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研究成果の概要：オステオアクチビンは肝硬変から肝癌が発生するラットモデルの肝臓から単
離された遺伝子で、肝障害時にクッパー細胞で発現増強することが知られている。本研究の目
的は、オステオアクチビンの障害肝の再生・修復と線維化に及ぼす影響を解析することである。
マクロファージ系細胞を用いた実験から、オステオアクチビンはマクロファージへの分化誘導
時に発現誘導され、そのほとんどがゴルジ体に、一部が細胞膜に存在することが明らかとなっ
た。しかし、オステオアクチビン発現抑制系および強発現系を用いてマクロファージ機能に及
ぼす影響に関する解析を進めている。一方、オステオアクチビン遺伝子を欠損したマウス（オ
ステオアクチビン KO マウス）を作出し、全身またはマクロファージ特異的にオステオアクチビ
ン遺伝子を欠損したマウスを作製した。本 KO マウスの作出によって、今後種々の疾患動物モデ
ルを用いた in vivo 実験系における詳細な解析が可能となった。また、慢性 C型肝炎の病態進
展に及ぼすオステオアクチビンの影響を明らかにするために、C型感染ウイルス(HCV)抗体陽性
者におけるオステオアクチビン遺伝子 5’上流領域に存在する二つの SNP（rs858239 、
rs3757450）を解析した。その結果、rs858239 TT および rs3757450 AG/GG は慢性 C型肝炎の持
続または病態進展に関与している可能性が示唆された。本研究期間内にオステオアクチビンの
役割の全容を解明することはできなかったが、本研究の遂行によって肝障害に引き続く肝臓の
再生・修復および肝線維化過程におけるオステオアクチビンの作用が明らかになれば、肝硬変、
ひいては肝発癌を抑制する分子標的治療薬の開発や、抗肝炎や障害肝の再生・修復を目的とし
た探索的創薬につながることが期待される。 
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１．研究開始当初の背景 
ウイルス肝炎の多くは慢性肝炎から肝硬

変を経て高率に肝細胞癌を発症する。発癌に
は肝炎ウイルスのみならず、肝障害と持続す
る炎症、繰り返す再生・修復といった微小環
境において複数の遺伝子異常が蓄積するこ
とが関与している。コリン欠乏アミノ酸置換
(CDAA)食によるラット肝癌モデルは、肝硬変
から前癌病変を経て12ヶ月で100％のラット
に肝細胞癌の発生がみられ、肝硬変を背景に
発生するヒト肝細胞癌に類似したモデルで
ある。我々は肝癌発生の引き金となる原因遺
伝子を明らかにする目的で、CDAA 食開始 2ヶ
月目の肝臓で発現亢進している遺伝子群か
らオステオアクチビン(osteoactivin)遺伝
子を単離し、オステオアクチビンが硬変肝お
よび肝癌において強発現し、肝癌細胞の転
移・浸潤を増強すること（Onaga et al. J 
Hepatol 2003;39:779-85）、またオステオア
クチビン発現増強が肝線維化を抑制するこ
とを見出した（Abe et al. Biochem Biophys 
Res Commun 2007; 356: 610-5）。また、最近、
オステオアクチビンが障害肝のクッパー細
胞で発現増強していること、さらに樹状細胞
で も 発 現 し て い る こ と が 報 告 さ れ た
(Haralanova-Ilieva et al. J Hepatol 
2005;42:565-72, Shikano et al. J Biol Chem 
2001;276:8125-34)。我々も既に白血病細胞
のマクロファージへの分化誘導時にオステ
オアクチビン発現が増強することを見出し
ており、組織障害で活性化されるマクロファ
ージおよび樹状細胞におけるオステオアク
チビンの役割を明らかとし、肝障害時に肝ク
ッパー細胞で発現増強するオステオアクチ
ビンが肝障害とその再生・修復および線維化
の過程にどのように関わっているかを明ら
かにすることを着想した。 

本研究では、マクロファージに分化する細
胞培養系や肝クッパー細胞、さらに骨髄また
は肝臓由来の樹状細胞を用いた in vitro 実
験系において、オステオアクチビンの発現と
抗原提示細胞としての機能に及ぼす影響を
解析する。さらに、オステオアクチビン KO
マウスを用いて、肝障害からそれに引き続い
て起こる障害肝の再生・修復、さらには線維
化過程におけるオステオアクチビンの役割
を明らかにする。 
 
