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研究成果の概要（和文）：EW135はニワトリ卵白タンパク質であり、グループBのスカベンジャー受容体システイ
ンリッチ(SRCR)ドメインを9個繰り返し持つ構造をしている。以前、我々は抗EW135に結合するニワトリ血清タン
パク質CS120を発見した。本研究はCS120の構造と機能の解明を目指した。我々はイオン交換クロマトグラフィー
とアフィニティクロマトグラフィーを用いたCS120の精製法を開発した。cDNAクローニングにより解明された一
次構造により、CS120がグループBのSRCRドメインを8個繰り返し持つことが判明した。CS120は黄色ブドウ球菌と
プロテインAに結合した。一方、抗インフルエンザ活性は認められなかった。

研究成果の概要（英文）：EW135 is a chicken egg white protein with 9 tandem repeats of group B 
scavenger receptor cysteine rich (SRCR) domain. We previously discovered a chicken serum protein 
named CS120 which reacts with anti-EW135 antibodies. The purpose of this project was to elucidate 
the structure and function of CS120. We developed a method for the purification of CS120 by using 
ion-exchange and affinity chromatographies. By cDNA cloning, the primary structure of CS120 has been
 determined. CS120 was found to consist of 8 tandem repeats of group B SRCR domain. CS120 bound to 
Staphylococcus aureus and protein A, while it did not show an anti-influenza virus activity.

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者はニワトリ卵白中の新規タン
パク質 EW135 を発見し、2013 年にその構造と
機能を発表した。EW135 はグループ B のスカ
ベンジャー受容体システインリッチ(SRCR)
ドメインが9個から成るユニークな構造をし
ている。SRCR ドメインを持つタンパク質は
様々な動物に存在し、主に自然免疫に働いて
いる。EW135 は黄色ブドウ球菌とその菌体成
分のプロテインAにカルシウム依存的に結合
することから、卵の中で生体防御に機能して
いると推定される。研究代表者は EW135 の研
究の過程で、EW135 に対する抗体に結合する
分子量約120kDaの タンパク質(CS120)がニ
ワトリ血清中に存在することを発見した。
EW135 と同様に CS120 は黄色ブドウ球菌とプ
ロテイン A にカルシウム依存的に結合する。 
 
２．研究の目的 
 EW135 に対する抗体への結合性や黄色ブド
ウ球菌/プロテイン Aへの結合性から、CS120
は EW135 と同様に SRCR ドメインを持つタン
パク質であり、生体防御に働いていることが
推定される。しかし、CS120 の部分アミノ酸
配列が解析されているが、全構造は不明であ
る。そこで、本研究は cDNA クローニングに
よりCS120の一次構造を明らかにすることを
目的とした。また、本研究では CS120 の精製
法を確立し、精製 CS120 の抗ウイルス活性を
検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) CS120 の精製 
 CS120 の簡便な精製法として、ウサギに
免疫して作製した EW135 に対する抗体を用
いるアフィニティクロマトグラフィー法を
開発した。ニワトリ血清を抗 EW135 抗体
(IgG)-Sepharose カラムにアプライ後、緩
衝液でカラムを洗浄し、酸性の緩衝液（グ
リシン-塩酸緩衝液）を用いることにより
CS120 が溶出した。 
 上記の代替の精製法として、ニワトリ血清
のポリエチレングリコール(PEG)4,000 沈
殿、Q Sepharose と S Sepharose によるイ
オン交換クロマトグラフィー、プロテイン
A カラムによるアフィニティクロマトグラ
フィーを組み合せた方法を検討した。 
 
(2) CS120 の検出法（サンドウィッチ ELISA） 
 抗 EW135 抗体をコートした ELISA プレート
に試料を反応させた後、ビオチン標識抗
EW135 抗体、HRP 標識ビオチン-アビジン複合
体を順次反応させた。その後、HRP の基質の
ABTS/H2O2を反応させて発色の程度を415nmで
測定した。 
 
