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１ 論⽂要旨 

 

T 細胞特異的 Rap1 ⽋損マウス（⼤腸炎マウス）では病原性の CD4 +エフェクター/メモリーT（TEM）
細胞が⽣成され、⼤腸粘膜固有層（LP）に過剰に浸潤することによって、⼤腸炎を⾃然発症する。リ
ンパ球は、インテグリンa4b7 を介して、腸管組織の後⽑細⾎管細静脈に特異的に発現する MAdCAM-1

との結合によって⾎管壁へ接着し、腸管粘膜固有層へ移動する。Rap1 ⽋損によって、病原性 TEM 細胞
の LP へのホーミングが亢進していることが先⾏研究で明らかとなっている。また、⼤腸炎マウスに
a4b7-MAdCAM-1 の結合を阻害する抗 MAdCAM-1 抗体を投与すると、LP の CD4 + T 細胞数が減少し、
⼤腸炎の症状が抑制されることを確認した。そこで、Rap1 ⽋損が、TEM 細胞上のa4b7 の接着活性を上
昇させることで、LP へのホーミングを促進している可能性を検討するとともに、それを新たな治療法
の開発に結びつけることが⽬的である。 

インテグリンのリガンド親和性は⽴体構造と関連があり、インテグリンが折りたたまれた構造（Bent 

form）から起き上がった構造（Extended form）に変化することでリガンドへの親和性が⾼い状態にな
る。しかしながら、a4b7 の構造変化を評価するシステムが存在しないため、まず、PA タグと抗 PA タ
グ抗体（NZ-1）を⽤いて、a4b7 の活性型構造を検出するシステムを確⽴した。b7 鎖の複数の場所に PA

タグを挿⼊したところ、PSI ドメインに PA タグを挿⼊した変異体（PAins2）では、インテグリンの⾼
親和性状態を誘導する Mn2 +存在下において、NZ-1 の結合が促進されることがわかった。このシステ
ムを⽤いて、Rap1 ⽋損によるa4b7 への影響を検討したところ、ケモカイン刺激や活性型 Rap1

（Rap1V12）の導⼊と同様に、NZ-1 の結合が増⼤し、a4b7 の活性型構造が誘導されることが明らかと
なった。実際に、Rap1 ⽋損細胞において、可溶性 MAdCAM-1 との結合活性の増加も確認され、a4b7

と MAdCAM-1 の親和性が上昇していることが確かめられた。次に、b7 の Mn2 +依存性に露出するエピ
トープを認識する活性型特異的モノクローナル抗体（mAb）を産⽣する 2 種類のハイブリドーマを作
製した。エピトープマッピングにより、G3 mAb はb7 の PSI ドメインを認識し、H3 mAb は Hybrid ド
メインを認識することがわかった。両⽅のエピトープは、Rap1V12 の導⼊により露出された。しかし、
Rap1 ⽋損によって、PSI ドメイン内の G3 エピトープは露出が促進されたが、Hybrid ドメイン内の H3

エピトープの露出には Rap1-GTP が必須であることがわかった。すなわち、Rap1-GDP はa4b7 の構造
変化を抑制し、低親和性の構造を維持しており、Rap1-GTP への変換によって、抑制が解除されると
ともに、⾼親和性の構造が誘導されることが⽰唆された。実際、G3 および H3 mAb を⽤いて、病原性
Rap1 ⽋損 TEM 細胞におけるa4b7 の⽴体構造について調べたところ、Rap1 ⽋損 TEM 細胞では、野⽣型
TEM 細胞に⽐べ、G3 mAb に対する結合が増強されたが、H3 mAb に対する結合活性は顕著に低下して
いた。 

以上の結果より、Rap1-GDP はa4b7 を低親和性構造に維持することが明らかとなり、Rap1 ⽋損によ
って病原性 TEM 細胞上のa4b7 の低親和性構造が解除され、活性型構造が促進されることでホーミング
が亢進し、⼤腸炎を引き起こすことが⽰唆された。また、このシステムを⽤いてa4b7 の活性型構造を
阻害する低分⼦化合物をスクリーニングすることが可能となり、特許を出願した。今後は、このシス
テムを⽤いて、⼤腸炎の治療薬の探索を進める予定である。 



 

 2 

２ 導⼊ 

 
リンパ球のインテグリンを介した接着や遊⾛は、リンパ組織の恒常性の維持において重要である。イ
ンテグリンは、細胞膜上で双⽅向にシグナルを伝達するa / bのサブユニットからなるヘテロ⼆量体の
細胞接着分⼦である 1-3。多段階のリンパ球の接着カスケードでは、⼀般的にセレクチンがローリング
を媒介し、引き続いてインテグリンが停⽌（アレスト）を媒介する。対照的に、腸管へのホーミング
では、a4b7 がローリングとアレストの両⽅を媒介する 4。a4b7 のリガンドである MAdCAM-1 は恒常的
に腸管粘膜固有層の後⽑細⾎管細静脈に発現し、リンパ球はa4b7 と MAdCAM-1 の相互作⽤によって
腸管へのホーミングが可能となる 5。それゆえ、a4b7 の接着活性はリンパ球の腸管粘膜組織への移動
する能⼒を直接的に反映する。 

Rap1-GTP と-GDP の両⽅による T 細胞の動態制御は、リンパ球の接着カスケードの重要な制御メカニ
ズムである 6。Rap1-GTP はインテグリンa鎖に結合する RAPL やインテグリンb鎖に結合する RIAM

（Rap1-interacting molecule）や talin などの下流のエフェクター分⼦を動員する 7-9。Rap1-GDP は LOK

の活性化や ERM のリン酸化を介してローリングを抑制する 10。 

腸間膜リンパ節の T 細胞数は粘膜免疫寛容において重要である。Rap1-GTP によるインテグリンの活
性化はナイーブ T（TN）細胞の循環に⼤切な役割を果たすが、⼀⽅休⽌状態の TN および TEM 細胞の
Rap1-GDP は⾎管内⽪上のローリングを制限し、リンパ球のホーミングを遅らせる 10。したがって、
Rap1 の⽋損は、リンパ球減少症とリンパ節での病原性 TEM 細胞の⽣成に繋がる。さらに TEM 細胞の結
腸へのホーミングを促進し、T 細胞依存性⼤腸炎を⾃然発症させ、管状腺腫を悪化させる 10。このこ
とから Rap1 ⽋損による TEM 細胞の過剰な浸潤は、a4b7 の活性化の制御における Rap1-GDP の関与が
考えられる。 

a4b7 の MAdCAM-1 への⾼親和性の結合は、リンパ球のアレストに重要なステップである。インテグ
リンのリガンドとの結合親和性の調節は、インテグリン分⼦の⽴体構造に関連がある 11。以前の研究
では、インテグリンの細胞外ドメインは、リガンドに対する親和性が異なるグローバルなコンフォメ
ーション状態で存在することが⽰されていた。つまり、閉じたヘッドピースと共に低親和性の曲がっ
た構造（Bent form）と、開いたヘッドピースと共に⾼親和性の起き上がった構造（Extended form）が
ある 12-14。これらの異なる状態間の平衡は、インテグリンの inside-out シグナルや⼆価カチオンなどの
細胞外刺激によって調節されている。Ca2+/Mg2+の低親和性状態と⽐較して、Ca2+の除去または Mn2+

の添加は、ほとんどすべてのインテグリンでリガンド結活性の著しい増強が⾒られる 15。しかしなが
ら、活性化されたa4b7 のみを認識する従来の活性化特異的抗体はほとんどない 16,17。 

