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 ウイルスやアルコールなどによる肝臓における慢性的な炎症は，細胞外マトリックスの

過剰な蓄積として特徴づけられる肝線維化を引き起こし，肝臓の機能障害および門脈圧亢

進などを招く．肝線維症における主な細胞外マトリックスはコラーゲンであり，中でも I

型コラーゲンが最も多く産生され，蓄積する． 

 コラーゲンは，哺乳類の個体において全タンパク質の約3割を占めるタンパク質であり，

小胞体内で立体構造を形成する．コラーゲン分子は 3本のポリペプチド鎖からなり，それ

ぞれのポリペプチド鎖はグリシンと他の二つのアミノ酸が連続して配置される，(グリシン

-X-Y)nという特徴的なアミノ酸配列を有する．この特徴的な配列からなる領域において，

コラーゲン分子内の 3本のポリペプチド鎖は，小胞体内で 3重らせん構造を形成する．3

重らせん構造は，コラーゲン分子が結合組織としての機能を発揮するために重要な構造で

ある．Heat Shock Protein 47 (Hsp47)は，小胞体に存在するコラーゲン特異的分子シャペ

ロンである．Hsp47は，小胞体内でコラーゲン分子の 3重らせん構造に結合することで，

3重らせん構造の形成および安定性に寄与している． 

 全身におけるHsp47遺伝子欠損マウスは，基底膜の形成不全により胎生致死となる．

一方，軟骨特異的なHsp47遺伝子欠損マウスは，そのほとんどが呼吸不全により出生時

に致死となるか，または生後二時間以内に全個体が死亡する．また一部は胎生致死となる．

これらのマウスの細胞では，コラーゲンが正常にフォールディングされず，ミスフォール

ドしたコラーゲンが小胞体内に蓄積している． 

 線維化の際，コラーゲン産生細胞では，コラーゲンの発現とともにHsp47の発現も上

昇しており，線維化疾患の進行におけるコラーゲン産生の上昇に，Hsp47は寄与している

と考えられる．実際、腸，腎臓，肝臓，および膵臓などの線維化において，Hsp47の抑制

により線維化が抑えられることが報告されている．肝線維化における主要なコラーゲン産

生細胞は，活性化した肝星細胞(Hepatic stellate cells; HSCs)である．HSCsは，正常な

肝臓ではコラーゲンを産生せず，ビタミンA貯蔵細胞としてディッセ腔に存在する．HSCs

は，肝線維化の際，炎症によって産生されたベータ型のTransforming growth factor 

(TGF-β)などの炎症性サイトカインによって，筋線維芽細胞様の細胞へと活性化され，コ

ラーゲンを産生する．肝線維化の際， HSCsにおける siRNAを用いた Hsp47の抑制に

よって，肝線維化が抑えられることが報告されている．この際，HSCsはアポトーシスを

示すが，その詳細な分子メカニズムは明らかにされていない．線維化疾患の治療ターゲッ

トとしてHsp47を考える際，HSCsにおけるHsp47の抑制が，HSCsにおけるアポトー
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シスをどのように誘導するのかに関する分子メカニズムは，きわめて重要である。本研究

では，この機構を明らかにすることを目的に研究を行った． 

 Hsp47 floxedマウスからHSCsを単離した．単離したHSCsは，ディッシュに播種す

ることによって，自発的に活性化した．活性化したHSCsにアデノウイルスベクターを用

いてCreリコンビナーゼを導入し，Hsp47遺伝子を欠損させた．Hsp47欠損により，細

胞外の I型コラーゲンが減少した．一方，Hsp47欠損により細胞内に I型プロコラーゲン

が蓄積し，その一部が界面活性剤不溶性の凝集体を作っていることが示された．この I型

コラーゲンの蓄積は小胞体に見られ，Hsp47欠損によるコラーゲンの蓄積はオートファジ

ーを阻害することでより増加した．Hsp47を欠損したHSCsにおいて，オートファジーを

阻害した場合には，小胞体ストレスマーカーであるImmunoglobulin heavy chain-binding 

protein (BiP)および 94 kDa glucose-regulated protein (Grp94)の蓄積が観察され，

CCAAT/enhancer-binding protein homologous protein (CHOP)タンパク質の誘導が観察

され、さらにカスパーゼ 3の活性化によるアポトーシスの増加も確認された． 

 以上の研究により，活性型HSCsにおけるHsp47の欠損は，オートファジー阻害下に

おいて，小胞体ストレスを惹起し，小胞体ストレス経路のアポトーシスを誘導すれること

が分かった．この知見により，線維化疾患の治療では，Hsp47の抑制とともに，オートフ

ァジーを阻害することが有効であることが分かった． 
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本文中にまたは図表中に多く現れる略語について，以下に正式名称を示す． 

・Hsp47；heat shock protein 47 

・HSCs；hepatic stellate cells 

・ER；endoplasmic reticulum 

・PDI；protein disulfide isomerase 

・ERAD；ER-associated degradation 

・BiP；immunoglobulin heavy chain-binding protein 

・Grp94；94 kDa glucose-regulated protein 

・Cre ；causes recombination or cyclization recombinase 

・CHOP；CCAAT/enhancer-binding protein homologous protein 

・XBP-1；X-box binding protein 1 

・PERK；protein kinase RNA-like endoplasmic reticulum kinase 

・IRE-1；inositol-requiring kinase 1 

・ATF6；activating transcription factor 6 

・RT-PCR；reverse transcription polymerase chain reaction 

・UPR；unfolded protein response 

・MOI；multiplicity of infection 

・CQ；chloroquine 

・3-MA；3-methyladenine 

・WT；wild type 

・KO；knock out 

・KD；knock down 

・DMEM；Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

・DNA；deoxyribonucleic acid 

・RNA；ribonucleic acid 

・EDTA；ethylenediaminetetraacetic acid 

・EGTA；etylene glycol tetraacetic acid 

・FBS；fetal bovine serum 

・PBS；phosphate buffered saline 

・GBSS；Gey’s balanced salt solution 
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・SDS-PAGE；sodium dodecyl sulfate- polyacrylamide gel electrophoresis 

・PCR；polymerase chain reaction 

・α-SMA；alpha-smooth muscle actin 

・GAPDH；glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
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3-1. 肝硬変とHSCs 

 

 ウイルスまたはアルコールなどによる，肝臓における慢性的な炎症は，過剰な細胞外マ

トリックスの蓄積という結果を招く．肝臓で過剰な細胞外マトリックス(Extracellular 

matrix; ECM)が蓄積すると，肝臓の機能障害を引き起こし，これを肝線維化と呼ぶ

(Friedman,S.L., 2008-1)．肝線維化は，さらに進行すると肝硬変と呼ばれるが、日本では，

肝線維化のステージはF0～F4の 5段階に分類され，線維の束で丸い結束が作られるステ

ージF4が，肝硬変と呼ばれる． 

 肝臓は，体積で最も大きな臓器であり，肝臓の主要機能を担う肝細胞は，実質細胞と呼

ばれ，その他の細胞は非実質細胞と呼ばれる．ウイルスやアルコールなどにより，炎症が

おこる際，肝臓では様々な変化が生じる．図 1は，肝臓において炎症が起こった際の，種々

の細胞の変化を示している．炎症により，肝細胞の微絨毛は減少し，肝臓のマクロファジ

ー(貪食細胞)の一種であるクッパー細胞は活性化される．また，類洞内皮細胞は，正常な

肝臓では約 120 nm程の孔を有しているが，炎症によってその孔は消失する．活性化した

クッパー細胞または他の好中球および白血球などは，炎症性のサイトカイン(ベータ型の

Transforming growth factor (TGF-β)など)を産生し，炎症性サイトカインによって肝星細

胞(Hepatic stellate cells; HSCs)が活性化され，ECMが産生される．これら一連の反応は，

肝臓を障害から守るための反応であり，創傷治癒としての側面があり，一過的な炎症の場

合には，産生されたECMはマトリックスメタロプロテアーゼ(Matrix metalloproteinase; 

MMP)によって分解される．しかし，慢性的な炎症では，MMPによる分解よりも，ECM

の産生が上回り，結果として，線維化を引き起こす． 

 HSCsは，正常な肝臓ではコラーゲンはほとんど発現せず，ビタミンA貯蔵細胞として

存在し，体内の 80%ほどのビタミンAを貯蔵しており，類洞の周囲を囲うように存在する

(Wake,K 1980)．HSCsはTGF-β等の刺激により，α-Smooth muscle actin (α-SMA)を産

生する筋線維芽細胞様に形質転換し，コラーゲン産生細胞へと姿を変える(Friedman, S.L. 

2008-2)． 

 肝線維化の際に産生される細胞外マトリックスとしては，I型コラーゲン，III型コラー

ゲン，ファイブロネクチン，およびビトロネクチンなどが挙げられるが，これらの中でも

I型コラーゲンが最も多く産生されている．   
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図 1 肝臓において炎症が起こった際の，種々の細胞の変化 

 肝臓で炎症がおこると，①肝細胞の微絨毛は減少し，②類洞内皮細胞では，孔の消失が生じ，③クッパ

ー細胞は活性化され，炎症性サイトカインを放出し，④炎症性サイトカインによって肝星細胞(HSCs)が

活性化され，ECMが産生され，蓄積する (実験医学, Vol.29, No.13(8月号), 2011の p2075概念図 1より

改変)． 
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3-2. タンパク質のフォールディング 

 

 コラーゲンに限らず，すべてのタンパク質は，アミノ酸がペプチド結合により直鎖状に

繋がった重合体(ポリペプチド)から構成されている．タンパク質は，独自の立体構造(ネイ

ティブ構造)を取ることによって，初めて生体内で機能を発揮することが可能となる．タン

パク質は，一本のポリペプチド鎖のみで立体構造体形成し機能を発揮するもの，二本以上

のポリペプチド鎖が一つの立体構造を形成し機能を発揮するもするもの(コラーゲンはこ

れに相当する)，および二つ以上の立体構造が合わさり，立体構造の複合体となって機能を

発揮するものがある．ポリペプチド鎖が立体構造を取る過程は，タンパク質の折りたたみ，

またはフォールディングと呼ばれ，ポリペプチド鎖は，熱力学的に最も安定な状態を取る

ように，フォールディングされる．従来，タンパク質の立体構造は，アミノ酸配列によっ

て，一義的に決まると考えられ，これはアンフィンセンのドグマと呼ばれている(Anfinsen, 

C.B., 1973)．アンフィンセンは，タンパク質の一種であるリボヌクレアーゼAが，試験管

内で高濃度の尿素により変性させられた後，尿素が取り除かれると再び立体構造をとり活

性を示すようになる(換言すれば機能を発揮する)ことから，タンパク質は 1 次構造が高次

構造を規定するという上記ドグマを提唱した． 

 しかしながら，実際の細胞内では，正しくフォールディングされ，正しい立体構造を有

するタンパク質のみではなく，正しくない立体構造を有するタンパク質も存在する．タン

パク質が，正しくない立体構造を有する(換言すればミスフォールドされる)理由は，フォ

ールディングの過程で失敗するか，または正しくフォールディングされたタンパク質が

様々なのストレス(熱または金属など)によって変性した結果である．リボヌクレアーゼ A

以外にも，試験管内で正しい立体構造を取りうるタンパク質は存在する．しかし，それら

タンパク質が全て，細胞内で同様に正しい立体構造を取ることができるものではない．タ

ンパク質が正しい立体構造を取ることができない(換言すれば，ミスフォールドタンパク質

となる)主たる原因は，フォールディング過程におけるポリペプチド鎖同士の非特異的な結

合の結果生じるタンパク質の凝集，である．細胞内では，非常に高濃度のタンパク質が存

在する(Goodsell, D.S., 1991)．したがって，試験管内より，タンパク質がフォールディン

グの過程で凝集となりうる確率は極めて高い． 

 細胞は，ポリペプチド鎖同士の非特異的な結合を防ぐため，分子シャペロン群を有する

ことにより，タンパク質の正しいフォールディングを達成している．分子シャペロンは，



14 

 

