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研究成果の概要（和文）：高等動物細胞の蛋白質どうしを架橋形成させる酵素、トランスグルタミナーゼを対象に、高
反応性の基質ペプチドを用い、その機能を分子のレベルで明らかにすることを目的とした。RNA、抗体、活性レベルで
、マウスを用いて主要なアイソザイムについての発現パターンを解析した。細胞内で架橋形成を検出する解析系の確立
をめざして、FRET（共鳴エネルギー波長移行現象）による架橋反応の検討を行った。新規なアイソザイムの高反応性基
質を取得したほか、どのようなタンパク質群を架橋形成するのかを探索する系を確立した。また、モデル生物としての
メダカを対象に、該当酵素の解析と変異個体の作製を行った。

研究成果の概要（英文）：Transglutaminases are the enzymes that catalyze protein cross-linking or modificat
ion via peptide-bound glutamine residues. These reactions are essential for the multiple biological proces
ses such as blood coagulation, skin epidermis formation and apoptosis. In order to elucidate the physiolog
ical roles and expression sites on mammals, using highly reactive substrate peptides (obtained by us for t
hese years), we analyzed expression pattern and established identification system of possible substrates. 
In the studies, expressions for RNA, protein (using antibody), in situ enzymatic activity were investigate
d. Furthermore, establishment of FRET system to detect intracellular activity was attempted. As a result, 
in vitro system was successful. In addition, Medaka (Oryzias latepis) as a model animal, was analyzed for 
the orthologues of transglutaminases: biochemical data and establishment of a couple of genetic loss fish 
was produced.
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１．研究開始当初の背景 
 高等動物の細胞内外では、タンパク質のグ
ルタミン残基とリジン残基の間に、カルシウ
ムイオン依存的に共有結合（イソペプチド結
合）の形成が酵素的に行われて、多彩な生命
現象に関わっている(図)。例えばその機能が
明らかな主要なものとしては、血液凝固の最
終段階（フィブリン）、皮膚表皮の硬度形成
（ケラチンなどの構成蛋白質）、細胞外マト
リクスや細胞骨格などがあげられる。これら
以外にも「蛋白質分子間の架橋接着」は様々
な場所や環境応答において、細胞・組織の機
能発現に重要な役割を果たしていると考え
られている。これを担う酵素はトランスグル
タミナーゼ（Transglutaminase）と呼ばれる
酵素ファミリーで、動物から植物・微生物ま
で広く存在するが、ヒト等の哺乳類では８種
類が組織によって異なって存在し、それぞれ
が独自の機能を発揮している。  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
そのため本酵素群の異常は様々な疾患要

因となる。また、未解明な架橋反応の生理的
意義の解明が課題であると共に、特異的な阻
害剤の開発を始めとした疾患対策も研究が
急がれるとなっている。 
 しかしながら、本酵素群が生体内のどのよ
うな細胞・組織に発現するのか、などについ
ては、その発現パターンは完全には解明され
ていない。また、発現がされている場合でも、
活性がどのように細胞内で発揮されるのか、
その制御機構についても不明である。併せて、
本酵素が何を（基質として）架橋するのか、
有効な探索系が必要である。このことが上に
記した生理的意義の解明や疾患対策への貢
献につながる。 
 採択に至るまでの段階で研究代表者は、本
酵素の基質特異性について研究を進め、天然
の基質を上回る高反応性でアイソザイム特
異的な１２残基のペプチド配列を同定して
いた。これを用いて特異的で有用な活性検出
系を確立しており、本課題ではこのペプチド
（配列）をさらに有効活用した研究展開を目
指せる段階にあった。そのため、分子細胞レ
ベルでの蛋白質架橋の生理機能・発現制御・
検出システムを研究解析したいとの着想に
至った。 
  
２．研究の目的 
 上述のように高反応性基質配列をより活
用して、細胞レベルでの蛋白質架橋の分子基
盤を明らかにする必要があった。従って、本
研究課題では、まず高反応性基質配列ペプチ

