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研究成果の概要（和文）：ラミニンγ鎖のＣ末端部に存在するグルタミン酸残基がインテグリ

ンとの結合に必須であり、この残基がインテグリンの活性部位に存在する２価金属イオンに配

位するラミニン側の活性部位であることを明らかにした。基底膜の RGD 型リガンドであるネ

フロネクチンがインテグリンα８β1と選択的に結合することを見いだした。もう一つの RGD

型リガンドである QBRICKのノックアウトマウスを作製し、このマウスが腎臓形成不全、合指

等の Fraser症候群と類似した表現形質を示すことを見いだした。 
 
 研究成果の概要（英文）：The critical amino acid residue defining the integrin binding site 
of laminins has been identified within the C-terminal region of the gamma chains. Integrin 
alpha8beta1 was found to specifically bind to nephronectin, a basement membrane protein 
containing the RGD cell-adhesive motif. Mice deficient in QBRICK, another basement 
membrane protein containing the RGD motif, were produced. The mice exhibit the 
phenotypes similar to those of Fraser syndrome, including fused eyelids and fingers, skin 
blisters, and kidney malformation.   
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１．研究開始当初の背景 
 細胞周囲に構築される細胞外マトリック
スは、単に組織構築に必要な物理的な足場で
はなく、インテグリン等の細胞表面受容体と

の相互作用を通じて細胞の生存を保証する
と同時に、増殖・分化の制御にも積極的に関
わっている。しかし、細胞外マトリックスの
分子組成が細胞ごとにどのようにカスタマ
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イズされており、その違いを細胞はどのよう
にして識別しているかは、多くの点が不明で
あった。細胞外マトリックスは解剖学的に結
合組織の主体である間質と上皮と結合組織
の境界に形成される基底膜に大別される。細
胞外マトリックスに関するこれまでの研究
は、多くが間質の研究、特にその主成分であ
るコラーゲンの研究であり、基底膜の分子組
成や細胞による基底膜の識別機構に関して
は研究が大きく遅れていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、多くの臓器実質細胞の直近の
足場となっている基底膜に注目し、その構成
分子と細胞側受容体であるインテグリンと
の相互作用に焦点を絞って、細胞ごとにカス
タマイズされた基底膜の分子組成と細胞に
よるその識別機構の分子的基盤の解明を目
的とした。特に、基底膜の主要構成分子であ
り、強力なインテグリンリガンドであるラミ
ニンと、組織特異的に発現する基底膜蛋白質
ネフロネクチンと QBRICK を主な対象とし
て、インテグリンによるこれら基底膜分子の
識別機構とその生理的意義の解明を目指し
た。 
３．研究の方法 
（１）インテグリンによる基底膜リガンドの
分子識別機構の解析： ヒト組織で発現して
いる 12種類のラミニンアイソフォームおよ
びネフロネクチン等の基底膜分子は、完全長
cDNAをヒト 293F細胞に導入し、細胞外に
分泌された組換え蛋白質を特異抗体（ラミニ
ンの場合）あるいは C末端に付加した FLAG
タグ、6xHisタグを利用して精製した。ラミ
ニン結合型インテグリン５種（α3β1、α6
β1、α7X1β1、α7X2β1、α6β4）と
Arg-Gly-Asp（ＲＧＤ）配列結合型インテグ
リン 7種（α5β1、α8β1、αIIbβ3、αv
β3、αvβ5、αvβ6、αvβ8）は、その細
胞外領域に ACID-FLABタグ（α鎖）と
BASE-6xHisタグ（β鎖）を付加したものを
293F細胞に発現させ、これらタグを利用し
て培養上清より精製した。基底膜蛋白質とイ
ンテグリンとの結合は固相結合アッセイに
より測定した。 
（２）基底膜蛋白質の発現を改変したノック
アウトマウスの作製とその表現形質の解析：  
インテグリンによる基底膜分子の認識機構
とその生物学的意義を探索するため、3種類
の遺伝子改変マウス（QBRICKノックアウト
マウス、QBRICK ノックインマウス、ラミ
ニンγ鎖ノックインマウス）を作製した。二
つのノックインマウスは、どちらも RGD配
列を不活性型の RGE配列に置換したものを
作製した。 
 
