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研究成果の概要（和文）：本研究では、脳虚血→死細胞の貯留→炎症→神経細胞障害という脳梗塞カスケードに
おける免疫系、特にマクロファージとその表面分子CD300aによる貪食抑制の分子メカニズムを明らかにした。ま
た、貪食ブレーキであるCD300aを阻害することによる脳虚血疾患の分子標的治療の具現化につながる基盤的知見
を得た。具体的には、脳虚血によって出現してくる死細胞に対する貪食を、CD300aを阻害することによって亢進
させると脳梗塞後の神経障害が軽減することから、CD300aが脳梗塞後の分子標的治療候補として考えられた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we clarified the molecular mechanism of efferocytosis 
inhibition by the immune system, especially by macrophages and their surface molecule CD300a, in the
 cerebral infarction cascade of cerebral ischemia, accumulation of dead cells, inflammation, and 
neuronal damage. In addition, we obtained fundamental findings that will lead to the realization of 
molecularly targeted therapy for cerebral ischemic diseases by inhibiting CD300a. Specifically, the 
inhibition of CD300a enhances efferocytosis that emerge as a result of cerebral ischemia and reduces
 neurological damage after cerebral infarction, suggesting that CD300a is a candidate for 
molecularly targeted therapy after cerebral infarction.

研究分野：免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳梗塞においては、神経細胞等の脳細胞が死滅し、死細胞由来の炎症が様々な神経症状を誘導するため、死細胞
を早期に除去することができれば、脳梗塞による神経障害を最小限に食い止めることができると考えられる。本
研究では、CD300aを欠損、もしくは抗CD300a抗体の投与によってその機能を阻害すると、マクロファージによる
死細胞の貪食を亢進させることが可能となり、マウス脳梗塞モデルにおける神経障害が軽減することを見いだし
た。本研究の成果は、脳梗塞後の神経障害克服の実現へ向けた一歩になるものと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
（１）脳虚血における神経障害 

⾎栓あるいは塞栓により脳組織の⾎流が途絶し虚⾎が始まると、神経細胞死が認められる梗塞
巣に加えて、周辺の可逆的な領域であるペナンブラでは、発症１〜３時間で炎症細胞の浸潤を認
め、発症６時間を越えると神経細胞の死が始まる。すなわち、脳虚⾎の開始時は未病あるいはご
く軽度の神経障害であり、その病態は可逆的であるが、ペナンブラでの炎症が遷延化すると、神
経細胞死が誘導され、神経障害の不可逆化が成⽴する。これらのイベントカスケードの中で、貯
留した死細胞に由来する DAMPs (Damage-associated molecular pattern) が誘導する免疫応答によ
る炎症反応が、カスケードを増幅させ、神経障害の不可逆化の誘因となることが⽰唆されている
(Eltzschig et al. Nat Med 2011)。したがって未病の時期に、死細胞の除去を促進させることによっ
て DAMPs が誘導する炎症を制御することができれば、病態を可逆的に回復させたり、神経障害
の軽減あるいは不可逆化を遅延することが可能と考えられる。しかし、この神経障害に⾄る⼀連
のイベントカスケードの病理とその分⼦機構は充分に解明されていない。 

（２）死細胞のクリアランス制御メカニズム 

ヒトの体内では毎秒 100 万個以上の細胞にアポトーシスが誘導されるが、通常はマクロファー
ジなどの貪⾷細胞による死細胞の貪⾷が速やかに⾏われているために、⽣体の恒常性が維持さ
れている。しかし⼀⽅で、貪⾷機能の過度の亢進は、貪⾷されるべきでない⽣細胞の貪⾷による、
⾎球貪⾷症候群などの疾患につながる。したがって、⽣体には貪⾷機能の適切な制御が必須であ
る。貪⾷は、死細胞や活性化した細胞で表出してくる膜リン脂質、PS を⽬印に、貪⾷細胞上の
Tim-1, Tim-3, Stabilin-2, BAI1, CD300b, GAS6-TAM receptorやMFG-E8 (Milk fat globle-EGF-factor 

8)- integrin などの PS 受容体が結合することによって開始されるが、この PS と結合する貪⾷細
胞上の PS受容体は、貪⾷を開始、促進させる受容体のみがこれまで報告されている(Elliott et al. 

