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研究成果の概要（和文）：ネクチン１及びネクチン３の細胞外領域を昆虫細胞にて分泌発現する系を構築し、そ
の精製系を確立した。表面プラズモン共鳴法等を用いた相互作用解析の結果、ネクチン１－ネクチン３間の結合
は解離が速く、複合体画分を精製する系は現実的でないことが判明したため、各ネクチンを個別に精製した後に
混和して結晶化に用いる系を構築した。これらの精製タンパク質を用いた結晶化及びＸ線結晶構造解析の結果、
マウスネクチン１及びマウスネクチン３の各ホモダイマー構造を新規構造として得た（PDB ID: 5B21、5B22）。
また、ケミカルクロスリンク実験から、ネクチン１－ネクチン３ヘテロ複合体はダイマーであることを明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：We established recombinant expression systems for extracellular domains of 
mouse Nectin-1 and mouse Nectin-3 in insect cell Sf-9. First we tried to purify Nectin-1 / Nectin-3 
heterodimer fraction from the mixture of cultural supernatants. However, the result of surface 
plasmon resonance analysis indicated the fast dissociation rate constant of heterophilic interaction
 between Nectin-1 and Nectin-3, suggested difficulty of stable hetero-complex purification. Thus we 
next established individual purification systems for Nectin-1 and Nectin-3, respectively. The 
purified Nectins were mixed and used for crystallization experiments. As a result, structures of 
Nectin-1 homodimer and Nectin-3 homodimer were obtained from mixture of purified Nectin-1 and 
Nectin-3 in 2.24 A and 2.58 A resolutions, respectively (PDB ID: 5B21and 5B22). Additionally, 
chemical crosslink experiment using BS3 crosslinker revealed that the minimal unit of Nectin-1 / 
Nectin-3 heterophilic complex is heterodimer.

研究分野：構造生物科学

キーワード： ネクチン　構造生物学　結晶構造解析
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１．研究開始当初の背景 
細胞接着は細胞と細胞および細胞と細胞外
基質との間に作られ、これらは互いに相互作 
用している。細胞接着は、組織や臓器の形成
に必須であると共に、その異常はがんや循環 
器や神経の疾患など多くの疾患の原因にな
っており、現在の生物学・医学上の最も重要
な 課題の一つになっている。 
細胞接着の開始は、増殖しながら運動してい
る細胞同士が衝突して接触することにより
行われる。細胞の増殖と運動を促進するネク
チン様 分子(Necl)が細胞の運動先導端にお
いて、細胞 接着分子ネクチンとヘテロフィ
リックトランス 結合することにより細胞の
増殖と運動が停止さ れ、ネクチンとカドへ
リンによるアドヘレンス ジャンクションが
形成され、続いてクローディ ンによるタイ
トジャンクションが形成される 
（図１）。この細胞の接触による増殖と運動
の 停止は発生過程における臓器形成には極
めて重 要であり、一方がんではこの機構が
破壊されて いる結果、がん細胞の異常増殖
と浸潤・転移が 引き起こされる。 
ネクチンは１～４、ネクチン様分子(Necl）
は１～５のメンバーからなるファミリーを 
形成している。１回膜貫通型の蛋白質あり、
N 末端が細胞外を向いており、3 つの免疫グ 
ロブリン（以下、Ig）フォールド（V-set、
C2-set、C2-set）を持つ。ネクチン、Necl は 
同じ分子構造を取っているが、1 次配列の相
同性は 20%と低い。ネクチン、Necl は、ま
ず 同じ細胞膜上でシスダイマーを作り、次
に他の細胞膜上のシスダイマーとホモフィ
リック トランス結合をする（図２）。さらに
シスダイマーはヘテロフィリックトランス
結合もす る（図３、ネクチン 3 はネクチン
１と強くトランス結合する。）これらのシス、
トランス の結合は細胞生物学的に研究され
ているが、分子構造に立脚した議論はこれま
でなされて いない。重要な点は、アドヘレ
ンスジャンクション接着分子としてよく知
られているカド ヘリンは細胞間でホモフィ
リック結合のみしかできない。ネクチン、
Necl が有するヘテ ロフィリックトランス
相互作用能力こそが細胞の空間配置に大き
くかかわる重要な機能 である。例を挙げる
と内耳のコルチ器官以外にも、神経シナプス
では前シナプスにネクチ ン 1 が後シナプ
スにはネクチン３が発現して、細胞間接着を
担っている。 
 
