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研究成果の概要（和文）：【目的】白血球発現受容体PILRαは、急性炎症反応条件下においてβ2インテグリン
活性化を負に制御する。本研究は抗体型腎糸球体障害におけるPILRαの役割解明を目的とした。【結果】PILRα
-/-マウスは抗GBM抗体型腎炎において野生型マウスに比し重篤な糸球体障害を示した。またPILRα-/-でみられ
た糸球体好中球増加は前免疫条件下でのみ観察された。PILRα-/-好中球は免疫複合体癒着が有意に増強してい
た。【結論】PILRαは接着因子Mac-1活性化を阻害することで、腎障害を導く病原抗体依存性の好中球導入を負
に制御する。

研究成果の概要（英文）：【Background】PILRα expressed on leukocytes has regulatory functions in 
leukocyte β2 integrin activation during acute inflammation. Here, we investigated its roles in 
antibody-mediated glomerular inflammation.【Results】PILRα-/- mice with NTS-GN demonstrated severe 
glomerular injury. Enhanced glomerular neutrophil accumulation was observed in NTS-GN PILRα-/- only
 under pre-immunized conditions. PILRα-/- neutrophils exhibited enhanced spreading and adhesion to 
ICs compared to those in WT cells.【Conclusion】PILRα negatively regulates antibody-mediated 
neutrophil recruitment, leading to renal injury, by inhibiting Mac-1 integrin activation.

研究分野： 腎臓病学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究から白血球発現分子PILRαの接着因子Mac-1制御を介する抗体型糸球体腎炎抑制効果が明らかとなった。
またPILRαによる接着因子活性化抑制機能は炎症時にのみ発揮された。したがってPILRαの活性化は、抗体型糸
球体腎炎のみならず、関節リウマチ、全身性エリテマトーデスなどの炎症性自己免疫疾患に対する有望な治療タ
ーゲットとして考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
本邦の透析患者数は 30 万人を超え、これを減少させるため CKD 対策は我が国の医療の重要な

課題となっている。CKD の発症・進行過程で関与する様々な機序の内、最重要なものの一つ
が炎症と免疫である。特に炎症機転は糸球体腎炎に留まらず、糖尿病性腎症においても重要な役
割を演ずることが近年の研究で明らかにされている。腎障害を惹起させるのは白血球であるが、
免疫抑制薬や生物製剤など有効な治療薬が開発されているリンパ球に対し、好中球と Mφにつ
いては分子治療標的が定まっておらず、特異的な治療法は開発されていない。 
『好中球、Mφの糸球体腎炎への関与』 
腎炎患者の糸球体に沈着した免疫グロブリン

(IgG,IgA)や免疫複合体(IC)は白血球上の Fc 受容
体により認識される。申請者は活性型ヒト Fc受容
体(hFcR)を好中球のみに発現させた遺伝子改変
マウスを作成し、抗腎糸球体基底膜(GBM)抗体型
腎炎では hFcR を介した好中球による糸球体炎症
を起点に、Mφ、リンパ球の順に組織炎症が拡大
することを世界に先駆けて報告した(Immunity. 
2008,IF20.589, Fig.1)。Mφは組織障害の惹起のみ
ならず抗原提示細胞としてリンパ球による免疫反
応を誘導することが認知されている。近年 Mφには炎症促進的役割を担う炎症性 M1 型 Mφ以
外に、炎症を抑制する免疫調節性 M2 型 Mφの存在が新たに定義された。申請者らは脂肪由来
幹細胞(ASC)の抗 GBM 抗体型腎炎腎炎治療での有用性を動物実験で証明(Furuhashi K, J Am 
Soc Nephrol.2013)し、ASC による直接的 M2 型 Mφ誘導が腎炎改善の一因と結論づけ、さらに
は平成 25-27 年度科研費基盤 C 採択課題において、マウス抗 GBM 抗体型腎炎への骨髄細胞・iPS
細胞から人為的に誘導した M2 型 Mφ投与の優れた治療効果を確認した(論文準備中)。腎炎研究
は従来のリンパ球中心の考え方から、好中球、Mφを主役においた考え方へ、今大きな転換期を
迎えている。 
『好中球、Mφ上のインテグリンと糸球体腎炎への関わりと、インテグリン抑制因子 PILR』 
細胞表面上に発現しているインテグリンは、細胞と

