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研究成果の概要（和文）：細菌の中にはプロテアーゼを産生することによって、抗体の可変領域を切断し破壊す
るものが存在することが判明した。さらに、我々は、細菌の産生するプロテアーゼで切断された抗体を特異的に
認識する活性化レセプターとしてLILRA2を同定した。切断された抗体はLILRA2を発現している好中球を特異的に
活性化した。また、切断型抗体よる単球の刺激でレギオネラ菌の増殖が顕著に阻害された。さらに、感染患者の
膿汁を調べると、切断された抗体が存在し、それらはLILA2発現細胞を活性化することが判明した。以上より、
LILRA2は切断された抗体を認識することで感染防御に関与していることが判明した。

研究成果の概要（英文）：Certain bacteria inactivate antibody by cutting variable region of antibody.
 Furthermore, we found that such truncated antibodies are recognized by immune activating receptor, 
LILRA2. Truncated antibodies specifically activated neutrophils expressing LILRA2. In addition, 
growth of Legionella in monocytes were suppressed by stimulation with truncated antibodies. These 
results suggested that LILRA2 plays an important role in host defense by recognizing truncated 
antibodies.
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１．研究開始当初の背景	

	

細菌の中には一過性の急性感染を引き起こすも
のもあるが、持続感染し続ける病原細菌も存在
する。持続感染する病原細菌には、宿主免疫応
答から逃れるための様々な免疫逃避機構が存在
すると考えられる。一方、抗体は細菌感染に対す
る生体防御において非常に重要な機能を担って
いる。細菌に対する抗体は、細菌に直接傷害を
加える他、Fc レセプターを発現している好中球
等を介して細菌を攻撃するのに重要な機能を担
っている。ところが、細菌の中にはプロテアーゼ
を産生することによって、抗体を破壊するものが
存在する。一方、我々は、免疫レセプターと病原
体の相互作用の解析から(Satoh et al. Cell 2008; 
Suenaga et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2010; 
Wang et al. Nat. Immunol. 2013)、細菌の産生す
るプロテアーゼで切断された抗体を特異的に認
識する免疫活性化レセプターLILRA2 を同定した。 
 
２．研究の目的	

	

抗体は細菌感染に対する免疫応答に対して重
要な機能を担っているが、細菌の中には、プロテ
アーゼを産生することによって、細菌に対する抗
体を切断する免疫逃避機構を持っているものが
ある。我々は、好中球の発現する機能未知の活
性化レセプターの中に、細菌の産生する特定の
プロテアーゼによって切断された抗体を特異的
に認識するレセプター(LILRA2)を同定した。つま
り LILRA2 は、抗体が破壊されるという免疫システ
ムにとって危機的状況を検出するためのレセプ
ターである可能性がある。一方、細菌の産生する
プロテアーゼは宿主病原体相互作用に非常に
重要である。しかし、抗体を切断する細菌プロテ
アーゼの正体はほとんど解明されていない。そこ
で、本研究では LILRA2 の認識に関わる細菌プ
ロテアーゼを同定し、新たな宿主病原体相互作
用を解明する。 
 
３．研究の方法	

	

本研究では、まず LILRA2 のリガンドとなるように
抗体を切断するプロテアーゼの同定を行う。特に、
プロテアーゼ活性を持つ分画を細菌の培養上精
から精製し、質量分析で同定する。また、LILRA2
による切断された抗体の認識が、感染防御にど
のように機能するかを解析する。患者サンプルを
用いて、切断された抗体の機能を解析する。 
 
①細菌プロテアーゼの同定 

IR を介した生体防御機構を解明するために、

LILRA2 に認識されるように抗体を切断する細菌

プロテアーゼの同定が欠かせない。そこで、

LILRA2 によって認識されるように抗体を切断す

るプロテアーゼの産生が強いレジオネラ菌、マイ

コプラズマ、肺炎球菌等からプロテアーゼの同定

を行う。 

 レジオネラ菌や肺炎球菌の培養上清には

LILRA2 によって認識されるように抗体を切断す

るプロテアーゼの活性化が認められた。そこで、

培養上清から HPLC を用いて精製し、プロテア

ーゼ活性の強い分画を LILRA2-Fc キメラ分子

(Suenaga et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 2010; 

Shiratori et al. J. Exp. Med. 2004 )や LILRA2 レ

ポーター細胞（下図）を用いて濃縮する。最終的

には、(Satoh et al. Cell 2008)で用いた質量分析

により、プロテアーゼの同定を行う。 

 

