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!"

序論"

"

#$%&'()*"+,$()*-"はタンパク質をコードしない ..塩基程度の内在性の低分子

()*である。初めに線虫で発見されて以降" +/00"01"2345"!6678"9$:;1,2<"01"2345"!667-、

動植物を含む様々な生物種で報告され、高等生物ほど報告されている ,$()*の種

類が多い。=$:4"!には ,$()*の成熟過程および遺伝子発現抑制機構を示した。

,$()*はまずタンパク質をコードする遺伝子と同様に ()*ポリメラーゼ >>によっ

て転写される" +?$,5".@@A-。転写産物である B&$,2&C",$()*"+B&$D,$()*-"は核内で

E&'F;2と呼ばれる酵素によりプロセッシングを受け、G@～H@塩基の B&0%I&F'&",$()*"

+B&0D,$()*-"となる。その後、JKB'&1$<"Aにより核内から細胞質へと輸送され、ヘア

ピン構造部分がE$%0&によって切断され、.@L.A塩基の,$()*"MIB30K"が生成される。

(>NO"+()*D$<MI%0M"F$30<%$<:"%',B30K-"に取り込まれ、!本鎖 ()*となった成熟

,$()*"+#21I&0",$()*-"は標的 ,()*の主に 7 D非翻訳領域" +7 DPQ(-"に部分相補

的に結合して標的遺伝子の翻訳を抑制あるいは ,()*を分解することにより発現

を負に制御する" +R2&1035".@@S-。"

"

"

"

"

"

"

"
"
=$:4"!4"#0%;2<$F,"'T":0<0"F$30<%$<:"UC",$()*F4",$()*F"2&0"T$&F1"1&2<F%&$U0M"UC"2<"()*"
B'3C,0&2F0">>5":0<0&21$<:"1;0"B&$,2&C",$()*"+B&$D,$()*-"1&2<F%&$B1F4"V&$D,$()*"$F"B&'F0FF0M"1'"
LH@D<1"B&0%I&F'&",$()*"+B&0D,$()*-"UC"1;0",$%&'B&'%0FF'&"%',B30K"%',B'F0M"'T"1;0"()2F0">>>"
0<WC,0"E&'F;2"2<M"$1F"%'T2%1'&"E$X0'&:0"FC<M&',0"%&$1$%23"&0:$'<"H"B&'10$<"+EXO(H-4"V&0D,$()*"
$F"0KB'&10M"T&',"1;0"<I%30IF"UC"1;0"<I%302&"0KB'&1"T2%1'&"JKB'&1$<"A5"B&'%0FF0M"1'",$()*"MIB30K"
UC"1;0"%C1'B32F,$%"()2F0">>>"0<WC,0"E$%0&4",$()*"MIB30K"$F"$<%'&B'&210M"$<1'"1;0"0TT0%1'&"
%',B30K"(>NO4"*T10&"F1&2<M"F0B2&21$'<5"1;0",21I&0",$()*"F1&2<M"&0%':<$W0F"12&:01",()*"2<M"
%2IF0F"1&2<F321$'<23"&0B&0FF$'<"'&",()*"M0:&2M21$'<4"
"



."

現在ヒトにおいて .5A@@種類以上の ,$()*が報告されており"

+;11BYZZ[[[4,$&U2F04'&:Z-、その塩基配列は種をこえて広く保存されている。,$()*

の A 末端 .L\塩基の配列" +F00M"F0]I0<%0-"は ,$()*が機能的に働くために重要であ

ることが知られており" +/0[$F"01"2345".@@A-、それを基に種々の !"#$!%!&'ツールで各

,$()*の標的遺伝子を予測することができる" +Q2&:01N%2<5"

;11BYZZ[[[412&:01F%2<4'&:Z8",$(2<M25";11BYZZ[[[4,$%&'&<24'&:Z,$%&'&<2Z;',04M'8"V$%12&5"

;11BYZZB$%12&4'&:Z8"()*..5";11BYZZ%U%F& 4̂[21F'<4$U,4%',Z&<2..4;1,3-。ヒト全 ,()*の

G@_程度が,$()*によって制御されていると推定されており" +=&$0M,2<"01"2345".@@6-、

,$()*の発現異常や機能不全は癌などの疾患の発症、進行の要因となっていると考

えられている。当研究室では、,$()*が %C1'%;&',0"VSA@"+O`V-"!R!や B&0:<2<0"a"

&0%0B1'&" " +Va(-"といった薬物代謝酵素やその発現に関与する転写因子の発現調節

にも関与していることを明らかにしてきており" +Q2U30"!-、薬物動態分野においても

重要な因子と考えられる。"

"

Q2U30"!4"E&I:",012U'3$F,D&03210M":0<0F"1;21"2&0"&0:I3210M"UC",$()*F"$<";I,2<4 "
  Q2&:01" ,$()*" (0T0&0<%0 "

E&I:D,012U'3$W$<:"0<WC,0"
O`V!R!" ,$(D.\U" QFI%;$C2"01"2345".@@G"
O`V.S" ,$(D!.AU" ?',2:212"01"2345".@@6"
O`V.J!" ,$(D7\H" #';&$"01"2345".@!@"

Q&2<F%&$B1$'<"T2%1'&"

Va(" ,$(D!SH2" Q2b2:$"01"2345".@@H"
cE(" ,$(D!.AU" #';&$"01"2345".@@6"

d)=S " ,$(D.S5"7S2" Q2b2:$"01"2345".@@6"

VV*( " ,$(D.!5".\U" ?$M2"01"2345".@!!"

*()Q" ,$(D.S" eM2"01"2345".@!."

e1;0&" OC1'%;&',0"(A" ,$(D..7" Q2b2;2F;$"01"2345".@!S"
O`V5"%C1'%;&',0"VSA@8"Va(5"B&0:<2<0"a"&0%0B1'&8"cE(5"^$12,$<"E"&0%0B1'&8" "
d)=S 5";0B21'%C10"<I%302&"T2%1'&"S 8"VV*( 5"B0&'K$F',0"B&'3$T0&21'&D2%1$^210M"&0%0B1'&" 8" "
*()Q5"2&C3";CM&'%2&U'<"&0%0B1'&"<I%302&"1&2<F3'%21'&4"

"

,$(D7Sファミリーは ,$(D7S2、,$(D7SU、,$(D7S%の 7",$()*Fから構成され、こ

れら ,$()*Fの F00M"F0]I0<%0は同一であるため、共通した遺伝子を標的とすると考

えられている。マウスにおいて、,$(D7S2はほとんどの臓器に発現が認められるの



7"

に対し、,$(D7SUZ%は肺を除いてその発現量が ,$(D7S2と比べて低値であることか

ら" +R',,0&"01"2345".@@\-、生体内では主に ,$(D7S2が標的遺伝子の発現制御に寄与し

ていると考えられる。,$(D7S2は RD%033"3C,B;',2"."+R%3D.-"をはじめとする癌遺伝子

の発現を抑制することから、癌抑制遺伝子として知られている" +/$I"2<M"Q2<:5".@!!-。

細胞の癌化に伴い、,$(D7S2をコードする遺伝子が存在する染色体の !B7G領域の一

部が欠失することや" +O23$<"01"2345".@@S-、,$(D7S2のプロモーター領域が高メチル化

されることが報告されており" +/'MC:$<"01"2345".@@H-、癌細胞において ,$(D7S2の発現

はジェネティックおよびエピジェネティックな機構により抑制されている。このよ

うに ,$(D7S2に関する研究は癌分野において活発に行われている。当研究室におい

ても肝臓における様々な遺伝子の制御を担う ;0B21'%C10"<I%302&"T2%1'&"S "+d)=S -"

が ,$(D7S2により制御されること" +Q2b2:$"01"2345".@@6-"を明らかにしているものの、

癌以外における ,$(D7S2の役割に関する情報は少ない。"

本研究では肝臓における ,$(D7S2の役割を明らかにすることを目的とし、第 >章

では、ヒト &01$<'$M"a"&0%0B1'&" "+(a( -"発現に与える ,$(D7S2の影響を解析した。

近年、,$(D7S2の発現誘導に関与する BA7が肝線維化の進行に関与することが報告

され" +?'M2,2"01"2345".@!!-"、一方で (a( は肝線維化に対して保護的に働くことが

報告された" +92<:"01"2345".@!!-"ことから、(a( 発現に与える ,$(D7S2の影響の生理

学的、病理学的意義について肝線維化に着目し検討した。第 >>章では、四塩化炭素 

(carbon tetrachloride, CCl4) を用いて肝線維化モデルマウスを作製し、肝線維化にお

ける ,$(D7S2の役割についてより詳細に検討した。"

"

"

"

"

"

"

"

"



S"

第 >章 ,$(D7S2によるヒト (a( の発現制御"

"

第 !節 緒言"

"

(a( はステロイドホルモン受容体スーパーファミリーに属している転写因子で

あり、肝臓や腎臓、脾臓、肺、骨格筋に高い発現が認められる" +#2<:03FM'&T"01"2345"

!66.-。(a( は &01$<'$%"2%$M"&0%0B1'&"+(*(-、cE(、1;C&'$M";'&,'<0"&0%0B1'&"+Q(-、Va(、

%'<F1$1I1$^0"2<M&'F12<0"&0%0B1'&"+O*(-、B0&'K$F',0"B&'3$T0&21'&D2%1$^210M"&0%0B1'&" VV*(-、

T2&<0F'$M"a"&0%0B1'&"+=a(-、3$^0&"a"&0%0B1'&"+/a(-"などの受容体とヘテロダイマーを

形成し、これらの受容体のリガンドである 233D)*+"$D&01$<'$%"2%$M"+21(*-"や活性型ビ

タミン E7、甲状腺ホルモン、薬物、脂肪酸、胆汁酸に応答して、薬物代謝酵素や胆

汁酸合成酵素などの標的遺伝子のプロモーター領域内に存在する応答配列に結合す

ることで発現を誘導する。また、VV*(Z(a( および /a(Z(a( ヘテロダイマーは、

(a( のアゴニストである 6D&!$D&01$<'$%"2%$M"+(*-"によっても活性化される"

+N;I3,2<"01"2345".@@S-。このように、(a( は多くの遺伝子の発現に関わる重要な因

子である。

(a( の発現調節に関しては、ユビキチン プロテアソーム系による分解が知られ

ており、,$1':0<D2%1$210M"B&'10$<"b$<2F0"B21;[2C"+/211I2M2"01"2345".@@\-"および B&'10$<"

b$<2F0"O"B21;[2C"+QF2'"01"2345".@@A-"によりその分解が阻害されることが報告されて

いる。また、ラット心筋細胞において高グルコース培養により生じた酸化ストレス

により (a( のタンパク質発現量が低下することが報告されているのみで、転写調

節、転写後調節に関する情報は少ない。Q2&:01"F%2<を用いたコンピュータ解析によ

り探索したところ、ヒト (a( ",()*に ,$(D7S2が結合し得る領域が存在したこと

から、本章では、(a( の発現調節メカニズムとして ,$(D7S2の関与の可能性を検

討した。"

"

"

"



A"

第 .節 実験材料および実験方法"

"

>D.D! 実験材料および使用機器"
"

E#J#は日水製薬" +Q'bC'5"f2B2<-"より購入した。ウシ胎児血清" +=RN-、非必須ア

ミノ酸" +)022-、QS"3$:2F0、/$B'T0%12,$<0".@@@"(02:0<1、/$B'T0%12,$<"()*$#*a、

V&0D,$(";F2D,$&D7S2、V&0D,$("<0:21$^0"%'<1&'3"g!、Q2]#2<"#$%&'()*"*FF2Cおよび

Q2]#2<"#$%&'()*"(0^0&F0"Q&2<F%&$B1$'<"?$1 は /$T0"Q0%;<'3':$0F"+O2&3FU2M5"O*-"より

購入した。/R"U&'1;は #0&%b"+E2&,F12M15"X0&,2<C-"により購入した。Q2]E)*ポリメ

ラーゼおよび M)QVFはグライナージャパン" +Q'bC'5"f2B2<-"より購入した。制限酵素

および ($U'<I%30'1$M0"N'3I1$'<"#$K は )0["J<:32<M"R$'32UF"+>BF[$%;5"#*-"より購入し

た。BX/7DB&','10&"+BX/7DB-、BX/S4\SDQ?、B(/DNcS@5"EI23D/I%$T0&2F0"(0B'&10&"*FF2C"

NCF10,および ()2F$<"($U'<I%302F0"><;$U$1'&は V&',0:2"+#2M$F'<5"9>-"より購入した。

V32F,$M"#$M$"?$1および ()2F0"*"N'3I1$'<は h$2:0<"+Q'bC'5"f2B2<-"より購入した。シ

ークエンス反応には XJ"d0231;%2&0"R$'DF%$0<%0F"+RI%b$<:;2,F;$&05"P?-"の Q;0&,'"

N0]I0<%0"OCA"EC0"Q0&,$<21'&"?$1 と Q;0&,'"N0]I0<%0"OCA4A"EC0"Q0&,$<21'&"OC%30"

N0]I0<%$<:"?$1を用いた。()*$F'、N`R("V&0,$K"JK"Q2]"+.i-、(eaおよびランダム

ヘキサマーはタカラバイオ" +N;$:25"f2B2<-"より購入した。(0^0&Q&2"*%0は東洋紡"

+eF2b25"f2B2<-"より購入した。プライマーは北海道システムサイエンス" +N2BB'&'5"

f2B2<-"に合成を依頼した。R$'D(2M"V&'10$<"*FF2C"?$1は R$'D(2M"+d0&%I30F5"O*-"より、

>,,'U$3'<DV"VcE=膜は #$33$B'&0"+R$330&$%25"#*-"より購入した。ウサギ抗ヒト (a(

抗体" +ポリクローナル-"は N2<12"O&IW"+O23$T'&<$25"f2B2<-、ウサギ抗ヒト D2%1$<抗体"

+ポリクローナル-"は R$'c$F$'<"+#'I<12$<"^$0[5"O*-、>(EC0"GH@/Q"ヤギ抗ウサギ >:X

は />DOe("R$'F%$0<%0F"+O2,U&$M:05"P?-" より購入した。)JDVJ(")I%302&"2<M"

OC1'B32F,$%"JK1&2%1$'<"(02:0<1F は V$0&%0"+('%bT'&M5">/-"より、 Dアマニチンは

O23U$'%;0,"+N2<"E$0:'5"O*-"より購入した。その他の試薬は和光純薬工業等の特級ま

たは生化学用のものを用いた。"

.S"[033プレート、!."[033プレート、G"[033プレートおよび !@@",,ディッシュは



G"

R0%1'<"E$%b$<F'<"/2U[2&0"+=32<b3$<"/2b0F5")f-" より入手した。大腸菌の大量培養には

Q*>QJO"+N2$12,25"f2B2<-"の R$'DF;2b0&"R(D77=#型を用い、集菌のための遠心分離機

は ?PReQ*"+Q'bC'5"f2B2<-"の ?(D.@@@@Q型を用いた。プラスミド E)*の定量には

)2<'E&'B"Q0%;<'3':$0Fの )2<'E&'B")ED!@@@を使用した。シークエンス解析には

N$0,0<F"#0M$%23"N'3I1$'<F"E$2:<'F1$%F"+E00&T$03M5">/-" の /'<:D(02M"Q'[0&"E)*シーク

エンサーを使用した。ルミノメーターは V0&b$<J3,0&"+eF2b25"f2B2<-"の92332%"!S.@"

*(ceFK"マルチラベルカウンタを使用した。プラスミド E)*および ()*の定量に

は )2<'E&'B"Q0%;<'3':$0F"+9$3,$<:1'<5"EJ-"の )2<'E&'B")ED!@@@を使用した。

(023D1$,0"(QDVO("には N1&212:0<0の #K7@@@を使用した。以下に本章で使用した培

地および試薬の組成を示した。必要のあるものはオートクレーブ" +!.! 、.@分間

または S@分間-"等の滅菌処理を行った。"

"

フェノールZクロロホルム溶液"

!"#"Q&$FDdO3"+Bd"\4S-"で平衡化させたフェノールとクロロホルムの !"Y"!の混合液、

@4!_"HDヒドロキシキノリン、@4._".Dメルカプトエタノール"

"

クロロホルム溶液"

クロロホルムとイソアミルアルコールを .S"Y"!の比で混合した。"

"

/RD*,B培地"

/R"U&'1;"A":、寒天末 .4A":に精製水を加え全量 .@@",/とし、 、.@分間オート

クレーブした。放冷後、2,B$%$33$<"+*,B-"を最終濃度 !@@" :Z,/になるように加えた。"

"

/RD*,B寒天培地"

/R"U&'1;"A":、寒天末 .4A":に精製水を加え全量 .@@",/とし、 、.@分間オート

クレーブした。放冷後、*,Bを最終濃度 !@@" :Z,/になるように加え、ディッシュ

に撒いた。"

"



\"

RITT0&"V!"