フォールディング途中の，または変性した，ポリペプチド鎖への結合を介して，当該ポリ

ペプチド鎖を他のポリペプチド鎖から隔離するか，または当該ポリペプチド鎖と他のポリ

ペプチド鎖との相互作用を阻害することによって，タンパク質の正しいフォールディング

を助けている．(Hartl, F.U. 1996; Hartl, F.U., and Hayer-Hartl, M. 2002; Bukau, B. et al., 

2006; Benyair, R. et al., 2011) 

 

 

3-3. コラーゲンの生合成とHsp47 

 

 コラーゲンは，哺乳類の個体において，合成されるタンパク質の約 30%を占める．現在

までに 29の型が報告されており，それぞれの型はローマ数字によって示される．29のコ

ラーゲンファミリーは，その構造的特徴(分子構造または超分子会合様式など)によって幾

つかのグループに分けられる．たとえば，線維性コラーゲン、シート状構造を形成する基

底膜コラーゲン、線維性コラーゲンと結合する Fibril-associated collagens with 

interrupted triple helices (FACIT)コラーゲン、膜貫通型コラーゲン、ネットワーク形成

コ ラ ー ゲ ン 、 Protein with multiple triple-helix domain and interruptions 

(MULTIPLEXIN)，ビーズ状線維形成型コラーゲン，係留線維の主要成分である長鎖コラ

ーゲン等に分類されている(Vuorio, E. and de Crombrugghe, B. 1990; Van der Rest, M. 

and Garrone, R. 1991; Prockop, D.J. and Kivirikko, K.I. 1995; Hubert, T. et al., 2009). 

 コラーゲン分子は，α鎖と呼ばれる 3本のポリペプチド鎖から構成され，小胞体内でフ

ォールディングされる．α鎖は，グリシンと他の 2つのアミノ酸からなる 3つのアミノ酸

が連続して配置される((グリシン-Xaa-Yaa)n，XaaおよびYaaは任意のアミノ酸)ことによ

る特徴的なアミノ酸配列からなる領域(3 重らせん領域)を有し，この領域が 3 重らせん構

造を形成する．α鎖は，3重らせん領域以外の領域も有する．I型コラーゲンは特に研究の

進んでいるコラーゲンであり，本稿でも，I型コラーゲンを研究対象としている．I型コラ

ーゲン分子は，2本の α1鎖，および 1本の α2鎖から構成される．I型コラーゲン分子は

また，アミノ末端(N 末端)側から，N プロペプチド領域，テロペプチド領域，3 重らせん

領域，テロペプチド領域，および Cプロペプチド領域を有し，カルボキシ末端(C末端)側

となる．ここで，テロペプチド領域は，NまたはCプロペプチド領域と，3重らせん領域

の間に存在する，非 3重らせん形成領域である．また，Nプロペプチド領域およびCプロ
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ペプチド領域は，細胞から分泌される際，または分泌された後に，N-プロテアーゼおよび

C-プロテアーゼによって，それぞれ切断される(Dombrowski, K.E. and Prockop, D.J. 

1998; Li, S.W. et al., 1996)．細胞外に分泌されたコラーゲンの 3重らせん領域は，架橋さ

れ，コラーゲン線維を形成する(Hulmes, D.J. 2002)．したがって，細胞内で合成されるコ

ラーゲンと細胞外に分泌されたコラーゲンは，異なり，細胞内で合成されるコラーゲンを

プロコラーゲンと呼ぶ．I 型プロコラーゲン分子は，小胞体内で，次の順序によってフォ

ールディングされる；①α鎖は，翻訳と同時に粗面小胞体(rough endoplasmic reticulum; 

rER)の内腔に挿入される；②グリシン-Xaa-Yaa 繰り返し配列内の，Yaa の位置に存在す

るプロリン残基は，主には Prolyl-4-hydroxylase (P4H)，一部は Prolyl-3-hydroxylase 

(P3H)により水酸化され，ヒドロキシプロリンとなり，リジン残基は Lysyl hydroxylase

により，ヒドロキシリジンとなる．また， Protein disulfide isomerase (PDI)等の働きに

より 2本の α1鎖，および 1本の α2鎖，の C-プロペプチド領域間で，システイン残基を

介したジスルフィド結合が形成され，会合する；③C末端からN末端方向に向けて，ジッ

パーを閉じる要領で 3重らせんが形成される(図 2) (Bächinger, H.P. et al., 1980; Engel, J. 

and Prockop, D.J. 1991; 野田, 1967; Walmsley, A. R. et al., 1999; Smith, T. et al., 1995; 

Vranka, J.A. et al., 2004; Ishikawa, Y. et al., 2009)．また，②および③の過程で，糖鎖付

加などの修飾もうける．I 型プロコラーゲン分子の生合成過程では，①～③の間に様々な

分子シャペロンが関わっている．たとえば，Immunoglobulin heavy chain-binding protein 

(BiP/Grp78), 94 kDa glucose-regulated protein (Grp94), PDI,およびHeat shock protein 

47 (Hsp47)などである(Chessler, S. D. and Byers, P. H., 1993; Ferreira, L. R. et al., 

1994; Lamande, S. R. et al., 1995; Wilson, R. et al., 1998; Nagata, K. 2003)．これら分子

シャペロンにおいて，Hsp47は，コラーゲン特異的な分子シャペロンである，という点で

他の分子シャペロンと異なる． 

 Hsp47は，コラーゲン結合タンパク質として同定され，その後の解析から，コラーゲン

特異的分子シャペロンとして機能することが示されてきた(Nagata, K. et al., 1986; Satoh, 

M. et al., 1996)．Hsp47は，小胞体内において，正しくフォールディングした 3重らせん

構造を介して一過性にコラーゲンと結合し，pH に依存してシスゴルジに到達するまでに

コラーゲンから解離すると考えられている(Tasab, M., et al., 2000; Saga, S. et al., 1987; 

Nataga, K. 1996; Widmer, C. et al., 2012)． 
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図 2 細胞内における I型プロコラーゲンの生合成 

2種類のプロコラーゲン(1鎖と2鎖)が翻訳されながら小胞体にC末端まで挿入され、P4H，P3Hま

たはLysyl hydroxylaseによりYaaの位置のプロリンが水酸化された後、2本の1鎖と 1本の2鎖がC

末の C プロペプチド部分のシステインによるジスルフィド結合を介し 3 量体を形成する．その後，C 末

端側からN末端側にジッパーが閉まるように(Gly-Xaa-Yaa)繰り返し配列が3重らせん構造を形成してい

く。コラーゲン特異的分子シャペロンHsp47によって 3重らせん構造が安定化されたプロコラーゲンは

分泌経路に乗って細胞外へ分泌される。細胞表面でプロペプチド領域が特異的なペプチダーゼにより切断

され、細胞外でコラーゲン同士がクロスリンクしコラーゲン線維を形成する。 
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3-4. Hsp47欠損とコラーゲンの成熟異常 

 

 コラーゲンが成体に必須のタンパク質であると同様に，Hsp47も成体に必須の分子シャ

ペロンである．全身における Hsp47 遺伝子欠損マウスは，基底膜の形成不全により胎生

致死となる．一方，軟骨特異的な Hsp47 遺伝子欠損マウスは，そのほとんどが呼吸不全

により出生時に致死となるか，または生後二時間以内に全個体が死亡する．また一部は胎

生致死となる． (Nagai, N. et al., 2000; Marutani, T. et al., 2004; Matsuoka, Y. et al., 

2004; Masago, Y. et al., 2012)． 

 Hsp47 KOマウスから単離，株化したHsp47 KO細胞を用いた研究により，以下のこと

が報告されている：①Hsp47 KO細胞では I型コラーゲン分子は正しい 3重らせん構造が

形成されていないこと②Hsp47 KO細胞からの I型コラーゲン分子の分泌は遅延しており，

分泌されたI型コラーゲン分子はプロテアーゼ感受性であること③Hsp47はNプロペプチ

ドの切断に必要なフォールディング状態を作り出すために必要であり，Hsp47 KO細胞か

ら分泌された I型コラーゲン分子には本来切断さてているはずのNプロペプチドが残され

ていること④Hsp47 KO細胞では，I型プロコラーゲンは小体内で凝集体を形成している

こと(Nagai, N. et al., 2000; Matsuoka, Y. et al., 2004; Ishida, Y. et al., 2006; Masago, Y. 

et al., 2012)． 

また，Hsp47 KO 細胞において，小胞体に蓄積したミスフォールドされたコラーゲンは，

凝集体を形成しているために，オートファジーによって分解されることが報告されている

(Ishida Y. et al., 2009)． 

 以上のように，Hsp47は，小胞体におけるコラーゲン分子の正常なフォールディングお

よび細胞からのコラーゲン分子の正常な分泌に必須であることが示唆されている． 

 

 

3-5. 肝硬変治療におけるHsp47制御 

 

 Hsp47 はコラーゲンの生合成に必須なタンパク質であることから，Hsp47 の発現量と

コラーゲンの発現量は相関関係にある(Clarke, E.P. et al., 1993; Nagata, K. 1996)．肝線

維化の過程においても結合組織の充填すなわちコラーゲンの産生に伴い，Hsp47の発現量

が増大することが報告されている(Masuda, H. et al., 1994; Naitoh, M. et al., 2001)．線維
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化においてコラーゲンの産生を誘導する炎症性サイトカイン TGF-β が，Hsp47 の発現を

制御することが報告されている(Nakai, A. et al., 1992)． 

 慢性的な線維化疾患において，組織線維化の進行を抑えるうえで，コラーゲンの産生を

抑えることは重要であり，Hsp47の発現量を抑えることでコラーゲンの産生を抑えること

ができると期待できる．実際，いくつかの研究グループから，Hsp47の発現量を抑えるこ

とによって様々な組織の線維化を改善することができるという報告がなされている

(Sunamoto, M et al., 1998; Sato, Y. et al., 2008; Kitamura, H. et al., 2011; Ishiwatari, H. 

et al., 2013; Honzawa, Y. et al., 2014)．これらの中で，佐藤らは，Hsp47のノックダウン

による肝線維化の改善の際には，HSCs がアポトーシスで細胞死を起こすことが報告して

いる(Sato, Y. et al., 2008)．しかしながら，アポトーシスを引き起こす分子メカニズムにつ

いては明らかにされていない． 

 

 

3-6. 小胞体ストレスとアポトーシス 

 

 小胞体におけるミスフォールドタンパク質の蓄積は，小胞体ストレスを引き起こし，

Unfolded protein response (UPR)を引き起こす(Walter, P., and Ron, D., 2011)．線虫以降

の後生動物では，3 つの小胞体膜貫通センサータンパク質(PKR-like endoplasmic 

reticulum kinase(PERK)，Activating transcription factor 6(ATF6)，および Inositol 

requiring 1(IRE-1))が報告されている(Harding, H. P., et al., 1999; Haze, K. et al., 1999; 

