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研究成果の概要（和文）：本研究では、ナチュラルキラーT (NKT) 細胞を活性化するCD1d受容体に注目し、免疫
系におけるサイトカインバランスの制御を可能とする強力かつ選択的なCD1dリガンドの開発を行った。CD1dと結
合する糖脂質リガンドのアシル鎖部位に様々な官能基を導入したリガンドを設計、合成、評価を行うことで、複
数の選択的リガンドを取得した。また、分子動力学計算によって、リガンドに導入した官能基とCD1dとの相互作
用様式を解析した。

研究成果の概要（英文）：We focused on CD1d protein involved in activation of NKT cells, and 
developed novel potent and selective CD1d glycolipid ligands that can modulate cytokine balance in 
immune system. The glycolipid derivatives containing various functional groups in their acyl chain 
parts were designed, synthesized and evaluated to identify a number of selective ligands. The 
binding mode analysis between the functional groups of lipid ligands and CD1d were also performed by
 using molecular dynamics simulation.

研究分野：生物有機化学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫系におけるサイトカインバランスの制御は、創薬研究などにおいて重要な課題である。本研究では、NKT細
胞を活性化するCD1dリガンドの構造展開によって、強力かつ選択的なサイトカイン誘導活性を有するリガンドの
創製に成功した。本研究で見出した選択的リガンドは、サイトカインバイアス解析のツールとして関連分野に大
きな進展をもたらすとともに、自己免疫疾患等に対する治療薬シーズとしての展開が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

脂質抗原受容体として知られる CD1d は、抗原提示細胞などに存在し、T細胞の分化や活性化
に関わっている。CD1d は細胞内に取り込まれた糖脂質リガンドと結合すると、細胞膜上に移動
し、ナチュラルキラーT（NKT）細胞上の T細胞抗原受容体（TCR）に認識され、様々な種類の細
胞間情報伝達物質（サイトカイン）を誘導する。誘導されるサイトカインとしては、主に INF-, 
IL-4, IL-10, IL-17 などが知られており、様々な免疫応答に関わっている。しかしながら、こ
れらのサイトカインは、互いに相反する活性を示すため、免疫システムを制御するためのケミ
カルプローブの創製や疾患治療法開発の観点からすると、誘導されるサイトカインの選択性制
御が重要な課題となる。これまでの CD1d リガンドの構造活性相関研究から、リガンド構造の違
いによってサイトカイン誘導選択性が変化することが知られていた。特に IFN-など Th1 サイ
トカインに対する誘導選択性を示すリガンドの開発については、幾つかの選択的リガンドが報
告されていた。一方で、IL-4 など Th2 サイトカイン選択性を示すリガンドについては、高活性
なリガンドがほとんど報告されておらず、また、選択的なサイトカイン誘導メカニズムの詳細
については不明であった。 
 
２．研究の目的 

多様な免疫調節を担う脂質抗原受容体の機能解析を行うため、NKT 細胞を活性化する CD1d に
注目し、免疫系におけるサイトカイン誘導選択性制御を可能とする高活性リガンドの開発を目
指す。特に Th1/Th2（IFN-/IL-4）経路選択的なリガンド、抑制性免疫シグナルを誘導するリ
ガンドの取得を目指し、新規 CD1d リガンドの探索、合成を行う。また取得したリガンドを用い
た機能解析により、免疫制御機構の理解と共に疾患治療の基盤となる免疫制御分子の創製を目
指す。 
 
３．研究の方法 
(1) サイトカイン誘導選択的リガンドの創製を指向した構造展開 

報告者らが以前までに見出していたアミド基を脂質部位に導入した脂質改変型糖脂質リガン
ドを基盤として、新たに様々な官能基を導入したリガンドを設計し、合成および活性評価を行
った。 
 
(2) 脂質改変型リガンドに関する分子認識機構の解析 

活性や選択性の向上を目的とした新規リガンド創製のための分子設計指針に関する知見を得
るために、分子動力学(MD)計算を用いて、脂質改変型リガンドと CD1d タンパク質間における相
互作用の解析を行った。 
 
(3) サイトカイン誘導選択性発現に関わるメカニズムの解析 

取得したサイトカイン誘導選択的リガンドを用いて、選択性発現機構の解析を試みた。特に、
リガンド-CD1d 間の結合親和性、リガンドの細胞内挙動に関して調査を行い、選択性発現との
関わりを解析した。 
 
４．研究成果 
(1) サイトカイン誘導選択的リガンドの創製を指向した構造展開 

報告者らは以前までに、CD1d タンパク質の巨大な疎水性脂質認識ポケット中に含まれる極性
アミノ酸残基（Ser28 など）と相互作用可能なリガンドの開発を行ってきた。これらの検討の
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図 1. a-GalCer を基盤とした構造展開 



