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研究成果の概要（和文）：本研究は、CD1dによる抗原提示とNatural killer T（NKT）細胞の活性化というイベ
ントを中心として、そこから時間的、空間的に隣接して起こるCD1dへの脂質積載や免疫制御分子との関係性も含
めて、立体構造解析と物理化学解析に立脚するCD1dの分子基盤を構築することを目的として行った。具体的な成
果として、CD1dとαGalCer誘導体との複合体についてX線結晶構造を決定し、CD1dによる抗原認識機構について
重要な知見を得た。また、CD1dと免疫細胞受容体などとのタンパク質間相互作用解析を行い、CD1dと他の生命現
象に関わる分子との相互作用について理解を深めた。

研究成果の概要（英文）：This study focuses on the events of antigen presentation by CD1d and 
activation of Natural killer T (NKT) cells, and the relationship between lipid loading on CD1d and 
immunoregulatory molecules. The purpose of this study is to construct the molecular basis of CD1d 
based on three-dimensional structure analysis and biophysical analysis such as surface plasmon 
resonance and differential scanning calorimetry. As the result, the X-ray crystal structure of the 
CD1d and αGalCer derivative complex was determined. From the structure, important knowledge for 
antigen recognition mechanism of CD1d was obtained. Further protein-protein interactions between 
CD1d and immune cell receptors were analyzed. Taken together, molecular basis of CD1d including 
three dimentional structure and protein-protein interaction was established and that could confer 
important knowledge for the application of CD1d molecule as biological therapy.

研究分野： 構造生物化学

キーワード： CD1　脂質　αGalCer　NKT細胞　TCR　X線結晶構造解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、ガン細胞を攻撃するNKT細胞の働きを制御する分子CD1dについて研究を行った。CD1dは脂質と結合
した後、NKT細胞に認識されるとNKT細胞が活性化する。本研究ではCD1dと脂質複合体の立体構造解析やCD1dと他
の分子との結合の有無などを調べ、CD1dの生体内での機能をより深く理解することに成功した。本研究の成果
は、CD1dと脂質の組み合わせによって免疫を制御する可能性を秘めており、将来、患者の免疫力を利用してガン
の治療を行うために応用されることを期待している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

  CD1d は⾃⼰および⾮
⾃⼰の脂質を抗原として
認識する MHC クラス I の
仲間であり，T 細胞受容体
（TCR）を介して NKT 細
胞 を刺激し，多様かつ⼤
量のサイトカイン産⽣を
誘導する．NKT 細胞は細
胞 性 免 疫 を 活 性 化 す る
Th1 型サイトカインと体
液 性 免 疫 を 活 性 化 す る
Th2 型サイトカインの両
⽅を産⽣し，免疫応答のバ
ランスを制御している．NKT 細胞の産⽣するサイトカインの種類は CD1d が提⽰する抗原に依
存することから，抗原の化学構造と NKT 細胞活性化能との相関研究は精⼒的に取組まれてきた
が，未だに新たな抗原の合理的設計は容易ではない．原因の１つとして，これまでに報告されて
いる CD1d と抗原の複合体構造においては，抗原の電⼦密度が不明瞭なものが多く，抗原開発に
⼗分な情報を提供できていないことにある．また，NKT 細胞の活性化機構を CD1d と TCR の相
互作⽤のみから議論しており，CD1d-抗原複合体の安定性等の物理化学的側⾯が⽋如している点
にある． CD1d がどのようにして脂質抗原を積載するか， 他の免疫細胞受容体との関係性におい

てどのような役割を果たしているか等の部分も多くは未解明であり，抗原が生体内で引き起こす現象

について CD1d を中心として統合的に理解する必要がある． 
 
 
２．研究の目的 

 具体的研究内容として以下の３項⽬に取り組んだ（図１）．テーマ①では CD1d の代表的な抗原
である αGalCer にアミド基を導⼊した効果を構造⽣物学，⽣物物理学の観点から議論すること
を⽬的とした．αGalCer は NKT 細胞を強く刺激するが Th1/Th2 選択性はなく，崩れた免疫バラ
ンス調整にはサイトカイン選択性の⾼い抗原の開発が必要である．共同研究者の藤本らが開発
したアミド型 αGalCer は，サイトカイン産性能が向上しており，Th1/Th2 指向性も変化している
（Inuki S et al., ACS Chem Biol., 2016）．そこで抗原にアミド基を導⼊した効果を，TCR による認
識機構と CD1d-抗原複合体の安定性から考察した． 

 テーマ②では CD1d と相互作⽤する蛋⽩質群に焦点を当てた．②‒１では免疫細胞に発現して
いるペア型受容体 LILRB2 による CD1d の認識機構を解明することを⽬指した．LILRB2 は MHC

