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研究成果の概要（和文）： ヒトなど高等動物の上皮組織における硬度形成に際して、タンパク質架橋化酵素・
トランスグルタミナーゼがどのように関与するかを明らかにすることを目的に、どのようなタンパク質分子群が
基質となるのか、またその架橋産物が硬度化にどのような影響を及ぼすのかについて様々な方法で研究を進め
た。これまで皮膚表皮組織や関連培養細胞で行ってきた解析基盤技術を基にして、腎、肝や肺での異常硬化疾患
である線維症を対象に正常時との比較検討、またモデル生物としての遺伝子改変マウス・メダカを用いて対象因
子と硬度化の関連を生化学・細胞生物学的に解析した。

研究成果の概要（英文）：　On the mammalian epithelial tissue stabilization for its barrier functions
 with toughness, transglutaminase (TGase), is possible to contribute by catalyzing specific protein 
cross-linking. So far, I investigated TGases in skin epidermis that are involved in barrier function
 by cross-linking several structural proteins using specific substrate peptides. 
　Based on the techniques and knowledge, I extended the molecular and biochemical analyses in the 
epithelial tissues such as liver, kidney, and lung, mainly focusing on the related disease, 
fibrosis. Substrate candidates for TGase were successfully identified and analyzed on their 
properties and the resulting products were analyzed its involvement in cellular function. 
Furthermore, for the cultured epithelium-derived cultured cells and also model organisms, mice and 
medaka fish, TGase gene expression was disrupted and successfully maintained and analyzed. 

研究分野：応用生物化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　細胞内外のタンパク質を安定化させるタンパク質架橋化酵素が、外界と接する上皮組織において、その硬度
化・安定化する際にどのように寄与しているかを明らかにしうる研究課題である。皮膚表皮に加え正常時の腎・
肺などで架橋される基質群を明らかにしたこと、また過剰な硬度化に因る線維症についても、架橋化反応や産物
の関与を、関連する組織や細胞レベルで初めて明らかにできた。また、これらの研究モデルとなる動物(マウ
ス・メダカ)を確立し、解析展開の基盤を構築できた。得られた知見は組織のバリア機能として必要な硬度化の
しくみ、また線維症の対応や薬剤シーズの発掘に貢献しうる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
（１）タンパク質架橋化酵素とこれまでの研究成果 
タンパク質架橋化酵素・トランスグルタミナーゼ（以下 TGaseと略記）は、微生物から植物・
動物に広く存在する翻訳後修飾酵素で、タンパク質中のグルタミン残基とリジン残基の間に不
可逆な共有結合（架橋）を形成する反応を触媒する。またポリアミンなどの一級アミンや、グル
タミン残基のグルタミン酸残基への変換（脱アミド化）にも携わる（図１）。これらのタンパク
質架橋化や修飾によって多彩な生理作用を発揮しており、ヒトなどの哺乳類では 8 種類のアイ
ソザイム(TG1―TG7, Factor XIII)からなる酵素ファミリーとして存在する。主要な役割として
は、血液凝固（Factor XIII：FXIII）、死細胞処理
や細胞外マトリクスの安定化（TG２）、バリア機
能に必要な表皮細胞内でのタンパク質複合体の
形成(TG1、TG3、TG5)が知られており、これら
の酵素活性の異常がもたらす疾患も多種知られ
ている。この他にも、酵素活性そのものを活用し
た食品加工（放線菌由来）など、本酵素反応は医
学生理学から産業利用まで幅広く研究領域に関
与する。 
 これまで我々は皮膚表皮においてバリア機能を構築することに TG1, TG3 というアイソザイ
ムが必須であり、表皮細胞が分化に伴って両酵素が細胞内の構造タンパク質を架橋重合化して、
細胞膜直下にバリアを果たす高分子複合体を作る仕組みについて研究をしてきた。その成果と
して、活性の発現機構、高感度で簡易な活性測定系、基質の同定を行って知見を蓄積した。 
 その後、皮膚表皮のみならず、空間的に外界に接する組織である上皮組織において、トランス
グルタミナーゼによる架橋化反応が関与することが考えられ、また他にもそれを裏付けるよう
な知見が現れ始めてきた。そのため、表皮組織からさらに上皮組織へと対象を広げ、異常と正常
時のタンパク質架橋化反応の様式やその関与について基盤的研究をすることを提案、採択され
るに至った。 
 
