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NMR法による免疫グロブリンと Fcレセプターの相互作用の構造生物学的研究
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Fcg Receptors (FcgR) are membrane glycoproteins that bind the Fc portion of immunoglobulin G (IgG). The cross
linking of FcgRbound IgG by multivalent antigens allows clustering of the FcgR and initiates a variety of eŠector
mechanisms which play a key role in immune defenses against pathogens. The Fc region is composed of two identical
polypeptide chains, which are related to each other by a two-fold axis. Recent elucidation of the crystal structure of hu-
man FcgRII provided two distinct views of modes of IgGFcgR interactions, which is controversial against each other.
Nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy provides a unique and irreplaceable tool to solve these issues. We re-
cently studied the interaction between the Fc fragment of mouse IgG2b and the extracellular domain of mouse FcgRII by
this method. We showed that FcgRII binds to a negatively charged area of the CH2 domain, corresponding to the lower
hinge region, and that the binding of FcgRII onto one of the two symmetrically related sites on the Fc induces a confor-
mational change in the other site. This conformational change may account for the 1：1 stoichiometry that we and
others observed between FcgR and Fc. We therefore propose a model that explains why the interaction between IgG
molecules and FcgR does not trigger cellular responses in the absence of cross linking by multivalent antigens and does
not lead to spontaneous in‰ammatory responses that would be deleterious for the organism.
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1. はじめに

マクロファージ，好中球，肥満細胞をはじめ免疫

担当細胞の大部分は免疫グロブリン（Ig）の Fc領

域に対する受容体を発現している．1―4)これらの受

容体は Fcレセプター（FcR）と総称される糖タン

パク質である．IgG, IgE, IgAクラスの免疫グロブ

リンに対する FcRはそれぞれ FcgR, FceR, FcaRと

呼ばれる．FcgRは FcgRI, FcgRII, FcgRIIIという

3つのグループに大別される．FcgRIは単量体の

IgGに対しても高い親和性を示すが，FcgRIIと

FcgRIIIは IgGに対して低い親和性しか示さないた

め，複数の IgG分子が多価の抗原に結合すること

によって形成された免疫複合体に対する avidityに

よって結合を行う．また，それぞれの FcgRクラス

は IgGの各サブクラスに対して異なった親和性を

示す．いずれの場合も，FcgRに結合した IgGが多

価抗原を介して架橋されることにより，FcgRの会

合が起こり，これを契機として細胞内にシグナルが

伝達されて細胞の活性化あるいは抑制が引き起こさ

れる（Fig. 1）．例えば，肥満細胞の表面に発現し

ている FcgRIIIは免疫複合体と結合して脱顆粒を誘

起するシグナルを発生し，炎症の開始因子として働

いていると考えられている．また，NK細胞表面に

発現している FcgRIIIは抗体依存性細胞性細胞傷害

（ADCC）を媒介している．また，マクロファージ

の表面に発現している FcgRIと FcgRIIIは貪食作

用に関与しており，抗原提示を促進することが示さ

れている．一方，B細胞上に発現している FcgRII

は免疫複合体と結合することにより B細胞の増

殖・分化をフィードバック的に阻害して抗体産生の

調節を行っている．このように FcgRは細胞性免疫

と体液性免疫をリンクする重要な働きをしている．
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Fig. 1. Schematic Drawing of the Interactions between IgG and FcgR Molecules on the Cell Surface
Crosslinking of membrane FcgR is the ˆrst step in the receptor-mediated activation of cells.
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FcgRの多くは細胞外領域が複数の Ig様ドメイン

