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研究成果の概要（和文）： 
種々の哺乳動物の血清中に存在するカルシウム依存性のレクチンであるマンナン結合タン
パク質（MBP）は糖鎖を認識し結合することにより、先天性免疫に重要な役割を果たしてい
る。本研究では、この MBP の生理的条件下での内在性リガンドとして腎臓に見出された、
マトリックスメタロプロテアーゼであるメプリンと MBP との相互作用の分子機構、次いで、
その生理的役割を実験的虚血再灌流マウスの腎組織切片を用いて解明した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The molecular mechanism of the interaction between a Ca2+-dependent lectin, mannan- 
binding protein (MBP) and metalloproteases, meprins and its functional roles in the 
ischemia/reperfusion-operated mouse kidneys were studied. 
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１．研究開始当初の背景 
 マ ン ナ ン 結 合 タ ン パ ク 質 
(mannan-binding protein：MBP) はマンナン
結合レクチン（MBL）ともよばれ、報告者ら
によって発見された動物レクチン（糖鎖認識
タンパク質）である。MBP は、カルシウム依
存的に、マンノース、N-アセチルグルコサミ
ン、フコースに特異的に結合する。血清中の
MBP は補体系の活性化作用（補体活性化レクチ
ン経路）をもつなど、先天性生体防御因子とし

て働いている。しかしながら、生理的条件下
での MBP の内在性のリガンド（MBP によって
認識され、MBP に結合する物質）に関する知
見はほとんど得られていなかった。そこで、
報告者らがマウスの種々の組織切片を用い
て調べたところ、腎臓の皮質、近位尿細管の
管腔側において MBP のリガンドが高発現し
ていることを見出した。これらのリガンドは、
その後の生化学的研究により、メプリンαサ
ブユニット、 メプリンβサブユニットと同
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定された。 マウスのメプリンは高度に糖鎖
付加を受けた分泌型あるいは膜結合型の亜
鉛依存性マトリックスメタロプロテアーゼ
である。次いで、報告者らは MBP とメプリン
との相互作用およびその相互作用がメプリ
ンの酵素活性に与える影響について調べた。
その結果、MBP が、メプリンによる、細胞外
マトリックスの成分を含むさまざまタンパ
ク質分子の分解に対して阻害活性を持つこ
とを明らかにした。これはレクチンが酵素活
性を調節することを示す初めての報告とし
て注目され、この酵素阻害の分子機構に興味
が持たれた。また、MBP は虚血性腎障害に関
与しているとの報告があり、この原因として
腎臓における、メプリン-MBP の相互作用によ
る補体の活性化の関与が考えられた。そこで、
報告者らは、虚血再灌流マウス腎臓を用いて、
メプリン-MBP の相互作用の生物学的機能解
明の研究に着手した。 
 
２．研究の目的 
 動物レクチン MBP と、その内在性リガンド
であるマトリックスメタロプロテアーゼ メ
プリンとの選択的相互作用の分子機構およ
びその生理的役割の解明を目的として、以下
の 2 点について研究を行った。 
(1) MBP によるメプリンの酵素活性阻害機
構を酵素学的手法により解析する。 
(2) マウス メプリンの場合、αサブユニッ
トに 10 カ所、βサブユニットに 9 カ所の N-
結合型糖鎖の潜在的付加部位が存在するが、
生体内では実際にメプリン分子のどの部位
にどのような構造をもつ N-型糖鎖が付加さ
れているか、また MBP がどの糖鎖に結合して
メプリンの酵素活性を調節しているのかは、
まだほとんど明らかにされていない。MBP が
メプリンに高い選択性をもって結合する理
由を検討するために、メプリン上の MBP 結合
に関与する糖鎖の性質を解析する。 
(3) 虚血性腎障害の原因解明を目的として
MBP とメプリンの相互作用による補体活性
化について、in vitro アッセイおよび実験的
虚血再灌流マウスの腎組織切片を用いる免
疫染色、in situ ハイブリダイゼーションに
より解析する。 
 