ドを用いて、①活性がどのように変動しなが
ら個体形成が行われ、②主要なアイソザイム
が個体内でどのような分布をするのか、を明
らかにすることをめざした。分子細胞レベル
での酵素の存在については、網羅的な内容が
まだ全てのアイソザイムについて明らかに
なっておらず、こうしたアプローチは必須で
ある。 
 また、架橋をされる基質はどのような分子
が優先されて、どのような産物として架橋接
着を受けるか、を明らかにする必要がある。
高反応性基質配列に相当するペプチドを用
いれば、架橋されやすい蛋白質（基質）を探
索が可能で、そのための方法論を確立する必
要があった。この系の確立も目的として、組
織・細胞抽出液中の基質探索を行うことを試
みた。 
一方、細胞レベルでの架橋接着を検出する

うえで、FRET（蛍光波長エネルギー移行現
象）を利用した検出系を考案している。本課
題において、高反応性基質を利用した系が実
際に可能か、その確立を目的とした。 
 一連の研究に並行し、これまであまり解析
のされていなかった新規なアイソザイム
（TG6,TG7）の高反応性基質配列の解明を行
うことも目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
（１）胎生時期に伴う蛋白質架橋形成の解析 
これまでに蛍光標識した高反応性基質配

列ペプチドを用いて、マウス全組織切片の活
性を可視化する実験系を確立している。本課
題では、マウスの胎生時期（発生段階）によ
って、全組織の凍結切片を作製した。それぞ
れについて活性を可視化した。 

また、併せて抗
体を用いて蛋白質
としての存在量も
解析して、別の蛍
光色素で重ね合わ
せる(merge)こと
で、架橋酵素の「存
在量」と架橋反応
「活性」の比較検

討も同時行えるかどうかを調べた。 
 
（２）RNA レベルでの蛋白質架橋酵素発現の
全組織的解析 
  
マウスを用いて全組織切片の作製方法を

確立しているので、従来可視化に用いていた
これらの凍結切片を用いて、 in situ 
hybridization （ジゴキシゲニン標識 RNA プ
ローブによる検出）を実施した。主要な各ア
イソザイム（FXIII, TG1, TG2, TG3）につい
て、相互に相同性の少ない塩基配列領域を選
んで、hybridization のためのプローブとし
て用いた。 
 また RT-PCR(逆転写酵素－PCR)によって、



全組織について、7 種のアイソザイム全てに
関して、mRNA レベルでの発現パターンを明ら
かにした。 
（３）高反応性基質配列を活用した FRET ア
ッセイの確立 
 異なる波長を有する蛍光蛋白質である、
GFP および BFP を用いて、それぞれにグルタ
ミン側提供基質、リジン側提供基質としての
ペプチド配列を融合させたものを大腸菌の
発現系で作製した。両者を酵素反応として反
応させ、波長の変化を検出した。蛍光波長の
移動がより明確になるような条件（濃度、反
応時間）を検討したほか、組換え蛋白質とし
ての作製条件も検討した。 
なおこの他、Cerulian, Venus という改変さ
れた蛍光波長を有する蛋白質も用いて、融合
タンパク質を得て解析した。 
（４）高反応性基質ペプチドを活用した架橋
される（基質）蛋白質の探索系の確立：腎臓
および肝臓の基質解析 
 ビオチン標識した高反応性基質ペプチド
を、腎臓や肝臓の組織抽出液と混合し、組織
に内在する酵素活性に依存する状態で反応
させた。反応産物をアビジン固定化ゲルを用
いた親和性クロマトグラフィーを行ってビ
オチン結合物を精製し、質量分析装置によっ
てこれらを解析した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（５）モデル動物としてのメダカにおける蛋
白質架橋酵素の解析 
 ニホンメダカ（Oryzias latepis）は、近
年創薬・医学分野においてモデル生物として、
その世代交代の速さやゲノムサイズの小さ
さ等で、有用性から活用が増えている。 
 本架橋反応の分子基盤を明らかにするう
えで、メダカにおいて相当する遺伝子を欠
失・変異させて、その表現型から生理的機能
を推測できる。 
 本課題では、これによってオルソログの一
つであ OlTGK2(動物の皮膚表皮型酵素 TG1 に
相当すると考えられる遺伝子)を対象とした。
化学物質で変異させたDNAを持つメダカライ
ブラリから、該当する遺伝子に変異が入った
個体を選別する方法（Tilling 法）が確立さ
れており、それを用いて成育した(基礎生物
学研究所での個別共同利用)。 
 その一方でヒトの各アイソザイムに相当
する、メダカのトランスグルタミナーゼ遺伝