４．研究成果 

（１）ラミニン結合型インテグリンのリガン
ド結合特異性の解明： α鎖の組成が異なる
5種類のラミニン（ラミニン-111, 211, 332, 
411, 511）と 5種類のラミニン結合型インテ
グリンの間の結合を網羅的に解析した。その
結果、ラミニン結合性インテグリンは、ラミ
ニン-332および511に選択性を示すグループ
（α3β1、α6β1、α6β4）とラミニン-211
に選択性を示すグループ（α7X1β1、α7X2
β1）に大別されることがわかった。また、
α6β1 とα7X1β1 は、比較的緩やかな結合
特異性を示し、他のインテグリンが結合でき
ないラミニン 411 とも結合活性を示した。α
6β1 は、α7X1β1 と同様、βプロペラドメ
イン内に X1 ペプチド領域を含むことから、
この領域の有無がリガンド結合特異性の幅
広さを規定している可能性が示唆された。ま
た、各アイソフォームのインテグリン結合親
和性を比較すると、ラミニン-111 に対しては
α7X2β1（Kd: 1.0 nM）、211 に対してはα7X1
β1（Kd: 0.6 nM）、332 に対してはα6β1（Kd: 
7.5 nM）、411に対してはα6β1/α7X1β1（Kd: 
＞50 nM）、511 に対してはα6β1（Kd: 0.7 nM）
が最も高い親和性を示すことがわかった（発
表論文①）。これらの結果は、細胞が５種類
のラミニン結合型インテグリンを組み合わ
せて、基底膜のラミニン組成の違いを識別し
ていることを示している。 
（２）ラミニン分子上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。Ｅ８フラグメントはエラスタ
ーゼ処理により得られるフラグメントの一
つで、ヘテロ３量体の coiled-coil ドメイン
の一部とα鎖Ｃ末端領域にある３個の LG ド
メイン（LG1～LG3）からなる。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、インタクトな
LG1～LG3 の領域がインテグリン結合活性に
必要であることを既に明らかにしている。し
かし、LG1～LG3 を含むα鎖フラグメントだけ
ではインテグリン結合活性を持たず、
coiled-coil ドメインでβ鎖およびγ鎖とヘ
テロ３量体を形成することが活性発現に必
要であると考えられた（発表論文②）。我々
は、β鎖およびγ鎖のＣ末端領域のアミノ酸
残基を欠失あるいは置換した一連のラミニ
ン-511 変異体を作製し、γ1鎖のＣ末端から
３番目のグルタミン酸残基がインテグリン
結合活性に必要であることを突きとめた（発
表論文④）。このグルタミン酸残基はγ1鎖と
γ2 鎖の間で保存されており、ラミニン-332
（α3β3γ2）のγ2鎖の当該グルタミン酸残



