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研究成果の概要（和文）：LILR(Leukocyte Immunoglobulin-Like Receptor)群は免疫細胞に発現する膜貫通受容
体型のタンパク質である。細胞外は似たような構造をしているにも関わらず、細胞内に免疫活性化モチーフITAM
をもつLILRA群、もしくは免疫抑制化モチーフITIMをLILRB群に大別される。近年、LILRA2 は、細菌分泌するプ
ロテアーゼによって抗体のVHとCH1間が切断され、抗原認識部位を失った抗体（切断抗体）を認識することが明
らかとなっている。本課題では、その切断抗体や新たに見出された２種類のリガンド（リガンドAおよびB）の
LILRA2の認識機構の一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The LILR (Leukocyte Immunoglobulin-Like Receptor) group is a transmembrane 
receptor-type protein expressed in immune cells. Although they have similar extracellular 
structures, they are broadly classified into the LILRA group, which has an immunoreceptor 
tyrosine-based activation motif (ITAM), or the LILRB group, which has Immunoreceptor tyrosine-based 
inhibitory motif (ITIM). Recently, it was reported that LILRA2 recognizes antibodies that have lost 
their antigen-recognition sites (cleaved antibodies) after cleavage between VH and CH1 of antibodies
 by protease secreted by bacteria. Here, we uncovered the the recognition mechanism of LILRA2 for 
its truncated antibody and two newly discovered ligands (ligands A and B).

研究分野： 分子免疫学

キーワード： 免疫受容体　相互作用解析　感染症　構造解析　タンパク質　抗体　免疫活性化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、免疫細胞の表面に発現する受容体は、病原体の認識に関わっているだけでなく、がん細胞の排除への関与
に関わっている。一方で、受容体を介して、過剰な免疫応答も引き起こされることもわかっている。本研究で
は、LILRA2と呼ばれる分子がどのように病原体の侵入に関わっているか明らかにした。さらに、LILRA2は自分自
身の分子に結合することも明らかになってきた。本研究によって、LILRA2タンパク質の病原体侵入に関わる部分
と、自分自身の分子に結合する部分が違うことが明らかとなった。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
免疫細胞の表面には多くのタンパク質が発現しており、それらは病原体の侵入の感知による

活性化や、自己細胞や組織の認識による過剰な免疫応答の負の制御に関わっている。その中でも
LILR (Leukocyte Immunoglobulin-Like Receptor)に属するタンパク質は、ペア型受容体として
ユニークな性質を持っている。ペア型受容体とは、細胞外領域は類似した構造を持つのに対し、
細胞内領域は活性化や抑制化の反対の免疫シグナルモチーフを持ち、適切な免疫制御のために
重要な分子群である。免疫抑制シグナルを伝達する Immune Tyrosine Inhibitory Motif (ITIM)
を持つ LILRB1 や LILRB2 などの LILRB 群は正常細胞に発現する Human Leukocyte Antigen (HLA)
と結合し、正常細胞への免疫細胞の攻撃を抑制している(1, 2)。一方で、免疫を活性化するImmune 
Tyrosine Activation Motif (ITAM)を持つ LILRA 群に関しては、脊椎関節炎に関与しているこ
とが明らかにされたが、生理的な機能は長らく不明であった（図 1）。 
しかし、共同研究者の大阪大学の荒瀬らによって、LILRA 群の中のうち、好中球などに多く発言
している LILRA2 が、細菌により分泌したプロテアーゼによって分解された抗体を認識している
ことが明らかとなった(3)。これは、本来存在しないはずの”VH 領域が欠損する抗体”という非
天然分子をバクテリアの感染として感知し、免疫を活性化する仕組みであり、新たな免疫活性化
機構であると考えられる。しかし、LILRA2 が切断された抗体をどのように認識しているか不明
であった。 
さらに、我々は独自に

LILRA2 に結合する分子
として新規分子 Aを見出
した。また、共同研究者
の平安らは LILRA2 に結
合する分子として新規
分子 Bを見出している。
いずれも、血中に存在す
る分子であるが、両リガ
ンドともその詳細な認
識機構は明らかになっ
ていなかった。 

