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研究成果の概要（和文）：本研究で作成できた CL-K1 の KO マウスについての表現型解析では、

KO マウスは、低体重であり、生育不全を認めた。つぎに、マウスにおける CL-K1 の発現解析

のための、マウス CL-K1 発現系の作成と、抗体作成を行い、プロタイプの測定システムを開

発した。一方、CL-P1KO マウスでは、TG マウスの作成が終了し、TG 発現による発現を組織

染色と real time PCR により選択し、KO マウスと TG マウスの交配を行い、胎生致死の改善

ができるかどうかの検討を行った。 
 
研究成果の概要（英文）：The basic study of CL-P1 and CL-K1 has been performed by using 
recombinant collectins and gene-modified mice. Both established recombinant collectins 
could produce their antibodies, which were used for the development of ELISA system and 
evaluation of tissue expressions in those mice and human. The knock-out mice with CL-P1 
and CL-K1 have been established. CL-K1 KO mice were analyzed using above antibodies. 
The prototype ELISA system for the evaluation of its blood concentration was established. 
The CL-P1 KO and TG mice have been established and their complementation experiments 
have been performed. 
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１．研究開始当初の背景 
レクチン研究は、糖タンパク質を精製するた
めの研究ツールとして植物レクチン研究で
開始された。その後動物レクチンの発見と膜
型肝臓レクチン研究から糖タンパク質のリ
サイクリングを行うエンドサイトーシス受
容 体 と し て 認 知 さ れ た （ Kawasaki, 
JBC1970）。さらに、川嵜、山科らのマンノ

ース結合レクチンの発見により、生体防御に
関与するコレクチン分子の存在が明らかに
された Kawasaki,BBRC1979, Super,Lancet, 
1989）。申請者らは reverse genetic 法により
３ 種 の コ レ ク チ ン 遺 伝 子 群
（CL-L1,CL-P1,CL-K1）を世界で初めてク
ローニングし , 本遺伝子群の遺伝子名を
HUGO に委託され COLEC と命名した。申
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請者らは、CL-P1 遺伝子が 742 個のアミノ酸
をコードする膜タンパクとしてヒトやマウ
スの血管内皮に発現し、酸化変性させた
LDL(酸化 LDL)や微生物（酵母、大腸菌、黄
色ブドウ球菌）と結合すること、さらにヒト
血管内皮細胞株の遺伝子発現抑制実験で、酵
母のファゴサイトーシスに直接関与するこ
とを明らかにし、生体防御に関与すること見
出した(Ohtani,:JBC2001, Jang:JBC2009)。
一方、CL-K1 遺伝子は CL-L1 発見(Ohtani: 
JBC1999）時にその存在が明らかになり
2006 年本遺伝子クローニングが行われ
(Keshi,: Micro&Immunol.2006）、その後マ
ウスにおいて血管平滑筋細胞に存在するこ
とを明らかにした（Motomura, J Histochem 
Cytochem 2008）。さらに申請者らはゼブラ
フィッシュ CL-P1 をクローニングし、ゼブラ
フィッシュにおいて血管内皮細胞に存在し
て血管形成に関わることを発見し、ノックア
ウトマウスで胎生致死の結果を得ている。さ
らに、CL-P1 が種々の酸化ストレス刺激によ
りその発現が増加すること（ Koyama, 
Hokkaido Igakushi2005）、通常は膜タンパ
クとして存在する CL-P1 が、刺激後には培養
液中に分泌型 CL-P1 として放出されること
を見いだしている。 
 
