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研究成果の概要（和文）： 

申請者らは糸球体腎炎感受性因子である Opn の多型により修飾されるインテグリン結合
サイトを阻害する新規アナログを用いた Opn の多型部位の阻害による新たな膠原病治療戦
略の確立を企図し、Alpha Screen および GST-capture ELISA により疾患感受性 Opn 機能阻
害蛋白をスクリーニングした。スクリーニングされた蛋白のうち３クローンは、T 細胞活
性化を抑制し、in vivo の解析では特定のアナログが糸球体腎炎の発症・進展を抑制する
傾向を見いだした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  We objected to propose a therapeutic model with a certain kind of novel protein 
analogs inhibiting the binding site of osteopontin (Opn) which is one of the 
susceptibility polymorphic gene product to glomerulonephritis in mouse model. 
Screening of the inhibiting protein against Opn function was carried out by Alpha 
Screen system and GST-capture ELISA followed by the in vivo and in vitro assays which 
resulted in the suppression of T-cell activation as well as the development of 
glomerulonephritis. 
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１．研究開始当初の背景 
 従来、申請者らは自己免疫病モデルマウスで

あるMRL/lpr系を用いた自己免疫疾患発症感受

性因子の検索を継続的に進めてきた中で疾患

好発系MLR/lprと嫌発系C3H/lprを用いたゲノム

ワイドスクリーニングの結果、自己免疫性糸球体

腎炎の感受性遺伝子座を同定し、うち、第５番染

色体上のAgnm3に疾患感受性候補遺伝子として
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GST-capture ELISA によるMRL
アレルOpn-RGDS

fragment 結合アフィニティーの
定量的解析
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オステオポンチン(Opn)を見出した。 

 Opnは、疾患好発系MRL/lprと嫌発系C3H/lpr

のアレル間に構造遺伝子多型を有しており、無

細胞蛋白合成系を用いたバイオアッセイの結果、

Opnの遺伝子多型による構造の差異が少なくと

もマクロファージ活性化能、抗体産生誘導能の

差異を通して、糸球体腎炎発症・進展に関与す

ることが示唆された。(1) 

 また、アミノ酸置換部位を一個ずつ対立アレル

型と同じにした改変OPNを作製して解析を行い、

マクロファージ活性化能、サイトカイン産生誘導

能に関して機能的差異を誘導しているアミノ酸

多型部位を特定し得た。 

 MRL/lprを背景にOpnを含む糸球体腎炎感受

性遺伝子座Agnm3 領域をC3H系と入れ替えた

コンジェニックマウス系MRL/lpr-Agnm3C3H/C3Hを

確立し、Opn遺伝子座の遺伝子型が糸球体腎炎

の発症を規定していることを直接証明した。 

 OPNはターゲットによりTh1やTh17を誘導すると

ともに、Ｍφを介して抗体産生も誘導する多機能

なサイトカインであり(4)、自己免疫疾患治療戦略

に於けるターゲット分子としての重要性が認識さ

れている。関節リウマチの治療においてはOPN

のインテグリン91結合部位をブロックするキメ

ラ抗体による治療が提唱されている(5)。また、ヒト

Opnの多型と自己免疫性糸球体腎炎の関係も示

唆されている。  

２．研究の目的 
 これらの研究背景より、今回 OPN の多型を伴

う機能的結合部位をブロックする蛋白アナログを

投与または発現させることによる、新たな糸球体

腎炎の治療方法を開発することを想起した。

我々はこれまでに、オステオポンチン(Opn)に関

し、疾患好発系アレル、嫌発系アレル間で蛋白

の構造・機能に差異があることを明らかにしてき

た。 近、申請者らは疾患好発系と嫌発系のア

レル間にみられる１０カ所のアミノ酸多型のうち特

定の一カ所が、炎症誘導能に関する機能的差異

を規定していることを突き止めた。この部位は、ヒ

トにおいてもマウスと同じインテグリンとの特異的

結合部位となっている。そこで、本研究では、

Opn の蛋白多型に基づく機能部位を特異的に

阻害する蛋白による自己免疫性糸球体腎炎治

療戦略の確立を企図した。 

 
３．研究の方法 
(1)候補蛋白の作成  

当初、蛋白構造予測ソフトを用いて立体構造
を設計することを企図していたが、本学無細胞
生命科学工学センターに現有する 13,000 種類
の cDNA ライブラリーにある蛋白を、コムギ胚芽

を用いた無細胞蛋白合成系でハイ・スループッ
トに合成、スクリーニングできるため、この cDNA
ライブラリーから候補蛋白をスクリーニングする
方法を採用した。 
(2) Alpha Screen による Opn 結合阻害蛋白候補
のスクリーニング 
 (1)のライブラリを用いて、約６５００種類の蛋白
を合成し、Fluorometric Microvolume Assay の原
理による Alpha Screen を用いて、疾患感受性ア
レルおよび抵抗性アレル両方の Opn インテグリ
ン結合サイト（多型部位）のいずれかに強い結合
アフィニティーを示す蛋白約８０クローンを見出
した。 
(3) GST-capture ELISA および cytoELISA による
二次スクリーニング 
 上記で選択した８０クローンの蛋白を、さらに
GST-capture ELISA を用いて、biotin 標識 Opn
とのアフィニティーを濃度勾配をつけて詳細に
解析し、さらに、Ｍφおよび樹状細胞との結合ア
フィニティーを cytoELISA を用いて解析し、クロ
ーンを絞り込んだ。 
(4) in vitro における候補蛋白アナログによる免
疫機能 modulation の解析 
 上記で絞り込んだ５クローンにつき、マウス脾
細胞系および骨髄由来樹状細胞系を用いて、T
細胞活性化能、抗体産生誘導能、抗原提示能
の修飾を解析した。その結果、３種類の蛋白ア
ナログが、これらの機能を優位に阻害することが
明らかになった。 
(5) 膠原病モデルマウスへのOpn阻害蛋白アナ
ログ投与による治療実験 
 上記の３クローンの蛋白アナログについて、静
脈内投与、界面活性剤である Span80 を用いた
ナノベシクルに内包させて静脈内投与、同ベシ
クルに内包させての腹腔内投与の３通りの投与
法で、糸球体腎炎モデルマウス MRL/lpr および
McH/lpr-Agnm3 に投与し、糸球体腎炎抑制に
ついてスクリーニングを行った。 
 
４．研究成果 
 (1)で約６５００種類の蛋白アナログを作
成し、上記のごとくスクリーニングを進めた
結果、E****, D***. S*****の３つの蛋白の
アナログが少なくとも Opnの結合を阻害して、
さらに in vitro においてＭφおよび樹状細
胞を介した免疫反応を阻害することが明ら
かになった。(図参照) 
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 これらの蛋白アナログを、マウスに投与し
たところ、少くとも S*****アナログの腹腔内
投与が、糸球体腎炎を抑制する傾向を示した。 
 今後、さらに投与方法を最適化し、長期予
後の追跡、遺伝子治療モデルの樹立を行い、
ヒト難治性炎症性疾患の治療法確立に結び
つけるべく研究を継続したい。 
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