A@",#"Q&$FDdO3緩衝液" +Bd"H4@-、!@",#"JEQ*、!@@" :Z,/"()2F0"*"

"

RITT0&"V."

!@@",#水酸化ナトリウム、!_"NEN"

"

RITT0&"V7"

7"#酢酸カリウム" +Bd"A4A-"

"

RITT0&"hRQ"

\A@",#塩化ナトリウム、A@",#"#eVN"+Bd"\4@-、!A_イソプロパノール、@4!A_"Q&$1'<"

aD!@@"

"

RITT0&"hO"

!"#塩化ナトリウム、A@",#"#eVN"+Bd"\4@-、!A_イソプロパノール"

"

RITT0&"h="

!4.A"#塩化ナトリウム、A@",#"Q&$FDdO3緩衝液" +Bd"H4A-、!A_イソプロパノール"

"

QJ"

!@",#"Q&$FDdO3緩衝液" +Bd"\4S-、!",#"JEQ*"

"

QXJ緩衝液"

!@",#"Q&$FDdO3緩衝液" +Bd"\4S-、.@_グリセロール、!",#"JEQ*"

"

トリプシンDJEQ*溶液"

@4@A_トリプシン、@4@._"JEQ*を VRNに溶解"

"



H"

EJVO処理精製水"

最終濃度が @4!_になるように EJVOを加えた精製水を 7\ で .時間加温した。"

"

サンプル処理液"

NEN"G4@":、."#"Q&$FDdO3緩衝液" +Bd"G4H-".@",/、ピロニン `"G4@",:、グリセロール

G@",/に精製水を加え、全量を !6.",/とした。"

"

7@_アクリルアミド"

アクリルアミド" .64.":、ビスアクリルアミド" @4H":に精製水を加え全量を !@@",/と

した。"

"

泳動用緩衝液" +Bd"H4S-"

Q&$F".4S":、グリシン" !!4A":、NEN"@4H":"

"

転写用緩衝液" +Bd"H4S-"

Q&$F"74@":、グリシン" !S4S":、メタノール" .@@",/"

"

VRN"

塩化ナトリウム" H":、塩化カリウム" @4.":、リン酸水素二ナトリウム･十二水和物" .46"

:、リン酸二水素カリウム" @4.":"

 

@4!_"VRNQ"

VRNに @4!_となるように Q[00<".@を添加した。"

"

Q&2<F%&$B1$'<緩衝液"

A@",#"Q&$FDdO3緩衝液" +Bd"H4@-、!A@",#"塩化カリウム、A",#"塩化マグネシウム、

@4A",#"塩化マンガン、!",#"EQQ、@4!",#"JEQ*、!@_グリセロール"

"



6"

ホモジナイズ用緩衝液"

@4!"#"Q&$FDdO3緩衝液" +Bd"\4S-、@4!"#"?O3、!",#"JEQ*"

"

>D.D. 細胞株および細胞培養"

"

ヒト胚腎由来 dJ?.67細胞は *,0&$%2<"QCB0"OI31I&0"O'330%1$'<"+('%b^$3305"#E-" よ

り購入し、ヒト肝癌由来 d0BX.細胞および dId\細胞は ($b0<"X0<0"R2<b"+QFIbIU25"

f2B2<-"より購入した。dJ?.67細胞は !@_=RN、S4A":Z/グルコース、!@",#"dJVJN

を含む E#J#で、d0BX.細胞は !@_"=RN、@4!",#")022を含む E#J#で、dId\

細胞は !@_"=RNを含む E#J#で、A_"Oe.存在下、7\ で培養した。"

"

>D.D7 レポータープラスミドの構築"

"

 (a( の 7 DPQ(と翻訳領域に見出された #(Jをそれぞれ #(J!、#(J.と命名

した" +=$:4".-。これらの #(Jを含むレポータープラスミド" +=$:4"7-"の構築方法を以

下に記す。"

"
"
"
"
"
"
"
"
"
"
"
=$:4".4"N%;0,21$%"&0B&0F0<121$'<"'T";I,2<"(a( ",()*"2<M"F0]I0<%0"'T"B&0M$%10M",$()*"
&0%':<$1$'<"030,0<1"+#(J-"'T",$(D7S24"Q;0"<I,U0&$<:"&0T0&F"1'"1;0"A "0<M"'T",()*"2F"!"2<M"1;0"
%'M$<:"&0:$'<"$F"T&',"!G7"1'"!AA!4"N0]I0<%0"'T"#(J"$F"3'%210M"'<"j\!S"1'"j\7A"$<"1;0"%'M$<:"
&0:$'<"2<M"j7A@G"1'"j7A76"$<"1;0"7 DPQ(4"Q;0"B&$,0&F"IF0M"T'&"B32F,$M"%'<F1&I%1$'<"2&0"$<M$%210M"
[$1;"2&&'[F4#,'%-#%.)).*$5"F00M"F0]I0<%04"

"

"



!@"

Q2U30".4"N0]I0<%0"'T"B&$,0&F"IF0M"T'&"B32F,$M"%'<F1&I%1$'<4"   

V&$,0&"   N0]I0<%0"     V'F$1$'<"
PQ(DN" AkDQQQ"QOQ"*X*"OOO"QXO"OOX"*QO"O*O"OXD7k" 7SS6" "7SGA"
PQ(D*N" AkDQQQ"QOQ"*X*"OOQ"XO*"OOO"QOO"QXO"O*Q"QQOD7k" 7A\@" "7A6!"
OENDN" AkD*OO"QX*"OOQ"*O*"OOQ"XOO"XOD7k" GA6"  G\H"
OEND*N AkDXO*"OXX"OQQ"OOO"XOQ"QO*"QXD7k" \A6"  \\H"
)I%301$M0"B'F$1$'<"'<"%E)*"[;0<"1;0"A "0<M"'T",()*"$F"!4"    

 "

ヒト肝 1'123"()*からランダムヘキサマーを用いて、後述する >D.D!!に準じて

%E)*を合成した。この %E)*を鋳型として、!@"B,'3Z /のセンスプライマーとア

ンチセンスプライマーをそれぞれ !" /、VO(緩衝液 .4A" /、.4A",#"M)QV".4A" /、

.4A",#塩化カルシウム !4A" /、Q2]"E)*ポリメラーゼ @4." /"+@4!"P-、滅菌精製水

を加えて全量 .A" /として VO(を行った。#(J!の増幅には" PQ(DNプライマーと

PQ(D*Nプライマー" +Q2U30".-"を用い、6S で 3分間反応させた後、6S で 7@秒間、

GA で 7@秒間、\. で S@秒間を SAサイクル、続いて \. で A分間反応させた。

#(J.の増幅には" OENDNプライマーと OEND*Nプライマーを用い、6S で 3分間

反応させた後、6S で 7@秒間、G7 で 7@秒間、\. で 7@秒間を SAサイクル、

続いて \. で A分間反応させた。それぞれの断片は以下の方法で回収した。J1R&

を含む ._アガロースゲルで電気泳動を行い、目的の断片が含まれる部分を切り出

した。これらをあらかじめ ._"+[Z^-"炭酸水素ナトリウムおよび !",#"JEQ*"+Bd"H4@-"

を含む水溶液中で !@分間煮沸処理を行った透析膜を用いて回収し、E)*断片を精

製した。精製は以下の方法に従った。フェノールZクロロホルム溶液 S@@" /を加え

て A分間ボルテックスし、\5@@@"&B,、室温で A分間遠心分離して上清を回収した。

次にクロロホルム溶液 S@@" /を加えて A分間ボルテックスし、\5@@@"&B,、室温で A

分間遠心分離した。上清に 7"#酢酸ナトリウムを S@" /と !@@_冷エタノールを !",/

加え、DH@ で冷却後、15,000 rpm、S で 7@分間遠心分離し、沈殿を \@_冷エタ

ノール !",/で洗浄した。沈殿を乾燥後、QJに溶解させ、E)*を精製した。#(J!"

+!S7塩基対-"は /(+">で消化し、#(J."+..@塩基対-"は ?30<'["T&2:,0<1処理により

平滑末端化した。また BX/7DBベクターを /(+">で消化し、必要に応じて ?30<'["

T&2:,0<1を用いて以下の方法により平滑末端化した。BX/7DBベクター!@"<:に



!!"

?30<'["RITT0&を.4A" /、.4A",#"M)QVFを!" /、?30<'["T&2:,0<1"+A"I<$1FZ /-"を!" /、

滅菌精製水を加えて全量を .A" /とし、サーマルサイクラーを用いて 7\ で 7@分

間反応させた。\@ 、A分間で酵素を失活させた後 E)*を精製した。/(+">処理し

たベクターまたは平滑末端化したベクターに上述の E)*断片を QS"3$:2F0を用いて

ライゲーションし、EdA コンピテントセルに形質転換した。"

 V'F$1$^0"%'<1&'3のプラスミドである BX/7Z%D,$(D7S2"+=$:4"7-"は以下の方法により

構築した。両末端に /(+">認識配列を付加させた %D,$(D7S2センス鎖Y"AkDOQ*"X*0#

100#110#213#002#010#132#110"QD7kおよび %D,$(D7S2アンチセンス鎖Y"AkDOQ*"X*!"

##$"%#!"#!$"!!%"#$!"##!"!#!"QD7kを用意した" +下線部は /(+">認識配列、斜

体は ,$(D7S2と相補的な配列、太字は ,$(D7S2の配列を示す-。!@@"B,'3Z /センス

鎖およびアンチセンス鎖それぞれ 74A" /に、@4!" 塩化マグネシウム /、@4A"#塩

化ナトリウム ." /を加え全量を !@" /とした。6@ で 3分間加熱後、60分かけて

徐々に冷却することでアニールさせた。二本鎖化されたオリゴヌクレオチドは両端

が Xba I消化末端となるように設計されている。この二本鎖オリゴヌクレオチド 2 

/に、V&'1&IM$<:"0<M"b$<2F0"UITT0&を !@" /、!@@" #"*QVを !" /、QS"b$<2F0を ." /

加え、滅菌精製水で全量を !@@" /とし、7\ で 60分間インキュベートし、DNA

断片 5 末端にリン酸を付加した。これを、Xba Iで消化しておいた pGL3-pベクター

に T4 ligaseを用いてライゲーションし、DH5 コンピテントセルに形質転換するこ

とで pGL3/c-miR-34aを得た。 
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!."

>D.DS  コロニーVO("

"

目的の E)*断片が挿入されていることを確認するため、BX/7DBベクターのルシ

フェラーゼ遺伝子上に設計された BX/7D/I%0<MDN"プライマー" +AkD**Q"O*X"*X*"

QOO"QO*"Q**"*XD7k-"+!@"B,'3Z /-"と BX/7DBベクターの NcS@"B'3C"+*-"シグナル上

に設計した Nc"B'3C"+*-D*Nプライマー" +AkDQ*O"QQX"OQQ"Q**"***"*OO"QOO"OD7k-"

+!@"B,'3Z /-"をそれぞれ !" /、VO(緩衝液 .4A" /、.4A",#"M)QV".4A" /、.4A",#塩

化マグネシウム !4A" /、Q2]"E)*ポリメラーゼ @4." /"+@4!"P-、滅菌精製水を加えて

全量 .A" /とした。寒天培地から単離したコロニーを突ついた滅菌爪楊枝を入れて

混合し、6S で 3分間反応させた後、6S で 7@秒間、AS で 7@秒間、\. で 7@

秒間を 7@サイクル、続いて \. で 7分間反応させた。反応後、一部を分取し J1R&

を含む ._アガロースゲルを用いて電気泳動を行った。"

"

>D.DA プラスミド E)*の大量調製"

"

目的の E)*断片が含まれるコロニーを、/RD*,B培地 7",/中で 7\ 、8時間培

養した。その培養液 A@ /に、G@_"+^Z^-"グリセロールを A@ /加えて、これを大腸

菌のグリセロールストックとしてDH@ で保存した。グリセロールストックを滅菌

爪楊枝でつつき、/RD*,B培地 .A",/で一晩（!GL.@時間）培養した。G5@@@"&B,、

S で !A分間遠心分離することにより集菌し、V32F,$M"#$M$"?$1を用いプラスミドの

大量調製行った。大腸菌ペレットを S",/の RITT0&"V!に懸濁させ、S",/の RITT0&"V.

を加え転倒撹拌した後、室温で A分間静置した。S",/の RITT0&"V7を加え、ただち

に転倒撹拌した後、氷中で !A分間静置した。A5@@@"&B,、S で !@分間遠心分離し

た上清を !4A",/チューブに分注し、さらに !A5@@@"&B,、S で A分間遠心分離して

タンパク質を取り除いた。この上清をあらかじめ RITT0&"hRQ"S",/で平衡化した

h>*XJ)D1$B"!@@に添着させ、RITT0&"hO".@",/で洗浄した後、RITT0&"h="A",/を加え

て E)*を溶出させた。74A",/のイソプロパノールを加え転倒攪拌した後、!A5@@@"

&B,、S で 7@分間遠心分離し、沈殿を \@_エタノールで洗浄し、乾燥させた後、



!7"

QJ"!@@" /に溶解した。プラスミドの定量には )2<'M&'Bを用いた。"

"

>D.DG シークエンス解析"

"

目的の E)*配列が挿入されているか確認するため、>D.DAで調製したレポーター

プラスミドを、以下の方法に従いシークエンス解析した。このシークエンス反応に

は、BX/7DBベクターのルシフェラーゼ遺伝子上に設計された BX/7D/I%0<MDNプライ

マー" +AkD**Q"O*X"*X*"QOO"QO*"Q**"*XD7k-"と BX/7DBベクターの NcS@"B'3C"+*-"

シグナル上に設計した Nc"B'3C"+*-D*Nプライマー" +AkDQ*O"QQX"OQQ"Q**"***"*OO"

QOO"OD7k-"を用いた。Q;0&,'"N0]I0<%0"OCA"EC0"Q0&,$<21'&"?$1またはQ;0&,'"N0]I0<%0"

OCA4A"EC0"Q0&,$<21'&"OC%30"N0]I0<%$<:"?$1 を用いて以下のように反応液を調製した。

OCAでは、プラスミド !" /"+." :以上-、(02%1$'<"UITT0&"74A" /、プライマー" +!@"

B,'3Z /-"@4A" /、Q;0&,'"N0]I0<%0"E)*"B'3C,0&2F0"!" /、滅菌精製水を加えて全量を

.\" /とし、先に分注しておいた M)QVZOCADMM)QV"." /に G" /ずつ加え反応液とし

た。OCA4Aでは、プラスミド !" /"+." :以上-、(02%1$'<"UITT0&"74A" /、プライマー" +!@"

B,'3Z /-"@4A" /、Q;0&,'"N0]I0<%0"E)*"B'3C,0&2F0"." /、滅菌精製水を加えて全量を

7!4A" /とし、先に分注しておいた M)QVZOCA4ADMM)QV"!" /に \" /ずつ加え反応液

とした。サーマルサイクラーを用いて 6A で 1秒間反応させた後、6A で 7@秒間、

AS で 7@秒間、\. で 6@秒間を SAサイクルの条件でシークエンス反応を行った。

反応終了後、反応液を !4A",/チューブに移し各チューブに \4A"#酢酸アンモニウム

." /、グリコーゲン溶液 ." /、氷冷しておいた !@@_エタノール 7@" /を加え、D.@

で .@分間放置した。その後 !A5@@@"&B,、S で 7@分間遠心分離し、沈殿を \@_エ

タノールで洗浄し、沈殿を乾燥させた後、='&,2,$M0"3'2M$<:"MC0"G" /を加えて溶解

させ、そのうち ." /を /'<:D(02M"Q'[0&"E)*シークエンサーにより解析した。"

"

"

"

"



!S"

>D.D\ "プラスミドE)*と B&0D,$()*のdJ?.67細胞への導入およびルシフェラ

ーゼアッセイ法"

"

レポータープラスミドと B&0D,$()*の dJ?.67細胞への導入は /$B'T0%12,$<0"

