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研究成果の概要（和文）：樹状細胞などの抗原提示細胞に発現するMincleは結核菌の表面に特異的に存在するト
レハロースジマイコレート(TDM)を認識するほか、コレステロール結晶などを認識し、免疫細胞を活性化する免
疫受容体である。我々は、X線構造解析を行い、MincleのTDMの認識機構の解明を進めてきた。しかし、糖脂質や
コレステロールについては水への溶解性が低いために解析が進んでいなかった。そのため、糖脂質やコレステロ
ールを含む脂質二重膜を模倣した”ナノディスク”を作製し、結合実験を行なった。その結果、コレステロール
を含む糖脂質では結合がみらなかったのに対し、糖脂質を含むものではMincleへの結合が見出された。

研究成果の概要（英文）：Mincle is an immune receptor that is expressed in antigen presenting cells, 
such as dendritic cells, arecognizes trehalose dimycolate (TDM), which is specifically present on 
the surface of Mycobacterium tuberculosis and cholesterol crystals, and activates immune cells. We 
previously perofrmed X-ray structural analysis of Mincle to elucidate the recognition mechanism of 
TDM. However, analysis of glycolipids and cholesterol has not progressed due to their low solubility
 in water. Therefore, we prepared "nanodiscs" that imitated lipid bilayer membranes containing 
glycolipids and cholesterol, and conducted binding experiments. As a result, no binding was found in
 glycolipids containing cholesterol, whereas binding to Mincle was found in those containing 
glycolipids.

研究分野：分子免疫学

キーワード： 自然免疫受容体　免疫活性化　糖脂質　コレステロール　ナノディスク　NMR
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研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫受容体のMincleは強力な免疫活性化物質である結核菌表面に存在するTDMと呼ばれる分子と結合する。我々
はX線構造解析によりMincleの立体構造を明らかにしたが、TDMの難水溶性のためにどのようにMincleがTDMを認
識しているのか不明な点が多かった。今回、我々は実際のTDMが結核菌の表面にある状態を模した脂質二重膜に
TDM類似体を埋め込んで、認識機構の解明を進めた。その結果、TDM類似体を含まない脂質二重膜はMincleに結合
しなかった一方で、TDM類似体を含むものは結合することがわかった。今後、Mincleの認識機構を詳細に明らか
にすることで、効果的な免疫活性化物質の探索を目指す。

※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 

Macrophage inducible C-type lectin (Mincle)は樹状細胞など抗原提示に発現している。これ

までに Mincle は結核菌表面に存在し、強いアジュバント活性を示す糖脂質 TDM を認識すること

が明らかになっている。それに加え、近年、マラセ

チア菌の糖脂質、さらにはコレステロールやコレス

テロール硫酸など自己脂質を含めて様々な（糖）脂

質にも結合することが明らかになっている（図 1）
1-5。我々はヒト Mincle の細胞外ドメインの立体構

造を X線構造解析により決定することに成功し、変

異実験により糖脂質認識に関わるアミノ酸残基を

見出した 6。また、同時期に Drickamer らもウシ

Mincle の構造決定に成功していおり、糖脂質の結合

モデルを作成している 7,8。しかし、Mincle の糖脂

質、特に脂質部分の認識機構は明らかになっていな

い。また、コレステロールなど自己脂質にも結合す

ることが明らかにされたがその詳細も明らかとな

っていない。 

 

 

２．研究の目的 

上記に述べたように Mincle の糖脂質を含めたリガンド認識機構は不明な点が多い。認識機構の

詳細を理解することはワクチンの重要な成分である効果的なアジュバント開発に重要である。

しかし、糖脂質の難水溶性のために詳細な生化学

的・構造生物学的解析が進んでいない。本研究で

は、糖脂質やコレステロール等の難水溶性化合物

をナノディスクに埋め込むことにより、生理的条

件に近い状態脂質二重膜を調製する(図 2)。その

ナノディスクを用いて、Mincle との相互作用解析

を行うことで詳細な認識機構の解明を進めるこ

とを目的とした。 

 

３. 研究の方法 

Mincle タンパク質の調製 

Mincle タンパク質は既報の方法を用いて行なった 6。大腸菌 BL21(DE3)pLysS 株を用いて、Mincle

の細胞外ドメインの糖脂質結合ドメインを発現コードする遺伝子を持つプラスミドでトランス

フォーメーションし、IPTG による発現誘導を行うことで、封入体に目的タンパク質を得た。封

入体を精製後、6M グアニジンを含む緩衝液で封入体画分を可溶化した。可溶化した変性タンパ

ク質は希釈法による巻き戻しを行い、その後、ゲル濾過クロマトグラフィーにより精製した。精

製度は SDS-PAGE を行い、CBB 染色で検出することにより確認した。一方で、NMR 法により相互作

用の実験の滴定実験に用いる 1H, 15N を含む Mincle タンパク質の調製は、大腸菌培地 CHL 培地を



用いて発現を行った。NMR の測定サンプルは、10% D2O 含有 10 mM HEPES (pH7.0), 20 mM CaCl2

溶液に調製した。 

 

