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１． は じ め に

リンパ球などの免疫担当細胞が炎症部位へ遊走したり，

リンパ節へホーミングしたりする際には，まず血液中を循

環するリンパ球が血管内皮細胞上を一過的な結合と解離を

繰り返しながら移動する，いわゆるローリングが起こる．

最初のローリングのステップはセレクチンや CD４４などの

細胞接着分子によって達成され，細胞がローリングしてい

る間にケモカインなどの刺激によって細胞表面の別の接着

分子であるインテグリンが活性化されることでその後の強

い接着が達成される．その後にリンパ球は血管内皮細胞の

間隙をすり抜けて間質組織へと移行し，さらに炎症部位な

どへの遊走が起こるという過程をたどる（図１A）．細胞の

ローリングは CD４４やセレクチン，ごく一部のインテグリ

ンなど，限られた分子によってのみ担われており，細胞が

血流下で適切に接着と脱着を繰り返すことで，内皮細胞上

のローリングが達成されていると考えられている１）．

CD４４は多くの細胞に発現し，上述の免疫反応における

リンパ球のローリングなどの動態制御をはじめ，発生の際

の器官形成や神経軸索形成，造血，創傷治癒など，さまざ

まな生命現象における細胞接着や細胞遊走に関与する．

CD４４は一回膜貫通型のタンパク質であり，細胞外領域に

はリガンド認識を担うヒアルロン酸結合ドメイン（hyaluro-

nan binding domain; HABD）と，多くの糖鎖修飾部位を持

つステム領域が存在し，膜貫通ドメインに続いて約７０残

基の短い細胞内領域によって構成される（図１B）．CD４４

のリガンドであるヒアルロン酸は，グルクロン酸と N-ア

セチルグルコサミンの２糖の繰り返しからなる負電荷に富

んだ直鎖状の糖鎖で，全ての組織に存在する（図１B）．ま

た，炎症時にはヒアルロン酸が血管内皮細胞上に提示さ

れ，CD４４を介してリンパ球のローリングに関与している

ことが知られている．

本稿では，CD４４が血流存在下におけるローリングを達
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特集：過渡的複合体が関わる生命現象の統合的理解
―生理的準安定状態を捉える新技術と応用―

