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研究成果の概要（和文）：　膜結合型コレクチンCL-P1を介した補体活性化メカニズムを、野生型マウスを用い
てin vivoで証明を試み、ペントラキシンの濃度依存的に補体因子C1qが結合して補体経路を活性化し、膜障害性
複合体を形成することを蛍光免疫染色により明らかにした。さらに様々なヒト血管内皮細胞にCL-P1を過剰発現
し、ヒトCFH欠損血清を添加することにより、in vitro での細胞傷害の再現を試み、細胞により反応性は異なっ
たが補体活性化を確認することできた。また、CL-P1の発現の亢進は見られなかったが、炎症性サイトカインに
より細胞表面における補体因子C3の沈着を誘導しMAC形成を誘導することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：I attempted to prove the mechanism of membrane-type collectin CL-P1-mediated
 complement activation in vivo using wild-type mice, and demonstrated by fluorescent immunostaining 
that complement factor C1q binds to pentraxin in a concentration-dependent manner, activating the 
complement pathway and forming a membrane-damaging complex. Furthermore, by overexpressing CL-P1 in 
various human vascular endothelial cells and adding human CFH-deficient serum, I attempted to 
reproduce cellular injury in vitro and confirmed complement activation, although the reactivity 
differed from cell to cell. Although CL-P1 expression was not upregulated, I found that inflammatory
 cytokines induced the deposition of complement factor C3 on the cell surface, leading to MAC 
formation.

研究分野：免疫学

キーワード： 補体　コレクチン　スカベンジャー受容体　血管障害
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　補体活性化経路において膜結合型コレクチンCL-P1が活性化に寄与する報告はなく、新たな補体活性化メカニ
ズムの提供に寄与する成果である。今後他の補体関連因子との関連性について研究が進むことにより新たな役割
の解明が期待される。
　臨床的には原因不明の血管障害に新たなメカニズムを提案し、発症のメカニズムが解明されていない関連疾患
の解明や治療戦略において重要な知見を提供する研究である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
CL-P1 は血管内皮細胞に発現する膜結合型コ
レクチンであり、これまでの研究で従来のコレ
クチン同様生体防御の役割を担うことを明らか
にした。最近、in vitro における検討で CL-P1
に急性炎症マーカーである CRP が結合し、そこ
に補体因子 C1q が抗体非依存的に結合すること
により、補体活性化経路の古典経路と第 2 経路
を活性化する知見を得た。通常補体は「生体防
御」を担っていると考えられているが、過剰な
活性化や制御系の異常により逆に生体を障害
し、様々な疾患に関連することが示唆されてい
るが、その機序には不明な部分が多い。 
 
２．研究の目的 
 膜結合型コレクチン CL-P1 による新規の補体活性化経路は、CL-P1 発現細胞を用いたシステム
での検討により得られた in vitro での現象である。そこで、生体においても同様の機序で補体
活性化が起こるのか in vivo で証明する。in vivo での検討はマウスをモデル動物として行うこ
ととした。CL-P1 に CRP が結合し、そこに C1q が結合することにより、補体活性化経路の古典経
路と第 2経路が活性化し、膜障害性複合体を形成するかを証明する。 
本研究では、CL-P1 を介した新たな経路を含めて宿主に対する補体活性化メカニズムを、マウ
スモデルを用いて in vivo で証明することにより、新たな補体活性化経路の存在を実証し、この
取り組みにより、想定される血管障害を伴う疾患の発症メカニズムを解明し、治療戦略に繋げる
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) CL-P1 を介した新たな補体活性化経路を含めて宿主に対する補体活性化メカニズムを、野
生型マウスを用いて in vivo での証明を試みた。当初 CL-P1 トランスジェニック（TG）マウスを
作製し、両者で証明を進めることを想定していたが、TG マウスを作製せず野生型マウスでのみ
で検討を行った。確認は、補体活性化経路を、上図の「C3ステップ」と「MAC（膜障害性複合体）
形成ステップ」に分けて行った。 
 CL-P1 依存的に「C3ステップ」まで活性化は進むかについての証明は、野生型マウス（C57BL/6
マウス）に CRP を接種し、抗 CL-P1、CRP、C1q 抗体を用いて蛍光免疫染色を行い、蛍光顕微鏡に
て共局在を確認した。CRP の濃度依存性を想定し、濃度を変えて接種し、濃度依存性も確認した。
実際には CRP 接種後のマウス組織切片を作成し、上記因子に対する抗体で確認を行った。さら
に、CRP 以外のペントラキシンファミリーである SAP および PTX3 についても同様の検討を行っ
た。 
 
