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研究成果の概要（和文）：本研究では肝臓の組織環境を模倣し、静止期の肝星細胞を維持できる培養系を開発
し、肝線維化責任細胞である肝星細胞の初期活性化を引き起こすメカニズムの解明を目的とした。 本申請研究
期間で、肝星細胞と肝細胞がE-cadherinを介して接着結合を形成することを明らかにした。また、肝障害時の肝
細胞壊死による接着結合の消失によって肝星細胞におけるYAP/TAZ経路が亢進し活性化の初期に寄与する新規活
性化メカニズムを発見した。さらに微小環境のより詳細な観察を目指し、透過型電子顕微鏡による連続切片観察
像を3次元構築することで、正常肝および炎症時における肝星細胞の形態が著しく異なるといった形態観察に成
功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to develop a culture system that mimics the liver 
tissue environment and can maintain quiescent hepatic stellate cells (HSCs). This system was used to
 elucidate the mechanisms that trigger the initial activation of HSCs, which are responsible for 
liver fibrosis. During the research period, we clarified that HSCs and hepatocytes construct 
adherens junctions via E-cadherin. Additionally, we discovered a novel activation mechanism in which
 the loss of these adherens junctions due to hepatocyte necrosis during liver injury leads to the 
activation of the YAP/TAZ pathway in HSCs, contributing to their initial activation. To achieve more
 detailed observation of the microenvironment, we successfully used three-dimensional reconstruction
 of serial section images obtained through transmission electron microscopy to observe the 
morphology of HSCs in both normal and inflamed livers, revealing significant morphological 
differences.

研究分野：分子解剖学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
一般的な肝星細胞活性抑制研究はすでにinitiationからperpetuationへ移行した段階での活性抑制を目指した研
究である。未だ有効な肝星細胞活性抑制剤が開発されていないことは、肝星細胞の活性抑制はinitiationをター
ゲットとする必要があると言える。本研究期間で我々が開発した、E－カドヘリンを介した接着結合を再現した
培養法を用いればinitiationの研究を行うことができ、新たな肝星細胞活性抑制剤候補分子の創出を介して、肝
硬変の治療へ貢献することが期待できる。また本研究によって肝類洞構造の一端が解明できたので、将来的な人
工肝の開発に重要な基礎データを集積できたと考えられる。

※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 
 
肝星細胞は正常肝においては、ビタミン A の貯留細胞としてディッセ腔に存在している（静止型肝星
細胞）。一方、肝障害時には、さまざまな因子によって活性化しコラーゲンなどの細胞外マトリクスを産生
することで創傷治癒の足場を提供する（活性化肝星細胞）。しかし、慢性肝障害時における肝星細胞の
持続的活性化は、コラーゲンの過剰産生・蓄積を引き起こすことで肝線維化病態を形成する。肝線維
化の終末像である肝硬変は、重篤な肝機能不全を引き起こすだけでなく、肝発がんの重大なリスクファ
クターとなり致命的な疾患である。したがって、肝星細胞の活性抑制は肝線維化進展予防のために臨
床的に重要であると考えられる。研究開始当初、盛んに肝星細胞活性抑制薬の探索研究が行われて
いたが、有効な肝星細胞活性抑制薬は見当たらなかった。 
肝星細胞活性抑制研究が発展しない理由として、肝星細胞の特徴的な活性化メカニズムが挙げられ
る。肝星細胞の活性化には一般的に initiation stage と perpetuation stage があると考えられている。第
一段階の initiation は活性化初期における反応で、クッパー細胞や類洞内皮細胞、肝細胞あるいは肝
星細胞自身から産生されるサイトカインなどの外因性刺激（＝initiation factor）によって遺伝子発現や受
容体発現が変化することで更なる刺激に対する細胞反応性が高まるステップである。そして二段階目の
perpetuation とは、さらなる種々の刺激によって肝星細胞が静止型から形質転換し、増殖、細胞外基質
産生、走化性・収縮性獲得、レチノイド消失などの表現型を獲得した状態である。しかし、肝星細胞はマ
ウスやラットから単離して培養するだけで、すなわち、これらの initiation factor を添加しなくても、自然に
収縮力やコラーゲン産生能が亢進した活性化状態へと形質転換する「spontaneous activation（自然活
性）」という現象が古くから知られている。従って、外因性刺激とは異なる未知の initiation 因子の存在が
考えられた。我々は、正常肝では肝星細胞が肝細胞と接着結合を形成していること、および、障害時に
はその接着結合が消失することなどの構造変化を電子顕微鏡で観察していた。そこで、これらの形態変
化が肝星細胞活性化の initiation に何らかの関わりがあるのではないかと考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 
今回、我々は障害肝における組織構造変化自体が肝星細胞活性化の initiation であると仮説し、そ
の証明を目的とした。 
また、肝臓の組織環境を模倣し、静止期の肝星細胞を維持する培養系を開発することで、特に肝星
細胞の初期活性化を引き起こすメカニズムを解明することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
肝星細胞が肝細胞と構成している接着結合の構成分子を確認するために、主要な接着分子である
カドヘリングループの発現をウエスタンブロットおよびフローサイトメトリーで確認した。同定されたカドヘ
リンのマウス肝臓における発現を免疫電顕で確認した。 
 また、ヒト肝星細胞株 HHSteC 細胞に、同定されたカドヘリンを強制発現させた上でスフェロイド培養
し、生体内におけるカドヘリンを介した接着結合形成を模倣し、肝星細胞が自然活性を起こさない培養
系の構築を試みた。 
 
