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【目　的】

　肝臓は再生能力の高い臓器として知られているが、
様々な肝疾患においてその能力は障害される。肝疾患
を治療する上で、肝再生のメカニズムを正確に把握す
ることは重要であるが、肝細胞の増殖制御については
不明な点が多く残されている。JNK-c-Jun 経路は細胞
外からのストレスや炎症性サイトカインに応答し、細
胞の増殖・生存・分化などを制御する。JNK の活性
化には上流キナーゼである MKK7 と MKK4 が必須で
あり、これらのいずれかをマウスでノックアウト (KO) 

すると、肝発生不全により胎生致死となる 1, 2)。昨年、
MKK4 発現をノックダウンすると肝傷害後の肝細胞
増殖が著明に促進されることが報告されたが、この効
果は MKK7 の活性化を介していると推定されている
3)。本研究では、肝再生や組織修復における MKK7 の
役割を検証するため、肝細胞特異的な MKK7 コンディ
ショナル KO マウスを用いた解析を行った。

【方　法】

　MKK7 flox マ ウ ス と Mx1-Cre マ ウ ス を 交 配
し、control マ ウ ス (MKK7flox/+, Mx1-Cre+/- も し く は
MKK7flox/flox, Mx1-Cre-/-) と MKK7 KO マウス (MKK7flox/

flox, Mx1-Cre+/-) を 作 製 し た。 こ れ ら の マ ウ ス に
poly(I:C) (250 μ g) を 3 回ずつ隔日腹腔内投与するこ
とにより肝細胞特異的に MKK7 をノックアウトし、
以下の実験を行った。control および MKK7 KO マウ
スの肝組織から RIPA buffer で抽出した蛋白質を電気
泳動し、抗 MKK7 抗体および抗β -Actin 抗体を用い
て Western blotting を行った。初代培養肝細胞の増殖
や 70% 部分肝切除 (PH) による肝細胞増殖を Ki-67 染
色によって検討した。また、急性肝傷害に対する反応
を調べるために、control および MKK7 KO マウスに
四塩化炭素 (CCl4, 1 mL/kg) を皮下投与し、経時的に血
漿中の alanine aminotransferase (ALT) の測定や肝組織
の抗 phospho-c-Jun (Ser73) 抗体および抗 Ki-67 抗体に
よる免疫染色と HE 染色を行った。

【結　果】

　poly(I:C) 投与後の control および MKK7 KO マウス

の肝組織を Western blotting で検討し、MKK7 KO の
肝臓において MKK7 が効率よく KO されているのを
確認した （図 1A）。MKK7 KO は健常で、肝組織像も
control と同様であった。
　In vitro での肝細胞増殖能を調べるために肝細胞を
分離し、培養 1 日目から 4 日目における Ki-67 陽性細
胞の割合を測定した。培養 2 日目から肝細胞の著明な
増殖が見られ、3 日目にピークを迎えたが、その程度
や経時変化に関して MKK7 KO マウスと control マウ
スの間に明らかな差は認められなかった （図 1B, C）。
　In vivo での増殖能を検討するために 70％部分肝切
除を行い、その後 1 日目から 3 日目の体重当たりの肝
重量（図 1D） および Ki-67 陽性肝細胞の割合（図 1E） 

を測定したが、MKK7 KO による影響は見られなかっ
た。
　急性肝傷害に対する反応を調べるために四塩化炭
素を投与した。経時的に血漿中の ALT 活性を測定し
たが、MKK7 KO と control の値は同様であった（図
2A）。四塩化炭素投与による JNK-c-Jun 経路の活性化
を調べるために抗 phospho-c-Jun 抗体を用いて免疫染
色を行った。control 無処置肝では陽性肝細胞は見ら
れなかったが、四塩化炭素投与 6-24 時間後に小葉中
心部において多数の肝細胞に陽性像が観察された（図
2B）。MKK7 KO でも陽性細胞が小葉中心部に出現し
たが、染色の程度は control に比べ弱かった（図 2B）。
Ki-67 陽性肝細胞の割合は、 MKK7 KO と control で有
意差は見られなかった （図 2C）。しかし、四塩化炭素
投与 4 日目において、MKK7 KO 肝では control 肝に
較べ小葉中心部の壊死組織がより多く残存する傾向が
見られた（図 2D）。また、8 日後では control 肝は完
全に修復されたが、MKK7 KO 肝では小葉中心部に炎
症巣が散見された。

【考　察】

　Wuestefeld らは、MKK4 をノックダウンすると肝細
胞の増殖が亢進することを見出し、そのメカニズムと
して MKK4 の発現低下による MKK7 の活性化が重要
であると報告している 3)。しかし、我々の研究により、
成体マウスにおいて MKK7 KO は肝細胞の増殖に影響
しないことが明らかとなった。MKK4 ノックダウン
による肝細胞増殖亢進の原因は不明だが、我々の結果
は MKK4 ノックダウンが JNK 以外の他の経路（たと
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えば p38 経路）を介して肝細胞増殖を促進した可能性
を示唆している。また、MKK7 KO マウスは胎児肝細
胞の増殖が顕著に抑えられることによって肝臓形成が
阻害され、発生過程の肝細胞増殖には MKK7 が必須
であることが報告されている 2)。したがって、同じ肝
細胞増殖でも、胎児期と成体期では、MKK7 に対す
る依存度が大きく異なることが明らかとなった。
　これまでの embryonic stem cells や mouse embryonic 

fibroblasts を用いた解析において、MKK4 もしくは
MKK7 のどちらかを KO すると JNK-c-Jun 経路が著し
く阻害されると報告されていたが 4)、四塩化炭素投与
時の肝細胞 MKK7 KO による JNK-c-Jun 経路抑制効果

