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研究成果の概要（和文）：我々は、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
治療法を開発するため、血清・細胞内の包括的糖鎖修飾解析を行い、下記の成果を得た。1.血清糖タンパク質糖
鎖の包括的解析をおこない、組織障害のステージに有意に関連する修飾糖鎖構造およびそのキャリアタンパク質
として、IgA、Fibronectinをはじめとする複数の蛋白を同定した。2.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が関連することを示した。3.培養肝星細胞の活
性化に関連する。

研究成果の概要（英文）：We performed a comprehensive analysis of serum and cellular glycosylation in
 order to develop cellular and pharmacological therapies targeting hepatic astrocytes to promote 
tissue repair of liver fibrosis, and obtained the following results: 1. Comprehensive analysis of 
micro RNAs associated with the activation of cultured hepatic astrocytes showed that miR-29a, 
miR-449a, and other specific miRNAs were associated.

研究分野：肝臓病学

キーワード： 肝線維化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肝線維化に関連する患者血清中の複合糖鎖解析とその機能解析から抗体薬等の開発の可能性を見いだした。ま
た、血清分泌型microRNAの網羅的探索、MSC培養液から肝線維化抑制効果を担う蛋白、小分子の探索など、多く
の治療標的を同定し、創薬につながる基盤を形成することができた。
今後、同定された候補miRNAの制御遺伝子のpashway解析、さらにanti-miRNAによる発現抑制が星細胞活性化抑
制、肝線維化抑制効果をもたらすか否かを検証する。

※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る。肝線維化は、種々の原因
により活性化した肝星細胞からの細胞間質へのコラーゲン産生、沈着により形成され、
従来不可逆性の病態と考えられてきた。しかし、ウイルス駆除など、原因の除去により
肝線維化が消退することが知られてきている。現在国内外で、肝線維化を標的とした
様々な治療薬の開発が進んでいるが、臨床効果の検証された有効な治療法は未だなく、
新規治療薬、治療標的の開発、研究が急務である。 
 血液中、組織間質に存在する蛋白は、その多くに様々なタイプの糖鎖が付加されてい
るが、近年その糖鎖修飾構造の変化と、様々な疾患の病態や予後への関与が報告され、
糖鎖は“第 3の生命鎖”として注目されている。我々は、血清、細胞の網羅的な複合糖
質糖鎖解析（総合グライコミクス）を行う解析系を独自に構築し、特定のシアル酸を持
つ糖タンパクが NASH（非アルコール性脂肪肝炎）による肝線維化の進展と強く関連
し上昇することを見いだしている。 
 
 
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、肝線維化の組織病態に関連する肝間質蛋白とそれらへの特定の糖鎖修飾構造を標
的とする小分子、レクチン、抗体を大規模探索し、糖鎖修飾構造を標的とした肝線維化
を抑制する分子標的治療法の開発、および候補化合物を用いた非臨床 proof of concept
の獲得を目的として研究を遂行する。 
 
 
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）を行い、病態の進行、軽快に
関連する蛋白、分子を探索する。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）複合糖質糖鎖解析（総合グライコミクス）：生体に存在する糖タンパク質糖鎖（N-
結合型糖鎖、O-結合型糖鎖）、スフィンゴ糖脂質、グリコサミノグリカン（コンドロイ
チン硫酸、ヘパラン硫酸、ヒアルロン酸）、遊離オリゴ糖等の複合糖質糖鎖等の包括的
解析法により、大規模グライコミクスデータを取得する。さらに、組織障害のステージ
に有意に関連する修飾糖鎖構造およびそのキャリアタンパク質の同定を試みる。 
（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：同定さ
れた糖鎖修飾構造に対する特異抗体、レクチンを探索する。臨床薬、生理活性の知られ
ている化合物ライブラリー、および多様志向性合成(Diversity Oriented Synthesis、
DOS)によるランダム化合物ライブラリーを用いた High-Throughput Screening (HTS)を
行い、修飾構造に結合し、培養肝星細胞(LX2 細胞)における collagen-I 産生を抑制す
る薬剤・化合物を探索する。 
（３）培養間葉系幹細胞における肝線維化・修復に関連する成分分析：申請者らは、間
葉系幹細胞（AM-MSC）の培養上清から組織修復効果、および NF-kappa B を介するサイ



トカイン産生を協力に抑制するエクソソーム分画を同定している（Ohhara et al. Stem 
Cells International 2018）。本研究では、さらに MSC 培養液から肝線維化抑制効果を
担う蛋白、小分子の探索を進め、さらに化合物の正確な構造の特定、脂肪酸誘導体ライ
ブラリーを用いた構造活性相関解析を進める。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）血清組織糖鎖修飾構造の網羅的探索：血清糖タンパク質糖鎖（N-結合型糖鎖、O-
結合型糖鎖）、スフィンゴ糖脂質、グリコサミノグリカン（コンドロイチン硫酸、ヘパ
ラン硫酸、ヒアルロン酸）、遊離オリゴ糖等の複合糖質糖鎖等の包括的解析をおこない、
組織障害のステージに有意に関連する修飾糖鎖構造およびそのキャリアタンパク質と
して、IgA、Fibronectin をはじめとする複数の蛋白を同定した。種々の肝線維化ステー
ジの NASH 症例の血清 IgA の糖鎖修飾構造を解析し、肝線維化進展例で特定の修飾 IgA
が増加することを示した。 
（２）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：
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）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を行い、
パルミトイルエタノールアミンが PPAR-alpha を介して、肝線維化抑制、抗炎症作用を
呈することが見いだされた。 
4.培養肝星細胞由来 RI-T 細胞株および初代ヒト肝星細胞を用いて、Kuppfer 細胞共培
養下の LPS 刺激、TGF-β添加培養などにより活性化星細胞構築のための培養条件の設定
等をおこなった。 
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