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研究成果の概要： 

C 型慢性肝炎では男性に比して女性で肝炎活動性が軽微な症例が多いなど，肝病態には性差
が認められる。肝炎は Th1系免疫応答により発症するが，オステオポンチンはその開始に必須
のサイトカインであり，肝細胞にその発現が見られる。従って，肝炎活動性は肝細胞の発現す

るオシテオポンチンによって調節されていると推定され，これが肝病態における性差も規定し

ている可能性がある。我々は，オステオポンチン遺伝子プロモーター領域の塩基配列を解析し，

ほぼ 100％の連鎖不平衡を呈する nt -155，-616，-1,748の 3SNPsと，これと独立した nt -443の
SNPを見出した。これら SNPsに関して，調節機構を解明するために PC解析したところ，nt -443
は alleleが Tの場合に CdxAが，nt -155は何れの alleleでも Y染色体にコードされる SRYが，
deletion mutationの場合は FoxD3が結合することが明らかになった。そこで，これら SNPsの結
合領域を含む 30塩基からなる oligonucleotideを alleleごとに合成し，ビオチン標識した。一方，
雄性の Hep細胞，雌性の Hela細胞に dexamethasoneを添加した後に核蛋白質を抽出し，雄性お
よび雌性の活性化核蛋白抽出分画を作成した。標識 oligonucleotide と活性化核蛋白抽出分画の
混合液を電気泳動して gel-shiftアッサイを行ったところ，HepG2細胞の核抽出物を用いた検討
では CdxA，SRY，FoxD3と，Hela細胞での場合には CdxA，FoxD3と ologonucleotideの結合を
示すビオチンシグナルが検出され，オステオポンチンの発現調節に性差があることが確認され

た。更に，これら一連の検討の過程で，nt -155の近傍に結合する未知の転写因子が存在するこ
とを見出したが，同因子は女性由来の培養細胞には発現しているが，男性由来の細胞には認め

られないことを発見した。従って，C型慢性肝疾患における病態の性差は，nt -155の SNPと男
性固有の SRY および女性固有の未知の転写因子によって規定されている可能性があることを
明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