この研究では、Rap1 の⽋損がa4b7 の⽴体構造に及ぼす影響を調べるために、PA タグをb7 鎖の PSI ド
メインに挿⼊することによって、a4b7 の構造変化を検出するエピトープグラフトシステムを開発した。
PA タ グ は 、 NZ-1 に よ っ て 認 識 さ れ る ヒ ト ポ ド プ ラ ニ ン に 由 来 す る 12 残 基 の ペ プ チ ド
（GVAMPGARDDVV）である 18。また、PA タグのグラフト部位と同様に、エピトープが PSI ドメイ
ンに位置するラットモノクローナル抗体（G3 mAb）を作製した。NZ-1 または G3 mAb を使⽤して、
ケモカイン刺激と同様に Rap1 の⽋損がa4b7 の活性型構造を誘導することを明らかにし、Rap1-GDP が
a4b7 の構造を不活性型に制限することを⽰唆した。エピトープがb7 鎖の Hybrid ドメインに位置するも
う⼀つのラットモノクローナル抗体（H3 mAb）は、Rap1V12 発現細胞のa4b7 の活性型構造を認識し
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たが、Rap1 ⽋損細胞では認識しなかった。これらのデータは、Rap1-GTP がa4b7 の構造変化をさらに
促進し、⾼親和性a4b7 を導くことを⽰唆した。これらのデータと⼀致して、a4b7-MAdCAM-1 依存的
に結腸 LP にホーミングし、⼤腸炎を誘発する Rap1 ⽋損 CD4+TEM 細胞（病原性 T 細胞）は、H3 mAb

ではなく G3 mAb によって認識されるエピトープの発現増加を⽰した。したがって、a4b7 に対する
Rap1-GDP による抑制効果は、結腸 LP への病原性 T 細胞の過剰な浸潤を抑制し、⼤腸炎の発症を防ぐ
ことに寄与する可能性が考えられた。 

 



 

 4 

３ 結果 

 
PA タグ挿⼊によるa4b7 の活性型構造を測定するシステムの開発 

これまでの報告と⼀致して、a4b7 は Ca2 + / Mg2 +存在下において MAdCAM-1 に対して低親和性状態を
⽰し、Mn2 +の添加は MAdCAM-1 へのa4b7 の結合親和性を増加させた（図 1a）。a4b7 の⽴体構造を調
べるために、CRISPR / Cas9システムによってマウスプロ B 細胞株(BAF細胞) のb7をノックアウトし、
挿⼊箇所の異なる 4 種類の PA タグ挿⼊b7（PAins1-4）をそれぞれ発現させた（図 1b 、c）。これら
の PAins 発現細胞を Ca2 + / Mg2 +または Mn2 +の存在下で NZ-1 または FIB504（マウス/ヒト b7 に対す
る従来のモノクローナル抗体）で染⾊し、フローサイトメトリーで解析した。それぞれの細胞は細胞
表⾯にほぼ等しく PAins が発現していた（図 1c）。PAins2 発現細胞（PAins2 細胞）の PA の発現は、
a4b7 が低親和性の Bent form をとる Ca2 + / Mg2 +存在下に⽐べ、⾼親和性の Extended form をとる Mn2 +

存在下では 8 倍の増加を⽰した（図 1d）。他の PAins 発現細胞の PA は、Bent form の β7 でも Extended 

form と同程度に NZ-1 によって認識されるように露出されていた（図 1d）。これらのデータは、β7 の
PSI ドメインの PAins2 の位置が、適切な PA タグ挿⼊位置であることを⽰した。 

Extended form に優先的に結合する抗体の外因性の添加は、平衡をインテグリンの⾼親和性状態にシフ
トさせる可能性があるため、それらはしばしば細胞外からインテグリンを活性化する。したがって、
NZ-1 の Fv-clasp を⽤いて、Mn2 +存在下でのa4b7 の構造変化を確認した。⼈⼯的に設計された 37kDa

の⼩さな抗体フラグメントである NZ-1 の Fv-clasp は、⾼親和性状態と低親和性状態の間の平衡に影
響を与えなかったため、構造変化のレポーターとして使⽤した 19。NZ-1 の Fv-clasp を使⽤すると、PA

タグの表⾯発現は Ca2 + / Mg2 +の存在下と⽐較して Mn2 +の存在下で 12 倍の増加を⽰したことから（図
2）、PA の表⾯発現はa4b7 の活性型構造を正確に反映していることが⽰された。 

 

Rap1 ⽋損はa4b7 の構造変化を誘発する 

インテグリンの Bent（低親和性）と Extended の状態（⾼親和性）の平衡は、Rap1 などの inside-out

シグナルによって調節される。そこで PAins2 細胞を⽤いて、Rap1 がa4b7 の⽴体構造に与える影響を
調べた。そのために、GTP 結合型 Rap1（Rap1V12）および Rap1- GTP アーゼ活性化タンパク質（Spa-1）
発現 PAins2 細胞、および PAins2 細胞の Rap1 ノックダウン細胞を作製した（図 3a）。Spa-1 発現 PAins2

細胞において CXCL12 誘導性の Rap1 の活性化が阻害されていることを確認した（図 3b）。 

次に、CXCL12 の存在下または⾮存在下における各トランスフェクタントのa4b7 の可溶性 MAdCAM-1

への結合活性を調べた。図 3c に⽰すように、CXCL12 刺激はコントロール細胞上のa4b7 の MAdCAM-1

への結合を上昇させたことから、ケモカイン刺激がa4b7 の平衡を⾼親和性状態にシフトさせることが
⽰された。想定通り、Rap1V12 の過剰発現は CXCL12 刺激なしでa4b7 の MAdCAM-1 への結合を増加
させた（図 3c）。Spa-1 の過剰発現による Rap1 活性化の阻害は、a4b7 の MAdCAM-1 への結合におけ
る CXCL12 依存性の増加を抑制した（図 3c）。Rap1 のノックダウンにおいても結合活性を有意に増
加させたが、その効果は Rap1V12 発現細胞の効果と⽐較して弱かった（図 3c）。これらのデータは、
Rap1-GDP がa4b7 を低親和性状態にロックし、さらに Rap1-GTP がa4b7 の平衡を⾼親和性状態へ促進
することを⽰唆している。 
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続いて、各トランスフェクタントにおける PA の表⾯発現を調べた。CXCL12 刺激は PA の表⾯発現の
1.3 倍の増加を⽰し、Spa-1 の過剰発現は CXCL12 刺激によって誘導される PA の表⾯発現を完全に阻
害し（図 3d）、Rap1-GDP から GTP への変換が PA の表⾯発現に必要であることを⽰した。Rap1V12

の過剰発現は、PA の表⾯発現を有意に促進した（図 3d）。PA の表⾯発現は Rap1V12 発現細胞と⽐
較して Rap1 ⽋損細胞でより⾼かったことより（図 3d）、Rap1-GDP の喪失はa4b7 の構造変化を誘発
し、この構造変化は Rap1V12 誘導性の構造変化と異なることが⽰された。これらの結果は、Rap1-GDP

がa4b7 の活性型への構造変化を抑制することを⽰唆している。 

さらに、talin は Rap1-GTP とインテグリンに結合し、インテグリンの活性化を引き起こすことが報告
されているため、talin のノックダウンによるa4b7 の構造への効果を調べた 20。talin ノックダウン細胞
における talin タンパク質の存在量は、コントロール細胞の 5％に減少した（補⾜図 1a）。補⾜図 1b

に⽰すように、talin のサイレンシングは無刺激時に PA の表⾯発現を減少させたが、CXCL12 はコン
トロール細胞と同じ割合で talin ノックダウン細胞における PA の表⾯発現を増加させた。この結果は、
talin が、ケモカインを介したシグナル伝達の下流エフェクター分⼦ではなく、a4b7 の活性型構造に必
要な基本的な細胞⾻格成分であることを⽰唆している。 

