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1. 略語一覧 
CBB; Coomassie brilliant blue 
CD; circular dichroism 
DMEM; Dulbecco’s modified Eagle medium 

DSC; differential scanning calorimetry 
DTT; dithiothreitol 
EDTA; ethylenediaminetetraacetic acid 

Fab; antigen-binding fragment 
FBS; fetal bovine serum 
HBS; HEPES-buffered saline 

HEK; human embryo kidney 
HEPES; 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 
HLA; human leukocyte antigen 

HS-AFM; high-speed atomic force microscopy 
Ig; Immunoglobulin 
ILT; immunoglobulin-like transcript 

IPTG; isopropyl 1-thio-b-D-galactoside 
ITAM; immunoglobulin tyrosine-based activation motif 
ITIM; immunoglobulin tyrosine-based inhibitory motif 

KIR; killer cell immunoglobulin-like receptor 
LILR: leukocyte immunoglobulin-like receptor 
MHC; major histocompatibility complex 

MIB; Mycoplasma Ig binding protein 
MIP; Mycoplasma Ig protease 
PCR; polymerase chain reaction 

PEI; polyethyleneimine 
SDS-PAGE; sodium dodecyl sulfate poly-acrylamide gel electrophoresis 
SLE; systemic lupus erythematosus 

SNP; single nucleotide polymorphism 
SP; signal peptide 
SPR; surface plasmon resonance 

TCR; T cell receptor 
TM; transmembrane 
VH; variable domain fragment of immunoglobulin heavy chain 
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VL; variable domain fragment of immunoglobulin light chain 
WT; wild type 

 

LILRA2変異体の略称 
例）LILRA2Q31E; LILRA2の Gln31を Gluに置換した変異体 
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2. 研究背景と目的 
LILR（Leukocyte immunoglobulin (Ig)-like receptor）は，LIR，ILT（Ig-like transcript），CD85と
しても知られる受容体ファミリーであり，主に骨髄系細胞（単球/マクロファージ，樹状細
胞）に発現している (Kuroki et al., 2012)．LILR遺伝子は，ヒト染色体 19q13.4上の白血球受
容体複合体 LRC（Leukocyte receptor complex）領域に存在する．LRC領域には，LILRのほ
かに，KIR（Killer cell Ig-like receptor）や LAIR（Leukocyte-associated Ig-like receptor），NKp46，
FcaRなどの免疫系受容体群がコードされている (Martin et al., 2002)．LILRは，細胞外には
相同性の高いリガンド認識部位を持ちながら，細胞内には相反するシグナル伝達システムを
持つ受容体群であるペア型受容体のひとつである（Fig. 1A）．LILR の細胞外ドメインは約
10 kDaのイムノグロブリン様ドメインが２個（D1D2）もしくは 4個（D1-D4）並んだ構造
をとる．LILRB群（LILRB1, -B2, -B3, -B4, -B5）は細胞内に ITIM（immunoreceptor tyrosine-

based inhibitory motif）を持ち，抑制性のシグナルを伝達する受容体群である．例えば，免疫
細胞上に発現する LILRB1や LILRB2は，ターゲット細胞の HLA（human leukocyte antigen）
を認識し，細胞の活性化を抑制する (Borges et al., 1997; Chapman et al., 1999; Cosman et al., 

1997; Shiroishi et al., 2003)．そのため，LILRB群は，PD-1や CTLA-4のような免疫チェック
ポイント分子のひとつとして分類される (Kang et al., 2016; Sharma and Allison, 2015)．一方
で，LILRA群（LILRA1, -A2, -A4, -A5, -A6）は細胞内に活性化シグナルを伝達する受容体群
である．LILRA群は，膜貫通領域に正電荷を持つアルギニン残基を持ち，このアルギニン残
基を介して細胞内ドメインに ITAM（immunoreceptor tyrosine-based activation motif）を持つ分
子と会合し，細胞内に活性化シグナルを伝達する．例えば，LILRA1は，強直性脊椎炎との
関連が知られる HLA-B27と結合する (Allen et al., 2001)．また，LILRA1や LILRA3は，b2
ミクログロブリンフリーの HLA-Cと結合する (Jones et al., 2011)．LILRA2と配列相同性が
70%以上ある LILR（LILRA1, A3, B1, B2）の中で，LILRA2以外の分子は HLAを認識するこ
とが報告されているが，LILRA2は HLAとの結合は確認されなかった．LILRA2は活性化受
容体であるため，非自己リガンドを認識し生体防御に関わる可能性も考えられてきたが，リ
ガンドはひとつも同定されていなかった． 

LILRA2は，単球/マクロファージ，好中球，好酸球，好塩基球のような自然免疫に関わる細
胞の表面に発現している(Lu et al., 2012)．LILRA2は膜貫通領域に存在する正電荷を持つア
ルギニン残基を介して FcgR と会合し，ITAM を会して細胞内に活性化シグナルを伝達する
(Nakajima et al., 1999)．抗 LILRA2抗体を用いて，単球細胞表面上の LILRA2をクロスリン
クすると，ITAMを会したシグナル伝達に関わるキナーゼである p38や ERKのリン酸化や，
カルシウム流入，TNF-a, I-6, IL-8, IL-12, IL-10などの炎症性サイトカインの産生が引き起こ
される (Huynh et al., 2007; Lee et al., 2007; Nakajima et al., 1999)．同様に，抗 LILRA2抗体を
用いて，好酸球および好塩基球表面上の LILRA2をクロスリンクすると，脱顆粒が起き，炎
症性メディエーターやサイトカインの産生が引き起こされる(Sloane et al., 2004; Tedla et al., 
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2003)．また，LILRA2を活性化すると，GM-CSF（Granulocyte macrophage colony-stimulating 
factor）刺激による単球から樹状細胞への分化が抑制されたり，T 細胞の MHC クラス II 分
子への抗原提示が抑制されるという報告もある(Lee et al., 2007)．以上の報告から，LILRA2
は，免疫活性化および調節機能を持つ受容体だと考えられている．LILRA2は，感染症や自
己免疫疾患との関連も報告されている．例えば，らい腫型ハンセン病患者の病変部位では，
LILRA2の発現量が上昇していることから，ハンセン病の病態と LILRA2との関連性が示唆
されている(Bleharski et al., 2003)．また，滑膜組織における LILRA2発現細胞平均数と，関節
リウマチの重症度に相関があった (Tedla et al., 2011)．さらに，LILRA2遺伝子には，イント
ロン 6 のスプライスアクセプター部位に変異が入った一塩基多型（SNP; single nucleotide 
polymorphism） が存在する(Mamegano et al., 2008)．この多型の遺伝子産物として，細胞外リ
ンカー領域内の３アミノ酸残基が欠失した LILRA2 アイソフォームが発現する．この多型
が，健常対照群の 7.0%に対して，全身性エリテマトーデス（SLE; systemic lupus erythematosus）
では 12.1%，顕微鏡的多発血管炎では 16.0%と有意に増加していた．以上の報告から，LILRA2
が感染症や自己免疫疾患に関わることが示唆されてきたが，生理的リガンドが不明だったた
め，研究が進んでいなかった． 
しかし，近年，LILRA2がレジオネラ菌やマイコプラズマのような細菌が分泌するプロテア
ーゼによって VHドメインが切断された抗体（以下，N-truncated Ig）を認識し，免疫を活性
化させることが平安らによって報告された(Hirayasu et al., 2016)（Fig. 1B）．これは，細菌に
よる切断を受けて“非自己”へと変化した抗体を LILRA2が認識することで，生体内に異物が
侵入したことを検知する新規の機構である．しかしながら，N-truncated Igの LILRA2による
分子認識機構は未解明であった．平安らは，フローサイトメトリーを用いた実験により，全
ての LILRと，CD79a/bと共発現させた膜結合型 N-truncated Igとの結合の有無を調べた．そ
の結果，Fc-fusion LILRA2のみが膜結合型 N-truncated Igに結合し，LILRA2以外の LILRは
膜結合型 N-truncated Igに結合しなかった(Hirayasu et al., 2016)．LILRA2との配列相同性が
約 79%と高い LILRB2 も N-truncated Ig と結合しなかったが，LILRA2 とのリガンド認識能
の違いが生まれる要因は未解明であった．そこで，本研究では N-truncated Igの LILRA2に
よる分子認識機構を詳細に解析することで，LILRA2を介した免疫制御機構解明を目指した． 
 
�
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Fig. 1 研究背景 
(A) ペア型受容体の概略図．細胞外に 4つのイムノグロブリン様ドメイン
を持つ LILR群を例として示した． 
ITAM, immunoreceptor tyrosine-based activation motif. 
ITIM, immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif. 
(B) 細菌による抗体分解と，それを検知する宿主免疫機構の概略図． 
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3. 結果 
LILRA2の発現および精製 
LILRA2の細胞外ドメインは，イムノグロブリン様フォールドを持つドメインが 4個タンデ
ムに並んだ構造をとる．本研究では，細胞外ドメインのうち D1-D2（LILRA2D1D2），D1-D4
ドメイン（LILRA2D1D4）および LILRA2D1D4 に Fc を融合させたタンパク質（Fc-fusion 

LILRA2D1D4）を調製した（Fig. 2A）． 
LILRA2D1D2 は，大腸菌発現系を用いて調製した．LILRA2D1D2 をコードする遺伝子断片
を含むプラスミドを大腸菌 BL21(DE3)pLysS 株に導入した．1L 培養あたり，100-150 mg の
LILRA2D1D2を含む封入体を得た．得られた封入体を可溶化してから巻き戻し，ゲルろ過ク
ロマトグラフィーにより精製した（Fig. 2B）．巻き戻したタンパク質のゲルろ過クロマトグ
ラフィーでの溶出位置が，LILRA2単量体の分子量から予想される溶出位置であることから，
本来の構造に巻き戻ったと判断した．精製度を SDS-PAGEにより解析した（Fig. 2C）．リフ
ォールディング効率は 0.5-1%だった． 
LILRA2D1D4は，Hisタグ融合タンパク質として，HEK293S GnTI(-)細胞を用いて調製した．
Ni アフィニティークロマトグラフィーで精製したのちに，ゲルろ過クロマトグラフィーで
精製した（Fig. 2D）．LILRA2D1D4は単量体の分子量から予想される位置に溶出された．精
製度を SDS-PAGEにより解析した（Fig. 2E）．収量は，1L培養あたり約 0.5 mgだった． 

Fc-fusion LILRA2D1D4は， HEK293T細胞を用いて発現させた．Protein Gアフィニティー
クロマトグラフィーののちに，ゲルろ過クロマトグラフィーにより精製した（Fig. 2F）．精
製度を SDS-PAGEにより解析した（Fig. 2G）．収量は，培養上清 1Lあたり約 4 mgだった． 
コントロールタンパク質として，細胞アッセイで N-truncated Igと結合せず，LILRA2との配
列相同性が約 79%ある LILRB2の細胞外ドメイン D1-D2（LILRB2D1D2）を LILRA2D1D2の
調製方法に準じて発現および精製した（Fig. 2H, I）．リフォールディング効率は 3%程度だ
った． 
 

N-truncated Ig の発現および精製 
N-truncated Igおよび full-length Ig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 HEK293T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（Fig. 3A）．Protein Gアフィニティークロマトグラフィーの
のちに，ゲルろ過クロマトグラフィーにより精製した（Fig. 3B, C）．精製度を SDS-PAGEに
より解析した（Fig. 3D）．N-truncated Igの収量は，1L培養あたり約 1.7 mg，full-length Igの
収量は約 7.7 mgだった． 
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Fig. 2 LILRA2および LILRB2の調製 
(A) LILRA2 タンパク質全長および組換えタンパク質 LILRA2D1D2, LILRA2D1D4, Fc-fusion 
LILRA2D1D4の一次構造．SP: シグナルペプチド, D: ドメイン, TM: 膜貫通ドメイン 
(B) LILRA2D1D2のゲルろ過クロマトグラム． 
標準タンパク質の溶出体積をクロマトグラム上部に示した． 
(C) LILRA2D1D2の SDS-PAGE結果（CBB染色，還元条件） 
(D) LILRA2D1D4のゲルろ過クロマトグラム． 
標準タンパク質の溶出体積をクロマトグラム上部に示した． 
(E) LILRA2D1D4の SDS-PAGE結果（CBB染色，還元条件） 
(F) Fc-fusion LILRA2D1D4のゲルろ過クロマトグラム． 
(G)Fc-fusion LILRA2D1D4の SDS-PAGE結果（CBB染色，還元条件） 
(H) LILRB2D1D2のゲルろ過クロマトグラム． 
(I) LILRB2D1D2の SDS-PAGE結果（CBB染色，還元条件） 
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Fig. 3 N-truncated Igおよび full-length Igの調製 
(A) Full-length Igおよび N-truncated Igの一次構造． 
(B) N-truncated Igのゲルろ過クロマトグラム． 
(C) full-length Igのゲルろ過クロマトグラム． 
(D) N-truncated Igおよび full-length Igの SDS-PAGE結果（CBB染色，還元およ
び非還元条件） 
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表面プラズモン共鳴法による LILRA2とN-truncated Ig との相互作用解析 
本相互作用の特異性や親和性を調べるため，表面プラズモン共鳴法（Surface plasmon 
resonance法，SPR法）による相互作用解析を行った．N-truncated Igもしくは full-length Igを
チップに固定化し，アナライトとして LILRA2D1D2 を添加した．その結果，LILRA2D1D2

