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研究成果の概要（和文）：CL-P1の発生過程および生体における役割の解明について検討を行った。CL-P1遺伝子ノック
アウトマウスが胎生致死であることから、致死時期検討を行い、着床前であることを明らかにした。さらに受精後のCL
-P1の動態をCL-P1遺伝子のプロモーターによりGFPを発現するトランスジェニックマウスを用いて検討を行ったが、受
精直後からの発現は確認できたがどのような機能を担うか明らかにすることはできなかった。生体での役割を解析する
為コンディショナルノックアウトマウスの作成を行い、検討を行ったが、現段階での新たな知見は得られなかった。今
後も検討を続けCL-P1の生体における役割の解明に努めたいと考えている。

研究成果の概要（英文）：I have been working for the elucidation of the role in the biological and developm
ental processes of CL-P1. Since the CL-P1 gene knockout mice are embryonic lethal, I examined the lethal t
ime, it was clarified that it is pre-implantation. I have studied a function of CL-P1 after the fertilizat
ion using the transgenic mouse which developed GFP by the promoter of the CL-P1 gene, but I was able to co
nfirm the expression from immediately after fertilization, but it was not possible to clarify whether play
 what function. And creating conditional knockout mice in order to analyze the role in vivo, it was examin
ed, but did not provide a new finding at the present stage. I continue examining it and would like to try 
for the elucidation of the biological CL-P1 in future.
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１．研究開始当初の背景 
コレクチンは、その構造の内部にコラーゲ
ン様構造とカルシウム要求性の糖認識領域
(carbohydrate recognition domain; CRD）を
持ち、CRD によって微生物などの異物の糖
鎖を認識して排除する自然免疫を担う分子
であると考えられている。申請者は研究の過
程において CL-L1、CL-P1、CL-K1の３種類
の新規コレクチン遺伝子を発見した（CL-L1: 
Ohtani, JBC 1999, CL-P1: Ohtani, JBC 
2001, CL-K1: Keshi,  Ohtani, Microbiol 
Immunol 2006）。CL-P1 (collectin placenta 
1)は、細胞内領域、膜貫通領域、コイルドコ
イル領域、コラーゲン様領域、ネック領域、
CRD の６つのドメイン構造を持ち、３量体
を形成し血管内皮細胞に膜タンパク質とし
て発現すると考えられる。また、この予測さ
れる CL-P1の構造は、スカベンジャー受容体
SR-AIに類似しており、CL-P1を過剰発現さ
せた CHO 細胞において、酸化変性させた
LDL(酸化 LDL)に結合してエンドサイトー
シスすること、さらに酵母、大腸菌、黄色ブ
ドウ球菌等と結合してファゴサイトーシス
することから、CL-P1が生体防御にも直接的
に関わっていることを明らかにした(Ohtani, 
JBC 2001、Jang, Ohtani, JBC 2009)。 
 さらに、CL-P1は、アミノ酸配列の相同性
がヒト－マウス間で 92%と非常に高く、生体
に必須な遺伝子であることが示唆されたこ
とから、ゼブラフィッシュをモデルとして、
受精卵を用い CL-P1 の発現を抑制すること
で発生初期段階での CL-P1 の機能解析を進
めてきた。その結果、CL-P1遺伝子発現を抑
制することにより、背部大動脈、体節血管の
欠損、心嚢（心臓に相当）浮腫、体幹形成の
著しい遅延が認められた。そこで、CL-P1の
発現抑制をすると共に、血管増殖因子
(VEGF)遺伝子の過剰発現を行ったところ、
発生遅延の回復が見られたことから、CL-P1
が血管形成に関与することを明らかにした
（Fukuda, Ohtani, BBA, 2011）。本結果は、
スカベンジャー受容体が血管発生に関与す
る可能性を示した初めての報告であり、さら
に自然免疫に関与する生体防御因子として
捉えられていたコレクチンが形態形成に関
与するという新しい研究局面を開くことが
できた。 
 次に、CL-P1 遺伝子欠損マウスを作成し、
哺乳動物での CL-P1 機能解析を行うことを
計画した。得られたヘテロマウスは雌雄とも
に、成長や形態はまったく通常マウスとの間
に差異は見られなかった。さらにヘテロマウ
ス同士の交配を行い CL-P1 遺伝子ノックア
ウトマウスの作成を試みたが、成体マウス、
中期発生段階(7.5日胚、10.5日胚)において、
CL-P1 遺伝子欠損マウスを確認することが
出来ないことから胎生致死であることを明
らかにした。しかも、通常、血管や心臓など
の形成不全による胎生致死は、10.5日胚前後
でおこることが報告されているが、7.5 日胚

