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研究成果の概要（和文）：コレクチンCL-K1は、異物排除に関わる自然免疫分子として知られていたが、発生や
成長発育にCL-K1の関与が窺われたので、その役割とメカニズムの解明を試みた。発生過程においては、CL-K1 
KOマウスを用いて、着床後胚発生から出生までの経時的な組織標本の解析から表現型の異常を明らかにした。ま
た、成体における表現型解析では、様々な組織における異常や骨形成の異常を見出した。さらに、血液学的解析
や尿検査により腎機能の異常も明らかにし、組織学的な異常が原因であることがわかった。
生体防御以外の発生や形態形成に係る機能を明らかにすることにより「生体防御蛋白の二重機能性」を動物モデ
ルで証明することができた。

研究成果の概要（英文）：Collectin CL-K1 was a secreted protein and was known as an innate immune 
molecule involved in elimination of microbes, but CL-K1 was involved in development and growth, so 
we attempted to elucidate its role and mechanism. Regarding the developmental process, phenotypic 
abnormalities could be found in CL-K1 KO mice from the morphology from embryogenesis to birth after 
implantation and from blood biochemical data. Phenotypic analysis in adults revealed abnormal tissue
 in H-E staining of each tissue specimen, further found abnormality in bone formation by using X-ray
 and CT apparatus, and clarified renal function abnormality by hematological analysis and 
urinalysis.
By clarifying completely new functions other than biological defense of collectins, "dual function 
of biological defense proteins" could be proved in animal models.
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１．研究開始当初の背景 
(1) コレクチン CL-K1遺伝子は CL-L1発見時
にその存在を明らかにし、2006年本遺伝子ク
ローニングを行い、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。さらに、予備実験で CL-K1 ノックアウ
ト（KO）マウスの作成に成功している。その
結果、CL-K1遺伝子 null マウスは、一見して
小さく、低体重であることを見出した。 
 
(2) 2011 年 Rooryck らによって、3MC症候群
と呼ばれる常染色体劣性遺伝病の 10 数例の
家系において、次世代ゲノムシークエンサー
を用いた遺伝子解析の結果、本疾患原因が
CL-K1、MASP-3 遺伝子の変異によるどちらか
のタンパク質欠損であることが報告された。
3MC症候群は両眼隔離、眼裂狭小、眼瞼下垂、
球状眉、眼異形、頭蓋骨癒着、口蓋裂、前房
欠損等を特徴とする遺伝病であり、遺伝子解
析の結果は、CL-K1 と MASP が連動してヒト
の個体発生に重要な役割を果たす可能性を
示唆している。 
 
(3) CL-K1の糖鎖結合特異性は、Man9に対し
て極めて高いことがわかっている。この Man9
糖鎖を有する既知のタンパク質としてサイ
ログロブリンが唯一報告されている。この分
子は甲状腺ホルモンの産生に関わり、甲状腺
ホルモン分泌の亢進が体重減少と関連する
ことから、作業仮説として、CL-K1 欠損によ
り、甲状腺機能亢進が起こり、低体重・生育
不全がおこる可能性を考えている。 
 
２．研究の目的 
(1) 従来知られているコレクチンと同様に、
CL-K1 の生体防御における役割が明らかにな
りつつある。しかしながら、この機能とは全
く異なる発生や出生後の発育に関与するこ
とが予備実験や遺伝子病の発見から示唆さ
れることから、この新たな機能を解明するこ
とにより、名取博士の昆虫モデルで提唱され
た「生体防御蛋白の二重機能性」を動物モデ
ルにおいて証明する。 
 
(2) 既に CL-K1 KO マウスは作成済みである
ことから野生型のマウスとの比較により、表
現型における差異を明らかにする。次に、発
生から発育のどの時期にどのような部位で
機能しているかを評価し、特有の表現型に至
る CL-K1 の役割や機序を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) CL-K1 の生体における役割を明らかにす
るため、CL-K1 遺伝子ノックアウトマウスを
用いて、発生および生体における表現型解析
を行った。 
① 発生における表現型解析 
着床前の初期胚については、ヘテロマウスの
雌雄およびワイルドマウスの雌雄の体外受
精を行い、その差異を比較した。着床後に関

しては交配後３段階に分けて胎仔を摘出し
て組織標本を作製し、顕微鏡観察により形態
的な差異を観察するとともに、抗マウス
CL-K1 抗体を用いて CL-K1 の局在との関連に
ついて検討を行っ 
た。 
② 成体における表現型解析 
ノックアウトマウスとワイルドマウスの各
組織標本を作製し、HE染色を行い、顕微鏡観
察により検討を行った。また、血液学的解析
も行った。血清、血漿を用いた血液生化学的
検査を行い野生型マウスと比較するととも
に表現型解析で見出された知見と併せて
CL-K1 の機能する臓器や関与の機序の予測を
行った。 
 
(2) CL-K1 とサイログロブリンの相互作用と
甲状腺機能へ及ぼす影響についての検討す
るため、マウスの甲状腺の組織標本を作製し
て、CL-K1 とサイログロブリンの免疫染色を
行い、共局在の確認を行った。 
 
４．研究成果 
(1)表現型解析 
① 発生における表現型解析 
着床前については、差異は見いだされなかっ
たが、着床後においては、いくつか異なる表
現型が観察された。正常マウスと比較して
CL-K1 KO マウスにおいて、口蓋裂などが観察
されたが成長遅延による器官形成の遅れで
あり、出生時には正常な状態である場合がほ
とんどであり、有意な差異は見られなかった。
出生時における CL-K1 KO マウスの低体重や
低い出生率の原因究明には至らなかった。 
 
② 成体における表現型解析 
出生後の個体に関しては、免疫組織染色およ
び HE 染色により、CL-K1 KO マウスの各組織
において異常を明らかにした。さらに小動物
実験用 X 線 CT 装置により断層撮影を行い 3D
画像の構築により骨格の差異について検討
したところ、頭部や背骨において骨形成の異
常を見出した。また、血清、血漿を用いた血
液学的解析や尿検査を行い、腎機能に異常が
あることも明らかにした。 
 
(2) CL-K1 と共に 3MC 症候群を引き起こす因
子として報告のある MASP-1 の関与について
も検討し、抗 CL-K1 抗体を用いた免疫沈降に
より MASP-1 の共沈について検討を進め、
CL-K1と MASP-1が血液中で複合体を形成して
いることを明らかにした。さらに他の蛋白質
も共沈することも確認し、同定を試みたが、
関与する因子を明らかにすることはできな
かった。CL-K1、MASP-1 と共に他の因子が関
与することにより形態形成することが示唆
された。 
 
(3) 抗 CL-K1 抗体及び抗サイログロブリン
抗体によりマウスの甲状腺における共局在



を明らかにすることができた。さらに CL-K1
を哺乳類細胞にて遺伝子発現を行うことに
より、組換え CL-K1 を精製し、市販のサイロ
グロブリンを用いた結合実験により両者が
直接結合することをあきらかにすることが
できた。 
 
(4) 以上の取り組みから、生体防御タンパク
質である CL-K1 には、生体防御とは全く無関
係な発生における形態形成という役割を担
う二重機能性を有した因子であることを証
明することができた。 

 今回の取り組みでは、当初計画していた発
生や形態形成における CL-K1の役割のメカニ
ズムの解明には至らなかったが、ヒトの 3MC
症候群でみられた補体活性化経路において
機能する MASP-1 と結合することから、両分
子が協調して、発生における形態形成に関与
することを示唆することができた。 
（論文投稿準備中の為、詳細な結果を示す図
表を示すことができなかった。） 
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