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研究成果の概要（和文）：　ヒト血小板型12-リポキシゲナーゼを安定形質発現するヒト肝星細胞TWNT-1を樹立
した。この細胞は、コントロールのMock細胞あるいは野生型細胞と比較して、Ⅰ型コラーゲン遺伝子の発現レベ
ルが低下していた。また、血小板型12-リポキシゲナーゼノックアウトマウスにメチオニン・コリン欠損食を8週
間給餌することにより作成したNASHモデルマウスにおいては、野生型マウスで作成したモデルマウスと比較して
肝線維化がより進行することが示された。ヒト肝星細胞TWNT-1において、血小板型12-リポキシゲナーゼの過剰
発現によりⅠ型コラーゲン遺伝子の発現を抑制する遺伝子がいくつか見つかった。

研究成果の概要（英文）：　　We established the human hepatic stellate TWNT-1 cells stably expressing
 human platelet-type 12-lipoxygenase.  The expression levels of type I collagen mRNA were decreased 
in the human platelet-type 12-lipoxygenase-expressing TWNT-1 cells as compared with mock cells or 
wild-type cells.  The level of liver fibrosis in NASH model mice prepared by feeding 
methionine-choline deficient diet for 8 weeks using platelet-type 12-lipoxygenase-deficient mice was
 more progressed as compared with that in the model mice developed using wild-type mice.  We found 
genes that suppressed the expression level of type I collagen mRNA in human hepatic stellate TWNT-1 
cells by overexpression of platelet-type 12-lipoxygenase.  

研究分野： 脂質生化学

キーワード： 血小板型12-リポキシゲナーゼ　肝星細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　MCDマウスを用いて、肝線維化の進展過程における肝星細胞の活性化と筋線維芽細胞への分化によるコラーゲ
ン産生増加の過程において、血小板型12-リポキシゲナーゼの果たす役割の一端が解明された。今後、血小板型
12-リポキシゲナーゼ生成物の何が線維化の抑制に関わるか明らかになれば、NASHを含む多くの慢性炎症性肝疾
患の進展における肝線維化進行抑制のメカニスムの解明につながるのみならず、新たな治療法の発見につながる
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 
 
非アルコール性脂肪性肝炎(NASH)は、生活習慣の欧米化に伴い我が国の肝疾患の中でも最も

高頻度となった非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）に含まれる、慢性炎症性肝疾患である。
NASH の予後不良を決定する独立因子として、早期から認められる肝線維化が重要であることが
明らかにされている。肝線維化において中心的な役割を果たす細胞は、過剰なコラーゲン産生を
担う活性化した肝星細胞（筋線維芽細胞）であり、NASH 進展においてこの肝星細胞を活性化す
る因子として、TGFβ や PDGF をはじめとする多くのサイトカインや、活性酸素種などが知られ
ている。これらの因子は、細胞内シグナル伝達を介して遺伝子発現のパターンを大きく変化させ
ることにより、肝星細胞の活性化と筋線維芽細胞への分化を誘導すると考えられている。 
 
12-リポキシゲナーゼは不飽和脂肪酸であるアラキドン酸に酸素を添加して過酸化脂質である

12-ヒドロペルオキシ酸を生成する酵素で、多くのアイソザイムが知られている。正常肝ではほ
とんど検出されない 12-リポキシゲナーゼ活性が、メチオニン・コリン欠乏食投与により作製し
た NASH モデルマウス肝において明確に検出できるレベルまで上昇すること、活性の免疫沈降に
よりそのアイソザイムが血小板型であることを突き止めた申請者らは、さらにこの血小板型 12-
リポキシゲナーゼが肝星細胞に局在しており、NASH 進展における肝星細胞の活性化と筋線維芽
細胞への分化に伴って、その発現レベルが上昇することを明らかにした。以上の結果から、本酵
素が NASH の進展における肝線維化において、何らかの役割を果たしていると考え、その全容解
明に向けて研究を開始した。 
 