は N-truncated Igと直接特異的に結合したが，full-length Igと結合しなかった（Fig. 4A）．こ
のことから，抗体の切断によって露出した面が結合に関わっていることが考えられた．次に，
LILRA2D1D2と配列相同性が約 79%である LILRB2D1D2をアナライトとして添加したとこ
ろ，N-truncated Igと結合しなかった（Fig. 4B）．この結果は，平安らが行った細胞アッセイ
の結果と一致していた． 
次に，0.16-40 µMの LILRA2D1D2および 0.12-15 µMの LILRA2D1D4を添加した（Fig. 4C, 

D）．各濃度におけるレスポンス量をプロットし，非線形 Langmuir結合等温曲線でフィッテ
ィングした．その結果，解離定数はそれぞれ 4.9 ± 0.0 µM，13 ± 0.0 µMだった．  
本相互作用の速度論的な特徴を理解するために，SPR法による速度論的解析を行った．0.63, 

1.3, 2.5 µMの LILRA2D1D2を N-truncated Igが結合したチップに添加した（Fig. 4E）．1:1の
Lagnmuir結合モデルの式を用いたグローバルフィッティング解析により結合速度定数（kon）
と解離速度定数（koff）を求めた．その結果，konが 1.1 ± 0.2 (105 M-1·s-1)，koffが 0.23 ± 0.00 (s-

1)だった．Kd = koff/konより kon, koffから求めた Kdは 2.0 ± 0.0 µMだった．速度論的解析から求
めた Kdが平衡値解析から求めた Kdと同等であったことから，数µMオーダーの解離定数で
あることが示唆された． 
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Fig. 4 表面プラズモン共鳴法による LILRA2と N-truncated Igとの相互作用解析 
(A) 20 µM LILRA2D1D2を N-truncated Ig（実線）または full-length Ig（点線）を固定化した
フローセルにインジェクトした．N-truncated Igと full-length Igの固定化量はそれぞれ 1400 
RUと 1300 RUだった． 
(B) N-truncated Igを固定化したフローセル（固定化量：20000 RU)に 9 µM LILRA2D1D2（実
線）および LILRB2D1D2（点線）をインジェクトした． 
(C) (上)N-truncated Igを固定化したフローセルに，0.16-40 µMの LILRA2D1D2をインジェ
クトした．(下) 平衡値解析．1:1の Langmuir結合モデルの式を用いた非線形フィッティン
グをした（実線）．Kd：平均±標準偏差（n = 3） 
(D) (上) N-truncated Igを固定化したフローセルに，0.16-40 µMの LILRA2D1D4をインジェ
クトした．(下) 平衡値解析．1:1の Langmuir結合モデルの式を用いた非線形フィッティン
グをした（実線）． Kd：平均±誤差（n = 2） 
(E) LILRA2D1D2の N-truncated Igに対する相互作用のグローバルフィッティング結果．各
濃度の LILRA2D1D2 を N-truncated Ig(固定化量：1400 RU)を固定化したフローセルにイン
ジェクトした． 
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LILRA2とN-truncated Ig との相互作用の多価効果の検証 
一般的に抗体は２つ以上の抗原認識部位を持つため，細胞膜上に発現する抗原に対して多価
効果による強い結合能を持つ．N-truncated Igも，通常の抗体と同様に，受容体と結合する部
位が２つあると考えられるので，細胞膜上に発現する LILRA2に対して多価効果による強い
結合能を示す可能性がある．この可能性を検証するため，LILRA2D1D2 をチップに固定化
し，N-truncated Ig をアナライトとして添加した．その結果，N-truncated Ig をチップに固定
化して LILRA2D1D2を添加したとき（Fig. 4C）と比較して，解離が遅延した（Fig. 5A）．見
かけの Kdは 103 nMだった． 
多価効果による結合能の増強をさらに調べるため，LILRA2D1D2 または Fc-fusion 
LILRA2D1D4と N-truncated Igを混合し，ゲルろ過クロマトグラフィーを行い，複合体形成
能を調べた．A+B⇄AB（解離定数：Kd）の平衡反応があるとき，A, Bの初期濃度をそれぞ
れ[A]0, [B]0とすると，Kd=[A][B]/[AB]=([A]0-[AB])([B]0-[AB])/[AB]（(1)式）である．今回，終
濃度が 1.7 µM LILRA2D1D2，0.87 µM N-truncated Igになるように混合した．SPRにより求
めた Kdは 4.9 µMであり，N-truncated Ig１分子につき２カ所の LILRA2結合部位があるとす
ると，(1)式より LILRA2D1D2/N-truncated Ig複合体の濃度は 0.37 µMと計算される．そのた
め，混合液中に存在する LILRA2D1D2 のうち複合体を形成している割合は，22%と計算さ
れる．同様に，Fc-fusion LILRA2D1D4と N-truncated Igも，終濃度をそれぞれ 0.87 µMにな
るように混合したこと，Kd が 103 nM であることから， (1)式を用いて Fc-fusion 
LILRA2D1D4/N-truncated Ig複合体の濃度は，0.62 µMと計算される．そのため，混合液中に
存在する Fc-fusion LILRA2D1D4 のうち複合体を形成している割合は，71%と計算される．
混合溶液をゲルろ過クロマトグラフィーすると，溶液は希釈されるため，複合体形成率は計
算値よりも下がると考えられるが，LILRA2D1D2/N-truncated Ig 相互作用と，Fc-fusion 

LILRA2D1D4/N-truncated Ig相互作用との解離定数には 20倍程度の違いがあるので，複合体
形成率の違いを観察できると予想される．LILRA2D1D2/N-truncated Ig 混合溶液の解析結果
では，LILRA2D1D2 および N-truncated Ig それぞれの溶出位置にタンパク質が溶出された
（Fig. 5B）．一方，Fc-fusion LILRA2D1D4/N-truncated Ig混合溶液の解析結果では，Fc-fusion 
LILRA2D1D4および N-truncated Igそれぞれの溶出位置とは異なる早い溶出位置に新たなピ
ークが現れた（Fig. 5C）．この画分を SDS-PAGEにより展開し，ゲルを CBB染色した結果，
Fc-fusion LILRA2D1D4と N-truncated Igが含まれることがわかった（Fig. 5D）．このことか
ら，Fc-fusion LILRA2D1D4と N-truncated Igとが複合体を形成し，同位置に溶出されたと考
えられる．以上の結果より，N-truncated Igは２つの LILRA2結合部位を持ち，多価効果を示
すことが示唆された． 
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Fig. 5 LILRA2と N-truncated Igとの相互作用の多価効果の検証 
(A) LILRA2D1D2を固定化したフローセル（固定化量：100 RU)に 47 µM N-truncated Igをイ
ンジェクトした（実線）．1:1の Langmuir結合モデルの式を用いた非線形フィッティングを
した（点線）． 
(B) LILRA2D1D2（終濃度：1.7 µM)と N-truncated Ig（終濃度：0.87 µM)との混合溶液のゲル
ろ過クロマトグラム． 
(C) Fc-fusion LILRA2D1D4（終濃度：0.87 µM)と N-truncated Ig（終濃度：0.87 µM)との混合溶
液のゲルろ過クロマトグラム． 
(D) (C)で得られた複合体画分の SDS-PAGE結果（CBB染色，還元条件）． 
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LILRA2とN-truncated Ig との相互作用の熱力学的解析 
本相互作用の熱力学的特徴を理解するために，示差走査熱量計（DSC; differential scanning 
calorimetry）を用いて full-length Igおよび N-truncated Igの熱安定性解析を行った．Full-length 
Igを解析した結果，変性中点温度（Tm）69.0°Cおよび 73.5°Cを示す２つのピークが得られ
た（Fig. 6A）．過去の報告 (Garber and Demarest, 2007)と合わせて考えると，前者が Fc変性
由来，後者が Fab変性由来のピークだと考えられる（Fig. 6C）．N-truncated Igを解析した結
果，変性中点温度 57.8°C および 66.3°C を示す２のピークが得られた（Fig. 6B）．後者のピ
ークのカロリメトリックエンタルピー変化と full-length Igの Fc変性由来と考えられるピー
クのそれが同様であることから，後者のピークは Fc変性由来だと考えられる．もう一方の
ピークが Fab変性由来だと考えられる．N-truncated Igの Tm，中でも Fab変性由来と考えら
れるピークの Tmは full-length Igの Tmのそれよりも低かった．このことから，抗体 N末端の
欠損により，N-truncated Ig全体，特に Fabの安定性が低下したことが示唆された． 
さらに本相互作用の熱力学的特徴を明らかにするため，非線形ファントホッフ解析を行った
（Fig. 6D）．相互作用の熱力学的パラメータを求めたところ，25°Cにおいて-TDS（T：ケル
ビン温度，DS：結合エントロピー変化）が 0.85 ± 0.03 kcal·mol-1，DH（DH：結合エンタルピ
ー変化）が-8.2 ± 0.0 kcal·mol-1，DCp（DCp：熱容量変化）が 0.56 ± 0.02 kcal·mol-1·K-1だった
（Fig. 6E，Table 1）．このことから，熱容量変化が中程度で，エントロピーロスが少ないエ
ンタルピー駆動型の相互作用であることがわかった． 
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Fig. 6 LILRA2と N-truncated Igとの相互作用の熱力学的解析 
(A) (B) Full-length Ig (A) と N-truncated Ig (B)の DSC解析結果．実線は生データを，点線は
フィッティングカーブを示す． 
(C) (Garber and Demarest, 2007)より引用した IgG1, IgG2, IgG3, IgG4の DSC解析結果． 
(D) LILRA2と N-truncated Igとの相互作用のギブズエネルギーの温度に対するプロット．5
点の温度（10-30°C）におけるギブズエネルギーを平衡値解析により求めた Kdから算出し
た． 
(E) 細胞表面の分子間相互作用の熱力学的パラメータの比較．LILRB1/HLA-G1相互作用の
データは(Shiroishi et al., 2006b)を，TCR/ペプチド-MHC相互作用のデータは，(Anikeeva et 
al., 2003; Boniface et al., 1999; Davis-Harrison et al., 2005; Garcia et al., 2001; Lee et al., 2004; 
Willcox et al., 1999)を参考にした．30種類のタンパク質-タンパク質間相互作用の熱力学的
パラメータ（抗体-抗原反応を除く）の平均±標準偏差を(Stites, 1997)から算出した． 
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the heat capacity profile can be fit to increasingly complex models
with intermediate states that may or may not remain associated
during denaturation [27–30]. In contrast, DSC of alpha-crystallin,
which forms large heterogeneous oligomers, showed no depen-
dence of stability on protein concentration supporting the
argument that the denatured state retained the same level of
association as the native protein [31].

Trigger factor is some 430 residues in size and it is common
that larger proteins such as this are assembled from smaller
domains that often unfold independently in a non–cooperative
manner. The antibody IgG is a well studied example of such a
protein where differing stabilities of the Fab domain and of the
CH2 and CH3 domains of the Fc region can lead to up three
distinct DSC peaks (Fig. 3) [32,33]. The stability of individual
IgG domains can be modulated without affecting the others, for
example through introduction of intradomain disulphides bonds
in CH3 [34]. DSC was used to study the Trastuzumab-DM1 anti-
body-drug conjugate and was again able to demonstrate which
domain, in this case CH2, was selectively destabalised by the
DM1 moiety [35].

