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研究成果の概要：コイを実験魚として用い、魚類において多様化した補体成分アイソタイプの

機能的多様性を解析し、補体アイソタイプ間、補体アイソタイプと異物感の反応ネットワーク

を解明することを目的とした。補体成分 C1 の亜成分アイソタイプをクローニングおよび精製
するとともに、組換え体あるいは天然の C3、C4、C7およびMBLアイソタイプを調製し、そ
れらの相互作用の多様性を明らかにした。特に、C3 の反応については魚類特異的アイソタイ
プの多機能性が明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
補体は、感染初期の自然免疫機構として、お
よび自然免疫（抗原非特異的）と獲得免疫（抗
原特異的）の掛け橋として重要な役割を担っ
ている。近年、申請者らの研究によって、コ
イやニジマスなど多くの硬骨魚類が複数コ
ピーの補体成分遺伝子を持つことが分かっ
てきた 1。これらの遺伝子重複によって生じ
た複数の補体成分アイソタイプがどのよう
な機能分化を遂げ、その結果補体系がどのよ
うな特性を獲得しているかは、硬骨魚類にお
ける補体を中心とした自然免疫を理解する
上で非常に重要な研究課題である。これまで

に申請者は、コイ補体成分のうち標的異物に
結合する成分（特に C3 とマンノース結合レ
クチン(MBL)）の多重化が、補体による異物
認識のレパートリーを拡大していることを
報告して来た。しかしながら、異物認識には
直接関与しない補体成分の多重化がどのよ
うな生物学的意義をもつのかは不明なまま
である。 
 
２．研究の目的 
本研究は、コイの多重化した補体成分（C1、
C3、C4、C5、C9、B因子、MBL、MBL関
連セリンプロテアーゼ(MASP)、I因子および
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その補助因子群）の間の相互作用をタンパク
質レベルで網羅的に解析し、補体アイソタイ
プが織りなす反応ネットワークを解明する
ことを目的とする。具体的には、３年の研究
期間で、各成分のアイソタイプタンパク質を
精製し、あるいは組換え体として発現させ、
全成分アイソタイプ間の結合親和性（結合・
解離定数）を水晶発振子マイクロバランス法
によって解析し、これまで哺乳類で知られて
いる反応経路以外の、アイソタイプ特異的補
体反応経路をあぶり出し、魚類補体系におけ
るネットワーク的な活性化メカニズムを解
明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）補体成分の精製、組換え体発現 
コイ補体成分タンパク質のうち、MBL, GalBL, 
MASP2, C3-H1, C3-S, C4-2, Df については、
コイ血清から精製した。また、C2, C4, C5, C7,
および Bf のアイソタイプについては、それ
らの全分子をバキュロウイルス／昆虫細胞
で、あるいは一部のドメインを pCold-I、pGEX
ベクターと大腸菌によって、それぞれ組換え
体として発現させるとともに、ポリクローナ
ルあるいはモノクローナル抗体を作成して
機能を解析した。 
 
（２）機能解析 
①溶血反応：溶血反応は抗体感作ヒツジ赤血
球および非感作ウサギ赤血球を用いた既報
の方法によって行った。 
②異物への結合特異性：特異抗体と FITC 標
識二次抗体を用いて、パン酵母および各種細
菌への補体成分アイソタイプの結合をフロ
ーサイトメトリーで解析した。なお、MBL、
GaBL の結合特異性は、SDS-PAGE おおびウエ
スタンブロッティングによって決定した。 
 
（３）遺伝子クローニングおよび構造解析 
cDNA ライブラリーはコイ肝膵臓 mRNA から調
製した。RT-PCR および RACE-PCR には、ゼブ
ラフィッシュおよびコイの各臓器から調製
した total RNA を用いた。増幅産物は pGEM-T
ベクターにクローニング後、CEQ-8800 シーケ
ンサーを使って塩基配列を決定した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）MBL アイソタイプ（MBL、GalBL）の糖
鎖認識・異物認識多様性 
 一次構造から、MBL はマンノースや N アセ
チルグルコサミンを、GalBL はガラクトース
を特異的に認識すると推定されていたが、分
裂酵母およびそのガラクトース欠損変異体
を用いた結合試験により、GalBL が確かに酵
母表面糖鎖のガラクトースを認識すること

が確認された。また、各種グラム陰性・陽性
細菌への結合試験により、MBL と GalBL が一
部異なる種の細菌を認識することが判明し
た（表１）。 
 
表１ コイ MBL、GalBL および MFAP4 レクチンの結

合特異性と四次構造 

 
 
 
 
（２）C4 の機能的多様性 
コイ C4-1 と C4-2 のγ鎖内の NTR ドメインを
組換え体として発現させ、これらに特異的な
ウサギ抗体を調製した。これら特異抗体を用
いて、補体の溶血反応の阻害試験を行ったと
ころ、抗 C4-2 は古典経路による感作ヒツジ
赤血球の溶血反応を完全に阻害したが、抗
C4-1 は部分的には阻害しなかった。このこと
から、古典経路における両アイソタイプは異
なる役割りを果たすことが強く示唆された。 
 