から構成されている．また，FcgRにはスプライシ

ングの違いなどにより，膜貫通領域の長さが異なる

複数のアイソフォームが存在するが，細胞外ドメイ

ンのみが膜から遊離した可溶型 FcgR（sFcgR）と

して血中に存在しているものもある．5) sFcgRは膜

型 FcgRが細胞表面付近でプロテアーゼによる加水

分解を受けることによっても生じる．6)これらの

sFcgRは膜型 FcgRと IgGとの結合を阻害した

り，7)補体レセプター 3のような細胞表面の受容体

と相互作用する8)ことによって免疫応答を調節する

作用を有すると考えられている．

IgGと FcgRの相互作用システムをターゲットと

する薬物は，アレルギーや自己免疫疾患の治療薬と

しての効果が期待される．9―11)こうした薬物を合理

的に設計するためには IgGと FcgRの相互作用の仕

組みを詳細に理解する必要がある．

2. 免疫グロブリン Fc領域の構造

IgGの Fc領域は柔軟なヒンジ領域を介して抗原

結合を担う Fab領域と連結している．12) Fc領域は，

CH2と CH3という 2つのドメインからなる相同な

2本のポリペプチド鎖から構成されており，全体と

して二回軸対称な構造をしている（Fig. 2)．した

がって，後述するように 1分子の IgGは 2分子の

FcgRと結合する可能性がある．

これまでに行われた部位特異変異実験等の結果か

ら，IgGのヒンジ領域の下流に位置するアミノ酸残

基が FcgRとの結合に重要であることが示されてい

る13―17)が，それ以外の領域においても FcgRとの

結合に関わる可能性のあるアミノ酸残基の存在が提

唱されている．15,18―22)それらのうちのいくつかは

CH2ドメインに分布しているが，一部には CH3ド

メインに属するアミノ酸残基が FcgRとの第二の結

合サイトを構成しているという可能性も報告されて

いる．また，CH2ドメインの Asn297には複合型二

本鎖糖鎖が普遍的に結合しているが，この糖鎖を取

り除くと IgGの FcgR結合能は著しく低下してしま

うことが知られている．23,24)

3. FcgRの結晶構造

1999年に Sondermannら25)とMaxwellら26)が，

大腸菌を用いて発現したヒト sFcgRIIbとバキュロ

ウィルスを用いて発現したヒト sFcgRIIaの結晶構

造をそれぞれ報告した．いずれの結晶構造において

も sFcgRは Igフォールドからなるドメインが 2つ

タンデムにつながった構造をしていた（Fig. 3）．

これまでの部位特異変異実験の結果に基づいて提唱

された FcgR上の Fc結合サイトは，第 2ドメイン

（D2）の 3つのループに集中している．Sonder-

mannら25)は Fc及び sFcgRIIbの結晶構造を基に分

子形状と電荷の相補性を考慮した両者のドッキング
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Fig. 2. The Fc Portion of the Crystal Structure of Mouse IgG2a (PDB Accession Code 1IGT)12)

The oligosaccharides attached to Asn297 are packed between the two CH2 domains.

Fig. 3. The Crystal Structure of Human sFcgRIIb (PDB Accession Code 2FCB)25)

The putative IgGbinding area is indicated with a dotted oval.
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Fig. 4. Working Models of Interaction between IgG and FcgR Proposed on the Basis of the Crystal Structures of Human sFcgRII
(A) Two FcgR molecules bind symmetrically to one IgG molecule; the contact involves the interface between the CH2 and CH3 domains.25) (B) The FcgR

molecules form a dimmer that interact with the lower hinge regions of both heavy chains and with one loop of the CH2 domain.26)
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モデルを提唱した．このモデルでは，1分子の IgG

