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研究成果の概要： 

 KLRG1は先天性免疫を担当するNK細胞、獲得免疫を担当するT細胞に発現する抑制性レセプ

ターであり、正常な自己の上皮組織に発現するカドヘリンを認識する。本研究では、KLRG1が

肺に常在するNK細胞に発現し、肺の免疫恒常性の維持に貢献していることを明らかにした。ま

た、KLRG1が認識するカドヘリン上の部位を明らかにした。これらの成果は、肺における免疫

細胞の新たな制御機構を明らかにしたものであり、様々な呼吸系疾患の病因とも関係している

可能性がある。 
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１．研究開始当初の背景 
 ナチュラルキラー(NK)細胞はウイルス感
染細胞やがん細胞に対して、細胞障害活性を
示すリンパ球集団であり、先天性免疫におい
て重要な役割を果たしている。近年になり、
NK細胞の活性化は、標的細胞上のリガンドを
認識して細胞内に活性化シグナルを伝える
活性化レセプターとともに、活性化シグナル
に対して抑制的に働く抑制性レセプターに
よって制御されることが明らかになってき
た。これら抑制性レセプターの多くは、MHC
クラスI分子を認識し、正常レベルのMHCク

ラスIを発現する正常な自己細胞の障害を防
ぐ役割を持つ。しかしながら、MHCクラス I
の認識は NK細胞による標的細胞認識の全て
を説明するものではなく、NK細胞による標的
認識の全容は未だに明らかにされていない。 
 私たちは NK細胞による標的認識の全貌を
理解するためには、NK細胞が発現する個々の
レセプターが認識するリガンドを明らかに
することが必要であると考え、”ゲノム解読
により明らかにされた NK細胞上に発現する
オーファンレセプター”のリガンドを同定す
るプロジェクトを進めている。その手始めと
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して、オーファン NK細胞レセプターの一つ
であるKLRG1のリガンドを同定することに世
界に先駆けて成功した。KLRG1は肥満細胞機
能関連抗原（MAFA）として、ラット好塩基球
性白血病細胞株RBL-2H3上の抑制性レセプタ
ーとして発見されたが、ヒト、マウスにおい
ては NK細胞ならびに T細胞の一部に発現す
ることが明らかにされ、ウイルス感染に伴い
発現細胞の割合が増加することから、注目を
集めるようになった。私たちは、マウスKLRG1
のリガンドが３種の古典的カドヘリンであ
ることを世界に先駆けて明らかにした。しか
しながら、KLRG1が生体内でどのような機能
を果たしているかは明らかではなかった。
MHCクラス Iをリガンドとする抑制性レセプ
ター群が成熟 NK細胞上に構成的かつ安定し
た発現をすることにより、NK細胞による自
己・非自己の識別を可能にしているのに対し、
KLRG1はNK細胞の一部に構成的に発現するほ
か、ウイルス感染のような強い免疫応答に反
応してその発現が誘導されるという点に特
徴を持つ。この点で、KLRG1は既知の MHCク
ラスI特異的抑制性レセプターとは全く異な
る機能を果たすことが予想された。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題では KLRG1の NK細胞上での機
能を明らかにすることを第一の目的とする。
まだリガンドが確定していないヒトKLRG1の
リガンドを同定し、その認識がヒト NK細胞
の機能に与える影響を明らかにする。また
KLRG1により認識されるカドヘリン領域の同
定を行い、in vitroでのKLRG1のリガンド認
識を明らかにする。さらに抗体投与によりin 
vivoでKLRG1を遮断した時のマウス個体への
影響を解析することにより、KLRG１のin vivo
での機能を明らかにする。また、マウス第 6
染色体の NK複合体領域にコードされている
多数のレクチン様レセプター群のリガンド
の同定を進め、それらの機能解明への端緒を
開くことを第二の目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト KLRG1リガンドの同定 ヒト KLRG1
の細胞外領域と CD3ζ鎖の細胞内領域を持つ
キメラ型KLRG1を発現するKLRG1リポーター
細胞ならびにヒトKLRG1の細胞外領域を大腸
菌で発現させた組換え体可溶型ヒトKLRG1を
作出し、様々なヒト培養細胞株上のリガンド
発現を検討した。同時にこれら細胞株上の各
種カドヘリンの発現を特異的抗体を用いて、
検討した。ヒト由来の各種カドヘリンをマウ
ス BW5147細胞に発現させ、ヒト KLRG1との
結合を検討した。 
(2) KLRG1と結合するカドヘリン部位の同定 
 E-カドヘリンの細胞外領域は5つの相同性
の高いドメインから形成されている。これら

