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研究成果の概要（和文）：多くの細胞の直近の足場となっている基底膜に着目し、細胞が基底膜
をどのように識別しているかを、基底膜の接着分子とその細胞表面受容体との相互作用に注目
して解析した。ラミニン、ネフロネクチン等の接着分子のインテグリン結合部位の構造を明ら
かにするとともに、組織におけるインテグリンリガンドの発現部位を網羅的に検出する in situ 
overlay アッセイを開発した。 
 
研究成果の概要（英文）：Affinity and specificity of interactions between the integrin family of cell 
adhesion receptors and their ligands of basement membranes are quantitatively explored with an 
emphasis on laminins, nephronectin, and other Arg-Gly-Asp motif-containing proteins. A novel protocol 
for collectively visualizing integrin ligands on tissue specimens has also been developed. 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞の周囲に構築される細胞外マトリッ
クス（以下、ECM）は、組織構築のための単
なる物理的な足場ではなく、細胞直近の微小
環境として、細胞の生存維持と増殖・分化の
制御に不可欠な役割を担っている。細胞表面
にはインテグリンに代表される様々な ECM受
容体が発現しており、細胞はこれら受容体を

総動員して ECM の分子組成を解読し、その情
報に基づいて細胞内シグナル伝達系や細胞
内骨格系の制御を行っている。しかし、ECM
は極めて多様な分子で構成された複雑系で
あり、その分子組成は細胞ごと、組織ごとに
大きく異なる。細胞が ECM 環境の違いをどの
ように識別し、それによって細胞内シグナル
伝達や細胞内骨格系をどのように制御して

機関番号：１４４０１ 
研究種目：基盤研究（B） 
研究期間：2008～2010   
課題番号：20370046 
研究課題名（和文）  インテグリンによる基底膜識別機構とそれに共役した細胞内情報伝達
機構の解析 

                     
研究課題名（英文）Molecular mechanisms of basement membrane recognition by integrins  

 
研究代表者 
関口 清俊（SEKIGUCHI KIYOTOSHI） 
大阪大学・蛋白質研究所・教授 

 研究者番号：50187845 



いるかは、フィブロネクチンなど一部の ECM
分子を除いて、多くの点が不明であった。 
 
２．研究の目的 
 ECM は間質と基底膜に大別される。基底膜
は上皮と結合組織の境界に形成されるシー
ト状の ECM で、これまでに５０種を超える基
底膜蛋白質が同定されている。本研究では、
ECM のプロトタイプと考えられているこの基
底膜に着目して、細胞が基底膜をどのように
識別し、その情報をどのように細胞内に伝達
するかを、インテグリンによる基底膜蛋白質
の分子認識機構とそれに共役した細胞内シ
グナル伝達に注目して解明することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
(1)インテグリンとそのリガンドの分子間相
互作用の解析： １２種のラミニンアイソフ
ォーム、ネフロネクチン等の Arg-Gly-Asp
（RGD）配列含有基底膜蛋白質、および各種
インテグリンは、すべてヒト 293F 細胞を用
いた発現系を構築し、組換え蛋白質として精
製した。インテグリンは高木らの方法
（Takagi et al. Nature Struct. Biol., 
8:412-416. 2001）に従い、細胞外領域だけ
を組換え蛋白質として発現させた。インテグ
リンとそのリガンドの結合は、固相結合アッ
セイ法により定量した。また、必要に応じて
表面プラズモン共鳴法による測定も行った。 
(2)in situ インテグリン結合アッセイ： 特
定のインテグリンと結合するリガンド分子
を総体として可視化するため、マウス凍結組
織切片を用いる in situ インテグリン結合ア
ッセイを開発した。組織切片に結合した組換
えインテグリンは、Ｃ末端部に付加した
ACID-BASE ペプチドに対する抗体を利用して
検出した。 
(3)インテグリンを介するシグナル伝達複合
体の解析： ラミニン結合型インテグリンが
CD151 等のテトラスパニンと複合体を形成す
ることに着目し、CD151 をはじめとする様々
なテトラスパニンの発現を RNAi 法により人
為的に抑制することにより、ラミニン上での
細胞の接着応答がどのように修飾されるか
を検索した。また、基質に接着した細胞を
EGTA 処理で脱着させる際、基質上に残る細胞
残渣（substrate-attached material；SAM と
略す）を回収し、その分子組成を質量分析に
より解析した。 
 
４．研究成果 
(1)インテグリンα8β1のリガンド結合特異
性の解明： RGD 配列を認識するインテグリ
ンの一つであるα8β1インテグリンのリガ
ンド結合特異性を精製インテグリンα8β1
と様々な RGD型インテグリンリガンドを用い

