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研究成果の概要（和文）：本研究では、尿路病原性大腸菌に対する生体防御における、肺コレクチンの構造と機
能の相関を、野生型の肺コレクチンおよびキメラタンパク質を用いて解析した。コレクチンの機能は解析緩衝液
の組成により予想以上に変化することが明らかとなった。さらに、菌体凝集作用や菌体増殖抑制作用を示すのに
必要なタンパク質の領域も明らかにすることができた。二種類の肺コレクチンが共存したときには、予想に反し
て相乗的な効果はみられず、むしろ競合するような結果が得られた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the correlation between structure and function of
 lung collectins in host defense against uropathogenic Escherichia coli. The function of collectins 
dramatically changed depending on the composition of the analysis buffer. We also identified the 
region of the proteins required to exhibit the bacterial cell aggregation and the bacterial cell 
growth inhibitory activities. When the two types of lung collectins (SP-A and SP-D) coexisted, no 
synergistic effect was observed, but rather competitive effect was obtained.

研究分野： 生化学

キーワード： 自然免疫　コレクチン

  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、異所性に発現している肺コレクチンの機能を考察するうえで重要な知見になると考えられる。
これらの知見を基にさらなる研究を行い、コレクチンによる尿路病原性大腸菌に対する自然免疫機構の全体像が
明らかにできれば、尿路感染症のリスク評価や予防法の開発などにつながると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
（１）肺コレクチン（肺サーファクタントタンパク質 A および D、以下 SP-A および SP-D と省

略）は、肺胞 II 型細胞で産生され肺胞腔に分泌されるタンパク質で、肺サーファクタント
の構成成分として発見された。コレクチンとは、コラーゲン様の構造を示すドメインをあわ
せもつレクチン（糖を認識するタンパク質の総称）である。肺コレクチンは、宿主細胞や細
菌の表層に存在する糖鎖を認識することで、呼吸器の自然免疫において重要な役割を果た
す生体防御レクチンである。 

 
（２）肺コレクチンの主要な発現組織は呼吸器であるが、胃、泌尿器などの組織においても発現

が確認されている。しかしながら、これら異所性に発現している肺コレクチンの機能を解析
した報告は少なく、呼吸器以外の組織でどのような役割を果たしているのかは不明であっ
た。 

 
（３）尿路感染症を繰り返す患者では、尿中における肺コレクチンの濃度が有意に低いことが報

告されていた。そこで、尿路病原性大腸菌に対する肺コレクチンの生体防御機能を解析した
ところ、SP-A と SP-D はいずれも尿路病原性大腸菌が尿路上皮へ接着するのを抑制した。
一方で、尿路病原性大腸菌を凝集する作用や、増殖を抑制する作用の解析では、SP-A と SP-
D は異なる挙動を示した。 

 
（４）尿路上皮で発現している肺コレクチンが生体防御機能を果たしていることは明らかとな

ったが、上述したような作用の違いを説明するためには、肺コレクチンの構造と機能の相関
を解析する必要があると考えられた。 

 
 
２．研究の目的 
 
（１）肺コレクチンはそれぞれ特徴的なオリゴマー構造を形成している。SP-A は 18 量体を形

成し、花束のような構造をしている。一方、SP-D は 12 量体を形成し、十字架のような構
造をしている。このようなオリゴマー構造の違いが、尿路病原性大腸菌に対する作用にどの
ような影響を与えるのかを明らかにする。 

 
（２）生体内では SP-A と SP-D は共存している。これまでは個々のタンパク質の機能解析を行

なってきたが、両者が共存した場合、単に相加的な作用を示すのか、あるいは相乗的な効果
がみられるのかを解析する。 

 
 
３．研究の方法 
 
（１）SP-A と SP-D のキメラタンパク質の調製 

肺コレクチンのオリゴマー構造は、それぞれのタンパ
ク質の N 末端側領域により規定される。一方、糖認識の特
異性は C 末端側領域により規定される。したがって、SP-
A の N 末端側領域と SP-D の C 末端側領域を組み合わせ
たキメラタンパク質（A/D chimera）を作成すると、オリ
ゴマー構造は SP-A のような花束構造であるが、糖認識の
特異性は SP-D というようなタンパク質となる。本研究で
は、このような組換えタンパク質を調整し、SP-A や SP-D
と機能を比較した。 

