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研究成果の概要（和文）：抗KIR2DL4抗体によりヒトランゲルハンス細胞組織球症細胞株であるELD-1の細胞増殖
が抑制された。KIR2DL4をノックダウンしたELD-1ではKIR2DL4の刺激で増殖に変化はなかった。ERK阻害剤ととも
にELD-1を培養すると増殖が抑制された。ERKがELD-1の増殖に関与するためKIR2DL4作動性抗体によるERKのリン
酸化の変化を調べると、リン酸化を抑えた。またKIR2DL4作動性抗体により、ELD-1においてSHP-2のリン酸化活
性を確認した。SHP-2のリン酸化阻害剤とともにKIR2DL4を刺激するとERKのリン酸化の抑制がキャンセルされる
ことを確認した。

研究成果の概要（英文）：We examined the expression and function of KIR2DL4 in LCHs. In pathological 
specimens, 27 of 36 LCH cases (75.0%) were immunohistochemically positive for KIR2DL4. Its 
expression was independent of age, gender, location, multi-or single-system, and the status of 
BRAFV600E immunostaining. We also confirmed the expression of KIR2DL4 mRNA and protein in the human 
LCH-like cell lines ELD- 1 and PRU-1. KIR2DL4 protein was distributed in the membrane and cytoplasm 
of ELD-1 cells, but only in the cytoplasm of PRU-1 cells. An agonistic antibody against KIR2DL4 
reduced phosphorylation of extracellular signal-regulated kinases (ERKs) and suppressed the cell 
growth of ELD-1 cells in a Src homology region 2 domain-containing phosphatase-2 dependent manner, 
but it had no effect in PRU-1 cells. These results suggest that KIR2DL4-mediated ERK suppression is 
a possible therapeutic target for LCH cells.

研究分野： 抑制性受容体
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１．研究開始当初の背景 
ランゲルハンス細胞組織球症(LCH)は抗原

提示細胞として各種免疫反応に関与するラ
ンゲルハンス細胞の皮膚・ 骨・リンパ節な
どでの異常増殖が本態とされる骨髄増殖性
疾患の 1つである。単一臓器型と多臓器型に
分けられ、多臓器型は 1歳未満に多く、単一
臓器型は幅広い年齢で発症し、患者の 70～
80％は小児である。ランゲルハンス細胞が異
常に増殖する原因については現在解明され
ていない点が多く、LCH には他の骨髄増殖性
疾患同様の 治療が必要な群が含まれるため、
発症原因を明らかにし、治療法を確立する必
要がある。 

 
２．研究の目的 
申請者はヒトLCH患者の病理検体の一部お

よびヒト LCH 細胞株 ELD-1 が新規マーカー 
と し て Killer immunoglobulin-like 
receptor 2DL4 (KIR2DL4 / CD158d) を発現
することを見出している。KIR2DL4は Natural 
Killer (NK) 細胞やマスト細胞に発現する抑
制性受容体の一つである。抑制性受容体とは
細 胞 内 ド メ イ ン に immunoreceptor 
tyrosine-based inhibitor motif (ITIM) と
呼ばれる構造を持つ受容体で、刺激を受ける
とこの構造がチロシンリン酸化し、脱リン酸
化 酵 素  (Src homology region 2 
domain-containing phosphatase (SHP)-1 and 
SHP-2) との結合が可能となる。さらに結合
することにより脱リン酸化酵素が活性する
と、チロシンキナーゼカスケードからなるシ
グナルが負に抑制される。マスト細胞に発現
するKIR2DL4を刺激すると、マスト細胞のSCF
依存性増殖を抑制することが確認されてい
る。KIR2DL4 の ELD-1 における機能を解析す
ることにより、ELD-1 の増殖を抑制するのか、
しいては KIR2DL4 が LCH の診断 マーカーや
治療標的になりうるかを明らかにする。 

 
３．研究の方法 
本研究ではヒト病理検体 36 症例を用い

KIR2DL4 の発現を免疫組織化学染色により確
認し、各種臨床パラメーター(年齢・性別・
BRAFV600・発症部位および多臓器型か単一臓
器型か)との相関を解析する。LCH は免疫組織
化学染色により S-100 および CD1a が陽性と
なった症例を使用した。免疫組織化学染色は
病理検体を脱パラフィンした後、3％過酸化
水素水に 5 分浸しブロッキングを行う。pH9
で賦活化処理を行い、抗 KIR2DL4 抗体をのせ
静置する。その後DAB発色及び後染色を行う。
また、LCH 細胞株である ELD-1 および PRU-1
において RT-PCR を用い mRNA レベルでの
KIR2DL4 の発現を確認し、Immunoblotting・
免疫細胞化学染色を用いタンパク質レベル
での KIR2DL4 の発現を確認する。次に抗
KIR2DL4 作動性抗体による LCH 細胞株おける
細胞増殖能への影響について解析する。細胞
増殖能は Cell Counting Kit-8 (CCK-8)を用

いて行う。また RNAi 法を用いて LCH 細胞株
細胞上の KIR2DL4 をノックダウンし、正常の
LCH 細胞株細胞と同様細胞増殖能を CCK-8 を
用いて検討する。また KIR2DL4 ノックダウン
LCH 細胞株細胞においてチロシンキナーゼカ
スケードのシグナル伝達への影響や脱リン
酸化酵素の活性に与える影響を確認する。
LCH 細胞株細胞において ERK のリン酸化を
Immunoblotting を用いて確認する。また
SHP-1 および SHP-2 のリン酸化レベルを
ELISA キットを用いて検討を行う。このよう
にして LCH細胞株細胞における KIR2DL4 の発
現の有無とKIR2DL4の役割や機能解析を行う。 
 

