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研究成果の概要： 

 

膠原病疾患モデルマウスの疾患感受性を規定する候補遺伝子として同定され、その中で構造遺伝子

多型に基づく蛋白多型を持つ因子、オステオポンチン(Opn)に関し、その多型に基づく膠原病治療モデ

ルの確立を目的として研究を遂行した。まず、MRL型とC3H型のOpnの立体構造の差異をNMR, UV分

光法にて解析し、蛋白多型によってインテグリン結合部位の立体構造に差異があることを明らかにした

。この部位をブロックする機能阻害物質を検索したところ、ある糖脂質がOpnによる免疫誘導を阻害する

ことが明らかとなった。そこで、この糖脂質をSpan80リポソームに結合させてMRLマウスに投与し、少なく

とも予防的投与により糸球体腎炎が抑制されることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
従来、申請者らは自己免疫病モデルマウスで
ある MRL/lpr系を用いた自己免疫疾患発症感
受性因子の研究を継続的に進めており、その
なかで、疾患好発系MLR/lprと嫌発系C3H/lpr

を用いたゲノムワイドスクリーニングの結
果、自己免疫性臓器血管炎、大動脈炎の感受
性遺伝子座、関節炎の感受性遺伝子座を同定
するとともに、自己免疫性糸球体腎炎の感受
性遺伝子座も同定し、そのひとつ第５番染色
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体上の Agnm3に疾患感受性候補遺伝子として
オステオポンチン(Opn)を見出した。 
 Opn には、疾患好発系である MRL/lpr と嫌
発系である C3H/lprのアレル間に構造遺伝子
多型を有し、その多型により立体構造が修飾
されて機能的差異を誘導する可能性がある。
コムギ胚芽を用いた無細胞蛋白合成系によ
る合成多型 Opnを用いたバイオアッセイの結
果、MRL 型合成 OPN は、マクロファージに対
しても TNFα, IL-1βをはじめとするサイトカ
インの発現亢進を誘導し、その効果は C3H 型
を加えた場合に比べ有意に高かった。さらに
同様の系において、MRL 型 OPN の添加は脾細
胞においてもポリクローナルなイムノグロ
ブリンの産生を誘導し、その効果も C3H 型を
加えた場合に比べて有意に高かった。これら
の結果は、少なくとも in vitro において合
成 OPNはマクロファージの活性化能とマクロ
ファージ存在下でのイムノグロブリン産生
誘導能を有し、その効果はMRL型のほうがC3H
型よりも強いことをあらわし、オステオポン
チンの遺伝子多型による構造の差異がマク
ロファージ活性化能、抗体産生誘導能におけ
る機能的差異を通して、糸球体腎炎発症・進
展に関与している可能性が示唆された。 
 続いて、無細胞合成系による蛋白合成の利
点を用いて、C3H 型 cDNA を操作してアミノ酸
置換部位を一個ずつ MRL 型 OPN と同じにした
合成 OPNを作成して機能的差異を誘導してい
るドメインを明らかにする解析を行ったと
ころ、RGDS モチーフ近傍にある Asn126/Asp
を互いに置換した一塩基置換による MRL型お
よび C3H 型 OPN ではマクロファージ活性化能、
サイトカイン産生誘導能に関して蛋白機能
が逆転することを見出した。Opn 遺伝子座を
含む、糸球体腎炎感受性遺伝子座である
Agnm3 領域を MRL 系、C3H 系で特異的に入れ
替 え た コ ン ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス 系
MRL/lpr-Agnm3C3H/C3H を確立し、この遺伝子
座のアレルが MRL型ホモであるもの、MRL/C3H
ヘテロであるもの、C3H 型ホモであるものを
比較したところ、C3H ホモとヘテロの群では、
MRL ホモの群に比べて有意に生存期間が延長
し、また糸球体腎炎の発症率、重症度も有意
に下がることをあきらかにし、これらのこと
から、Opn 遺伝子座の遺伝子型が MRL/lpr に
おける糸球体腎炎の発症を規定しているこ
とを明らかにした。 
 これらの研究背景より、今回 Opn をブロッ
クする蛋白を投与する、もしくはその発現ベ
クターをトランスフェクトすることにより
新たな膠原病の治療モデルを確立すること
を想起した。 
 
