
１． は じ め に

生体防御の最前線において，細胞表面に数多く存在する

受容体群とそのリガンドとの相互作用は，細胞の活性化を

制御するシグナル伝達系の出発点である．細胞表面受容体

はタンパク質や糖などの生体分子と特異的に，固有の親和

性を持って相互作用することで個体の恒常性の維持に寄与

している．そのため受容体下流のシグナルバランス異常

は，多くの免疫系疾患（自己免疫疾患，免疫不全，アレル

ギー，がんなど）の発症に関与している．また，細胞表面

受容体は外界との接点にもなることから，自己由来のリガ

ンドに限らず微生物やウイルス由来分子の受容体として利

用される場合も少なくない．

受容体を介して細胞内へと伝達されたシグナルは，細胞

機能を調節する転写活性制御へと収束していくが，細胞内

分子間相互作用は複数のシグナル伝達経路に属する分子群

が複雑に絡み合っているために，ターゲットとなるシグナ

ル伝達経路を特異的に人為制御することは大変困難であ

る．一方，細胞表面受容体とリガンドとの相互作用はより

特異的に，他のシグナル伝達経路に影響なく制御すること

が可能であると考えられる．そのために，細胞表面受容体

とリガンドとの相互作用を構造学的に解析し，阻害剤など

免疫制御可能な低分子化合物の設計に必要な情報を抽出す

ることで，より特異性が高く，副作用の少ない疾患の予

防・治療薬を開発することができると期待される．

免疫細胞の表面には多様な受容体が存在するが，その中

でも免疫グロブリン（Immunoglobulin；Ig）スーパーファ

ミリーは，抗原受容体である T細胞受容体（T cell recep-

tor；TCR），B細胞受容体（B cell receptor；BCR）をはじ

め，共刺激分子や接着分子として重要な機能を担ってい

る．筆者らはその一員である Leukocyte Ig-like receptor

（LILR／LIR）のリガンド認識機構に焦点を当て，立体構造

解析および相互作用解析を行ってきた．本稿ではリガンド

であるヒト主要組織適合性複合体（Major histocompatibility

complex；MHC）クラス I分子（MHCI）と LILRB１，LILRB２

を中心に，LILRファミリーの立体構造解析および相互作

用解析について筆者らの成果を踏まえながら概説する．
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図１ LILRファミリー
A. LILRファミリーはヒト１９番染色体上の LRC領域に LILR centromeric（１３０kb）と LILR teromeric
（２００kb）の二つのクラスターを形成して存在している．LILRA３のみ機能的タンパク質を発現しな
い欠損多型が存在する．
B. LILRファミリーの分子構造．細胞外の Ig様ドメインの配列相同性により，group１LILRを黒色
で，group２LILRを灰色で示した．抑制性 LILRは細胞内に２―４個の ITIMを，活性型 LILRは膜貫
通ドメインにアルギニン残基（R＋）を持つ．
C. LILRファミリーのリガンド結合ドメインである D１，D２の配列相同性（％）．CLUSTAL Wに
より求めた．

〔生化学 第８３巻 第８号７１６



２． LILRファミリー

LILRは LIR，Ig-like transcript（ILT），Monocyte／Macro-

phage inhibitory receptor（MIR），CD８５とも呼ばれ，１９９７

年以降複数のグループから主に骨髄系細胞（単球／マクロ

ファージ，樹状細胞）に発現する Igスーパーファミリー

分子として同定された１―４）．例外的に LILRB１は，B細胞や

一部の T細胞，Natural killer（NK）細胞にも発現する．

LILR遺伝子は，ヒト染色体１９q１３．４上の Leukocyte recep-

tor complex（LRC）領域に多数の Ig様免疫受容体群（Killer

cell Ig-like receptor; KIR，Leukocyte-asociated Ig-like recep-

tor；LAIR，FcAR など）とともに，二つの偽遺 伝 子

（LILRP１，LILRP２）を含めた計１３個の遺伝子として二つ

のクラスターを形成して存在している（図１A）５）．KIRは

NK細胞や一部の T細胞に発現し，MHCIを認識するが，

塩基配列レベルでの多型に加えて遺伝子座自体の有無によ

る多型が存在する，顕著に多型性の高い受容体である．

KIRと LILRのアミノ酸配列の相同性は高く（～３７％），

進化的に共通の祖先遺伝子から重複と分岐によってできた

ファミリーであると考えられるが，KIR に比べて LILR の

多型性は低く，遺伝子座欠損多型が存在するのは LILRA３

のみである５，６）．

LILRは細胞外にリガンドを認識する１０kDa程度の Ig

様ドメインが２個（D１，D２）または４個（D１―D４）タン

デムに並んでおり，細胞内の構造から機能的に３種類に

分類される（図１B）．LILRB１-５は細胞内に２―４個の im-

munoreceptor tyrosine-based inhibitory motif（ITIM）を持ち，

Src-homology２-containing tyrosine phosphatase-１（SHP-１）ま

たは Src-homology ２ domain containing inositol polyphos-

phate５-phosphatase（SHIP）を介して細胞内に抑制性のシ

グナルを伝達する抑制性受容体である．一方，LILRA１，

２，４―６は細胞内ドメインが短く，膜貫通ドメイン内の正

電荷を持つアルギニン残基（Arg）を介して，細胞内

ドメインに immunoreceptor tyrosine-based activation motif

（ITAM）を持つアダプタータンパク質 FcRγ鎖と会合し，
細胞内に活性化シグナルを伝達する活性化受容体である．

LILRA３は唯一膜貫通ドメインを欠損しているため分泌型

として発現するが，その機能はまだ明らかになっていない．

LILRのリガンドについては未だ同定されていないもの

が多いものの，一部は KIRと同様にMHCIを認識するこ

とが報告されている（表１）１―３，７，８）．しかし，KIRがMHCI

をアリル特異的に認識するのに比べて，LILRB１，LILRB２

はともに古典的・非古典的MHCIを広範に認識する．

MHCIを認識する LILRB１とリガンド結合ドメインである

N末端側二つの Ig様ドメイン（D１D２）のアミノ酸配列を

比較することによって，相同性の高い LILRを group１

表１ ヒト LILRファミリー

タンパク質名
機 能 性 リガンド 発現細胞

LILR LIR ILT MIR CD８５

LILRB１ LIR１ ILT２ MIR７ CD８５j 抑 制 性 HLA-A，B，C，E，F，UL１８ 単球，マクロファージ，樹状細胞
B細胞，一部の T細胞，NK細胞

