downregulates human 
CYGB expression. In culture, TGF-β1-pretreated human HSCs exhibited lower CYGB levels - together 
with increased NADPH oxidase 4 expression leading to oxidative DNA damage in activated hepatic 
stellate cells - and were primed for H2O2-triggered -OH production and 8-OHdG generation; 
overexpression of human CYGB in human HSCs reversed these effects.

研究分野： 肝臓病学

キーワード： 肝星細胞　肝線維化　Cytoglobin　コラーゲン　TGF-β　ROS
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで上皮細胞ばかりに焦点が集められていた発がんの分子機構について、間質細胞の重要性をグロビン蛋白
との絡みで研究できれば、新たなパラダイムが広がる。肝がんは高度線維化や肝硬変を母地に発生するため、
HSCsや筋線維芽細胞のがん発生における役割をCYGBと絡めて研究する意義は大きい。さらに、本研究を通じて肝
脱線維化剤が開発されれば、治療法のない肝硬変に対して一矢を報いることになり臨床医学的にも極めて有用
で、社会貢献度が高い。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 
肝星細胞（Hepatic stellate cells, HSC）の特徴は、障害肝細胞、肝線維症に関与する主な細胞

型, 肝類洞内皮細胞などの近隣細胞や局所に浸潤した炎症細胞や Kupffer 細胞から分泌される
活性酸素やサイトカイン、ケモカイン、成長因子などにより“活性化”を受けることである。活性化
HSC は、I 型コラーゲンを主とする細胞外マトリックス物質や TGF-β1 などの線維化関連因子を分
泌し始め、myofibroblast (MFB)へと形質転換する。この MFB 様 HSC の肝線維化への関与は、動
物モデルやヒト組織を用いた検討、さらにはげっ歯類やヒトから分離された初代培養 HSC を利用し
た実に多数の研究により証明され、活性化 HSC の増殖、収縮、炎症•免疫応答への加担、TIMPs
過剰産生によるコラゲナーゼ活性の阻害等が生じる事が示された。しかしながら、上述したように
MFB 様の活性化 HSC が肝細胞のがん化にどのように寄与するかについては依然として不明であ
る。申請者らは本課題を明らかにするための端緒となる研究成果を今までに得てきた。 
 
 
２．研究の目的 
 

HSC に特異的に発現するサイトグロビン（Cytoglobin, CYGB）に焦点をあてて研究を展開する。 
 
（1）肝線維症および発がんの抑制における CYGB 過剰発現 HSC の役割を調査する。 
（2）HSC の生理作用と HSC における CYGB 発現調節機構を明らかにする。 
（3）活性化 HSC の CYGB 発現低下による肝細胞への影響を調べる。 
 
 
３．研究の方法 
 

Cygb 欠損（KO）マウスを用いた動物実験：肝発がん物質ジエチルニトロソアミン（DEN）を 0.05 
ppm  36 週間投与による肝発がんモデル、チオアセトアミド（TAA）単回投与（50 mg / kg）による急
性肝炎モデル、胆管結紮（BDL）による肝線維症モデル、コリン欠乏メチオニン低減アミノ酸
（CDAA）食 16 週間給餌による非アルコール性脂肪性肝炎モデルを作製した。肝線維症を伴う非
アルコール性脂肪性肝炎の生検を用いた免疫組織化学染色、ヒト HSC 細胞（HHSteC）へ TGF-
β1 処理後 H2O2 に暴露し、DNA 損傷マーカーである 8-OHdG や ROS 発現量を測定、RT-PCR
やウエスタンブロット法を用いて、HSC の活性化を評価した。 
 
 
４．研究成果 
 

CYGB は他のグロビン同様、酸素
（O2）や一酸化窒素（NO）などのガス分
子と結合して生体内ガスのリザーバーと
なることやペルオキシダーゼ活性を持つ
事等が判ったが、CYGB の生体内にお
ける機能は不明であった。Cygb KO マウ
スは正常に生まれるが、１歳齢以上にな
ると 71.3%のマウスで肝臓を含む各種臓
器に線維化や腫瘍形成などの異常が生
じる(Sci Rep.2016.6:24990)。Cygb KO マ
ウスに肝発がん物質DENを投与すると、
野生型マウスでは発がんしないが、0.05 
ppm DEN 36 週間投与で、40%の KO マ
ウスで発がんし、背景肝が高度に線維
化した 。マ ウスに脂肪肝を誘発する
CDAA 食を１６週間投与したところ、野生
型マウスでは脂肪肝と軽度炎症が生じ
たが、KO マウスでは高度線維化が生じ
た。一方、HSC における CYGB 発現の
特異的増強は、これらの病変を著しく抑制した（図 1）。 BDL と TAA による肝線維症マウスモデル
を用いた結果も同様に、HSC での Cygb 過剰発現が肝臓組織の損傷および線維化を抑制した。さ
らに、DEN による肝発がんモデルにおいても、HSC-Cygb 過剰発現により、肝発がんの顕著な低



下を観察している（Sci Rep. 2018.14:17860）。これらの結果から、HSC における CYGB の欠損が、
隣接する肝細胞のがん化を促進したと考えた。 
ヒト非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）の
肝組織検体を用いて免疫染色を行った。
結果、CYGB の発現量と肝線維化のステ
ージは負の相関を示した（右図）。肝線維
化部では、線維化誘導因子である TGFβ
のシグナル分子、Smad2 のリン酸化が亢進
し、HSCの活性化マーカーであるαSMAと
共局在を示した。それら活性化 HSCs では
CYGB 発現が消失しており、DNA 損傷マ
ーカーである 8-OHdG と Smad2 リン酸化の
共陽性が観察された（下図）。興味深いこと
に肝細胞での 8-OHdG の発現亢進が
NASH の進行と相関するという報告は多数
あるが、HSC での観察について言及した
研究はなかった。この観察から、HSC にお
ける CYGB の発現抑制は HSC の DNA 損傷を引き起こすと結論付けた。 
実際、リコンビナント CYGB が活性酸素種（ROS）の中でも特に反応性が高いヒドロキシラジカル
（OH－）に対して捕食能を示すことを明らかにした。さらに、CYGB の過剰発現は、HHSteC におけ
るリコンビナント TGF-β1/H2O2 処理による OH－の蓄積を著しく抑制した。 

