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１． 細胞外マトリックス

われわれの体はおよそ６０兆個の細胞と細胞以外の成分

が集合して形づくられている．細胞以外の成分は細胞外マ

トリックスと総称され，細胞の周囲に存在して組織や器官

に機械的な強さや柔軟性を賦与するとともに，細胞が接着

する足場となる環境を提供し，細胞と相互作用して様々な

生体プロセスを制御している．

細胞外マトリックスは，表１に示すように線維形成タン

パク質や糖タンパク質，プロテオグリカンなどのさまざま

な分子によって構成される．細胞外マトリックスを構成す

る成分の代表的な分子はコラーゲンであり，体内の総タン

パク質量のおよそ３０％を占める．コラーゲンは強靭な線

維（膠原線維）を形成し，組織に線維方向への張力に抵抗

する機械的強度を与える．またエラスチンやフィブリリン

によって形成される線維（弾性線維）はコラーゲン線維と

比較すると強靭ではないものの，極めて弾力性に富んでお

り，組織に柔軟性・可塑性を賦与する．線維状基質の周囲

には，糖やタンパク質を含む無定形のゲル状の成分が存在

しており，ヒアルロン酸やコンドロイチン硫酸のようなグ

リコサミノグリカンや，アグレカンやバーシカンのような

プロテオグリカンを主な構成成分とし，必要な水分の保持

やコラーゲン線維を安定化する役割を持っている．また，

糖タンパク質の一つであるフィブロネクチンや，基底膜の

構成成分であるラミニンやナイドジェンなども細胞外マト

リックスを構成する重要な分子である．

本稿においては，細胞外マトリックスを構成する主要な

分子であるコラーゲンに着目し，コラーゲンがどのように

して線維状のマトリックスを形成し，周囲の環境とどのよ

うに相互作用して多様な生命現象を支えているのか，最新

の構造生物学的な知見に基づいて解説する．

２． コラーゲンの生合成と高次構造の形成

２．１ コラーゲンの一次配列

ヒトゲノム中には少なくとも４３種類のコラーゲンポリ

ペプチド鎖をコードする遺伝子があり，それらが三量体を
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細胞外マトリックスは，細胞の周囲を隙間なく充填して生体組織に機械的強度や柔軟

性・可塑性を与え，周囲の細胞が接着する際の足場を提供し，細胞が秩序正しく集合して

組織・器官を形成するために必要な外部環境を提示している．さらに，細胞外マトリック

スは細胞へ積極的にシグナルを伝達することにより，発生，分化，免疫応答，血液凝固，

創傷治癒などの多様な生体プロセスを制御している．本稿では，最も主要な細胞外マト

リックスであるコラーゲンと細胞表面の受容体との相互作用メカニズムを立体構造の観点

に基づいて解説し，不溶性の線維を形成する細胞外マトリックスがどのようにして多様な

生体プロセスを時間的・空間的に制御しているのかについて概説する．
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表１ 細胞外マトリックスを構成する分子

線維形成タンパク質 コラーゲン，エラスチン，フィブリリン

グリコサミノグリカン ヒアルロン酸，コンドロイチン硫
酸，ケタラン硫酸，へパラン硫酸，
デルマタン硫酸など

プロテオグリカン シンデカン，アグレカン，バーシカンなど

その他 フィブロネクチン，ラミニン，テネ
イシン，ナイドジェンなど



形成して２８種類のコラーゲン分子を形成することが知ら

れている１）．コラーゲンは，３残基ごとにグリシン（Gly）

が繰り返されるアミノ酸配列（Gly-X-Y）が含まれる点を

特徴とする．コラーゲンを構成するポリペプチド鎖は α
鎖と呼ばれ，３本の α鎖がホモあるいはヘテロ三量体を形
成し，それらが寄り合わさってコラーゲンを特徴づける右