LILRB２ LIR２ ILT４ MIR１０ CD８５d 抑 制 性 HLA-A，B，C，E，F 単球，マクロファージ，樹状細胞

LILRB３ LIR３ ILT５ CD８５a 抑 制 性 不明 単球，マクロファージ，樹状細胞
好中球，好酸球

LILRB４ LIR５ ILT３ CD８５k 抑 制 性 不明 単球，マクロファージ，樹状細胞

LILRB５ LIR８ CD８５c 抑 制 性 不明 単球，マクロファージ，樹状細胞

LILRA１ LIR６ CD８５i 活 性 型 HLA-B２７，HLA-C fHC 単球，マクロファージ，樹状細胞

LILRA２ LIR７ ILT１ CD８５h 活 性 型 不明 単球，マクロファージ，樹状細胞
好中球，好酸球

LILRA４ ILT７ CD８５g 活 性 型 BST２ 単球，マクロファージ，樹状細胞

LILRA５ LIR９ ILT１１ CD８５f 活 性 型 不明 単球，マクロファージ，樹状細胞
好中球

LILRA６ ILT８ 活 性 型 不明 単球，マクロファージ，樹状細胞

LILRA３ LIR４ ILT６ CD８５e 分 泌 型 HLA-C fHC 単球，マクロファージ，樹状細胞

LILRP１ ILT９ 偽遺伝子

LILRP２ ILT１０ 偽遺伝子

７１７２０１１年 ８月〕



LILR，低い LILRを group２LILRと分類することができ

る（図１B，C）９）．group１LILR（LILRA１，A２，A３，B１，

B２）は LILRB１との相同性が７０％以上と高く，リガンド

としてMHCIまたは類似タンパク質を認識することが予

想される．一方，group２ LILR（LILRA４，A５，A６，B３，

B４，B５）は LILRB１との相同性が６０％以下と低く，MHCI

結合領域に相当する部分のアミノ酸配列が変化しているこ

とから，リガンドとしてMHCIおよびMHCI様タンパク

質以外の分子を認識すると考えられる．実際に，group２

LILRはMHCIに結合しないとの報告３，７，８，１０）があるものの，

新規リガンドの同定は進まず，近年 LILRA４のリガンドが

bone marrow stromal cell antigen２（BST２）／CD３１７であるこ

とが同定されたのみである１１）．

LILRは疾患との関連が多数知られているMHCIをリガ

ンドとすることから，疾患との関連の有無が注目されてき

た（表２）．LILRファミリーの中で，唯一遺伝子座欠損多

型が存在する LILRA３についてその欠損頻度と多発性硬化

症１２）など自己免疫疾患との関連や，LILRB１の発現量に関

与する多型と関節リウマチ１３），LILRA２多型と全身性エリ

テマトーデス１４）など主に免疫系疾患との遺伝学的関連が報

告されている．また，LILRB４の発現は，抗原提示細胞が

免疫寛容を獲得し，tolerogeic dendritic cell（DC）に分化す

る際に必須である１５）．さらに興味深いことに，可溶性の組

換え LILRB４タンパク質（LILRB４-Fc）も膜型 LILRB４と

同様に免疫抑制機能を持ち，実際にヒト化マウスにおいて

移植片拒絶反応を抑制したとの報告もある１６）．現在までに

リガンドが明らかになっている LILR分子は LILRB１，B２，

A１，A４のみであり，生体内での機能および疾患発症にお

ける機序を理解するためにも，今後の解析が期待される．

３． Group１LILR

３―１ Group１LILRとリガンド

group１LILRの中でも，機能的・構造的に最も研究が進

んでいるのは LILRB１，B２である．これらはリガンドと

して古典的MHCI（HLA-A，-B，-C）および非古典的MHCI

（HLA-E，-F，-G）を広く認識する．MHCIは LILR以外に

TCR，KIRにも認識される分子であり，構造的には三つの

Ig様ドメイン（α１，α２，α３ドメイン）からなるMHCI重

鎖，単一の Ig様ドメインからなる軽鎖（β２m），および８―

１０残基からなるペプチドのヘテロ三量体である（図２）．

重鎖の種類によりMHCIのクラスが区別され，細胞質内

でプロセシングを受けたペプチドを α１，α２ドメインが形
成するペプチド溝に乗せ，CD８陽性 T細胞に提示するこ

とによって自己・非自己認識に関わっている．一方で，

KIRや LILRは正常な自己細胞が発現するMHCIを認識す

ることにより，正常細胞に対する免疫細胞活性化の閾値を

上げて攻撃を抑制している（図３）．一部のウイルス感染

細胞や腫瘍細胞はMHCI発現量が低下するために抑制性

受容体が結合できず，免疫細胞活性化の閾値が下がるため

免疫細胞が攻撃しやすくなり，除去される（missing self

仮説）．MHCIの多様性を生む多数の多型部位はMHCI重

鎖の α１，α２ドメインに集積しているためにペプチド溝に
多様性が生じ，膨大な種類の自己・非自己由来のペプチド

を提示できるようになっている．

TCRと KIRはともに，より多様性の高い α１，α２ドメ
インおよびペプチドを認識する（図２）１７，１８）．そのため，

TCRは自己MHCIに提示されたペプチドを認識して自

己・非自己を判断することができ，KIRはMHCIアリル

特異的に結合する特徴を示す．一方，LILRB１は後述する

表２ LILRファミリーと疾患との関連

疾 患 関 連 文献

関節リウマチ 細胞表面の発現量が低下する LILRB１ハプロタイプが有
意に増加
関節組織内で LILRB２，LILRB３，LILRA２発現量増加，
治療後発現量低下