CD４４の準安定なヒアルロン酸認識機構と細胞ローリング

西 田 紀 貴，嶋 田 一 夫

CD４４は細胞外マトリックスの主成分であるヒアルロン酸（HA）を認識する受容体で，

血流下で HAとの一過的な接着と脱離を繰り返すことによって細胞のローリングを担って

いる．われわれは，CD４４ヒアルロン酸結合ドメイン（HABD）のリガンド認識機構を NMR

法によって解析し，HABDは C末端領域が一定の構造を形成し，HA低親和性を示す or-

dered（O）-stateと一定の構造を形成せず HA高親和性を示す partially disordered（PD）-state

の間を常に交換する平衡にあることを明らかにした．また，２状態平衡を完全に PD-state

に固定した変異体を利用したローリング実験から，血流存在下で CD４４発現細胞が HAに

効率よく接着し，かつ HAから適切に脱離してローリングを持続するためには，CD４４の

２状態平衡の存在が必要であることを明らかとした．ローリングを担う接着分子の構造生

物学的な解析はこれまでに多く行なわれてきたが，リガンド結合の有無にかかわらず２状

態平衡が存在することや，細胞ローリングにおける平衡の重要性を示したのはこれが最初

の例である．

東京大学大学院薬学系研究科（〒１１３―００３３東京都文京
区本郷７―３―１）
Two-state equilibrium of hyaluronan-binding domain is cru-
cial for CD４４-mediated cell rolling
Noritaka Nishida and Ichio Shimada（Graduate School of
Pharmaceutical Sciences, The University of Tokyo,７―３―１
Hongo, Bunkyo-ku, Tokyo１１３―００３３, Japan）
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図３
図１ CD４４の生理的役割とこれまでの HABDに関する構造生物学的知見 （A）リンパ球の炎症部位への移行メカニズム．１）ロー
リング，２）強い接着，３）漏出，４）遊走の過程においてさまざまな細胞接着分子が関与する．（B）CD４４の１次構造の模式図とその
リガンドであるヒアルロン酸（HA）の構造．（C―E）ヒアルロン酸結合ドメイン（HABD）の立体構造．（C）HABDリガンド非存在
下の結晶構造．（D）６merの HA結合状態の NMR構造．（E）８merの HA結合状態の結晶構造．
図２ HABDの２状態平衡の証明 （A）ヒアルロン酸非存在下および（C）存在下の HSQCスペクトルで観測されるメジャーピーク
とマイナーピークの強度比の温度依存性．G１４１と T５９についてメジャーピークに対するマイナーピークの割合を示す．（B）HA非存
在下において取得した ZZ-exchangeスペクトル（黒：混合時間０ms，赤：混合時間５００ms）（D）明らかとなったリガンド存在下，
非存在下における HABDの２状態平衡．矢印の大きさは各状態の平衡の偏りを示す．
図３ PD-stateを安定化した変異体の作製 （A）単独状態の HABDの結晶構造で観測される，リガンド結合部位（R４１）から C末
端領域にかけての相互作用ネットワーク （B）Y１６１A変異体（赤）と野生型 HABD（黒）の１H-１５N HSQCスペクトルの重ね合わせ
（C）Y１６１A変異体と野生型 HABD（リガンド非存在下：O-state）および（D）Y１６１A変異体と野生型 HABD（リガンド存在下：PD-state）
の HSQCスペクトルの間の化学シフト差の算出．（E）野生型および（F）Y１６１A変異体の SPR法による HA親和性の算出 （F）野生型
と Y１６１A変異体の SPRセンサーグラムにおける解離相の比較．
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成する機構を，CD４４の HA認識機構に基づいて明らかに

