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研究成果の概要： 

マクロファージや樹状細胞（DC）といった貪食細胞は、生体内に侵入した細菌などの

病原体を貪食することによって感染防御の砦として機能しているだけでなく、生体内

でアポトーシスに陥った死細胞を貪食することによって末梢のトレランス維持に関

与していると考えられている。マクロファージの貪食機構についてはこれまでに詳細

に解析されているものの、DC のそれについてはあまり分かってない。今回、我々は

マウス CD8+ DC の死細胞貪食機構に T cell immunoglobulin mucin-3（Tim-3）が関

与することを見出した。 
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１．研究開始当初の背景 
マクロファージや DC といった貪食細胞は生
体内で死細胞を速やかに認識し貪食するこ
とにより末梢の寛容維持に関与していると
考えられている。これまでにマクロファージ
の死細胞認識機構は詳細に解析されてきた。
つ ま り 、 ・ v ・ 3 integrin/Milk fat 
globule-EGF factor 8 (MFG-E8)システムや
MerTK/Gas6 システムが死細胞認識および貪
食に重要であることが既に報告されている。

最近では T cell immunoglobulin mucin-4 
(Tim-4)がアポトーシス細胞に表出する
phosphatidylserine(PS)に対する高親和性
マクロファージレセプターであることが報
告された。一方で、DC の死細胞認識の分子メ
カニズムは不明であった。 
 
２．研究の目的 
我々は、Tim-3 を HEK293T 細胞に発現させる
と、その細胞はアポトーシス細胞貪食能を獲
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得すること、また Tim-3 がマウス脾臓 CD8+ DC
細胞上に高発現していることを見出した。
CD8+ DC は既にクロスプレゼンテーション能
力の高い DC サブセットであることが知られ
ており、本研究では、Tim-3 が CD8+ DC のア
ポトーシス細胞の認識・貪食およびその死細
胞由来抗原のクロスプレゼンテーションに
関与するかについて検討を行った。 
 
３．研究の方法 
（1）実験材料 
C57BL/6マウスおよびSDラットはチャールス
リバーより購入した。OT-I マウスは Heath 博
士（The Walter and Eliza Hall Institute）
より供与された。抗マウス Tim-3 抗体
（RMT3-23, rat IgG2a/・）および抗マウス
Tim-4 抗体（RMT4-54, rat IgG2a/・）は、各々
Tim-3-Ig および Tim-4-Ig キメラタンパクを
SD ラットに免疫することによって作製した。 
 
（2）Tim-3 発現 HEK293T の死細胞貪食能の測
定 
Tim3 あるいは種々の Tim-3 変異体を
pEF6/V5-TOPO ベクターに組み込み、各々のプ
ラスミド DNA を lipofectAMINE2000 を用いて
HEK293T細胞に導入した。その細胞を 24-well 
plate に 1x105/well まき、蛍光標識したアポ
トーシス胸腺細胞（2x106/well）と 1 時間共
培養した。HEK293T 細胞のアポトーシス貪食
能についてフローサイトメトリーおよび共
焦点顕微鏡により解析した。 
 
（3）in vitro 脾臓 DC の貪食能の測定 
比重分離および CD11bビーズを用いて調製し
た脾臓 DC を APC-抗 CD8 抗体で予め染め、
5x105/wellの細胞数で48-well plateにまき、
rIgG、RMT3-23 あるいは RMT4-54（40 ・ g/ml）
を添加し 1 時間培養した。その後、TAMRA 蛍
光 ラ ベ ル 化 ア ポ ト ー シ ス 胸 腺 細 胞 を
2.5x106/wellまき、37℃で1時間共培養した。
その後、DC を回収し、FITC-抗 CD11c 抗体で
染めた後、フローサイトメトリーにより、CD8+ 
DC11c+ 細胞あるいは CD8- CD11c+細胞中の
TAMRA 陽性細胞数を測定することによって、
各 DC サブセットのアポトーシス細胞認識能
を検討した。 
 
(4) in vivo 脾臓 DC の貪食能の測定 
FITC 蛍光標識したアポトーシス胸腺細胞を
マウスに静脈内投与し、その 1時間後、マウ
ス脾臓を摘出し、脾細胞 CD8+ CD11c+細胞の
FITC 陽性細胞数をフローサイトメトリーに
よって測定した。 
 
