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研究成果の概要（和文）：膠原病治療反応多様性モデルを確立するため、膠原病モデルリコンビナントインブレ
ッド系マウス、MXH/lpr系マウスの繁殖および凍結受精卵からの復帰を行い実験に使用するマウスを確保した。
Opnおよび自己抗原阻害蛋白のうちOpnとの結合エピトープを含む蛋白を解析し、コムギ胚芽系無細胞蛋白合成シ
ステムで合成した。in vitroでの解析と並行して、リンパ系投与によるドラッグデリバリーシステム（DDS)の開
発を行った。主に糸球体腎炎の抑制を指標に蛋白投与および治療コントロールとしてシクロフォスファミド投与
する実験を行い、DDSを確立するとともに、治療効果を確認し、有害事象の解析も行った。

研究成果の概要（英文）：In order to establish a diversity model of therapeutic response to collagen 
diseases, recombinant inbred MXH/lpr mice were bred and returned from frozen fertilized eggs to 
provide mice for experiments. Among Opn and autoantigen-inhibiting proteins, proteins containing a 
binding epitope with Opn were analyzed and synthesized by a wheat germ cell-free protein synthesis 
system. In parallel with the in vitro analysis, we developed a drug delivery system (DDS) by 
lymphatic administration. Cyclophosphamide was administered to patients with glomerulonephritis. 
Cyclophosphamide was administered to patients with glomerulonephritis. DDS was established, and the 
effect of treatment was confirmed and adverse events were analyzed.

研究分野：実験病理学

キーワード： 病理学　ゲノム　薬剤反応性　炎症・膠原病　モデル動物　オステオオンチン

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、多因子疾患である膠原病の治療多様性モデルが確立し、新薬開発等における実験モデルとして有
用であることが明らかとなった。
また、膠原病治療のためのリンパ節への薬剤投与という新たなdrug delivery systemの開発を果たし得た。
さらに、Opnの多型部位阻害蛋白の開発は、膠原病治療の新たな治療戦略につながる大きなシーズとなった。今
後さらに蛋白製剤の低分子化をすすめ、治療薬として実用化できる方策を進めることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
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。 

 

２．研究の目的 

申請者らはこれまでに、膠原病モデルである MRL/lpr 系マウスと、同じ lpr 変異を持ちながら

疾患を発症しない C3H/lpr の F2 交配系から、世界初の自己免疫疾患モデル組換え近交系マウ

ス MXH/lpr を開発してきた。これらの系統は、ゲノム領域をいずれかの親系統由来のホモ接

合でモザイクにもち、親系統である MRL/lpr に見られる膠原病疾患が種々の組み合わせで発症

し、ときには親系統よりも強い表現型をとり、ヒトに於けるゲノム多様性に基づいたポリジー

ン系を単純化したモデル系として有用である。そこで、申請者らは、この系を用いて自己免疫

疾患の分子標的治療モデルを構築し、治療反応性のゲノム多様性による修飾を明らかにするこ

とを目的として研究を行うことを企図した。 

 今回の研究では、膠原病疾患群ポリジーン系モデルである MXH/lpr 系マウスを対象に、こ

れまで萌芽的に開発してきた 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、免

疫抑制剤としてシクロフォスファミド、腎炎原生自己抗原エピトープの阻害蛋白アナログまた

はその decoy cDNA を移入することによる新たな膠原病治療方略の確立とともに、簡素化した

ポリジーン系モデルによる治療反応性の差異を詳細に解析することを目的として以下を行った。 

①Opn 阻害蛋白アナログの機能エピトープ検索と低分子蛋白の作成 

②Opn 阻害蛋白アナログによる糸球体腎炎およびその他臓器病変の治療効果解析 

③各系統の免疫細胞を用いた治療アナログに対する反応の解析 
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④Span80 ナノベシクルを用いた膠原病治療 drug delivery system の開発 

⑤膠原病モデルリコンビナント近交系マウスへの蛋白アナログをはじめとする薬剤の投与実験 

 

