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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。 

 

１－Ⅰ：藤田､若宮､黒木グループ 

生体防御システムは、生命体に備わった基本的な特性であり、その生存の根幹を支えている。

生体防御システムは自然免疫と獲得免疫からなるが、自然免疫は感染症や悪性腫瘍など多くの疾

患の予防や治療において重要な機構である。その異物識別と排除の分子基盤は、当初の予想と

は異なり、特異的で高度に発達したものであることが明らかになってきた。本研究では、レクチンを

認識分子とする自然免疫の生体防御システムに焦点を絞り、レクチンによる非自己の認識、引き続

き起こる異物排除までの応答と制御およびその生理的役割を明らかにすることを目的としている。 

 

藤田グループは、マンノース結合レクチン(MBL)とフィコリン(ficolin)が認識分子として働く補体レ

クチン経路に焦点を絞り、その分子構成、作用機序および生理的役割の解明を目指してきた。こ

れまでの解析により、認識分子である MBL とフィコリンに加えて、３種類の MASP と１種類の MASP

短縮型タンパク sMAP からなる高度に発達した経路であること、補体レクチン経路の機能低下は細

菌やウィルスに対する易感染性の原因になること等を明らかにした。本年度は、MBL とフィコリンが

結合するセリンプロテアーゼ MASP の機能を明らかにするために、MASP 欠損マウスの表現型解析

とリコンビナント MASP 補充による再構成実験を進め、３種類の MASP の in vivo での役割と相互の

関連性を明らかにした。とくに、補体レクチン経路と補体第二経路との密接な関連性を解明した。 

 

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ファゴサイトーシス
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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解明することである。

これまでの研究で、膜型コレクチン CL-P1 を生理的に発現する血管内皮細胞では CL-P1 が酵母

ファゴサイトーシスに重要な役目を行うこと、ゼブラフィッシュでは胎生初期で CL-P1 が血管形成に

関与することが明らかになっている。本年度の研究では、CL-P1 強制発現細胞においては CL-P1

を介するエンドサイトーシスで、adaptin, clathrin が CL-P1 と共同で小分子の運搬に関わることを明

らかにした。また、CL-P1 細胞内領域にあるチロシン領域は、ファゴサイトーシスには関わらないが、

エンドサイトーシスに関与することを明らかにした。また、ゼブラフィッシュのノックダウン実験では、

コラーゲン領域を欠損する部分 CL-P1 は形態回復能がないことより、コラーゲン領域が胎生期の

血管形成に重要な役割を持つことが明らかになった。今後CL-P1の多様な生物現象を引き起こす

内因性のリガンド探索を含めた詳細な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 A（SP-A）および D（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研究を遂行して

いる。これまでの研究により、コレクチンが TLR2 および４に CRD（糖鎖認識領域）を介して結合し、

TLR 介在炎症を制御すること、貪食受容体の細胞膜局在増強により細菌のマクロファージ貪食を

促進することを明らかにし、TLR４の N 末端側 Glu24-Lys47 領域が MD-2 結合に必須であることを

示してきた。本年度の研究では、SP-DがMD-2にも結合し、リポ多糖惹起炎症反応を抑制すること

を明らかにし、また、TLR4 の N 型糖鎖付加と細胞表面発現に及ぼす MD-2 の役割についても解

析している。 

 

１－Ⅱ：住本､神田､伊藤グループ 

本研究は、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 19 年度は、特にファゴサイトーシス初期のファゴゾーム膜

上での食細胞 NADPH オキシダーゼ活性化について研究を行い、この過程に必要な分子間相互

作用（蛋白質−蛋白質相互作用および蛋白質−脂質相互作用）を明らかにした。その成果を踏まえ

て、平成 20 年度も更なる研究を展開したいと考えている。 

また、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 および p67phox のそれぞれの新規ホモログ（Noxo1 および 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 19 年度は、

Nox1 の活性化において Noxo1 がリン酸化により調節されていることを示した。また、低分子量 G 蛋

白質 Rac が p67phox と結合することにより Nox3 活性化に関与すること、更に、この結合は p67phox の

膜移行を誘導すること等を明らかにした。また、平成 20 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－Ⅰ：藤田､若宮､黒木グループ 

藤田グループ 

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 完全欠損マウスにおいてはレ

クチン経路の機能がほぼ完全に消失し、このことが細菌に対する易感染性を引き起こすことがわか

った。また、MASP-1 は MASP-2 を活性化すること、MASP-2 は古典的経路の C1s に似ており、C2

と C4 を活性化し C3 転換酵素（C4b2a）を生成すること（図１）、MASP-2 の経路とは別に MASP-1/3

が C4 や C3 を活性化する経路があること、MASP-1/3 の経路は補体第二経路と深く結びついてい

ること等がわかった。これまで第二経路の活性化は細菌などの異物表面で自然に起こるとされてい

たが、その概念が大きく修正される可能性がでてきた。 

 

