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研究成果の概要（和文）： 
 
	
 ヒト H-フィコリンの役割を解明するために、フィコリン欠損マウスに一過性に H-フィ
コリンのみを発現するモデルマウスを作成した。このマウスの血清中では、H-フィコリン
はセリンプロテアーゼ MASP および sMAP と複合体を形成した。H-フィコリンは、肺炎
球菌を認識し補体系を活性化した。肺炎球菌による感染実験は継続中である。これらの結

果は、H-フィコリンが細菌感染の初期防御に関与することを示唆している。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
 To define the role of human H-ficolin in vivo, we generated a model mouse, 
ficolins A/B double-deficient mouse transiently expressing H-ficolin. In the serum, 
H-ficolin formed the complexes with serine proteases MASPs and sMAP. H-ficolin 
recognized a bacterial strain, Streptococcus pneumonia D39, and led to complement 
activation on this bacterium. The susceptibility of this mouse to bacterial infection is in 
progress. These results suggest that H-ficolin is involved in first defense against 
bacterial infection. 
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１．研究開始当初の背景 
 
N-アセチルグルコサミン(GlcNAc)に特異

的に結合する新規タンパク P35（のちに L-

フィコリンと改名）および P35関連タンパ

ク（M-フィコリンと改名）を見い出し、新

たなドメイン構造を有するレクチンである

こ と を 報 告 し た （ J Biol Chem 

271:2448,1996; Genomics 36:515, 1996）。フ

ィコリンは、血中ではセリンプロテアーゼ

Mannose-binding lectin (MBL)-associated 

serine proteases (MASPs)と結合しており、補

体活性化経路の１つであるレクチン経路を

活性化する（J Immunol 164:2281,2000； J 

Immunol 175:3150-3156,2005）。フィコリン

および MASP相同分子は、ヒトから脊索動

物ホヤに至る動物種に広く存在することを

示した（J Immunol 161:4924,1998; J Biol 

Chem 276:19959,2001; J Immunol 

170:4701,2003; Immunogenet 55:29,2003 な

ど）。以来、国内外において、フィコリンの

構造（X 線結晶回折を含む）と機能、血中

濃度や遺伝子多型と各種疾患との関連性に

ついて調べられてきた。 
	
 レクチン経路の認識分子としては、フィ

コリンの他にマンノース結合レクチン

（MBL）と CL-K1 (collectin11)が知られて

いる。これらの認識分子は、体内に侵入し

てきた微生物（細菌等）表面の PAMPs 

(pathogen-associated molecular patterns)や体

内でできた異常細胞を認識すると考えられ

ている。この認識に伴って、MASPsが活性

型に転換する。活性型 MASP-2 は補体 C2, 

C4を活性化し、MASP-1/3は補体第二経路

の D因子、B因子を活性化すると考えられ

ている。MBLについては、基礎研究と臨床

研究の両面から感染の初期防御に働くこと

が示されてきた。最近、CL-K1は胚発生に

おける形態形成に働くことが明らかになっ

た。しかし、フィコリンの機能については、

in vitroの解析から MBLと同様に感染防御

に働くと推定されているが、真の生理的役

割は明らかではない。 

	
 フィコリンのレクチン活性はフィブリノ

ーゲン様ドメインにあり、共通して N-アセ

チルグルコサミンを認識する。ヒトでは、

これまで３種類のフィコリンが同定されて

きた。このうち、L-フィコリンと H-フィコ

リンは、主に肝臓で産生され血中に存在す

る。M-フィコリンは、主に末梢血単球で産

生されるが、血中にはほとんど検出されな

い。系統発生学的解析から、L-フィコリン

はマウスのフィコリン Aに、M-フィコリン

はマウスのフィコリンBに相同もしくはご

く近い存在であることが判明した。一方、

H-フィコリンはヒトなど霊長類のみに存

在する。マウスの遺伝子は偽遺伝子化して

いることが判明した  (Genomics	
 84:737, 

2004)。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、フィコリンのなかでも、ヒト

など限られたほ乳類にのみ見られる H-フ

ィコリンに注目し、遺伝子改変マウスと組

換えフィコリンを駆使した解析により、in 

vivoでの働きと作用機構とを明らかにする。

このために、H-フィコリンのみを発現した
モデルマウスを作成し、その表現型を解析

する。とくに、H-フィコリンが非自己の認

識分子であることを示すとともに、他のフ

ィコリンとは何が異なり、なぜ一部のほ乳

類にのみ必要なのかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 



	
 

