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研究成果の概要（和文）：本課題では、構造生物学的手法を用いて、細胞が免疫器官との間で直接的な接着を介
してシグナルを授受するメカニズムを明らかにする研究をおこなった。その結果、基底膜に対する細胞の接着を
つかさどる主要な受容体である α6β1インテグリンの構造を明らかにし、細胞ナビゲーションに関わるセマフ
ォリンシグナルを受け取るプレキシンについてその作動機序の解明と創薬につながり得る修飾化合物の取得を果
たした。さらに、神経や上皮が生体恒常性を発揮するために利用する神経細胞や幹細胞上の重要な鍵分子の発見
や構造決定を通して、広い意味での細胞間シグナル授受メカニズムに迫る成果を複数あげた。

研究成果の概要（英文）：In this research I aimed at understanding the molecular mechanism of 
cellular signal reception from the immune organs via direct cell-cell attachments using structural 
methods. The major methods include x-ray crystallography and electron microscopy (EM). As a result, 
we determined for the first time the three dimensional structure of the laminin receptor α6β1 
integrin at atomic resolution. We also deduced the signaling mechanism of plexins, the semaphorin 
receptors, by using EM imaging technique. Other accomplishments include the isolation of a 
macrocyclic peptide that modulates plexinB1 signaling via allosteric mechanism, together with the 
clarification of its mode of action by crystallography. We also discovered multiple key molecules on
 neuronal cells or stem cells implicated in the homeostasis, and performed biochemical as well as 
structural analyses to elucidate inter-cellular signaling mechanisms in a broad biological contexts.

研究分野：構造生物学

キーワード： 免疫-神経インターフェイス　X線結晶構造解析　電子顕微鏡イメージング　インテグリン　セマフォリ
ン
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１．研究開始当初の背景 
免疫細胞は「旅する細胞」である。しかもそ
の移動は血流にのった受動的なものではな
く、運動能を自ら制御しながらとどまるべき
ところを知り、そこから脱出するタイミング
を知り、環境に影響を受けながら同時に影響
を与えられ、それぞれの特定の機能を時空間
的に正しく発揮することが出来るものであ
る。この能力を保証するのが免疫器官への細
胞の繋留と脱離、それに伴うシグナルの授受
である。よって、細胞の物理的接着機構と、
接着によるシグナル伝達機構の解明は、広く
細胞生物学一般の重要課題であると同時に
免疫現象のダイナミックな制御を知る上で
極めて重要な要件となっている。しかも、動
く細胞の挙動を考える上では長期的な遺伝
子発現の変化などではなく、細胞が外部環境
（ストローマ細胞やマトリックス）に触れた
まさにそのときの素反応が重要であるため、
分子間相互作用に還元される接着、接触現象
を直接に理解する必要が有る。構造生物学は
それらの素反応の実体を原子、分子レベルで
記述することで、個々の素反応の役割につい
て曖昧さのない基盤を与えるものであり、
我々はこれまでそのような考えに基づいた
研究を続けてきた。本新学術領域において免
疫学研究者と緊密な連携をとる機会に恵ま
れたことで、構造生物学と高次免疫現象研究
の融合研究をすすめる条件が整った。 
 
２．研究の目的 
免疫応答とは免疫細胞が免疫器官という
「場」あるいは「コンテキスト」を理解して
自らの挙動を変えていくプロセスであり、両
者の出会うインターフェースで起こるダイ
ナミックな反応がその後のネットワーク形
成・制御を左右する。本提案の新学術領域で
は、血球系細胞という「移動する細胞」が、
全身に配置されたストローマ細胞や細胞外
マトリックスを主成分とするリンパ器官を
めぐりながら旅をすることで精緻な免疫シ
ステムを構築していることに注目し、その全
体像にせまるべく分子レベルから個体レベ
ルまでの様々な研究を重層的に行う計画を
立案した。そのうち本課題では、構造生物学
的手法を用いて、細胞が免疫器官との間で直
接的な接着を介してシグナルを授受するメ
カニズムを明らかにする研究を担当する。本
研究領域のカバーする幅広い研究スペクト
ラムの中でも最も下層原理に近い、原子・分
子分解能の三次元立体構造について曖昧さ
のない情報を得ることによって、他の計画研
究によって明らかにされる高次の免疫現象
に分子基盤を与え、さらにはシステムの総合
的理解に不可欠な個別反応についての検証
可能な分子メカニズムを提唱する。 
 
