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略語表 

6×His tag Hexahistidine tag 

Amp Ampicillin 

BSA Bovine serum albumin 

BmNPV Bombyx mori nucleopolyhedrovirus 

CBB Coomassie brilliant blue 

CIEX Cation exchange chromatography 

DSC Differential scanning calorimetry 

DTT Dithiothreitol 

EDTA Ethylenediamine-N,N,N',N'-tetraacetic acid 

Gen Gentamycin 

GlcNac N-Acetyl-D-glucosamine 

HLA Human leukocyte antigen 

HRP Horseradish peroxidase 

IPTG Isopropyl-β-D-1-thiogalactopyranoside 

Ig Immunoglobulin 

iNKT Invariant natural killer T 

Km Kanamycin 

LB Luria-Bertani 

LILR Leukocyte immunoglobulin-like receptor 

MALDI Matrix assisted laser desorption / ionization 

MHC Major histocompatibility complex 

MTP Microsomal triglyceride transfer protein 

Ni-AFC Nickel affinity chromatography 

TCR T cell receptor 

TLC Thin layer chromatography 

PBS Phosphate buffered saline 

SDS-PAGE Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

Tet Tetracycline 

WB Western blotting 

X-Gal 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactoside 
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β2m Beta-2 microglobulin  
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バッファー及び培地の組成 

2xYT 培地 Tryptone 16 g/L, Extract Yeast Dried 10 g/L, NaCl 5 g/L 

2xYT/Km/Gen 培地 2xYT 培地 + Kanamycin 50 μg/ml, Gentamycin 7 μg/ml 

LB 寒天培地 Tryptone 10 g/L, Yeast Extract 5 g/L, NaCl 5 g/L, Agar 14 g/L 

LB/Amp 寒天培地 LB 寒天培地 + Ampicillin 100 μg/ml  

LB/Km/Gen/IPTG/X-Gal 寒天培地 LB 寒天培地 + Kanamycin 50 μg/ml, Gentamycin 7 μg/ml,  

 200 μM IPTG, X-Gal 40 μg/ml 

PBS (-) 137 mM NaCl, 27 mM KCl, 100 mM Na2HPO4, 18 mM KH2PO4 
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1章 序論 

 

 CD1 ファミリー分子 

 CD1 は beta-2 microglobulin (β2m)とヘテロ二量体を形成する非古典的 MHC クラスⅠの仲間であ

り、広く血球系細胞に発現して抗原提示を行う糖タンパク質である 1,2。CD1 ファミリーには CD1a

から CD1e までの 5 つのアイソフォームが存在し、うち CD1a から CD1d までの 4 つのアイソフォ

ームが細胞表面で抗原提示を行う。MHC にはペプチドを結合する親水性のポケットが存在するが、

CD1 には深い疎水性のポケットが存在し、アルキル鎖を埋め込むような形で自己ないし非自己由

来の様々な脂質抗原が結合する 3–8(図 1-1)。CD1 は小胞体シグナルペプチド配列を持ち、小胞体

内で自己脂質を結合した後、細胞表面に運ばれて自己脂質を提示する 9。その後エンドサイトーシ

スによって取り込まれ、エンドソームやリソソーム内において抗原が載せ替えられて再び細胞表

面に発現し、取り込まれた外来性抗原などの抗原が提示される。各 CD1 アイソフォームは抗原結

合部位の形状がそれぞれ異なり、結合する脂質もそれによって異なる。CD1 アイソフォームがエ

ンドサイトーシスの各段階に局在して抗原分解プロセスに広く分布することにより、多様な性質

を持つ抗原のサンプリングを可能にしている 3,10。CD1 は 2 つのグループに大別され、CD1a, b, c

の 3 つはグループⅠ、CD1d はグループⅡに分類される 1,11(表 1-1)。グループⅠ CD1 は主に抗原

提示細胞に発現し αβ T 細胞に抗原提示を行う 4,7,8。CD1a は主にリポペプチドなど比較的短い炭化

水素鎖をもつ化合物を抗原として結合する(図 1-2A)。CD1b は深いキャビティーを持ち、非常に

⾧い炭化水素鎖を持つ脂質抗原を結合する(図 1-2B)。このような脂質をサンプリングするため、

細胞内ではリソソームに局在している。CD1c は CD1a と CD1b の中間的な大きさの抗原結合部位

を持ち、細胞内においても CD1a と CD1b の中間的な分布をする(図 1-2C)。グループⅡ CD1 (CD1d)

は広く血球系細胞に発現しナチュラルキラーT (NKT)細胞に抗原提示を行う 5,6(図 1-2D)。CD1e は

細胞表面での抗原提示を行わず、細胞内にのみ局在する。 
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表 1-1 CD1 ファミリータンパク質 

アイソフォーム CD1a CD1b CD1c CD1d CD1e 

グループ Ⅰ Ⅱ - 

抗原提示 αβ T 細胞 NKT 細胞 - 

抗原結合部位体積(Å3) 1350 2200 1780 1650 2000 

細胞内分布 
早期エンド

ソーム 

エンドリソ

ソーム 

後期エンド

ソーム 

後期エンド

ソーム 
 

 

 
図 1-1 CD1 に結合する脂質 CD1 に結合する脂質のうち、共結晶構造が得られているものを例

に挙げた。CD1a は DDM のようなリポペプチドと結合する。CD1c は結核菌の MPM のような⾧い

炭化水素鎖をもつ糖脂質を結合することができる。CD1d は抗原の結合ポケットに分岐があるた

め、α-GC のようなアルキル鎖を 2 本持つ糖脂質を結合することができる。CD1b は CD1 の中で

最大の深さのポケットを持ち、GMM のような⾧大なアルキル鎖をもつ糖脂質を結合することが

できる。 
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図 1-2 CD1 の抗原結合ポケット 各 CD1 アイソフォームの抗原結合部位。ポケットを mesh で

示した。ポケットは Hollow12 を用いて算出した。(A) CD1a-DDM (PDB ID: 1XZ0) (B) CD1b-GMM 

(PDB ID: 1UQS) (C) CD1c-MPM (PDB ID: 3OV6) (D) CD1d-α-GC (PDB ID: 1ZT4) 

 

 CD1d 

 CD1d は MHC クラス I 分子と極めて類似した構造をとり、α1-3 の 2 つのドメインから構成され

る重鎖と、軽鎖である β2m から構成されるヘテロ二量体である。しかし、α1, 2 ドメインにおけ

る、2 本の α ヘリックスと β シートから構成される抗原結合ポケットが疎水性であるため、MHC

がペプチドを結合するのとは異なり脂質を抗原として結合する 13。CD1d は血液細胞に発現し、特

に樹状細胞、皮質胸腺細胞、脾臓 B 細胞などのプロフェッショナル抗原提示細胞に多く発現して

いる 2。グループ I の CD1 はヒトを含む哺乳動物に広く保存されているもののマウスやラットに

は見られないが、CD1d はげっ歯類を含むほぼ全ての哺乳動物に広く保存されている 14。CD1d が

小胞体内でフォールディングする際にはホスファチジルイノシトールやホスファチジルエタノー

ルアミンを含む内因性脂質が結合し、これはシャペロンとしてフォールディングを促進するとと

もに CD1d を安定化させることが示唆されている 15–18。小胞体タンパク質であるミクロソームト

リグリセリド転送タンパク質(MTP)の欠損は CD1d による抗原提示を欠落させ、さらに MTP がホ

スファチジルエタノールアミンを CD1d に転移することから、MTP が小胞体内における内在性脂

質の結合に関与していると考えられている 19,20。また、発現した CD1d がエンドサイトーシスによ
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って取り込まれて抗原の載せ替えが行われる際、エンドソームやリソソーム内において脂質が

CD1d に結合するためには、おそらく脂質二重層中に埋め込まれた脂質が CD1d の抗原結合部位へ

と移動する必要がある。リソソームに存在するサポシンはスフィンゴ脂質の代謝に関与するタン

パク質であるが、サポシンの欠損は CD1d による NKT 細胞への抗原提示の欠落を招くことから、

CD1d への脂質輸送に関与すると考えられている。サポシン B の導入はサポシン欠損マウスにお

ける CD1d の α-GC 提示を回復し 21、ガングリオシドやリン脂質を輸送することが報告されている
22,23。 

 

 NKT 細胞 

 Natural killer T (NKT)細胞は NK 細胞受容体と T 細胞受容体(TCR)の両方を発現する細胞であり
24、CD1d によって提示された抗原を認識する。NKT 細胞は通常の T 細胞とは異なりリンパ節や脾

臓にはあまり存在せず、肝臓や骨髄に多く分布している。個人差はあるものの一般に NKT 細胞は

血中のリンパ球の 1%以下と極めて少ない割合で存在しているが、NKT 細胞は哺乳類に高度に保

存されており、免疫システムに大きな影響を与える 25,26。NKT 細胞は主にインバリアントな α 鎖

と限られた種類の β 鎖からなる TCR を発現している 24。NKT 細胞は IFN-γ などの細胞傷害性 T 細

胞を活性化させる Th1 型サイトカインと、IL-4 などの抗体産生を促進する Th2 型サイトカインの

どちらも産生することができる(図 1-3)。互いに抑制し合う Th1 型と Th2 型の両方の免疫応答を

誘起することができるため、NKT 細胞は免疫機能のバランスを調節する上で重要な役割を担って

いる 27,28。CD1d と脂質抗原の結合親和性が高いものは TCR との結合時間を延⾧しサイトカイン

極性を Th1 に偏重させ、また疎水性の低い脂質と結合した CD1d は脂質ラフトへ集積せず、Th2 型

サイトカインを多く産生させるという報告があるが、Th1/Th2 バランスを調製する機構の全容は

未だ不明である 29。Th1/Th2 バランスの崩壊は癌や自己免疫疾患の要因となり、これらの疾患にお

いて NKT 細胞が減少していることも NKT 細胞の関与を示している 30,31。感染症やアレルギーな

ど様々な疾患において NKT 細胞の関与が報告されており 32–35、免疫機能の調節に重要な役割を果

たしていることから有望な創薬ターゲットとして期待されている。しかし、サイトカイン極性を

決定づける要因や自然免疫および獲得免疫に対する NKT 細胞の役割の詳細については未だ明ら

かになっておらず、抗原と NKT 細胞刺激活性の構造活性相関研究が進められている。NKT 細胞活

性化に関する内在性の抗原について詳細は明らかになっていないが、NKT 細胞の特性が注目され

て開発された抗原として海綿由来のスフィンゴ糖脂質であるα-ガラクトシルセラミド(α-GC)が

知られており、強力な抗腫瘍活性を発現させる 28。 α-GC は抗原提示細胞から CD1d を介して NKT

細胞に提示され、サイトカイン産生を促すことで NK 細胞、T 細胞、B 細胞、およびマクロファー
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ジ等のエフェクター細胞を活性化させる 36–38 ほか、活性化された NKT 細胞は直接腫瘍細胞を障

害する 39 ことで抗腫瘍効果を示すと考えられている。 

 

図 1-3 CD1d による NKT 細胞の活性化 APC: 抗原提示細胞 NKT: ナチュラルキラーT 細胞 

 

 研究目的 

 NKT 細胞は癌や自己免疫疾患といった難治療性のものを含む多種の病気の機構に関与しており、

CD1d を介して NKT 細胞を刺激し、免疫調節機能を働かせることにより治療に有効な効果が得ら

れることが期待されている。NKT 細胞は極めて多様なサイトカインを産生することができ、その

種類は CD1d によって提示される抗原に依存するが 29、抗原と対応するサイトカインの詳細な関

係については現在明らかになっていない。NKT 細胞の成熟に関与する内在性抗原や NKT 細胞を

活性化する内在性の抗原は未解明であるが、外来性抗原としてはライム病の病原菌である Borrelia 

burgdorferi 由来のジアシルグリセロール 40 や寄生虫 Leishmania donovania 由来のリポホスホグリ

カン 41 などが報告されている。マウスにおいて NKT 細胞の欠損がこれらの感染症への抵抗力を

失わせることが報告されているが、疾患における NKT 細胞の役割についての理解は未だ限定的で

ある。α-GC は最も構造活性相関研究が精力的に取り組まれている抗原であり、α-ガラクトースが

重要であること 42–45、直接 NKT 細胞には提示されない炭化水素鎖に芳香環を導入することで Th1

サイトカインが多く産生されること 46,47、アシル鎖⾧を短くすることで Th2 サイトカイン側に偏

る傾向があること 48 などが報告されている。NKT 細胞の活性を強くコントロールできる抗原は発

見されていない。マウスモデルで α-GC が腫瘍を縮小させた 49–51 ことからヒトでの臨床試験が始

まったものの、現在まで続く取り組みの中でも有効な治療法は確立できていない 52。NKT 細胞活

性化の詳細な機構の解明と NKT 細胞を協力に刺激する抗原の開発には CD1d による脂質認識機

構を詳細に解明する必要がある。しかし、脂質結合タンパク質とリガンドとの相互作用には脂質

のアルキル鎖が特に重要であり 53、CD1d の結合ポケット内部でのリガンドのアルキル鎖の配向を



11 
 
 
 
 
 

詳細に解析する必要があるが、明瞭な抗原の電子密度を得るためには超高分解能が必要である。

これまで報告されているヒト CD1d 結晶構造の中で最も高い分解能は 2.48 Å であり 54、抗原の配

座を決定し得る超高分解能を達成する結晶構造は未だ報告されていない(図 1-4)。種々の脂質抗原

がもたらす NKT 細胞への作用を CD1d とリガンドの相互作用と関連付けるためには、さらなる精

緻な構造情報に基づく CD1d-リガンド相互作用の解析が必要である。本研究は CD1d 内部におけ

る抗原の配座や CD1d との相互作用を立体構造解析によって明らかにし、抗原の CD1d との結合

親和性が与える活性への影響を解明することで CD1d 免疫機構の理解を深めることを目的として

いる。本論文では結晶化に向けた CD1d の調製系の確立と結晶化条件の探索、および内在性抗原、

重原子置換抗原、アミド型抗原の CD1d 複合体の X 線結晶構造解析について報告する。 

 

図 1-4 CD1d 抗原結合部位中の電子密度 CD1d を青色の cartoon で表示し、α-GC を橙色の stick

で示した。また、Fo-Fc マップ(3σ)を緑色の mesh で示した(PDB ID: 1ZT4)。 
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2章 実験方法 