子オルソログを得て、それらの組換え蛋白質
の発現精製を行った（大腸菌）。精製を終え
たものについては、速度論的解析を始め、温
度における安定性を解析した。測定はビオチ
ン標識カダベリンの、マイクロタイタープレ
ートを固定化したカゼインへの取込みアッ
セイで行った。 
 このほか並行して行った、新規なアイソザ
イム（TG6,TG7）の高反応性基質の獲得方法
については、詳細はこれまでの発表論文・報
告と同様であり、詳細は割愛する（JBC20006,  
FEBS J 2008）。同定はペプチド提示型ファ
ージディスプレイ法による。組換え型
TG6,TG7 を用いてスクリーニングを行い、候
補配列を得た。これらを融合蛋白質として発
現させ、反応性と特異性に基づいてそれぞれ
から選抜した。配列に相当する合成ペプチド
は委託して得て、上記のプレートアッセイ法
によって検討した。 
 
４．研究成果 
（１）胎生時期に伴う蛋白質架橋形成の解析 
（論文発表②） 
 FITC 標識した合成基質ペプチド（TG1 に対
して K5：YEQHKLPSSWPF, TG２に対しての T26: 
HQSYVDPWMLDH）を用いた可視化検討の結果、
いずれも胎生時期に応じて、生体のマウスで
発現している組織において活性が上昇した。
ただし、組織毎にその上昇時期についてはば
らつきがあった。 
またこの可視化実験を行う試料切片に対

して、抗体による免疫染色を行い、酵素蛋白
質の「存在量」の検出を同じ切片で行うこと
にも成功した。その結果「活性」と「存在量」
を同時に異なる蛍光色素で観察することが
でき、いくつかの組織において、活性を失い
つつも存在している酵素があることが判明
した。これらの結果により、蛋白質として発
現(検出)されていれば必ずしも活性を持っ
た形で存在しないこと、および単なる抗体染
色では、正確な架橋反応形成が評価できない
ことを示し、蛍光標識ペプチドの有用性を示
すことができた。 
 得られた胎児期の架橋酵素発現分布のパ
ターンの詳細については、発表論文②および、
研究室に公開したホームページ内データベ
ースに掲載している。 
（２）RNA レベルでの蛋白質架橋酵素発現の
全組織的解析 
 本酵素の組織における発現分布に関する研
究はこれまで数多く発表されているものの、
網羅的にアイソザイムを発現解析して比較
した報告はない。 
 In situ hybridization および RT-PCR によ
って、各組織の発現パターンを解析した。各
組織より RNA を調製、cDNA 合成を行いこれを
鋳型として、7 種のアイソザイムに特異的な
プライマーにより PCR を行って、mRNA 発現レ
ベルの比較、発現組織の特定を行った。 
 これまでの蛋白質レベルや酵素活性レベ



ルでのパターンともほぼ矛盾しない発現結
果を得た。 
（３）高反応性基質配列を活用した FRET ア
ッセイの確立 
  
 

