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研究成果の概要（和文）：研究代表者は本挑戦的研究（萌芽)において,siRNAを用いた肝線維化抑制効果をマウ
スで検討すべく、マウスに対するsiRNAオリゴの選定および肝へのsiRNAの標的化の方法に関し、さまざま検討を
おこなった。さらに小胞輸送関連因子の組織染色の条件検討および肝線維化モデルマウスの作成に対する条件検
討を完了した。今後、本結果に基づき、マウスにおいてsiRNAによる種々の小胞輸送関連因子の発現抑制による
肝線維化抑制効果の検証を行いたい。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have examined various methods for selecting siRNA oligos 
for mice and targeting siRNA to the liver in order to investigate the inhibitory effect of siRNA on 
liver fibrosis in mice. In addition, we have completed the examination of conditions for tissue 
staining of vesicle trafficking-related factors and the creation of a mouse model of liver fibrosis.
 Based on these results, we would like to verify the inhibitory effect of siRNA on liver fibrosis by
 suppressing the expression of various vesicular trafficking-related factors in mice.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 分泌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肝線維化はアルコール、肥満等の生活習慣病的要因により引き起こされ、肝硬変・肝癌へと進行するが、線維化
に対する根本的な治療法は確立していない。今後非アルコール性脂肪肝炎(NASH)が慢性肝炎の主因になることが
予想されることから、ウイルスを標的とせず肝線維化を直接阻害する治療薬の開発がますます期待されている。
研究代表者は分泌経路に着目し、種々の分泌経路関連因子の発現抑制によって肝線維化を抑制できる可能性を提
示しており、本研究を継続することで、その抑制効果の検証を行いたい。

※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 
 肝線維化はアルコール、肥満
等の生活習慣病的要因により
引き起こされ、肝硬変・肝癌へ
と進行するが、線維化に対する
根本的な治療法は確立してい
ない。ハーボニーをはじめとし
たウイルス性慢性肝炎に対す
る治療薬の開発により、今後非
アルコール性脂肪肝炎(NASH)
が慢性肝炎の主因になること
が予想されることから、ウイル
スを標的とせず肝線維化を直
接阻害する治療薬の開発がま
すます期待されている。 
 肝線維化の標的として、肝星
細胞は重要である。肝星細胞
は、通常はビタミン Aを貯蔵し
ているが、炎症性サイトカイン
によって活性化され筋繊維芽細胞様に分化する。分化した肝星細胞は I 型コラーゲンの分泌を
異常亢進し、これが線維化の主な要因となっている (図１)。以前から、細胞内の分泌を司る小
器官である小胞体やゴルジ体が、肝星細胞の活性化の過程で肥大化することは知られていたが、
肝星細胞の分泌経路の変化に着目した研究はほとんど行なわれていなかった。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者は、炎症性サイト
カインによって刺激を受けた
肝星細胞が、転写因子 CREB3L2
依存的に Sec23A/Sec24D を特
異的に発現上昇させ、コラーゲ
ンとは異なる未同定の肝線維
化責任因子を小胞体からゴル
ジ体へ輸送することで、初期の
肝星細胞活性化に関与するこ
と を 新 た に 見 出 し た 。
Sec23A/Sec24D は、COPII 小胞
の内側被覆因子であり、積荷や
積荷受容体と直接結合し、
COPII 小胞へと濃縮する機能
を有する。さらにこの過程にお
いて Sec23A/Sec24D の発現を
抑制することで I 型コラーゲ
ンの分泌のみならず、肝線維化
マーカーの発現を抑制できる
ことを明らかにしている (Sci Rep, 2017)（図２）。 
  そこで研究代表者は本挑戦的研究（萌芽）において、分泌経路によって活性化される「肝線維
化責任因子」を同定し、肝線維化を抑制する新規標的薬を開発することを目的として研究を遂行
する。 
 