１３）

３７）

全身性エリテマトーデス LILRA２細胞外リンカー領域内３アミノ酸残基欠損多型
が有意に増加

１４）

顕微鏡的多発血管炎 LILRA２細胞外リンカー領域内３アミノ酸残基欠損多型
が有意に増加

１４）

多発性硬化症 LILRA３欠損が有意に増加 １２）

シェーグレン症候群 LILRA３欠損が有意に増加 ３８）

サイトメガロウイルス感染 発症前に LILRB１発現量増加 ３９―４２）

類結核型らい LILRA２発現量がらい腫型らいと異なる ４０）

慢性リンパ性白血病 LILRB４が通常発現しない B細胞上に発現 ４１）
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ように，N末端側の Ig様ドメイン二つ（D１D２）を用いて

MHCIの α３ドメインと β２mを認識する．抑制性受容体

LILRB１および LILRB２は，多様性の低い α３ドメインを
認識することによってMHCIを広範に認識し，正常な自

己細胞に対する免疫を全般的に抑制していると考えられ

る．

LILRA１はHLA-B２７との結合８）が，LILRA１およびLILRA３

は HLA-Cの β２m-free heavy chain（fHC）との結合が報告

されているが１９），これらが LILRB１および LILRB２と異な

り，なぜMHCIアリル特異的なのかなど詳細な分子認識

機構は不明である．報告されているMHCI関連リガンド

との詳細な機能，構造解析とともに，LILRB１はサイトメ

ガロウイルスのMHCI様タンパク質 UL１８にも結合する１）

ため，非自己リガンドが存在する可能性も含め，未同定リ

ガンドの探索が今後検討されるべきである．

３―２ LILRB１，LILRB２の結晶構造解析

LILRB１はサイトメガロウイルスのMHCI様タンパク質

UL１８の受容体として１９９７年に同定された１，２）．UL１８はヒ

トMHCIと細胞外領域で２５％のアミノ酸配列相同性

（identity）を持ち，感染した宿主細胞上で，ヒトMHCIと

同様にヒト β２mと複合体を形成してペプチドを提示する

ことができる．感染時，サイトメガロウイルスは宿主の

MHCI発現量を低下させることで TCRを介した細胞傷害

を逃れ，さらに NK細胞上の抑制性受容体 LILRB１のリガ

ンドとしてMHCI様分子 UL１８を発現し，NK細胞による

細胞傷害も逃れている．

LILRB１は前述したように，細胞外に四つの Ig様ドメイ

ンを持つが，LILRB１のドメイン欠損変異体を用いた

UL１８との結合実験で N末端のドメイン（D１）が UL１８の

α３ドメインを認識すると推測された２０）ように，実際にリ

ガンド認識に関与しているのは N末端側の二つのドメイ

ン（D１D２）であるため，Chapmanらは LILRB１（D１D２）

について２０００年に構造決定した２１）．大腸菌で LILRB１

（D１D２）を封入体として大量発現し，変性剤による可溶化

後に巻き戻しを行うことによって可溶性タンパク質として

調製し，結晶化を行い，２．１A°の分解能で構造決定した．

その全体構造は KIR２DLに類似して，二つの逆平行 β
シートからなる Ig様ドメイン二つが鋭角状に連なった構

造を持つことがわかった（図４A）．二つのドメイン間は

KIR２DLの場合と同様に主に疎水性相互作用により結合し

ていた．LILRB１固有の特徴としては，KIR２DLでは β構
造をとる部分に３１０へリックス構造が散在している点と，

二つのドメイン内にポリプロリン IIへリックスが存在す

る点であった（図４A）．

図２ MHCIと KIR２DL１および TCRとの複合体の構造
MHCIは，HLA-Cw４重鎖を黒，β２mを灰色のリボンモデルで，
ペプチドを黒のスティックモデルで示した．
A. HLA-Cw４／KIR２DL１複合体（１IM９）の構造．KIR２DL１は
HLA-Cw４のペプチド C末端と α１―α２ドメインからなるペプチ
ド溝を認識する．この領域に KIR２Dの HLA-Cw４アリル特異性
を決定する７７N／Sおよび８０K／N残基が存在する．
B. HLA-A２／TCR複合体（２VLR）の構造．TCR α鎖を灰色，
β鎖を黒で示した．TCRは HLA-A２のペプチド中央部およびペ
プチド溝を認識している．
本稿で示す立体構造は Protein Data Bank（PDB）に登録されて
おり，分子名の後に括弧で登録番号を示した．

図３ LILRB１，LILRB２による T細胞活性化抑制機構
LILRB１，LILRB２はMHCIとトランスに結合することによっ
て，TCRを介する T細胞活性化シグナルを阻害する抑制性シ
グナルを伝達する（�）．さらに，シスにMHCIと結合するこ
とによって CD８がMHCIを認識するのを阻害し，正常な自己
細胞に対して T細胞が活性化しないよう，恒常性を維持してい
る（�）．
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筆者らは LILRB１の機能の重要性に着目し，日本人を対

