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研究成果の概要（和文）：本研究では、膠原病疾患群ポリジーン系モデルであるMXH/lprを用いて、これまで萌芽的に
開発してきたOpn結合サイトをブロックする蛋白アナログ、自己抗原エピトープ蛋白アナログをコムギ胚芽無細胞蛋白
合成系で作製して投与することによる膠原病治療戦略を確立することを企図して、１．膠原病モデル組換え近交系マウ
スMXH/lpr全系統の確立と臓器病変の解析、２．自己抗原のエピトープとなる蛋白アナログのスクリーニング、３．蛋
白アナログによる免疫細胞のmodulationの解析、４．Span80ナノベシクルを用いた蛋白アナログDDSの予備的実験、５
．膠原病マウスモデルへの蛋白アナログの投与実験を行った。

研究成果の概要（英文）：We have developed the polygene model murine strains of collagen diseases MXH/lpr. 
By using these strains, we aimed to evolve a new therapeutic strategy employing amino-acid analogue which 
might block the functional binding site of Opn AND/OR might work as a decoy of autoantigens. First, we 
established 23 strains of MXH/lpr recombinant inbred mice (among created 106 strains). Next, we screened 
the epitope of autoantigen of glomerulonephritis. Modulation of immune function by protein analogue 
administration was analyzed. Regarding the new drug delivery system, preliminary study of a novel DDS by 
Span 80 nano-vesicles were executed. Finally, the administration of amino-acid analogues to the collagen 
model mice strains were carried out.

研究分野：医歯薬学

キーワード： 炎症　膠原病脂環モデルマウス　組換え近交系　蛋白アナログ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
従来、申請者らは、同一個体に腎炎、血管炎、

