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研究成果の概要（和文）： 
 肝星細胞活性化，肝線維化に関するマイクロＲＮＡの発現を肝星細胞（in vitro）ならび
に肝臓 (in vivo) で調べると，それぞれ星細胞の活性化，肝臓線維化によって，その発現
量が変化するマイクロＲＮＡが，数十個ずつ認められた。これらの中で，miR-17-92 は，
クラスターを形成し，細胞の増殖，線維化に関連する遺伝子を制御していることが明らか
になった。また，miR-200b は，上皮間葉系移行と深く関連する因子，ZEB2 の発現を制
御していることが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 MicroRNA, which are endogenous small non-coding RNA, have recently become a focus of 
interest as post-transcriptional regulators of gene expression. Using a microRNA array 
and Applied Biosystem’s Taq Man micro-RNA assay, we profiled microRNA expression in 
activated stellate cells and fibrotic liver. More than 20 microRNAs changed their 
expression levels in activated stellate cells and in fibrotic liver. Among them, miR-17-92 
were closely related to cell’s proliferation and the liver injury. miR-200b had an 
association with epithelial-mesenchymal transition.  
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１．研究開始当初の背景 
 我々は，これまで肝臓の線維化過程に中心

的な役割を果たすと考えられている肝星細

胞の機能，特に活性化の分子機構のメカニズ

ム解明のため，肝星細胞分離法を確立し，こ

の分離培養星細胞を用いて星細胞活性化に

伴って変動する各種分子動態を遺伝子レベ

ルおよび蛋白質レベルでの解析を行ってき

た。  また，星細胞の活性化の制御による肝

線維化，肝硬変の治療を開発することを目標

に，実験的に，血管内皮細胞増殖抑制剤，

TNP-470 が肝星細胞の活性化を抑制すること

や膵炎の治療薬として使用されているセリ

ンプロテアーゼインヒビターが TGF-bの発現
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および活性を抑制することで，肝線維化を抑

