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１．研究実施の概要 

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いう課題の下で、二つのグル

ープ（Ⅰ：藤田､若宮､黒木グループ、Ⅱ：住本､神田､伊藤グループ）がそれぞれ以下の通りの

研究を行った。 

 

Ⅰ．藤田､若宮､黒木グループ 

外来異物や非自己成分を識別し排除するという生体防御システムは、生物に備わった基本

的な特性である。なかでも自然免疫の生体防御機構は、獲得免疫をもたない生物でも働き、

その根幹をなしている。自然免疫における生体防御システムは、感染症や悪性腫瘍などにお

いて重要であり、特異的なその分子基盤が次第に明らかになってきた。本グループの研究で

は、生体防御システムにおける非自己認識の機構、引き続き起こる応答と制御の機序を解明

し、その生理学的役割を明らかにすることを目ざしている。 

 

  藤田グループは、自然免疫の生体防御システムの一つである補体レクチン経路の分子基盤

およびその生理的役割の解明を目的として、レクチン経路の認識分子やキーエンザイムであ

るMASPを欠損したマウスの作製し、その表現型解析を進めてきた。その結果、これまで考

えられてきたMASP-2 をエフェクターとする経路に加え、MASP-1 が独自に働く新たなルー

ト(MASP-1 経路)があること、MASP-2 の短縮型タンパクであるsMAPがレクチン経路の抑制

に関与していること、MASP-1 とMASP-2 の両者の欠損はレクチン経路の遮断に伴い、初期

感染に対する抵抗性が低下すること、認識分子の一つであるフィコリンがレクチン経路の認

識分子として働き、細菌の増殖を抑制すること、等が明らかになった。このことは、レクチ

ン経路が、自然免疫の生体防御において重要な役割を担うことを示唆している。今後は、レ

クチン経路の増幅と制御の機構、レクチン経路の腫瘍免疫、アポトーシスあるいは虚血再還

流への関与などが課題である。 

 

  若宮グループの研究目標は、膜型コレクチンCL-P1 の、エンドサイトーシスと貪食に関わ



る分子の相互作用を明らかにし、個体における本分子の生理的意義を探ることである。今年

度までの研究により、貪食に関してadaptin, clathrinの関与とゼブラフィッシュでのノックダ

ウン実験による血管形成阻害の現象が得られている。さらに、ラットでは虚血・再灌流処置

でCL-P1 の遷延性過剰亢進を認めている。これらの細胞レベルと個体レベルの研究成果は、

CL-P1 分子が血管において多様な生物現象を担う可能性を示しており、今後CL-P1 が上記生

物現象を引き起こす詳細なメカニズムの解析を計画している。 

 

  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)とマンノース結合レクチン(MBL)、および、Toll様受容体(TLR)とその

関連蛋白質に焦点をしぼり、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、

臨床応用への基盤形成を目指している。SP-AとSP-Dが糖鎖認識領域(CRD)を介して蛋白間相

互作用によってTLR4 細胞外ドメインに結合すること示した。MBLは肝クッパー細胞と相互

作用を有し、細胞表面のスカベンジャー受容体発現を増強させることによってエンドトキシ

ンや細菌の貪食を促進させることを示した。TLR4 のN末端側がMD-2との結合に重要であり、

TLR4 細胞外ドメインはそれ自身ではリピドAに結合できないが、MD-2 によるリピドA結合

の親和性と結合量を増加させることを示した。細胞表面における貪食受容体局在増強の機序、

および、TLR4 細胞外ドメインとMD-2 との結合による蛋白質の構造変化の解明が今後の課題

である。 

 

Ⅱ．住本､神田､伊藤グループ 

 本グループの研究は、１つには「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明らかにしようというものである。平成17年度は、食細胞NADPH

オキシダーゼ活性化に必須の蛋白質である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、特に「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」に注目した研究を行っているが、

平成 17 年度は、p40phoxのファゴゾームへのtargetingを感度よく半定量的に測定する方法を

開発した。これにより、例えば、p40phoxは脂質結合を介してファゴゾーム膜に集まることを

示し、その調節機構に関する解析が進行中である。この方法を用いて、平成 18 年度の新た

な展開が期待できる状況である。 

 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（Noxo1 と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

17 年度は、Nox1 活性化におけるNoxo1 とNoxa1 の作用メカニズム、およびRacの役割につい



て興味深い知見を得た。またNox3 の活性調節機構についての研究に進展があった。平成 18

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。 

 

２．研究実施内容 

２－１．藤田､若宮､黒木グループ 

藤田グループ 

  補体レクチン経路おいては、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（図１）。

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解明を目的として、

３種類の MASP 欠損マウス（MASP-1/3 欠損マウス、MASP-2/sMAP 欠損マウスおよび MASP

完全欠損マウス）を作成し、その表現型を解析した。その結果、MASP の欠損に伴いレクチ

ン経路の活性は低下し、MASP の完全欠損によりほぼ完全に欠失すること、またレクチン経

路の活性化の時間経過の比較から、この経路は数分内のごく初期に作動することがわかった。

さらに、MASP-1 で惹起される独自のルート(MASP-1 経路)が存在し、この経路は補体第二

経路によって増幅されると考えられた（図１）。sMAP は、MBL およびフィコリンとの結合

において MASP と競合し、レクチン経路の活性を抑制することが明らかになった（図１）。

この機構は、レクチン経路の制御系の一つと考えられる。細菌による感染実験の結果、MASP

完全欠損マウスは著しく易感染性であることが明らかになった。     
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図１ レクチン経路の構成と反応経路 