（5）in vivo クロスプレゼンテーションの測
定 
CFSE 蛍光標識した OT-I 細胞（2x106 per 

mouse）を C57BL/6 マウスに移入した。翌日、
マウスにrIgG、RMT3-23あるいはRMT4-54（200 
・ g per mouse）を静脈内投与し、その 2 時
間後に OVAタンパクを取り込ませたアポトー
シス脾細胞（1x107 per mouse）を静脈内投与
した。2 日後、マウスより脾臓を摘出し、脾
臓中の CD8+ V ・ 2+細胞の CFSE 蛍光強度の減
弱をフローサイトメトリーにより測定する
ことによって移入 OT-I 細胞の細胞分裂回数
を検討した。 
 
４．研究成果 
（1）Tim-3 はその細胞外 IgV ドメインの FG
ループを介してアポトーシス細胞を認識す
る。 
 HEK293T 細胞はアポトーシス細胞の認識能
は極めて低いが、Tim-3 を導入することによ
ってその認識能が顕著に高くなることが判
明した（図 1A、B）。次に Tim-3 のアポトーシ
ス細胞認識部位を決定するために、FG および
CC’ループ近傍のアミノ酸残基をアラニン
に置換した変異体を数種類作製し、各々につ
いてアポトーシス細胞認識能を検討した。図
1C、Dに示すように 112 番目のアルギニンを
アラニンに置換した変異体、および 120 番目
121 番目のアスパラギン・アスパラギン酸を
共にアラニンに置換した変異体でアポトー
シス細胞認識能がほぼ完全に失われた（図
1E）。以上の結果は、Tim-3 が FG ループを介
してアポトーシス細胞を認識することを示
唆する。 



 

 

 
（2）Tim-3 は CD8+ DC 上に発現し、アポトー
シス細胞認識に関与する。 
 マウス Tim-3の発現を種々の細胞において
検討したところ、脾臓 CD8+ DC 上に高発現す
ることを見出した（図 2A、B）。次に CD8+ DC
の死細胞認識に Tim-3が関与するか否かにつ
いて抗 Tim-3 中和モノクローナル抗体
RMT3-23 を用いた in vitro phagocytosis 
assay により検討した結果、図 2C に示すよう
にRMT3-23によって約50％阻害されることが
判明した。この結果は、Tim-3 が CD8+ DC の
死細胞認識に関与することを示唆する。 
 

 
（３）Tim-3 は死細胞由来抗原のクロスプレ
ゼンテーションに重要である。 
次に in vivo における死細胞認識への Tim-3
の関与を検討するために、RMT3-23 を予め投
与したマウスに CFSE ラベル化アポトーシス
脾臓細胞を投与し、脾臓 CD8+ DC のアポトー
シス細胞認識に対する RMT3-23の阻害効果を
検討した。その結果、in vitro と同様 in vivo
においても RMT3-23 によって約 50%阻害され
ることが判明した（図 3A、B）。CD8+ DC はク
ロスプレゼンテーションを担う唯一の生体
内 DC であることから、さらに我々は死細胞
由来抗原のクロスプレゼンテーションに
Tim-3 が関与するか否か以下のように検討し
た。CFSE 蛍光標識した OT-I 細胞をマウスに
移入し、翌日、マウスにrIgGあるいはRMT3-23
を静脈内投与し、その 2時間後に OVA タンパ
クを取り込ませたアポトーシス脾細胞（1x107 
per mouse）を静脈内投与した。2日後、マウ
スより脾臓を摘出し、脾臓中の CD8+ V ・ 2+

細胞の CFSE 蛍光強度の減弱による OT-I 細胞
の分裂回数をフローサイトメトリーにより
測定した。その結果、RMT3-23 投与群では、
OT-I の細胞分裂回数が著しく低下した（図
3C、D）。この結果は、Tim-3 は死細胞の貪食
に重要であり、それに続く死細胞由来抗原の
クロスプレゼンテーションにも影響を及ぼ
すことを示唆する。 

 

研究総括 
本研究結果から、これまで不明であった CD8+ 
DCの死細胞認識機構にTim-3が関与すること
が明らかになった。Tim-3 を介する CD8+ DC
の死細胞認識およびクロスプレゼンテーシ
ョンはCD8+ エフェクターT細胞の誘導に関与
するのか、あるいは自己反応性 CD8+ T 細胞の
トレランス誘導に関与するのかは不明であ
り、その点を解明することによって今後、癌、
ウイルス感染や自己免疫疾患等のCD8+ T細胞
が関与する多くの疾患を制御できることが
期待できる。今後のさらなる研究が必要であ
る。 
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