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研究成果の概要（和文）：近年、哺乳類において細胞内における補体活性化の生理作用が注目されているが、そ
の系統発生学的な検討は全くなされていない。そこで、細胞内補体活性化の系統発生と生理機能を解明するため
に、本研究では、コイ白血球細胞内における補体成分C3の活性化断片の検出と細胞内C3断片化に関わるプロテア
ーゼの特定を目指した。その結果、コイ白血球にはC3が存在し、恒常的に補体活性化とは異なる限定水解を受け
未活性化型としてはほとんど残っていないこと、この限定水解はヒト細胞での報告とは異なり、カテプシンL以
外のプロテアーゼによること、および 細胞外からC3を取り込み断片化している可能性があることが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Recently, physiological effects of intracellular complement activation in 
mammals have attracted much attention, but its phylogenetic development has not been investigated at
 all. To elucidate the phylogeny and physiological function of intracellular complement activation, 
this study aimed to detect activated fragments of the complement component C3 in carp leukocyte 
cells and to identify proteases involved in intracellular C3 fragmentation. The results suggested 
that C3 is present in carp leukocytes and undergoes limited hydrolysis, which is different from 
complement activation, on a permanent basis, and that little remains in the unactivated form; that 
this limited hydrolysis is caused by proteases other than cathepsin L, unlike that reported for 
human cells; and that C3 may be taken up and fragmented from the extracellular C3 from outside the 
cell and fragmentation.

研究分野：比較免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、プロテアーゼの特定には至らなかったものの、コイPBL内C3の存在と断片化が示された。本研究成
果は、学術的には細胞内補体系の系統発生と生理機能の理解を深める重要な知見であるだけでなく、細胞内補体
活性化を指標とした、魚類の生体防御能レベルのモニタリング法の開発などの応用につながると期待される。

※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 
これまで、補体系は血漿などの体液中で微生物などの異物を検知して活性化すると理解され

てきた。一方、近年、C3 がヒト CD4 陽性 T細胞で産生され、細胞内でカテプシン L (CTSL) によ
る限定水解で活性化型に変換されることが報告された。細胞内補体活性化は CD4 陽性 T 細胞の
みならず、B細胞、単球、線維芽細胞、上皮細胞および内皮細胞でも観察され、その生理作用が
注目されている。この細胞内補体系は、遺伝子翻訳や細胞周期進行など細胞の恒常性維持に寄与
する、生体防御よりも進化的に起源の古いメカニズムと提唱されている。細胞の恒常性維持とい
った生命維持の重要なシステムに関わるものであれば、細胞内補体系は多くの生物に保存され
ていると予想ができるが、現在までヒト、マウス以外の生物での報告はされておらず、系統発生
学的な検討は全く行われていなかった。 
 
２．研究の目的 
細胞内 C3 活性化の系統発生とその下等脊椎動物における生理機能を解明するために、本研究

では、まずコイ (Cyprinus carpio) 末梢血白血球 (PBL) 中での C3 の活性化断片の検出と断片
化に関与するプロテアーゼの特定を目指した。さらに、細胞による C3 の取り込み・活性化を検
証するため、ビオチン標識 C3 および培養細胞株を用いて、細胞内 C3 の断片化を観察した。ま
た、細胞による外部からの C3 取り込みを検証するため、ビオチン標識 C3 を用いた取り込み試験
を実施した。 
 
３．研究の方法 
3.1. コイ抹消血白血球（PBL）における C3 活性化断片の検出  
コイ抹消血から Percoll 比重遠心分離により白血球を分離し、10%トリクロロ酢酸 (TCA) で
固定した。その細胞溶解液を、抗コイ C3α鎖ポリクローナル抗体、コイ C3 のアイソタイプ (C3-
H1 および C3-S) に特異的なモノクローナル抗体を用いたウエスタンブロッティングに供試し、
細胞内に由来する C3 の断片化を分析した。 
 
3.2. コイ細胞内 C3 断片化に関与するプロテアーゼの検討 : コイ PBL を CTSL阻害剤 (Calpain 
inhibitor II)、セリンプロテアーゼ阻害剤 (3,4-Dichloroisocoumarin) を含む培地中でイン
キュベートした。その後、TCAで固定し、その細胞溶解液を、抗コイ C3α鎖ポリクローナル抗
体を用いたウエスタンブロッティングで分析することにより、細胞内 C3 断片化への CTSL およ
びセリンプロテアーゼの関与を調べた。実験 3. コイ PBL による C3 の取り込みと活性化の検
証 : PBL を、ビオチン標識 C3-H1、C3-S を含む培地中でインキュベートし、TCAで固定した。
その細胞溶解液を SDS-PAGEで泳動し、PVDF 膜に転写後、膜上の C3-H1 および C3-S を avidin-
biotinylated peroxidase complex法で検出することで、細胞による C3 の取り込みと断片化を
調べた。 
 
