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研究成果の概要（和文）： 
ウイルス感染を制御する受容体は、主要組織適合性抗原(MHC)を認識する NK 細胞受容体 KIR 群
や LILR 群である。本研究では HIV 変異ペプチドを提示した MHC と LILR 群との複合体の低分解
能結晶構造解析の結果、ペプチドの変異による LILR 結合活性への影響は低いように思われ、結
合実験の結果はこれを支持した。他方、KIR について、異なるペプチドの結合が変化する構造
基盤が明らかとなってきた。	
 
	
 
研究成果の概要（英文）：	
 
MHC	
 recognizing	
 receptors	
 expressed	
 on	
 natural	
 killer	
 cells	
 and	
 cytotoxic	
 T	
 cells,	
 
KIRs	
 and	
 LILRs,	
 have	
 a	
 pivotal	
 role	
 on	
 regulation	
 of	
 virus	
 infection.	
 The	
 mutation	
 
of	
 a	
 HIV-derived	
 peptide	
 on	
 MHC	
 molecule	
 disrupt	
 T	
 cell	
 function	
 and	
 also	
 inhibit	
 
NK	
 function	
 by	
 increasing	
 the	
 binding	
 activity	
 of	
 an	
 inhibitory	
 KIR.	
 Here	
 we	
 
successfully	
 determined	
 the	
 structure	
 of	
 a	
 LILR-MHC	
 complex	
 at	
 low	
 resolution,	
 
revealing	
 that	
 this	
 complex	
 structure	
 is	
 similar	
 to	
 the	
 previously	
 reported	
 LILR-MHC	
 
complexes,	
 LILR	
 recognize	
 the	
 site	
 far	
 from	
 the	
 peptide-binding	
 region	
 and	
 thus	
 the	
 
HIV	
 peptide	
 mutations	
 do	
 not	
 likely	
 affect	
 the	
 LILR	
 binding,	
 supported	
 by	
 our	
 binding	
 
study.	
 On	
 the	
 other	
 hand,	
 we	
 also	
 determined	
 the	
 crystal	
 structure	
 of	
 the	
 MHC	
 class	
 
I	
 molecule	
 displaying	
 the	
 HIV	
 mutant	
 peptide,	
 which	
 increased	
 the	
 KIR	
 binding,	
 
revealing	
 the	
 molecular	
 mechanism	
 for	
 the	
 change	
 of	
 KIR	
 binding	
 activity.	
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１．研究開始当初の背景	
 
主要組織適合性抗原(MHC)は細胞内の多様な
ペプチドを細胞表面に提示することにより、
細胞内の異常を知らせる能力を有する。この
MHC を色々な側面から認識できる免疫系細胞
受容体群が存在する。申請者は、MHC 認識ヒ
ト免疫細胞表面受容体群 (Killer	
 cell	
 
Ig-like	
 receptor	
 (KIR) 群 、 Leukocyte	
 
Ig-like	
 receptor	
 (LILR/CD85)群など)の蛋
白質解析を構造と機能の両面から進めてき
た。これらのレセプター群は細胞外領域が似
ているにもかかわらず、細胞内ドメインの違
いから活性化シグナルを伝達するものと抑
制性シグナルを伝達するものが存在する。
KIR受容体は約10個程度のメンバーから構成
され、細胞外領域にimmunoglobulin(Ig)	
 fold
を 2 つあるいは 3 つ有する（それぞれ KIR2D
および KIR3D と呼ぶ。）。KIR メンバーにより
結合する MHC の種類(アリール)が異なること
が知られ、KIR2D は HLA-C を、KIR3D は HLA-A
や HLA-B を認識する。さらにリガンド結合部
位のアミノ酸の若干の違いに起因して、活性
型 (KIR2DS/KIR3DS) が 抑 制 型
(KIR2DL/KIR3DL)に比べて少し親和性が低い
傾向にある。他方、申請者らの研究などから、
KIR 群は MHC に提示されるペプチドに依存し
た認識を示すことがわかった(JBC	
 1999,	
 JI	
 
2007 など)。しかし、多くの研究者が KIR 群
はアリール特異的に MHC を認識することにし
か関心を示さず、これらのペプチド依存認識
と KIR 群の活性型と抑制型の調節との関連は
十分に解析されてこなかった。	
 
	
 本研究代表者はペプチドを利用した免疫
細胞の制御を考えていたが、最近 Oxford 大
学 Rowland-Jones 教授との共同研究から、ヒ
ト MHC の一つである HLA-C に提示される HIV
ペプチドの変異が T 細胞受容体(TCR)と反応
できなくなることにより CTL からの逃避を誘
導するだけでなく、KIR2D 群の認識を強め、
NK 細胞からの逃避に貢献することを見出
し、”２重逃避機構 Dual	
 escape	
 model”を
提唱した	
 (AIDS	
 2009)。そこで、その構造基
盤 を 理 解 す る た め に 、 KIR2DL1 と
HLA-Cw4-SL9(HIV ペプチド)との複合体の結
晶化に成功し、精密化を進めている（未発表）。
現時点ではペプチドの C末端アミノ酸のわず
かな変化が KIR 群との相互作用を強めている
ことがわかった。しかし、他の HIV 由来ペプ
チドの変異等が KIR3D や LILR 群にも同様に
当てはめることができるかどうかは不明で
ある。特にエイズ発症との遺伝的な相関が指
摘され(Science	
 2004 など)、HIV 研究コンソ
ーシアムで大変注目されている KIR3D の立体
構造解析に成功した例はない。他方、KIR と
同じく MHC を認識する LILR 群はペプチド結
合領域を認識しないことから、ペプチド依存
性はないと考えられてきた。しかし、最近米