 

a4b7 の Rap1 依存性の構造変化を検出するためのラットモノクローナル抗体の同定と特性評価 

Mn2 +依存的にa4b7 に反応するモノクローナル抗体を産⽣するハイブリドーマを確⽴するために、b7

の N 末端のアミノ酸（1〜458）とマルトース結合タンパク質（MBP）の融合タンパク質をラットに注
射した。ラットリンパ節細胞とミエローマ細胞を融合し、得られたハイブリドーマをフローサイトメ
トリーでスクリーニングして、a4b7 の Mn2 +依存性の構造に結合するモノクローナル抗体 G３（G3 

mAb）を産⽣するハイブリドーマを確⽴した。図 4a に⽰すように、G3 エピトープは、Ca2 + / Mg2 +の
存在下における Bent form の低親和性a4b7 ではほとんど検出されなかったが、Mn2 +の存在下における
Extended form の⾼親和性a4b7 では 4.8 倍に増加した。 

次に、ヒトb7 を導⼊した Jurkat 細胞を使⽤して、G3 mAb とヒトa4b7 との交差反応性をテストした。
b7 の表⾯発現レベルは、FIB504 を⽤いて測定した（図 4a）。Jurkat 細胞における G3 エピトープの発
現は、Ca2 + / Mg2 +の存在下では⾮常に低く、Mn2 +の存在下では 6 倍に増加した（図 4a）。G3 のエピ
トープを同定するために、マウスb1/b7 キメラとb7 の⽋損変異体（Δ1-19）を構築した。これらの変異
体は β7 ノックアウト BAF 細胞で内因性 α4 と共発現し、FIB504 によって表⾯発現レベルを確認された
（図 4b）。図 4b に⽰すように、b1 には存在しないb7 の N 末端 1〜19 アミノ酸を⽋損させると、G3 mAb

はマウスb7 に対する反応性を失った（図 4b）。したがって、これらのトランスフェクタントのフロー
サイトメトリー分析は、b7 の PSI ドメインにある 1-19 アミノ酸セグメントが G3 mAb の結合に必要で
あり、b7 への PA グラフト部位に近いことを⽰した（図 1c）。予想通り、G3 エピトープの発現は CXCL12

刺激で 1.2 倍に増加した（図 4c）。Rap1V12 の過剰発現は、G3 エピトープの発現を 1.9 倍に増強した
（図 4c）。Rap1 の⽋損もまた、G3 エピトープの発現を 2.8 倍に増加させた（図 4c）。PA タグ-NZ-1

システムを使⽤した結果と⼀致して、これらのデータは、Rap1-GDP がa4b7 の構造を不活性状態にロ
ックすることを⽰している。 

また、a4b7 の Mn2 +依存性の構造を検出するために、もう⼀つのラットモノクローナル抗体（H3 mAb）
を産⽣するハイブリドーマを確⽴した。図 5a に⽰すように、H3 エピトープは、Ca2 + / Mg2 +の存在下
における Bent form の低親和性a4b7ではほとんど検出されなかったが、Mn2 +の存在下における Extended 

form の⾼親和性a4b7 では 33 倍に増加した。続いて、ヒトb7 をトランスフェクトした Jurkat 細胞を使
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⽤して、H3 mAb とヒトa4b7 との交差反応性を調べた。Jurkat 細胞上の H3 エピトープは、Mn2 +の存在
下では発現されなかった（図 5a）。これは、H3 mAb はヒトb7 の活性型構造を認識しなかったことを
⽰している。H3 のエピトープを同定するために、マウス/ヒトb7 キメラを構築した。これらのキメラ
は、b7 ノックアウト BAF 細胞で内因性a4 と共発現し、FIB504 を⽤いて表⾯発現レベルを確認された
（図 5b）。これらのトランスフェクタントのフローサイトメトリー分析は、b7 の Hybrid ドメインに
位置する 373–393 アミノ酸のb7 セグメントが H3 mAb の結合に必要であった（図 5b）。予想通り、H3

エピトープの発現も CXCL12 刺激で 1.4 倍に増加した（図 5c）。Rap1V12 の過剰発現は、H3 エピト
ープの発現を 3.7 倍に増強した（図 5c）。しかし、Rap1 ⽋損は、CXCL12 刺激の有無にかかわらず
H3 エピトープの発現を増加させなかった（図 5c）。これらのデータは、H3 エピトープの発現には
Rap1-GTP が必要であることを⽰している。 

以前の論⽂では、T 細胞特異的 Rap1 ⽋損マウスが CD4 + TEM 細胞の結腸 LP への浸潤を伴う重度の⼤
腸炎を発症し、これらの細胞の正常マウスへの移植が⼤腸炎を誘発することを⽰した 10。また以前の
研究で、a4b7-MAdCAM-1 依存性のローリングが Rap1 ⽋損 CD4 + TEM 細胞で有意に促進されることも
⽰された 10。本研究では、MAdCAM-1 阻害抗体を T 細胞特異的 Rap1 ⽋損マウスに注射することで、
⼤腸炎の発症が予防された（図 6a）。これらのことから、a4b7-MAdCAM-1 相互作⽤が T 細胞特異的
Rap1 ノックアウトマウスの⼤腸炎の発症に重要であることが確認された。したがって、a4b7 の構造変
化が病原性 T 細胞で観察されるか調査した。CCR9 とそのリガンド CCL25 は、TEM 細胞の腸内ホーミ
ングに重要な役割を果たすことがわかっているため 21、CD4 + TEM 細胞の刺激には CCL25 を使⽤した。
図 6b に⽰すように、病原性 T 細胞ではa4b7 の表⾯発現が上昇したが、G3 エピトープは野⽣型 TEM 細
胞と⽐較して病原性 T 細胞で有意に増加した。CCL25 は、コントロール細胞では G3 エピトープの発
現を増加させたが、病原性 T 細胞では増加させなかった（図 6b）。予想通り、H3 mAb によって認識
されるエピトープの発現は減少し、病原性 T 細胞では CCL25 刺激によって誘導されなかったが、Mn2 

+の添加により、これらの細胞では野⽣型 TEM 細胞と同様のレベルで H3 エピトープが誘導された（図。
6c）。これらのデータは、Rap1 ⽋損によって誘導されるa4b7 の活性型構造が、MAdCAM-1 発現内⽪
細胞でのローリングおよびアレストを介した病原性 T 細胞の結腸 LP への浸潤に⼗分であることを⽰
唆している。 

さらに、以前の研究では、CCL25 と CXCL10 がa4b7 の異なる活性型構造を誘導することが報告されて
いるが 22、CD4 + TEM 細胞での G3 および H3 エピトープの発現における CCL25 と CXCL10 の効果に違
いはなかった（補⾜図 2）。 
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４ 考察 

 
この研究では、b7 鎖の PSI ドメインへの PA タグの挿⼊によって、a4b7 の構造状態を調べる⾼感度の
システムを開発した。このシステムを⽤いて、a4b7 の構造が Rap1 によって調節されていることを発
⾒した。初代リンパ球におけるb7 の構造変化を調べるために、活性型a4b7 に対する 2 つのラットモノ
クローナル（G3 および H3）を単離した。G3 mAb はb7 の PSI ドメインのエピトープを認識し、H3 mAb

