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研究成果の概要（和文）：本研究では肝線維化への関与は報告されているが、作用機序の詳細が明らかでなかっ
たタンパク質架橋酵素トランスグルタミナーゼによる翻訳後修飾反応に焦点を当てた。架橋酵素のファミリー間
でのアイソザイム特異的な活性の検出や網羅的な基質タンパク質の同定を経て、作用機序の解明の足掛かりとな
る架橋活性の分布や候補基質タンパク質の同定及び性状解析に関する情報を提供することが出来た。さらに架橋
酵素の阻害剤を用いて動物モデルにおける肝線維化の病態抑制効果を明らかにした。
これらの結果は、病態進展の機序に直接関与する可能性のある薬剤標的タンパク質選択の礎となり、今後の肝疾
患の新たな診断、治療、予防法の開発に貢献できる。

研究成果の概要（英文）：The transglutaminase (TG) family comprises eight isozymes that catalyze the 
crosslinking reaction between glutamine and lysine residues and contribute to the fibrotic diseases 
in several tissues. Despite the evidence implicating TG2 as a key enzyme in fibrosis, the causative 
role and involvement of the other isozymes have not yet been fully elucidated. Therefore, here we 
clarified the distributions and activities of TG isozymes, and identified the isozyme-specific 
substrates for both TG1 and TG2 using each substrate peptide. The possible substrates for each TG 
were successfully identified and these included keratin 18, a biomarker for hepatic injury, which 
was accumulated in the fibrotic liver. Our findings suggest that each TG was independently activated
 in a different tissue area during fibrotic induction, and played a potential role in the functional
 modification of keratin 18, which are relevant to liver fibrosis progression.

研究分野： 分子細胞病態学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多くの疾患は単に発現したタンパク質量の変化により引き起こされるものではなく、多くの翻訳後修飾反応を含
む様々な制御因子の破綻によって誘導される。本研究では、タンパク質間にイソペプチド結合を形成することに
よりタンパク質の機能を変化させる翻訳後修飾反応の一つに着目し、この反応が肝硬変のような臓器が硬化する
慢性疾患で見られることを明らかにした。またこの修飾反応の阻害は上記の慢性疾患を緩和することも明らかに
した。これらの結果は今後の同疾患の新たな予防・治療法の開発に繋が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 
（１）細胞内外で特定のタンパク質間に架橋形成を生じ、機能・性状変換を伴う現象が幅広い
生物に存在する。この反応はトランスグルタミナーゼ（TGase）と呼ばれる酵素群により行わ
れ、血液凝固、皮膚形成、死細胞除去を始め多彩な生命現象に関与する(FASEB J 21:2627,2007)。
一方、異常なレベルの架橋形成は種々の疾患（肝腎疾患、神経変性疾患、糖尿病、癌、自己免
疫疾患など）の原因となる(Physiol Rev 89:991,2009)。 
 この様な架橋反応を行う機能から、肝疾患での過剰な線維形成・蓄積に寄与することが示唆
されており、肝硬変患者の肝臓ではグルタミン－リジン間のイソペプチド結合の含有量が多く、
また、肝硬変・肝癌に繋がるアルコール・非アルコール性脂肪性肝炎や HCV 感染患者の肝臓
では TGase の顕著な活性上昇が観察されるなど、多くの論文で肝疾患の増悪への関与が示され
ている。これらの研究は線維形成の安定化に寄与する細胞外 TGase を対象にしたものが多く、
細胞内 TGase やその基質タンパク質の架橋による機能変換など、線維症治療標的となる明確な
基質の同定や有効な抑制剤は未だ知られておらず、詳細な解析が重要視されている。 
 
（２）申請者はこれまで、肝障害により活性上昇した TGase が転写因子 Sp1 を架橋・不活性
化し、細胞死を誘導することを細胞・動物モデル・疾患患者組織を用いて解明してきた。この
過程で、肝炎患者の線維化領域でも転写因子群が架橋修飾されることを見出すと共に、Sp1 以
外の未同定因子も複合体形成に関わることが明らかになり、多くの TGase 基質タンパク質の架
橋による機能変換が肝疾患の増悪に関わることが予測されていた。 
さらに、申請者らが独自開発した TGase アイソザイムを区別して活性を検出する基質ペプチ

ドを用いた新技術により、TGase の活性上昇は線維形成が見られる細胞外領域のみならず、広
範囲の肝組織の細胞内領域でも観察され、肝臓で発現する 2 種の TGase アイソザイム間で活
性化の分布や時期が異なることが分かった。さらに同技術を基に、基質タンパク質の網羅的同
定法を開発した。このようなアイソザイムを区別した TGase の活性検出や基質同定法の確立は、
タンパク質架橋修飾が関わる組織線維化の全容解明のための足掛かりとなり、今後新たな線維
化抑制剤の開発に発展することが期待される。 
 
２．研究の目的 
慢性肝疾患において肝線維化の抑制は重要な治療標的であるが、現在まで有効な治療法は確

立されていない。申請者はこれまで組織線維化の増悪に関わるタンパク質架橋化酵素 TGase
において、病態進行の経時的な活性分布および基質タンパク質の一部を明らかにし、また新規
に探索した同酵素の阻害剤の線維化抑制効果を見出してきた。 
本研究は、これを発展させ、「（１）組織線維化に伴い架橋修飾される基質タンパク質群の網

