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研究成果の概要（和文）：本邦では欧米に比較して肝炎ウイルスの汚染率が高く，急性肝炎あ
るいは肝線維症（慢性肝炎・肝硬変）から肝不全で死亡する例が多く，大きな社会的問題となって
いる．肝移植が頻繁に施行されるようになった現在でも，提供肝の絶対数は不足しており，多くの
肝不全患者を救うためには新たな治療法の開発が必要である．我々は，肝不全患者の治療戦略
として，①抗肝線維化療法，②肝再生療法，③分裂寿命／細胞死からみた肝細胞庇護療法を３
つの重要な開発研究課題と位置づけ，集学的な研究を遂行してきた．肝の線維化には，類同壁
細胞である肝星細胞(hepatic stellate cell:HSC)が重要な役割を担っている．当該研究課題では，
HSC の形質転換時にクロマチン修飾の変動する転写領域を網羅的に同定し，個々の遺伝子発
現が HSC の表現型にどのような影響を与えるかギガベース（10 億ベース）シークエンサーを用い
た，ChIP (chromatin immunoprecipitation) sequencing法によって解析した．活性型HSCの分離を
行い，形質転換実験を HDAC（histone deacetylase）阻害薬，interferon (IFN)-γを用いて基礎実
験を行った．いずれでも，形質転換が可能であり各々の条件での DNA, mRNA,蛋白質の解析を
行った．形質転換時のエピゲノム形成に重要な，多能性維持関連蛋白質の特定に至った．多能
性維持関連蛋白質のうち nucleus accumbens associated-1 はエピゲノムの保持に重要な蛋白質
であり，MYC, Nanog との相互作用があることが明らかとなった． 
 
研究成果の概要（英文）：We intensively examined on hepatic stellate cells (HSC) for the 

treatment strategy of liver fibrosis. The present study focused on epigenetic alterations 

within the process of HSCs transformation. Using Gia-base sequencing method, global 

alterations of DNA methylation were examined in HSC under the condition of HDAC 

inhibitor (TSA) and interferon (IFN)-γ. Of them, genes relating pluripotency of stem 
cells were altered, and the nucleus accumbens associated-1 (NACC1) might be an 
important factor along with cMYC and NANOG. These transition of HSC might be 
induced though epigenetic alterations. 
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１． 研究開始当初の背景 

 

 本邦では欧米に比較して肝炎ウイルスの

汚染率が高く，急性肝炎あるいは肝線維症

（慢性肝炎・肝硬変）から肝不全で死亡す

る例が多く，大きな社会的問題となってい

る．肝移植が頻繁に施行されるようになっ

た現在でも，提供肝の絶対数は不足してお

り，多くの肝不全患者を救うためには新た

な治療法の開発が必要である．我々は，肝

不全患者の治療戦略として，①抗肝線維化

療法，②肝再生療法，③分裂寿命／細胞死

からみた肝細胞庇護療法を３つの重要な開

発研究課題と位置づけ，集学的な研究を遂

行してきた． 

肝の線維化には，類同壁細胞である肝星

細胞(hepatic stellate cell:HSC)が重要な

役割を担っている． HSC は正常肝では

vitamin A を貯蔵し，静止期と呼ばれる状態

にある．肝臓に肝炎ウイルスやアルコール

による慢性的な障害が加わると，HSC は形質

転換を起こし，細胞外マトリックスを多量

に分泌し，肝の線維化を誘導する活性型と

なる．我々は複数の HSC の形質転換阻害薬

を 用 い て ， transcriptome/ proteome/ 

metabolome の手法を駆使して，標的分子の

同定とその形質転換時に生じる分子機構の

解明をおこなってきた． 

我々は，histone deacetylase (HDAC)阻

害剤であるトリコスタチン（TSA）が，強力

な活性型 HSC の形質復元剤であることを明

らかにした（GUT submitted data）．in vitro

で TSA 処理された HSC では，活性型 HSC の

マーカーである α-SMA の発現を減少させ，

線維化誘導に関わる TGFβ，PDGF の発現が

抑えられた．さらに，VitaminA の取り込み

能が復活し，細胞外マトリックスの分泌も

抑制された．HSC の形質転換には，複数の分

子のエピジェネティクス制御機構が関連し

ている可能性があり，この変化を網羅的に

とらえることは，新たな抗肝線維化療法開

発の糸口となり得る． 

HSC の形質転換とエピジェネティクス制

御機構の変化に注目した研究は少ない．し

かし，発生や分化の過程でエピジェネティ

クスの変化が細胞の表現型に大きな影響を

与えていることを考えれば，本研究の着想

点は間違っていない．活性型 HSC の形質復

元に関わるエピジェネティクス機構を同定

することは，新たな抗肝線維化療法開発の

糸口となり，有効な治療法のない肝不全患

者の利益につながると考える． 

 

 

２． 研究の目的 

 