はb7 の Hybrid ドメインのエピトープを認識した（図 7a）。両⽅のエピトープは、Bent form の低親和性
a4b7 では隠され、Mn2 +の添加によって誘導された Extended form の⾼親和性a4b7 では露出した。
Rap1V12 の導⼊により、G3 および H3 エピトープの露出が誘導された。しかし、G3 エピトープの発
現は Rap1-GDP の⽋損によって増加したが、Rap1-GTP への変換は H3 エピトープの露出に不可⽋であ
った。したがって、Rap1-GDP と GTP は独⽴してa4b7 の構造を調節していると考えられる（図 7）。 

b7 の PSI ドメインへの NZ-1 または G3 mAb の結合は、Rap1-GDP によって抑制され、Rap1-GDP の⽋
損は、これらのエピトープの最⼤の発現であった（図 7）。⼀⽅、b7 の Hybrid ドメインにおける H3 エ
ピトープは、Rap-GDP の⽋損だけでは露出しなかった。Rap1-GDP の⽋損はa4b7 の可溶性 MAdCAM-1

への結合にあまり影響を与えなかった。Rap1V12 の過剰発現と Mn2 +の添加により、a4b7 の可溶性
MAdCAM-1 への結合が増加し、H3 エピトープの露出が誘導された（図 3c、5c）。したがって、H3 エ
ピトープの表⾯発現は、可溶性 MAdCAM-1 へのa4b7 の結合活性と強く相関していた。これらの発⾒
は、H3 mAb がb7 鎖の⾼親和性の構造を安定化すると予測されている Hybrid ドメインの swing-out を
検出していることを⽰している 23（図 7）。これらのデータは、Rap1-GDP がa4b7 の Bent form を保持す
ることで MAdCAM-1 への結合を低親和性に維持し、Rap1-GTP への変換がa4b7 の活性型構造をさらに
促進し、a4b7 の MAdCAM-1 への⾼親和性の結合をもたらすことを⽰唆している。以前に報告された
ように 24,25、構造特異的抗体はインテグリンの構造の機能と制御機構の解明に有⽤である。G3 と H3 

mAb の組み合わせは、Extended closed と Extended open を区別できる可能性があり、a4b7 の構造制御
の様々な研究に貢献することが期待される。 

PA タグの挿⼊部位はアミノ酸配列の N 末端の 29 番⽬と 30 番⽬の間であり、G3 エピトープは N 末端
の最初の 19 アミノ酸であった。以前の研究は 26,27、AP5 は Extended form でのみb3 インテグリンを認
識する抗体であることを報告している。これらの発⾒は、活性型構造を認識する抗体を得るために N

末端エピトープは多くのbインテグリンで利⽤できることを⽰唆している 28。b鎖の N 末端アミノ酸を
含む多くの種類の抗体が存在するため、これらの抗体がインテグリンの活性型構造を特異的に認識す
るかどうかを明らかにする必要がある。 

以前の研究では、Rap1-GDP が LOK を活性化し、ERM リン酸化を促進することを⽰し、活性型の LOK

または擬似リン酸化 Ezrin の導⼊は、a4b7 の構造変化を妨げなかったことを⽰した。RIAM と talin は
Rap1-GTP とは関連してインテグリンの活性型構造を誘導することが知られているが、Rap1-GDP とは
関連していない 8,9,29。この研究では、talin がa4b7 の活性化に関与する基本的な細胞⾻格成分であるこ
とを⽰唆している。Rap1-GDP / GTPの下流エフェクター分⼦と、a4b7 の構造制御における RIAM や talin

などの細胞⾻格タンパク質の役割を解明する研究が必要である。 

以前の論⽂では、CCL25 と CXCL10 がそれぞれ MAdCAM-1 または VCAM-1 の結合に有利なa4b7 の異
なる構造を誘導することを⽰している。その論⽂によると、CCL25 と CXCL10 は異なるシグナル伝達
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経路を活性化し、b7 の異なるリン酸化状態と異なる talin と kindlin-3 の結合パターンをもたらす 22。⼀
⽅、CCL25 と CXCL10 で刺激された T 細胞間で G3 および H3 エピトープの表⾯発現に差はなかった
（補⾜図２）。したがって、G3 および H3 mAb は、a4b7 の MAdCAM-1 または VCAM-1 結合構造を区
別していなさそうであった。この研究では、G3 mAb によって認識されるa4b7 の構造が TEM 細胞の腸
へのホーミングに重要であることが⽰唆されたが、H3 mAb によって認識される Rap1-GTP 依存性の
活性型構造の⽣理学的重要性はまだ解決されていない。構造制御の⽣物学的意味を明らかにすること
は重要である。 

Rap1 は、ケモカイン依存性のインテグリン活性化とナイーブリンパ球の再循環に不可⽋であり、その
⽋乏は⼆次リンパ節のリンパ球減少症につながる 10,30。⼀⽅、Rap1 ⽋損 TEM 細胞は、⾎管内⽪でのa4b7/ 

MAdCAM-1 依存性のローリングとアレストの増強、および結腸 LP へのホーミングの亢進を⽰す 10。
この研究では、TEM 細胞の Rap1 ⽋損がa4b7 の構造変化を引き起こし、a4b7/ MAdCAM-1 依存性の⾎管
内⽪上でのトランスマイグレーションと結腸 LP へのホーミングを促進することを発⾒した。さらに、
H3 mAb によって認識されたa4b7 の Rap1-GTP 依存性の⾼親和性構造は、病原性 T 細胞の結腸 LP への
ホーミングには不要であった。 

G3 mAb は、マウスおよびヒトの活性型a4b7 を認識し、G3 エピトープの発現は、結腸 LP への病原性
TEM 細胞の浸潤と相関していた。したがって、このモノクローナル抗体は、病原性 TEM 細胞に薬物を
送達するための有⽤なツールとなる可能性がある。また、a4b7 の構造変化の抑制は TEM 細胞の結腸 LP

への浸潤を防ぐ効果があると思われるため、本発明のシステムを⽤いて⼤腸炎治療薬のスクリーニン
グを⾏うことができる。a4b7 の構造変化を認識することにより、このシステムは、a4b7 の活性化メカ
ニズムの研究および⼤腸炎とその後の⼤腸癌の新しい治療法の開発のための有⽤なツールとして役⽴
つ。 
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５ 実験⼿法 

 
T 細胞特異的 Rap1 ノックアウトマウス 

Rap1a のエクソン 2-3、および Rap1b のエクソン 1 をそれぞれ loxP 配列で挟んだ Rap1a/b conditional

ターゲティングマウスと、CD4-Cre マウスを交配させることによって、T 細胞特異的に Rap1 を⽋損し
たマウスを作製した 10。 

 

細胞培養 

Ba/F3(BAF)細胞は 10％ ウシ胎児⾎清、50 mM b-メルカプトエタノール、1％ WEHI-3 培養液を含む
RPMI1640 培地を⽤いて培養した 31。また、Jurkat 細胞は 10％ ウシ胎児⾎清を含む RPMI1640 培地を
⽤いて培養した。 

 

抗体と試薬 

蛍光標識された抗マウス CD4、CD44、抗b7 (FIB504) (BioLegend)、抗 Rap1(BD Biosciences)、β-actin 

(Sigma)、T7 (MBL)、Flag (Wako)、talin (Abcam)、APC 標識された抗ラットまたはヒト IgG、HRP 標識
された抗ウサギまたはマウス IgG (Cell Signaling)は、フローサイトメトリーまたはイムノブロッティン
グに使⽤した。抗 MAdCAM-1 (MECA367)、G3、H3 を産⽣するハイブリドーマはハイブリドーマ⽤無
⾎清培地 (wako) で培養し、培養液を HiTrap Protein G HP (GE healthcare)を使⽤して抗体を精製した。
マウス CXCL12、CCL25、CXCL10 は R&D Systems から購⼊した。NZ-1 の⼀本鎖 Fv (Fv-clasp) はヒ
ト Mst1 に由来する SARAH ドメインと NZ-1 の VH および VL のフラグメントに融合することで作製し
た。NZ-1 の VH-SARAH と VL-SARAH は、⼤腸菌株 BL21 にそれぞれ発現させ、LB 培地で培養した。
超⾳波処理による細胞溶解後、変性および可溶化された VH-SARAH 鎖と VL-SARAH 鎖を混合し、変
性試薬を希釈してタンパク質の折り畳みを促進し、正しく折りたたまれた Fv-clasp を以前に報告され
たように精製した 19。Fv-clasp は AlexaFluor 647 (Thermo Fisher Scientific) で蛍光標識した。 