グループが抑制型 LILRB2 が提示された HIV
由来ペプチド依存的に HLA-B27 を認識し、申
請者らの報告と同様の TCR 以外の逃避機構を
示唆する報告を行った(JEM	
 2009)。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 ウイルス感染の主たる防御は細胞傷害性 T
細胞(CTL)やナチュラルキラー(NK)細胞であ
り、これらを制御する代表的な受容体は、主
要組織適合性抗原(MHC)を認識するヒト NK細
胞 受 容 体 Killer	
 cell	
 immunoglobulin	
 
(Ig)-like	
 receptor	
 (KIR)群や Leukocyte	
 
Ig-like	
 receptor	
 (LILR)群である。上述の
ように、研究代表者らはMHCに提示されるHIV
ペプチドの変異が CTL だけでなく、KIR 群の
認識に影響を与えることを見出し、”２重逃
避機構 Dual	
 escape	
 model”を提唱した。さ
らに、米グループから LILR 群も同様のペプ
チドによる影響を受けることが報告された。
そこで、本研究では HIV 変異ペプチドを提示
した MHC と KIR 群あるいは LILR 群との複合
体の結晶構造解析を行い、その分子基盤を明
ら か に す る 。 そ こ で 、 本 研 究 で は
KIR2DL1-HLA-Cw4 の組み合わせの解析を発展
させ、未だ不明である KIR3D および LILR 受
容体の HIV 由来ペプチドの機能制御の構造基
盤を明らかにすることを目的とする。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
	
 本研究代表者は、これまでに KIR2D 群およ
び LILR 群は大腸菌での発現系を確立済みで
あり、リガンド MHC 分子群も大腸菌で発現、
巻き戻しにより組換え蛋白質を調製できる。
KIR3DL1 については、同様の方法では調製で
きず、ヒト 293 細胞あるいは蚕個体を用いた
発現系を用いる。本研究は以下の項目よりな
る。	
 
(1)	
 HIV 感染者から同定された LIIR 群の認識
に影響を与える HLA-B27 提示変異ペプチドを
用いた LILRB2/HLA-B27 相互作用解析と複合
体の立体構造解析	
 
(2)	
 KIR3DL1/KIR3DS1 単独および HLA-B との
複合体の X 線結晶構造解析	
 
(3)	
 他の HIV ペプチドと自然変異ペプチドに
ついて KIR/LILR に対する機能評価、立体構
造解析から有効なペプチドワクチンの同
定・設計の構造基盤の確立	
 
	
 LILR 群(LILRB1,	
 LILRB2)は大腸菌での発現
系を確立済みであり、リガンド MHC 分子群も
大腸菌で発現、巻き戻しにより組換え蛋白質
を調製できる。LILRB2 の認識に影響を与える
HIV 感染者から同定された HLA-B27 提示変異
ペプチドを合成済みであり、相互作用解析と
立体構造解析に直ちに取り組める状態にあ
る。これまでに LILRB2-HLA-G 複合体の結晶
構造解析に成功した実績を有するので、これ
を踏まえて研究遂行する。	
 



	
 他方、KIR2D 群は LILR 群と同様に巻き戻し
法で作成できるが、抑制型 KIR3DL1 と活性型
KIR3DS1 については、巻き戻しでの作成が困
難であり、申請者らが実績を持つヒト 293 細
胞(PNAS	
 2007,	
 JVM	
 2008 など)あるいは蚕個
体を用いた発現系(BBRC	
 2009 など)を利用す
る。一部のコンストラクトではすでに発現を
確認している。これまでに KIR3DL1 に結合す
る HLA-B57 が提示するペプチドを同定し、細
胞レベルでの機能評価を済ませている(JI	
 
2007)ので、こちらの系も利用する。また、
HIV 由来の HLA-Cw4 結合モチーフを有するも
のを HIV ゲノム配列から約 100 種類のペプチ
ドを同定・合成し、HLA-Cw4 に優位に結合す
るものを簡易巻き戻し系と微量ゲルろ過解
析法を組み合せることにより HLA-Cw4 結合ペ
プチドを同定した。各ペプチドと KIR 受容体
との結合の有無は表面プラズモン共鳴法な
どにより、解析を進めている。機能的な特徴
のあるペプチドについては、HLA-Cw4-ペプチ
ド複合体と KIR2DL1/KIR2DS1 レセプター群と
の複合体の立体構造解析を進めることが可
能であるので、これも進める。	
 
