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研究成果の概要（和文）：初年度において、各種リコンビナントコレクチン作成とその抗体作

成を行った。遺伝子改変動物の作成については、ノックアウトマウスはCL-P1、CL-K1について

両者とも、キメラマウスが樹立でき、さらにヘテロマウス作成が終了し、精子保存にてノック

アウト表現型解析に進んでいる。平成２２年度末の時点で、CL-P1は、仔マウスとして誕生せず、

胎生致死に関与する遺伝子であると考えられた。一方、CL-K1ノックアウトマウスは無事誕生し、

一見正常に見えた。しかしながら、ノックアウトマウス個体が野生型の通常マウスに比較して

小型であることや、誕生個体が少ないことより、個体発生や生育に関与する遺伝子である可能

性がでている。腎組織おける検討では、局在は異なるが両コレクチンの存在することが、本研

究により再確認されたが、上記マウスを用いた病態における意義については十分な解析結果が

得られていない、今後の検討が待たれる。   
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現在、慢性腎不全から人工透析へと移行
する患者は、毎年３万人規模で増加して
おり、一方、透析患者は、そのコントロ
ール・機器の進歩により、透析患者の長
期予後が改善されてきた。しかし、この
透析患者数の増加は、国民の医療費を増
大させる大きな原因となっており、慢性
腎疾患から人工透析に至る患者数を減
少させることは非常に重要な意味をも
つ。現在、腎不全の原因は、糖尿病性腎
症と IgA腎症などの慢性糸球体腎炎から
の進展が主であるが、はっきりした原因
が何であるかについては明らかになっ
ていない。しかしながら、何らかの物質
が腎糸球体に結合、沈着し、そのことが
引き金になって、免疫・炎症系の活性化
が引き起こされ、これらの炎症が繰り返
しおこることで、糸球体と尿細管にダメ
ージが加えられ、その後メサンギウム細
胞や糸球体基底膜の肥厚や異常増殖が
おこりろ過レベルが低下すると、それを
補うために腎糸球体と尿細管ろ過能の
異常代償がおこる、その結果さらに炎症
性因子の過剰分泌に伴う結合組織・繊維
化増大や糸球体・尿細管破壊に進み、こ
の悪性サイクルが長期に続き腎不全に
至ると考えられている。これら腎炎の治
療としては、劇症型や急性型には、免疫
抑制剤やステロイドの投与による免疫
システムの抑制が行われる。一方、慢性
型や長期の腎不全への移行を防ぐ方法
としては、腎血流量を低下させ、炎症性
因子の減少をもたらすと考えられてい
る ACE 阻害薬などの処方による、腎機
能正常化をめざす治療法が期待されて
いる。近年、IgA 腎症においては、血中
の IgAがその糖鎖にムチン様の異常糖鎖
をもつこと、これらのムチン型糖鎖を有
する IgA が、患者の腎糸球体に異常沈着
し、血中にも高濃度で存在することが報
告されている。しかも、新しい治療法と
して、ステロイドのパルス療法と扁桃切
除の組み合わせにより、血中の異常 IgA
低下にとともに、IgA 腎症の治癒するこ
とが報告されている。一方、糖尿病にお
いても、AGE 化合物が産生され、これ
らが腎組織に蓄積され、腎障害をおこす
可能性が明らかになっている。しかしな
がら、糖尿病や IgA 腎症などでは、「な
ぜそれらの物質が腎臓の糸球体に結合
し、沈着しやすいのか？」糸球体と尿細
管などには、これらの糖鎖に対応するレ
クチン様分子や AGE 化合物の受容体と
されている RAGE やスカベンジャー受
容体の報告はなく、そのメカニズムの解
明に突破口が無かった。申請者である若
宮は、ウイルスインヒビターとしての

MBL 研究から研究をスタートしたが、
生体防御コレクチンとは異なる、３つの
新規コレクチン遺伝子の同定に成功し、
新規コレクチン群の局在探索の過程で、
新規コレクチンが、腎組織にあることを
予備実験で見出した。 
 
 

