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１．研究実施の概要 

 本研究は、生体防御におけるたんぱく質間相互作用と機能発現機構の解析と題して、藤

田、若宮、黒木グループは、自然免疫における非自己を認識する機構と、引き続き起こる

生体防御機構活性化の機序を解明し、各生体防御システムの役割を明らかにすることを目

指している。一方、住本、神田、伊藤グループは、食細胞における殺菌作用に関与するた

んぱく質相互作用を解析し、その機能発現、すなわち、殺菌能発現の機構の解明を目指し

ている。 

Ｉ. 藤田、若宮、黒木グループ 

 藤田グループは補体レクチン経路の分子基盤およびその生理的役割の究明を目ざして、

とくにレクチン経路構成成分の欠損マウスの解析を中心に進めてきた。認識分子であるレ

クチンおよびレクチンと複合体を形成しているセリンプロテアーゼMASPの欠損マウスの作

製と表現型解析を進め、レクチン経路が感染防御に働いていること、フィコリンがレクチ

ン経路の認識分子として働くこと、複合体中のMASPとsMAP（MASP-2の短縮型タンパク）の

競合的な関連性などを明らかにした。今後は、３種類のMASP分子の役割分担、フィコリン

の構造と糖鎖認識の分子基盤、２つの異なるタイプのフィコリンの役割の相違、レクチン

経路の非自己認識システムと腫瘍免疫やアポトーシスとの関連性の解明などが今後の課題

である。 

 若宮グループは、血管内皮細胞における膜型コレクチンCL-P1による、異物認識とエン

ドサイトーシスや貪食に関わる分子とその動的変化を明らかにする目的で、関連分子探索

を行い、アダプチンμ２分子を発見した。微生物の貪食過程では、CL-P1細胞内領域・ア

ダプチンμ２・クラスリンの3分子の結合と、アダプチン分子が貪食に有利に働くこと、

さらにCL-P1のエンドサイトーシスモチーフ領域は貪食過程では関与しないことを明らか

にした。貪食に関与する新たなCL-P1細胞内領域部分とそれと細胞内で関与する分子を探

索することが次の課題である。 

 黒木グループは、生体防御に関わる蛋白質として、分泌型コレクチンの肺サーファクタ

ント蛋白質（SP-AとSP-D）、および、Toll様受容体(TLR)とその関連蛋白質に焦点を絞り、

その構造と機能の関係を明らかにすることを目的として遂行し、臨床応用への分子基盤の



確立を目指している。肺コレクチンがマクロファージとの相互作用を介して貪食受容体の

細胞膜局在を増加させることによって細菌貪食を促進することを示した。また、TLR4細胞

外ドメインからなる可溶型TLR4 (sTLR4)とMD-2との直接結合を証明し、ロイシンリッチモ

チーフを含まないTLR4のN末端側がMD-2との相互作用に必須であることを示すとともに、

sTLR4とMD-2の同時投与がエンドトキシン惹起炎症反応抑制へ臨床応用可能であることを

示した。 

II. 住本、神田、伊藤グループ 

 住本、神田、伊藤グループは、「食細胞における活性酸素生成の調節機構、即ち活性酸

素生成型NADPHオキシダーゼの活性化機構」について、特に「食細胞オキシダーゼの活性

化とファゴサイトーシスをカップリングさせる機構、およびその調節機構」を細胞レベ

ル・分子レベルで更には原子レベルで解明することと、食細胞以外に存在する活性酸素生

成型NADPHオキシダーゼ（Nox1, Nox3, Nox4など）の機能と調節機構の解明を進めている。 

 ここでの第１の課題である「食細胞における活性酸素生成の調節機構、即ち活性酸素生

成型NADPHオキシダーゼの活性化機構」については、特に「食細胞オキシダーゼの活性化

とファゴサイトーシスをカップリングさせる機構、およびその調節機構」を細胞レベル・

分子レベルで更には原子レベルで明らかにすることが目的である。平成１６年度は、食細

胞NADPHオキシダーゼ活性化に必須のたんぱく質であるp47phoxとp67phoxの作用機構について、

更に詳しい解析を行い、いくつかの興味深い知見を得ている。また、「活性化食細胞

NADPHオキシダーゼのファゴゾームへのtargetingにおけるp40phoxの役割」に注目した研究

を進めており、特に、平成１５年度に同定・クローニングしていた新規なp40phox結合蛋白

質について、更なる解析を行っているところである。この新規p40phox結合蛋白質の発見が

「食細胞オキシダーゼの活性化とファゴサイトーシスをカップリングさせる機構」につい

ての研究を更に進展させると期待している。 

 また、もう１つの重要な課題は、食細胞以外に存在する活性酸素生成型NADPHオキシダ

ーゼ（Nox1, Nox3, Nox4など）の機能と調節機構の解明である。私達は平成１４年に食細

胞オキシダーゼの活性化蛋白質であるp47phoxと p67phoxそれぞれの新規ホモログ