中で、既知 CD1d リガンドであるa-GalCer の脂質部位にアミド基を導入した脂質改変型リガン
ドが、a-GalCer と比較して高いサイトカイン誘導活性を示すことを見出していた（図 1、アミ
ド基含有誘導体）。一方で、a-GalCer のアシル鎖について、鎖長を短くするとサイトカイン誘
導活性が大幅に低下するものの、IL-4 選択性を示すことが報告されていた。そこで、短い鎖長
を有するa-GalCer 誘導体のサイトカイン誘導活性の向上を狙い、脂質部位にアミド基を導入し、
活性を評価することとした。その結果、IL-4 選択性を保ったまま、サイトカイン誘導活性が大
幅に向上した（図 1、アミド基含有短鎖誘導体）。また、これらのリガンドについて、導入する
官能基をアミド基からアミノ基へと変換したところ、IL-4 誘導選択性がさらに向上することが
明らかとなった。引き続き、アシル鎖末端にベンズアミド基を有するリガンドを設計し、合成
を行った（図 1、ベンズアミド基含有誘導体）。ベンズアミド基を有するリガンドに関しても、
IL-4 選択性を示した。そこで、様々な官能基をベンゼン環に有する誘導体の合成も行った。そ
の結果、メトキシ基を有するリガンドが最も高いサイトカイン誘導活性を示すことを見出した。
これらの脂質改変型リガンドに関して、IL-10 や IL-17 の誘導活性についても調査を行った。
その結果、一部のリガンドが IL-10 や IL-17 に対する産生活性を有することが分かった。この
ように、a-GalCer のアシル鎖部分の構造活性相関研究の結果、高活性かつ選択的なリガンドを
取得することに成功した。 
 
(2) 脂質改変型リガンドに関する分子認識機構の解析 

上記に示したアミド基導入によるサイトカイン誘導活性向上について、CD1d-リガンド間の分
子認識機構の解析を行った。アミド基を導入したリガンドについて種々の誘導体を合成し、活
性評価を行った結果、特定の位置にアミド基を導入した場合において、活性が大幅に向上する
ことが明らかとなった。そこで、これらの結果を基に、MD 計算を用いた解析を行うこととした。
計算を行った結果、導入したアミド基は CD1d の疎水性脂質認識ポケット中の Glu14 と Ser28
と水素結合を介した相互作用をしていることが示唆された。また MD 計算に基づいた結合ポケッ
トにおける水和状態の解析を行ったところ、導入したアミド基が水分子を介した水素結合ネッ
トワークを形成することによって、周辺部の水和状態を大きく改善することで、リガンド-CD1d
複合体を安定化していることが示唆された。またベンズアミド基導入に関しても、MD 計算を用
いて相互作用の解析を行った。その結果、CD1d の脂質認識部位に存在する Phe70 とベンズアミ
ド基が相互作用していることが示唆された。以上のように、CD1d の脂質認識部位に存在する特
定のアミノ酸残基が親和性向上のための新たな作用点となることを見出した。 
 
(3) サイトカイン誘導選択性発現に関わるメカニズムの解析 
 上記(1)において取得したサイトカイン誘導選択的リガンドを用いて、選択性発現機構の解析
に取り組んだ。特にリガンド-CD1d 間の親和性、リガンドの細胞内挙動に着目し、評価系の構
築を行うとともに、解析を行った。リガンド-CD1d 間の親和性評価に関しては、種々の分子間
相互作用解析手法を応用して、評価系を構築した。本研究では、これまでに報告されていたリ
ガンド-CD1d 間の親和性評価法に加えて、AlphaScreen システムを用いた簡便な相互作用解析手
法を開発し、評価に用いた。種々の IL-4 選択的なリガンドを用いて解析を行った結果、リガン
ド-CD1d 間の結合親和性と IL-4 選択性との間には、明確な相関関係を見出すことはできなかっ
た。一方、誘導されるサイトカインの選択性は、リガンドの細胞内挙動の違いにより制御され
るということが報告されていたが、高活性な IL-4 選択的なリガンドが限られていたために詳細
な解析は行われていなかった。そこで報告者らは、今回取得した高活性な IL-4 選択的リガンド
を用いて細胞内挙動の解析を行った。リガンド-CD1d 複合体を認識する抗体を用いて、共焦点
顕微鏡やフローサイトメーターを用いた解析を行った結果、IL-4 選択的なリガンドは他のリガ
ンドとは異なる細胞内挙動を示すことを明らかにした。 
 

以上のように、本研究において報告者らは、サイトカイン誘導選択性を示す種々のリガンド
を開発した。これらのリガンドは、サイトカインバイアス解析のツールとして関連分野に大き
な進展をもたらすものと期待される。 
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