The denaturation of IgG is harder to analyse quantitatively as,
unlike trigger factor, the process is not a reversible equilibrium.
Irreversibility is a common feature of DSC measurements on larger
proteins and limits the use of a standard equilibrium thermody-
namic analysis. The irreversibility arises from many sources.
Aggregation can be easily checked for by either performing stan-
dard absorbance tests for particle scattering or by simply visually
examining the material after cooling and removal from the DSC
cell. Chemical modifications, such as deamidation, can be verified
by mass spectrometry. For irreversible denaturation the enthalpy
and Tm become apparent values and should be indicated as such.
Both parameters become dependent on scan rate and also usually
on protein concentration reflecting the change in molecularity in
the aggregating denatured state. Irreversibility may be avoided
by working at low protein concentration and scanning relatively
fast (up to 3 !C/min) since the kinetics of the irreversible processes
are competing with the kinetics of the denaturation equilibrium.
DSC can be used to analyse the irreversible kinetics. The simplest
models consider only native protein and an irreversibly modified
denatured state in a quasi two-state equilibrium (Scheme 1). More
complex analysis treats the denaturation as an equilibrium
between native and denatured protein which aggregates in an
irreversible kinetic step [36].

Extrapolation of the kinetics allow estimates of protein kinetic
stability at lower temperatures as might be encountered in vivo
in the cell or in vitro on storage [37]. Proteolytic enzymes have
even been included during DSC measurement in an attempt to
probe kinetic stability under harsher conditions experienced by
partially folded or unfolded conformations in vivo [38].

5. DSC and fast protein folding

There is continued interest in the ultra fast folding of small
protein domains that fold and unfold on a microsecond timescale
near theoretical speed limits for the process and on a time regime
that is increasingly accessible to computer simulations. It might be
initially surprising that an equilibrium technique such as DSC
could contribute to studies on such rapidly folding systems, but
the fundamental nature of the DSC measurement makes it inti-
mately related to the protein unfolding partition function so that
it can, in principle, be used to extract information about the folding
free energy surface and the heights of energetic barriers.

Downhill protein folding over small or negligible energetic
barriers was proposed as a prediction of landscape theory under
conditions of extreme native bias [39]. Folding is then characterised
by a simple diffusive search across an energy landscape without
significant barriers. This scenario is clearly a natural extension of
conventional barrier limited folding model in which a high-
energy transition state represents the major barrier to folding. The
height of the transition state barrier is variable for different proteins;
reflected in their wide range of folding rates. For individual proteins,
the folding barrier changes with different physical conditions such
as temperature or denaturant, as seen, for example, in chevron plots
of the denaturant-dependence of unfolding and folding rate con-
stants. Thus if this barrier is variable, there could be certain condi-
tions when it is insignificant compared to inherent thermal energy.

It has been suggested that some proteins may remain in a
downhill folding regime under all equilibrium conditions in so a
called ‘one-state’ or ‘global downhill folding’ mechanism [40]. In
this scenario there is a single ensemble of structures present under
any one set of conditions and the average properties of this ensem-
ble are modulated between native and denatured like structures in
a continuous manner as conditions change. This behaviour pro-
vides the attractive possibility of characterising the entire folding
process at high resolution using an equilibrium technique such
as NMR [41]; although such data have been questioned [42,43].
It has also been suggested that global downhill folding has a
biological role allowing proteins to act as continuously variable
structures in the form of a ‘molecular rheostat’ [40,44,45].

The proponents of one state folding have developed the use of
DSC measurement to extract simplified one-dimensional represen-
tations of the free energy folding landscape and thus barrier
heights [46]. In their original work they defined the unfolding
enthalpy as an order parameter and represented the free energy
landscape as quartic polynomials used in Landau’s theory of critical
phase transitions [46]. More recently they have extended the anal-
ysis to use structure based order parameters as well as analysing
combinations of their methods [47]. In these cases they claim that
unfolding of a small helical protein which is the peripheral subunit
binding domain from the 2-oxo- glutarate dehydrogenase multien-
zyme complex (BBL from Escherichia coli and PDD from Bacillus ste-
arothermophilus) as well as the alpha–beta head stabilising protein
from bacteriophage lambda (gpW), all occur over minor barriers,

Fig. 3. DSC curves representing the four human IgG subclasses. A single line is
drawn through the Fab unfolding transitions of each IgG. The CH2 and CH3 unfolding
transitions of IgG1, IgG2, and IgG4 are labelled. Protein concentration was 1 mg/ml.
Scan rate 1 !C/min, buffer 20 mM sodium citrate, 150 mM NaCl buffer at pH 6.0.
Reproduced from [33].

Scheme 1.
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Table 1. LILRA2と N-truncated Igとの相互作用およびその他の細胞表面受容体-リガンド
相互作用の熱力学的パラメータのまとめ 
 

Analyte Immobilized DG  

(kcal·mol-1) 

DH 

 (kcal·mol-1) 

-TDS 

(kcal·mol-1) 

DCp  

(kcal·mol-1·K-1) 

LILRA2 N-truncated Ig -7.3 ± 0.0 -8.2 ± 0.0 0.85 ± 0.03  -0.56 ± 0.02 

LILRB1 HLA-G1 -7.5 ± 0.3 1.9 ± 0.7 -9.4 ± 0.8 -0.22 ± 0.06 

TCR peptide-MHC -7.1 ± 0.6 -14.6 ± 5.4 7.1 ± 5.7 -0.62 ± 0.37 

 
LILRB1/HLA-G1 相互作用の熱力学的パラメータは，(Shiroishi et al., 2006b)から引用し
た．TCR/peptide-MHC相互作用の熱力学的パラメータは，(Boniface et al., 1999; 
Davis-Harrison et al., 2005; Garcia et al., 2001; Lee et al., 2004; Willcox et al., 1999)
から引用した． 
 
高速原子間力顕微鏡を用いたN-truncated Ig と full-length Ig の構造的特徴の解析 
N-truncated Igと full-length Igの構造的特徴を調べるために，高速原子間力顕微鏡（HS-AFM; 
High-speed atomic force microscopy）を用いた解析をした．full-length Igは２つの代表的な構
造，Y字型（flat-on）およびダンベル型（side-on）を示した（Fig. 7A, Fig. 8）．Fab-Fc間の距
離は，21 ± 3 nm （mean ± S.D., n = 5（分子））だった．IgG1の Fab-Fc間の距離と比較する
と(Umakoshi et al., 2018)，IgG3の Fab-Fc間の距離は離れていた．さらに，Fab-Fc間は可動
性が高かった（最長距離 26 nm）（Fig. 7C）．full-length Igは長いヒンジ領域を持つ IgG3であ
ることを考えると，AFM 測定で観察された構造およびダイナミックな動きは妥当だといえ
る．一方で，N-truncated Igは，full-length Igと同様に， Y字型（flat-on）およびダンベル型
（side-on）を示した（Fig. 7B, Fig. 9）．full-length Igと同様にヒンジ領域の高い可動性を示し，
Fab-Fc間の距離は，20 ± 4 nm （mean ± S.D., n = 5（分子））だった（Fig. 7D）．これらの結
果から，抗体 N末端の切断は全体構造に大きな変化を与えないこと，full-length Igと同様に
N-truncated Igの Fabの動きは Fcの動きとは独立していることが示唆された． 
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Fig. 7 N-truncated Igと full-length Igの分子構造 
(A) (B) full-length Ig（A）と N-truncated Ig（B）の HS-AFM解析．スケールバーは，25 
nmである．下図は full-length Igと N-truncated Igのマイカへの固定化の向きのイメージ
である． 
(C) full-length Ig構造のタイムラプス解析．タイムスタンプは分：秒を示す． 
(D) N-truncated Ig構造のタイムラプス解析．タイムスタンプは分：秒を示す． 

Yamazaki et al., Figure 6
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Yamazaki et al., Supporting Information 

Figure S7. AFM analysis of full-length Ig
Circled and framed particles were assigned as Y-shaped structure and dumbbell-like structure, 
respectively. Upper left image is from Movie S1 and the other images are from observations of 
different area of mica plate. Length between Fab-Fc of full-length Ig having Y-shaped structure was 
calculated using green-circled particles in AFM images. Length between two spots of full-length Ig 
having dumbbell-like structure was also calculated using green-framed particles (the average 
distance is 19 ± 5 nm, mean ± S.D., n = 5) . Scale bars are 50 nm.

Fig. 8 full-length Igの HS-AFM解析 
丸で囲った分子像を Y字型，四角で囲った分子像をダンベル型と分類した．それぞれの図は，
同一マイカ上の異なるエリアの観察結果である．Y字型の分子の Fab-Fc間の距離は，緑色の
丸で囲った像を用いて計算した．緑色の四角で囲った分子像を用いて，ダンベル型を示す構
造の 2点間の距離を測定した（19±5 nm, 平均±標準偏差，n=5（分子））．スケールバーは 50 
nmである． 
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Yamazaki et al., Supporting Information 

Figure S8. AFM analysis of N-truncated Ig
Circled and framed particles were assigned as Y-shaped structure and dumbbell-like structure, 
respectively. All images are from Movie S2. Length between Fab-Fc of N-truncated Ig having Y-
shaped structure was calculated using circled particles in AFM images. Length between two spots of 
full-length Ig having dumbbell-like structure was also calculated using framed particles (the average 
distance is 18 ± 4 nm, mean ± S.D., n = 5) . Scale bars are 50 nm.

Fig. 9 N-truncated Igの HS-AFM解析 
丸で囲った分子像を Y字型，四角で囲った分子像をダンベル型と分類した．Y字型の分子
の Fab-Fc間の距離は，緑色の丸で囲った像を用いて計算した．緑色の四角で囲った分子像
を用いて，ダンベル型を示す構造の 2点間の距離を測定した（18±4 nm, 平均±標準偏差，
n=5（分子））．スケールバーは 50 nmである． 
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変異体解析による LILRA2上のN-truncated Ig 結合領域の同定 
LILRA2上の N-truncated Ig結合領域を同定するため，LILRA2と配列相同性が 70%以上ある
LILR群（group1 LILR）との配列比較に基づいて，LILRA2変異体を作製し，N-truncated Ig
結合能を調べた（Fig. 10）．はじめに，LILRA2以外の group1 LILRと比較して，LILRA2の
みで異なるアミノ酸残基に基づいて，LILRB2のアミノ酸に置換した LILRA2変異体（Q31E, 

E33Q, N41K, R48T, P53L, G54V, L112S, R142S, W154R）を作製した（ただし，R142について
は，対応する LILRB2 のアミノ酸残基がジスルフィド結合を組みうる Cys であったことか
ら，変異導入による構造変化を避けるために Serに置換した．）（Fig. 11A, B，Fig. 12A, B）．
さらに， group1 LILR で多様性が高いサイトに着目して，３つの LILRA2 変異体
（I50_Q51insR/Q51P, H73G/Y85L, H79R/N80A/H81R/S82W）を作製した（Fig. 11A, B）．円偏
光二色性スペクトル測定により，変異体と野生型の二次構造に大きな変化がないことを調べ
た（Fig. 13）．SPR解析の結果，すべてのドメイン１変異体（Q31E, E33Q, N41K, R48T, P53L, 
G54V, I50_Q51insR/Q51P, H73G/Y85L, H79R/N80A/H81R/S82W）と２つのドメイン２変異体
（L112S, R142S）は野生型と同様の Kdを示したが，W154Rは N-truncated Igと全く結合しな
かった（Fig. 14, Fig. 15, Fig. 16）．これらの結果から，LILRA2ドメイン２が N-truncated Ig結
合に関わると考え，LILRB2D1-LILRA2D2キメラタンパク質と LILRA2D1-LILRB2D2キメラ
タンパク質を調製し，N-truncated Ig 結合能を調べることにした．しかし，LILRB2D1-

