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研究成果の概要（和文）：本研究では、抑制性免疫補助受容体LAG-3のリガンドとして報告されている複数の分
子について、その機能的独立性・代償性・協調性をin vitroおよびin vivoにおいて解析した。本研究によっ
て、LAG-3がその機能を発揮し、T細胞の活性化、自己免疫応答、がん免疫応答を抑制するためには安定な構造の
ペプチドーMHCクラスII分子複合体との結合が必要十分であることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Lymphocyte-activation gene 3 (LAG-3), a potent inhibitory co-receptor, 
attracts much attention as a promising target of immuno-therapies. However, its functional ligand 
remains elusive, as several distinct ligands have been identified. Here, we investigated the 
relative contribution of potential ligands to LAG-3 activity. We found that binding of LAG-3 to 
stable peptide-MHC class II complex (pMHCII) induced T cell suppression in vitro. Consistently, 
LAG-3-mediated suppression of fulminant type 1 diabetes and anti-cancer immunity in mice required 
its engagement with stable pMHCII. These results indicate that stable pMHCII　serves as the 
functional ligand of LAG-3 to trigger its immuno-inhibitory function.

研究分野： 免疫学

キーワード： LAG-3　抑制性免疫補助受容体　免疫チェックポイント　リガンド　自己免疫　がん免疫

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
すでに使用が開始されているものに加え、がん患者を対象として複数のLAG-3阻害抗体の臨床試験が進行中であ
るにも関わらず、リガンド分子との結合に対する阻害活性が正確に評価されているとは言えない状況にあった。
本研究成果は、LAG-3と安定なpMHCIIとの結合阻害活性が重要な指標であることの科学的根拠となるものであ
り、安全性と治療効果の高いLAG-3標的薬の開発に貢献すると期待される。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
抑制性免疫補助受容体 PD-1 および CTLA-4 を標的としたがん免疫療法、いわゆる免疫チェッ

クポイント阻害療法の成功により、免疫補助受容体に関する研究は隆盛を極めている。一方で、
競争の激化によって分子機能がほとんどわかっていない免疫補助受容体さえも臨床応用の標的
とされるなど、基礎研究が置き去りにされているのが現状である。受容体とリガンドとの相互作
用は受容体によるシグナル伝達とそれに伴う細胞の活性制御のトリガーとなる重要なステップ
であり、これを理解せずして免疫補助受容体の機能およびその制御機構を解明することは不可
能である。ましてや、治療標的としての有用性の理解、そして新規治療法の開発戦略のためには
必須となる知見である。にも関わらず、真に機能的なリガンドが同定され、それらリガンドによ
る機能制御機構が明確になっている免疫補助受容体は驚くほど少ない。 
抑制性免疫補助受容体 Lymphocyte-activation gene 3（LAG-3）は、当初 Class II major 

histocompatibility complex（MHCII）に結合すると考えられていたが相反する結果が報告され
たり、また他のリガンド候補が複数報告されるなど、リガンド特異性および抑制機能が長らく不
明であった分子である。近年我々は、LAG-3 は確かに MHCII に結合するものの、全ての MHCII で
はなく、構造的に安定なペプチド－MHCII 複合体（pMHCII）に選択的に結合することを見出し、
LAG-3 による特徴的な免疫抑制機構を明らかとすることに成功した（Maruhashi et al, Nat 
Immunol, 2018）。しかしその直後、また新たに fibrinogen-like protein 1（FGL1）という分子
が LAG-3 のリガンドとして報告された（Wang et al, Cell, 2019）。LAG-3 は PD-1 と CTLA-4 に
次ぐ第 3の免疫チェックポイント分子として期待され、本研究開始当初には、すでに LAG-3 を標
的とした薬剤の治験が複数開始されていた。しかし、各リガンド候補分子がどのように LAG-3 に
よる免疫抑制機能に寄与しているのか全くわかっておらず、非常に大きな問題を抱えている状
況にあった。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究ではまず、独自に樹立した実験系、研究材料を駆使して、LAG-3－各リガンド分子間の

相互作用を生化学的、分子生物学的、細胞生物学的、免疫学的に詳細に検証する。そして、各リ
ガンドの機能的独立性・代償性・協調性を in vitro および in vivo で包括的に解析することに
より、LAG-3 による抑制機能の作動原理およびその制御機構の全貌解明を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）LAG-3 と各リガンド候補分子の結合の検証 
 