.@@@を用いた T'&[2&M"1&2<FT0%1$'<法により行った。トランスフェクション効率を補

正するため、ウミシイタケルシフェラーゼ発現プラスミド" +BX/S4\SDQ?-"を共発現

させた。O033,21&$K"+新田ゼラチン5"eF2b25"f2B2<-"でコラーゲンコートした 24 wellプ

レートに HEK293を 1i105 cells/wellになるように播種し、5_"CO2存在下、 で

24時間培養した。190 ngの BX/7プラスミドおよび !@"<:の BX/S4\SDQ?と .A"B,'3

の B&0D,$()*に =RN非含有培地を加えて A@"l/に調製した。また !"l/の

/$B'T0%12,$<0".@@@"(02:0<1と =RN非含有培地を合わせて A@"l/とした溶液を別に調

製し、室温で !A分間インキュベートした。これらの溶液を混合して、さらに室温で

!A分間インキュベートした後、細胞から培地を除去し、!"[033あたり !@@" /ずつ添

加し、A_"Oe.存在下 7 で SH時間培養した。"

EI23D/I%$T0&2F0"(0B'&10&"*FF2C"NCF10,"?$1 を用い、ルシフェラーゼアッセイを行っ

た。培養した細胞から培地を取り除き、V/Rを !@@" /Z[033ずつ加えて室温で !A分

間振とうし、!4A",/のチューブに移して !A5@@@"&B,、!分間遠心分離した。得られ

た上清を新しいチューブに回収し、これをセルライゼートとした。6G"[033プレート

に .@" /ずつセルライゼートを分注した後、92332%"!S.@"*(ceFK"マルチラベルカウ

ンタにセットし /*(">>"!@@" /を添加することでホタルルシフェラーゼ活性を、N1'B"

m"X3'"(02:0<1"!@@" /を添加することでウミシイタケルシフェラーゼ活性を測定し

た。活性値はホタルルシフェラーゼの発光度をウミシイタケルシフェラーゼの発光

度で除することにより求めた。"

"

 >D.DH d0BX.細胞への B&0D,$()*の導入"

"

d0BX.細胞への B&0D,$()*の導入は /$B'T0%12,$<0"()*$#*aを用いた &0^0&F0"

1&2<FT0%1$'<法により行った。=RN非含有培地に /$B'T0%12,$<0"()*$#*a"\4A" /と、



!A"

!A@"B,'3の B&0D,$()*を加え、G"[033プレート !"[033あたり全量 A@@" /になるよう

にし、室温で .@分間インキュベートした。転倒攪拌後、G"[033プレートに添加し、

Ai!@A"%033FZ.4A",/となるように =RN含有培地で希釈した d0BX.細胞を加えて、A_"

Oe."存在下、7\ で \.時間培養した。"

"

>D.D6 Q'123"%033";',':0<210の調製とタンパク質定量"

"

>D.DHに準じて B&0D,$()*を導入した細胞をトリプシンDJEQ*溶液で剥離して !4A"

,/チューブに回収した。75@@@"&B,、S で A分間遠心分離後、上清をアスピレータ

ーで吸引し、沈殿を !",/の VRNに懸濁した。75@@@"&B,、S で A分間遠心分離後、

上清をアスピレーターで吸引し、A@" /の QXJ緩衝液に懸濁した。液体窒素と 7\

温浴で凍結融解を 3回繰り返し、テフロンホモジナイザーを使用し、氷上で 30秒間

ホモジナイズして 1'123"%033";',':0<210を得た。タンパク質定量は R&2MT'&M法 

(Brdford, 1976) に従い、R$'D(2Mの V&'10$<"*FF2C"b$1を用いた。 -グロブリン溶液 @、

A、!@、!A、.@",:Z,/を検量線に、精製水で 10倍希釈した 1'123"%033";',':0<210"!@" /

と精製水で A倍希釈した EC0"(02:0<1"+R$'D(2M)"S6@" /を混合し、室温で反応させた。

A6A"<,の吸光度を R$'1&2b">>"B3210"&02M0&"+XJ"d0231;%2&0"R$'DN%$0<%0F5"V$F%212[2C5")f-"

を用いて測定した。"

"

>D.D!@ " NENDV*XJとウェスタンブロッティング"

"

 >D.D6で調製した 1'123"%033";',':0<210を用い、/20,,3$"+!6\@-"および Q'[U$<ら"

+!6\6-"の方法に修正を加え、NENDV*XJを行った。厚さ !",,、!@_ポリアクリルア

ミドゲルにタンパク質を .@D7@" :アプライした。NENDV*XJ後、Q&2<FT0&"%033を用い

タンパク質をアクリルアミドゲルから >,,'U$3'<DV"VcE=膜に電気的に転写した。

この際、ろ紙、アクリルアミドゲル、VcE=膜は転写用緩衝液に浸して行った。転

写後、VcE=膜を eMCFF0C"U3'%b$<:"UITT0&"+/>DOe("R$'F%$0<%0F5"O2,U&$M:05"P?-"で !

時間ブロッキングし、!次抗体反応を室温で行った。!次抗体として、ウサギ抗ヒト



!G"

(a( 抗体" +.@@倍希釈-"またはウサギ抗ヒト D2%1$<抗体" +!@@倍希釈-"を用い、そ

れぞれ一晩反応させた。次に、@4!_"VRNQで A分間ずつ S回洗浄後、.次抗体反応

を室温で行った。.次抗体として、>(EC0"GH@/Q標識ヤギ抗ウサギ抗体" +VRNQで

!@5@@@倍希釈-"を用い、!時間反応させた。その後、@4!_"VRNQで A分間ずつ 7回、

さらに @4!_"VRNQZ@4@!_"NENで A分間洗浄し、最後に VRNで A分間洗浄した。バン

ドの検出には eMCFF0C"インフラレッドイメージングシステム" +/>DOe("R$'F%$0<%0F-"

を使用し、定量には eMCFF0C"F'T1[2&0"+^0&"!4.-"を用いた。"

"

>D.D!! Q'123"()*の調製と %E)*への逆転写反応"

"

細胞から培地を取り除き、()*$F'を A@@" /Z[033ずつ加え、!@分間室温に放置し

た後、!4A",/チューブに移した。!@@" /のクロロホルムを加え激しく撹拌し、A分

間室温に置いた後 !A5@@@"&B,、S で !A分間遠心分離した。水層を別の !4A",/チ

ューブに回収し、.A@" /のイソプロパノールを加え、転倒撹拌した後室温に A分間

放置した。!A5@@@"&B,、S で !@分間遠心分離し、沈殿を !",/の \@_エタノール

で洗浄した。この沈殿を風乾し、EJVO処理精製水を加え、G@ の水浴で 10分間

溶解させた後、.G@"<,における吸光度を )2<'E&'Bにより測定した。この 1'123"()*

を用いて以下のように逆転写反応を行った。Q'123"()*"." :、ランダムヘキサマー"

+!A@"<:Z /-"!" /に EJVO処理精製水を加えて .6" /とし、サーマルサイクラーを用

いて \@ で !@分間反応後、氷冷した。(02%1$'<"UITT0&"T'&"(0^0&Q&2"*%0"H" /、!@",#"

M)QVF"." /、(0^0&Q&2"*%0"+!@@"I<$1FZ /-"!" /を加えて全量を S@" /とした。7@ で

!@分間、S. で !時間、6H で !@分間、サーマルサイクラーを用いて反応させ %E)*

を合成した。"

"

>D.D!. (023D1$,0"(QDVO(による ,()*発現量の測定"

"

 >D.D!!で得た %E)*サンプル !"l/に、!@"B,'3Z /"のセンスプライマーとアンチセ

ンスプライマー" +Q2U30"7-"をそれぞれ @4H"l/、(ea"@4.A" /、N`R("V&0,$K"JK"Q2]"!@"



!\"

/を加え滅菌精製水で全量を .@" /とした。反応は以下のプロトコールで行った。

(a( はホールド反応を 6A で !分間行った後、解離反応を 6S で !A秒間、アニ

ーリングを G. で 7@秒間、伸長反応を \. で 7@秒間とし、S@サイクル行った。

D2%1$<はホールド反応を 6A で !分間行った後、解離反応を 6S で .@秒間、ア

ニーリングと伸長反応を GS で .@秒間とし、S@サイクル行った。O`V.Gはホール

ド反応を 6A で !分間行った後、解離反応を 6A で !@秒間、アニーリングと伸長

反応を GH で 7@秒間とし、S@サイクル行った。B.!はホールド反応を 6A で !

分間行った後、解離反応を 6S で .@秒間、アニーリングと伸長反応を GA で .@

秒間とし、S@サイクル行った。"

"

Q2U30"74"N0]I0<%0"'T"B&$,0&F"IF0M"T'&"&023D1$,0"(QDVO("2<23CF$F4 "
V&$,0&"     N0]I0<%0"     

(a( "T'&[2&M" AkDQXO"XO*"*XX"*OO"QX*"OOQ"*O*"OD7k" "
(a( "&0^0&F0" AkDX*O"QOO"*OO"QO*"QQO"QOX"QQO"OXD7k" "
D2%1$<"T'&[2&M2" AkDQO*"OOO"QX*"*XQ"*OO"OO*"QOD7k" "
D2%1$<"&0^0&F02" AkDX*Q"*XO"*O*"XOO"QXX"*Q*"XOD7k" "
O`V.G"T'&[2&M" AkDOOX"OQX"OQX"OQO"QQO"OQX"XOQ"XOX"*D7k" "

O`V.G"&0^0&F0" AkDX*O"OX*"O*O"O*X"OOX"XQO"XQO"QOO"X*D7k" "

p21 forwardb" AkDOQX"QO*"OQX"QOQ"QXQ"*OO"OQQ"XQX"OD7k" "

p21 reverseb" AkDXX*"X**"X*Q"O*X"OOX"XOX"QQQ"XD7k"
"aOda et al (2012); bTakagi et al (2009)."   

"

>D.D!7 " (a( ,()*安定性の評価"

"

>D.DHに準じて B&0D,$()*を導入した d0BX.細胞に同時に !@" :Z,/の Dアマニチ

ンを処置し、A_"Oe.存在下、7\ で培養した。7、G、6、!.時間後、>D.D!!に準じ

て 1'123"()*を調製および %E)*への逆転写反応を行い、>D.D!.に従って

(a( ,()*発現量を測定した。"

"

"

"



!H"

>D.D!S 核の単離と )I%302&"&I<D'<"2FF2C"

"

 >D.DHに準じて B&0D,$()*を導入した d0BX.細胞を A_"Oe."存在下、7\ で SH

時間培養し、トリプシンDJEQ*溶液で剥離して !4A",/チューブに回収した。75@@@"

&B,、S で A分間遠心分離後、上清をアスピレーターで吸引し、沈殿を !",/の VRN

に懸濁した。75@@@"&B,、S で A分間遠心分離後、上清をアスピレーターで吸引し、

OJ(">緩衝液を !@@" /ZS@",:"%033Fで加え激しく攪拌し、!@分間氷上でインキュベー

トした後、OJ(">>緩衝液を A4A" /ZS@",:"%033Fで加え激しく攪拌した。!分間氷上で

インキュベートした後、!A5@@@"&B,、S で A分間遠心分離し、上清を除去して核を

単離し、7@@" /の Q&2<F%&$B1$'<緩衝液に懸濁した。()2F0"*"N'3I1$'<"+A@" :Z,/-"!" /

を加え、7\ で .@分間反応させた後、()2F$<"($U'<I%302F0"><;$U$1'&"+S@"I<$1FZ /-".4A"

/を加え、7\ で A分間反応させ ()2F0"*を失活させた。($U'<I%30'1$M0"N'3I1$'<"#$K"

+H@",#"02%;"&)QV-"!" /を加え、.A で 7@分間反応させ ,()*の -.#"'4'合成を行

った。()*$F'を !",/加え、>D.D!!に準じて 1'123"()*の調製および %E)*への逆

転写反応を行い、>D.D!.に従って (a( ,()*発現量を測定した。"

"

>D.D!A O`V.G",()*の誘導と O`V7*Sプロモーターの転写活性の評価"

"

>D.DHに準じ、d0BX.細胞に B&0D,$()*を導入し、A_"Oe.存在下、7\ で \.時

間培養後、E#Neに溶解した 21(*および 6D&!$D(*を最終濃度がそれぞれ !"<#お

よび ."<#になるように添加した培地に交換し、A_"Oe.存在下、7\ で .S時間培

養した。コントロールとして @4!_"E#Neを同様に処置した。>D.D!!に準じて 1'123"

()*を調製および %E)*への逆転写反応を行い、>D.D!.に従って O`V.G ,()*発

現量を測定した。"

O`V7*Sプロモーターの転写活性に及ぼす ,$(D7S2過剰発現の影響における検討

では、.6@"<:の BO`V7*SD7G.D\4\?、!@"<:の B(/DNcS@と !@"B,'3の B&0D,$()*に、

E)*"Y"Q&2<F=2F1"Q&2<FT0%1$'<"(02:0<1"n"!"Y"Gになるように Q&2<F=2F1"Q&2<FT0%1$'<"

(02:0<1"を添加し、=RN非含有培地を加えて .@@" /とした。室温で .@分間インキ



!6"

ュベートして複合体を形成させた後、細胞から培地を除去し、!"[033あたり .@@" /"

ずつ入れて A_"Oe.存在下 で培養した。SH時間後、E#Neに溶解した &$T2,B$%$<

を最終濃度が !@" #になるように添加した培地に交換し、A_"Oe.存在下、 で

.S時間培養した。コントロールとして @4!_"E#Ne"+^Z^-"を同様に処置した。>D.D\

に従ってルシフェラーゼアッセイを行った。"

"

>D.D!G 細胞へのエトポシド処置"

"

>D.D.に準じ、d0BX.細胞および dId\細胞を A_"Oe.存在下、7\ で SH時間培

養した。最終濃度が !" #になるようエトポシドを添加した培地に交換し、A_"Oe.

存在下、7\ で SH時間培養した。>D.D!!に準じて 1'123"()*を調製および %E)*へ

の逆転写反応を行い、>D.D!.に従って B.! ,()*発現量を測定した。また >D.D6に準

じて細胞を回収し 1'123"%033";',':0<210を調製し、>D.D!@に従って (a( タンパク質

発現量を測定した。"

"

>D.D!\ " (023D1$,0"(QDVO(による ,21I&0",$(D7S2発現量の測定"

"

Q2]#2<"#$%&'()*"*FF2Cを用いた &023D1$,0"(QDVO(法により ,21I&0",$(D7S2を測

定した。>D.D!Gで得た 1'123"()*から Q2]#2<"#$%&'()*"(0^0&F0"Q&2<F%&$B1$'<"?$1 を

用いて %E)*を合成した。Q'123"()*"\A"<:、!@@",#"M)QVF"@4@\A" /、(0^0&F0"

Q&2<F%&$B1$'<"RITT0&"@4\A" /、#I31$N%&$U0"(0^0&F0"Q&2<F%&$B12F0"@4A" /、()2F0"><;$U$1'&"

@4@6A" /、,$(D7S2用 (Q"B&$,0&"!4A" /、)I%302F0DT&00"[210&を加え全量 \4A" /とし、

A分間氷冷した。その後、!G で 7@分間、S. で 7@分間、HA で A分間、サーマ

ルサイクラーを用いて反応させ %E)*を合成した。得られた %E)*サンプル !477" /

に、Q2]#2<"P<$^0&F23"VO("#2F10&"#$K"!@" /、Q2]#2<"#$%&'()*"*FF2C",$K"!" /、

)I%302F0DT&00"[210&を加え全量 .@" /とした。反応は以下のプロトコールで行った。

ホールド反応を 6A で !@分間行った後、解離反応を 6A で !A秒間、アニーリン

グと伸長反応を G@ で G@秒間とし、S@サイクル行った。PG"F,233"<I%302&"()*"+PG"



.@"

F<()*-"についても同様に行った。"

"

>>D.D!H ヒト肝サンプルにおける (a( タンパク質および ,21I&0",$(D7S2発現量

の測定"

"

ヒト肝サンプルを用いた実験は金沢大学および岩手医科大学のヒトゲノム・遺伝

子解析研究倫理審査委員会の承認を得て行った。ヒト肝サンプルは岩手医科大学"医

学部法医学講座教授の青木"康博博士および富山大学大学院"医学薬学研究部病理診

断学准教授の常山"幸一より御供与頂いた。ドナー情報は Q2U30"Sにまとめた。"

"

Q2U30"S4"O;2&2%10&$F1$%F"'T"!S"M'<'&F"IF0M"$<"1;0"B&0F0<1"F1IMC4 "
  )'4" *:0"+C&-" N0K" =$U&'F$F" E$2:<'F$F "

)'&,23"3$^0&"

!" H." =" )'<0" #$3M"T211C"M0:0<0&21$'<"2&'I<M"%0<1&23"^0$<"
)I%302&":3C%':0<"M0B'F$1$'<"
/I<:"%2<%0&"[$1;'I1"3$^0&",012F121$F"

." GH" =" )'<0" E021;"T&',"%'3M"
7" \." =" )'<0" *FB;CK$2"
S" \." #" )'<0" R$30"MI%1"%2<%0&"
A" H7" #" )'<0" *%I10",C'%2&M$23"$<T2&%1$'<"
G" GS" =" )'<0" O'3'&0%123"%2<%0&"[$1;"3$^0&",012F12F$F"

=$U&'1$%"3$^0&"

\" \H" =" #$3M" #$3M";0B21$%"%'<:0F1$'<"
#I31$B30",C03',2"[$1;'I1"3$^0&",012F121$F"

H" S6" =" N0^0&0" V&$,2&C"U$3$2&C"%$&&;'F$F"

6" \@" =" #$3M" #'M0&210";0B21$%"%'<:0F1$'<"
#$3M"T211C"3$^0&" "
*%I10",C'%2&M$23"$<T2&%1$'<"

!@" \H" #" N0^0&0" d0B21'%033I32&"%2&%$<',2"[$1;"%$&&;'F$F" "
+;0B21$1$F"O"^$&IF"B'F$1$^0-"

!!" \A" #" N0^0&0" d0B21'%033I32&"%2&%$<',2"[$1;"%$&&;'F$F"

!." AA" #" #$3M" #$3M"23%';'3$%"3$^0&"T$U&'F$F"

!7" G." #" N0^0&0" *3%';'3$%"%$&&;'F$F"

!S" G!" =" N0^0&0" V&$,2&C"U$3$2&C"%$&&;'F$F"
   "    

"

肝約 !":に、7倍容のホモジナイズ用緩衝液を加え、テフロン B'110&型ホモジナイ

ザーで 7ストローク処理し、1'123"%033";',':0<210を得た。タンパク質濃度は >D.D6



.!"