ヒト H-フィコリンを発現するマウスを作
成するために、フィコリン A/Bダブル欠損
マウスに組換えヒト H-フィコリンを静注
するか、またはベクターを静注して H-フィ
コリンを in vivo 発現させた。一過性にヒ
ト H-フィコリンを発現したマウスの表現
型は、形態学的、生化学的および免疫学的

手法により解析した。 
①	
 組換え H-フィコリンは、昆虫培養細胞
（ショウジョウバエ S2 細胞）と哺乳類培
養細胞（CHO 細胞）を宿主細胞として作
製し、天然に近い組換え蛋白を選択した。

組換え H-フィコリンの性状（単量体の分子
量、重合体の分子量、N型糖鎖と O型糖鎖
の含量など）は、ウェスタンブロットやゲ

ル濾過法で調べた。組換え H-フィコリンと
プロテアーゼ MASP-2 および MASP-2 の
短縮型蛋白 sMAPとの複合体形成は、それ
ぞれの組換え蛋白質を用いて、ウェスタン

ブロット法で調べた。その複合体による

N-アセチルグルコサミン結合プレート上
での補体 C4の活性化は、ELISA法で調べ
た。また、組換え H-フィコリンによる細菌
（ Staphylococcus aures, Streptococcus 
pneumonia, Aerococcus viridansなど）の
認識について、ウェスタンブロット法で調

べた。 
②	
 ベクター注入による H-フィコリンの
in vivo発現は、transposon-mediated long 
term gene expression法を用いた。すなわ
ち、発現ベクター（H-フィコリン cDNA
を含む pIRCMVベクター）と transposase
をコードする pFerH ベクターを、フィコ

リンA/Bダブル欠損マウスの尾静脈から同
時に注入した。マウス体内で発現し血液中

に分泌された H-フィコリンについて、発現
期間、生化学的性状および MASPs との複

合体形成、細菌上での補体活性化を、上述

の同様に、ウェスタンブロット、ELISA等
により調べた。 
③	
 H-フィコリン発現マウスの血清にお
けるレクチン経路の異常をフィコリン A/B
ダブル欠損マウスと比較した。レクチン経

路の活性は、マウス血清を GlcNAc-アガロ
ースカラムによりマンノース溶出分画

（MBL を含む）と GlcNAc 溶出分画（フ
ィコリンを含む）に分け、それぞれの分画

の GlcNAc-プレート上での C4 の活性化を
指標として調べた。また、不活化した細菌

上での補体 C3 の活性化・沈着は、FACS
法で調べた。 
④	
 細菌感染実験は、S. pneumonia D39
株を感染細菌として経鼻感染により施行し、

生存率を調べた。これに先立ち、野生型マ

ウスの感染での生存率を調べ、生存率 8割
を示す細菌量を求め、感染実験に使用する

細菌量とした。感染実験では、フィコリン

A単独欠損マウス、フィコリン B単独欠損
マウス、フィコリンA/Bダブル欠損マウス、
フィコリンA一過性発現フィコリンA欠損
マウス、フィコリン A一過性発現フィコリ
ン A/B ダブル欠損マウス、および H-フィ
コリン一過性発現フィコリンA/Bダブル欠
損マウスの生存率を求め比較した。各フィ

コリン欠損マウスでの一過性のフィコリン

発現には、上述の transposon-mediated 
long term gene expression法を用いた。感
染マウスの肺における菌数は、血液寒天培

地のコロニー数として計測した。 
	
 
４．研究成果	
 
	
 

①	
 マウスへの投与に適した天然に近い組

換え H-フィコリンを選ぶために、S2 細胞
と CHO 細胞で作製した組換え体の性状を
比較した、この結果、CHO 細胞で作製し



た 組 換 え 体 （ pcDNA3 ベ ク タ ー と

pIRCMV/pFFerH ベクターで作成したも

の共に）は、単量体の分子量（35kDa）、
重合体の分子量（400~600kDa、12~18 量
体相当）において、天然 H-フィコリン（ヒ
ト血清）に近い値を示した。また、その組