 

  一方、MBL とともにレクチン経路の認識分子として働くと考えられるフィコリン A の欠

損マウスを作成しその表現型を解析した。その結果、このマウスは MBL を介するレクチン

経路は正常であるが、フィコリンを介するレクチン経路が欠損していることが明らかになっ

た。すなわち、２つのレクチン経路は独立して存在することが示唆された。フィコリン A 欠



損マウスでは、血液中での細菌の増殖抑制能力が低下していることが明らかになり、フィコ

リンを認識分子とするレクチン経路が実際に生体防御に機能していることが示された。これ

らの結果から、レクチン経路は MBL とフィコリンを認識分子とし、少なくとも二つの MASP 

(MASP-1 と MASP-2)をキーエンザイム、sMAP を調節因子とするシステムとして存在し、こ

れらの構成分子は異なる組成で複数の複合体を形成し、自然免疫における生体防御機能を分

担していることが明らかになった。 

 

若宮グループ 

 新規膜型コレクチン CL-P1 は、血管内皮に存在し、細胞レベルの実験から自然免疫やスカ

ベンジャー受容体機能を有することが推測されている。本年度はラットとゼブラフィッシュ

での CL-P1 の機能解析を試み、個体レベルで新たな役割をもつことを見いだした。 

１．ラットにおける虚血・再灌流後のCL-P1発現誘導についての解析 

 ラットでは、総頚動脈のクリッピングにより、一過性虚血／再灌流モデルを構築しその生

理的役割の検討を行った。ラット総頚動脈血管において、CL-P1は再灌流48時間後からmRNA
の上昇が見られ、免疫組織染色では血管内皮相当部分にCL-P1蛋白が３日後から増加し、７

日後にピークに達し、14日で前状態に戻った。本結果は、細胞における低酸素・再酸素化刺

激後のCL-P1の動態と類似し、ラット血管における遅発性のCL-P1蛋白過剰産生の惹起を示

している。さらに、常在型蛋白と考えられるコレクチン分子の新しい発現誘導メカニズムを

提示したばかりか、臨床病態でのその意義は興味深く、つぎの検討課題と考えている。 

２．ゼブラフィッシュCL-P1遺伝子ノックダウンによる血管・形態形成についての解析 

 ゼブラフィッシュ CL-P1(zCL-P1) 遺伝子のクローニングを行った後、細胞での遺伝子発

現実験を行い、微生物や酸化 LDL に対してヒト CL-P1 と同等の機能を有することを明らか

にした。ゼブラフィッシュ卵では、受精後早期から zCL-P1mRNA の発現が認められ、稚魚

の in situ hybridization や免疫組織染色では zCL-P1 は血管部分に発現を認めた。Morpholino 

oligonucleotide を用いた、遺伝子ノックダウンでは、血管形成不全に依存すると考えられる

体幹形成の著しい阻害が認められ、その表現型は zCL-P1mRNA の同時注入によって抑制さ

れた。これらの実験結果から、硬骨魚類で初めてスカベンジャー受容体の存在が確認された

ばかりか、さらに発生初期においては、zCL-P1 が血管形成や形態形成に重要な役割を担う

可能性のあることが明らかになった。 

 

