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研究成果の概要（和文）：肝線維症の病態進展に伴うタンパク質架橋酵素（TG）による架橋反応の存在と基質の機能解
明を目指し、肝線維化動物モデルを用いて評価した。蛍光活性染色法により、線維化肝でのTG1およびTG2の活性に対す
る組織分布を明らかにし、細胞種の特定を行った。また、線維化を誘導した肝組織抽出液とビオチン標識した各TGアイ
ソザイム選択的な基質ペプチドを反応させ、アビジン精製後にトリプシン消化を行い、質量分析を用いて解析した結果
、CK18が線維化の進行に伴い架橋される新規基質タンパク質であることを見出した。さらに、CK18はTG1/TG2活性と一
部共局在することも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Transglutaminase is a family of enzymes that catalyzes cross-linking reactions 
among proteins and has been thought to contribute to the fibrotic diseases via crosslinking-mediated 
stabilization of ECMs and activation of TGF-beta in several tissues such as liver, kidney and lung. 
Despite these accumulating evidences to implicate transglutaminase as a key enzyme in the fibrosis 
process, a causative role for the enzyme still has not been established.
We demonstrated that both TG1 and TG2 activities were enhanced in mouse liver fibrosis by bile duct 
ligation (BDL). To elucidate the detail mechanism by which transglutaminase contributes to the diseases, 
we identified the several proteins incorporated with biotinylated substrate peptides for TG1 and TG2. 
Among the identified several substrates, we found that cytokeratin 18 (CK18) was one of crosslinked 
proteins by both TG1 and TG2 only in mouse liver after the BDL surgery.

研究分野： 分子細胞病態学
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１．研究開始当初の背景 
 細胞内外で特定のタンパク質間に架橋形
成を生じ、機能・性状変換を伴う現象が幅広
い生物で見出されている。この反応はトラン
スグルタミナーゼ（TGase）と呼ばれる酵素
群により行われ、血液凝固（フィブリン架橋）、
皮膚形成（ケラチン等の架橋）、死細胞除去
を始め多彩な生命現象に関与する(Lorand, 
FASEB J 2007)。一方、異常なレベルや部位
での蛋白質架橋形成は、種々の疾患（肝腎疾
患、神経変性疾患、糖尿病、癌、血栓形成、
自己免疫疾患など）の原因となる(Iismaa, 
Physiol Rev 2009)。 
 この様なタンパク質間の架橋反応を行う
機能から、肝疾患での過剰な線維形成・蓄積
に寄与することが示唆されており、（Am J 
Pathol 272:G281,1997）、実際に肝硬変患者
の肝臓ではグルタミン－リジン間のイソペ
プチド結合の含有量が多く、特に組織のリモ
デリングが亢進する炎症部位に有意に認め
られる（J Hepatol 35:367,2001）。また、肝
硬変・肝癌の発症に繋がるアルコール性脂肪
性肝炎（Gastroenterol 136:1783,2009）や
メタボリックシンドロームの一例である非
アルコール性脂肪性肝炎（J cell Physiol 
227:1130,2012; FEBS J 278:4756,2011）、HCV
感染（Am J Pathol 162:1293,2003）患者の
肝臓ではTGaseの顕著な活性上昇が見られて
おり、さらに動物モデルにおける TGase 阻害
剤の投与は肝線維化の程度を軽減する
（World J Gastroenterol 13:4328,2007）な
ど、数多くの論文で肝疾患の増悪への関与が
示されている。 
 これらに反して、同酵素が肝線維化に影響
し な い と い う 論 文 （ Gastroenterol 
140:1642,2011）が近年報告されたが、同論
文では8種存在するアイソザイムのうちの一
つの組織型 TGase（TGase 2）の遺伝子欠損マ
ウスを用いた検証のみであり、他のアイソザ
イムの解析が不十分である。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は、肝線維化の増悪ならびに線維形
成の安定化・蓄積への関与が示唆されるタン
パク質架橋化酵素トランスグルタミナーゼ
について、「（1）肝線維化に伴うトランスグ
ルタミナーゼ活性上昇の時期と分布、肝組織
の細胞種の特定」を行い、「（2）架橋形成反
応の標的基質タンパク質の探索と肝線維症
に対する作用機構」を分子レベル、細胞レベ
ル、動物モデル・ヒト肝組織において明らか
にすることにより、肝線維化の病態形成に関
する理解を深め、（3）その制御方法を探索す
ることによって、新たな肝線維化の治療・予
防法の開発に繋げることを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
（1）病態進展に伴う経時的な TGase の架橋

活性及び局在分布の解析 
 胆管結紮処置による肝線維化誘発動物モ
デルを用いて、肝線維化進行過程における
TGase 活性の経時的変化・組織や細胞分布を
明らかにし、肝線維化マーカーとの比較によ
り、線維化の病態進展との相関性を評価した。 
遺伝子発現やタンパク質量については、

RT-PCR やウエスタンブロットおよび免疫染
色において確認した。活性については当研究
室で開発した高反応性の基質ペプチドを利
用した生組織でのTGaseの各アイソザイムの
活性染色により、線維化の進展に伴う TGase
活性の変化量や肝組織の領域について調べ
た。同様に線維化に伴う同酵素の活性上昇と
肝線維化マーカー（コラーゲン及びハイドロ
キシプロリン量、SMA）との比較を行い、線
維化と病態進展との相関性を解析した。 
 
