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研究成果の概要（和文）：本研究では、蛋白架橋酵素トランスグルタミナーゼ 2 により重合し

たオステオポンチンの生態解明を目的に実験した。はじめに本分子の受容体であるインテグリ

ンα9β1 認識領域を絞り込んだ。続いて、炎症モデルマウスを用いて生体内における本分子の

存在とその存在意義を検証し、炎症により出現、増加する分子であり、病態形成に関与してい

る可能性が考えられた。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study, I examined to elucidate the characterization of 
osteopontin polymerized by protein crosslinking enzyme, transglutaminase 2. First, 
recognition site of an integrin alpha9beta1 in the polymeric osteopontin was determined. 
Next, using several inflammation-model mice, polymeric osteopontin appeared and 
increased according to inflammation, and was thought to be required for progression of 
inflammation. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) オステオポンチンは、9 種類のインテグ

リンを受容体に持つマトリックスタンパク

質であり、炎症、創傷治癒、線維化や腫瘍転

移など様々な現象への関与が報告されてい

る。また、リン酸化や糖鎖付加に加えて酵素

による切断や重合など種々の翻訳後修飾を

受けて活性を変化させることが知られてお

り、特にトロンビン切断により生じる「N 末

断片」とトランスグルタミナーゼよる「重合

体」では非修飾の野生型から受容体を切り替

えて固有の機能を発揮すると考えられてい

る。例えば N 末断片は、インテグリンα9β1 

を介して造血幹細胞のニッチへのホーミン

グや、関節炎、肝炎への関与が報告されてい

る。一方、重合型は歯や石灰化大動脈に存在

することが報告されていたが、生理活性の有

無などまったく不明であるのが現状であっ

た。 

(2) 本研究者は、2007 年より翻訳後修飾に

よるオステオポンチンの活性変化に着目し、

特に重合型オステオポンチンの機能解析に

フォーカスして研究をスタートした。その結

果、重合型オステオポンチンは N 末断片とは

異なるインテグリン α9β1 認識部位を形成

して好中球遊走を惹起することを見出した。
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さらに、マウスへの組み換えオステオポンチ

ン投与実験により、その機能は生体内でも再

現可能であること、重合が短時間に生じる事、

好中球遊走活性は切断型を凌駕することな

どを見出した。しかし、重合型オステオポン

チンの機能の考察を更に展開するための障

害は、基本情報が不十分なことであった。そ

こで本研究では、重合型オステオポンチンが

生体内においてどのような組織に、どのよう

な条件下で存在するのか、そもそもインテグ

リン α9β1 認識部位 (活性部位) はどこな

のか、などを解明する必要があると考えるに

至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究者は、蛋白架橋酵素トランスグルタ
ミナーゼ 2 により重合したオステオポンチ
ンが、インテグリン α9β1 結合部位を形成
して機能発揮することを試験管内及び生体
内で示し、本重合体が単なる老廃物ではなく
生理活性物質であることを提示した。しかし、
その認識エピトープや生体分布など基本的
な性質が全く不明であった。そこで本研究で
は、重合型オステオポンチンの生物活性の理
解に不可欠な生態を明らかにし提示するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 重合型オステオポンチンの新規インテ
グリンα9β1 結合部位の同定・・・組み換
えオステオポンチンを作製し、N 末端、C 末
端部分欠損変異体を多く作製、これらをトラ
ンスグルタミナーゼ 2 により重合し、インテ
グリンα9 発現細胞を用いた細胞接着試験
により認識部位の同定を試みた。 
 
(2) 重合型オステオポンチン特異的抗体の
選抜と機能向上・・・既に作製済みのオステ
オポンチン抗体ファージディスプレイライ
ブラリーから、重合型オステオポンチンのみ
に反応する抗体の選抜を試みた。選抜できた
場合、抗体の活性に関して評価し、不十分の
場合は活性を上昇させる変異導入を試みた。 
 