Cox, J.S. et al., 1993, Mori, K. et al., 1993)．3つのセンサータンパク質には，BiPが結合

しており，小胞体内でミスフォールドされたタンパク質が増加するに伴い，BiPがセンサ

ータンパク質から解離することによって，センサータンパク質は活性化される．3 つのセ

ンサータンパク質は，それぞれ，別々の経路を経て，小胞体ストレスを緩和し，細胞が生

存するために機能する． 

 PERKは，BiPの解離による，2量体化によって活性化される．活性化されたPERKは，

翻訳開始因子 2 (eukaryotic translation initiation factor 2;eIF2)の αサブユニット(eIF2α)

をリン酸化することにより，タンパク質の翻訳抑制を行う．これにより，小胞体に流入す

るタンパク質は抑制され，小胞体へのそれ以上の負荷を抑制するとともに，小胞体ストレ

スに対処する時間および空間を確保している．また，逆説的ではあるが，eIF2α による翻
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訳抑制とともに，転写遺伝子Activating transcription factor 4 (ATF4)の発現が増加する．

ATF4 はアミノ酸代謝に関与する遺伝子および酸化ストレスに対抗するための遺伝子の転

写を誘導する． 

 IRE-1もまた，BiPの解離による，2量体化によって活性化される．活性化された IRE-1

は自身をリン酸化することにより，mRNA切断(スプライシング)活性を有する．IRE-1に

よって切断されるmRNAはXBP-1(X box binding protein 1)である．スプライシングされ

たmRNAから翻訳されたXBP-1(S)は，核に移行した後，小胞体関連分解に関わる遺伝子

群を誘導するUPRE(unfolded protein response elemnt)，および小胞体に局在する分子シ

ャペロン群を誘導するERSE(endoplasmic reticulum stress-response elemnt)に結合し，

それらの下流の遺伝子群を誘導する． 

 ATF6 は，BiP の解離により，小胞体膜内で切断される．切断された細胞質ゾル側の断

片(p50)は，核内に移行し，ERSEに結合し，小胞体分子シャペロンを中心とした下流の遺

伝子群を誘導する． 

 UPR が誘導されてなお，小胞体ストレスが改善されない場合には，最終手段として

CHOPが誘導され，アポトーシスが引き起こされる(Gotoh, T. et al., 2006)．CHOPは，3

つのセンサータンパク質いずれの下流でも誘導されうるが，CHOPの誘導に最も寄与して

いるのは，PERK経路の下流にあるATF4である． 

 

 

3-7. オートファジー 

 

 オートファジーとは，「自食作用」として定義されるタンパク質分解機構として発見され，

哺乳動物のオートファジーは，大きく 3つに分類される：ミクロオートファジー，シャペ

ロン介在性オートファジー，およびマクロオートファジーである(Klionsky, D.J. et al., 

2007; Mizushima, N. et al., 2008; Mizushima, N. et al., 2002)．また近年，これらに加え

て，老朽化した，または損傷したミトコンドリアを分解するためのマイトファジー(Chen, 

Y., and Dorn, G.W., 2013; Koyano, F. et al., 2014)，および，小胞体内のミスフォールドさ

れたタンパク質を分解するためのERファジー(Ishida, Y. et al., 2009; Tanida, I. 2011)が報告

されている．オートファジーに関わる因子は，オートファジー関連遺伝子(Autophagy 

related gene; Atg)と呼ばれる． 
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 オートファジーの働きは多岐に及ぶ．栄養飢餓状態において，細胞内のタンパク質や細

胞小器官を分解することによってアミノ酸プールを増やす働きは，細胞のリサイクリング

システムとして重要であり、生理的にも新生児の誕生時において重要な役割を担っている

(Kuma, A. et al., 2004)．また，損傷した細胞内小器官もしくはタンパク質，またはミスフ

ォールドしたタンパク質を分解、除去することも重要な働きの一つであり，オートファジ

ーの異常によって，癌，神経変性疾患，生活習慣病などの種々の病気が引き起こされるこ

とが報告されている(Komatsu, M. et al., 2005; Mizushima, N., and Komatsu, M., 2011)． 

 肝線維化の際にHSCsが活性化するときにも，オートファジーは重要な役割を担っている．

HSCsが活性化する際には，コラーゲンをはじめとして多くのタンパク質を産生し，増殖す

ることが必要である．HSCsの活性化のためには多くの栄養が必要であることが考えられ，

リポファジー(Singh, R. et al., 2009)と呼ばれるオートファジーによって，ビタミンAを含む

脂肪滴を分解することによって，HSCsが活性化の際の栄養を得ていることを示唆する報告

がある(Thoen, L. F. et al., 2011)．事実，オートファジー関連遺伝子であるAtg7をHSCs特

異的に欠損させることによって，線維化が抑えられるという報告がなされている

(Hernandez-Gea, V. et a., 2012)． 

 

 

3-8. 本研究について 

 

 我々は以前，Hsp47 KOマウスのマウス胚性線維芽細胞(Mouse embryonic fibroblasts; 

MEFs)では，Hsp47欠損によってコラーゲンが界面活性剤不溶性凝集体を形成し，それに

よって小胞体ストレスが引き起こされ，アポトーシスへと導かれることを報告した(Ishida, 

Y. et al., 2009)．しかし，HSCsでHsp47の抑制がアポトーシスを引き起こすメカニズムは

明らかになっていない．したがって，我々は，肝線維化において，Hsp47 欠損により，

HSCsにおいてどのようにアポトーシスが誘導されるのか，その分子メカニズムについて，

解明することを目的とした．特に，我々の従前の研究に基づき，小胞体ストレスに着目し

て研究を行った． 

 Hsp47の発現量を抑えることで，線維化の原因物質であるコラーゲンの産生を抑えるこ

とができるだけでなく，コラーゲン産生細胞の死滅を導くことができる．ゆえに，線維化

の治療におけるターゲットとしての Hsp47 の価値は大きく，HSCs 内における，Hsp47
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欠損によるアポトーシスの分子メカニズムを解明することは，線維化治療のさらなる発展

に貢献するものと期待される．  
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4.結果 
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4-1. 肝星細胞の単離・活性化 

 

 肝線維化の際に肝臓内で活発にコラーゲンを産生するのは主に活性型の肝星細胞

(Hepatic stellate cells； HSCs)である．ゆえに，肝線維化におけるHsp47の抑制も活性

型HSCsを標的としたものとなる．実際に，Hsp47の siRNAをHSCsに特異的に到達さ

せることにより，肝線維化が著しく緩和された，という報告が他のグループからなされて

いる(Sato, Y. et al., 2008)．この報告の中ではHsp47の siRNAによってHSCsがアポト

ーシスに至ることも述べられており，そのことが肝線維化の劇的な緩和に繋がっていると

考えられる．しかしながら，Hsp47の抑制がHSCsへアポトーシスを誘導する分子メカニ

ズムについては明らかにされておらず，これを明らかにすることは Hsp47 を用いた肝線

維化の治療戦略を考えるうえで重要な知見になる．そこで我々は，Hsp47 floxedマウスの

肝臓から HSCs を単離し，活性化させた HSCs にアデノウイルスベクターを用いて Cre

リコンビナーゼを導入することにより，活性型HSCsでHsp47をノックアウトし(換言す

れば，Hsp47を欠損させ)，アポトーシスに至る分子メカニズムを解明することとした． 

 

初めにHSCsの単離を行った．肝臓をプロナーゼE／コラゲナーゼタイプ Iを含む細胞

分散液で還流し，肝臓から細胞を単離した．還流後の細胞懸濁液は肝臓の実質細胞である

肝細胞と，非実質細胞であるHSCs，クッパー細胞，類洞内皮細胞等から構成される．ま

ず、非実質細胞よりも著しく大きい肝細胞を低速(30 g)の遠心操作により取り除いた．静

止期の HSCs は脂肪滴を多く蓄積させており，他の非実質細胞よりも密度が低いため，

OPTIPREP を用いた密度勾配遠心分離によって他の非実質細胞と分離することが可能で

ある．図 3Aに、単離したHSCsの単離 1日後(1 day)と，単離 7日後(7 days)の形態学的

変化を示す．単離 1日後の 40倍(x40)の写真において，黒矢印で指示されているような細

胞がいくつか観察された．同じ単離 1日後の 200倍(x200)の写真ではこれらの細胞が無数

の突起を伸ばしており，「星」のような形をしているのが観察できた．この星のような細胞

の形はHSCsの特徴的な形状であり，得られた細胞がHSCsである可能性が推察された．

また，200 倍の写真で観察すると，これらの細胞は核の周りの細胞質に小さな丸い構造物

をいくつも持っていることが観察された．これは静止期のHSCsが細胞内に溜め込んでい

るビタミンAを含む脂肪滴だと考えられたため，脂質を選択的に染色するOil red O染色

を行ったところ，先ほど確認された核近傍の丸い構造物が赤く染色されていることが示さ
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れた(図 3B)．このことから，この構造物は脂肪滴であることが示唆され，単離された細胞

がHSCsであることが強く示唆された．HSCsはディッシュ上で培養することにより，自

然に活性化し，活性型HSCsとなることがすでに報告されている(Friedman, S. L., 2008-2)．

図 3Aの右の列には単離 7日後の細胞の形態を示している．単離 7日後の細胞の形は単離

1 日後と比べて細胞が著しく横に広がり大きくなっているのが観察できた．また，単離 1

日後の細胞で観察された脂肪滴がほとんど観察されなくなった．HSCs は活性化すると筋

線維芽細胞様の細胞に分化することが知られている．筋線維芽細胞のマーカータンパク質

として α-SMAがあり，活性化したHSCsでは発現しているが静止期のHSCsでは発現し

ていないことが報告されており，肝線維化におけるHSCsの活性化をモニターするうえで

有用なマーカータンパク質として用いられている．そこで，単離した細胞を 1% NP-40を

含む Lysis buffer で可溶化し，20,000gで遠心分離して得られた上清を SDS-PAGEに供

し，α-SMAの発現量を解析した(図 3C)．コントロールとして β-アクチンを用いた．図 3C

の右側 2レーンに示すように，単離直後(0day)のHSCsでは α-SMAはほとんど検出され

ないが，培養 7 日後(換言すれば単離 7日後)のHSCs では α-SMAの発現が観察された．

左側 2 レーンには野生型および Hsp47 KO マウスのマウス胚性線維芽細胞(Mouse 

embryonic fibroblasts; MEFs)を用いた，α-SMA および Hsp47 の結果を示している．

MEFs では α-SMA の発現が観察された．これらのことから，単離直後の細胞にはほとん

ど線維芽細胞は含まれていないことが推察された．また，Hsp47の発現も確認したところ，

単離直後のHSCsではわずかに検出される程度であるが，培養 7日後のHSCsでは有意な

発現の上昇が認められた．以上の結果から，単離された細胞はHSCsであることが強く示

唆され，さらにHSCsはディッシュ上で培養することにより，筋線維芽細胞様に活性化さ

れたことが確認された． 
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図 3 マウスから単離されたHSCsとその活性化． 

(A)単離したHSCsの活性化に伴う形態学的変化およびOil red O染色． 

マウスから単離されたHSCsをディッシュに播種した．培養 1日後(1 day)および培養 7日後(7 days)に細

胞を位相差顕微鏡で観察し，記載した倍率で撮影した．矢印はHSCsを示している． 

(B)単離 1日後のHSCsに含まれる脂肪滴のOil red O染色． 

Hsp47 floxedマウスから単離されたHSCsをディッシュに播種した．培養 1日後にOil red Oで染色し，

位相差顕微鏡で観察，撮影した． 

(C) 単離したHSCsの活性化に伴う α-SMAおよびHsp47の発現上昇． 

Hsp47 floxed マウスから単離された HSCs をディッシュに播種した．播種直後(0D)および培養 7 日後

(7Ds)に細胞を回収後Lysis bufferで可溶化し，界面活性剤可溶性画分を SDS-PAGEに供した．それぞれ

のタンパク質に特異的な抗体を用いて免疫染色した．β-actin は全タンパク質のコントロールとして用い

た．  
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 次に，HSCsの活性化の過程を継時的に観察した．図 4に示したのは，単離直後から 16