したわれわれの最近の研究成果を中心に紹介する２）．

２． CD４４のヒアルロン酸結合ドメインの構造

１） 単独状態の HABDの構造

CD４４のヒアルロン酸結合ドメイン（HABD）は，他の

ヒアルロン酸結合タンパク質にも保存されたリンクモ

ジュールと，その N末端および C末端側の付加配列から

なる約１５０残基のドメインである（図１B）．CD４４と同様

に，リンクモジュールと付加配列から構成されるヒアルロ

ン酸結合タンパク質として，リンパ管上の LYVE-１が知ら

れている３）．我々のグループでは，リガンド非存在下の

HABDのトポロジーを NMR法により明らかとした４）．そ

の後，CD４４ HABDの NMR構造および X線結晶構造の両

方が報告された５）（図１C）．いずれの構造においても，CD４４

HABDは３本の αヘリックスと８本の βストランドから
なる構造をしており，リンクモジュールに対応する領域

（図１B，グレー）と付加配列領域（図１B，青）が密に相

互作用して一つのドメインを形成していた．また，付加配

列の N末端と C末端は近接しており，変異実験などから

結合部位に重要と考えられる領域とは反対側に位置してい

た．

２） リガンド結合状態の HABDの構造

われわれのグループは，６糖 HA鎖が結合した状態の

CD４４ HABDの溶液構造（HA鎖の構造は含まず HABDの

構造のみ）の決定を行った（図１D）．その結果，単独状態

の HABDの構造と比較して大きな構造変化が観測され，

HA結合状態では Gly１５２以降の C末端領域の構造が一定

の構造を形成していないことが明らかとなった．C末端領

域が一定の構造を形成していないことは，タンパク質の運

動性を検知する異核 NOE実験において C末端領域が高い

運動性を示すことや，トリプシンによる限定分解実験で C

末端領域の消化速度が亢進していることからも裏付けられ

た．そこでわれわれは，リガンド非結合状態の C末端領

域が一定の構造を形成した状態を ordered（O）state，HA

結合状態で C末端が一定の構造を形成していない構造を

partially disordered（PD）stateとよび，リガンド結合に伴っ

て O-stateから PD-stateへの構造変化が誘起されると考え

た６）．さらに，３４merの HA鎖が結合した状態で交差飽和

実験を行い，HABD上の HA相互作用部位を同定した．そ

の結果，HABDはリンクモジュールだけではなく，付加

配列においても HA鎖と接触していることが明らかとなっ

た４）．

われわれの NMR構造に続いて，８糖の HA鎖との複合

体状態の HABDの結晶構造が発表された７）．ところが，

HA結合状態の HABDの結晶構造は，上記の NMR解析結

果と大きく矛盾するものであった（図１E）．まず，全体構

造については単独状態とほぼ同じく O-state構造のまま８

糖の HA鎖を認識しており，NMR構造で観測された C末

端領域のランダムコイル化を伴う構造変化は生じていな

かった．また，HA認識様式についても，上述の交差飽和

法による解析ではリンクモジュール領域と付加配列領域の

両方が HA認識に関与していたのに対し，結晶構造では

HA鎖の接触面はほぼリンクモジュールのみに限局してい

た（図１E）．

３） HABDは常に２状態平衡にある

NMR構造と結晶構造の違いは何に由来するのか，我々

はそのヒントを単独状態の HABDの NMRスペクトルに

見出した．単独状態の HABDの HSQCスペクトルには帰

属された各残基のメジャーなシグナルの他に，強度の弱い

マイナーなシグナルが観測されていた（これは我々が単独

状態の HABDの構造に進まなかった大きな理由の一つで

ある）．これらのマイナーなシグナルは，NMR測定温度

を上昇させると強度が増大し，逆に温度を下げると強度が

下がることから，可逆的に二つの状態の存在割合が変化に

対応することがわかった（図２A）．さらに，２状態間の交

換を直接検知するための NMR測定法である ZZ-exchange

スペクトルを単独状態の HABDについて測定すると，メ

ジャーピークとマイナーピークの間にクロスピークが観測

された（図２B）．この結果は，HABDはメジャーピークと

マイナーピークの状態の間を交換していることを示してお

り，ZZ-exchangeスペクトルで用いた混合時間（５００ms）

からその交換の時定数は数百ミリ秒のオーダーであること

がわかった．さらに興味深いことに，HA存在下の HABD

の HSQCスペクトルを測定すると，単独状態のマイナー

ピークの位置にシグナルが観測された（図２C）．このこと

から，単独状態の HABDに観測されたメジャーピークと

マイナーピークは，HABDの O-stateおよび PD-stateにそ

れぞれ対応していることが明らかとなった．さらに，HA

結合状態のスペクトルでも HA非存在下のメジャーシグナ

ルの位置（すなわち O-stateに対応）にマイナーなシグナ

ルが観測された（図２C）．よって HABDは HAの結合の

有無にかかわらず，O-stateと PD-stateの間の平衡にあ

り，２状態の存在比は，HA単独では O-stateに平衡が傾い

ているが，HAとの結合に伴い PD-stateにシフトすること

が明らかとなった（図２D）．

HABDが HA結合の有無にかかわらず２状態平衡にある

ことは，HA結合状態の NMR構造および結晶構造の違い

を合理的に説明する．NMRスペクトルにおけるピーク強

度から，HA結合状態の HABDでは９０％以上が PD-state

として存在するが，O-stateも存在割合は１０％以下ながら

存在している．NMR解析においては溶液中で９０％以上の
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割合で存在する PD-stateの構造が得られたと考えられる．

