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研究成果の概要（和文）：医学的・生物学的にインパクトの高い３つのリポ蛋白質受容体 (ＬＲ)
ファミリー分子について、Ｘ線結晶構造解析と電子顕微鏡イメージングという解像度の異なる

２つの構造生物学的手法と生化学的手法を組み合わせ、シグナル伝達機構の分子基盤を解明す

る研究を行った。我々の脳を形作るのに必要なリーリンシグナルや、骨の形成やがんに関わる

Ｗｎｔシグナル授受のしくみの理解がすすみ、さらにはアルツハイマー病の病因に深く関係す

るあらたな相互作用を見いだすなどの発見をすることができた。 
 
研究成果の概要（英文）：We have utilized X-ray crystallography and electron microscopy to 
decipher the structural mechanism underlying signaling through the lipoprotein receptor 
family proteins. We have gained information about reelin signal transduction in brain 
development and Wnt signal transduction implicated in cancer and bone formation. Also, 
we have unraveled a previously undescribed molecular interaction involving LR11 which is 
implicated in Alzheimer disease. 
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１．研究開始当初の背景 
 リポ蛋白質受容体（ＬＲ）ファミリー分子

は、コレステロール取り込みに関わるエンド

サイトーシス受容体であるＬＤＬ受容体と

類似の構造を持つためにこう総称されてい

るが、そのメンバーの多くは実は「リポ蛋白

質」とは何の関係もない機能をもっているこ

とがわかってきた。それらは発生・分化に重

要なシグナル分子を認識して特異な情報伝

達経路を開始し、またがんやアルツハイマー

病など様々な疾患にも本質的に関与する。Ｌ

Ｒファミリー分子は複数のドメインからな

るモジュラー構造をした巨大細胞外領域を

もち、それらがそれぞれの受容体のコンテキ

ストの中できわめてユニークな機能的役割

を果たしている。LR ファミリーの中でも特

に以下の３つの受容体系はいずれも研究の

重要度が高い。 
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（１）reelin はほ乳類の脳の層構造形成を支

配する巨大細胞外蛋白質であり、そのヒトで

の欠損は重篤な脳形成不全（滑脳症）を引き

起こすほか、統合失調症、自閉症との関連も

報告されている。その受容体である ApoER2
の欠損も同様に重篤な神経発生異常を来す

が、ニューロンが reelin を認識するとどうし

て複雑な細胞移動を経て正常な層構造形成

に至るのか、その細胞内メカニズムは全くわ

かっていない。進化上 reelin は脊椎動物以上

で突然出現し、reelin シグナルの獲得はまさ

に生物が「脳」という組織を持つための最初

の決め手となる現象であった可能性がある。

同時にそれは reelin シグナルが「新しい」パ

スウェイであることも意味し、進化的に良く

保存されたシグナルパスウェイの研究との

対比という意味できわめて重要である。 
（２）Wnt は生物の発生においてもっとも本

質的かつ広範な役割をもつシグナル分子で

あるだけでなく、Wnt シグナル系の異常はが

んをはじめとする疾患に深く関わる。LRP6
（とその近縁分子である LRP5）は Frizzled
とともに Wnt 受容体を構成し、とくにカノニ

カルな Wnt シグナル伝達系において中心的

役割を果たす(Kikuchi et al, Cell Signal. 2007)。
また LRP6 はアルツハイマー病やメタボリッ

クシンドロームの危険因子であることも報

告され（そのメカニズムは不明）(DeFerrari et 
al, PNAS 2007; Mani et al, Science 2007)、その

医学的・生物学的重要性は多くの製薬会社が

こぞってその研究に取り組んでいることか

らもわかる。ところが LRP6 は細胞上での発

現量が低く、しかも発現を制御する特殊なシ

ャペロンが存在するなど、その構造はもとよ

り生化学的な解析に立ちはだかるハードル

が極めて高い。 
（３）LR11（sorLA とも呼ばれる）はＬＲフ
ァミリー分子の中でもきわめてユニークな
モジュール構造をしており、酵母の液胞輸送
に関わる蛋白質 Vps10p と相同なドメインを
１つ持つ。この分子はニューロンに特異的に
発現しているが、2007 年にこの分子が家族性
アルツハイマー病と遺伝的に強く連鎖して
いることがわかると、アルツハイマー病の病
因、創薬ターゲットとして一躍有名になった。
アルツハイマー病の原因とされる Aβの産
生・蓄積に対し抑制的に働くが、そのメカニ
ズムに関してはほとんど不明である。 
 研究開始時において、上記３つの受容体系
について高分解能の立体構造は得られて居
らず、これらのシグナル伝達メカニズムに関
して真の分子レベルでの議論をすることが
できない状態であった。 
 
