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研究成果の概要： 

免疫応答における活性化と抑制のバランス維持は、自己免疫疾患を予防し、適切な強度と時

間軸で免疫応答を誘導するために重要な機構であり、機能抑制型のレセプター群が重要な役割

を果たす。本研究は、炎症性細胞に限局して発現する抑制性レセプターLy49Q の機能解析を通

じて、MHCクラス Iとその受容体による新しい炎症制御機構を明らかにすることを目的とし、

この分子が炎症性細胞の細胞遊走とサイトカインの産生を制御していることを見出し、その分

子機構を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
免疫応答における活性化と抑制のバラン

ス維持は、自己免疫疾患を予防し、適切な強

度と時間軸で免疫応答を誘導するために重

要な機構であり、機能抑制型のレセプター群

が重要な役割を果たしている。抑制性レセプ

ターと総称されるこれらの分子群は、細胞内

領域の抑制性モチーフ（ITIM）にフォスファ

ターゼを動員し、活性化レセプターから伝達

されるリン酸化シグナルを遮断すると考え

られている。NK レセプター、Fc�RIIB、
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PIR-B といった抑制性レセプターの解析か

ら得られたこれら分子の機能的重要性と、抑

制性レセプターが複数の遺伝子クラスター

を形成する多種多様な分子として存在する

ことを考え合わせると、正常な免疫応答の制

御と免疫学的恒常性の維持には、多種類の抑

制性レセプターによる緻密で複雑な制御が

必要とされていると考えられる。そうした制

御機構の一つ一つを明らかにすることは、免

疫応答を正しく理解し、新しい免疫治療戦略

を開発するために必須の過程である。実際、

国内外において数多くのグループが種々の

抑制性レセプターによる免疫応答制御機構

を精力的に解析している。 
私たちはこれまで、NK 細胞の標的認識に

必須である、MHC クラス I 認識型の抑制性

レセプターの解析に従事し、新規 NK レセプ

ターの検索・同定とその機能解析を行ってき

た。その中で、私たちが見出した新規 NK レ

セプターLy49Q は、細胞内領域に ITIM を有

する抑制性 NK レセプターに属するものの、

NK 細胞には発現せず、プラスマ樹状細胞、

マクロファージ、好中球に限局して発現する

ユニークな分子であり、これまでにこの分子

のリガンドを同定し、機能解析を進めてきた。

これまでの解析から Ly49Q は、その発現に

よって接着阻害を引き起こすが、その一方で、

炎症性サイトカインの存在に依存して細胞

の極性形成を速やかに誘導することから、感

染炎症応答の初期に迅速に適所に移動する

好中球、マクロファージ、プラスマ樹状細胞

といった細胞に特有の“速い”細胞移動･細胞

運動の制御に関わっている可能性が考えら

れた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、抑制性レセプターLy49Q の恒常

的不活性型分子および野生型 Ly49Q を発現

するトランスジェニックマウス、および

Ly49Q 欠損マウスを用いて、以下の点を明ら

かにすることを目的として行った。 
【1】 抑制性レセプター異常による炎症

初期の好中球浸潤の遅延を司る分子機構を

理解することにより、炎症応答の新しい制御

機構を明らかにする。 
【2】 炎症反応の初期における好中球動

員の遅延と、炎症性細胞によるサイトカイン

産生の時間軸のずれが、その後の病態および

獲得免疫系に与える影響を明らかにし、炎症

惹起の時間軸の制御が、生体防御にどのよう

に寄与しているかを明らかにする。 
【3】 抑制性レセプターによる樹状細胞

の機能制御機構を明らかにする。 
本研究課題の遂行により、骨髄球系細胞に

特有の感染炎症応答の制御機構とそれが獲

得免疫応答にどのような影響を与えるかを

明らかにすることができる。また、免疫応答

の時間軸がどのような機構で制御されてい

るかについての分子機構の一端を明らかに

することができ、感染炎症の病態制御におい

て、新たな視点の広がりと治療標的の探索を

可能にする。 
 
３．研究の方法 
(1) 好中球のケモタキシスおよび組織浸潤

の役割：マウス骨髄より好中球を比重遠心法

によって単離濃縮し、fMLP や KC などのケ

モカイン存在下での遊走活性および浸潤活

性を、ケモタキシスチャンバーを用いて定量

した。 
(2) 好中球の細胞極性形成の解析：好中球を

ケモカイン刺激後、F-アクチンと微小管の再

構築、細胞極性形成の誘導を、共焦点顕微鏡

を用いた免疫組織学的解析によって観察し

た。 
(3) 炎症の in vivo モデル：空気嚢法モデル

および腹膜炎モデルを用いて、空気嚢法、腹

腔内へ酵母または大腸菌を播種し、一定時間

ごとに嚢胞内および腹腔内を洗浄回収し、好

中球数および菌体数を定量した。また回収さ

れた浸潤細胞について、フローサイトメトリ

ー解析によって細胞種の同定および定量を

行 っ た 。 ま た 、 非 メ チ ル 化 オ リ ゴ

DNA(CpG-ODN)をリポソームととともにマ

ウスに免疫し、樹状細胞の機能解析を行った。 
(4) 樹状細胞の機能解析：CpG-ODN で刺激



 