 
２．研究の目的 
 
 当初は、NASH 進展における肝星細胞の活性化と筋線維芽細胞への分化の過程で、その発現レ
ベルが上昇する血小板型 12-リポキシゲナーゼが、肝線維化の進行にどのように関わるか、血小
板型 12-リポキシゲナーゼ過剰発現ヒト肝星細胞、ならびに血小板型 12-リポキシゲナーゼノッ
クアウトマウスを用いてその全体像を解明し、申請者らがこれまで明らかにしてきた本酵素を
阻害する機能性食品、あるいはその成分の中に、NASH 進展における肝線維化に対する抑制効果
を示すものを見出すことを目的として研究を開始した。しかしながら、血小板型 12-リポキシゲ
ナーゼ過剰発現ヒト肝星細胞とコントロールの Mock 細胞を樹立して最初に実施した DNA マイク
ロアレイ解析により、血小板型 12-リポキシゲナーゼの過剰発現が、Ⅰ型コラーゲン遺伝子
COL1A1 と COL1A2 をいずれも低下させることが示され、この結果は細胞から抽出した RNA のリア
ルタイム PCR 分析でも支持された。これらの結果から、研究の目的を、血小板型 12-リポキシゲ
ナーゼが NASH 進展に伴う線維化を実際に抑制する方向に働くかどうかの証明、ならびにその機
構の解明に変更して、研究を進めた。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）ヒト血小板型12-リポキシゲナーゼ過剰発現ヒト肝星細胞株（TWNT-1）の作製 
ヒト血小板型12-リポキシゲナーゼ遺伝子をpCXN2とライゲーションして作製した発現プラス

ミドpCXN2-Alox12を、Lipofectamine2000を用いてヒト肝星細胞株TWNT-1にトランスフェクショ
ンし、G418で選択して安定形質発現株を複数得た。このうち２つのクローンと、空のpCXN2ベク
ターのトランスフェクションとG418による選択により得られたMock細胞を実験に用いた。最も
比活性の高かったクローンとMock細胞からtotal RNAを抽出し、遺伝子発現レベルの解析に用い
た。 
 

（２）血小板型 12-リポキシゲナーゼノックアウトマウスを用いて作製した NASH モデルマウス
肝の組織染色 
すべての動物実験は岡山県立大学動物実験指針に基づいて岡山県立大学動物実験委員会の承

認を受けて実施した。血小板型12S-LOX遺伝子のエキソン8をネオマイシン耐性のカセットに置
き換えて導入した血小板型12-リポキシゲナーゼノックアウトマウス (B6.129S2-
Alox12tm1Fun/J、ジャクソン研究所)を購入し、バッククロスを7回以上繰り返した後に得たホ
モ接合体を普通固形飼料および水を自由摂取させて7週間飼育した。このマウスに8週間メチオ
ニン・コリン欠損 (MCD)食 (オリエンタル酵母工業社)、あるいはコントロールとして普通固形
飼料を水とともに自由摂取させ、NASHモデルマウスの一つであるMCDマウスとコントロールマウ
スを作製した。また、もう一つのNASHモデルマウスとしてSTAMマウスは，生後2日齢でストレプ
トゾトシン200 mgを皮下投与し、4週齢から高脂肪食を水とともに自由摂取させて9週間飼育し



て作製した。メデトミジン・ミダゾラム・ブトルファノールによる麻酔下でと殺したマウスを
開腹し肝門脈からPBS による灌流後、肝臓を単離した。MCDマウスおよびSTAMマウスはいずれ
も、NASH としての組織学的特徴を挺していることを確認した。線維化の程度は、単離した肝臓
を4%パラホルムアルデヒドで固定した後にパラフィンに包埋して薄切し、飽和ピクロシリウス
レッド液を用いてシリウスレッド染色を行い、染色された面積を測定した。 
 

（３）遺伝子ノックダウンとリアルタイム PCR 分析 
 マウス肝臓あるいは培養細胞からからRNeasy Plus Mini Kit を用いてtotal RNA を抽出し、
cDNA 合成を行った。SsoAdvanced SYBR Green Supermixを用いて遺伝子発現を解析し、18S RNA 
をハウスキーピング遺伝子として相対的発現量を比較した。遺伝子ノックダウンは40nMのsiRNA
をTWNT-1細胞株へLipofectamine2000を用いて24時間トランスフェクションし、培地交換してさ
らに48時間経過後の遺伝子発現量をリアルタイムPCRにより測定した。 
 
