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研究成果の概要（和文）：サイトグロビン（Cytoglobin, Cygb）の生体内機能を明らかにするた
め Cygb 欠損マウス（Cygb-/-）を作出した。ジエチルニトロサミン 25 ppm 投与での肝発癌実験
で、Cygb-/-マウスでは 100%で肝腫瘍（肝癌や肝血管腫）生じることを確認した。肝臓にはコラ
ーゲンの沈着が強く生じ、α-fetoprotein, interleukin-1, transforming growth factor-β
の mRNA 発現が亢進していた。この様な現在までの知見から、Cygb 欠損は臓器の酸化ストレス制
御を破綻させ、細胞の癌化に寄与し、Cygb が癌抑制遺伝子であることを証明した。 

 

研究成果の概要（英文）：To clarify the molecular function of cytoglobin (Cygb) in vivo, 
we generated Cygb-deficient mice. Administration of diethylnitrosamine (25 ppm) induced 
the development of liver tumors (liver cancer and hemangioma) in all of the Cygb-deficient 
mice, which were accompanied by the accumulation of collagen and the increased mRNA 
expression of α-fetoprotein, interleukin-1β, and transforming growth factor-β in 
the liver. Based on these findings, we concluded that Cygb-deficiency triggers 
dysregulation of oxidative stress and accelerates tumorigenesis of the liver. Cygb is 
a novel tumor-suppressor.            
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１．研究開始当初の背景  

（１）我々は肝線維化を分子細胞論的に評価

し、最終的に肝線維化抑制法を開発するため

に、肝線維化に深く関わる肝星細胞の機能を

解析してきた。即ち、ビタミン A貯蔵型の静

止期星細胞が、活性化して I 型コラーゲンを

過剰産生する筋線維芽様細胞へと細胞形質

を変化させるメカニズムやその抑制法を主

として研究してきた。1998 年以降は星細胞に

発現する蛋白質群をプロテオミクスで網羅

的に解析し(Hepatology 32, 268, 2000)、21 

kDa の新蛋白を同定し、その遺伝子を stap
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（ stellate cell activation-associated 

protein）と命名した（J Biol Chem 276, 25318, 

2001, Accession number AJ245663）。さらに

第 17 番染色体上に存在するヒト stap 遺伝子

も同定した（Biochim Biophys Acta. 1577, 

471, 2002）。結晶

化した本蛋白の立

体構造はミオグロ

ビン（myoglobin, 

Mb）と酷似してお

り（左図）、現在で

はサイトグロビン

（cytoglobin, Cygb）と呼ばれ、ヘモグロビ

ン（Hb）、ニューログロビン（Ngb）に並んで

哺乳類第４番目のグロビンであることが判

明している（J Mol Biol 339, 873, 2004）。

Cygb はラット分離星細胞を用いた検討から、

星細胞活性化過程で誘導されること、肝臓毒

を用いたラット肝線維化モデルでは発現が

増加すること、ヒトの肝星細胞に Cygb が発

現することなどを見出し報告してきた（Lab 

Invest 84, 91, 2004）。 

 Cygb は他のグロビン同様、酸素、一酸化窒

素、一酸化炭素などのガス分子と結合して生

体内ガスのリザーバーとなり得ることを報

告した（Biochemistry 42, 5133, 2003）。一

方、Cygb はペルオキシダーゼ活性を持ち、過

酸化水素（H2O2）を分解するため、H2O2依存性

の細胞内酸化ストレス代謝を調節すること

も報告されている。しかしながら、Cygb のそ

れ以外の蛋白機能やビタミン A貯蔵星細胞に

発現する意義などについては現在は不明の

ままである。 

 