制すること，さらに，組み換えアデノウイル

スベクターを用いてコラーゲンプロモータ

ーによる細胞特異的遺伝子制御により肝線

維化を抑制することを明らかにしてきた。 

これまでの研究成果の集積からは，DDR2, 

Cytoglobin, NCAM 等，我々が星細胞での発現

をはじめて見いだした分子や活性化星細胞

のマーカーとなる分子が，DNA アレイやプロ

テオミクスに代表される遺伝子解析とタン

パク質解析で，発現が一致して変動すること

を確認してきたが，また同時にその発現が一

致しない分子も認められる事実も確認して

いる。そして，この発現の不一致に対する答

えの手掛かりを示してくれるのが，ノンコー

ディングＲＮＡの解析であるのではないか

と考えている。 

 ポストゲノム時代において，トランス

クリプトーム研究の進展により，リボゾ

ームＲＮＡや転移ＲＮＡを除く蛋白質を

コードしていないノンコーディングＲＮ

Ａが数多く転写されていることが明らか

になり，それらの機能についても明らか

にされつつある。その中でもとりわけマ

イクロＲＮＡはよく研究されているノン

コーディングＲＮＡで，下等動物から植

物，ヒトに至るまで幅広く存在し，発生，

分化，増殖といった様々な生命現象に深

く関与していることが明らかとなってき

た。マイクロＲＮＡは，ＤＮＡメチレー

ションにより転写を制御し，ｍＲＮＡに

結合し，ｍＲＮＡを切断，分解し，さら

にタンパク質の翻訳抑制することが明ら

かになってきた。マイクロＲＮＡの特徴

は，ある特定のマイクロＲＮＡがいくつ

もの遺伝子に作用するということである。

転写因子に関していうと特定の転写因子

やその複合体が特定の遺伝子の転写を制

御しているが，マイクロＲＮＡの場合，

一つのマイクロＲＮＡは，百を超える遺

伝子を制御している可能性も示唆されて

いる。本研究においては，トランスクリ

プトーム研究を行い，肝臓の炎症再生，

線維化に伴いどのようなマイクロＲＮＡ

がゲノムから転写され，どのような標的

遺伝子の転写制御や翻訳抑制に関わって

いるのかを突き止めることを目的に研究

を進める。また，上皮系細胞である肝実

質細胞と間葉系細胞である肝星細胞につ

いてのマイクロＲＮＡ解析を行うことで，

上皮細胞の癌化およびその進展，臓器線

維症といった生命現象に深く関与してい

ることが明らかになりつつある上皮間葉

系移行(EMT)のメカニズムの解明につな

がることも期待している。 

 
２．研究の目的 
 臓器線維症は，いまだ特出すべき治療法が

開発されていない難治性疾患の一つで，肝硬

変，腎硬化症，肺線維症，心臓線維化など様々

な臓器で慢性炎症や物理的負荷によっても

たらされる疾患である。本研究においては，

その中でも特に，肝臓の線維化に重要な役割

を果たす筋線維芽細胞（活性化肝星細胞）に

着目し，最近注目を集めているノンコーディ

ングＲＮＡの中でもマイクロＲＮＡに焦点

を当て，筋線維芽細胞でのマイクロＲＮＡの

網羅的解析を行い，線維化に関連する分子制

御を明らかとし，その中で，線維化を抑制す

る新規のマイクロＲＮＡを同定し，線維化治

療開発を最終目標にしてマイクロＲＮＡの

制御による線維化抑制を試みる。 

 
３．研究の方法 

ラット肝臓よりコラーゲナーゼ，プロナー

ゼ還流消化法により肝星細胞を分離培養。静

止期肝星細胞と活性化肝星細胞より small 

RNA を抽出し，マイクロＲＮＡアレイおよび

アプライドバイオシステムズ社の TaqMan 

MicroRNA Assay にて定量的解析をおこなった。 

同様に正常肝臓とチオアセトアミド 200 

mg/kg bodyを週２回投与投与して作製した障

害肝臓より，small RNA を抽出し，マイクロ

ＲＮＡアレイおよびアプライドバイオシス

テムズ社の TaqMan MicroRNA Assay にて定量

的解析をおこなった。 

そしてこれら in vitro 及び in vivo 実験

のデータをサンガー研究所の Web site での

解析をおこなった。 

続いて発現の変動が認められたマイクロ

ＲＮＡに関しては，細胞にそれらを強制発現

させ，マイクロＲＮＡによる細胞の活性化，

線維化にに関連する機能制御に関して検討

を行った。 

 
４．研究成果 

上皮間葉移行（ＥＭＴ） は 1980 年代初めに

Elizabeth Hay らが提唱した、上皮細胞が間

葉系様細胞に形態変化する現象であり、神経

提細胞の運動や心臓や腎臓また口蓋での器

官形成過程に、重要であることがこれまでに

明らかとなっている。近年、EMT の獲得が運

動性の亢進や細胞外基質の蓄積をもたらす

ことから、癌細胞の浸潤や線維症との関連も

示唆されている。一方 TGF-βは以前より線維

症との関連が示唆されており、間葉系マーカ



 

 

ーの発現を誘導することも知られていた。ま

たHGFによるEMT誘導時にTGF-β産生の亢進

が明らかになり、EMT における TGF-βの重要

性が注目されるようになり、今日では、TGF-

βが最も重要な EMT 誘導因子の 1つとして考

えられるようになってきている。今回，肝臓

の臓器線維症である肝硬変と深く関わる肝

星細胞活性化におけるマイクロ RNAの発現変

動を検索したところ， 12 の因子の発現上昇

と 10の因子の有意な発現減少が確認できた。

これらを英国のサンガー研究所のデータベ

ースや NCBI のデータベースを用いた解析を

行ったところ miR-92 がゲノムシークエンス

上で数個の他のマイクロ RNA（miR-17, 18, 19, 

20）とクラスターを形成していることが明ら

かとなった。本研究では，特に星細胞の細胞

増殖，細胞外マトリックスの産生にマイクロ

ＲＮＡがどのような影響を及ぼしているか

を検索したところ，増殖関連因子，TGFbシグ

ナルと関連する興味深い因子の発現制御に

影響を及ぼす因子をデータベース上で確認

し，実験的にもこれらの因子を制御している

ことが明らかとなった。 

 マウスの正常肝臓と障害肝臓から RNA を抽

出し，マイクロアレイをもちいて比較してみ

ると，数十個のマイクロＲＮＡに発現の変動

が認められた。その中で特徴的な数個を示す

と，miR-29b は，col1A1 と col1A1 の転写因

子として重要な役割を果たしている Sp1 の発

現を制御し，コラーゲンの産生を抑制するこ

とを明らかにすることができたもので，さら

に，miR-200b は，上皮間葉移行と深く関連す

る ZEB2 を制御することが明らかとなった。

また，miR-18a は，上記の miR-17-92 とクラ

スターを形成していることが知られている

因子であった。その他にデータベース上では

確認できない線維化制御に関連する因子で

ある MMP2 が間接的に，マイクロ RNA によっ

て制御を受けていることも明らかとなった。

これらは大変興味深く，今後さらに検討を深

めていきたい。 
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