象とした多型解析および自己免疫疾患との関連研究を行っ

た．その結果，日本人において LILRB１リガンド結合ドメ

インは４箇所のアミノ酸置換および２箇所の５′上流領域

の塩基置換の組み合わせにより主に３種類（LILRB１．０１～

LILRB１．０３）であること，そのうち LILRB１．０１が関節リ

ウマチ感受性に関与していることを明らかにした１３）．アミ

ノ酸置換によるリガンドとの結合能への影響を調べるため

に，３種類の LILRB１多型産物の結晶構造解析および相互

作用解析を行ったが，顕著な構造変化は認められず（図４

B），MHCIとの結合能にも差はなかった．結局 LILRB１．０１

ハプロタイプでは発現量が有意に低下し，疾患発症に関与

していることが明らかになったが，リガンド結合ドメイン

内にアミノ酸置換を伴う多型が保存されているにも関わら

ず，構造および機能に差異が認められなかったことは，

LILRB１の免疫系における機能の重要性を反映していると

考えられる．一方で，感染微生物リガンドの抑制性受容体

として利用されないよう，感染症との関連でMHCI結合

領域外に多型が保存されている可能性も示唆される．

LILRB１（D１D２）単独の結晶構造解析の結果，LILRB１

は KIR２DLとアミノ酸配列だけではなく，全体構造も似

ていることが明らかになった．しかし，LILRB１と

KIR２DLのMHCクラス I上の結合領域は異なり，リガン

ド特異性も KIR２DLがアリル特異的であるのに対して，

LILRは広範なMHCIおよびウイルスタンパク質 UL１８も

認識する．その認識機構の違いは２００３年にWillcoxらが

HLA-A２と LILRB１の複合体の結晶構造を３．４A°の分解能

で決定し，詳細が明らかになった９）．Willcoxらは HIV pol

由来のペプチド（ILKEPVHGV）を提示した HLA-A＊０２０１

と LILRB１の組換えタンパク質をそれぞれ大腸菌の封入体

の巻き戻し法によって調製し，精製後にモル比１：１（１４．５

mg／ml）で混合することで複合体の結晶を得た．その結果，

LILRB１の D１―D２ドメイン間ヒンジ領域と β２m（site１）が，

LILRB１の D１と HLA-A２の α３ドメイン（site２）が相互

作用していることが明らかになり（図５A），LILRB１は

MHCIの多型性の低い領域である α３ドメインと全ての
MHCIおよび UL１８に共通の β２mを認識することによっ

て，広範なMHCIに結合することがわかった．

UL１８はMHCIと比べて高度に糖鎖修飾される分子であ

り，これまで構造解析が困難であったため，LILRB１のド

メイン欠損変異体を用いた UL１８との結合実験が行われ，

LILRB１は N末端のドメイン（D１）を用いて UL１８の α３
ドメインを認識すると推測されていた２０）．２００８年に Yang

らは N 型糖鎖付加可能な１３箇所のうち３箇所を改変した

UL１８を昆虫細胞の発現系で調製することによって糖鎖修

飾を限定し，LILRB１／UL１８複合体の結晶構造を２．２A°の

分解能で決定した２２）．全体構造は LILRB１／HLA-A２複合体

および後述する LILRB２／HLA-G複合体の構造に似ており，

LILRB１は UL１８の α３ドメインおよび β２mの２箇所で相

互作用していた（図５B）．実際に LILRB１と相互作用して

いるアミノ酸残基をMHCIの場合と比較すると，α３ドメ
イン内の残基が異なっており（図５C），LILRB１との結合

が解離定数（Kd）で nMオーダーとMHCIの µMオーダー

に比べて非常に強く結合する親和性の違いを反映している

と考えられた．一方で，LILRB１に結合しないMHCI様

タンパク質 neonatal Fc receptor （FcRn），HFE，Zn-α２-

glycoprotein（ZAG）の α３ドメインのアミノ酸配列の保存
性は低い（図５C）．さらに，UL１８の計１３箇所の N 型糖

鎖修飾部位にモデルで糖鎖を付加させたところ，１０箇所

の修飾部位が集積する α１―α２ドメインは糖鎖で全体が覆
われるために KIRや TCRは結合できないこと，α３ドメ
インにおいても CD８結合領域が部分的に糖鎖で覆われる

ことにより CD８が結合できないことが予想された．結果

的に，UL１８は抑制性受容体 LILRB１にのみ強く結合し，

他の受容体との結合能を糖鎖修飾により失うことで，より

効果的に感染細胞に対する免疫を抑制していると予想され

た．

LILRB２は LILRファミリーの中で最も LILRB１との相

同性の高い抑制性受容体（細胞外領域のアミノ酸 identity

８２％）で，LILRB１同様にMHCIを広く認識するが，UL１８

図４ LILRB１，LILRB２単独の結晶構造
A. KIR２DL１（１NKR），LILRB１（１G０X），LILRB２（２GW５）の立
体構造．LILRB１の特徴的な３１０へリックスおよびポリプロリン
IIへリックスを灰色で示した．いずれも二つの Ig様ドメイン
が鋭角に曲がった構造をとっていることがわかる．
B. 日本人における多型解析の結果明らかになった３種のハプ
ロタイプ産物 LILRB１．０１（１VDG），LILRB１．０２（１UGN），LILRB
１．０３（１UFU）の構造比較．全体構造に大きな変化は認められな
かった．
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との親和性は LILRB１に比べて１，０００倍程度弱い．