一方，X線結晶解析においては，C末端領域がランダムコ

イル化した PD-stateよりも C末端領域が一定の構造を形

成した O-stateのほうが結晶化しやすく，存在割合の低い

O-stateが選択的に結晶に取り込まれたのではないかと考

えられる．すなわち，HA結合状態の HABDは，O-state

と PD-stateの両方の状態が存在し，NMR構造は存在率

９０％以上のメジャー構造を，結晶構造は１０％以下のマイ

ナー構造を反映していると結論した．

３．２状態平衡と HA親和性制御

以上の解析から CD４４HABDが単独状態および HA結合

状態のいずれの状態においても O-stateと PD-stateの間を

交換していることが明らかとなった．そこで次に，HABD

に見出された２状態平衡が CD４４の機能に与える影響を調

べるため，構造平衡を片方の状態に固定した変異体の作製

を行なった．CD４４の O-stateと PD-stateの構造の間の最も

大きな違いとして，O-stateにて形成されているリンクモ

ジュールの α１ヘリックスと C末端領域の相互作用が，

PD-stateでは失われている点が挙げられる（図３A）． 特に，

C末端領域の Y１６１と α１ヘリックス上の E４８と L５２の間

の相互作用は O-stateを安定化するのに必須と考えられる．

そこで，Y１６１をアラニンに置換した Y１６１A変異体を作製

し，HABDの平衡状態がどのように変化するか調べた．

まず，Y１６１Aの１H-１５N HSQCスペクトルを測定すると，

HA非存在下においても野生型 HABDのようなマイナーな

シグナルは観測されなかった．また，野生型 HABDで２

状態平衡が観測されたシグナルに着目すると，例えば HA

非存在下の G４０や T５９のマイナーなシグナルと一致する

位置に，Y１６１Aはただ一つのシグナルを与えた（図３B）．

また，リガンド非存在下の Y１６１Aの HSQCスペクトル

と，同じくリガンド非存在下の野生型 HABDの HSQCス

ペクトルを比較すると，付加配列の領域を含め分子全体に

わたって大きな化学シフト差が観測されている（図３C）．

一方，リガンド結合状態の野生型 HABDの HSQCと比較

すると，大きな変化した部位はリガンド結合部位に限局さ

れている（図３D）．この結果は，Y１６１Aは HA非存在下

においてもリガンド結合型の HABDに類似していること

を示しており，すなわち PD-stateに安定化されていること

を示している．さらに，異核 NOEによる解析や，トリプ

シンによる限定分解においても，Y１６１Aはリガンド非存

在下において野生型のリガンド結合状態と同様の性質を示

すことから，C末端領域はランダムコイル化していること

が示唆され，PD-stateを形成していることがさらに裏付け

られた．

Y１６１A HABDと野生型 HABDの HA結合活性表面プラ

ズモン共鳴（SPR）法により比較した（図３Eと３F）．得

られたセンサーグラムは速い結合と解離の相互作用に特徴

的な箱形であり，平衡に達した時に観測されたレスポンス

を用いて平衡法により解離定数を算出した．その結果，野

生型は Kdが２４µM，Y１６１Aは３．３µMと見積もられ，

Y１６１A HABDが野生型 HABDと比較して，約７倍高い HA

結合活性を有することが明らかとなった．野生型は O-

stateと PD-stateが平衡として存在するのに対して，Y１６１A

変異体は，PD状態のみを保持することから，O-stateよ

り，PD-stateの方が，HAに対する親和性が高いことが示

された．また，SPRセンサーグラムの解離相に着目する

と，Y１６１A変異体の方が比較的遅い解離を示しているこ

とから，PD-stateの方が，O-stateと比較して，HAからの

解離速度（koff）が遅いことが示唆された（図３G）．以上

より，PD-stateは O-stateよりも高親和性状態にあり，

HABDは親和性の異なる２状態の間を交換していること

が明らかとなった．

４． 細胞ローリングにおける２状態平衡の役割

１） CD４４安定発現細胞

次に HABDの２状態平衡が CD４４を介した細胞のロー

リング活性に与える影響を調べるため，CD４４を発現して

いない VMRC-LCD細胞（ヒト肺癌細胞由来）に野生型と

Y１６１A変異体 CD４４の遺伝子を導入した安定細胞株を作

製した．得られた CD４４発現細胞をセルソーターにより発

現量が同程度の細胞集団を回収し，以降の解析に用いた

（図４A）．また，野生型 CD４４と Y１６１A発現細胞につい

て，FITC標識 HAに対する結合を FCMによって検出した

ところ，両者とも HAとの結合に伴う蛍光強度の増大が観

測され，その結合が HABDに対するブロッキング抗体で

阻害されることから，両細胞とも特異的な HA結合活性を

保持していることが明らかとなった（図４B）．また，流速

非存在下で CD４４発現細胞の HAを固定したプレートに対

する接着を比較したところ，CD４４を発現していない

VMRC-LCD細胞では全く接着が見られないのに対し，野

生型あるいは Y１６１A変異体を発現する細胞はいずれも同

程度の接着を示した（図４C）．野生型と Y１６１A細胞で接

着性に違いが観測されない理由として，流速非存在下では

細胞上の CD４４と HAの間で multivalent（多価）な結合が

形成されるため，一つ一つの受容体リガンド間の親和性の

違いが反映されないほど安定な接着が達成されたと考え

た．

２） ローリング実験

次に，HA鎖を固定化したキャピラリーに CD４４発現細

胞を灌流させ，流速存在下において CD４４発現細胞のロー

リングの観測を行なった．流速存在下で表面にずり応力

（shear stress）が生じる．Shear stressは血流の速さや流体
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の粘度，流路径などに依存し，単位面積あたりに掛かる力