関節炎、唾液腺炎などを発症し、膠原病疾患

群 の モ デ ル と な る MRL/Mp-Faslpr/lpr 

(MRL/lpr)マウスのゲノミクス解析を通じて、各

臓器病変の疾患感受性遺伝子座をマッピン

グし、各々の疾患感受性責任遺伝子を解析

すると共に、これらの膠原病疾患群が Mather 

K (1949)の提唱したポリジーン遺伝形式をとる

ことを示してきた。 

 さらに、これらの研究成果に立脚して個々の

病変の病理発生機序および環境要因につい

て解析をすすめるため、MRL/lpr と膠原病兼

発系C3H/HeJ- Faslpr/lpr の兄妹交配系から、

世界で初めての膠原病モデル組換え近交系

マウス MXH/lpr を 15 系統余樹立し、膠原病

の複合病態が遺伝的に分離しうること、そして

それがゲノム多型に基づくポリジーン系遺伝

形式に支配されていること、さらに特定の環境

要因により修飾されることを再現可能な近交

系レベルで明らかにし、これらの系統に於ける

系統間分布表（strain distribution pattern 

table: SDP 表）、病理組織学的表現型、自己

抗体、サイトカインプロファイルのデータベー

スを確立した。 一方、申請者らは、MRL/lpr

マウスのゲノミクス解析から５番染色体に

位置するオステオポンチン(OPN)を自己免

疫性糸球体腎炎の疾患感受性候補遺伝子と

して見出し、OPN の構造遺伝子多型に基

づく蛋白多型が、糸球体腎炎の疾患感受性

を規定すること、その多型によりインテグ

リン結合能が修飾されて機能的差異が誘導

されること、その機能的差異を規定するア

ミノ酸多型を明らかにしてきた(4)。その結

果を受け、多型サイトの立体構造の違いを

解析し、この結合サイトを阻害する新規ア

ナログ作製し、膠原病治療の萌芽的実験を

施行してきた。さらに、連携研究者の長谷

川らと共に G-protein-coupled receptorを

介した炎症性疾患治療応用を企図し、

CXCL10 decoyトランスフェクト細胞移入

による自己免疫性肺臓炎や唾液腺炎の治療、

Treg移入による GVHD治療モデルの作出、

CXCLアンタゴニスト移入による血管炎治

療モデルの開発を行ってきた。 
２．研究の目的 
 本研究では、再現性のある膠原病疾患群

ポリジーン系モデルであるMXH/lprの他、

MRL/lpr, 血管炎好発系 McH5/lpr および

糸球体腎炎感受性遺伝子座（OPN 遺伝子

座）特異的コンジェニックマウス

McH/lpr-Agnm3 を対象に、これまで萌芽

的に開発してきた OPN インテグリン結合

サイトをブロックする蛋白アナログ、

MXH/lpr 各系統の解析で明らかになった

自己抗原エピトープ蛋白アナログをコムギ

胚芽無細胞蛋白合成系で作製して decoyと

して投与することによる新たな膠原病治療

戦略を確立することを企図した。 
 
３．研究の方法 
（１）モデル組換え近交系マウスMXH/lpr

全系統の確立と臓器病変の解析 

 MXH/lpr 系のサブストレインを確立し

た。当初１０６系統を作出し、各系統を４

～５ヶ月齢および２ヶ月齢で harvestし、

全臓器の組織標本を作製し、それぞれ光学

顕微鏡レベルで比較解析した。また、尿蛋

白をスクリーニングするとともに、各系統

の血清サイトカイン、イムノグロブリン濃

度を定量した。マウスの尻尾から DNA を

抽出し、全染色体を 10～20cMまでカバー

する多型マイクロサテライトマーカーで各

染色体領域の遺伝子型を決定し、SDP表を

作製した。そのなかで、染色体領域分布、

疾患感受性に余り差異が見られない系統に

ついては淘汰を行い、最終的に確立する系

統を選別した。 

 なお、これらのマウスストレインの約半

数に原虫（蟯虫）感染が見つかり、クリー

ンアップを行ったため（クリーンアップは



完了）研究の進捗にやや遅れが出た。 

 

（２）エピトープとなる蛋白アナログのス

クリーニング 

 自己抗原のエピトープとなる蛋白アナロ

グのスクリーニング：これまでにMXH/lpr

を用いてスクリーニングされた蛋白を中心

に約２００種類の蛋白をコムギ胚芽無細胞

系で合成し、Alpha 法を用いて、上記１．

で確立したうち数系統の血清に存在する糸

球体腎炎感受性に関わると目される自己抗

体のエピトープをスクリーニングした。 

（３）の免疫細胞を用いた蛋白アナログに

対する反応の解析 

 蛋白アナログによる各近郊系マウス由来

免疫細胞の免疫機能 modulation の解析：

MXH/lpr 各 系 統 お よ び MRL/lpr と

McH/lpr-Angm3 から腹腔マクロファージ

および脾細胞を採取し、そこに蛋白アナロ

グを加えて、マクロファージ活性化および

Ｔ細胞活性化について解析を行った。さら

に（２）で糸球体腎炎に関する自己抗体と

目された蛋白アナログを投与することによ

る病態の修飾につき解析した。 

（４）Span80 ナノベシクルを用いた蛋白

アナログ drug delivery systemの開発 

 界面活性剤 Span80を用いた脂質二重膜

ベシクルによる DDS を用いて、ベシクル

の内水相に蛋白アナログを内包させ、尾静

脈に投与し、臓器病変に送達する系の開発

を行った。このモデルとして、抗腫瘍剤を

内包させたベシクルを用いた DDS を用い

た腫瘍治療モデルも解析した。さらにベシ

クルの表面を抗体やレクチンで修飾するこ

とにより特異性を持たせる予備実験を行っ

た。 

 