我国には約150万人のC型肝炎ウイルス

(HCV)感染者が存在する。その多くは慢性

肝炎から肝硬変へと肝線維化が進展し，肝

硬変に至ると高率に肝癌を併発する。しか

し一部にはHCVが持続感染していても肝炎

の程度が軽微で肝線維化が進展しない症

例も存在する。これら肝炎活動性の低い症

例は女性に多いが，HCV感染に対する免疫

応答に性差が生じる原因は明らかでない。 

 OsteopontinはRGD配列を有する細胞外

matrixであるが，Th1系免疫応答の開始に

必須のcytokineとしても作用する。急性肝

疾患では壊死巣内で活性化したKupffer細

胞，macrophageでosteopontin発現が増強

する。一方，C型慢性肝疾患では肝細胞も

osteopontinを発現し，その程度は肝炎活

動性と相関していた。また，申請者らは

amyloid P蛋白promoterを用いる事で，肝

細 胞 の み に osteopontin を 発 現 す る

transgenicマウスを作成したところ，肝に

はリンパ球浸潤が高度となり，肝壊死を生

じることが判明した。HCV感染後に生じる

肝 炎 の 重 症 度 も ， 肝 に 発 現 す る

osteopontinによって調節されている可能

性がある。 

そこで，ヒトosteopontin遺伝子promote

r領域の遺伝子配列を解析したところ，nt 

-155，-443，-616，-1,748の4ヶ所に単塩

基変異（SNPs）を発見した3)。これらSNPs

のうち，nt -155，-616，-1,748の3SNPsは

高度の連鎖不平衡を呈しており，C型慢性

肝炎の活動性とそのalleleとの間に関連

は認められなかった。しかし，nt -443のS

NPはC型慢性肝炎の活動性と関連しており，

多変量解析でも肝炎活動性を規定する要

因として同SNPと性(男or女)が抽出された。 

 次いで申請者らはosteopontin遺伝子pr

omoter SNPsの機能解析を実施した。nt 0

から-658までの領域をPCRで増幅して，cD

NAをpGL3-Basic vectorに挿入，THP-1細胞

を用いたdual-luciferase reporter assa

yを行なうと，nt -443のSNPはallele CがT

に比して転写活性が高度であった。また，

nt -155とnt -616のSNPsに関しても，all

eleが夫々deletion mutationおよびGのcD

NAは，G及びTのものに比して転写活性が高

度であった。又，各SNPsと転写因子の結合

部位との関連をコンピューターで解析す

ると，nt -433はalleleがTの場合にのみC

dxAが結合すると推定された。一方，nt -

155はallele G，deletion mutationの何れ

の場合もSRYが結合するが，deletion mut

ationに対してはHFH-2も結合する可能性

が明らかになった。SRYの遺伝子はY染色体

に存在する。従って，男性ではnt -155がd

eletion mutation，allele Gの何れの宿主

でもSRYを介してosteopontin転写が促進

されるが，女性ではdeletion mutationの

場合にのみHFH-2によりosteopontin転写

が調節されると推定される。従って，nt 

-155，-443のSNPsとこれら転写因子の相互

作用を解析することで，HCV感染者におけ

る肝炎活動性の調節機構と性差との関連

を明らかにできると考えられるが，一般に

行われているゲルシフトアッセイでは1塩

基の差異による転写因子の結合性の違い

を解析するのは困難であるのが現状であ

った。 

 
 
 



 

 

２．研究の目的 

Osteopontin遺伝子promoter SNPsのう

ち，nt -155，-443のalleleの差異がCdxA，

SRY，HFH-2などの転写因子との結合性およ

び転写活性に及ぼす影響を明らかにする

ために，ゲルシフトアッセイの精度をより

向上させた競合アッセイ系を確立する。こ

れによって，osteopontin遺伝子promoter 

SNPs を介する転写調節機構を性差との関

連で解明し，HCV感染者の肝炎活動性を規

定する宿主要因としてのこれらSNPsの意

義を明らかにすることが，本研究の目的で

ある。 

 
３．研究の方法 

（1） nt -155，-443のSNPsに関して，コン

ピューターで解析したCdxA，SRY，

HFH-2の結合領域を含む30塩基から

なるoligonucleotideを alleleごと

に合成する。 

（2） 雄性のHepG2細胞，雌性のMCF細胞に

dexamethasone，TPAなどを添加した

後に核蛋白質を抽出し，雄性および

雌性の活性化核蛋白抽出分画を作成

する。 

（3） 各SNPsのoligonucleotideをallele

ごとにビオチン標識する。標識

oligonucleotideと活性化核蛋白抽

出分画の混合液に，alleleの異なる

非標識oligonucleotideを，量を変え

て添加した後にゲルシフトアッセイ

を実施する（競合アッセイ）。標識

および非標識 oligonucleotide の

alleleの組み合わせを交換した場合

のゲルシフトアッセイも実施する。 

（4） SNPsごとに2通りの競合アッセイの

成績をデンシトメトリーで定量化し，

各alleleと当該転写因子との結合能

を数理学的に解析する。 

（5） nt -155のSNPsに関しては，雄性およ

び雌性核蛋白抽出分画を用いた競合

アッセイの成績の差異から，各

alleleとSRY，HFH-2の結合能を解析

する。 

 

４．研究成果 
（1）HepG2 細胞から抽出した核蛋白質と nt 
-443 近傍の 30 塩基からなる
oligonucleotide を用いて実施した競合ゲル
シフトアッセイ系では，非標識
oligonucleotide の濃度が 0.5～1.0 mM の範
囲で nt -443 の allele が T の場合が Cに比
して結合シグナルが高度であることが明ら
かになった。プロモーターアッセイでは同
alleleは CがTに比して転写活性が高度であ
り，CdxA と推定される同部位に結合する転写
因子は抑制的に作用していると推定された。 
 
（2）nt -155 近傍の 30 塩基からなる
oligonucleotide を用いてゲルシフトアッセ
イでは，雄性の HepG2 細胞と雌性に MCF 細胞
の核抽出蛋白で異なる結合シグナルが観察
された。両細胞の核抽出蛋白に共通した結合
シグナルは FoxD3 のものと推定された。MCF
細胞を用いた競合ゲルシフトアッセイでは，
同結合シグナルは nt -155 が deletion 
mutation の場合が allele G に比して高度で
あった。なお，ゲルシフトアッセイでは HepG2
細胞にのみ検出される結合シグナルが認め
られ，SRY によるものと推定された。このシ
グナルは nt -155 が deletion mutation，
allele G 
の何れの場合でも差異が認められなかった。
また，MCF 細胞にのみ検出される結合シグナ
ルも観察されており，これは雌性細胞に固有
の未知の転写因子に由来するものと推定さ
れた。 
 
 以上の成績から，C型慢性肝疾患における
病態の性差は，nt -155 の SNP と雄性固有の
SRY および雌性固有の未知の転写因子によっ
て規定されている可能性があると考えられ
た。今後は雌性固有の新たな転写因子とクロ
ーニングし，これを介する調節機構を解明す
ることが課題となる。 
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