２．研究の目的 

本研究は以下の点に焦点を充てる。Cygb-/-マ

ウスの表現型を詳細に検討する。Cygb+/+マウ

スと対応させながら生後一定期間ごとに、肝

脾の遺伝子・蛋白発現変動を網羅的に検討し、

Cygb の生理的意義付けを行なう。Cygb の生

体内機能は現在までのところ全く不明であ

るため、Cygb を欠損させることで如何なる分

子変動が生じるのか、その全体像を解析し、

Cygb を中心とした分子マップの作製を試み

る。 

(1) 同 時 に 、 チ オ ア セ ト ア ミ ド

(thioacetamide, TAA)やコリン・メチオニン

欠乏食（choline-methionine-deficient diet, 

MCDD）投与、あるいは胆管結紮により慢性肝

障害をマウスに惹起させ、肝臓の炎症反応や

線維化反応における Cygb-/-マウスと Cygb+/+

マウスの相違を明らかにする。特に線維化と

の関係が深いコラーゲンやフィブロネクチ

ン、サイトカイン（transforming growth 

factorβ, monocyte chemotactic protein 1, 

platelet-derived growth factor, 

angiotensinn-II, leptin）などの解析分子

を抽出し、それらの変動を検討する。また、

ジエチルニトロサミン（diethylnitrosamine、

DEN）で誘導される肝癌が Cygb-/-マウスと

Cygb+/+マウスで異なるかを検討し、Cygb の発

癌への寄与を検討する。 

(2)Cygb は鉄分子を含有するヘム蛋白である

ことから鉄代謝に関連する分子群（heme 

oxygenase-1, ferritin, transferin など）

の発現に関しても、肝脾の両者で比較検討す

る。   

(3)Cygb はビタミン A を貯蔵できる内臓系線

線維芽細胞にのみ特異的に発現する。Mb が筋

細胞、Hb が赤血球、Ngb が神経細胞特異的に

存在するように、Cygb がビタミン A 代謝にお

いて特有の役割を果たす可能性がある。本課

題を検討するために、Cygb-/-マウスと Cygb+/+

マウスの両者における、また、それぞれにビ

タミン A を過剰投与した場合の、肝臓におけ

るビタミン Aおよびその代謝産物（レチノー

ル、レチノイン酸など）の変動を検討する。 

(4)ヒト病態における Cygbの関与を明らかに

するため、種々の肝線維症患者肝における

Cygb 発現を免疫組織学的に、あるいは、in 

situ hybridizationを用いて調べる。同時に、

患者肝組織から DNA を採取して Cygb 遺伝子

変異やプロモーター領域メチル化を検討し、

線維化進展度や肝発癌と Cygb 遺伝子の関連

を検討する。 

 

３．研究の方法 

(1)Cygb-/-マウスの表現型の詳細な解析 

図に示すようにマウスCygb遺伝子のExon1,2

を欠損するターゲッティングベクターを作

製した。Cygb 欠損 ES 細胞を得、マウス初期

胚へ移植してキメラマウスを作製し、交配さ



 

 

せて Cygb-/-マウスを作製し純化した。 

 

 
 
 
 