換え体は、MASP-2および sMAPに結合性
を示し、H-フィコリン/MASP-2/sMAP 複
合体を形成した。組換え体の性状の違いは、

おもに N 型糖鎖の量に起因し、CHO 細胞
で作製した組換え体の N 型糖鎖の量は S2
細胞のそれよりも多かった。さらに、細菌

との結合性を調べた結果、A. viridans と
S. pneumonia D39株に結合した。 
②	
 マウスにベクターを静注して、血清中

の H-フィコリンの発現を検討した結果、
H-フィコリンの発現は少なくとも 10 日間
確認できた。発現した H-フィコリンの分子
量は天然 H-フィコリンと同じであった。ま
た、発現した H-フィコリンは、血液中で
MASPs/sMAP と複合体を形成しているこ
とがわかった。これらの結果から、H-フィ
コリンの一過性発現には優れた方法である

ことがわかった。 
③	
 in vivo 発現させた H-フィコリンと
MASPs/sMAP との複合体は、GlcNAc-プ
レート上で C4 の活性化能を示した。さら
に、S. pneumonia D39 株に結合して C3
を活性化・沈着し、オプソニン化を亢進さ

せることがわかった。 
④	
 S. pneumonia D39株による感染実験
では、フィコリン A単独欠損マウス、フィ
コリンB単独欠損マウスおよびフィコリン
A/B ダブル欠損マウスのそれぞれが、感染
後 7日までの間に生存率が約 40%にまで低
下することがわかった。フィコリン A一過
性発現フィコリン A 単独欠損マウスでは、
フィコリンAの発現により低下していたレ

クチン経路の活性が回復し、感染実験の生

存率も有為に回復することがわかった。フ

ィコリンA一過性発現フィコリンA/Bダブ
ル欠損マウスでは、フィコリン Aの発現に
より、生存率は部分的に回復したが、統計

学的に有為ではなかった。これらの結果は、

S. pneumonia D39株感染に対する防御に
は、フィコリン Aとフィコリン Bの両者の
共存が不可欠であることを示唆している。

これらの結果に基づいて、H-フィコリンの
生存率に及ぼす影響を調べた。検討は現在

も継続中である。 
 
	
 これらの結果は、以下のように考察・結

論できる。 
１	
 H-フィコリンはマウス血中において、
MASPや sMAPと複合体を形成し、レクチ
ン経路の認識分子として働くことがわかっ

た。組換え体の性状の比較から、H-フィコ
リンの構造と機能には N 型糖鎖の正確な

付加が不可欠であることがわかった。すな

わち、N型糖鎖の付加は、H-フィコリン単
量 体 の 重 合 を 促 進 し 、 結 果 と し て

MASPs/sMAP との複合体形成に寄与する
ことが明らかになった。 
２	
 マウス個体への組換え H-フィコリン
の投与による H-フィコリン発現マウスの
作成には、大量の高度に精製された組換え

体が必要であった。とくに、組換え体の精

製法については再検討(プロテアーゼの混
入)が必要であることが判明した。一方、ベ
クター投与による H-フィコリン一過性発
現マウスの作成は、有用な方法であった。

このことから、今回の H-フィコリン発現マ
ウスの作成には、後者を用いた。 
３	
 H-フィコリンは、病原性のある S. 
pneumoniae を認識し、この細菌上でレク
チン経路を惹起することがわかった。この



ことから、H-フィコリンも生体防御の一翼
を担うことが明らかになった。しかし、細

菌に対する認識能力は、他のヒトフィコリ

ンである L̶フィコリン（マウスフィコリン
Aに相当）やM-フィコリン（マウスフィコ
リン Bに相当）に比較すると、かなり限定
的であった。 
４	
 H-フィコリンの S. pneumoniae に対
する認識は、他のフィコリンのそれと重複

しており、認識自体は H-フィコリンの特異
的機能とは考えられなかった。今後、この

認識が補体系の各成分の活性化にどのよう

な機構で働くのか、また補体以外の因子を

活性化することはあるのか等の詳細な検討

が必要である。また、感染防御における各

フィコリンの作用の質的・量的比較は困難

であった。従って現時点では、H-フィコリ
ンがなぜ霊長類のみに見られ、げっ歯類で

はなぜ偽遺伝子化したのかについては、明

確な解答は得られていない。今後、H-フィ
コリンの機能解析では、生体防御とは異な

る面からのアプローチが必要と考えられる。 
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