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研究成果の概要（和文）：CD300f欠損マウスの耳介にLPS投与を行うと野生型と比較し著明に皮膚炎症（浮腫と
好中球集積）が増悪する。これは、CD300fとセラミドの結合はLPSによるマスト細胞と好中球の活性化を抑制す
ることによる。大腸菌の皮膚感染でもLPS同様に、大腸菌投与24時間後のCD300f欠損マウスの耳介でも著明に皮
膚炎症（浮腫と好中球集積）の増悪が認められたが、その後CD300f欠損マウスの耳介の組織所見は速やかに改善
した。他方、野生型マウスの耳介の炎症は大腸菌の排除がうまくできず、炎症が遷延化した。CD300fとセラミド
の結合が好中球集積を抑えると、大腸菌の殺菌・排除には不利に働く可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：A rapid accumulation of neutrophils with edema was observed in the ear skin 
of CD300f KO mice compared with WT mice 1 day after E. coli inoculation. However, skin inflammation,
 characterized by edema and neutrophil accumulation, subsided in the ear skin of CD300f KO mice 6 
days after E. coli inoculation, presumably because E. coli was cleared by rapidly recruited 
neutrophils. We observed persistent inflammation after E. coli infection in the ear skin of WT mice 
and lower counts of E. coli were noted in the ears of CD300f KO mice 5 days after E. coli 
inoculation. Furthermore,we found that treatment with anti-ceramide Ab, but not with a control Ab, 
disrupted the ceramide-CD300f interaction and lowered the counts of E. coli in the inoculated ear 
skin of WT mice 5 days after E. coli inoculation at levels comparable to those of CD300f KO mice. 
Disrupting the ceramide-CD300f interaction promote the recruitment of neutrophils to sites of 
infection that efficiently engulf and kill E. coli. 