       図１ ３つの補体活性化経路による C3 活性化までのステップ 

 
一方、レクチン経路の新たな認識分子であるフィコリンの役割を明らかにするために、

フィコリン欠損マウスの表現型を解析してきた。昨年度までに、２つのマウスフィコリン

のうち、フィコリン A は MBL と同じように細菌の感染防御に働くことを明らかにした。

本年度は、フィコリン B の機能を明らかにするために、その欠損マウスを作成し表現型を

調べた。発現場所である骨髄をはじめとする各種の組織や末梢血の血球数に明らかな異常

は検出できなかった。本年度はフィコリン B 欠損マウスに加え、フィコリン A とフィコリ

ン B の両者が欠損したフィコリン A/B ダブル欠損マウスも作成できたので、今後その表現



型も同時に解析しフィコリンの生理作用を解明する予定である。 

 

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 CL-P1 発現 CHO 細胞における

CL-P1 のエンドサイトーシス機能とゼブラフィッシュでのさらなる CL-P1 の機能解析を試み、個体レ

ベルで新たな役割を見いだした。 

１．CL-P1 発現 CHO 細胞におけるエンドサイトーシス機能についての解析 

CL-P1 発現 CHO 細胞における微生物や異物に対する結合には、コラーゲン領域が関与するこ

とが、ドメイン欠損 CL-P1 発現細胞におけるリガンド結合実験により明らかになった。異物に対する

細胞の反応は、CL-P1 に結合する分子のサイズによって、大分子はファゴサイトーシス、小分子は

エンドサイトーシスによって細胞内部に取り込まれる。CL-P1 発現 CHO 細胞において、CL-P1 結

合分子である adaptin と clathrin の SiRNA 実験により、両分子が、変性 LDL や抗体などの CL-P1

特異リガンドのエンドサイトーシスに関与することが明らかになった。さらに、それらのエンドサイトー

シスには、CL-P1 細胞内領域のチロシン領域のリン酸化が重要であり、このリン酸化はファゴサイト

ーシスには関与しないことが明らかになった。細胞膜に存在する CL-P1 分子は、マルチリガンドで

あるスカベンジャー受容体の機能を持ち、そのリガンドの分子サイズや結合状態によって、CL-P1

を介した細胞内のシグナル伝達を変えることにより、異なる機能を担う可能性が推測された。 

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 

ゼブラフィッシュの血管形成に関わると考えられる因子の胎生発生における real time PCR 解析

によって CL-P1 分子は心臓や血管形成時期に一致してその発現の亢進することが認められた。ま

た、その発現パターンは、VEGF や VEGF 受容体とは異なり、独自のパターンを示すことが明らか

になった。CL-P1 遺伝子ノックダウンによる表現型稚魚では、コラーゲン領域を欠損する部分

CL-P1 では形態回復が見られないことより、CL-P1 分子のコラーゲン領域が胎生期の血管形成に

重要な役割を持つことが明らかになった。また、表現型出現稚魚では特に VEGF mRNA の低下が

認められたが、VEGFmRNA 過剰投与にても十分な出現型回復は認めず、VEGF・VEGF 受容体系

以外の血管発生の経路の可能性が推測された。 

 