２．研究の目的 
本研究ではまず血管から主に分泌される２
つのコレクチンの血液での測定システムを
MUSTag 法を用いて樹立し、血管損傷の定量
的検査法を開発するための基盤研究を行う
ことを初期目的としている。そのためには分
泌型 CL-P1 のリコンビナント部分 CL-P1 の
作成とリコンビナント CL-K1 の作製を行い、
それらを用いた単クローン抗体や天然型
CL-P1、CL-K1 の多クローン抗体の作成が当
初の課題となる。多量体構造をとる分子であ
るために高分子量をもつタンパク質で、作成
した抗体のパネル化とグループ分けして十
分に解析し、数種の適正な測定組み合わせを
見出し、MUSTag 法を用いて高感度、同時多
検体測定システムの樹立を初年度と２年度
に行う。さらにこの期間に動物での血管損傷
モデル等を構築し、上記システムを利用して
の血管損傷測定系のプロトタイプを樹立す
ることを計画している。さらに、同時並行し
てその他の血管増殖因子関連の抗体を準備
し、血管新生、増殖、損傷などに関与すると
考えられる抗体をできるだけ用意し、それら
を一括して検出できる測定システムを、同様
に mus-tag 法を用いた高感度測定系を樹立
する。 
 
３．研究の方法 
 ＜平成２２年、２３年＞ 
（１） 分泌型 CL-P1 の測定システム樹立 

①．CL-P1発現システムの構築 
  a.大腸菌、酵母、バキュロウイルスによる
CL-P1 発現システムの構築 
  b.真核細胞を用いた CL-P1発現システムの
構築 
②．上記のリコンビナント CL-P1 の発現 
③．上記で発現作成された CL-P1 蛋白の精製 
④．上記 CL-P1 蛋白の機能解析 
⑤．発現 CL-P1 蛋白の動物（兎、ニワトリ、
マウス）の免疫 
⑥．マウス単クローン抗体の作成 
⑦．ポリクローナル抗体の採血 
⑧．単クローン抗体の機能評価と検討 
⑨．抗体の組み合わせによる分泌型 CL-P1 プ
ロトタイプ測定システムの組み上げ 
 
（２） CL-K1の測定システム樹立 
①．CL-K1発現システムの構築 
  a.大腸菌、酵母、バキュロウイルスによる
CL-K1 発現システムの構築 
  b.真核細胞での CL-K1発現システムの構築 
②．上記のリコンビナント CL-K1 の発現 
③．上記の CL-K1蛋白の精製 
④．上記の CL-K1蛋白の機能解析 
⑤．選択された CL-K1蛋白の動物（兎、ニワ
トリ、マウス）の免疫 
⑥．マウス単クローン抗体の作成 
⑦．ポリクローナル抗体の採血 
⑧．マウス単クローン抗体の機能評価と検討 
⑨．抗体の組み合わせによる分泌型 CL-K1 プ
ロトタイプ測定システムの組み上げ 
 
（３） 血管増殖関連因子：VEGF, FGF, PIGF, 
Angiopoietinの精製蛋白質やリコンビナン
ト蛋白質の購入を行う。また、スタンダード
になる抗体の購入も別個行う。 
①．動物（兎、ニワトリ、マウス）の免疫 
②．マウス単クローン抗体の作成 
③．ポリクローナル抗体の採血 
④．単クローン抗体の機能評価と検討 
⑤．抗体の組み合わせによる各種因子のプロ
トタイプ測定システムの組み上げ 
 
（４） MUSTag法測定システムの構築を行う。 
①．MBL高感度 ELISA測定システムの MUSTag
法に応用し、モデル測定系を作製する。 
②．CL-P1 の複数の測定システムを MUSTag法
に応用し、測定系を構築する 
③．CL-K1 の複数の測定システムを MUSTag法
に応用し、測定系を構築する 
④．血管増殖関連因子も同様に、MUSTag法で
の測定システムの組み上げを行う 
 
＜平成２３年、２４年度＞ 
（１） 分泌型 CL-P1の測定システムの評価 
①．分泌型 CL-P1測定システムのプロトタイ
プ測定システムの評価と選択 



②．分泌型 CL-P1測定システムの測定システ
ムのスタンダード測定の確立 
③．分泌型 CL-P1測定システムでの血液サン
プルでのスタンダード測定の確立 
④．分泌型 CL-P1測定システムでの正常健常
人の血液での検討 
⑤．分泌型 CL-P1測定システムでの動物での
血液でのスタンダード検討 
⑥．分泌型 CL-P1測定システムで、血管損傷
動物モデルでの血液での検討 
⑦．分泌型 CL-P1測定システムで、ヒト疾患
モデルとなりうる疾患対象を循環器内科講
座と協力して選択し、前方研究としてフォロ
ーアップしていく 
 