 
GFP とグルタミン残基供与ペプチド融合、BFP
とリジン残基供与基質ペプチド融合を施し
た組換え蛋白質を大腸菌内で発現するよう、
ベクタープラスミドを構築した。また、これ
らに替わる蛍光蛋白質である、Cerulian, 
Venus についても行った。大腸菌で発現させ
たものはいずれも可溶性で大量の発現が認
められ、精製も容易に単一の産物を得ること
に成功した。 
これらを架橋酵素反応系に供して、反応前

後の蛍光波長の変化を測定したところ、有意
な変化を認めたが、その差は少なかった。そ
のため、蛋白質濃度、反応時間等の条件を検
討した。発現させる大腸菌の培養温度を調製
したところ、有意な FRET 現象がより生じる
ことを見出した。 
（４）高反応性基質ペプチドを活用した架橋
される（基質）蛋白質の探索系の確立：腎臓
および肝臓の基質解析 
 高反応性基質ペプチドを用いた基質探索
はペプチド濃度（0.1 mM）、組織抽出液の反
応時間（30 分）を検討し、括弧内の値を適切
な数値として評価した結果を得ている。しか
しながら、アイソザイム特異性を考慮すると
やや高く、これより下げると精製できる基質
量が少なくなることから今後の改良が必要
と考えている（参考となる論文発表④） 
 得られた腎臓抽出物からはいくつかの新
たな基質候補蛋白質を得ることができた。た
だし、多く検出できた分子の中には細胞骨格
蛋白質を始め、量的に多いものが混在してい
たので、in vitro のみで反応する基質を効
率よく排除する必要がある。肝臓でもほぼ同
様の結果を得ている。 
今課題で得られたものについては、in vivo 

での反応性を検討していく。  
（５）モデル動物としてのメダカにおける蛋
白質架橋酵素の解析 
 蛋白質架橋の分子基盤をより詳細に探る
ため、当初予定に加えてメダカによる生理学
的意義の解析を行った。メダカにも遺伝子検

索の結果、ヒト酵素に相当する分子が 7種類
存在することが予想され、そのうち主要なも
のについては、遺伝子を得て組換え蛋白質を
作製した。酵素反応様式などの生化学的な解
析を行った結果、作製した分子（オルソログ）
はいずれも、ヒトの酵素と同様にカルシウム
依存的な架橋化活性を示すことがわかった。
特にこれらの中で、皮膚および組織のヒト酵
素（TG1, TG2）に相当する遺伝子については、
欠損個体の作製を行い、発現の抑制された変
異体を得ることに成功しているので今後表
現型を詳細に検討する。 
またメダカ組織内での発現パターンも得

ており、変異体表現型の知見と併せて、架橋
反応の分子基盤情報に活かしていく。 
 
なお一連の研究の中で、これまで不明であ

った、新規アイソザイム（TG6、TG7）の高反
応性基質配列を、ファージ提示型ペプチドダ
イブラリーより探索した。TG6 については、
Y25 配列（DDWDAMDEQIWF）、TG7 につい
ては Z3S(YSLQLPVWNDWA)という配列を
得た(論文発表①および⑤)。それぞれ、アイ
ソザイムに特異性を示した（Z3S については
若干 TG2 と反応をした）。Y25 配列を用いて、
初めて皮膚表皮にこの酵素活性が存在する
ことを示した。 
 

本研究課題研究の成果としても含めた、得ら
れてきた高反応性基質配列を上に示す。 
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42C mutation in transglutaminase 1 disr
upts the stratum corneum barrier and po
stnatal survival of mice J. Dermatol S
ci, 査読有 65、196-206 2012 doi 10.1
016/j.jdermsci.2011.12.011 
 
⑩Henry, J, Hitomi, K, Simon M （他１０

名）Hornerin is a component of the epide
rmal cornified cell envelopes  FASEB J
ournal 査読有 25 1567-1576 2011   
doi. 10.1096/fj.10-168658 
 