（p41nox/Noxo1とp51nox/Noxa1）を同定・クローニングし、両者がNox1の活性化に必須であ

ることを明らかにしていた。平成１６年度は、特にNox3の活性調節機構についての研究に

進展があり、Noxo1とNoxa1によるNox3の活性調節につき興味深い知見を得た。１７年度も、

これらのオキシダーゼの活性化機構について更に解析を進める。 

 

３．研究実施内容 

藤田グループ 

 補体レクチン経路は、MBLやフィコリンなどの認識分子がMASPおよびsMAPと複合体を形

成し、細菌などの表面糖鎖を認識することに伴い補体系が活性化される第三の補体活性化

経路である（図１）。藤田グループはその分子基盤およびその生理的役割の究明を目的と

して、とくにレクチン経路構成成分の欠損マウスの表現型解析を中心に進め、以下の結果



を得た。 

① MASP-1/3欠損マウスの解析により、体重が低下していること、血清中でレクチン経路

の初動が遅延していること、インフルエンザウィルスに易感染性であることなどを明らか

になった。MASP-2遺伝子を改変することによりMASP-2/sMAP欠損マウスを作成し、その表

現型を解析した。その結果、MASP-2/sMAP欠損マウスは体重や外観は正常であるが、レク

チン経路の補体活性化能が著明に低下していること、リコンビナントMASP-2の添加により

活性が回復すること、リコンビナントsMAPがMBLとの結合においてMASP-2と競合し、レク

チン経路を調節している可能性があることなどが明らかになった。現在、細菌による感染

実験を進めている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

② MASPの役割を一層明確なものとするため、二系統のMASP欠損マウスの交配によりMASP

完全欠損マウスを作製した。現在、表現型の解析を進めている。 

③ レクチン経路の認識分子の１つであるフィコリンの役割を解明するため、フィコリンA

欠損マウスを作成しその表現型を解析した。フィコリン欠損マウスの外観は正常で、血清

中のMBLを介するレクチン経路も正常であったが、フィコリンを介するレクチン経路が欠

損しており、補体活性化能が有意に低下していた。組換え型フィコリンAの添加により活

性が回復し、MBL複合体の場合と同様にsMAPが補体活性化に抑制的に働くことなどが明ら

かになった。 

④ ヒトL—フィコリンの結晶X線回析により、その立体構造およびフィブリノ−ゲン様ドメ

インの中の糖鎖結合構造が明らかになった。 

 

若宮グループ 

 研究の目的：血管内皮細胞における膜型コレクチンCL-P1による、異物認識と引き続い

ておこるエンドサイトーシスや貪食に関わる分子とその動的変化を明らかにする。 

研究の方法：膜型コレクチンCL-P1の細胞内領域に結合する分子アダプチンμ２を酵母two 

hybrid法にて同定し、樹立したCL-P1発現細胞株において酵母の貪食におけるアダプチン

μ２と関与する分子の相互作用を免疫蛍光染色、免疫沈降法、強制発現実験やdominant 

negative実験などを用いて解析を行った。 

図１ 補体レクチン経路の構成と活性化

MBL: mannose-binding lectin 

MASP: MBL-associated serine protease 

sMAP: small MBL-associated protein 

   (a truncated form of MASP-2) 



研究の結論：酵母two hybrid法にて発見された、CL-P1の細胞内領域に結合するアダプチ

ンμ２は、たんぱく質レベルでの結合を、酵母のtwo hybrid法と蛋白質におけるpull 

down assayで、細胞レベルでの結合を、細胞免疫染色法と免疫沈降法によって明らかにし

た。さらに、酵母貪食時には、CL-P1細胞内領域とアダプチンμ２とクラスリンの３分子

が複合体形成を行うことによって、酵母を細胞内部に取り込んでいることが明らかになっ

た。また、貪食に関与する遺伝子の強制発現実験では、CL-P1発現細胞において、さらな

るCL-P1の発現増加に伴って、結合と貪食される酵母数は、比例して増加した。しかしな

がらアダプチンμ２は発現レベルが増加しても、結合する酵母数は増加しないが、貪食さ

れる酵母数には増加がみられた。この結果は、レセプター分子であるCL-P1は、酵母の結

合と取り込みに直接有利に働くが、アダプチンμ２は表面に発現させるCL-P1量を増加さ

せないが、結合した酵母の内部への取り込みには有利に働くことが推測された。さらに従

来報告されている、CL-P1で見出している“エンドサイトーシスモチーフ”は、酵母two 

hybrid法やpull down assayでは、CL-P1とアダプチン分子との結合に重要な役割をしてい

るが、細胞レベルでの貪食には直接関与していないことが明らかになった。 

 

