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研究成果の概要（和文）：本研究では、免疫レセプターと様々な病原体との相互作用を網羅的に調べた。その結
果、活性化レセプターLILRA2が病原微生物によって破壊された抗体を認識し病原微生物に対して生体防御を行っ
ていることが明らかとなった。この結果から、病原微生物は宿主の免疫から逃れるために様々な免疫逃避機構を
進化させてきた一方で、宿主側は病原微生物による免疫逃避機構を検出し、生体防御に働くように進化して病原
微生物に対抗してきたことが考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, a comprehensive search for interaction between pathogens and 
host immune receptors was performed. In this process, it was found that microbial pathogens have 
evolved to acquire antibody-cleaving proteases in order to escape from the host immune system of 
antibody recognition. Moreover, it was also found that an orphan activating immune receptor, LILRA2,
 recognizes these microbially disrupted antibody in order to counteract the microbial immune evasion
 strategy.

研究分野： 免疫遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
 未だに感染症は人類にとって脅威でありなが
ら、病原体の感染メカニズムや感染症の重症化
要因についてはほとんどわかっていない。その
要因として、ヒトに特異的な遺伝子は動物モデ
ルで機能解析を行う事が困難であるため、いま
だに多くの遺伝子の機能が明らかとなっていな
いことが挙げられる。ヒト１２番染色体短腕と１９
番染色体長腕には遺伝的多様性に富む機能未
知の免疫受容体が数多く存在している。種間お
よび種内の比較ゲノム解析からこれらのゲノム領
域は進化速度が速いことが明らかとなっており、
感染症による選択圧を受けた痕跡である事が示
唆されている。これまでに我々においても、ヒト１
９番染色体長腕に存在する LILRA3 遺伝子の欠
失（非機能型）が有意にアジア人集団に多く、こ
の遺伝子に選択圧が働いた痕跡を見出した
（Hirayasu et al., Hum Genet, 2006, Hirayasu et 
al., Am J Hum Genet, 2008）。また、KIR2DL3 と
HLA-C1 の両遺伝子を保有するヒトでは熱帯熱
マラリアの重篤な合併症である脳性マラリアに感
受性を示す事を明らかにした（Hirayasu et al., 
PLoS Pathogens, 2012）。これらの分子は病原体
と相互作用する可能性があるが、国内外で行わ
れてきたこれまでの遺伝疫学的なアプローチで
は実際にどのような病原体のどのような分子が
免疫受容体と相互作用して感受性を示すのかと
いうところを明らかにするには至らなかった。そこ
で、我々は研究をさらに発展させるために、機能
に影響を与えるような遺伝子多型（欠失、スプラ
イシング、ナンセンス置換等）を有する免疫受容
体に注目して、様々な免疫受容体の組換えタン
パク質を作製し、様々な病原体（ウィルス・細菌・
原虫）との結合性をフローサイトメトリーにより解
析し、免疫受容体と相互作用する病原体分子の
網羅的な同定を試みた。その過程で、活性化レ
セプターLILRA2 が細菌感染細胞に特異的に結
合し、細菌感染細胞上に LILRA2 のリガンドが発
現している事を見出した（下図）。LILRA2 の組換
えタンパク質を用いて免疫沈降(IP)および質量
分析によりリガンドの同定を試みたところ、予想
に反して細菌由来の分子ではなく切断されたヒト
IgM（切断型 Ig）であった。この結果から、活性化
レセプターLILRA2 は細菌のタンパク質分解酵
素（プロテアーゼ）によって切断されたイムノグロ
ブリン（Ig）を認識する可能性が考えられた。 

 

