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論   文   の   要   旨 
  
 肝線維化は、傷害刺激により炎症が慢性的に起こった結果、組織修復のバランスが破綻し、コ

ラーゲンなどの細胞外基質が過剰に産生・蓄積する現象であり、ウイルス性慢性肝炎、アルコー

ル性肝炎、および非アルコール性脂肪性肝炎などの肝臓で認められる。肝臓を構成する細胞の一

つである肝星細胞は、肝傷害が起こると活性化と呼ばれる分化転換を起こし、筋線維芽細胞様の

形態を呈する。活性化星細胞は、増殖刺激に応じて活発に増殖するとともに、コラーゲン等の細

胞外基質を過剰産生することから、肝線維化の責任細胞と認識されている。インターフェロン

（IFN）-αおよびIFN-βのI型IFN製剤は、ウイルス排除を目的としてB型およびC 型ウイルス性慢

性肝炎の治療薬として広く用いられている。近年、肝炎ウイルスによらない肝線維化モデル動物

において線維化進展を抑制するといった報告や、肝星細胞の活性化、細胞増殖およびコラーゲン

産生を抑制するといった報告もなされ、IFNがウイルス排除ではなく、肝星細胞に直接作用し肝

線維化を抑制する可能性が示されている。一方、マイクロRNA（miRNA）はターゲット分子の

発現を調節する20-25塩基のノンコーディングRNAである。IFNがmiRNAの発現調節を介してC
型肝炎ウイルスの肝細胞への感染および複製を抑制することが報告された。また、IFNがmiR-29b
発現を誘導し、活性化肝星細胞の特徴であるコラーゲン発現を抑制することが明らかとなってい

る。そこで本研究では、細胞外基質産生以外の肝星細胞の特徴である活性化および細胞増殖への

miR-29bの関与について、またIFNにより調節される新規のmiRNAとしてmiR-195に着目し、肝星

細胞増殖への関与について検討した。 
１．miR-29bの肝星細胞活性化および細胞増殖に対する作用 
 初代肝星細胞を用いた検討の結果、培養日数の増加に伴い活性化のマーカーであるα-SMAの発

現および細胞増殖に関係するPDGFR-βの発現が増加すること、またmiR-29b発現が減少すること

を確認した。したがって、miR-29bが細胞外基質産生以外に、肝星細胞の活性化および細胞増殖



にも関与している可能性が考えられ、さらに検討を行った。初代肝星細胞にmiR-29bを過剰発現

させた結果、α-SMA発現の培養に伴う増加が抑制された。また、培養日数の増加、即ち活性化に

伴い、初代肝星細胞は細胞体が広がった形態へ変化するが、miR-29b過剰発現により形態変化も

抑制された。以上より、miR-29bの発現誘導により肝星細胞の活性化は抑制されることが明らか

となった。次に、細胞増殖への関与を検討した。肝星細胞株LX-2細胞にmiR-29bを過剰発現させ

ると、細胞増殖は抑制された。また、初代肝星細胞では培養に伴いPDGFR-β発現が増加したこ

とからPDGFシグナルの増加が細胞増殖能の獲得に寄与していると考えられた。そこで、初代肝

星細胞にmiR-29bを過剰発現させ、さらにPDGF-BBを添加した結果、PDGF-BBによる細胞増殖は

miR-29b過剰発現により抑制された。以上より、miR-29bの発現誘導により肝星細胞の増殖が抑

制されることが明らかとなった。 
２．IFNのmiR-195発現調節を介した肝星細胞増殖に対する作用 
 初代肝星細胞において、培養日数の増加に伴ってmiR-195発現の減少およびcyclin E1発現の増

加を確認した。miR-195は肺癌細胞でcyclin E1やCDK6発現を調節し細胞増殖を抑制しているとの

報告がなされていたことから、肝星細胞の増殖にもmiR-195が関与している可能性が考えられた。

肝星細胞株LX-2細胞にIFN-αおよびIFN-βを添加し培養すると、細胞増殖は抑制された。細胞周

期についてフローサイトメトリーによる解析を行った結果、IFN-αおよびIFN-βはともに細胞周期

のG1期からS期への移行およびS期の進行を抑制することが明らかとなった。なお、細胞増殖お

よび細胞周期に対する作用はIFN-βの方がIFN-αよりも強かったため、以降の検討ではIFN-βを用

いた。IFN-βの細胞周期のG1期からS期への移行およびS期の進行に関与する分子の遺伝子発現に

対する作用を検討した結果、IFN-βの細胞周期進行抑制作用にはcyclin E1発現の抑制およびp21発
現の誘導が関与していると考えられた。また、IFN-βはLX-2細胞において、miR-195発現を誘導

した。したがって、IFNの肝星細胞増殖抑制作用に、miR-195発現誘導を介した細胞周期関連分

子の発現調節が関与していると考えられた。そこで、IFNにより誘導された状態と同様の状態に

するためにmiR-195をLX-2細胞に過剰発現させた。その結果、細胞周期関連分子のうちcyclin E1
発現は抑制され、p21発現は誘導された。さらに、miR-195の過剰発現により、LX-2細胞増殖も

抑制された。したがって、miR-195はcyclin E1の発現抑制およびp21の発現誘導を介して肝星細胞

増殖を抑制していると考えられた。なお、データベース検索から、miR-195の予測結合部位がcyclin 
E1の3’UTRに存在することを確認したが、p21の3’UTRには確認できなかった。そこで、IFN-β
のcyclin E1発現抑制作用に対するmiR-195の関与について検証するために、miR-195 inhibitorを用

いた検討を行った。その結果、miR-195 inhibitorによりmiR-195機能を抑制すると、IFN-βによる

cyclin E1発現に対する抑制作用は阻害されることが明らかとなった。 
  
 

審   査   の   要   旨 

  

本研究では、I型インターフェロンによる肝星細胞の活性化および細胞増殖の抑制において、

マイクロ RNA miR-29b が作用することを見出し、さらに、I 型インターフェロンによって誘導

される新規マイクロ RNA として miR-195 を同定し、この miR-195 が肝星細胞の増殖を抑制す

るという新たな機構も明らかにしている。本研究は、肝線維化の抑制にマイクロ RNA が関与

することを実験的に立証している点が極めて独創的であり、学問的な価値が高い。また、特定

のマイクロ RNA（miR-29b と miR-195）が、重症肝疾患（肝炎、肝硬変、肝がん）の原因とな

る肝線維化の治療ターゲットになることを提案した点は優れた生物科学的な研究成果であると

評価された。 
平成２８年２月１日、学位論文審査委員会において、審査委員全員出席のもとに論文の審査

及び最終試験を行い、本論文について著者に説明を求め、関連事項について質疑応答を行った。

その結果、審査委員全員によって合格と判定された。 
よって、著者は博士（生物科学）の学位を受けるのに十分な資格を有するものとして認める。 