 
２．研究の目的 
上述した通り、LILRB1 や LILRB2 は HLA に結合する。X線構造解析などの構造生物学的アプロ

ーチによって、認識機構が明らかになっている。一方で、VH領域が欠損する抗体や他のリガンド
を含めて、LILRA2 がどのように、リガンドを認識しているか不明であった。そのため、構造生
物学を含めた生物物理学的方法によって、その認識機構を明らかにすることを目的とした。また、
レポーター細胞を用いて、実際のリガンド結合が細胞に与える影響についても評価することも
目的とした。 
 
３．研究の方法 
タンパク質発現 
LILRA2 のリガンド認識に関わる細胞外ドメインは、4つのドメインが存在する(細胞外の４つ

のドメインのうちアミノ酸配列の N末端側からそれぞれ D1-D4 とする)。LILRA2 の D1 から D4を
全て含むタンパク質（LILRA2D1D4）は、His タグ融合タンパク質として、HEK293 細胞を用いて発
現させた。発現用プラスミドをトランスフェクションし、約 5 間培養した後、培養上清を回収
し、Ni アフィニティークロマトグラフィーで精製し、ゲルろ過クロマトグラフィーで精製した。
一方で、これまでに LILRB1 や LILRB2 では、アミノ酸配列の N末端側の２つのドメイン D1D2 が
HLA との結合に関わっていることが知られている。そのため、LILRA2 も同様に D1D2 がリガンド
との結合に関わっていることが考えられた。そのため、D1D2 も D1D4 同様に HEK293 細胞株株を
用いて発現させた。X 線構造解析のためにはより多くのタンパク質が必要となる。そのために、
LILRAD1D2 タンパク質は、多くのタンパク質が得られることが期待される大腸菌を用いても発現
し、ゲルろ過クロマトグラフィーを用いて精製した。精製度は SDS-PAGE により解析した。また、
コントロール実験に使用する LILRB2 タンパク質の D1D2 ドメインも大腸菌を用いて発現した。 
また、切断された抗体は，軽鎖と N末端を短くした重鎖または全長重鎖をコードする遺伝子を含
むプラスミドを HEK293 細胞にコトランスフェクションすることで，培養上清に一過性過剰発現
させた。Protein G アフィニティークロマトグラフィーの後に、ゲルろ過クロマトグラフィーに
より精製した。精製度は SDS-PAGE により解析した。 
 
表面プラズモン共鳴法(SPR)を用いた結合実験 
LILRA2 とリガンドとの相互作用解析は、Cytiva 社の Biacore3000 や Biacore T200 を用いて

行った。切断した抗体、さらには新たに見出したリガンドを、アミンカップリング法を用いて、



CM5 センサーchip(Cytiva 社)に固定化した。各種濃度の異なる LILRA2 タンパク質を調製し、切
断抗体やリガンドを固定化したセンサーChip に流した。平衡値解析により、1:1 の解離定数の算
出を行なった。また、変異体 LILRA2 をアナライトとして流すことによって、結合部位の同定を
行なった。 
一方で、生体内では、LILRA2 は細胞表面に固定化されており、切断された抗体や新たに見出

されたリガンドは血中を流れている。その生体環境を模倣するために、LILRA2 を、アミンカッ
プリング法を用いて、CM5 センサーchip に固定化した。LILRA2 を固定化した Chip に切断抗体や
見出したリガンドを流すことで結合解析を行った。 
 
レポーター細胞を用いた活性化実験 
共同研究者の平安らが作製した LILRA2 が細胞表面に発現し、リガンドの結合に伴って、GFP

蛍光強度の上昇が見られる LILRA2 発現レポーター細胞を用いて実験を行なった(3)。新規に同
定したリガンドを 96 well plate に固相化し、Flow cytometer を用いて、GFP 蛍光強度を測定
した。 

 

４．研究成果 
（１）結合実験および複合体構造解析 
LILRA2 と切断抗体の結合実験および複合体構造解析 
全ての細胞外ドメインを含む LILRA2D1D4 と切断抗体の解離定数は 12.7 M と見積もられた。