LILRA2D2キメラタンパク質は発現したが，巻き戻らなかったので，結合能を評価すること
はできなかった（Fig. 17A-C）．LILRA2D1-LILRB2D2キメラタンパク質は調製できた（リフ
ォールディング効率：35%）（Fig. 17D, E）．結合解析の結果，LILRA2D1-LILRB2D2キメラ
タンパク質は N-truncated Igと結合しなかった（Fig. 17F）．以上の結果から，LILRA2ドメイ
ン２のW154周辺が N-truncated Ig結合領域だと考えられた．さらに，LILRA2結合領域を明
らかにするため，LILR ファミリータンパク質の構造に基づいて，W154 周辺の LILRA2 変
異体（V121E, D127G, H146Q, S147P, W152S）を作製し，N-truncated Ig結合能を調べた（Fig. 
10, Fig. 12A, B, Fig. 13）．その結果，D127G，H146Qおよび S147Pは野生型と同様の Kdで N-
truncated Igと結合したが，V121EおよびW152Sは結合しなかった（Fig. 18）．以上の結果よ
り，V121，W152，W154が N-truncated Ig結合に関わることが示された（Table 2）．LILRA2
単量体構造の報告がないため，LILRB2構造 (Willcox et al., 2002)上に相互作用残基をマッピ
ングした（Fig. 19A）．変異体解析の結果から予想される LILRA2/N-truncated Ig 相互作用モ
デル図を示した（Fig. 19B）． 
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Fig. 10 group 1 LILRの一次構造の比較 
アスタリスクは，LILRA2特異的アミノ酸残基を示す．その中で，変異体を作製したものを
赤色で示した．group1 LILR 間で多様性が高いアミノ酸残基を緑色で示した．W154 周辺の
アミノ酸残基で，変異体作製したものを青色で示した． 
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Fig. 11 LILRA2ドメイン１変異体の調製 
(A) LILRA2ドメイン 1変異体のゲルろ過クロマトグラム．矢印で示したピークを含む
画分を回収し，SPR解析に用いた． 
(B) LILRA2ドメイン 1変異体の SDS-PAGE（CBB染色，還元条件） 
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Fig. 12 LILRA2ドメイン2変異体の調製 
(A) LILRA2ドメイン 2変異体のゲルろ過クロマトグラム．矢印で示したピークを含む
画分を回収し，SPR解析に用いた． 
(B) LILRA2ドメイン 2変異体の SDS-PAGE（CBB染色，還元条件） 
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Fig. 13 LILRA2野生型および変異体，LILRB2, キメラタンパク質の 
円偏光二色性スペクトル測定結果 
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Figure 7. LILRA225(91-9,7����N-truncated Ig� ���
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Fig. 14 LILRA2ドメイン 1シングル変異体と N-truncated Igとの結合解析 
0.16-40 µM LILRA2変異体を，N-truncated Ig固定化フローセルに対してインジェクトした．
平衡値解析により Kdを求めた． 
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Figure 8. LILRA225(91������N-truncated Ig� ���
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Fig. 15 LILRA2ドメイン 1多重変異体と N-truncated Igとの結合解析 
0.16-40 µM LILRA2変異体を，N-truncated Ig固定化フローセルに対してインジェクトした．
平衡値解析により Kdを求めた． 
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Fig. 16 LILRA2ドメイン 2変異体と N-truncated Igとの結合解析 
0.16-40 µM LILRA2ドメイン 2変異体を，N-truncated Ig固定化フローセルに対してインジェ
クトした．平衡値解析により Kdを求めた．N.B.は No detectable bindingを意味する． 
 

Figure 9. LILRA2BI6N2���$1-8IK>ND9�)N-truncated Ig)+����
(A) 0.16-40 µM LILRA2BI6N2���4PN-truncated Ig	
�FMO=L*�%(6N<79A%'Q�
����*12Kd4�0'QN.B.,No detectable binding4��&3Q

(B) 0.16-40 µM LILRA2D1-LILRB2D28IK>ND9�4PN-truncated Ig	
�FMO=L*�%(6N
<79A%'QN.B.,No detectable binding4��&3Q
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Fig. 17 キメラタンパク質の調製 
(A) LILRB2D1-LILRA2D2キメラタンパク質の発現を，タンパク質発現誘導(+)/(-)の菌体およ
び破砕後の菌体の上清(sup)と沈殿画分（ppt）を SDS-PAGEにより解析した（CBB染色，還
元条件）． 
(B) LILRB2D1-LILRA2D2キメラタンパク質のゲルろ過クロマトグラム． 
(C) (B)で得られた画分の SDS-PAGE（CBB染色，還元条件）． 
(D) LILRA2D1-LILRB2D2キメラタンパク質のゲルろ過クロマトグラム． 
(E) (D)で得られた画分の SDS-PAGE（CBB染色，還元条件）． 
(F) 0.16-40 µM LILRA2D1-LILRB2D2キメラタンパク質を，N-truncated Ig固定化フローセル
に対してインジェクトした．N.B.は No detectable bindingを意味する． 
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Figure 10. LILRA225(92����$"*56093+��N-truncated Ig� ���

0.16-40 µM LILRA225(92���';N-truncated Ig�	�48:/7�
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Fig. 18 W154周辺の LILRA2ドメイン 2変異体と N-truncated Igとの結合解析 
0.16-40 µM LILRA2ドメイン 2変異体を，N-truncated Ig固定化フローセルに対してインジェ
クトした．平衡値解析により Kdを求めた．N.B.は No detectable bindingを意味する． 
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Table 2. LILRA2変異体と N-truncated Igとの相互作用の解離定数のまとめ 

LILRA2D1D2 n Kd (µM) 

wild type 3 4.9 ± 0.0 

Q31E 3 4.0 ± 0.0 
E33Q 2 3.2 ± 0.0 
N41K 3 3.4 ± 0.0 

R48T 3 4.0 ± 0.0 
P53L 2 2.9 ± 0.2 
G54V 3 2.7 ± 0.0 

I50_Q51insR/Q51P 2 6.1±0.0 
H73G/Y85L 2 4.8 ± 0.0 
H79R/N80A/H81R/S82W 2 6.7 ± 0.1 

L112S 2 7.2 ± 0.0 
V121E 3 N.B. 
D127G 2 1.0 ± 0.1 

R142S 3 5.8 ± 0.1 
H146Q 3 4.4 ± 0.0 
S147P 3 4.9 ± 0.2 

W152S 3 N.B. 
W154R 3 N.B. 

nは実験数，N.B.は no detectable bindingを意味する．Kdは平均±誤差（n=2のとき）または
平均±標準偏差（n=3のとき）である． 
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Fig. 19 LILRA2変異体解析のまとめ 
(A) 変異導入したアミノ酸残基の LILRB2構造へのマッピング (PDB ID: 2GW5)． 
変異導入の結果 N-truncated Ig に結合しなくなった残基を青色，変異導入後も N-truncated 
Igに結合した残基をオレンジ色で示した． 
(B) LILRA2/N-truncated Ig相互作用のモデル構造. 
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+LILRB2��.+G?EN: (PDB ID: 2GW5)
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4. 考察 
本研究では，組換えタンパク質として LILRA2野生型の細胞外領域を調製することに成功し
た．これまでに Chen らが，LILRA2R142C 変異体のドメインスワップダイマーの構造を報
告している(Chen et al., 2007; Chen et al., 2009)．しかし，本研究で調製した LILRA2野生型
（LILRA2D1D2 および LILRA2D1D4）はいずれもゲルろ過クロマトグラフィーの結果から
単量体だと示唆されたことから，ダイマー化は R142C 変異導入による影響だった可能性が
ある． 
SPR 法を用いた速度論的解析により，LILRA2 と N-truncated Ig との相互作用メカニズムの
詳細を調べた．一般的なタンパク質-タンパク質間相互作用と比較すると，LILRA2は比較的
速い結合（kon：1.1 x 105 M-1·s-1）・速い解離（koff：0.23 s-1）様式で N-truncated Igに結合した．
このことから，LILRA2 は素早く血中の N-truncated Ig を認識していることが考えられる．
LILRA2/N-truncated Ig相互作用は弱い結合であった（Kd ~ 4.9 µM）．この値は，免疫反応に
おける細胞表面受容体とリガンドとの相互作用で典型的にみられる値の範囲内である
（Table 3）． 
 
 

Table 3. LILRA2と N-truncated Igとの相互作用およびその他の細胞表面受容体-リガンド
相互作用の速度論的パラメータおよび解離定数のまとめ 

Analyte Immobilized kon (×105 M-1·s-1) koff (s-1) Kd (µM) References 

LILRA2 N-truncated Ig 1.1 ± 0.2 0.23 ± 0.00 2.1 ± 0.0 This study 

LILRB1 HLA-G1 9.2 ± 1.3 2.1 ± 0.4 2.4 ± 0.8 (Shiroishi et al., 2006b) 

TCR 

 

PILRa 

FcgRIIa 

FcgRIIb 

FcgRIII 

KIR2DL3 
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CD22 

CD80 

CD80 

peptide-MHC 

 

CD99 wt 

hFc1 

hFc1 

hFc1 

HLA-Cw7 

MHC class I 

CD45 

CTLA-4 

CD28 

0.009-0.2 

 

3.9 

4.4 

4.3 

3.8 

2.1 

 ³1.0 

³1.5 
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6.6 

0.01-0.1 

 

1.2 

0.31 

0.96 

0.69 

1.1 

³18 

³18 

0.43 

1.6 

1-90 

 

3.0 

0.72 

2.4 

1.9 

5.2 

~ 200 

117 

0.46 

2.4 

(Ding et al., 1999; 

Willcox et al., 1999) 

(Tabata et al., 2008) 

(Maenaka et al., 2001) 

(Maenaka et al., 2001) 

(Maenaka et al., 2001) 

(Maenaka et al., 1999) 

(Gao et al., 2000) 

(Bakker et al., 2002) 

(van der Merwe et al., 

1997) 
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SPRによる結合実験において，LILRA2を固定化したチップに対して，N-truncated Igをイン
ジェクトしたときに，アビディティ効果が観察された（Fig. 5A）．さらに，Fc-fusion 

LILRA2D1D4と N-truncated Igとの混合溶液をゲルろ過クロマトグラフィーカラムに添加し
たところ，Fc-fusion LILRA2D1D4と N-truncated Igそれぞれのピークよりも早い溶出体積に
新たなピークが出現した（Fig. 5C）．一方で，LILRA2D1D2と N-truncated Igの混合溶液をゲ
ルろ過クロマトグラフィーカラムに添加したところ，新たなピークは出現せず，それぞれの
タンパク質の溶出体積に溶出された（Fig. 5B）．新たに出現した画分を SDS-PAGEにより解
析したところ，Fc-fusion LILRA2D1D4 と N-truncated Ig が含まれていた（Fig. 5D）．
LILRA2D1D2および LILRA2D1D4と N-truncated Igとの相互作用の Kdが同様であった（Fig. 
4C, D）ことと合わせて考えると，LILRA2は N-truncated Igにアビディティ効果により強い
結合を示すことが示唆された．アビディティ効果による結合能の増強は，他の ITAM/ITIM

を持つ分子である FcaR，LILRB1, LILRB2 でも報告されている (Appel et al., 2000; De 
Crescenzo et al., 2003; Herr et al., 2003a; Herr et al., 2003b; Shiroishi et al., 2006a)．以上より，N-
truncated Ig結合によって LILRA2が細胞膜表面上でクロスリンクされることで，LILRA2を
介した刺激が十分に入ると予想される．その場合，LILRA2の発現レベルも免疫の調節に関
わると考えられる． 
LILRA2リガンドの特徴について考察すると，細菌と共培養した IgM発現細胞は，N末端が
切断された重鎖のみならず，未切断の重鎖も発現していた (Hirayasu et al., 2016)．また，
F(ab’)2をマイコプラズマ由来のプロテアーゼで消化すると，非還元条件のウエスタンブロッ
ティングで，片方の Fab が切断されていて，もう片方の Fab が切断されていない F(ab’)2の
分子量の相当位置にバンドが検出されていた (Arfi et al., 2016)．このことから，血中には，
抗体の２つの Fab ドメインのうち，１つのドメインの N 末端だけが欠損したタンパク質が
存在しうると予想される．LILRA2と N-truncated Igの 1:1の結合は弱かった（Kd ~4.9 µM）
こと，一方で，２つの Fabの N末端が切断された抗体は，強い結合を示す（Kd ~103 nM）こ
とから，１つのドメインの N 末端だけが欠損した抗体のタンパク質の作用は，２つのドメ
インの N 末端が切断された抗体のそれよりも弱いと考えられる．ここで提唱した相互作用
様式をさらに検証するために，今後は抗体の２つの Fabドメインのうち，１つのドメインの
N末端だけが欠損したタンパク質を調製し，LILRA2発現細胞に添加したときに刺激が入る
か調べる必要がある． 