（2）病態進展特異的に架橋される基質の同
定及び肝線維化への影響 
架橋活性変化の程度や組織領域の特定に

伴い架橋される基質を同定した。肝線維化を
誘導したマウスの組織抽出液と標識した基
質とを反応させ、共沈する基質タンパク質に
ついて質量分析を用いて同定した。標的基質
の同定の後、同基質の肝線維化の増悪に対す
る影響を確認するため、線維化に伴う発現量
変化や局在領域について動物モデルや肝線
維化患者の生検後の組織切片を用いて明ら
かにした後、発現亢進及び抑制における肝線
維形成・蓄積への影響について、細胞・動物
レベルで検証した。 
 
（3）肝線維化の新規制御法の探索 
 標的基質の制御法について探索する。TG 活
性阻害剤を幾つかの肝線維化モデルに投与
し、線維化の病態進展への影響を確認する。
線維化抑制のための有望な制御方法につい
て探索し、創薬的なシーズとしての可能性を
示す。 
 
 
４．研究成果 
（1）胆管結紮処置による肝線維化誘発動物
モデルでは、術後 1週間程度で有意に肝線維
化マーカーの上昇を伴う線維化が誘導され
た（図１）。この条件において、すべての TG
アイソザイムの遺伝子発現量を検討したと
ころ、TG1およびTG2のみ発現が確認された。 



図 1 胆管結紮処置による肝線維化の評価 
胆管結紮処置 3、7、14 日後の肝臓を摘出・
切片化し、ヘマトキシリン・エオシン、Sirius 
red および SMA の染色を行った。NI-IgG は
未免疫のウサギ血清からの IgG 分画。Scale 
bar: 100 m 
 
タンパク質架橋化酵素の各アイソザイム

を区別して反応する基質ペプチドを用いて、
胆管結紮処置による肝線維化の進展に伴う
同酵素の活性上昇の程度や組織分布を解析
した。線維化に伴い TGase アイソザイムのう
ち TG1および TG2において発現上昇が見られ、
TG1 活性は術後 3 日目から肝組織全体に広範
囲に上昇するのに対し、TG2 活性は術後 3 日
目では血管周辺で強く見られ、その後線維化
の進行に伴い肝組織全体で上昇が認められ
た（図２）。 

図 2 TG1 および TG2 活性分布の評価 
アイソザイム特異的に反応する FITC 標識

ペプチド（TG1: pepK5, TG2: pepT26）と未
固定の凍結切片（胆管結紮処置 3、7、14）を
反応させ、それぞれの酵素活性の局在分布に
ついて評価した。pepK5QN および pepT26QN に
ついては、それぞれの基質ペプチドのグルタ
ミン残基をアスパラギン残基に置き換えた
もの。Scale bar: 50 m 
 
これらの TG1および TG2の活性と線維化の

マーカーとして知られるSMA との蛍光染色
を行ったところ、肝細胞および肝星細胞では
TG1 活性の上昇が見られるのに対し、TG2 活
性はほとんど見られなかった。コラーゲン
1A1 に対する共染色において、TG1 活性はほ
とんど共局在が見られないのに対し、TG2 活
性との共局在は多くの部位で観察された。ま
た、後述する肝線維化の形成過程に関わる新
規基質タンパク質 Cytokeratin-18（CK18）に
対する抗体を用いて、TG1 および TG2 活性と
共染色を行ったところ、CK18 は TG1 活性と共
局在し、TG2 活性との共局在はほとんど観察
されなかった。 
 
（2）ビオチン標識した基質ペプチドを用い
て、肝線維化の進展に伴い架橋形成に参画す
るタンパク質を解析した。正常及び線維化を

誘導した肝組織抽出液（胆管結紮処置 3、7、
14 日後）とビオチンを付けた各 TG アイソザ
イム選択的な基質ペプチドを反応させ、候補
基質タンパク質に取り込まれたビオチン化
ペプチドの量をWBにて解析した。その結果、
線維化に伴い基質ペプチドを取り込んだタ
ンパク質の量および数が増加することが分
かり、それらの増加は線維化の進行と相関す
ることが分かった。 

さらにこれらのサンプルにおいて、アビジ
ン精製後にトリプシン消化を行い、質量分析
を用いた網羅的同定を行った。その結果、TG1
および TG2 依存的に 40 個程度のタンパク質
が同定され、中でもアルコールおよび非アル
コール性脂肪性肝炎のマーカーとして知ら
れる CK18 が線維化の進行に伴い架橋される
基質であることが分かった。CK18 は細胞死に
関わることがすでに報告されているため、肝
線維化誘導時の肝細胞死の誘導機構に寄与
することが示唆される。 
 
（3）胆管結紮処置したマウスにおいて、TG
阻害剤であるシスタミン投与の検討を行っ
た。シスタミンは飲水と混合（900 mg/L）し
て２週間持続投与し、線維化進行の評価につ
いては Sirius red およびハイドロキシプロ
リン量の測定により行った。結果として、胆
管結紮処置したマウスにおけるシスタミン
投与は、Sirius red 染色の陽性領域および
HDP 量の有意な減少を示した（図３）。 

図 3 シスタミン投与による線維化の抑制 
シスタミン投与した胆管結紮処置 14 日後の
肝組織を用いて、Sirius red 染色（A）およ
びハイドロキシプロリン量（B）によりコラ
ーゲン量の評価を行った。Scale bar: 100 m 
 
これらの結果から、胆管結紮処置により誘

導される線維化では TG2 のみならず、TG1 も
共に異なる肝蔵の領域で活性化され、それぞ
れの標的基質が架橋修飾されると共に新た
な機能変換が起こり、このことが肝線維化の
病態進行に寄与していることが示唆された。 
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