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研究成果の概要（和文）：本研究は、コイの鰭由来上皮細胞株（KF-1）を用い、補体制御因子CD46と上皮組織の
健全性の関係を解析したものである。特異抗体によってCD46様コイTecremを活性化させると、KF-1の培養基材へ
の接着や増殖が促進され、さらにTecremが創傷治癒にも深く関与することを明らかにした。さらに、Tecremの活
性化によってタイトジャンクション構成タンパク質ZO-1の発現が上昇し、コイ上皮細胞株の増殖が促進され、上
皮細胞シートを形成する細胞密度が高まることを認めた。したがって、本研究は、硬骨魚類においてCD46様の膜
型補体制御因子が上皮細胞の増殖、細胞接着を制御していることを明らかにした

研究成果の概要（英文）：In the present study, we have explored the homeostatic role of Tecrem in 
maintaining the fish epithelium, by analyzing expression behavior of Tecrem on two epithelial cell 
lines derived from carp fin (Koi carp fin cell line or KF-1 and ginbuna crucian carp fin cell line 
or CFS). Cell adhesion and wound-healing assays done on KF-1 cells showed that the cell adhesion and
 wound healing is enhanced when the cells were incubated with anti-cTecrem antibodies. These results
 suggest that the normal functional role of cTecrem on epithelial cells can be homeostatic via the 
induction of surface barrier repair upon pathogen entry or any other injury. This could be due to 
the signaling events followed by the regulation of TJ protein. This homeostatic function of cTecrem 
on epithelial cells shows its importance in the first line defense of the carp fishes and it gives 
the reason why Tecrem is always targeted by many pathogens to enter into the fish body.

研究分野： 比較免疫学

キーワード： 魚類　補体　制御因子　ホメオスタシス　創傷治癒　生体防御　免疫　上皮細胞

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
粘膜上皮の物理的バリア機構やそのバリアの強化についての研究例は魚類では殆ど無い。本研究は、近年見つか
った補体のホメオスタシス機能に着目し、補体が粘膜局所における上皮細胞を中心としたバリアの健全性保持と
強化に果たす役割と作用メカニズムを明らかにする点で、新しい着眼点と独創性を持つ。本研究によって、補体
活性化とその制御因子を活用した粘膜上皮、ひいては自然免疫バリアの強化法に免疫学的な基盤が与えられ、ワ
クチンや免疫賦活剤とは異なる次元で、高いレベルの基盤的な感染防御能を魚に付与することが可能となる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、硬骨魚類特異的な抗体クラスである IgT（別名 IgZ）が粘膜組織で優先的な液性免疫

応答を担うこと、鰓や腸管からの抗原刺激が全身性の細胞性免疫応答を誘導できることなど、
魚類特有の局所免疫機能が報告され、大きく注目を集めていた。一方で、粘膜防御の第一線と
しては、1)粘液・上皮細胞による物理的バリアや、2)恒常的な異物認識と獲得免疫への抗原提
示を担う自然免疫因子も極めて重要と考えられるが、1),2)を統合した「自然免疫バリア」の局
所免疫機能の分子・細胞機構は、獲得免疫と比較して解明が著しく遅れていた。 
 
２．研究の目的 

本研究では、完全に閉鎖した細胞シートの形成に重要なタイトジャンクション構造および上
皮細胞の増殖とシート形成に及ぼす CD46 の作用機構を分子・細胞レベルで明らかにする。さ
らに、C1q, プロパージン、CD46 を介した魚類補体のホメオスタシス機能を活用して上皮細胞
シートを強化し、魚類の体表、消化管、鰓などにおける外界からの微生物感染に対する防御能
を向上させる新方策を開発することを目的とする。 

 
図 1.本研究がモデルとする補体のホメオスタシス機能：アポトーシス細胞等による補体の活

性化によって補体成分 C3 が活性化型 C3b となり、これが上皮細胞上の CD46 に結合すると上
皮細胞間のタイトジャンクション形成を制御し、さらに上皮細胞の増殖を刺激して創傷治癒を