研究分野：アレルギー

キーワード： CD300　TLR　LPS　ceramide
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研究成果の学術的意義や社会的意義
CD300f欠損マウスは盲腸結紮穿刺による敗血症性腹膜炎に対して抵抗性を示し、野生型マウスに対するセラミド
抗体やCD300f-Fcの投与は敗血症性腹膜炎の致死率を改善させることが証明されている。今回、大腸菌の皮膚感
染ではセラミドとCD300fの結合は好中球遊走因子の産生を抑制して好中球集積を抑えるため、感染防御には不利
に働いた。また、セラミド抗体の投与は腹膜炎モデル同様に、皮膚における大腸菌の排除を改善させた。ヒト
CD300fにおいても同様の結果が得られ、セラミドとCD300fの結合を阻害する薬剤はグラム陰性桿菌感染（皮膚及
び全身）の治療薬として有効である可能性が示唆された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
Leukocyte mono-immunoglobulin-like receptor (LMIR)/CD300 は相同性の高い 1個の免疫グ
ロブリン様構造を有するペア型免疫受容体である。マウスでは少なくとも 8個の LMIR が 11 番
染色体に連座するが、その中で LMIR1/CD300a と LMIR3/CD300f が抑制型受容体（他は活性化型
受容体）である。LMIR3 はマスト細胞や好中球などのミエロイド系細胞で発現が高い。LMIR3
は細胞内領域に 2 個の immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif (ITIM)と 1 個の
immunoreceptor tyrosine-based switch motif (ITSM)をもつ。研究代表者は、マウス骨髄由来
マスト細胞(BMMC)の高親和性 IgE 受容体(FcRI)と LMIR3 を抗体で共架橋すると BMMC の FcRI
シグナルが LMIR3 の ITIM と ITSM のリン酸化を介して抑制されることを示した（Izawa et al, J 
Biol Chem, 2007）（Izawa et al, J Immunol, 2009）。次に、LMIR3 欠損マウスでは野生型マウ
スと比較して IgE とマスト細胞に依存するアナフィラキシーや気道炎症が著しく増悪すること
を示した。さらに、（LMIR3 の細胞外領域を用いる）結合アッセイとレポーターアッセイにより、
LMIR3 リガンドとして脂質セラミドを同定した。実際、細胞外セラミドはマスト細胞が局在す
る真皮にも存在すること、セラミドと LMIR3 の結合がマスト細胞の FcRI シグナルを in vitro
及び in vivo で抑制することを証明した（Izawa et al, Immunity, 2012）。一方、ヒト LMIR3
が認識する脂質はセラミドとスフィンゴミエリンであることも明らかにした（Izawa et al, J 
Allergy Clin Immunol, 2014）。また、研究代表者のグループは、活性化型 LMIR5 がホスファチ
ジルセリン(PS)結合タンパクであるTIM1を認識することを示した（Yamanishi et al, J Exp Med, 
2010）。他の研究者グループは、マウス及びヒト CD300a が死細胞に表出する PSやホスファチジ
ルエタノラミン(PE)を認識することを示した（Nakahashi-Oda et al, J Exp Med, 2011）(Simhadri 
et al, Blood, 2012)。これらの結果は「LMIR/CD300 が脂質あるいは脂質結合タンパクを認識
する受容体である」ことを示唆した。 
皮膚は体の最も外側にある臓器であり、外界からの異物や病原体の侵入を防御する物理的な
バリヤーであるとともに、直接病原体を認識する役割を担っている。皮膚は微生物が侵入する
と、細菌などの菌体成分やウイルス由来の核酸などの外因性リガンドである PAMPs (pathogen- 
associated molecular pattern)に対応した TLR が活性化され、様々な自然免疫応答の調節が行
われる。TLR はマクロファージ・樹状細胞・顆粒球・NK 細胞・T 細胞といった免疫系細胞のみ
ならず、ケラチノサイト・メラノサイト・繊維芽細胞・上皮細胞など様々な細胞に発現してお
り、細胞性免疫と液性免疫に直接的ならびに間接的に作用することで獲得免疫系も制御してい
る。一方、TLR は PAMPs のみならず、ネクローシス細胞などから放出される内因性リガンドで
ある DAMPs (damage-associated molecular pattern)や細胞外マトリックスも認識することが
知られている。近年、アトピー性皮膚炎、接触性皮膚炎、乾癬などの多くの皮膚炎症性疾患の
発症にも TLR の関与が報告され注目されている。 
近年抗生剤により多くの皮膚感染症は治療可能であるが、免疫不全による易感染症患者の増
加や、耐性菌の問題もあり皮膚感染症に対する新たな治療法の開発が期待されている。皮膚感
染症や皮膚炎症性疾患における TLR の役割の解明は免疫・アレルギー学における大きな課題の
一つである。LMIR3 と脂質リガンドの結合が生体内における TLR に対する反応をどのように制
御するかを解明することは基礎免疫学・臨床アレルギー学の発展に直結すると考えられ、本研
究計画の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
TLR の活性化により好中球浸潤を伴う皮膚炎症が惹起される。しかし、その皮膚炎症の制御
機構は十分に解明されていない。研究代表者のグループは、マスト細胞の抑制型受容体
LMIR3/CD300f が脂質セラミドを認識して皮膚のアレルギー反応を抑制することを証明した
（Izawa et al, 2012, Immunity）。本研究の目的は、マスト細胞と好中球に発現する LMIR3 と
その脂質リガンドに着目して、最近感染時の皮膚の炎症の制御メカニズムと病態形成における
マスト細胞・好中球の役割を明らかにすることである。最終的な目標は、病態生理に基づき、
難治性の皮膚炎症性疾患に対する画期的な治療法を開発することである。 
 
３． 研究の方法 
野生型・LMIR3 欠損マウス・各細胞特異的 LMIR3 欠損マウス・上記細胞を移入されたマウスの
皮膚に TLR4 アゴニストである LPS や LPS を含む E.Coli の死菌や生菌を皮下投与して、炎症（浮
腫や炎症性細胞の集積など）を評価する。また、セラミド含有脂質やセラミド抗体の投与が病
態に及ぼす効果を調べる。TLR4 の活性化による皮膚炎症が LMIR3 によってどのように制御され
るかを明らかにする。 
(1) 皮膚感染または炎症モデルにおける WT と LMIR3-/-マウスの比較 
糞便由来の大腸菌（グラム陰性菌）の生菌や死菌、様々な TLR リガンド（LPS、zymosan な
ど）を皮下投与する。その後、Evans blue による血管透過性の評価、経時的な耳介腫脹の
測定、病理組織による炎症所見の評価などを行う。生菌の感染後の後一定の時間後に耳を
コラゲナーゼ処理し、溶解液を段階希釈後ドリガルスキー培地にまき、大腸菌の量を定量
する。 
 
(2) 皮膚感染または炎症モデルにおけるの比較 



上記１の系において大腸菌または LPS とともに、LMIR3 のリガンドであるセラミド抗体ま
たはセラミド vesicle を同時に投与し、Evans blue による血管透過性の評価、経時的な耳
介腫脹の測定、病理組織による炎症所見の評価効果を判定する。 
 

