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研究成果の概要（和文）：ヒト M-フィコリンの病原体認識には、活性型-不活性型間の２状態構

造平衡が重要であるという仮説の検証を通して、その異物認識機構の解明を試みた。その結果、

pH 依存性２状態平衡の存在を証明し、それに関与する残基の同定に成功した。また M-フィコリ

ンと、C反応性蛋白質との相互作用機構について新たな知見を得た。さらに M-フィコリンの NMR

解析のための Brevibacillus発現系を用いた新規安定同位体標識法の確立に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：The pathogen-recognition mechanism of human M-ficolin was 

investigated on the basis of our predicted 2-state conformational equilibrium model. We 

found the evidence of the pH dependent equilibrium between active and non-active states 

of the protein, and identified its related residues. New findings of the interaction 

between M-ficolin and C-reactive protein were obtained. In addition, we established the 

stable isotope labeling method of secreted proteins, such as M-ficolin, by using the 

Brevibacillus expression system for NMR study. 
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１．研究開始当初の背景 
 フィコリンは、自然免疫における異物認識
分子として働く生体防御レクチンの一種で、
ヒトでは三種（L、M、H）の存在が知られて
いる。この蛋白質は、N 末端側のコラーゲン

様ドメイン（COL）と、C 末端側の糖鎖結合能
を持つフィブリノーゲン様ドメイン（FBG）
によって構成され、3 量体を基本単位とする
多量体を形成する分泌性蛋白質である。 
 フィコリンの異物認識機構については、こ
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れまでに多くの研究が行われており、認識す
る病原体の種類や、補体活性レクチン経路へ
の関与などが明らかになり、さらに FBG ドメ
インの結晶構造解析から、その３量体形成機
構および基質結合部位が明らかとなった。こ
のような現状にも関わらず、フィコリンによ
る異物認識および排除の分子機構について
は未だ不明な点が多い。特に興味深い点とし
て、フィコリンの基質が、N-アセチルグルコ
サミン（GlcNAc）など生物に普遍的に存在す
る糖鎖であり、守るべき自己細胞表面にも存
在しているにも関わらず、フィコリンが病原
体のみを認識するという事実が挙げられる。 
 我々は、世界で初めて M-フィコリン FBG ド
メインの結晶構造を明らかにし、3 量体化に
よって形成される基質結合部位の規則的な
空間配置が、病原体表面の高密度基質の認識
に不可欠であるという知見を得た。さらにそ
の活性解析から、基質結合領域に His 残基由
来と予想される、pH 依存性の活性型-不活性
型間２状態構造平衡が存在するという独自
のモデルを導き、これらの結果を基に、M-フ
ィコリンの異物認識機構に関して、以下の仮
説を提唱した。 
（１）この 2 状態構造平衡では、基質に直接

結合する Asp282-Cys283 間ペプチド結
合における  cis（活性型）-trans
（不活性型）異性化を伴うため、単量
体での基質結合能が極めて低くなる。 