糖脂質やコレステロールを含むナノディスクの調製 

TDM の類似体で脂質鎖の短い Trehalose-C16 と Dioleoylphosphatidylcholine (DOPC)を少量の

メタノールを含むクロロホルムに溶解した。エバポレーターを用いて、Trehalose-C16/DOPC か

らなる脂質ラメラを作製した。作製した脂質ラメラを 20 mM tris-HCl (pH 7.5), 100 mM NaCl

溶液に懸濁し、Trehalose-C16/DOPC リポソームを得た。このリポソームと Membrane Scaffold 

Protein (MSP)を混合し、Bio beads を用いて過剰な脂質を除くことにより Trehalose-C16 を含

むナノディスク(Trehalose-C16/DOPC ナノディスク)を作製した。ナノディスクはゲルろ過クロ

マトグラフィーにより精製した。SDS-PAGE さらには TLC を用いて、Trehalose-C16/DOPC ナノデ

ィスクの精製を確認した。また Trehalose-C16 を含まないコントロールとなるナノディスク

（DOPC ナノディスク）やコレステロールを含むナノディスク（コレステロール/DOPC ナノディス

ク）も同様の方法で調製した。 

 

結合実験 

結合実験は表面プラズモン共鳴法および NMR を用いて行なった。 

表面プラズモン共鳴(SPR)実験 SPR 実験は北海道大学大学院薬学研究院が所有する

BiacoreT200 もしくは Biacore3000 を用いて実験を行なった。 

上記で調製した Mincle を 10 mM acetate (pH 4.0), 5 mM CaCl2にバッファーを交換後、アミン

カップリング法を用いて CM5 センサーチップに固定化した。調製した Trehalose-C16/DOPC ナノ

ディスクおよび DOPC ナノディスクを Mincle タンパク質に 10 l/min の流速で１分間インジェ

クションを行った。 

また、上記の SPR 実験では、ナノディスクに Trehalose-C16 が複数存在する場合、多価効果によ

って、結合が見かけ上強くなることが考えられる。それを避けるために、C16/DOPC ナノディス

クおよび DOPC ナノディスクを 10 mM acetate (pH 5.0)にバッファーを交換後、アミンカップリ

ング法を用いて CM5 センサーチップに固定化した。アナライトとして、Mincle タンパク質に 10 

l/min の流速で１分間インジェクションを行った。 

 

NMR 滴定実験 NMR 滴定は大阪大学蛋白質研究所が保有する 950 もしくは 600 MHz NMR を用い

て行なった。Mincle タンパク質の 1H-15N HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence)の

各シグナルのアミノ酸帰属は、HNCO、HN(CA)CO、CBCA(CO)NH および HNCACB の３次元 NMR スペ

クトル測定を用いて行った（現在、論文投稿中）。約 30 M に調製した Mincle に約 10 倍量の

コレステロール/DOPC ナノディスクを 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 3 等量になるように滴定した。

滴定後に 1H-15N HSQC スペクトル測定を行い、滴定に伴う化学シフト変化を観測した。 

 

４．研究成果 

(1) 糖脂質やコレステロールを含むナノディスクの調製 

認識機構の解明に必要な Trehalose-C16/DOPC ナノディスクの調製を行ない、SDS-PAGE および

TLC を用いて純度の確認を行なった。その結果、他のナノディスクで報告されているような溶出

位置にナノディスクは溶出された。この rehalose-C16/DOPC ナノディスクと推定される画分は

MSP タンパク質および Trehalose-C16/DOPC が含まれていることを SDS-PAGE および TLC で確認



した。また、DOPC ナノディスクやコレステロール/DOPC ナノディスクも上記と同様の方法で精製

を確認した。 

 

(2) 結合実験 

上記で調製したナノディスクおよび Mincle タンパク質を用いて、結合実験を行った。 

 

SPR 実験 

最初に Mincle タンパク質を固定化し、Trehalose-C16/DOPC ナノディスクおよび DOPC ナノディ

スクをインジェクトした。その結果、Trehalose-C16/DOPC ナノディスクをインジェクトした際

には強い結合が見られたのに対し、DOPC ナノディスクでは結合が見られなかった。一方で、ナ

ノディスクを固定化し、Mincle タンパク質をアナライトとして流した場合には、比較的弱い相

互作用が見られた。このことからナノディスクをアナライトとしてインジェクションした時に

見られる強い相互作用は、ナノディスクに固定化された Trehalose-C16 の多価効果であること

が示唆された。 

 

NMR 実験 

図 3に Mincle タンパク質への 1および 3等

量のコレステロール/DOPC ナノディスク滴下

後の 1H-15N HSQC スペクトル測定を示した。

いくつかの残基で化学シフトが見られた。し

かし、これらの残基は pH変化などの水溶液

の環境変化に応答を示すアミノ酸であること

がわかり、特異的にコレステロールを認識し

ている可能性が低いことがわかった。 

 

今後は、NMR を用いた Trehalose-C16/DOPC ナ

ノディスクの滴下実験を行い、Mincle の糖脂質認識機構の詳細を明らかにする。さらには、今

回得られたナノディスクの免疫活性化能を評価し、アジュバントとしての利用も検討を進める。 

コレステロールを含むナノディスクについては、SPR を用いた結合実験を行うとともに、コレス

テロール量を増やす等の検討を行い Mincle が強く結合できるナノディスクの作製を目指し、相

互作用の解明を進める。 
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