当該研究課題では，HSC の形質転換時に

クロマチン修飾の変動する転写領域を網羅

的に同定し，個々の遺伝子発現が HSC の表

現型にどのような影響を与えるか，解析す

る．方法は，ギガベース（10 億ベース）シ

ークエンサーを用いた，ChIP  (chromatin 

immunoprecipitation) sequencing 法によ

る． 

この研究は以下の Step で行われる。

STEP1: 静止型 vs 活性型 HSC のヒスト

ン修飾領域の網羅的同定と検証：ラットHSC

をコラゲナーゼ処理により分離し，静止期

のHSCとin vitro活性型のHSCの間で，ChIP 

(chromatin immunoprecipitation) 

sequencing法により comparativeに比較す

る． 

STEP2: HDAC阻害剤投与時の活性型HSCの

形質復元に係る責任転写領域の同定と検

証: in vitro 活性型の HSC に対して HDAC

阻害剤を添加し，前後で変化した領域を特

定する 

STEP3: STEP1 and 2の解析結果を受け HSC

の形質転転換に重要なクロマチン修飾領域

を同定し，関連分子の機能解析を行う． 

 

３． 研究の方法 

 

（１） HSC の分離・培養 

無処置の Wistar 系ラット (250 g)の肝組

織より比重遠心法を用いて HSC を分離した．



 

 

分離した HSCを 10 % fetal bovine serum(FBS)

を含む培養液を添加した plastic dish で培

養した．in vitro 活性化では 5，7，14 日目

の細胞を各々，静止期，中間期，活性期とし

て ChIP assay に使用した．in vitro 活性型

の HSC に対する HDAC 阻害剤処理

trichostatin: TSA （100 nM- ）の濃度

で 7 日間処理した． 

 

 

（２） ChIP assay 

ホルムアルデヒドで細胞を固定化し，蛋白

質 と DNA の ク ロ ス リ ン ク を 行 う ．

GeneMachines HydroShear DNA 断片化装置を

用いて各 phase の DNA を断片化した histone 

H3-K4, H3-K9, H4-K27 の acetyl-, methyl-

抗体 (cell signaling)，Sim3，HDAC1, MeCP2

抗体 (Upstate)で免疫沈降する．脱クロスリ

ンクを行いシークエンス反応へ移行する． 

 

 

（３） Sequence 反応 

Illumina Genome Analyzer を用いて解析

を行った．平成 20，21 年度は受託解析によ

り解析を行ったが，平成 22 年度には Life 

thechnologies 社の Solid 5500Xl system

を用いて解析を行った．ケミストリーには

5500 SOLiD™ メイトペアライブラリコンス

トラクションキット (Life thechnologies) 

 

 

（４） データ解析 

 データ解析には BioScope システムを用

いて各 ChIP assay で採取された DNA 領域を

特定する． 

 

 

（５） Bisulfite genome sequence 

各 ChIP assay で形質転換前後の差を認め

た領域について，Cells-to-CpG™ バイサル

ファイトコンバージョンキット (ABI)で

DNA のメチル化状態を特定する． 

 

４． 研究成果 

（１）HSC の形質転換 

 活性型の HSC の分離に成功し，Vitamin A

の放出および，αSMA の発現を western blot

で確認できた． 

 

 

TSA処理により，活性型 HSCにみられた Vitamin 

A 取り込み能の復元（TSA 処理した右の細胞で

顆粒上の Vitamin が観察される）． 

 

 

TSA 処理により，活性型 HSC にみられた線維

化関連分子の変動 

 

（２）TSA 添加時の形質転換時の mRNA の変動

と ChIP assay によるプロモーター領域での

エピジェネティクスの相関 

 

 2823 遺伝子の発現変動が見られた（増加

1512，減少 1311）．HDAC 阻害剤による mRNA

の発現について gene ontology による heat 

map の作成を試みたが一定の傾向はなかった．

一方，ChIP assay との関連では H3-K4 のアセ

チル化の亢進は比較的 mRNA の発現と相関し

たしたが，他の抗体での相関は認められなか

った．αSMA を中心とした細胞骨格系の分子

の発現について着目したが，意外なことに蛋

白質の発現と mRNA の発現は相関せず，

post-transcriptional な変化が別に生じて

いる可能性が示唆された． 

 IFN-γ に関する検討を行う予定であった

が，シークエンサーの導入時期が遅れ解析に



 

 

は至らなかった．現在、IFN-γ の解析を継続

中である。 

 

（３）Bisulfite genome sequence 

mRNA の発現変動が確認され，ChIP assay

でアセチル化の亢進していた領域について，

多能性維持関連蛋白質の遺伝子座が存在す

ることが明らかとなった．特に、多能性維

持 関 連 蛋 白 質 の nucleus accumbens 

associated-1，ｃMYC, NANOG に着目して

Bisulfite genome sequence を行ったところ，

脱メチル化剤処理ではなく，TSA 処理でこれ

らのプロモーター領域の脱メチル化が認め

られた．このことは，TSA が従来の HDAC 阻

害剤の機構のみではく，別経路で作用した

可能性が考えられる．現在，HOTAIR のよう

な lincRNA の作用を介してこのような現象

が生じていると想定し，研究の新たな展開

を模索している．いずれにせよ，NACC1 と

NANOG は直接結合することが報告されてお

り，cMYC との相互作用と合わせて HSC の形

質転換時に，多能性維持関連蛋白質の機能

が関与している可能性を示唆するものであ

った． 
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