（２）単量体での基質結合能は極めて低いが、
多量体形成による多価化により、病原
体表面の高密度基質との接触確率を増
加させ、親和性を高める。 

（３）基質密度の低い自己細胞表面には、多
量体形成による多価化の効果が無いた
め結合しない。 

 低基質結合能分子の多量体形成は、自然免

疫の生体防御レクチンでは極めて多く見ら

れる。上記の仮説が証明されれば、単量体の

基質結合能が低いほど、かつ多量体形成数が

多いほど、自己-非自己識別能が高いという、

生体防御レクチンにおける一般法則も導か

れる可能性がある。 

 これまで考えられていたフィコリンの異

物認識機構では、多量体形成の重要性は指摘

されていたが、実際に多量体化の有無による

活性について十分に比較検証された例がな

く、また個々の単量体における低親和性の重

要性については全く注目されていなかった。 

 
２．研究の目的 
 本研究は、多量体を形成する種々の生体防

御レクチンによる異物認識機構の一般法則

の発見を目指し、M-フィコリンの異物認識に

おける多量体形成の必要性と、低親和性の要

因となる２状態構造平衡モデルの検証を目

的とした。 

 本研究目的のためには、多量体形成の有無

による活性解析、および Asp282-Cys283 間ペ

プチド結合の cis-trans異性化平衡の検証を

行わなければならない。そこで本研究期間に

おける到達目標として、（１）単量体および

多量体 M-フィコリンの基質結合活性の比較

検証、（２）NMR を用いた単量体 M-フィコリ

ンの溶液構造の解析の 2 つを設定した。 

 
３．研究の方法 
（１）試料調製 
 ヒト M-フィコリン全長、FBG ドメイン、お
よびその種々の変異体蛋白質は、
Brevibacillus choshinensis分泌発現システ
ム（Takara Bio）を用いて調製した。発現蛋
白質はいずれも C末端側に 6xHis タグを付け
るように設計した。一般的にフィコリンは、
天然状態で12-18 量体という多量体を形成し
ているが、Brevibacillusにより発現させた
全長 M-フィコリン（full）は、SDS-PAGE お
よび動的光散乱（DLS）解析から、3量体のみ
を形成していることが明らかとなった。この
ため、多量体と三量体の M-フィコリンの活性
比較は不可能となった。一方、三量体 M-フィ
コリン FBG ドメイン（FD1）は、Phe127 およ
び Leu128 をそれぞれ Ser などに置換すると、
容易に単量体 FBG ドメイン（SS）となること
が DLS 解析により明らかとなった。これらの
事より、full、FD1 および SS の活性解析を行
い、COL ドメインの有無による活性比較（full
対 FD1）、単量体と 3 量体 FBG ドメインの活性
比較（SS 対 FD1）を行った。 
 
（２）GlcNAc 結合活性測定 
 活性測定には、GlcNAc アガロース（Sigma）
を用いたプルダウンアッセイ法および Zonal 
Affinity Chromatography（ZAC）法を用いた。 
 プルダウンアッセイ法では、GlcNAc アガロ
ース 20 µl の入った MicroSpin カラム（GE 
Healthcare）に、100 µl の目的蛋白質溶液
（0.1-0.2 µg/ml 蛋白質、50 mM Tris-HCl pH 
8.0、150 mM NaCl、5 mM CaCl2）を添加し、4℃
で 2 時間インキュベートすることで、GlcNAc
に結合した蛋白質を分離した。結合した蛋白
質は、100 µl の結合緩衝液により一度洗浄し
た後、100 µl の GlcNAc 溶液（0.5 M GlcNAc、
50 mM Tris-HCl pH 8.0、150 mM NaCl、5 mM 
CaCl2）により溶出した。フロースルー、洗浄
溶液および溶出液の各溶液中の目的蛋白質
の濃度を、カラムに添加する前のそれと比較
し、結合の有無および強弱を判断した。 
 ZAC 法では、500µl GlcNAc アガロースを
Tricorn empty カラム 5/20（GE Healthcare）
に導入し、AKTAexplore 10S システム（GE 
Healthcare）に接続した。全ての操作は、4˚C
で行い、試料条件は 0.2 mg/ml 蛋白質、50 mM 



MES-NaOH pH 7.0、150 mM NaCl、5 mM CaCl2
で行った。また、基準となる非結合試料にお
ける溶出位置の確認には、0.5 M GlcNAc を含
む緩衝液を用いた試料で行った。カラムは予
め、使用する緩衝液にて平衡化した後に、試
料の添加を行った。流速は毎分 0.1 ml で行
い、試料添加後 50 分間送液を続け、280 nm
の吸光度変化および SDS-PAGE により溶出蛋
白質の解析を行った。 
 
（３）GlcNAc 結合-解離実験 
 FD1の2状態平衡の存在を確かめるために、
300 µl の FD1 溶液（0.1 µg/ml FD1、50 mM 
MES-NaOH pH 7.0 or 6.2、150 mM NaCl、5 mM 
CaCl2）を、GlcNAc アガロース 20 µl の入っ
た MicroSpin カラムへ添加し 4℃で 2時間イ
ンキュベートした。その後、GlcNAc カラムに
結合した FD1 の洗浄操作による解離実験、お
よびフロースルー溶液中の FD1 の GlcNAc 結
合活性測定を行った。 
 解離実験では、FD1 が結合した GlcNAc カラ
ムを、300 µl 各結合緩衝液にて 4℃で 2 時間
インキュベートし、その作業を 3 回繰り返し
た。この洗浄作業後にカラムに結合して残っ
た FD1 を、300 µl GlcNAc 溶液にて溶出した。 
 フロースルー溶液中のFD1の活性解析では、
200 µl のフロースルー溶液を新たな GlcNAc
カラムを用いて、4℃で 2 時間インキュベー
トし、結合した FD1 を 200 µl GlcNAc 溶液に
て溶出し、2回目のフロースルー溶液中のFD1
と共に濃度解析を行った。 
 