肝臓・脾臓の組織学的検討 

 予備的な観察で、生後 10 ヶ月齢の Cygb-/-

マウスでは肝脾腫を生じることが判明した。

Cygb-/-マウスとCygb+/+マウスを比較しながら、

時間経過とともに詳細に組織学的観察を行

なう。 

 (i) HE、シリウスレッド、アザン染色を用

いて炎症や線維化の存在を明らかにする。細

胞外マトリックスとして I, III, IV 型コラ

ーゲン、フィブロネクチン、ラミニンなどを

免疫組織化学を用いて明らかにする。 

 (ii) Cygb はヘム蛋白で鉄を含有するため

鉄代謝が変動する可能性がある。ベルリン青

染色を用い肝脾への鉄沈着を検討する。 

 (iii) 酸化ストレスマーカーとして

8-hydroxydeoxyguanosine, 

4-hydroxynonenal (4-HNE) や heme 

oxygenase-1 などの酸化ストレスマーカーに

ついても免疫組織学的に解析する。 

肝臓・脾臓の遺伝子・蛋白発現変化の網羅的

解析 

 Cygb の生体内機能は全く不明である。従っ

て、Cygb-/-マウスで肝脾腫が生じたことは

Cygb 自体の機能解析にとって極めて意義深

い。臓器で生じる変化を網羅的に解析し、

Cygb 欠損によって生じる分子変動から Cygb

の分子的意義づけをマップ化することは重

要である。本目的のために、 

 (i) 生後 2, 6, 12, 18 ヶ月後の各時期で

Cygb-/-マウスとCygb+/+マウスの肝臓と脾臓か

ら mRNA を抽出し、cDNA に変換後、DNA 

microarray（OpArray Mouse v4.0、35,852 プ

ローブ）を用いて網羅的遺伝発現を検討し、

Cygb 欠損により変動する遺伝子群をクラス

ター解析する。その結果、変動する遺伝子に

方向性がある場合、個々の遺伝子につき今度

はリアルタイム PCR を用いて経時的、定量的

に変化を観察する。 

 (ii) 同時進行で、2D SDS-PAGE、さらには

高速液体クロマトグラフィーとのコンビネ

ーションで Q-TOFタンデムマススペクトロメ

トリーを用いて発現蛋白質を網羅的解析す

る。発現量の変動のみならず、タンデムマス

スペクトロメトリー法で蛋白質のリン酸化

や糖付加などの翻訳後修飾の検出も試みる。 

以上の、遺伝子・蛋白変動をグローバルに解

析して、Cygb に関与する分子マップを作製す

る。 

肝臓における遺伝子発現変化の解析 

 網羅的解析を行なう傍らで、Cygb-/-マウス

の肝炎・線維化に関与する分子変動をこれま

での多くの報告に基づき順次リアルタイム

PCR を用いて解析し、Cygb-/-マウス肝で起こ

る遺伝子変動を解析する。 

(i) 細胞外マトリックス関連：collagen I, 

III, IV, laminin, fibronectin など。 

 (ii)コラーゲン代謝に関連：tansforming 

growth factor- β , connective-tissue 

growth factor, tissue inhibitor of matrix 

metalloproteinase 1 & 2, matrix 

metalloproteinase-2, 9, 13 など。 

 (iii)サイトカイン関連：platelet-derived 

growth factor-BB, monocyte chemotactic 

proein-1, interleukin-1, 6, 8, 10, 12,18, 

tumor necrosis factor- α , leptin, 

angiotensin-II などとそれらの受容体。 

 (iv)脂質代謝関連：PPARα,γや など。  

 (v) 鉄 代 謝 関 連 ： hemeoxygenase-1, 

ferritin, transferrin, hepcidin, 

haptoglobin, ferroportin-1 など。 

   

(2)Cygb-/-マウスに慢性肝炎や発癌刺激を与

え、線維化や肝癌発症における Cygb の役割

りを検討 

 (i)マウスに既報の如くチオアセトアミド

(thioacetamide, TAA)やメチオニン・コリン

欠乏食（methionine-choline-deficient diet, 

MCDD）を 12 週間投与して肝硬変を誘導、あ

るいは 20 日間の総胆管結紮により慢性肝障

害をマウスに惹起させ、肝臓の炎症反応や線

維化反応における Cygb-/-マウスと Cygb+/+マ



 

 

ウスの相違を明らかにする。特に線維化との

関係が深い collagen I, III, IV, laminin, 

fibronectin な ど 、 サ イ ト カ イ ン

（transforming growth factorβ, monocyte 

chemotactic protein 1, platelet-derived 

growth factor, angiotensinn-II, leptin）

などや鉄代謝関連分子（hemeoxygenase-1, 

ferritin, transferrin, hepcidin, 

haptoglobin, ferroportin-1）などの分子発

現を real-time PCR 法にて検討する。 

(ii) 一 方 、 ジ エ チ ル ニ ト ロ サ ミ ン

（diethylnitrosamine、DEN）で誘導される

肝癌が Cygb-/-マウスと Cygb+/+マウスで異な

るかを検討し、Cygb の発癌への寄与を検討す

る。生後 15 日目の Cygb-/-マウスと Cygb+/+マ

ウスに 25mg/kg の DEN を腹腔内投与後、3, 6, 

9 ヶ月後の肝臓採取し、肝癌の発生頻度、な

らびに細胞の異型性を検討する。変化に応じ

て、酸化ストレス、炎症、線維化に関連する

上記分子、さらに cell cycle に関連する

nuclear factor kB など転写因子や細胞内シ

グナル伝達の相違を検討する。 

 