 

MAdCAM-1 結合アッセイ 

BAF 細胞と MAdCAM-1-Fc タンパク質を⽤いて、a4b7 と MAdCAM-1 の親和性を評価した 10。50µl の
結合バッファー（0.1% BSA, 1 mM CaCl2, 1 mM MgCl2 または 0.1% BSA, 0.5 mM MnCl2 を含む HBSS）
に 2×105 細胞を懸濁し、MAdCAM-1-Fc(30 µg/ml)と 37℃で 20 分間インキュベートした 34。続けて、
最終濃度 0.5µM となるように CXCL12 を加え、さらに 10 分間インキュベートした。2 回洗浄後、
anti-human IgG Fc-APC(1 µg/ml)と氷上で 20 分間反応させた。平均蛍光強度は、Gallios flow cytometry

を⽤いて測定した。 

 

b7 ノックアウトおよび PAins b7 発現 BAF 細胞の作製 

マウスb7 をターゲットとした gRNA の配列は、ウェブツール CRISPOR を⽤いて設計した。
pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 ベクターに 6 種類の gRNA を挿⼊し、それぞれのエクソンを挿
⼊した pCAG-EGxxFP ベクターと HEK293T 細胞に遺伝⼦導⼊して EGFP の蛍光強度を測定することで、
Cas9 の DNA 切断効率を評価した 37。最も良好な切断効率を⽰した gRNA 配列を pSpCas9(BB)-2A-GFP 



 

 10 

(PX458)に挿⼊し、BAF 細胞に遺伝⼦導⼊し、GFP の蛍光が⾼い細胞をソーティング後、限界希釈法
によりb7 ノックアウト BAF 細胞を得た 38。 

PAins 変異体は、インバース PCR 法を⽤いて、pcDNA3.1-マウスb7 コンストラクトに PA タグを挿⼊し
た。PAins 変異体を CSII-EF-MCS レンチウイルスベクターにサブクローニングし、レンチウイルスを
⽤いて細胞に遺伝⼦導⼊した。インバース PCR には以下のオリゴヌクレオチドおよびそれらの対応す
る相補鎖を使⽤した。 

PAins 1: 5′-CCTGACCTGTCTCTGCAGGGCGTTGCCATGCCAGGTGCCGAAGATGATGTGGTGGGATCCTGCCAGCCAGTT- 3′ 

PAins 2: 5′-GGATCCTGCCAGCCAGTTGGCGTTGCCATGCCAGGTGCCGAAGATGATGTGGTGCCTTCCTGCCAGAAGTGT- 3′ 

PAins 3: 5′-TGGGTCACTCTTCAAGCTACTGGCGTTGCCATGCCAGGTGCCGAAGATGATGTGGTGCACTGCCTCCCAGAAGCCCAC- 3′ 

PAins 4: 5′-CAAGCTACTCACTGCCTCCCAGGCGTTGCCATGCCAGGTGCCGAAGATGATGTGGTGGAAGCCCACGTCCTACGA- 3′ 

 

モノクローナル抗体によるインテグリンの活性評価 

NZ-1、G3、H3 モノクローナル抗体を⽤いて、a4b7 の活性型構造の評価を⾏った 31。細胞を結合バッ
ファーに懸濁し、抗体(5 µg/ml) と 37℃で 20 分間インキュベートした。続けて、最終濃度 0.5 µM と
なるように CXCL12、CCL25 または CXCL10 を加え、さらに 10 分間インキュベートした。洗浄後、
anti-Rat IgG Fc-APC(1 µg/ml)と氷上で 20 分間反応させた。平均蛍光強度は、Gallios flow cytometry を⽤
いて測定した。 

 

イムノブロッティング 

BAF 細胞は、溶解バッファー（1% Nonidet P-40, 150 mM NaCl, 25 mM Tris–HCl [pH 7.4], 10% glycerol, 2 

mM MgCl2, 1 mM phenylmethylsulfonylfluoride, 1 mM leupeptin, and 0.1 mM aprotinin）に溶解した。ライ
セートは等量のサンプルバッファーを混合後、9％または 12％ポリアクリルアミドゲルで SDS-PAGE

でタンパクを分離し、セミドライ式転写機を⽤いて PVDF メンブレンに転写した。メンブレンは、5％ 

ブロックエースを⽤いて室温で 1 時間ブロッキングし、⼀次抗体と 4℃で⼀晩反応させた。洗浄後、
HRP 標識された⼆次抗体と室温で 1 時間反応させた。ECL Plus Western Blotting Detection System（GE

ヘルスケア）を⽤いてシグナルを検出した 32。 

 

Rap1V12、Spa-1 発現細胞および Rap1、talin ノックダウン細胞の作製 

T7-Rap1V12 と Flag-Spa-1 遺伝⼦は以前の報告にあったものを使⽤し 32、レンチウイルスを⽤いて、
BAF 細胞に遺伝⼦導⼊した。ノックダウン細胞は、特異的な配列を含む shRNA をレンチウイルスベ
クター(CS-RfA-EG)に挿⼊し、レンチウイルスを⽤いて BAF 細胞に遺伝⼦導⼊した 34,35。標的配列は
以下の通りである（Rap1a: ′-GAATGGCCAAGGGTTTGCA-3′、Rap1b:5′-AGACACTGATGATGTTCCA-3′、 

talin: ′-CGGTGAAGACTATCATGGT-3′）。それぞれの遺伝⼦の発現はイムノブロットにより確認した。 

 

プルダウンアッセイ 

グルタチオン-S-トランスフェラーゼ（GST）と RalGDS の RBD の融合タンパクで Rap1-GTP のプルダ
ウンを⾏なった 36。107 の細胞を溶解バッファー(1% Triron X-100, 50 mM Tris-HCl[pH7.5], 100 mM NaCl, 

10 mM MgCl2, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1 mM leupeptin, and 0.5 mM aprotinin)で溶解し、グル
タチオンアガロースビーズに結合した GST 融合タンパクと 4℃で 1 時間反応させた。ビーズを溶解バ
ッファーで 3 回洗浄後、抗 Rap1 抗体を使⽤してイムノブロッティングで解析した。 
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G3 および H3 モノクローナル抗体の作製 

抗原を作製のために、マウスb7 の 1〜458 のアミノ酸をコードする DNA 配列を pMALc2x ベクターに
サブクローニングし、⼤腸菌 BL21 に形質転換した。BL21 を 37℃で OD600 が 0.4-0.6 になるまで培養
後、イソプロピルb-D-1-チオガラクトピラノシド(IPTG)を 0.2 mM の濃度で加え、30℃で 3 時間培養し
た。細胞を溶解バッファー(0.1% Triton X-100, 20 mM Tris–HCl, 200 mM NaCl, and 1 mM EDTA)で溶解し、
MBP- b7 を pMAL Protein Fusion and Purification System (New England Biolabs)を⽤いて精製した。 

MBP- b7 と Freund’s complete adjuvant のエマルジョンを 8 週齢の WKY ラットの尾根部に筋⾁注射し、
2 週間飼育した。腸⾻リンパ節から回収したリンパ節細胞とマウスミエローマ細胞株 SP2/0 を
GenomeONE (⽯原産業) を⽤いて融合させた 33。ハイブリドーマは HAT 培地を⽤いてセレクションを
⾏なった。培養上清を⽤いて Mn2+存在下、あるいは⾮存在下におけるフローサイトメトリーを⾏い、
Mn2+存在下でのみ結合する抗体を産⽣するハイブリドーマのスクリーニングを⾏った。 