でも生存胚が得られなかったことから、より
以前にすでに胎生致死がおこっていること
を示唆した。本結果から、血管形成とは異な
る機序で、CL-P1が胚初期発生に関与してい
る可能性を示唆した。 
 
２．研究の目的 
これまでの検討結果から、CL-P1遺伝子の
生体防御因子としての役割以外に、初期発生、
血管形成において重要な役割を担うことを
示唆した。本研究において、さらに詳細な検
討により生体における機能を明らかにし、そ
のメカニズムを解明することにより、CL-P1
がこれまでのコレクチンやスカベンジャー
受容体の概念である生体防御とは異なる観
点をもつ新たな機能を備えた分子であるこ
とを証明することを目的として研究を行っ
た。 
 
３．研究の方法 
発生における CL-P1 の役割を明らかにす
るため、先ず、受精後の CL-P1発現の変化を
調べた。正常マウスを用いた体外受精の後、
定量 PCRによるmRNA定量、組織切片を用
いた免疫組織染色を行った。その後、ヘテロ
マウスでの体外受精を行い、受精後の発生を
in vitro で顕微鏡下観察しながら、分化がど
こまで進むのか、さらに着床が完全にできる
のかなどを確認することにより CL-P1 の胚
発生における役割解明を進めた。ゼブラフィ
ッシュにおいて血管形成に CL-P1 遺伝子が
関わることを明らかにしているので、上記と
並行してコンディショナルノックアウトマ
ウスを作成し、形態形成後の個体で、血管増
殖や微生物に対する感染防御能等の自然免
疫における CL-P1 の役割解明の研究を進め
た。 
 
４．研究成果 
(1) 受精後の CL-P1発現の把握 
正常マウスを用いた体外受精の後、CL-P1
の mRNA レベル（定量 PCR による mRNA
定量）、タンパク質レベル（組織切片を用い
た免疫組織染色）での検討により CL-P1の発
現動態の把握を試み、受精の直後より発現誘
導がおこることを明らかにした。 
 
(2) CL-P1へテロ接合体配偶子の体外受精に
よる胎生致死時期決定 
 胚の成長分化過程の形態学的観察、成長休
止胚の遺伝子型解析を行い、ノックアウト胚
の胎生致死時期の決定を行った。CL-P1遺伝
子ヘテロマウスを用いて、体外受精を行い、
in vitro で、その成長分化を顕微鏡下で観察
し、致死胚については、遺伝子の情報を調べ、
CL-P1 遺伝子ホモ欠損胚かどうかを調べた。
これら観察、検討によりどこまで成熟分化が
可能であるか判断したところ、着床以前に致
死に至ることを明らかにした。ヘテロマウス
の体外受精により、経時的に胚を個別にサン



プリングし、CL-P1の発現を定量 PCRによ
り確認を行い、さらに受精卵に siRNA をマ
イクロインジェクションし、発生過程を観察
したが、致死時期決定には至らなかった。 

CL-P1 ノックアウトマウスが胎生致死で
ある証明のため CL-P1 遺伝子トランスジェ
ニックマウスとの交配による表現型回復を
確認する必要があるため CL-P1 遺伝子トラ
ンスジェニックマウスの作成を試みた。
CL-P1 遺伝子のプロモーター領域とマウス
CL-P1 cDNA と連結したコンストラクトを
構築し、CL-P1遺伝子トランスジェニックマ
ウスを作成した。同時に発現様式解析のため、
マウス CL-P1 遺伝子のプロモーター領域に
GFP 遺伝子を連結したコンストラクトの構
築も行い、個体を獲得した。出生後の CL-P1
の役割を解明するためコンディショナルノ
ックアウトマウスの作成も進めたが個体獲
得には至らなかった。 
獲得した CL-P1 トランスジェニックマウ
スと CL-P1 ヘテロマウスとの交配により
CL-P1 遺伝子欠損による胎生致死の証明を
試みが、CL-P1遺伝子欠損マウスの個体の出
生確認はできなかった。原因を究明するため
複数の CL-P1 トランスジェニックマウスの
クローンについて検討したが、いずれのクロ
ーンも本来のプロモーターによる発現とは
異なる遺伝子発現を示したことから表現型
回復には至らなかったと結論付け、他のクロ
ーンによる検討を試みたが証明には至らな
かった。 

CL-P1 の発現様式解析のため、マウス
CL-P1 遺伝子のプロモーターによって GFP
を発現するトランスジェニックマウスを作
成し、発生段階を含め発現解析を行った。そ
の結果、血管内皮以外の発現が明らかとなり、
新たな機能を示唆することができた。 
 
以上の取り組みの結果、新たな機能の解明
には至らなかったが、今後もこれまでの知見
をもとにさらに研究を進め CL-P1 の生理的
な役割の解明につなげていきたいと考えて
いる。 
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