(3)ヒト肝病態における Cygb の関与を明らか

にする。 

 Cygb-/-マウスで得られる情報を臨床病態で

も確認するため、種々の肝患者肝における

Cygb 発現を既に作製済みの抗 Cygb モノクロ

ーナル抗体（Biochim Biophys Acta. 1577, 

471, 2002）を用いて免疫組織学的に、ある

いは、in situ hybridization を用いて Cygb 

mRNA 発現レベルで病因による差があるかど

うかについて検討する。 

 また最近、Cygb 遺伝子が発癌抑制と関連す

る可能性が報告された（Cancer Res. 68, 7448, 

2008）ため、DNA レベルで肝発癌と Cygb 遺伝

子の変異を調べることが急務である。上図に

示すように Cygb はヒト 17 番染色体上、sthm

と FLJ22342 遺伝子の間に存在し、4 exon で

構成される（8,965 bp）。この上流の転写調

節領域も含めて PCR シークエンスし、Cygb 遺

伝子の変異、Cygb 転写調節領域のメチル化、

あるいは、SNP が肝線維症患者や肝癌患者で

見られるか検討する。可能な限り多数のサン

プルを解析するため、PCR サーマルサイクラ

ーならびに DNAアナライザーは独自に確保す

る。 

 

４．研究成果 

(1)Cygb-/-マウスは易発がん性を示す：マウス

に 25 ppm の DEN を飲水に混ぜて投与したの

ち 25週目に屠殺して肝臓を観察したところ、

100%の Cygb-/-マウスで腫瘍が形成され、腫瘍

数も野生型に比較して多数であった。同様の

結果は 0.05 ppm という低容量の DEN を投与

した場合でより顕著となり、36 週間後におい

て野生型では全く腫瘍が生じていなかった

のに対して、この濃度でも 40%の Cygb-/-マウ

スで腫瘍形成が確認された。 

以上の結果から Cygb 欠損はマウスを易発

がん性にさせることが明らかとなった。 

 

(2) Cygb-/-マウスでは星細胞の活性化が生じ

る：ヒトの肝癌は C 型慢性肝炎、B 型慢性肝

炎、それらに基づく肝硬変を背景として生じ

る。このことから、Cygb-/-マウスにおける発

がん性の亢進は肝線維化と関係することが

想定された。Cygb-/-マウスの肝臓を観察する

と、CRBP-1 は傍類洞に発現しているため星細

胞自身は存在することが確認できた。一方、

星細胞活性化マーカーであるα平滑筋アク

チン（α-SMA）の発現は Cygb-/-マウスでは亢

進することが判明した。同様に、星細胞マー

カーであるデスミンの発現も Cygb-/-マウス

では亢進していた。 

 



 

 

(3) Cygb-/-マウスでは肝線維化が亢進する：

これらの結果から、肝臓の線維化自体をシリ

ウスレッド染色で観察すると肝細胞の周囲

にコラーゲンが強度に沈着することが観察

された。この結果を支持するように、

collagen 1α1やTIMP-1のmRNA発現がCygb-/-

マウスでは有意に増加することが判明した。 

 

 (4) Cygb-/-マウスでは酸化ストレス応答が

亢進する：Cygb はヘム蛋白であるが、ヘム蛋

白の一般的性質としてペルオキシダーゼ活

性や脂質過酸化反応を抑制する効果が知ら

れている。DEN 誘導性の肝癌発症が炎症反応

や線維化反応の亢進に加えて酸化ストレス

の亢進が関与するかどうかについて一酸化

窒素とスーパーオキシドとの生成産物であ

る ONOO-を検出するニトロチロシンについて

検討した。その結果、Cygb-/-マウスではニト

ロチロシンの産生が顕著に増加しているこ

とが判明した。 
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