（２） CL-K1の測定システムの評価 
①．CL-K1測定システムのプロトタイプ測定
システムの評価と選択 
②．CL-K1測定システムの測定システムのス
タンダード測定の確立 
③．CL-K1測定システムでの血液サンプルで
のスタンダード測定の確立 
④．CL-K1測定システムでの正常健常人の血
液での検討 
⑤．CL-K1測定システムでの動物での血液で
のスタンダード検討 
⑥．CL-K1測定システムで、血管損傷動物モ
デルでの血液での検討 
⑦．CL-K1測定システムで、ヒト疾患モデル
となりうる疾患対象を循環器内科講座と協
力して選択し、前方研究としてフォローアッ
プしていく 
 
（３） 血管増殖関連因子：VEGF, FGF, PIGF, 
Angiopoietin測定システムの評価 
①．血管増殖関連因子測定システムのプロト
タイプ測定システムの評価と選択 
②．血管増殖関連因子測定システムの測定シ
ステムのスタンダード測定の確立 
③．血管増殖関連因子測定システムでの血液
サンプルでのスタンダード測定の確立 
④．血管増殖関連因子測定システムでの正常
健常人の血液での検討 
⑤．血管増殖関連因子測定システムでの動物
での血液でのスタンダード検討 
⑥．血管増殖関連因子測定システムで、血管
損傷動物モデルでの血液での検討 
⑦．血管増殖関連因子測定システムで、ヒト
疾患モデルとなりうる疾患対象を循環器内
科講座と協力して選択し、前方研究としてフ
ォローアップしていく。 
 
４．研究成果 
申請者らの発見した新規コレクチン分子
CL-P1、CL-K1は、直近の研究により両分子が
げっ歯類やヒトで血管内皮細胞と血管平滑
筋細胞に存在する事、さらにゼブラフィッシ

ュに血管領域に存在し遺伝子 knockdown実験
から血管形成に関与する事から、本両遺伝子
が血管新生や血管構築に深く関与する可能
性を推測した。本研究で、作成できた CL-K1
の KO マウスについての表現型の解析では、
KO マウスは、表現型低体重であり、生育不全
を認めた。つぎに、マウス CL-K1 発現系の作
成と、抗体作成を行った。一方、ヒト CL-K1
では抗体作成が成功し、プロタイプであるが
血中濃度測定システムを開発した。一方、
CL-P1KO マウスでは、胎生致死の再確認を行
い、胎生期のいつの時期に致死に至るかの検
討を行った。さらに、CL-P1TG マウスの作成
により、TG発現による発現を組織染色と real 
time PCR により、発現の高い系統を選択し、
KO マウスと TG マウスの交配を行い、胎生致
死の改善ができるかどうかの検討を行った。 
その後、血管新生・増殖・損傷に関連して分
泌するコレクチン分子や血管内皮細胞増殖
因子群に対する抗体を利用して、高感度で且
つ、一括して同時測定できるような、血管損
傷測を測定できるシステム開発を引き続き
行っている。 
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〔図書〕（計１件） 
 
１．シンプル微生物学、南山堂、東匡伸・小
熊恵二・掘田博編集、分担執筆（2011） 
 
〔産業財産権〕 
○出願状況（計３件） 
 
名称：新規コレクチンの製造方法 
発明者：若宮伸隆、芥子宏行、大谷克城、坂
本隆志、岸雄一郎 
権利者：扶桑薬品工業株式会社種類： 
番号：特願２０１１－２８４７９９ 
出願年月日：２０１１．１２．２７ 
国内外の別：国内 
 
○取得状況（計８件） 
 
名称：新規スカベンジャーレセプター 
発明者：若宮伸隆 
権利者：扶桑薬品工業株式会社 
種類：特願２００１－５５８２４５ 
番号：２００１－５５８２４５ 
取得年月日：２０１１．０２．１８ 
国内外の別：国内 
 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://www.asahikawa-med.ac.jp/dept/mc/
microbio/microbiology.html 
http://amcor.asahikawa-med.ac.jp/ 
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