 
（３）C3 アイソタイプの異物認識多様性およ
び経路特異的活性化 
コイ血清中に存在する主要な C3 アイソタイ
プ（C3-H1 および C3-S）のそれぞれを特異的
に認識するモノクローナル抗体（MAb）を樹
立した。これらの MAb を用いたフローサイト
メトリーあるいは ELISA により、各 C3 アイ
ソタイプの異物への結合特異性の違い、およ
び C3 を活性化する経路の違いによる活性化
能の違いを精査した。 
その結果、非常に驚いたことに、他の動物種
にも共通して存在する、ユニバーサルなタイ
プの C3 アイソタイプ（C3-H1）は魚類ではあ
まり異物に結合できず、むしろ魚類にしか存
在しないタイプ（C3-S）が主要な異物結合 C3
として機能していることが判明した（図 1）。
活性化経路の違いにはそれほど認められな
かった。 
特に、病原性の高い魚病細菌に対する結合は、
ほとんど C3-S にのみ認められたことは、魚
類補体系の反応機構の特異性を解明する上
で非常に重要な知見である。 
 



 

図１ 抗コイC3-S（青線）による溶血活性の阻害。

抗コイ C3-H1 と対照区抗体は全く阻害効果を示さ

なかった。 

 
（４）C1 亜成分のクローニングと同定 
抗体依存的な高効率の補体活性化を担うと
考えられる、C1 成分の全サブユニット（＝亜
成分）の構成を解明した。組換え C1q 亜成分
に対する特異抗体を作成し、これを用いた免
疫化学的アフィニティー精製により、コイ血
清から直接 C1 を単離し、その亜成分組成を
二次元電気泳動とアミノ酸配列解析（質量分
析およびエドマン分解）によって進めた（図
2）。一方、魚類では未同定であった C1s 様分
子を cDNA クローニングすることにも成功し
た。これらタンパク質レベルおよび遺伝子レ
ベルのデータを総合的に比較することによ
り、コイ C1 は、哺乳類 C1 の亜成分 C1q、C1r
および C1s に相同な亜成分を全て含むことが
明らかとなった。 
 

 

図 2 二次元電気泳動によるコイ C1構成ポリペプ

チドの分離。27A、27Nおよび27BがそれぞれC1q-B, 

A, C 鎖と同定された。 
 
（５）C7 アイソタイプの機能的多様性 
これまでにニジマスとゼブラフィッシュで

のみ 2 種の C7 アイソタイプが報告されてい
たが、コイでも C7-1 と C7-2 という 2 種のア
イソタイプが認められた。系統発生学的な解
析により、C7-1 と C7-2 の 2 系統は魚類全体
に広がっていることが示唆された。また、両
mRNA は異なる組織分布を示すことから、機能
的に多様化していることが示唆された。さら
に、一般に C7 中の FIMAC ドメインが C5 と相
互作用する際に重要であると考えられるが、
互いに 60％のアミノ酸配列同一性しか示さ
ないコイの C7-1 と C7-2 のこのドメインを組
換え体として発現させることに成功した。ま
た、コイ C5 の NTR ドメイン(C7 との相互作用
ドメイン）の組換え体発現にも成功し、これ
がコイ血清による溶血反応を競合的に阻害
することが確認された。 
 
（６）膜型補体制御因子の同定 
多様なアイソタイプ組成を示すコイ補体成
分(特に C3 アイソタイプ）の活性化を制御す
るためには、多様な制御因子のバリエーショ
ンが必要である、という仮説のもと、ゼブラ
フィッシュとコイから補体制御因子をクロ
ーニングした。結果として得られた Tecrem
分子は、魚類からは初めて見つかった膜型の
補体制御因子として同定された。非常に興味
深いことに、多様な C3 アイソタイプを備え
ていることとは対照的に、硬骨魚類は哺乳類
よりもむしろ少ない種類の補体制御因子し
か持っていないことが、ゲノムデータのサー
ベイから示唆された。さらにタンパク質・細
胞レベルでの補体制御活性を調べるために
必要な、Tecrem 発現培養細胞(CHO）の樹立に
も成功した。 
 
 
 
（７）総括 
コイやゼブラフィッシュなどの硬骨魚類に
おける補体の多様性は、これまでは cDNA や
ゲノムレベルでの知見がほとんどであった
が、本研究により、主にコイを用いてタンパ
ク質レベルでの機能解析が進んだ。得られた
知見は、予想通りに各アイソタイプが高度に
多様化した機能を持っていることを示唆し
たが、一方で、全く予期していなかったよう
な、魚類特異的な反応メカニズムと反応ネッ
トワークが発見された。 
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