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研究成果の概要（和文）：本研究では、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に、ナチュラルキ
ラーT（NKT）細胞を制御する糖脂質抗原受容体CD1dに着目し、受容体タンパク質に選択的共有結合形成可能な共有結合
型CD1dリガンドの開発を目指した。報告者らは、既知リガンドであるα-GalCerを基盤とした化合物デザインを行い、
共有結合形成能を有する反応性官能基を、アミド基を含むリンカーを介して、リガンドに導入した。合成化合物の一部
は、α-GalCerと比較して、CD1dに対して高親和性を有するとともに、高いサイトカイン誘導能を示した。

研究成果の概要（英文）：We focused on CD1d protein that can control the activation of natural killer T 
(NKT) cells through the presentation of self and foreign lipids, and planned to develop selective 
covalent ligands toward CD1d in order to enable the functional analysis and the modulation of CD1d. Based 
on the known CD1d ligand, α-GalCer, we designed novel covalent ligands containing an amide group as a 
linker. Some of the designed ligands showed the higher affinities to CD1d, and increased the cytokine 
production compared with α-GalCer.

研究分野： 生体分子化学

キーワード： 免疫機能解析　生物有機化学　ケミカルバイオロジー　相互作用解析　分子動力学計算
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１．研究開始当初の背景 
生体防御機構としての免疫は、自然免疫と

獲得免疫の二つのシステムの複数のシグナ
ルが複雑に絡み合って連携して働いている。
申請者の所属グループでは、免疫機能の解明
を目指す一端として、樹状細胞等に存在し T
細胞の分化、活性化を制御する CD1d 受容体
に関して、本受容体に対する天然リガンド化
合物を中心に合成、解析を行っている。CD1d
は細胞内に取り込まれたリガンドと結合す
ると、細胞膜上に移動し、NKT 細胞上の T
細胞抗原受容体（TCR）に認識され、様々な
サイトカインを誘導する。誘導されるサイト
カインは、リガンド構造に依存することが知
られているため、サイトカイン誘導を制御す
る新規 CD1d の探索研究が精力的に行われて
いる。 

CD1d の主なリガンドとしては海洋天然物
-GalCer が知られている。これまでの
-GalCer 誘導体の構造活性相関研究から、
CD1d とリガンドとの複合体安定性がサイト
カイン誘導の制御に関わることが示唆され
ているが、明確な検証は行われていない。
（Ovaa, H. et al. Trends Pharmacol. Sci. 2005, 
Chavatte, P. et al. J. Med. Chem. 2014.）。 
 
２．研究の目的 
本研究では、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に、ナチュラ
ルキラーT（NKT）細胞を制御する糖脂質抗
原受容体 CD1d に着目し、受容体タンパク質
に選択的共有結合形成可能な“共有結合型”
CD1d リガンドの開発を目指している。共有
結合型リガンドは共有結合を介してタンパ
ク質と結合することにより、安定な複合体を
形成する。報告者は、“共有結合型”CD1d リ
ガンドを用いて、免疫機能発現に重要な因子
の解析を行い、より強力な活性、高い選択性
を有する CD1d リガンドの開発を目指した。 

 
３．研究の方法 
 CD1d と糖脂質リガンド-GalCer の複合体
X 線結晶構造を基に、-GalCer を基盤とした
構造展開を行い、“共有結合型”CD1d リガン
ドの取得を目指した。特にリガンドのデザイ
ンにおいて、分子シュミレーションソフトを
用いた解析を行い、共有結合形成可能な反応
性官能基の導入位置を探索することとした。
また合成したリガンドの共有結合の有無を
確認するために、各種分子間相互作用解析法
の開発、および質量分析装置を用いた解析を
行うこととした。さらに得られたリガンドの
NKT 細胞活性化能を調査するために、各種免
疫関連細胞を用いたリガンドのサイトカイ
ン誘導能を評価することとした。 
 
４．研究成果 
（１）“共有結合型”CD1d リガンドのデザイ
ン：報告されている CD1d と糖脂質リガンド
-GalCerの複合体X線結晶構造に対して分子

シュミレーションソフトを用いた解析を行
い、共有結合形成可能な反応性官能基の位置
を探索した。またリガンドの合成を簡便にす
るために反応性官能基導入のためのリンカ
ーとしてアミド基を用いることとした。 
 
（２）“共有結合型”CD1d リガンド誘導体の
合成経路の確立：各種共有結合型リガンドの
合成ルートの確立を行った。反応性官能基導
入のためのリンカーとしてアミド基を用い
ることで、多様な誘導体を効率的に合成する
ことができた。また、これらのリガンドは両
親媒性であるため通常の条件では精製が困
難であったが、種々の検討を行った結果、簡
便かつ回収率の高い精製法を見出した。 
 
（３）CD1d-リガンド間における分子間相互
作用解析法の開発と化合物の評価：リガンド
と CD1d 間の共有結合の有無を確認するため
にタンパク質-リガンド間の結合親和性を評
価する手法の開発を行った。BLI(Bio-Layer 
Interferometry)法やリガンド固定型の ELISA
法を応用し、分子間相互作用解析法の開発を
行った。開発した解析手法を用いて（２）で
合成した化合物をそれぞれ評価したところ、
アミド基をリンカーとして有する-GalCer
誘導体が-GalCer と比較して、高い結合親和
性を有することが分かった。 
 
（４）質量分析装置を用いた共有結合形成の
確認：合成リガンドと CD1d 間の共有結合形
成の有無を確認するために MALDI-TOFMS
を用いた解析を行った。解析の結果、合成リ
ガンドの一部が CD1d の特定のアミノ酸残基
と共有結合を介して結合していることを示
唆する結果を得た。現在詳細な検討を継続中
である。 
 
（５）サイトカイン誘導能の評価：NKT ハイ
ブリドーマ細胞、マウス脾臓細胞を用いて、
合成リガンドのサイトカイン誘導能の評価
を行った。合成リガンドは、種々のサイトカ
イン誘導を惹起することが分かった。また、
一部のリガンドは、-GalCer と比較してより
高いサイトカイン誘導能を示した。 
 
（６）分子動力学計算（MD 計算）を用いた
解析：アミド基をリンカーとして有する
-GalCer 誘導体が高い活性を示したことか
ら、これらのリガンドと CD1d との結合様式
を精査するために分子動力学計算を用いた
解析を行った。解析の結果、CD1d の脂質認
識部位とリガンド間の相互作用様式におい
て、新たな知見を得ることに成功した。 
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