（dyn／cm２）で表記される（静脈では１―２dyn／cm２程度）．

流速存在下で細胞がローリングするためには，細胞前方で

の新しい受容体―リガンド結合の形成と，細胞後方での受

容体―リガンド間の解離が適切なバランスで起こることが

必要である８）．

図４ 野生型および Y１６１A変異体発現細胞を用いたローリング実験
（A）野生型および Y１６１A変異体を発現する VMRC-LCDのフローサイトメーター（FCM）による発
現量解析（黒線）．ステム領域を認識する Hermes３を利用して発現量を比較した．グレーの線は遺伝
子を導入していない VMRC-LCD．（B）FITC標識 HA鎖の添加前（グレー），添加後（黒線），および
ブロッキング抗体存在時（黒塗り）の FCM解析結果．（C）HAを固定したプレートに対する野生型，
および Y１６１A発現細胞の接着とブロッキング抗体による阻害．（D）HAを固定化したキャピラリー
に対する野生型および Y１６１A変異体発現細胞のローリング解析．各 shear stress下において１５秒間
で１０µm以上動いた細胞をローリング，それ以下のものを強い接着として定義した．（E）Detachment
assayの結果．（F―G）Transient tether実験における（F）接着頻度と（G）Cellular koffの比較．（H）本研究よ
り明らかになった細胞ローリングにおける２状態平衡の意義．