LILRB１が骨髄系細胞以外にも B細胞や一部の T細胞，

NK細胞でも発現するのに対して，LILRB２は骨髄系細胞

に限定して発現する．LILRB２のリガンド結合ドメイン

（D１D２）単独の結晶構造は２００２年に１．８A°の分解能で決

定された（図４A）２３）．LILRB１の単独構造と比較すると，

全体構造は非常に類似しており，βシートからなる二つの
Ig様ドメインが鋭角に曲がった形をとっていた．また，

筆者らが２００６年に明らかにした HLA-Gと LILRB２の複

合体の結晶構造も LILRB１／HLA-A２の複合体の構造と

全体像が類似しており，LILRB２は LILRB１と同様に，

LILRB２D１と α３ドメイン，LILRB２ドメイン間のヒンジ

領域と β２mが相互作用していた（図６A）２４）．

３―３ LILRB１，LILRB２とMHCIの相互作用解析

LILRB１，B２は共にMHCIを広く認識し，抑制性シグナ

ルを伝達するが，そのリガンド親和性に差はないのだろう

か．また，T細胞の活性化に重要な CD８も同じくMHCI

の α３ドメインを認識するが，LILRBとの結合は競合する

のだろうか．

筆者らは組換えタンパク質を用いて LILRB１および CD８

とMHCI間の相互作用を BIAcoreを用いた表面プラスモ

ン共鳴法により詳細に解析した２５）．まず LILRB（D１D２）お

よびMHCIの組換えタンパク質を大腸菌で封入体として

大量発現させ，変性剤により可溶化後，希釈法による巻き

戻しを行ってゲル濾過クロマトグラフィーにより精製し

た．BIAcoreを用いた実験は，センサーチップ上にMHCI

を固定化し，アナライトとして LILRB溶液を流すことで

得られたレスポンスを解析し解離定数（Kd）を求めた．

MHCIは C末端にビオチン化タグを付加することにより

in vitro でビオチン修飾し，ストレプトアビジンを直接固

定化したチップ表面に固定化した．ビオチン―ストレプト

アビジンを介してMHCIを固定化することにより，チッ

プ表面で LILRB１結合領域が隠されることなく，細胞表面

の分子配向を再現させることができた．MHCIタンパク質

を網羅的に解析した結果，LILRB１，B２はともにMHCIと

図５ LILRB１とリガンドとの複合体の構造
A. LILRB１と HLA-A２の複合体（１P７Q）．２箇所の相互作用面のうち，
LILRB１ドメイン間のヒンジ領域と hβ２mとの接触面を site １，LILRB１D１と
α３ドメインとの接触面を site２とする．
B. LILRB１と UL１８の複合体（３D２U）．LILRB１／MHCI複合体と同様に Site
１，２の２箇所で相互作用している．
C. MHCI，UL１８―LILRB１，B２相互作用部位のアミノ酸配列比較．コンセ
ンサス配列を太字で，保存性残基を灰色で示した．HLA-A２のアミノ酸残基
番号を上部に示した．
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Kd値が１０－５～１０－６ Mオーダーの親和性であり，一般的な

免疫細胞表面受容体の親和性の範囲内であることがわかっ

た．また，LILRB１の方が全体的に高い親和性を示した．

MHCI間で比較すると，LILRB１，B２ともに非古典的

MHCクラス Iである HLA-Gに特に高い親和性を示した

（LILRB１：Kd＝２．０µM，LILRB２：Kd＝４．８µM）．HLA-G

は，ヒトの胎盤や一部の腫瘍細胞で局所的に発現する特徴

的なMHCIである．胎盤では母体免疫を逃れ妊娠を成立

させるため，また腫瘍細胞では免疫細胞からの攻撃を逃れ

増殖するために，HLA-Gが免疫抑制に寄与している．最

近では制御性 T細胞に特異的に発現することが報告さ

れ２６），LILRBなどの抑制性受容体を介した免疫抑制機構が

注目されている．LILRBと HLA-Gの認識機構に関して

は，これまでの筆者らの研究から明らかになった点につい

て後述する．

次に，T細胞活性化に重要な CD８と LILRBとの競合に

ついても BIAcoreを用いて解析を行った２５）．CD８は HLA-

Gと Kd＝７２µMの親和性で結合する．そのため，十分量

の CD８（９２µM）存在下，非存在下において LILRB１，

LILRB２の HLA-Gへの結合実験を行い，CD８の HLA-Gへ

の結合が LILRBの存在によって変化するか調べた．その

結果，図７に示すように HLA-Gへの CD８の結合量は

LILRB１，B２ともに濃度依存的に減少していた．つまり，

CD８と LILRB１，B２はともに HLA-Gへの結合に競合的で

あることがわかった．同様の結果は HLA-B３５，HLA-Cw４

に対しても得られた．一方 HLA-Cw４の α１，α２ドメイン
およびペプチドを認識する KIR２DL１と HLA-Cw４で行っ

たところ，LILRB１，B２ともに競合しなかった（図７）．

以上の結果より，LILRB１，B２は T細胞活性化を抑制す

る際に，細胞内の ITIMを介して抑制性シグナルを伝達す

ると同時に，CD８がMHCIに結合するのを物理的に競合

することで，T細胞活性化シグナル伝達の始動を制御して

いる可能性（図３）が示唆された．この二重の抑制機構は

図６ LILRB２とリガンドとの複合体の構造
A. LILRB２と HLA-Gの複合体（２DYP）．２箇所の相互作用面
のうち，LILRB２ドメイン間のヒンジ領域と hβ２mとの接触面
を site１，LILRB２D１と α３ドメインとの接触面を site２とする．
B. LILRB１，B２は HLA-Gホモ二量体１分子に対して２分子
結合する．LILRBの D１D２はリボンモデルで，D３D４は円で示
した．
C. HLA-A２／LILRB１（１P７Q）と HLA-G／LILRB２（２DYP）の
重ね合わせ．LILRB１に比べ，LILRB２はMHCIの α３ドメイン
に寄って結合している．MHCIを分子表面モデル，LILRBをリ
ボンモデルで示した．

