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研究成果の概要（和文）：　本研究では、抑制性のNK細胞レセプターKIRに着目し、腫瘍の免疫逃避機構の解明
を行うことで、新たながん免疫療法の標的分子の開発につなげることを目的とした。
　様々な抑制化KIRと様々な腫瘍細胞との相互作用を網羅的に解析したところ、KIRの一つが神経系腫瘍細胞をよ
く認識することが明らかとなり、リガンド候補も同定された。この結果から、特定の腫瘍細胞は、KIRのリガン
ドを介して免疫を抑制する可能性が示唆される。

研究成果の概要（英文）：This study aims to elucidate the immune evasion mechanism of tumors focused 
on the inhibitory NK cell receptor KIRs, leading to the development of new target molecules for 
cancer immunotherapy.
A comprehensive analysis of the interaction between various inhibitory KIRs and various tumor cells 
revealed that one of the KIRs recognizes specific tumor cells, in which this study identified the 
candidate ligand. These results suggest that certain tumor cells may utilize the KIR ligands for 
immune evasion.

研究分野： 免疫学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　がん患者では、免疫ががん細胞を排除できず免疫抑制状態となっていることが分かってきているが、その分子
メカニズムは十分明らかとなっていない。本研究により、Natural Killer (NK)細胞に発現する免疫抑制化レセ
プターが特定のがん細胞を認識して免疫を抑制する可能性が示唆された。今後さらにこの免疫抑制化レセプター
の抑制機能が明らかになれば、がん免疫療法の新たな標的分子につながることが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 腫瘍細胞には、T 細胞の免疫抑制化レセプターである PD-1 や CTLA-4 を利用して免疫応答
を抑制し、免疫から逃れる手段（免疫逃避機構）があり、近年これらの分子が、がん免疫療法の
標的分子となっている。一方で、T 細胞だけでなく Natural Killer (NK)細胞にも腫瘍細胞に対
して殺傷能力があるにも関わらず、NK 細胞の標的分子に基づいたがん免疫療法の開発には至っ
ていない。これは、NK 細胞における免疫抑制化レセプターの役割について、十分な理解がされ
ていないためである。 
 ヒト NK 細胞レセプターは、Natural Killer Complex や Leukocyte Receptor Complex と呼
ばれる遺伝子領域に多数コードされており、遺伝子の数の違いやアミノ酸置換を伴う一塩基多
型（SNPs）が種内において多く観察される。特に、Killer cell Immunoglobulin-like Receptor 
(KIR)遺伝子ファミリーは、遺伝子の数が個人によって著しく異なっており、遺伝的多様性に富
むが、なぜこのように遺伝的多様性を示すのかについては未だ解明されていない。ヒト NK 細
胞レセプターは、その分子構造から大きく分けて、活性化レセプターと抑制化レセプターに分類
される。本研究代表者は、NK 細胞に発現する免疫抑
制化レセプターに着目し、腫瘍細胞を認識する免疫
抑制化レセプターを網羅的に探索したところ、これ
までリガンドおよび機能が未知であった抑制化レセ
プターKIR の 1 種類が腫瘍細胞を認識することを見
出した。従来から NK 細胞レセプターのリガンドと
して知られている HLA クラス I 分子を腫瘍細胞に
おいて欠損させても、抑制化レセプターKIR が腫瘍
細胞を認識することから（図１）、新規のリガンドが
腫瘍細胞に発現していると予想された。この結果か
ら、抑制化レセプターKIR が腫瘍の免疫逃避機構に
利用される可能性が示唆される。              図１ 
 
２．研究の目的 
 本研究では、研究開始当初の背景で述べたように、申請者が見出した腫瘍細胞を認識する抑制
化 NK 細胞レセプターKIR に着目し、この分子を介した腫瘍の免疫逃避機構の解明を行うこと
で、新たながん免疫療法の標的分子の開発につなげることを目的とする（図２）。 
 

                   図２ 
 
３．研究の方法 

(1). 免疫レセプターのリガンドの探索および検証 
 腫瘍細胞に発現する KIR リガンドを探索するために、NK 細胞レセプターKIR の細胞外領域と
IgG-Fc 領域の融合タンパク質を作製し、Anti-human IgG-Fc を 2 次抗体として、腫瘍細胞への結
合をフローサイトメトリーにより解析した。さらに KIR と腫瘍細胞との相互作用を検証するた
めに、リガンドと結合すると GFP を発現するレポーター細胞の作製を行った。レポーター細胞に
発現させた KIR がリガンドと結合すると、細胞内にシグナルが入り GFP が発現誘導されるメカ
ニズムとなっており、このレポーター細胞を用いることで、リガンドを発現する細胞を調べるこ
とが可能となる。腫瘍細胞と KIR を発現するレポーター細胞を共培養し、16 時間後にレポータ
ー細胞と腫瘍細胞を区別するために、Anti-mouse CD45 によりレポーター細胞と腫瘍細胞を染め
分けて、フローサイトメトリーにより GFP の発現を解析し、KIR とリガンドとの相互作用の検証
を行った。また、腫瘍細胞の遺伝子ノックアウトは、CRISPR/Cas9 システムにより行い、遺伝子
を発現しない細胞をセルソーターによりネガティブソーティングして得た。 
 