黒木グループ 

 TLR4 は、グラム陰性菌およびエンドトキシンの受容体として機能し、MD-2 と複合体を形

成することによって、エンドトキシンによるシグナルを伝達し、炎症性サイトカイン分泌を

惹起する。SP-A と SP-D が可溶型組換え TLR4 細胞外ドメイン(sTLR4)に結合することを明

らかにした。肺コレクチンは、Glycosidase F 処理後の糖鎖除去 sTLR4 にも結合したので、

TLR4 細胞外ドメインと蛋白質間相互作用により結合すると考えられた。また、抗 SP-D 単ク



ローン抗体による阻止作用、および、抗体のエピトープマッピングにより、SP-D は糖鎖認

識領域(CRD)を介して sTLR 蛋白に結合することが示された（投稿中）。SP-A をコラゲナーゼ

処理して得られたコラゲナーゼ抵抗性フラグメント(CRF)は、ネックと CRD から成る三量体

を呈するが、CRF は sTLR4 に結合するものの、その親和性は著明に減弱し、TLR4/MD-2 発

現細胞において smooth LPS 惹起 NF-kB 活性化の抑制効果は、１８量体を呈する SP-A に比

べて著しく減弱し、SP-A の N 末端側とコラーゲン様領域による多量体構造の形成が TLR4

を介する炎症反応の制御に重要であることを示した（投稿中）。 

 スカベンジャー受容体 A(SR-A)は、肝臓におけるエンドトキシン除去に重要な役割を果た

しているが、肝で産生される MBL と肝組織マクロファージであるクッパー細胞のエンドト

キシンクリアランスにおける役割について検討した。MBL は、クッパー細胞に直接作用し、

細胞膜 SR-A の局在を増加させることによって、リピド A、ブドウ球菌と大腸菌の貪食を促

進させることを明らかにした（投稿中）。さらに、MBL は、滲出性中耳炎の起炎菌として注

目されている Alloiococcus otitidis に直接結合するとともに、中耳滲出液中に存在し、マクロ

ファージによる SR-A を介する A. otitidis 貪食を促進することを示した（Eur J Immunol, in 

press）。 

 TLR4細胞外ドメイン(Glu24-Leu631)から成る可溶型組換え蛋白質(sTLR4)はそのN末端側を介

してMD-2 に結合すること、また、sTLR4 単独では[3H]標識リピドAには結合できないことを

示した。さらに、MD-2 は濃度依存性に[3H]標識リピドAに結合するがsTLR4 の存在下でリピ

ドA結合量、親和性ともに増加し、sTLR4-MD-2 複合体はTLR4/MD-2 発現細胞へのLPS結合

性およびLPS惹起細胞応答を減弱させることが示された。エンドトキシン惹起肺炎症マウス

モデルにおいてsTLR4/MD-2 の気管内投与は肺炎症を緩和させることも示され、エンドキシ

ン惹起炎症に対する新規治療法に応用できる可能性が示された（投稿中）。 

 

２－２．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 17 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

化に必須の蛋白質であるp47phoxとp67phoxの作用機構について、更に詳しい解析を行い、平成

17 年度は以下のような知見を得た。（i）食細胞NADPHオキシダーゼ（酵素の本体はgp91phox：

膜蛋白質であり、やはり膜蛋白質であるp22phoxとヘテロダイマーを形成している）の活性化

に必要なp47phox（細胞非刺激時には細胞質に存在）とp22phoxの結合が、p47phoxのSH3 ドメイン

による新規な認識様式によるものであること（p47phoxの２つのSH3 ドメインで挟むように



p22phoxのポリプロリンIIヘリックス領域を認識し、p22phoxの更にC末のαヘリックスをN末側

SH3 が認識する）、この認識様式が食細胞NADPHオキシダーゼ活性化に必須であることを明ら

かにした（Nobuhisa et al., Biochem. J., 2006）。更に、NMR法によりp47phoxの２つのSH3

とp22phoxのプロリン・リッチ領域の複合体の立体構造を決定した（Ogura et al., JBC, 2006）。

（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。(iii) p47phoxのSH3 ドメインよりも更にN末

に存在する３つのアミノ酸残基が、p47phoxのp22phoxとの結合や膜移行には必要ではないが、

gp91phoxの活性化に必須であることを示した（論文準備中）。 

(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− SH3− PB1」というドメイン構造をしている。p40phox

のPXドメイン（p40phox-PX）はホスファチジルイノシトール-3-リン酸（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。

平成 17 年度は、全長型のp40phoxがPI3P結合を介してファゴゾーム膜に集まることを示し（驚

いたことに、これは今まで示されていなかった。実験条件の改良が決定的であった！）、更に、

この時のSH3 ドメインやPB1 ドメインの役割を明らかにした。また、私達が同定・クローニン

グしていた新規なp40phox結合蛋白質が、p40phoxのファゴゾーム膜への集積において担う役割に

ついて、現在解析を進めている。 

 

（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（Noxo1 と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 17 年度は、以下のことを明らかにすることができた。(i) Nox1 について：Noxo1

の２つのSH3 ドメインを介したNoxo1− p22phox相互作用がNox1 活性化に必要であること、

Noxa1 のSH3 ドメインを介したNoxo1− Noxa1 相互作用がNoxa1 の膜への局在とNox1 活性化に

必要であること、RacはNoxa1 に結合することでスーパーオキシド生成活性を促進すること、

等を明らかにした（Miyano et al., 論文投稿中）。(ii) Nox3 について：Noxo3 はp22phoxとヘ

テロダイマーを形成して恒常的にスーパーオキシドを生成する活性をもつこと、この活性は

p47phox、Noxo1 やp67phoxにより更に促進されること、 この際p47phoxおよびNoxo1 はp22phoxに結

合して作用すること、Noxo1 によるNox3 活性の増大はp67phoxやNoxa1 により抑制されること、

等を示した（Ueno et al., JBC, 2005）。(iii) Nox4 について：私達が同定クローニングし



たNox4 は、p22phoxと複合体を形成することでスーパーオキシド生成活性をもつようになるこ

と、内皮細胞では核に存在し転写制御に関与するらしいこと等を明らかにした（Kuroda et 

al., Genes to Cells, 2005）。Nox4 の活性は、Nox1〜3 と異なり、p47phox、Noxo1、p67phoxお

よびNoxa1 等により調節されないことも見い出している。 
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