図７ LILRB―MHCI相互作用におけるCD８とKIR２DL１の競合性
A. LILRB１（左）および LILRB２（右）の単独（●），CD８（９２
µM）と混合時（■）の結合レスポンス．CD８存在時，非存在
時の差を求めプロットした（×）．LILRB濃度に依存して CD８
の結合量（×）が減少している．
B. LILRB１（左）および LILRB２（右）の単独（●），KIR２DL１
（３８µM）と混合時（■）の結合レスポンス．CD８存在時，非
存在時の差を求めプロットした（×）．LILRB存在により CD８
の結合量（×）は変化していない．

〔生化学 第８３巻 第８号７２２



LILRBのマウスホモログである PIR-Bと CD８で in vivo で

も認められることがわかり２７），恒常的に免疫細胞が自己細

胞を攻撃しないように活性化の閾値を上げるのに重要であ

ると考えられる．

また筆者らは LILRBのリガンド認識機構についてさら

に詳細に調べるために，LILRB１-MHCクラス I間の相互

作用の熱力学的および速度論的特徴を解析した２８）．

BIAcoreおよび等温滴定カロリメトリー（isothermal titration

calorimetry; ITC）を用いた熱力学的解析の結果，結合エン

タルピー変化（ΔH）がほぼゼロに近い，つまりギブスエ

ネルギー変化（ΔG）のほとんどが，好ましい方向へのエ

ントロピー変化（ΔS）に由来するエントロピー駆動型の

相互作用であることがわかった（表３）．また，比熱（ΔCp）

の変化が－０．１０～－０．２２kcal mol－１K－１と小さく，結合時

に大きな構造変化がないことが示唆された（表３）．現在

までに解析されている免疫細胞表面受容体とリガンドとの

相互作用のうち，TCR／MHC相互作用は多くがエンタル

ピー駆動型，KIRや NKG２D，Fc受容体の相互作用はエン

タルピー・エントロピー駆動型であり，完全なエントロ

ピー駆動型の相互作用は LILRB１／MHCIが初めての例で

あった．速度論的には，免疫系受容体の中でも特に速い結

合・解離速度 （ka＝５．０―９．２×１０５ M－１s－１，kd＝２．１―５．０s－１）

を持ち，MHCI分子上の結合領域が競合する CD８（ka＞－
１．０×１０５ M－１s－１，kd＞－１８s－１）よりも結合速度が速く，解離

速度が遅いことがわかった．つまり，LILRB１は CD８の

MHCIへの結合を速度論的に優勢に阻害することによっ

て，不必要な T細胞活性化が起こらないよう活性化の閾

値をより効果的に上げていることが示唆された．

このようにエンタルピー損失や比熱の変化が小さく，非

常に結合・解離速度が速い相互作用は典型的な rigid body

（剛体）モデルの特徴であるが，筆者らが NMRを用いて

MHCI結合時の LILRB１側の構造変化を観察したところ，

直接MHCIと相互作用する領域以外にも，ドメイン間の

ヒンジ領域にコンフォメーション変化が起こっていること

を示唆する heteronuclear single quantum coherence（HSQC）

スペクトル変化が得られた２８）．この点からも，LILRB１／

MHCI相互作用は induced-fit様結合である TCR／MHCIと

異なる複合体形成モデルであることが示唆された．今後，

複合体形成時の熱力学的，速度論学的パラメータモデルを

構築することが創薬デザインなど人為的なタンパク質間相

互作用の制御に必要であり，これには実際の実験データの

蓄積が進むことが期待される．

３―４ LILRB１と LILRB２のリガンド認識機構の違い

LILRB１と LILRB２は上述したようにリガンド認識ドメ

インの配列相同性が高く（８１％），ともにリガンドMHCI

の α３ドメインと β２mを認識しているが，MHCIとの結合

親和性は全体的に LILRB１の方が強く，中でもMHCI様タ

ンパク質 UL１８との親和力は１，０００倍以上の差がある

（LILRB１：Kd＝～２nM，LILRB２：Kd＝～１４µM）２１）．また

興味深いことに，β２mを欠いた HLA-B２７fHCは LILRB１

には結合せず，LILRB２および LILRA１には結合するとい

う結果が LILR発現細胞を用いた HLA-B２７fHCテトラ

マー染色実験により報告された８）．HLA-B２７は通常の重

鎖／ぺプチド／β２mヘテロ三量体としてのみならず，異

常型の β２m欠損型重鎖ホモ二量体としても発現し，その

存在が強直性脊椎炎など一部のリウマチ性自己免疫疾患の

原因である可能性が示唆されている．さらに，近年細胞表

面には通常のヘテロ三量体を形成したMHCIに加えて，

β２mおよびペプチドと会合していないフリーのMHCI重

鎖（fHC）が存在することが明らかになってきた．これら

は，特に活性化した細胞表面で fHC同士ホモ二量体また

は多数の他の受容体（CD８，TCR／CD３，MHCI，MHCII，

IL１５R，インスリン受容体など）とヘテロ二量体を形成し

表３ 免疫細胞受容体とリガンドとの熱力学パラメーター

アナライト リガンド
ΔG

（kcal／mol）
ΔH

（kcal／mol）
－TΔS

（kcal／mol）
ΔCp

（kcal／mol・K）

LILRB１ HLA-G１ －７．５ １．９ －９．４ －０．２２
LILRB１ HLA-B３５ －６．６ ０．６ －７．２ －０．１０
LILRB１ HLA-Cw４ －６．８ －０．２ －６．６ －０．１６
KIR２DL３ HLA-Cw７／DS１１ －７．２ －４．１ －３．１ －０．１
NKG２D RaeI －８．６ －５．２ －３．４
NKG２D H６０ －１０．５ －２３．６ １３．１
PILRα CD９９ －７．７ －１６．６ ８．９ －０．４４
CD２２ CD４５ －５．１ －１０．１ ５．０ －０．０８
FcγRIIa，IIb hFc１ －７．９～－８．３ －４．４～－６．４ －１．９～－３．３ －０．２２～－０．４３
FcγRIII hFc１ －８．０ －１５．４ ７．４ －０．７
TCR MHC／peptide －７．１ －１４．６ ７．１ －０．６２
E-selectin ESL-１ －５．７ －０．９ －４．８