 
 
 

２．研究の目的 
 我々はこれまでに、膠原病疾患モデルマウ
スの疾患感受性を規定する候補遺伝子とし
て同定され、その中で構造遺伝子多型に基づ
く蛋白多型を持つ因子、オステオポンチン
(Opn)に関し、コムギ胚芽を用いた無細胞蛋
白合成システムにより多型蛋白を合成し、そ
れぞれの蛋白の構造・機能に差異があること、
生体においては、Opn の発現量に疾患好発系
と嫌発系のマウス間で差異があることを明
らかにしてきた。最近、我々は Opn 遺伝子座
特異的コンジェニックマウスを用いた病態
解析により、この遺伝子座の遺伝子型がコン
ジェニックマウス群の生命予後と糸球体腎
炎発症率を規定していることをあきらかに
し、さらに疾患好発系と嫌発系のアレル間に
みられる１０カ所のアミノ酸多型のうち特
定の一カ所が、少なくとも炎症誘導能に関す
る機能的差異を規定していることを突き止
めた。そこで、本研究では、Opn の蛋白多型
に基づく機能部位を特異的に阻害する蛋白
または合成物による膠原病治療モデルの確
立を目的とし、１）Opn 蛋白多型による立体
構造差異の解析、 ２）Opn 蛋白機能的結合部
位阻害蛋白の設計、３）Opn による免疫担当
細胞活性化能を阻害する蛋白のスクリーニ
ング、４）上記で有効性が確認された Opn 阻
害蛋白アナログの膠原病モデルマウスへの
投与実験の４項目の研究を行った。 
  
３．研究の方法 
 
１）Opn 蛋白多型による立体構造差異の解析  
 
1)-1 紫外線近赤外線分光光度計をもちいた
結晶解析による立体構造差異の検索 
 コムギ胚芽を用いた無細胞蛋白合成シス
テムをつかって Opn 多型蛋白を作製し、精製
のうえ日本分光製 J-820型円二色分散計を用
いて結晶解析を行い、MRL 型、C3H 型の全長
蛋白、多型により立体構造変異があると目さ
れるインテグリン結合サイトを含む N末側の
蛋白に関して結晶による吸光スペクトルに
差異がないか解析した。 
 
1)-2 NMR による立体構造差異の検索 
 Se-Met でラベルした Opn を合成し、フーリ
エ 変 換 核 磁 気 共 鳴 装 置 （ 日 本 電 子 製 
JNM-EX400） NMR による立体構造解析を行っ
た。 
 
２） Opn 蛋白機能的結合部位阻害蛋白の設計  
 
 上記で導き出した立体構造情報をもとに、
阻害蛋白として機能すると目される配列を
数個程度候補として抽出した。 
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３）Ｏｐｎによる免疫担当細胞活性化能を阻
害する蛋白のスクリーニング  
 
 上記で結合アフィニティーを持つと目さ
れた候補蛋白を PCR base のテンプレート
cDNA を用いて、コムギ胚芽による無細胞系で
合成し、in vitro における Opn 機能阻害が行
われるか、樹状細胞の T細胞クローンに対す
る抗原提示を指標とした bioassay を用いて
解析した。 
 MRL/lpr マウスの骨髄細胞を採取し、
GM-CSF 存在下に６日間培養し、immature 
dendritic cell を誘導した。ここに、合成多
型 Opn を加えるとともに、Opn 機能阻害候補
蛋白を添加した。また、樹状細胞機能を修飾
すると目される新規糖脂質（Glycolipid A; 以
下 GLa）を加える群も設けた。陽性コントロ
ールとしては LPS を加え、さらに、なにも加
えない陰性コントロールも設定した。 
 これらの因子を加えて後、卵白アルブミン
を加え、ついで卵白アルブミン反応性 T細胞
ハイブリドーマ細胞株(OT1)を共培養した。1 
overnight 経過後、抗原提示により活性化さ
れた T細胞ハイブリドーマから分泌された培
養上清中の IL-2 を beads array assay で測
定した。 
 