クラス I と結合し抑制性のシグナルを伝達するが，CD1d とも結合する．MHC クラス I と LILRB2

の結合するサイトは，MHCクラス Iでは保存されているが，CD1dでは配列が全く異なる．LILRB2

と CD1d の相互作用が，MHC クラス I のそれとどのように異なるのか，また抗原の種類によって

LILRB2 と CD1d の結合親和性は変化するのかを結合実験や X 線結晶構造解析から考察することと

した．②‒２では Saposin による CD1d への脂質積載の分⼦基盤に着⽬した．CD1d は１分⼦の脂
質を抗原結合ポケットに収めるが，脂質は通常ミセルやベシクルなどの集合体を形成しており，
CD1d がどのようにして集合体から１分⼦の脂質を積載するのかは不明である．Saposin はエン

 
図１ 本研究の概要． 



ドソームにおいて CD1d への外来性脂質の積載に関与することが知られていた．ヒト CD1d の脂
質積載には 4 種類の SaposinA-D が関与するが，特に SaposinB が重要な役割を果たすことが報告
されている．本研究では Saposin による CD1d への脂質抗原積載を in vitro で再現し，CD1d と
Saposin の結合実験や CD1d-Saposin 複合体の X 線結晶構造解析を⾏うこととした． 

  テーマ③ではこれまでの研究から派⽣した昆⾍由来脂質と CD1d との関係性についての研究
を⾏った．カイコ幼虫を用いて調製した CD1d は，カイコの内在性脂質を結合していることが結

晶構造や脂質解析から明らかとなっていたので詳細な解析を行うことにした． 
 
３．研究の方法 

①アミド型 αGalCer による CD1d を介した NKT 細胞活性化機構の解明 

アミド型 αGalCer を対象とし，サイトカイン産性能や Th1/Th2 指向性の分⼦機構を⽴体構造解
析と物理化学解析から明らかにする．本研究では，CD1d-αGalCer 複合体に対する TCR の結合
親和性が，アミド基の導⼊によってどのように変化するかを表⾯プラズモン共鳴（SPR）によっ
て⽐較する．またアミド基の有無，脂肪酸鎖の⻑さが CD1d-抗原複合体の熱安定性に与える影響
を⽰差⾛査熱量解析（DSC）によって評価する． 

 

② CD1d と相互作用する分子群との複合体構造解析 

②–１ ペア型受容体 LILRB2 による CD1d の認識機構の解明 

CD1d-LILRB2 複合体の X 線結晶構造解析を⾏う． CD1d-LILRB2 複合体が安定して存在する条
件の検討を⾏い，結晶化条件の探索を⾏うまた並⾏して，CD1d と LILRB2 の結合が抗原依存的
であるかを，複数種類の抗原について CD1d-抗原複合体を調製し SPR で調べる． 

 

②–２ Saposin による CD1d の脂質積載機構の解明 

CD1d への Saposin の結合がリガンド依存的に起こるか，また pH 依存的に起こるかどうかをプ
ルダウンアッセイやゲルろ過で簡易的に評価し，CD1d と Saposin 複合体が最も安定に存在する
条件について結合親和性を SPR で評価し，複合体の X 線結晶構造解析を⾏う． 

 

③ CD1d が認識する昆虫由来脂質成分の解析 

カイコ幼⾍を⽤いて調製した CD1d からカイコの内在性脂質を抽出し，薄層クロマトグラフィー
（TLC）で分離した後，液体クロマトグラフィー質量分析法（LC-MS）で解析する．  

 

４．研究成果 

①アミド型 αGalCer による CD1d を

介した NKT 細胞活性化機構の解明 

ヒト CD1d（hCD1d），マウス CD1d1

（mCD1d）について，カイコ幼虫を

用いたカイコ–バキュロウイルス発

現系で調製し，高純度に精製した

（図２）．高純度に精製した CD1d タ

ンパク質と ア ミ ド 型 αGalCer
（αGCamide）との複合体を作製
し，ゲルろ過で精製した後，結晶化
条件の探索を⾏い，hCD1d-αGC-

 

図２ hCD1d の精製結果（左），結晶写真（右上），抗原

との複合体構造（右下）． 



C20amide，hCD1d-αGC-C26amide，mCD1d-αGC-C20amide，mCD1d-αGC-C26amide，の
４種類について，それぞれ構造を決定した．4 つの構造中において，抗原中のアミド基の電⼦密
度は明瞭に観察された．４つの構造を重ね合わせると，hCD1d と mCD1d ではアミド基の位置
が⼤きく異なることが判明した．mCD1d では，アミド基は，mCD1d の Ser28 を含む残基と⽔
素結合ネットワークを形成していた（図３）．他⽅，hCD1d においては，疎⽔性環境下にアミド
基は位置しており，⽔素結合などによって特異的に認識されていることはなかった．また，
hCD1d においてアミド基はシス型となっていたのに対して，mCD1d においてはトランス型で
あり，hCD1d において抗原は歪んで結合していることなどが明らかとなった．以上のことから
hCD1d-αGCamide は mCD1d-αGCamide と較べて不安定であること，mCD1d-αGCamide は
mCD1d-αGC よりも安定であることなどが⽰唆されたため，⽰差⾛査熱量解析（DSC）によっ
て熱安定性を評価した（図４）．現在，
DSC の解析を進めており，mCD1d-
αGC-C20amide は mCD1d-αGC
や mCD1d-αGC-C26amide と較べ
て熱安定性が⾼いことがわかってい
る．この結果は，共同研究者の⾏っ
たサイトカイン産⽣能と符合してお
り，αGC-C20amide については熱安
定性が⾼いことがサイトカイン産性
能に影響していると考えられる．し
かしアミド基を有する抗原であっ
ても，炭化⽔素鎖の⻑さによって熱
安定性が異なる機構などは不明で
あるため，今後は分⼦動⼒学を利⽤
したエネルギー計算にも取り組む
予定である． 
 

