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研究成果の概要（和文）：アレルギー性化合物（ハプテン）による樹状細胞の活性化はITAM-Syk-CARD9シグナル
に依存することから、ハプテンを認識するITAM共役受容体の探索を行なった。その結果、ハプテン（TNCB、
DNCB、oxazolon、FITC）に結合性を示す複数のITAM共役受容体を見出した。この中で、DAP12に会合し、複数の
ハプテンを認識する二つのIgスーパーファミリー受容体（IgR2, IgR5と呼ぶ）に着目し、受容体発現レポーター
細胞を用いてシグナル活性化能を検討した結果、これらの受容体はハプテン刺激によりITAMシグナルを活性化し
た。従って、これらをハプテン受容体として同定した。

研究成果の概要（英文）：Since the activation of dendritic cells by allergic compounds (haptens) 
depends on the ITAM-Syk-CARD9 signal, we searched for myeloid ITAM-coupled receptors that recognize 
haptens. As a result, we found a plurality of ITAM coupled receptors showing binding properties to 
various haptens（TNCB、DNCB、oxazolon、FITC). Among them, focusing on two Ig superfamily receptors 
(called IgR2, IgR5) that associate with DAP12 and recognize multiple haptens, we investigated their 
ability of ITAM signal activation by using receptor-expressing NFAT-GFP reporter cells. As a result,
 both IgR2 and IgR5 activated the ITAM signal by hapten stimulation . Therefore, these two were 
identified as hapten receptors.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
	 接触皮膚炎（contact dermatitis: CD）は
産業現場において最も頻発する皮膚疾患で
ある。中でも、用品、化粧品、医薬品など
に含まれる多種多様な低分子化合物がアレ
ルゲン（ハプテン）となってアレルギー性
接触皮膚炎（allergic contact dermatitis: 
ACD）を引き起こし、深刻な問題となって
いる。ACD はアレルゲンに反応する T 細
胞が引き起こす遅延型過敏症である。T 細
胞が抗原に感作される課程において、抗原
を提示する樹状細胞（DC）の活性化（成熟）
が必須であり、DC の成熟は、通常、微生
物成分(PAMPs)や死細胞由来の内因性成
分（DAMPs）が自然免疫のパターン認識
受容体（PRRs）によって認識されること
により生じる。ACDの感作過程では、皮膚
に接触したハプテンを捕獲した皮膚 DCが
リンパ節に遊走して T 細胞を感作するが、
構造的、化学的に多様なハプテンがどのよ
うな自然免疫経路を介して皮膚 DCを成熟
させるかに関しては明らかでなかった。 
	 TLR の研究を中心に多くの感染症や無
菌性炎症性疾患における PRRsの役割が明
らかにされてきた。しかし、TLRを介した
応答では説明できない疾患病態も数多く存
在する。近年、DC などの自然免疫細胞上
に発現する C型レクチン受容体（CLR）や
Ig スーパーファミリー受容体（IgSFR：
Trem、CD300 ファミリーなど）が PRRs
として働くことが明らかになってきた。こ
れ ら の 受 容 体 は Immunoreceptor 
tyrosine-based activation motifs (ITAM)
に共役し、Syk—CARD9シグナル経路を介
して免疫細胞を活性化する特徴を有する
（図 1）。 

	 研究代表者はこれまで、免疫細胞が発現
する ITAM共役受容体のシグナル伝達機構
およびその疾患形成における役割について
研究を行ってきた。この中で、マウス ACD
モデルであるハプテン誘導性 contact 
hypersensitivity（CHS） の感作の過程で
T 細胞がプライミングされるためには、ハ

プテンを抗原提示するDCによる IL-1分泌
が 必 須 で あ り 、 こ の 産 生 誘 導 は
ITAM-Syk-CARD9 シグナル経路の活性化
に依存することを見いだした（Yasukawa et 
al. Nat Commun. 2014）。（図 2）。この結果は、
ハプテンを感知する未知の ITAM共役受容
体の存在を示唆していた。 