３．研究の方法 
(1) MBP によるメプリンの酵素活性阻害機構
の解析。 
 当初。われわれがメプリンの活性測定に用
いてきた SDS-PAGE パターン解析法は、タン
パク質分子の分解を定性的に解析するのに
有効な方法であったが、MBP による酵素活性
阻害を酵素学的に解析することは困難であ
った。そこで新たに、アゾカゼインおよび合
成低分子量ペプチド基質などを用いて基本
的な酵素学的解析を追加して行った。すなわ

ち合成基質 succinyl-Ala-Ala-Ala-methyl- 
coumarylamide はメプリン により切断され、
aminomethylcoumarin(AMC)を生成するので
AMC の蛍光測定により酵素活性を測定できる。
この反応系に種々の濃度の MBP を加え、メプ
リンのプロテアーゼ活性の測定を行い、解析
した。 
(2) MBP-メプリンの相互作用にかかわる、メ
プリンの糖鎖の特徴の解析。 
① N-グリカナーゼ（PNGaseF）あるいはエ
ンド-β-N-アセチルグルコサミニダーゼ H 
(Endo-H)で消化し、消化物について MBP レク
チンブロットを行った。 
② MBP以外の種々のレクチンによるメプリ
ン酵素活性への効果の検索。 
 メプリンの活性阻害に直接関与している糖
鎖の性質を明らかにするために、種々の特異
性の異なる植物レクチンを用いて、メプリン
との結合性をレクチンブロットで解析したの
ち、結合性を示すレクチンについてメプリン
のプロテアーゼ活性に対する阻害効果の有無
を調べた。 
(3) MBPとメプリンの相互作用による、in 
vitro補体活性化作用の解析。 
 プラスチックプレートにメプリンを固定
化した後、 MBP, MASPs （ MBP-associated 
serine proteases）、補体成分 C4、HRP 標識
した C4b に対する抗体を順に加え、HRP の発
色基質により C4b の沈着の程度を測定し(図
1)、これを補体活性化の指標とした 

図 1. MBP-メプリン相互作用による補体活性
化作用の in vitro アッセイ 

 
(4) 腎虚血再灌流における、MBPとメプリン
の相互作用による補体活性化作用の解析。 
① 実 験 的 腎 虚 血 再 灌 流 (Ischemia/ 
Reperfusion：I/R) 障害マウスの作製。 
 ネンブタールで麻酔したマウスを37℃のホ
ットプレートで加温した状態で開腹し、両腎
動脈を血管用鉗子で挟み血流を停止させた。
40 分後、鉗子を除去し、筋膜を縫合して皮膚
を手術用ホッチキスで固定し、飼育した。Sham
マウスでは血流を停止させない。手術前、手
術後数時間ごとに尾から血液を採取し、血中
尿素窒素(BUN)値を測定して障害の指標とし
た。(4)-②以降の実験ではこれらの処置を施
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図 2.腎虚血再灌流マウスと Sham マウスに 
    おける腎障害指標となる BUN の測定 
 
② BUNがshamの約3倍に上昇している虚血後
6時間経過したマウス（図2）を用いて、免疫
染色、タンパク質定量、mRNA発現量の測定を
行い、in vivoにおける補体活性化について解
析し、虚血性腎障害にレクチン経路を介する
補体活性化が関与しているかどうかを検討し
た。 

 
４．研究成果 
(1) MBP によるメプリンのプロテアーゼ活性
阻害機構の解析 
①カゼイン、副甲状腺ホルモン、コラーゲン 
IV およびゼラチンを基質として、メプリンに
よる加水分解に対する MBP の影響を、
SDS-PAGE により調べた。その結果、これらの
基質はいずれもメプリンによる分解を受けた
が、その分解は MBP により濃度依存的に阻害
された。また、この MBP による阻害は、マン
ノースの添加により解除された。 
② 低分子合成基質である succinyl-Ala- 
Ala̶Ala-methyl coumarylamide を基質として、
メプリンのアミダーゼ活性に対する MBP の影
響を測定したところ、MBP はアミダーゼ活性
を阻害しなかった。 
 以上の結果より、基質がタンパク質の場合、
MBP はメプリンの活性中心付近の糖鎖に結合
することにより基質の活性中心への接近を
阻害し、基質の分解を妨げるが(図 3A)、基質
が低分子の場合には、MBP がメプリンの糖鎖
に結合していても、基質は活性中心に接近す
ることができるため、MBP はメプリンの酵素
活性を阻害できない(図 3B)ことが推定され
た。 
(2)MBP-メプリンの相互作用にかかわる、メ
プリンの糖鎖構造の解析。 
①メプリンの PNGaseF（N－グリコシド型糖鎖
をペプチドとの結合部位の根元より切断除 