 

② CD1d と相互作用する分子群との複合体構造解析 

②–１ペア型受容体 LILRB2 による CD1d の認識機構の解明 

申請者は研究開始時に，既に表⾯プラズモン共鳴（SPR）
を⽤いて CD1d と LILRB2 との結合について，解析を済ま
せており，解離定数を算出していた（図５）．この結果から
CD1d と LILRB2 との相互作⽤は弱いことが判明しており，
複合体の結晶を得るために，タンパク質濃度や CD1d と
LILRB2 の⽐率を検討してみたが，複合体の結晶を得るこ
とはできなかった．そこで，CD1d のコンストラクトや抗
原の種類について条件検討を⾏い，SPR を⽤いて評価をし
てみたが，これまでのところ CD1d と LILRB2 の結合を強
くする条件は⾒つかっていない．現在は，CD1d 以外の CD1

分⼦である CD1b について，LILRB2 との相互作⽤を調べ
る準備を進めている． 

 
図５ ヒト CD1d と LILRB2 の結

合実験． 

 

図３ CD1d における αGC-C20amide の認識． 

 
 
 
 

 

図４ mCD1d-抗原複合体の熱安定性解析． 

 
 
 
 
 
 



②–２ Saposin による CD1d の脂質積載機構

の解明 

４種類のヒト Saposin（SapA-D）について⼤
腸菌を⽤いて調製し，CD1 との結合をプル
ダウンアッセイで調べた．実験では，まず
CD1b 分⼦を⽤いたところ，CD1b と SapC の
結合が認められた．また様々な条件でプル
ダウンアッセイを⾏うことで，CD1b と SapC

の結合が pH や塩濃度に影響を受けること
が明らかとなった（図６）．SapC は濃度依存
的，pH 依存的に多量体を形成することが申
請者らの実験で明らかとなっている．SapC の多量体形成と CD1b との結合の関連について，プ
ルダウンアッセイや SPR を⽤いて調べているが，はっきりしたことはまだ不明である．CD1b-

SapC 複合体の結晶化にも着⼿し，複合体の結晶は得られなかったが，CD1b と内在性脂質複合体
の構造解析に成功した．CD1b の構造については，次の項で述べる（図７）． 

 

③ CD1d が認識する昆虫由来脂質成分の解析 

表１ ヒト・マウス CD1d 抽出脂質の LC-MS 解析 黒：ヒトとマウスで共通して見られたピー

ク 青：ヒト CD1d でのみ見られたピーク 黄：マウス CD1d でのみ見られたピーク 

脂質 m/z (同定、未同定) アシル鎖組成 

FA 277, 279, 281 18:4, 18:3, 18:2 

DG 632, 634, 647 20:2/18:1 

PE 544, 610, 758 20:5/18:4 

PC 782, 758, 784, 760, 786 18:1/18:0, 18:1/16:0, 18:1/18:1, 18:2/16:0, 18:2/18:1 

SM 703, 610 18:1/16:0 

カイコで発現させた CD1d や CD1b から脂質を抽出し，TLC で分離した後，LC-MS で解析した（表

１）．CD1d には主にアシル鎖⻑が 16-18 の脂質（FA：脂肪酸、DG：ジアシルグリセロール，PE：
フォスファチジルエタノールアミン，PC：フォスファチジルコリン，SM：スフィンゴミエリン）
が結合していた．hCD1d と mCD1d における結合脂質の種類について，⼤きな差異は⾒られなか
った．また，CD1b から抽出した脂質においては，脂肪酸が検出された（図７）．CD1b-SaposinC

複合体の結晶化を試⾏したところ，
CD1b のみの結晶構造が得られた．
CD1b の抗原結合ポケットには，⻑細
い電⼦密度が観察されたことから，こ
の電⼦密度は脂肪酸であることが⽰
唆された．電⼦密度の⼤きさからパル
ミチン酸やステアリン酸であること
が予想されたため，CD1b から抽出し
た脂肪酸を LC-MS によって解析する
予定である． 

 
図６ ヒト CD1b と SaposinC（SapC）の 
プルダウンアッセイ． 

 
 
 
 
 

 
図７ ヒト CD1b とカイコ内在性脂質複合体の結晶構造

（左）と CD1b から抽出した脂質を TLC 展開した様子

（右）． 
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