(3) WT と LMIR3-/-マウス由来のミエロイド系細胞の比較  
LMIR3 リガンドである脂質セラミドの存在下・非存在下で、野生型及び LMIR3 欠損マウス
由来のマスト細胞・好中球・樹状細胞・マクロファージに大腸菌死菌または LPS を投与し
て、細胞内シグナル伝達の評価と炎症性メディエーターの産生量・貪食能・殺菌能・遊走
能の測定を行う。 
 
(4) WT と LMIR3-/-マウス由来のミエロイド系細胞の比較  
LMIR3 欠損マスト細胞にマウスまたはヒト LMIR3 を発現させたトランスフェクタントも用
いて、マウス LMIR3 同様にヒト LMIR3 が TLR4 に対して抑制作用をもつかを検討する。 
【in vitro】プレートにセラミドを固層化して大腸菌死菌または LPS の刺激を行い、サイ
トカインや炎症性メディエーターの産生を評価する。 
【in vivo】マスト細胞欠損マウス（KitW-sh/W-sh及び Mcpt5-Cre/R-DTA）の耳介にトランス
フェクタントのマスト細胞を皮下注射し6週間後に、大腸菌死菌またはLPSを皮下投与し、
Evans blue による血管透過性の評価、経時的な耳介腫脹の測定、病理組織による炎症所見
を評価する。 

 
４．研究成果 
セラミドと CD300f の結合はリポポリサッカライド（LPS）による皮膚炎症を抑制する 
CD300f が LPS による TLR4 シグナルを抑制するかを調べた。最初に、野生型及び CD300f 欠損マ
ウスの耳介に LPS を皮下投与して皮膚の炎症を比較した。野生型マウスと比較して CD300f 欠損
マウスの耳介では著明な浮腫が認められた。LPS 投与後に色素を静注して１時間後の耳介にお
ける色素漏出量を比較すると、CD300f 欠損マウスでは著しく多量の色素漏出が認められた。従
って、CD300f は LPS 投与による皮膚の浮腫を抑えることが示された。次に、マウスの背中（皮
下）に空気嚢を作製して、LPS を空気嚢に投与する実験を行った。4時間後の空気嚢洗浄液中の
好中球数を比較すると、CD300f 欠損マウスでは著しく多い好中球の集積が認められた。従って、
CD300f は LPS 投与による好中球集積を抑えることが示された。さらに、セラミド抗体や
CD300f-Fc を野生型マウスに前投与してから同様の実験を行うと、LPS による皮膚の浮腫や好中
球集積が野生型マウスと同程度に増強した。逆に、セラミド vesicle を前投与してから同様の
実験を行うと皮膚の浮腫や好中球集積は抑えられた。これらの投与は CD300f 欠損マウスの皮膚
炎症に影響しないことも確認された。つまり、CD300f とセラミドの結合は LPS による皮膚炎症
（浮腫と好中球集積）を抑えると考えられた。 
皮膚のミエロイド系細胞を解析した結果、CD300f の発現はマスト細胞と好中球で高いことが
確認された。マスト細胞欠損マウス（KitW-sh/W-sh及び Mcpt5-Cre/R-DTA）の耳介に野生型あるい
は CD300f 欠損 BMMC を生着させてから LPS を投与して同様の実験を行うと、CD300f 欠損マスト
細胞が生着した耳介において著明な浮腫が認められた。さらに、マスト細胞欠損マウスの背部
空気嚢に野生型あるいは CD300f 欠損 BMMC を生着させてから同様の実験を行うと、CD300f 欠損
マスト細胞が生着した空気嚢において著明な好中球集積が認められた。また、マスト細胞欠損
マウスの背部空気嚢に野生型あるいは CD300f 欠損好中球を投与してから同様の実験を行うと、
野生型好中球と比較して CD300f 欠損好中球が投与された空気嚢にはレシピエント由来の好中
球がより多く集積することが判明した。これらの結果から、皮膚のマスト細胞や好中球に発現
する CD300f が LPS による皮膚炎症（浮腫や好中球集積）を抑制すると考えられた。他方、LPS
投与 1時間後の空気嚢洗浄液中に含まれる好中球遊走因子（MIP2・KC・LTB4）や血管透過性増
強因子（LTC4）の量を測定すると、CD300f 欠損マウスでは好中球遊走因子や血管透過性増強因
子の量が多いことが示された。さらに、セラミド存在下あるいは非存在下で（野生型及び CD300f
欠損）BMMC の TLR4 を LPS で刺激する実験を行った。その結果、セラミドと CD300f の結合は TLR4
を介するマスト細胞の好中球遊走因子や血管透過性増強因子の放出を抑制することが示された。
同様の実験から、セラミドと CD300f の結合は TLR4 を介する好中球による好中球遊走因子の放
出を抑制することも示された。以上をまとめると、セラミドと CD300f の結合はマスト細胞や好
中球の TLR4 シグナルを抑制して、皮膚の炎症（浮腫と好中球集積）を抑える。 
 