基をグルタミンに置換すると、インテグリン
結合活性は消失した（発表論文④）。γ鎖に
は、γ1、γ2の他にγ3鎖が存在するが、γ
3鎖にはγ1とγ2の間で保存されたグルタミ
ン酸残基が存在しない。我々はγ3 鎖を含む
ラミニン-213（α2β1γ3）の組換え蛋白質
を調製し、このラミニンがインテグリン結合
活性を持たないことを確認している（発表論
文⑥）。以上の結果は、インテグリン結合活
性に必須な酸性アミノ酸残基が従来予想さ
れていたα鎖 LG1～LG3 領域ではなく、γ鎖
Ｃ末端領域にあることを示している。インテ
グリン結合部位の同定はラミニン研究にお
ける未解決の大きな課題であるが、その中核
となる酸性アミノ酸残基が同定されたこと
の意義は大きい。 
（３）ラミニンβ鎖によるインテグリン結合
親和性の調節機構： これまでに知られてい
る 12 種のラミニンアイソフォームは、β1鎖
を含む‘β1 ラミニン’（ラミニン-111, 
211,311, 411, 511）とβ2鎖を含む‘β2ラ
ミニン’（ラミニン-121, 221, 321, 421, 521）
に大別される。我々はβ1 ラミニンとβ2 ラ
ミニンのインテグリン結合活性を詳細に比
較し、β2 ラミニンがβ1 ラミニンよりもイ
ンテグリンα3β1 に対する結合親和性が高
いことを見いだした（発表論文⑦）。このよ
うなβ鎖依存的な結合親和性の違いはイン
テグリンα6β1 やα6β4 では観察されなか
った。一方、インテグリンα7X1β1 とα7X2
β1 で同様の解析を行ったところ、α7X2β1
がやはりβ2 ラミニンに対して高い結合活性
を示すことが判明した。β2 ラミニンに対し
て高親和性を示すインテグリンα3β1 とα
7X2β1 はどちらも‘X2 型可変領域’をα鎖
の細胞外領域に含むことから、我々は「X2 可
変領域を含むインテグリンだけがβ2 ラミニ
ンに対して高親和性を示す」という作業仮説
をたて、実際に天然には存在しない X2 型可
変領域を持つα6X2β1 インテグリンを作製
し、そのリガンド結合活性を検討した。その
結果、予想通り、α6X2β1 はβ2ラミニンに
対して高親和性を示すことが明らかとなっ
た（発表論文⑦）。また、我々はβ1 鎖とβ2
鎖の間で様々な領域を交換したスワップβ
鎖を人工的に調製し、β2鎖の C末端側 22 残
基が X2 型インテグリンに対する高親和性に
必要であることを明らかにした（発表論文
⑦）。以上の結果から、ラミニンのインテグ
リン結合部位は(1)α鎖 C 末端領域の LG1～
LG3 の領域、(2)グルタミン酸残基を含むγ鎖
C 末端領域、(3)β鎖 C 末端側 20 アミノ酸残
基で構成されていると推定される（図１）。 
 

（４）インテグリンα8β1のリガンド結合特
異性の解明： インテグリンα8β1は 7種類 
ある RGD結合型インテグリンの中でも発現が

図１ ラミニンのインテグリン結合部位の構造 

 

 

時空間的に制御されていることが知られて
いる。これまでフィブロネクチンやネフロネ
クチンと結合することが報告されているが、
そのリガンド結合特異性の詳細は不明であ
った。我々は、組換えインテグリンα8β1と
様々な RGDリガンド蛋白質の結合を網羅的に
解析し、α8β1がネフロネクチンに極めて高
い特異性を示すことを明らかにした（発表論
文⑧）。ネフロネクチンは N 末端側の５つの
EGFリピートからなる領域、分子中央部の RGD
配列を含むリンカー領域、C 末端側の MAM ド
メインから構成されている。我々は、分子中
央部のリンカー領域に存在する RGD配列を含
む 23 アミノ酸残基だけでインタクトなネフ
ロネクチンとほど同等の結合親和性が見ら
れることを見いだし、この 23 アミノ酸残基
の中でも RGD 配列から約 10 アミノ酸残基下
流のLFEIFEIER配列がインテグリンα8β1へ
の高親和性結合に必須であることを明らか
にした（発表論文⑧）。この 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。 
（５）RGD 配列を含む新規基底膜蛋白質
QBRICK の同定とその機能解明： 我々は、毛
包形成を器官形成の一つのモデルとして、毛
包形成の場で一過的に発現が誘導される細
胞外マトリックス蛋白質を検索し、QBRICK と
我々が命名した新規基底膜蛋白質を同定し
た（Kiyozumi et al. Exp. Cell Res, 306:9-23, 
2005）。QBRICK はインテグリン認識配列とし
て知られる RGD 配列を含み、RGD 配列依存的
な細胞接着活性を示す。構造的には、分子中
央部に１２個の CSPG リピートとそれに続く
Calx-βドメインを含み、これらの点で最近
同定された Fras1 および Frem2 と呼ばれる蛋
白質と類似性を示す。我々は、これら３つの
蛋白質（QBRICK, Fras1, Frem2）がいずれも
基底膜に局在すること、さらに毛包を含む複
数の器官で基底膜の同じ部位に共発現する
ことを見出した（発表論文③）。また、Qbrick
のノックアウトマウスを作製し、このマウス