て検索し、インテグリンα8β1がネフロネク
チンに対して高い特異性を有することを明
らかにした（発表論文⑧）。また、(i)ネフロ
ネクチンの分子中央部の“リンカー領域”が
インタクトなネフロネクチンとほぼ同等の
高い結合親和性と特異性を示すこと、(ii) 
この領域の RGD配列を含む２３アミノ酸残基
だけでその高い結合活性が発現することを
見いだした。さらに、この高い活性は RGD 配
列の約１０アミノ酸残基下流にある
LFEIFEIER 配列により規定されていることを
明らかにした。LFEIFEIER 配列は RGD 配列と
協調的にα8β1により認識される‘synergy 
site’として機能していると考えられる。 
図１ インテグリンα8β1のリガンド結合活性 

 
(2)αv インテグリンのリガンド結合特異性
の解明： αv 鎖を含むインテグリンとして
はαvβ1、αvβ3、αvβ5、αvβ6、αvβ8
の 5種類が知られている。これら 5種類のα
v インテグリンをすべて可溶性の組換え蛋白
質と発現させ、様々な RGD 含有リガンドに対
する結合活性を固相結合アッセイにより検
索した。なお、αvβ1インテグリンの組換え
蛋白質はほとんど発現・分泌されないことか
ら、この組み合わせは生体内ではほとんど発
現しないものと考えられる。フィブロネクチ
ン、ビトロネクチン、フィブリノーゲン、ネ
フロネクチンに対するこれらαv インテグリ
ンの結合活性を測定したところ、αvβ3はど
のリガンドにも幅広く結合したが、αvβ5は
ビトロネクチンにより選択的に結合し、αv
β6 はフィブロネクチンに高い親和性を示し
た。αvβ8はいずれのリガンドに対しても低
い結合活性しか示さなかった。これらの結果
は、どのβ鎖とヘテロ２量体を組むかによっ
て、αv インテグリンのリガンド結合特異性
が規定されていることを示しており、αvβ8
の場合はこれら 4種類以外の RGD 含有リガン
ドが生理的なリガンドとなっている可能性
が高い。 
(3)ラミニンのインテグリン結合部位の同
定： ラミニンはα鎖、β鎖、γ鎖が互いに
coiled-coil ドメインを介して会合したヘテ



ロ３量体分子で、そのインテグリン結合部位
は‘E8 フラグメント’と呼ばれる領域に存在
する。我々はラミニン-511（α5β1γ1）の
E8 フラグメントの組換え蛋白質発現系を構
築し、様々な欠失変異体やスワップ変異体の
インテグリン結合活性を測定することによ
り、インテグリン結合活性にはα5 鎖のイン
タクトなLG1～LG3領域とγ1鎖のＣ末端から
３番目のグルタミン酸残基が必須であるこ
とをこれまでに報告している。この結論をさ
らに検証するため、活性に必要な C末端領域
のグルタミン酸残基を欠失しているγ3 鎖を
含むラミニン-213 のインテグリン結合活性
を測定したところ、ラミニン-213 はインテグ
リン結合活性を持たないことを確認した（発
表論文⑭）。一方、γ3 鎖の C 末端領域をγ1
鎖の C末端領域とスワップしたところ、ラミ
ニン-213は211とほぼ同等のインテグリン結
合活性を獲得することがわかった。これらの
結果は、γ1 鎖とγ2 鎖の C 末端領域に保存
されているグルタミン酸残基がインテグリ
ン結合に必須であることを再確認するとと
もに、このグルタミン酸残基がインテグリン
β鎖の活性中心を構成する二価金属イオン
に直接配位するリガンド側の活性残基であ
ることを強く示唆している。 

図２ ラミニンのインテグリン結合部位の構造 
 
(4)ラミニン結合性インテグリンのリガンド
結合活性の制御機構： 基底膜の主要なイン
テグリンリガンドであるラミニンには、サブ
ユニット組成が異なる 12 種のアイソフォー
ムの存在が知られている。これら 12 種類の
ラミニンアイソフォームをすべて組換え蛋
白質として発現・精製し、5 種類のラミニン
結合性インテグリン（α3β1、α6β1、α6
β4、α7X1β1、α7X2β1）との結合活性を
調べたところ、β2鎖を含むラミニン-521 が
β1鎖を含むラミニン-511よりもインテグリ
ンα3β1 に対して高い結合親和性を示すこ
とを見いだした（発表論文⑨）。同様の結果
は、ラミニン-111/121 とラミニン-211/221
を用いた解析でも得られた。β２鎖ラミニン

