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Ethanol Upregulates Pro-fibrogenic Connective Tissue Growth Factor(CTGF)

Gene Expression in HepG2 Cells via Cytochrome P450 2E1-mediated

Ethanol Oxidation.

(エ タノール はチ トク ロー ムP4502E1に よ り制御 され るエ タ ノー ル酸 化系 を介 して、 HepG2細 胞 に

  お け る線 維化 関連遺 伝子Connective tissue growth factor(CTGF)の 発 現 をupregulateす る)

小 西 正 洋

内容の要旨

 Connective tissue grwoth factor(CTGF)は 細胞 の増 生、分 離、接着

やア ポ トー シス、発生 な どに 関連 す る多岐 にわた る細胞 機能 を有 す

る遺伝子群 で あるCCN遺 伝子 フ ァ ミリーに属 し、ヒ トの全身 の様 々

な線 維性 疾患 に 関わ る線維 化制御 因子 として注 目を集 めてい る。

CTGFの 肝臓 にお ける発 現の増強は、主 と して活性化 した肝臓 の星細

胞(伊 東細胞)に お けるCTGF mRNAの 発現 を介 した もので、 CTGF

の発現 量 と肝臓の線維 化の程度 に相関 関係 があ るこ とが報告 され て

い る。 アル コール は肝 線維 症 の最 も大 きな原 因 の一つ で あ るが、

CTGFの アル コール性肝線維 症に果たす役割 につ いて の研究 は これ ま

での ところない。一方 、飲酒 に よ り誘 導 され るエ タノー ル代謝酵 素

群 の一つ であ るチ トク ロームP4502El(以 下、 CYP2El)に よる肝毒

性 の増強 とフ リー ラジカル産生 に よる酸化 ス トレスが、アル コール

性肝 線維症 の発 症 に極 めて大 きな役 割 を果 た してい るこ とが これ ま

で基礎 的 ・臨床的な研究で報告 され てきた。 そ こで 申請者 はCYP2E1

を安定 的 に発 現す る細胞(HepG2-E9細 胞)系 を用い て、 CYP2Elに

よ るエ タ ノー ル酸化 系 が、CTGF遺 伝 子 の発 現 に与 える影響 を検討

し、アル コール性 肝線維症 にお けるCTGF遺 伝 子の関与 を明 らか にす

るこ とを 目的 とした。

 CTGF mRNAのreal-time RT-PCR法 に よる定 量では、エ タノール は

E9細 胞 においてCTGF mRNAの 発現量 を有意 に増加 した。 このCTGF

発 現 量 の 増加 はCYP2Elの 発 現 を増 加 させ る薬 剤 で あ るphorbol

myristate acetate(PMA)の 添加 で増加 し、 CYP2E1阻 害 薬 で あ る4-

methylpyrazole、 グル タチオ ンの前駆 体 であ るN-acetylcysteineやビタ

ミンEの 前駆体 であ るtrolox添加 で有 意に抑制 された。新 しい酸化 ス

トレスのマー カーで ある抗 ア クロ レイ ン抗 体に よる染色 では、エ タ

ノー ルを添加 したE9細 胞 は染色 され たのに対 し、非添加 のE9細 胞 は

染色 され なかった。

 申請者 は、本 研究 でエ タ ノール がチ トクロームP4502E1に よ り制

御 され るエ タノール酸化 系を介 して、HepG2-E9細 胞 にお け る線維制

御遺 伝子CTGFの 発 現 をupregulateす るこ とを明 らかに した。 E9細 胞

内 のエタ ノール に よる酸化 ス トレスは抗 ア クロ レイン抗体 で可視化

した が、CTGF発 現 量の 増加 はCYP2El阻 害 薬 の添加 に よ り抑制 さ

れ、 同時 に抗 酸化作用 のあ る薬 物に よって も抑制 され るこ とな どか

ら、CTGFの 発 現量は細胞内の酸化 ス トレスに依存 して増加す る可能

性が示唆 され た。 この研 究に より、CTGFが アル コール性 肝線 維化に

お いて も、線 維化の制御 遺伝子 として重 要な役割 を果 た してい る可

能性 が示唆 された。

論文審査の要旨

