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研究成果の概要（和文）：サイトカインLECT2は、これまでに様々な生理反応に関わることが明らかとなっているが、
その作用メカニズムはほとんど分かっていない。そこで本研究では、LECT2レセプターの同定のために、レトロウイル
スベクターを用いcDNAライブラリーを作成、細胞へのLECT2-Fc融合蛋白質の結合を指標とする発現クローニングを行っ
た。その結果、膜蛋白質をコードする一遺伝子のみがクローニングされ、その蛋白質がレセプターかどうかの検証を行
った。さらにその下流のシグナル伝達に関わるリン酸化蛋白質を調べるために、約30種類の抗リン酸化抗体を用いたウ
エスタンブロットを行い、いくつかのリン酸化蛋白質を見出した。

研究成果の概要（英文）：Accumulating evidences indicate that LECT2 is associated with several physiologica
l phenomena, but its function is not fully understood. To make clear the function of LECT2, it is importan
t to identify the LECT2 receptor. We performed expression cloning with a retroviral cDNA library construct
ed from a cell line that highly expressed the LECT2 receptor. Retrovirus infected cells binding LECT2-Fc f
usion protein were enriched by cell sorting. The seven cell lines cloned from the enriched cells all had c
DNAs derived from the same gene in integrated retrovirus vector. We checked the possibility that this prot
ein was the LECT2 receptor by some experiments. Moreover, we analyzed the phosphoprotein involved in LECT2
 signal transduction by western blotting with thirty different kinds of anti-phosphoprotein antibodies, id
entifying some possible phosphoproteins.
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１．研究開始当初の背景 
 LECT2 は研究代表者らにより好中球走化
性蛋白質として発見された。遺伝子のクロー
ニング、抗体の作成等により肝臓の肝実質細
胞で合成され血中に分泌されることが明ら
かとなり、生体内では別の生理活性があるこ
とが予想された。そこで遺伝子欠損マウス、
遺伝子導入マウスを作製、その性状を解析し
生理作用の探索を行ってきた。その結果、自
己免疫疾患、発癌、感染症等の疾患に関与す
ることが判明し、様々な生理作用に関与する
多機能蛋白質であることが推定された。しか
し、LECT2 の標的細胞、生理活性、さらに
はその作用機序に関しては、ほとんど何も分
かってない状況であった。そこでこれらの問
題を解決するためには、LECT2 のレセプタ
ーの同定が必要と考えた。 
 
２．研究の目的 
 LECT2 レセプターの同定、性状解析を行
い、さらに、LECT2 のシグナル伝達系につ
いて解析をすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
① LECT2 発現細胞のスクリーニング 
  動物細胞発現ベクターを用いてヒト

IgG1 抗体の Fc 部分とマウス LECT2 との
融合蛋白質を CHO 細胞に発現させ
Protein A カラムにて部分精製し、細胞に
対して添加、フローサイトメトリーにより
LECT2-Fc融合蛋白質の結合について調べ
た。 

② 発現クローニング法によるレセプター
候補遺伝子のクローニング 

 １）cDNA ライブラリーの作製 
  スクリーニングした中で LECT2-Fc 融
合蛋白質が最も結合したマウスの間葉系
細胞株から mRNA を抽出し、cDNA を作
成した。アガロース電気泳動にて分画後、
pMX レトロウイルスベクターに連結し、
大腸菌に導入した。ライブラリーの
integrity を確認した後、大腸菌からプラス
ミドを調製し、パッケージング培養細胞に
トランスフェクションし、レトロウイルス
ライブラリーを調製した。 

 ２）レトロウイルスライブラリーを感染さ  
せた LECT2-Fc 結合細胞の濃縮 

  レトロウイルスライブラリーをマウス
Ba/F3 細胞に感染させ、IL-3 存在下培養し
た。anti-CD16/32 で Fc レセプターをマス
クした後、4℃で LECT2-Fc を結合させ、
その後 PE 標識抗マウス IgG 抗体で処理し、
細胞をセルソーターに供した。LECT2-Fc
陽性と想定される画分を回収培養した。同
様の陽性細胞濃縮操作を４回繰り返した。 

 ３）LECT2 レセプター候補遺伝子の同定 
  ４回濃縮操作を繰り返し、濃縮された陽
性細胞を限界希釈して、細胞をクローン化
した。約 90 種類のクローン化された細胞
（LD 細胞）からゲノム DNA を抽出し、