巻きトリプルヘリックス（三重らせん）構造を形成する（図

１b）．X位と Y位に入るアミノ酸は，トリプルへリックス

構造の安定性に影響を与え，X位にはプロリン，Y位には

ヒドロキシプロリン（プロリンの４位のプロトンが水酸化

されたもの）が存在する場合が最も安定であり，実際の配

列においても最も高頻度で出現する２）．

２．２ コラーゲンの高次構造形成

三量体化してトリプルヘリックスを形成したコラーゲン

は分子間で会合してさらなる高次構造を形成する．形成さ

れる高次構造に基づいてコラーゲンは表２に示すようにク

ラス分けされる．生体内に最も多く含まれるのは線維を形

成するタイプのコラーゲンで，タイプ I，II，III，Vなど

が線維型に分類される３）．タイプ Iコラーゲンは主に真皮

や血管，タイプ IIは軟骨や眼の硝子体，タイプ IIIは血管

の内壁などに主に存在する．タイプ Iコラーゲンは２本の

α１鎖と１本の α２鎖からなるヘテロ三量体であり，タイプ

IIおよびタイプ IIIコラーゲンは３本の α１鎖からなるホモ
三量体である．線維型のコラーゲンは，およそ１，０００残基

の Gly-X-Yの繰り返しからなるヘリカル領域とその両端

の短いプロペプチド領域から構成されている（図１a）．細

胞内の生合成過程においては，小胞体で C末端側を起点

としたトリプルへリックス構造の形成と Y位のプロリン

の水酸化が生じ，ゴルジ体を通過して細胞外へ分泌される

際に，N末端と C末端のプロペプチド領域がプロテアー

ゼによって切除される（図１c）．プロペプチド部分が切断

されると，コラーゲンは自発的に自己会合をして不溶性の

線維を形成するようになる．線維型コラーゲンにおいては

分子が一定の距離だけ規則正しくずれて会合しているた

め，顕微鏡にて観察すると６７nmの間隔の周期的な縞模様

が観測される．また，会合したコラーゲン分子の間には共

有結合が形成され，強固な線維が形成される（図１d）．

線維を形成しないタイプのコラーゲンも存在する．タイ

プ IV，VIIIおよび Xはネットワーク形成コラーゲンと呼

ばれる．特にタイプ IVコラーゲンは基底膜コラーゲンと

図１ コラーゲンのトリプルヘリックスおよび線維形成機構
（a）線維型コラーゲンの α鎖の一次構造．GXYの繰り返しから成るヘ
リカル領域と N・C末端に短いプロペプチドを含む．（b）コラーゲン
のトリプルへリックス構造（PDB code：１CGD）．コラーゲンが正しく
フォールドして三量体を形成すると，（c）N・C末端のプロペプチド
が切断され，（d）規則正しく重合して不溶性の線維を形成する．

表２ コラーゲンタイプの分類

線維型コラーゲン タイプ I，II，III，V，XI
ネットワーク形成コラーゲン タイプ IV，VIII，X
FACIT型コラーゲン タイプ IX，XII，XIV，XVI
膜貫通型コラーゲン タイプ XIII，XXV
ミクロフィブリルコラーゲン タイプ VI
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呼ばれ，網目状の構造を形成して，上皮細胞が接着する足