 CTGFは ヒ トの様 々な線維 化 を伴 う疾患に関わ る線維化制御因子 と

して注 目を集 めて いる。飲 酒 によ り誘導 され るエ タノール代 謝酵素

群 の一つであ るCYP2E 1によ る肝 毒性 の増強 とフリー ラジカル産生 に

よ る酸化 ス トレス が、アル コール性 肝線維症 の発 症 に関 与 してい る

こ とが報 告 され て きた。そ こ で本研 究 ではCYP2E1のtransfectantで

CYP2E1を 安 定的 に発現 す る細胞(E9細 胞)系 を用 いて、 CYP2E1に

よ るエタ ノール酸化 系 が、CTGF遺 伝 子 の発 現 に与 える影 響 を検 討

し、アル コール性 肝線維 症 にお けるCTGF遺 伝子 関与 の解 明 を試 み

た。

 エ タノール はCTGFの 発 現 を有意 に増加 す る ことがE9細 胞 におい
て確認 され たが、E9細 胞 にお けるCYP2El発 現 を、 phorbol myristate

acetate(PMA)に よ り増加 させ る とCTGFの 発 現 量 は増 加 し、4-

methylpyrazoleな どの薬物 に よ り抑 制 させ るとCTGFの 発 現量 は減 少

す るこ とが明 らか とな り、エ タノール に よるE9細 胞 でのCTGFの 発

現 は細 胞 内でのCYP2E1の 発 現量 に依存 す るこ とが示 唆 された。ま

た、抗酸化 作用のあ る薬 物であ るN-acetylcysteineやvitamin E analogue

であ るtroloxによってE9細 胞 にお けるCTGFの 発 現量は有意 に減 少す

るこ とか ら、CTGFの 発現量 は細胞 内の酸化 ス トレスに依存 して増加

す る可能性 も示 唆 され た。エ タ ノール によるE9細 胞にお ける酸化 ス

トレスの誘導 は、抗 アク ロレイ ン抗体に よる染色で確 認 された。

 審 査では まず 、E9細 胞 への添加実験 での100mMエ タノールが、飲

酒 後の生体 内濃 度 と して どの程度 か との質 問がな され た。 申請者 か

らはアル コール 濃度 として は酩酊 とい える高い値で あるが、添加 実

験 に際 して は液 体培地 か らのエ タ ノールの蒸発 の問題 があ り、実際

には培養液 中 の濃 度 は実測値40～80mM程 度 で推 移 してい るとの回

答 がな され た。また、CYP2E1の 阻害薬 として用い られてい る4MPに

関連 して、4MPはADHの 阻害薬 でもあ り、E9細 胞 におい てADHの 発

現 はあ るか との質問が なされ たが、 申請者 か らはADHの 発現 はない

との回答 がな され た。 阻害実験 におい て4MP以 外 、化 学構造 の異な

る最 低2種 類以 上の阻害薬 に よる実験 がな され るべきで あった との

指摘 がな され たが、 申請者 か ら論文 上デー タは提 示 して いないが、

阻害薬 としてdiallylsulfide、抗酸化薬 としてvitamin Eな どによる実験

も行 い同様 の結 果を得ていた との回答が なされ た。CYP2E1は 薬物 の

代謝 酵素で あ り、エ タノール と競合的 に代 謝 され る薬 物の影響 を検

討 し臨床上 よ り有 意義 な研 究 とすべ きではな かったか との助言 もな

され た。 また、E9の コン トロール細胞 としてのMV5細 胞 による対 照

実験 の不足 が指 摘 され た。 さらに ウイル ス性 とアル コール性 の肝線

維化 においてCTGF発 現 に差 異が あるか との質 問がな され 、 CYP2El
による機 序 はアル コール独 自の機序 であ る可能性 が示 唆 され る と回

答 され た。CTGFの 肝 臓 内 に お け る発 現 に つ い て は、肝 臓 内 の

CYP2Elの 発 現 と平行 して組織学的 に観察すべ きではなかったか との

指摘 もなされ た。

 以 上、本研 究 は さらに検討 すべ き課題 を残 してい るものの、アル
コール性肝線維症 におけるCTGF遺 伝子 の関与 の可能性 が示 された と

い う点で、消化器病 学上価値 のあ る有意義 な研究 である と評価 され

た。
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