に準じて測定し、>D.D!@"に準じタンパク質を 7@" :アプライして、NENDV*XJおよ

びウェスタンブロッティングを行った。"

肝約 A@",:に()*$F'を !",/加え、ガラスホモジナイザーでホモジナイズした後、

!4A",/チューブに回収した。>D.D!!に準じて 1'123"()*の調製し、>D.D!\に準じて

,21I&0",$(D7S2発現量を測定した。"

"

>D.D!6 統計解析"

"

二群間の比較は F")D10F1により、多群間の比較は e<0D[2C"*)ec*と QIb0C F"

10F1により解析した。正常肝サンプルと線維化肝サンプルにおける ,21I&0",$(D7S2

および (a( タンパク質発現量の比較は #2<<D "P"10F1により、相関関係は

NB02&,2< F"B&'MI%1D,',0<1",01;'Mにより解析した。5"o"@4@Aの時、統計学的に有意

とした。"

"



.."

第 7節 実験結果"

"

>D7D! ルシフェラーゼアッセイによる #(Jの同定"

"

コンピュータ解析により (a( の ,()*に見出された #(Jが機能的であるか調

べるために、dJ?.67細胞に作製したレポータープラスミドを導入し、,$(D7S2過

剰発現の影響を検討した。V&0D,$(D7S2の導入により BX/7Z%D,$(D7S2では活性がコ

ントロールの !7_まで低下したことから、導入した B&0D,$(D7S2が機能的に働いて

いることが示された" +=$:4"S-。しかし、7 DPQ(に存在する #(J!を含む断片を組み

込んだプラスミドにおいては活性の低下は認められなかった。一方、翻訳領域に見

出された#(J.を含む断片を組み込んだプラスミドにおいては有意な活性の低下が

認められた。従って、#(J.が ,$(D7S2により認識され、発現制御に機能的に働い

ていることが示された。"

"

"

"

"

"

"

"

"

"

"

"
=$:4"S4"JTT0%1F"'T"'^0&0KB&0FF$'<"'T",$(D7S2"'<"3I%$T0&2F0"2%1$^$1C"$<"dJ?.67"%033F4"Q;0"&0B'&10&"
B32F,$MF"+!6@"<:-"[0&0"1&2<F$0<13C"1&2<FT0%10M"[$1;"BX/S4\SDQ?"^0%1'&"+!@"<:-"2<M"A@"<#"
B&0%I&F'&F"T'&",$(D7S2"'&"<0:21$^0"%'<1&'3"g!"+%'<1&'3-"$<1'"dJ?.67"%033F4"Q;0"T$&0T3C"3I%$T0&2F0"
2%1$^$1$0F"T'&"02%;"%'<F1&I%1"[0&0"<'&,23$W0M"[$1;"1;0"6."!%%+"3I%$T0&2F0"2%1$^$1$0F4"c23I0F"2&0"
0KB&0FF0M"2F"B0&%0<12:0F"'T"1;0"&0321$^0"3I%$T0&2F0"2%1$^$1C"'T"BX/7B4"J2%;"%'3I,<"&0B&0F0<1F"1;0"
,02<"p"NE"'T"1;&00"$<M0B0<M0<1"0KB0&$,0<1F4"qq5"o"@4@!"2<M"qqq5"o"@4@@!"UC"N1IM0<1 F"1D10F14" " "



.7"

>D7D. d0BX.細胞における (a( タンパク質発現量に及ぼす ,$(D7S2過剰発現の

影響"

"

V&0D,$(D7S2"+A@"<#-"を d0BX.細胞に導入し、\."時間後における (a( タンパク

質発現量に及ぼす ,$()*過剰発現の影響を検討した" +=$:4"A-。その結果 (a( タン

パク質発現量は、B&0D,$(D7S2の導入により有意に低下した" +コントロールの S6_-。

従って ,$(D7S2が (a( の発現制御に関わることが示唆された。"

"
=$:4"A4"JTT0%1F"'T"'^0&0KB&0FF$'<"'T"^2&$'IF"
,$()*"'<"0KB&0FF$'<"30^03"'T"0<M':0<'IF"
(a( "B&'10$<"$<"d0BX."%033F4"Q;0"B&0%I&F'&"T'&"
,$(D7S2"2<M"<0:21$^0"%'<1&'3"g!"+%'<1&'3-"+A@"
<#-"[0&0"1&2<FT0%10M"$<1'"1;0"%033F4"*T10&"\.";&5"
1;0"%033F"[0&0";2&^0F10M"2<M"1'123"%033"
;',':0<210F"+.@" :-"[0&0"FIUr0%10M"1'"90F10&<"
U3'1"2<23CF$F4"(a( "B&'10$<"30^03F"[0&0"
<'&,23$W0M"[$1;"1;0" D2%1$<"B&'10$<"30^03F4"
c23I0F"2&0"0KB&0FF0M"2F"B0&%0<12:0F"&0321$^0"1'"
<'"1&2<FT0%1$'<"+)Q-4"E212"2&0"1;0",02<F"p"NE"
'T"1;&00"$<M0B0<M0<1"0KB0&$,0<1F4"q5"o"@4@A"2<M"
qqq5"o"@4@@!"UC"N1IM0<1 F"1D10F14" "
"
"
"
"
"
"

>D7D7 d0BX.細胞における(a( ",()*発現量に及ぼす,$(D7S2過剰発現の影響"

"

 ,$(D7S2による (a( タンパク質発現量の低下が、(a( ",()*発現量の低下に

起因するものか調べるため、,$(D7S2過剰発現時の (a( ",()*発現量を調べた"

+=$:4"G-。<0:21$^0"%'<1&'3"g!を導入した場合では、(a( ",()*発現量は導入後 G"時

間と比べて !."時間で .倍、.S"時間で 74A倍に上昇した後、SH"時間でプラトーと

なり \."時間以降では時間依存的に低下した。.S、SH、\.時間後において、コント

ロールと比べて B&0D,$(D7S2導入により (a( ",()*発現量の有意な低下が認めら

れた。従って、,$(D7S2は転写を抑制あるいは ,()*の分解を亢進することで (a(



.S"

の発現を制御していることが示唆された。"

"
=$:4"G4"JTT0%1F"'T"'^0&0KB&0FF$'<"'T"
,$(D7S2"'<"0KB&0FF$'<"30^03"'T"
0<M':0<'IF"(a( ",()*"$<"d0BX."
%033F4"Q;0"B&0%I&F'&"T'&",$(D7S2"2<M"
<0:21$^0"%'<1&'3"g!"+%'<1&'3-"+A@"<#-"
[0&0"1&2<FT0%10M"$<1'"1;0"%033F4"*T10&"1;0"
$<M$%210M"1$,0F5"1;0"%033F"[0&0";2&^0F10M"
2<M"1'123"()*"[0&0"$F'3210M4"(a( "
,()*"30^03F"[0&0"M010&,$<0M"UC"
&023D1$,0"(QDVO("2<M"<'&,23$W0M"[$1;"
1;0" D2%1$<",()*"30^03F4"c23I0F"2&0"
0KB&0FF0M"2F"B0&%0<12:0F"&0321$^0"1'"<'"
1&2<FT0%1$'<"+)Q-"21"1$,0"G4"E212"2&0"1;0"
,02<F"p"NE"'T"1;&00"$<M0B0<M0<1"
0KB0&$,0<1F4"qq5"o"@4@!"2<M"qqq5"o"
@4@@!5"%',B2&0M"[$1;"1;0"B&0%I&F'&"T'&"
%'<1&'3"UC"N1IM0<1 F"1D10F14" "

"

>D7DS d0BX.細胞における(a( ",()*の安定性に及ぼす,$(D7S2過剰発現の影    

響"

"

 ,$(D7S2による (a( ",()*発現量の低下が、,()*分解の亢進によるものか調

べるため、転写阻害剤である Dアマニチンを処置し、(a( ",()*の発現変動を評

価した" +=$:4"\-。処置後 7時間と比較して、<0:21$^0"%'<1&'3"g!を導入した場合では

(a( ",()*発現量は G時間後、6@_まで低下した。B&0D,$(D7S2を導入した場合で

は \7_まで低下し、その低下率に有意差が認められた。6時間後、<0:21$^0"%'<1&'3"g!

を導入した場合では (a( ",()*発現量は \A_まで低下したが、B&0D,$(D7S2を導

入した場合では G!_まで低下し、その低下率に有意差が認められた。!.時間後、

<0:21$^0"%'<1&'3"g!を導入した場合では (a( ",()*発現量は \G_まで低下したが、

B&0D,$(D7S2を導入した場合では AH_まで低下し、その低下率に有意差が認められた。

(a( ",()*発現量の半減期は、<0:21$^0"%'<1&'3"g!を導入した場合では約 !6"時間、

V&0D,$(D7S2を導入した場合では約 !.時間であった。従って、,$(D7S2は ,()*の

分解を亢進することで (a( の発現を制御していることが示唆された。"



.A"

=$:4"\4"JTT0%1F"'T"'^0&0KB&0FF$'<"'T"
,$(D7S2"'<"F12U$3$1C"'T"(a( "
,()*"$<"d0BX."%033F4"Q;0"%033F"
1&2<FT0%10M"[$1;"1;0"B&0%I&F'&"T'&"
,$(D7S2"2<M"<0:21$^0"%'<1&'3"g!"
+%'<1&'3-"+A@"<#-"[0&0"
F$,I312<0'IF3C"1&0210M"[$1;"!@"
:Z,/" D2,2<$1$<4"*T10&"1;0"
$<M$%210M"1$,0F5"1;0"%033F"[0&0"
;2&^0F10M"2<M"1'123"()*"[0&0"
$F'3210M4"(a( ",()*"30^03F"[0&0"
M010&,$<0M"UC"&023D1$,0"(QDVO("
2<M"<'&,23$W0M"[$1;"1;0" D2%1$<"
,()*"30^03F4"c23I0F"2&0"0KB&0FF0M"
2F"B0&%0<12:0F"&0321$^0"1'"1;0"^23I0"
21"1$,0"74"E212"2&0"1;0",02<F"p"NE"
'T"1;&00"$<M0B0<M0<1"0KB0&$,0<1F4"
qq5"o"@4@!"2<M"qqq5"o"@4@@!5"
%',B2&0M"[$1;"1;0"B&0%I&F'&"T'&"
%'<1&'3"UC"N1IM0<1 F"1D10F14"

"

"

>D7DA d0BX.細胞における (a( "の転写に及ぼす ,$(D7S2過剰発現の影響"

"

 ,$(D7S2による (a( ",()*発現量の低下が、転写能の低下によるものか調べる

ため、)I%302&"&I<D'<"2FF2Cを行った" +=$:4"H-。転写反応前と転写反応後における

(a( ,()*量を比較した時、上昇率は )Q"+<'"1&2<FT0%1$'<-、<0:21$^0"%'<1&'3"g!ま

たは B&0D,$(D7S2を導入したいずれにおいても同程度であった。従って、,$(D7S2

は (a( の転写能に影響を与えているわけではないことが示唆された。"

"

"

"

"

"

"

"



.G"

"
=$:4"H4"JTT0%1F"'T"'^0&0KB&0FF$'<"'T"
,$(D7S2"'<"(a( ",()*"1&2<F%&$B1$'<"$<"
d0BX."%033F4"Q;0"B&0%I&F'&"T'&",$(D7S2"
2<M"<0:21$^0"%'<1&'3"g!"+%'<1&'3-"+A@"<#-"
[0&0"1&2<FT0%10M"$<1'"1;0"%033F4"*T10&"SH";&5"
1;0"%033F"[0&0";2&^0F10M"2<M"<I%30$ +!A",:-"
[0&0"IF0M"T'&")I%302&"&I<D'<"2FF2C4"Q;0"-.#
"'4'"0KB&0FF$'<"30^03F"'T"(a( ",()*"
[0&0"M010&,$<0M"UC"&023D1$,0"(QDVO(4"
c23I0F"2&0"0KB&0FF0M"2F"B0&%0<12:0F"
&0321$^0"1'"<'"1&2<FT0%1$'<"+)Q-"U0T'&0"&I<"
'<4"E212"2&0"1;0",02<F"p"NE"'T"1;&00"
$<M0B0<M0<1"0KB0&$,0<1F4" "

"

"

"

"

>D7DG O`V.G",()*誘導能およびO`V7*S転写活性に及ぼす,$(D7S2過剰発現の

影響"

"

O`V.Gはレチノイン酸処置により (*(Z(a( へテロダイマーを介して誘導され

ることが知られている" +9;$10"01"2345"!66\-。そこで、,$(D7S2による (a( タンパク

質の発現抑制が O`V.G",()*の誘導能に影響を及ぼすかどうか、B&0D,$(D7S2を導

入して検討を行った" +=$:4"6*-。(*(のリガンドである 21(*または (a( "のリガ

ンドである 6D&!$D(*を処置することにより、O`V.G",()*は有意に誘導された" +74.