 

 CD1d タンパク質の調製 

 CD1d-β2m 複合体の調製には Bac-to-Bac® baculovirus expression system (Thermo Fisher Scientific)

を用い、カイコ発現系で共発現させた。 

 

 CD1d プラスミド調製 

 Bac-to-Bac ドナーベクターとしてヒト CD1d 細胞外ドメイン(1-295 aa)及びヒト β2m (1-119 aa)が

サブクローニングされた pFastBacTM Dual を用いた。CD1d 及び β2m には N 末端に分泌シグナル配

列があり、また CD1d には C 末端側に 6×His タグが付加されている。ドナーベクターを用いて大

腸菌 DH5α 株ケミカルコンピテントセルを形質転換し、LB/Amp 寒天培地で一晩培養した。得ら

れたシングルコロニーを 2×YT/Amp 培地に植菌し一晩振盪培養した。培養液を 16100 ×g で 1 分間

遠心して菌体を回収し、QIAprep® Spin Miniprep kit (QIAGEN)を用いてプラスミド DNA を精製し

た。 

 

 組換えバキュロウイルス DNA (バクミド)調製 

ドナーベクターを大腸菌 DH10Bac BmNPV 株ケミカルコンピテントセルに添加し、2xYT 培地

で 1 時間の回復培養の後にテトラサイクリン(10 μg/ml)を添加し、一晩振盪培養した。その後菌液

にゲンタマイシン(7 μg/ml)を添加して 2 時間振盪培養し、LB/Km/Gen/IPTG/X-Gal 寒天培地に塗布

して 24 時間培養した。得られた白コロニーに対して、バキュロウイルス DNA のトランスポゼー

ス認識配列 mini-attTn7 の上流及び下流に結合するプライマー(表 2-1E)と DNA ポリメラーゼ(Go 

Taq○R  Master Mix and Polymerase, Promega)を用いて PCR 法により増幅し、1-2%アガロースを用い

た電気泳動を行い、エチジウムブロマイドで染色した後紫外線で検出して分析し、目的遺伝子の

導入が確認されたものを選択した。2xYT/Km/Gen 培地で一晩振盪培養し、培養液を遠心して菌体

を回収した。得られた菌体からプラスミド精製キット (NucleoBond® Xtra Midi, タカラバイオ) を

用いてバクミド DNA を精製した。 

 

 カイコ発現系によるタンパク質発現 

 カイコ 1 頭あたり、20 ng/μl バクミド DNA 50 μl に DMRIE-C (Thermo Fisher Scientific) 3 μl を添

加して 45 分間静置し、50 μl を 5 齢カイコ幼虫(錦秋鐘和)に接種した。5 日間飼育した後、腹脚に

注射針を刺して漏出した体液(血リンパ)を回収し、チオ硫酸ナトリウムを終濃度 0.5% (w/v)となる
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よう添加した。回収体液を 5000 ×g, 4 ℃で 30 分間遠心して残渣を除き、上清をさらに 40000 ×g, 

4 ℃で 30 分間遠心した。遠心分離上清をタンパク質画分として回収し、沈殿を P1 ウイルス画分

として PBS (-)に溶解して液体窒素で凍結させ、-80 ℃で保存した。ウイルス回収以降はバクミド

接種の替わりに微量の P1 ウイルス溶液を接種してタンパク質発現を行った。 

 

 CD1d-β2m 複合体の精製 

 硫安分画 

 回収したカイコ体液に 50%飽和度となるよう飽和硫酸アンモニウム水溶液を滴下し、4 ℃で 1

時間撹拌した後 20000 ×g, 4 ℃で 30 分間遠心し、上清を破棄した。沈殿をバッファー(20 mM Tris-

HCl pH 8.0, 100 mM NaCl, 20 mM Imidazole)に溶解し、Omnipore membrane filter (0.2 μm 親水性 PTFE, 

Millipore)で濾過した。 

 

 Ni-AFC 

 沈殿を溶解したバッファーを HisTrap HP 5 ml (GE Healthcare)に添加し、HPLC システム AKTA  

explorer 10S (GE Healthcare)を用いて、HisTrap HP 5 ml (GE Healthcare)で精製した。ランニング

バッファーとして 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 100 mM NaCl と 20 mM Tris-HCl pH 8.0, 100 mM NaCl, 400 

mM Imidazole を用い、イミダゾール濃度のグラジエントで溶出した。15%アクリルアミドゲルを

用いて SDS-PAGE を行い、CBB 染色及び HisProbeTM-HRP Conjugate (Thermo Fisher Scientific)を用

いたウェスタンブロット法で検出した。WB には蛍光基質として AmershamTM ECLTM Prime Western 

Blotting Detection Reagents (GE Healthcare)を用い、検出には ImageQuant Las 4000mini (GE Healthcare)

を用いた。 

 

 ゲル濾過クロマトグラフィー 

 Ni-AFC によって精製された scCD1d を含む画分を回収し、Amicon® Ultra-15 10K (Millipore)で

濃縮した。AKTA explorer 10S / AKTA pure 25 / AKTA purifier 10 (GE Healthcare)を用いて、HiLoad 

Superdex200 16/60 (GE Healthcare)で精製した。ランニングバッファーには 20 mM Tris-HCl, 100 mM 

NaCl を用いた。15%アクリルアミドゲルを用いて SDS-PAGE を行い、CBB 染色で検出して目的

タンパク質の含まれる画分を調べて回収した。 

 

 CD1d-avi タンパク質の調製 

 CD1d-β2m 複合体の調製には Bac-to-Bac® baculovirus expression system (Thermo Fisher Scientific)

を用い、カイコ発現系で共発現させた。 
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 CD1d-avi プラスミド調製 

 CD1d-avi の調製を行うにあたり、CD1d の鋳型として pFastBacTM Dual にサブクローニングされ

たヒト CD1d 及びヒト β2m を用いた。CD1d には N 末端に分泌シグナル配列があり、C 末端に His

タグが付加されている。また、Avi タグの鋳型として当研究室保有の pCA7 改変ベクターにコード

された Avi タグ付加タンパク質を用いた。各種プライマー(表 2-1C)と DNA ポリメラーゼ(KOD -

plus-, タカラバイオ)を用いてから His タグを含まない[シグナル]-[CD1d]と[CD1d]-[タグ]を PCR 法

により増幅した。 

タグ: LEVLFQGPAAAVDYKDDDDKGTKHHHHHHTGGLNDIFEAQKIEWHE 

(3C プロテアーゼ切断サイト、FLAG タグ、6×His タグ、Avi タグ) 

次に両 PCR 産物を鋳型として、プライマー(表 2-1C, D)と DNA ポリメラーゼ(KOD -plus-, タカ

ラバイオ)を用いて CD1d-avi 全⾧を PCR 法により増幅した。PCR 産物と pFastBacTM 1 を Not Ⅰ 

(タカラバイオ)と Hind Ⅲ (タカラバイオ)で消化して 0.8-1%アガロースゲルを用いた電気泳動で

分離した。泳動後のゲルをエチジウムブロマイドで染色し、紫外線で検出した目的位置の DNA バ

ンドを QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN)を用いて抽出した。各抽出物をエタノール沈殿によ

って濃縮し、Ligation high Ver.2 (東洋紡)を用いて 16 ℃で 2 時間のライゲーション反応を行った。

ライゲーション産物を用いて大腸菌 DH5α ケミカルコンピテントセルを形質転換し、LB/Amp 寒

天培地で一晩培養した。得られたコロニー中のプラスミド DNA を鋳型とし、マルチクローニング

サイトの上流及び下流に位置するプライマー(表 2-1A)と DNA ポリメラーゼ(Go Taq○R  Master Mix 

and Polymerase, Promega)を用いて PCR 法により増幅し、1%アガロースを用いた電気泳動を行った

後エチジウムブロマイドで染色し、紫外線で検出して分析した。目的遺伝子の導入が確認された

ものを鋳型とし、各プライマーと BigDye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher 

Scientific)を用いて PCR 法により増幅した。増幅産物をエタノール沈殿によって濃縮した後 Hi-DiTM 

formamide (Applied Biosystems)に溶解して 95 ℃で 2 分間のインキュベートの後急冷し、3130 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems)で目的配列がベクターに挿入されていることを確認した。 

 

表 2-1 プライマー配列 

A. ポリへドリンプロモーターMCS 

pFastBac1 F 5’-CCTATAAATATTCCGGATTA-3’ 

pFastBac1 R 5’-CAAATGTGGTATGGCTGATT-3’ 

B. T7 プロモーターMCS 

T7 promoter F 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ 
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T7 terminator R 5’-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’ 

C. CD1d-avi 調製 

Not Ⅰ_CD1d F 5’-GAATGCGGCCGCATGGGGTGCCTGCTGTTT-3’ 

CD1d_Tag R 5’-GAACAGAACCTCGAGCCAGTAGAGGACGATGTCCT-3’ 

CD1d_Tag F 5’-ATCGTCCTCTACTGGCTCGAGGTTCTGTTCCAGGG-3’ 

Tag_Hind Ⅲ R 5’-NNNNNAAGCTTTATCATTCGTGCCATTCGATTTTC-3’ 

D. scCD1d 調製 

Not Ⅰ_β2m F 5’-NNNNNGCGGCCGCATGTCTCGTTCTGTTGCTTTAG-3’ 

β2m_Linker R 5’-CCACCCGAGCCCGAGCCTCCACCGCCCATGTCTCGATCCCACTTAACTATCTTGGG-3’ 

Linker_CD1d F 5’-GCTCGGGCTCGGGTGGAGGTGGATCGGAAGTCCCGCAAAGGCTTTTCCCCC-3’ 

CD1d_Hind Ⅲ R 5’-NNNNNAAGCTTTTACCAGTAGAGGACGATGTCCTG-3’ 

E. バクミドインサート確認 

M13 (-40) F 5'-GTTTTCCCAGTCACGAC-3' 

M13 R 5'-CAGGAAACAGCTATGA-3' 

 

 組み換えバキュロウイルス DNA (バクミド)調製 

 2-1-2 と同様に、CD1d-avi がサブクローニングされた pFastBacTM Dual を大腸菌 DH10Bac BmNPV

株に導入してバクミド DNA を調製した。 

 

 カイコ発現系によるタンパク質発現 

2-1-3 と同様にバクミド DNA をカイコに接種し、体液をとウイルスを回収した。ウイルス回収

以後はバクミドの替わりにウイルスを接種した。 

 

 CD1d-avi の精製 

 2-1-4 と同様の方法で、60％飽和度硫安でカイコ体液を硫安分画し、沈殿を回収した。沈殿を再

溶解して Ni-AFC を行い、さらに CD1d-avi 複合体を含む画分についてゲル濾過クロマトグラフィ

ーを行った。 

 

 LILRB2 の調製 

 LILRB2 封入体の調製 

 発現ベクターとして pGMT7 ベクターに LILRB2 細胞外ドメイン(1–196 aa)がサブクローニング

されたものを使用した。発現ベクターを用いて大腸菌 BL21(DE3)pLysS 株ケミカルコンピテント



16 
 
 
 
 
 

セル(Novagen)を形質転換し、LB/Amp 寒天培地で一晩培養した。得られたコロニーを釣菌して

2×YT 培地で培養し、OD600 が 0.4 となった時点で IPTG を終濃度 1 mM となるよう添加してさら

に 4 時間振盪培養した。培養液を 5000 ×g, 4 ℃で 10 分間遠心し、菌体を回収した。菌体を懸濁バ

ッファー(50 mM Tris-HCl pH 8.0, 100 mM NaCl)で懸濁し、4 ℃で超音波破砕を行った。完全に

破砕した菌体を 8000 rpm, 4 ℃で 5 分間遠心して上清を破棄した。得られた沈殿の洗浄のため、洗

浄バッファー(50 mM Tris-HCl pH 8.0, 100 mM NaCl, 0.5% Triton X-100)で懸濁し、8000 rpm, 

4 ℃で 5 分間遠心して上清を破棄する操作を 3 回行った。さらに懸濁バッファーで懸濁し、8000 

rpm, 4 ℃で 5 分間遠心して上清を破棄する操作を 3 回行い、沈殿として封入体を得た。封入体に

可溶化バッファー(6M Guanidine-HCl, 50 mM Tris-HCl pH 8.0, 10 mM EDTA pH 8.0)を添加し

て転倒混和し、可溶化した封入体を得た。 

 

 希釈法による LILRB2 の巻き戻し 

 可溶化した LILRB2 封入体を 9690 ×g, 4 ℃で 10 分間遠心して夾雑物を除き、可溶化バッファー

で 10 mg/ml に稀釈した後、終濃度 1 mM となるよう DTT を添加し室温で 30 分インキュベート

した。4 ℃に冷却したリフォールディングバッファー(100 mM Tris-HCl pH 8.0, 400 mM L-Arginine-

HCl, 2 mM EDTA, 3.73 mM Cystamine, 6.34 mM Cysteamine)を封入体溶液に撹拌しながら滴下し、グ

アニジン濃度が 1.5 M になるまで稀釈した。希釈した封入体溶液を１ L のリフォールディングバ

ッファーに撹拌しながら滴下して希釈し、4 ℃で 2 日間撹拌した。 

 

 ゲル濾過クロマトグラフィー 

リフォールディング溶液を Vivaflow 50 (10000 Da MWCO, Sartorius)及び Amicon® Ultra-15 10K 

(Millipore)で濃縮し、Millex-GV (0.22 µm, PVDF, Millipore)で濾過した。濃縮タンパク質溶液を AKTA 

explorer 10S (GE Healthcare)を用いて、HiLoad Superdex200 16/60 (GE Healthcare)で精製した。ラン

ニングバッファーとして 20 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl を用いた。15%アクリルアミドゲルを用い

て SDS-PAGE を行い、CBB 染色で検出して目的タンパク質の含まれる画分を調べて回収した。 

 

 陽イオン交換クロマトグラフィー 

 ゲル濾過クロマトグラフィー精製後の LILRB2 の含まれる画分を Amicon® Ultra-15 10K 

(Millipore)で濃縮し、Spectra/Por® 7 Dialysis membrane Pre-Treated RC Tubing (MWCO: 10k, Spectrum 

