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研究成果の概要（和文）：申請者らは、世界で唯一の組換え近交系膠原病モデルマウスを用いて、膠原病疾患の
感受性および治療反応性・抵抗性を規定する因子の解析を行ってきた。
Opn-インテグリン結合阻害蛋白による膠原病治療モデルの実施と、治療反応性の解析を目的として、4ヶ月齢～
６ヶ月齢のMHX各系統マウスを使用し、シクロフォスファミド、陰性コントロールとして生理食塩水を経左鼠径
部リンパ節的に投与した。治療反応性・抵抗性に関する各種パラメーターを解析し、治療反応性ストレインと治
療抵抗性ストレインを見いだし、さらに、linkage studyを行い、第2、第4、第7，第9、第11およびX染色体上に
治療抵抗性遺伝子座を見いだした。

研究成果の概要（英文）：The applicant used the world's only recombinant inbred collagen disease 
model mouse to analyze factors that determine susceptibility to collagen disease and therapeutic 
response/resistance.
For the purpose of carrying out the collagen disease treatment model using Opn-integrin binding 
inhibitor protein and analyzing the therapeutic response, MHX strain mice from 4 to 6 months of age 
were used and received cyclophosphamide and saline as a negative control through the left inguinal 
lymph node. Various parameters related to therapeutic response and resistance were analyzed to find 
therapeutic response strain and therapeutic resistance strain, and a linkage study was conducted to 
find therapeutic resistance loci on chromosomes 2, 4, 7, 9, 11, and X.

研究分野： 実験病理学

キーワード： 実験病理学　膠原病モデルマウス　リコンビナント・インブレッド系　ゲノム解析　治療反応性　遺伝
子多型

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、新規分子標的治療における「治療反応性を規定する遺伝因子は何か」を膠原
病モデル組換え近交系マウスを用いて明らかにすることを目的として行われた。
膠原病疾患ポリジーン系モデルMXH/lpr系を治療モデルとして用いることにより、個体ごとに異なる反応の多様
性を、再現性を持って解析し、治療反応性を規定する遺伝因子を解明する本研究は非常に独創的であったと言え
る。さらに、リンパ系への投与という新たなドラッグデリバリーシステムの開発も独創性をもち、それによる治
療モデルが確立できたこと、治療感受性、治療抵抗性を規定する遺伝子座がマッピングされたことは、膠原病治
療戦略にも大きな意義を持つ。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