ΔG，ΔH，－TΔS，ΔCpはそれぞれギブスエネルギー変化，エンタルピー変化，エントロピー変化，
比熱の変化を示す．これらの解析は非線形ファントホッフの式による．
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やすい２９）．これらのホモ／ヘテロ二量体形成により受容体

を介するシグナル伝達や細胞内への受容体の取り込みが調

節されていると予想されており，MHCI分子の新たな機能

として注目される．MHCI fHCに対する受容体は現在

LILRB２，LILRA１以外に報告されておらず，これらの受

容体がどの形態のMHCI fHCを認識するのか，他の LILR

がMHCIヘテロ二量体と結合するのか，など今後の解析

が重要である．

筆者らは LILRB１と LILRB２のリガンド認識特異性を明

らかにするために，LILRB２／HLA-G複合体の結晶構造解

析を行い，Willcoxらの LILRB１／HLA-A２の構造と比較し

た２４）．前 述 し た よ う に，LILRB１／HLA-A２（図５A）と

LILRB２／HLA-G（図６A）の全体構造は似通っており，site

１および site２の２箇所で相互作用していた．しかし，

LILRB１／HLA-A２複合体に比べ，LILRB２は HLA-Gの α３
ドメインをより強く認識していた．このことは，HLA-G

が他のMHCIに比べて LILRB１／B２相互作用部位の疎水性

領域が広い特徴を持つためであり，MHCIの中で LILRB１／

B２が HLA-Gを最も強く認識することと一致していた．

次に LILRB１／HLA-A２および LILRB２／HLA-G複合体の

相互作用領域をさらに詳細に比較すると，α３ドメイン，
β２m両方の認識機構に異なる点が見出された．図６Cに示

すように，MHCIに対する LILRBの位置を比較すると，

全体的に LILRB２は LILRB１に比べてより α３ドメイン側
に結合しているのがわかる２４）．実際に相互作用面積を比較

すると，LILRB２は HLA-G α３ドメインと４６０A°，β２mと

６１０A°で，LILRB１は HLA-A２α３ドメインと２８０A°，β２m

と５７０A°で相互作用する．つまり，LILRB２は LILRB１よ

りもより α３ドメイン優位に，LILRB１はより β２m依存的

にMHCIと結合していることがわかる． 筆者らはさらに，

同一のMHCIタンパク質として LILRB１，B２と HLA-Cw７

との結合に β２m依存性の傾向が認められるか，NMR法に

より解析した．１５Nラベル β２mを調製し，非標識MHCI重

鎖およびペプチドと巻き戻すことによって，β２m上の

LILRB１または LILRB２との相互作用部位を１H-１５N HSQC

測定により検出したところ，結晶構造で得られた結果と同

様に，LILRB１の方が LILRB２に比べてより広い領域で

β２mと相互作用していることがわかった．以上の結果か

ら，LILRB２は β２mを失っても α３ドメインを介して
MHCI fHCに結合できるが，LILRB１は β２mがないと

MHCI fHCとの結合を維持できないと考えられる．前述し

たように，近年MHCI fHCの機能の重要性が注目されて

おり，LILRB２との認識機構および実際のシグナル伝達の

解明が期待される．

HLA-Gは他のMHCIにはないフリーのシステイン残基

（Cys４２）を持っており，生体内でジスルフィド結合を介

したホモ二量体を形成することが知られている．筆者らは

ホモ二量体の立体構造と同時に，単量体に比べてホモ二量

体は１００倍程度強いシグナル抑制能を持つことを明らかに

した３０）．また，HLA-G／LILRB２の複合体の結晶構造より，

ホモ二量体形成によって LILRB２の結合領域は隠れること

なく，HLA-Gホモ二量体１分子に対して図６Bのように

LILRB２は２分子結合することが示唆された．このことか

ら，HLA-Gはホモ二量体形成により LILRB２または

LILRB１を効果的にリクルートし，細胞内の抑制シグナル

をより強固なものにしていると考えられた．

３―５ LILRA２

LILRA２は group１に属する活性型 LILRで，LILRB１，

B２と配列相同性８０％であるが，リガンドは未だ不明であ

る．group１に属することから，MHCIまたはMHCI様分

子を認識すると予想されるが，ヒトMICA（MHCI-related

chain A），MICBとの結合は確認されず，非自己リガンド

の可能性も示唆されている．Chenらは LILRA２単独の結

晶構造を２．６A°の分解能で明らかにし，MHCIを認識しな

い理由について構造的に考察した３１）．LILRB１／HLA-A２お

よび LILRB２／HLA-G複合体の立体構造に LILRA２（D１D２）

の構造を重ねると，全体の配列相同性が高いにも関わら

ず，相互作用領域のアミノ酸残基は異なっている部分が多

く，局所構造を変化させることでMHCIとの親和性を下

げていることがわかった．しかし，LILRA２は LILRB１，

B２と異なりドメイン交換型のホモ二量体として構造が解

かれており，今後リガンドの同定とともに生体内でのタン

パク質の性質と機能についてさらなる検討が必要である．

４． Group２LILR

group２LILRは LILRB１との配列相同性が低く，リガン

ドについては長い間不明であったが，最近活性型 LILRA４

のリガンドとして BST２／tetherin／CD３１７が同定された１１）．

BST２は IFN誘導性 II型膜タンパク質で，HIVなどレトロ

ウイルス粒子の感染細胞からの遊離を阻害する．HIVは

Vpuタンパク質により BST２の機能を阻害し，効率的にウ