場や，また腎臓糸球体における選択フィルターとしての役

割を果たす．タイプ XIIIおよびタイプ XXVは膜貫通型コ

ラーゲンで，C末端側を細胞外に露出しており，細胞接着

などに関与していると考えられている．FACIT（fibril-

associated collagen with interrupted triple helix）コラーゲン

は比較的短いコラーゲンで，線維型コラーゲンに結合した

状態で存在しており，タイプ IX，XII，XIVなどがある．

タイプ VIコラーゲンは四量体を形成し，短いコラーゲン

鎖が数珠つなぎになったミクロフィブリル（microfibril）を

形成する．またコラーゲンとしては分類されていないが，

一次配列中にコラーゲンと同様の３残基ごとの繰り返し配

列を含みトリプルへリックス構造を形成する，補体 C１q

やマンノース結合タンパク質（MBL）のようなタンパク

質も生体内には多数存在する４）．

２．３ コラーゲン分子との相互作用が関与する生体プロセス

生体内にはコラーゲンと相互作用する様々な分子が存在

する．小胞体に発現する heat-shock protein４７（HSP４７）は，

コラーゲンの生合成過程においてその折りたたみを補助す

る分子シャペロンとしての役割を果たしている５）．また，

コラーゲンはフィブロネクチンやラミニンなどの多数の細

胞外マトリックスを構成する分子と結合して高次構造を形

成し，細胞が接着するための足場を提供する．さらに，コ

ラーゲンは内皮細胞の直下に存在することから，血管壁の

損傷時におけるセンサーとしての役割を果たしている６）．

同時に，コラーゲン結合タンパク質を表面に発現してい

て，感染の際にコラーゲンを足場として利用するバクテリ

アや黄色ブドウ球菌のような外来の病原体が存在すること

も知られている７）．発生や形態形成，創傷部位が回復する

過程において，コラーゲンをはじめとする細胞外マトリッ

クスは分解と再構築を頻繁に起こしているが，このような

細胞外マトリックスのリモデリングの際には，特定のコ

ラーゲンを分解するマトリックスメタロプロテイナーゼ

（MMP）が周囲の細胞から分泌されている８）．コラーゲン

の刺激によって，がん細胞のMMPの分泌が亢進すること

も報告されており，細胞外マトリックスががん細胞が浸

潤・転移するプロセスにも関与していると考えられる．

このようにコラーゲンとの相互作用がさまざまな生体応

答を引き起こしているが，コラーゲンがどのようにして細

胞表面の受容体と相互作用して細胞へシグナルを伝達して

いるのかについては，これまであまり解析が進んでいな

かった．それはコラーゲンが不溶性の線維を形成するた

め，通常の NMR法や X線結晶構造解析によって構造生物

学的解析をすることが不可能であったことが理由の一つで

ある．近年，ペプチド合成法によって作製したコラーゲン

模倣ペプチドを使った解析が行われるようになり，X線結

晶構造解析からコラーゲンとの相互作用を原子レベルで観

測することができるようになってきた．また，近年の

NMR法の方法論の開発が進み，不溶性の線維をそのまま

使って相互作用を解析することも可能となってきた．以下

の章では，血小板凝集反応と細胞外マトリックスのリモデ

リングに焦点をあて，構造生物学的な手法によって明らか

となったコラーゲン受容体とコラーゲンの特異的な相互作

用について見ていくことにする．

３． 血小板凝集反応に関与するコラーゲン受容体

３．１ 血管損傷時の血小板凝集反応メカニズム

血管が損傷して血管内皮細胞の下層のコラーゲン組織が

露出すると，直ちに血液中の血小板が損傷部位に集合して

血液の損失を妨げる．これが血小板凝集反応である９）．血

小板上には多数のコラーゲン受容体が発現しており，それ

ぞれが連携することによって血小板凝集反応が達成されて

いる（図２a）．動脈のような速い血流存在下においては，

フォンビルブランド因子（vWF）と呼ばれる血漿中の糖タ

ンパク質が，露出したコラーゲンと血小板上の glycopro-

tein（GP）Ib受容体を架橋することによって，効率よく血

小板を血管損傷部位へリクルートしている１０）．それによ

り，血小板上のコラーゲン受容体 GPVI受容体を介して露

出したコラーゲンに直接結合できるようになる．その結

果，細胞内へシグナルが伝達されて血小板が活性化状態へ

と移行し，ADPやトロンボキサン A２などのメディエー

ターを含む顆粒の放出や，血小板の形態変化などが起こ

る１１）．また，血小板上に発現している２種類の細胞接着因

子インテグリン α２β１と αIIbβ３がともに活性化し，α２β１イン
テグリンはコラーゲン線維と結合して血小板を損傷部位に

さらに強く接着させ，αIIbβ３インテグリンは RGD配列を含

むフィブリノーゲンなどの分子と結合して血小板を架橋

し，巨大な血小板塊を形成させる．以上のように，血小板

凝集反応においては３種類のコラーゲン結合タンパク質・

受容体 vWF，GPVI，α２β１インテグリンが異なる局面で重
要な役割を果たしている．

３．２ vWFおよび α２β１インテグリンのコラーゲン結合ド
メイン

vWFは全長２，０５０残基から成るマルチドメインタンパ

ク質で，巨核球や内皮細胞において産生される．vWFは

生合成の過程において，モノマーの N末端同士と C末端

同士がそれぞれ S-S結合により連結されて巨大な多量体を

形成する１２）．一つのサブユニット中には Aドメインとよば

れる２００残基程度のドメインが三つ連続して存在してお

り，A１ドメインは血小板上受容体 GPIbとの結合を，A３

ドメインがコラーゲンとの結合を担っている（図２b）．

インテグリンは αサブユニットと βサブユニットから
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成るヘテロ二量体であり，巨大で複雑な細胞外ドメインを