日後まで 4 日おきに 4 回細胞を回収し，RNA を抽出した後Hsp47，α-SMA (ACAT2)，

Col1α2(Col1a2)，BiP(Grp78)それぞれの遺伝子の発現を qRT-PCR によって解析し，

β-actinで標準化した結果である． 

 Hsp47の発現は 4日目でピークを示した後緩やかに減少し，12～16日目で 0日目に比

べて約 4倍の発現量で安定する．I型コラーゲン α2鎖の発現は 8日目まで急激に上昇し続

け，12～16日後に 0日目に比べて約 500倍の発現量で安定することが確認できた．α-SMA

の発現は，単離から 8日後に約 400倍の発現量でピークを迎えた後下降するが，単離から

16日後でも約 100倍の発現量を保っている．以上のことからHSCsは，先にHsp47の発

現がピーク達した後，単離後 8 日目までの間に I型コラーゲンや α-SMA の発現が活性化

されることが明らかとなった．さらに，8 日後に発現が減少するタンパク質もあるが，

Hsp47やCol1a2の発現が 12～16日目で安定することから，活性型HSCsとしての性質

は 16 日目以降に安定することが推察できた．さらに，HSCs が単離直後の静止期の状態

から活性化に至るまでコラーゲンの発現が著しく上昇していることから，小胞体に負荷が

かかっている可能性を想定し，小胞体ストレスのマーカータンパク質である BiP(Grp78)

の発現をHsp47などと同様に解析したが，12～16日目にかけて，わずかに発現が上昇し

たことを除き，ほとんど変化はなかった．特に，筋線維芽細胞としての活性化の過程でタ

ンパク質の発現が大きく変動する 0～8日目にかけて BiPが誘導されなかったことは驚く

べきことであった．BiPの発現上昇が見られなかったことから，活性化の過程において小

胞体ストレスは惹起されていないと考えられた． 
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図 4 マウスから単離されたHSCsの活性化に伴う種々の遺伝子の発現変化． 

マウスからHSCsを単離し，単離直後，培養 4，8，12，16日後にHSCsを回収，RNAを抽出した．Hsp47，

Col1a2(Col1α2，I 型コラーゲン α2 鎖)，ACTA2(α-SMA)そして Grp78(BiP)についてそれらの発現量を

qRT-PCRで解析した．β-actinを同様に解析し，内部標準コントロールとして用い，標準化した．単離直

後(0日)を 1として，各々相対値をグラフにして示した．16日目は 2回，0，4，8，12日目は 3回独立し

て行い，それらの平均値を折れ線グラフで示し，標準偏差をエラーバーで示した． 

  



28 

 

 単離された HSCs の培養下における自発的な活性化は，線維症における生体内での

HSCs の活性化を模していると考えられているが，実際にどれほど生体内の活性化を模し

ているのか，培養下で活性化させたHSCsは生体内で活性化させたHSCs同等に，Hsp47

および I型コラーゲンの発現が活性化されているのかは不明であった．そこで，Hsp47と

I型コラーゲン α2鎖を基準に，生体内での活性化と培養下での活性化の度合いの違いを検

証した．生体内でHSCsを活性化させるために，四塩化炭素(CCl4)をマウスに投与した．

CCl4は，ラットまたはマウスなどの実験動物を用いた肝線維化の研究において，肝線維化

を引き起こす薬剤として一般的に用いられている．四塩化炭素は，肝細胞に対して毒性が

あり，肝炎を生じさせることによって，肝線維化を引き起こす． 

 CCl4を 2日おきに 8回投与(計 16日)したマウスについて，8回目の投与から 1日後(17

日後)にHSCsを単離し，生体内で活性化されたHSCsとした．投与 0 日目のマウスから

も HSCs を単離し，これをコントロールとした．一方，何も投与していないマウスから

HSCs を単離し，培養下で 17 日間培養し，これを培養下で活性化したHSCs とした．単

離直後のHSCsをコントロールとした．図 5に示すように，培養下で活性化させたHSCs

は生体内で活性化した HSCs に比べて，Hsp47 については約 2.3 倍，I 型コラーゲン α2

鎖については約 15 倍もそれぞれの発現が高いとの結果が示された．このことから，培養

下で活性化させたHSCsは生体内で活性化したHSCsよりも線維芽細胞としてより活性化

されていることが推察できた． 
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図 5 生体内および培養下における活性化HSCsのHsp47，I型コラーゲン α2鎖の発

現量 

In vitroとしてのHSCsは，マウスから単離した直後のHSCs(0D)または単離後 17日間培養し活性化さ

せたHSCs(17Ds)からRNAを抽出し，Hsp47またはCol1α2 (Col1a2)について qRT-PCRを行った．In 

vivo としてのHSCsは，マウスに四塩化炭素(CCl4)を 2日おきに 8回(16日間)投与しその翌日(17日目)

に単離したHSCs(CCl4)，または CCl4を投与していないマウスから単離したHSCs(Ctrl)，からそれぞれ

RNAを抽出し，Hsp47またはCol1α2について qRT-PCRを行った．β-actinを用いて標準化した．  
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4-2. Cre-loxPシステムによるHsp47のノックアウト(KO) 

 

活性型HSCsにおけるHsp47の役割を解明するため，Cre-loxPシステムを用いて活性型

HSCsでHsp47のノックアウト(KO)を行った．以前我々はHsp47 floxedマウスを作成し，

軟骨特異的 Cre マウスと交配させることで，Hsp47 が軟骨特異的に KO されることを確

認している(Masago,Y et al. 2012)．今回，このHsp47 floxedマウスからHSCsを単離し，

培養下で活性化した活性型HSCsにアデノウイルスベクターを用いてCreリコンビナーゼ

を導入し，Hsp47をノックアウトした．Hsp47のmRNA発現量を，半定量的RT-PCRで

解析したところ，mRNA は感染から 4 日目以降で検出限界以下となった(図 6A)．より正

確なKO効率を算出するため，定量的RT-PCRを行ったところ，感染 4日目で相対的な発

現量は 10%以下を示した(図 6B)．次に，タンパク質レベルでのHsp47のKO効率を測定

するため，抗Hsp47抗体を用いてウエスタンブロットを行ったところ，4日目では約 40%

存在し，8 日目以降に 20%以下に減少した(図 6C)．感染 4 日目でHsp47 のmRNA量が

10%以下になることから，この時点で90%以上の細胞でKOされていることが確認できた．

感染 4日目でHsp47のタンパク質量が 40%とmRNAに比べて高い値を示しているのは，

Hsp47のタンパク質の半減期が約 48時間であるためであると推察される．感染 8日目で

Hsp47のタンパク質量が 20%以下になることから，Creリコンビナーゼの導入から 8日目

において，80%以上の細胞で Hsp47 が KO され，さらにタンパク質レベルでもほとんど

存在しないことが示唆された(図 6D)．また，これらHsp47のmRNA量，タンパク質量と

もに，8 日目から 12 日目まで維持されていることから，KO されていない細胞が増殖し，

置き換わるなどの現象もないことも推察できる．今後のHsp47 KO下におけるコラーゲン

やアポトーシスの解析は，Creリコンビナーゼの導入から 12日目以降に行うこととした． 
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図 6 活性型HSCsへの，アデノウイルスベクターを用いたCreリコンビナーゼの導入

による，Hsp47遺伝子のノックアウト． 

(A)Creリコンビナーゼ導入下における半定量的RT-PCRによるHsp47 mRNAの解析． 

Hsp47 floxedマウスからHSCsを単離し，培養下で活性化させた．活性型HSCsにコントロールアデノ

ウイルス(AdControl；Ctrl と図示)または，Cre リコンビナーゼを含むアデノウイルス(AdCre ；Cre と

図示)を感染させた．感染から，図に示した日数後に HSCs を回収し，RNA を抽出した．Hsp47 特異的

なプライマーを用いて半定量的RT-PCRを行った．2%アガロースゲルに泳動した後，エチジウムブロマ

イドで染色した． 

(B)Creリコンビナーゼ導入下における定量的RT-PCRによるHsp47 mRNAの解析． 

(A)で使用したRNAを用いて，Hsp47特異的なプライマーを用いて定量的RT-PCRを行った． 

(C)Creリコンビナーゼ導入下におけるHsp47タンパク質の解析． 

Hsp47 floxedマウスからHSCsを単離し，培養下で活性化させた．活性化HSCsにAdControlまたは，

AdCre を 17MOI で感染させた．感染から，図に示した日数後に HSCs を Lysis buffer で回収し，

SDS-PAGEに供した．Hsp47特異的な抗体を用いてウエスタンブロットを行った． 

(D)Creリコンビナーゼ導入下におけるHsp47タンパク質の解析． 

(C)を定量し，グラフに示した．  
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4-3. Hsp47 KO HSCsにおける I型コラーゲンおよび I型プロコラーゲン 

 

次に，Hsp47 をノックアウトした活性型HSCs(以後，Hsp47 KO HSCsとも称する)にお

ける I型コラーゲンを解析した．細胞を固定後，界面活性剤を用いた細胞膜透過処理を行

うことなく，抗 I型コラーゲン抗体で免疫染色を行うことにより，細胞外コラーゲンの沈

着を観察した(図 7A)．コントロールアデノウイルスを感染させた活性型 HSCs(Ctrl)では

細胞外に I 型コラーゲン(緑)が沈着していることが確認できる．コントロール HSCs と異

なり，Cre リコンビナーゼ含有アデノウイルスを感染させた活性型HSCs(Cre)では，I型

コラーゲンのシグナルはほとんど確認されなかった．このことから，Hsp47 KO HSCsは

細胞外基質にコラーゲンが含まれないことが示され，Hsp47の発現抑制が線維化の抑制に

寄与することが In vitro で示唆された．次に，I型プロコラーゲンの細胞内の蓄積量をウ

エスタンブロットで確認したところ，Cre リコンビナーゼを導入した活性型 HSCs では，

コントロールHSCsに対して I型プロコラーゲンの有意な蓄積が界面活性剤可溶性画分で

確認された(図 7B，C)．さらに，わずかではあるが，界面活性剤不溶性画分に I 型プロコ

ラーゲンが確認でき，界面活性剤不溶性画分の I型プロコラーゲンは，Hsp47 KO HSCs

でコントロールに比べて増加していた．これらの結果から，Hsp47 KO HSCsでは，I型

コラーゲンが細胞外基質には含まれず，細胞内に蓄積することが示された．そこで次に，I

型コラーゲンが細胞内のどのコンパートメント(細胞内小器官)に含まれるか同定するため，

界面活性剤を用いた細胞膜透過処理を行なった後，免疫染色を行った．その結果より，コ

ントロールHSCs (Control)ではI型コラーゲンは小胞体のマーカータンパク質であるPDI

とはほとんど一致せず，シスゴルジのマーカータンパク質であるGM130との共局在を示

した．一方，Cre リコンビナーゼを導入した活性型 HSCs (Cre)では，I 型コラーゲンは

GM130 だけでなく，PDI とも共局在することが確認された(図 7D)．これらの結果から

Hsp47 KO HSCsでは，I型コラーゲンは細胞外基質には含まれず，小胞体に蓄積し，そ

れらの一部は界面活性剤不溶性の凝集体を形成すると結論付けた． 
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図 7 Hsp47 KO HSCsにおけるコラーゲンの挙動の変化 