次に、TGFβ１による CYGB の
発現調節機構を明らかにするた
めに、HHSteC を用いた In vitro
実験を行った。TGF-β1 は下流
のシグナル分子である Smad2 を
介し CYGB の発現を抑制するこ
とがわかった。さらに、その分子
機序として、TGFβ1/Smad2 は
転写因子のコファクターである
SP3 の M1 リプレッサーアイソフォ
ームによって駆動されることを発
見した（下図）。 また、TGFβに
よる CYGB の発現抑制はマウス
では誘導されないことが分かっ
た。これは、ヒト CYGB 遺伝子の
プロモーター領域にある SP3 結
合サイト（転写開始点付近）がマ
ウスに存在しないためと考えられた。このことから、CYGB の発現調節に関わるプロモーター領域は、
マウスを含むげっ種類とヒトで大きく異なり、これまで知られていなかった CYGB 発現調節のメカニ
ズムに関する種間の違いが明らかになった。 
以上の結果から、CYGB の発現抑制は、活性化されたヒト HSC で OH－誘導性の 8-OHdG 産生を
引き起ことがわかった。本研究の結果は、CYGB の発現とヒト肝臓における NASH 関連線維症の病
態生理学との関係についての新しい洞察を提供した（Journal of Hepatol. 2020.73:882-895）。 

上述したが、Ｃｙｇｂ ＫＯはＷＴ同様正常に生まれるが、生後 12-24 ヶ月後（高齢マウス）でリンパ
組織、肺、肝臓、小腸、腎臓など多臓器で腫瘍が発生し、腫瘍発生率はＣｙｇｂ ＫＯで 72％で、Ｃ
ｙｇｂ ＷＴ ５％より有意に高値であった。Ｃｙｇｂ ＫＯの肝腫瘍はＤＮＡ損傷マーカーであるγＨ２
ＡＸに陽性を示し、病理学的および免疫組織学的に肝細胞がんと診断された。ＨＳＣは肝臓でＣＹ
ＧＢを発現する唯一の細胞であるためＨＳＣにおける CYGB 欠失の影響が上皮細胞（肝細胞）に及
ぶのは興味深い。12 週齢（若齢マウス）の Cygb KO および同腹の WT より初代 HSC を単離、培養
したところ、Cygb KO HSC は WT HSC と比較して、1 日目から脂肪滴が消失し、4 日目にはαSMA 
ｍRNA およびタンパク質発現が上昇した。さらに、7 日目の KO HSC は WT HSC に比べ、脂質染
色（Oil red O 染色）が減弱し、それに伴い、ROS の上昇と HSC 活性化関連遺伝子、αSMA, 
Collagen 1a1, tissue inhibitors of metalloproteinases-1（TIMP-1）、サイトカイン、Interleukin （Il）-6, 
1β、TNF-α,ケモカイン、C-X-C motif ligand (Cxcl) 1,2, 5, 7, CC chemokine ligand (Ccl) 1, 2, 3, 
4 などの発現が増強した。一方、Cygb KO の肝臓では Inducible nitric oxide synthesis （iNOS）、
hemo-oxygenase-1 (OH-1)タンパク質およびリン酸化 ERK の発現上昇、酸化蛍光色素ジヒドロエ
チジウム（DHE）添加実験による ROS 生成の増加が観察された。これらの結果から、HSC KO は単
離前（生体内で）既に活性化 HSC 化しており ROS 産生が惹起されると結論付けた。 

これらの研究成果を基に、現在、活性化した HSC で DNA 損傷がなぜ誘引されるか、また DNA
損傷を起こした HSC がどのように隣接する肝細胞に影響するかを調べている。まず、Cygb KO マ
ウスと WT から肝細胞のミトコンドリアを採取し、ミトコンドリア呼吸鎖の Complex 酵素活性を測定し
た結果、Cygb KO マウスではミトコンドリア機能が有意に低下することを見出した。この時採取され



たミトコンドリアはほぼ 100％肝細胞由来である。そのため、HSC の Cygb 欠損が隣接する肝細胞
のミトコンドリアの機能障害を引き起こしていると考えた。次に、初代 HSC および肝細胞を採取し、
In vitro 共培養実験を行った。HSC KO と WT をインサート上に播種し、肝細胞と共培養した結果、
HSC KO と共培養した肝細胞でのみ NO の蓄積を観察した。HSC KO では、iNOS の発現が亢進
し、細胞内 ROS および NO が HSC WT に比べ蓄積し、過剰に蓄積した NO が細胞外へ放出する
ことが分かった。NO 阻害剤である L-NAME を処理した HSC KO では HSC および肝細胞での NO
蓄積が生じないことから、Cygb が発現する HSC 由来の NO が肝細胞へ移行し、ミトコンドリアの機
能障害を来すと推定している（論文準備中）。引き続き肝細胞への影響を調べ、HSC KO によるヒト
肝疾患および肝発がんへの関与を検証する予定である。これらの結果から活性化 HSC の Cygb 発
現減少に伴う肝細胞の機能障害およびがん化における新しい洞察が提供された。 
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