２．研究の目的 

 本研究は、互いに大きく異なる３つのＬＲ
ファミリー分子（reelin受容体である ApoER2、
Wnt 受容体である LRP6、APP 輸送受容体であ
る LR11）に注目し、「受容体によるリガンド
の認識とそれに伴う構造変化」という共通の
観点から、構造生物学的手法を駆使してこれ
ら受容体の担うシグナル伝達メカニズムに
迫ることを目的とした。これによって、ＬＲ
ファミリー分子を介する新しい細胞生化学
的パスウェイの基本を整理し、Wnt 経路のよ
うな生物学的大問題の解明や、がん、アルツ
ハイマー病などの疾患メカニズム解明に、
様々な分野の研究者がより直接的に分子レ
ベルで迫るための論理基盤を切り開くこと
を目標とした。 
３．研究の方法 
本研究の第一の独創性は、代表者のもつ、難
発現性・難解析性の巨大受容体蛋白質を世界
に類を見ない品質およびスピードをもって
調製する技術にあった。代表者は独自のアフ
ィニティタグシステムや特殊な細胞を用い
た糖タンパク質組み換え生産の最適化など
の技術開発を通して、本研究でターゲットと
する様々な受容体、リガンド蛋白質の高品質
発現を行う。第二に本研究の構造解析の特徴
は、multidiciplinaryという点である。これ
までの構造生物学研究の多くは立体構造決
定を最終目的としていることが多く、しかも
単一の手法を用いることが多い。本研究はＸ
線結晶構造解析と電子顕微鏡イメージング
という分解能の異なる手法を併用して、受容
体のスナップショットだけでなくそのダイ
ナミックな性質も捉えることができる。しか
も、構造解析の結果を変異体デザインなどに
生かし、細胞を使った機能解析によって、「細
胞機能において蛋白質間相互作用が果たす
役割」を検証していく。前述のように本研究
が対象とする分子はすべて医学的・生物学的
な重要性が極めて高く、得られる立体構造情
報やシグナリングメカニズムはがん、アルツ
ハイマーなどを対象とした制御化合物の開
発につながる可能性も大いにある。 
 
４．研究成果 

研究 1（reelin 受容体系）：研究開始時にお

いて、reelin の

受容体結合活

性断片（R56）
と、受容体で

ある ApoER2
の細胞外領域

全長（約８０

０残基）とR56
の複合体の結

晶化に成功し

ていたが、（図



１）、この巨大な構造の精密化はほぼ終了し、

現在論文執筆中である。これとは別に、巨大

で複雑な野生型リーリンの高次構造につい

ての研究を進め、リーリンのプロトマーであ

るジスルフィド二量体の形成に関わる Cys
残基の同定と、生理的条件で存在するリーリ

ン分子種の決定を蛋白質化学的手法で始め

て明らかにすることができた（図２，報文８）。

さらに、

未だに構

造が不明

であった

reelin の

N 末端領

域の結晶

化と構造

解析に成

功 し ( 図
３、論文執筆中)、この領域に存在する有名な

機能阻害抗体 CR50 のエピトープを決定する

ための実験系の構築を終了した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究 2（LRP6系）：研究開始時において LRP6
細胞外領域の組み換え蛋白質のネガティブ

染色試料を使って電子顕微鏡イメージング

で分解能およそ 20Å の二次元平均化像の取

得に成功していたが、同じ試料を用いてラン

ダムコニカルチルト法によって３Ｄ構造を

導くことに成功した（図４）。続いて、LRP6

細胞外領域の組み換え蛋白質と、リガンドで

ある Dkk1 との複合体についてネガティブ染

色試料を用いた電子顕微鏡イメージングで

その構造（二次元平均化画像）を得ることに

成功した。また結晶化へ向けて、上記の受容

体とリガンドを共発現する安定細胞株の樹

立に成功した。さらに、LRP6 の糖鎖に相当

する密度の可視化に成功し、糖鎖が LRP6 の

コンフォーメーションと機能に影響を与え

ている可能性を示唆する結果をえた。現在論

文執筆中である。また、同複合体の結晶化に

成功し、低分解能ながら回折データの取得も

おこなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究 3（LR11系）：LR11(sorLA)はＬＲファミ

リー分子の中でも Vps10p ドメインを持つ点

で非常にユニークなメンバーであり、このド

メインが LR11 の生理機能に非常に重要なこ

とが予想されていた。研究開始時においてこ

のLR11のVps10pドメイン単独の構造を3.5Å
分解能で解明していたが、その後、数々のコ

ンストラクト改変、精製手段の改良、結晶化

条件の精密化などを通し、最終的に 2.4Å 分

解能の構造取得に成功した（報文 11 および

論文執筆中）。この構造はリガンド結合の起

こらない酸性 pH におけるものであったが、

さらに、中性 pH において内因性リガンドで

ある自身のプロペプチドとの複合体を結晶

化、構造解析に成功した（図６）。得られた

構造は、１０枚羽根のβプロペラーフォール

ドでできた中空のリング上のドメインの中

に、ペプチドがβ-sheet extension を通して

結合するというものであった。また、蛍光偏

光法を用いて様々なペプチドリガンドとの

相互作用を測定する系を確立し、新たなリガ

ンドの発見および LR11の Vps10pドメインに

結合するペプチドの配列モチーフを同定す

ることに成功した（図７）。極めて重要なこ

とに、新たに発見されたリガンドの一つはア

ルツハイマー病の原因因子であるアミロイ



ドβ（Aβ）ペプチドであった。この後、LR11
の Vps10p ドメインに Aβが直接結合するこ

とを様々な生化学的によっても明らかにし、

さらには海外研究者との共同研究で LR11 が

細胞内の Aβのクリアランスに関わっている

ことを明らかにした。この結果は現在論文投

稿中である。加えて、研究期間終了の直前に、

Aβペプチドと Vps10p ドメインの複合体の

3.1Å 分解能での構造決定にも成功した（図

８）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
以上のように、３つのサブテーマについて予

想を上回る構造解析が進展し、さらに LR11
については、同受容体の生理機能に関してこ

れまでまったく想定されていなかった「アミ

ロイドペプチドに対するクリアランス機能」

が立体構造解明によって始めて示唆され、し

かもその仮説が共同研究を通して細胞やマ

ウスを用いた実験で実証されつつあるとい

う、構造生物学研究の強みを十二分に生かし

た研究テーマに仕上げることができた。 
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発明者：高木淳一 
権利者：国立大学法人大阪大学 
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取得年月日：平成 25年 5月 2日 
国内外の別：国内 
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