（２）開始時に解決されていなかった課題内容 
研究開始時としては、上皮組織で正常時にどのようなタンパク質が架橋されているのか、それ
らがどのように組織の安定化に貢献するかは、細胞外マトリクスの一部についての情報はあっ
たが、タンパク質架橋化反応のアイソザイムの種類も含めた発現様式、表皮組織との共通構造
（性状）、防御機能への貢献などは不明であった。上皮組織としての肺・肝・腎で異常な硬度化
のもたらす線維症疾患についても、この時の発症とタンパク質架橋反応については、病態への関
与はすでに示されていたものの具体的な分子レベルの解析の点からはほとんど知見がなかった。
また、動物個体や細胞株、などを用いたモデル系についても不足している状況であった。 
 
２．研究の目的 
 これまで行ってきた、主にヒトを対象としたタンパク質架橋化酵素反応が、どのように上皮組
織の硬度化や安定化に貢献するのか、またそれが破綻した場合において及ぼされる影響と現象
を分子細胞レベルで解析することを目的としてきた。具体的には、上皮組織が正常な状態でタン
パク質架橋が起こるのに必要な状況の解析、架橋されるタンパク質群(基質)を同定して、それが
正常時にどのような変動をするのか、を皮膚・肝・腎・肺由の組織・細胞で明らかにすることを
めざした。また、上の組織に由来する上皮細胞株などの培養細胞系も対象とすることにした。 
 また並行して、疾患モデルとして確立すべくモデル生物のメダカ・マウスの遺伝子変異個体を
扱って解析することも目的とした。特にメダカにおいては、タンパク質架橋化酵素遺伝子を変異
させた個体の解析を本研究課題の中で完了するととともに、その調節因子（トロンビン）や基質
（フィブリン）にも対象を広げて、これらが上皮組織での発現も明らかにすることを目的として
きた。 
 
３．研究の方法 
（１）硬度化によるバリア機能に焦点をあてた上皮組織の性状解析 
 これまでに表皮特異的なタンパク質架橋化酵素の高反応基質配列を得ており、蛍光標識ペプ
チドを用いて活性の可視化を行った（図２）。この場合、今回の課題では、従来の表皮組織から
表皮形成を再現できる立体培養細胞系を用いて、必須とされているタンパク質架橋化酵素 2 種
（TG1, TG3）の活性の可視化に加えて、各種マーカー基質タンパク質の発現変動を解析した。ま
た、それぞれの架橋化酵素を siRNA（RNA 干渉）によって抑制した場合に、どのような表皮形成
が培養系で再現されるかも試みた。 
合わせてこの立体培養細胞系から分化段階における架橋化酵素の基質候補群を精製して同定
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図１ タンパク質架橋化反応



した。具体的にはビオチン標識した基質ペプチドを、分化をさせた表皮細胞抽出物と混合して反
応させ、内在性の酵素活性によって架橋させた。ペプチドのビオチン部分に対する親和性を持つ
アビジンを固定化したクロマトグラフィーによって、ペプチドを取り込んだタンパク質群を質
量分析によって同定した（図３）。 
 また既知及び新規タンパク質がバリア機能に与える影響を調べるために、表皮形成が明確なマ
ウスの胎生段階での、胎児の表皮について蛍光色素の透過度、蛍光基質ペプチドを用いたタンパ
ク質架橋化酵素の活性可視化パターンを解析した。 
 
（２）正常および異常な状態での上皮組織での基質の探索同定 
①腎組織および肺組織 
 (1)と同様な方法で、正常及び異常な硬度化を示す疾患、線維症時の活性変動と基質候補精製
を行った。腎臓および肺の線維症を模倣した疾患モデルマウスは、尿管結紮（UUO）および薬剤
（ブレオマイシン）投与によって誘導作製した。蛍光標識ペプチドを用いて、架橋化酵素活性の
発現を検出した。それぞれの組織から抽出物を得てビオチン標識ペプチドを用いた精製を行い、
各組織の抽出物を用いて基質探索を行った（図３）。 
 
②肝臓での単離基質 
 構成タンパク質のうち、線維症に伴ってサイトケラチン
が基質として多く同定されている。このタンパク質は架橋
を受けて高分子に含まれることを見出しており、この産物
が生じることが細胞死を引き起こす、ことが想定された。
そこで肝臓細胞株（HepG2）を用いて、薬剤誘導で細胞死
を引き起こし、その際のタンパク質架橋化酵素（TG1、TG2）
の発現量を抑制させて、細胞死への効果を調べた。 
 
