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Ⅰ．はじめに 

デコリンはコアタンパク質に1本の糖鎖(グリコサミノグリカン糖鎖)が結合したプロテオグリカ

ンである。その機能は，TGF-自身に結合してTGF-の立体構造を変化させ，TGF-により生じる線

維化を阻害する抗線維化である。現時点で線維化を完治する方法は無く，従って，瘢痕やケロイ

ド，強皮症などの膠原病や皮膚悪性腫瘍の治療(化学療法，放射線療法)の過程で生じる(肺などの)

臓器線維症など，各種線維性皮膚疾患に対する医療応用がいま非常に期待されている。 

線維化は，臨床的に致死的な予後に陥る場合が多々あるため，国内外では様々な治療研究が進

められ，特にデコリン遺伝子を活用した遺伝子治療は期待が集っている。しかしデコリン遺伝子

の導入や発現効率が低いなど，遺伝子治療に様々な問題があり，臨床適用には未だ至っていない。 

申請者らはデコリンのコアタンパク質が抗線維化の発現には必須であるが，発現量の強度はグ

リコサミノグリカン糖鎖の構造に依存することに着目した。以上から，本研究では，糖鎖工学を

用いてグリコサミノグリカン糖鎖の構造を人工的に組み換え，種々の強度の抗線維化能をもつ人

工デコリン合成を目指す。そのため本年度は，グリコサミノグリカンを結合させるデコリンのコ

アタンパク質の精製を行った。  

 

Ⅱ．目的 

本年度は，遺伝子工学によりデコリン遺伝子を組み込んだタンパク発現ベクターを構築，これ

によって人工デコリンコアタンパク質の精製した。次年度以降は，これに様々なグリコサミノグ

リカン糖鎖を糖鎖工学的に結合させ，様々な抗線維化能を有する人工デコリンの合成を目指す。  

 

Ⅲ．研究方法 

デコリン cDNAを組み込んだタンパク質発現ベクター(pBAD/Thio-TOPO，Invitrogen)を大腸菌に

導入し，リコンビナントデコリンを発現させる。これをニッケル絡む，抗体カラム等で精製する。

大腸菌で発現するリコンビナントデコリンはグリコサミノグリカン糖鎖が結合していない純粋な

タンパク質である。 

 

Ⅳ．結果・考察 

 ヒトの RNAをテンプレートにして RT-PCR反応によってデコリン cDNAを調製し，これをタンパ

質発現ベクター(pBAD/Thio-TOPO)にライゲーション反応によって組み込んだ。次いでこれを大腸

菌に導入して形質転換させた。この大腸菌はLB培地に添加し，リコンビナントデコリンを生成さ

せるために，各種濃度のアラビノース存在下で培養した。培養後，SDS-PAGE 及びウェスタンブロ

ットによってリコンビナントデコリンの生成の至適条件を検討した。その結果，アラビノース最

終濃度 0.005%で最も発現が高かった。そこで，この条件下で大量精製を行った。LB培地添加後，
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リコンビナントデコリン誘導，次いで，超音波処理及び 8M尿素処理を行った。そして，脱塩のた

め 4M尿素，2M，1M，0.5M で段階的に透析を行い，最終的にはリン酸緩衝液に置換し，濃縮した。

このウェスタンブロットでは，デコリンの抗体により単一なバンドが検出され，デコリンタンパ

クのサイズに一致した。また，LB 培地 1 リットル当たり 10.8  mg のリコンビナントデコリンが

精製された。次年度以降はリコンビナントデコリンに糖鎖工学的手法により様々なグリコサミノ

グリカン糖鎖を結合させて抗線維化能の強度の異なる人工デコリンを調製する。 
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