 

したマウスの血清中サイトカイン (IFN�, 
IL-6, TNF�, IL-12p70)をELISAまたはサイ

トカインビーズアレイ法によって定量した。

また、マウス脾臓より定法に従って樹状細胞

を調整し、分化成熟の指標として細胞表面マ

ーカー(CD80, CD86, CD40, MHC クラス II
など)をフローサイトメトリーによって解析

した。必要に応じて、マウス骨髄より樹状細

胞を Flt3L 存在下にて in vitro で分化誘導し、

サイトカイン産生、抗原提示機能を解析した。 
(5) シグナル伝達の生化学的解析：好中球、

樹状細胞、または培養細胞株より、ケモカイ

ン、CpG 等の刺激存在下または非存在下にお

いて細胞抽出液を調整し、Src ファミリーキ

ナーゼ、MAP キナーゼの活性化を SDS ゲル

電気泳動法およびウエスタンブロット法を

用いて定法に従って解析した。Ly49Q 会合分

子については抗 FLAG 抗体を用いて Ly49Q
を免疫沈降後、生化学的解析を行った。 
(6) ノックアウトマウスの作製：Ly49Q 欠

損マウスを定法に従って作出した。 
 
４．研究成果 

れまでに私たちは、細胞内領域に抑制性モ

チーフ (ITIM)を有する抑制性レセプター

Ly49Q について、プラスマ樹状細胞、マクロ

ファージ、好中球に限局して発現し、MHC
クラス I とのシス相互作用を介して細胞骨格

制御に関わることを報告した。本研究では、

Ly49Q 欠損マウスおよび抑制性モチーフ内

のチロシンをフェニルアラニンに置換した

恒常的不活性型 Ly49Q (Ly49QYF)を発現す

るトランスジェニックマウスを用いて、以下

の成果を得た。 
(1)  抑制性レセプターLy49Q による早期炎

症における好中球の新規機能制御機構 
Ly49Q の抑制性モチーフ内のチロシンをフ

ェニルアラニンに置換した恒常的不活性型

Ly49Q を発現するトランスジェニックマウ

スおよびLy49Q欠損マウスを用いて、Ly49Q
がケモカインに対する好中球の速やかな細

胞極性形成と遊走、および炎症層への細胞浸

潤に重要であることを明らかにした。これら

の Ly49Q の機能には、細胞内 ITIM が必須

であり、y49Q は MHC クラス I とシス会合

することによってラフトに局在し、シグナル

依存的に SHP-2 フォスファターゼをラフト

に動員することが重要であると考えられた。 
(2)  Ly49Q のシグナル伝達経路の解析 
マウスマクロファージ細胞株に Ly49Q の野

生型および恒常的不活性型分子を発現させ

たトランスフェクタントを用いて、Ly49Q の

シグナル伝達経路の解析を行い、細胞内領域

の ITIM に SHP-1 および SHP-2 の両者が会

合すること、Ly49Q がホモ二量体を形成する

ことによる 2 つの ITIM が機能に必須である

こと、ケモカイン刺激による好中球の Src お
よびPI3キナーゼの活性制御に重要な役割を

果たしていることを明らかにした。およびキ

ナーゼの活性を制御している可能性を見出

した。 
(3)  Ly49Q によるプラスマ樹状細胞の機能

制御 
Ly49Q 欠損マウスを用いて、この分子がプラ

スマ樹状細胞において Toll like receptor 9 
(TLR9)を介したサイトカイン産生に重要な

役割を果たすことを明らかにした。Ly49Q 欠

損マウスでは、CpG-ODN 刺激によって誘導

される IFN�および IL-12 の産生制御が減弱

すること、その結果、生体からのウイルス排

除の効率が低下することを見出した。さらに、

その分子機構として、Ly49Q が細胞膜脂質ラ

フトの輸送制御を介してエンドライソゾー

ムの細胞内輸送を制御することにより、

TLR9 および CpG の細胞内輸送を制御する

ことを報告した。 
Ly49Q は炎症性細胞に限局して発現する抑

制性レセプターであることから、本研究によ

って、炎症細胞は細胞特有のラフト輸送制御

機構を有し、この制御機構が炎症初期の早い

細胞応答に重要な役割を果たしていること

が明らかとなった。 
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