２．研究の目的 

本研究では、マクロファージおよび樹状細
胞を用いた in vitro 実験系においてオステ
オアクチビンの機能解析を行い、さらにオス
テオアクチビンのノックアウト(KO)マウス

を作製してオステオアクチビン発現の欠損
が障害肝およびその再生・修復、さらに線維
化に及ぼす影響を明らかにする。 
また、C型肝炎ウイルス（HCV）抗体陽性者

におけるオステオアクチビン遺伝子の SNP解
析を行い、オステオアクチビンの慢性 C型肝
炎の進展に及ぼす影響を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)マクロファージ系細胞におけるオステオ
アクチビンの機能解析 
①白血病細胞(HL60)に PMA によるマクロフ
ァージへの分化誘導を行い、オステオアク
チビン発現の経時変化を RT-PCR 法で検討
した。 

②オステオアクチビンの N末端に enhanced 
green fluorescence protein (EGFP)を融
合させた発現ベクター（pEGFP-OA）を作成
し、オステオアクチビンの細胞内局在を解
析した。 

③siRNA を用いたオステオアクチビンの発
現抑制系を確立し、オステオアクチビンの
マクロファージ系細胞に及ぼす影響を検
討した。 

④オステオアクチビン発現ベクターを用い
てその過剰発現系を作製した。 

 
(2)オステオアクチビン遺伝子ノックアウト
(KO)マウスの作製 
①オステオアクチビン遺伝子ターゲティン
グベクターを作製し、ES 細胞に導入した。
ポジティブ・ネガティブセレクションにお
いてクローン化した ES 細胞から genomic 
DNA を抽出し、PCR またはサザン法を用い
て相同組換えを検討した。 

②確立した ES 細胞クローン株を仮母親の
blastcyst に接種してキメラマウスを得
た。 

③キメラマウスから F1 マウス、さらにオス
テオアクチビンのコンディショナル KO マ
ウスを得た。 

④全身的またはマクロファージ（クッパー
細胞）特異的なオステオアクチビン KO マ
ウスを得るために、Cre トランスジェニッ
クマウスと交配させた。 

 
(3)マウス肝非実質細胞の単離と初代培養系
の確立 
Balb/c マウス肝臓にコラゲナーゼ灌流

法を用いて、肝細胞および肝非実質細胞を
単離し、その初代培養系の確立を試みた。 

 
(4) HCV 抗体陽性者におけるオステオアクチ



ビン遺伝子の SNP 解析 
1994～2005年にHCV高感染地区住民検診

を受診し、遺伝子解析に同意の得られた
HCV 抗体陽性者 441 人（HCV-RNA 陽性：339
人、陰性：102 人）においてオステオアク
チ ビ ン 遺 伝 子 5’ 上 流 領 域 の SNP 
（rs858239 、rs3757450）を解析した。 

 
４．研究成果 
(1)マクロファージ系細胞におけるオステオ

アクチビンの機能解析 
①HL60 細胞のマクロファージ系細胞への分
化過程におけるオステオアクチビンの発
現を RT-PCR 法で検討したところ、PMA 添
加 24～48 時間においてオステオアクチビ
ン発現の誘導が認められた。一方、DMSO
による好中球への分化誘導時にはオステ
オアクチビン発現は認められなかった。 

②マクロファージ系細胞への安定した遺伝
子導入が困難であったため、オステオアク
チビンの細胞内局在はラット肝癌細胞株
dRLh84 に pEGFP-OA を導入して解析した。
オステオアクチビンはそのほとんどが細
胞質の傍核領域に、一部が細胞膜に局在し
た。ゴルジ体マーカーを用いて染色したと
ころ、細胞質に認められたオステオアクチ
ビンの局在はゴルジ体に一致した。 

③オステオアクチビン発現を 80～90％抑制
する siRNA を作製した。このオステオアク
チビン siRNA をマウスマクロファージ細
胞株 RAW264.7 に導入したところ、サイト
カイン産生能、ラテックスビーズを用いた
貪食能に影響を及ぼさなかった。 