②細菌プロテアーゼの機能解析 
上記で同定するプロテアーゼの機能を、プロテ
アーゼの強制発現系および欠損株を作成するこ
とによって解析する。LILRA2 によって認識される
ように抗体を切断するプロテアーゼを持つ細菌
から、プロテアーゼの欠損株を作成し、プロテア
ーゼの病原性に与える影響を明らかにする。プ
ロテアーゼを産生するレジオネラ菌はマウスに感
受性で実際に抗体を切断する。そこで、プロテア
ーゼ欠損レジオネラをマウスに感染させることに
よって抗体の切断に影響を受けるかを解析する。 
 
４．研究成果	

	

	 LILRA2がどのように切断された抗体を認識
するかを詳細に解析した。その結果、LILRA2
は、重鎖が切断された抗体を認識することが
判明した。一方、LILRA2 の認識には、抗体の
軽鎖の配列に依存していることが判明した。
つまり、重鎖が切断されることによって露出
した軽鎖の可変領域を LILRA2 は認識するこ
とが判明した。一方、IgM だけでなく、IgG1、
IgG2、IgG2、IgG4 も切断されることによって
LILRA2 に認識されたが、IgA は認識されなか
った。正確な原因は不明だが、抗体の定常領
域の配列も LILRA2 の認識に関与していると
考えられた。	
	 次に、レジオネラの培養上精に、抗体を可
変領域を切断する酵素活性が認められたこと
から、培養上精に含まれるプロテアーゼの同
定を試みた。培養上精のプロテアーゼ活性が
認められる分画を HPLC を用いて、ゲル濾過、
イオン交換カラムを用いて精製し、プロテア
ーゼ活性の認められる分画の質量分析による
解析を行った。その結果、レジオネラ菌の分
泌タンパク質である Msp が同定された。そこ
で、リコンビナントの Msp を作成して解析し
たところ、レジオネラ菌の培養上精と同様な
酵素活性が認められ、切断された抗体は
LILRA2 によって認識された。さらに、Msp 欠
損レジオネラを解析したところ、培養上精に
は抗体切断活性は認められなかった。以上よ
り、Msp が抗体の切断に関与しているレジオ
ネラのプロテアーゼであることが明らかにな
った。	
	 次に、切断された抗体の機能についての解
析を行った。その結果、固相化した切断型抗
体は LILRA2-NFAT-GFP レポーター細胞を活性



化することが判明した。また、切断型抗体は
LILRA2 を発現している HL60 細胞を活性化し
たが、CRISPR-Cas9 で LILRA2 を欠落させた
HL60 は活性化しなかった。また、切断された
抗体は、好中球においても LILRA2 依存性に活
性化することが判明した。これらのことから、
切断型抗体は LILRA2 を発現している自然免
疫細胞を活性化することが判明した。	
	 次に、LILRA2 による活性化が、感染防御に
関与しているかどうかを解析した。レジオネ
ラ菌は単球に感染することが知られている。
そこで、レジオネラ菌を単球に感染させたの
ち、単球を LILRA2 で活性化すると、レジオネ
ラ菌の菌数が著名に減少することが判明した。
このように、LILRA2 は分解された抗体を認識
することによって、プロテアーゼを産生する
細菌に対する感染防御に関与していると考え
られた。	
	 分解された抗体が実際の感染患者において
産生されているかどうかを解析した。中耳炎
や皮膚膿瘍の患者さんの膿汁における抗体を
解析したところ、重鎖が切断された抗体が確
認された。さらに、切断された重鎖が含まれ
た膿汁は、LILRA2 レポーター細胞を活性化す
ることが判明した。このように、LILRA2 は、
感染局所でプロテアーゼによって分解された
抗体を検出することによって、感染防御を担
っている免疫レセプターであることが判明し
た。	
	 本研究により、LILRA2 は細菌のプロテアー
ゼによって切断された抗体を特異的に認識す
ることによって、自然免疫細胞を活性化し、
生体防御応答において重要な機能になってい
る新たなレセプターであることが判明した。
つまり、病原細菌は、免疫から逃避するため
にプロテアーゼを産生し抗体を切断し不活性
化する。しかし、抗体の不活性化は生体にお
って危険状態である。そこで、免疫システム
は、このような抗体異常を検出するために
LILRA2を獲得したのではないかと考えられる。
LILRA2 はマウスには存在しなが、同様な活性
化レセプターが存在する可能性がある。そこ
で、LILRA2 に相当するマウスの分子の検索や
LILRA2のトランスジェニックマウスを用いた

解析が、LILRA2 の生体内での機能を解析する
上で重要であると思われる。また、レジオネ
ラ以外の細菌のプロテアーゼを同定すること
で、細菌の病原性を調べる新たな指標になる
可能性が考えられる(Hirayasu	et	al.	Nature	
Microbiology	2016)。	
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