（３）トランスグルタミナーゼ遺伝子欠損変異細胞株の
確立 
 ヒトの肺上皮組織に由来する細胞株(A549)に対して、
ゲノム編集技術である CRISPR/Cas9 法を用いて、TG1 お
よび TG2 について、遺伝子欠損を施した細胞株として獲
得することをめざした。これまで、siRNA により、抑制
をできる系を得ていたものの、より明確な比較検討と基
質の探索給原としての重要性から行った。遺伝子導入を
施した細胞を限界希釈培養し、イムノブロッティングに
よって遺伝子欠損が行われた細胞株を選別した。 
 得られた細胞株については、その形態や増殖度、タン
パク質架橋化酵素全体の発現量について調べた。 
 
（４）モデル生物を用いた上皮組織のタンパク質架橋化 
 モデル生物としては、マウスおよびメダカを用いて、
硬度化に関わるタンパク質架橋化酵素の役割について
解析を進めた。 
 マウスについては、タンパク質架橋化酵素のうち、主
に皮膚表皮の硬度化形成に関わるアイソザイム（TG1）に
ついて、組織および時期特異的遺伝子欠損マウスの作製
を行った。Cre-lox システムという、遺伝子組換え酵素 Cre が発現された場合に TG1 が欠損する
マウスの作製・維持を行い、系統が目的の遺伝子組換えが行われていることを確認した。現在、
腎・肝などで特異的に Cre を発現させるようなシステムを構築している。また一方で薬剤（タモ
キシフェン）で誘導させるようなマウスを確立し、本薬剤投与時で TG1 の発現欠損がマウス個体
に及ぼす影響を調べた。 
メダカについては、タンパク質架橋化酵素の欠損するメダカをすでに得ている。また、今課題
では血液凝固に関わるアイソザイム（Factor XIII）の制御因子（トロンビン）や基質（フィブ
リン）の欠損したメダカを確立した。これらも含め、生体防御の観点から全身での発現パターン、
を解析すると共に、魚類に特異的な細菌感染モデル系を確立するように設定して、各個体がどの
ような挙動を示すのかを解析した。 
 
４．研究成果 
（１）硬度化によるバリア機能に焦点をあてた表皮組織の基質解析と表皮分化機構 
 ①上皮組織での新規基質の同定 （FEBS J. 2018、Ana. Biochem. 2020） 
表皮細胞立体培養系で表皮分化を再現させる系を用いて、TG１および TG3 に対する高反応性
基質ペプチドを用いて活性発現と基質精製を行った。活性については細胞抽出液での in vitro
活性変動に加えて、分化段階特異的にどのような変動を示すかを蛍光ペプチドによる可視化（in 
situ 活性）で検討した。TG1 および TG3 の活性発現パターンが立体培養で行われた細胞層切片



で確認することができ、
TG1 が先行して TG3 が
後を追う形で活性化す
ることが示され、組織
での発現状況が再現で
きた（図４） 
基質探索については、
これまですでに二次元
培養による表皮分化さ
せた細胞培養系で基質
タンパク質候補を多数
得ているが、本課題で

はより正確に表皮分化が可能な系でいくつかのタンパク質を得た（未発表）。このうち、gasdermin
は新たに基質として同定されたため、組換えタンパク質を作製して生化学的性状を検討した。ま
た、抗体を得て表皮分化での変動を観察したところ、分化に伴って他組織で細胞死に応答して見
られるような限定分解が起こり、細胞内での局在変化も認めた。このタンパク質が基質として架
橋されることが表皮形成にどのような寄与があるかを調べていく。 
また、siRNA を用いて、TG1 および TG3 のそれぞれに対しての遺伝子抑制を行って分化をさせ
た結果、TG1、TG3 のいずれでも角化（成熟）が著しく妨げられた。特に初期に発現する TG1 抑
制の影響は大きく、表皮層の形成自体が損なわれた。 
 
（２）正常および異常な上皮組織での活性可視化と基質の探索同定 
① 腎組織(Sci. Rep. 2018, ABB 

2018) 
高反応性基質ペプチドを用いて、
腎臓について活性可視化を行った。
TG1 と TG2 の局在は異なり、TG1 は
尿細管を中心にした発現が多く、
TG2は間質領域を中心に発現してい
ることが認められた。また、線維化
進行に伴う変動を解析した（図５）。
さらにビオチン標識ペプチドを用
いて、線維化進行に伴って組織抽出
液内で基質になるタンパク質を示
したうえ（図６）腎での基質候補タ
ンパク質を網羅的に同定した。また
ビオチン標識ペプチドとアビジン
ゲルを用いた精製とそれに続く高
感度な質量分析により、TG1, TG2 に
対して特異的な基質候補タンパク質を多数得た。 