(A)Hsp47 KO HSCsにおける細胞外 I型コラーゲン 

Hsp47 floxedマウスからHSCsを単離し，培養下で活性化させた．活性化HSCsにAdControl (Ctrl)ま

たは AdCre (Cre)を感染させた．感染から 12日後に細胞外の I型コラーゲンを抗 I型コラーゲン抗体を

用いて染色した(緑)．細胞の核をHoechst33342を用いて対比染色した(青)．バーは 100 μmを示してい

る． 

(B) Hsp47 KO HSCsにおける細胞内の I型プロコラーゲン 

Hsp47 floxedマウスからHSCsを単離し，培養下で活性化させた．活性化HSCsにAdControl (Ctrl)ま

たはAdCre (Cre)を感染させた．感染から 13日後に細胞を回収し，lysis bufferで可溶化し，SDS-PAGE

に供した．抗 I型コラーゲン抗体を用いて，ウエスタンブロットを行った． 

(C) Hsp47 KO HSCsにおける細胞内の I型プロコラーゲン 

(B)を定量し，GAPDHで標準化して示した．4回独立して実験を行い，その平均値と標準誤差を示した．

*，P<0.05 

(D) Hsp47 KO HSCsにおける細胞内の I型プロコラーゲンの局在 

Hsp47 floxedマウスからHSCsを単離し，培養下で活性化させた．活性化HSCsにAdControl (Control)

または AdCre (Cre)を感染させた．感染から 12日後に細胞内の I型コラーゲンを抗 I型コラーゲン抗体

を用いて染色した(緑)．PDI，GM130を両者に特異的な抗体を用いてそれぞれ染色した(赤)．細胞の核を

Hoechst33342を用いて対比染色した(青)． 

  



35 

 

4-4. Hsp47 KO HSCsにおける小胞体ストレスとアポトーシス 

 

 以前，我々の研究室ではHsp47 KO MEFsではHsp47ノックアウトにより，Ⅰ型コラ

ーゲンが細胞内に蓄積し，界面活性剤不溶性の凝集体を形成することで小胞体ストレスを

引き起こし，さらに細胞がアポトーシスに至ることを示している．そこで次に我々は，

Hsp47 KO HSCsにおいても，Hsp47 KO MEFsと同様のことが起こっているのではない

かと仮定し，小胞体ストレスとアポトーシスを解析した． 

 Hsp47の発現量は，Creリコンビナーゼを導入した活性型HSCs (Hsp47 KO HSCs；

Cre)で著しく減少しており，Hsp47のノックアウトが確認できた(図 8A，B)．小胞体スト

レスマーカータンパク質として，BiP(Grp78)と Grp94 を，小胞体ストレス依存的なアポ

トーシスマーカータンパク質として CHOP をウエスタンブロットにより検出したが，コ

ントロールHSCs (Ctrl)とHsp47 KO HSCsは同様の値を示した．また，小胞体ストレス

時におこるUPRの経路の一つに，XBP-1のスプライシングがある．そこで，XBP-1のス

プライスフォームをRT-PCRによって検出した(図 8C)．小胞体ストレスを起こすことが知

られているタプシガルジン(TG)を処理すると XBP-1 のスプライスフォームが検出される

が，Hsp47 KO HSCsではコントロールHSCs同様に，スプライスフォームは検出されな

かった．これらのことから，Hsp47 KO HSCsでは小胞体ストレスとアポトーシスは起こ

っていないと推察された． 

 この結果は，以前我々がMEFsを用いて出した結果とまったく異なるものである．以前

の結果と異なる結果となった原因は以下の 2点と考えた．一つは I型コラーゲンの発現量

の差である．予備的な実験から，MEFsに比べ，活性化されたHSCsの I型コラーゲンの

発現量はmRNAでは約 25%，細胞内のタンパク質量では約 50%ほどであることを確認し

た．この発現量の違いのため，Hsp47ノックアウトにより細胞内に蓄積する界面活性剤不

溶性のコラーゲンの凝集体も減少し，小胞体ストレス，およびアポトーシスが検出されな

かったものと考えられる．もうひとつ大きな原因として考えられるのが，オートファジー

活性の違いである．以前の研究で，我々は界面活性剤不溶性となった I 型コラーゲンがオ

ートファジーで分解されることを発表している(Ishida, Y., 2009)．したがって，オートフ

ァジーの活性は界面活性剤不溶性のコラーゲンの量に影響を与え，小胞体ストレスやアポ

トーシスにも影響を与えることが推測される． 

 近年の研究で，HSCsではHSCsの活性化に伴いオートファジーが活性化することが報
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告されている(Thoen, L. F. et al., 2011)．したがって，HSCsではMEFsよりもオートフ

ァジーがより活性化されていることが考えられ，それにより界面活性剤不溶性コラーゲン

が分解されていると推測できる． 
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図 8 Hsp47 KO HSCsにおける小胞体ストレスとアポトーシス 

(A)Hsp47 KO HSCsにおける小胞体ストレスとアポトーシス 

Hsp47 floxed マウスから HSCs を単離し，培養下で活性化させた．活性化 HSCs に AdControl または

AdCreを感染させた．感染から 13日後に細胞を回収し，lysis bufferで可溶化し，SDS-PAGEに供した．

それぞれ図に示したタンパク質に特異的な抗体を用いて，ウエスタンブロットを行った．ツニカマイシン

(TM)処理のサンプルは，CHOPのポジティブコントロールとして用いた． 

(B) Hsp47 KO HSCsにおける小胞体ストレスとアポトーシス 

(A)を定量し，GAPDHで標準化して示した．4回独立して実験を行い，その平均値と標準誤差を示した．

NS；not significance． 

(C) Hsp47 KO HSCsにおけるXBP-1のスプライシング 

Hsp47 floxed マウスから HSCs を単離し，培養下で活性化させた．活性化 HSCs に AdControl または

AdCreを感染させた．感染から 13日後に細胞を回収し，RNAを抽出した．XBP-1のアンスプライシン

グフォームとスプライシングフォームの両者を増幅できるプライマーを用いて半定量的 RT-PCR を行っ

た．タプシガルジン(TG)はXBP-1スプライシングフォームのポジティブコントロールとして用いた．  
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4-5. オートファジー阻害下におけるHsp47 KO HSCsでのI型コラーゲンの細

胞内蓄積と，オートファジーマーカータンパク質 LC3，p62の蓄積 

 

 以上のことから，オートファジー阻害剤を用いてオートファジーを阻害することにより

小胞体ストレスとアポトーシスを誘導できるのではないかと考えた．オートファジー経路

の最終細胞内小器官はリソソームであり，そこで基質の分解が行われる．今回，われわれ

はリソソームの酸性化を阻害する薬剤であるクロロキン(CQ)を用いることで，オートファ

ジーを阻害することとした．CQを処理すると，Hsp47 KO HSCsでは I型プロコラーゲ

ンの顕著な細胞内蓄積が見られた(図 9A，B)．これは活性型HSCsではオートファジーの

活性が高いため，正常なコラーゲンもオートファジーで分解されていることを示唆する結

果と考えた．一方、コントロール細胞でもCQ処理によりコラーゲンの蓄積が見られ、そ

の量はCQ未処理のHsp47 KO HSCsとほぼ等量であった。次に、Hsp47 KO HSCsでオ

ートファジーの阻害により界面活性剤不溶性画分での I型プロコラーゲンの蓄積を調べた．

I 型プロコラーゲンの蓄積は，界面活性剤不溶性画分においてわずかに増加が見られたも

のの，その蓄積はおもに可溶性画分で認められた(図 9A)．別のオートファジー阻害剤であ

る 3-MAの効果も検討した．3-MAはオートファゴソーム形成に必要な PI3Kを阻害する

ことにより，オートファジーの初期段階を阻害する．図 9C に示すように，3-MA 処理下

においても，Hsp47 KO HSCsで I型プロコラーゲンの細胞内の蓄積を認め，さらにCQ

処理と比べて界面活性剤不溶性画分におけるコラーゲンの増加を認めた．これはミスフォ

ールドした I型プロコラーゲンが小胞体からオートファゴソームで隔離されることを阻害

することによって，小胞体により多く蓄積しているためであると考えた．さらに，CQ 処

理下の活性型 HSCs において，オートファジーの活性化のマーカータンパク質である

LC3-II と p62 をそれぞれウエスタンブロットにより解析した．LC3 は合成されたのち，

Atg4 により C 末端が切断され，LC3-I フォームとなる．その後，オートファジーの過程

で，ホスファチジルエタノールアミンが結合することにより，LC3-I から LC3-II フォー

ムへと変わる．これらのことより，一般的に，LC3-IIの量はオートファジーの活性を表し

ていると考えられている．図9Dに示すように，活性型HSCsのLC3はその大部分がLC3-II

フォームである． 

 

 図 10はWTまたはAtg5 KO MEFsでのLC3を通常状態および血清飢餓状態で比べた
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ものである．Atg5 KO MEFsはLC3-IIフォームを作ることができないため，すべてLC3-I

フォームとして検出された．WT MEFsのLC3は通常状態では，LC3-IとLC3-IIがほぼ

等量存在したが，血清飢餓状態ではオートファジーが活性化され，LC3-IIフォームの量が

増加した．しかし，血清飢餓状態であっても，依然として LC3-I フォームは検出された．

一方，活性型HSCs では LC3-I フォームはほとんど検出されなかった(図 9D)．このこと

からも，活性型HSCsではオートファジーが著しく高い活性で保たれていることが推察さ

れる．CQ処理下の活性型HSCsにおいて，界面活性剤不溶性画分で p62が有意に蓄積た

ことから，CQ 処理によってオートファジーが阻害されたことが確認された(図 9D，E)．

さらに，界面活性剤可溶性画分のLC3-II，p62の蓄積を定量すると，コントロールHSCs

では，非処理(NT)およびCQ処理後(CQ)において，統計的に有意な蓄積は認められなかっ

たが，Hsp47 KO HSCsでは，NTおよびCQにおいて，両タンパク質ともに統計的に有

意な増加が認められた．このことから，Hsp47 KO HSCsではコントロールHSCsよりも

オートファジーがより活性化されていることが推察できる．このことは，Hsp47 KO MEFs

では，WT MEFsよりオートファジーが活性化されているという，石田らによる以前の我々

の結果とも一致している(Ishida, Y et al., 2009)． 
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図 9 オートファジー阻害下におけるHsp47 KO HSCsでの I型コラーゲンの細胞内蓄