有し，αβサブユニットそれぞれの１回膜貫通（TM）へ

リックスに続いて短い細胞内ドメインを持っている１３）（図

２c）．通常，インテグリンはリガンドに対する親和性が低

い状態に保たれているが，細胞の内側からのシグナル

（inside-out）を受けると活性化して高親和性状態へと移行

する．この親和性の変化は２本の TMへリックスの解離と

それによって誘起される細胞外ドメインの全体構造変化に

よって説明されている１４，１５）．αIIbβ３インテグリンのように
RGD配列を含むリガンドと結合するタイプのインテグリ

ンは，β２サブユニットの I-likeドメインと β-プロペラドメ

インの境界付近でリガンドを認識している．一方，α２イ
ンテグリンをはじめとするおよそ半数のインテグリン α
サブユニットには，vWFの Aドメインと相同性の高いド

メインが β-プロペラドメインの一次配列中に挿入（insert）

されており，Iドメインと呼ばれる．コラーゲン結合型の

インテグリン（α１，α２，α１０，α１１）はすべて αサブユニッ
トに Iドメインを有しており，Iドメインのみを介してコ

ラーゲンと相互作用する．

３．３ vWF-A３ドメインとインテグリン α２-Iドメインの単
独の立体構造

α２β１インテグリンのコラーゲン結合ドメイン（α２-Iドメ
イン）と vWFのコラーゲン結合ドメイン（A３ドメイン）

は一次配列の相同性が高く，ともに VWAドメインファミ

リーに分類される１６）．X線結晶構造解析においても，α２-I
ドメイン１７）と A３ドメイン１８，１９）は類似したトポロジー構造を

形成しており，中央の βストランドの両側を αへリック
スが挟み込んだ Rossmann（あるいは dinucleotide binding）

フォールドとよばれる構造を形成していた（図２eと２f）．

これまでの他の VWAドメインの解析から，VWAドメイ

ンでは保存された三つのループによって，MIDAS（metal

図２ 血小板凝集反応に関与する因子
（a）血小板凝集反応の模式図．血小板凝集反応は，１）vWFを介した初期接着，２）GPVIを介した血小
板の活性化，３）インテグリンを介した強固な接着と血小板塊の形成，の３段階で進行する．血小板凝
集に関与する （b）vWF，（c）α２β１インテグリン，（d）GPVIのドメイン構造の模式図と，それぞれの
コラーゲン結合ドメイン （e）vWF-A３ドメイン（PDB code：１AO３），（f）α２-Iドメイン（同１AOX），
（g）GPVI-D１D２ドメイン（同２GI７）の立体構造．（e），（f）においてMIDAS形成に関与する残基をス
ティック表示し，金属イオンを球にて示す．（g）では，GPVIの D１ドメインと D２ドメインを濃いグ
レーで，結晶中で隣接するもう１分子の GPVIを薄いグレーで示す．図中において，α２β１は α２β１イン
テグリン，αIIbβ３は αIIbβ３インテグリン，Fnはフィブリノーゲンを示す．
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ion dependent adhesion site）モチーフと呼ばれる２価イオ

