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研究成果の概要（和文）： 
 オステオポンチンは肺線維化に関与するが機序は不明である。オステオポンチンは生体内で

重合化するためその点に着目し、以下を明らかにした。1) オステオポンチン重合体は好中球遊

走を惹起（試験管内）2) 重合によりインテグリン α9β1 の認識部位形成、3) 好中球遊走は生体

内でも生じる、4) オステオポンチン単量体は重合体に変化し遊走を惹起。これらから、線維化

の誘因となる好中球組織集積に対する重合化の関与が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Osteopontin (OPN) is involved in pulmonary fibrosis by yet unknown mechanism. We 
investigated if OPN polymerization leads to pulmonary fibrosis, and found followings. 1) 
Polymeric OPN is a chemoattractant for neutrophils in vitro, 2) integrin α9β1 recognition 
site is formed on polymeric OPN upon polymerization, 3) polymeric OPN is also attracts 
neutrophils in vivo, 4) monomeric OPN, by converting into polymer, also attracts 
neutrophils in vivo. These results strongly suggest polymerization of OPN can regulate 
tissue accumulation of neutrophils that could induce fibrosis.  
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１．研究開始当初の背景 
 オステオポンチンはヒト特発性間質性肺炎
の組織で最も発現が更新している分子であ
り、ノックアウトマウスでは病理像が典型的

線維化像を示さない、ことなどよりオステオ
ポンチンは肺線維症の惹起因子と考えられ
ているが、オステオポンチンの作用がどのよ
うに線維化につながっているのか明らかで
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なかった。 
 一方で、オステオポンチンは重合化酵素ト
ランスグルタミナーゼによってLysとGlnが
共有結合で結ばれ重合化する事が知られて
いた。その意義は長い間不明であったが、私
たちは 2007 年に重合化によりインテグリン
との結合性を増す事を見いだした。 
 そこで、オステオポンチンが肺線維症に役
割を果たす過程に、重合化が関与しているの
ではないかと考え実験を開始した。 
 
２．研究の目的 
 (1) オステオポンチン重合化の生物学的意
義を明らかにし、(2) 肺線維化形成にオステ
オポンチンが働く際、重合化することが必要
であることを示す。 
 
３．研究の方法 
 リコンビナントオステオポンチンをトラ
ンスグルタミナーゼで重合させて、カラム精
製し、重合オステオポンチンを作製した。末
梢血から好中球を分離し遊走の実験に使用
した。遊走は TAXIScan を使用してビデオ撮
影を行った。 
 次に遊走の機序を解析するため、好中球イ
ンテグリン α9β1 との結合を確かめた。細胞
接着アッセイとリコンビナント α9β1 を用い
たビアコアアッセイ、結合アッセイの 3 種類
の方法で確かめたところ、いずれの方法でも 
α9β1 と重合オステオポンチンが結合する事
が確かめられた。 
 さらに、オステオポンチンが生体内でも好
中球遊走に関与するかを確かめるため、重合
オステオポンチンをマウスの腹腔に投与し
て好中球の集積を確かめた。重合化させてい
ない単量体オステオポンチンを投与しても
同じ結果が得られたが、以下の２つの場合は
集積が抑制された。重合化に必要な部位に変
異を加え重合を阻害すること、および α9β1
ノックアウトマウスに投与する事。 
 
４．研究成果 
 
(1) オステオポンチン重合体の好中球走化性 
（試験管内） 

 
 重合オステオポンチン濃度勾配のあるチ

ャンバーの中を好中球が走化的に遊走する

ことを以下の図のように確かめた。但し単量

体に向かっては遊走しない。また、この遊走

はインテグリン α9β1 に対する抗体で阻害さ

れる。単量体オステオポンチンは α9β1 に対

する結合部位を持たないため、重合により結

合部位が形成されると考えられ、次にこれを

確かめた。 
 
 

 
(2) 重合によるインテグリン α9β1 の認識部

位形成 
 下の図はリコンビナントインテグリン

α9β1 を固相化したセンサーチップ上にオス

テオポンチン溶液を流し核磁気共鳴により

結合性を観察したもの。濃度依存的に結合が

増している。 

 
 
(3) 重合体の好中球走化能（生体内） 
 マウスの腹腔に重合オステオポンチンを

注射し経時的に好中球数を観察した。注射後

3-6 時間をピークとして好中球が集積してい

る。また試験管内の結果と異なり、単量体の

注射によっても集積している。 

  
 



 

 

 
(4) オステオポンチン単量体は重合体に変化

し遊走を惹起。 
 
 単量体は試験管内では好中球遊走を惹起

しないため、生体内での遊走惹起は重合体に

変化したために生じていると考えられた。こ

れを証明するために、重合できないように変

異導入したオステオポンチンを注射した場

合には、集積の程度が下がることを確認した

（下図）。 

 
 さらに、同じ系にトランスグルタミナーゼ

の阻害剤シスタミンを投与してみたところ、

同様に集積が抑制された（下図 B）。なお、

シスタミン投与により実際に重合が抑制さ

れる様子を左の図 A に示している。 
 
 最後に、これら生体内での好中球遊走惹起

がインテグリン α9β1 を介していることを確

かめるため、インテグリン α9 サブユニット

を好中球特異的にノックアウトしたマウス

にオステオポンチンを投与したところ、集積

が低下していた（下図）。またこのマウスに

重合不能オステオポンチンを投与した場合

には集積の程度は野生型マウスに投与した

場合と変化なく、重合不能オステオポンチン

による集積は α9 の有無に関係していなかっ

た。 
 
 

 以上の研究結果から、重合オステオポンチ

ンはインテグリン α9β1 を介して好中球の遊

走・集積に関与することを明らかにした。ま

た、単量体オステオポンチンは直接の好中球

走化性は示さないが、生体内では重合体とな

って走化性を発揮していた。すなわち、オス

テオポンチンは確かに好中球走化性をもつ

がそれは重合を介しており、トランスグルタ

ミナーゼによる重合化が好中球集積作用の

鍵を握っていた。好中球の集積は組織障害に

つながりそれが線維化の誘因となると考え

られており、オステオポンチンは重合化を介

して線維化を制御している可能性が考えら

れた。 
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