４） 膠原病モデルマウスへの Opn 阻害アナ
ログ投与による治療実験 
 
 前項 III.の in vitro 解析において、結合
阻害コントロールとして用いた RGDS アナロ
グに類する有意な阻害作用を示す蛋白を見
出すに至らなかったが、糖脂質（GLa）が Opn
による樹状細胞に対する T細胞への抗原提示
能増強を抑制することが明らかとなったた
め、GLa の in vivo における膠原病治療効果
を解析する投与実験を行った。 
 GLaを界面活性剤であるSpan80リポソーム
ベシクルの膜構造に定量的に植え込み、（研
究協力者 加藤敬一により供与）投与実験に
用いた。 
 ２ヶ月例の MRL/lpr マウスに 0.5 mg/kgBW
となるように上記の GLa 含有 Span80 ベシク
ルを腹腔内投与した。陰性コントロール群に
は GLa を含有しない Span80 ベシクルを同様
に投与した。３日おきに腹腔内投与を行い、
4.5 ヶ月齢で屠殺して、糸球体腎炎、腎血管
炎の組織学的スコアリングを行い、実際の膠
原病抑制が得られるか解析した。また、同時
に副作用による病理学的変化がないか全臓
器を詳細に検索した。 
 
 
４．研究成果 
 
１）Opn 蛋白多型による立体構造差異の解析 

 
紫外線近赤外線分光光度計をもちいた結晶
解析による立体構造差異の検索では、MRL 型、
C3H 型の全長蛋白、N 末側蛋白ともに allele
による吸光スペクトルに差が見られ、立体構
造変異があると考えられた。 
NMR による解析を、N 末側蛋白に行ったとこ
ろ、インテグリン結合サイトの立体構造の巾
に、MRL 型と C3H 型の間で、約２０％の差異
があることが明らかとなった（図 1） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２）Opn 蛋白機能的結合部位阻害蛋白の作成
と、in vitro における bioassay を用いた機
能解析 
 
 Opn のインテグリンとの結合を競合的に阻
害する可能性があると考えられたアミノ酸
配列を３種類無細胞系で作成し、in vitro の
解析に供したが、結合阻害コントロールとし
て用いた RGDS アナログに類する有意な阻害
作用を示す蛋白を見出すに至らなかった。一
方で、糖脂質（GLa）が Opn による樹状細胞
に対する T細胞への抗原提示能増強を抑制す
ることが明らかとなった（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

図２．Opn による樹状細胞機能修飾の阻害 

図１．polymorphism in alignment of 

integrin binding site of Opn protein 



* P<0.05 
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３）膠原病モデルマウスへの Opn 阻害アナロ
グ投与による治療実験 
 
 GLa含有Span80ベシクルを腹腔内投与した
群では、陰性コントロール群に比較して、有
意に糸球体腎炎 index が低値を示し、少なくと
も GLa の予防的投与により糸球体腎炎が抑制さ
れることが明らかになった（図４－６）。同様に、
GLa 投与群では、間質、血管周囲のリンパ球集
簇も抑制されていた。一方、腎血管炎に関して
は、投与群で発症率が下がる傾向が見られたが、
有意差は認めなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 今回の研究結果において、Opn のインテグリン
結合サイトには、蛋白多型に基づく立体構造の
変化が誘導されることを明らかにした。このサイト
のインテグリンとの結合を競合的に阻害する蛋
白アナログを同定するには至らなかったが、新
規糖脂質が少なくとも、Opn の樹状細胞活性化
機能を抑制し、また、予防的投与により糸球体
腎炎の発症を予防することが明らかになった。
今後さらに、Opn とインテグリンの結合を競合的
に阻害する蛋白アナログのスクリーニングを続け
るとともに、今回の研究で明らかになった糖脂質
に関し、発症後の治療効果が見られるか否か、
また、他の膠原病疾患の予防・治療効果が見ら
れるか否かの検索を進めていくことが望まれる。 
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図 4．GLa 投与による糸球体腎炎抑制 
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