黒木グループ 

肺コレクチンのうち SP-A は１８量体の花束様構造を呈し、SP-D は１２量体の十字架様構造を呈

している。SP-A は、非リガンドの smooth LPS 惹起炎症反応を抑制するが、リガンドである rough 

LPS 惹起炎症反応に対しては抑制効果を示さない。今年度においては、SP-D が、SP-A と同様に、

カルシウム依存性に sMD-2（組換え可溶型 MD-2）に結合することを明らかにした。単クローン抗体

による阻止実験および抗体のエピトープマッピングから、SP-D は糖鎖認識領域(CRD)を介して

sMD-2に結合することがわかった。さらに、Glycopeptidase Fによる糖鎖除去sMD-2、および、N型

糖鎖付加に関わる Asn26 と Asn116 を Ala に変換した sMD-2 変異体にも、SP-D は結合したので、



SP-D は、MD-2 と蛋白間相互作用を介して結合すると考えられた。次に、SP-D の LPS 惹起炎症

反応に対する効果を調べたところ、SP-A と違って、smooth LPS と rough LPS の両者に対して、抑

制効果を示した。SP-D の N 末端側とコラーゲン様領域を SP-A と置換した SP-A/SP-D キメラ体で

は、SP-D のもつ rough LPS 惹起炎症抑制効果が著しく現弱しており、このことは SP-D の十字架様

構造の重要性を示している。 

TLR4 の細胞表面発現における MD-2 の役割については、一定の見解が得られていない。

HEK293 細胞では、野生型 TLR4 は MD-2 非存在下でも細胞表面に局在することができる。N 型

糖鎖の修飾を受けて 110 kDa と 130kDa の TLR4 が発現するが、レクチンブロット解析により、前者

はハイマンノース型で、後者はコンプレックス型であることがわかった。細胞表面ビオチン化により、

コンプレックス型の 130 kDaTLR4 のみが細胞表面に出現することがわかった。しかし、Cys８８を Ala

に変換した変異型 TLR4 単独では細胞表面への発現はなく、110 kDa のハイマンノース型糖鎖付

加のTLR4のみが発現した。MD-2との同時トランスフェクションにより、初めてコンプレックス型糖鎖

を有した 130 kDaTLR4 が発現し、細胞表面に局在した。以上の結果は、MD-2 が少なくとも変異型

TLR4 の細胞表面発現に必須であることを示しており、MD-2 が TLR4 を細胞表面局在に導く能力

を有していることを示唆している。 

 

２－Ⅱ：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 19 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 の分子機構」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について：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 19 年度は以下のような知見を得た。（i）食細胞 NADPH オキシダーゼの酵素の本体は

gp91phox（膜蛋白質）であるが、gp91phox は、NADPH から電子を受け取り、その電子を伝達して最終

的に酸素分子に渡しスーパーオキシドを生成する。この電子伝達に必要なアミノ酸残基の同定に

成功した。(ii) gp91phox は、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が、このヘ

テロダイマー形成に必要な領域を明らかにした。(iii) p47phoxはgp91phoxの活性化に必須の蛋白質で

あるが、p47phox と p22phox の相互作用が p47phox のファゴゾームへの targeting に必要であること、この

過程には p47phoxのリン酸化が必要であること等を明らかにした（論文準備中）。(iv) p67phox の N 末の

SH3 ドメインは、gp91phox の活性化を増強する働きがあることを示した（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 の分子機構につい

て： ファゴゾームへの targeting に重要な p40phox は N 末から、「PX−SH3−PB1」というドメイン構造を

している。平成 18 年度は、「p40phox-PX による PI3P 結合」が、PB1 ドメインが PX ドメインと分子内結

合することによって調節されていることを明らかにしていた（Honbou et al. EMBO J., 2007）。平成



19 年度は、PB1 ドメインと PX ドメインと分子内結合は、p40phox がファゴゾームのみに target されるた

めに必要であることを示した（論文準備中）。 

 

（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

いたが、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 19 年度は、以

下のことを明らかにした。 

(2-1) Nox1 について：平成 18 年度に、Nox1 の活性化に必須の Noxo1 は、分子内結合により負に

調節されていることを示していた （Yamamoto et al. BBRC, 2007）。平成19年度は、細胞刺激時に

Noxo1 がリン酸化されること、このリン酸化により Noxo1 のこのフォメーション変化がおこり分子内結

合が切断された結果、Noxo1 と Nox1 および Noxa1 との相互作用が強化され、Nox1 が活性化され

ることを示した （論文準備中）。また、Rac は Nox1 の活性化にも関与することを明らかにしていたが、

これには Rac の insert region は不要であることを示している（論文準備中）。 

(2-2) Nox3 について：平成 19 年度は、Rac1 が Nox3 の活性化にも関与することを明らかにし、特に、

p67phox 存在下での Nox3 活性化に重要な役割を果たすことを示すとともに、Rac1 の作用は p67phox

の膜移行を誘導することによるものであることを明らかにした（Miyano et al., Biochimie, 2007）。また、

Rac2 や Rac3 も Nox3 を活性化できることを明らかにしている（論文準備中）。 

 

 

３．研究実施体制  

 

３－Ⅰ：藤田､若宮､黒木グループ 

（１）「藤田禎三」グループ 

①研究者名：藤田 禎三（福島県立医科大学） 

②研究項目 

・補体レクチン経路の分子機構の解析 

 

（２）「若宮伸隆」グループ 

①研究者名：若宮 伸隆（旭川医科大学） 

②研究項目 

・新規膜型コレクチンの機能解析 

 



（３）「黒木由夫」グループ 

①研究者名：黒木 由夫（札幌医科大学） 

②研究項目 

・分泌型コレクチンと Toll 様受容体による炎症制御とマクロファージ活性化機構 
 

３－Ⅱ：住本､神田､伊藤グループ 

（１）「生化学・分子生物学」グループ 

①研究者名：住本 英樹（九州大学生体防御医学研究所） 

②研究項目 

・生化学・分子生物学・細胞生物学・発生工学的手法による分子認識機構解明 

 

（２）「構造生物学」グループ 

①研究者名：神田 大輔（九州大学生体防御医学研究所） 

②研究項目 

・構造生物学的手法による分子認識機構解明 

 

（３）「分子遺伝学」グループ 

①研究者名：伊藤 隆司（東京大学大学院新領域創成科学研究科） 

②研究項目 

・分子遺伝学的手法による分子認識機構解明 
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