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研究成果の概要： 
マウスによる ChIP 法を応用した転写因子のターゲット遺伝子、機能解析を行った。肝特異的

KO マウスＳＴＡＴ３‐KO マウスでは肝細胞増殖はほぼ完全に抑制されていたが、PDK1/Akt
経路の代償性の活性化により肝再生は維持された。活性型 STAT3 の導入により、肝細胞分裂

が誘導された。ChIP 法により、STAT3 の新たなターゲットとして Net 遺伝子を見出した。Net
は、肝細胞にてSTAT3により制御されており、肝再生に影響を与えていた。STAT3は、CyclinD1、
Myc、Net などを制御し、肝再生に関わっていた。 
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１．研究開始当初の背景 
 
種々の生物のゲノム配列が決定されたこと
に伴い、高密度オリゴヌクレオチドアレイ解
析は遺伝子発現、ゲノタイピングのみならず、
ゲノム機能解明のためのますます強力な解
析ツールとなってきている。タイピングアレ
イはすでにアレル別染色体変異やコピー数
多型（Copy Number Polymorphism, CNP）の
解析に応用されており、またゲノム配列を連
続的に合成したタイリングアレイは、最近に
なり新規転写産物の発見、ChIP-on-chip 解

析によって転写因子結合部位すなわち下流
標的遺伝子の探索、ゲノムメチル化やクロマ
チン修飾などエピジェノミクス解析にまで
その応用範囲が拡がりつつある。また、ゲノ
ム DNA の変化を高精度に検出することで、細
胞への生物学的な影響を解明することがで
きると考えられる。 
このような背景により、タイリングアレイを
用いた転写因子結合部位の探索やエピジェ
ノミクス解析については、従来からの個別的
な解析を質的、量的に飛躍的に進め、細胞の
癌化などを含めた細胞機能の解析に大きく



貢献すると期待された。 
 我々は、これまで従来の ChIP(Chromatin 
Immunoprecipitation)法などをもちいて、肝
の種々の病態において以下の解析を行なっ
てきた。個々のシークエンシング・パターン
より注目するターゲットを設定し、個別に機
能解析、遺伝子発現解析を行なってきた。 
我々は、さらに解析をすすめ、ターゲットと
なることが確認された遺伝子上流の転写因
子結合部分を bait として、逆に蛋白質複合
体を釣り上げ解析する。（Oligo-fishing 法）
これらにより、転写因子を中心とした蛋白複
合体の解析を行なうことが可能となり、蛋白
質相互作用によるターゲット遺伝子への制
御のメカニズムを解明する手がかりとなる、
と考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
本プロジェクトでは、以下のことを目的とし
て行われた。 
マ ウ ス モ デ ル に よ る ChIP 法 お よ び
Oligo-fishing 法を応用した STAT3 のターゲ
ット遺伝子スクリーニングおよび STAT3 蛋
白複合体の解析をおこなうことにより、発が
んに関与する STAT3 転写因子の新たなター
ゲット遺伝子の探索、同定とその役割を解析
する。 
 また、これらの検討により、肝の再生およ
び癌化における STAT3、NF-kB, AP-1 など
の転写因子の役割と機能の関係を確認する。 
 
３．研究の方法 
 
マウスを用いた動物モデルによる実験： 
(1)肝特異的STAT3/Aktノックアウトマウス
およびコントロールマウスにおける肝切除
モデル 

肝特異的ノックアウトマウスは、Alb 
promoter 下に制御される Cre recombinase
により、Cre-LoxP システムを利用して作成
した（J Hepatol 43(5): 799-807, 2005、Nat 
Med 10(2): 168 –174, 2004、J Clin Invest 
112:989-998, 2003）。70%肝切除前、切除後
4 時間、72 時間にて、肝組織をサンプリング
して、下に述べるアッセイを行なった。 
(2)STAT3/Akt 遺伝子 (constitutive active 
mutant)導入による肝細胞増殖実験モデル 
Constitutive active form の STAT3 および
Akt を組み込んだアデノウィルスベクター
（作成済み）をマウス肝にこれらの蛋白を発
現させ、細胞内蛋白機能を制限する。ベータ
-galactosidase を組み込んだウィルスベクタ
ーをコントロールとして、①と同様に、肝切
除を行なった。 
(3)PDK1遺伝子KOマウスおよび③STAT3/PDK1
ダブル KO マウスにおける肝切除実験 

②と同様に、肝特異的 PDK1 ノックアウトマ
ウスあるいはダブルノックアウトマウスを
作成し、同様の実験を行なった。 
【アッセイ】 
[1] Chromatin Immunoprecipitation 法
（ChIP 法）によるターゲット遺伝子の解析 
1) ChIP 法による目的蛋白と DNA との複合
物の抽出。 
肝組織を formaldehyde にて処理し、

protein-DNA を complex として fix した後、
sonication あるいは DNase をもちいて free
の DNA の部分を切断した。その後、目的蛋
白（転写因子）に対する抗 STAT3 抗体を用
い て 免 疫 沈 降 法 と 同 様 の 手 技 に て 、
protein-DNA complex を抽出した。以後、以
下の方法によりそれぞれ解析を進めた。蛋白
質消化後、以下の 2 種類の操作を行ない、肝
切除前後の肝組織および肝特異的 STAT3 ノ
ックアウトマウスとコントロールマウス間
にて比較検討した。ChIP 上にアプライして、
データを網羅的に解析した。その後、 
a) 網羅的アッセイの結果得られたデータを
もとに、対象となる転写因子のターゲットを
質的・量的に解析する。ターゲットを決定後、
そ れ ら DNA(enhancer/repressor) を
cloning/sequencing し て 同 定 し 、
bioinformatics にて一連の遺伝子群を探索し
た。 
b) in vitro の系をもちいて、reporter assay
および Northern blot/RT-PCR 法により、転
写因子とそれら遺伝子群の関連を確認した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 肝特異的 STAT3KO マウスにおける肝切
除モデル 
肝特異的ＳＴＡＴ３‐KOマウスにおいて

は、肝細胞増殖はほぼ完全に抑制されていた
が、肝細胞内の PDK1/Akt 経路が代償性に活
性化して肝再生を維持していた。逆に、活性
型 STAT3 を肝細胞に導入することにより、肝
細胞分裂は著明に増加した。ChIP 法をもちい
た検索により、STAT3 の新たなターゲット遺
伝子として、Net 遺伝子を見出した。Net 遺
伝子は、肝細胞にて STAT3 によりその発現が
制御されており、肝再生に影響を与えていた。 
(2)PDK1遺伝子KOマウスおよび③STAT3/PDK1
ダブル KO マウスにおける肝切除実験 
 PDK1の KOマウスあるいはPDK1/STAT3ダブ
ル KO マウスによる肝切除実験では、STAT3 機
能は十分に保たれていたが、肝はほとんど再
生せず、致死的ですらあった。STAT3 自体は、
CyclinD1、MycあるいはNetなどを制御して、
細胞増殖をコントロールすることにより、肝
再生にかかわっていたが、PDK1 経路は肝再生
においてはより本質的な役割を果たしてい
ると考えられた。 



 本研究では、肝再生における STAT3 の役割
と新たなターゲット遺伝子を同定した。また
肝再生あるいは肝細胞癌の増殖において本
質的な役割を果たすものとして、STAT3 およ
び PDK1/Akt の作用を確認した。     
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