促進する。 
 

３．研究の方法 
まず、コイ鰭由来上皮細胞株 KF-1 を用い、補体因子 C1q, Properdin,CD46 の発現パターン、

組換えタンパク質の発現と特異抗体作成、タンパク質レベルでの発現解析および補体活性化・
活性化制御機構への関与を検討した。特に、CD46 様膜型補体制御因子（Tecrem）については、
詳細な機能解析を実施し、上皮細胞シートの密閉性・完全性への関与を、Gap-closure assay
および細胞接着 assay によって評価した。さらに、上皮細胞シートの完全性保持に重要な役割
を果たす上皮細胞間密着結合の構成タンパク質の機能と Tecrem との関係を解明するために、抗
ZO-1 抗体を用いた免疫蛍光顕微鏡観察を実施した。 
一方、Properdin の機能については、コイ Properdin アイソタイプ（Pf1, Pf2）の特異抗体

をツールとして用い、Pf1 と Pf2 の補体成分 C3アイソタイプとの相互作用を詳細に解析した。 
 
４．研究成果 
まず、CD46 のコイにおけるオルソログと考えられる cTecrem の細胞外ドメインを構成する、

４つの Short Consensus Repeat (SCR)モジュールを、N 末端側の SCR1-2 と C 末端側の SCR3-4
に分けて、組換えタンパク質として発現させた。pCold-I ベクターと Origami B 大腸菌を用い
て可溶性タンパク質として得た SCR1-2 および SCR3-4 のそれぞれでウサギを免疫し、特異性の
高いポリクローナル抗体（抗 SCR1-2 および抗 SCR3-4）を得ることに成功した。また、先行研
究で作成された抗 cTecrem モノクローナル抗体（1F12）と組換え SCR1-2 および SCR3-4 との反
応解析から、1F12 の抗原決定基が SCR1-2 内に存在することを明らかにした。 
 
次に、上記３種の抗体を用いたフローサイトメトリー、ELISA および免疫蛍光顕微鏡観察に

よって、抗 SCR1-2 あるいは 1F12 を結合させて cTecrem を活性化させると、KF-1 の培養基材へ
の接着や増殖が促進されることを発見した。さらに、KF-1 の単層細胞シートを用いた
Gap-Closure Assay により、人為的に間隙を発生させた KF-1 細胞シートの修復を促進すること
を見い出し、cTecrem が創傷治癒にも深く関与することを明らかにした。 
 



図 2．Gap-Closure assay の結果. 抗 Tecrem 抗体による刺激によって、上皮細胞シートに生
じたギャップの修復が有意に促進されている。 

 
上皮組織の健全性維持に与える魚類 CD46 の役割をさらに解明するために、KF-1 および CFS

細胞の形態およびタイトジャンクション構成タンパク質ZO-1の発現に及ぼすcTecremおよびギ
ンブナ Tecrem（gTecrem）活性化の影響を、市販の抗マウス ZO-1 抗体を用いた免疫蛍光顕微鏡
観察によって解析した。その結果、Tecrem の活性化によって両細胞の増殖が促進され、上皮細
胞シートを形成する細胞密度が高まること、および ZO-1 タンパク質の発現が亢進することを認
めた。 

図 3．抗 Tecrem 抗体処理による、KF-1 細胞における ZO-1 タンパク質の発現上昇 
 
さらに、哺乳類でアポトーシス細胞認識分子として知られる補体成分プロパージンが、コイ

では 2種のアイソタイプとして存在し、それらが補体成分 C3のアイソタイプと異なる親和性で
相互作用することを明らかにした。本年度は、上皮細 胞に覆われた魚類の生体防御の第一線と
して機能する体表粘液における、補体活性化経路の存在を検討した。その結果、体表粘液中に、
実際に CD46 のリガンドとなる C3 と、C3 の第二経路による活性化を促進するためのポジティ
ブ・レギュレーターであるプロパージンが存在することを、特異抗体を駆使したウエスタンブ
ロッティングで突き止めた。 
以上の結果を総合すると、魚類の体表上皮細胞を覆う粘液中で、主に補体第二経路の活性化

が起こり、その結果生じた活性化型 C3 (おそらく C3b)が CD46 のリガンドとして上皮細胞を刺
激し、その増殖・シート形成を促して微生物の侵入を最小限にとどめている、という感染防御
メカニズムが提唱される。 
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