に対して 2分子の FcgRが二回軸対称な様式で，

CH2と CH3の境界領域に結合している（Fig. 4A）．

一方，Maxwellらは結晶中で 2分子の sFcgRIIaが

Fc結合ループを隣り合わせる格好でホモ二量体を

形成していると報告している．この結果に基づき，

Maxwellら26)は，二量体を形成した FcgRが非対称

な様式で IgGのヒンジ領域付近に結合するという

モデルを提唱している（Fig. 4B）．このように 2つ

のモデルは，1分子の IgGに 2分子の FcgRが結合

しているという点は共通であるが，その結合サイト

も結合様式も全く異なっていた．一般に，結晶中に

おいて見出されたタンパク質分子同士の相互作用

が，溶液中においても実際に存在するのか，あるい

は単に結晶中においてのみ存在するのかということ

を判定することは必ずしも容易ではない．実際にタ

ンパク質複合体の結晶構造において，溶液中に存在

しない相互作用の影響により，タンパク質に非生理

的なコンフォメーション変化が生じていたという例

もある．27,28)こうした状況を踏まえて，筆者らは核

磁気共鳴（NMR）法を用いて水溶液中における Fc

と FcgRの相互作用様式を明らかにすることに取り

組んだ．

4. NMR解析の戦略

高分子量タンパク質の NMR解析を行うためには

試料を 13Cや 15Nなどの安定同位体で標識すること

が必須であり，そのために通常は大腸菌を利用した

タンパク質の大量発現系が用いられる．しかしなが

ら，本研究で対象とする Fcと FcgRはいずれも糖

タンパク質であり，先述したように少なくとも Fc

に結合している糖鎖は FcgRとの結合に不可欠であ

るため，NMR試料の調製には大腸菌発現系を用い

ることができない．筆者らの共同研究者である

Catherine Saut àes-Fridman博士のグループ（仏・

Curie研究所）は BHK細胞のホローファイバー培

養系を用いて数十ミリグラムオーダーのマウス

sFcgRIIを簡便に得るシステムを確立してい

る．29,30)得られた sFcgRIIは 1分子中に 3つのアス

パラギン結合型糖鎖を含んでおり，その分子量は

26 Kである．一方，マウスハイブリドーマ細胞を

無血清培養することにより IgG2bを調製し，パパ

インを用いた限定加水分解を行って Fcフラグメン

ト（分子量 52 K）を得た．2―4 Lの無血清培養を

行うことにより最終的に約 20 mgの Fcを得ること

ができた．NMRにより Fc上の FcgR結合サイト

を決定するためには Fcに安定同位体標識を施す必

要があるが，Fcと FcgRのような高分子量タンパ

ク質からなる巨大な複合体を対象とする場合は，ア

ミノ酸残基タイプ別に主鎖カルボニル炭素を選択的

に 13C標識する方法が有効である．31―35)

Fig. 5Aはイソロイシン残基の主鎖カルボニル炭

素を選択的に 13C標識した IgG2bの Fcフラグメン

トの 13C NMRスペクトルである．スペクトル中の

各ピークは IgG2bFcに含まれる 11個のイソロイ

シン残基のいずれかに由来しているわけであるが，

個々のピークを特定のイソロイシン残基に帰属する
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Fig. 5. 100MHz 13C NMR Spectra of the Fc Fragment of Mouse IgG2b Labeled with [1-13C]Ile (A) and Doubly Labeled with [1-
13C]Ile and [a-15N]Arg
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ために 13C―15N二重標識法31―35)を用いた．Fig. 5B

は結果の一例36)で，イソロイシン残基の主鎖カルボ

ニル炭素を 13Cで，アルギニン残基の主鎖アミド窒

素を 15Nでそれぞれ選択的に標識した Fcフラグメ

ントのスペクトルである．観測される 11個の Ile

シグナルのうちで矢印で示したピークのみが異種核

間のスピン結合（ 1JCN15 Hz）によってダブレッ

トに分裂して観測されている．したがって，この

ピークは Fc中に存在するイソロイシン残基の中で

唯一アルギニン残基が C末端側に隣接している

Ile300に帰属することができる．同様にして様々な
15N標識アミノ酸を組み合わせて多種類の二重標識

試料を調製してそれらの NMRスペクトルを観測す

ることにより，他のイソロイシンシグナルの帰属を

行った．同様にしてイソロイシン以外の多くのアミ

ノ酸残基に由来するシグナルについての帰属を確定

した．27,32―34,36)

5. FcgR結合サイトのマッピング

前節において述べた方法を用いて帰属を確定した

NMRシグナルをプローブとして Fcと sFcgRの相

互作用解析を行った．36)例えば，イソロイシン残基

の主鎖カルボニル炭素を 13C標識した Fcに

sFcgRIIを加えると Ile300番に由来するシグナルの

みに選択的な化学シフト変化が誘起された（Fig.

6）．同様の実験を他の 9種類のアミノ酸残基（Ala,

Arg, Cys, His, Leu, Met, Phe, Trp, Tyr）に由来する

主鎖カルボニル 13Cシグナルについても行った．こ

のようにして観測された sFcgRIIの結合に伴う化学

シフト変化をマウス IgG2aの Fc部分の結晶構造上

にマッピングした結果が Fig. 7である．有意な化

学シフト変化を示した残基はヒンジ領域の下流にあ

たる部分とその空間的近傍に集中しており，それ以

外の領域には変化が生じていないことが明らかとな

った．したがって sFcgRIIとの結合サイトはヒンジ
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Fig. 6. 100-MHz 13C NMR Spectra of the Fc Fragment of Mouse IgG2b Labeled with 13C at the Carbonyl Groups of the Ile Residues
in the Presence (Upper) and Absence (Lower) of Soluble FcgRII (sFcgRII)

Upon addition of sFcgRII, the resonance originating from Ile300 was selectively perturbed.
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領域の下流とその空間的近傍に位置するアミノ酸残

基のみから構成されており，それ以外に付加的な

sFcgRII結合サイトは存在しないことが明らかとな

った．

Fc表面の静電ポテンシャルを計算すると NMR

により決定された sFcgRII結合サイトは負電荷に富

んでいることが明らかとなった．一方，様々な

FcgR改変体を用いて同定されたマウス FcgRII上

の IgG結合サイトは塩基性アミノ酸残基に富んで

いることが報告されている．37－40)したがって，IgG

と FcgRIIの間の電荷的な相補性が両者の結合に寄

与している可能性がある．そこで，表面プラズモン

共鳴法により IgGと FcgRIIの結合の NaCl濃度依

存性を調べた結果，予想通り，溶液中のイオン強度

の上昇に伴って結合定数は顕著に低下した（Fig.