(2) in vitro での細胞実験として計画していた CL-P1 過剰発現ヒト血管内皮細胞の作製によ
り、疾患の状況を再現し、そのメカニズムの証明を行った。ヒト血管内皮細胞 HUVEC（臍帯静脈）
を用いて、すでに作成済みの CL-P1 発現ベクターを導入して CL-P1 過剰発現ヒト血管内皮細胞
を作製し、CRP、SAP または PTX3 を添加して補体の活性化の「C3ステップ」を確認し、さらに補
体活性化抑制因子である CFH 欠損血清などを添加することにより、「MAC 形成ステップ」である
細胞障害の再現を試みた。ヒト血管内皮細胞については HMVEC（臍帯静脈）以外の HAEC（大動
脈）、HCAEC（冠動脈）、HMVEC（微小血管）、さらに加齢黄斑変性を想定しヒト網膜毛細血管内皮
細胞(HREC)も入手して検討を行った。補体活性化ついては、各種抗ヒト補体抗体を用い、さらに、
CFH を含む各種制御因子の欠損血清を用いて継時的な活性化機序を観察し、そのメカニズムを明
らかにした。検証については、CL-P1 については C末端に配した myc エピトープタグに対する抗
体、補体の動態に関しては活性化への関与が想定されるいくつかの補体に対する抗体を用いて
行った。 
 
(3) CL-P1 過剰発現ヒト血管内皮細胞で証明された CL-P1 を介した補体活性化を、正常ヒト血
管内皮細胞に対して炎症性サイトカインや過酸化脂質などを添加することにより、炎症状態を
誘導し、CL-P1 の発現動態および補体活性化を検討した。その対照として siRNA を用いて CL-P1
欠損ヒト血管内皮細胞を作成し、比較を行い、炎症性疾患における補体活性化のメカニズムを in 
vitro の系ではあるが検討を行った。 
 



４．研究成果 
(1)  野生型マウスを用いた蛍光免疫染色の結果、生体において CL-P1 に急性炎症マーカーCRP
および補体因子 C1q が結合して補体経路が活性化し、膜障害性複合体を形成することを確認し
た。この結果から in vitro で見出した CL-P1 による新規の補体活性化がマウスにおいて in vivo
でも同様に活性化することを証明することができた。また、ペントラキシンファミリーの SAP お
よび PTX3 についても CRP 同様に機能することを確認した。 
 
(2) HUVEC をはじめとする各種ヒト血管内皮細胞において CL-P1 過剰発現株の作製を試みた結
果、何れの細胞においても CL-P1 の過剰発現が確認でき、これらの細胞を用いて補体活性化を確
認したところ細胞により反応性は異なったが補体活性化の「C3 ステップ」を確認することがで
きた。CFH を含む各種制御因子の欠損血清を用いて継時的な活性化機序を観察し、最終的な補体
の活性化は膜障害性複合体（MAC）を抗 C5b-9 抗体で検出することができた。さらに血管内皮細
胞自体に発現している CL-P1 による、活性化を検討したが、発現量が少ないため確認することが
できなかった。以上のことから補体制御因子の欠損症においては、CL-P1 による新規の補体活性
化経路が関与することが示唆された。 
 
(3) 正常ヒト血管内皮細胞に対して炎症性サイトカインや過酸化脂質などを添加し、炎症状態
の誘導を試みたが、CL-P1 の発現の亢進は見られなかった。しかしながら、炎症性サイトカイン
の種類により差はあるものの細胞表面における補体因子 C3 の沈着を確認することができた。一
方、CL-P1 の発現を siRNA により抑制させたヒト血管内皮細胞では C3 の沈着が低く抑えられる
ことから、CL-P1 依存的に補体活性化が進んでいることがわかった。実際に「MAC 形成ステップ」
まで補体活性化が進んでいるか抗 sC5b-9 抗体で検出を行ったところ、若干であるが MAC 形成も
確認できた。しかしながら、細胞が傷害されるほどではく、電子顕微鏡を用いての MAC 形成の確
認には至らなかった。 
 
想定していた仮説とは異なった結果となったため、研究計画を大幅に変更せざるを得ず、マウ
スを用いた CL-P1 を介した補体活性化メカニズムの解明には至らなかったが、現象として CL-P1
依存的な補体活性化が in vitro だけでなく in vivo の系でも確認出来たことから、今後の取り
組みにおいて in vivo でのメカニズムの解明につなげることができると考え、今後もさらなる
研究に取り組んでいきたいと考えている。 
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