LILRA2はN-truncated Igには結合したが，full-length Igには結合しなかったことから，LILRA2
は，N末端切断により露出した VLドメインか切断後に残った VHドメイン，もしくはその
両方を認識することが予想される（Fig. 4A）．DSC解析から，N末端を切断された Fabの不
安定性が示された（Fig. 6A, B）．一般的に，VLドメインと VHドメインは相互作用してい
ることが知られている (Padlan, 1994)．N末端を切断された Fabでは，VLドメインと VHド
メインの相互作用が失われ，残った VLドメインがフレキシブルになったことから安定性が
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低下した可能性がある．抗体の変性中点温度 Tm と血中半減期には弱い相関がみられた
(Goulet et al., 2018)．抗体医薬品の Tmは主に 70~80°Cであり，Tmが１°C低下すると，血中
半減期が 1 日短くなる傾向にあった． Tmが 60°C 以下の抗体とその血中半減期との相関関
係を示すデータは報告がないため，Tmが 58°Cの N-truncated Igの血中半減期の予想は困難
であるが，Tmが１°C低下すると，血中半減期が 1日短くなるというデータを考慮すると，
N-truncated Igの血中半減期は full-length Igのそれと比較して，数十日程度短くなるのではな
いか．この場合，N-truncated Igによる LILRA2を介した免疫活性化は，細菌侵入時に短期的
に起きる現象だと予想される． 

LILRA2/N-truncated Ig相互作用は，エントロピー損失の少ないエンタルピー駆動型の相互作
用様式だった（Fig. 6D, E, Table 1）．当初は，N-truncated Igに LILRA2が結合することによ
り，N-truncated Igの揺らぎが抑えられることで，エントロピー損失の大きい結合様式を示す
と予想していた．しかし，実際に測定してみると，誘導適合するため大きくエントロピーロ
スする TCR/MHC相互作用（-TDS: 7.1 ± 5.3 kcal·mol-1�よりもエントロピー損失は小さく（-
TDS: 0.85 ± 0.03 kcal·mol-1�
タンパク質-タンパク質間相互作用の平均（-TDS: -5.91 kcal·mol-

1）よりも大きかった (Stites, 1997)（Fig. 6E）．さらに，結合時の熱容量変化を求めた．結合
時の熱容量変化は，水和状態の変化を反映し構造変化の程度を示すことが知られている (Lo 
Conte et al., 1999; Vega et al., 2016)．例えば，gp120が CD4と結合するときに大きく構造変化
する (Myszka et al., 2000)．そのときの熱容量変化は，-1.8 kcal·mol-1·K-1と大きな値であった．
gp120/CD4 や LILRB1/HLA-G1 相互作用を含む細胞表面の受容体-リガンド相互作用と比較
すると，LILRA2/N-truncated Ig相互作用の熱容量変化は中程度だった（0.56 ± 0.02 kcal·mol-

1·K-1�ことから，結合によってタンパク質の揺らぎの程度に変化があると考えられる．速い
結合・速い解離を示すことと，相互作用部位が疎水的であること（後述）を合わせて考える
と，本相互作用では，複合体形成時の構造的揺らぎの維持や，疎水性相互作用によるエント
ロピーの増大，あるいはその両方が起きていると考えられる．   
N-truncated Igと full-length Igの AFM観察の結果，どちらも Y型だけでなく，ダンベル型の
構造を示すことがわかった．これらの構造の違いは，IgG1の AFMによる構造解析で報告さ
れたように(Vilhena et al., 2016)，マイカへの固定化の方向の違いに起因すると考えられる．
N-truncated Igおよび full-length Igの Fab-Fc間が長いヒンジ領域により可動性があることも
観察された．N-truncated Igと full-length Igの構造や動き方が同様であることから，N末端の
切断は抗体の全体構造および動きに大きな影響を与えないと考えられる（Fig. 7, Fig. 8, Fig. 
9）．AFM 解析からは抗体の Fab 間の角度の大きな変化は観察されなかったものの，マイカ
への固定化の向きが観察される抗体像の Fab 間の角度に影響するため，正確な角度を議論
することが困難である．抗体のドメイン間の角度をより詳細に調べるためには，X線小角散
乱法のように，溶液状態におけるタンパク質全体構造を解析できる手法を用いて実験する必
要がある． 
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LILRA2D1D2および LILRA2D1D4と N-truncated Igとの相互作用の Kdが同様であった（Fig. 
4C, D）．さらに，LILRA2D1-LILRB2D2タンパク質は N-truncated Igと結合しなかった（Fig. 

17F）．これらの結果から，LILRA2 のドメイン２が N-truncated Ig 結合に重要なことが示唆
された．変異体解析の結果から，LILRA2ドメイン２のストランド B上の V121, ストランド
C’と Eの間のループ上のW152とW154が N-truncated Ig結合に関わっていることがわかっ
た．LILRA2単量体構造の報告がないため，LILRB2構造（PDB ID: 2GW5）上にこれらのア
ミノ酸残基をマッピングすると，いずれのアミノ酸残基もヒンジ領域の近くの位置に存在し
ていることがわかる（Fig. 19A）．同定したアミノ酸残基 V121, W152, W154により構成され
る疎水的な表面が，露出した VLドメインか切れ残った VHドメインもしくはその両方と相
互作用していることが予想される．LILRA2の V121, W152, W154の疎水性は group 1 LILR
の中で，特徴的である．例えば，LILRA2のW154に対応する group 1 LILRのアミノ酸残基
は，正電荷を持つアルギニンである（Fig. 10）．LILRファミリーの中で，LILRA2のみが N-
truncated Igに特異的な結合を示すのは，LILRA2ドメイン 2表面の疎水的な性質に起因して
いると考えられる．また，LILRA2は複数種類の N末端が切断された抗体を認識するが，露
出面の疎水性は共通している．そのため，疎水性相互作用によって LILRA2が広い種類の N-
truncated Igを特異的に認識できている可能性がある．LILRA2の N-truncated Ig結合領域は，
group 1 LILRファミリーや，HLAに結合するイムノグロブリン様受容体である KIR2DS2の
リガンド認識部位とは異なっている（Fig. 20）．LILR遺伝子は，pathogen-driven evolutionに
よって速い進化を遂げてきたと考えられている (Canavez et al., 2001)．LILR group1 の中で
LILRA2のみが HLAに結合しないこととリガンド認識部位の差を考えると，LILRA2は HLA

結合能を犠牲にすることで，非自己抗原を認識する受容体として特化して進化してきたのか
もしれない． 

Figure S9. Comparison of the ligand binding site of LILRA2 with  those of other LILRs or KIR. (A) 
LILRA2 model based on LILRB2 (light pink) (PDB ID: 2GW5), (B) LILRB1 (cyan)/HLA-A (green) (PDB 
ID: 1P7Q), (C) LILRB2 (cyan)/HLA-G (green) (PDB ID: 2DYP). (D) KIR2DS2 (cyan)/HLA-A (PDB ID: 
3N8V) Blue colored spheres in (A) indicates the amino acid residues that are involved in N-truncated 
Ig binding for LILRA2. Orange colored spheres in (A) indicates the amino acid residues that are not 
involved in N-truncated Ig binding. Yellow colored spheres in (B)-(D) indicates the amino acid 
residues which are involved in its ligand recognition. Cyan colored spheres are the corresponding 
amino acid residues with LILRA2 V121, W152, and W154. 

A B C D

Yamazaki et al., Supporting Information 

Fig. 20 免疫グロブンリン様受容体のリガンド認識部位の比較 
(A) LILRA2構造のモデルとして LILRB2構造を示した（PDB ID: 2GW5） 
変異導入の結果 N-truncated Ig に結合しなくなった残基を青色の球，変異導入後も N-
truncated Igに結合した残基をオレンジ色の球で示した． 
(B) LILRB1（シアン）/HLA-A（緑）複合体構造（PDB ID: 1P7Q） 
(C) LILRB2（シアン）/HLA-G（緑）複合体構造（PDB ID: 2DYP）  
(D) KIR2DS2（シアン）/HLA-A（緑） (PDB ID: 3N8V) 
(B)-(D)で，リガンド結合に関わるアミノ酸残基を黄色の球で示した．LILRA2 V121, W152, 
W154に対応するアミノ酸残基をシアンの球で示した． 
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N-truncated Igの LILRA2との相互作用残基について，平安らは次のような報告をしている．
まず，VLについては，LILRA2と結合する軽鎖と結合しない軽鎖がある．LILRA2と結合し
ない軽鎖のアミノ酸残基を，結合する軽鎖で対応するアミノ酸残基に置換する変異実験によ
って，T10および P95が結合に重要だと示された（Fig. 21）．ただ，一次構造で T10および
P95を持つ軽鎖の中にも LILRA2と結合しないものが存在することから，T10および P95が
LILRA2 に結合する軽鎖で共通のアミノ酸残基とは言えない．一方で，VH については，重
鎖の定常領域から 15番目のアミノ酸で切断された抗体と重鎖の可変部領域を全て切断され
た抗体は LILRA2と結合せず，11, 12, 13, 14番目のアミノ酸残基で切断された抗体は LILRA2

と結合した．切れ残った VHドメインにはチロシン，トリプトファンのような疎水的な残基
が含まれていた．以上の点から，露出した軽鎖のいくつかのアミノ酸残基と，切れ残った VH
が LILRA2結合には重要であることが考えられる．軽鎖の違いによって LILRA2結合能が異
なるのは，切れ残った VHドメインとそれぞれの軽鎖との相互作用様式が異なり，VHドメ
インの三次構造に違いが生じるからではないだろうか．LILRA2 上の N-truncated Ig 相互作
用残基はいずれも疎水的な特徴を持つことと合わせて考えると，切断された抗体の VHドメ
インの構造が疎水性を持った特徴的な構造になったときに，LILRA2によって認識される可
能性がある． 
 

Fig. 21 N-truncated Igの Fab構造のモデル図 
LILRA2に結合する軽鎖と同様の軽鎖を持つ Fab（PDB ID: 1DN0）の重鎖 N末端が切断さ
れた構造のモデル図．軽鎖と重鎖はそれぞれ緑色，黄色で示されている．T10および P95を
青色の球で示した． 

T95 

T10 
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構造，遺伝子パターン，リガンドの共通性などから，マウスの免疫グロブリン様受容体 PIR
（Paired immunoglobulin-like receptor）や LILRC1が，LILRに対するマウスの相同分子とし
て考えられている．PIRは，LILRと同様に，ペア型受容体であり，活性型の PIR-A（PIR-A1, 
A2, A3, A4, A5, A6, A11）と抑制性の PIR-Bから構成される．平安らは LILRA2のマウスホモ
ログを同定するために，5種の候補分子（PIR-A1, A2, A6, A7および Lilrc1）と N-truncated Ig

との結合の有無を評価した．その結果，いずれの PIR-Aも N-truncated Igへの結合を示さな
かった．Lilr1は結合によるわずかなピークシフトを示したが，LILRA2と比べると非常に弱
かった．そのため，平安らは，いずれの分子も LILRA2のマウスホモログではないと結論付
けた．この結果について，本研究で同定した N-truncated Ig結合に関わる LILRA2のアミノ
酸残基を踏まえて考察する．結合を示さなかった PIR-A1, A2, A6, A7において，LILRA2の
V121, W152, W154に対応するアミノ酸残基は，それぞれ E122, K154, H156である（Fig. 22）．
結合に関わると同定したLILRA2のアミノ酸残基はいずれも疎水的な性質を持つが，PIR-A1, 
A2, A6, A7 で対応するアミノ酸残基はいずれも極性を持つ．この電荷的な特徴の違いから，
PIR-A1, A2, A6, A7が N-truncated Igに結合しなかった可能性が考えられる．弱い結合を示し
た Lilrc1において，LILRA2のV121, W152, W154に対応するアミノ酸残基は，それぞれV122, 
Q154, Q156だった．Lirc1は N-truncated Igに弱い結合を示したのは，バリンを共通して持つ
ことが要因かもしれない．これまでに N-truncated Igとの結合能を調べられていない PIR-A3-

5, A11も，LILRA2の V121, W152, W154に対応するアミノ酸残基は，PIR-A1, A2, A6, A7と
同じ E122, K154, H156であることから，N-truncated Igには結合しない可能性が高い．今後
は，LILRA2の N-truncated Ig結合に関わるアミノ酸残基との保存性を新たな指標に，LILRA2

のマウスホモログの同定を試みたい． 
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Domain 1 (4-90)

1 10 20 30 40 50

PIR-A1 G S L P K P I L R V Q P D S V V S R W T K V T F F C E E T I G A N E Y R L Y K D G K L Y K T V T K N K Q K P A N K A E F

PIR-A6 G S L P K P I L R V Q P D S V V S R R T N V T F F C E E T I G A N E Y R L Y K D G K L Y K T V T K N K Q K Q A N K A E F

PIR-A7 G S L P K P I L R V Q P H S V V S R R T K V T F L C E E T I G A N E Y H L Y K D G K L Y K T V T K N K Q K P A N K A E F

PIR-A2 G S L P K P I L R V Q P D S V V S R R T K V T F L C E E T I G A N E Y R L Y K D G K L Y K T V T K N K Q K P A N K A E F