（４）安定同位体標識法確立 
 Brevibacillus分泌発現システムを用いた
安定同位体標識には、クロレラ工業の C.H.L.
培地が、菌の発育および目的蛋白質の発現の
いずれにも適していることが我々の研究で
明らかとなっていた。そこで、この発現系に
よるアミノ酸選択的安定同位体標識法の確
立のために、非標識 C.H.L.培地に、15N 標識
アミノ酸を 100 mg/l となるように添加した
C.H.L.培地を調製した。モデル試料として、
比較的安定でNMR 信号の帰属がすでに成され
ている 12-kDa ヒト FK506 結合蛋白質（FKBP）
を用いた。Pro 以外の 19 種類のアミノ酸につ
いて、各 15N 標識アミノ酸含有 C.H.L.培地を
作成し、各培地から得られた標識 FKBP の
1H-15N HSQC NMR スペクトル解析から、
Brevibacillusを用いて選択的に標識出来る
アミノ酸について検討した。その結果、9 種
類のアミノ酸において選択的標識が可能で
あることが判明した。この結果を踏まえ、M-
フィコリンの安定同位体標識試料を作成し、
NMR スペクトルを測定した。 
 
（５）M-フィコリンと CRP の相互作用解析 
 最近になりフィコリンが急性期蛋白質で

ある C 反応性蛋白質（CRP）と相互作用し、
認識する病原体を広げている可能性が示さ
れた。これは、フィコリンの新たな異物認識
機構が存在することを示しているが、CRP と
フィコリンとの相互作用機構については不
明な点が多い。そこで、プルダウンアッセイ
法および ZAC 法を応用して、CRP と M-フィコ
リンとの相互作用解析を行った。試料として、
CRP とフィコリンの混合溶液（0.2 mg/ml CRP、
0.2 mg/ml full、FD1 または SS、50 mM MES pH 
7.0、150 mM NaCl、5 mM CaCl2）を用い、実
験は全て 4˚C で行った。また、His タグ精製
用のHis-Accept（HA）レジン（Nacalai Tesque）
も、プルダウンアッセイ法に用いた。 
 
４．研究成果 
（１）M-フィコリンの His 依存性活性および
2状態平衡の証明 
 これまでの我々の研究で、FD1 は 3 残基の
Hisに由来すると予想されるpH依存活性を示
すことが明らかとなっていた。そこで、FD1
に含まれる 6 つの His 残基（132、194、215、
251、284 および 297）に変異を加えた FD1 の
GlcNAc 結合活性を、プルダウンアッセイ法を
用いて解析した。その結果、6 つの His 残基
のうち、His251、His284 および His297 が基
質結合能に不可欠な残基であることが分か
り、これらが FD1 の pH 依存活性の原因であ
ると結論した。また、GlcNAc 結合-解離実験
より、GlcNAc カラムを素通りした FD1 でも、
新たな GlcNAc カラムへアプライすると、pH
に依存して結合することが分かった。一方、
GlcNAc カラムに結合した FD1 も、緩衝液で洗
浄することで、pH に依存して解離することも
分かった。これらの結果は、FD1 が溶液中で
容易に活性型-不活性型の 2 状態平衡になっ
ていることを示しており、この平衡状態の存
在により、フィコリンは容易に基質と結合し、
かつ解離もすると考えられる。これはまた、
自己細胞表面のような低基質密度表面に、多
量体フィコリンが接触しても、単量体が基質
に結合した状態とほぼ同じであるため、容易
に解離出来ることを意味しており、これが自
己を認識しない機構であると考えられる。 
 
（２）full-FD1 および FD1-SS の活性比較 
 いずれも 3 量体である full と FD1 のプル
ダウンアッセイ法による GlcNAc 結合活性比
較を行った結果、両者の挙動に大きな差は確
認されなかった。これは、GlcNAc 結合には
COL ドメインの存在の影響がほとんど無いこ
とを示している。一方、三量体 FBG ドメイン
である FD1 と単量体 FBG ドメインである SS
では、明らかに SS の方が、結合活性が低下
しており、プルダウンアッセイ法では、SS の
ほとんどが素通り画分に溶出されていた。し
かし、ZAC 法による解析から、SS は結合能を



失っているのではなく、極めて弱い結合能を
示すことが分かった。単量体化のために変異
を加えた Phe127 および Leu128 は、基質結合
部位（Cys283 付近）とは、一次構造および三
次構造上、大きく離れた位置にあることから、
これらの変異が基質結合能に直接影響する
とは考えにくい。従って SS の基質に対する
弱親和性は、単量体 FBG ドメイン特有の性質
であると考えられ、多量体形成は、基質結合
能を増加させるために不可欠であることが
分かった。さらに、この多量体化の効果は、
病原体表面のような高基質密度表面に対し
てのみ有効であるため、非自己認識に極めて
重要であることを示唆している。 
 