ン結合部位が形成され，リガンドの認識に中心的な役割を

果たすことが明らかとなっていた２０）．α２-Iドメインの結晶
構造においては，MIDASモチーフが形成されMg２＋イオン

の配位が見られた（図２f）．ところが vWF-A３ドメインで

は，MIDASモチーフの形成に関与する残基はほぼ完全に

保存されていたものの，結晶構造中ではMIDASモチーフ

が形成されず，金属イオンの配位も観測されなかった１８）

（図２e）．そのため，α２-Iドメインと vWF-A３ドメインの単

独の構造からでは，両ドメインが共通の機構でコラーゲン

を認識しているのか不明であった．

３．４ インテグリン α２-Iドメインとコラーゲンペプチド複
合体の X線結晶構造

α２-Iドメインはタイプ Iあるいはタイプ IIIコラーゲン

の一部を認識することから，合成ペプチドを用いて認識配

列を同定する試みが行われてきた２１）．合成ペプチドを用い

る場合，形成されるトリプルへリックス構造を安定化させ

るために，目的の配列の両側を GPO（Oはヒドロキシプ

ロリン）の繰り返し配列で挟み込んだり，Nおよび C末

端の電荷を除去するなどの工夫が施される．配列探索の結

果，α２-Iドメインは GXOGER（Xは Phe，Leuなど）とい

う配列を含むコラーゲンペプチドと高い親和性を有するこ

とが明らかとなった２２）．さらに Emsleyらは，同定された

配列を含む合成コラーゲンペプチドと α２-Iドメインとの
複合体構造を，X線結晶構造解析により明らかにすること

に成功した２３）．複合体の構造において，合成ペプチドはコ

ラーゲン様のトリプルヘリックス構造を形成しており，α２-
Iドメインの分子の上部にあるMIDASモチーフを中心と

するエリアにやや湾曲するように結合していた（図３a）．

コラーゲンペプチド中の Glu残基はMIDASモチーフの２

価イオンに直接配位しており，隣接する Arg残基はMI-

DAS近傍に存在する酸性残基 D２１９と塩橋を形成していた

（図３a）．さらにコラーゲンを構成する３本のポリペプチ

ド鎖のうち二つの鎖の Phe残基は，いずれも α２-Iドメイ
ンにおいて形成されている疎水性パッチと相互作用してい

た（図３a）．このことは，Phe残基が認識に重要な役割を

果たしており，Leuなどの他の疎水性残基と交換可能であ

ることとも合致する．また，リガンドと複合体を形成した

α２-Iドメインの構造と単独の構造を比較すると，リガンド
の Glu残基の配位によってMIDAS構造の再構成が生じる

ため，ドメイン全体におよぶアロステリックな構造変化が

生じていた．特に顕著な構造変化として，α２-Iドメインに
ユニークな Cへリックスが消失することに加え，C末端

の α７へリックスは１０Å程度下方向にスライドしていた
（図３b）．α７へリックスの構造変化はリガンドが結合した
という情報をインテグリンの隣接する細胞外ドメインへ伝

達し，さらに細胞内へ活性化シグナルを送る機構に関与し

ていると考えられる．同様の C末端へリックスの構造変

化は，他のインテグリン Iドメインにおいても共通して観

測される２４）．

３．５ NMR法によって明らかとなった vWF-A３ドメイン

のコラーゲン認識様式

一方，vWFが認識するコラーゲン配列は明らかではな

く，合成ペプチドとの複合体解析によってコラーゲン認識

機構を明らかにすることは不可能であった．そもそもコ

ラーゲン結合タンパク質のリガンド認識を構造生物学的に

明らかにする際に合成ペプチドを用いなければならない理

由は，コラーゲンが巨大で不均一な不溶性の線維を形成す

るからである．近年われわれのグループでは，複合体の分

子量に依存せず結合部位を同定することのできる NMR測

定法である，転移交差飽和（TCS）法２５）を開発した．TCS

法では，複合体形成時の情報を遊離状態に移して観測する

ため，不溶性の線維を対象としても相互作用面を同定する

ことが原理的には可能である．そこで，TCS法を A３ドメ

インと線維コラーゲンの相互作用系に適用し，A３ドメイ

ン上のコラーゲン結合部位を決定することを試みた．

まず，非標識の線維型（タイプ III）コラーゲンに対し

て，均一２H，１５N標識を施した A３ドメインを過剰量添加

した試料を調製した．図４aに示すように，A３ドメインは

溶媒と交換可能なアミドプロトンを除くすべてのプロトン

を重水素に置換しているため，メチル基などに選択的なラ

ジオ波照射を行った場合，コラーゲンのみを選択的に飽和

することができる．飽和は距離に依存して周囲に拡散する

ので，コラーゲンと近接している A３ドメインには交差飽

和現象が生じ，コラーゲン結合界面に存在する A３ドメイ

ンのアミドプロトンにも飽和が伝わる．さらに A３ドメイ

ンはコラーゲン分子との結合と解離を非常に速い速度で繰

り返しているので，結合時に受けた飽和の影響を遊離の A

３ドメインで観測することができるようになる（図４a）．

例えば図４bに示すスペクトルにおいて，A１０４７は飽和を

行ったときと行わないときでシグナル強度がほとんど変化

しないので結合界面には存在せず，I９７８はシグナル強度

が大きく減少しているため結合時にコラーゲンに近接して

いる，すなわち結合界面残基であることが示唆される２６）．

TCS法において飽和の影響を強く受けた残基を A３ドメ

インの立体構造上にマッピングすると，一つの連続した面

として観測された（図４c）．この領域には直径約１５Åのコ

ラーゲンのトリプルへリックスを収容することができそう

な溝（trench）が見出された（図４c）．さらに A３ドメイン

に変異を導入したところ，TCS法で同定された面への変

異導入はコラーゲン結合活性を大きく低下させる一方，

MIDAS領域に対応する分子上面への変異導入はコラーゲ
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ン結合には影響を及ぼさなかった（図４d）．全長 vWFを