２．研究の目的 
申請者は、本研究で、CL-K1 と CL-P1 遺伝
子の腎臓での発現や局在を分子レベルで明
らかにすること、トランスジェニックマウス
やノックアウトマウスやそれらと他の腎疾
患モデルマウスと交配させたマウスを作り、
それらの病態観察とその場における新規コ
レクチンの発現状態の比較検討を行うこと、
動物やヒトの種々の腎疾患の病態とコレク
チン分子の相互関係を明らかにし、個体レベ
ルでのそれらの役割を解明することを大き
な目的としている。 
 
 
３．研究の方法 
研究計画として以下の４つのプロジェク
トに分けられ、それぞれ遂行された。 

（１）リコンビナントCL-K1・CL-P1作成と
それらの抗体作成を行い、各種リガンド
との結合検討 

（２）CL-K1・CL-P1ノックアウトマウスと
トランスジェニックマウス樹立。 

（３）腎疾患モデルマウスや上記マウスとの
交配による腎病態解析とコレクチンの
局在検討 

（４）ヒトにおける種々の腎疾患における
CL-K1とCL-P1の発現解析と病態との
役割検討 

 
 
４．研究成果 
（１）リコンビナントコレクチンは、大腸菌
とハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞を用いて行
い、抗原を過免疫して、ポリクローナル抗体
と単クローン抗体を作成した。リコンビナン
トコレクチンに対して、糖質に対する反応性
や各種リガンドに対する反応性も同時に検
討された。また、得られた上記抗体の特異性
に関する検討は、ＥＬＩＳＡ法によって検討
され、現時点での最適な組み合わせを見出し
た。しかしながら、中和抗体を含め、さらな
る適切組み合わせセットを決定するには、さ
らの多くの種類の抗体作成が必要であると
考えられた。 
（２）遺伝子改変動物の作成については、ノ
ックアウトマウスは CL-P1、CL-K1 につい
て両者とも、キメラマウスが樹立でき、さら
にヘテロマウス作成が終了し、精子保存にて



 

 

マウスの種の保存が確認できてから、ノック
アウト解析に進んでいる。CL-P1 では、ヘテ
ロマウスの掛け合わせによる仔マウスとし
てヌルノックアウトマウスが誕生せず、さら
に妊娠 7 日、１０．５日においても胎仔が存
在せず、CL-P1 ノックアウトマウス表現型は
早期胎生致死であると考えられた。一方、同
じく作成された CL-K1 ノックアウトマウス
では無事に仔マウスは誕生し、一見正常マウ
スに見えた。しかしながら、本ＫＯマウスに
おいてもノックアウト同士の掛け合わせで
は胎生致死である結果がでており、いずれの
コレクチンにおいても、妊娠初期の形態形成
に関与することが明らかになった。トランス
ジェニックマウスについては、CL-P1、
CL-K1 両遺伝子において、ベクター作成が行
われ、すでに受精卵への打ち込みを行う段階
となっている。マウス作成による、胎生胚に
おける局在とその後のマスウにおける発現
局在の検討を次に行い、ノックアウトマウス
へのノックインによる表現型回復検討に用
いる予定である 
（３）腎疾患モデルマウスにおける組織染色
や腎機能不全モデルの作成を行った。次に、
遺伝子改変マウスと腎疾患マウスとの交配
による腎病態解析とコレクチンの局在検討
の予定であったが、平成２１年度に CL-K1
ＫＯマウスが樹立できたので、現在交配を行
っているところである。遺伝子解析により、
交配マウスが作成できた時点で次の検討を
行うことを予定している。 
（４）ヒトにおける種々の腎疾患における
CL-K1 と CL-P1 の発現解析と病態との役割
検討腎疾患についての検討は、ヒトでの各種
腎炎や腫瘍が存在する市販組織切片を用い
ての検討を行っている。その局在としては、
尿細管や糸球体において、その発現が正常腎
でも認められている。さらに、上記腎疾患組
織サンプルでは、一部腎炎においてコレクチ
ン遺伝子の発現増強が見られる所見が得ら
れているが、そのステージや腎障害のレベル
によって、その発現が相関するか否かなどに
ついては統計学位的な優位差を確認できて
いない。 
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