３．研究の方法 
１．接着受容体の解析：代表者はインテグリ
ンをはじめとする細胞接着分子の動的立体

構造を X 線結晶学および電子顕微鏡イメー
ジングにより解明してきたが、免疫インター
フェースで重要な役割を果たす β1 インテグ
リンの立体構造解明に成功した（Nagae et al J. 
Cell Biol, 2012）。β1インテグリンは血液細胞
がストローマ細胞上の接着分子やマトリッ
クス成分を認識する際に主要な役割を果た
すと考えられているが、多くの研究者の試み
にもかかわらずこれまでその原子分解能の
立体構造は解明できていなかった。我々が初
めて明らかにした構造によって、β1インテグ
リンがリガンドを認識する際の特異性と親
和性を左右する構造上の特徴が明らかにな
り、特定の機能を変える様な変異体のデザイ
ンが可能になった。また、得られた構造は β1
インテグリンの蛋白質部分だけではなく、糖
鎖部分がその機能に重要な役割を担ってい
る可能性を示唆し、さらにはこれまで鍵と鍵
穴のように考えられてきた分子認識機構に
分子の「柔軟さ」という概念を入れることの
必要性を提起するものであった。そこで本研
究では、（１）X 線結晶構造解析という静的
な構造情報に加え、（２）多様な構造アンサ
ンブルを捉えることが可能な単粒子解析と、
（３）in situ（現場での）構造情報を得るた
めの細胞・組織電子顕微鏡イメージングを駆
使して、インテグリンおよびそれを包含する
接着マシナリーのダイナミックな特徴を捉
えることをめざした。 
２．シグナリング受容体の解析：セマフォリ
ン(Sema)・プレキシン(Plex)系は免疫系や神経
系における細胞移動の key regulatorである。
代表者らは、膜結合型リガンドである
Sema6Aと、その受容体 PlexA2について、そ
れら単独（つまりシグナル伝達以前）および
複合体（すなわちシグナル伝達時）の結晶構
造解析に成功し、その構造に基づいてこれま
での常識に反する全く新しいシグナル伝達
メカニズムを提唱している(Nature 2010)。そ
れは、細胞膜上での単純な受容体のクラスタ
リングではなく、受容体分子の細胞膜に対す
る相対的な角度（傾き）が細胞内のＧＡＰ活
性を制御するという考え方であり、可溶性因
子によるシグナルと違ってセマフォリンシ
グナルが細胞同士の直接接触によって引き
起こされることに呼応するのではないかと
予想した。しかしこれはまだ仮説の段階であ
り、その検証のためにはさらなる構造解析と
細胞を用いた変異体の解析が必要である。本
研究の期間内に、免疫細胞の運動制御により
深く関わるセマフォリンサブクラス、および
その受容体に関する原子分解能構造解析を
すすめ、さらには細胞上あるいはリポソーム
表面に提示した分子を用いて生化学的手法
と電子顕微鏡イメージングを駆使してその
構造変化メカニズムを明らかにする。 
 
４．研究成果 
【平成 24 年度】 
研究 1（インテグリン受容体系）：まずは未



だに構造情報がまったく無いラミニン結合
性61インテグリンについて、6および1
サブユニットのそれぞれＮ末端領域からな
る「頭部フラグメント」を動物細胞発現系を
用いて作成した。CHO-lec3.2.8.1 細胞を用い
て安定発現株を取得し、組み替えフラグメン
トの大量精製を行った結果、微結晶を得るに
至った。ただしこの結晶は構造解析に耐えう
るものでは無かったため、結晶化シャペロン
としての利用を念頭に、6β1インテグリン特
異的な結合能をもつ環状ペプチドの探索を
行い、7 種類のペプチドを単離した。研究２
（セマフォリンシグナル系）：セマフォリン･
プレキシン系を中心とした細胞間シグナル
授受メカニズムの解明に関しては、異なるサ
ブタイプや樹状細胞ナビゲーションに関わ
る分子群に対して構造解析を行った。具体的
には、シグナリング機構の解明において重要
であるプレキシンの「ストーク領域」の構造
を明らかにするため、ヒトおよびマウスプレ
キシンA1とA2の細胞外ドメイン蛋白質につ
いて、HEK細胞を用いての細胞外領域全長を
含む断片を発現する細胞を樹立し、同フラグ
メントを単離精製して負染色電子顕微鏡イ
メージングに供した。 
【平成 25年度】 
この年度の途中から、サブテーマとしてイン
テグリン系とセマフォリン系に加え、⑶神経
細胞やニッチ細胞の恒常性維持に働く蛋白
質の構造機能解析も行った。 
研究 1（インテグリン受容体系）：ラミニン
結合性61インテグリンについては、結晶化
を目指してコンストラクトの改良と、構造安
定化のための抗6 抗体フラグメントの作成
を行った。また、フィブロネクチン受容体で
ある51 インテグリンをヒト胎盤から精製
する方法を確立し、これを脂質二重膜（ナノ
ディスク）に活性のある状態で組み込み、電
子顕微鏡イメージングに供することが出来
る品質の試料調製に成功した。研究２（セマ
フォリンシグナル系）：Sema受容体の Plexin
の２つのサブタイプ（A1および D1）につい
て、その細胞外領域蛋白質を作成して電顕イ
メージングによりその全体構造の可視化に
世界で初めて成功した。両受容体は予想外に
も C 字型にカーブした形状をもち（図１）、
細胞上に存在する時には Sema 結合部位であ
る頭部が下を向いてしまう。この形状が本当
に生理的なものを捉えているのか、もしそう
ならどのようなシグナル伝達メカニズムが
想定されるのかという疑問が深まり、次年度
以降の研究方針を変更することにした。また、
神経系および免疫系で働く Sema3Aについて、