用いた変異実験においても，同様の結果が得られた２７）．以

上の結果から，A３ドメインはMIDAS領域ではなく分子

の側面においてコラーゲンを認識しているものと結論し

た．以上の結果に基づいて，GPOの繰り返し配列からな

るコラーゲンのモデル構造を用いてドッキングモデルを作

成した２８）（図５a）．複合体モデルにおけるコラーゲン結合

部位は α２-Iドメインのコラーゲン結合部位とは完全に異
なっており（図５b），A３ドメインと α２-Iドメインは同一
のフォールドを共有し，ともにコラーゲンをリガンドとす

るにもかかわらず，コラーゲン認識様式は全く異なってい

ることが明らかとなった．ここで用いた TCS法の利点は，

１）遊離の A３ドメインに由来するシグナルを観測対象と

しているので複合体の大きさは全く問題とならない（不溶

性であっても適用可能である）こと，２）ネイティブ状態

のコラーゲンとの相互作用を観測しているので，もし受容

体が単体のトリプルへリックスではなく線維を形成した状

態のコラーゲンを認識する場合でも相互作用部位を特定で

きるという点にある．

３．６ GPVIのコラーゲン結合の立体構造とコラーゲン認識

GPVIは１回膜貫通型のタンパク質で，細胞外にコラー

ゲン結合を担う D１ドメインと D２ドメインを有している．

また，GPVIは細胞膜上において Fc受容体 γサブユニット

と共役しており，コラーゲン結合に伴って細胞内の ITAM

（immunoreceptor tyrosine-based activation motif）と呼ばれる

リン酸化モチーフがリン酸化を受け，細胞内へシグナルが

伝達される２９）．

GPVIの細胞外ドメインはイムノグロブリン（Ig）フォー

ルドを形成する二つのドメイン（D１および D２）からなり，

変異体実験によって D１ドメインがコラーゲン結合に重要

であることが示されている３０，３１）．近年，D１D２ドメインの

X線結晶構造が明らかとなり３２），D１ドメインと D２ドメイ

ンはドメイン間の相対配置がほぼ９０°折れ曲がった構造を

形成することが分かった（図２g）．また，D１ドメイン上

にやはりコラーゲンを収容可能な溝が形成されており，

ドッキングモデルにおいてもこの結果が支持された．これ

までに GPVIのコラーゲン配列認識の特異性についても解

析が行われてきた．GPVIはコラーゲンに一般的に含まれ

る GPO繰り返し配列をトリプルへリックス形成依存的に

認識し，さらに GPO繰り返し配列を人工的に架橋すると

GPVIへの反応性が向上することから，GPVIは線維を形

成したコラーゲンを認識しているものと考えられる３３）．興

味深いことに，GPVIの結晶中には２分子の GPVI分子が

D２ドメインを介して会合する分子パッキングが存在し，

D１ドメイン上のコラーゲン結合部位がおよそ５５Å程度

（コラーゲン分子四つ分）離れて配置していた３２）（図２g）．

よって，生体内においてもコラーゲンが２分子（あるいは

図３ インテグリン α２-Iドメインのコラーゲン認識機構
（a）α２-Iドメインと GFOGER配列を含むコラーゲンペプチド複合体の X線結晶構造（PDB code：１DZI）．α２-Iドメインを表面表示
で，コラーゲンペプチドをチューブ表示した．コラーゲンペプチドの結合関与残基の側鎖をスティック表示した．α２-Iドメインの金
属イオンを黄色で示す．（b）α２-Iドメイン単独（シアン）およびコラーゲンペプチド複合体（赤）の構造比較．Cへリックス領域と
C末端の α７へリックス領域に大きな違いがみられる．

図４ TCS法によって同定された A３ドメインのコラーゲン結合残基
（a）転移交差飽和法の概念図 （b）TCS実験におけるスペクトル変化 （c）TCS実験結果において強度減少を示した残基のマッピ
ング （d）変異実験におけるコラーゲン結合活性の変化のマッピング（野生型を１．０として標準化）．