(3) CS120 の黄色ブドウ球菌とプロテイン A
に対する結合性 
 ELISA プレートにコートした精製 CS120 の
Ca2+またはEDTAを含むトリス塩酸緩衝液で希

釈した HRP標識プロテイン Aを反応させた後、
ABTS/H2O2を反応させて発色の程度を415nmで
測定した。 
 ホルマリン処理した黄色ブドウ球菌に Ca2+

または EDTA を含むトリス塩酸緩衝液で希釈
した CS120 を反応させた。その後、ビオチン
標識抗 EW135 抗体、HRP 標識ビオチン-アビジ
ン複合体、ABTS/H2O2を反応させて発色の程度
を 415nm で測定した。 
 
(4) CS120 の cDNA クローニング 
CS120cDNA の内部配列の解析 
 EW135 は輸卵管で産生されるが、RT-PCR の
結果から肝臓でEW135と類似構造を持つタン
パク質が産生されており、これが CS120 と推
定された。また、EW135 のホモロジー検索の
結果、ニワトリのゲノム解析の結果データベ
ースに登録さふぇているXP_424435がヒット
した。そこでニワトリ肝臓の cDNA を鋳型に
して、EW135cDNA の翻訳領域の塩基配列およ
び XP_424435 の cDNA の塩基配列（XM_424435）
を基に設計したプライマーを用いてPCRを行
った。その後、PCR 産物をクローニングベク
ター（pGEM-T easy）に組み込み、大腸菌の
形質転換を行なった。クローニングにより得
られたベクター内の cDNA の塩基配列を解析
した。 
CS120cDNA の 5’側の解析 
 XM_424435 の非翻訳領域の塩基配列とゲノ
ム配列を基にフォワードプライマーを設計
した。一方、CS120cDNA の内部の翻訳領域の
塩基配列を基にリバースプライマーを設計
し、これらのプライマーを用いて PCR、それ
に続くクローニングを行いCS120cDNAの非翻
訳領域を含む 5’側の塩基配列を解析した。 
CS120cDNA の 3’側の解析 
 上記の解析で得られたCS120cDNAの内部の
塩基配列を基にフォワードプライマーを設
計し、市販のキットを用いて 3’RACE 法を行
い、CS120cDNA の 3’側の非翻訳領域を含む
塩基配列を解析した。 
 
(5)CS120 の抗インフルエンザウイルス活性 
 インフルエンザウイルス (H3N2)と CS120
を混合後、MDCK 細胞に加えて 37℃、30 分間
インキュベートした。洗浄後、アガロースを
含む MEMを細胞表面に重層し更に 2日間イン
キュベートして形成するプラーク数を計測
した。 
 
４．研究成果 
(1) CS120 の精製 
 ニ ワ ト リ 血 清 を 直 接 抗 EW135 抗 体
-Sepharose にアプライ後、グリシン塩酸緩衝
液により CS120 が溶出した。このアフィニテ
ィクロマトグラフィーにより CS120 は特異
的に精製されることが判明した。しかし、
本精製法では収率が良くなく、代替の精製
法を検討した。代替法では、まずニワトリ
血清をPEG4,000で分画し、得られた12%PEG



沈殿を Q Sepharose にアプライしてイオン
交換クロマトグラフィーを行った。抗
EW135 抗体を用いたサンドウィッチ ELISA
により CS120 を検出したところ、0.2 M NaCl
付近の画分に CS120 が含まれていた。そこ
で、これらの画分をプールし S Sepharose
にアプライした。このイオン交換クロマト
グラフィーでは非吸着画分に CS120 が含ま
れていた。最後に、これを抗 EW135 抗体
-Sepharose にアプライしてアフィニティ
クロマトグラフィーを行い CS120 を得た。
本法で精製した CS120 は電気泳動で確認す
ると高純度であり、また収率も EW135 抗体
-Sepharose のみの精製法よりも良いことが
判明した。 
 