図 1 　肝細胞の増殖に MKK7 KO は影響しない。
　　 (A) 肝から抽出した蛋白質液（20 μg） の Western 

blotting。 (B)　初代培養肝細胞の Ki-67 染色 （培養
2 日目）。 Scale bar: 50 μm. (C) 初代培養肝細胞の
Ki-67 陽性細胞の割合。(D) 70% 部分肝切除後の体
重あたりの肝重量。 (E) 70% 部分肝切除後の Ki-67
陽性肝細胞の割合。

図 2　MKK7 KO では四塩化炭素投与後の肝修復が遅
延する。

　　(A) 四塩化炭素投与後における血漿中の ALT 活
性。　(B) 四塩化炭素投与後の phospho-c-Jun 染色。
P: 門脈、Scale bar: 100 μm. (C) 四塩化炭素投与後
の Ki-67 陽性肝細胞の割合。(D) 四塩化炭素投与 4
日目の肝組織像 （HE 染色）。下段は、上段の白枠部
を拡大したもの。Scale bar（上段）: 200 μm,（下段）: 
50 μm.

は弱かった。これは細胞の種類によって JNK-c-Jun 経
路活性化に対する MKK7 の影響度が異なることを示
唆しており、肝細胞において強力なストレス刺激が入
ると、MKK7 以外のキナーゼが代償的に JNK をリン
酸化し、MKK7 が無くても JNK-c-Jun 経路が活性され
ると推察された。
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　今回の研究により、MKK7 は肝傷害に対する肝組
織修復に関与していることを見出した。肝傷害後の肝
再生には、肝細胞の再生性の増殖だけではなく、炎症、
死細胞の除去、細胞外マトリックスの再構築、肝細胞
の移動など多くのステップが関与していると推察され
る。興味深いことに、神経特異的に MKK7 もしくは
MKK4 を KO すると、大脳皮質ニューロンの移動能
が低下するとの報告がある 5, 6)。また、我々は MKK7 

KO 肝細胞凝集塊をコラーゲンゲル内に包埋し、胆
管上皮様に分化させると、樹枝状の細胞突起形成が
control に比べて抑制されることも明らかにしている。
MKK7 KO における肝修復の遅延は、生き残った肝細
胞の傷害部への移動が抑制されるためである可能性を
考慮し、in vitro での創傷治癒アッセイやマトリゲル
浸潤アッセイを行い、MKK7 が肝細胞の運動能に寄
与しているのかを検討したい。さらに、四塩化炭素や
チオアセトアミドの連続投与によって肝線維化や肝硬
変と共に肝腫瘍を誘導し、MKK7 KO が腫瘍形成や肝
腫瘍増殖に影響するかも明らかにしていきたい。
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11）Visini-like protein subfamily と microsomal 

cytochrome b5 との親和性についての研究

研究代表者　及川　賢輔

【研究の背景と目的】 

　Visinin like protein-3 (VILIP-3) は、小脳のプルキン
エ細胞に発現するカルシウム結合蛋白であるが、その
細胞生理学的機能あるいは標的蛋白に関しては不明で
あった。我々はマウス VILIP-3 の標的蛋白が小胞体シ
トクロム b5 に結合することを見出した（J Biol Chem, 

2004. 279(15): p.15142）。　　
　VILIP-3 は hippocalcin、 neurocalcin- δ、 VILIP-1、
VILIP-2 な ど と 共 に、visinin-like protein subfamily 

(VILIPs) に属している。VILIPs 内では、組織発現パター
ンが異なるもののアミノ酸配列相同性は 65~94％と高
い。従って VILIPs に属する VILIP-3 以外の蛋白質も、
VILIP-3 のカルシウム依存性標的分子であるシトクロ
ム b5 に親和性を示す可能性が高いと考えられた。今
回われわれは、マウスの VILIPs をクローニングし、
各蛋白のシトクロム b5 への結合能力を、免疫沈降法
を利用して明らかにした。 

【研究方法】

　 マ ウ ス 脳 の total RNA を 用 い て、VILIP-3, 

hippocalcin、 neurocalcin- δ、 VILIP-1 およびシトクロ
ム b5 を RCR 法にてクローニングし、それらを 293T

細胞に遺伝子導入し、tag 融合蛋白質を共発現させた。
tag を利用した共沈実験を行い、シトクロム b5 との親
和性をウエスタンブロット法にて解析した。

【結　果】

　VILIPs の う ち、VILIP-3、  hippocalcin、  neurocalcin-

δの 3 者は、シトクロム b5 にカルシウム依存性の結
合を示したが、VILIP-1 は結合を示さなかった。さら
にシトクロム b5 に結合を示した 3 者の中で、VILIP-3
が最も強い親和性を示した（下図）。
　C 末端 FLAG タグを融合した VILIPs 各蛋白と N

末端に myc タグを付加したシトクロム b5 (Cyb5) を、

図 シトクロム b5 に結合する VILIPs  
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