倍と S46倍-。一方、B&0D,$(D7S2の導入により、リガンド処置による O`V.G",()*

の誘導能は消失した" +!4G倍と !4!倍-。"



.\"

同様に、もう１つのヘテロダイマーパートナーVa(の下流遺伝子である O`V7*S

への影響も調べた。d0BX.細胞では O`V7*S",()*の発現量が低く、誘導も認めら

れなかったため、O`V7*S"遺伝子の上流の Va(Z(a( の結合領域を組み込んだレポ

ータープラスミドを用いて転写活性化能を評価した" +=$:4"6R-。Va(のリガンドであ

るリファンピシンを処置することにより、O`V7*Sの転写活性の有意な上昇が認め

られたが" +S4!倍-、,$(D7S2の過剰発現によりその上昇は完全に消失した" +!4.倍-。

以上より、,$(D7S2はヘテロダイマーパートナーに関わらず (a( の下流遺伝子の

誘導に影響を及ぼすことが示された。"

"

"
=$:4"64"JTT0%1F"'T"'^0&0KB&0FF$'<"'T",$(D7S2"'<"$<MI%1$'<"'T"O`V.G"2<M"1&2<F2%1$^$1C"'T"O`V7*S"
$<"d0BX."%033F4"+*-"Q;0"B&0%I&F'&"T'&",$(D7S2"'&"%'<1&'3"+A@"<#-"[2F"1&2<FT0%10M"$<1'"d0BX."%033F4"
*T10&"\.";5"1;0"%033F"[0&0"0KB'F0M"1'"!"<#"21(*5"."<#"6D&!$D(*5"'&"@4!_"E#Ne"T'&".S";5"2<M"1;0"
1'123"()*"[2F"1;0<"B&0B2&0M4"Q;0"O`V.G",()*"30^03F"[0&0"M010&,$<0M"UC"&023D1$,0"(QDVO("2<M"
<'&,23$W0M"1'"1;0" D2%1$<",()*"30^03F4"+R-"Q;0"&0B'&10&"B32F,$M"BO`V7*SD7G.D\4\?"+.6@"<:-"
[2F"1&2<F$0<13C"1&2<FT0%10M"[$1;"1;0"B(/DNcS@"B32F,$M"+!@"<:-"2<M"1;0"B&0%I&F'&F"T'&",$(D7S2"'&"
%'<1&'3"$<1'"d0BX."%033F4"*T10&"SH";5"1;0"%033F"[0&0"1&0210M"[$1;"!@" #"&$T2,B$%$<"T'&".S";5"2<M"1;0"
3I%$T0&2F0"2%1$^$1C"[2F",02FI&0M4"Q;0"^23I0F"2&0"0KB&0FF0M"2F"B0&%0<12:0F"&0321$^0"1'"1;21"'T"1;0"
B&0%I&F'&"T'&"%'<1&'3"+D-4"E212"2&0"1;0",02<F"p"NE"'T"1;&00"$<M0B0<M0<1"0KB0&$,0<1F4"qq5"o"@4@!"
2<M"qqq5"o"@4@@!5"%',B2&0M"[$1;"^0;$%30"1&021,0<1"+D-8" 5"o"@4@A"2<M" 5"o"@4@@!"%',B2&0M"[$1;"
1;0"B&0%I&F'&"T'&"%'<1&'34"
"



.H"

>D7D\ (a( タンパク質発現量に及ぼす BA7活性化の影響"

"

 ここまでの検討で、ヒト (a( の発現制御に ,$(D7S2が関わっていることを明ら

かにした。,$(D7S2は癌抑制遺伝子 BA7の下流遺伝子であり、BA7の活性化により

,$(D7S2の発現が誘導される" +Raver-Shapira et al., 2007)。近年、BA7が線維化の促進

に関与する %'<<0%1$^0"1$FFI0":&'[1;"T2%1'&の発現を誘導することで肝線維化の進行に

関与するということが報告された" +?'M2,2"01"2345".@!!-。興味深いことに、肝線維症

モデルラット" +A@_"OO3S"$<"^0:012U30"'$3"!4A",/Zb:5"78'85"H"[00b-"では (a( タンパク

質発現量が正常ラットより低値を示すことが報告されている" +92<:"01"2345".@!!-。一

方、レンチウイルスベクターを用いて肝線維症モデルラットに (a( を過剰発現さ

せると肝線維化のマーカーであるコラーゲンの低下が認められることから、(a(

は肝線維化に対して保護的に働くことが報告されている" +92<:"01"2345".@!!-。以上よ

り、,$(D7S2を介した (a( の発現低下は肝線維化の進行に関与している可能性が

考えられた" +=$:4"!@*-。"

そこで、BA7活性化による ,$(D7S2の発現誘導が (a( タンパク質発現量に影響

を及ぼすか、BA7活性化能を有するエトポシドを d0BX.細胞" +野生型 BA7発現細胞

株-"に処置し検討を行った。=$:4"!@Rに示すように、エトポシドの処置により BA7

の下流遺伝子である B.!",()*発現量の 646倍の上昇が認められ、BA7が活性化さ

れていることが示された。またその時、,21I&0",$(D7S2発現量も有意な上昇" +!4A倍-"

を示し" +=$:4"!@O-、(a( タンパク質発現量の有意な低下" +H._-"が認められた" +=$:4"

!@E-。続いて変異型 BA7発現細胞株である dId\細胞にエトポシドを処置し同様の

検討を行った。d0BX.細胞と異なり、dId\細胞では B.!",()*、,21I&0",$(D7S2

発現量、(a( タンパク質発現量に変化は認められなかった" +=$:4"!@JDX-。以上より、

BA7の活性化を介した ,$(D7S2の誘導は (a( の発現を低下させることが示唆され

た。"

"

"

"



.6"

"

"

"

"

"

"

"
"
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=$:4"!@4"JTT0%1F"'T"$<MI%1$'<"'T",$(D7S2"1;&'I:;"BA7"2%1$^21$'<"'<"0KB&0FF$'<"'T"0<M':0<'IF"
(a( "B&'10$<"$<"d0BX."2<M"dIdD\"%033F4"+*-"N%;0,2"F;'[$<:"B&0^$'IF"T$<M$<:F"2<M"<0["$<F$:;1F"
'<"1;0"B&':&0FF$'<"'T"3$^0&"T$U&'F$F"1;&'I:;"BA7"2%1$^21$'<4"+RDJ-"d0BX."2<M"dIdD\"%033F"[0&0"
1&0210M"[$1;"!" #"01'B'F$M0"'&"@4!_"E#Ne"T'&"SH";5"2<M"1;0"1'123"()*"2<M"1'123"%033";',':0<210F"
[0&0"$F'3210M4"+R"2<M"J-"Q;0"B.!",()*"30^03F"[0&0"M010&,$<0M"UC"&023D1$,0"(QDVO("2<M"
<'&,23$W0M"1'"1;0" D2%1$<",()*"30^03F4"+O"2<M"=-"Q;0",21I&0",$(D7S2"30^03F"[0&0"M010&,$<0M"UC"
&023D1$,0"(QDVO("2<M"<'&,23$W0M"1'"1;0"PG"F<()*"30^03F4"+E"2<M"X-"Q;0"(a( "B&'10$<"30^03F"
[0&0"M010&,$<0M"UC"90F10&<"U3'1"2<23CF$F"2<M"<'&,23$W0M"1'"1;0" D2%1$<"B&'10$<"30^03F4"Q;0"^23I0F"
2&0"0KB&0FF0M"2F"B0&%0<12:0F"&0321$^0"1'"1;21"'T"d0BX."%033F"1&0210M"[$1;"E#Ne4"E212"2&0"1;0",02<F"
p"NE"'T"1;&00"$<M0B0<M0<1"0KB0&$,0<1F4"q5"o"@4@A"2<M"qqq5"o"@4@@!"%',B2&0M"[$1;"1;0"E#Ne"
1&021,0<1"UC"N1IM0<1 F"1D10F14" "

"

>D7DH 線維化の認められる肝における ,21I&0",$(D7S2と (a( タンパク質発現量

の解析"

"

 ,$(D7S2による (a( の発現制御と肝線維化との関連を明らかにするため、線維

化ヒト肝サンプルを用いて ,21I&0",$(D7S2と (a( タンパク質発現量を測定し、正

常肝サンプルと比較した。正常肝組織と比べて線維化の認められる肝組織では

,21I&0",$(D7S2は有意ではないものの" +5"n"@4@H-"高値を示す傾向が認められ" +=$:4"

!!*-、一方、(a( タンパク質発現量は有意に" +5"o"@4@A-"低い値を示した" +=$:4"!!R-。

また、,21I&0",$(D7S2と (a( タンパク質発現量との間には有意な" +(F"n"D@4\65"5"o"

@4@@!-"逆相関関係が認められた" +=$:4"!!O-。従って、,$(D7S2の高発現が (a( によ

る保護作用を破綻させ、線維化の悪化に関与していることが示唆された。"



7!"

"
=$:4"!!4"JKB&0FF$'<"30^03F"'T",21I&0",$(D7S2"2<M"(a( "B&'10$<"$<"T$U&'1$%"2<M"<'&,23";I,2<"
3$^0&F"2<M"1;0$&"&0321$'<F;$B4"+*-"Q;0",21I&0",$(D7S2"30^03F"[0&0"M010&,$<0M"UC"&023D1$,0"(QDVO("
2<M"<'&,23$W0M"1'"1;0"PG"F<()*"30^03F4"Q;0"U2&F"&0B&0F0<1"1;0",02<F4"+R-"Q;0"(a( "B&'10$<"
30^03F"[0&0"M010&,$<0M"UC"90F10&<"U3'1"2<23CF$F"2<M"<'&,23$W0M"1'"1;0" D2%1$<"B&'10$<"30^03F4"Q;0"
U2&F"$<M$%210"1;0",02<F"'T"02%;":&'IB4"+O-"(0321$'<F;$B"U01[00<"1;0",21I&0",$(D7S2"2<M"(a( "
B&'10$<"30^03F4"Q;0"^23I0F"2&0"0KB&0FF0M"2F"B0&%0<12:0F"&0321$^0"1'"1;0"3'[0F1"^23I04"J2%;"B'$<1"
&0B&0F0<1F"1;0",02<"'T"1['"$<M0B0<M0<1"0KB0&$,0<1F4"

"

"

"
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第 S節 考察"

"

本章では (a( の発現調節に ,$(D7S2が関与する可能性を検討した。哺乳類の場

合、,$()*は標的 ,()*の主に 7 DPQ(に結合して標的遺伝子の発現を負に制御す

る" +9I"01"2345".@@S-。7 DPQ(の #(Jを探すプログラム Q2&:01N%2<を用いて、(a( "

,()*の 7 DPQ(に #(Jが存在するか検討したところ、!つ認められた" +#(J!-。

しかし、その #(J!は機能的でないことがルシフェラーゼアッセイにより示された"

+=$:4"S-。,$()*は翻訳領域の #(Jにも機能的に働くことが報告されている" +Q2C"01"

2345".@@H-。そこで、翻訳領域についても #(Jを探索できるプログラム ()*..を用

いて、(a( の翻訳領域に #(Jが存在するか検討したところ、!つ認められ" +#(J.-、

その #(J.が機能的であることが示された。,$(D7S2との相補性は #(J!"+D7H4G"

b%23Z,'3-"の方が #(J."+D.\46"b%23Z,'3-"より高かった。したがって、#(Jが機能的

かどうかを ,$()*との相補性のみから判断することはできない。このことは以前

より報告されていることと一致する" +a$2"01"2345".@@6-。一般にコンピュータ解析によ

る #(Jの同定は偽陽性の確率が高いとされている" +*30K$'I"01"2345".@@6-。予測プロ

グラムはそれぞれで用いるアルゴリズムが異なっており、探索方法やそれにより予

測される ,$()*の数も多岐にわたる。また、,$()*が ,()*を認識する際、,()*

の .次構造も重要であるが、コンピュータ解析による #(Jの同定の際には考慮さ

れていない。より精度の高いアルゴリズムの構築が求められており、そのためには

機能的な #(Jとそうでないものの条件など、基礎的な情報を蓄積する必要がある

と考えられる。  "

d0BX.細胞に ,$(D7S2を過剰発現させたところ、(a( タンパク質発現量の低下

が認められた" +=$:4"A-。また、(a( ",()*発現量の低下が認められた" +=$:4"G-"こ

とから、,$(D7S2による (a( タンパク質発現量の低下は ,()*発現量の低下に伴

うものであることが示唆された。この時、(a( ",()*の安定性が低下し" +=$:4"\-、

(a( の転写能には影響が認められなかったこと" +=$:4"H-、から、,$(D7S2"は ,()*

の分解を亢進することで (a( の発現を制御していることが示された。,$()*が翻

訳領域の #(Jを認識する場合、翻訳抑制ではなく、,()*の分解を介して標的遺
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伝子の発現を制御することが報告されている" +EII&F,2"01"2345".@@H8"e11"01"2345".@!!-。

当研究室においても,$(D.Sがd)=S の翻訳領域に存在する#(Jを認識して,()*

の分解を亢進することを明らかにしている" +Q2b2:$"01"2345".@!@-。本検討の結果は、

翻訳領域の #(Jが機能的である場合、,()*の分解が発現制御メカニズムである

ことを支持するものと考える。"

,$(D7S2が (a( の下流遺伝子に及ぼす影響について検討した際、,$(D7S2の過剰

発現により、リガンドによる O`V.G",()*の誘導が消失した" +=$:4"6*-。6D&!$D(*

は (*(よりも (a( に高い親和性を示すが、 21(*は (*(にのみ親和性を示す"

#2&$33"01"2345".@@7-。従って、ヘテロダイマーパートナーのリガンドの場合であって

も ,$(D7S2による (a( の発現抑制は下流遺伝子の誘導に影響を及ぼすと予想され

る。このことは、Va(のリガンドであるリファンピシン処置により上昇した O`V7*S

転写活性が ,$(D7S2の過剰発現により消失したこと" +=$:4"6R-"からも支持される。

O`V7*Sは市場の医薬品の A@_以上を代謝することから、,$(D7S2は薬物代謝に影

響を及ぼす可能性が考えられる。加えて、(a( が脂肪酸やコレステロールの代謝

に関与していることから" +92<"01"2345".@@@-、,$(D7S2は脂質代謝も制御しているかも

しれない。"

BA7活性化能を有する 01'B'F$M0を d0BX.細胞" +野生型 BA7発現細胞株-"に処置し

た時、,21I&0",$(D7S2発現量の有意な上昇が認められ" +=$:4"!@O-、(a( タンパク質

発現量は有意に低下した" +=$:4"!@E-。dId\細胞" +変異型 BA7発現細胞株-"ではこの

ような現象は認められなかったことから、BA7の活性化を介した ,$(D7S2の発現誘

導が (a( タンパク質発現量の低下に関与していることが示唆された。BA7は E)*

損傷、活性酸素種、低酸素状態で活性化することから、(a( の発現はストレス下

で制御されている可能性が考えられる。"

 正常肝組織と比べて線維化の認められるヒト肝組織では RXR タンパク質発現量

は低値を示すことを初めて明らかにした (Fig. 11B)。一方、mature miR-34a発現量は

高値を示す傾向が認められ (Fig. 11A)、,21I&0",$(D7S2と (a( タンパク質発現量と

の間には有意な逆相関が認められた" +=$:4"!!O-。従って、肝線維化に伴う RXR の

発現変動の背景に miR-34aによる発現制御が関与していることが示唆された。本検



7S"

討で用いた線維化ヒト肝サンプルには、線維化の程度が軽度なもの (n = 3) と重度

なもの (n = 5) が存在した (Table 4)。しかし、線維化の程度と mature miR-34aまた

は Ra( タンパク質発現量との間に有意な関係は認められなかった" +M212"<'1"

F;'[<-。,$(D7S2は肝線維化の発症または進行に関与している可能性が考えられる。

Ra( による肝線維化の抑制機構は不明であるが、21(*を処置するとコラーゲン合

成に関与する 2%1$^21'&"B&'10$<"!経路が抑制され、(a( アンタゴニスト処置により

その抑制は減弱することが報告されている。今後、miR-34aによる RXR の発現制

御が I型コラーゲンなどの線維化マーカーに与える影響について検討していく必要

があると考える。本検討により、,$(D7S2は肝線維化に対しても重要であることが

示唆された。 

ラット肝星細胞において (a( の発現が ,$(D.\2ZUにより制御されることが報告

されている" +f$"01"2345".@@6-。,$(D.\2ZUの F00M"F0]I0<%0はラット (a( ,()*との

相補性が H塩基と高く、#(Jの配列がヒトとラットで保存されていることから、ヒ

ト (a( の発現調節においても機能的に働く可能性があると考えられた。しかし、

d0BX.細胞に ,$(D.\Uを過剰発現させたところ、ヒト (a( タンパク質発現量の低

下は認められなかった" +M212"<'1"F;'[<-。,$()*に認識される標的遺伝子の配列を

組み込んだ FB'<:0と呼ばれる発現プラスミドを細胞へ導入すると、内因性の標的遺

伝子への,$()*の作用が減弱することが知られていることから" +JU0&1"01"2345".@!@-、

d0BX細胞では ,$(D.\Uで制御される他の因子が多く存在し (a( への作用を減弱

させている可能性が考えられる。"

以上、本章では,$(D7S2が (a( の発現を,()*の分解により負に制御しており、

それが (a( の下流遺伝子の誘導能に影響を及ぼすことを明らかにした。これまで、

,$(D7S2の機能は癌領域を中心に研究されてきたが、今回の検討により薬物代謝や

肝線維化の発症、進行にも関与するという新たな知見を得た。 
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第 >>章 ,$(D7S2ノックダウンの肝線維化への影響"