LAG-3 のリガンド候補分子である pMHCII、FGL1、LSECtin、Galectin-3 の多量体化タンパク質

を購入、または作製し、LAG-3 強制発現細胞株への結合能をフローサイトメトリーによって比較
検討した。Bio-Layer Interferometry（BLI）法を用いて、LAG-3 と各リガンド候補分子タンパ
ク質間の相互作用のカイネティクス解析を行い、定量的に比較した。各リガンドが LAG-3 に同時
または相互排他的に結合する可能性についてフローサイトメトリーを用いて検討した。 
 
（２）LAG-3 と各リガンドの結合を阻害可能な抗体および変異体の探索 
 
各リガンドの機能を生体内において個別に解析することを可能にするために、市販あるいは

我々がこれまでに樹立した LAG-3 の各ドメインに特異的な数十に及ぶ抗体クローンの中から、
いずれかのリガンドとの結合のみを阻害可能な抗体の探索を行った。また同時に、LAG-3 ランダ
ム変異体ライブラリーを作製し、各リガンドとの結合を特異的に欠く LAG-3 変異体の探索も行
った。具体的には、Error-prone PCR を用いて作製した LAG-3 ランダム変異体ライブラリーを細
胞に導入し、各リガンドの多量体化タンパク質との結合能を失った細胞をセルソーティングに
よって選別した。それら細胞の中から抽出したアミノ酸変異が各リガンドとの結合に及ぼす影
響について、フローサイトメトリーおよび BLI 法によって検証した。 
 
（３）LAG-3 の抑制機能に対する各リガンド候補分子の in vitro 機能評価 
 
我々は、免疫補助受容体およびそのリガンドを強制発現させた T細胞株および B 細胞株（抗原

提示細胞）を抗原ペプチド存在下で共培養し、その抗原刺激によって産生される IL-2 を定量す
ることにより免疫補助受容体が T 細胞活性化に与える影響を鋭敏かつ定量的に評価可能な in 



vitro 培養系を確立している。この実験系を用いて、（２）で得られた LAG-3 変異体の抑制機能
を評価および比較することで、各リガンド候補分子の機能を検証した。 
 
（４）LAG-3 と各リガンドの相互作用による自己免疫応答およびがん免疫応答制御機構の解析 
 
CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集によって、（２）で得られたアミノ酸変異をノックインした

NOD マウスを作製し、糖尿病の発症を経時的に観察するとともに、所属リンパ節や炎症部位にお
ける T 細胞の活性化の程度を評価した。また、C57BL/6 背景のノックインマウスに大腸がん細胞
株 MC38 細胞を接種し、腫瘍の大きさを経時的に計測するとともに、腫瘍浸潤 T 細胞の活性化の
程度を評価した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）LAG-3 と各リガンド候補分子の結合の検証 
 
 フローサイトメトリーによって、市販の pMHCII テトラマーおよび作製した多量体化 FGL1 タ
ンパク質がLAG-3強制発現細胞株に強く結合することを確認した。一方で、多量体化したLSECtin
および Galectin-3 タンパク質の LAG-3 特異的な結合は認められなかった。また、多量体化 FGL1
タンパク質は LAG-3 を発現する活性化初代培養 T細胞に強く結合し、LAG-3 遺伝子欠損により結
合の程度が減弱したことから、確かに FGL1 は LAG-3 と結合することが確認された。しかし、LAG-
3 の発現を欠くにも関わらず FGL1 の結合は完全には消失しなかったことから、FGL1 は LAG-3 以
外の分子にも結合することが示唆された。 
 精製タンパク質を用いた BLI 法によって、LAG-3–pMHCII および LAG-3–FGL1 相互作用の親和性
（平衡解離定数、Kd）を決定したが、大きな差異は認められなかった。また両分子は LAG-3 との
結合においてほとんど競合しなかったことから、pMHCII と FGL1 は LAG-3 に同時に結合可能であ
ることが示唆された。 
 