従来、申請者らは、同一個体に腎炎、血管炎、関節炎、唾液腺炎などを発症し、膠原病疾患群のモデ

ルとなる MRL/Mp-Faslpr/lpr (MRL/lpr)マウスのゲノミクス解析を通じて、各臓器病変の疾患感受性遺伝

子座をマッピングし、各々の疾患感受性責任遺伝子を解析すると共に、これらの膠原病疾患群が

Mather K (1949)の提唱したポリジーン遺伝形式をとることを示してきた。 

 さらに、これらの研究成果に立脚して個々の病変の病理発生機序および環境要因について解析をす

すめるため、MRL/lpr と膠原病兼発系 C3H/HeJ- Faslpr/lpr の兄妹交配系から、世界で初めての膠原病

モデル組換え近交系マウス MXH/lpr を 15 系統余樹立し、膠原病の複合病態が遺伝的に分離しうるこ

と、そしてそれがゲノム多型に基づくポリジーン系遺伝形式に支配されていること、さらに特定の 

環境要因により修飾されることを再現可能な近交系レ

ベルで明らかにし、これらの系統に於ける系統間分

布表（strain distribution pattern table: SDP 表）、病理

組織学的表現型、自己抗体、サイトカインプロファイ

ルのデータベースを確立した(図 1)。（文部科学省科

学研究費補助金 基盤研究（Ｂ）組換え近交系マウス

を用いた膠原病のポリジーンネットワークの解析 

H18-H19 年度 代表 能勢眞人） 

 一方、申請者らは、MRL/lpr マウスのゲノミクス解析から５番染色体に位置するオステオポ

ンチン(OPN)を自己免疫性糸球体腎炎の疾患感受性候補遺伝子として見出し、OPN の構造遺伝

子多型に基づく蛋白多型が、糸球体腎炎の疾患感受性を規定すること、その機能的差異を規定す

るアミノ酸多型を明らかにしてきた。多型サイトの立体構造の違いを解析し、この結合サイトを

阻害する新規アナログ作製し、膠原病治療の萌芽的実験を施行してきた（文部科学省科学研究費

補助金 基板研究（C）膠原病モデル組換え近交系マウスを用いた膠原病治療法の開発）。さら

に、連携研究者の長谷川らと共に G-protein-coupled receptor を介した炎症性疾患治療応用を企

図し、CXCL10 decoy トランスフェクト細胞移入による自己免疫性肺臓炎や唾液腺炎の治療、

Treg 移入による GVHD 治療モデルの作出、CD72 遺伝子移入による血管炎治療モデル(図 2)の

開発を行ってきた。さらに糸球体腎炎の新たな自己抗原エピトープを見いだした。また、最近、

腫瘍の治療抵抗性に関係する survivin (BIRC5)が少なくとも関節炎（RA）および全身性硬化症

（SS）の病態に重要な役目を果たすことを明らかにした。さらに、申請者らはリンパ系を介し

たドラッグデリバリーシステムについて、プレリミナリーな実験を行い、これが膠原病モデルの

治療に有効であることを見いだしている。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、新規分子標的治療における「治療反応性を規定する遺伝因子は何か」を膠原 
病モデル組換え近交系マウスを用いて明らかにすることを目的として行われる。 
膠原病疾患ポリジーン系モデル MXH/lpr 系を治療モデルとして用いることにより、個体ごとに
異なる反応の多様性を、再現性を持って解析し、治療反応性を規定する遺伝因子を解明する。 
 そのために、膠原病モデル組換え近交系マウス MXH/lpr 系を用いて、これまで萌芽的に行っ
てきた OPN-インテグリン結合サイトをブロックする蛋白アナログ、自己抗原エピトープ阻害蛋
白アナログ、および BIRC5 阻害剤である YM-155 を用いた治療モデルにおける治療反応性を規
定する遺伝因子を明らかにすることを目的として、以下の項目を令和１年度から令和３年度の
研究期間に行う。 
 
 
３．研究の方法 
 
①Opn-インテグリン結合阻害蛋白の確立：すでにこれまでの研究で Opn の蛋白多型が自己免疫
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性糸球体腎炎感受性を規定すること、それをブロックする蛋白アナログを明らかにしており、さ
らに低分子化をはかったアミノ酸をデザインし、コムギ胚芽を用いた無細胞蛋白合成システム
を用いて合成し、in vitro で Opn-インテグリン結合阻害効果を検証した。in vitro 実験で効果
の見られた数種類の蛋白アナログについて、in vivo で最も効果が高いものを絞り込む。（R4 年
まで継続）  
②膠原病治療モデルの実施と、治療反応性の解析：4ヶ月齢～６ヶ月齢の腎炎発症した個体を使
用する。シクロフォスファミドおよび、Opn-インテグリン結合阻害蛋白、自己抗原デコイ蛋白ま
たは YM-155 を経尾静脈的に、
もしくは経左鼠径部リンパ節
的に投与した。図２に示すと
おり、投与開始から週 2 回薬
剤を投与し、11回投与した後、
投与期間中の尿蛋白、体重を
経時的に測定した。投与開始
後 38 日に harvest し、速やか
に剖検して腎臓および、血管、
関節、唾液腺、涙腺の各臓器病
変について組織学的に評価し
た。さらに、剖検時に血清を採取し、
腎機能、炎症マーカーを定量した。 
 
③治療反応性の差異を規定する遺伝子座のマッピング：各系統の未治療時の組織学的スコアか
ら投与群の組織学的スコアを減算することにより治療スコアを求める。また、血清学的マーカー、
免疫グロブリン、補体に関しても同様に治療群と未治療群の差異を求め、スコアとする。これら
のスコアと、既存のマイクロサテライトマーカー多型データを用いて QTL 解析を行い、治療反応
性を規定する染色体領域をマップする。 
④マッピングされた遺伝子領域の詳細な多型解析：  上記③でマッピングされた遺伝子領域
について、その遺伝子領域に存在する候補遺伝子をピックアップする。 
 