 
（２）大腸菌に対する凝集作用の測定 

大腸菌の懸濁液に肺コレクチンを混合して一定の時間静置する。静置後に吸光度を測
定することで細菌を凝集する活性を評価することができる。使用する緩衝液を変更したり、
肺コレクチンを混合して加えるなど、様々な条件下で解析を行なった。 

 
（３）大腸菌に対する増殖抑制作用の測定 

大腸菌と肺コレクチンを混合して培養し、一定時間後に寒天培地に培養液を播いてコ
ロニーを形成させる。形成されたコロニー数をカウントすることで増殖抑制作用を評価し
た。使用する培養条件を変えたり、肺コレクチンを加えるなど、様々な条件下で解析を行



なった。 
 
（４）大腸菌への結合能の解析 

大腸菌の懸濁液にコレクチンを混合し、一定時間インキュベートした後に遠心分離に
より大腸菌を回収する。回収した大腸菌に結合しているコレクチンをウエスタンブロッテ
ィングにより検出した。 

 
 
４．研究成果 
 
 緩衝液の条件を変化させた場合の活性をまとめると、下表のような結果になった。これらから
分かることを以下にまとめる。 
 
 Ca2+存在下 Ca2+非存在下 

SP-A SP-D A/Dchimera SP-A SP-D A/Dchimera 
凝集 − ++ + − − − 

増殖抑制 − ++ − ++ − + 
 
 
（１）大腸菌に対する凝集活性を示すには、SP-D の C 末端側領域（糖認識領域）を含むことが

必須である。コレクチンの糖認識領域は Ca2+依存性（C 型レクチン）であり、凝集活性が完
全に Ca2+に依存していることも、糖認識領域が重要であることを裏付けている。オリゴマ
ー構造は必須ではないが、十字架様のオリゴマー構造が最適である。これらの結果は、以前
の研究成果から推定されるものと矛盾はなく予想通りの結果であった。 

 
（２）大腸菌の増殖を抑制する活性には、コレクチンの N 末端側領域が重要であると考えられ

る。今回の解析では、N 末端側領域のアミノ酸配列そのものが重要なのか、あるいはオリゴ
マー構造が重要なのかは明確にできなかったが、今後の解析で明らかにしていきたい。興味
深い点は、Ca2+の有無で必要となる N 末端側領域が異なることである。すなわち、Ca2+存在
下では SP-D の、非存在下では SP-A の N 末端側領域が重要であると考えられる。 

 
（３）表のように活性の有無が生じるのは、条件によってはそもそもコレクチンが大腸菌に結合

できないからである可能性がある。そこで、コレクチンと大腸菌の結合を解析してみたが、
Ca2+の有無に関わらず、すべてのコレクチンが大腸菌に結合していた。結合しているにも関
わらず、Ca2+の有無で活性が大きく異なることから、コレクチンは Ca2+の有無によって異な
るリガンドを認識していると考えられる。本研究の当初計画では、尿路病原性大腸菌の表面
に存在するコレクチンのリガンドを単離・分析する予定であったが、技術的な理由でリガン
ドの単離には至らなかった。今後、リガンドの単離に継続して取り組み、コレクチンと尿路
病原性大腸菌の結合の詳細を明らかにしていきたい。 

 
（４）コレクチンを混合して解析に使用することで相乗的な効果が得られるのかを解析した。

様々な条件を検討したが、相乗的な効果は見られなかった。むしろ、SP-A は Ca2+存在下に
おける SP-D の増殖抑制活性を阻害する傾向がみられた。A/D chimera については、SP-A と
は相加的に、SP-D に対しては抑制的な効果を示した。 

 
以上のように、本研究では大腸菌に対する生体防御機能におけるコレクチンの構造―機能相

関について多くの知見を得ることができた。研究開始当初には、コレクチン間に相乗的な効果が
あると予想していたが、むしろ抑制的にはたらくことは意外な結果であった。これまで、コレク
チンの機能解析に関する報告において、SP-A と SP-D を混合して解析したというものはほとん
どなく、in vitro での生化学的な解析結果から生理機能を議論する上では重要な知見になるもの
と考えられる。 
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