(2). 免疫レセプターのリガンド同定 
 リガンドを発現する腫瘍細胞が見出されたら、KIR の Fc 融合タンパク質を用いて、免疫沈降
を行い、SDS-PAGE および Oriole 染色を行った。検出された特異的なバンドを切り出し、質量分
析を行い、細胞表面に存在しうる分子について絞り込みを行った。見出されたリガンド候補につ

抑制性KIRの結合

コントロール 腫瘍細胞

HLAクラスI欠損
腫瘍細胞

抑制性KIRは腫瘍細胞の新規リガンドを認識する



いては、組換えタンパク質を用いて、レポーターアッセイを行う事により、リガンドの検証を行
った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 免疫レセプターのリガンドの探索および検証 
 様々な抑制化 KIR のレポーター細胞と様々な腫瘍細胞との相互作用をフローサイトメトリー
により網羅的に解析したところ、KIR2DL5 が神経系腫瘍細胞を認識することが明らかとなった
（図３）。これまで HLA クラス Iがリガンドであることが分かっている KIR2DL2 も反応性を示し
たことから、KIR2DL5 のリガンド
が HLAクラスIである可能性につ
いて検討を行った。その結果、
KIR2DL2 は、HLA クラス I を欠損
させた神経系腫瘍細胞へ反応し
なくなったのに対し、KIR2DL5 は、
反応性が維持された。図１におい
て、KIR2DL5 は細胞表面上に結合
することが分かっているため、
KIR2DL5 のリガンドは HLA クラス
I 以外の細胞表面タンパク質であ
る可能性が考えられた。また、レ
ポーター細胞による腫瘍細胞と
の相互作用のスクリーニングの
過程 で、抑制 化レセプタ ー
KIR3DL3 が腺がん細胞を HLA クラ
スI非依存的に認識することも新
たに明らかとなった（図３）。 
 
                              図３ 
(2) 免疫レセプターのリガンド同定 
 抑制化レセプターである KIR2DL5 および KIR3DL3 がそれぞれ異なった腫瘍細胞を認識するこ
とが明らかとなったことから、これら KIR のリガンドの同定を試みた。KIR2DL5 および KIR3DL3
の Fc 融合タンパク質を用いて免疫沈降を行い、SDS-PAGE および Oriole 染色を行ったところ、
約 30kDa 付近に KIR2DL2 と KIR2DL5 とで差がある特異的なバンドが認められた。一方で、KIR3DL3
についても、KIR2DL5 と同様にリガンドの同定を試みたが、本研究期間においては同定すること
に成功しなかった。 
 そこで次に、KIR2DL5 に結合したと考えられる特異的なバンドを切り出し、質量分析を行った。
質量分析で検出されたタンパク質の中で、細胞表面タンパク質に絞り込んだところ、リガンド GL
がリガンド候補として見出された。実際に、GL が KIR2DL5 のリガンドであるかどうかを検証す
るために、GLの組換えタンパク質を用いて、レポーターアッセイを行ったところ、KIR2DL2 は GL
に反応しなかったのに対し、KIR2DL5は GLに反応性を示した（図４）。この結果から、GLはKIR2DL5
の特異的なリガンドである可能性が考えられた。一方で、本研究期間の間に、本研究で同定した
GL とは異なる新規の KIR2DL5 のリガンド PVR が他の研究グループから報告された。そこで、
KIR2DL5 のリガンドが PVR だけで説明できるのかどうかについて検証を行った。腫瘍細胞に発現
している PVR を CRISPR/Cas9 で欠損させ、KIR2DL5 のレポーターアッセイを行ったところ、
KIR2DL5 のレポーター細胞は、PVR を欠損させた細胞に対して反応率が半分ほどに低下した。し
かし、PVR を欠損させても腫瘍細胞に対する反応性は残ったことから、PVR は KIR2DL5 のリガン
ドの一つであり、さらに PVR 以外にもリガンドとなる存在が示唆された。したがって、本研究結
果と合わせると、KIR2DL5 は、複数種類のリガンドを認識する可能性が考えられる。 

          
          
 
 
 
 
 
 
 

        図４                  図５                   
 
(3)本研究の考察 
 本研究では、KIR2DL5 のリガンドがある種の腫瘍細胞の細胞表面に発現する GL である可能性



が明らかとなった。本研究では、KIR2DL5 を発現した NK 細胞の機能まで明らかにすることはで
きなかったが、KIR2DL5 は抑制化レセプターであるため、GL が KIR2DL5 に結合すると NK 細胞の
活性が抑制されることが考えられる。先行研究によると、GL は、血管新生の促進や腫瘍細胞の
成長を促進させる働きがあり、腫瘍細胞に GL が過剰発現している患者では、予後が悪いことが
報告されていることから、GL を過剰発現する腫瘍細胞は KIR2DL5 を介した免疫逃避機構を獲得
しているかもしれない。また、本研究の実施期間中に、PVR が KIR2LD5 のリガンドであると報告
された。PVR および GL と KIR2DL5 との相互作用が生理的にどのような意義があるのかについて
は、先行研究および本研究では明らかとなっていない。今後、KIR2DL5 の抑制機能が明らかにな
れば、がん免疫療法の標的として期待できる。 
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