〔生化学 第８３巻 第１０号８９８



まず，野生型 CD４４発現細胞については，一旦 HAを固

定した表面上に接着すると少しずつ流速方向にローリング

する様子が観測された．一方，Y１６１Aを発現する細胞は

一旦 HAに接着すると流速存在下でもほとんど移動せず強

い接着のみが観測された．１５秒間に細胞１個分に対応す

る１０µm以上動く細胞を“ローリング”，１０µm以下のも

のを強い接着として，一定時間内に観測される細胞の数を

複数の shear stress下で調べたところ，野生型は主にロー

リングを，Y１６１Aはほとんどが強い接着を示し，PD-state

のみを形成する Y１６１A発現細胞ではローリング能が損な

われていることが明らかとなった（図４D）．また，いずれ

の shear stress下においても Y１６１Aよりも野生型発現細胞

の方が接着（ローリングまたは強い接着）を示す細胞の数

が多い．特に，速い流速下（１dyn／cm２）では野生型発現

細胞にのみ相互作用が観測されていることから，O-state

と PD-stateの２状態平衡にある野生型の方が Y１６１A変異

体よりも HAに対して接着形成が起こりやすいことを示唆

する．

次に細胞を低流速下で接着させた後，その後流速を徐々

に上昇させたときの解離の様子を野生型 CD４４と Y１６１A

発現細胞で比較した（図４E）．まず，０．５dyn／cm２にて細

胞をキャピラリー上に集積した後，３０秒ごとに流速を上

昇させたときの，細胞の移動速度と観測範囲内に残った細

胞数を調べた．その結果，野生型 CD４４を発現する細胞で

は，平均移動速度が７µm／s以上であり，流速の上昇に伴

いさらに２０µm／s程度までローリング速度を上昇させな

がらローリングを継続させる細胞が多く見られた．一方

Y１６１A発現細胞のローリング速度は低い流速下では１―２

µm／s程度と遅く，流速を上昇させてもローリング速度は

ほとんど変化しなかった．また，流速を上げることで

shear stressが増大するとローリングが継続できずに HA表

面から解離する細胞が多く見られた．このことから，

Y１６１A発現細胞では，ローリングの際に起こる細胞前方

での新しい結合形成と，後方での受容体のリガンドからの

脱離の両方に影響が及んでいることが示唆された．

３） Transient tether実験

次に，野生型と Y１６１Aのローリングの挙動の違いを，

HABDと HA鎖の１分子間に形成される相互作用に基づい

て理解するため，transient tether実験を行なった．通常の

ローリング実験では，細胞上の受容体と固定したリガンド

との間に多価（multivalent）な相互作用が形成されている

が，リガンドの固定化量を少なくすることにより，細胞上

の受容体とリガンドとの１：１の相互作用に由来する一過

的な接着（transient tether）を観測することが出来る９）．こ

のとき tether形成頻度（流した細胞のうち transient tether

をした細胞の割合）は，受容体―リガンド間の konを反映し，

tether形成時間（transient tetherした細胞が HA上に留まっ

ている時間）は受容体―リガンド間の koffを反映すると考

えられる．本研究では，ビオチン標識した８―３４mer程度

の短鎖 HA鎖を低濃度のニュートラアビジンを介してプ

レートに固定し，その上に一定数の CD４４発現細胞を流速

０．２５dyn／cm２で灌流したときの tether形成頻度と tether形

成時間を調べた．まず，tether形成頻度に関しては Y１６１A

変異体よりも野生型のほうが有意に高く，新しい tether形

成には高親和性状態の PD-stateよりも O-stateと PD-state

の平衡にあるほうが有利であることが分かった（図４F）．

さらに，tether形成時間の分布から cellular koffを調べたと

ころ，野生型では１５．２s－１，Y１６１A変異体１１．９s－１であ

り，Y１６１A変異体では koffが低下していることが示された

（図４G）．この結果は，Y１６１Aで koffの低下が観測された

SPR実験と一致しており，PD-stateでは HAからの解離が

起こりにくくなっていることが明らかとなった．

ローリングにおける２状態平衡の役割

ローリング実験と transient tether実験の結果を以下解釈

する．一般的に，流速存在下でリガンドが固定された表面

を細胞がローリングするためには，細胞の先端での新たな

結合形成と，後方での結合の解離が，適切なタイムスケー

ルで生じる必要がある．野生型 HABDの tether形成頻度

が，PD-stateのみを形成する Y１６１Aよりも高いことは，

細胞先端では O-stateにある HABDによって HAとの新し

い結合形成が効率よく起こっていることが示唆される．ま

た，一旦 CD４４は HA上に接着すると，HABDの平衡は高

親和性で“cellular koff”の遅い PD-stateにシフトする．し

かし，NMR解析の結果から示されたように，CD４４はリ

ガンド結合状態でも O-stateと PD-stateの間を交換してい

る．よって，リガンド結合時に PD-stateから O-stateに遷

移することによって，HAからの脱離が促進されているこ

とを示唆する（図４H）．NMR解析では O-stateと PD-state

の交換速度は１００ms程度のタイムスケールであった．ま

た，transient tether実験における CD４４-HA結合の持続時間

（τ＝１／koff）も数十から数百ミリ秒のオーダーであり，

HABDの構造平衡の交換速度と HA-CD４４結合の持続時間

は一致している．この結果は，ローリングにおいて，HA

結合時における O-stateへの遷移によって細胞後方での

HA-CD４４結合の脱離が促進されるという仮説を支持する．

一方，平衡が完全に PD-stateに片寄っている Y１６１A変異

体ではローリング速度が顕著に低下していた．Y１６１Aに

おいては，HA親和性が増大したことに加えて，リガンド

結合状態において O-stateと PD-state間の平衡が失われる

ことが，ローリングが損なわれたことの原因であると考え

た．以上より，CD４４がローリングを達成するためには，

O-stateと PD-state間の２状態平衡の存在が必要であると結
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論した．

