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研究成果の概要（和文）： Ovary Specific Acid Protein（OSAP）は卵巣特異的新規遺伝子探

索の過程で発見された、既知のいかなる蛋白とも類似構造を有しない酸性蛋白である。これま

での検討では、OSAPが卵巣のみならずステロイド産生臓器のミトコンドリアに選択的に発現し、

ステロイド産生に間接的に関与していることが示唆されている。今回の我々の研究において、

OSAP mRNAはヒトおよびヒト胎児において、ステロイド産生臓器で多く発現しており、OSAP発

現と各臓器のステロイド産生のactivityの順は相関していることが判明した。また、ミトコン

ドリア内の局在に関しては、比較的大きいミトコンドリアに限ってOSAP陽性像が認められ、こ

れはミトコンドリアの成熟とOSAPの関連性を示唆する結果とも考えられた。一方、トコンドリ

アはアポトーシスの初期段階に深く関与している細胞内小器官であることから、OSAPとアポト

ーシスの関連について検討したところ、OSAPの発現抑制により、ミトコンドリア内膜電位の変

化やcyt C蛋白の細胞質への放出の所見が得られた。これらの結果から、OSAPはステロイド産

生と深く関わっていることがより強く示唆され、またミトコンドリア特異的蛋白であることと

関連した機能（＝アポトーシス制御）を有している可能性が考えられた。 

 

研究成果の概要（英文）：Our results indicate that the mitochondrial protein OSAP is 

abundantly expressed in steroidogenic tissues with a few exceptions. The results also 

suggest that OSAP is involved in steroidogenesis. However, our findings point to a 

permissive role for OSAP in steroidogenesis rather than a regulatory role because OSAP 

expression was not stimulated by a cAMP analog. Thus, we speculate that this protein could 

be involved in insuring optimal steroidogenesis through maintaining mitochondrial 

abundance and/or function. Further studies are warranted to substantiate this postulated 

role for OSAP in steroidogenic cells. 
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１．研究開始当初の背景 
OSAPは、「卵巣特異的新規遺伝子探索」プロジ
ェ ク ト で Suppression Subtractive 
Hybridization法を用いて発見された、既存の
タンパク質とは一切類似構造を持たない、等電
点 pI=3.9の酸性蛋白である(Hennebold JD et 
al., Endocrinology 2000)。申請者らは海外共
同研究者(Dr. J.D. Hennebold)とのこれまでの
研究において、本蛋白が胎盤以外のステロイド
産生組織に選択的に発現し、またステロイド産
生細胞における細胞内局在を検討した結果、ミ
トコンドリアに発現していることを明らかにし
た。またミトコンドリアがステロイド産生の主
要な場であることから、OSAPがステロイド産生
に関与していると考え、OSAP高発現細胞株であ
るマウス副腎皮質Y-1細胞においてOSAPの発現
抑制を行いステロイド産生における役割を検討
した。生体でのステロイド生成過程では、コレ
ステロールからプレグネノロンが合成され、最
終的にコルチゾールが合成される。この過程に
は、コレステロールがミトコンドリア外膜から
内膜への移行に必要なステロイド産生急性調節
蛋白（StAR）、また産出酵素である P450sccや
P450c17、3β-HSDなどが関与しており（右図）、
cAMP投与により StARや P450scc等の産生酵素
の発現が増強する。しかしながら、Y-1細胞に
おいてOSAPは、ステロイド産生に積極的に関わ
るこれらの因子と異なり cAMPによる制御を受
けていないとの知見が得られた。さらに OSAP
のRNA干渉による発現抑制により、cAMP刺激性
プロゲステロン産生の抑制やミトコンドリア量
を示す指標の減少とミトコンドリア形態の変化
が 認 め ら れ た （ Matsumoto T et al., 
Endocrinology, 2009）。これらの成績から、OSAP
はステロイド合成過程に対して、直接的な関与
はしていないものの、ミトコンドリアの形態ま
たは機能の維持、あるいはステロイド産生酵素
活性への影響など何らかの形で間接的な役割を
果たしていることが示唆される。 
 ミトコンドリアは、頻繁な移動や分枝、融合、
分裂といった形態変化に見られるように、細胞
種や細胞環境、細胞分化、病的状態によりその
大きさや構造を動的に変化させており、特に、
常態では個々のミトコンドリアの融合・連結
（fusion）と分裂（fission）のバランスを制御
することにより、ミトコンドリア自身の網状の
ネットワーク構造を維持している。近年、ミト
コンドリア形成蛋白（mitochondria-shaping 
protein ）と呼ばれるミトコンドリア形態を制
御する蛋白の存在が注目されており、蛋白発現
強度によりアポトーシスを制御するとされてい
る（Traffic 2001）。細胞死の一形態であるア
ポトーシスは、ミトコンドリア内膜の一時的な
過分極、外膜の物質透過性の亢進を経て、ミト
コンドリア内外膜間腔にあるcytochrome C（cyt 
C）やAIFなどの蛋白やCa2+、活性酸素種などの

細胞質への放出を経て開始される。またミト
コンドリア内膜の膜電位消失は fusionの抑
制およびfissionの促進を介してcyt Cの放
出に関与し、ミトコンドリアの断片化やクリ
スタ再構築といった形態的変化を引き起こ
すとされている（Mol Biol Cell 2002）。申
請者の予備実験では、OSAP発現抑制により、
cyt C蛋白の細胞質への放出を示唆する
Western blottingの所見が得られている。し
たがって、アポトーシスの初期段階に起こる
ミトコンドリア再構築において、OSAPがミト
コンドリアの機能および形態の制御機構に
関与している可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
これまでの知見を発展させ、ステロイド産生
細胞のミトコンドリアにおける OSAPの役割
について、特にアポトーシス抑制の可能性に
着目して解明すること。 
 