が表皮の水疱形成、合指、潜在眼球症、腎臓
形成異常といった、ヒトの Fraser 症候群と
同じ表現形質を示すことを明らかにした（発
表論文③）。Fras1 と Frem2 の遺伝子も Fraser 
症候群の原因遺伝子であることが最近報告
されており、これら３つの蛋白質は機能的に
も互いに密接に関連している可能性が高い。
Qbrick ノックアウトマウスでは、QBRICK だ
けでなく、Fras1 および Frem2 の発現も同時
に消失（あるいは著明に減少）しており（図
２）、これらの蛋白質は協調的に（おそらく
は複合体を形成して）基底膜に組み込まれる
ものと推定される。実際、in vitro で発現
させたこれら３つの QBRICK ファミリー蛋白
質は複合体を形成して共免疫沈降されるこ
とを我々は確認している（発表論文③）。興
味深いことに、QBRICK が間充織細胞から分泌
されるのに対して、Fras1 と Frem2 は上皮細
胞から分泌される。従って、これらの蛋白質
が複合体を形成するためには、上皮細胞と間
充織細胞の協同作用が必要である。QBRICK フ
ァミリー蛋白質の機能の解明は、器官形成に
おける上皮̶間充織相互作用の分子機構の解
明に新たな手がかりを与えるものと期待さ
れる。 
 
 

 

 
図２ QBRICK ノックアウトマウスでは Fras1 と

Frem2 の発現も消失する 

 
（６）基底膜による中胚葉分化の制御機構： 

基底膜がどのように細胞の挙動や運命を制

御しているかをより直裁的に検証するため、

我々はマウス ES 細胞から調製した胚様体を

利用して、初期胚の中胚葉分化における基底

膜の役割を解析した。具体的には、Edgar ら

（英国・Liverpool 大学）が確立したラミニ

ンγ1鎖欠失 ES 細胞を利用し、胚様体が基底

膜を構築出来ないときに、３胚葉分化がどの

ように影響されるかを cDNA microarray を用

いて解析した。その結果、基底膜ができない

胚 様 体 で は 、 上 皮 ̶ 間 充 織 転 換

（epithelial-mesenchymal transition：EMT）

に関連した遺伝子および間充織マーカー遺

伝子の発現が胚様体形成の初期から亢進す

ることを見いだした（発表論文⑤）。EMT のマ

スターレギュレーターとしては Snailファミ

リーおよび Twistファミリーの転写因子が知

られているが、基底膜ができない胚様体では、

Snai2およびTwist2遺伝子の発現が著明に増

加していた。また、基底膜を形成する対照の

胚葉体に Snai2 遺伝子を過剰発現させると、

原始外胚葉の上皮化が抑制され、基底膜を形

成できない胚様体と同様の表現形質が観察

された。さらに、対照の胚様体を 10 日間培

養すると、Brachyury 陽性の中胚葉細胞が原

始外胚葉と原始内胚葉の間に出現するが、こ

れらの中胚葉細胞は原始外胚葉直下の基底

膜が断片化した部位に限局して観察された

（発表論文⑤）。これらの結果は、基底膜に

接着した原始外胚葉細胞ではSnai2やTwist2

のような EMTのマスター制御因子の発現が抑

制され、中胚葉への分化誘導が抑制されると

同時に上皮化が進行すること、また、原腸形

成時には原始外胚葉直下の基底膜が積極的

に分解（あるいは断片化）され、その結果と

して基底膜の拘束から解放された細胞で EMT

がおこり、中胚葉分化が誘導されることを示

唆している。実際、胎生 6.5 日のマウス胚で

は、原腸形成がおこる原始線条の部位で原始

外胚葉直下の基底膜が断片化し、不連続にな

ることを我々は確認している。 
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