Labs)を用いた透析によって 10 mM MES pH6.0 にバッファー置換した。透析後サンプルを Millex-

GV (0.22 µm, PVDF, Millipore)で濾過し、AKTA explorer 10S (GE Healthcare)を用いて、RESOURCE 
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S 1 ml (GE Healthcare)で精製した。ランニングバッファーには 10 mM MES pH6.0 と 10 mM MES 

pH6.0, 1M NaCl を用い、塩濃度のグラジエントで溶出した。 

 

 scCD1d タンパク質の調製 

タンパク質発現には Bac-to-Bac® baculovirus expression system (Thermo Fisher Scientific)を用いた。

ヒト β2m を N 末側に、ヒト CD1d 細胞外ドメインを C 末側に持ち、それぞれをフレキシブルリン

カー(GGGGSGSGGGGS)で連結した scCD1d をトランスファーベクターである pFastBacTM1 にサブ

クローニングした。 

 

 scCD1d プラスミド調製 

 鋳型として pFastBacTM Dual にサブクローニングされたヒト CD1d 及びヒト β2m を用いて scCD1d

の調製を行った。CD1d 及び β2m には N 末端に分泌シグナル配列があり、また CD1d には C 末端

側に His タグが付加されている。各種プライマー(表 2-1D)と DNA ポリメラーゼ(KOD -plus-, タカ

ラバイオ)を用いて、[分泌シグナル]-[β2m]-[リンカー]及び[リンカー]-[CD1d]-[His タグ]を PCR 法

により増幅した。各増幅産物を 1-2% (w/v)アガロースゲルを用いた電気泳動で分離した。泳動後

のゲルをエチジウムブロマイドで染色し、紫外線で検出した目的位置の DNA バンドを QIAquick® 

Gel Extraction Kit (QIAGEN)を用いて抽出した。抽出した 2 種の PCR 産物を鋳型とし、プライマー

と DNA ポリメラーゼ(KOD -plus-, タカラバイオ)を用いて scCD1d 全⾧を増幅した。PCR 産物と

pFastBacTM 1 を Not Ⅰ (タカラバイオ)と Hind Ⅲ (タカラバイオ)で消化して 0.8-1%アガロースゲ

ルを用いた電気泳動で分離した。泳動後のゲルをエチジウムブロマイドで染色し、紫外線で検出

した目的位置の DNA バンドを QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN)を用いて抽出した。各抽出

物をエタノール沈殿によって濃縮し、Ligation high Ver.2 (東洋紡)を用いて 16 ℃で 2 時間のライゲ

ーション反応を行った。ライゲーション産物を用いて大腸菌 DH5α ケミカルコンピテントセルを

形質転換し、LB/Amp 寒天培地で一晩培養した。得られたコロニー中のプラスミド DNA を鋳型と

し、マルチクローニングサイトの上流及び下流に位置するプライマー(表 2-1A)と DNA ポリメラ

ーゼ(Go Taq○R  Master Mix and Polymerase, Promega)を用いて PCR 法により増幅し、1%アガロース

を用いた電気泳動を行った後エチジウムブロマイドで染色し、紫外線で検出して分析した。目的

遺伝子の導入が確認されたものを鋳型とし、各プライマーと BigDye Terminator v 3.1 Cycle 

Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific)を用いて PCR 法により増幅した。増幅産物をエタノール沈

殿によって濃縮した後 Hi-DiTM formamide (Applied Biosystems)に溶解して 95 ℃で 2 分間のインキ

ュベートの後急冷し、3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)で目的配列がベクターに挿入され

ていることを確認した。 
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 組み換えバキュロウイルス DNA (バクミド)調製 

2-1-2 と同様に、scCD1d がサブクローニングされた pFastBacTM 1 を大腸菌 DH10Bac BmNPV 株

に導入してバクミド DNA を調製した。 

 

 カイコ発現系によるタンパク質発現 

 2-1-3 と同様にバクミド DNA をカイコに接種し、体液とウイルスを回収した。ウイルス回収以

後はバクミドの替わりにウイルスを接種した。 

 

 scCD1d の精製 

 2-1-4 と同様の方法で、60％飽和度硫安でカイコ体液を硫安分画し、沈殿を回収した。沈殿を再

溶解して Ni-AFC を行い、さらに scCD1d を含む画分についてゲル濾過クロマトグラフィーを行っ

た。 

 

 mCD1d タンパク質の調製 

Bac-to-Bac® baculovirus expression system (Thermo Fisher Scientific)を用いてマウス CD1d およびマウ

ス β2m を共発現した。 

 

 mCD1d プラスミド調製 

マウス CD1d1 細胞外ドメイン(1-297aa)およびマウス β2m (1-119aa)について、Bombyx mori にお

けるレアコドンを縮重した他のコドンに変更し、人工遺伝子合成(Eurofins Genomics)にて各 DNA

配列をもつ鋳型プラスミドを調製した。BamH I および Not I を用いて鋳型プラスミド中の CD1d

配列を消化し、Xho I および Nhe I を用いて鋳型プラスミド中の β2m 配列を消化した後、2-2-1 と

同様にアガロースゲルを用いて精製した。同様に消化した pFastBacTM Dual に各断片を Ligation 反

応によって組み込み、ドナーベクターを調製した。 

 

 組み換えバキュロウイルス DNA (バクミド)調製 

2-1-2 と同様に、scCD1d がサブクローニングされた pFastBacTM 1 を大腸菌 DH10Bac BmNPV 株

に導入してバクミド DNA を調製した。 
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 カイコ発現系によるタンパク質発現 

 2-1-3 と同様にバクミド DNA をカイコに接種し、体液とウイルスを回収した。ウイルス回収以

後はバクミドの替わりにウイルスを接種した。 

 scCD1d の精製 

 2-1-4 と同様の方法で、60％飽和度硫安でカイコ体液を硫安分画し、沈殿を回収した。沈殿を再

溶解して Ni-AFC を行い、さらに scCD1d を含む画分についてゲル濾過クロマトグラフィーを行っ

た。 

 

 SPR 法による相互作用解析 

 

 リガンドのビオチン化 

 CD1d-avi を 50 mM bicine pH 8.3, 10 mM ATP, 10 mM magnesium acetate, 100 μM d-biotin の条件で、

当研究室にて調製されたビオチンリガーゼ BirA と30 ℃で 2 時間反応させた。ビオチン化反応後、

Amicon Ultra-0.5 mL Centrifugal Filter (10 kDa, Millipore)を用いて限外濾過を行い、HBS-EP バッフ

ァー(10 mM HEPES pH 7.4, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, 0.005% v/v Surfactant P20)へとバッファー置

換した。PierceTM High Sensitivity Streotiavidin-HRP (Thermo Fisher Scientific)を用いたウェスタンブ

ロッティングにより、ビオチン化反応の進行を確認した。 

 

 SPR 解析 

 SPR 解析は Biacore2000 (GE Healthcare)を使用し、ランニングバッファーとして HBS-EP バッフ

ァーを用いて 20 ℃の条件で測定を行った。センサーチップ CAP (GE Healthcare)にリガンドであ

るビオチン化 CD1d、ビオチン化 β2m を固定化し、またネガティブコントロールとしてビオチン

化 BSA を、ポジティブコントロールとしてビオチン化 HLA-G を固定化した。各リガンドを固定

化したセンサーチップにアナライトとして LILRB1 及び LILRB2 を添加した。 

 

 グリコシダーゼによる糖鎖除去と分析 

 PNGase F (New England Biolabs) 及び Endo Hf (New England Biolabs)を用いてタンパク質に修飾

された糖鎖の消化を行った。タンパク質溶液を 10 × Denature Buffer と混ぜて 95 ℃で 10 分間反応

させてから、糖鎖消化反応を行った。以下の表 2-2 に示したように反応溶液を調製し、糖鎖消化

は 37 ℃で 1 時間ないし一晩反応を行った。 
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表 2-2 グリコシダーゼ反応条件 

溶液(μl) PNGase F Endo Hf 

タンパク質溶液(1 mg/ml) 27 27 

10 × Denature Buffer 3 3 

10 × G5 Reaction Buffer 6 0 

10 × G7 Reaction Buffer 0 6 

10% NP40 6 0 

酵素溶液 4 4 

超純水 20 14 

総液量 60 60 

 

 

 MALDI-TOF MS 

 逆相クロマトカラム ZipTip u-C18 (Millipore)を用いて測定サンプルの脱塩濃縮を行った。ZipTip

は 0.1 % (v/v)トリフルオロ酢酸/アセトニトリルで湿潤化し、0.1% (v/v)トリフルオロ酢酸/50 % (v/v) 

アセトニトリルで洗浄した後、0.1% (v/v) トリフルオロ酢酸で 3 回平衡化した。その後測定サン

プル溶液中で吸引・吐出を 10 回行いタンパク質を ZipTip に吸着させ、0.1% (v/v) トリフルオロ酢

酸で 3 回洗浄した。0.1%トリフルオロ酢酸/50%アセトニトリル/飽和シナピン酸でタンパク質を溶

出し、サンプルターゲット MTP 384 target plate polished steel TF (Bruker Daltonics)に添加して風乾し

た。調製したサンプルは Ultraflex Ⅱ TOF/TOF200 (Bruker Daltonics)で測定した。Protein Standard 

Ⅱ (Bruker)を用いてキャリブレーションを行い、Linear Positive モードで測定を行った。 

 

 タンパク質の結晶化 

 

 結晶化の手法 

 スクリーニング 

タンパク質結晶化プレート MRC-2 (Hampton Research)を用いてシッティングドロップ蒸気拡散

法により結晶化スクリーニングを行った。各ウェルにリザーバー溶液 80 μl を分注し、タンパク質

溶液 200 nl とリザーバー溶液 200 nl をナノリッター分注システム mosquito (TTP Labtech)を用いて

混合して結晶化ドロップを作製し、20 ℃でインキュベートした。 
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 条件展開 

VDX Plate Greased (Hampton research)を用いてハンギングドロップ蒸気拡散法により結晶化を

行った。プレートの各ウェルに結晶化リザーバー溶液 1 ml を添加し、プラスチックカバーグラ

ス Fisherbrand Unbreakable Cover Slips (Thermo Fisher Scientific)にタンパク質溶液とリザーバー

溶液とを 1 μl ずつ混合した結晶化ドロップを作成した。密封状態となるようウェルの上にカバ

ーグラスを固定し、20 ℃でインキュベートした。 

 

 CD1d の結晶化 

スクリーニングキット PACT Suite (QIAGEN)と AmSO4 Suite (QIAGEN) を用いてスクリーニン

グを行った。 

 

 CD1d-α-GC の結晶化 

 CD1d 溶液に対し、DMSO に 1 mg/ml で溶解したα-ガラクトシルセラミドを 3 モル当量かつ混

合液の DMSO 濃度が 5%以下となるよう反応液を調製して 20 ℃ないし 37 ℃で一晩静置した。混

合液を Superdex200 10 300 GL (GE Healthcare)を用いてゲル濾過精製し、メインピークを回収して

結晶化に用いた。 

 

 CD1d-α-GC-12’Se の結晶化 

 CD1d 溶液に対し、DMSO に 50 mg/ml で溶解した α-GC-12’Se(図 3-9)を 3 モル当量かつ混合液

の DMSO 濃度が 1%以下となるよう反応液を調製して 20 ℃ないし 37 ℃で一晩静置した。混合液

を Superdex200 10 300 GL (GE Healthcare)を用いてゲル濾過精製し、メインピークを回収して結晶

化に用いた。 

 

 scCD1d-LILRB2 の結晶化 

2-8-3 と同様にして CD1d とα-ガラクトシルセラミドの複合体を調製し、さらに LILRB2 をモル

比 1:1 となるよう CD1d と混合して 10 mg/ml 程度まで濃縮し、結晶化に用いた。 

スクリーニングキット AmSO4 Suite (QIAGEN), PEGs Suite (QIAGEN), PEGs Ⅱ Suite (QIAGEN) 

を用いてスクリーニングを行った。 

 

 scCD1d-LILRB2-α-GC-12’Se の結晶化 

 10 mM Citrate pH 5.6, 100 mM NaCl にバッファーを置換し、2-8-4 と同様にして CD1d と α-GC-

12’Se (図 3-9)複合体を調製した。次に 2-8-5 と同様にして CD1d と LILRB2 の複合体を調製した。 
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 スクリーニングキット JCSG Core Ⅰ-Ⅲ (QIAGEN)を用いてスクリーニングを行い、結晶が得ら

れた条件について条件展開を行った。 

 

 CD1d-内在性抗原の結晶化 

 精製した CD1d タンパク質溶液を用いて、2-8-6 で得られた条件をもとに条件展開を行った。 

 

 CD1d-αGC-amide の結晶化 

 10 mM Citrate pH 4.0, 100 mM NaCl にバッファーを置換し、2-8-4 と同様にして CD1d と α-GC-

amide (図 3-9)複合体を調製した。2-8-6 で得られた条件をもとに条件展開を行った。 

 

 X 線回折実験及び結晶構造解析 

 各タンパク質結晶の X 線回折実験とデータ収集は表 2-3 のように行った。 

 

表 2-3 X 線回折実験 

サンプル hCD1d CD1d-αGC-12’Se scCD1d scCD1d-αGC-12’Se 

ビームライン Photon factory 

BL-5A 

SPring-8 

BL32XU 

Photon factory 

BL-1A 

Photon factory 

BL-1A 

測定波⾧(Å) 1.0 1.0 1.1 1.1 

測定角度(°) 0-180 0-180 0-180 0-360 

角度変化量(°) 0.5 1.0 0.1 0.2 

透過率(%) 100 23 50 10 

サンプル scCD1d-αGC-

20amide 

scCD1d-αGC-

26amide 

CD1d-αGC-

20amide 

mCD1d-αGC-

26amide 

ビームライン Photon factory 

BL-17A 

Photon factory 

BL-1A 

Photon factory 

BL-1A 

Photon factory 

BL-1A 

測定波⾧(Å) 0.98 1.1 1.1 1.1 

測定角度(°) 0-180 0-180 0-180 0-180 

角度変化量(°) 0.05 0.1 0.1 0.1 

透過率(%) 40 10 50 50 
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得られた回折データは XDS55, DIALS56 で処理して CCP4 suite57 の aimless でスケーリングする