３．研究の方法 

平成 28 年度から 30 年度の研究期間に、①Opn 阻害蛋白アナログの機能エピトープ検索とそれ

を含む低分子蛋白の作成、②Opn 阻害蛋白アナログによる糸球体腎炎およびその他臓器病変の

治療効果の解析、③各系統の免疫細胞を用いた治療アナログに対する反応の解析、④Span80 ベ

シクルを用いた蛋白アナログ drug delivery system の開発、⑤膠原病モデルリコンビナント近

交系マウスへの薬剤の投与実験、⑥cDNA を用いた遺伝子治療モデルの萌芽的解析を行った。 

(1)MXH/lpr 系マウスの繁殖および凍結受精卵からの復帰 

 兄妹交配を続けている MXH 系マウスと、凍結受精卵として保管している MXH 系マウスの繁殖を行

い、実験に使用するマウスを確保した。 

(2)Opn および自己抗原阻害蛋白アナログの機能エピトープ検索と低分子量蛋白の作製 

 これまでに Opn に関しては MRL/lpr や McH-Agnm3 系マウスを用いてスクリーニングされた蛋

白のうち、効果があると目される蛋白３種類(S****, EI***, D****)につき、機能エピトープを

見いだすためのスクリーニングを行った。まず、各蛋白の N 末側半分、C 末側半分のアミノ酸

を合成し、GST-capture ELISA により野生型 Opn 蛋白との結合アフィニティー解析を行ったと

ころ、少なくとも S****蛋白の C 末側で全長蛋白と替わらない結合アフィニティーを認めた。 

本研究では in vitro, in vivo の解析にはこの合成蛋白を用いた。 

(3)リンパ系投与による蛋白アナログ drug delivery system の開発 

 申請者らは、界面活性剤 Span80 を用いた脂質二重膜ベシクルによる DDS を用いて薬物投与を

行う研究を予定していたが、リンパ節への薬剤投与による腫瘍治療のための DDS の技術供与を

受け予備実験を行ったところ、ベシクル使用の必要性なく全身臓器に到達することが明らかに

なったため、本研究に於いてはリンパ節投与を主とした DDS を用いて治療モデルを展開するこ

ととなった。 

(4)蛋白アナログによる各近交系マウス由来免疫細胞の免疫機能修飾の解析 

 組換え近交系から MXH86/lpr 系統を選択、および MRL/lpr から各々腹腔マクロファージ、脾

細胞、骨髄由来樹状細胞（GM-CSF 存在下で誘導）を採取し in vitro 実験に供した。マクロフ

ァージ活性化、脾細胞を用いた抗体産生誘導能・Ｔ細胞活性化能(Th1, Th17)の阻害などについ

て解析を行った。また、マウス脾細胞系を用い、regulatory T cell の誘導、regulatory dendritic 

cell の誘導に関する解析も行った。 

(5)膠原病モデルマウスへの投与実験 

 上記Ⅱ、Ⅲでスクリーニングした蛋白アナログ、シクロフォスファミドおよびプレドニゾロ

ンを投与薬剤として使用した。近交系マウス１０～１５系統を選択して臓器病変を発症する４

ヶ月例よりこれらを投与し、各臓器病変に対する治療効果を解析する。具体的には、①尾静脈

内投与、②鼠径リンパ節への注射によるリンパ系への投与を施行し、実際の膠原病臓器病変抑

制が得られるか病理組織学的に網羅的に解析した。また、同時に有害事象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) MXH/lpr 系マウスの繁殖および凍結受精卵からの復帰 