に対する結合選択性が他のインテグリンで
も認められるかを調べたところ、α7Ｘ２β1
では同様のβ２鎖ラミニンへの選択性が観
察されたものの、α6β1 やα7Ｘ１β1 では
そのような選択性は認められなかった。β２
鎖ラミニンに選択性を示すα3β1 は、α7Ｘ
２β1と同様、“Ｘ２型可変領域”をもつイン
テグリンであり、選択性を示さないα6β1は
α7Ｘ１β1と同様“Ｘ１型可変領域”をもつ
インテグリンであることから、Ｘ２型可変領
域をもつインテグリンだけがβ２鎖ラミニ
ンに対して高い結合親和性を示すと予想さ
れた。この可能性を検証するため、天然には
存在しないα６Ｘ２β１を作製し、そのリガ
ンド結合活性を検討したところ、予想通りβ
２鎖ラミニンに対して高い結合親和性を示
すことが確認された。また、β1 鎖とβ2 鎖
の間で C末端領域をスワップした様々な変異
ラミニン-511/521 E8フラグメントを作製し、
C末端 20アミノ酸残基がβ2鎖依存的な高い
インテグリン結合活性に必要であることを
明らかにした（図２参照）。 
(5)in situ インテグリン結合アッセイ法の
開発： インテグリンはα鎖とβ鎖の組み合
わせにより、多様なリガンド結合特異性を示
す。α5β1のように特定のリガンドに対して
高い特異性を示すインテグリンもあれば、α
vβ3 のように多数のリガンドと幅広く結合
するインテグリンも存在する。インテグリン
とそのリガンドの相互作用は相互に重複い
る場合がほとんどである。そのため、特定の
インテグリンと結合するインテグリンリガ
ンドの生体内分布を検索する場合、特定のリ
ガンド分子の局在を調べるだけでは不十分
であり、当該インテグリンと結合するリガン
ド分子を総体として検出する必要がある。こ
の問題を解決するため、可溶性の組換えイン
テグリンを組織凍結切片と直接反応させ、イ
ンテグリン結合分子の総体を可視化する方
法を開発した。この方法では、組換えインテ
グリンの C末端に付加した ACID-BASE ペプチ
ドを利用して、組織切片に結合したインテグ
リンを検出する。実際に、ラミニン結合性の
α3β1とα6β4は基底膜に選択的に結合し、
一方、フィブロネクチン受容体のα5β1は間
質に選択的に結合する。この方法を用いてα
8β1 リガンドの分布を調べたところ、腎臓、
皮膚、脈絡叢の基底膜に結合が認められ、こ
の結合パターンはネフロネクチンの分布と
非常によく重なっていた。この結果は、α8
β1 がネフロネクチンと特異的に結合すると
いう固相結合アッセイの結果とも一致して
いる。また、QBRICK ノックアウトマウスでは、
これら基底膜でのα8β1 結合活性が著明の
低下しており、これが QBRICK ノックアウト
マウスが腎臓形成不全を起こす原因である
と考えられる。 



図３ インテグリンα8β1を用いる in situ イン
テグリン結合アッセイ 
胎生 11.5 日の正常マウス（上段）および QBRICK
ノックアウトマウス（下段）の胎児の腎臓をイン
テグリンα8β1（左）およびネフロネクチン抗体
（右）で染色した結果を示す。インテグリンα8
β1は尿管芽の基底膜に選択的に結合する。QBRICK
ノックアウトマウスでは、尿管芽の基底膜はα8
β1との結合活性をほとんど失っている。 
 
 (6)細胞－基質間接着におけるテトラスパニ
ン－インテグリンα3β1 複合体の役割： ラ
ミニン結合性インテグリンであるα3β1 は、
テトラスパニンの一つである CD151と安定な
複合体を形成することが知られている。この
CD151とインテグリンα3β1の複合体形成の
意義を明らかにするため、細胞を基質から
EGTA 処理により脱着させる際、基質上に残る
細胞残渣（SAM）を回収し、その分子組成を
質量分析により解析した。その結果、SAM に
は CD151 をはじめとして、CD9、CD81 等のテ
トラスパニンが有意の濃縮されることを見
いだした。SAM 画分へのテトラスパニンの濃
縮は、ラミニン-511 上だけでなく、フィブロ
ネクチン上でも認められた。また、EGTA で細
胞を脱着させた後、基質を CD151 の抗体で染
色すると、細胞の辺縁部に仮足様の構造物が
染色され、SAM が細胞を基質から脱着する際
に一過的に形成される“細胞の足”の一部で
あることを強く示唆している。 
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