(2) CS120 の黄色ブドウ球菌とプロテイン A
に対する結合性 
 CS120 の黄色ブドウ球菌と、その菌体成分
のプロテイン Aに対する結合性を ELISA によ
り検討したところ、いずれに対しても CS120
は Ca イオン存在下結合したが、EDTA 存在下
では結合しなかった。 
 
(3) CS120 の cDNA クローニング 
 CS120cDNA の内部配列の解析の目的で設計
したプライマーを用いて、ニワトリ肝臓 cDNA
を鋳型に PCR を行った。その結果、約 3kbp
の PCR 産物が得られた。次に、この PCR 産物
と pGEM-T easy とのライゲーション、大腸菌
の形質転換を行った。形成したコロニーを一
つ選択し、プラスミドのシークエンス解析を
行ったところ、PCR 産物が挿入されているこ
とが確認された。シークエンシングにより
PCR 産物の全塩基配列を決定した。その結果、
演繹のアミノ酸配列はEW135と極めて類似し
ており、8個の SRCR ドメインを持つことが判
明した。  
 次に、CS120cDNA の 5’側領域の塩基配列
の解析を行った。内部配列、XM_424435 及び
ゲノム配列を参考にして設計したプライマ
ーを用い、ニワトリ肝臓 cDNA を鋳型にして
PCR を行ったところ、約 350bp の PCR 産物が
得られた。そこで、この PCR 産物と pGEM-T 
easy とのライゲーション、大腸菌の形質転換
を行った。形成したコロニーを選択し、プラ
スミドのシークエンス解析を行った結果、目
的の配列は検出されなかった。そこで、約
350bp の PCR 産物を鋳型として 2nd PCR を行
った後、ライゲーションと形質転換を行った。
形成したコロニーを選択し、プラスミドのシ
ークエンス解析を行った結果、 CS120cDNA の
5’側の非翻訳領域と翻訳領域の一部の塩基
配列が明らかになった。 
 CS120cDNA の 3’側は RACE 法により解析し
た。CS120cDNA の内部の塩基配列を基にフォ
ワードプライマーを設計し、市販のキットを
用いて 3’RACE を行った。得られた PCR 産物
のシークエンシングの結果、終止コドンを含
む翻訳領域の一部と 3’側の非翻訳領域の配

列が明らかになった。 
 以上の cDNA クローニングの結果、CS120 の
一次構造が解明された。CS120 は 886 アミノ
酸から構成され、SignalP を基に推定される
シグナルペプチドは 19 アミノ酸残基である
が、実際に 20 番目以降のアミノ酸配列は、
ニワトリ血清より精製解析された CS120 の N
末端アミノ酸配列と完全に一致した。CS120
はグループ B の SRCR ドメインが 8 個タンデ
ムに並んだユニークな構造をしている。9 個
のグループBのSRCRドメインから成るEW135
と相同性が高い。これら二つのタンパク質の
ドメインを比較すると、CS120 の 1 から 8 番
目の各ドメインは、EW135 の 2 から 9 番目の
各ドメインとそれぞれ相同性が特に高い。 
 
(4) CS120 の抗インフルエンザウイルス活性 
 CS120とインフルエンザウイルスのH3N2株
をプレインキュベート後に MDCK 細胞に加え
て形成するプラーク数を検討したところ、
CS120 無しの対照と比較して顕著な減少は認
められなかった。インフルエンザウイルスを
H1N1pdm 株にして同様の実験を行っても
CS120 の効果は見られなかった。 
 
 本研究により、ニワトリ血清中の新規タン
パク質 CS120 の精製法が確立された。また、
CS120 の一次構造が解明され、これがニワト
リ卵白タンパク質のEW135と同様にグループ
BのSRCRドメインが複数から成る構造をして
おり、両タンパク質に密接な関係があること
が判明した。今後、CS120 の機能の解明が期
待される。 
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