Lilrc1 G N P H K P T L S V Q P G L V V A K G K Q V T I S C E V T T G A R E Y R L Y K E G G P H P W R T R N T P K T T N K A Q F

LILRA2 G H L P K P T L W A E P G S V I I Q G S P V T L R C Q G S L Q A E E Y H L Y R E N K S A S W V R R - I Q E P G K N G Q F

* * * * . : * * : : . * * : * : : * . * * : * * : : . : : : : . : *

Domain 2 (94-195)

60 70 80 90 100 110

PIR-A1 S L S N V D L R N A G Q Y R C S Y S T Q Y K S S G Y S D P L E L V V T G D Y W T P S L L A Q A S P V V T S G G Y V T L Q

PIR-A6 S F S N V D L S N A G Q Y E C S Y S T Q D E S S G Y S D P L E L V V T G H Y W T P S L S A Q A S P V V T S G G Y V T L Q

PIR-A7 S L S N V D L S N A G Q Y R C S Y N T Q D E S S G Y S D P L E L V V T G D Y W T P S L S A Q A S P V V T S G G Y V T L Q

PIR-A2 S F S N V D L S N A G Q Y E C S Y S T Q Y K S S G Y S D P L K L V V T E D Y W T P S L S A Q A S P V V T S G G Y V T L Q

Lilrc1 L I P S I E Q R S G G I Y R C Y Y K T P T GW S E H S D P L E L A V T G L Y S K P S L S T Q P S N V V N S G E T V T L Q

LILRA2 P I P S I T W E H A G R Y H C Q Y Y S H N H S S E Y S D P L E L V V T G A Y S K P T L S A L P S P V V T L G G N V T L Q

: . . : . * * . * * : * : * * * * : * . * * * . * : * : . * * * . * * * * *

120 130 140 150 160 170

PIR-A1 C E S W H N D H K F I L T V E G P Q K L S W T Q D S Q Y N Y S T R K Y H A L F S V G P V T P N Q R W I C R C Y S Y D R N

PIR-A6 C E S W H N D H K F I L T V E G P Q K L S W T Q D S Q Y N Y S T R K Y H A L F S V G P V T P N Q R W I C R C Y S Y D R N

PIR-A7 C E S W H N N H R F I L T V E G P Q K L S WM Q D S Q Y N N S T R K Y H A L F S V G P V T P N Q R W I F R C Y S Y D R N

PIR-A2 C E S W P S Y D R F I L T V A G P Q K F S W T Q D S Q Y N Y S T R K N H A L F S V G P V T P N Q R W I F R C Y S Y D R N

Lilrc1 C V S T L G F N R F V L T K E G E Q K W S L I Q E S E F I N S T G Q F Q G L F T V G P V T P S Q R W I F R C Y G Y H V N

LILRA2 C V S Q V A F D G F I L C K E G E D E H P Q R L N S - H S H A R GW S W A I F S V G P V S P S R R W S Y R C Y A Y D S N

* * . * : * * : : . : * . : . : * : * * * * : * . : * * * * * . * . *

180 190

PIR-A1 R P Y V W S P P S E S V E L L V S

PIR-A6 R P Y V W S P P S E S V E L L V S

PIR-A7 R P Y V W S P P S E S V E L L V S

PIR-A2 R P Y V F S A P S E S V E L L V S

Lilrc1 S P Q V W S E P S D L L E I H V S

LILRA2 S P Y V W S L P S D L L E L L V P

* * : * * * : : * : * .

Fig. 22 PIRおよび LilrC1と LILRA2とのアミノ酸配列の比較 
NCBI (National Center for Biotechnology Information)より，アクセッション番号 NP_035217 
(PIR-A1), NP_035219 (PIR-A2), NP_001276357 (PIR-A6), NP_001160144 (PIR-A7), 
NP_001074708 (Lilrc1) のアミノ酸配列を用いた． 
*は完全に一致したアミノ酸残基，:は強い類似性のあるグループに属しているアミノ酸
残基，.は弱い類似性のあるグループに属しているアミノ酸残基を示す．LILRA2上の N-
truncated Ig相互作用残基と対応するアミノ酸残基で，共通していたアミノ酸残基を青色，
共通していなかったアミノ酸残基を黄色で示した． 
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7種の哺乳類（チンパンジー，ボノボ，スマトラオランウータン，キタホオジロテナガザル，
アカゲザル，ヒトコブラクダ，フタコブラクダ，チャイニーズハムスター）の LILRA2遺伝
子がデータベース Uniprot上に登録されている．アミノ酸配列を比較したところ，霊長類で
あるチンパンジー，ボノボ，スマトラオランウータン，キタホオジロテナガザル，アカゲザ
ルのLILRA2はヒトLILRA2との配列相同性がそれぞれ 94, 94, 91, 91, 85%だった．N-truncated 

Ig結合に関わる LILRA2のアミノ酸残基であるW152とW154が保存されていた（Fig. 23A）．
一方，ヒトコブラクダ，フタコブラクダ，チャイニーズハムスターの LILRA2は，ヒト LILRA2
との配列相同性がそれぞれ 44, 44, 31%だった（Fig. 23B）．N-truncated Ig結合に関わる LILRA2

のアミノ酸残基である V121, W152, W154はいずれも保存されていなかった．ヒト LILRA2
のオルソログと N-truncated Ig との相互作用はこれまでに調べられていないが，アミノ酸残
基の保存性から霊長類の LILRA2は N-truncated Igと結合し，ラクダ，チャイニーズハムス
ターの LILRA2は N-truncated Igと結合しないことが予想される． 
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各種LILRA2
ヒト G H L P K P T L W A E P G S V I I Q G S P V T L R C Q G S L Q A E E Y H L Y R E N K S A S W V R R I 50
チンパンジー G I L P K P T L W A E P G S V I I Q G S P V T L R C Q G S L Q A E E Y H L Y R E N K S A S W V R R I 50
ボノボ G I L P K P T L W A E P G S V I I Q G S P V T L R C Q G S L Q A E E Y H L Y R E N K S A S W V R R I 50
スマトラオラウータン G I L P K P T L W A E P G S V I T Q G S P V T L R C Q G S L Q A E E Y H L Y R E N K S A S W V R W I 50
キタホオジロテナガザル G P L P K P T L W A E P G S V I N Q G S P V T L R C Q G S L Q A E E Y H L Y R E N K S A S W V R W I 50
アカゲザル G T L P K P T L W A E P G S V I T Q G S P V T L R C Q G S L Q V Q E Y H L Y R E K N P A S W V R R I 50

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

ヒト Q E P - G K N G Q F P I P S I T W E H A G R Y H C Q Y Y S H N H S S E Y S D P L E L V V T G A Y S K 99
チンパンジー Q E P - G K K G Q F P I P S I T W E H A G R Y R C Q Y Y S H S H S S E Y S D P L E L V M T G A Y S K 99
ボノボ Q E P - G K K G Q F P I P S I T W E H A G R Y R C Q Y Y S H S H S S E Y S D P L E L V M T G A Y S K 99
スマトラオラウータン Q E P - G K N G Q F P I P S I N L E H A G R Y R C Q Y Y S H N H S S E Y S D P L E L V M T G A Y S K 99
キタホオジロテナガザル Q E P - G K K G Q F P I P S I T W E H A G R Y R C Q Y Y S H N H S S E P S D P L K L V V T G A H S K 99
アカゲザル Q R E L V K K G Y F P I A S I T S E H A G R Y R C Q Y Y S R N H S S E L S E P L E L V V T G A Y S K 100

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

ヒト P T L S A L P S P V V T L G G N V T L Q C V S Q V A F D G F I L C K E G E D E H P Q R L N S H S H A 149
チンパンジー P T L S A L P S P V V T S G G N V T L Q C G S Q V A F D G F I L C K E G E D E H P Q R L N S H S H A 149
ボノボ P T L S A L P S P V V T S G G N V T L Q C G S Q V A F D G F I L C K E G E D E H P Q R L N S H S H A 149
スマトラオラウータン P T L S A L P R P V V T S E G N V T L Q C G S Q V A F D G F I L C K E G E D E H P Q R L N S H S H A 149
キタホオジロテナガザル P T L S A L P S P V V T S G G N V T L Q C G S Q V A F D R F I L C K E G E D E H L Q R L N S H S H A 149
アカゲザル P T L S A L P S P V V A S G G N V S L Q C D S Q V A F G G F I L C K E G E D E H P Q R L N S H F H A 150

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

ヒト R G W S W A I F S V G P V S P S R R W S Y R C Y A Y D S N S P Y V W S L P S D L L E L L V P 195
チンパンジー R G W S W A V F S V G P V S P S R R W S Y R C Y G Y D S N S H Y V W S L P S D L L E L L V P 195
ボノボ R G W S W A V F S V G P V S P S R R W S Y R C Y G Y D S N S H Y V W S L P S D L L E L L V P 195
スマトラオラウータン R G W S W A V F F V G P V S P S R R W S Y R C Y G Y D S R S P Y V W S L P S D L L E L L V P 195
キタホオジロテナガザル R G W S W A V F S V G P V S P S R R W S Y R C Y A Y D S R S P Y V W S S P S D L L E L L V P 195
アカゲザル R G W S W A V F S V V P V S P S R R W S Y R C Y G Y D S R S P Y V W S L P S D L L E L L V P 196

* * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * *

各種LILRA2
ヒト G H L P K P T L W A E P G S V I I Q G S P V T L R C Q G S L Q A E E Y H L Y R E N K S A S W - V R R 49
フタコブラクダ G T L P K P T I W A E P G S V I P W G R P V T I W C Q G T L G A Q E F R L H K E G S L A R W D T Q R 50
ヒトコブラクダ G T L P K P T I W A E P G S V I P W G R P V T I W C Q G T L G A Q E F R L H K E G S L A R W D T Q R 50
チャイニーズハムスター G A L S K P T L S A V P S N V V T T G N Q V T L F C E G S S E A T E Y I L Y K D G - R P D H L I T T 49

* * . * * * : * * . . * : * * * : * : * : * * : * : : : . .

ヒト I Q E P G K N G Q F P I P S I T W E H A G R Y H C Q Y Y S H N H S S E Y S D P L E L V V T G A Y S - 98
フタコブラクダ P L E P G D K A T F S I S Y M T E H N T G R Y R C Y Y H S L T G R S Q D S D A L V L R M S G W L R G 100
ヒトコブラクダ P L E P G D K A T F S I S Y M T E H N T G R Y R C Y Y H S L T G R S Q D S D A L V L R M S G W L R G 100
チャイニーズハムスター F L K T G N K A K F P I S S V Q W N D A G R Y W C S Y K V N D S R S V N S D F L E L V V T - - - - - 94

: . * . : . * . * . : . . : * * * * * * * * * * : :

ヒト K P T L S A L P S P V V T L G G N V T L Q C V S Q V A F D G F I L C K E G E D E H P Q R L N S H S H 148
フタコブラクダ I P S L S V Q P G S M V A S G Q S V T L L C Q S R I S M D T F L L F K E G A A H P P L R L R S K F Q 150
ヒトコブラクダ I P S L S V Q P G S M V A S G Q S V T L L C Q S R I S M D T F L L F K E G A A H P P L R L R S K F Q 150
チャイニーズハムスター - - A P A T A P A P V P E T Q S D H T V E N L L R M G M A G L V L V V L G - - - - - - - - - - - - - 129

: : . * . . : . * : : : . : : : * *

ヒト A R G W S W A I F S V G P V S P S R R W S Y R C Y A Y D S N S P Y V W S L P S D L L E L L V P 195
フタコブラクダ G - G Q Y R A E F S L S P V T A A H G G T Y R C Y S S L N T S P Y L L S Q P S D P L K L P V S 196
ヒトコブラクダ G - G Q Y Q A E F S L S P V T A A H G G T Y R C Y S S L N T S P Y L L S Q P S D P L K L P V S 196
チャイニーズハムスター - - - - - - - - - - I L V F D S C H G C R Q V Q H A N G M E D T A M H P M - - - - - - - - - - 156

: . . . : : : . . : .

