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研究成果の概要（和文）：生体防御の最前線にあたる細胞表面の受容体とガン細胞や病原体などの非自己抗原との相互
認識を構造生物学的に原子レベルで可視化することは医学的に重要な免疫応答や感染経路の作用機序を理解するために
必須である。本研究では、免疫疾患・感染症に重要なシグナル制御複合体として、T細胞の共抑制分子CD160/HVEMシグ
ナル制御複合体、ヒトTh17細胞に発現するNKR-P1/CD161受容体とリガンドLLT1との複合体、麻疹ウイルス表面蛋白質侵
入複合体、糖脂質認識免疫受容体MincleとMCL等の複雑な構成となる複合体の立体構造と物理化学的視点から特徴を抽
出し、構造分子医学研究を推進した。

研究成果の概要（英文）：To understand medically important immune response and infection route, it is 
essential to structure biologicallyvisualize the mutual recognition mechanism in atomic level of immune 
cell surface receptor as the defense forefront toward cancer cells and pathogens. In this study, as 
important signal control complexes in immune diseases and infectious diseases, we focused on HVEM signal 
control complex of co-signaling molecule CD160 on T cells, the complex of NKR-P1 / CD161 receptor 
expressed in human Th17 cells with ligand LLT1, measles virus surface protein invasion complexes, 
glycolipid recognition immunoreceptor Mincle and MCL. Structural features extracted from the 
three-dimensional structures and physicochemical analyses of these complexes promoted advance field 
"structural molecular medicine".

研究分野： 蛋白質科学
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１．研究開始当初の背景 
	 ウイルス等の微生物の感染を防ぐ生体防
御反応においては T細胞と抗原提示細胞との
やり取りが中心となる。その制御には両細胞
の細胞表面受容体群を介する活性化と抑制
化による調節が行われている。そこで、本研
究では T 細胞に発現する CD160 と抗原提示
細胞に発現する gp49 を中心とするシグナル
伝達複合体などを対象としてその分子基盤
を立体構造解析と物理化学解析から明らか
にすることを目指した。 
	 T 細胞の活性化には T 細胞抗原受容体 
(TCR)以外に、T 細胞表面上の共刺激分子あ
るいは共抑制分子が抗原提示細胞上の抗原
と相互作用することによる活性あるいは抑
制のシグナルが伝わることで最終的な T細胞
免疫応答が決定される。抗原提示細胞上の
HVEM (ヘルペスウイルス侵入仲介因子) は、
共抑制分子である BTLA (B細胞・T細胞減弱
因子)と相互作用することにより抑制化シグ
ナルを、共刺激分子である LIGHT と結合す
ることにより活性化シグナルを伝える。さら
に、HVEMの新しい共抑制分子として、CD4+T
細胞に発現している CD160 が同定され、
HVEM と相互作用して抑制的に働くことが
明らかとなった(Cai et al., Nat. Immunol. 2008)。
しかし、CD160と HVEMの結合様式、LIGHT
や BTLA と の 結 合 関 係 な ど 、
CD160,BTLA,LIGHT/HVEM 経路の制御機構
の分子基盤についての理解は十分ではなか
った。次に、マスト細胞や樹状細胞に発現し、
CD4+T 細胞(Th2)応答を抑えることによりア
レルギー症状を抑制する免疫抑制性受容体
gp49 とリガンドであるインテグリンαvβ3 の
分子認識機構の解明を目指した。 
 
２．研究の目的 
	 生体防御の最前線にあたる細胞表面の受
容体とガン細胞や病原体などの非自己抗原
との相互認識を構造生物学的に可視化する
ことは医学的に重要な免疫応答や感染経路
の作用機序を理解するために必須である。本
研究では、 (1) T細胞の共抑制分子 CD160を
含む CD160-BTLA-LIGHT/HVEM シグナル制
御複合体、(2) gp49 受容体とインテグリン
αvβ3との複合体、に加えて、(3)ヒト Th17細
胞に発現する Natural Killer cell receptor P1 
(NKR-P1)/CD161 受容体とリガンド LLT1 と
の複合体、(4) 麻疹ウイルス表面蛋白質侵入
複合体に対する in silico screeningによる阻害
化合物の開発、 (5) 糖脂質認識免疫受容体
Mincle と MCL などを主な対象とし、複雑な
複合体がシグナルを巧妙に調整する分子基
盤を明らかにする。研究代表者らが実績のあ
る複数の物理化学的測定やヒト培養細胞や
蚕個体を用いた発現系を利用し、医学的に重
要な細胞表面で起きる多くのイベントを立
体構造と物理化学的視点から特徴を抽出し、”
構造分子医学”研究を推進することを目的と
した。 