さらに肺炎球菌が原因の中耳炎患者由来の膿

汁中の IgM をウェスタンブロッティングにより調べ

たところ、IgM は壊れていた。また、リガンドに結

合すると GFP が発現するような LILRA2 発現レ

ポーター細胞と膿汁を共培養すると、LILRA2 発

現細胞は GFP を発現し活性化することが明らか

となった(下図)。このことから細菌感染局所で

LILRA2 は細菌によって壊された抗体(Ig)を認識

し、細菌の侵入を感知して生体防御反応に関わ

っていることが示唆される。 

 
２．研究の目的 
 上記の我々の結果から、宿主は細菌の抗体免
疫逃避機構に対抗するために、細菌プロテアー
ゼによって破壊された抗体を認識する LILRA2
を獲得して細菌の侵入を感知する新たな生体防
御機構を進化させたことが考えられる。そこで本
研究では、細菌プロテアーゼによって壊された
抗体と LILRA2 との相互作用による宿主の新た
な生体防御機構を解明することで感染症の制御
へとつなげることを目的とする（下図）。 

 
３．研究の方法 
 我々は、LILRA2 が単球、マクロファージ、顆粒

球に発現していることを確認しているが、LILRA2

がリガンドを認識する事でどのような免疫応答を

引き起こすのかはわかっていない。それを明ら

かにするために以下の実験を行う。 

Ø まず、リガンドである切断型 Ig を作製するた

めに、ヒト末梢血 B 細胞から Ig をクローニング

して、293T 細胞にトランスフェクションして Ig

の組換えタンパク質を作製する。細菌プロテ
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アーゼにより Ig の組換えタンパク質を切断し、

イオン交換クロマトグラフィーおよびゲルろ過

クロマトグラフィーによって切断型 Ig を精製

する。精製がうまくいかない場合には、初め

から切断された Ig の組換えタンパクを作製す

るなどの工夫を凝らす。 

Ø 末梢血から分離した LILRA2 発現細胞（単球、

マクロファージ、顆粒球）が切断型 Ig に応答

する際のサイトカインやケモカインの発現プ

ロファイルを調べる。サイトカインやケモカイ

ンの応答が見られない場合には、殺菌に重

要な活性酸素の産生を調べるなど、多方面

から免疫応答のアウトプットを調べる。末梢血

の細胞でうまくアウトプットが見られない場合

には、コントロール実験として、LILRA2 を発

現している細胞株を最新の遺伝子改変技術

である CRISPR-Cas9 システムにより LILRA2

を特異的に欠損させて、免疫応答のアウトプ

ットを比較解析する。 

	
４．研究成果	
	 活性化レセプターLILRA2 は、抑制化レセプ
ターLILRB1 と細胞外領域のアミノ酸配列の
相同性が 80%以上もあるが、LILRB1 を含めた
他の LILR は、病原微生物によって切断され
た抗体には結合しなかった。LILRA2 は、切断
された IgM、IgG3、IgG4 抗体に強く、IgG1 お
よび IgG2 抗体には弱く結合したが、切断さ
れた IgA 抗体には結合しなかったため、抗体
の切断部位だけでなく定常領域も LILRA2 の
認識には重要であることが考えられた。また、
単一のヒト B細胞からクローニングした抗体
をマイコプラズマのプロテアーゼで切断す
ると、その約十数%が LILRA2 によって認識さ
れるタイプであった。さらに、切断された抗
体が LILRA2 によって認識されるかどうかは、
抗体軽鎖の種類によって決まることが明ら
かとなった。つまり、病原微生物のプロテア
ーゼは、すべての抗体を切断するが、切断さ
れた抗体のうち約十数%が LILRA2 よって認識
される。	
	 LILRA2 は、好中球、単球、マクロファージ
などの骨髄球系細胞に発現している。好中球
は、切断された抗体を認識することで活性化
し、活性酸素やサイトカインを産生するが、
LILRA2 をノックアウトもしくはブロッキン
グすることで、好中球の活性が低下した。ま
た、レジオネラに感染した単球において
LILRA2 を活性化させると、細胞内レジオネラ
の増殖抑制が認められた。以上の結果から、
病原微生物は宿主の抗体免疫から逃れるた
めに、抗体を切断するプロテアーゼを進化さ
せた一方で、宿主はこのような病原微生物の
抗体免疫逃避に対抗するために、病原微生物
によって切断された抗体すなわち抗体の残
骸を認識する活性化レセプターLILRA2 を進
化させ、生体防御を行っていることが考えら
れる。	
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