"

第 !節 緒言"

"

肝線維症は肝細胞障害に対する創傷治癒の結果、I型コラーゲンなどの細胞外マ

トリックスが過剰に蓄積した病態である。肝線維症が進行すると肝硬変、肝癌へと

進展するが、現在までに有効な治療法が確立されていない。これまで ,$()*を治

療標的とする試みがいくつかなされている" +Q2b0F;$12"01"2345".@!@8"/$I"01"2345".@!!-。例

えば、,$(D!..は O型肝炎ウイルスの複製に必要とされるものであるが、O型肝炎

ウイルスを感染させたチンパンジーにアンチセンスオリゴを投与して ,$(D!..をノ

ックダウンすると、ウイルス数の低下および肝機能の回復が認められたことが報告

されている" +/2<T'&M"01"2345".@!@-。>章で述べたように、,$(D7S2の発現量は肝線維化

に伴い上昇することから、,$(D7S2ノックダウンの肝線維化への影響を検討するこ

とは肝線維症を治療する上で有用と考える。"

未修飾の ()*は生体内でヌクレアーゼにより速やかに分解されることが知られ

ている。 D9Dメチル化やホスホロチオエート化といった化学修飾はヌクレアーゼに

対する安定性を向上させることから、現在アンチセンスオリゴの修飾に広く用いら

れている。しかし、このような分子はその極性の高さから細胞膜透過性が乏しく、

腎クリアランスを受けて速やかに体外に排泄されてしまうため、目的の細胞への導

入効率の悪さが課題になっている。#I31$TI<%1$'<23"0<^03'B0D1CB0"<2<'"M0^$%0"+#J)E-"

は北海道大学の原島"秀吉教授らによって開発された Bd応答性カチオン性膜脂質で

ある。血中では、#J)Eは電気的に中性を示し、*B'Jタンパク質と結合して 3'["

M0<F$1C"3$B'B&'10$<"&0%0B1'&を発現する肝実質細胞にエンドサイトーシスにより取り

込まれる" +=$:4"!.-。エンドソームの成熟化に伴ってエンドソーム内が酸性化すると、

#J)Eはカチオン性に変化しエンドソーム膜との静電的に相互作用して予め内封

したおいた核酸を細胞質に効率良く送達することが可能である。"

本章では、肝線維化を引き起こす化学物質として頻用されている CCl4を用いて肝

線維化モデルマウスを作製し、,$(D7S2に対するアンチセンスオリゴを封入した
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#J)Eを投与し、,$(D7S2ノックダウンの肝線維化への影響を検討した。 
"
"
=$:4"!.4"E03$^0&C"'T"<I%30$%"2%$M"
UC"#J)E4"#J)E";2^0"1;0"
B'10<1$23"1'"U0;2^0"2F"<0I1&23"
3$B'F',0F"$<"U3''M"^0FF035"
2%]I$&$&<:"2B'J4"#J)E"$F"12b0<"
IB"UC";0B21'%C10F"1;&'I:;"
/E/(D,0M$210M"0<M'%C1'F$F4"
*T10&"IB12b05"1;0",0,U&2<0"
F1&I%1I&0"'T"#J)E"%;2<:0F"$<"
&0FB'<F0"1'"0<M'F',23"
2%$M$T$%21$'<4")I%30$%"2%$M"
0<%2BFI3210M"$<"#J)E"$F"&0302F0M"
T&',"0<M'F',0"^$2",0,U&2<0"
TIF$'<4"

"
"

第 .節 実験材料および実験方法"

"

>>D.D! 実験材料および使用機器"

"

OO3S、オリーブ油、マイヤーヘマトキシリン溶液、エオジン溶液、ファストグリ

ーン =O=、ワンギーソン液 Vは和光純薬工業より購入した。*/Q値測定用の富士ド

ライケムスライドは富士フィルム" +N2$12,25"f2B2<-"より購入した。E$&0%1"&0M"H@は

N$:,2D*3M&$%;"+N14"/'I$F5"#e-"より購入した。eB1$,23"%I11$<:"10,B0&21I&0"+e4O4Q-"

%',B'I<Mはサクラファインテックジャパン" +Q'bC'5"f2B2<-"より購入した。脂溶性の

封入材 #'I<1D]I$%bは大道産業" +N2$12,25"f2B2<-"より購入した。ペントバルビタール

ナトリウムは東京化成工業" +Q'bC'5"f2B2<-"より購入した。べニューラ静脈留置針

NND\"+.SX×.A",,-"はトップ" +Q'bC'5"f2B2<-"より購入した。ペリスタポンプはアト

ー" +Q'bC'5"f2B2<-"の NfD!.!!型および NfD!..@型を使用した。全ての塩基を . D9Dメ

チル化およびホスホロチオエート化修飾した 2<1$D,$()*"'3$:'<I%30'1$M0"T'&",$(D7S2"

+*#e",$(D7S25"AkD*O**OO*XOP**X*O*OPXOO*D7k-"は北海道システムサイエ

ンスに合成を依頼した。マウスモノクローナル %C1'%;&',0"%抗体は *U%2,"

+O2,U&$M:05"P?-、>(EC0"GH@/Q"ヤギ抗マウス >:Xは />DOe("R$'F%$0<%0Fより購入し
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た。その他の試薬は和光純薬工業等の特級または生化学用のものを用いた。"

 以下に本章で使用した培地および試薬の組成を示した。必要のあるものはオート

クレーブ" 、.@分間または S@分間-"等の滅菌処理を行った。前章で既に使用

した試薬等の記載は省略した。"

"

V$%&'F$&$IF"&0M"+VN(-"溶液"

E$&0%1"&0M"H@およびファストグリーン =O="@4.":をワンギーソン液 V".@@",/に溶解さ

せた。"

"

JXQ*溶液" +Bd"\4H-"

塩化ナトリウム H4@":、塩化カリウム @4S":、リン酸二ナトリウム十二水和物" @4!.!:、

リン酸二水素カリウム @4@G":、炭酸水素ナトリウム @47A":、グルコース" !4@":、dJVJN"

.47H7":、JXQ*"@4!6":"

"

d2<bF溶液" +Bd"\4G-"

塩化ナトリウム H@4@":、塩化カリウム S4@":、リン酸二ナトリウム十二水和物 !4.!":、

リン酸二水素カリウム @4G":、炭酸水素ナトリウム 74A":、グルコース" !@4@":"

"

コラーゲナーゼ溶液" +Bd"\4H-"

硫酸マグネシウム七水和物 @4@S":、塩化カルシウム二水和物 @4!S\":、コラーゲナー

ゼ" +>c-"@4!":、d2<bF溶液 .@",/に精製水を加え、全量を .@@",/とした。"

"

V0&%'33溶液" +Bd"\4G-"

V0&%'33"SA@",/、d2<bF溶液 A@",/"

"

)VDS@"3CF$F"UITT0&"+Bd"H4@-"

!"#"Q&$FDdO3"+Bd"H4@-"!@",/、塩化ナトリウム" !4\A":、)'<$M01"VDS@"+)VDS@-".",/、

JEQ*"\A",:に精製水を加え全量を .@@",/とした。"
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>>D.D. マウスへの OO3Sおよび *#e7S2"#J)Eの投与と採血ならびに肝臓の採取"

"

動物実験は、金沢大学動物実験指針に従って行った。OA\R/ZGfマウス" +雄性、H

週齢" ..L.A:8"日本 N/O5"N;$WI'b25"f2B2<-"を馴化飼育した後、オリーブ油で A倍希釈

した OO3S"!",/Zb:を週 .回、!、.、S、H週間、腹腔内投与した" +<"n"S-。コントロ

ール群" +<"n"7-"には同じ容量のオリーブ油を腹腔内投与した。最終投与より \.時間

後に下行大静脈より採血を行い、肝臓を採取した。採血にはへパリナイズしたシリ

ンジを用いた。"

#J)Eへの *#e",$(D7S2の封入は、北海道大学大学院"薬学研究院薬剤分子設計

学研究室の佐藤悠介博士に依頼した。肝線維化の発症への影響を調べる検討では、

VRNで希釈した#J)E化*#e",$(D7S2"+*#e7S2"#J)E-"+!",:Zb:、容量は !@",/Zb:-"

または *#e",$(D7S2を封入していない 0,B1C"#J)E"+!@",/Zb:-"をマウスに静脈投

与し、.S時間後より >>D.D.に準じて OO3Sの投与を !週間行った。OO3S最終投与よ

り \.時間後に下行大静脈より採血を行い、肝臓を採取した。肝線維化の進行への影

響を調べる検討では、>>D.D.に準じてマウスへの OO3Sの投与を S週間行い、OO3S投

与開始から .!日目に *#e7S2"#J)E"+!",:Zb:、容量は !@",/Zb:-"または 0,B1C"

#J)E"+!@",/Zb:-"を静脈投与した" +=$:4"!7-。OO3S最終投与より .S時間後に尾静脈

より採血を行い、\.時間後に肝臓を採取した。"

"

"

"

"

"

"
=$:4"!74"Q$,03$<0"'T"!"#4!4'"0KB0&$,0<1F"1'"M010&,$<0"1;0"0TT0%1F"'T"*#e7S2"#J)E"2M,$F$1&21$'<"
'<"1;0"B&':&0FF"'T"3$^0&"T$U&'F$F4"OO3S"+!",/Zb:"$<"'3$^0"'$3-"[2F"$<1&2B0&$1'<0233C"2M,$<$F10&0M"
1[$%0"2"[00b"T'&"S"[00bF4"e<".!1;"M2C"2T10&"1;0"T$&F1"2M,$<$F1&21$'<"'T"OO3S5"*#e7S2"#J)E"+!"
,:Zb:-"[2F"$<1&2^0<'IF3C"2M,$<$F10&0M"$<"2"F$<:30"M'F04"

"
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>>D.D7 血漿の分離および */Q値の測定"

 "

>>D.D.で採血した血液を !.5@@@"&B,、S で A分間遠心分離し、血漿を回収した。

その後、血漿 !@" /をスライドにアプライし、E(>DOdJ#"S@@@c"+富士フィルム-"を

用いて */Q値を測定した。"

"

>>D.DS dJ染色および VN(染色"

"

e4O4Q4"%',B'I<Mで封入した肝組織をミクローム社のクリオスタット d#A@AJ"

+9233M'&T5"X0&,2<C-"を用いて !@" ,の厚さにスライスし、スライドに貼り付け組織

切片を作製した。室温で !時間風乾後、7@秒間水に浸して洗浄した。dJ染色では、

マイヤーヘマトキシリン溶液に !分間浸し、水洗した後、エオジン溶液に !分間浸

した。VN(染色では、VN(溶液に 7@分間浸した。水洗した後、\@_エタノール、6@_

エタノール、664A_エタノール、!@@_エタノール、キシレンの順に A分間浸して脱

水し、風乾後に #'I<1D]I$%bを用いて封入した。"

"

>>D.DA "マウス肝サンプルにおける ,21I&0",$(D7S2および ,()*発現量の測定"

 "

 マウス肝約 !",:に ()*$F'を !",/加え、ガラスホモジナイザーでホモジナイズ

した後、!4A",/チューブに回収した。>D.D!!に準じて 1'123"()*を調製し、>D.D!\に

準じて ,21I&0",$(D7S2発現量を測定した。"

 >D.D!!に準じて %E)*への逆転写反応を行い、Q2U30"Aに示したプライマーを用い

て >D.D!.に準じて &023D1$,0"(QDVO(を行った。*3U、 N#*および O'3!2!はホール

ド反応を で 7@"秒間行った後、解離反応を 6S で .@秒間、アニーリングと伸

長反応を GS で .@秒間とし、S@サイクル行った。Q:T !はホールド反応を

で 7@秒間行った後、解離反応を 6S で .@秒間、アニーリングを G@ で 7@秒間、

伸長反応を \. で .@秒間とし、S@サイクル行った。 D2%1$<はホールド反応を 6S

で 7@秒間行った後、解離反応を 6S で .@秒間、アニーリングと伸長反応を GH
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で .@秒間とし、S@サイクル行った。"

"

Q2U30"A4"N0]I0<%0"'T"B&$,0&F"IF0M"T'&"&023D1$,0"(QDVO("2<23CF$F4 "
V&$,0&"   N0]I0<%0"     

*3U"T'&[2&M" AkD**X*OXQXQXQQXOOX*QX*XD7k" "
*3U"&0^0&F0 AkD*XOOQOQXXOOQQQO***QXXD7k" "
N#*"T'&[2&M" AkD**O"*OX"XO*"QO*"QO*"OO*"*OD7k" "
N#*"&0^0&F0" AkD*Q*"O*Q"XXO"XXX"X*O"*QQ"X*D7k" "
Q:T !"T'&[2&M" AkD*OO"XO*"*O*"*OX"OO*"QOQ"*QXD7k" "
Q:T !"&0^0&F0" AkDOXQ"O**"**X"*O*"XOO"*OQ"O*XD7k" "
O'3!2!"T'&[2&M" AkDXOO"**X"**X"*O*"QOO"OQX"**XD7k" "

O'3!2!"&0^0&F0" AkDOOQ"OX*"OQO"OQ*"O*Q"OQQ"OQXD7k" "

-actin forwarda" AkD*OX"XOO"*XX"QO*"QO*"OQ*"QQX"XD7k" "

-actin reversea" AkDOQ*"XX*"XOO"*X*"XO*"XQ*"*QO"QOD7k"
"

2?'U2C2F;$"01"23"+.@@6-4"   

"

>>D.DG マウス肝実質細胞および非実質細胞における *3U",()*および ,21I&0"

,$(D7S2発現量の測定"

"

>>D.D.に準じてマウスへの OO3Sの投与を !週間行った。最終投与より \.時間後に

ペントバルビタールナトリウム" +!@@",:Zb:-"を腹腔内投与して麻酔し、開腹した。

門脈下に縫合糸をくぐらせ、門脈下方から挿入したべニューラ静脈留置針を縛り、

門脈内に固定した。ペリスタポンプを用いて JXQ*液を放出し、ただちに下行大静

脈を切断して A分間灌流した。コラーゲナーゼ液を !A分間灌流した後に肝臓を採取

した。!@_"=RN、S4A":Z/グルコース、!@",#"dJVJNを含む E#J#を .@",/添加し

た !@"%,シャーレ上で肝臓を細切し、金網で濾過した後、試験管に分注して A@@"&B,、

S で 7分間遠心分離した。沈殿を !@_"=RN、S4A":Z/グルコース、!@",#"dJVJN

を含む E#J#"A",/に懸濁し、" V0&%'33液を A",/を添加して A@@"&B,、S Cで !@分

間遠心分離した。沈殿は肝実質細胞として回収し、()*$F'を !",/添加し、!@分間

室温に放置した後、!4A",/チューブに移した。中間層を別の試験管に移し、.5@@@"&B,、

S で !@分間遠心分離した。沈殿は非実質細胞" +<'<DB2&0<%;C,23"%033F5")VOF-"とし
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て回収し、()*$F'を !",/添加し、!@分間室温に放置した後、!4A",/チューブに

移した。>D.D!!に準じて 1'123"()*の調製および %E)*への逆転写反応を行い、>>D.DA

に準じて *3U",()*発現量を測定した。また、>D.D!\に準じて ,21I&0",$(D7S2発現

量を測定した。"

"

>>D.D\ " 9;'30"%033"3CF210の調製とタンパク質定量"

"

マウス肝約 .@",:に最終濃度が A@@" :Z,/"*V#N=、A@" :Z,/"ロイペプチン、!@@"

:Z,/"アプロチニンになるように添加した )VDS@"3CF$F"UITT0&を加え、テフロンホモ

ジナイザーを用いてホモジナイズし、氷上で !時間インキュベートした。その際、

!A分間に !回激しく攪拌した。!75@@@"&B,、S" で、!A分間遠心分離後、上清を回

収し [;'30"%033"3CF210を得た。タンパク質濃度は >D.D6に準じて測定した。"

"

>>D.DH " NENDV*XJとウェスタンブロッティング"

"

 >>D.D\で得られた [;'30"%033"3CF210を用いて、>D.D!@"に準じて NENDV*XJおよび

ウェスタンブロッティングを行った。!A_ポリアクリルアミドゲルに [;'30"%033"