か、HKL200058, iMosflm59 を用いて積分及びスケーリングを行い、空間群と格子定数を決定した。

得られた反射ファイルは Xtriage 及び Truncate にて分析した。得られた反射ファイルと CD1d モデ

ル構造(PDB ID: 4EN3 改)から、Phaser MR60 及び Molrep61 を用いて分子置換法により位相を決定

し、CD1d の構造モデルを得た。構造モデルを REFMAC562, Phenix.refine63, Coot64 を用いて精密化

し、立体構造を決定した。 

 

 scCD1d の物理化学的解析 

 

 DSC 

0.1-0.2 mg/ml まで測定サンプルを濃縮し、96 ウェルプレートにサンプルを 400 μl 添加した。測

定範囲 20-90 ℃, 温度変化速度 60 ℃/hr で MicroCal VP-Capillary DSC (GE Healthcare)を用いて

測定を行った。 

 

 遠紫外円偏光二色性 CD スペクトル測定 

 0.1-0.2 mg/ml まで測定サンプルを濃縮し、光路⾧ 0.1 cm の石英製角型キュベット(日本分光)に

200 μl 添加した。表 2-4 に示した測定条件で、J-820 (日本分光)を用いてスペクトル測定を行った。 

 

表 2-4 CD スペクトル測定条件 

セル⾧(cm) 0.1 

測定波⾧(nm) 200-260 

バンド幅(nm) 1 

レスポンス(sec) 4 

示差速度(nm/min) 20 

積算回数(回) 8 

データ取り込み間隔(nm) 0.5 

 

測定により得られた楕円率 θ を以下の式 1 により、平均モル残基楕円率 [θ] (deg・cm2/dmol)に換

算した。 

[θ] = θ・100 / (l・c・A)    式 1 

 

 

l : セル⾧(cm) 

c : 残基モル濃度(M) 

A : 吸光度(nm) 
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 CD1d 結合脂質の解析 

 精製した CD1d から脂質を抽出し、CD1d に結合したカイコ内在性脂質を分析した。 

 

 CD1d 結合脂質の抽出 

 精製済み CD1d 500 ~ 600 μg から Bligh-Dyer 法 65 によって脂質を抽出した。 

 

 TLC 

 scCD1d および mCD1d から抽出した脂質を標準脂質(Phospholipid Kits, Olbracht Serdary Research 

Laboratories)とともに HPTLC シリカゲルプレート(Merk)にスポットし、展開溶媒（1-Buthanol ：酢

酸：水 = 3:1:1）で展開した。分離後に銅リン酸を噴霧し、180℃で加熱して呈色反応を行った。 

 

 UPLC-MS 

 scCD1d および mCD1d から抽出した脂質を UPLC/Xevo G2 Q-Tof (Waters Corporation)を用いて測

定を行った。脂肪酸はネガティブイオン、他すべてはポジティブイオンモードで測定した。 
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3章 結果 

 

 CD1d-β2m 複合体の調製 

 CD1d は糖タンパク質であり、大腸菌のような翻訳後修飾を受けない発現系では生理活性を保

持したまま大量発現を行うことは難しい。大腸菌封入体のシャペロンを用いた特殊な巻き戻し系

での CD1d 調製法が報告されているものの収率は低く 66,67、これまでの当研究室での試みでは大

腸菌発現系を用いて効率的に CD1d を調製することはできなかった。そこで、本研究では哺乳細

胞に近い翻訳後修飾が行われる昆虫細胞を用いた発現系にて CD1d の調製系を構築した。 

 

 カイコ-バキュロウイルス発現系によるタンパク質発現 

 バキュロウイルスを用いた昆虫細胞発現系は哺乳細胞に近い翻訳後修飾を行うことができ、ま

た哺乳細胞の複製起点を持たないために安全にタンパク質を調製することができる。しかし、ウ

イルスの力価増幅のために継代を繰り返す必要があるため、時間や費用面のコストが大きい 68–70。 

そこで本研究では、P1 ウイルスから高力価が得られ、安価かつ迅速にタンパク質を調整すること

のできるカイコʷバキュロウイルス発現系を用いて CD1d 調製系を確立した。 

 

 発現ベクターの構築 

 CD1d と β2m がサブクローニングされたトランスファーベクター(図 3-1)を用いて、組み換えカ

イコバキュロウイルスゲノム DNA (バクミド)を作製した。作製したバクミドないしウイルス感染

カイコ体液から得られるウイルス粒子を 5 齢カイコ幼虫に接種し、CD1d と β2m を体液(血リンパ)

中に分泌発現させた。 
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図 3-1 CD1d-β2m ドナーベクターマップ CD1d は pFastBacDual のポリへドリンプロモーター

下流に、β2m は p10 プロモーター下流にそれぞれサブクローニングされている。SP:シグ

ナルペプチド TM: 膜貫通ドメイン ICD: 細胞内ドメイン HIS: 6xHis タグ 

 

 カイコ体液からのタンパク質精製 

 

 硫安分画 

 カイコ体液中には大量のヒスチジンが含まれており、カイコ体液をそのまま Ni アフィニティー

精製することができない。そこでバッファー置換を兼ねて、粗精製として硫安分画を行った。各

硫安飽和度での検討を行い、カイコ体液に対して 50%飽和度の硫酸アンモニウムを加えることで

全ての CD1d を沈殿させた(図 3-2)。 
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図 3-2 CD1d-β2m 硫安分画のウェスタンブロッティング カイコ体液に硫酸アンモニウムを各

飽和度になるよう添加した際の、上清と沈殿に含まれる CD1d。CD1d のバンド位置を赤三角形で

示した。50％飽和度における上清と沈殿中の CD1d を破線枠で囲った。 

 

 Ni-アフィニティー精製 

 沈殿をバッファーに再溶解し、Ni アフィニティークロマトグラフィーを行った(図 3-3)。CD1d

の分子量付近にはカイコ由来のタンパク質も存在したが、β2m の存在を指標として CD1d-β2m 複

合体が含まれる画分を回収した(図 3-3A)。CD1d はイミダゾール濃度 50 mM 付近で Ni カラムか

ら溶出された(図 3-3B)。 
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図 3-3 CD1d の Ni アフィニティー精製 (A) SDS-PAGE (15%アクリルアミドゲル、還元条件)によ

る溶出画分の分析。クロマトグラム上部の棒線と対応している。CD1d が含まれる画分は β2m (橙

色三角形の位置)の存在により確認している。(B) Ni アフィニティー精製時のクロマトグラム。橙

色破線枠で囲った画分を以降の精製に用いた。 

 

 ゲル濾過精製 

 結晶化を行う際にはさらに高純度の CD1d が必要となるため、CD1d を含む画分をゲル濾過クロ

マトグラフィーによってさらに精製した(図 3-4)。SDS-PAGE で精製度を分析し、高純度の CD1d

を得た(図 3-4A)。最終的な CD1d の収量はカイコ 1 頭あたり 2-8μg であった。 

 



29 
 
 
 
 
 

 

図 3-4 CD1d のゲル濾過精製 (A) SDS-PAGE (15%アクリルアミドゲル、還元条件)による溶出画

分の分析。クロマトグラム上部の棒線と対応している。橙色三角形はそれぞれ CD1d と β2m の位

置を指している。 (B) ゲル濾過精製時のクロマトグラム。橙色破線枠で囲った画分を精製 CD1d

として以降の実験に用いた。 

 

 また、得られた CD1d がヘテロ二量体を形成しているか調べるため、ゲル濾過クロマトグラフ

ィーを用いて分子量を推算した。標準タンパク質の溶出位置から検量線を作成し、得られた式に

CD1d の溶出位置を代入して分子量を算出した結果、ヘテロ二量体の推算分子量より少し小さい

36 kDa となった(図 3-5)。 

 



30 
 
 
 
 
 

 

図 3-5 ゲル濾過を用いた分子量推算 ゲル濾過の溶出体積と分子量の対数プロット。ゲル濾過カ

ラムには Superdex200 10/300 GL (GE Healthcare)を用いた。橙: 標準タンパク質 青: CD1d 黄: 検量

線 

 

 CD1d-β2m 複合体の結晶構造解析 

 前任者の取り組みによって得られていた CD1d 結晶の回折データ(図 3-6)から、CD1d-β2m 複合

体(PDB ID:4EN3)をサーチモデルとした分子置換法によって分解能 4.2 Å で CD1d の結晶構造を得

た(図 3-7)。測定及び精密化のデータは表 3-1 のようになった。 

 

図 3-6 CD1d 結晶 (A) CD1d の単結晶。シッティングドロップ蒸気拡散法により 0.1 M MES pH 

6.5, 1.6 M Ammonium sulfate, 10% (w/v) 1,4-Dioxane の条件で得られた結晶。(B) CD1d 結晶の X 線

回折像。 
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表 3-1 CD1d の測定・精密化データ 

Space group I 213 

Cell dimensions (Å) a = b = c = 240.34 

Resolution (Å) 50.00-4.20 (4.27-4.20) 

I / σ(I) 34.125 (2.737) 

Completeness (%) 99.9 (100.0) 

Redundancy 21.9 (21.9) 

R / Rfree 25.3 / 28.2 

 

得られた CD1d の全体構造を図 3-7A に示した。α1-α3 のドメインからなる重鎖と β がヘテロ二

量体を形成する典型的な MHC の構造をとり、これまでに報告されているヒト CD1d の結晶構造

ともよく一致した。また、α1 ドメインと α2 ドメインの 2 本のヘリックスと底面の β シートによ

って形成される抗原結合部位にはタンパク質由来ではない電子密度が観測された(図 3-7B)。CD1d

の N 型糖鎖修飾を受けると推測される N38, N60, N126, N163 残基のうち、N126 を除く 3 つの残基

でタンパク質由来ではない電子密度がみられ、GlcNAc を 1 つないし 2 つ置くことができた(図 

3-7C)。 
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図 3-7 CD1d の X 線結晶構造 (A) 正面及び側面から見た CD1d の結晶構造。 CD1d を青で、β2m

を緑で示した。(B) 上面からみた CD1d (21-201 aa)。CD1d は青で示し、糖鎖を紅紫色のスティック

で示した。抗原結合部位近傍の Fo-Fc マップ(3 σ)を緑色で示した。(C) CD1d の各アスパラギン残基

における糖鎖修飾。CD1d は青で示し、糖鎖を紅紫色のスティックで示した。アスパラギン残基近

傍の Fo-Fc マップ(3 σ)を緑色で示した。 

 

 さらに高分解能のデータを得るため CD1d の結晶化を行ったところ、硫酸アンモニウムを含む

条件において、幅広い pH 条件で同様の結晶が得られた(図 3-8)。 
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図 3-8 CD1d の結晶 

 

得られたいくつかの結晶について X 線回折実験を行い同様の手法で解析を行ったが、4 Å 程度

から大きく分解能が向上することはなく、空間群や格子定数といった結晶学的パラメータはどれ

も同様であった。 

 

 CD1d-α-GC-12’Se の結晶構造解析 

 より高分解能なデータを得るため、これまでに結晶が得られた条件のうち、硫酸アンモニウム

を含まないものを条件展開し、良質な結晶を得ることを試みた。これまでの研究で 0.1 M Citrate 

pH 5.6, 20% Isopropanol, 20% PEG4000 で微小な多結晶が得られていたため、単結晶を得るために

pH 5.0-6.5, 16-24% Isopropanol, 15-22.5% PEG4000 の範囲で条件検討を行った。また CD1d と結合

した抗原のアシル鎖の立体配座を決定するため、抗原として炭素原子をセレンに置換した α-GC-

12’Se を用いた(図 3-9)。重原子は異常散乱によって立体構造中の座標が求められるため α-GC-

12’Se との複合体結晶構造を得ることでこれまで電子密度が不明瞭だった部分の抗原の配座を明

らかになることが期待される。 

 

 

図 3-9 α-GC-12’Se 
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 検討の結果 pH 5.6, 20% Isopropanol, 16-18% PEG4000 において板状の結晶が得られた(図 3-10A)。

これを用いて X 線回折実験を行い、回折像を得た(図 3-10B)。 

 

図 3-10 CD1d-α-GC-12’Se 結晶 (A) CD1d-α-GC-12’Se の結晶。ハンギングドロップ蒸気拡散法に

より 0.1 M Citrate pH 5.6, 20% Isopropanol, 16.5% PEG4000 の条件で得られた結晶。(B) CD1d-α-GC-

12’Se 結晶の X 線回折像。 

 

 解析の結果を表 3-2 に示した。硫酸アンモニウム条件とは異なった空間群をもち、分解能はお

よそ 3.0 Å と向上した。CD1d-β2m 複合体(PDB ID:4EN3)をサーチモデルとした分子置換法によっ

て図 3-11A に示した構造モデルを得た。非対称単位に 2 分子の CD1d が含まれ、結晶の溶媒含量

は 50％であった。2 つの CD1d 分子の構造はほとんど等しく、これまで得られた CD1d 構造とも

一致した。しかし、リガンドを添加したにも関わらず、CD1d の抗原提示部位にはリガンド由来の

電子密度は観測されなかった(図 3-11B)。 

 

表 3-2 CD1d-α-GC-12’Se の測定・精密化データ 

Space group P 21212 

Cell dimensions (Å) a = 104.9, b = 144.1, c = 62.64 

Resolution (Å) 50.00-3.00 (3.18-3.00) 

I / σ(I) 3.5 (1.0) 

CC(1/2) 0.87 (0.52) 

Completeness (%) 99.8 (99.7) 

Redundancy 3.2 (3.3) 

R / Rfree 29.2 / 33.1 
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図 3-11 CD1d-α-GC-12’Se の X 線結晶構造 (A) 非対称単位中の CD1d の結晶構造。１つ目の

CD1d の重鎖(A 鎖)を青で、β2m(B 鎖)を緑で示し、２つ目の CD1d の重鎖(C 鎖)を紫で、β2m(D 鎖)

を黄緑で示した。(B) 上面からみた CD1d (21-201 aa)。CD1d A 鎖は青で示し、CD1d C 鎖は紫で示

した。周囲の Fo-Fc マップ(3 σ)を緑色で示した。(C) 上面からみた CD1d (21-201 aa)。CD1d A 鎖は

青で示し、CD1d C 鎖は紫で示した。2Fo-Fc マップ(1.5 σ)を青及び紫のメッシュで示した。 

 