 
３．研究の方法 
	 研究代表者は、これまでに糖鎖や弱い相互
作用の問題などの生化学および立体構造解
析に困難な部分が多い免疫系細胞表面レセ
プター群に実績を積み重ねてきた。具体的に
は以下の項目よりなる。 
CD160	  CD160, HVEM, BTLA が研究代表
者によって大腸菌発現と巻き戻し系を確立
しており、この 3 分子をまず中心に相互作
用・構造解析を進め、LIGHTはヒト 293細胞
で発現する。CD160 と HVEM の結合領域を
同定し、さらに速度論的、熱力学的特徴につ
いて詳細に解析する。単体及び複合体の結晶
構造解析を行う。BTLA, LIGHT, gDを調製し、
複数分子間での相互作用解析を行い、複数の
物 理 化 学 解 析 に 基 づ き 、
CD160,BTLA,LIGHT(gD)/HVEM シグナル伝
達複合体のストイキオメトリーを明らかに
する。X線結晶解析により機能的複合体の立
体構造を決定する。CD160、BTLAの HVEM
に対する結合において、それぞれの速度論
的・熱力学的特徴を明らかにし、HVEMに対
する結合優位性を調べる。表面プラズモン共
鳴(SPR)解析、滴定型カロリメトリー(ITC)を
用いて、速度論的・熱力学的パラメーターを
決定する。CD160についての 15N,13Cラベル
体を大腸菌で作成し、NMR を用いた相互作
用解析で分子認識の構造的基盤を得るよう
に進める。 
 
gp49	 gp49 とαvβ3 の大量調製系を確立し、
相互作用解析を行う。ヒト 293細胞での大量
調製法の確立を目指す。複数のコンストラク
トを作成し、最も良い発現を検討する。イン
テグリンのどの形態及び部位を認識するか、
特異的抗体や 2価イオンを利用して解析する。 
 gp49単体およびαvβ3との機能的複合体の相
互作用と構造解析を目指す。 
 
NKR-P1/CD161	 Natural Killer cell receptor P1 
(NKR-P1)/CD161 と LLT1 との相互作用解析
および複合体の結晶構造解析を目指す。 
Natural Killer cell receptor P1 (NKR-P1)/CD161
と LLT1との分子認識機構を解明する。LLT1
については、巻き戻しによる大量調製に成功
しているので、こちら単独の結晶化を進める。
また、少ないながらも NKR-P1/CD161はヒト
293 細胞を用いて、発現しているので、それ
を生かして大量調製に向け、コンストラクト
の改変含めた条件検討を行いたい。最終的に
は複合体の結晶構造解析を目指す。 
 
 MV-H麻疹ウイルス受容体結合蛋白質   
 麻疹ウイルス表面受容体結合蛋白質の受容
体との複合体について、X線結晶構造解析に
よる立体構造決定を行う。複合体結晶構造か
ら、SLAM 結合部位の構造の特徴を基に in 
silico screening を行い、阻害剤の開発を目指
す。 



Mincle/MCL 免疫活性化を誘導する糖脂質を
認識する免疫系受容体MincleとMCLについ
て、X線結晶構造解析を行う。構造の特徴を
基に in silico screeningを行い、阻害剤の開発
を目指す。 
 
４．研究成果 
CD160 研究代表者は、(1)CD160 がモノマー
で存在していること、 (2)報告されていた
MHCI と相互作用しないことを明らかにした。
また、CD160が、 (3) HVEMとダイレクトに
相互作用すること、(4) HVEM のもう 1つの
結合相手である BTLAと競合することを、表
面プラズモン共鳴(SPR)を用いて世界に先駆
けて見出した。CD160 と BTLA の HVEM に
対する解離定数(Kd)は同等であった。CD160、
BTLAの HVEMに対する結合において、SPR
解析を用いて、速度論的パラメーターを決定
した結果、CD160の方が解離が遅く、HVEM
に対する結合優位性があることが示唆され
た。さらに既存の抗血管新生作用を有する抗
体分子CL1-R2がCD160/HVEMの結合を阻害
することも明らかにした（図１、J. Mol. Biol. 
2011）。また CD160単独または CD160/HVEM
複合体の結晶化を目指して、現在は大腸菌発
現系と巻き戻しの系を用いてタンパク質調
製を行っているが、現時点では困難な状況で
ある。そのため、糖鎖が均一となるヒト 293
細胞変異株(HEK293S GnTI-細胞)や蚕個体を
用いた発現での調製を検討している。結晶構
造解析に困難が伴っているため、NMR を用
いた解析も進めている。安定な変異体の
15N,13Cラベル体を用いて、NMRスペクトル
にて半数以上の主鎖帰属に成功した。次に、
HVEM 添加によるスペクトル変化を観察す
る事を試みたが、凝集が見られ、現時点では
結合する事のみ明らかとなった。 

 
gp49  gp49 ついては、巻き戻し系ではなく、
ヒト 293細胞での発現を行い、大量調製を進
めることに成功した。αvβ3も同様にヒト 293
細胞での発現を行い、大量とは行かないが、
相互作用解析ができる程度の調製に成功し
た。現時点では、結合を確認する事ができた
ものの、構造解析まで進めるレベルには達し