積と，オートファジーマーカータンパク質LC3，p62の蓄積 

(A)オートファジー阻害下における I型プロコラーゲンの細胞内の蓄積 

Hsp47 floxed マウスから HSCs を単離し，培養下で活性化させた．活性化 HSCs に AdControl または

AdCreを感染させた．感染から 12日後にCQを処理した．24 h後に細胞を回収し，lysis bufferで可溶

化し，SDS-PAGEに供した．抗 I型コラーゲン抗体を用いて，ウエスタンブロットを行った． 

(B)オートファジー阻害下における I型プロコラーゲンの細胞内の蓄積 

(A)を定量し，GAPDHで標準化して示した．8回独立して実験を行い，その平均値と標準誤差を示した．

*；P<0.05，**;P<0.01，***；P<0.005． 

(C)オートファジー阻害下における I型プロコラーゲンの細胞内の蓄積 

Hsp47 floxed マウスから HSCs を単離し，培養下で活性化させた．活性化 HSCs に AdControl または

AdCreを感染させた．感染から 12日後に 3-MAを処理した．24 h後に細胞を回収し，lysis bufferで可

溶化し，SDS-PAGEに供した．抗 I型コラーゲン抗体を用いて，ウエスタンブロットを行った． 

(D)オートファジー阻害下における LC3-IIと p62の蓄積 

Hsp47 floxed マウスから HSCs を単離し，培養下で活性化させた．活性化 HSCs に AdControl または

AdCreを感染させた．感染から 12日後にCQを処理した．24 h後に細胞を回収し，lysis bufferで可溶

化し，SDS-PAGEに供した．抗 LC3抗体または抗 p62抗体を用いて，ウエスタンブロットを行った． 

(E)オートファジー阻害下における LC3-IIと p62の蓄積 

(D)を定量し，GAPDHで標準化して示した．9回独立して実験を行い，その平均値と標準誤差を示した．

**；P<0.01，***；P<0.005，NS；not significance． 
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図 10 WTおよびAtg5 KO MEFsにおける通常状態または血清飢餓状態のLC3 

WTおよびAtg5 KO MEFsを 2時間，10%FBSを含むDMEMで培養するか(Ctrl)，または FBSを含ま

ないDMEMで培養し血清飢餓状態とした(Stv)．細胞を回収後 lysis bufferで可溶化し，SDS-PAGEに

供した．それぞれのタンパク質に特異的な抗体を用いて，ウエスタンブロットを行った．LC3 過剰発現

細胞の細胞可溶化液(LC3o/e)をポジティブコントロールとして用いた． 
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4-6. オートファジー阻害下における Hsp47 KO HSCs での小胞体ストレスとアポト

ーシス 

オートファジー阻害剤を用いることで，Hsp47 KO HSCsでより多くの I型コラーゲンの

蓄積が観察されたため，オートファジー阻害下のHsp47 KO HSCsにおいて小胞体ストレ

スとアポトーシスを調べた(図 11)．CQ処理を行ったHsp47 KO HSCsにおいてコントー

ルHSCsと比べてBiPとGrp94が有意に増加していた(図 11A，B)．さらに，CQ処理を

行ったHsp47 KO HSCsではCHOPの発現も著しく上昇していることが示された(図11A，

B)．これらのことから，CQ 処理によって，Hsp47KO HSCs では小胞体ストレスが惹起

され，それにより小胞体ストレス依存的なアポトーシスが起こっていることが推察された．

オートファジー阻害剤として 3-MAを用いた場合においても，CQ 処理と同様に，Hsp47 

KO HSCsにおいて BiP，Grp94の増加が認められた(図 11C)．次に我々は，アポトーシ

スの実行因子であるカスパーゼ 3活性化を観察することとした．カスパーゼ 3活性化は通

常状態においてもHsp47 KO HSCsで有意な増加を認め，さらにオートファジー阻害下に

おいても Hsp47 KO HSCs でコントール HSCs にくらべて有意な増加と確認できた(図

11D，E)．このことから，オートファジー阻害下のHsp47 KO HSCsでは確かにアポトー

シスが起こっていることが示された． 
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図 11 オートファジー阻害下における Hsp47 KO HSCs での小胞体ストレスとアポト

ーシス 

(A)オートファジー阻害下におけるHsp47 KO HSCsでの小胞体ストレスとアポトーシス 

Hsp47 floxed マウスから HSCs を単離し，培養下で活性化させた．活性化 HSCs に AdControl または

AdCreを感染させた．感染から 12日後にCQを処理した．24 h後に細胞を回収し，lysis bufferで可溶

化し，SDS-PAGE に供した．それぞれのタンパク質に特異的な抗体を用いて，ウエスタンブロットを行

った． 

(B) オートファジー阻害下におけるHsp47 KO HSCsでの小胞体ストレスとアポトーシス 

(A)を定量し，GAPDHで標準化して示した．9回独立して実験を行い，その平均値と標準誤差を示した．

*；P<0.05，**；P<0.01，***；P<0.005． 

(C) オートファジー阻害下におけるHsp47 KO HSCsでの小胞体ストレス 

Hsp47 floxed マウスから HSCs を単離し，培養下で活性化させた．活性化 HSCs に AdControl または

AdCreを感染させた．感染から 12日後に 3-MAを処理した．24 h後に細胞を回収し，lysis bufferで可

溶化し，SDS-PAGE に供した．それぞれのタンパク質に特異的な抗体を用いて，ウエスタンブロットを

行った． 

(D)オートファジー阻害下におけるHsp47 KO HSCsでのCaspase-3の活性化 

Hsp47 floxed マウスから HSCs を単離し，培養下で活性化させた．活性化 HSCs に AdControl または

AdCreを感染させた．感染から 12日後に CQを処理した．24 h後にカスパーゼ 3アッセイを行い，キ

ーエンス社のBZ-X710を用いて画像を取得した． 

(E)オートファジー阻害下におけるHsp47 KO HSCsでのCaspase-3の活性化 

(D)で得られた画像について，キーエンス社の画像解析ソフトを用いてカスパーゼ 3 ポジティブ細胞を定

量し，グラフで示した．3回独立して実験を行い，その平均値と標準誤差を示した．*；P<0.05，**；P<0.01．  
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5-1. Cre-loxPシステムを用いたHsp47のノックアウト 

 

 図6に示したように我々はHSCsでHsp47をノックアウトすることに成功した．Hsp47

のタンパク質量を解析したウエスタンブロットの結果より，Hsp47のノックアウト効率が

80%以上であると示唆されるが，これはすべての細胞で 80%，Hsp47の発現が抑えられた

のではなく，80%の細胞で約 100% Hsp47の発現が抑えられていることを示していると考

えられる．このことがノックダウンの系と大きく異なることの一つである． 

コラーゲンの正しい生合成にどれほどのHsp47が必要なのか正確に述べることはできな

いが，Hsp47ヘテロマウスはWTと比べHsp47発現量が 50%であり，WTと同様の表現

系を示すことから，少なくとも 50%の発現量でもコラーゲンの正しい生合成には十分であ

ることが推測される．Hsp47はシャペロンであり，コラーゲンの生合成の中でコラーゲン

が 3重らせんを形成するときに一時的に結合することが重要であることから，50%よりも

少ない量でも働きうることが考えられる．したがって，Hsp47 の役割を研究する上で，1

細胞内の Hsp47 の発現量を限りなく 0 に抑えることは重要であり，その点において本研

究で用いたCre-loxPシステムによるHsp47ノックアウトは有用な系である． 

 

 

5-2. Hsp47 KOと I型コラーゲン 

 

 Hsp47ノックアウト下における I型コラーゲンの状態を図 7に示したが，細胞外マトリ

ックスに I型コラーゲンは含まれず，さらに細胞内の蓄積が観察された．しかし，これは

必ずしもHsp47ノックアウト下の細胞でI型コラーゲンが細胞外に分泌されないことを示

しているのではない．我々は以前に，Hsp47 KO MEFsで I型コラーゲンが細胞外に分泌

されることを，ラジオアイソトープを用いた実験で示している(Ishida, Y. et al., 2006)．し

かし，Hsp47 KO MEFsでは，野生型と比べ，I型コラーゲンが合成されてから，分泌さ

れるまでの時間が長く，さらに分泌されたコラーゲンをトリプシン処理すると野生型は分

解されないのに対して，Hsp47 KO MEFsの I型コラーゲンはトリプシン処理に感受性が

あり，分解される．これらの結果より，Hsp47 KO HSCsでは I型コラーゲンは正しく 3

重らせん構造へとフォールディングできないため，分泌が遅れるだけでなく、分泌された

コラーゲンも細胞外に存在するプロテアーゼによる分解によって，細胞外マトリックスへ
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の蓄積を抑制されていることが強く示唆される． 

 

 

5-3. オートファジー阻害下におけるHsp47 KO HSCsでの小胞体ストレスと

アポトーシス 

 

 図 9において，クロロキン処理により，オートーファジー経路の分解を阻害すると，興

味深いことにコントロール細胞，AdCre感染細胞，両細胞で I型プロコラーゲンの蓄積が

観察された．このことは過去の知見(Ishida, Y. et al., 2009)と異なる結果である．図 9Dお

よび図 10の結果より，HSCsはMEFsよりもオートファジーの活性が高いことが示唆さ

れ，そのため，ミスフォールドしていない正常な I型プロコラーゲンもオートファジー経

路に巻き込まれて分解されている可能性が高いと考えられる．しかし注目すべきは，小胞

体ストレスがAdCre感染細胞でのみ観察される点である．このことは，コントロール細胞

で増加した I型プロコラーゲンは性質が正しい物性を備えており，小胞体に負荷を与える

ものではないが，AdCre感染細胞で増加した I型プロコラーゲンはミスフォールドしてい

るため，小胞体に負荷を与えるコラーゲンであるということを強く示唆する結果である．

その結果，AdCre感染細胞でのみ小胞体ストレスが引き起こされ，小胞体ストレス反応性

アポトーシス誘導タンパク質であるCHOPの誘導が観察された． 

 以前に石田らは，Mov13細胞系を用いて，コラーゲンのミスフォールディングと分解に

ついて興味深い観察を行っていた(Ishida, Y et al., 2009)．Mov13細胞は，I型コラーゲン

の α1鎖を欠損した細胞である．Mov13細胞では，合成される α2鎖は，α1鎖と 3重らせ

んを形成できないので，リソソームへ運ばれて分解される(これはオートファジー経路では

ない)．Mov13細胞に α1鎖を遺伝子的に導入すると，発現した α1鎖と細胞が本来持って

いる α2鎖が 3重らせんを形成して，正常に分泌される．導入する α1鎖に変異を入れ，3

本鎖は作るが，3 重らせんを形成できないようにしてやると，これは小胞体関連分解

(ERAD)では分解できず，オートファジーによって分解された．一方で，導入する α1鎖に，

3本鎖を作れないように変異を入れて導入すると，導入された α1鎖は一本のポリペプチド

のまま ERAD で分解された．このように，いったん 3 本鎖を作り，かつミスフォールデ

ィングする状況では，これらのプロコラーゲンはオートファジーによって分解を受けるの

である．本研究によって示したように，Hsp47をKOしたHSCsでは，3本鎖を形成する
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が，3 重らせんは形成できない．これは先の研究と同様オートファジーによる分解を受け

る．従って，オートファジーを阻害することによって，プロコラーゲンの分解が阻害され，

小胞体ストレス，さらにアポトーシスを引き起こすということになったのである． 

 図 12に我々のモデルを示す．Hsp47 KO HSCsでは細胞内，特に小胞体にミスフォー

ルドした I型プロコラーゲンが蓄積し，その一部は界面活性剤不溶性画分の凝集体を形成

している．これらのミスフォールドプロコラーゲンは，通常はオートファジーによって分

解されている．しかし，オートファジーを阻害するとそれらミスフォールドタンパク質は

より細胞内に蓄積することとなる．そして，蓄積した I型プロコラーゲンにより，小胞体

ストレスが引き起こされ，最終的にはアポトーシスへと至る． 

 

 

5-4. 本研究の意義 

 