その受容体結合に必須の構造モチーフを同
定することに成功した。研究３（神経､ニッ
チ細胞系）：ドイツ MDC 研究所の Wilnow
博士と共同研究により、ニューロン特異的受
容体蛋白質 sorLAについて、それがアミロイ
ドペプチドを結合してリソソーム分解系へ
運ぶことにより、アルツハイマー病発症から
脳を守る働きをしていることを発見した。こ
の成果は Science Translational Medicine誌に掲
載され、新聞などメディアで紹介された。 
【平成 26年度】 
研究 1（インテグリン受容体系）：61イン
テグリンについては、構造安定性に関するこ
れまでの検討結果を元にデザインした組み
換え蛋白質を大量に精製して結晶化を開始
したが年度内に良好な結晶は得られなかっ
た。しかし、関口清俊博士と共同でリガンド
であるラミニン断片の結晶化を試み、ついに
それに成功した。51インテグリンについて
は脂質二重膜（ナノディスク）に組み込み、
ネガティブ染色による電子顕微鏡を用いて
一分子イメージングに成功した。研究２（セ
マフォリンシグナル系）：昨年度の成果を受
けて、Sema3A受容体の Plexin A1について、
企業との共同研究を開始し、アゴニスト活性
をもつ抗体の取得に成功するとともに、その
エピトープ同定および複合体の電顕イメー
ジングも達成した。この結果、Plexin は細胞
膜上である特定の配向で２量体化したとき
にのみシグナル伝達を引き起こすことがわ
かった（図２）。これとは別に、骨形成シグ
ナルに関わる Sema4D シグナルを受容する
Plexin B1について、その活性を阻害する能力
をもつ環状ペプチドを東京大学の菅裕明教
授と共同で探索し、発見した。このペプチド
は骨粗鬆症の治療薬の開発につながる可能
性を秘めている。その作用メカニズムを探る
ために、ペプチドと PlexinB1の複合体の構造
解析を進め、結晶化に成功した。また、神経
系および免疫系で働く Sema3Aについて、マ
ウスとヒト両方の蛋白質を認識する活性阻
害抗体の開発にも成功した。ネイティブな
Sema3A を認識する抗体の樹立は極めて珍し
い。 

研究３（神経､ニッチ細胞系）：昨年に引き
続いてニューロン特異的受容体蛋白質 sorLA
についての構造生物学的研究をおこない、ア
ミロイドペプチドを結合して居る状態で複
合体の結晶構造解析に成功し（図３）、その
成果が論文(Nature Struct Mol Biol誌)になる