 CD1d-LILRB2 の相互作用解析 

CD1d-β2m 複合体結晶は分子間に大きな空隙があり、分子の自由度が大きくなっていると考え

られる。そこで、CD1d に結合するタンパク質との共結晶化を行うことにより、結晶中の空隙を埋

めて分子の接触面積を増大させることを試みた。 

CD1d に相互作用するとの報告 71 があり、CD1d のパッキングを阻害しない位置で結合すること

が予想された LILRB2 が複合体分子として有用であるかを検証するため、結晶化に先立ち SPR に

よる結合解析を行った。 

 

 CD1d-avi の調製 

 相互作用解析を行うにあたり、反応場における CD1d の配向を均一に保ち相互作用面を露出さ

せるため、CD1d の C 末端に Avi タグを付加したコンストラクトを作製した(図 3-12)。 
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図 3-12 CD1d-avi ドナーベクターマップ SP:シグナルペプチド 3C: 3C プロテアーゼ切断サイト 

(LEVLFQGP) FLAG: FLAG タグ (AAAVDYKDDDDKGTK) His: 6×His タグ (HHHHHH) Avi: Avi タグ

(TGGLNDIFEAQKIEWHE) 

 

 3-1-1 と同様に CD1d-avi をカイコ血リンパ中に分泌発現させて回収し、3-1-2 と同様にして 50％

飽和度硫酸アンモニウムで沈殿させ、Ni アフィニティー精製(図 3-13)とゲル濾過精製(図 3-14)を

行った。CD1d-avi の収率は CD1d と同程度で、カイコ 1 頭あたり 5 μg であった。 
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図 3-13 CD1d-avi の Ni アフィニティー精製 (A) SDS-PAGE (15%アクリルアミドゲル、還元条件)

による溶出画分の分析。クロマトグラム上部の棒線と対応している。CD1d が含まれる画分は β2m 

(橙色三角形の位置)の存在により確認している。(B) Ni アフィニティー精製時のクロマトグラム。

橙色破線枠で囲った画分を以降の精製に用いた。 

 

 

図 3-14 CD1d-avi のゲル濾過精製 (A) SDS-PAGE (15%アクリルアミドゲル、還元条件)による溶

出画分の分析。クロマトグラム上部の棒線と対応している。橙色三角形はそれぞれ CD1d と β2m

の位置を指している。 (B) ゲル濾過精製時のクロマトグラム。橙色破線枠で囲った画分を精製

CD1d-avi として以降の実験に用いた。 
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 精製した CD1d-avi をセンサーチップに固定化するため、ビオチン化反応を行った。コントロー

ルとしてビオチン化された β2m を用い、ウェスタンブロッティングで HLA-G と CD1d の反応前

後を比較してビオチン化反応の進行を確認した(図 3-15)。 

 

 

図 3-15 ウェスタンブロッティングによるビオチン化反応の検出 ストレプトアビジン-HRP コン

ジュゲートでビオチン化されたタンパク質を検出した。橙色三角形でビオチン化された各タンパ

ク質のバンド位置を示した。 

 

 LILRB2 の調製 

 LILRB2 は当研究室の論文 72 を参考に調製した。相互作用に関与する LILRB2 の N 末端側 Ig-like

ドメイン 2 個をサブクローニングしたプラスミド(図 3-16)で大腸菌 BL21(DE3)pLysS 株を形質転

換し、封入体として LILRB2 タンパク質を発現させた後、希釈法にて巻き戻し、ゲル濾過クロマ

トグラフィーによって精製した(図 3-17)。 
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図 3-16 LILBR2 発現ベクターマップ SP:シグナルペプチド D1-4: Ig 様ドメイン TM: 膜貫通ドメ

イン ICD: 細胞内ドメイン 

 

 

図 3-17 LILRB2 のゲル濾過精製 (A) SDS-PAEG による LILRB2 の分析。橙色点線枠の画分を分析

した。橙色三角形で LILBR2 (22 kDa)のバンド位置を示した。 (B) ゲル濾過精製時のクロマトグラ

ム。橙色点線枠を精製 LILRB2 として以降の SPR 解析に使用した。 
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 SPR 解析 

 CD1d と LILRB2 との特異的な相互作用について解析するため、以下に示すコントロールを置き

SPR 法を用いて結合実験を行った。センサーチップに固定化するタンパク質として CD1d の他、

コントロールとして LILRB と強く結合する HLA-G、LILRB2 にのみ結合する β2m、LILRB には結

合しない BSA を用いた。また液相に流すタンパク質として LILRB2 に加え、HLA-G にのみ結合す

る LILRB1 を用いた。 

 LILRB1 は HLA-G に既報 73 とほぼ同じ結合定数で結合したが、CD1d と β2m には結合しなかっ

た(図 3-18A)。一方 LILRB2 は HLA-G に対して既報 73 と同様強く結合し、また CD1d と β2m への

結合も示した(図 3-18A)。HLA-G への LILRB1 の結合量は濃度依存的に増加し、解離定数は 2.6 

μM であった。(図 3-18B)。LILRB2 は β2m, CD1d, HLA-G に濃度依存的な結合量の増加を示した。

LILRB2 と HLA-G との解離定数は 2.4 μM であった(図 3-18C)。LILRB2 と β2m の解離定数は 17 

μM であり、LILB2 と CD1d の解離定数は 22 μM で、どちらも LILRB2-HLA-G の解離定数の 10 倍

程度となった(図 3-18C)。 
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図 3-18 SPR 法による相互作用解析 流速: 10 μl/min, Ligand 固定化量; BSA: 630 RU; β2m: 500 RU; 

CD1d: 700 RU; HLA-G: 1270 RU  A) LILRB1 及び LILBR2 と各タンパク質との結合を示すセンサグラ

ム。LILRB1 は HLA-G のみに結合し、LILRB2 は HLA-G, CD1d, β2m の全てに結合する。 (B) LILR1 と

HLA-G の平衡値プロット。黒点が各 LILRB1 濃度における平衡状態のレスポンス、橙色線が 1:1 結

合モデルによるフィッティング曲線を表す。 (C) 各タンパク質と LILRB2 との平衡値プロット。黒

点が各 LILRB2 濃度における平衡状態のレスポンス、曲線が 1:1 結合モデルによるフィッティング

曲線を表す。緑色が β2m, 青色が CD1d, 橙色が HLA-G との結合を示している。 
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 CD1d の受ける糖鎖修飾 

 CD1d は糖タンパク質であり、カイコ発現系で発現された CD1d は昆虫細胞で発現された場合と

同様に N 型糖鎖修飾を受けることが予想される。安定な CD1d の発現には糖鎖修飾は有利に働く

が、結晶構造解析を行う際においては構造自由度の高い糖鎖はしばしば分解能低下の原因となる。

カイコで発現させた CD1d の糖鎖修飾について解析を行った。 

 

 グリコシダーゼ処理 

 N 型糖鎖を切断する２つの酵素 Endo Hf 及び PNGase F (図 3-19A)を用いて糖鎖の消化を行った。

Endo Hf はハイマンノース型ないしハイブリッド型 N 型糖鎖を、アスパラギン側鎖に結合した

GlcNAc を 1 つ残して切断する酵素である。PNGase F は α 1-3 Fucose を持たない全ての N 型糖鎖

を切断する酵素である。 

Endo Hf で処理することで、未処理 CD1d より低い位置に CD1d 由来の 2 本のバンドが現れた(図 

3-19B)。PNGase F 処理では、Endo Hf で処理した際より低い位置にバンドが現れ、PNGase F のバ

ンドの下に CD1d の単一のバンドが現れた(図 3-19B)。PNGase F 消化産物のバンド位置は CD1d

のポリペプチド鎖分子量である 33 kDa に一致したことからカイコ発現系にて調整した CD1d に N

型糖鎖が付加されていることが示唆された。 

 

 

図 3-19 グリコシダーゼによる CD1d のN型糖鎖消化 (A) グリコシダーゼの糖鎖切断部位。Man: 

マンノース GlcNAc: N-アセチルグルコサミン Sugar(s): 任意の糖 (B) SDS-PAGE (15%アクリルア

ミドゲル、還元条件)による糖鎖消化 CD1d の分析。Endo Hf で処理した際に現れた 2 本のバンド

はどちらも CD1d 由来であり、PNGase F で処理した際に現れた 2 本のバンドのうち上のバンドは

PNGase F である。 
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 scCD1d の調製 

 結晶構造解析で高分解能のデータを得るためには結晶中の分子が均一であることが重要であり、

修飾された糖鎖は分解能を下げる要因になりうる。しかし、CD1d-β2m 複合体は CD1d に修飾され

た糖鎖がなければ不安定になってしまう 74 ため、糖鎖を除去することが難しい。そこで、CD1d と

β2m をフレキシブルリンカー(GGGGSGSGGGGS)で接続することにより分子の解離を防ぎ、糖鎖

がなくても安定化することを期待し、2 つの分子を一本鎖化した scCD1d を作製した(図 3-20)。

CD1d C 末端と β2m N 末端は立体構造上遠くに位置し、CD1d N 末端と β2m C 末端間の距離のほ

うが短く接続した際の影響が小さいと予想されたため、β2m を N 末端に接続した scCD1d を設計

した(図 3-20)。リンカー⾧は既報 75 を参考にした。 

 

 

図 3-20 scCD1d のドナーベクターマップ SP:シグナルペプチド His: His タグ Linker:フレキシブ

ルリンカー(GGGGSGSGGGGS) 
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図 3-21 scCD1d の設計 CD1d 結晶構造をリボンモデルで示した。β2m N 末端及び CD1d C 末端を

N, C と表記した。青線が CD1d を表し、緑線が β2m を表す。CD1d の N 末端と β2m の C 末端を

赤のスティックで示し、フレキシブルリンカー(GGGGSGSGGGGS)の位置を赤破線で示した。 

 

 3-1-1 と同様にして scCD1d をカイコ血リンパ中に分泌発現させて回収した。各硫安飽和度での

検討を行い、60％飽和度の硫酸アンモニウムで scCD1d を全て沈殿させた(図 3-22)。 

 

 
図 3-22 scCD1d 硫安分画のウェスタンブロッティング カイコ体液に硫酸アンモニウムを各飽

和度になるよう添加した際の上清に含まれる CD1d。CD1d のバンド位置を赤三角形で示した。60％

飽和度における上清中の CD1d を破線枠で囲った。 

 

 沈殿をバッファーに再溶解し、Ni アフィニティークロマトグラフィーを行った(図 3-23)。Ni ア

フィニティー精製時に scCD1d に近い分子量のカイコ由来タンパク質が scCD1d の溶出位置近傍
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で溶出されるため、ウェスタンブロッティングにより scCDd1d の含まれる画分を検出して回収し

た(図 3-23A)。scCD1d はイミダゾール濃度 50-100 mM で Ni カラムから溶出された(図 3-23B)。 

 

 

図 3-23 scCD1d の Ni アフィニティー精製 (A) SDS-PAGE (12.5%アクリルアミドゲル、還元条件)

による溶出画分の分析。上図は CBB 染色で検出した全体図。下図は His タグをウェスタンブロッ

ティングで検出したときの scCD1d。クロマトグラム上部の棒線と対応している。(B) Ni アフィニ

ティー精製時のクロマトグラム。橙色破線枠で囲った画分を以降の精製に用いた。 

 

 さらに高純度のタンパク質を得るため、scCD1d を含む画分をゲル濾過クロマトグラフィーによ

って精製した(図 3-24B)。SDS-PAGE で精製度を分析し、高純度の scCD1d を得た(図 3-24A)。最

終的な CD1d の収量はカイコ 1 頭あたり 50-70 μg であった。 
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図 3-24 scCD1d のゲル濾過精製 (A) SDS-PAGE (12.5%アクリルアミドゲル、還元条件)による溶

出画分の分析。上図は CBB 染色で検出した全体図。下図は His タグをウェスタンブロッティング

で検出したときの scCD1d。クロマトグラム上部の棒線と対応している。(B) ゲル濾過精製時のク

ロマトグラム。橙色破線枠で囲った画分を精製 scCD1d として以降の実験に用いた。 

 

また、得られた scCD1d がモノマーであるかを調べるため、ゲル濾過クロマトグラフィーを用いて

分子量を推算した。標準タンパク質の溶出位置から検量線を作成し、得られた式に CD1d の溶出

位置を代入して分子量を算出した結果、一本鎖化していない CD1d と同じであり、モノマー相当

の 36 kDa となった(図 3-25)。 
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図 3-25 ゲル濾過の溶出体積と分子量の対数プロット ゲル濾過カラムには Superdex200 16/60 

(GE Healthcare)を用いた。橙: 標準タンパク質 青: scCD1d 黄: 検量線 

 

 scCD1d の性状解析 

 一本鎖化による CD1d への影響を調べるため、種々の物理化学的手法を用いて CD1d の分析を

行った。 

 

 MALDI-TOF MS 

 scCD1d の分子量を MALDI-TOF MS によって調べたところ、タンパク質の一次構造から推算さ

れる分子量より 4 kDa 程度大きい分子量であった(図 3-26)。CD1d の分子量も一次構造から推算

される分子量より 4 kDa 程度大きく、scCD1d はカイコ内で CD1d と同様の翻訳後修飾を受けて

いることが示唆された。 
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図 3-26 CD1d と scCD1d の MALDI-TOF MS 解析 

 

 示差走査熱量測定(DSC) 

 scCD1d の安定性を評価するため、示差走査熱量測定(DSC)を行った(図 3-27)。1 成分モデルに

おいて、CD1d の変性温度は 61.5℃であり、β2m の 61.0℃より高かった。また scCD1d の変性温度

は CD1d よりもさらに高い 62.7℃であった(図 3-27A, B, 表 3-3)。2 成分モデルでは CD1d の Tm2 

(62.0℃)と scCD1d の Tm1 (62.1℃)がほぼ等しい値をとった(図 3-27C, 表 3-3)。 
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図 3-27 CD1d と scCD1d の熱容量曲線 (A) 1 成分モデルでのフィッティング。黒線が測定デー

タ、赤線がフィッティング曲線を表す。(B) CD1d と scCD1d の熱容量曲線。水色: CD1d 青: scCD1d 

(C) 2 成分モデルでのフィッティング。黒線が測定データ、赤線がフィッティング曲線を表す。 

 

表 3-3 非二状態転移モデルでの Tm 値 

 

 