 本論文における我々の一連の結果は，Hsp47ノックアウトにより，HSCsにおけるコラ

ーゲン生合成が阻害されるため，細胞外マトリックスへのコラーゲンの沈着が抑えられる

こと，さらにはオートファジー阻害剤を併用することにより，HSCs そのものをアポトー

シスへと導く可能性があることを示唆するものである．これまでの研究で，HSCs の活性

化を誘導する TGF-β のシグナル伝達経路の阻害等によって HSCs がコラーゲンを産生し

なくなり，肝線維化が治療されるという結果がいくつか報告されている(Yata, Y. et al., 

2002; Marquez-Aguirre, A. et al., 2009)．また，肝線維化が改善される場合，HSCsの運

命は約半分がアポトーシスとなり，残り半分はもとの(換言すれば静止期の)HSCs に戻る

と報告されている(Kisseleva, T. et al., 2012)．この文献の中で，一度活性化した後元に戻

ったHSCsは，その後の刺激によりもともとあるHSCsよりも容易に活性化することが報

告されている．すなわち，コラーゲンの産生を止めただけでは，危険因子を体内にとどめ

たままとなり，治療として十分ではない． 

 我々が本研究で示したように Hsp47 ノックアウトでは，コラーゲンの産生を抑えるこ

とができたが ER ストレスは観察されなかった(図 8)．活性化した HSCs はいずれアポト

ーシスを示すか，または元のHSCsに戻ると考えられる．一方，オートファジーの阻害に

よってHSCsの活性化が抑制され，肝線維化が抑えれるという報告がある(Thoen, L. F. et 

al., 2011; Hernandez-Gea, V. et al., 2012)．しかしながら，オートファジーの阻害によって，
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HSCs がアポトーシスに至ることは確認されていない．オートファジー阻害の場合には，

Hsp47 の阻害時のように細胞内にストレスとなりうるものが産生されないため，Hsp47

阻害時よりも多く，活性化したHSCsが元のHSCsに戻ることが考えられる．したがって，

Hsp47，またはオートファジー，それぞれ単独の阻害の場合には，コラーゲンの細胞外で

の沈着を抑える効果が期待できるが，活性型HSCsの速やかな除去には不十分である．ま

た，活性型から非活性型のHSCsに戻る場合には，Kisseleva, Tらの報告と合わせて考え

ると，非活性型に戻されたHSCsは，危険因子といえるだろう． 

 以上のことを考えると，Hsp47ノックアウト，オートファジー阻害いずれも単独では線

維化の治療において非常に優れているとは言い難い．しかし，我々は今回，その両者を組

み合わせることによって，コラーゲンの細胞外の沈着を抑えるだけでなく活性型HSCsで

のアポトーシスの誘導を観察することができた．これは治療後のことを考えたときに，一

度活性化した後元に戻ったHSCs，危険因子であるこのHSCsをより多く除去するために

非常に重要な意味を持っていると考えられる． 

 TGF-βによって誘導されるコラーゲンが，オートファジーの阻害によって，腎臓組織に

蓄積するとともに，マウスメサンギウム細胞(MMC)の細胞内にも蓄積する例も報告されて

いる(Kim, S.I., 2012)．これは，線維化の過程で生じたコラーゲンが，MMP等のプロテア

ーゼのみでなく，オートファジーによっても分解されていることを示唆しており，肝線維

化において，Hsp47の阻害と同様に，オートファジーを阻害することの重要性が示されて

いる．一方で，オートファジーが成体にとって必要なことも知られている．たとえば，肝

細胞におけるオートファジーの阻害は，肝細胞を腫瘍(ただし，良性腫瘍)へと導くことが

報告されている(Takamura, A. et al., 2011)．したがって，肝線維化におけるHsp47およ

びオートファジーの阻害は，HSCs特異的に行わることが重要である． 

 本研究の成果により肝線維化の治療において Hsp47 が治療戦略上重要な分子であり，

さらにオートファジーを制御することが肝線維化の治療において重要な意義を持つことが

示唆された．  
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図 12 活性型HSCsにおけるHsp47 欠損による小胞体ストレス依存的アポトーシスの

モデル 
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6.実験材料と方法 
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6-1. 試薬および合成オリゴ核酸 

 

 特記したものを除き，試薬は和光純薬工業，ナカライテスク，もしくはシグマアルドリ

ッチ社製の試薬を用いた．また，合成オリゴDNAは，Invitrogenに合成を依頼した．ま

た溶媒として水を用いる場合はElix水(メルクミリポアCO.，ダルムシュタット，ドイツ)

を用いた． 

 

 

6-2. マウスの飼育方法および遺伝子型解析 

 

 Hsp47 floxed マウスは我々の研究室の OB である真砂らによって作製された(Masago, 

Y et al., 2012)．マウスを使用したすべての実験は京都産業大学動物実験委員会の承認を得

て行われた． 

 マウスは個体識別のため，耳にパンチングにより穴をあけた．その際の耳片を使用して，

遺伝子型の解析を行った．具体的には，以下の通りである．耳片にLysis buffer (100 mM 

Tris-HCl (pH 8.0), 200 mM NaCl, 5 mM EDTA, 2% SDS, 0.1 mg/ml proteinase K) 100 

μlを加え，55℃で 4時間～一晩，反応させる．数十分おきにタッピングまたはヴォルテッ

クスなどで撹拌すると4時間ほどで完全に溶解できるが，一晩放置して溶解させてもよい．

溶解させたDNAサンプルを用いてPCRを行った．PCRは，Ampdirect pluce (島津製作

所，Kyoto, Japan)を用いて，製品付属のプロトコールに従って行った．  

 使用したプライマーの配列は以下の通りである． 

マウスHsp47 floxed； 

(フォワード) 5’ -GAGTGGGCTGAGCCCTCTCAAGAAAATCC -3’， 

(リバース) 5’ -CTTCGGTCAGGCCCAGTCCTGCCAGATG -3’． 

 上記配列は，Hsp47 intron5 に挿入された loxP 配列および制限酵素認識部位を含む約

100 bpを挟み込むようにして設計されており，かつ，フォワードおよびリバースともに，

野生型alleleに存在する配列より設計している．上記プライマーを用いたPCRによって，

Hsp47 floxed alleleは約 450 bpのバンドとして，Hsp47野生型 alleleは約 350 bpのバン

ドとして検出される． 
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6-3. Hepatic stellate cells (HSCs)の単離，および培養 

 

 Hepatic stellate cells (HSCs)はHsp47flox/floxマウスからRadaevaらの方法(Radaeva, S 

et al., 2007)を改良した方法で単離した．具体的な方法を以下に記載する．以下，用いた器

具および緩衝液等は，すべて滅菌済みのものを使用した． 

 

(マウスから肝臓組織の取得)・・・以下の操作は，マウス室で行った．マウスに 10倍希釈

したソムノペンチル(共立製薬株式会社)をマウスの体重に対して 10 μl/gで投与した．麻酔

下のマウスの腹を切り開き，下大静脈および肝門脈を露出させた．肝門脈に，翼竜針を用

いて 0.5 mMのEGTAを含むGBSS(-)緩衝液を注入し，翼竜針をクリップまたはピンセッ

トなどで保持した．注入は，10 ml/分の流速で行った．注入後直ちに横隔膜を切り開き，

肝臓直上の胸部大静脈を血管クリップで止めた後，下大静脈を切断し，緩衝液を排出させ

た．5分間，0.5 mMのEGTAを含むGBSS(-)を還流させた後，EGTAを含まないGBSS(-)

をさらに 5分間還流させることにより肝臓内の血液成分を取り除いた．その後 0.02%(w/v)

のコラゲナーゼ I型(和光純薬株式会社，大阪，日本)，0.04%(w/v)のプロナーゼE(ロシュ・

ダイアグノスティックス株式会社，インディアナポリス，インディアナ州，アメリカ合衆

国)，および 0.25%のDNase I(メルクCO．，ダルムシュタット，ドイツ)を含むGBSS(+)

緩衝液(以下，酵素液と称する)を流速 7 ml／分で 10 分還流させ，細胞間接着を酵素で破

壊した．すべての緩衝液は，還流中にウォーターバスで 37℃に加温しながら用いられ，送

液はペリスタポンプを用いて一定の速度で行われた．酵素液の還流後，肝臓を切り出し，

胆嚢を除去した．回収した肝臓は，酵素液中に保存した． 

 

(肝臓組織から，HSCs の単離)・・・以下の操作は，クリーンベンチ内で行った．回収し

た肝臓を，フェザー社のスカルペル(No.10)を用いて，ガラスディッシュ上で，酵素液中で

細かく細断し，ピペッティングの後にBD社のセルストレーナー(100 μm)に通し，細胞懸

濁液を得た．細胞懸濁液を，(i)室温下，30 gで 5分遠心分離し(実質細胞の除去のため)，

(ii)得られた上清を 4℃下，400 gで 10分遠心分離によりHSCsを含むペレットを得た．

得られたペレットを1% BSAおよび0.25% DNase Iを含むGBSS(-) (GBSS(+BSA)と称す

る)で懸濁し，上記(i)および(ii)の操作を繰り返した．得られたペレットを(GBSS(+BSA))

を用いて 15%に調整した OPTIPREP で再懸濁した．15 ml ファルコンチューブに
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GBSS(+BSA)を 5 ml入れ，その下に 11.5%OPTIPREPを加え，さらにその下に細胞を懸

濁した 15%OPTIPREP を加えた． 11.5%OPTIPREP，または細胞を懸濁した

15%OPTIPREP は，ロングパスツールピペット等を使用して，下から静かに注いだ．細

胞を含む 15 ml ファルコンチューブを 1400 g，17 分遠心分離した．HSCs は，

11.5%OPTIPREPとGBSS(+BSA)の境界面にHSCsからなる細胞層を得ることができる．

HSCs を回収後，もう一度 OPTIPREP による分画操作を行った．ただし，2 度目の分画

では11.5%OPTIPREPの代わりに10%OPTIPREPを用いた．得られたHSCsは10%Fetal 

bovine serum(FBS)を含むDulbecco‘s Modified Eagle Medium(DMEM)(Sigma社製，カ

タログ番号 D6046)で再懸濁し，ディッシュに播種し，5% CO2存在下の 37℃インキュベ

ーターで培養した． 

 

 

6-4. アデノウイルスの調整および感染 

 

 アデノウイルスの調整および感染は，P2レベルの実験室内で行った． 

 

(アデノウイルスの調整)・・・CAGプロモータ下にCreリコンビナーゼ遺伝子をもつアデ

ノウイルス(AdCre)，またはネオ遺伝子を持つアデノウイルス(AdControl)は大阪市立大学

の池田教授より分与して頂いた(Kinoshita, K et al., 2007)．アデノウイルスを 293細胞に

感染させることで増殖させ，Adeno-X Maxi Purification Kit (タカラバイオ Inc.，滋賀，

日本)を用いて製品付属のプロトコールに基づいて精製した．精製後のアデノウイルスの力

価はAdeno-X Rapid Titer Kit (タカラバイオ Inc.，滋賀，日本)を用いて製品付属のプロト

コールに基づいて測定した．精製後のアデノウイルスは，1 ml，または 50 μlに分注し，

液体窒素で急速冷凍した後，-80℃にて保存した．分注後の凍結融解は，3 回までとした．

アデノウイルスの力価は，以下のとおりであった：AdControlは 2.13×109 ifu/ml；AdCre

は 1.625×109 ifu/ml．ここで，ifuは，感染ユニット(infection unit)である． 

 

(アデノウイルスの感染)・・・単離後 17～30日培養後のHSCsを 6 cmディッシュ(BDフ

ァルコン社製)に 8～9×105 cells/ディッシュとなるように播種し，5% CO2存在下の 37℃イ

ンキュベーターで培養した．播種の翌日，ディッシュから培養液を取り除き，アデノウイ
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ルスを加えた培養液を，1 mlずつ，ディッシュに加えた．アデノウイルスは，17，20ま