〔学会発表〕（計２５件） 
平成２５年度 
⑪人見清隆、Applications of the highly 
reactive substrate peptides for 
transglutaminases: Diagnostic 
visualization.  第86回日本生化学会大会 
2013 年 9月 パシフィコ横浜 
⑫人見清隆、辰川英樹 Highly reactive 
substrate peptides for transglutaminase 
family. 第 36回日本分子生物学会 2013/12/ 
神戸ポートアイランド 
⑬ 小河亮太、辰川英樹、人見清隆 （他 3
名）モデル生物としてのメダカにおけるタン
パク質架橋化酵素ファミリーに関する解析
モデル生物としてのメダカにおけるタンパ
ク質架橋化酵素ファミリーに関する解析 
第 86 回日本生化学会大会 （鈴木紘一メモ
リアル賞受賞） 
2013/9/1 パシフィコ横浜 
⑭古川健太郎、人見清隆（他 3 名） 高反応
性基質ペプチドを用いた腎臓におけるタン
パク質架橋化酵素の活性検出 第 36 回日本
分子生物学会 2013/12/ 神戸ポートアイラ
ンド 
 
平成２４年度 
⑮Hitomi K., Identification and 
application of highly reactive peptide 
substrate for mammalian transglutaminas, a 
protein cross-linking enzyme.   
Japan-China-korea Joint symposium on 
Enzyme Engineering 2012 年 5 月 29 日 金沢 
⑯ Hitomi  K., Identification and 
applications of the highly reactive 
substrate peptides for transglutaminases.  
Gordon Research Conference 2012 年 7 月 21
日 Davidson College (USA) 
⑰斎藤麻衣、人見清隆 （他 4名）モデル生
物としてのメダカにおけるタンパク質架橋
化酵素の欠損変異体の取得と解析 日本生
化学会大会 2012 年 12 月 
福岡国際会議場 
⑱菅沼名津季、人見清隆（他 4名）モデル生
物としてのメダカにおけるタンパク質架橋
化酵素ファミリーの生化学的解析  日本
生化学会大会 2012 年 12 月 
⑲山崎梨沙、人見清隆（他 4名）皮膚表皮に
存在する新規タンパク質架橋化酵素TG6の高
反応性基質配列の解析 日本生化学会大会 
2012 年 12 月（鈴木紘一メモリアル賞受賞） 
 
平成２３年度 
⑳人見清隆 トランスグルタミナーゼが触
媒するタンパク質のポリアミン修飾による
生理機能の調節 日本農芸化学会大会 



2012 年 3 月 25 日 京都女子大学  
  
㉑樋口幾、人見清隆（他 2 名） ヒト前立腺
型タンパク質架橋化酵素の発現と前立腺由
来タンパク質の基質配列解析 日本農芸化
学会大会 2012 年 3 月 24 日 京都女子大学 
 
㉒斉藤麻衣、人見清隆（他 3 名）モデル生物
としてのメダカ(Oryzias latipes) における
タンパク質架橋化酵素の解析 日本農芸化
学会大会 2012 年 3 月 24 日 京都女子大学 
 
㉓ 斉 藤 麻 衣 、 伊 藤 み ほ 、 人 見 清 隆 
Characterization of medaka 
transglutaminases, a protein 
cross-linking enzyme family.  Medaka 
Strategic Research 2011 年 11 月 Okazaki 
Conference Center, Aichi（岡崎市） 
 
㉔人見清隆 タンパク質架橋化酵素トラン
スグルタミナーゼの高反応性基質配列の探
索と多面的活用 酵素工学研究会 2011年 9
月 29 日 山上会館（東京） 
 
㉕ 人 見 清 隆  Identification of the 
preferred substrate sequences for 
transglutaminase and utility for 
detection of activity in an 
isozyme-specific manner 日本生化学会大
会シンポジウム 2011年9月21日 京都国際
会議場 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
自らの研究室において公表の基質・発現デー
タベースのホームページを作成している。 
http://www.ps.nagoya-u.ac.jp/lab_pages/
biochemistry/transglutaminases_database
.html 
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