A

B

Fig. 23 LILRA2オルソログとのアミノ酸配列の比較 
(A)(B) 霊長類 LILRA2 (A)またはそれ以外の哺乳動物の LILRA2(B)とヒト LILRA2とのアミ
ノ酸配列の比較．Uniprot より，アクセッション番号 A0A2I3RK69 (チンパンジーLILRA2), 
A0A2R9A6Z4 (ボノボ LILRA2 ), A0A2J8XRE9 (スマトラオラウータン LILRA2), G1RHX6 (キ
タホオジロテナガザル LILRA2 ), Q1I0P9 (アカゲザル LILRA2), A0A516TYY8 (フタコブラク
ダ LILRA2), A0A516TYY6 (ヒトコブラクダ LILRA2), A0A3L7H7P0 (チャイニーズハムスタ
ーLILRA2)の配列を用いた．  *は完全に一致したアミノ酸残基，:は強い類似性のあるグル
ープに属しているアミノ酸残基，.は弱い類似性のあるグループに属しているアミノ酸残基
を示す．ヒト LILRA2上の N-truncated Ig相互作用残基と対応するアミノ酸残基で，共通し
ていたアミノ酸残基を青色で示した．   
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平安らは，マイコプラズマ，インフルエンザ菌，肺炎球菌，カンジダ菌が抗体を切断するこ
とを報告した．その中で，肺炎球菌が分泌するプロテアーゼとして Msp (Major secretory 

protein)を同定した(Hirayasu et al., 2016)．Mspによる抗体切断サイトは同定されていないが，
抗体の定常領域から 11, 12, 13, 14番目のアミノ酸で切断された抗体が，細菌に分解された抗
体の分子量と同程度の分子量であること，そして LILRA2 と結合することが示されている．
また，定常領域のみの抗体は LILRA2と結合しなかった．切れ残った VHドメインは，チロ
シンやトリプトファンのような疎水的なアミノ酸残基を持つため，同定した LILRA2 上の
N-truncated Ig 相互作用残基であるバリンやトリプトファンと相互作用する可能性がある．
別の研究グループは，複数種類のマイコプラズマが分泌する MIB（Mycoplasma Ig binding 
protein）とMIP（Mycoplasma Ig protease）とが協働して抗体の VHドメインを切断すること
を報告した(Arfi et al., 2016)．N末端アミノ酸配列分析によりMIPによる抗体切断サイトが
調べられている（Fig. 24）．平安らが想定している抗体切断サイトよりも数アミノ酸残基短
くなるサイトを切断するが，定常領域から数アミノ酸残基が残存しているため，LILRA2と
弱く結合する可能性がある．MIB-MIP システムは，ヒト以外の動物に感染するマイコプラ
ズマにも存在することから，ヒト以外の動物における LILRA2 ホモログの存在が示唆され
る． 
 

  

VH domain (4-117)
full-length Ig E V N L V E S G G D L V Q P G G S L R L S C E A S G F T I T S Y G M H W V R Q A P G K G L V W V S E I D N D G R D A T Y 60
N-truncated Ig - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

full-length Ig A D S V K G R F T S L P D R A N N T L Y L Q M N S L R V D D T A V Y Y C V R G N G Q K C F D Y W G Q G T L V T V S S A S 120
N-truncated Ig - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - D Y W G Q G T L V T V S S A S 16

CH1 (124-217)
full-length Ig T K G P S V F P L A P C S R S T S G G T A A L G C L V K D Y F P E P V T V S W N S G A L T S G V H T F P A V L Q S S G L 180
N-truncated Ig T K G P S V F P L A P C S R S T S G G T A A L G C L V K D Y F P E P V T V S W N S G A L T S G V H T F P A V L Q S S G L 76

full-length Ig Y S L S S V V T V P S S S L G T Q T Y T C N V N H K P S N T K V D K R V E L K T P L G D T T H T C P R C P E P K S C D T 240
N-truncated Ig Y S L S S V V T V P S S S L G T Q T Y T C N V N H K P S N T K V D K R V E L K T P L G D T T H T C P R C P E P K S C D T 136

CH2 (288-385)
full-length Ig P P P C P R C P E P K S C D T P P P C P R C P E P K S C D T P P P C P R C P A P E L L G G P S V F L F P P K P K D T L M 300
N-truncated Ig P P P C P R C P E P K S C D T P P P C P R C P E P K S C D T P P P C P R C P A P E L L G G P S V F L F P P K P K D T L M 196

full-length Ig I S R T P E V T C V V V D V S H E D P E V Q F K W Y V D G V E V H N A K T K P R E E Q F N S T F R V V S V L T V L H Q D 360
N-truncated Ig I S R T P E V T C V V V D V S H E D P E V Q F K W Y V D G V E V H N A K T K P R E E Q F N S T F R V V S V L T V L H Q D 256

CH3 (394-490)
full-length Ig W L N G K E Y K C K V S N K A L P A P I E K T I S K T K G Q P R E P Q V Y T L P P S R E E M T K N Q V S L T C L V K G F 420
N-truncated Ig W L N G K E Y K C K V S N K A L P A P I E K T I S K T K G Q P R E P Q V Y T L P P S R E E M T K N Q V S L T C L V K G F 316

full-length Ig Y P S D I A V E W E S S G Q P E N N Y N T T P P M L D S D G S F F L Y S K L T V D K S R W Q Q G N I F S C S V M H E A L 480
N-truncated Ig Y P S D I A V E W E S S G Q P E N N Y N T T P P M L D S D G S F F L Y S K L T V D K S R W Q Q G N I F S C S V M H E A L 376

full-length Ig H N R F T Q K S L S L S P G K 495
N-truncated Ig H N R F T Q K S L S L S P G K 391

MIP切断サイト
↓

Fig. 24 full-length Igと N-truncated Igとのアミノ酸配列の比較 
MIP切断サイトを矢印で示した． 
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まとめ 
LILRA2と N-truncated Igとの相互作用は，速い結合・速い解離，弱い結合（Kd ~4.9 µM）を
示すが，N-truncated Ig の多価効果により，固定化された LILRA2 に対して，解離が遅くな
り，結合が強まることがわかった．このことから，細胞表面に発現する LILRA2はすばやく
抗体をチェックし，細菌によって複数カ所が切断された抗体を認識すると強く結合して，免
疫系を活性化することが示唆された．また，熱力学的解析から，本相互作用は，熱容量変化
が中程度で，エントロピーロスが少ないエンタルピー駆動型相互作用であることがわかった．
さらに，変異体解析により，LILRA2の D2ドメインの疎水性表面が N-truncated Ig結合に関
わることが明らかとなった．以上の結果より，複合体形成時には，構造的揺らぎの維持ある
いは疎水性効果が起きていることが示唆された．本研究で同定した相互作用部位をターゲッ
トにすることで，LILRA2を標的とした感染症治療薬開発に繋がることを期待できる．  
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5. 実験材料と手法 
LILRA2の細胞外ドメイン1-2の発現および精製 
LILRA2の細胞外ドメイン(1-195残基；LILRA2D1D2)をコードする DNA断片を発現ベクタ
ーpGMT7 に挿入したプラスミド（pGMT7-LILRA2D1D2）を，大腸菌 BL21(DE3)PlysS 株
（Promega）に導入した．菌液を，終濃度 0.1 mg/mLアンピシリンを含む LB寒天培地に播
種し，37°C で一晩培養した．得られたコロニーを，終濃度 0.1 mg/mL アンピシリンを含む
2xYT培地 10 mLに加え，37°Cで 2時間培養した．培養液を終濃度 0.1 mg/mLアンピシリン
を含む 2xYT培地 1Lへ植え継ぎ，37°Cで OD600 = 0.4-0.6になるまで培養した．終濃度 1 mM

となるように IPTGを添加し，さらに 37°Cで 4時間培養して発現誘導した．菌体を超音波
によって破砕し，LILRA2D1D2が含まれる封入体を得た．得られた封入体を，洗浄バッファ
ー（0.5% Triton X-100, 50 mM Tris-HCl pH8.0, 100 mM NaCl）で 2-3回洗浄した．続いて，懸
濁バッファー（50 mM Tris-HCl pH8.0, 100 mM NaCl）で 2-3回洗浄した．洗浄した封入体に，
可溶化バッファー（6 M グアニジン塩酸塩，50 mM MES pH6.5, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA）
を加えて，4°Cで一晩転倒混和した．可溶化した封入体を，5-10 mg/mLとなるように可溶化
バッファーで希釈した．終濃度 10 mMとなるように DTTを加え，室温で 30分反応させた．
タンパク質溶液のグアニジン塩酸塩濃度が 1.5 Mになるまで，あらかじめ 4°Cに冷却した巻
き戻しバッファー（100 mM Tris-HCl pH8.0, 1M L-Arginine Hydrochloride, 3.7 mM Cystamine, 

6.3 mM Cysteamine, 2 mM EDTA）をタンパク質溶液に加えた．そのタンパク質溶液を，終濃
度 0.1 mg/mLになるように巻き戻しバッファーに滴下し，4°Cで二晩攪拌した．巻き戻しバ
ッファーをろ過して沈殿物を取り除いた後に，VIVAFLOW50システム（分画分子量；10 kDa, 

Sartorius）を用いて濃縮した．濃縮したサンプルを透析膜（分画分子量；10 kDa, Spectrum 
Laboratories）に入れ，透析バッファー（20 mM Tris-HCl pH8.0, 100 mM NaCl）に加えた．透
析後のタンパク質溶液をろ過して沈殿物を取り除いた後に，Amicon Ultra（分画分子量；10 

kDa, Merk Millipore）を用いて，さらに濃縮した．濃縮したタンパク質溶液を，ゲルろ過バ
ッファー（20 mM Tris-HCl pH8.0, 100 mM NaCl）で平衡化したカラム Hiload 26/60 Superdex75 
pg（GE Healthcare）にアプライし，精製した．得られた溶出画分について SDS-PAGE を行
い，CBB染色によりバンドを検出した． 
 

Fc-fusion LILRA2D1D4の発現および精製 
タンパク質発現には，15 cm dishに培養した HEK293T細胞を用いた．細胞培養液 1 mL当た
り，2.5 µgの Fc-fusion LILRA2D1D4発現プラスミド（大阪大学 荒瀬尚教授から供与，Fig. 
25）と 5 µgの PEI max（Polysciences）を混合した．プラスミド/PEI混合溶液を無血清培地
中の HEK293T細胞に加え，37°C，5%CO2条件下で 3-4日間培養した．培養上清を Protein G 
Sepharose（GE Healthcare）を用いたアフィニティークロマトグラフィーにより精製した．目
的タンパク質を含む画分を Superdex200 10/300GL（GE Healthcare）およびゲルろ過溶液（20 
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mM Tris-HCl pH8.0, 100 mM NaCl）を用いたゲルろ過クロマトグラフィーにより精製した． 

  

LILRA2の細胞外ドメイン1-4の発現および精製 
LILRA2 の細胞外ドメイン(1-409 残基；LILRA2D1D4)をコードする DNA 断片を，Fc-fusion 
LILRA2D1D4発現プラスミド（大阪大学 荒瀬尚教授から供与）から，以下のプライマーセ
ットを用いて PCRで増幅した． 
forward primer: 5’-AATACCGGTGGGCACCTCCCCAAGCCCAC-3’  
reverse primer: 5’-�AGCGGTACCATTCTCCACTGTGTAATCCTGGGGG-3’ 

AgeIと KpnIの制限酵素サイトを下線で示した．増幅した断片を制限酵素 AgeIと KpnIで消
化し，発現ベクターpHLsec（Addgene）に挿入した（pHLsec-LILRA2D1D4，Fig. 26）．作製し
たプラスミドの配列を，DNA シークエンス解析により確認した．タンパク質発現には，15 
cm dishに培養したHEK293S GnTI(-)細胞を用いた．細胞培養液 1 mL当たり，2.5 µgの pHLsec-

LILRA2D1D4と 5 µgの PEI max（Polysciences）を混合した．プラスミド/PEI混合溶液を無
血清培地中の HEK293S GnTI(-)細胞に加えることで遺伝子導入し，37°C，5%CO2条件下で 3-
4日間培養した．培養上清を HisTrap FF（GE Healthcare）を用いた Niアフィニティークロマ
トグラフィーにより精製した．目的タンパク質を含む画分を Superdex200 10/300GL（GE 
Healthcare）およびゲルろ過バッファー（20 mM Tris-HCl pH8.0, 100 mM NaCl）を用いたゲル
ろ過クロマトグラフィーにより精製した． 

 

  

secretion 
signal

pHLsec

LILRA2D1D4

6xHis

b-globin 
poly(A)

ori

CMV enhancer

AmpR

secretion 
signal

pCAGGS

LILRA2D1D4

b-globin 
poly(A)