3CF210を .@" :アプライした。!次抗体として、マウスモノクローナル %C1'%;&',0"%

抗体" +A@@倍希釈-"を用い、室温で一晩反応させた。.次抗体として >(EC0GH@/Q標

識ヤギ抗マウス >:X"+VRNQで !@5@@@倍希釈-"を用い、室温で !時間反応させた。"

"

>>D.D6 統計解析"

"

二群間の比較は F")D10F1により、多群間の比較は e<0D[2C"*)ec*と QIb0C F"

10F1により解析した。5"o"@4@Aの時、統計学的に有意とした。"

"

"

"
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第 7節 実験結果 "

"

>>D7D! 肝線維化モデルの評価"

"

OO3S反復投与後 !、.、S、H週目に採取した血漿を用いて */Q値を測定した" +=$:4"

!S-。OO3S投与 !週目からオリーブ油群と比べて高値を示す傾向が認められ、H週目

では有意に高値を示した。"

"

"
=$:4"!S4"V32F,2"*/Q"30^03F"$<",'IF0"
,'M03"'T"3$^0&"T$U&'F$F"$<MI%0M"UC"1;0"
2M,$<$F1&21$'<"'T"OO3S4"OO3S"+!",/Zb:"
$<"'3$^0"'$3-"[2F"$<1&2B0&$1'<0233C"
2M,$<$F10&0M"1[$%0"2"[00b"T'&"!5".5"S5"'&"
H"[00bF4"N0^0<1CD1['";&"2T10&"1;0"32F1"
2M,$<$F1&21$'<"OO3S5"B32F,2"FB0%$,0<F"
[0&0"%'330%10M"2<M"*/Q"30^03F"[0&0"
,02FI&0M4"E212"2&0"1;0",02<F"p"NE"
+e3$^05"<"n"78"OO3S5"<"n"S-4"q5"o"@4@A"UC"
N1IM0<1 F"1D10F14" "

"

"

"

dJ染色において、投与 !週目から炎症細胞の浸潤および細胞死が認められ、そ

の程度は投与期間依存的に増大した" +=$:4"!A-。また、投与 !週目では一部の門脈域

周辺に線維化も認められ、その範囲は投与期間依存的に拡大し、投与 S週目、H週

目では隣接する門脈域の間に線維性架橋の形成が認められた。VN(染色では、投与

!週目からコラーゲンの沈着が認められ、投与 S週目、H週目ではコラーゲン蓄積量

の増大および架橋の形成が認められた。以上より、OO3Sの反復投与により線維化モ

デルが作製されたことを確認した。"

"

"
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"

=$:4"!A4"d$F1'B21;'3':$%23"%;2<:0F"'T"3$^0&"$<",'IF0",'M03"'T"3$^0&"T$U&'F$F"$<MI%0M"UC"1;0"
2M,$<$F1&21$'<"'T"OO3S4"OO3S"+!",/Zb:"$<"'3$^0"'$3-"[2F"$<1&2B0&$1'<0233C"2M,$<$F10&0M"1[$%0"2"[00b"
T'&"!5".5"S5"'&"H"[00bF4"N0^0<1CD1['";&"2T10&"1;0"32F1"2M,$<$F1&21$'<"OO3S5"/$^0&"F0%1$'<F"[0&0"
%'330%10M"2<M"F12$<0M"[$1;"dJ"2<M"VN("+'&$:$<23",2:<$T$%21$'<"iS@-4"
"

>>D7D. #21I&0",$(D7S2の発現変動解析"

"

,$(D7S2が肝線維化のどの段階で発現変動しているか調べるため、,21I&0",$(D7S2

発現量を測定した" +=$:4"!G-。OO3S投与 !週目からオリーブ油群と比べて ,21I&0"

,$(D7S2発現量が有意に高値を示し、その上昇の程度は線維化の度合いに関わらず

一定であった" +ALH倍-。"

続いて ,$(D7S2の発現上昇がどの細胞で起こっているか調べるため、OO3Sを !週

間投与後に肝実質細胞および )VOFにおける ,21I&0",$(D7S2発現量を測定した。肝

実質細胞のマーカーである *3U",()*発現量を測定したところ、オリーブ油、OO3S

投与のいずれの場合においても、)VOFでは肝実質細胞に比べて顕著に低い値" +!@_、

!7_-"を示し、各細胞の分離ができていることが確認された" +=$:4"!\*-。オリーブ油

投与マウスにおいて、)VOFでは ,21I&0",$(D7S2発現量が顕著に低い値" +肝実質細胞

の !7_-"を示したことから、正常マウス肝の )VOFでは ,$(D7S2はほとんど発現し



SS"

ていないことが示された。しかし、OO3S投与によりオリーブ油群と比べてどちらの

細胞においても ,21I&0",$(D7S2発現量の上昇" +74.倍、64@倍-"が認められたことか

ら" +=$:4"!\R-、,$(D7S2は肝線維化の初期段階から肝実質細胞および )VOFで発現上

昇していることが示された。"
=$:4"!G4"JKB&0FF$'<"30^03F"'T",21I&0"
,$(D7S2"$<"3$^0&"'T",'IF0",'M03"'T"
3$^0&"T$U&'F$F"$<MI%0M"UC"1;0"
2M,$<$F1&21$'<"'T"OO3S4"OO3S"+!",/Zb:"
$<"'3$^0"'$3-"[2F"$<1&2B0&$1'<0233C"
2M,$<$F10&0M"1[$%0"2"[00b"T'&"!5".5"S5"'&"
H"[00bF4"N0^0<1CD1['";&";&"2T10&"1;0"32F1"
2M,$<$F1&21$'<"OO3S5"3$^0&"F2,B30F"[0&0"
%'330%10M"2<M",21I&0",$(D7S2"30^03F"
[0&0"M010&,$<0M"UC"&023D1$,0"(QDVO("
2<M"<'&,23$W0M"[$1;"1;0"PG"F<()*"
30^03F4"E212"2&0"1;0",02<F"p"NE"+e3$^05"
<"n"78"OO3S5"<"n"S-4"qq5"o"@4@!"2<M"
qqq5"o"@4@@!"UC"N1IM0<1 F"1D10F14"
"

"

"

"
=$:4"!\4"JKB&0FF$'<"30^03F"'T",21I&0",$(D7S2"$<";0B21'%C10F"2<M")VOF"$F'3210M"T&',"3$^0&"'T",'IF0"
,'M03"'T"3$^0&"T$U&'F$F"$<MI%0M"UC"1;0"2M,$<$F1&21$'<"'T"OO3S4"OO3S"+!",/Zb:"$<"'3$^0"'$3-"[2F"
$<1&2B0&$1'<0233C"2M,$<$F10&0M"1[$%0"2"[00b"T'&"!"[00b4"N0^0<1CD1['";&"2T10&"1;0"32F1"2M,$<$F1&21$'<"
OO3S5";0B21'%C10F"2<M")VOF"[0&0"$F'3210M4"+*-"Q;0"*3U",()*"30^03F"[0&0"M010&,$<0M"UC"&023D1$,0"
(QDVO("2<M"<'&,23$W0M"[$1;"1;0" D2%1$<",()*"30^03F4"+R-"Q;0",21I&0",$(D7S2"30^03F"[0&0"
M010&,$<0M"UC"&023D1$,0"(QDVO("2<M"<'&,23$W0M"[$1;"1;0"PG"F<()*"30^03F4"E212"2&0"1;0",02<F"p"
NE"'T"1;&00"$<M0B0<M0<1"0KB0&$,0<1F4"qqq5"o"@4@@!4" 5"o"@4@@!5"%',B2&0M"[$1;";0B21'%C10F4"



SA"

>>D7D7 肝線維化発症への *#e7S2"#J)E前投与による ,$(D7S2ノックダウンの

影響"

"

,$(D7S2ノックダウンによる肝線維化の発症への影響を調べるために、OO3S投与

前に*#e7S2"#J)Eを投与し、翌日よりOO3Sを!週間反復投与して検討した。#21I&0"

,$(D7S2発現量は、オリーブ油を投与した場合では、*#e7S2"#J)E投与により

0,B1C"#J)E投与に比べて顕著に低い値を示した" +=$:4"!H*-。また、OO3S投与によ

り認められた,21I&0",$(D7S2発現量の上昇も*#e7S2"#J)E投与により有意に抑制

されたことから、*#e",$(D7S2が肝臓内で機能的に働いていることが示された。

*/Q値は、OO3S投与により 0,B1C"#J)E群で顕著に高い値を示す個体が !匹存在し

たが、OO3S投与により認められた */Q値の上昇への *#e7S2"#J)E投与の影響は

認められなかった" +=$:4"!HR-。"

"

"

"

"

"

"

"

"

"

"

"
=$:4"!H4"JTT0%1F"'T"*#e7S2"#J)E"2M,$F$1&21$'<"'<",21I&0",$(D7S2"$<"3$^0&"2<M"B32F,2"*/Q"
30^03F4"*#e7S2"#J)E"+!",:Zb:-"[2F"$<1&2^0<'IF3C"2M,$<$F10&0M".S";&"U0T'&0"1;0"T$&F1"
2M,$<$F1&21$'<"'T"OO3S4"OO3S"+!",/Zb:"$<"'3$^0"'$3-"[2F"$<1&2B0&$1'<0233C"2M,$<$F10&0M"1[$%0"2"[00b"
T'&"!"[00b4"N0^0<1CD1['";&"2T10&"1;0"32F1"2M,$<$F1&21$'<"OO3S5"+*-",21I&0",$(D7S2"2<M"+R-"*/Q"
30^03F"[0&0",02FI&0M4"Q;0"U2&F"$<M$%210"1;0",02<F"'T"02%;":&'IB4"E212"2&0"1;0",02<F"p"NE"+0,B1C"
#J)Ej'3$^0"'$3"2<M"*#e7S2"#J)Ej'3$^0"'$35"<"n"78"0,B1C"#J)EjOO3S5"<"n"H8"*#e7S2"
#J)EjOO3S5"<"n"\-4"qqq5"o"@4@@!5"%',B2&0M"[$1;"0,B1C"#J)Ej'3$^0"'$34"qq5"o"@4@!4"

"



SG"

続いて、*#e7S2"#J)E投与により肝線維化の程度が変化するか調べる目的で

dJ染色および VN(染色による病理組織学的評価を行った" +=$:4"!6-。OO3S投与によ

り認められた細胞死" +dJ染色-、および一部のコラーゲン沈着" +VN(染色-"が、

*#e7S2"#J)E投与により減弱していた。従って、,$(D7S2は肝線維化の発症に関

与しており、*#e",$(D7S2は肝線維化に対して予防作用があることが示された。"
"

"
=$:4"!64"JTT0%1F"'T"*#e7S2"#J)E"2M,$F$1&21$'<"'<";$F1'B21;'3':$%23"%;2<:0F"'T"3$^0&"$<",'IF0"
,'M03"'T"3$^0&"T$U&'F$F"$<MI%0M"UC"1;0"2M,$<$F1&21$'<"'T"OO3S4"*#e7S2"#J)E"+!",:Zb:-"[2F"
$<1&2^0<'IF3C"2M,$<$F10&0M".S";&"U0T'&0"1;0"T$&F1"2M,$<$F1&21$'<"'T"OO3S4"OO3S"+!",/Zb:"$<"'3$^0"'$3-"
[2F"$<1&2B0&$1'<0233C"2M,$<$F10&0M"1[$%0"2"[00b"T'&"!"[00b4"N0^0<1CD1['";&"2T10&"1;0"32F1"
2M,$<$F1&21$'<"OO3S5"3$^0&"F0%1$'<F"[0&0"F12$<0M"[$1;"dJ"2<M"VN("+'&$:$<23",2:<$T$%21$'<"iS@-4"
"
>>D7DS 肝線維化マーカー,()*発現変動解析による ,$(D7S2ノックダウンの肝

線維化発症への影響評価"

"

*#e7S2"#J)E投与による肝線維化への予防作用をより詳細に調べるため、肝線

維化マーカーの ,()*発現量を測定した。 N#*",()*発現量は OO3S投与により

上昇し、その上昇は *#e7S2"#J)E投与により抑制される傾向が認められた" +=$:4"

.@*-。 N#*は活性化した肝星細胞に高発現している遺伝子であることから、*#e"

,$(D7S2は肝星細胞の活性化、増殖を抑制している可能性が考えられた。一方、肝



S\"

星細胞が産生する細胞外マトリックスである O'3!2!および肝星細胞の活性化因子

である Q:T !",()*発現量に関しては *#e7S2"#J)E投与による影響は認められ

なかった" +=$:4".@R5"O-。"
"
"
"

" "

=$:4".@4"JTT0%1F"'T"*#e7S2"#J)E"
2M,$F$1&21$'<"'<",()*"0KB&0FF$'<"30^03F"'T"
T$U&'F$FD&03210M"T2%1'&F"$<"3$^0&"'T",'IF0"
,'M03"'T"3$^0&"T$U&'F$F"$<MI%0M"UC"1;0"
2M,$<$F1&21$'<"'T"OO3S4"*#e7S2"#J)E"+!"
,:Zb:-"[2F"$<1&2^0<'IF3C"2M,$<$F10&0M".S";&"
U0T'&0"1;0"T$&F1"2M,$<$F1&21$'<"'T"OO3S4"OO3S"
+!",/Zb:"$<"'3$^0"'$3-"[2F"$<1&2B0&$1'<0233C"
2M,$<$F10&0M"1[$%0"2"[00b"T'&"!"[00b4"
N0^0<1CD1['";&"2T10&"1;0"32F1"2M,$<$F1&21$'<"
OO3S5"+*-" N#*5"+R-"O'3!2!5"+O-"Q:T !"
,()*"30^03F"[0&0"M010&,$<0M"UC"&023D1$,0"
(QDVO("2<M"<'&,23$W0M"1'"1;0" D2%1$<",()*"
30^03F4"Q;0"U2&F"$<M$%210"1;0",02<F"'T"02%;"
:&'IB4"E212"2&0"1;0",02<F"p"NE"+0,B1C"
#J)Ej'3$^0"'$3"2<M"*#e7S2"#J)Ej'3$^0"
'$35"<"n"78"0,B1C"#J)EjOO3S5"<"n"H8"*#e7S2"
#J)EjOO3S5"<"n"\-4"

"

"

"



SH"

>>D7DG アポトーシスへの ,$(D7S2ノックダウンの影響"

"

肝線維化は肝細胞が障害され、それに対する創傷治癒の結果、コラーゲンなどの

細胞外マトリクスが過剰に蓄積した状態である。,$(D7S2は R%3D.や N$&1I$<"!"+N>(Q!-

などの抗アポトーシス遺伝子を発現抑制することでアポトーシスを誘導することが

知られている" +/$"01"2345".@!7-。そこで、アポトーシスのマーカーである %C1'%;&',0"%

タンパク質発現量を調べた" +=$:4".!-。OC1'%;&',0"%タンパク質発現量は OO3S投与に

より上昇し、その上昇は *#e7S2"#J)E投与により有意に抑制された。以上より、

*#e",$(D7S2はアポトーシスを減弱させることによっても肝線維化の発症を抑制

している可能性が示された。"

"

"

"

"

"

"

"

"

"

"

"

"
=$:4".!4"JTT0%1F"'T"#J)E"'T"*#e7S2"#J)E"2M,$F$1&21$'<"'<"2B'B1'F$F"$<"3$^0&"'T",'IF0",'M03"
'T"3$^0&"T$U&'F$F"$<MI%0M"UC"1;0"2M,$<$F1&21$'<"'T"OO3S4"*#e7S2"#J)E"+!",:Zb:-"[2F"
$<1&2^0<'IF3C"2M,$<$F10&0M".S";&"U0T'&0"1;0"T$&F1"2M,$<$F1&21$'<"'T"OO3S4"OO3S"[2F"+!",/Zb:"$<"'3$^0"
'$3-"$<1&2B0&$1'<0233C"2M,$<$F10&0M"1[$%0"2"[00b"T'&"!"[00b4"N0^0<1CD1['";&"2T10&"1;0"32F1"
2M,$<$F1&21$'<"OO3S5"%C1'%;&',0"%"B&'10$<"30^03F"[0&0"M010&,$<0M"UC"90F10&<"U3'1"2<23CF$F"2<M"
<'&,23$W0M"1'"1;0" D2%1$<"B&'10$<"30^03F4"c23I0F"2&0"1;0",02<F"p"NE"+0,B1C"#J)Ej'3$^0"'$3"2<M"
*#e7S2"#J)Ej'3$^0"'$35"<"n"78"0,B1C"#J)EjOO3S5"<"n"H8"*#e7S2"#J)EjOO3S5"<"n"\-4"qq5"
o"@4@!"UC"e<0D[2C"*)ec*"2<M"QIb0C F"10F14"
"
"