４．研究成果 
 
肝星細胞―肝細胞間接着結合を担っている分子の同定を試みた。これまで、肝星細胞は間葉系細
胞であるにも関わらず上皮系細胞が発現する Epithelial cadherin （E-カドヘリン）を発現していることが
示唆されていたが、接着結合部位の詳細な発現検討は行われていなかった。そこで E-カドヘリンに対
する免疫染色を行い電子顕微鏡下で観察すると、肝星細胞―肝細胞接着部位に E-カドヘリン陽性反
応が確認できた。 
 
次に E-カドヘリンを介した肝細胞との接着結合消失がどのようなメカニズムで肝星細胞活性化の
initiation factor として働くのかを調べた。上皮系細胞同士が接着することで増殖・分化が制御される
contact inhibition という現象がよく知られているが、このメカニズムは E-カドヘリン同士が接着すると核
内で転写因子として働いていた YAP/TAZ がリン酸化され細胞質内に移行し分解されることである。本
現象も contact inhibition に類似した現象が起こっているのではないかと考えた。四塩化炭素投与 12 時
間後あるいは未処置のマウスから肝星細胞を単離し解析したところ、四塩化炭素投与マウス由来肝星
細胞で YAP/TAZ、特に TAZ の発現が未処置マウス由来肝星細胞に比べ亢進した。また、TAZ の活性
に伴って細胞関連分子の発現も上昇していた。次に HHSteC 細胞にプラスミドを用いて TAZ を強制発
現したところ活性化星細胞関連分子の発現が増強し、TAZ が肝星細胞活性化を直接制御していること



がわかった。 
次にマウスから単離した肝星細胞（単離後数日間は E-カドヘリンを発現しているがその後自然活性
のため消失する）を E-カドヘリンをコートした dish に播種し、E-カドヘリン同士の結合を再現した。すると
未処理 dish での培養に比べ、E-カドヘリンコート dish で培養された肝星細胞の方が TAZ 発現および
活性化マーカーの発現が抑制された。さらに、別の実験系としてマウス由来肝星細胞をスフェロイド培
養することでE-カドヘリン接着を再現し、その培養液中に抗E-カドヘリン中和抗体を添加して接着結合
を阻害すると、YAP/TAZ が転写制御している CTGF や ACTA2 の発現が増加した。次にヒト星細胞株
でも同様の実験を行った。HHSteC 細胞は胎児から単離した初代培養肝星細胞であるが、継代を経て
いるため、実験に使用するときには既に E-カドヘリン発現を失っている。この HHsteC 細胞に E-カドヘ
リンを強制発現させてスフェロイド培養し接着結合を再現するとやはり肝星細胞の活性化を抑制した。 
以上のことから、肝星細胞は正常時には E-カドヘリンを介した接着結合が TAZ の発現を抑制するこ
とで静止期の状態を維持していると考えられた。一方、肝障害時における接着結合消失が TAZ の発現
増強を介して活性化の initiation factor として機能することが示唆された。 
  
現在、多くの肝星細胞研究ではヒトの初代培養肝星細胞であるHHSteC細胞が用いられている。しか
し上述の通り、HHSteC 細胞は幾度もの継代を経たものが販売されているため、すでに自然活性によっ
て E−カドヘリンの発現が消失している。すなわち、一般的な肝星細胞活性抑制研究はすでに initiation 
stage から perpetuation stage へ移行した段階を対象とした研究であると考えられる。しかし、未だ有効な
肝星細胞活性抑制剤が開発されていないことを鑑みると、肝星細胞の活性抑制は initiation stage をタ
ーゲットとする必要があると言える。本研究期間で我々が開発した、E−カドヘリンを介した接着結合を再
現した培養方法を用いれば、肝星細胞活性化の initiation stage を対象とした研究を行うことが可能であ
り、新たな肝星細胞活性抑制剤候補分子の創出を介して、アンメットメディカルニーズである肝硬変の
治療へ貢献することが期待できる。また本研究によって肝類洞構造の一端が解明に成功したので、将
来的な人工肝の開発に重要な基礎データを集積できたと考えられる。 
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