 
２．研究の目的 
	 本研究では、アレルギー性化合物（ハプ
テン）を認識し、ITAM シグナルを活性化
する受容体を探索、同定する。 
 
３．研究の方法 
（１）	一次スクリーニング：ITAM共役受

容体-Ig ライブラリーを用いたハプ
テン結合試験 

	 ハプテンを認識する ITAM 共役受容体

を探索するため、これまで報告されている

ITAM共役受容体（CLR：11種類、IgSFR：
10種類）の細胞外ドメインとhuman IgG1
の Fc領域との融合蛋白（ITAMR-Ig蛋白）
のライブラリーを作製した。ELISA プレ
ート上にハプテン（TNCB、DNCB、
Oxazolone、FITC）を固相化し、これに
ITAMR-Ig 蛋 白 を 作 用 さ せ た 後 、

anti-human IgG HRP 二次抗体を用いて
ハプテンに結合活性を有する ITAM 共役

受容体候補のスクリーニングを行なった。 
 
（２）	二次スクリーニング： NFAT-GFP

レポーター細胞株を用いたハプテ

ン反応性試験 
	 一次スクリーニングでハプテン結合性を
示した候補 ITAM共役受容体がハプテンを
認識して実際に細胞内の ITAMシグナルを
活性化するかを検討するため、候補受容体
とその会合 ITAM アダプター分子である
DAP12を安定発現したNFAT-GFPリポー
ターT 細胞株（43.1）を作成した（図 3）。
これらの細胞を、プレート上に固相化した
ハプテン（TNCB、DNCB、Oxazolone、
FITC）で刺激し、24時間後の細胞内のGFP
発現量を FACSで、もしくは上清中の IL-2
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産生量を ELISA法にて測定した。 

 
（３）	 受容体非特異的シグナル活性化の
検討 

	 ハプテンが特定の ITAM共役受容体を介
さず、直接あるいは受容体非依存性の別経
路で ITAM含有アダプター（DAP12、FcR
γ）や Sykを活性化する可能性を検証する
ため、これらのシグナル分子 DAP12、FcR
γ、Sykのみを安定発現する 43.1細胞を作
成した。この細胞を直接ハプテン（TNCB、
DNCB、Oxazolone、FITC）で刺激した後、
GFPの発現上昇を FACSで測定した。 
	
４．研究成果	
	 最初に、細胞表面の受容体非依存的にハ
プテンが ITAM-Syk シグナルを活性化す
る可能性を検証するため、DAP12、FcRγ、
Syk それぞれを発現する 43.1 細胞を作成
し、これらの細胞のハプテン（TNCB）反
応性を調べた。その結果、いずれの細胞に
おいてもハプテン刺激後の GFP 発現上昇
は見られなかった（Data not shown）。従
って、何らかの ITAM共役受容体を介して
ハプテンが感知されると考え、その探索を
以下のように行なった。 
	 ITAM 受容体-Ig 融合タンパク質を用い
た一次スクリーニングの結果、ハプテン結
合性を示すいくつかの受容体を同定した
（図 4）。 

	 DAP12 欠損マウスは TNCB 誘導性の
CHS に耐性であり、DAP12 欠損 DC は
TNCBや Oxazoloneに対する IL-1応答性

が低下することから（Yasukawa et al. Nat 
Commun. 2014）、我々は、これらの一次候
補受容体の中から、DAP12会合型の IgSFR
受容体である IgR2と IgR6の二つに着目し
た。 
 
	 次に、IgR2と IgR6が実際に細胞上で働
いてハプテンを認識し、細胞内に活性化シ
グナルを伝達し得るのかの検証を行なった。
IgR2 または IgR6 と DAP12 を発現する
43.1細胞を作成し、ハプテンによる刺激を
行なった結果、この両者とも TNCB と
Oxazoloneに反応性を示すことがわかった。
一方、FITCに関しては IgR5のみが反応性
を示した（図 5）。 
	 以上より、IgR2、IgR5 がハプテンを認
識する自然免疫受容体である可能性が考え
られたため、ゲノム編集法を用いてこれら
受容体の欠損マウスの作成に着手した。今
後、欠損マウス由来の DCのハプテン反応
性の解析や、欠損マウスを用いた CHS 誘
導試験を実施し、ACD感作におけるこれら
受容体の役割を検証する予定である。 
	 この研究により、アレルギー性化合物を
感知する自然免疫受容体の存在が証明でき
れば、アレルギー疾患病理学の新概念とな
るとともに、動物試験に代わる有力な in 
vitro 感作抗原性試験システムの開発が期
待できる。 
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