 
４．研究成果 
4.1.1. コイ末梢血白血球における補体 C3 の断片化 
コイ PBL 溶解液を、抗 C3α鎖ポリクローナル抗体を用いたウエスタンブロッティングに供試

したところ、α鎖に由来する分子量 47,000、44,000、25,000のバンドが検出され、 
細胞内で C3 の断片化が起こっていることが判明した。これらの断片の分子量は、C3 が血清中で
活性化されて生じる断片の分子量とは異なっていた。（Fig. 1） 
 
4.1.2. CTSL阻害試験 
CTSL阻害 PBLサンプルを、抗 C3α鎖ポリクローナル抗体を用いたウエスタンブロッティング

に供試したところ、α鎖に由来する分子量 90,000、44,000、25,000のバンドが検出された (Fig. 
2)。Calpain inhibitor IIの存在下においてもα鎖断片は観察され、バンドのサイズに変化は
生じなかった。 
また、セリンプロテアーゼ阻害 PBL サンプルを、抗 C3α鎖ポリクローナル抗体を用いたウエ

スタンブロッティングに供試したところ、α鎖に由来する分子量 44,000、25,000のバンドが検
出された (Fig. 3)。DCIの存在下においてもα鎖断片は観察され、バンドのサイズに変化は生
じなかった。 
 



 

 

  
 
 

 
 

 

 
 

 
4.2. コイ白血球による C3 の取込みと断片化 
ビオチン標識 C3 取り込み試験では、ABC 法に PBL のすべての試験区から分子量 119,000、
72,000、14,000 のバンドが検出された (Fig. 4)。また、ビオチン標識 C3-H1 の存在下でインキ
ュベートした PBL においては分子量 66,000、45,000、42,000、30,000 のバンドが検出された 

Fig. 1. コイ PBL Lysateの抗コイ C3α鎖ポリクローナ
ル抗体を用いたウエスタンブロッティング。Lane 1 と 2
は異なるコイ個体の結果。Lane PC は、ザイモサンで活
性化させたコイ血清（陽性コントロール） 

Fig. 2. CTSL阻害剤添加した PBL のウ
エスタンブロット。Lane Z はザイモサ
ンで補体を活性化させたコイ血清。CTSL 
inhibitor濃度の単位は nMである。 

 

Fig. 3. セリンプロアーゼ阻害剤
（DCI,0-40 μM）で処理した PBL のウ
エスタンブロット。 
Zは Fig. 2と同じ。PC は精製コイ C3。 

 



 

 

(Fig 4)。抗コイ C3α鎖ポリクローナル抗体を用いたウエスタンブロッティングでは、PBL のす
べての試験区において分子量 84,000、42,000、30,000のバンドが検出された (Fig. 4)。さら
に、ビオチン標識 C3-H1 の存在下でインキュベートした PBL においては分子量 45,000のバンド
も検出された (Fig. 5) 
 

 
 

 

 
 

 
以上のように、本研究では、1) コイ PBL には C3 が存在し、その C3 は恒常的に補体活性化と

は異なる限定水解を受け未活性化型としてはほとんど残っていないこと、2) この限定水解はヒ
ト細胞での報告とは異なり、CTSL 以外のプロテアーゼによること、および 3) 細胞外から C3 を
取り込み、断片化している可能性があることが示唆された。しかし、白血球の種類別の解析や断
片化に関わるプロテアーゼの特定には至らなかった。細胞内補体系の系統発生と生理機能を理
解するためにも、硬骨魚類における細胞内 C3 の局在、分解に関与するプロテアーゼの解明が必
要である。 
 

Fig. 4. コイ PBL lysate中のビオチン
標識C3の ABC法によるウエスタンブロ
ッティング。 
レーン Ctrl は、分離直後に固定した
PBL, レーン 0 は C3 未取込み PBL、レ
ーン S, H1 は、それぞれ標識 C3-S およ
び C3-H1 とインキュベートした PBL。
NR、Rは非還元・還元条件を示す。 

 

Fig. 5. コイ PBL 中の標識・非標識 C3 を抗
コイ C3αポリクローナル抗体で検出したウ
エスタンブロッティング。略号は Fig. 4 と
同じ。 
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