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研究成果の概要：HGF 特異的に発現誘導される遺伝子として npn3 を同定した。さらに、human 

npn3 の発現ベクターを構築し、培養細胞へ遺伝子導入することでアポトーシス誘導に対して抵

抗性を獲得することを確認した。 
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１．研究開始当初の背景 

肝細胞増殖因子(HGF)は種々の肝障害動

物モデルにおいて生存率および肝機能を有

意に改善させることが報告されている。こ

のような結果を受けて、2002年7月から京都

大学医学部附属病院探索医療センターにお

いて「HGF肝再生医療プロジェクト」がスタ

ートした。さらに、2005年9月から内科的治

療による救命率が30%程度と予後不良の劇

症肝炎患者を対象とした国内初の開発型医

師主導治験を開始している。一方、HGFの薬

効はその肝細胞に対する増殖活性の誘導に

よる肝再生によるばかりではなく、抗アポ

トーシス効果による肝細胞障害の進展阻止

にもよると考えられている。HGFの抗アポト

ーシス効果はPI3K－Akt系によることが明

らかになりつつあるが、その詳細は依然と

して不明であり、in vivoでの検討にいたっ

てはほとんど進んでいなかった。In vivoで

HGFの抗アポトーシス作用の責任分子が同
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定できれば、劇症肝炎の治療薬の開発だけ

でなく、責任分子をターゲットとしたアポ

トーシス誘導ひいては癌治療薬の開発につ

ながり、探索的創薬として相応しいテーマ

として着想された。そこで我々は、2005年

よりDNAマイクロアレイによる網羅的解析

を用いた、HGFの抗アポトーシス作用の責任

分子の同定を行なってきた。具体的には

agonisticな抗Fas抗体（Jo-2）によって誘

導される急性肝不全マウスを作製、このマ

ウスにHGFを投与し非投与群とのmRNAの発

現を網羅的に比較検討した。その結果、HGF

特異的に発現誘導される遺伝子としてnpn3

の同定に成功した。npn3は、抗アポトーシ

ス作用を持つ分子として既知の分子である

bcl-xとパラレルな変動パターンを示し、

HGFの抗アポトーシス効果発現に際して重

要な役割を果たしている可能性が考えられ

る。 

 

 

２．研究の目的 

HGFは成熟肝細胞の増殖を促進させる因

子として発見されたが、種々の肝障害肝モ

デルにおいて肝障害の抑制、肝再生の促進

および繊維化の抑制・改善などの多彩な生

理作用を示すことが確認されている。

rh-HGFによる肝再生医療の対象疾患である

劇症肝炎は、その成因が多彩であり約50％

をウイルス感染によるものが占める一方で、

自己免疫性や薬物性がそれぞれ数％、成因

不明も30％以上含まれる。その急激かつ広

範な肝細胞障害と肝再生不全の引き金とし

て、肝細胞のアポトーシスが関連している

と考えられており、マウスのJo-2誘導急性

肝不全モデルは人の劇症肝炎の病態を良く

再現しているとされている(Kosai K. et al. 

Biochem Biophys Res Commun. 27: 683-690, 

1998)。このモデルに対するHGFの効果は顕

著であるが、その分子機構を詳細に解析し

た報告はなかった。 

現在までの我々の検討から、npn3はJo-2

誘導急性肝不全マウスモデルに対するHGF

の劇的な作用を説明できる分子である可能

性が示唆されている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Npn3はマウス癌細胞の増殖過程において

発現増強する遺伝子として同定された遺伝

子であり（Sun Y. et al. Cancer Res. 54: 

1139-1144, 1994）、酵母で同定されていた

sulfiredoxinのホモログとされている。ヒト

npn3の機能解析に関する報告は一部抗酸化

ストレスに関与する(Jeong W. et al. J Biol 

Chem. 281: 2006)との報告があるのみで、不

明な点が多い。また、npn3の発現がHGFで誘

導されることやNpn3が抗アポトーシス因子

として機能する可能性があるとの報告は皆

無である。Npn3が抗アポトーシス能を持つ

ことが確認されればその新規性・独創性は

極めて高いものとなると考えられ、さらに

トランスレーショナルリサーチの一環とし

て、開発の候補分子になる可能性が期待さ

れる。 

 

 

３．研究の方法 

human npn3の発現ベクターを構築し、in 



 

 

vitroでの抗アポトーシス効果を確認する。

さらに、培養細胞に対するnpn3に特異的な

siRNAの導入によりnpn3の発現を選択的に

低下させ、アポトーシス刺激に対する感受

性の変化を確認する。 

 一方、in vivoにおいてはnpn3発現アデノ

ウイルスベクターを構築し、マウス肝にお

いて特異的なNpn3の発現を一過性に誘導す

る。この遺伝子導入マウスの抗Fas抗体感受

性を検討することでNpn3の機能解析を行う。 

 上記検討により、Npn3の抗アポトーシス

機能が明らかになれば遺伝子改変マウス

（npn3 KOマウスおよびnpn3 Tgマウス）を

作成し、Npn3の機能とその発現の意義につ

いてさらなる検討を進める。 

 

 以上のように研究期間内の到達目標は

Npn3 の機能解析および npn3 遺伝子改変マウ

スの作出であった。 

 

 

４．研究成果 

(1) npn3発現ベクターの構築：インビトロジ

ェン社のORF libraryよりhuman npn3 クロー

ンを購入、Gatewayシステムを利用しpcDNA™ 

6.2/GFP-DEST Gateway® vectorへ組換え、Npn3

発現vector (pcDNA/hNpn3)を構築した。 

(2) in vitroにおけるnpn3の抗アポトーシ

ス効果の確認：dRLh84細胞に過酸化水素を添

加すると濃度依存性にアポトーシスが誘導さ 

 

 

 

 

 

 

 

 

れた。 

次に、pcDNA/hNpn3をdRLh84に遺伝子導入後、

過酸化水素水添加によりアポトーシスを誘導

しMTT assayで生細胞数を評価した。dRLh84

細胞へのpcDNA/hNpn3導入により、過酸化水素

水添加によるアポトーシスを誘導に対して抵

抗性を獲得することを確認した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

一方で、HepG2, HuH-7等のほかの細胞への遺

伝子導入を試みたが、十分な導入効率が得ら

れず、以降の評価が行なえなかった。 

(3) その他： in vivo での評価のためにア

デノウイルスベクターを構築し、マウス肝特

異的に一過性の Npn3 発現を誘導し、抗 Fas

抗体感受性の検討を計画した。しかし、アデ

ノウイルスベクターへの組換え効率や、組変

え後のアデノウイルスベクターの増殖効率

が著しく悪く、結果としてアデノウイルスベ

クターの構築に難渋し、構築に至らなかった。 
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