図３．Span80ベシクルによる 

（５）モデルマウスへの蛋白アナログ投与

実験 

 糸球体腎炎感受性因子 OPN のインテグ

リン結合サイトを阻害する蛋白アナログを

見出し、少なくとも蛋白 E****, D***, 

S*****の３種類の蛋白について臓器病変

抑制の萌芽的実験を行い、少なくとも

S*****を腹腔内投与することにより、糸球

体腎炎が軽減することを見いだしている。

そこで、各臓器病変が分離した近交系マウ

スを選択してこれを投与し、各臓器病変に

対する治療効果を解析した。具体的には、

①静脈内投与、②Span80 ベシクルに内包

させて静脈投与、③ベシクルに内包させて

腹腔内投与し、実際の膠原病抑制が得られ

るか病理組織学的にスコアリングして比較

解析した。また、この系における有害事象

の解析を行った。 
 
４．研究成果 

（１）モデル組換え近交系マウスMXH/lpr

全系統の確立と臓器病変の解析 

 MXH/lpr 系のサブストレイン２３系統

を確立した。当初１０６系統を作出し、各

系統を４～５ヶ月齢および２ヶ月齢で

harvest し、全臓器の組織標本を作製し、

それぞれ光学顕微鏡レベルで比較解析した。

また、尿蛋白をスクリーニングするととも

に、各系統の血清サイトカイン、イムノグ

ロブリン濃度を定量した。マウスの尻尾か

ら DNA を抽出し、全染色体を 10～20cM

までカバーする多型マイクロサテライトマ

ーカーで各染色体領域の遺伝子型を決定し、

SDP表をほぼ完成させた。そのなかで、遺

伝子系分布、疾患感受性にあまり差異が見

られない系統については淘汰を行い、最終

的に２３系統を確立した。その中でも、特

に皮膚炎および糸球体腎炎必発型

MXH100に関し、詳細な解析を行った。 



 
図１．MXH/lprにおける臓器病変の分離 

 

（２）エピトープとなる蛋白アナログのス

クリーニング 

 糸球体腎炎に関連する自己抗原蛋白とし

て TNP-1, RRP8を見いだした。コムギ胚

芽無細胞蛋白合成系で作製し、C57BL/6マ

ウスに投与したところ、腎糸球体への免疫

複合体沈着が明らかに認められた。これら

のことから、血中の自己抗原蛋白は免疫複

合体を形成して糸球体局所に沈着し，糸球

体腎炎の端緒となる可能性が示唆された。 

 

図２．RRP8, TNP1投与による腎糸球体へ

の免疫複合体沈着 

 

（３）の免疫細胞を用いた蛋白アナログに

対する反応の解析 

 MXH/lpr 各系統および MRL/lpr と

McH/lpr-Angm3 から腹腔マクロファージ

および脾細胞を採取し、そこに Opn結合部

位阻害蛋白アナログを加えて、マクロファ

ージ活性化およびＴ細胞活性化について解

析を行った。これまでに Opnは in vitroに

おいてマクロファージの活性化や樹状細胞

の抗原提示をアップレギュレートすること

が明らかとなっているが、少なくとも

S*****蛋白はマクロファージの Opn によ

る活性化を阻害することが明らかになった。

さらに（２）で糸球体腎炎に関する自己抗

体と目された蛋白アナログを投与すること

による病態の修飾につき解析したところ、

少なくともこれら蛋白を投与するとむしろ

糸球体腎炎を誘導する可能性があることが

明らかとなった。 

（４）Span80 ナノベシクルを用いた蛋白

アナログ drug delivery systemの開発 

 界面活性剤 Span80を用いた脂質二重膜

ベシクルによる DDS を用いて、ベシクル

の内水相に蛋白アナログを内包させ、尾静

脈に投与し、臓器病変に送達する系を確立

した。このモデルとして、抗腫瘍剤を内包

させたベシクルを用いた DDS を用いた腫

瘍治療モデルも解析し、Span80 ナノベシ

クルを用いた系では有意に薬剤の局所への

送達、治療効果が高いことを明らかにした。

さらにベシクルの表面を抗体やレクチンで

修飾することにより特異性を持たせる予備

実験を行い、技術的にベシクル表面に抗体

を付加できることを明らかにした。  
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図３．Span80ベシクル DDSの効果 

 

（５）モデルマウスへの蛋白アナログ投与

実験 

 上記（３）で in vitroでの効果が明らか

となった S*****蛋白アナログを、糸球体腎

炎好発ストレイン、腎血管炎好発ストレイ



ンを選択して、①静脈内投与、②Span80

ベシクルに内包させて静脈投与、③ベシク

ルに内包させて腹腔内投与し、実際の膠原

病抑制が得られるか病理組織学的に解析し

た。その結果少なくともベシクルに内包さ

せて腹腔内投与、もしくは腹腔内投与する

ことにより糸球体腎炎のスコアが低くなる

ことを見いだした。さらに投与方法の最適

化を図る必要があるが、蛋白アナログによ

る治療戦略の開発をさらに継続する必要性

があると考えられた。 
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