 CD スペクトル解析 

 MHC 分子へのリガンドの積載はリソソームなどの低 pH 下で行われる。低 pH では MHC の 

リガンド結合部位がゆるみ、リガンドの交換が行われやすくなる 76。CD1d も同様に低 pH 下でリ

ガンドの交換が促進されるが、低 pH にすることにより CD1d の立体構造が不可逆的に変化してし
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まう可能性がある。CD1d の変性が起こらない pH の下限を調べるため、タンパク質の二次構造を

測定することのできる CD スペクトル解析を scCD1d について各 pH 条件で行った(図 3-28)。 

 

 
図 3-28 pH による scCD1d の CD スペクトル変化 (A) pH 3.5-8.0 までの範囲と、pH 4.0 にした

後に pH 8.0 に戻した際の scCD1d の CD スペクトル。 (B) α-GC の添加の有無による pH 4.0 から

pH 8.0 に変化させた際の scCD1d の CD スペクトルの比較。 

 

pH を 4.6 まで変化させても波形は変化せず、scCD1d は構造を保持した(図 3-28A)。pH 4.0 で波

形が浅くなり始め、pH 3.5 では元の波形と大きく異なる波形が得られた。また、pH4.0 及び pH 3.5

に変化させた scCD1d を再び pH 8.0 条件下に戻して測定したが、元の pH 8.0 と同じ波形は得られ

なかった。しかし、pH 4.0 にした scCD1d に抗原である α-GC を添加して pH 8.0 に戻した際には、

もとの pH 8.0 におけるスペクトルと一致した(図 3-28B)。 

 

 mCD1d の調製 

 マウス CD1d はヒト CD1d と高い配列相同性を持ち(図 3-29)、どちらも α-GC44 やグラム陰性菌

由来糖脂質 6,77,78 などを認識して NKT 細胞を活性化させる。iNKT 細胞を効率的に刺激する α-GC

誘導体の研究が盛んに行われ、高いサイトカイン産生活性やサイトカイン選択性をマウス実験系

で示した化合物が見出されたが 29,79,80、ヒト iNKT 細胞にはそれほど強い作用や選択性を示さなか

った 29,80。ヒトとマウスにおける CD1d 免疫機構の詳細な理解のため、CD1d の抗原認識における

差異の構造生物学的手法による解析に向けてマウス CD1d の調製系を構築した。 
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図 3-29 ヒト及びマウス CD1d の配列相同性 Clustal W81 による CD1d 重鎖の配列相同性の比較

図。 赤：Identify 橙：High similarity 黄：similarity 

 

3-1-1 と同様にして mCD1d をカイコ血リンパ中に分泌発現させて回収した(図 3-30)。各硫安飽

和度での検討を行い、60％飽和度の硫酸アンモニウムで mCD1d を全て沈殿させた(図 3-31)。 

 

図 3-30 mCD1d ドナーベクターマップ SP:シグナルペプチド TM: 膜貫通ドメイン ICD: 細胞内

ドメイン His: 6×His タグ(HHHHHH) 
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図 3-31 mCD1d 硫安分画のウェスタンブロッティング カイコ体液に硫酸アンモニウムを各飽和

度になるよう添加した際の上清に含まれる mCD1d。mCD1d のバンド位置を赤三角形で示した。

60％飽和度における上清中の mCD1d を破線枠で囲った。 

 

沈殿をバッファーに再溶解し、Ni アフィニティークロマトグラフィーを行った(図 3-32)。ウェ

スタンブロッティングによって mCD1d 重鎖は広範に渡って溶出していたが、ヘテロダイマーを形

成しているもののみを回収するため、β2m が含まれる溶出画分のみを回収した(図 3-32A)。mCD1d

はイミダゾール濃度 30-50 mM で Ni カラムから溶出された(図 3-32B)。 

 

図 3-32 mCD1d の Ni アフィニティー精製 (A) SDS-PAGE (15%アクリルアミドゲル、還元条件)

による溶出画分の分析。上図は CBB 染色で検出した全体図。下図は His タグをウェスタンブロッ

ティングで検出したときの mCD1d。クロマトグラム上部の棒線と対応している。(B) Ni アフィニ

ティー精製時のクロマトグラム。橙色破線枠で囲った画分を以降の精製に用いた。 
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さらに高純度のタンパク質を得るため、mCD1d を含む画分をゲル濾過クロマトグラフィーによっ

て精製した(図 3-33B)。SDS-PAGE で精製度を分析し、高純度の mCD1d を得た(図 3-33A)。最終

的な mCD1d の収量はカイコ 1 頭あたり 50 μg であった。 

 

 

図 3-33 mCD1d のゲル濾過精製 (A) SDS-PAGE (15%アクリルアミドゲル、還元条件)による溶出

画分の分析。上図は CBB 染色で検出した全体図。下図は His タグをウェスタンブロッティングで

検出したときの mCD1d。クロマトグラム上部の棒線と対応している。(B) ゲル濾過精製時のクロ

マトグラム。橙色破線枠で囲った画分を精製 mCD1d として以降の実験に用いた。 

 

 mCD1d の DSC 解析 

 マウス CD1d はヘテロ二量体での共発現系でも scCD1d と同程度の発現量が得られたため、高

発現量の要因を検討するために熱安定性の解析を DSC を用いて行った(図 3-34)。1 成分モデルに

おいて、mCD1d の変性温度は 61.7℃と、ほぼ hCD1d (61.5°C)と同一であった。しかし、mCD1d の

熱容量曲線はよりピークが鋭く、熱変性過程における分子集団のばらつきが小さいことがわかっ

た。 
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図 3-34 mCD1d の熱容量曲線 mCD1d と hCD1d および scCD1d の熱容量曲線。緑: hCD1d 青: 

scCD1d 黄色: mCD1d 

 

 CD1d に結合したカイコ内在性脂質の解析 

 CD1d は大きな疎水性ポケットを持つため、安定して存在するためには適切な脂質の結合を必要

とする。カイコ発現系にて調製された CD1d が内在性抗原として結合する脂質を TLC 及び LC-MS

によって解析した。 

 

 TLC 

 精製 CD1d から抽出した脂質を TLC で分析した結果、hCD1d と mCD1d に共通して FA, DG, PE, 

PC, SM のバンドが観測された(図 3-35)。 

 
図 3-35 CD1d に結合したカイコ内在性脂質の TLC 解析 
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 LC-MS 

 CD1d 結合脂質を詳細に解析するため、TLC で分離した各画分について LC-MS で解析した。

CD1d には主にアシル鎖⾧が 16～18 の脂質が結合していた(表 3-4)。 

 

表 3-4 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 

 

 scCD1d の結晶構造解析 

 scCD1d を用いて LILRB2 との共結晶化を行った。結晶化スクリーニングを行ったが、これまで

CD1d の結晶が得られていた条件に類似した硫酸アンモニウムを含む条件で結晶が得られた(図 

3-36A)。X 線回折実験を行い得た回折像(図 3-36B)を用いて強度データを得た(表 3-5)。CD1d-β2m

複合体(PDB ID: 4EN3)及び LILRB2 (PDB ID: 2DYP)をサーチモデルとした分子置換法を行ったが

LILRB2 分子は見つけられず、これまでの硫酸アンモニウムを含む条件の CD1d 結晶と同様の空間

群や格子定数をもった scCD1d 結晶構造が得られた。 
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図 3-36 scCD1d 結晶 (A) scCD1d の単結晶。シッティングドロップ蒸気拡散法により 0.1 M 

Citrate pH 4.0, 1.6 M Ammonium sulfate の条件で得られた。 (B) scCD1d 結晶の X 線回折像。結晶

を 0.1 °回転させた際の回折像を 5 枚重ね合わせている。 

 

表 3-5 scCD1d の測定データ 

Space group I 213 

Cell dimensions (Å) a = b = c = 242.19 

Resolution (Å) 50.00-3.40 (4.27-3.40) 

I / σ(I) 6.8 (3.7) 

Completeness (%) 100.0 (100.0) 

Redundancy 18.7 (16.7) 
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図 3-37 scCD1d の結晶構造 (A) 正面及び側面から見た scCD1d の結晶構造。 CD1d を青で、β2m

を緑で示した。(B) scCD1d と CD1d の重ね合わせ図。scCD1d を黒で、CD1d を灰色で示した。 

 

 scCD1d-α-GC-12’Se の結晶構造解析 

 scCD1d を用いた場合でも一本鎖化していない CD1d と同様に結晶が得られることが確認できた

ため、抗原の配座を決定し得る構造データを得るために α-GC-12’Se 及び LILRB2 との共結晶化を

行った。結晶化スクリーニングにより微結晶が得られ、沈殿剤濃度を下げた条件で解析に十分な

大きさの単結晶が得られた(図 3-38)。得られた結晶を用いて X 線回折実験を行い、分子置換法に

よって scCD1d の結晶構造を得た(図 3-39A)。測定・精密化データを表 3-6 に示した。サーチモデ

ルとして CD1d-β2m 複合体(PDB ID: 4EN3)及び LILRB2 (PDB ID: 2DYP)を用いたが、結晶中に

LILRB2 分子は見られなかった。 
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図 3-38 scCD1d-αGC-12’Se の単結晶。シッティングドロップ蒸気拡散法により 0.14 M tri-

ammonium citrate, 16% PEG3350 の条件で得られた。 

 

表 3-6 scCD1d-αGC-12’Se の測定・精密化データ 

Data collection  

Space group P 23 

Cell dimensions (Å) a = b = c = 121.47 

Resolution (Å) 42.94-2.40 (2.49-2.40) 

I / σ(I) 11.4 (2.0) 

Completeness (%) 100.0 (100.0) 

Redundancy 21.8 (22.4) 

Refinement  

R / Rfeee 0.20 / 0.23 

RMSD bond (Å) / angle (°) 0.006 / 0.804 

 

 scCD1d の抗原結合部位に αGC-12’Se の電子密度が観測された(図 3-39B)。3-2 で示した分解能

4.2 Å の結晶構造ではと比較して明瞭な電子密度が観測された。また、αGC との複合体構造 13 と比

較すると RMSD が 0.482 Å とほぼ一致し、抗原の形状にも大きな違いが見られなかったことから、

αGC のセレン化による構造への影響は小さいものであると示唆された。また、赤破線で囲った領

域に Se 原子由来の電子密度であると推察される大きな電子密度が観測された。Se 原子の位置を

指標として精密化を行い、scCD1d 中の αGC-12’Se の配座を決定した(図 3-39C)。 
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図 3-39 scCD1d-α-GC-12’Se の結晶構造 (A) 正面及び側面から見た scCD1d の結晶構造。 CD1d

を青で、β2m を緑で示し、α-GC-12’Se を橙色で示した。 (B) 各結晶構造における抗原の電子密度

の比較。緑で Fo-Fc (3σ)を示した。(C) scCD1d 中の α-GC-12’Se とコンポジットオミットマップ。赤

破線でセレン原子の位置を示した。(D) Se 原子の異常散乱差フーリエマップ。 

 ヒトおよびマウス CD1d の内在性抗原結合構造 

 ヒトおよびマウスにおける内在性抗原認識の違いについて理解を深めるため、内在性脂質が結

合した際のそれぞれの CD1d の立体構造を解析した。 
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 ヒトおよびマウス CD1d について結晶化スクリーニングを行い、再現よく結晶が得られる条件

にて条件展開を行い、X 線回折実験によって得た回折像から立体構造を決定した。 

 

表 3-7 内在性抗原結合 CD1d の測定・精密化データ 

Data collection scCD1d mCD1d 

Space group P 23 P 212121 

Cell dimensions (Å) a = b = c = 121.23 

a = 42.09 

b = 107.42 

c = 110.36 

Resolution (Å) 47.49-2.65 (2.78-2.65) 48.29-2.30 (2.38-2.30) 

I / σ(I) 11.4 (1.7) 7.9 (1.6) 

Completeness (%) 100.0 (100.0) 99.8 (99.3) 

Redundancy 20.7 (21.5) 6.6 (6.9) 

Refinement   

R / Rfeee 0.18/0.23 0.20/0.25 

RMSD bond (Å) / angle (°) 0.008/0.94 0.007/0.91 

 

ヒト CD1d では抗原結合ポケット入り口に大きな電子密度が見られた(図 3-40A)一方で、マウ

ス CD1d では A’ポケット深部に小さな電子密度が観測された(図 3-40B)。ヒト CD1d の電子密度

に対して PE を当てはめたところ、アシル鎖部分は α-GC と概ね一致した(図 3-40C)。また、マウ

ス CD1d の電子密度に対して FA を当てはめたところ、短いアシル鎖を持つ α-GC 誘導体結合構造

のスペーサー脂質部分と配向が一致した(図 3-40D)。 
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図 3-40 CD1d に結合したカイコ内在性脂質の電子密度 (A) 上面から見た scCD1d の抗原結合

部位の電子密度図。緑のメッシュで Fo-Fc マップを示した。 (B) 上面から見た mCD1d の抗原結合

部位の電子密度図。緑のメッシュで Fo-Fc マップを示した。 (C) 側面から見た scCD1d の抗原結合

部位。PE (12:0/26/0) (D) 側面から見た mCD1d の抗原結合部位。FA (18:0) 

 

 内在性抗原を結合した CD1d の抗原結合部位の立体構造を α-GC 結合構造と比較したところ、

ヒト CD1d において側鎖の配向が変化していた(図 3-41)。A’ポケット内部に位置する F88 の配向

が不安定になっており(図 3-41A)、配向が変化した F88 との衝突を避けるように W58 および V65

の配向が変化した(図 3-41B)。一方、マウス CD1d では内在性抗原が結合した際も構造変化は起こ

さなかった(図 3-41C)。 
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図 3-41 CD1d の A’ポケット内部の構造変化 (A) 側面から見た scCD1d の F88 の電子密度図。

緑のメッシュで Fo-Fc マップを示した。 (B) ヒト CD1d A’ポケットの残基の構造比較図。 (C) マ

ウス CD1d A’ポケットの残基の構造比較図。 

 

 ヒトおよびマウス CD1d とアミド型 α-GC の複合体構造 

 近年 α-GC にアミド基を導入した抗原(図 3-42)が高い活性を持ち 82、高いサイトカイン産生能

を保持したまま Th2 選択性を上げることが報告された 83。これまでに見出された代表的な Th2 選

択的抗原には OCH84 があり、多発性硬化症やクローン病などの治療薬として期待されているが、

高い活性を持つ Th2 選択的抗原の少なく、CD1d 抗原の Th2 選択性に関する知見を深めることが

求められている。そこで、活性と Th2 選択性を両立するアミド型 α-GC の CD1d 認識機構を解明

するため、CD1d 抗原複合体の立体構造解析を行った。 
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図 3-42 アミド型 α-GC 