３．研究の方法 
OSAPの発現部位の同定のステロイド産生臓
器における役割の検討 
(1) OSAPの発現部位と局在の同定：マウスお
よびヒト各種臓器の cDNAを用いて OSAP 
mRNAの発現レベルを定量した。また、免
疫組織染色法を用いてマウスのステロイ
ド産出臓器における OSAP蛋白の局在を
検討した。 

(2) OSAPのステロイド合成過程における役割
の検討： Y-1細胞株における cAMPの投
与による OSAP蛋白の発現変化を検討し
た。 

(3) OSAPの発現抑制による機能解明： siRNA
導入によるOSAPの発現抑制を行い、ステ
ロイド産生量の変化、OSAPの局在および
発現の変化、ミトコンドリアの形態変化
の観察、ミトコンドリアの量的変化の観
察の各項目について control siRNA導入
群と比較検討した。 

OSAPのミトコンドリア内局在に関する検討 
現在までに各種ミトコンドリア分画単離法
と Western Blotとの併用によりミトコンド
リア内のOSAP蛋白の局在を検討してきたが、
OSAPと特異抗体との抗原・抗体反応が著しく
強いため、どの各ミトコンドリア分画にOSAP
が発現しているのか不明瞭である。そこで免
疫電顕の手法を用いて OSAPのミトコンドリ
ア内局在に関して検討した。 
OSAP遺伝子発現抑制によるミトコンドリア
機能および形態的変化 
 siRNAによるOSAP発現抑制（＋アポトーシ
ス誘発物質）により惹起されるアポトーシス
において、ミトコンドリアの機能・形態変化
について、非特異的siRNA添加群、未処理群
と比較検討した。 



 

 

(1) ミトコンドリア膜電位（ΔΦmt）の変化 
ミトコンドリア透過性遷移に伴うΔΦmtの増
減を評価するため、Rhodamine 123（負電荷に反
応しミトコンドリアに集積する蛍光標識プロー
ブ）をローディングさせ、フローサイトメトリ
ーにより解析した。 
(2) ミトコンドリアの形態変化および cyt C放
出、AIFの局在変化 

抗cyt C抗体および抗AIF抗体を用いた免疫電
顕により、caspase活性化因子である cyt Cの
ミトコンドリア外膜から細胞質への放出像や
AIFの局在変化を検討する。また、ミトコンド
リアマトリクスの膨張についても評価した。 
 
４．研究成果 
OSAPの発現部位の同定のステロイド産生臓器
における役割の検討 

(1) OSAPはヒトにおいては副腎に突出して高発現
しており、ヒト成人副腎と妊娠中期胎児副腎
(HFA)の比較ではOSAP mRNAはHFAにより多く
発現し、ヒト胎児臓器中においても HFAで最
も高い発現レベルを示すことが明らかとなっ
た。また、ヒト胎児におけるOSAPは、成人と
同様にステロイド産生臓器で多く発現してお
り 、 内 因 性 コ ン ト ロ ー ル で あ る
ß-glucuronidaseの発現量との比較で、副腎＞
精巣＞卵巣の順であった。これらの臓器は胎
生期においてもステロイド産生を行っており、
OSAP発現の順と各臓器のステロイド産生の
activityの順は相関していた。また調べた範
囲内の非ステロイド産生臓器では、OSAPの発
現は非常に低いかほとんどみられなかった。 

また細胞局在は、卵巣では排卵前のグラーフ
卵胞の莢膜細胞と顆粒膜細胞に、副腎では皮
質全層に発現を認めた。 

(2) cAMP刺激によってOSAPの発現に変化は見られ
なかった。 

(3) siRNAの導入によりOSAPはmRNAおよび蛋白レ
ベルでの発現抑制が認められた。また、OSAP
の発現抑制により以下の結果が得られた。①
cAMP刺激による培養液中のプロテステロン濃
度は controlと比較し減少したが、cAMPの非
存在下では変化が認められなかった。②Y1細
胞株における局在に変化はなかったが発現量
の減少が認められた。③ミトコンドリアの形
態の変化は、繊維状のネットワークを形成す

るミトコンドリアに、断片化像を示す細胞
が認められた。④ミトコンドリアの量的変
化の検討では、ミトコンドリアDNA copy数
/核 DNA copy数の相対比を算出した結果、
OSAPの発現抑制により相対比は有意に減少
した。 
OSAPのミトコンドリア内局在に関する検討 
マウス Y-1細胞を用いて OSAPの局在につい
て免疫電顕を用いて検討したところ、
Pre-embedding法では、ミトコンドリア外膜
にdensityの高い陽性像が観察され、これま
での免疫蛍光染色による結果と矛盾しない
ものと考えられた。しかしながら、
Post-embedding法による所見では、ミトコン
ドリアの大きさにより染色性に違いがあり、
比較的大きいミトコンドリアに限って OSAP
陽性像が認められた。これはミトコンドリア
の成熟と OSAPの関連性を示唆する結果とも
考えられた。 
OSAP遺伝子発現抑制によるミトコンドリア
機能および形態的変化 
蛍光色素 JC-1を用いてミトコンドリア内膜
電位（Δφmt）の変化をフローサイトメトリ
ーで解析した結果、OSAPの発現抑制によりΔ
φmtの低下が認められた。 
 
また、western blottingにおいて、細胞質分
画に cyt-C蛋白が認められ、cyt C蛋白の細
胞質への放出を示唆する所見と考えられた。 

 
 
 
以上の結果から、OSAPはステロイド産生と深
く関わっていることがより強く示唆され、ま
たミトコンドリア特異的蛋白であることと
関連した機能（＝アポトーシス制御）を有し
ている可能性が考えられた。 
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