（３）M-フィコリンの CRP 相互作用部位 
 CRP と full、FD1 および SS との各相互作用
を比較するために、GlcNAc レジンおよび HA
レジンを用いたプルダウンアッセイを行っ
た。GlcNAc レジンを用いた一連の実験では、
FD1 のみが CRP と結合し、full および SS と
は結合しないという結果を得た。一方、HA レ
ジンを用いた実験では、full、FD1 および SS
いずれもCRP と相互作用しないという結果に
なった。これらの結果から、CRP は 3 量体 FBG
ドメインに結合するが、単量体 FBG ドメイン
には結合しないことが明らかとなり、CRP が
結合する部位は、His タグの存在する C 末端
領域に近い領域であることが示唆された。C
末端領域は、立体構造上、FBG ドメインと COL
ドメインの接続領域に近接していることか
ら、full が CRP と結合しなかったのは、COL
ドメインの存在が立体障害となって、CRP と
の相互作用を阻害するためと予想した。そこ
で、FD1 の His タグを、C 末端ではなく、本
来 COL ドメインが存在するはずの N末端に付
与した蛋白質を作成し、その活性をプルダウ
ンアッセイ法により解析したところ、GlcNAc
レジンおよび HA レジンを使った場合のいず
れにおいても、CRP との相互作用は観測され
なかった。これは CRP と M-フィコリンとの相
互作用が、N 末端側の COL ドメインにより阻
害されることを明確に示しており、CRP は、
M-フィコリンの FBG ドメインにおける、COL
ドメインとの接続領域近傍に結合すること
を強く示唆している。一方、ZAC 法による解
析では、CRP は弱いながらも full と相互作用
していることが明らかとなった。これらの結
果から、CRP は M-フィコリンと相互作用する
が、その結合能は、COL ドメインの構造に依
存し、おそらく COL ドメインの折れ曲がりに
より、促進されるものと考えられた。このよ
うな COL ドメインの折れ曲がりは、多量体フ
ィコリンが病原体表面に分布する GlcNAc 等
の基質に結合したときに誘起されると予想
され、CRP と M-フィコリンの相互作用は、フ
ィコリンの病原体結合後により起こりやす

いということを示唆している。 
 
（４）M-フィコリンの安定同位体標識 
 M-フィコリンの病原体認識機構に関する
さらなる研究促進には、NMR を用いた解析が
必要だと考え、そのための Brevibacillus分
泌発現系によるアミノ酸選択的安定同位体
標識法の確立を試みた。FKBP をモデル蛋白質
として用いた解析から、この発現系では、Ala、
Arg、Asn、Cys、Gln、His、Lys、Met および
Val の 9 残基において、選択的に標識される
ことが明らかとなった。この方法を応用し、
SS の安定同位体標識試料を作成し、1H-15N 
HSQC NMR スペクトル測定にも成功した。しか
し、[α-15N]Cys および[α-15N]His 選択的標
識 SS の各 1H-15N HSQC NMR スペクトルでは、
基質結合に関与すると予測される Cys283 お
よび His284 の NMR 信号が観測されなかった
ため、現時点では 2 状態構造平衡モデルの検
証には至っていない。これは、基質結合領域
が不均一構造を取っているため、NMR 信号の
広幅化が起こったものと推察されたが、今後
さらなる検討が必要と思われる。 
 
（５）総括 
 本研究により、① M-フィコリンの 2 状態
平衡の存在証明、② 活性に関与する His 残
基の同定、③ 多量体化による FBG ドメイン
の基質結合能増加の証明、④ CRP との相互作
用機構の新たな知見の獲得、および ⑤ フィ
コリンを含む分泌性蛋白質のNMR 解析のため
の新規安定同位体標識法の確立をすること
に成功した。本研究は、代表者らが世界で初
めて成功したM-フィコリンFBGドメインの結
晶構造解析および機能解析結果を基に設計
されている。特に弱相互作用に着目して行わ
れた本研究から得られた成果は独自性の高
いものとなっており、Asp282-Cys283 間ペプ
チド結合の cis-trans異性化平衡についての
証拠は得られなかったものの、当初の目的を
ほぼ達成出来たと確信している。本研究結果
から、単量体では基質に対して低親和性を示
すことが「自己の非認識」に重要であるのに
対し、高基質密度のみを認識出来るように多
量体を形成することで「非自己の認識」を成
し遂げるという、自己-非自己識別機構の一
般的法則の存在が示唆された。これらの成果
は今後、フィコリンを含む多量体形成病原体
認識蛋白質の構造・機能解析を発展させ、さ
らには創薬応用へ繋がるものと期待される。 
 また、本研究で用いられた ZAC 法は、極め
て弱い分子間相互作用解析に適している解
析法であり、通常はカラムに固定化した基質
分子と流液中に含まれる分子との相互作用
解析に用いられるものであるが、本研究では
それをさらに発展させ、互いに弱く相互作用
し得る 2分子を同時に送液し、その相互作用



を評価するという新しい試みを行った。この
方法は、未完成の解析法であるが、定性的な
解析には十分使用出来ることを、本研究で示
すことが出来た。今後、CRP-フィコリン間の
ような、弱相互作用に対する新たな解析法と
して発展するものと期待される。 
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