(研究計画)	
 
	
 本研究は以下の項目からなる。	
 
(1)	
 HIV 感染者から同定された LIIR 群の認識
に影響を与える HLA-B27 提示変異ペプチドを
用いた LILRB2/HLA-B27 相互作用解析と複合
体の立体構造解析	
 
(2)	
 KIR3DL1/KIR3DS1 単独および HLA-B との
複合体の X 線結晶構造解析	
 
(3)	
 他の HIV ペプチドと自然変異ペプチドに
ついて KIR/LILR に対する機能評価、立体構
造解析から有効なペプチドワクチンの同
定・設計の構造基盤の確立	
 
	
 (1)	
 HIV 感染者から同定された LIIR 群の認
識に影響を与える HLA-B27 提示変異ペプチド
を用いた LILRB2/HLA-B27 相互作用解析と複
合体の立体構造解析	
 
	
 LILRB2 は発現及び巻き戻しの系が確立済
みである。他方、リガンド HLA-B27 分子も同
様に発現系と巻き戻し系を確立済みで、すぐ
に用いることができる。申請者は他の MHC で
ある HLA-G と LILRB2 の複合体の結晶構造解
析に成功している。現在、上述の変異 HIV ペ
プチドを提示させた LILRB2-HLA-B27 複合体
について、針状微結晶を得て結晶化の最適化
を進めつつある。結晶化条件の最適化に成功
した後は、Spring8 や PF にて X 線回折データ
の収集を行い、分子置換法で構造決定を行う。
これらの実験のうち、蛋白質の調製や結晶化
には繰り返しの多いルーティーンな作業を
多く含む。これには研究支援者を雇用する。
また、もし結晶構造解析に成功しない場合に
は、NMR を用いた相互作用解析を進めること
を想定している。順調に進めば、LILRB2 の
HSQC スペクトルの測定を行い、HLA-B27 を混

合したときのピークシグナルの変化を測定
する。	
 
	
 (2)他の HIV ペプチドと自然変異ペプチド
について KIR/LILR に対する機能評価、立体
構造解析から有効なペプチドワクチンの同
定・設計の構造基盤の確立	
 
HIV ゲノム配列から設計した HLA-Cw4 結合も
チーフを持つ 9アミノ酸ペプチドライブラリ
ーから簡易巻き戻し系と微量ゲルろ過解析
法を組み合せることにより実際に HLA-Cw4 に
結合するものを同定したので、各ペプチドを
提示する HLA-Cw4 分子を作製し、これと
KIR2DL1（抑制型）と KIR2DS1(活性型)との表
面プラズモン共鳴(SPR)解析法により、結合
活性を解析し、結合のランク付けを決定した
ものに対して、このペプチドと HLA-Cw4 単体
や複合体を作製し、KIR2DS1（あるいは
KIR2DL1）との複合体の構造解析に取り組み、
このペプチドが活性型 KIR／抑制型 KIR の結
合活性との機能—構造相関を明らかにする。
上記の KIR3D 群および LILR 群の立体構造情
報を加えて、分子認識データを整理統合する
ことで、HIV 由来ペプチドワクチン候補の合
理的な検索・設計方法を検討する。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 変 異 HIV ペ プ チ ド を 提 示 さ せ た
LILRB2-HLA-B27 複合体について、混合比など
を工夫することにより、針状微結晶を再現性
よく得ることができるようになった。これを
踏まえ、X 線回折データ測定を行い、条件検
討を進めた。その結果、蛋白質結晶である事
を確認したが、回折データを取るまでには至
らなかった。今のところ、構造解析可能な結
晶を得られる最適条件を見出すことができ
ていない。複合体を遺伝子工学的に一本鎖化
することや変異導入等の検討を行い、より安
定な複合体を形成させる必要があることが
わかった。他方、LILRB2 受容体を巻き戻し系
で調製後、NMR 解析で良好な HSQC スペクトル
を得るために様々な条件検討を行った結果、
一部の変異導入と溶媒の組成などを工夫す
る事で大幅に改善する事がわかってきた。あ
る程度よいスペクトルデータが得られてい
るものの、HLA-B27 を混合したときのピーク
シグナルの変化を測定できる条件の検討が
さらに必要である。	
 
	
 LILR と MHC 複合体については、一つの組
み合わせで低分解能ではあるが、解析に成
功した。その構造はこれまで報告されてい
る LILR-MHC 複合体と同じ様式であり、ペプ
チドの変異による LILR 結合活性への影響
は低いように思われた。実際に結合実験の
検証を行ったが、ペプチド変異による影響
は見られず、構造データと合うものであっ
た。他方、KIR と MHC については、異なる
ペプチドでの構造解析に成功した。C 末端



側のペプチド領域に変化が見られ、これが
KIR に対する結合活性に影響を与えている
ように見えた。これにより結合が変化する
構造基盤がある程度明らかとなってきた。	
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