たは25 MOIとなるように加え，感染を開始した．ここでMOIは，感染多重度(Moutiplicity 

of Infection)である．ウイルスを含む培養液が細胞全体に行き渡るよう，15分後，30分後，

および 45分後に，ディッシュを前後左右に静かにゆすった．感染から 1時間後，3 mlの

培養液を加えた(合計 4 ml)．感染後のHSCsは 136 μg/mlの濃度でL-アスコルビン酸りん

酸エステルマグネシウム塩 n 水和物(アスコルビン酸)  (和光純薬株式会社，大阪，日本)

を添加した培養液で培養した．細胞は，5% CO2存在下の 37℃インキュベーターで培養し

た．感染から 3日後，および 6日後に，培養液の交換を行い，感染から 8日目にイムノブ

ロットまたはイムノステイニングに供した． 

 

 

6-5. イムノブロット 

 

 アデノウイルス感染後 8 日目の HSCs をトリプシンではがし，24 well プレートに

2×105cells/ディッシュとなるように播種し，136 μg/mlのアスコルビン酸，および 1 ng/ml

のTGF-βを添加した培養液で培養した．播種から4日後(ウイルス感染から12日後)，HSCs

の培養液を 20 μMクロロキン(CQ)または 10 mM 3-メチルアデニン(3-MA) (共にシグマア

ルドリッチ，セントルイス，ミズーリ州，アメリカ合衆国)を含む培養液(アスコルビン酸，

TGF-βも含有)に交換し，24時間培養した．コントロールは培養液の交換のみ行った．24

時間後(ウイルス感染から 13日後)，培養液を取り除き，PBSで 1回洗浄し，1 wellあた

り 140 μlのLysis buffer (50 mM Tris-HCl (pH 8.0)，150 mM NaCl，5.0 mM EDTA，

1%(v/v)octylphenoxypolyethoxyethanol (NP-40)，プロテアーゼ阻害剤(1 µg/mlロイペプ

チンおよびペプスタチン A (共にシグマアルドリッチ，セントルイス，ミズーリ州，アメ

リカ合衆国))を加え，シリコンゴムを用いて細胞を回収した．回収した細胞が固まりにな

っている場合には，ピペッティングによって，できる限り細胞塊をほぐした．その後，可

溶化のため氷上で 20分間インキュベーションした．その後，4℃下で 20,000 g，20分遠

心分離し，上清とペレットに分けた．ペレット画分に 140 μlまたは 28 μlのLysis Buffer

を加えたのち，上清，ペレット画分それぞれに5倍濃縮のLaemli buffer (250 mM Tris-HCl 

(pH 6.7)，10% SDS，50%グリセロール，0.005%ブロムフェノールブルー)および 1 M DTT

をそれぞれ1/5，または1/10倍量加えてSDS-PAGEサンプルとした．SDS-PAGEはLaemli
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らの方法に従って行った(Laemmli, U.K., 1970)．泳動用のゲルの%は，I型コラーゲン α1

鎖の検出には 7%を，CHOP，LC3の検出には 15%を，それ以外の検出には 10%を用いた．

SDS-PAGE後，タンパク質をPVDF膜(メルクミリポアCO．，ダルムシュタット，ドイツ)

に転写した．CHOP，LC3の検出にはポワサイズ 0.2 μmのPVDF膜を，それ以外の検出

にはポワサイズ0.45 μmのPVDF膜をそれぞれ用いた．転写後の膜をブロッキングワン(ナ

カライテスク，京都，日本)を用いてブロッキングし，それぞれ特異的な一次抗体を用いて

抗原抗体反応させた．一次抗体の反応は，4℃で一晩，または 37℃で 1時間反応させて行

った．抗体の詳細は後に記載する．二次抗体には HRP 標識された抗体を用いた．二次抗

体の反応は，37℃で 1時間反応させて行った．検出にはECL western blotting detection 

reagentまたはECL prime western blotting detection reagent (GEヘルスケアバイオサ

イエンス，ピスカタウェイ，ニュージャージー州)を用い，シグナルをLAS-3000 system (富

士フィルム，東京，日本)を使用して検出した． 

 

 

6-6. RT-PCRと定量的リアルタイム PCR 

 

 HSCsからのTotal RNAの抽出はRNeasy Mini Kit (キアゲン，ヒルデン，ドイツ)を用

いて製品付属のプロトコールに基づいて行った．mRNA から cDNA への逆転写は

SuperScript III First-Strand Synthesis SuperMix for RT-PCR and qRT-PCR (ライフテ

クノロジーズ，カールスバッド，カリフォルニア州，アメリカ合衆国)を用いて，製品付属

のプロトコールに基づいて行った．RT-PCRはTAKARA LA taq (タカラバイオ Inc．，滋

賀，日本)を用いて製品付属のプロトコールに基づいて行った．使用したプライマーの配列

は次の通りである． 

マウスHsp47； 

(フォワード) 5’ -AAGATGCAGAAGAAGGCTGTCG -3’， 

(リバース) 5’ -CTGTGACACCCCTGAATTTGGT -3’． 

マウスXBP-1； 

(フォワード) 5’ -TGAGAACCAGGAGTTAAGAACACGC -3’， 

(リバース) 5’ -TTCTGGGTAGACCTCTGGGAGTTCC -3’． 

定量的リアルタイム RT-PCR はファストスタートユニバーサルプローブマスター(Rox) 
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(ロシュ・ダイアグノスティックス株式会社，インディアナポリス，インディアナ州，アメ

リカ合衆国)を用いて製品付属のプロトコールに基づいて行い，装置は Applied 

Biosystems StepOnePlus Real-Time PCR System (アプライドバイオシステムズ，フォス

ター，カリフォルニア州，アメリカ合衆国)を用た．プライマーとプローブはアッセイデザ

インセンター(ロシュ・ダイアグノスティックス株式会社，インディアナポリス，インディ

アナ州，アメリカ合衆国)を利用して設計した． 

マウスHsp47； 

(フォワード) 5’ -GAAGGCTGTCGCCATCTC -3’ 

(リバース) 5’ -TCCTGCCAGATGTTTCTGC -3’ 

(プローブ) 5’ -TGGTGGAG -3’． 

コントロールとしてのハウスキーピング遺伝子として β-actinまたはGAPDHを用いた．

β-actinのプライマーとプローブはアッセイデザインセンターを利用して設計した． 

マウス β-actin； 

(フォワード) 5’ -CTAAGGCCAACCGTGAAAAG -3’ 

(リバース) 5’ -ACCAGAGGCATACAGGGACA -3’ 

(プローブ) 5’ -CCAGGCTG -3’． 

GAPDH は UPL ユニバーサルプローブライブラリー，マウス GAPD 遺伝子アッセイ(ロ

シュ・ダイアグノスティックス株式会社，インディアナポリス，インディアナ州，アメリ

カ合衆国)を用いて行った． 

 

 

6-7. イムノステイニング 

 

 アデノウイルス感染後 8日目のHSCsをトリプシンではがし，ポリLリジンでコートさ

れたカバーガラスを入れた 3.5 cmディッシュに播種し，136 μg/mlのアスコルビン酸添加

した培養液で培養した．播種から 4日後，石田らの方法に従って，イムノステイニングを

行った(Ishida Y. et al., 2006)．具体的には，細胞を 0.25%コラゲナーゼタイプ Iを用いて

3分間 37℃で処理(コラゲナーゼ処理)し，細胞外のコラーゲンを除去した後，4%パラホル

ムアルデヒドを用いて 37℃で 20分間処理し固定した．その後 0.1%Triton X-100を室温

で 5分間処理することで膜透過処理をした．細胞外コラーゲン解析の際はコラゲナーゼ処
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理と膜透過処理は行わなかった．HSCs はその後ブロッキング液(2%ゴート血清，20%グ

リセロール in PBS)を用いて室温で 30分間，ブロッキング処理をしたのち，特異的な抗体

を用いて免疫染色を行った．その後，Alexafluor 488 標識抗ラビット IgG 抗体または

Alexafluor 546標識抗マウス IgG抗体を用いて免疫染色を行った．抗体の詳細は後に記載

する．一次抗体および二次抗体の希釈は，ブロッキングバッファーを用いて行った．核の

対比染色にはHoechst33342を用いた．画像の取得はLSM-700顕微鏡(ツァイス，ジェナ，

ドイツ)を用いて行った．同一ロット内の画像取得は，抗体ごとに，露光時間を一定にして

行った．  

 

 

6-8. カスパーゼ 3活性の検出 

 

 カスパーゼ 3活性はNucView488 Caspase-3 Assay Kit (Biotium，ヘイワード，カリフ

ォルニア州，アメリカ合衆国)を用いて製品付属のプロトコールに基づいて行われた．カス

パーゼ3活性のシグナルはBZ-X710顕微鏡(キーエンス，大阪，日本)を用いて取得された．

同一ロット内の画像取得は露光時間を一定にして行った． 

 

 

6-9. 統計処理 

 

 イムノブロットおよびカスパーゼ 3活性シグナルの定量データは平均値を示し，エラー

バーは標準誤差を示している．2 グループ間の有意差検定は独立両側スチューデント t 検

定により行われた．すべての定量値は少なくとも 3回の独立した試行から得られた．イム

ノブロットのシグナルの定量はMulti GaugeVer.3.0ソフトウェア(富士フィルム，東京，

日本)により行われた．カスパーゼ 3活性シグナルの定量はBZ-X解析ソフト(キーエンス，

大阪，日本)により行われた． 

 画像処理は，フォトショップを用いて，明るさおよびコントラストのみを適宜変更した．

抗体の種類に関わらず，同一ロット内の画像については，同じ条件で処理を行った． 
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6-10. 抗体 

 

 実験に使用した抗体は以下のとおりである． 

(抗体名・・・販売元，カタログナンバー，使用希釈倍率．) 

(イムノブロット) 

抗α-SMA抗体・・・シグマアルドリッチ，A5228，1/1000 

抗BiP/Grp78抗体・・・BDトランスダクションラボラトリーズ，610979，1/1000 

抗β-actin抗体・・・メルクミリポアCO．，MAB1501，1/5000 

抗CHOP抗体・・・サンタクルツバイオテクノロジー，sc-793，1/200 

抗 I型コラーゲン抗体・・・メルクミリポアCO．，AB-765P，1/1000 

抗GAPDH抗体・・・ハイテスト，5G4MAb6C5，1/5000 

抗Grp94抗体・・・ENZOライフサイエス，ADI-SPA-850，1/1000 

抗Hsp47抗体・・・ENZOライフサイエス，ADI-SPA-470，1/1000 

抗LC3抗体・・・MBL，M186-3，1/1000 

抗 p62抗体・・・MBL，PM045，1/1000 

抗ラビット IgG HRP標識抗体・・ライフテクノロジーズ，65-6120，1/1000 

抗ラット IgG HRP標識抗体・・・ライフテクノロジーズ，62-9520，1/1000 

抗マウス IgG HRP標識抗体・・・ライフテクノロジーズ，62-6520，1/3000 

 

(イムノステイニング) 

抗 I型コラーゲン抗体・・・メルクミリポアCO．，AB-765P，1/40 

抗GM-130抗体・・・BDトランスダクションラボラトリーズ，610822，1/200 

抗PDI抗体・・・ENZOライフサイエス，ADI-SPA-891，1/200 

抗ラビット IgG Alexa488標識抗体・・・ライフテクノロジーズ，A11034，1/300 

抗マウス IgG Alexa546標識抗体・・・ライフテクノロジーズ，A11030，1/300 
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