挿入されているライブラリー由来の遺伝
子を PCR 法により解析した。その中で代
表的な 7 株を選んで PCR で増幅し DNA
の塩基配列を調べた。 

 ４）LD クローンにおけるレセプター候補
蛋白質の抗体による確認 

  レセプター候補蛋白質に対する抗体を
用いてフローサイトメトリーによる解析
を行った。染色は、前述の LECT2-Fc 融合
蛋白質の反応条件と同じで行った。 

③ LECT2 とレセプター候補蛋白質の相互
作用についての解析 

 １）フローサイトメトリーによる解析 
  細胞に LECT2-Fc 処理を行う前に、4℃
で 10 倍、100 倍濃度の組換え体マウス
LECT2 で処理した。その他は、前述の
LECT2-Fc融合蛋白質の反応条件と同じで
行った。 

 ２）BIACORE による解析 
  BIACORE 社の Biacore2000 を用い、セ
ンサーチップ CM5 に組換え体マウス
LECT2 を固定し、アナライトとしてレセ
プター候補蛋白質およびその変異体を添
加し、解析を行った。 

④ LECT2 の in vitro での多量化の解析 
  100 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM 

NaCl を基本溶液として、1 μg の組換え体
マウス LECT2 を 20 μl の反応液に加え
37℃でインキュベーションした。反応の停
止のために、同じ量の SDS-PAGE サンブ
ルバッファ（還元剤なし）を加え、1 時間
室温で放置後、SDS-PAGE を行い、抗マウ
ス LECT2 抗体によるウエスタンブロット
を行った。 

⑤ 炎症性サイトカインの作用抑制活性 
  ヒト滑膜細胞、ヒト血管内皮細胞を用い
て、各濃度のヒト LECT2 存在下、IL-1
あるいは TNF-を添加し、一定時間処理後、
培地を交換し 6時間後の各種炎症性サイト
カイン、ケモカインの mRNA 誘導を、
Real-time PCR にて測定した。 

⑥ シグナル伝達に関わるリン酸化蛋白質
の解析 

  培養細胞を LECT2 で処理し、一定時間
ごとに 10% TCA 処理を行い、細胞を固定
後、SDS-PAGE サンプルバッファ（+DTT)
に溶解し、100℃ 5 分加熱後、遠心分離
しその上清を SDS-PAGE に供し、ウエス
タンブロットを行った。 

 
４．研究成果 
① LECT2 発現細胞のスクリーニング 
  LECT2-Fc融合蛋白質を用いて初代培養
細胞として滑膜細胞、骨芽細胞、血管内細
胞、間葉系幹細胞、さらに各種培養細胞株、
HeLa 細胞、HEK293T 細胞、FM3A 細胞、
CHO 細胞等の上皮系細胞、さらに MEL
細胞、P3U1 細胞、Ba/F 細胞等の血球系細
胞に添加してフローサイトメトリーによ
り、結合するかどうか調べた。ほとんどの



細胞で強度の差はあったが結合すること
がわかった。血球系の細胞では結合の強度
が弱い傾向があった（図１）。 

 

   図１．LECT2-Fc 陽性細胞の例 
   縦軸は細胞数、横軸は蛍光強度 
 
② 発現クローニング法によるレセプター
候補遺伝子のクローニング 

  LECT2-Fc融合蛋白質の結合のスクリー
ニングで最もシグナルが強かったマウス
間葉系細胞株から、mRNA を調製し、レト
ロウイルス発現ベクターを用いて cDNA
ライブラリーを作成した。Ba/F3 細胞に感
染培養後、LECT2-Fc 融合蛋白質を添加し
てセルソーターにて陽性画分を回収した。
その操作を合計 4 回繰り返すことで、陽性
細胞を濃縮することができた（図２）。 

 

   図２．LECT2-Fc 陽性細胞の濃縮 
    縦軸は細胞数、横軸は蛍光強度 
 
 
 陽性細胞画分を増殖させた後、限界希釈に
て細胞をクローン化し、それぞれを LD ク
ローンと名付けた。約 90 種類の LD クロ
ーンから、ゲノム DNA を回収し、インテ
グレーションしているレトロベクターに
挿入されているライブラリー由来の cDNA
を PCR 法にて増幅したところ、ほとんど
同じサイズの DNA 断片が増幅された。そ
こでその中からすべてのバンドのパター
ンが含まれるように代表的な 7クローンを
選別し、増幅された PCR 断片の塩基配列
を決定したところ、すべて同じ遺伝子がプ
ロモーターに対して順方向で検出された。
そこでこの遺伝子を LECT2 レセプター候
補として X 蛋白質とした。この蛋白質は膜
蛋白質であり、発現の強弱はあるものの多
くの細胞、組織で発現していることが知ら

れている。さらにこれら LD クローンを市
販の抗X蛋白質抗体で染色してフローサイ
トメトリーで解析したとこ、Ba/F3 細胞で
は染色されず、LD クローンのみが陽性に
なった。LD クローン間の陽性シグナルの
相対的強度、パターンが LECT2-Fc 陽性細
胞と同じ傾向を示した。これらのことから
X 蛋白質が LECT2 レセプターの第一の候
補と考えられた。 