黒木由夫グループ 

 Mycobacterium avium（非定型抗酸菌）による呼吸器感染症は高齢者および免疫不全状

態の患者で増加傾向にあり、社会的にも注目されている。SP-AとSP-Dがマクロファージに

よるM. aviumの貪食を促進することを見いだした。SP-AとSP-Dの相同体のコレクチンであ

るマンノース結合レクチン(MBL)はマクロファージのM. avium貪食を促進しなかった。肺

コレクチンはCa2+依存性にM. avium菌体に結合するが、EDTA存在下でも菌体貪食を促進し

たので、肺コレクチンはオプソニンとして働くのではないことが示された。M. avium貪食

に関わる貪食受容体であるマンノース受容体のマクロファージ細胞表面の発現を調べた結

果、肺コレクチンは、マクロファージ細胞膜上のマンノース受容体局在を増加させること

が判明し、これがM. avium貪食促進の機序であることが示された。 

 一方、SP-Aが肺胞マクロファージによるグラム陽性菌のStreptococcus pneumoniaeと

Staphylococcus aureusの貪食を促進させることを見いだした。SP-Dはこれらの菌体の貪

食促進作用は示さなかったので、SP-AのCRD領域を相同なSP-DのCRD領域に置換したキメラ

体を作成し、肺胞マクロファージによるS. pneumoniae貪食を調べた結果、SP-A CRD内のC

末端側Cys204-Cys218がSP-Aの貪食促進に重要であることが判明した。SP-Aはオプソニンと

して作用しているのではなく、SP−Aが菌体に結合しないEDTA存在下、および、SP-Aとマク

ロファージとのpreincubationでもSP−AはS.pneumoniae貪食を促進した。SP-Aによる貪食

促進は、アセチル化LDL存在下で抑制され、スカベンジャー受容体A（SR−A）欠損マウス由

来肺胞マクロファージでは貪食促進は観察されなかったので、SP-AはSR-Aを介する菌体の

貪食を促進することが示された。さらに、SP-Aが肺胞マクロファージ細胞膜上のSR-A局在

を増加させることが貪食促進の機構として明らかにされ、さらに、SR-Aの局在変化は新規

蛋白合成は関与せず、カゼインキナーゼ２の活性化に依存することが示された。 



 TLR4細胞外ドメイン(Glu24-Leu631)から成る可溶型組換え蛋白質(sTLR4)をバキュロウィ

ルス−昆虫細胞系で発現させ、sTLR4を分離精製した。sTLR4とMD-2およびリポ多糖(LPS)と

の相互作用を解析し、MD-2がTLR4細胞外ドメインに直接結合し、TLR4とMD-2の複合体が

LPSに結合しうることを証明した。sTLR4はMD-2との結合で、6.29 x 10-8MのKDを示した。

MD-2はTLR4にのみ結合し、TLR4と同様にロイシンリッチリピート構造を有するTLR2やCD14

には結合しなかった。さらに、TLR4/TLR2キメラ体及びTLR4の欠損変異体を用いた解析か

ら、TLR4 N末端側のロイシンリッチモチーフを含まないGlu24-Pro34領域がMD-2との相互作

用に必須であることが明らかにされた。また、sTLR4とMD-2との複合体がマクロファージ

系細胞株におけるLPS惹起IL-8分泌、および、TLR4トランスフェクト細胞におけるLPS惹起

NF-κB活性化を抑制することが示され、エンドトキシン惹起炎症に対する新規治療法とし

て応用できる可能性が示唆された。 

 