２．研究の目的 
申請者はこれまで、ネクチンによる細胞 接
着機構の解明のため、ネクチンの細胞外 領
域の結晶構造解析にチャレンジしてき た。
その過程で、大腸菌を用いた発現系に より
得られた封入体の精製法、refolding 条件の
検討法を確立してきた。この方法で 得られ
たサンプルを用い、ネクチン 1 の細 胞外領
域の立体構造（3 つの Ig フォールド を含

む）を明らかにすることに成功した。 得ら
れた構造からダイマー形成に重要な 残基を
見出している（JBC, 2011）。さらに、 Necl フ
ァミリーの細胞外領域の構造解析 に挑み、
昆虫細胞用のウイルス作成に成功 している。
この経験をもとにネクチン、 Necl のヘテロ
フィリックトランス複合体（例：ネクチン１
/ネクチン 3 複合体）の 構造解析に果敢に
挑戦し、細胞の空間配置 にかかわる細胞接
着の分子基盤を原子構 造レベルで明らかに
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
昆虫細胞培養系を用いて、ネクチン 1～4 の 
Necl-1～5 の細胞外領域の最適な培養条件
の検討を行う。精製条件の確立および、ヘテ
ロ複合体の状態でゲル濾過精製を行い、得ら
れたサンプルを濃縮後、大規模結晶化スクリ
ーニングに用いる。結晶が得られたものから
放射光施設で回折実験を行い、ヘテロフィリ
ックトランス複合体の構造解析を行う。構造
をもとに、変異実験を行い、これまで得られ
ている細胞生物学的知見を統合することに
より、アドヘレンスジャンクションおけるネ
クチンおよび Necl の作用機序を原子分子
レベルで解明する。 
 
４．研究成果 
ネクチン１及びネクチン３の細胞外領域を
昆虫細胞にて分泌発現する系を構築し、その
精製系を確立した。表面プラズモン共鳴法等
を用いた相互作用解析の結果、ネクチン１－
ネクチン３間の結合は解離が速く、複合体画
分を精製する系は現実的でないことが判明
したため、各ネクチンを個別に精製した後に
混和して結晶化に用いる系を構築した。これ
らの精製タンパク質を用いた結晶化及びＸ
線結晶構造解析の結果、マウスネクチン１及
びマウスネクチン３の各ホモダイマー構造
を新規構造として得た（PDB ID: 5B21、5B22）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ 上)ネクチン１-Ｄ１ドメインの構造  
下)ネクチ３-Ｄ１Ｄ２ドメインの構造 



また、製タンパク質を用いた溶液中でのク
ロスリンク実験では、Nectin-1、Nectin-3 と
も単独でモノマー及びダイマー相当の位置
にバンドが観測され、Nectin-1/3 混合条件で
もヘテロダイマー相当の位置にバンドが得
られた。このことから、少なくとも
Nectin-1/3 間ヘテロ相互作用の最小単位は
ダイマーであることが示唆された。 

図２ケミカルクロスリンク実験 
 
本研究を通じて、ネクチン１－ネクチン３
ヘテロ複合体の構造解析には至らなかった
ものの、新規構造としてマウスネクチン１、
マウスネクチン３それぞれのホモダイマー
構造を解明した。また、相互作用解析実験の
結果、ネクチンのヘテロ相互作用とホモ相互
作用は、種々の塩に対して非常に似通った解
離傾向を示すことから、同様の結合モードを
有することが示唆された。加えて、ケミカル
クロスリンクを用いた実験により、ネクチン
１－ネクチン３ヘテロ複合体の最小単位は
ヘテロ２量体であることが示された。これら
の結果は、ネクチンが細胞間でヘテロフィリ
ックに結合する際、各細胞上でシス・ホモダ
イマーを形成した後にトランス相互作用を
起こすという通説では説明が難しく、ネクチ
ンによる細胞接着機構を再考する第一歩と
なるものである。 
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