（２）LAG-3 と各リガンドの結合を阻害可能な抗体および変異体の探索 
 
市販あるいは我々が独自に樹立した LAG-3 の D1 から D4 までの各ドメインに対する抗体の中

から、LAG-3 と pMHCII および FGL1 いずれかとの結合のみを阻害可能な抗体の探索を行った。そ
の結果、D1 特異的抗体は強く、D2 特異的抗体は弱く、pMHCII および FGL1 と LAG-3 の結合を阻
害した。一方で、D3、D4 に特異的な抗体はほとんど阻害活性を示さなかったことから、どちら
の分子も主に D1、一部 D2 を介して LAG-3 と結合していることが示唆された。これら D1、D2 特
異的抗体は、in vitro、in vivo において LAG-3 による免疫抑制機能に対する阻害活性を有する
が、両分子の LAG-3 との結合を阻害してしまうため、各リガンドの機能を個別に解析するために
使用することができなかった。 
pMHCII と FGL1 は LAG-3 との結合において競合しなかったことから、両分子は近いが異なる領

域に結合していることが示唆され、いずれか一方にしか結合できない LAG-3 変異体が得られる
可能性が高いと考えた。予想通り、我々が作製した LAG-3 変異体ライブラリーを用いたスクリー
ニングの結果、FGL1との結合能を欠きpMHCIIにのみ結合する変異体を２種類（K27E、L14Q:V20A）
および pMHCII との結合能を欠き FGL1 にのみ結合する変異体を２種類（P111A、G103R）得ること
に成功した 
 
（３）LAG-3 の抑制機能に対する各リガンド候補分子の in vitro 機能評価 
 
 In vitro 培養系に FGL1 タンパク質を添加し、LAG-3 による T細胞活性化抑制機能に与える影
響を検討したところ、FGL1 単独で LAG-3 の抑制機能を惹起することはできず、また安定な pMHCII
との結合によって誘導される LAG-3 の抑制機能を増強することもなかった。 
（２）で得られた LAG-3 変異体を T 細胞株に発現させ、抗原特異的活性化に対する抑制機能を

in vitro 培養系において評価したところ、FGL1 との結合を欠く LAG-3 変異体は両分子に結合す
る野生型の LAG-3 と同等の抑制活性を示した。一方で、pMHCII との結合を欠く LAG-3 変異体は
抑制機能を完全に失っていた。 
以上の結果から、LAG-3 が in vitro において T細胞の活性化を抑制するためには pMHCII との

結合が必要不可欠であることが示された。一方で、LAG-3 は FGL1 との相互作用のみでは機能を
発揮できず、また pMHCII との相互作用によって発揮される LAG-3 の抑制機能に FGL1 との結合
は不要であることも明らかとなった。 
 
（４）LAG-3 と各リガンドの相互作用による自己免疫応答およびがん免疫応答制御機構の解析 
 
（２）で得られた LAG-3 変異体由来のアミノ酸変異をノックインしたマウスを作製すること



で、各リガンドの機能を生体内で個別に解析した。LAG-3 と pMHCII との結合を特異的に欠く NOD
マウス（NOD-LAG-3-P111A）は、LAG-3 遺伝子欠損 NOD マウスと同様に 1 型糖尿病の発症率が大
幅に悪化した。さらにこれらの NOD マウスの膵島において、野生型に比べて有意に多くの増殖マ
ーカーおよび IFN-γを発現する活性化 T細胞の浸潤を認めた。一方、LAG-3 と FGL1 との結合を
特異的に欠く NOD マウス（NOD-LAG-3-K27E）においては症状の悪化は認められず、野生型の NOD
マウスとほぼ同程度の血糖値および病理組織学的スコアを示した。 
LAG-3 と pMHCII との結合を特異的に欠く C57BL/6-LAG-3P111A マウスに MC38 がん細胞株を接

種したところ、LAG-3 遺伝子欠損 C57BL/6 マウスと同程度のがん細胞株の増殖抑制が認められ、
また腫瘍浸潤活性化 T細胞数も同程度に亢進していた。 
以上の結果から、LAG-3 による自己免疫応答とがん免疫応答の制御において、安定な pMHCII

が LAG-3 の機能的リガンドとして中心的な役割を担うことが明らかとなった。 
 
 
今後、FGL1 を含む複数のリガンド候補分子がそれぞれどんな現象において、どのように、ど

の程度、LAG-3 による免疫抑制機能に寄与しているのかを慎重に解析していく必要がある。 
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