住本、神田、伊藤グループ 

（１）食細胞NADPHオキシダーゼの活性化とファゴサイトーシスをカップリングさせる機

構について、生化学・分子細胞生物学的手法に加えて、構造生物学的解析により３次構造

情報を得ながら、オキシダーゼの活性化の時間的空間的な全体像を明らかにしたいと考え

ている。平成１６年度は、特に、「活性化型食細胞NADPHオキシダーゼ複合体の形成機

構」及び「活性化型食細胞NADPHオキシダーゼ複合体のファゴゾームへのtargetingにおけ

るp40phoxの役割」に注目して研究を進めた。 

(1-1) 活性化型食細胞NADPHオキシダーゼ複合体の形成機構：食細胞NADPHオキシダーゼ活

性化に必須のたんぱく質であるp47phoxとp67phoxの作用機構について、更に詳しい解析を行

い、平成１６年度は以下のような知見を得た：(i) p47phoxは２つのSH3ドメインで挟むよ

うにp22phoxを認識し結合しているが、その３次構造をNMRにより決定し（論文投稿中）、

更に、p47phoxとp22phoxとの様式がオキシダーゼ活性化に必須であることを示した（論文投

稿中）。 (ii) p67phoxはそのC端のSH3ドメインを介してp47phoxのC末に結合するが、この結

合がオキシダーゼ活性化に必要であること、またp47phoxのC末のSer-479のリン酸化により

p67phoxとの結合が阻害され、その結果オキシダーゼ活性が負に調節されること、等を明ら

かにした（論文投稿中）。 

(1-2) 活性化された食細胞NADPHオキシダーゼのファゴゾームへのtargetingにおける

p40phoxの役割について： p40phoxはN末から、「PXドメイン−SH3ドメイン−PB1ドメイン」と

いう構造をしている。p40phoxのPXドメイン（p40phox-PX）は（PI3P）に特異的に結合し、

p40phox-PXをGFP（green fluorescent protein）との融合蛋白質（GFP–p40-PX）として発

現させた種々の食細胞では、GFP-p40-PXがファゴゾーム膜に集まることを見い出していた。

私達は、p40phoxのPXドメインおよびSH3ドメインに結合する新規蛋白質をyeast two-

hybrid法を用いて同定・クローニングしていたが、これら新規蛋白質がp40phoxのファゴゾ

ーム膜への集積を促進していると考えられ、その解析を現在進めている。 

（２）本研究のもう１つの重要な課題は、食細胞以外に存在する活性酸素生成型NADPHオ



キシダーゼ（Nox1, Nox3, Nox4など）の機能と調節機構の解明である。私達は食細胞オキ

シダーゼの活性化蛋白質であるp47phoxとp67phoxのそれぞれの新規ホモログ（p41nox/Noxo1と

p51nox/Noxa1）をクローニングしていた。Noxo1及びNoxa1が、Nox1, Nox3, Nox4などの活

性化において果す役割を明らかにする為に、Noxo1とNoxa1の種々の変異体蛋白質を作成し、

これらを培養細胞系（COS-7細胞, HEK293細胞, CHO細胞, HeLa細胞,など）に発現させ、

種々の解析を行っている。既に私達は、Nox1の活性化にはNoxo1とNoxa1の両者が必須であ

ることを示していたが、平成１６年度は、特にNox3の解析が進み以下のことを明らかにす

ることができた（Ueno et al., JBC280, in press）：(i) Noxo1はp22phoxと複合体を形成

しその上でconstitutiveに強いスーパーオキシド生成活性をもつこと、(ii) Nox3の活性

はNoxo1により増大すること、(iii) Noxo1はp22phoxと結合して作用すること、(iv) Noxo1

によるNox3活性の増大はNoxa1により抑制されること、(v) 一方、Nox3活性には低分子量G

たんぱく質Racは関与しないこと。また、未だpreliminaryではあるが、Nox1の活性化は

Racによって正に制御されていること、一方Nox4活性にはNoxo1とNoxa1あるいはRacは関与

しないと考えられること、等々を明らかにしつつある。平成１７年度は、これらのオキシ

ダーゼの活性化機構について更に解析を進める計画である。 

 

３．研究実施体制 

藤田禎三グループ 

① 研究分担グループ長：藤田禎三（福島県立医科大学 医学部 教授） 

② 研究項目：補体レクチン経路の分子機構の解析 

 

若宮伸隆グループ 

① 研究分担グループ長：若宮伸隆（旭川医科大学 医学部 教授） 

② 研究項目：新規膜型コレクチンの機能解析 

 

黒木由夫グループ 

① 研究分担グループ長：黒木由夫（札幌医科大学  医学部 教授） 

② 研究項目：生体防御に関わる蛋白質（コレクチンとToll様受容体）の構造と機能
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