図 1 PlexinA1
細胞外領域の
電顕構造（A）
とその構造モ
デル（B） 

図2  PlexinA1の2量体
化による活性化モデル 

図 3 sorLA Vps10p ドメ
インの結晶構造 



とともに各種メディアにも取り上げられた。
また、ニッチ細胞から産生され幹細胞の維持
や分化に必須なWnt蛋白質について、活性を
保ったままの精製に成功した。 
【平成 27年度】 
研究 1（インテグリン受容体系）：61イン
テグリンについては、いわゆる「結晶化シャ
ペロン」法を採用し、複数の抗インテグリン
抗体（抗6抗体 GoH3、抗1抗体 TS2/16な
ど）の scFvあるいは Fab断片を網羅的に生産
し始めた。これらは不成功に終わったが、本
研究室で最近開発した新規デザイン抗体フ
ラグメントである Fv-claspに変換したバージ
ョンを試みた結果、TS2/16において良好な結
晶を得ることに初めて成功した。放射光施設
において 3.37Å分解能の回折データ取得も果
たし、構造解析の可能性が大きく高まった。
51 インテグリンのナノディスク再構成と
そのイメージングについては、ヒト胎盤から
の精製に代えて培養細胞株（K562）からの精
製プロトコルを確立し、より簡便で安全な試
料調製を可能にした。研究２（セマフォリン
シグナル系）：Sema3A受容体の Plexin A1に
ついて、アゴニスト活性をもつ抗体のエピト
ープ同定と複合体の電顕イメージングの論
文を発表した。また、Sema4D シグナルを阻
害する環状ペプチドと Plexin B1 の複合体を
構造決定した結果、驚いたことにペプチドは
リガンドである Sema4Dの結合部位とは遠く
離れたところに結合しており、阻害モードが
アロステリックなものであることがわかっ
た（図４）。PlexinB1 はもちろん、すべての
Plexin ファミリーにおいてこれまで阻害物質
は一つも知られて居らず、本環状ペプチドは
中分子として極めて有用なリード化合物で
あるだけでなく、Plexin の作用をアロステリ
ックに阻害することが可能であることを発
見したことは意義深い。研究３（神経､ニッ
チ細胞系）：ニューロン特異的受容体蛋白質
sorLA については、企業との共同研究により
親和性の高い抗体を得、それとの複合体の構
造解析を達成した。ニッチ細胞から産生され
幹細胞の維持や分化に必須な難水溶性 Wnt
蛋白質について、血液タンパク質であるアフ
ァミンがそのキャリアータンパク質として
機能することを発見し、幹細胞増殖活性を維
持する Wnt タンパク質の大量精製に成功し、
これを論文として報告した。水溶性で高活性

の Wnt 蛋白質は幹細胞の培養に革新をもた
らすため、上記報告の後世界中の幹細胞研究
者から共同研究や試料提供の依頼を受けて
いる。 
【平成 28年度】 
研究 1（インテグリン受容体系）：61イン
テグリンについては、抗1 抗体 TS2/16 の
Fv-clasp との複合体の結晶をもちい、まずは
3.37Å分解能で、続いて年度末には 2.9Å分解
能での回折データ取得に成功し、ついにその
結晶構造決定を果たした（図５）。本課題で
一貫して取り組んできた目標に、最終年度に
なってやっと到達することができた。現在論
文執筆中である。また、これと同時に61
インテグリンの生理的リガンドであるラミ
ニンについて、その構造解析を関口清俊博士
と共同でおこない、こちらも 1.9Å 分解能で
構造決定に成功し、論文投稿中である。 
研究２（セマフォリンシグナル系）：環状ペ
プチドと Plexin B1 との複合体の構造決定に
ついて論文を Cell Chem. Biol.誌に発表した。
当該ペプチドはヒト PlexinB1 に特異的だが、
動物実験のためにはマウス Plexinに結合する
ペプチドを探索する必要がある。そこで上記
ペプチドをもとにマウス PlexinB1 にも結合
できるように改変したペプチドを探索、その
単離に成功した。さらに、別の環状ペプチド
が阻害剤ではなくアゴニストとして働くこ
とを見いだし、培養細胞を用いたアッセイ系
を用いてその構造最適化を進めた。このペプ
チドは化学架橋によって２量体化してあり、
100nM 以下の濃度で PlexinB1 を高発現する
細胞に Smea4Dと同様な形態変化を誘導した。
これは、製薬企業と共同でおこなった
PlexinA1とそのアゴニスト抗体の例と同じで
あり、しかもペプチドであることから Plexin
作動薬としての応用が期待できる。研究３
（神経､ニッチ細胞系）：ニューロン特異的
受容体蛋白質 sorLA については、抗体の
Fv-clasp フラグメントとの共結晶化によりこ
れまでより高い分解能（2.9Å）でのペプチド
リガンド包接型構造を決定することに成功
した。Wnt蛋白質については、その補助受容
体である LRP6 の細胞外ドメインの電子顕微
鏡による可視化に成功した。この研究では、
電子顕微鏡イメージングによって蛋白質に
結合した糖鎖の可視化を初めて達成しただ
けで無く、糖鎖が結合することで LRP6 の構
造が制御され、ひいてはWntシグナルが影響
を受けることを明らかにした点で極めてユ
ニークである。本成果は 2017 年 1 月に Cell 
Reports誌に掲載された。 
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