
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 
 

平成 20年 4月 22日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要：カブトガニの自然免疫系で働くファクターG の Z2 ドメインが、β-1,3-グル

カンを特異的に認識すること解明するとともに、Z2と蛍光タンパク質（EGFP）との融合タンパ

ク質からなる真菌検出プローブを開発し、特許を出願した。さらに、NMR による立体構造解析

により、ファクターGによるβ-1,3-グルカン認識に必要な構造モチーフは、土壌細菌のセルロ

ース結合タンパク質の糖鎖認識の構造モチーフと進化的に相同であることを明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

  

 脊椎動物の生体防御反応は、自然免疫と獲

得免疫から成り立っている。獲得免疫は、リ

ンパ球が作る抗体による特異的な異物認識

とその記憶に特徴がある。一方、自然免疫に

関わるタンパク質は常に体内に存在してお

り、感染初期の生体防御に重要な役割を果し

ている。特に、無脊椎動物では、獲得免疫が

欠除しているため、自然免疫が感染防御の主

役となっている。獲得免疫においては、特異

的な抗体が多種多様の抗原を認識するが、自

然免疫においては、感染微生物の表面に保存

された分子パターン (Pathogen-associated 

molecular patterns, PAMP) が異物認識の標

的となる。例えば、グラム陰性菌のリポ多糖

（LPS）、グラム陽性菌のペプチドグリカンや

リポテイコ酸、そして真菌のβ-1,3-グルカ

ン等のつくりだす分子パターンであり、PAMP

を認識するタンパク質は、パターン認識タン

パク質と呼ばれいる。その後、自然免疫のパ

ターン認識に関わるとされる Toll 類似受容

体のひとつが、ヒトやマウスからクローニン

グされ、その受容体が種々のサイトカインを
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誘導して T細胞や B細胞を活性化することで、

獲得免疫とも強く連携していることが発見

された。Toll は黄色ショウジョウバエ胚の背

腹軸決定に関わる受容体として同定された

ものである。ところが、最近の研究により、

ショウジョウバエ Toll は自然免疫に関連し

た生体防御因子の発現誘導に関わってはい

るが、PAMP を直接認識しないことが判明した。

さらに、哺乳類においても、2005 年になって

Toll 様受容体の結晶構造が判明したが、リガ

ンドとの共結晶は得られておらず、パターン

認識の構造基盤は、依然として不明のままで

ある。 

 

２．研究の目的 

 

 本研究では、カブトガニのパターン認識タ

ンパク質の立体構造と機能解析により、パタ

ーン認識の構造基盤を解明することが目標

である。本申請では、これら自然免疫に関わ

るパターン認識タンパク質、特にファクター

C と LPS 複合体、および外骨格由来のキチン

結合タンパク質の立体構造解析を行い、異物

認識の構造基盤を解明して今後の自然免疫

の分子機構の解明に大きく貢献したいと考

えている。自然免疫系は、すべて PAMP を直

接認識する真のパターン認識タンパク質で

開始されることが判明しており、それらの立

体構造と構造機能相関の解析を進めること

により、パターン認識という魅惑的な概念に

潜む本質の解明に多大な貢献をすることが

期待される。 

 

３．研究の方法 

 

（１）パターン認識タンパク質の精製、リコ

ンビナントの発現と巻き戻し、結晶解析や

NMR 測定のための大量調製を行うとともに、

機能ドメインとリガンドとの相互作用を

種々の物理科学的手法を用いて定量する。 

 

（２）発現した機能ドメインの結晶化条件を

検討するとともに、結晶化タンパク質の X線

結晶構造解析を行う。また、分子量１万以下

のキチン結合タンパク質やそのドメインに

ついては、NMR による構造解析も行う。 

 

（３）カブトガニの補体系のパターン認識タ

ンパク質の構造と機能解析を行う。 

４．研究成果 

 

Z2 ドメインのＮＭＲ構造モデル（未発表） 

 