（４）酵素活性測定方法 
マウスから単離した肝臓あるいは培養細胞は、TE 緩衝液中で破砕し、超遠心によりサイトゾ

ルを調製した。これをアラキドン酸と37℃で30 分間反応させ、生成物を還元後、逆相のHPLC 
で分析して酵素活性を測定した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）血小板型 12-リポキシゲナーゼの発現は線維化を抑制する 
 ヒト肝星細胞株 TWNT-1 において、血小板型 12-リポキシゲナーゼは、活性でもウエスタンで
も検出可能なレベルでは発現していなかったため、ヒト血小板型 12-リポキシゲナーゼ発現プラ
スミドを構築してこれをトランスフェクションし、G418 で選択して、安定形質発現株を複数得
た。このうち最も比活性の高
かったクローンと、空のベク
ターをトランスフェクション
して得た Mock 細胞から total 
RNA を抽出し、Ⅰ型コラーゲン
遺伝子をコードするCOL1A1と
COL1A2 の発現レベルをリアル
タイム PCR 分析で比較したと
ころ、いずれの遺伝子の発現
レベルも、ヒト血小板型 12-リ
ポキシゲナーゼ発現株におい
て低下していることが示され
た（図 1）。この結果は、活性
が低い他のヒト血小板型 12-
リポキシゲナーゼ発現株にお
いても確認された。 

この結果を in vivo でも確認するため、野生型マウスと血小板型 12-リポキシゲナーゼノック
アウトマウスに MCD 食を摂取させて、NASH モデルマウスとしての MCD マウスを作製した。いず
れのマウスから作製したモデルマウスも、コントロールマウスと比較してシリウスレッドで染
色される繊維化の面積は増加していたが、野生型マウスから作製した MCD マウスと比較して、血
小板型 12-リポキシゲナーゼノックアウトマウスから作製した MCD マウスでは、線維化面積が有
意に高かった。（図 2） 
 この結果をさらに確認するため、NASH モデルマウスと
してMCDマウスよりもNASHの病態をより反映していると
考えられる STAM マウスを、野生型マウスと血小板型 12-
リポキシゲナーゼノックアウトマウスを用いて作製し
た。野生型マウスから作製した MCD マウスと比較して、
血小板型 12-リポキシゲナーゼノックアウトマウスから
作製した STAM マウスでは、線維化面積が有意に高かっ
た。また、それぞれのマウスから肝臓を単離して total 
RNA を抽出し、リアルタイム PCR でⅠ型コラーゲン遺伝
子の発現レベルを比較したところ、血小板型 12-リポキシ
ゲナーゼノックアウトマウスから作製した STAM マウス
では発現レベルが有意に高かった。 
 以上の結果より、肝星細胞における血小板型 12-リポキ
シゲナーゼの発現は、コラーゲン遺伝子の発現抑制を介
して肝線維化を抑制する方向にはたらくことが示され
た。 
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図2 血小板型12-リポキシゲナーゼ
ノックアウトマウスと野生型マウス
から作製したNASHモデルマウスに
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図1 ヒト血小板型12-リポキシゲナーゼ過剰発現細胞におけるコラーゲン
遺伝子の発現レベル



 
（２）肝星細胞におけるコラーゲン遺伝子の発現抑制メカニズム 
ヒト血小板型12-リポキシゲナーゼ過剰発現肝星細胞TWNT-1とMock細胞、ならびに野生型細胞

において、コラーゲン遺伝子以外にも線維化に関わる遺伝子の発現レベルが変化している遺伝
子があるかどうかをリアルタイムPCRで調べたところ、ヒト血小板型12-リポキシゲナーゼ過剰
発現ヒト肝星細胞TWNT-1において有意に低下している遺伝子が複数見つかった。さらに血小板
型12-リポキシゲナーゼノックアウトマウスにおいて、これらの遺伝子の肝での発現レベルは上
昇していることも示された。そこで、野生型TWNT-1細胞において、siRNAを用いてこれらの遺伝
子の特異的なノックダウンを行ったところ、いずれのノックダウンにおいてもⅠ型コラーゲン
遺伝子の発現レベルは低下傾向にあり、そのうち１つは有意な低下であった。しかしながらい
ずれのノックダウン細胞においても、コラーゲン遺伝子の発現抑制のレベルは、ヒト血小板型
12-リポキシゲナーゼ過剰発現肝星細胞TWNT-1で観察されたレベルまでには至らなかった。この
ことから、肝星細胞におけるⅠ型コラーゲン遺伝子の遺伝子の抑制には、さらに多くの遺伝子
が関わることが示唆された。 
今後はメカニズムの解明に向け、これらの遺伝子の探索を進めるとともに、血小板型12-リポ

キシゲナーゼのどの生成物が線維化の抑制に関わっているかを明らかにしていく必要がある。 
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