CAG
pro

AmpR

Fc

Fig. 25 Fc-fusion LILRA2D1D4発現プラスミドのベクターマップ 
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Fig. 26  LILRA2D1D4発現プラスミドのベクターマップ 
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LILRA2変異体の発現および精製 
LILRA2 変異体（Q31E, E33Q, N41K, R48T, P53L, G54V, I50_Q51insR/Q51P, H73G/Y85L, 

H79R/N80A/H81R/S82W, L112S, V121E, D127G, R142S, H146Q, S147P, W152S, W154R）発現
プラスミドを pGMT7-LILRA2D1D2 を鋳型としてインバース PCR 法または相補的なプライ
マーを用いる方法により作製した(Carey et al., 2013; Ochman et al., 1988)．LILRA2 H73G/Y85L

発現プラスミドは，LILRA2 H73Gを鋳型として作製した．PCRには，以下のプライマーセ
ットを用いた（Table 4）． 作製したプラスミドの配列を，DNAシークエンス解析により確
認した．LILRA2D1D2野生型と同様の方法で発現および精製を行った． 

Table 4 変異体発現ベクター作製に使用したプライマー 

下線は変異箇所を示す． 
 

キメラタンパク質の発現および精製 
LILRA2D1-LILRB2D2 キメラタンパク質（LILRA2 の 1-97 残基と LILRB2 の 99-196 残基）
と LILRB2D1-LILRA2D2キメラタンパク質（LILRB2の 1-98残基と LILRA2の 98-195残基）
発現プラスミドを，Gibson Assembly システム（NEB）により構築した．具体的には，
LILRA2D1D2および LILRB2D1D2発現プラスミドをテンプレートとして，以下のプライマ
ーセットを用いて DNA断片を増幅した．得られた DNA断片を，Gibson Assembly Master Mix 

(NEB)を用いて，つなぎ合わせ，発現プラスミドを構築した．作製したプラスミドの配列を，
DNAシークエンス解析により確認した．LILRA2D1D2野生型と同様の方法で発現および精
製を行った． 
LILRA2D1-LILRB2D2 

・LILRA2D1増幅用プライマーセット 

LILRA2D1D2 Mutant forward primer reverse primer

Q31E GAGGCTGAGGAGTACCATCTATATAGGG AAGGCTCCCCTGACACCTGAGGGTC

E33Q CAGGAGTACCATCTATATAGGGAAAACA AGCCTGAAGGCTCCCCTGAC
N41K AAGGAAAACAAATCAGCATCCTGGG ATATAGATGGTACTCCTCAGCCTGA
R48T ACCCGGATACAAGAGCCTGGGAAGAATG AACCCAGGATGCTGATTTGTTTTCC
P53L CTGGGGAAGAATGGCCAGTTCCCCATCC CTCTTGTATCCGTCTAACCCAGGAT
G54V GTGAAGAATGGCCAGTTCCCCATCCCAT AGGCTCTTGTATCCGTCTAACCCAG
I50_Q51insR/Q51P CGCCCCGAGCCTGGGAAGAATGGCCA TATCCGTCTAACCCAGGATGCTGA
H73G ACGCAGGGCGGTATGGCTGTCAGTACTACAG CTGTAGTACTGACAGCCATACCGCCCTGCGT
Y85L ATCACTCATCAGAGCTGAGTGACCCCCTGGA TCCAGGGGGTCACTCAGCTCTGATGAGTGAT
H79R/N80A/H81R/S82W CGCGCCCGCTGGTCAGAGTACAGTGACCCCCTG GCTGTAGTACTGACAGTGATACCGCCCTGC
L112S TCCGGAGGGAACGTGACCCTCCAGTGTG GGTCACCACAGGGCTGGGCAGAGCT
V121E CCCTCCAGTGTGAATCACAGGTGGC GCCACCTGTGATTCACACTGGAGGG
D127G AGGTGGCATTTGGCGGCTTCATTCT AGAATGAAGCCGCCAAATGCCACCT
R142S AACACCCACAAAGCCTGAACTCCCA TGGGAGTTCAGGCTTTGTGGGTGTT
H146Q GCCTGAACTCCCAGTCCCATGCCCG CGGGCATGGGACTGGGAGTTCAGGC
S147P TGAACTCCCATCCGCATGCCCGTGG CCACGGGCATGCGGATGGGAGTTCA
W152S ATGCCCGTGGGAGCTCCTGGGCCAT ATGGCCCAGGAGCTCCCACGGGCAT
W154R CGTGCCATCTTCTCCGTGGG GGACCACCCACGGGCAT
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forward primer: 5’- GAAGGAGATATACATATGGGTCACC-3’ 
reverse primer: 5’-TGGGTAGGCTCCTGTCACCACCAGCTCCAGGGGGT-3’ 

・LILRB2D1増幅用プライマーセット 
forward primer: 5’-ACAGGAGCCTACCCAAAACCCACCCTCTCAGCCCA-3’ 
reverse primer: 5’-GATCGGAATTCAAGCTTATGGGACCAGGAGCT-3’ 

LILRB2D1-LILRA2D2 

・LILRB2D1増幅用プライマーセット 
forward primer: 5’- GAAGGAGATATACATATGGGGACCA-3’ 

reverse primer: 5’-GAGGGTGGGTTTGCTGTAGGCTCCT-3’ 

・LILRA2D2増幅用プライマーセット 
forward primer: 5’- AGCAAACCCACCCTCTCAGCTCTGC-3’ 

reverse primer: 5’-�GATCGGAATTCAAGCTTATGGGACC -3’ 

 
LILRB2の細胞外ドメイン1-2の発現および精製 
LILRB2の細胞外ドメイン（1-196残基の C末端にGlyを付与；LILRB2D1D2）を LILRA2D1D2
調製法に準じて作製した．LILRB2D1D2のリフォールディングには，巻き戻し溶液（100 mM 
Tris-HCl pH8.0, 0.4 M L-Arginine, 3.7 mM Cystamine, 6.3 mM Cysteamine, 2 mM EDTA）を用い
た．LILRA2と同様の方法で精製した． 
 

LILRA2wt, LILRA2変異体，LILRB2wt の円偏光二色性スペクトル測定 
遠紫外の円偏光二色性スペクトル測定は，JASCO J-820 CD spectrometer.を用いた．PBS（137 
mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM Na2HPO4, 1.5 mM KH2PO4）に置換した 5-10 µMの各タンパク
質溶液を，光路長 1 mmの石英セルに入れた．室温で，200-260 nmにおけるスペクトルを 8

回測定し，積算した． 
 

N-truncated Ig および full-length Ig の発現および精製 
タンパク質発現には，15 cm dishに培養した HEK293T細胞を用いた．細胞培養液 1 mL当た
り，各 1.25 µg の軽鎖および重鎖の発現プラスミド（大阪大学 荒瀬尚教授から供与，Fig. 
27）と 5 µgの PEI max（Polysciences）を混合した (Hirayasu et al., 2016)．プラスミド/PEI混
合溶液を無血清培地中の HEK293T 細胞に加え，37°C，5%CO2条件下で 3-4 日間培養した．
培養上清を Protein G Sepharose（GE Healthcare）を用いたアフィニティークロマトグラフィ
ーにより精製した．目的タンパク質を含む画分を Superdex200 10/300GL（GE Healthcare）お
よびゲルろ過溶液（20 mM Tris-HCl pH8.0, 100 mM NaCl）を用いたゲルろ過クロマトグラフ
ィーにより精製した．  
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表面プラズモン共鳴法による相互作用解析 
表面プラズモン共鳴法による実験は，BIAcore3000（GE Healthcare）を用いて実施した． 

・平衡値解析 
N-truncated Ig または full-length Ig（ネガティブコントロール）を Sensor Chip CM5（GE 
Healthcare）に共有結合でそれぞれ 1400 RUおよび 1300 RU固定化した．各リガンドを固定
化したフローセルに，HBS-EP（10 mM HEPES pH7.4, 150 mM NaCl, 3.4 mM EDTA, 0.005% 
Surfactant P20）に置換した 0.16, 0.32, 0.63, 1.3, 2.5, 5, 10, 20, 40 µMの LILRA2D1D2野生型お
よび変異体を流速 10 µL/min で 0.5-1min 流した．それぞれのアナライト濃度における N-

truncated Igに対するレスポンス量は，N-truncated Igに対するレスポンス量から full-length Ig
に対するレスポンス量を差し引くことにより求めた．データを BIAevaluation software (v4.1)
を用いて解析した．解離定数（Kd）を非線形 Langmuir 結合等温曲線から求めた（（2）式）． 
Req：結合レスポンス量，C：アナライト濃度，Rmax：最大結合レスポンス量，Kd：解離定数 
Req = C*Rmax/(C+Kd) (2) 

0.12, 0.23, 0.47, 0.94, 1.9, 3.8, 7.5, 15 µMの LILRA2D1D4を流速 10 µL/minで 1min流し，同様
の解析を行った． 
 

・速度論的解析 

N-truncated Ig または full-length Ig（ネガティブコントロール）を Sensor Chip CM5（GE 
Healthcare）に共有結合でそれぞれ 1400 RUおよび 1300 RU固定化した．各リガンドを固定
化したフローセルに，HBS-EPに置換した 0.63, 1.3, 2.5 µMの LILRA2D1D2を流速 30 µL/min

で流した．各濃度のアナライトを流したときの結合および解離カーブに対して，1:1 の
Lagnmuir結合モデルの式を用いたグローバルフィッティング解析を行い，結合速度定数（kon）
および解離速度定数（koff）を求めた． 
 

・アビディティ効果の検証 
LILRA2D1D2を Sensor Chip CM5（GE Healthcare）に共有結合で 100 RU固定化した．HBS-

EPに置換した 47 nMの N-truncated Igを流速 10 µL/minで 1min流した．結合および解離カ
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Fig. 27 抗体の軽鎖および重鎖の発現プラスミドのベクターマップ 
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ーブに対して，1:1の Lagnmuir結合モデルの式を用いたフィッティング解析を行い，見かけ
の解離定数を求めた． 
 

ゲルろ過クロマトグラフィーを用いた結合実験 
ゲルろ過バッファー（20 mM Tris-HCl pH8.0, 100 mM NaCl）に置換した Fc-fusion LILRA2D1D4

（終濃度 0.87 µM）もしくは LILRA2D1D2（終濃度 1.7 µM）と N-truncated Ig（終濃度 0.87 
µM）を混合し，１時間室温で静置した．Superdex200 10/300GL（GE Healthcare社）を用いて
ゲルろ過クロマトグラフィーにより分画した． 
 

熱安定性解析 
microCal VP-capillary DSC (Malvern)を用いた．HBS-N（10 mM HEPES pH7.4, 150 mM NaCl）
に置換した 0.3 mg/mLの N-truncated Igおよび full-length Igを，20-90°Cまで 60°C/hのスキ
ャンレートで解析した．得られたサーモグラムをプログラム Origin7.0（OriginLab）を用い
て解析した．N-truncated Igおよび full-length Igのサーモグラムから，バッファーリファレン
スのサーモグラムを差し引いた．得られたサーモグラムを Non two-state transition modelでフ
ィッティングし，変性中点温度（Tm）を求めた． 
 

熱力学的解析 
５点の温度（10, 15, 20, 25, 30°C）で，LILRA2D1D2と N-truncated Igとの相互作用の解離定
数（Kd）を平衡値解析から求めた．アミンカップリング法による N-truncated Ig の固定化レ
ベルは，1300 RUで実験を行った．結合のギブスエネルギー変化は，(3)式より求めた． 
DG：ギブズエネルギー変化，R：気体定数，T：ケルビン温度 
DG = -RTlnKd (3) 

各温度におけるDGを温度に対してプロットし，非線形ファントホッフの式（4）でフィッテ
ィングした． 
DH：結合エンタルピー変化，DG：結合エントロピー変化，DCp：熱容量変化 

DG = DH − TDS + DCp(T−298.15) −DCpTln(T/298.15) (4) 
 

高速原子間力顕微鏡を用いた構造解析 
Nano Explorer High-Speed atomic force microscope（生体分子計測研究所）とカンチレバーBL-
AC10DS-A2（オリンパス）を用いた．ゲルろ過精製後の N-truncated Ig および full-length Ig
溶液を 10 nM 程度になるように，ゲルろ過バッファーで希釈した．タンパク質溶液をマイ
カに３分間吸着させたのちに，マイカ表面を超純水で 2-3 度洗浄した．走査範囲 500 x 500 
nm2，分解能 200 x 200 pixels，スキャン速度１frame/secの条件で，AFM画像を取得した．全
ての AFM画像は，ソフトウェア Eagleまたは ImageJを用いて解析した．  
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