羅的同定および解析」を分子レベル、細胞レベル、動物・ヒト組織において行い、線維化の病
態形成に関する包括的理解を深めると共に、（２）トランスグルタミナーゼおよび標的基質タン
パク質の制御方法の探索により、組織線維化抑制剤を開発することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）組織線維化に伴い架橋される基質タンパク質の網羅的同定および疾患増悪への影響 
胆管結紮処置により肝線維化を誘導したマウスの肝組織抽出液と TGase の基質ペプチドとを

反応させ、共沈する基質タンパク質について質量分析を用いて同定する。標的基質の同定の後、
同基質の肝線維化の増悪に対する影響を確認するため、線維化に伴う発現量変化や局在領域に
ついて動物モデルや肝線維化患者の生検後の組織切片を用いて明らかにした後、発現亢進及び
抑制における肝線維形成・蓄積への影響について、細胞・動物レベルで検証した。 
先行研究において既にサイトケラチンが線維化肝のみで架橋修飾されることを見出しており、

同タンパク質の架橋による機能変換について解析を進めると共に、新たな候補基質タンパク質
の同定・解析を進めた。 
 
（2）肝線維化の新規制御抑制剤の開発 
 TGase 阻害剤および基質タンパク質の機能制御薬を肝線維化モデルマウスに投与し、線維化
の病態進展への影響を確認する。過去に制御薬剤の報告がなければ、化合物ライブラリーから
のケミカル並びに In Silico スクリーニンングや中和抗体の作製を行い、線維化抑制のための
有望な制御方法について探索し、創薬的なシーズとしての可能性を探ることを計画した。TGase
の阻害剤と知られている 2種の低分子化合物について、有用性を調べるため、上記の胆管結紮
による肝線維化モデルマウスに経口投与し、コラーゲンの主成分であるハイドロキシプロリン
量および各種線維化マーカー、コラーゲンを特異的な組織染色法により評価した。 
 
４．研究成果 
（1）胆管結紮処置により肝線維化を誘導したマウスでは、TGase アイソザイムのうち主に表皮
に局在する TG1 とユビキタスに存在する TG2 の発現・活性上昇が結紮処置後の時間依存的（3、
7、14 日後）に見られたことから、これらの TGase アイソザイムと特異的に反応する TGase の
基質ペプチド（TG1: pepK5, TG2: pepT26）を用いて、TGase の基質となり架橋されるタンパク
質の網羅的同定を行った。上記ペプチドにビオチン標識を行い、組織抽出液との反応後にモノ



アビジンゲルを用いてビオチン化タンパク質を精製した。得られた画分をトリプシン消化し、
質量分析により基質候補タンパク質を網羅的同定した。TG1 および TG2 により架橋されたそれ
ぞれの候補基質タンパク質のうち、胆管結紮後の経時的な２種以上の線維化肝において基質候
補として同定されたタンパク質のリストを以下に示す（下図参照）。 

 
（2）先行研究で見出していたサイトケラチン 18（K18）やサイトケラチン 8（K8）は、上記の
実験でも同様にすべての経時的な線維化肝において、候補基質タンパク質として同定されてい
る。線維化肝での経時的な発現量を調べたところ、これらの候補タンパク質は有意な発現上昇
が見られると共に、障害肝組織で観察されるマロリー小体を含む凝集塊において、高分子量域
にこれらの抗体のシグナルが見られたことから、K18 や K8 が TGase の基質となり架橋され重合
した結果、凝集塊の産生に寄与していることが予想された。また、線維化肝での TG1 および TG2
との局在について免疫染色により検証したところ、TG2 と K18 および K8では共局在は見られな
いものの、TG1 と K18 および K8 については、共局在することが示唆された。 
 
（3）さらに上記の K18 および K8の TGase の基質としての反応性を確認するため、組換えタン
パク質の作製を行った。大腸菌を用いてそれぞれの組換えタンパク質作製・精製し、TG1 およ
び TG2 による上記基質ペプチドとの架橋反応性について評価したところ、K18 および K8は TG1
および TG2 の両方によって共に架橋され、高分子量へのバンドシフトも確認された。また、一
級アミンであるビオチン化ペンチルアミン（BPA）との架橋反応においても K18 および K8 の架
橋体が確認されたことから、これらはグルタミン残基側とリジン残基側の両方の基質になるこ
とが示唆される。 
 
（4）肝線維化の新規制御法の探
索のため、上記の肝線維化モデル
において２種の TG2 の活性阻害
剤を投与し、線維化の誘導程度の
違いを評価した。架橋反応を競合
的に阻害する一級アミンを持つ
シスタミンを経口投与し、コント
ロールとの比較検討を行ったと
ころ、肝線維化の程度を有意に抑
制する結果が得られた（右図）。
もう一方の阻害剤についても抑
制傾向が観察されたが、明確な有
意差は見られなかった。 
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