細胞外基質との接着、加えてその後の細胞活性化に
不可欠な接着因子である(Fig.2)。インテグリンはα鎖
とβ鎖からなるヘテロ二量体であり、白血球の血管
内皮への接着や炎症組織への遊走過程では、
Mac-1(CD11b/CD18), LFA-1(CD11a/CD18)が重要な
役割を担うことが、遺伝子欠損動物や機能阻害抗体を
用いた長年の研究により明らかになってきている。
また 2009 年ヒト SLE 患者において、Mac-1 のα鎖で
ある CD11b の点変異と疾患発症頻度に相関があると
する報告が相次ぎ (Nath SK, Nat 
Genet.2008,Herley JB, Nat Genet.2008, Hom G, N Engl J Med. 2008)、Mac-1 の機能低下の
病因学的意義に注目が集まった。申請者らも、好中球特異的にヒト FcRIIA を Mac-1-/-マウス
に遺伝子導入し、ヒト全身性ループスエリテマトーデス(SLE)患者血清を移入することでルー
プス腎炎を再現した(Rosetti F, J Immunol.2012)。同モデルの腎障害は一時的なため、慢性の
全身炎症を伴う SLE の発症メカニズムへの Mac-1 欠損の一旦を説明したにすぎないが、Mac-1
は抗体型、IC 型炎症疾患を負に制御している可能性が示唆された。注目すべきことに、Mac-1 の
機能的 agonist が薬剤スクリーニングで同定され、マウス抗 GBM 型腎炎モデルで治療効果を
発揮した(Maiguel D, Sci Signal.2011)。また好中球・マク
ロファージ上に発現する受容体 paired immunoglobulin-like 
type 2 receptor alpha （PILRα）は、LFA-1 活性化を負に制
御するこ
とで、敗
血症モデ
ルでの白
血球組織
浸潤を抑
制し過度
な炎症が
起こらな
いよう調



節する因子として同定された。抗体型あるいは IC 型糸球体腎炎発症への関与は明らかではな
いが、Mac-1 活性化を調整する可能性が考えられる。以上から抗 GBM 型腎炎や SLE による腎
炎における Mac-1 活性化と PILRによるインテグリン活性化調整機構の解明は、学術的意味
が極めて高い。 
 
２．研究の目的 
慢性腎炎や糖尿病性腎症など主な慢性腎臓病(CKD)の発症・進展過程に共通する最も重要な機

序の一つは炎症であることが多くの研究で明らかにされている。今回の研究は CKD の代表的
原疾患である抗体型、免疫複合体型糸球体腎炎において中心的役割を担う好中球・マクロファ
ージの炎症部位への導入メカニズムに着目する。①接着分子インテグリン Mac-1 とその抑制分子
PILRの糸球体腎炎における役割を明らかにする、②多光子励起レーザー走査型顕微鏡下での生
体内イメージング法を用い炎症時に糸球体へ導入される白血球の動態観察の実現、③炎症性 M1 型
Mφ、免疫調節性 M2 型 Mφ上の Mac-1、PILR機能解析を行い、インテグリン活性化調節を介し
た糸球体腎炎発症機構の解明と、免疫調整性マクロファージを用いた細胞治療基盤の確立を目
的とした。 
 
３．研究の方法 
抗 GBM 抗体型腎炎、ループス腎炎モデルを PILR欠損(PILR-/-)、およびその野生型(WT)マウ

スに導入し、腎機能、組織学的検討、腎炎症性サイトカイン分析、炎症白血球分画解析など多
方面から疾患表現形を評価することで、Mac-1、PILRの糸球体腎炎発症・進展における役割を in 
vivo で検討した。さらに多光子励起レーザー走査型顕微鏡下での生体内イメージング法を用いた
炎症糸球体内好中球動態解析を行った。また、骨髄細胞よりマクロファージを誘導し、LPS 刺
激後のサイトカイン分泌を評価した。 
(1) 糸球体腎炎発症・進展過程における Mac-1、インテグリン抑制因子 PILRの役割 
代表的 II型アレルギー疾患である抗腎糸球体基底膜(GBM)抗体型腎炎(NTS-GN)を、野生型(WT)、