４．研究成果 
ヒト病理検体において LCH 症例 36 例中 27

例で KIR2DL4 の発現が確認された。（図１）
年齢や性別、発症部位、単一臓器型か多臓器
型か、BRAFV600E 変異と、KIR2DL4 の発現に
相関はなかった。（表 1） 
図１ 

 
表 1 

 
LCH 細胞株細胞の ELD-1 および PRU-1 にお

いて mRNA レベルおよびタンパク質レベルで
の KIR2DL4 の発現を確認した。（図 2）mRNA
レベルでは ELD-1、PRU-1 のどちらも発現が



確認され、Immunoblotting を用いたタンパク
質レベルでの発現もどちらの細胞株におい
ても確認された。しかし、免疫細胞化学染色
を行ったところ、ELD-1 では細胞質および細
胞膜の双方にタンパク質レベルでの発現が
確認できたが、PRU-1 においては細胞質のみ
に発現し、細胞膜には KIR2DL4 の発現は確認
されなかった。 
図 2 

 
 

ヒトランゲルハンス細胞組織球症(LCH)細
胞株において、KIR2DL4 の機能を検討した。
まず LCH細胞株において KIR2DL4 の刺激によ
り細胞増殖が影響するかを確認した。（図 3）
抗 KIR2DL4 抗体による刺激で KIR2DL4 を細胞
膜に発現しているELD-1の細胞増殖が抑制さ
れた。一方 KIR2DL4 が細胞膜に発現していな
い PRU-1 においては抗 KIR2DL4 抗体による刺
激で細胞増殖に変動はみられなかった。また
KIR2DL4 をノックダウンした ELD-1 において
KIR2DL4 を刺激すると細胞増殖に変動はみら
れなかった。これより LCH 細胞の細胞膜に発
現したKIR2DL4が刺激されると細胞増殖が抑
制されると考えられる。 
図 3 

ELD-1 の増殖抑制にチロシンキナーゼカス
ケードのシグナルである extracellular 
signal-regulated kinases (ERK) の活性が
関与するのではないかと考え、ERK のリン酸
化を Immunoblotting で確認したところ、抗
KIR2DL4 抗体をともに ELD-1 を培養すると
ERK のリン酸化が抑制されることを確認した。
また KIR2DL4 ノックダウン ELD-1 においては
ERK のリン酸化が抑制されることはなかった。
また KIR2DL4 を膜発現していない PRU-1 にお
いても抗 KIR2DL4 抗体の刺激により ERKのリ
ン酸化が抑制されることはなかった。（図 4）
一方でERKと同様のチロシンキナーゼカスケ
ードのシグナルである STAT3 や AKT、Src フ
ァミリーのリン酸化には影響がなかった。 
次に ERK のリン酸化抑制に SHP-1 および

SHP-2 のリン酸化が関与するのではないかと
考え、SHP-1、SHP-2 のリン酸化を ELISA キッ
トにより確認したところ、ELD-1、KIR2DL4 ノ
ックダウン ELD-1、PRU-1 のすべての細胞で
SHP-1 のリン酸化の増減は確認できなかった。
一方 SHP-2 のリン酸化は ELD-1 において増加
していることが確認された。ERK のリン酸化
の変動と同様、KIR2DL4 ノックダウン ELD-1
および PRU-1 においては SHP-2 のリン酸化に
影響はみられなかった。（図 5） 
図 4 

 
図 5 

 
実際に SHP-2 のリン酸化が ERKのリン酸化

に影響を及ぼすのか確認した。ELD-1 ととも
に抗 KIR2DL4 抗体を培養すると SHP-2 のリン
酸化が増加し、ERK のリン酸化が減少してお
り、さらに SHP-2 の阻害剤を加えたところ、
KIR2DL4 の刺激が行われても、SHP-2 のリン



酸化は変動せず、ERK のリン酸化も KIR2DL4
の刺激がない場合と同様であることが確認
された。また抗 KIR2DL4 抗体および SHP-2 阻
害剤とともに ELD-1 を培養すると抗 KIR2DL4
抗体のみの場合は細胞増殖が抑制されたが、
その抑制がキャンセルされ、増殖が増加して
いることが確認された。（図 6） 
図 6 

 LCH 細胞は S-100 や CD1a、CD207 といった
タンパク質を発現しているが、今回新たに
KIR2DL4 発現していることを確認し、新たな
マーカーとして使用できると考えられる。 
 LCH には少数ながら膜上に KIR2DL4 がタン
パク質レベルで発現せず細胞質上のみに発
現する場合があり、PRU-1 もその一つである。
細胞膜には発現しないため作動性抗体によ
り細胞増殖に影響することはない。ヒトマス
トサイトーシス細胞株である HMC1.2 におい
ても細胞膜上にKIR2DL4の発現はしておらず、
KIR2DL4 作動性抗体により細胞の増殖能に影
響を与えないことが確認されている。LCH に
おいてKIR2DL4が細胞膜上に発現する症例と、
細胞質内にとどまる症例の違いを今後検討

する必要があると考える。 
 本研究において SHP-2 が LCH 細胞でリン酸
化が増加していることを確認し、このリン酸
化がERKのリン酸化に影響を与えていること
を明らかにした。今後の検討課題として LCH
細胞においてなぜSHP-2のリン酸化が永続的
に起こるのかを明らかにする必要がある。
SHP-2 に変異があることにより ERK のリン酸
化が永続的に起こっていると考えられる。ま
たKIR2DL4のリガンドとして生体内に存在す
るHLA-Gとの関係も今後検討していく必要が
あると考える。 
 抗 KIR2DL4 抗体により LCH細胞株の一つで
ある ELD-1 の増殖が抑制されたことは、LCH
の治療法として使用できる可能性があると
考える。 
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