 実験に使用するマウスを確保するために兄妹交配を続けている MXH 系マウスと、凍結受精卵として

保管しているMXH系マウスの戻しを行った上で繁殖を行い、MRL/lpr, MXH73, MXH81, MXH86, 

MXH95, MXH98, MXH100, MXH104, MXH105, MXH106 の 10 系統について解析に必要な個

体を確保、継代を行った。これらを用いて、投与実験、臓器病変のスクリーニングを施行した。 

(2) Opn および自己抗原阻害蛋白アナログの機能エピトープ検索と低分子量蛋白の作製 

 これまでに Opn に関しては MRL/lpr や McH-Agnm3 系マウスを用いてスクリーニングされた蛋白

のうち、効果があると目される蛋白３種類(S****, EI***, D****)につき、機能エピトープを見いだすた



めのスクリーニングを行った。まず、各蛋白の N 末側半分、C 末側半分のアミノ酸を合成し、

GST-capture ELISA により Opn Wt との結合アフィニティーを行ったところ、少なくとも S****蛋白の

C 末側で全長蛋白と替わらない結合アフィニティーを認めた。 

 この蛋白の機能を明らかにするため、Opn によるマクロファージ刺激系にこの蛋白を添加したところ、

用量依存性にマクロファージによる TNFa, IL-1b 酸性、IL-6 酸性を阻害することが明らかになった。 

 そこで、この後の in vitro, in vivo の解析にはこの蛋白を用いた。 

(3) リンパ系投与による蛋白アナログ drug delivery system の開発 

 申請者らは、界面活性剤 Span80 を用いた脂質二重膜ベシクルによる DDS を用いて薬物投与を行

う研究を予定していたが、脂質二重膜ベシクルの作製に時間がかかること、その安定性に問題がある

ことが予備実験により判明し、この DDS の使用を再考していたところ、東北大学の森、小玉らが、リン

パ節への薬剤投与による腫瘍治療のための DDS を開発しており、技術供与を受けて脂質二重膜ベ

シクルに色素を入れて臓器への到達をみる予備実験を行った。 

 左鼠径リンパ節に 50 μl のエバンスブルー溶液を

投与し、4 時間後に解剖したところ、ベシクルの必要

性なく全身臓器にエバンスブルーの送達が認めら

れ、有効な DDS として機能することを明らかにした。

本研究に於いてはリンパ節投与を主とした DDS を

用いて治療モデルを展開することとした。 

(4) 蛋白アナログによる各近交系マウス由来免

疫細胞の免疫機能修飾の解析 

 組換え近交系から MXH86/lpr 系統を選択、および MRL/lpr から各々腹腔マクロファージ、脾細胞、

骨髄由来樹状細胞（GM-CSF 存在下で誘導）を採取し in vitro 実験に供した。 

①マクロファージ活性化能の阻害 

 Thioglycolate 培地を用いて定法で腹腔マクロファージを採取し、合成 Opn 添加による TNFα、

IL-1β 産生誘導を合成阻害蛋白の添加により抑制できるかをアッセイしたところ、用量依存的に

mRNA レベル、蛋白レベルともに産生を抑制した。 

②ポリクローナルな抗体産生能の阻害 

 脾細胞に Zymosan を加えて、マクロファージ活性化およびポリクローナルな抗体産生を誘導する実

験系に、合成阻害蛋白を加えたところ、用量依存的に TNFα、IL-1β産生誘導を阻害した。また、IgG, 

IgM の産生量も有意に減少した。 脾細胞を用いたアッセイで Treg 誘導は有意差を認めなかった。 

(5) 膠原病モデルマウスへの投与実験 

 リンパ系投与による病変抑制を明らかにするため、まずシクロフォスファミドの投与実験を行った。臓

器病変が確立する前の 10 週齡、および確立する 18 週齡の MXH86,MXH100, MXH104, 

MXH105 系マウスにシクロフォスファミドを 10 ng/gBw で週２回、４週間、計９回投与し、最終投与４日

後に解剖して、血清学的所見、蛋白尿、各臓器病変の抑制について解析した。 

図３ 投与プロトコール 

 

 

 脾臓重量、腋窩リンパ節重量、腎臓の病理形態学的スコア、血清中の Cr 値、BUN 値を定量し、

CPA 投与群と Control 群で比較した。 

 MXH100 および MXH104 系統で、シクロフォスファミド投与群では、生理食塩水投与群に比べて、

有意に BUN 値の低下を認めた（図 4）。 腋窩リンパ節、脾重量の有意な抑制も認めた。 

糸球体腎炎組織学的スコアを評価したところ、投与群で有意な糸球体腎炎抑制を認めた。また、腎臓

の動脈炎もスコアリングしたところ、投与群で有意に動脈炎は抑制されていた。 これらの投与群に於

いて、組織学的に明らかな有害事象は認めなかった。 

 Opn 阻害蛋白投与群は投与実験継続中であり、prelminary な結果ではあるが、糸球体腎炎およ

び腎臓動脈炎の抑制傾向を認めている。組換え近交系マウスを用いた膠原病治療モデルでは、系統
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図２ エバンスブルーによる DDS 予備実験 



間で治療に対する反応性の違いも明らかとなった。 

図４ MXH マウスに於けるシクロフォスファミド 

投与群と生理食塩水投与群の血清 BUN 値 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 今後さらに、基盤研究（C）一般 19K07478「リコンビナント・インブレッド系マウスを用いた膠原病治療

モデルのゲノム病理学的解析」で引き続き解析を行い、治療反応性の個体差を規定する遺伝因子を

明らかにしていくことが期待される。 
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