図７ DDR２-DSドメインの構造とコラーゲン結合認識機構
（a）DDR２-DSドメインの溶液構造．２組の S-S結合を黄色で示す．（b）TCS実験結果の DDR２-DSドメイン上へのマッピング．TCS
実験で顕著なシグナル強度減少が見られた残基と変異実験で結合に関与することが示された D６９について着色した．ドッキングに
よって得られたコラーゲントリプルへリックスの位置と合わせて示す．

図５（a）vWF-A３ドメインと（b）α２-Iドメインのコラーゲン認識機構の比較
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それ以上）の GPVIを架橋して，細胞内へシグナルを伝達

するというメカニズムも考えられる．今後，GPVIとコ

ラーゲンペプチド複合体構造の解明が期待される．

４． 細胞外マトリックスのリモデリングにかかわるコラー

ゲン受容体 DDR

４．１ コラーゲンをリガンドとする異端な受容体型チロシ

ンキナーゼ DDRの特徴

Discoidin domain receptor（DDR）は，コラーゲンによっ

て活性化される受容体型チロシンキナーゼ（RTK）である．

DDRは増殖因子などの可溶性分子ではなく，不溶性のコ

ラーゲン線維をリガンドとするという点で極めて特徴的な

RTKである．DDRは１回膜貫通型のタンパク質であり，

細胞外にコラーゲン結合を担う discoidin（DS）ドメイン

と２００残基程度のストーク領域を持っており，細胞内に

RTKで保存されているキナーゼドメインを持っている（図

６a）．また，DDRは膜貫通領域とキナーゼドメインの間に

他の RTKよりも長い膜近傍領域（JM領域）を持っている

が，その役割はよくわかっていない．DDRは二つのアイ

ソフォーム DDR１と DDR２によって構成される．DDR１

は主に上皮細胞や白血球などに発現し，DDR２は間質細胞

などに多く発現が見られる３４）．DDR１と DDR２はともに線

維型コラーゲンを主に認識するが３５），DDR１はタイプ IV

コラーゲンのような基底膜コラーゲンも認識するのに対し

て，DDR２はタイプ IVを認識せずタイプ Xコラーゲンを

認識することが知られており３６），特異性がやや異なってい

る．DDRは細胞の接着や遊走に関与し，DDRの活性化は

MMPの発現を亢進させることから，細胞外マトリックス

のリモデリングを介して発生，分化，創傷治癒などに関与

していると考えられる．また，DDRは多くの腫瘍細胞に

おいて発現が亢進しているという報告もあり，がん細胞の

浸潤や転移にも関与していると考えられている３４）．

EGF受容体や VEGF受容体をはじめとする通常の RTK

活性化のパラダイムにおいては，受容体がリガンド結合に

よって二量体を形成し，その結果細胞内のキナーゼドメイ

ンが自己リン酸化して活性化シグナルが細胞内へ伝わると

説明される３７）（図６b）．しかし，DDRは線維型コラーゲン

のような不溶性分子をリガンドとしており，対称な二量体

を形成するというメカニズムでは DDRの活性化メカニズ

ムを説明することは困難である．

４．２ DDR２-DSドメインの立体構造の決定

われわれのグループではコラーゲンによる DDRの活性

化機構を解明するため，まず DDR２-DSドメインの立体構

造を NMR法により明らかにすることとした３８）．酵母

Pichia pastoris によって発現させた DDR２-DSドメインを

用いて，NMR法によって距離情報・角度情報を収集し，

分子動力学的な構造計算を行った．得られた DDR２-DSド

メインは８本の βストランドからなる distorted jelly roll

フォールドを形成していた（図７a）．β-バレルの下面には

S-S結合が存在し，それにより近接した N末端および C

末端と二つのターン構造により広く平らな面が形成されて

いた．また，N・C末端の反対側（すなわち細胞膜の反対

側）にもう一組の S-S結合が存在し，６本のループ（L１

から L６）が分子上面に形成されていた．DDRの DSドメ

インと高い配列相同性を有する機能ドメインは真核生物に

数多く存在しており，すでに立体構造が明らかとなってい

る血液凝固第 Vおよび第 VIII因子の C２ドメイン３９，４０）や，

神経細胞の発生にかかわる neuropilinの B１ドメイン４１）は

２９％以上のアミノ酸配列相同性を示す．DDR２-DSドメイ

ンとこれらのドメインの構造を比較すると，βシートを形
成する領域についてはほとんどよく一致したが，ループ領

域については長さや配列，さらにはコンフォメーションに

大きな違いがみられた．他の DSドメインにおいてはルー

プ領域を使ってリガンドを認識しており，DDR２もループ

領域がコラーゲン結合を担っていると予測される．ところ

図６ 受容体型チロシンキナーゼ DDRのドメイン構造と二量体形成機構
（a）DDRのドメイン構造模式図，（b）VEGF受容体と（c）EGF受容体の
リガンド結合にともなう二量体形成機構
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が，これまでに報告されている他の DSドメインが認識す