 

G3 および H3 のエピトープマッピング 

G3 はΔ1-19 マウスb7 変異体およびマウスb1/b7 キメラ、H3 はヒト/マウスb7 キメラを⽤いて、エピト
ープを探索した。それぞれのコンストラクトは、In-Fusion HD cloning kit (TaKaRa)を⽤いて作製した。
In fusion Enzyme Premix はオーバーラップした末端 20 塩基を正確に融合させることができるため、
PCR によって合成された複数の DNA 断⽚と直鎖状にしたベクターを⽤いることで、効率的にクロー
ニングを⾏える。したがって、⽬的の配列の両端の 20 塩基が隣接する DNA 断⽚あるいはベクターと
オーバーラップするようにプライマーを設計し、ヒトb7またはマウスb1、b7を PCR によって増幅した。
それぞれの DNA 断⽚は、直鎖状にした CSII-EF-MCS-IRES2-venus ベクターにクローニングした。コ
ンストラクトは、レンチウイルスを⽤いて BAF/ b7 ノックアウト細胞に発現させた。0.5 mM Mn2+存在
下でフローサイトメトリーを⾏い、BAF 細胞における G3 または H3 の結合を測定した。 

 

⼤腸炎マウスへの抗 MAdCAM-1 抗体投与 

4 または 5 週齢の T 細胞特異的 Rap1 ノックアウトマウスの腹腔に、Rat IgG または抗 MAdCAM-1 抗
体 1 mg を含む PBS を実験開始から 0、7、21 ⽇⽬に投与した 39。それぞれのマウスの体重は 2 ⽇毎に
測定し、28 ⽇⽬に安楽死させ、病理切⽚または凍結切⽚は作製した。 

 

病理切⽚の作製 

摘出したマウスの結腸を 10％ホルマリンで固定し、パラフィンに包埋した。切⽚は 3 µm の厚さで薄
切し、ヘマトキシリンとエオジンで染⾊後、CCD カメラ付き Olympus IX51 光学顕微鏡を⽤いて、撮
影を⾏った。組織学的なスコアは以下のように割り当てた 10,40。グレード 0：変化は観察されない、グ
レード 1：微⼩な上⽪の過形成の有無にかかわらず、わずかに炎症細胞の浸潤がみられる、グレード 2：
軽度の炎症性細胞の拡散が⾒られ、軽度から中等度の上⽪過形成、および軽度から中等度の杯細胞か
らのムチンの枯渇を伴う、グレード 3：中等度から重度の上⽪過形成およびムチン枯渇、さらに貫壁
性の中程度の炎症細胞の浸潤が⾒られることもある、グレード 4：陰窩膿瘍または腫瘍形成を伴うし
ばしば貫壁性の顕著な炎症細胞の浸潤、顕著な上⽪過形成、ムチンの枯渇が⾒られる、グレード 5：
重度の腫瘍または腸陰窩の喪失を伴う全層性の炎症が⾒られる。 
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免疫染⾊ 

摘出したマウスの結腸は PBS /4％パラホルムアルデヒドで固定し、OCT コンパウンド (サクラファイ
ンテック)で包埋し、-80℃で凍結させた。凍結ブロックは、凍結ミクロトーム (Leica) を⽤いて、10µm

の厚さで薄切した。切⽚をブロッキングバッファー（10％ヤギ⾎清、0.1％ Triton X-100 を含む PBS） 

を⽤いて室温で 1 時間ブロッキングし、APC 標識された抗 CD4 抗体と 4℃で⼀晩反応させた。核は
DAPI を含む SlowFade Gold antifade reagent(invitrogen)を⽤いて染⾊した。染⾊したサンプルは、共焦
点レーザー顕微鏡 TCS SP8 (Leica) を⽤いて観察した。 

 

統計解析 

統計解析は、スチューデントの T 検定を⽤いて両側検定を⾏った。P 値が 0.05 未満を統計的に有意と
みなした。 
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エピトープマッピングに使⽤したプライマー 

 

mb7/ mb1 (20-77) 

mb1 (20-77) -s 5’-TCGAGAATTCTGCAGCGGCCGCGCCACCATGGACAGCAAAGGTTCGTC-3’ 

mb1 (20-77) -as 5’-TCGGCTCCTCTATGTCACTTGGCTGGCAAC-3’ 

mb7 (78-787) -s 5’-AAGTGACATAGAGGAGCCGAGAGGCCGCCA-3’ 

mb7 (78-787) -as 5’-AGGGGCGGATCCGCGGCCGCTCAGTCTGCTTCCCTGGTCA-3’ 

mb7/ mb1 (20-34) 

mb1 (20-34) -s 5’-TCGAGAATTCTGCAGCGGCCGCGCCACCATGGACAGCAAAGGTTCGTC-3’ 

mb1 (20-34) -as 5’-AGAGAATACATTCTCCGCAAGATTTGGCAT-3’ 

mb7 (35-787) -s 5’-TTGCGGAGAATGTATTCTCTCACATCCCAG-3’ 

mb7 (35-787) -as 5’-AGGGGCGGATCCGCGGCCGCTCAGTCTGCTTCCCTGGTCA-3’ 

Δ1-19 mb7 

signal-s  5’-TCGAGAATTCTGCAGCGGCCGCGCCACCATGGACAGCAAAGGTTCGTC-3’ 

signal -as  5’-TCCCTGCAGAGACAGGGATCCGTCGACATCATCAT-3’ 

mb7 (20-787) -s 5’-GATCCCTGTCTCTGCAGGGATCCTGCCAG-3’ 

mb7 (20-787) -as 5’-AGGGGCGGATCCGCGGCCGCTCAGTCTGCTTCCCTGGTCA-3’ 

mb7/ hb7 (1-372) 

hb7 (1-372) -s 5’-TCGAGAATTCTGCAGCGGCCGCGCCACCATGGACAGCAAAGGTTCGTC-3’ 

hb7 (1-372) -as 5’-CAAGAGTCACAGTGGAAGACAGGCTATTATAAGCATCC-3’ 

mb7 (373-787) -s 5’-ATAGCCTGTCTTCCACTGTGACTCTTGAGCACTC-3’ 

mb7 (373-787) -as 5’-AGGGGCGGATCCGCGGCCGCTCAGTCTGCTTCCCTGGTCA-3’ 

mb7/ hb7 (1-404) 

hb7 (1-404) -s 5’-TCGAGAATTCTGCAGCGGCCGCGCCACCATGGACAGCAAAGGTTCGTC-3’ 

hb7 (1-404) -as 5’-GTCCCCGGTCCTCAGCCTTACCCTCCCTCTTCTC-3’ 

mb7 (405-787) -s 5’-TAAGGCTGAGGACCGGGGACAGTGCAATGATGTCC-3’ 

mb7 (405-787) -as 5’-AGGGGCGGATCCGCGGCCGCTCAGTCTGCTTCCCTGGTCA-3’ 

mb7/ hb7 (1-393)  

hb7 (1-393) -s 5’-TCGAGAATTCTGCAGCGGCCGCGCCACCATGGACAGCAAAGGTTCGTC-3’ 

hb7 (1-393) -as 5’-CAGGACCCTTACACTGGGATTCGTAAGAAATGTG-3’ 

mb7 (394-787) -s 5’-ATCCCAGTGTAAGGGTCCTGAGAAGACGGA-3’ 

mb7 (394-787) -as 5’-AGGGGCGGATCCGCGGCCGCTCAGTCTGCTTCCCTGGTCA-3’ 