  アミド型 α-GC と CD1d の結晶を調製した(図 3-43)。 

 ヒトおよびマウス CD1d とアミド型 α-GC の複合体結晶を調製し(図 3-43)、X 線回折実験によ

って得た回折像から立体構造を決定した(表 3-8)。 

 

図 3-43 アミド型 α-GC と CD1d の複合体結晶 

 

表 3-8 アミド型α-GC と CD1d 複合体の測定・精密化データ 

Data collection 
mCD1d-α-GC-

C20amide 

mCD1d-α-GC-

C26amide 

scCD1d-α-GC-

C20amide 

scCD1d-α-GC-

C26amide 

Space group P 212121 P 212121 P 23 P 23 

Cell dimensions (Å) 

a = 41.67 

b = 106.22 

c = 108.46 

a = 41.74 

b = 106.11 

c = 108.43 

a = b = c = 

120.97 

a = b = c = 

119.82 

Resolution (Å) 
47.70-1.90 

(1.94-1.90) 

48.28-2.30 

(2.38-2.30) 

49.36-1.80 

(1.84-1.80) 

42.36-2.50 

(2.60-2.50) 

I / σ(I) 6.7 (1.8) 5.4 (2.1) 21.1 (2.1) 8.6 (1.5) 

Completeness (%) 99.4 (100.0) 99.7 (98.8) 100.0 (100.0) 100.0 (100.0) 

Redundancy 6.7 (7.0) 6.7 (7.0) 20.7 (21.2) 20.2 (20.3) 

Refinement     

R / Rfeee 0.23/0.27 0.26/0.30 0.18/0.20 0.23/0.26 

RMSD bond (Å) / angle (°) 0.008/1.01 0.003/0.58 0.018/1.52 0.004/0.71 
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 C20aimde および C26amide はそれぞれ同様の配座を示したが、ヒト CD1d とマウス CD1d とで

は A’ポケットにおけるアシル鎖の配座が異なっていた(図 3-44A)。α-GC-C20aimde 複合体は極め

て高い分解能で構造を決定でき、非常に明瞭な抗原の電子密度が観測された(図 3-44B, C)。 

 

図 3-44 CD1d-α-GC-amide 結晶構造 (A) アミド型 α-GC の立体構造の重ね合わせ図。 青：

hCD1d-α-GC-C20amide 水色：hCD1d-αGC-C26amide 黄：mCD1d-αGC-C20amide マゼンタ：

mCD1d-αGC-C26amide (B) mCD1d-αGC-C20amide の抗原の電子密度図。緑のメッシュで Fo-Fc マ

ップを示した。 (C) hCD1d-αGC-C20amide の抗原の電子密度図。緑のメッシュで Fo-Fc マップを示

した。 

  

 アミド型 α-GC アシル鎖と A’ポケットとの相互作用をみると、マウス CD1d では S46 と水分子

を介した Q32, R92 との水素結合ネットワークが α-GC-amide のアミド基と形成されていた(図 

3-45A)。しかし、ヒト CD1d においては α-GC-amide のアミド基は CD1d との極性相互作用を形成

していなかった(図 3-45B)。 
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図 3-45 CD1d によるαGC-C20amide の認識 (A)マウス CD1d の A’ポケットと抗原のアミド基

周辺の相互作用。黒破線で極性相互作用を示した。 (B) ヒト CD1d の A’ポケットと抗原のアミド

基周辺の相互作用。 

 

 ヒト CD1d はアミド型 α-GC と A’ポケットでの極性相互作用を示さなかったが、A’ポケットの

疎水性残基は内在性抗原結合時と異なる配向を示した。内在性抗原結合時には F88 の配向が不安

定になっていた(図 3-46A)のに対し、アミド型 α-GC は F88 の配向が固定されていた(図 3-46B)。 

 
図 3-46 抗原の違いによる A’ポケットの構造変化 (A)内在性抗原と α-GC 結合時の構造比較。 

青：hCD1d-内在性抗原 水色：hCD1d-αGC (B) α-GC-C20amide と α-GC 結合時の構造比較。 青：

hCD1d-α-GC-C20amide 水色：hCD1d-αGC   



66 
 
 
 
 
 

4章 考察 

 

 CD1d の調製 

 CD1d 細胞外ドメインと β2m をカイコ体液中に共発現させ、硫安分画を行い体液中のヒスチジ

ンを除去した後、Ni アフィニティークロマトグラフィーとゲル濾過クロマトグラフィーによって

精製 CD1d を得た。カイコ体液中に大量に含まれるヒスチジンは His タグタンパク質の Ni アフィ

ニティー精製を困難にしていたが、硫安分画を行うことにより精製を行うことができた。SDS-

PAGE 上で最終精製時の CD1d と β2m のバンド濃度比は分子量の比である 3:1 程度を示し、ゲル

濾過での溶出位置が CD1d モノマーに相当する 36 kDa 程度であったことから、CD1d-β2m ヘテロ

二量体の精製に成功したと考える。収量はカイコ１頭あたり 2-8 μg となった。カイコ発現系を用

いて細胞表面受容体を発現した例では IL4-Rα がカイコ 1 頭あたり 55 μg 程度となっており 85、ヒ

ト CD1d の発現量はそれよりも低かった。これは CD1d が重鎖の安定化のために β2m を必要とす

るため、単純にそれぞれを分泌発現させる共発現系では二量体形成の前に CD1d の変性が起こり、

効率的な二量体形成が行えないためであると考えられる。 

 昆虫細胞での発現はトランスフェクションによりウイルスを増幅した後に回収したウイルスを

用いて発現を行う必要がある。しかしカイコはバクミドをトランスフェクションすることにより

短期間でタンパク質を調製することができ、さらに一度感染体液からウイルスを得るとより簡単

にタンパク質を調製可能である。本研究はカイコを用いて相互作用解析や結晶構造解析に用いる

ことのできる精製度で十分な量のタンパク質発現法を確立し、カイコ発現系の有用性を示すこと

ができた。 

 

 CD1d の結晶化条件の探索と構造解析 

 硫酸アンモニウムを含む条件では、幅広い pH で CD1d の結晶が得られた。得られた結晶につい

て X 線回折実験を行い、CD1d-β2m 複合体をサーチモデルとして用いることで分子置換法によっ

て位相を決定し、構造モデルを置くことができた。しかしこれらの結晶は 90％程度と非常に溶媒

含量が多く結晶中の分子が疎であるため、自由度が高くなってしまうと推測される(図 4-1A)。

CD1d の B-ファクターをマッピングすると、自由度が高いループ構造と β2m の溶媒に面している

部分が高い B-ファクターを示した(図 4-1B)。B-ファクターが高いほど原子のゆらぎが大きく、糖

鎖修飾を受ける残基付近のループ構造や β2m の高い自由度が分解能の低下を引き起こしていると

考えられる。 
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図 4-1 CD1d の結晶中のパッキングと B-factor (A)結晶中の CD1d。CD1d 重鎖を青、β2m を

緑で示した。CD1d は結晶中で隣接する CD1d と主に重鎖 α1, α2 ドメインの頭部と重鎖 α3 ドメイ

ンの尾部で接触している。β2m は隣の分子とは接触していない。(B) CD1d の B ファクター。B フ

ァクターが高い位置ほど赤く太くなり、低いほど青く細くなっている。 

 

 精製時にリガンドを添加していないにも関わらず CD1d の抗原結合部位近傍にタンパク質由来

ではない電子密度が見られた(図 3-7B)ことから、CD1d にカイコ由来の抗原が結合していること

が示唆された。 

 また、Isopropanol と PEG4000 を含む CD1d-α-GC-12’Se の結晶は 3.0 Å 程度とこれまでと比較し

て高い分解能を得ることができたが、抗原を添加したにもかかわらずその電子密度が観測できな

かった。この結晶は非常に薄いためにデータの異方性が高く、明瞭な電子密度が得られなかった

と推察される。 

 

 SPR による相互作用解析 

 CD1d-avi の精製は CD1d と同様の方法で行うことができ、収量も同程度となった。His タグの

下流に Avi タグを付与したためか、Ni-アフィニティー精製時に CD1d よりも少し低いイミダゾー

ル濃度でカラムから溶出された。ゲル濾過精製では夾雑タンパク質と CD1d-avi とを完全に分離す
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ることはできなかったが、センサーチップへのタンパク質の固定化はビオチンを介して特異的に

行われるため、夾雑タンパク質の結合実験への影響は小さいものと考えられる。 

 巻き戻し法により調製した LILRB2 はゲル濾過クロマトグラフィーでモノマーの位置に溶出さ

れ、ピークトップ画分を回収することで SDS-PAGE 上でシングルバンドとなる純度で精製できた。 

LILRB1 及び LILRB2 と HLA-G の解離定数はそれぞれ 2.6 μM, 2.4 μM であり、文献値(2.0 μM, 

4.8 μM)73 と概ね一致した。また LILBR2 と CD1d との解離定数は 22 μM であり、文献値(243 μM) 

71 の 10 倍程度の値となった。カイコで発現した CD1d は哺乳細胞で発現された CD1d より強い受

容体結合能を持っており、より複合体の構造解析に適していることが示唆された。 

非古典的 MHC クラスⅠ分子である HLA-G は重鎖α3 ドメインと β2m を介して LILRB2 と結合

する 72。HLA-G-LILRB2 複合体構造(図 4-2A)を元にして、CD1d と LILRB2 との結合予測モデル

を構築した(図 4-2B)。予測モデルのように CD1d と LILRB2 が結合するならば、相互作用面は

CD1d が糖鎖修飾を受ける位置からは離れている。しかし、カイコで発現された CD1d のほうが哺

乳細胞で発現されたものより親和性が高かった。カイコでの糖鎖修飾は小さい N 型糖鎖が付加さ

れるのみであるため LILRB2 が結合しやすいが、大きな糖鎖が付加される哺乳細胞では立体障害

によって結合が阻害されてしまう可能性が示唆された。また、CD1d と LILRB2 の解離定数は β2m

と LILRB2 の解離定数と同程度であったため、CD1d と LILRB2 との結合は β2m 依存的であり、

重鎖α3 ドメインとの相互作用は弱い可能性が示唆された。しかし、HLA-G と LILRB2 との結合

様式をもとに構築した CD1d-LILRB2 結合モデルが正しいとは限らず、今後の複合体の構造解析に

よって明らかになることを期待する。 
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図 4-2 CD1d と LILRB2 の結合モデル (A) HLA-LILRB2 の結晶構造（PDB ID: 2DYP）。黄: HLA-G 

緑: β2m 橙: LILRB2 (B) CD1d-LILRB2 の結合モデル。青: CD1d 重鎖 緑: β2m 紅紫: 糖鎖 橙: LILRB2 

 

 CD1d の糖鎖修飾 

 グリコシダーゼ処理により SDS-AGAE 上でバンドシフトが起き、MALDI-TOF MS 解析ではア

ミノ酸配列による分子量より大きい分子量を持っていたことから、カイコで発現した場合におい

ても N 型糖鎖修飾を受けていると考えられる。また結晶構造解析において、N 型糖鎖修飾を受け

ると予測された残基郡の近傍にアミノ酸由来ではない電子密度がみられ、それらをグルタミンに

変異させた CD1d 変異体は著しく発現量が低下したことも CD1d の N 型糖鎖の存在を支持してい

る。糖鎖付加による分子量の増加は 4 kDa 程度である一方、構造解析により複数個のアスパラギ

ン残基に糖鎖が付加されていると推測されることから、カイコ発現では比較的小さな糖鎖が CD1d

に付加されることが示唆された。 

  End Hf 消化によって生じたバンドよりも PNGase F 消化によって生じたバンドのほうが低い

位置であったことから、CD1d は Endo Hf によって消化されず、PNGase F によって消化される糖鎖

を持っているといえる。また、Endo Hf 消化によって CD1d は 2 本のバンドに分かれ、PNGase F 消

化によって１本のバンドになったことから、CD1d は Endo Hf で消化されず、PNGase F には消化さ

れる糖鎖を持っているといえる。そして、Endo Hf 消化によってバンドが 2 つに別れたことから
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CD1d は Endo Hf 消化を受ける糖鎖のみもつものと、Endo Hf 消化を受けない糖鎖を持つものがあ

るとわかる。昆虫細胞特有の糖鎖としてα-1,6 結合したフコースが 1 番目の GlcNAc に付加され

ることがあり、これは Endo Hf では消化されず、PNGase F では消化される。このフコースの有無

にばらつきがあるために今回のような結果になったと考えられる。 

 

 scCD1d の調製 

 CD1d 重鎖と β2m を一本鎖化した scCD1d の収量はカイコ 1 頭あたり 50-70 μg であり、CD1d と

β2m を共発現させたものの 10 倍以上の収量となった。scCD1d は β2m が先に翻訳された後に CD1d

重鎖が翻訳されるため、CD1d 重鎖の翻訳時に β2m が近傍に存在した状態となる。これにより、

scCD1d は別々に翻訳された CD1d と β2m がヘテロ二量体を形成するよりも効率よく CD1d-β2m

複合体構造を取ることができると推測される。CD1d 重鎖は β2m がなければ非常に不安定であり、

一本鎖化によって複合体構造を取りやすくなったために発現量が向上したと考えられる。 

 ゲル濾過クロマトグラフィーでの溶出位置から推算された分子量は 36 kDa であり、一本鎖化し

ていない CD1d と同じ値となった。よって CD1d と scCD1d の分子の大きさは同程度であると言

え、一本鎖化によるドメインの配向等への影響が十分に小さいことが示唆された。 

 

 scCD1d の性状解析 

 