の各ドメインを１つずつ欠失させたドメイ
ン欠失E-カドヘリン変異体を作製し、マウス
BW5147細胞上に発現させ、マウスKLRG1との
反応性を可溶型 KLRG1の結合ならびに KLRG1
レポーター細胞を用いた検出系で検討した。
また、E-カドヘリンの ドメイン1,2 あるい
はドメイン2,3, ドメイン1,3のいずれかと
ヒト IgGの Fc領域からなる融合タンパク質
を293T細胞で強制発現させ、KLRG1発現細胞
との結合を検討した。 
(3) 抗KLRG1抗体の作製 KLRG1レポーター細
胞をラットに免疫し、細胞融合法により、抗
マウスKLRG1抗体産生ハイブリドーマを作製
した。スクリーニングには産生抗体を固相化
した際のKLRG1レポーター細胞の活性化を指
標として用いた。 
(4) KLRG1の生体内機能の解析 抗KLRG1抗体
をペプシンで限定分解することにより Fc領
域を欠く F(ab’)2断片化し、これをマウス
に投与することにより、KLRG1とそのリガン
ドとの相互作用を遮断した。このマウスの気
道にLPSを投与した際の炎症の強度を好中球
の浸潤を指標に評価した。 
 
(5) レクチン様オーファンレセプター群に
対する抗体の作成とリガンドの探索 各レ
クチン様レセプター分子のレポーター細胞
を作成し、特異的モノクローナル抗体の作成
とリガンド発現細胞の探索を行った。さらに、 
可溶型組換え体タンパク質を作成し、細胞上
のリガンドの性状を解析した。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト KLRG1リガンドの同定 ヒト KLRG1
がヒト由来の３種のカドヘリン(E, N, R)に
結合することを明らかにした。さらにE-カド
ヘリンがKLRG1に結合することにより、ヒト
末梢血 NK細胞による細胞傷害性顆粒の放出
が抑制されることを示した。 
(2) KLRG1が認識するE-カドヘリン領域の同
定 マウスKLRG1によりE-カドヘリンの認識
には、E-カドヘリンのドメイン1および2が
必要であり、かつ十分であることを示した。 
(3) 抗 KLRG1抗体の作成と KLRG1発現 NK細
胞の体内分布の解析 マウスKLRG1に対する
モノクローナル抗体2種とヒトKLRG1に対す
るモノクローナル抗体1種を作成した。これ
らはいずれもKLRG1によるE-カドヘリン認識
をブロックすることができるブロッキング
抗体であった。作製した抗体を用いて KLRG1
発現 NK細胞のマウス体内における分布を明
らかにし、特に肺に常在する NK細胞に高頻
度でKLRG1の発現が認められることを明らか
にした。 
(4) KLRG1の生理的機能の解析 抗マウス
KLRG1抗体をF(ab’)2断片とし、マウスに投
与すると、LPS誘導性の肺炎症の増強が認め



 

 

られた。この増強は，NK細胞の除去により消
失したことから、KLRG1発現NK細胞によるも
のであることが明らかになった。この結果は、
肺に NK細胞を介した炎症増強回路が存在す
ること、その回路はKLRG1とカドヘリンの相
互作用により通常は抑制されていることを
示し、私たちほ乳動物の生存に必須な呼吸器
官である肺の免疫恒常性の維持にKLRG1が寄
与していることが明らかになった。 
(5) レクチン様オーファンレセプターの解
析 
 NKCにコードされる DCIR2に対するモノク
ローナル抗体を作成し、DCIR2が樹状細胞の
亜集団に発現することを明らかにした。また、
DCIR2のリガンドを発現する細胞を同定し、
DCIR2リガンドが細胞表面糖鎖であることを
示した。さらに、DCIR2リガンドがマウス脳
組織に高発現していることを明らかにした。 
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