S6"

>>D7DG 肝線維化進行への *#e7S2"#J)E投与による ,$(D7S2ノックダウンの影

響"

"

,$(D7S2ノックダウンにより肝線維化の進行に対しても抑制作用が認められるか

調べるために、S週間 OO3Sを反復投与して肝線維化を進行させている条件下、OO3S

投与開始から .!日目に *#e7S2"#J)Eを単回投与し、肝線維化に対する修復能を

検討した。#21I&0",$(D7S2発現量" +=$:4"..*-"および */Q値" +=$:4"..R-"は、OO3S投

与により上昇し、その上昇は *#e7S2"#J)E投与により抑制される傾向が認められ

た。"

"

"

"
=$:4"..4"JTT0%1F"'T"*#e7S2"#J)E"2M,$F$1&21$'<"'<",21I&0",$(D7S2"$<"3$^0&"2<M"B32F,2"*/Q"
30^03F"$<"3210DF12:0"T$U&'F$F4"OO3S"+!",/Zb:"$<"'3$^0"'$3-"[2F"$<1&2B0&$1'<0233C"2M,$<$F10&0M"1[$%0"2"
[00b"T'&"S"[00bF4"e<".!1;"M2C"2T10&"1;0"T$&F1"2M,$<$F1&21$'<"'T"OO3S5"*#e7S2"#J)E"+!",:Zb:-"
[2F"$<1&2^0<'IF3C"2M,$<$F10&0M"$<"2"F$<:30"M'F04"+*-"N0^0<1CD1['";&"2T10&"1;0"32F1"2M,$<$F1&21$'<"
OO3S5",21I&0",$(D7S2"30^03F"$<"3$^0&"[0&0",02FI&0M4"+R-"Q[0<1CDT'I&";&"2T10&"1;0"32F1"
2M,$<$F1&21$'<"OO3S5"V32F,2"*/Q"30^03F"[0&0",02FI&0M4"Q;0"U2&F"$<M$%210"1;0",02<F"'T"02%;":&'IB4"
E212"2&0"1;0",02<F"p"NE"+'3$^0"'$35"<"n"G8"OO3S5"OO3Sj0,B1C"#J)E"2<M"OO3Sj*#e7S2"#J)E5"<"
n"A-4"



A@"

続いて、*#e7S2"#J)E投与により肝線維化が抑制されるか調べるため、dJ染

色および VN(染色を行った" +=$:4".7-。dJ染色では、OO3S投与による肝組織障害に

対する*#e7S2"#J)E投与の影響は認められなかった。一方VN(染色では、*#e7S2"

#J)E投与により A匹中 .匹で OO3S投与によるコラーゲンの沈着の減弱が認めら

れた。従って、,$(D7S2は肝線維化の進行にも関与しており、*#e",$(D7S2は肝線

維化の修復も期待できることが示された。"

"

"

"

"

"

"

"

"

"

"

"
=$:4".74"JTT0%1F"'T"*#e7S2"#J)E"2M,$F$1&21$'<"'<";$F1'B21;'3':$%23"%;2<:0F"'T"3$^0&"$<",'IF0"
,'M03"'T"3$^0&"T$U&'F$F"$<MI%0M"UC"1;0"2M,$<$F1&21$'<"'T"OO3S4"OO3S"+!",/Zb:"$<"'3$^0"'$3-"[2F"
$<1&2B0&$1'<0233C"2M,$<$F10&0M"1[$%0"2"[00b"T'&"S"[00bF4"e<".!1;"M2C"2T10&"1;0"T$&F1"2M,$<$F1&21$'<"
'T"OO3S5"*#e7S2"#J)E"+!",:Zb:-"[2F"$<1&2^0<'IF3C"2M,$<$F10&0M"$<"2"F$<:30"M'F04"N0^0<1CD1['"
;&"2T10&"1;0"32F1"2M,$<$F1&21$'<"OO3S5"3$^0&"F0%1$'<F"[0&0"F12$<0M"[$1;"dJ"2<M"VN("+'&$:$<23"
,2:<$T$%21$'<"iS@-4"

"

>>D7DH 肝線維化マーカー,()*発現変動解析による ,$(D7S2ノックダウンの肝

線維化進行への影響評価"

"

*#e7S2"#J)E投与による肝線維化進行への抑制作用をより詳細に調べるため、

肝線維化マーカーの ,()*発現量を測定した。 N#*",()*発現量は OO3S投与に

より上昇し、その上昇は *#e7S2"#J)E投与により抑制される傾向が認められ" +=$:4"



A!"

.S*-、*#e",$(D7S2は線維化の進行段階においても肝星細胞の活性化、増殖を抑制

している可能性が考えられた。一方、O'3!2!および Q:T !",()*発現量に関しては

*#e7S2"#J)E投与による影響は認められなかった" +=$:4".SR5"O-。"

"

=$:4".74"JTT0%1F"'T"*#e7S2"#J)E"
2M,$F$1&21$'<"'<",()*"0KB&0FF$'<"30^03F"'T"
T$U&'F$FD&03210M"T2%1'&F"$<",'IF0",'M03"'T"3$^0&"
T$U&'F$F"$<MI%0M"UC"1;0"2M,$<$F1&21$'<"'T"OO3S4"
OO3S"+!",/Zb:"$<"'3$^0"'$3-"[2F"$<1&2B0&$1'<0233C"
2M,$<$F10&0M"1[$%0"2"[00b"T'&"S"[00bF4"e<".!1;"
M2C"2T10&"1;0"T$&F1"2M,$<$F1&21$'<"'T"OO3S5"
*#e7S2"#J)E"+!",:Zb:-"[2F"$<1&2^0<'IF3C"
2M,$<$F10&0M"$<"2"F$<:30"M'F04"N0^0<1CD1['";&"
2T10&"1;0"32F1"2M,$<$F1&21$'<"OO3S5"+*-" N#*5"
+R-"O'3!2!5"+O-"Q:T !",()*"30^03F"[0&0"
M010&,$<0M"UC"&023D1$,0"(QDVO("2<M"
<'&,23$W0M"1'"1;0" D2%1$<",()*"30^03F4"Q;0"
U2&F"$<M$%210"1;0",02<F"'T"02%;":&'IB4"E212"2&0"
1;0",02<F"p"NE"+'3$^0"'$35"<"n"G8"OO3S5"
OO3Sj0,B1C"#J)E"2<M"OO3Sj*#e7S2"#J)E5"
<"n"A-4"
"
"
"



A."

第 S節 考察"

"

本章では OO3Sを用いて肝線維化モデルマウスを作製し、肝線維化における

,$(D7S2の役割について検討した。OO3Sを投与したところ、!週目から,21I&0",$(D7S2

発現量が有意に高値を示し、その上昇の程度は線維化の度合いに関わらず一定であ

った" +=$:4"!G-。このことは、第 >章においてヒト肝サンプルの線維化の度合いと

,21I&0",$(D7S2発現量との間に有意な関係が認められなかったことと一致する結果

であった。OO3Sはマウス肝臓において OCB.0!によって OO37ラジカルに代謝され、

このラジカルが脂質過酸化を誘発し、炎症や細胞死を引き起こす。,$(D7S2は E)*

損傷や酸化ストレスなどにより BA7の活性化を介して発現が誘導されることから"

+(2^0&DN;2B$&2"01"2345".@@\-、OO3S暴露による細胞ストレスが ,$(D7S2の発現誘導に関

与していると考えられる。OO3Sを !週間反復投与後のマウス肝実質細胞および )VOF

における ,21I&0",$(D7S2発現量を測定したところ、オリーブ油群と比べてどちらの

細胞においても ,21I&0",$(D7S2発現量の上昇が認められたことから" +=$:4"!\R-、

,$(D7S2は肝線維化の初期段階から肝実質細胞および )VOFで発現上昇し、肝線維

化の発症、進行に関与していることが示唆された。"

,$(D7S2ノックダウンによる肝線維化発症への抑制作用を検討するため、OO3S投

与前に *#e7S2"#J)Eを投与し、翌日より OO3Sを !週間反復投与して検討したと

ころ、OO3S投与で認められた細胞死およびコラーゲン沈着が減弱した" +=$:4"!6-。こ

の時、OO3S投与で認められた N#*",()*発現量の上昇も *#e7S2"#J)E投与に

より抑制される傾向が認められたことから" +=$:4".@*-、" *#e",$(D7S2は肝星細胞

の活性化、増殖を抑制している可能性が考えられた。一方、O'3!2!と Q:T !",()*

発現量は *#e7S2"#J)E投与による影響が認められず" +=$:4".@R5"O-、VN(染色の結

果とは矛盾するものであった。この原因として、*#e",$(D7S2が O'3!2!の翻訳も

しくは沈着を抑制した可能性が考えられる。コラーゲン沈着に関与する因子として

は、コラーゲンを分解する ,21&$K",01233'B&'10$<2F0F"+##VF-"や ##VFを抑制する

1$FFI0"$<;$U$1'&"'T",21&$K",01233'B&'10$<2F0F"+Q>#VF-"が知られている。実際に、ヒト舌

扁平上皮癌細胞株に ,$(D7S2を過剰発現させた時、##V6および ##V!Sの発現が
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低下することが報告されている" +f$2"01"2345".@!S-。また、OO3S投与で認められた

%C1'%;&',0"%タンパク質発現量の上昇も *#e7S2"#J)E投与により有意に抑制され

た" +=$:4".!-。*#e7S2"#J)E投与により OO3S投与によるアポトーシスが抑制され

ることで、その後のコラーゲンの蓄積が起こりにくくなった可能性が考えられる。"

 線維化が進行している肝臓では、広範囲に渡り肝細胞障害、コラーゲンの沈着が

起きており、肝細胞障害を抑制するだけでは既に沈着しているコラーゲンを除去す

ることはできず修復は期待できないと思われる。本検討で、S週間 OO3Sを反復投与

して肝線維化を進行させている条件下、OO3S投与開始から .!日目に*#e7S2"#J)E

を単回投与しても、OO3S投与によるコラーゲンの沈着の減弱が確認された個体が存

在したことから" +=$:4".7-、,$(D7S2をノックダウンすることで線維化の修復も期待

できることが示された。##VFなどコラーゲンの分解に関与する因子が活性化され

た可能性があり、*#e",$(D7S2は線維化の進行に関わる様々な過程に抑制的に作用

することで修復を促進したと考えられる。"

これまでに肝線維化に関わる ,$()*Fがいくつか報告されている。,$(D!Gは、ラ

ットにおいて肝星細胞の活性化に伴って発現量が低下することが報告されており"

+XI'"01"2345".@@6-、レンチウイルスを用いて ,$(D!Gを過剰発現させた肝星細胞では

アポトーシスが亢進することが示されている。,$(D.6ファミリーも肝星細胞の活性

化に伴って発現量が低下する ,$()*Fであり、O'3!2!",()*の 7 DPQ(に結合し発

現抑制することで肝線維化を抑制すると考えられている" +('M0&UI&:"01"2345".@!!-。一

方、,$(D.\2ZUは肝星細胞の活性化に伴って発現量が上昇することがラット肝星細

胞で示されており、,$(D.\2ZUのアンチセンスオリゴを導入することで肝星細胞が

不活化することが報告されている" +f$"01"2345".@@6-。今回の検討により ,$(D7S2も肝

星細胞の活性化や増殖、コラーゲン沈着に関与することを新たに明らかにした。こ

れらの現象に関わる因子と ,$(D7S2との関連を解明することは肝線維化の発症、進

行メカニズムの解明のみならず、新たな治療法の開発につながると考えられる。"

"

"

"
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第 >>>章 総括"

"

 本研究では肝臓における ,$(D7S2の役割を明らかにすることを目的とし、ヒト

(a( "発現に与える ,$(D7S2の影響を解析し、その生理学的、病理学的意義につい

て肝線維化に着目し検討した。続いて、肝線維化モデルマウスを作製し、肝線維化

における ,$(D7S2の寄与についてさらに検討した。"

 第 I章では、miR-34aが結合する可能性が in silicoで予想されたヒト RXR につい

て、その発現量およびその機能に与える影響を検討した。ヒト RXR  mRNAに見出

された 2つの MREのうち、どちらの MREが機能的に作用するかをルシフェラーゼ

アッセイにより検討した。その結果、7 DPQ(に存在する #(J!は機能的ではなく、

翻訳領域に存在する MRE2が miR-34aにより認識され、発現調節に機能的に働いて

いることが示された。Pre-miR-34aの導入により、ヒト肝癌由来 HepG2細胞におい

て内因性のRXR タンパク質およびmRNA発現量が有意に低下することを見出した。

その際、RXR の転写能の低下は認められず RXR  mRNAの半減期が短縮したこと

から、miR-34aは mRNA分解の亢進により RXR の発現を負に制御することが示さ

れた。さらに pre-miR-34aの導入により、RXR の下流遺伝子である O`V.G",()*

の誘導および O`V7*Sの転写活性化が消失したことから、,$(D7S2は RXR の下流

遺伝子にも影響することが示された。また、,$(D7S2による (a( の発現制御の生

理学的および病理学的意義を肝線維化との関連から検討した。BA7活性化能を有す

るエトポシドを d0BX.細胞" +野生型 BA7発現細胞株-"に処置した時、,21I&0",$(D7S2

発現量の有意な上昇が認められ、(a( タンパク質発現量は有意に低下した。一方、

変異型 BA7発現細胞株である dId\細胞ではこのような現象は認められなかったこ

とから、BA7の活性化を介した ,$(D7S2の発現誘導が (a( タンパク質発現量の低

下に関与していることが示唆された。線維化の認められるヒト肝組織では正常肝組

織と比べて mature miR-34aは高値を示す傾向が認められた。一方、RXR タンパク

質発現量は有意に低い値を示したことから、miR-34aによる発現抑制が肝線維化に

伴う RXR の発現低下に関与していることが示唆された。以上より、miR-34aが

RXR の発現を mRNA分解の亢進を介して負に制御していることを示し、癌抑制遺
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伝子として研究されてきた miR-34aが薬物代謝や肝線維化の発症、進行にも関与す

ることを明らかにした。 

 第 II章では、肝線維化を引き起こす化学物質として頻用されている CCl4を用い

て肝線維化モデルマウスを作製し、,$(D7S2に対するアンチセンスオリゴを封入し

た #J)Eを投与して ,$(D7S2をノックダウンし、肝線維化の程度が変化するか検討

した。OO3S投与により、!週目から ,21I&0",$(D7S2発現量が有意に高値を示し、OO3S

を !週間投与後のマウス肝実質細胞および )VOFにおいても ,21I&0",$(D7S2発現量

の上昇が認められたことから、,$(D7S2は肝線維化の初期段階から肝実質細胞およ

び )VOFで発現上昇し、肝線維化の発症、進行に関与していることが示唆された。

マウス肝における ,$(D7S2の発現上昇の程度は線維化の度合いに関わらず一定であ

った。このことは、ヒト肝サンプルの線維化の度合いと ,21I&0",$(D7S2発現量との

間に有意な関係が認められなかったことと一致する結果であった。*#e7S2"#J)E

投与により、,$(D7S2の発現がノックダウンされ、OO3S投与で認められた細胞死お

よびコラーゲン沈着が減弱した。この時、 N#*",()*および %C1'%;&',0"%タンパ

ク質発現量の上昇の抑制も認められた。また、OO3Sを反復投与して肝線維化を進行

させている条件下においても、*#e7S2"#J)E投与により、OO3S投与で認められた

コラーゲン沈着が減弱した個体が存在し、今回の検討により ,$(D7S2が肝星細胞の

活性化や増殖、コラーゲン沈着、アポトーシスを亢進することで肝線維化の発症、

進行に寄与することを新たに明らかにした。"

 以上、本研究では肝臓において ,$(D7S2が代謝酵素の発現抑制や肝線維化の発症、

進行に関与することを明らかにした。これまで ,$(D7S2に関する研究は癌領域を中

心に行われてきたが、今回の検討により肝臓においても重要な働きを担うことが示

され、肝線維化の治療効果の向上や副作用の軽減に向けて有用な情報を提供するこ

とができた。"

"

"

"

"
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