  

 図 3 MBP によるメプリンのプロテアーゼ   

活性阻害機構 

 

去）処理により MBP との反応性が消失した。

このことより、MBP とメプリンの相互作用に

は N-型糖鎖が必須であり、O-型糖鎖は関与

していないと考えられた。また Endo H（高

マンノース型、複合型糖鎖を除去する酵素）

処理するとメプリンのMBPとの反応性が約3

分の 1 にまで低下した。このことから MBP 

は主として高マンノース型糖鎖を認識して

結合するが、一部は、メプリン分子上の複合

型糖鎖を介して結合すると考えられた。 
②植物レクチンである、ConA、PNA、LCA、AAL
についてメプリンのコラーゲン IV 分解に対
する影響を調べた。その結果、ConA により、
コラーゲン分解が阻害され、次いで AAL、LCA
により、ある程度阻害され、PNA は阻害効果
を示さなかった。これらの結果は MBP による
メプリンのプロテアーゼ活性阻害に高マン
ノース糖鎖、フコース糖鎖が関与しているこ
とを裏付けていた。 
(3) 腎虚血再灌流腎臓におけるMBPとメプリ
ンの相互作用による補体活性化作用に関する
研究。 
 最近、MBP ノックアウトマウスを用いた研
究により、腎虚血によって尿細管壊死が引き
起こされる過程に補体系が関与しているこ
とが示されている。しかし、腎虚血再灌流障
害における補体活性化の詳細な機構は不明
である。そこで、本研究において、虚血性腎
障害の原因解明を目的として、MBP とメプリ
ン相互作用による補体活性化について調べ
た。 
① in vitro における MBPとメプリンとの相
互作用による補体活性化。 
 ELISA による C4b 沈着でアッセイしたとこ
ろ、メプリンと MBP の相互作用により補体系
が効率的に活性化されることを明らかにす
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ることができた。 
② 虚血性腎障害のモデルとして用いられ
る 実 験 的 腎 虚 血 再 灌 流  (Ischemia/ 
Reperfusion、I/R) モデルマウスを作製した。 
③ I/R モデルマウスの腎臓の組織切片を用
いて、メプリン、MBP、補体成分の局在を免
疫組織染色により調べた。メプリンは、正常
な状態で発現がみられる皮質のみならず、髄
質においても観察された。また、近位尿細管
の形態変化が観察された。これらは損傷を受
けた近位尿細管細胞の刷子縁が脱落し、下流
に流されたためであると考えられた。また、
MBP および補体成分 C3b は、I/R マウスにお
いて、主に皮質の近位尿細管に、一部が髄質
に観察され、これらの一部がメプリンと共局
在していた。この結果より、in vivo におい
てもメプリンと MBP が相互作用し、補体系を
活性化することが示唆された。 
④ 化学架橋試薬により処理した、I/R マウ
スの腎臓皮質片より NP-40で抽出した可溶化
物を抗 MBP抗体、抗メプリン抗体で反応させ、
得られた免疫沈降物を SDS̶PAGE にかけ、ウ
エスタンブロットにより解析したところ、
I/R マウスでは Sham マウスに比べて、有意に
多量の MBPとメプリンが共沈してくることが
観察された。 
⑤ I/R モデルマウスの腎臓における MBP 
mRNA発現量の変化についてリアルタイム PCR 
を用いて調べた。コントロールである sham 
マウスと I/R マウスの間で MBP mRNA の発現
量に差異は認められなかった。したがって、
I/R による腎臓における MBP タンパク質の
量の増加は腎臓における MBPの発現量の増加
によるのではなく、近位尿細管周辺に張り巡
らされた血管から流出した MBP が尿細管に
沈着したことによると推定された。  
 以上の結果より、虚血性再灌流腎臓におい
て、MBP がメプリンに結合することが引き金
となって起こるレクチン経路による補体の
活性化によって、急性腎障害や出血が引き起
こされることが示唆された。 
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