４．研究成果 
① Opn-インテグリン結合阻害蛋白につき、３つの候補
蛋白の中からアフィニティーの高いものとして一種類
を選別し、N末側、C末側、全長の各蛋白をコムギ胚芽系
による無細胞蛋白合成系で作製し、Opn との結合アフィ
ニティーにつき解析を行った。その結果、N 末側に阻害
効果があることが明らかとなった（図３）。さらに低分子
化することを考慮し、実験を進めている。 
 
② 膠原病治療モデルを用いた治療抵抗性ストレイン
の発見：糸球体腎炎好発系である MXH73, MXH81, MXH86, 
MXH100, MXH104, MXH105、各群６匹以上に、まず治療の
要請コントロールとしてシクロフォスファミドを 0.5 
mg/KgBW, 1.0 mg/KgBW 投与する群と陰性コントロー
ルとして生理食塩水を、それぞれ 50 l 左鼠径リン
パ節に３５日間で１１回投与して、投与中の尿蛋
白、体重変化を記録するとともに、投与開始３８日後に harvest して、尿蛋白、血清 BUN, クレ
アチニンを測定するとともに全身解剖を行って、特に腎糸球体の病変について、評価を行った。
組織学的変化については、各個体 20 個の糸球体を
Grade 0 (正常)～Grade 3 の４段階にスコアし、糸
球体２０個の Grade の和／２０×１００として求め
た Glomerular index で評価した。その結果、脾臓の
体重に対する比率重量は全ての系統で有意に低下
した。さらに６系統中５系統ではリンパ節および脾
臓の腫大消退と比例して体重減少を認めた。血清
BUN は MXH104 以外の系統では有意に低下、もしくは
低下傾向にあった（図４）。 
 Glomerular index においても、6 系統中 4 系統
では有意に抑制され、もう 1 系統でも抑制傾向が見
られたが、MXH104 ではまったく差を認めなかっ
た（図５）。これらの結果から、MHX104 を治療抵抗性ストレインとして見いだした。 
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図４ 投与による BUN の変化 

図２ 投与プロトコール 



③ 治療抵抗性を規定する遺伝子座
の探索 
 ここまでの研究で、治療抵抗性スト
レインが見いだされたことから、その
治療抵抗性を規定する遺伝子座を明
らかにするため、血清 BUN 値および
Glomerular index の変化をパラメー
ターとし、これまでに保有している各
ストレインのマイクロサテライトマ
ーカー多型データとの間で、WinQTL 
Cartgrapher V2.5 を用いて linkage 
study を行った。そのけっか、BUN 値
において治療抵抗性を規定している
遺伝子座を第 2，第 4，第 7，第 9，第１1および X染色体上に、Glomerular index において治療
抵抗性を規定している遺伝子座を第 2，第 4，第 9染色体上に見いだした（図６，図７）。 

 
④ BUN を指標とした場合、Glomerular index を指標にした場合いずれにも含まれる、第２染色
体 23 cM 付近、第４染色体 37 cM 付近および第９染色体 23 cM 付近に、治療抵抗性遺伝子座が
存在することが示唆された。 
 第２染色体では、Naif1, Urm1, Traf1 等が、第４染色体では、Ifna1, Ifna2, Cd4ts2 等が、
第９染色体では、Adams8, Adams 15, Glb1, Ubash3B 等が候補遺伝子として考えられた。 
 
 
  今回の研究において、組換え近交系マウス MXH 系を用いて膠原病治療モデルを確立し、治療抵
抗性遺伝子座を見いだすことができた。今後、MXH 系の whole genome sequence を行って、治療
抵抗性感受性遺伝子の同定、感受性遺伝子多型の同定を行うとともに、これまでに同定した疾患
感受性遺伝子に関しても責任多型部位を同定して、それをターゲットとした膠原病治療戦略に
資する研究を展開していく必要があると考える。 
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図６ BUN を指標とした治療抵抗性遺伝子座 図７ 組織 index を指標とした治療抵抗性遺伝子座 
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