 

 14 

６ 図 

図 1 
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図 1 PA タグを⽤いたa4b7 の構造変化の検出。 

（a）（左）a4b7 の細胞外ドメインの⽴体構造モデル:頭部が閉じた低親和性の Bent form と頭部が開い
た⾼親和性の Extended form（右）1 mM Ca2 + / Mg2 +または 0.5 mM Mn2 +の存在下での野⽣型（wt）BAF

細胞の MAdCAM-1 への結合。MAdCAM-1-Fc への結合の平均蛍光強度（MFI)は、抗b7（FIB504）の
MFI に対して正規化された。MFI は、wt 細胞の 1 mM Ca2 + / Mg2 の存在下の値を 1 とした増加倍率を
表した。データは 3 回の独⽴した実験の平均と標準誤差を表した(*P<0.005)。 

（b）（上）マウスインテグリンb7 遺伝⼦と標的配列。 エキソン 3 のシングルガイド RNA の標的部位
の位置は下線で⽰されている。（下）CRISPR / Cas9 を介したゲノム編集を⽤いたコントロールまたは
ノックアウト細胞の抗b7 のフローサイトメトリープロファイル。 

（c）（左）PA タグの挿⼊部位（PAins 1‒ 4）。（右）設計された変異体でトランスフェクトされた BAF

細胞の抗b7 のフローサイトメトリープロファイル。 

（d）（左）1 mM Ca2 + / Mg2 +または 0.5 mM Mn2 +存在下での各トランスフェクタントへの NZ-1 の結合。
各トランスフェクタントの NZ-1 への結合の MFI は、抗b7 の MFI に対して正規化され、MFI は、各ト
ランスフェクタントの 1 mM Ca2 + / Mg2＋の存在下の値を 1 とした増加倍率を表した。データは 3 回の
独⽴した実験の平均と標準誤差を表した(*P<0.001)。（右）1 mM Ca2 + / Mg2 +または 0.5 mM Mn2 +の存
在下での PAins1 および PAins2 の NZ-1 のフローサイトメトリープロファイル。 
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図 2 

 

 

図２ NZ-1 の Fv-clasp はa4b7 の構造変化を認識した。 

（左）1mM Ca2 + / Mg2 +または 0.5mM Mn2 +の存在下での PAins2 発現細胞の FIB504 または NZ-1 の
Fv-clasp のフローサイトメトリープロファイル。（右）1mM Ca2 + / Mg2 +または 0.5mM Mn 存在下にお
ける PAins2 発現細胞への NZ-1 Fv clasp の結合。PAins2 への NZ-1 Fv-clasp の結合の MFI は、抗b7 の
MFI に対して正規化され、MFI は、1 mM Ca2 + / Mg2＋の存在下の値を 1 とした増加倍率を表した。デ
ータは 3 回の独⽴した実験の平均と標準誤差を表した(*P<0.003)。 

 

 

 

図３ a4b7 の構造は Rap1 によって制御されていた。 

a）コントロール、T7-Rap1V12、flag-Spa-1 発現または Rap1a / b ノックダウン細胞の抗 T7、flag、また
は Rap1 抗体を⽤いたイムノブロット。 

（b）GTP 結合 Rap1 は、GST-Ral-GDS-RBD を⽤いたプルダウンアッセイにより解析された。コント
ロールまたは SPA-1 発現細胞を 100nM の CXCL12 で刺激し、溶解し、プルダウンアッセイを⾏った。
結合した Rap1 とトータル Rap1 は、抗 Rap1 抗体を使⽤したイムノブロッティングによって検出した。 

（c）可溶性 MAdCAM-1-Fc へのリガンド結合親和性。 CXCL12 の存在下または⾮存在下での可溶性
MAdCAM-1-Fc への各トランスフェクタントの結合。可溶性 MAdCAM-1 結合の MFI は、抗b7（FIB504）
の MFI に対して正規化され、無刺激のコントロール細胞の値を 1 とした増加倍率を表している。デー
タは 3 回の独⽴した実験の平均と標準誤差を表した（* 1P <0.001、* 2P <0.001、* 3P <0.006、* 4P <0.05）。 

（d）CXCL12 の存在下または⾮存在下での各トランスフェクタントへの NZ-1 の結合。 NZ-1 の MFI

は、抗b7 の MFI に対して正規化され、無刺激のコントロール細胞の値を 1 とした増加倍率を表してい
る。データは 3 回の独⽴した実験の平均と標準誤差を表した（* 1P <0.001、* 2P <0.001、* 3P <0.001、* 
4P <0.001）。 
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図 3 
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図 4 
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図４ G3 mAb は、a4b7 の活性型構造を認識した。 

（a）（上）（左）1mM Ca2 + / Mg2 +または 0.5mM Mn2 +の存在下での wt BAF 細胞の G3 mAb のフローサ
イトメトリープロファイル。（右）G3 mAb の結合の MFI は、抗b7（FIB504）の MFI に対して正規化
され、1 mM Ca2 + / Mg2 +存在下での値を 1 とした増加倍率を表した。データは 3 回の独⽴した実験の
平均と標準誤差を表した（* P <0.001）。（下）（左）1mM Ca2 + / Mg2 +または 0.5mM Mn2 +の存在下での
ヒトb7 を発現する Jurkat 細胞の G3 mAb のフローサイトメトリープロファイル。（右）G3 mAb の結合
の MFI は、抗b7（FIB504）の MFI に対して正規化され、1 mM Ca2 + / Mg2 +存在下での値を 1 とした増
加倍率を表した。データは 3 回の独⽴した実験の平均と標準誤差を表した（* P <0.001）。 

（b）（左）（上）G エピトープのマッピング。 G3 mAb の反応性は、フローサイトメトリーを使⽤し
て、0.5 mM Mn2 +の存在下でb7 ノックアウト BAF 細胞にマウスb1/ b7 キメラサブユニットまたはΔ1-19

マウスb7 を内因性a4 と共発現させることにより決定した。（下）マウス、ヒトb7 およびマウスb1 のア
ミノ酸配列。⾚字は、G3 mAb によって認識される候補を⽰した。（右）0.5 mM Mn2 +の存在下におけ
る各トランスフェクタントの抗b7 または G3 mAb のフローサイトメトリープロファイル。 

（c）CXCL12 の存在下または⾮存在下おける、コントロール、Rap1V12、Spa-1 発現、または Rap1a / 

b ノックダウン細胞上のa4b7 への G3 mAb の結合。G3 mAb の結合の MFI は、抗b7 の MFI に対して正
規化され、無刺激のコントロール細胞の値を 1 とした増加倍率を表している。データは 3 回の独⽴し
た実験の平均と標準誤差を表した（* 1P <0.001、* 2P <0.03、* 3P <0.002、* 4P <0.001）。 
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図 5 
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図 5 H3 mAb は、a4b7 の活性型構造を認識した。 

（a）（左）1mM Ca2 + / Mg2 +または 0.5mM Mn2 +の存在下での wt BAF 細胞の H3 mAb のフローサイト
メトリープロファイル。H3 mAb の結合の MFI は、抗b7（FIB504）の MFI に対して正規化され、1 mM 

Ca2 + / Mg2 +存在下での値を 1 とした増加倍率を表した。データは 3 回の独⽴した実験の平均と標準誤
差を表した（* P <0.001）。（下）（左）0.5 mM Mn2 +の存在下でヒトb7 を発現する Jurkat 細胞の H3 のフ
ローサイトメトリープロファイル。（右）H3 mAb の結合の MFI は、抗b7（FIB504）の MFI に対して
正規化され、1 mM Ca2 + / Mg2 +存在下での値を 1 とした増加倍率を表した。データは 3 回の独⽴した
実験の平均と標準誤差を表した。 