皮膚の大腸菌感染における CD300f とセラミドの役割について 
CD300f が皮膚の LPS 応答を制御する生理的な意義を明らかにするために、細胞壁外膜に LPS を
有する大腸菌を皮下投与する感染実験を行った。野生型マウスの場合と比較して、大腸菌投与
24 時間後の CD300f 欠損マウスの耳介では著明な浮腫と好中球集積が認められた。その後、
CD300f 欠損マウスの耳介の組織所見は速やかに改善した。他方、野生型マウスの耳介の炎症は
増悪・遷延化した。耳介の大腸菌数を定量化すると、野生型マウスと比較して CD300f 欠損マウ
スの大腸菌数は急速に減少すること、つまり、CD300f 欠損マウスの皮膚の大腸菌感染は速やか
に改善することが明らかになった。また、セラミド存在下あるいは非存在下で BMMC や好中球を
大腸菌（死菌）で刺激する実験を行った結果、セラミドと CD300f の結合はマスト細胞や好中球



の活性化を抑制することが確認された。これまでの結果から、以下のようなメカニズムが想定
される。皮膚に大腸菌が感染すると、皮膚のマスト細胞は TLR4 を介して活性化して好中球遊走
因子や血管透過性増強因子を産生する。局所に集積した好中球も大腸菌に反応して好中球遊走
因子を産生し、さらに好中球を集積させる。セラミドと CD300f の結合は大腸菌によるマスト細
胞や好中球の活性化を抑制して好中球の集積を抑えるため、大腸菌にとっては好中球による貪
食・殺菌を免れやすくなる。一方、CD300f 欠損マウスでは著明に好中球が集積するため大腸菌
は排除されやすいと考えられる。実際、野生型マウスにセラミド抗体を前投与してセラミドと
CD300f の結合を阻害すると、大腸菌感染後の皮膚局所には好中球がより集積して大腸菌を速や
かに排除することが示された。一方、セラミドと CD300f の結合は大腸菌感染における好中球自
体の遊走能や殺菌能に有意な影響を及ぼさなかった。以上をまとめると、大腸菌の皮膚感染で
はセラミドと CD300f の結合は好中球遊走因子の産生を抑制して好中球集積を抑えるため、感染
防御には不利に働くと考えられた。 
CD300f 欠損マスト細胞にヒト CD300f を発現させたトランスフェクタントをマスト細胞欠損
マウスの皮膚に生着させてから LPS を皮下投与すると、ヒト CD300f はマウス CD300f と同様に
炎症を抑制することが示された。さらに、ヒト CD300f の阻害抗体を利用することによって、ヒ
トのマスト細胞や好中球が大腸菌（死菌）に反応して産生する好中球遊走因子や血管透過性増
強因子の量はセラミドとヒト CD300f の結合によって抑えられることが証明された。従って、ヒ
トにおいても、セラミドと CD300f の結合は LPS による皮膚炎症（浮腫や好中球集積）を抑える
が、実際の大腸菌感染では好中球集積を抑えるため感染防御には不利に作用する可能性が示唆
された 9)。 
 
まとめ 
CD300fとセラミドの結合はIgEと抗原によるマスト細胞の脱顆粒を抑制することによって皮膚
アナフィラキシー反応を抑える。また、CD300f とセラミドの結合は LPS によるマスト細胞と好
中球の活性化を抑制することによって皮膚炎症（浮腫と好中球集積）を抑える。しかし、大腸
菌の皮膚感染では好中球集積を抑えることが、大腸菌の殺菌・排除には不利に働く可能性が示
唆された。CD300f 欠損マウスは盲腸結紮穿刺による敗血症性腹膜炎に対して抵抗性を示し、野
生型マウスに対するセラミド抗体や CD300f-Fc の投与は敗血症性腹膜炎の致死率を改善させる
ことが証明されているので、セラミドと CD300f の結合を阻害する薬剤はグラム陰性桿菌感染
（皮膚及び全身）の治療薬として有効かもしれない。他方、CD300f とセラミドの結合は FcεRI
や TLR4 を含む複数の活性化シグナルを抑制することが判明しており、CD300f は皮膚のアレル
ギー・炎症性疾患の治療標的となりうる。CD300f リガンドを活用する治療法の開発が望まれる。 
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