③ LECT2 とレセプター候補蛋白質の相互
作用についての解析 

 １）フローサイトメトリーによる解析 
  同定された X 蛋白質が LECT2 レセプタ
ーであることを確かめるために、過剰量の
LECT2 で細胞を処理した後、LECT2-Fc
融合蛋白質を処理し競合阻害が起きるか
フローサイトメトリーで検討した。その結
果、競合阻害が起きず、LECT2 の濃度依
存的に、シグナルが増加した。 

 ２）BIACORE による解析 
  別の方法で特異的結合を検討した。

BIACORE 社の Biacore2000 を用い、セン
サーチップCM5に組換え体マウスLECT2
を固定し、アナライトとして X 蛋白質を用
いた。解析の結果、特異的結合が観察され
た。さらに、X 蛋白質の欠失変異体を作成
し検討した結果、X 蛋白質の約 100 アミノ
酸残基からなる蛋白質断片が LECT2 との
結合に関与することが分かった。さらに、
その断片を大腸菌の maltose binding 
protein (MBP)に連結した融合蛋白質を
BIACOR に供したところ、その融合蛋白質
が LECT2 に結合するようになった（図３）。 

 

 
 図３．LECT2 とレセプター候補の結合 
  X (full): 全長、X (-100): 100 aa の欠損 
  MBP-100: MBP に 100 aa の付加 
 
④ LECT2 の in vitro での多量化の解析 
  X 蛋白質との相互作用を調べる過程で、

LECT2 が多量体形成をする可能性が分か
った。そこでそのメカニズムを調べた。動
物細胞で作成した組換え体 LECT2 は、
37℃でインキュベーションすることで単
量体、2 量体、3 量体と時間依存的に多量
体形成することがわかった。DTT, ヨード
酢酸等により影響を受けたことから、この
多量体化は、LECT2 のシステインが関与
し、新たなジスルフィド結合の形成が寄与



していることが予想された。ところで、
LECT2 はその構造的特徴から peptidase 
M23 superfamily に属し、亜鉛を分子内に
持つことが予想されたため、ESI-MS, 
XAFS により解析したところ実際に亜鉛原
子を持つことが分かった。この亜鉛が、
LECT2 の多量体形成にどのように影響を
与えるか調べたところ、亜鉛により多量体
形成が阻害された。他の 2 価金属イオン
Mg2+, Ca2+ではそのような阻害は観察され
なかった。さらに EDTA 等金属キレート剤
を反応液に加えたところ多量体形成が促
進されたことから、LECT2 内の亜鉛分子
が、蛋白質構造の安定化に関わっているこ
とが分かった（図４）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．LECT2 多量化の各種条件による影響 
 
⑤ 炎症性サイトカインの作用抑制活性 
  これまで LECT2 遺伝子欠損マウスを用
いた結果から、LECT2 は抗炎症作用を持
つことが推定されている。しかし、ターゲ
ットの細胞、作用メカニズムは分かってい
ない。そこでヒト滑膜細胞、ヒト血管内皮
細胞の初代培養細胞を用いて炎症性サイ
トカイン刺激に対する LECT2 の効果を調
べた。IL-1あるいは TNF-の低濃度処理
により誘導される炎症性サイトカイン、ケ
モカインの産生は、LECT2 により阻害さ
れたが、刺激サイトカインが高濃度になる
に従い阻害の程度は低下した。 

⑥ シグナル伝達に関わるリン酸化蛋白質
の解析 

  ヒト滑膜細胞を LECT2 で刺激した。刺
激後、1 分、5 分、10 分、30 分、1 時間と
一定時間ごとにウエスタンブロットによ
りリン酸化蛋白質について解析した。まず、
二次元電気泳動したのち、抗リン酸化チロ
シン抗体でウエスタンブロットをしたと
ころパターンの変化が観察された。また、
30 種類の抗リン酸化蛋白質抗体を使い
個々の蛋白質について SDS-PAGE を用い
て調べたところ、MAP kinase 系の蛋白質、

接着に関与する蛋白質、炎症に関わる転写
因子等いくつかの蛋白質のリン酸化の変
化が観察された。その中には、レセプター
候補X蛋白質の関わるリン酸化蛋白質の変
化も観察された。 

⑦ 考察 
  現在までに、論文で報告されている

LECT2 レセプター候補は、CD209a と
c-MET であり、CD209a は DC-SIGN とし
て知られ、マクロファージ、樹状突起細胞
に発現する C-type レクチンでありマンノ
ース型の糖鎖を認識する。LECT2 が結合
することで、マクロファージが活性化する
ことが報告されている。c-MET は成長因子
HGF のレセプターで LECT2 が非競争的
に結合して HGF の活性を阻害することが
報告されている。今後これら 3つのLECT2
レセプター候補が本物かどうか検討され
ていくと考えられる。 
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