（b）（左）（上）H3 エピトープのマッピング。 H3 mAb の反応性は、フローサイトメトリーを使⽤し
て、0.5 mM Mn2 +の存在下でb7 ノックアウト BAF 細胞内の内因性a4 とキメラマウス/ヒトb7 サブユニ
ットを共発現させることによって決定した。（下）マウスおよびヒトb7 のアミノ酸配列。⾚字は、H3 

mAb によって認識される候補を⽰した。⻘字は、対応するヒトアミノ酸配列を⽰した。（右）0.5 mM 

Mn2 +の存在下における各トランスフェクタントの抗b7または H3 mAb のフローサイトメトリープロフ
ァイル。 

（c）CXCL12 の存在下または⾮存在下おける、コントロール、Rap1V12、Spa-1 発現、または Rap1a / 

b ノックダウン細胞上のa4b7 への H3 mAb の結合。 H3 mAb の結合の MFI は、抗b7 の MFI に対して
正規化され、無刺激のコントロール細胞の値を 1 とした増加倍率を表している。データは 3 回の独⽴
した実験の平均と標準誤差を表した（* 1P <0.02、* 2P <0.005、* 3P <0.05、* 4P <0.05）。 
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図 6 
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図 6 ⼤腸炎の原因となる CD4 + TEM 細胞における G3 エピトープの発現。 

（a）抗 MAdCAM-1 の投与は、T 細胞特異的 Rap1a / b ノックアウトマウス（⼤腸炎マウス）における
⾃然発症⼤腸炎の発症を抑制した。（左）コントロールまたは抗 MAdCAM-1 抗体を注射した⼤腸炎マ
ウスの体重は、元の体重に対するパーセンテージで表した。（n = 3、* P <0.05）。（中央）コントロール
または抗 MAdCAM-1 Ab を投与された⼤腸炎マウスの同腹仔のセット（＃1）における腸炎の組織像
（×40、スケールバー：500µm）。（右）⼤腸炎の損傷の病理学的評価。（下）（左）⼤腸炎マウスの結腸
に浸潤した CD4 + T 細胞の密度は、免疫組織学な調査で評価した（* P <0.02）。（右）コントロールま
たは抗 MAdCAM-1 抗体を投与された⼤腸炎マウスの結腸の凍結切⽚を抗 CD4（緑）および DAPI（⾚）
で染⾊した（×100、スケールバー：100µm）。 

（b）CD4 + TEM 細胞における G3 エピトープの発現。（上）CCL25 の存在下または⾮存在下（左）およ
び 1 mM Ca2 + / Mg2 +、または 0.5 mM Mn2 +（右）での WT および Rap1 ⽋損（Rap1KO）CD4 +（CD44 +）
TEM 細胞への G3 mAb の結合。G3 mAb の結合の MFI は、抗b7 の MFI に対して正規化され、無刺激の
コントロール細胞の値を 1 とした増加倍率を表している。データは 3 回の独⽴した実験の平均と標準
誤差を表した(* 1P <0.005、* 2P <0.001)。（下）無刺激時における WT および Rap1KO TEM 細胞上の抗b7

およびb7
+ゲート内の G3 mAb のフローサイトメトリープロファイル。 

（c）CD4 + TEM 細胞における H3 エピトープの発現。（上）CCL25 の存在下または⾮存在下（左）およ
び 1 mM Ca2 + / Mg2 +、または 0.5 mM Mn2 +（右）での WT および Rap1 ⽋損（Rap1KO）CD4 +（CD44 +）
TEM 細胞への H3 mAb の結合。H3 mAb の結合の MFI は、抗b7 の MFI に対して正規化され、無刺激の
コントロール細胞の値を 1 とした増加倍率を表している。データは 3 回の独⽴した実験の平均と標準
誤差を表した(* 1P <0.001、* 2P <0.001)。（下）無刺激時における WT および Rap1KO TEM 細胞上の抗b7

およびb7
+ゲート内の H3 mAb のフローサイトメトリープロファイル。 
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図 7 
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図 7 Rap1 によるa4b7 の構造制御モデル。 

（a）a4b7 ヘッドピースの構造。a4b7 ヘッドピースの結晶構造は、PDB データベース（3V4P4）より取
得し、PyMOL 分⼦可視化システムを使⽤して作成した。b7 の PSI ドメインの代わりにb１ヘッドピー
ス構造の PSI ドメインを⽤い、N 末端から 19 アミノ酸残基までの構造は不明である（点線）。 G3 mAb

はb7 の PSI ドメインのエピトープを認識し（⾚）、H3 mAb はb7 の Hybrid ドメインのエピトープを認
識した（⻘）。 

（b）a4b7 の構造変化モデル。 G3（⾚）と PSI ドメインにある PA-タグ（緑）、および H3（⻘）エピ
トープはすべて、曲がった配座を持つ低親和性a4b7 に隠されていた。 G3 エピトープと PA タグの表
⾯発現は Rap1 ⽋損により増加した。これはa4b7 の「Extended-closed form」を誘発した可能性がある。
Rap1-GDP はa4b7 の構造変化を抑制し、a4b7 の MAdCAM-1 への結合を低親和性（a4b7 が Bent form の
状態）に維持した。H3 エピトープの露出は Rap1-GTP に依存しており、これは可溶性 MAdCAM-1 へ
のa4b7 の結合活性と強く相関していた。Rap1-GTP は、Hybrid ドメインのスイングアウトを誘導した
可能性があり、これはa4b7 の「extended-open form」に対応し、⾼親和性で MAdCAM-1 にa4b7 が結合
する。 

（c）CXCL12 の存在下または⾮存在下（無刺激時）のコントロール、Rap1V12 または Spa-1 発現細胞、
および Rap1KD 細胞における Rap1 結合グアニンヌクレオチド（GTPまたは GDP）および各抗体（NZ-1、
G3、H3）結合活性（+または-）をまとめた表。抗体の無刺激のコントロール細胞への結合は（ - ）
で表⽰され、有意に増加した場合は（+）で表⽰した。 
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補⾜図１ 

 
 

 

補⾜図 1     talin ノックダウンによる PA タグの細胞表⾯発現の効果 

（a）コントロールおよび talin ノックダウン PAins2 発現細胞のウエスタンブロッティング。 

（b）（左）CXCL12 ⾮存在下および存在下におけるコントロールおよび talin ノックダウン細胞への
NZ-1 の結合。NZ-1 の結合の MFI は、抗b7 の MFI に対して正規化され、無刺激のコントロール細胞の
値を 1 とした増加倍率を表している。データは 3 回の独⽴した実験の平均と標準誤差を表した（P 

<0.005）。（右）無刺激のコントロールまたは talin ノックダウン細胞をそれぞれ 1 とした増加倍率を表
している（* 1P <0.001、* 2P <0.001）。 
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補⾜図２ 

 
補⾜図 2     CCL25、CXCL10 刺激時の CD4 +TEM 細胞における G3 および H3 エピトープの発現。 

（左）CCL25、CXCL10 刺激時の WT CD4 +TEM 細胞における G3 および H3 の結合。G3 および H3 の
結合の MFI は、抗b7 の MFI に対して正規化され、無刺激時の値を 1 とした増加倍率を表している。
データは 3 回の独⽴した実験の平均と標準誤差を表した（* 1P <0.005、* 2P <0.001、* 3P <0.001、* 4P 

<0.001）。 

（右）CCL25、CXCL10 刺激的時における WT CD4 +TEM 細胞上のb7
+ゲート内の G3 または H3 mAb の

フローサイトメトリープロファイル。 
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