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研究成果の概要（和文）：1. 血清糖鎖修飾構造の網羅的解析を行い、NASHの肝線維化進展例でA2F bisect 糖鎖
の発現が上昇することを見いだした。2. A2F bisect糖鎖のキャリア蛋白としてIgAをはじめとする複数の蛋白を
同定した。3. 培養肝星細胞活性化に関連するmicro RNAの包括的解析を施行し、miR-29a、miR-449a、その他特
定のmiRNAが活性化星細胞で高発現しており、Pathway解析で細胞骨格、細胞外マトリックス、chemotaxis関連経
路の蛋白の発現を調節していた。4. C型肝炎SVR後発癌症例では血清中のAng2が有意に高値であった。

研究成果の概要（英文）：1. Comprehensive analysis of serum glycan modification structures revealed 
that the expression of A2F bisect glycans is upregulated in patients with advanced liver fibrosis in
 NASH. 2. We identified several carrier proteins of A2F bisect glycans including IgA. We identified 
several carrier proteins of A2F bisect glycans, including IgA. 3. Comprehensive analysis of micro 
RNAs associated with the activation of cultured hepatic astrocytes revealed that miR-29a, miR-449a, 
and other specific miRNAs were highly expressed in activated astrocytes and regulated the expression
 of proteins in the cytoskeleton, extracellular matrix, and chemotaxis-related pathways by pathway 
analysis. 4. serum Ang2 was significantly elevated in hepatitis C post-SVR carcinoma cases.

研究分野：肝臓病学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、肝星細胞を標的とした細胞・薬物療法による肝線維化の組織修復を促進する治療法開発の基盤
となる。肝疾患と糖鎖発現変動に関する研究は多数報告があるが、主要な全てのクラスの糖鎖の包括的な解析例
はない。包括的糖鎖修飾解析の結果同定された特異修飾糖鎖は、非侵襲的診断マーカーとしてのみならず、糖鎖
構造に対する抗体、結合小分子を大規模探索し、糖鎖修飾構造を標的とした分子標的治療が構築される可能性が
ある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 
肝硬変は、種々の原因により起こる肝細胞の慢性壊死炎症反応により肝線維化、肝機
能低下および門脈圧亢進症を来す慢性肝疾患の終末像であり、国内に約 50万人、世界
では約 2,000万人の患者がいる。肝硬変は従来不可逆性の病態と考えられてきたが、肝
炎ウイルス排除など原因の除去により多くの症例で炎症の沈静化、肝線維化の消退が起
こることが明らかとなった。しかし高度肝線維化例などでは治療後も組織学的修復は限
定的である。以上より肝硬変の組織病態の修復機構の解析、および修復を促進する新規
治療法の開発が望まれる。近年国内外で、薬物・細胞治療、核酸導入療法などにより積
極的に肝線維化の消退を目指した治療開発の取り組みがなされている。 
タンパク質や脂質に結合している糖鎖構造は、近年 “第 3の生命鎖”として注目され、
疾患病態への関与が報告されている。しかし、その構造や合成経路の複雑さから構造・
機能解析は大きく立ち遅れていた。近年、グライコブロッティング法や BEP法をはじ
めとする定量的でハイスループットな糖鎖解析法が開発され、細胞の網羅的な複合糖質
糖鎖解析（総合グライコミクス）により疾患などに伴う各糖鎖の発現変化や機能解析が
可能となった。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究で申請者らは、従来の肝庇護、原疾患治療を主体とした肝硬変治療から視点を
新たにし、肝硬変の組織病態の修復機構を解析し、肝星細胞を標的とした細胞・薬物療
法による肝線維化の組織修復を促進する治療法の効果、作用機構等を解析する。さらに
NASHに伴う組織病態の解析のため、包括的糖鎖修飾解析により肝線維化、脂肪化、肝
発癌カスケードに関連する宿主蛋白の探索を行い、新たな標的分子の探索を行う。同定
された特異修飾糖鎖を非侵襲的診断マーカーとしてのみならず、糖鎖構造に対する抗体、
結合小分子を大規模探索し、糖鎖修飾構造を標的とした分子標的治療の可能性について
も探索を進める。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究では、肝線維化、肝発癌や C 型ウイルス肝炎患者の DAA 治療後症例の血清を対
象とし、総合グライコミクス（糖鎖修飾構造の包括解析）、miRNA プロファイル解析、血
清プロテオミクスを行い、病態の進行、軽快に関連する蛋白、分子、核酸を探索する。
さらに、抗線維化効果の確認された間葉系幹細胞および培養上清から、同様の方法で生
理活性部室の成分分析をおこなう。同定された候補分子については、機能解析を進める
と共に、化合物ライブラリーを用いた阻害活性物質の探索、抗体、レクチンライブラリ
ーの探索を進め、治療標的としての解析も進める。 
（１）血清組織糖鎖修飾構造の網羅的探索 
（２）糖鎖構造に結合する抗体、小分子のハイ・スループットスクリーニング 
（３）肝線維化、星細胞活性化に関連する組織中、血清分泌型 microRNA の網羅的探索 
（４）培養星細胞、間葉系幹細胞をもちいた肝線維化・修復に関連する成分分析 
（５）肝星細胞活性化により再構築される宿主因子と肝線維化、肝脂肪化機構の解析 
（６）SILAC 法による活性化星細胞のプロテオーム解析および候補蛋白の抽出 



 
 
４．研究成果 
 
（１）血清組織糖鎖修飾構造の網羅的探索： 非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD/NASH）、
C型肝炎、肝発癌症例の血清の網羅的解析を行い、NASH の肝線維化進展例で A2F bisect 
糖鎖の発現が上昇し、さらに生合成経路で A2F bisect の上流に位置する 5種の前駆体
糖鎖群も同様に発現上昇を示した。独立した検証用検体セットで再現性を確認した。 
 
（２）培養星細胞をもちいた肝線維化・修復に関連する成分分析：我々は、従来区別困
難であった糖鎖末端に付加されるシアル酸の構造異性体を特異的かつ短時間に検出す
る方法（aminolysis-SALSA 法）を開発し、A2F bisect 糖鎖のキャリア蛋白として IgA
をはじめとする複数の蛋白を同定した。NASH の患者血清検体を用いた解析にで、A2F 
Bisect 糖鎖は、ROC 解析にて高度肝線維化（F3）診断能は AUROC＝0.804 と高い診断能
であることが確認できた。培養星細胞の解析により、G1F および G2F 糖鎖は、TGFβ添加
により線維化を誘導した細胞で上昇した糖鎖と同じであった。培養肝星細胞活性化に関
連する micro RNA の包括的解析を施行し、miR-29a、miR-449a、その他特定の miRNA が
活性化星細胞で高発現し、knock down により星細胞 alpha-SMA、type-I collagen 発現
が抑制されることを示した。Pathway 解析では、これらの miRNA は細胞骨格、細胞外マ
トリックス、chemotaxis関連経路の蛋白の発現を調節していることが明らかとなった。 
 
（３）C 型肝炎 SVR 後発癌症例では血清中の Ang2 が有意に高値であり、治療標的とし
ての可能性が示された。 
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