（１）ファクターＧは真菌の表層成分である

β-1,3-グルカンを認識し、体液凝固を引き

起こす。ファクターＧは、α、β二つのサブ

ユニットから成るセリンプロテアーゼ前駆

体であり、αサブユニットのキシラナーゼＺ

様ドメインの二回繰り返し部分（Ｚ1、Ｚ2）

によって、β-1,3-グルカンを認識すること

が判明している。本研究では、Ｚ様ドメイン

の繰り返し構造が、β-1,3-グルカンヘの認

識にどう関わっているのかを調べるため、Ｚ

2 ドメイン単独（Ｚ2）、二回繰り返し（2Ｒ-

Ｚ2）組み換えタンパク質を作製し、β-1,3-

グルカンヘの親和性を解析した。 

 2Ｒ-Ｚ2は、不溶性のβ-1,3-グルカン（カ

ードラン）に対して、Ｚ2 よりも強い親和性

を示した。しかし、可溶性のβ-1,3-グルカ

ン（ラミナリン）に対しては、Ｚ2は 2Ｒ-Ｚ

2 および精製したファクターＧと同等の親和

性を示した。これは、ラミナリンに対しては、

Ｚ２ドメインは単独でしか結合できないこ

とを示唆している。一方では、Ｚ1、Ｚ2ドメ

インは土壌細菌（Cellvibrio mixtus）のエ

ンドグルカナーゼ５Ａのセルロース結合モ



ジュール（CmCBM6）と相同性を示すことが判

明した。CmCBM6 は結晶構造が解かれており、

その糖との結合部位も決定されている。今回、

ＮＭＲを用いてＺ2 ドメインのラミナリペン

タオースとの結合部位の解析を行ったとこ

ろ、CmCBM6 の糖結合部位であるクレフトＢと

対応する部位で結合していることが示され

た。この結果から、ファクターＧによるβ

-1,3-グルカン認識には、土壌細菌で糖鎖認

識に使われている構造モチーフが用いられ

ていることが明らかになった。 

 

（２）カブトガニから、C3 のホモログ TtC3

を同定するとともに、血漿中から TtC3 を精

製した。血漿と各種細菌を混合すると補体系

の活性化に伴い、TtC3b がチオエステル依存

的に菌体の表面に結合することがフローサ

イトメトリーにより判明した。また、補体系

の活性化は、微生物の細胞壁成分のうちグラ

ム陰性菌表層成分であるリポ多糖（LPS）に

より最も顕著に誘導された。一方、血漿中に

は LPSにより活性化するセリンプロテアーゼ

前駆体である factor C の存在がウエスタン

ブロットにより確認された。これまで、

factor C は LPS を認識し、カブトガニ体液凝

固反応の開始因子として機能することが知

られている。事実、factor Cに対する抗体は、

血漿中における LPSによる補体系の活性化を

阻害した。また、活性化した factor C が直

接TtC3を切断し、グラム陰性菌表面へのTtC3

の結合を促進した。さらに、TtC3 と factor C

は LPS 非存在下で相互作用しており、その解

離定数は、QCM により Kd＝4.9×10-8M と算出

された。血漿中では TtC3 と factor C が複合

体を形成しており、菌体表面での補体活性化

を促進し、効率の良いグラム陰性菌表面への

TtC3b の結合を引き起こしていると考えられ

た。 

 

（３）節足動物の外皮は、感染微生物に対す

る第一線の生体防御の場として機能してい

る。哺乳類の皮膚の角質化においては、トラ

ンスグルタミナーゼ(TGase)によるタンパク

質間の架橋(GlnとLys側鎖間でのイソペプチ

ド結合)が必須であるが、今回、節足動物に

おいても外皮形成の初期過程に TGaseが関与

していることを示す結果を得た。そこで、カ

ブトガニ外皮のキチン結合タンパク質の中

から TGase 基質の一つを同定し、caraxin-1

と命名した。caraxin-1(135 アミノ酸残基)

には、N末端側に Gln-rich ドメイン、中央領

域にペンタペプチドの 9回繰り返し配列があ

って、ウェスタンブロットにより上皮での特

異的発現が確認された。caraxin-1 は、水溶

液中では、約 20 量体として存在することが

超遠心分析から推定された。また、N 末端、

及び C末端領域には heptad repeat 配列が含

まれ、興味深いことに、この領域に Pro を導

入したミュータントでは、ヘリックス含量が

減少した。さらに、caraxin-1 の特定の Gln

残基を Asn残基に置換したミュータントに対

しては、TGase による架橋反応が抑制された。

TGase によって架橋された caraxin-1 を走査

型電子顕微鏡で観察したところ、ハチの巣状

の編み目状繊維を形成していた。また、興味

深いことに、架橋された caraxin-1 において

もキチンとの結合が確認できた。キチンとの

結合には、中央領域のペンタペプチドが重要

な役割を果たしていることが判明した。した

がって、caraxin-1 はコイルドコイル構造を

介して多量体として存在し、TGase の架橋反

応により安定化された編み目状繊維を形成

すると考えられる。さらに、外皮の損傷部位

を塞ぐことで、体液の流出及び感染菌の侵入

を防いでいると考えられる。 
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○出願状況（計 1 件） 

名称：カブトガニβ-1,3-グルカン認識タン

パク質の認識ドメインを使用した真菌検出

法、および当該認識ドメインを含む組み換え

タンパク質の精製法 

発明者：川畑俊一郎、飯島 学 

権利者：九州大学 

種類：特許権 

番号：特願 2007-214778 

出願年月日：平成 19 年 8月 21 日 

国内外の別：国内 

 

〔その他〕 

ホームページ等 

http://www.biology.kyushu-u.ac.jp/~biop

oly/ 
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