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研究成果の概要（和文）：　私たちが以前発見した炎症性物質重合オステオポンチンを体液中で簡単に測定できるよう
にするためELISA（酵素抗体法）測定法の樹立を目指した。
　まず、胎生時から重合不能OPNのみ発現するマウスを作成し、OPNに対する免疫寛容を樹立させたのち、重合OPNを注
射して、重合オステオポンチン特異的に反応する抗体を得た。しかし野生型OPNとの反応が著しく、重合OPN特異的クロ
ーンが得られなかった。その理由としてマウスの重合不能OPNの発現が弱く、十分な免疫学的寛容を得られていないこ
となどが考えられた。新しくCRISPR-Cas9法により野生型OPNには免疫的に寛容であるマウスの作製を開始した。

研究成果の概要（英文）：To establish a new ELISA that detects polymeric osteopontin, which we previously 
found as a chemoattractant for neutrophils, we attempted to obtain polymeric OPN specific monoclonal 
antibodies. First we generated mice that express only polymerization-incompetent OPN by introducing some 
mutations into the OPN gene. The mice produced many antibody clones responding to injected polymeric OPN. 
However, many of clones recognized wild type OPN, which prevent us from establish the specific clones. 
Probably, immunological tolerance was not sufficient for the mice not to respond wild type OPN. We 
restarted to generate the tolerant mice by CRISPR-Cas9 method.

研究分野：呼吸器内科学、分子病態学
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１．研究開始当初の背景 
 インテグリン結合性サイトカインであり、

マトリセルラー蛋白の一つであるオステオポ

ンチン(OPN)は、免疫調節、がん化、組織傷 害、
骨化など多彩な局面で働く。OPNの臨床的な
特徴の一つとして、がんや炎症性疾患で上昇

が著しいことが挙げられ、マーカーとしての

報告が多数ある。 一方で、OPNの作用発現の
分子機構の詳細は十分明らかではないが、振

舞いの一つとして、生体内でマトリックス架

橋酵素により重合し好中球の走化因子となる

ことが確認されている。 

２．研究の目的 
 ある病態や疾患だけで上昇する物質があ

り、血液や尿を用いて測定できれば、臨床上

極めて有用である。私たちは、以前ある物質

の重合体が好中球を惹きつける現象を見出

しているが、この重合したオステオポンチン

(OPN)はまだどのような病態や疾患で上昇す
るかはっきりしていない。この重合体の生体

反応に対応する挙動を知るため、また新たな

疾患マーカ ーとしての可能性を探るため、
重合 OPNに対する ELISAの構築を試みた。 
 
３．研究の方法 
 まず、重合不能 OPN遺伝子(J Biol Chem 
286: 11170-8, 2011) をマウスに導入し、
OPNノックアウトマウスと交配し、重合不
能な OPNのみ発現するマウスを得た。重合
不能OPNは3か所に変異が導入されており、
完全に野生型 OPNと同じ構造ではないが、
これらの変異部位は天然変性部位にあるた

め立体構造は異ならす、野生型 OPNと重合
不能 OPNは単量体である場合、形状はほぼ
同じで、同様の抗原性を有すると思われた。

つまり、重合不能な OPNを胎生時より発現
していれば野生型 OPN に対する免疫学的
寛容は得られるものと考えた。このマウス

に対して、試験管内でトランスグルタミナ

ーゼと反応させ作製した重合 OPN (J Biol 
Chem 284:14769-76, 2009) を腹腔内に注射
して免疫した。 型の通りハイブリドーマを
作製しスクリーニングを行ったところ、当

初の予想と異なり大多数が野生型 OPN と
反応し、一部が重合 OPNと野生型 OPNの
両者に反応した。 
 

４．研究成果 

 重合 OPN 特異的クローンが得られなか
った理由としてマウスの重合不能 OPN の
発現が弱く、十分な免疫学的寛容を得られ

ていないこと、あるいは得られたクローン

の多くがOPNの 1次構造上の 3箇所のアミ
ノ酸置換部位を認識していることなどが考

えられた。現在 CRISP R-Cas9 法により野
生型 OPN には免疫的に寛容であるマウス
の作製を開始している。 
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