(3) LPS 誘導腹腔内炎症細胞浸潤における重
合型オステオポンチン存在の意義・・・マウ
スにオステオポンチン重合阻害抗体 BOP-1 
を腹腔内に投与、非投与し、その後エンドト
キシンである LPS を同様に腹腔内投与した。
LPS 投与 18 時間後に腹腔内をリン酸緩衝食
塩水で洗浄して腹腔内に浸潤した炎症細胞
を回収し、各群での細胞数を比較した。 
 
(4) 全身性炎症反応症候群(SIRS) モデルマ
ウスにおける重合型オステオポンチン存在

の意義・・・(3) で用いたオステオポンチン
重合阻害抗体 BOP-1 を腹腔内に投与または
非投与したマウスに、致死量の LPS (1 匹当
たり 0.6 mg) を腹腔内投与して SIRS モデル
マウスを作製した。これら各マウスの生存率
を LPS 投与後 72 時間まで比較した。 
 
(5) 肝炎モデルマウスにおける重合型オス
テオポンチンの検出 (生体内でどのような
重合体を形成しているか) ・・・エタノール
過剰摂取による肝炎モデルマウスを作製し、
ウェスタンブロッティングによりオステオ
ポンチン検出を試みた。 
 
４．研究成果 
(1) 重合の結果出現した新規インテグリン
α9β1 結合部位の同定・・・細胞接着試験
の結果、N 末端側部分欠損変異体由来重合体
はいずれも等しくα9 発現細胞と接着した
ことから、重合体のインテグリンα9β1 結
合部位 (結合領域) が C 末端側 に存在して
いることが判明した。しかし、本研究期間内
では最小の認識エピトープの同定には至ら
なかった。 
 
(2) 重合型オステオポンチン特異的抗体の
選抜と機能向上・・・オステオポンチン抗体
ファージディスプレイライブラリーから重
合型オステオポンチンのみに反応する抗体
の選抜に成功した。しかし、本抗体の反応性
は十分ではなかったため、抗体のフレーム領
域 (結合を指示する領域) に変異導入を試
みたところ、本抗体の機能向上に成功した。 
 
(3) LPS 誘導腹腔内炎症細胞浸潤における重
合型オステオポンチン存在の意義・・・抗体
非投与マウスと比較して、抗体投与マウスで
は腹腔内に浸潤した炎症細胞数が有意に低
下していた。本結果から、重合型オステオポ
ンチンが LPS 投与により出現し、炎症細胞の
遊走に関与していることが示唆された。 

(4) 全身性炎症反応症候群(SIRS)モデルマ
ウスにおける重合型オステオポンチン存在
の意義・・・非投与群と比較して、抗体投与



 

 

群では抗体濃度依存的に生存率が著明に上
昇していた。本結果は、敗血症を代表とする
SIRS という重篤な疾患にオステオポンチン
が、それも重合した形で関与していることを
世界で始めて提示し、重合型オステオポンチ
ンが本疾患の治療ターゲットになりうる可
能性を示した。 

 
(5) 肝炎モデルマウスにおける重合型オス
テオポンチンの検出 (生体内でどのような
重合体を形成しているか)・・・正常マウス
と比較して、肝炎モデルマウスではオステオ
ポンチンが有意に増加しており、更にその形
状は単量体ではなく重合体であった。またそ
の重合の程度は、試験管内で見られる高分子
スメアー状とは異なり、2〜4量体からなるオ
リゴマーであった。本結果より、オステオポ
ンチンは炎症において増加し、しかも重合し
て存在していること、生体内では不規則に重
合するのではなく、(ある条件下においては) 
規則的なオリゴマー構造を形成することが
判明した。アミロイドβ 等の神経変性疾患
に関与するタンパク質もトランスグルタミ
ナーゼにより規則的な 3〜7 量体のオリゴマ
ーを形成するといわれており、これら基質タ
ンパク質が重合、活性発現するには共通した
メカニズムが存在している可能性がある。本
結果は「重合体の生物学」にも一石を投じる
可能性があると考える。 
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