るリガンド分子は，タンパク質分子から，二重膜中の脂質

分子，糖鎖など多様性に富んでおり４２），DDR２-DSドメイ

ンがどのようにしてリガンドを認識するかについては単独

の構造から決定することは困難であった．

４．３ DDR２-DSドメインによるコラーゲン認識機構

そこで，NMR法を用いて DDR２-DSドメインのコラー

ゲン認識機構を明らかにすることにした．表面プラズモン

共鳴（SPR）法による解析から，DDR２-DSドメインとタ

イプ IIコラーゲンとの結合定数はおよそ３×１０―５（M）で

あると見積もられた．一方，全長の DDR２を用いた解析

と合致して，タイプ IVコラーゲンとの相互作用は観測さ

れなかったことから，DSドメイン単独でコラーゲンのタ

イプ特異性を決定していることがわかった．つぎに，線維

を形成したタイプ IIコラーゲンと重水素標識した DDR２-

DSドメインを用いて TCS法による解析を行ったところ，

コラーゲンと近接することによって大きくシグナル強度が

減少した残基が DDR２のループ領域，特に L１，L４，L６

ループにおいて数多く観測された．これらの残基を DDR２-

DSの立体構造上にマッピングすると，DDR２-DSドメイン

の分子上面に一つの連続面を形成していた（図７b）．TCS

実験と変異実験の結果をあわせると図７bに示すような複

合体モデルが作製され，コラーゲンが DDR２分子上面の

ループによって形成される溝に収容されるように結合して

いると結論された（図７b）．ここで明らかとなったコラー

ゲン結合部位にはW５２や I１１２をはじめとする疎水性残基

が多く存在することに加えて，D６９などの酸性残基が含ま

れている．この結果から，DDRが認識するコラーゲン配

列は，（GPOのような配列ではなく）疎水性残基や塩基性

残基を含む比較的ユニークな配列を認識していることが示

唆される．

さて，DDRはコラーゲンが結合することによって，ど

のようにして二量体を形成して，細胞内のキナーゼドメイ

ンが活性化されるのであろうか？最近の細胞を使った生化

学的な実験により，DDRはリガンドが存在しない場合で

も TM領域を介して二量体を形成していることが報告され

た４３）．したがって，DDRはコラーゲンが結合することに

よって二量体の相対位置が変化し，その結果何らかの形で

細胞内のキナーゼの活性化が起こっている可能性が示唆さ

れる．今後，DSドメインだけでなく，ストーク領域や

TM領域を含めた構造生物学的な解析により，このユニー

クな受容体型チロシンキナーゼの活性化メカニズムが解明

されていくことが期待される．

お わ り に

近年，コラーゲン結合タンパク質の認識配列を探索する

ために，タイプ I，II，IIIコラーゲンの部分配列を含む合

成コラーゲンペプチドが網羅的に作製され４４），コラーゲン

ツールキットという手法として確立された４４）．このキット

を用いることにより，DDR２-DSドメイン４５）と vWF-A３ド

メイン４６）の認識配列が最近相次いで報告された．その結

果，興味深いことに A３ドメインと DDR２-DSドメインは

“GPRGQOGVMGFO”という共通する配列を認識してい

ることが明らかとなった．vWFが血管内壁のタイプ IIIコ

ラーゲンを認識し，DDR２が間質組織のタイプ IIコラーゲ

ンを認識するため，二つの分子が同一の部位を競合すると

いう状況は考えにくいが，全く異なる分子が１，０００残基以

上にもおよぶコラーゲンの配列中の同一のモチーフを認識

するに至ったという点は非常に興味深い．今後同定された

配列のコラーゲン模倣ペプチドを用いて，これらのコラー

ゲン結合タンパク質が同一のコラーゲン配列を認識する機

構を原子レベルで明らかにすることが期待される．
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