ていない。さらに、発現系の改良等を行う予
定である。 
 
NKR-P1/CD161  Th17細胞の代表的マーカー
であり、NK細胞や NKT細胞に発現し、その
機能を制御するヒト Natural Killer cell 
receptor–P1(NKR-P1)/CD161 とリガンドであ
る Leukocyte lectin-like transcript 1 (LLT1)との
相互作用解析を行うことを進めた。LLT1 の
細胞外レクチンドメインは大腸菌で封入体
発現・巻き戻しに成功し、相互作用解析に十
分な量の精製蛋白質を得ることに成功した。
他方、ヒト NKR-P1/CD161 受容体 の細胞外
レクチンドメインは大腸菌で封入体として
発現させることはできたが、巻き戻らなかっ
た。そこで、表面プラズモン共鳴による相互
作 用 解 析 を 優 先 さ せ る た め に 、
NKR-P1/CD161をビオチンタグの付加した蛋
白質をヒト HEK293細胞により発現させるこ
とにした。SPR解析に必須のビオチンタグを
介したチップへの固定に成功し、LLT1 蛋白
質を流したところ、結合を確認することに成
功した。さらに結合部位を予想し、幅広いア
ミノ酸変異体解析を行い、複合体モデル構築
に成功した(J. Biol. Chem. 2011)。次に、リガ
ンドの LLT 抗原蛋白質の結晶化に成功した。
これは巻き戻し法による蛋白質調製を行い、
丹念な結晶化条件の検討の結果であり、LLT1
の結晶構造解析を論文として発表した(Eur. J. 
Immunol. 2015)。全体の立体構造は通常の C
型レクチン様受容体と似ていた。結晶中では
単量体として存在し、Caイオンは見られなか
った。さらに NKR-P1-LLT1 相互作用につい
て、LLT1の結晶構造を基に NKRP1結合モデ
ルを改訂した（図 2）。両者の変異体を用いて、
新たな複合体モデルに基づく、結合解析を進
め、複合体の結晶構造解析に向けた複数の
NKR-P1 変異体の作成を行い、より安定な蛋
白質を得ることに成功した。今後は、これら
の変異体の活性評価とともに複合体の結晶
構造解析に取り組む。 

 
MV-H麻疹ウイルス受容体結合蛋白質	   
 はしかの原因ウイルスである麻疹ウイルス

Inhibitory signal

NK cells

NKRP1A

LLT1

 
図 2	  LLT1の結晶構造と CD161/NKRP1
受容体との複合体モデル 

 
図 1	 CD160/HVEM 結合を阻害する抗体
分子抗体を介して固定化した CD160 に HVEM
は結合しない。	  
 



について、その表面にある受容体結合蛋白質
(MV-H 、 hemagglutinin) と SLAM(Signaling 
Lymphocyte Activating Molecule)との複合体の
結晶化に成功し、構造を決定した(Nat. Struct. 
Mol. Biol. 2011)(図 3)。これによりワクチンの
基盤が明らかとなり、in silico screeningによ
るウイルス阻害剤の開発が可能となった。こ
れにより、麻疹ウイルス表面受容体結合蛋白
質の受容体結合部位のポケットをターゲッ
トに in silico screeningを行い、結合候補とな
る約５００化合物にについて、東京大学創薬
センターから供与された化合物を実際に用
いて、ウイルス感染阻害効果のある化合物を
１０数種類得ることに成功した。現在、最適
化に向けた化合物の検討を進めており、細胞
融合実験を通して、作用機序を明らかにする
予定である。 

 
Mincle/MCL 免疫活性化を誘導する糖脂質を
認識する免疫系受容体MincleとMCLについ
て、結晶化に成功した。特に Mincleについて
は、丹念な変異導入による性質改善や巻き戻
し法および精製の条件の検討を進めた結果
であった。両受容体とも全体の立体構造は C
型レクチン様受容体と本質的に同じであっ
た。しかし、糖鎖認識に関わると考えられる
Ca イオン結合部伊周辺の構造は異なってお
り、広く開いた形となり、疎水性に富んだ領
域を形成していた。さらに Mincleに対する侵
入阻害剤開発については、in silico screening
を進め、東京大学創薬センターの化合物ライ
ブラリーを利用して、５００化合物について
結合解析を行った。 
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