３．研究の方法 
 本研究は主に細胞生物学的な手法および生化学的手法を用いて解析した。 
 
(1) 安定発現株による Sec23A 結合因子の探索 
安定発現株の作成はレンチウイルスによるインフェクション法を用いた。ドキシサイクリン
誘導性に発現を誘導できるシステムを用いた。 
 

 
 
 

	 	
	



(2) マウス由来細胞種 NIH3T3 を用いた siRNAオリゴ配列の検討 
NIH3T3 細胞に siRNA を Lipofectamine RNAi maxを用いたリポフェクション法により導入し

た。Sec23A の発現低下は新たにマウス Sec23A に対して作製したポリクローナル抗体を用いてウ
エスタンブロットにより検証した。 
 
(3) 個体における肝への標的化の検討 
GFP を発現するプラスミドを用いてマウス肝への導入効率の確認を行った。マウス尾静脈に

てハイドロダイナミクス法によりプラスミドを投与した後、肝臓を取り出し、免疫染色を行った。 
 
(4) 組織染色に用いる抗体の検討 
  パラフィン切片に対して、常法により組織染色をおこなった。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 安定発現株による Sec23A 結合因子の探索 

未同定の肝線維化責任因子の探索に用いる細胞として、ヒト培養肝星細胞である LX-2 細胞を
用いた。N末端に Myc タグおよび FLAGタグの両方を付与した Sec23A をドキシサイクリンの濃度
依存的に発現量をコントロールできる系を構築し、Sec23A に結合する因子をアフィニティー精
製することを可能とした。 
興味深いことに、Sec23A をドキシサイクリン誘導によって発現させることで、内在 Sec23A の

発現量が減少した。このことは、LX-2 細胞において Sec23A の発現量が厳密に調整されているこ
とを意味しており、また Sec23A の発現量を内在と同程度にすることで、Sec23A 過剰発現による
影響を排除することに成功した。 

 
 
(2) マウス由来細胞種 NIH3T3 を用いた siRNAオリゴ配列の検討 
マウス由来細胞種 NIH3T3 に Sec23A、Sec24D、HSP47を発現させた後、免疫沈降とウエスタン

ブロッティングにより、それぞれに使用できる抗体の検討を行った。Sec23A はいくつかの市販

の抗体にてブロットを行ったが、Sec23A 特異的に検出できる抗体がなかったため、新たに抗体

を作製した。その後、NIH3T3細胞においてSec23A,Sec24D,HSP47を効率的に発現抑制できるsiRNA

オリゴを同定した。 

 

(3) 個体における肝への標的化の検討 
肝に siRNA オリゴを標的化するための手法を確立するため、まずは肝に cDNA を導入する手

法の確立を目指した。マウス尾静脈にてハイドロダイナミクス法により GFP プラスミドを投与
した後、肝臓を取り出し、抗 GFP抗体を用いて免疫染色を行ったところ、肝への GFP の発現が確
認できた。 
 

(4) 組織染色に用いる抗体の検討 

種々の小胞輸送関連因子に対する組織染色の条件検討を行なった。我々はこれまで、Sec23A

ラットモノクローナル抗体、Sec16ウサギポリクローナル抗体、TANGO1ウサギポリクローナル抗

体、Sec13 ウサギポリクローナル抗体を作製しており、これらを肝線維化病理組織の染色に適応

するための条件検討を行なった。その結果、いずれの抗体も組織染色可能であることが明らかに

なった。さらに、線維化組織においては Sec23A及び Sec13 の発現量が増加しており、TANGO1 及

び Sec16 の発現量に変化は認められなかった。この結果は我々の先行研究の結果と類似してい

る。また、これらの抗体を用いることで、siRNAオリゴを作用させた後の各因子の発現量を評価

することが可能となった。 

 

(5) 肝線維化モデルマウスの作成 

High Fat Diet 投与による肝線維化モデルマウスを作成し、継時的に肝組織切片を作製し、

alpha-SMA の発現上昇を確認した。 
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