 
 



② 肺組織 
 肺組織においても活性の可視化を行って、架橋活性の増大を認めた。ビオチン標識ペプチドを
用いて基質の探索も行った。肺組織では線維症状態を再現したマウスにおいて、肺上皮でコラー
ゲンの上昇と共に、酵素活性がＴＧ１，ＴＧ２ともに上昇することを確認した。また、高反応性
基質ペプチドを用いて、それぞれに特異的な基質候補群を明らかにした（Am. J. Respir. Cell Mol. 
Biol., 印刷中）。 
 
 ③ 肝臓細胞株で得ていた基質サイトケラチンの架橋産物の解析 
 肝臓由来の培養細胞株を用いて線維化に伴いサイトケラチンの変動を解析した。また線維化
に導く細胞死を誘導した場合に、タンパク質架橋酵素活性の抑制が細胞死のレベルに影響を与
えることを確認した。 
 
（３）トランスグルタミナーゼ遺伝子欠損変異細胞株の確立 
 ヒト肺由来上皮細胞 A549 細胞に対して、CRISPR/Cas9 法により、TG1 および TG2 の遺伝子欠
損体を得た。遺伝子レベル及び免疫化学的解析によって欠損を確認した。どちら細胞株について
も培養においては細胞自体の増殖や形態に大きな影響はなかった。今後はこれらの欠損株を用
いての細胞内外の基質タンパク質がどのように硬度化に貢献するかの解析に活用する。 
 
（４） モデル生物を用いた上皮組織のタンパク質架橋化 
① 皮膚表皮組織特異的マウス 
これまでに表皮において主要な働きを担う TG1 について全身の遺伝子欠損マウスが確立され
ていた。しかしながら表皮形成が出生時に不十分であるためにすぐに死亡し成体での表皮・上皮
組織の解析が不可能であった。これを克服するために、Cre-lox システムによる組織・時期特異
的なノックアウトマウスの作製を行った。TG1 のゲノム遺伝子の領域の一部を 2か所の lox で囲
んだマウスを作製した。タモキシフェン誘導、また腎特異的な Cre 発現マウスを得て、現在誘導
による欠損状態を再現できている。予備的結果ではあるが、成体になって消化管において TG1 が
欠損すると体重減少や生存率の低下に至った。消化管を中心にこの上皮組織の異常について硬
化度の評価とともに検討した。 
 
② 血液凝固の制御因子の遺伝子変異個体 
 メダカを用いて架橋化酵素相同遺伝子の解析を進めている（Anal. Biochem. 2020, J . Biochem. 
2020）血液凝固因子の FXIII は翻訳合成時には、全く活性を持たない前駆体酵素として血中に存
在する。またこれを制御する因子トロンビンと、FXIII の基質として最終段階でかさぶたとなる
フィブリンの両者についても変異体を得た (Biosci. Biochem. Biotechnol. 2021) 。上皮の硬度化
への直接効果はないが、バリア機能を司る因子として、野生型と表現型を比較した。これらはい
ずれも寿命が短く、また多くの個体に内在的に出血傾向が見られた。マウスでは上皮組織（小腸）
での抗菌ペプチドなど免疫作用に関連する報告が出されており、その観点から今後解析を進め
ていく。 
 
③ 感染実験 
  メダカなど魚類に感染する細菌、Flavobacteirum 株を用いて、上にあげた血液凝固調節因
子の遺伝子変異個体も含めて、トランスグルタミナーゼ変異個体の細菌感染感受性を解析する
ための系を構築した。細菌をメダカ飼育タンクに混在させて増殖させるうえで、適切な混在量を
決める必要がある。そのため、連続的に薄めた細菌量についてメダカを飼育させての生存率、各
組織における細菌増殖の観察を進めた。表皮特異的トランスグルタミナーゼ遺伝子の相同遺伝
子（OlTGK1, OlTGK2）の変異は浸透圧変化に感受性があるが、現在のところ感染させた場合に差
異はみえない。しかしながら、感染量が多く、野生型と差が見えていない可能性もある。また、
予備的結果ながら、野生型や他の変異個体感染に伴う免疫賦活因子や関連する遺伝子の発現量
測定を行って、上昇変動を確認した。 
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