イルス粒子を放出するため，阻害剤開発におけるターゲッ

トとして BST２が注目されている．一方，LILRA４は形質

細胞様樹状細胞（plasmacytoid dendritic cell; pDC）に特徴

的な活性型受容体であり，IFN誘導により発現する BST２

を認識することで Toll like receptor（TLR）シグナルによっ

て活性化された pDCの IFN過剰産生を抑える機能を持つ

と考えられている．ウイルス感染のみならず，I型 IFNと

の関連が示唆される全身性エリテマトーデスや乾癬におけ

る機能も予想され，今後のリガンドとの詳細な相互作用解

析および立体構造解析が注目される．

構造解析においては，group２ LILRの中で唯一 LILRA５

の構造が決定されている．LILRA５は，膜型の受容体とし
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てだけでなく，分泌型としても発現する．細胞外には二つ

の Ig様ドメインを持ち，主に単球上に発現して活性化シ

グナルを伝達して炎症性サイトカイン（IL-１β，TNFα，IL-

６）産生に関与している３２）．分類上は group２LILRに属し，

LILRB１，B２と HLAクラス I認識領域の配列保存性は低

い．LILRA５のリガンドは未だ同定されていないが，筆者

らは LILRA５細胞外ドメイン単独の結晶構造解析を行っ

た．細胞外ドメイン（１～１９６残基）を大腸菌の封入体

として発現させ，巻き戻すことにより可溶性タンパク質

として調製し，分解能１．８５A°で構造決定した３３）．その結

果，全体像は group１の LILRB１，B２および KIR２DL２，

KIR２DL３，NKp４６とドメイン間の角度も含め類似してい

た．一方 group１LILRのMHCI結合領域に相当する部分を

比較すると，LILRA５は LILRB１および LILRB２と異なる

構造をとっていることがわかった．具体的には，MHCIの

α３ドメインと直接結合する D１内の３１０へリックス構造が

LILRA５では βシートに変化していた．また，D１D２表面

の電荷の分布が LILRB１や KIRとは異なっており，MHCI

以外のリガンドの存在を示唆していた．

５． 構造解析のための受容体タンパク質調製法

細胞表面受容体は本来糖鎖修飾されるものやジスルフィ

ド結合を有するものが多いため，構造解析に適した濃度，

純度，および安定性を維持した組換えタンパク質の調製が

困難なものが多い．今回紹介した LILRファミリーの一部

とMHCIタンパク質については，大腸菌で封入体として

大量発現させた後に巻き戻すことが可能で，さらに LILR／

MHCI相互作用においてそれぞれの糖鎖修飾が必須ではな

い．しかし，同じ LILRファミリーの中でも，大腸菌では

発現しないものや封入体として発現はするが，巻き戻らな

いものも存在する．また，リガンドとの相互作用やタンパ

ク質の安定性に糖鎖修飾が必須なものも存在する．そのた

めに筆者らの研究室では，前述した大腸菌を用いた発現系

のほかに，目的に応じて複数の発現系を使い分けているの

で，本稿で紹介したい．

まず，哺乳類培養細胞の発現系として，HEK２９３S GnTI

欠損株を用いる方法がある．N -アセチルグルコサミン転

移酵素 I（GnTI）は，N 型糖鎖修飾経路において複合型糖

鎖生成に必要な酵素である．GnTI欠損株においては複合

型糖鎖が生成されないために，高マンノース型糖鎖で糖鎖

生成が止まる．この株を用いて発現させたタンパク質は均

一な高マンノース型の糖鎖修飾（Man５GlcNAc２）を受けて

おり，糖鎖が構造安定化に必須なタンパク質の調製および

構造解析における結晶のパッキングに適している．また，

分泌シグナル配列および Hisタグ配列を付加することで，

目的の組換えタンパク質精製の簡便化も確立した．実際に

筆者らは麻疹ウイルスヘマグルチニンタンパク質（MV-H）

単 独３４）お よ び signaling lymphocyte activation molecule

（SLAM）との複合体３５）の結晶構造解析に成功した．

また，筆者らの研究室ではカイコ個体を用いた発現系も

確立している．カイコの高いタンパク質合成能を利用した

系で，こちらも単純な糖鎖修飾が可能であることと，培養

細胞に比べ手技が簡便であるという利点がある．さらに筆

者らは，大腸菌を用いて作成した組換え DNA（BmNPV

バクミド DNA）をカイコ個体に直接接種することにより

体液中への機能的なタンパク質の大量発現を可能とし

た３６）．また，糖鎖修飾もパウチマンノース型の２種類に限

られており３６），今後構造解析への応用も期待される．

６． お わ り に

以上のように，LILRファミリーの構造解析および機能

解析は，リガンドがわかっている LILRB１，LILRB２中心

に行われており，他の LILRについては未だ不明な点が多

い．また，既知リガンドであるMHCIについても，近年

通常のMHCI重鎖／β２m／ペプチドヘテロ三量体以外に多

様な形態を持つことが明らかになり，それぞれの分子形態

のMHCIと LILRの相互作用機構の解析も詳細に検討する

必要がある．今後，未同定リガンドの探索とともに，

LILRファミリーの機能解析を進めることで，免疫系のシ

グナル制御機構の解明につながることが期待される．ま

た，ペア型受容体のもう一つの側面である感染微生物のリ

ガンドのターゲットとしての解析が進めば，より疾患の分

子機構が明らかになり，創薬へとつながることが期待され

る．
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