結合部位を明らかにするために、LILRA2D1D2 と切断抗体の解離定数を算出したところ、解離定
数は、4.83 M と見積もられた。このことから、LILRA2 においても、LILRB1 や B2 と同様に D1D2
ドメインが結合に重要であることが示唆された。さらに、各種変異体 LILRA2D1D2 を用いて結合
実験を行なった。その結果、LILRB1 では主に D1 が結合に関与しているのに対し、LILRA2 では D2
が関与していることを明らかにした(4)。また、LILRA2 をセンサーchip に固定化し、切断抗体を
アナライトとして流したところ、切断抗体の LILRA2 からの解離の遅延が見られた。これは、切
断抗体にはリガンド結合サイトが２つあることによるアビディティー効果によるものであると
考えらえた。生体内では、このアビディティー効果が免疫の活性化に重要であることが示唆され
た。 
一方で、その認識機構を明らかにするために、X線構造解析に向けた結晶化を試行したが、結

晶化には至っていない。抗体は、ヒンジ部分の揺らぎが大きいため、結晶化が困難と考えられた。
そのため、Fab 部分のみを HEK293T 細胞で発現を試みた。しかし、切断された抗体は Fab 部分だ
けでは発現量が極めて低いことがわかった。このことは、切断された Fab 部分のみでは、安定性
が極めて低いことが示唆された。また、クライオ電子顕微鏡を用いた複合体の構造解析も進めた。
クライオ電子顕微鏡で複合体を観察したところ、比較的弱い相互作用のため、複合体と見られる
粒子が少ないことがわかった。そのため、架橋剤を用いた複合体の安定化を行い、クライオ電子
顕微鏡で単粒子解析を行なった。しかし、粒子の均一性が低く、構造解析には至っていない。そ
のため、均一性の高い複合体の調製を目指し、実験を進めている。 
 
LILRA2 と新たなリガンドとの結合実験および複合体構造解析 
我々が見出したリガンドAと LILRA2との結合実験を行なった。その結果、リガンドAとLILRA2

の解離定数は 14 M 程度であることがわかった。
さらに詳細を明らかにするために、上記の実験で
用いた LILRA2D1D2 に変異アミノ酸を有するタン
パク質を用いて結合実験を行なった。しかし、い
ずれのアミノ酸変異も結合に影響を及さなかっ
た。現在、他の変異体を作製し、結合実験を行な
っている。また、LILRA2 との複合体の X線構造解
析に向けた結晶化を試行している。 
一方で、リガンド B については、全長の LILRA2

との解離定数は 13 M 程度であることがわかった
（図 2）。また、上記同様に LILRA2 をセンサーchip
に固定化し、切断抗体をアナライトとして流した
ところ、リガンドの LILRA2 からの解離の遅延が
見られた。これは、多量体形成するリガンド Bの
アビディティー効果によるものであると考えら
えた。切断抗体同様に、生体内ではこのアビディ
ティー効果が免疫の活性化に重要であることが
示唆された。 
さらに、詳細に結合部位を明らかにするため

に、LILRA2 の D1D2 を用いて結合実験を行なった。
切断抗体やリガンド Aとは異なり、リガンド Bは
LILRA2 の D1D2 に結合しなかった。そのため、我々



は LILRA2 の D3D4 がリガンドへの結合に関わっていると考え、D3D4 ドメインを有するタンパク
質を調製し、結合実験を行なった。その結果、LILRA2 の D3D4 タンパク質もリガンド Bに結合し
なかった。このことから、我々は、結合部位が他のリガンドと異なり、広範に渡っている可能性
を考えている。現在、更なる変異体 LILRA2 を作製し、結合に関わるアミノ酸の同定を進めてい
る。また、LILRA2 との複合体の X線構造解析に向けた結晶化を試行している。 
 
（２）レポーター細胞アッセイ 
これまでの研究結果から、切断された抗体は LILRA2 を発現するレポーター細胞を活性するこ

とが知られている(3)。上記で相互作用が見られたリガンド Aについては、レポーター細胞を活
性化することが明らかとなった。一方で、リガンド Bについては、レポーター細胞の活性効果が
見られなかった。現在その原因の追究を行なっている。 
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