8）．したがって，IgGと FcgRIIの結合には静電相

互作用の有意な寄与があることが明らかとなった．

6. IgG―FcgR相互作用のストイキオメトリー

先に述べたように Sodermannら25)とMaxwell

ら26)が独立に提唱した IgGと FcgRの複合体につい

ての 2つのモデルはいずれも 1分子の IgGに 2分

子の FcgRが結合しているものであった．Sonder-

mannら41)は sFcgR溶液で平衡化したゲルろ過カ

ラムを用いた分析の結果に基づいて，ヒト IgGは 2

分子の sFcgRIIと非協同的に結合すると結論してい

る．これに対して，Ghirlandoら42)は超遠心分析の

結果に基づいてヒトの IgG1―Fcと sFcgRIIIの結

合のストイキオメトリーは 1：1であるという結果

を報告している．また，ゲルろ過及び超遠心実験の

結果，IgEと FceRIとの相互作用のストイキオメト

リーも 1：1であると報告されている．43)筆者らは

マウス IgG2bの Fcとマウス sFcgRIIの結合のスト

イキオメトリーをゲルろ過及び超遠心（沈降平衡法

及び沈降速度法）により解析を行い，いずれの方法

を用いても結合のストイキオメトリーは 1：1であ
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Fig. 7. Mapping of the Mouse sFcgRIIBinding Site on the
Fc Portion of IgG on the Basis of the Chemical Shift Pertur-
bations of the Carbonyl 13C Resonances of Ala, Arg, Cys,
His, Ile, Leu, Met, Phe, Trp, and Tyr Residues

The residues that shows chemical shift change larger (red) and
smaller (green) than 0.1 ppm are presented on the Fc portion of the crys-
tal structure of mouse IgG2a.

Fig. 8. Dependence upon the NaCl Concentration of the As-
sociation Constant (Ka) of sFcgRII for Mouse IgG2b Im-
mobilized onto a Sensor Chip

A‹nity was estimated by surface plasmon resonance measurements
with a BIAcore 1000 instrument. Mouse sFcgRII (0―40 mM) was dis-
solved in 10 mM HEPES buŠer, pH 7.4, containing 3.4 mM EDTA, 0.005
％ (v/v) Tween 20, and various concentrations (50―400 mM) of NaCl,
and then injected over the immobilized IgG2b at a ‰ow rate of 25―40 ml/
min.

Fig. 9. 100-MHz 13C NMR Spectra of the Fc Fragment of
Mouse IgG2b Labeled with [1-13C]Leu at Varying sFcgRII/
Fc Molar Ratio

It should be noted that Leu 234 gives a double peak in the uncomplex-
ed state, indicating that the sFcgRIIbinding sites exhibit conformational
multiplicity. Upon addition of sFcgRII, the Leu 234 resonance showed a
progressive change in intensity and completely diminished in the presence
of one molar equivalent of sFcgRII, indicating that the binding of one
receptor molecule induces microenvironmental changes in the lower hinge
region of both heavy chains.

Fig. 10. The Model of Interaction between IgG and FcgR
Proposed on the Basis of the NMR data36)

One IgG binds one FcgR only owing to a microenvironmental change
that occurs in the lower hinge region of both heavy chains during the inter-
action and precludes the binding of the second FcgR to the second binding
site.
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るという結果を得た．これらの結果によれば Fig. 4

に示した複合体モデルは少なくとも水溶液中におい

てはいずれもあてはまらないことになる．それでは

何故 sFcgRIIは Fc上で 2回軸対称な位置にある 2

つの結合サイトのうちの一方にしか結合できないの
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脚注＊：ごく最近になって，Sondermannらはヒト IgG1の Fc
フラグメントと sFcgRIIIの複合体の結晶構造解析に
成功し，分解能 3.2Åの結晶構造を報告している．45)

その結果によると，(1)Fcと sFcgRIIIは 1：1の複合
体を形成しており，(2)Fc上における sFcgRIIIの結
合サイトはヒンジ領域の下流とその空間的近傍であ