④サイトメガロウイルスプロモーターの制
御化にオステオアクチビン遺伝子を挿入
した発現ベクターを作製した。この発現ベ
クターを肝癌細胞に導入したところ、ウェ
スタン法でオステオアクチビンタンパク
の過剰発現が認められ、この発現ベクター
が正常に機能することが確認された。 

［考察］ 
オステオアクチビンはマクロファージへ

の分化誘導系で発現誘導され、マクロファ
ージ機能に何らかの影響を及ぼしていると
考えられるが、発現抑制系を用いた実験で
はその役割を明らかにすることは困難であ
った。今後、マクロファージにおけるオス
テオアクチビン強発現系を用いて解析を進
める。 

 
(2)オステオアクチビン KO マウスの作製 
①コンディショナル・オステオアクチビン

KO マウスを作製するために、オステオア
クチビン遺伝子のエクソン１とイントロ
ン１に lox P 配列、その間に、FRT 配列を
両端にもつ Neomycin 耐性遺伝子を挿入し
たターゲティングベクターを作製した。こ

のベクターを ES 細胞に導入し、相同組換
えにてターゲティングベクターが組み入
れられたクローンを単離、確立した。 

②確立した ES 細胞クローン株を用いて作製
したキメラマウスを交配させ、F1 マウス
を得た。F1 マウスを FLP トランスジェニ
ックマウスと交配させ、Neomycin 耐性遺
伝子を除去したヘテロコンディショナル
KO マウスを作製した。 

③ヘテロコンディショナル KO マウスを交配
させホモコンディショナル KO マウスを作
製、FLP 遺伝子を欠損した個体を選択した。 

④全身またはマクロファージ特異的にオス
テオアクチビン遺伝子を欠損させるため
に、Cre recombinase トランスジェニック
(Cre-Tg)マウスと交配して、複数の産仔を
得た。 

［考察］ 
ホモコンディショナル KO マウスを得る

までにヘテロコンディショナル KO マウス
の交配を複数回要したため、本研究期間内
に全身的およびマクロファージ特異的な
オステオアクチビン KO マウスを用いた解
析に到達できなかった。今後、Cre-Tg マウ
スとの交配によって得られたマウスにお
いて、オステオアクチビン遺伝子の全身ま
たはマクロファージ特異的な欠損を確認
し、肝障害モデルにおけるオステオアクチ
ビンの機能解析を進める予定である。 

 
(3)マウス肝非実質細胞の単離と初代培養系
の確立 
マウス肝臓より肝非実質細胞を単離す

るために、まずはラット肝細胞をコラゲナ
ーゼ灌流法を用いて単離し、初代培養を行
った。ラット肝細胞の生細胞数（％）は 90％
以上と良好であった。次に、手技の難しい
マウス肝細胞の単離を試みたが、生細胞数
（％）は 50％であった。 

［考察］ 
今後、マウス初代肝細胞培養系とともに、

非実質細胞系の単離、培養系を確立する。
その後、オステオアクチビン KO マウスを
用いて、肝障害およびその修復・再生過程
におけるオステオアクチビンの役割を in 
vitro 実験系にて解析する。 

 
(4) HCV 抗体陽性者におけるオステオアクチ
ビン遺伝子の SNP 解析 
①rs858239 および rs3757450 はいずれも
HCV-RNA の有無とは関連性を認めなかっ
た。 

②rs858239 TT では VI 型コラーゲン 7S
（p=0.009）が有意に上昇していたが、ALT
上昇とは関連性がみられなかった。 

③rs3757450 AG/GG では、血清フェリチン
（p=0.028）、VI 型コラーゲン 7S（p=0.025）



が有意に上昇しており、HCV-RNA 陽性者に
おいては、rs3757450 AGおよびGGではALT
上昇または動揺例が有意に多かった
（p=0.029）。 

［考察］ 
オステオアクチビン遺伝子 5’上流領域

の SNP rs858239 TT および rs3757450 AG/GG
は慢性 C型肝炎の持続または病態進展に関
与している可能性が示唆された。今後、今
回解析した SNP領域のオステオアクチビン
発現に及ぼす影響を検討し、病態との関連
性について解析を進める。 
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