他の接着分子との比較

血流下での細胞接着に関与する分子として，これまでに

セレクチン，インテグリン，またバクテリアの表面タンパ

ク質である FimHについて，構造生物学的な解析が行なわ

れている．例えば血小板などに発現する P-selectinについ

ては，単独状態とリガンド結合状態の両方の結晶構造が明

らかとなっており，CD４４と同様にリガンドの結合に伴っ

て，リガンド結合部位から離れた部位にアロステリックな

構造変化が起こることが明らかとなっている１０）．すなわち

リガンド結合部位を含むレクチンドメインとそれに隣接す

る EGF様ドメインの配向が，リガンド非存在下では折れ

曲がった配向であるのに対し，リガンド結合状態では真っ

直ぐに変化している（図５A）．セレクチンなどの接着分子

については，これまでに溶液中の解析は行なわれておら

ず，２状態平衡が存在するかについては実験的な証明はな

されていないが，CD４４と同様にローリング活性には２状

態平衡の存在が必須である可能性が考えられる．セレクチ

ンにおいても CD４４と同様に低親和性状態の構造を不安定

化した変異体では，ローリング活性が低下したり，活性が

完全に損なわれたりすることが知られており，この仮説を

支持する１１，１２）．

張力に対する応答（catch bond）について

血流を流れる細胞上の受容体と表面上に固定されたリガ

ンドが相互作用すると，その結合の間には張力が発

生する．その張力の大きさは，shear stressと受容体

を発現する細胞の大きさによって決定され，shear

stressが静脈中の１―２dyn／cm２程度で，細胞の大き

さを１０µmとすると受容体―リガンド間にかかる張

力の大きさは５０―１００pNと見積もられる．張力が

掛かると，通常は受容体―リガンド間の結合は弱く

なる（slip bond）が，ごく一部の分子では張力の増

大にともなって結合が強くなる現象が知られてお

り，catch bondと呼ばれている１３）．Catch bondを形

成する利点としては，張力は表面に固定化された状

態にあるリガンドとの間にのみ働くため，可溶性の

リガンドが共存しても固定されたリガンドのほうに

選択的に結合できることや，遅い流速下ではそれほ

ど強く接着せず，速い流速下においてより接着性が

増大するため，広い shear stress下で接着を起こす

ことが可能であるという点が挙げられる．Catch

bondの存在は，原子間力顕微鏡（AFM）や光ピン

セットを使って実際に受容体とリガンド間の結合を

観測することにより，セレクチンなどで存在が実験

的に示されている１４）．Catch bond機構の構造的な説

明としては，受容体―リガンド間に働く張力によっ

て，低親和性よりも高親和性状態の構造が安定化さ

れることがそのメカニズムであると提唱されている

（図５B）．たとえば，セレクチンにおいては，張力

によってレクチンドメインと EGFドメインの配向

が折れ曲がった低親和性状態から，両ドメインが

真っ直ぐに配向した高親和性状態の構造が安定化さ

れるという仮説が提唱されている．CD４４において

も，高親和性状態の PD-stateでランダムコイル化す

る C末端領域は，CD４４の膜貫通ドメインに直接連

結されていることを考えると，CD４４と HA鎖間に

張力が働くことによって高親和性状態の PD-stateが

安定化され catch bondが形成される可能性が考えら

図５ 血流下で機能する他の受容体との比較
（A）単独状態（左）およびリガンドである PSGL-１ペプチド結合
状態（右）における P-selectinの立体構造．P-selectinをリボン図
で，PSGL-１をスティック表示で示す．CD４４と同様に，リガンド
結合部位（白）から離れた領域に大きな構造変化が観測され，
Lectinドメイン（白）に対する EGF-likeドメイン（グレー）の配
向が変化した．（B）血流による shear stressで受容体―リガンド間に
働く張力の模式図．（C）CD４４で想定される張力依存的な平衡シフ
トの模式図．FN：抗力．FT：結合力．
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れる（図５C）．

５． まとめと今後の展望

本稿では，まず CD４４のヒアルロン酸結合ドメイン

（HABD）が，低親和性状態を反映する O-stateと PD-state

の２状態平衡にあることを NMR法による解析から明らか

とした．これにより，異なった構造が得られていた HA結

合状態の HABDの結晶構造と NMR構造は，HA結合状態

において平衡状態で存在する O-stateと PD-stateをそれぞ

れ反映していることが明らかとなった．さらに HABDの

構造を PD-stateに安定化した Y１６１A変異体と野生型 CD４４

のローリング活性の比較から，２状態平衡の存在がローリ

ングに必要であることを示した．これまでに，セレクチン

をはじめ，血流下で働く受容体の構造生物学的な解析の多

くは X線結晶解析によって行なわれており，リガンド認

識において受容体が常に二つの状態の平衡にあるという知

見は，われわれの溶液中の NMR解析によって初めて明ら

かとなった．

CD４４は多くの癌で発現が亢進しており，癌細胞の浸潤

や転移にも関与することが知られている．CD４４細胞外ス

テム領域の R２２３と２２４の間には選択的スプライシングが

生じ，転移性を亢進させ癌の予後と関連することが報告さ

れている１５）．また，CD４４はMT１-MMPや ADAM１０など

の膜結合型プロテアーゼによる切断を受け，その結果

CD４４発現のターンオーバーが促進されることで細胞運動

が亢進することが報告されている１６）．CD４４の切断は低分

子量の HAによって促進され，腫瘍細胞では切断を受けた

可溶型 CD４４が多く存在することも知られている１７）．さら

に CD４４は近年，癌幹細胞（cancer stem cell）のマーカー

としても注目されている１８）．このように，CD４４は HAと

の相互作用を介して癌細胞の動態制御にも関与しているこ

とから，今後は癌細胞の細胞運動における CD４４の分子メ

カニズムを解明していくことで，癌の転移・浸潤といった

現象を理解し，治療法の開発へとつなげていくことが期待

される．
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