り，(3)sFcgRIIIが結合すると Fcにコンフォーメー
ション変化が誘起され Fcの二回軸対称性はやぶれる
ということである．この結果は，筆者らが NMR解
析の結果導いた結論を大筋において裏付けるものと

なっている．
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であろうか？ 一つの可能性は，Fc上に 1分子の

sFcgRIIが結合すると立体障害により第二の

sFcgRIIが結合できなくなるということである．も

う一つの可能性は，Fc上の一方の結合サイトに

sFcgRIIが結合すると他方のサイトにコンフォメー

ション変化が誘起され，第二の sFcgRIIの結合が阻

止されるという，いわゆる負のアロステリック効果

による結合の阻害が起こるということである．これ

まで，ヒト IgG1と sFcgRIIIの相互作用に伴う熱

力学的パラメーターの変化に基づいて複合体形成に

伴って IgG分子に局所的なコンフォーメーション

変化が起こる可能性が示唆されている．42)また，円

二色性スペクトルの解析により，IgEと FceRIの相

互作用に伴って IgE分子にコンフォーメーション

変化が生ずる可能性も示唆されている．44)しかしな

がら，これらの実験の結果では，いずれの分子のい

ずれの部位にコンフォーメーション変化が生じてい

るのかを明確にすることはできない．FcgRとの結

合に伴って IgG分子上のもう 1つの FcgR結合サイ

トにコンフォーメーション変化が生ずるか否かとい

う問題に対して解答を与えるために，筆者らは

NMRを用いたアプローチを行った．36)

7. FcgR結合サイトのコンフォーメーション変

化

Fig. 9はロイシン残基の主鎖カルボニル炭素を選

択的に 13C標識した IgG2bFcの 13C NMRスペク

トルである．興味深いことに，ヒンジ領域下流に位

置する Leu234のカルボニル炭素はスペクトル中に

おいてダブルピークを与えている．このことは IgG

分子上の FcgR結合サイトは FcgRが存在しない条

件下では，少なくとも 2通りのコンフォーメーショ

ンをとっていることを意味する．さらに興味深いこ

とは，Fcの Asn297に結合している糖鎖をエンド

グリコシダーゼ Dで処理することによって還元末

端側の二糖（Fuc―GlcNAc）にまで短鎖化すると，

このような FcgR結合サイトの多形性は消失し，そ

れに伴って FcgRに対する親和性が顕著に低下する

ことが明らかになった（未発表データ）．すなわち，

Fcに結合している糖鎖は，FcgR結合サイトの多形

性をも含めた適切な動的高次構造の構築に寄与して

いると考えられる．

この Fc試料に sFcgRIIを加えていくにつれて

Leu234に由来するダブルピークの強度は徐々に減

少し，モル比で 1等量の sFcgRIIを加えた時点で完

全な消失が認められた．この結果は，1分子の

sFcgRIIが結合すると Fcを構成する 2つのサブユ

ニットの両方において Leu234周辺の微視的環境が

変化することを意味している．このことは，Fc上

で 2回軸対称な関係にある 2つの sFcgRII結合サイ

トのうちの一方に sFcgRIIが結合すると他方のサイ

トにもコンフォーメーション変化が誘起されること

を示唆し，その結果，第 2の sFcgRII分子の結合が

阻止されるという負のアロステリックモデルを支持

する（Fig. 10）．以上の結果は，FcgRの結晶構造

解析の結果に基づいて提唱された Fcとの複合体の

2つのモデルのいずれをも否定するものであ

る(脚注＊)．

8. おわりに

はじめに述べたように FcgRを介した細胞内のシ

グナル伝達の最初のステップは複数の FcgR分子が

会合することである．もしも仮に，IgGと FcgRの

結合のストイキオメトリーが 1：2であったならば，

1分子の IgGは抗原が存在しない条件下においても

自発的に 2分子の FcgRを架橋して細胞を活性化し

てしまい，生体にとって望ましくない応答を引き起

こしてしまう可能性がある．しかし，実際には，

NMRを用いて示した FcgR結合サイトのコンフ

ォーメーション変化の結果，IgGと FcgRの相互作

用は 1分子：1分子の結合にとどまる．そして，多

価抗原との結合により IgGが架橋されることによ

ってはじめて FcgRの会合が起こりシグナルが伝達

されると考えられる．こうした IgG分子のコンフ

ォーメーション変化を基盤とするメカニズムによっ

て免疫応答の発現は適切にコントロールされている

ということが，筆者が NMR解析を通じて到達した

結論である．
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