 DSC 

 CD1d 及び scCD1d の熱容量曲線は１成分モデルでほぼ説明することができたため、CD1d 重鎖

と β2m の変性はほぼ同時に起こっていることが示唆された。また、scCD1d の変性温度は CD1d の

変性温度よりも高く、一本鎖化によって分子の安定性が向上したことが示唆された。 

 2 成分モデルでは CD1d の Tm1 と scCD1d の Tm2 がほぼ一致したが、CD1d の Tm1 とみられる成

分が、scCD1d では変性温度が上昇し Tm2 として現れた。この小さいピーク成分は β2m の熱容量

曲線とは一致しないことから β2m 由来ではないと考えられ、ヘテロ二量体の乖離などの状態変化

を反映したものである可能性がある。一本鎖化によって大きく熱安定性が向上したこの成分がヘ

テロ二量体の乖離であるとすると、一本鎖化はヘテロ二量体構造の安定化に寄与していることが

示唆される。 
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 CD スペクトル解析 

 pH 8.0 条件で scCD1d の CD スペクトルは、222 nm 付近に負の極大があり 207 nm 付近に肩があ

ることからαヘリックスの存在が確認できる。また 216 nm 付近で大きな負の値をとっており、

CD1d の β シートに富んだ構造を反映している。スペクトルの形状はペプチドフリーの MHC クラ

ス Ig 分子よりもペプチド結合 MHC クラス I 分子に類似しており 86、CD1d が正しいフォールドを

とっていることとともに、何らかの抗原が結合していることを示唆している。 

scCD1d の CD スペクトルは pH 8.0 から pH 4.6 までは変化しなかったことから、pH 4.6 までは

二次構造が保たれていると考えられる。また pH 4.0 に変化させた後に pH 8.0 へと戻したときのス

ペクトルが、元々の pH 8.0 におけるスペクトルと一致しなかったことから、pH 4.0 から scCD1d

の不可逆的な変性が起こることが示唆された。しかし、強力な抗原である α-GC を添加した場合

には pH 8.0 に戻した際にもとと同様のスペクトルへと回復した。このことは、pH 4.0 では CD1d

に結合した内在性抗原が乖離して戻らないために pH 8.0 に戻してもスペクトルが回復しないが、

強く結合する α-GC が乖離した内在性抗原にかわって結合することで pH 8.0 に戻しても脂質を結

合したもとの状態と同じ構造をとることを示唆している。このことから、pH 4.0 に変化させて内

在性抗原を乖離させ、その後任意の脂質を添加しつつ pH 8.0 に戻すという手法をとることで、効

率的な CD1d と脂質の複合体形成を行えることが示唆された。 

また、カイコ体液からの粗精製の際に pH を 4.6 まで低下させることで夾雑タンパク質を変性さ

せつつ、陽イオン交換クロマトグラフィーによって scCD1d を精製することができると考えられ、

硫安分画に替わる精製法として検討していきたい。 

 

 scCD1d の結晶構造解析 

 scCD1d の結晶構造は一本鎖化されていない CD1d と一致した(図 3-37B)ことから、一本鎖化に

よる CD1d への構造への影響はほぼないことが明らかとなった。 

 クエン酸三アンモニウムと PEG 3350 を含む条件でこれまでとは異なる空間群の結晶が得られ、

scCD1d-αGC-12’Se の結晶構造を決定することに成功した。この結晶では CD1d 重鎖が隣接する分

子と広い面で接触しており、分解能の向上に寄与していると推察される(図 4-3A)。また低分解能

構造ではループ構造と同程度に高かった β2m の B ファクターが scCD1d 結晶構造では低下してお

り(図 4-3B)、明瞭な電子密度が得られたことから(図 4-3C)、β2m の結晶中での自由度が低下した

ことが示唆された。今回のパッキングでは β2m が隣接する分子と接触しているため自由度が低下

したと考えられ、また一本鎖化によって β2m の自由度が低下し、分解能の向上に寄与した可能性

も示唆された。 
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 scCD1d-αGC-12’Se 結晶構造は、抗原の頭部に位置するガラクトースの配座が CD1d-αGC 結晶構

造におけるそれとわずかに異なっていた(図 4-4A)。頭部の配座が変化した要因として、周囲の分

子との相互作用の違いが考えられる。結晶中の CD1d のパッキングは結晶によってそれぞれ異な

るため、隣接する CD1d 分子と抗原との相互作用はそれぞれの結晶によって異なる。セラミド骨

格の水酸基やアミドと CD1d 抗原結合部位の側鎖との相互作用は一致していた一方で頭部のみ配

座の変化が見られたことから、隣接する分子との相互作用の違いによって抗原頭部の配座がわず

かに変化したことが推察される。 
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図 4-3 scCD1d 結晶 (A) 結晶中の scCD1d のパッキング。CD1d 重鎖を青、β2m を緑で示した。

CD1d は広い面で隣接する分子と接触し、β2m も隣もパッキングに関与している。(B) scCD1d の B

ファクター。B ファクターが高い位置ほど赤く太くなり、低いほど青く細くなっている。(C) β2m

の 2Fo-Fc マップと構造モデル。分解能 4.2 Å 構造に比べて β2m の電子密度が明瞭化している。 
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図 4-4 α-GC 頭部の配座 (A) scCD1d-αGC-12’Se と CD1d-αGC の重ね合わせ図。scCD1d を青で示

し、CD1d を水色で示した。抗原頭部のガラクトース部分を赤破線で囲った。(B) scCD1d 及び CD1d

結晶中の抗原頭部の相互作用。抗原のガラクトース部分は抗原が結合している CD1d の抗原結合

部位とだけでなく、結晶中で隣接する CD1d の抗原結合部位ではない残基とも相互作用している。 

 

 α-GC-12’Se と α-GC のアシル鎖の二面角を比較したところ両者に大きな差異はなく、ほぼ同一

の配向を示した(図 4-5)ことから、セレン原子導入による抗原の配座への影響は十分小さいと考え

られる。しかし、両者ともにシンペリプラナー配座を多く含んでおり(図 4-5B)、不安定な配座で

α-GC のアシル鎖が固定されていることが明らかとなった。 



75 
 
 
 
 
 

 

図 4-5 hCD1d に結合した α-GC と α-GC-12’Se の立体配座 (A) α-GC とアミド型 α-GC 結晶構

造の重ね合わせ図。青：α-GC 紺：α-GC-12’Se (B) アシル鎖（A’ポケットに結合した疏水鎖、(A)

橙破線で囲った領域）の二面角プロット図とニューマン投影式。緑色が濃いほどエネルギーが低

く安定な配座であることを示す。 

 

 ヒトおよびマウス CD1d による内在性抗原認識 

 ヒト CD1d の内在性抗原として置いた PE の構造モデルと α-GC との極性頭部における立体配座

を比較したところ、PE は S94 と T172 に認識されている(図 4-6A)一方、α-GC は D98、D169 およ

び T172 に認識され(図 4-6B)、PE よりも多くの水素結合を形成していた。これにより、頭部の配

座が PE よりも強く固定されていると推測される。α-GC は iNKT TCR との結合において TCR の

S27、N29 および R93 と複数の水素結合を形成することで強く認識される(図 4-6B)。一方 PE は

TCR の残基と水素結合を形成できる距離にない(図 4-6C)ために iNKT TCR に強く結合せず、自己

反応性を示さないと考えられる。 
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図 4-6 リン脂質と CD1d および TCR との相互作用 (A) 側面から見た scCD1d-PE の抗原結合部

位。 (B) 側面から見た hCD1d-α-GC-TCR の抗原結合部位。(PDB ID: 4EN3) 橙：TCR (C) scCD1d-PE

と hCD1d-α-GC-TCR の重ね合わせ図。 

 

 TLC や LC-MS 解析ではヒト CD1d 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。しかし、立体構造解析で得られた電子密度から、ヒト CD1d では抗原結合部位に

極性頭部を配置した脂質が結合しやすく、マウス CD1d では A’ポケット深部の S46 が形成する局

所的極性部位に頭部を向けて脂肪酸が結合しやすいことが示唆された(図 1-1 図 4-7)。NKT 細胞

刺激活性を示さない内在性抗原は CD1d との親和性が低いため、より強い CD1d 親和性を持つ脂

質が優先的に結合するが、ヒトとマウスにおいて異なる内在性抗原の傾向は CD1d 免疫応答にお

ける種差の要因となっていることが考えられるため、さらなる検証が必要である。 
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図 4-7 CD1d の抗原結合モデル 

 

 アミド型 α-GC の認識機構 

 アミド型 αGC と α-GC の極性頭部の構造を比較したところ、両者はほぼ同一の配向を示した(図 

4-8)。スフィンゴシン鎖と D98、セラミドのアミド基と T174、およびガラクトース頭部が D171 と

それぞれ水素結合を形成していた(図 4-8A, B)。アミド型 α-GC と α-GC は頭部の構造が全く同じ

であり、配向も同じであることから TCR によって同様に頭部が認識されると考えられるが(図 

4-8C)、アミド型 α-GC は α-GC よりも強い活性を示すことが報告されている。これは、アシル鎖

に導入されたアミド基による CD1d との相互作用によってより強く CD1d に結合するようになっ

た可能性がある。また、アミド基が mCD1d の A’ポケット内部の局所的極性部位に結合すること

で抗原の立体配座が強く制限され、抗原頭部のゆらぎが小さくなることで TCR 結合によるエント

ロピー喪失が小さくなり、TCR との結合が亢進している可能性がある。TCR との相互作用解析や

TCR 複合体の立体構造解析を行うことで、アミド型 α-GC が高活性を示す機構を明らかになると

ともに、CD1d 抗原の活性や Th 選択性発現の機構への理解が深まることと期待される。 
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図 4-8 αGC-amide と CD1d および TCR との相互作用 (A) 側面から見た mCD1d-α-GC-

C20amide の抗原結合部位。 (B) 側面から見た mCD1d-α-GC-TCR の抗原結合部位。橙：TCR (C) 

mCD1d-α-GC-C20amide と CD1d-α-GC-TCR の重ね合わせ図。 

 

 ヒト CD1d とアミド型 α-GC との複合体構造解析では、α-GC-C20amide 複合体が 1.8 Åと極めて

高い分解能での構造解析に成功した。これはこれまで報告されているヒト CD1d の中で最も高い

分解能の構造であり、抗原の立体配座の自由度が低いことが高い分解能につながったと推察され

る。アミド型 α-GC と α-GC の配座を比較したところ、全体の位置や頭部の配座はほぼ一致してい

た(図 4-9A)。しかし、A’ポケット内部に位置するアシル鎖の二面角を比較したところ、α-GC-

C20amide では α-GC より安定な配座が多く、α-GC-C26amide は α-GC より不安定な配座を多くと

っていた(図 4-9B)。ヒト CD1d の A’ポケット内部には極性部分は存在せず、アシル鎖中のアミド

基が極性相互作用を形成していなかったが、アミド基部分は炭化水素より嵩高く、立体配座の制

限をもたらす。α-GC-C20amide は α-GC よりも短いアシル鎖を持つが、A’ポケット内部での抗原の

自由度が安定な配座で制限されることで CD1d に強く結合していることが推察される。一方、α-

GC-C26amide は α-GC と同じアシル鎖⾧を持ちながらも α-GC より嵩高いため、不安定な配座のま

ま CD1d と結合したことで抗原の自由度が高くなり、結晶構造の分解能が低くなったと考えられ

る。アミド型 α-GC のヒト NKT 細胞を用いた活性試験は未だ行われていないが、α-GC-C20amide

はヒト CD1d に強く結合するため、高い活性を発揮する有望な化合物であると期待される。 
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図 4-9 hCD1d に結合した α-GC とアミド型 α-GC の立体配座 (A) α-GC とアミド型 α-GC 結晶

構造の重ね合わせ図。青：α-GC 藤：α-GC-C20amide 紫：α-GC-C26amide (B) アシル鎖（A’ポケ

ットに結合した疏水鎖、(A)橙破線で囲った領域）の二面角プロット図とニューマン投影式。緑色

が濃いほどエネルギーが低く安定な配座であることを示す。 

 

 アミド型 α-GC の認識は、マウス CD1d ではアシル鎖に導入されたアミド基が A’ポケット内部

の S46 と相互作用することでアシル鎖が短く A’ポケット全体を占有しない抗原でも強く結合し、

活性を発現することが明らかとなった。よって、マウス CD1d 抗原の活性の大きさには抗原の疎

水性や⾧さよりもマウス CD1d への抗原の結合能が重要であり、Th2 極性には抗原のアシル鎖の

⾧さが重要であることが示唆された。しかし、A’ポケット内部に極性部分をもたないヒト CD1d

にも α-GC-C20amide は結合した。α-GC 結合時との比較から、抗原認識において重要な F88 の配

向が固定されていたことから A’ポケット内部と強く相互作用していることが示唆された。 



80 
 
 
 
 
 

  

図 4-10 アミド型 α-GC の結合モデル 
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5章 総括 

カイコ発現系を用いることで CD1d-β2m 複合体を調製することに成功した。また、硫安分画を

用いることで、ヒスチジンを大量に含むカイコ体液中から His タグ付き CD1d を精製する方法を

確立した。さらに調製した CD1d を用いて結晶構造解析を行い、4.2 Å で結晶構造を決定した。 

また CD1d-avi を作製して LILRB2 との相互作用実験を行った。哺乳細胞で調製したものに比べ

てカイコ発現 CD1d は LILRB2 とより強く結合し、複合体の結晶構造解析にカイコ発現 CD1d が

有用であることが示唆された。 

CD1d 複合体の安定化を目的として CD1d と β2m を一本鎖化した scCD1d を作製し、高い収量を

得た。さらに、scCD1d は本来の構造を保ちながらも一本鎖化していない CD1d に比べて高い安定

性を持ち、今後の解析において非常に有用であると示された。 

scCD1d と α-GC-12’Se を用いて結晶化を行い、精緻な立体構造を得ることに成功した。α-GC は

A’ポケットに高いエネルギーの配座で結合していることが明らかとなった。 

scCD1d と mCD1d と内在性脂質複合体の立体構造解析を行い、ヒト CD1d では低親和性抗原と

して短い２本のアシル鎖を持つ脂質を結合しやすい一方、マウス CD1d では脂肪酸が結合しやす

いことが示唆された。 

アミド型 α-GC との立体構造解析を行い、マウス CD1d では A’ポケット内部で水素結合ネット

ワークを構築することで短いアシル鎖でも高活性を発現することが示唆された。ヒト CD1d との

結合では極性相互作用は観測されなかったが、A’ポケットの F88 と相互作用して結合していた。 

 今後は TCR を用いて CD1d と各種抗原複合体との相互作用解析や複合体の立体構造解析を行う

ことで、CD1d 結合における抗原の結合親和性と立体的自由度が活性に与える影響について理解

が深まり、活性やサイトカイン選択性を高めた CD1d 抗原の開発が進むと期待される。 
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