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研究成果の概要（和文）：オステオポンチンのトロンビン切断、トランスグルタミナーゼ重合の線維化における
意義解明を目的に研究した。その結果、ゲノム編集によりトロンビン切断不能、トランスグルタミナーゼ重合不
能変異オステオポンチン発現マウスの作製に成功した。同マウスを用いた線維化試験では両修飾の重要性は本研
究期間内では明らかにできなかった。重合型オステオポンチン特異的な検出系に関して、重合型ヒトオステオポ
ンチンのみを検出するELISAの構築に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we examined to reveal the role of post-translational 
modification such as thrombin-cleaved and transglutaminase-polymerized osteopontin on fibrosis. As a
 result, at first, we succeeded generation of mice expressing thrombin-cleaved formed or 
transglutaminase-polymerized formed of osteopontin by genome editing. But the importance of these 
post-translational modification of osteopontin on fibrosis was not cleared in this study. We were 
successful to construct polymeric human osteopontin specific ELISA system. 

研究分野： 免疫学、分子生物学、細胞接着分子、細胞外マトリックス

キーワード： オステオポンチン　線維化　翻訳後修飾　ゲノム編集　抗体
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景	

オステオポンチンは特発性肺線維症	(IPF)	

患者で最も高発現する分子であり、ノックア

ウトにより線維化が抑制されることから線維

化促進に実際に作用している分子であると考

えられているが、その具体的な作用点に関し

ては未だ不明な点が多いのが現状である。	

２．研究の目的	

本研究ではオステオポンチンの二つの翻訳

後修飾「トランスグルタミナーゼ重合」と「ト

ロンビン切断」によりそれぞれ生じる重合型、

N末切断型に着目し、両修飾の線維化への関

与の有無を確かめることを目的とした。また

重合型特異的抗体を用いて生体内の重合型

を検出する系の作成を試みた。	

	
３．研究の方法	

(1)重合不能および切断不能オステオポンチ

ン発現遺伝子組み換えマウスの作製・・・オ

ステオポンチン翻訳後修飾の重要性をマウ

ス生体内にて検証する為に、ゲノム編集法に

よりトロンビン切断不能および重合不能変

異オステオポンチン発現遺伝子改変マウス

の作製を試みた。		

	

(2)各組織線維化モデルの作製と同マウスに

おけるオステオポンチン発現評価・・・肝、

肺、腎臓線維化マウスを作製し、各組織にお

けるオステオポンチンを検出した。	

	

(3)遺伝子改変マウスへの線維化誘導・・・	

(1)で作製したトロンビン切断不能オステオ

ポンチン発現マウスに関して肝臓の、重合不

能オステオポンチン発現マウスに関して肺

の線維化を誘導した。	

	

(4)重合マウスオステオポンチン特異的抗体

の作製・・・(1)で作製した重合不能オステ

オポンチン発現マウスを免疫動物、重合型オ

ステオポンチン特異抗体の作製を試みた。	

	

(5)重合ヒトオステオポンチン特異的 ELSIA

検出系の構築・・・本研究者らが既に取得し

ていたヒトオステオポンチン抗体群の中か

ら、抗体を組み合わせることで重合ヒトオス

テオポンチン特異的な ELSIA 検出系の構築を

試みた。	

	
４．研究成果	

(1)重合不能および切断不能オステオポンチ

ン発現遺伝子組み換えマウスの作製・・・

CRISPR/Cas9及びPITCh法を活用したゲノム編

集法により該当箇所の遺伝子変異を試みた。

まずマウスオステオポンチン遺伝子エキソン

5に存在するトロンビン切断認識配列をコー

ドする遺伝子に変異導入を試みた。ジェノタ

イピングの結果、野生型の配列	(GTCAA)	とは

異なる目的の変異配列	(GGACA)	に置換され

たマウスを得ることができた	(下図)。続いて

エキソン3,4に存在するトランスグルタミナ

ーゼ認識領域をコードする遺伝子4箇所に変

異導入を試みた。ジェノタイピングの結果、

野生型の配列	(CAG,	CAG,	CAG,	CAA)	とは異

なる目的の変異配列	(GCA,	GCA,	GCG,	CGA)	

に置換されたマウスを得ることができた。	

(2)各組織線維化モデルの作製と同マウスに

おけるオステオポンチン発現評価・・・線維

化誘導の結果、肺での発現増加が最も大きい

ことが分かった。	

(3)	遺伝子改変マウスへの線維化誘導・・・

切断不能オステオポンチン発現マウスに対し

て肝線維化を誘導したが、野生型と比較して

線維化の軽減は認められなかった。また、重

合不能オステオポンチン発現マウスでは肺の



線維化を試みたが死亡個体が多く解析に至ら

なかった。	

(4)重合マウスオステオポンチン特異的抗体

の作製・・・重合不能オステオポンチン発現

マウスに組換え重合マウスオステオポンチン

を免疫した。一次免疫の血清は重合型に反応

し野生型には殆ど反応しなかったが、二次免

疫後野生型へも強く反応し両者に対する反応

性に差が見られなくなった。オステオポンチ

ンを重合した際未重合の箇所も存在しており、

その部位への抗体が産生された可能性が考え

られた。そこで、重合箇所付近のみのマウス

オステオポンチン小断片を作製してこれを重

合化しマウスに免疫した。その結果、得られ

た血清は野生型よりも重合型に強く反応する

結果を得た。同マウスから脾臓リンパ球を回

収し細胞融合によりハイブリドーマを作製し、

増殖したクローンの反応性を検討したが、重

合型、野生型にほぼ等しく反応しており重合

型特異抗体は得られなかった。血清の段階で

重合型、野生型への反応性に差があることか

ら、細胞融合で得られるハイブリドーマの数

を更に増やすことで重合マウスオステオポン

チン特異的抗体の獲得が可能であると考えら

れた。	

(5)重合ヒトオステオポンチン特異的ELSIA	

検出系の構築・・・(4)で得られた血清はヒト

オステオポンチンには反応しない。よって、

これまで我々が得ていた抗ヒトオステオポン

チン抗体群から抗体を選別して組み合わせ

ELSIAを実施し、重合型、野生型ヒトオステオ

ポンチンへの反応性を検討した。その結果、

クローン738と750の組み合わせで重合ヒトオ

ステオポンチンのみを認識する系を構築した

(前列の図)。今後本検出系を用いてIPF患者の

気管支肺胞洗浄液など、ヒト検体を試料に重

合オステオポンチンの検出・濃度測定が可能

となった。	
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