PILRα 欠損(PILRα-/-)マウスで作製した。尿蛋白・血清尿素窒素・血清クレアチニンなどの
腎機能的解析、フローサイトメトリーを使用した好中球・マクロファージ等の腎局所浸潤の比
較検討、腎傷害の組織学的検討、疾患惹起後の腎臓における mRNA、タンパクレベルでのサイト
カインプロファイリングを行った。また上記腎炎モデル腎糸球体を抗 PILRα抗体と抗 Ly 6B(好
中球・単球)、Ly6G 抗体(好中球)、CD68(マクロファージ)抗体で蛍光二重染色を行い、炎症糸
球体における PILRα陽性細胞、およびウサギ抗 GBM-IgG と二次性に産生されるマウス抗ウサギ
IgG の GBM 沈着、病腎での糸球体好中球浸潤評価を反映する糸球体 Esterase 染色の組織学的検
討、好中球由来ミエロペルオキシダーゼ(MPO)産生の評価をそれぞれ WT、PILRα-/-マウスで行
なった。なおループス腎炎モデルにおいては両マウスにおける表現系が一定しなかった。また、
疾患惹起時の好中球糸球体導入を観察するため、抗 GBM 抗体型実験モデルにおける糸球体好中
球観察時間を 0,2,4 時間とし、かつ前免疫あり、前免疫なしの条件に分け、Mac-1 活性化アゴ
ニスト Leukadherin-1(LA1)を WT マウスに投与、さらには WT、PILRα-/-マウスで糸球体好中球
数を組織学的に評価した。 
また in vitro 実験系として、BSA-抗 BSA 抗体により形成される免疫複合体でコートした培養

ディッシュ上に両マウス系統より単離した骨髄由来好中球を添加し、接着因子 Mac-1 依存性で
ある細胞癒着、MPO 産生における PILRα欠損の役割について継時的に解析した。 
(2) 多光子励起レーザー走査型顕微鏡下での生体内イメージング法を用いた炎症糸球体動態
解析 
WT、PILRα-/-マウス骨髄より好中球を単離。低毒性生細胞蛍光ラベル用キット(CFSE、CMF2HC)

で蛍光生細胞染色後に、前免疫ありの抗 GBM 抗体型腎炎 WT マウスに移入し糸球体炎症に関わる
白血球挙動を観察した。 

(3) 炎症性M1型Mφ、免疫調節性M2型Mφ上に発現するMac-1、PILRの機能解析 
WT、PILRα-/-マウス骨髄由来培養 M0 型 Mφを LPS/IFNγで M1型 Mφに誘導した後、それぞれ

LA1 あるいは Vehicle コントロール(DMSO)で処理し、LPS 刺激後に培養上清 IL-6、IL-1β、TNF
α濃度を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 糸球体腎炎発症・進展過程における Mac-1、インテグリン抑制因子 PILRの役割 
古典的 NTS-GN モデルにおいて、尿蛋白・血清尿素窒素・血清クレアチニン値による腎機能評

価、糸球体の PAS 染色陽性部位半定量的評価の両者において 、PILRα-/-マウスは、WTマウス
と比較し有意に重篤であった。また同腎傷害は、腎糸球体内外それぞれの好中球・マクロファ
ージ浸潤程度と強く関連しており、サイトカインプロファイリングでも、TNFα、iNOS、IL-6
発現が PILRαノックアウトマウスで有意に増加していた。蛍光顕微鏡によるウサギ抗 GBM-IgG
および二次性マウス抗ウサギ IgG の GBM 沈着評価では、WT、PILRα-/-マウス間で差はみられな
かった。病腎糸球体 Esterase 陽性細胞数および好中球由来ミエロペルオキシダーゼ(MPO)産生
は PILRα-/-マウスで有意に増加していた。短期観察 NTS-GN モデルにおいては、LA1 投与 WT
マウスでは、前免疫ありの条件下において 2時間後に糸球体好中球数の有意な増加をみた。ま



た興味深いことに前免疫なしの条件下では糸球体好中球数に PILRα-/-マウスと野生型マウス
間で差は認めなかったのに対し、前免疫により PILRα-/-マウスは 4 時間目の糸球体好中球数
の有意な増加を示した。 
In Vitro における免疫複合体(IC)上での癒着好中球数および MPO 産生においても PILRα-/-

マウスは、WTマウスと比較し有意に増加していた。 
(2) 多光子励起レーザー走査型顕微鏡下での生体内イメージング法を用いた炎症糸球体動態
解析 
糸球体内好中球停滞時間(dwelling time)は PILRα-/-マウスにおいて長い傾向が見られたが有
意差は確認されなかった。原因として、CMF2HC の蛍光輝度が低く観察しにくい点が挙げられた。 

(3) 炎症性M1型Mφ、免疫調節性M2型Mφ上に発現するMac-1、PILRの機能解析： 
WT、PILRα-/-マウス骨髄由来 M0、M1 型 Mφ両者で LPS 後のサイトカイン分泌に LA1 処理マク
ロファージでは抑制がみられたものの、WT、PILRα-/-マウス間では有意差は認められなかった。 
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