Developmental Cell 2016)。しかし、PSを介した貪⾷を負に制御する機構については不明であった。 
（３）免疫受容体 CD300a 
申請者らは、貪⾷細胞などの⾻髄球系細胞に発現する抑制性免疫受容体である CD300a を同定
し、CD300aが新しい PS受容体であることを明らかにしてきた (Yotsumoto et al. J Exp Med 2003, 

Nakahashi-Oda et al. BBRC 2012, Nakahashi-Oda et al. J Exp Med 2013, Nakahashi-Oda et.al. Nat 

Immunol, 2016)。加えて最近、申請者らは、マクロファージ上に発現する CD300a が PS と結合
して、貪⾷を抑制しているというこれまで知られていなかった現象を⾒いだした。また、CD300a

を阻害、もしくは CD300aを⽋損させたマウスでは、コントロールマウスと⽐較して、脳虚⾎再
灌流モデルにおける神経学的症状 (Bederson et al. Stroke 1986)の軽減および梗塞巣の縮⼩が認め
られた。CD300aは貪⾷を負に制御する新たな PS受容体である可能性があり、CD300aを阻害す
ることで、脳虚⾎による神経障害が改善する可能性があるが、そのメカニズムについては詳細な
解析が必要である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、虚⾎ストレスにより誘導される死細胞の貯留を起点とし、死細胞の貯留→炎症

→神経細胞障害という脳梗塞カスケードにおける免疫系の関与を明らかにする。特に貪⾷ブレ
ーキである CD300aの阻害が、神経障害を可逆的に回復させ、その不可逆化を予防できる有⼒な
鍵因⼦であることを確認し、その分⼦機構を詳細に解明することで、脳虚⾎疾患の分⼦標的療法
の開発の基盤となる知⾒を集積させる。 



 

 

 
３．研究の方法 
本研究では、1) 脳虚⾎→死細胞の貯留→炎症→神経細胞死→神経障害という脳梗塞カスケード
を、CD300aを介した死細胞のクリアランスという観点から明らかにするとともに、2) CD300aに
よる貪⾷抑制メカニズムを明らかにし、3) ヒト細胞、ヒト化マウス脳虚⾎モデルにおける解析
を⾏うことで、貪⾷ブレーキ CD300aをターゲットとした脳虚⾎疾患の分⼦標的治療の基盤的知
⾒を集積させる。 
 
４．研究成果 
（概要） 

本研究では、脳虚血→死細胞の貯留→炎症→神経細胞障害という脳梗塞カスケードにおける免

疫系、特にマクロファージとその表面分子 CD300a による貪食抑制の分子メカニズムを明らか

にした。また、貪食ブレーキである CD300a を阻害することによる脳虚血疾患の分子標的治療

の具現化につながる基盤的知見を得た。具体的には、脳虚血によって出現してくる死細胞に対す

る貪食を、CD300a を阻害することによって亢進させると脳梗塞後の神経障害が軽減すること

から、CD300a が脳梗塞後の分子標的治療候補として考えられた。 
（１）CD300a を介した死細胞クリアランスを起点とした脳梗塞カスケードの解明 
本研究では、マクロファージで特異的に CD300a を⽋損するマウス (Cd300afl/flLyz2-Cre) とコン
トロールマウス(Cd300afl/fl)に中⼤脳動脈を閉塞する(MCAO)ことによる脳梗塞モデルを作製した。
CD300a⽋損マウスでは、コントロールマウスと⽐較して著明に神経症状が軽減し、脳の神経細
胞の脱落が有意に減少していることが明らかになっ
ていた。CD300aのリガンドである PSが脳梗塞誘導後
1時間という極早期から脳で発現していることより、
脳梗塞後 1時間、3時間での脳に浸潤してくる免疫細
胞の single-cell RNA sequenceを⾏い、CD300a⽋損マ
ウスとコントロールマウスで RNA の発現を⽐較し
た。その結果、CD300a ⽋損マウスではコントロール
マウスと⽐較して脳梗塞後 1 時間の Ly6Chi単球由来
マクロファージでエフェロサイトーシス関
連遺伝⼦の発現亢進が認められた。従って、
⽣体でのエフェロサイトーシスを解析する
ために、脳組織細胞と浸潤貪⾷細胞が違う
蛍光を発現している⾻髄キメラマウス 

(Tg(EGFP)/Cd300afl/fl LysM-Cre/Td-Tomato-

Cre マウス)を作製し、脳梗塞を誘導したと
ころ、CD300a⽋損マウスではコントロール
マウスと⽐較して、脳梗塞後脳に浸潤して
きた単球由来マクロファージでエフェロサ
イトーシスが亢進していることが⽰された
（図１）。さらに、CD300a ⽋損マウスでは
コントロールマウスと⽐較して、脳梗塞後に DAMPsとそれに伴う脳梗塞巣周囲のペナンブラ領
域での炎症が減少し、さらに、18 時間後のペナンブラでの神経細胞死の減少が認められた。実
際、エフェロサイトーシスを阻害する蛋⽩(D89E-MFGE8)を予め投与した CD300a⽋損マウスで

単球由来
マクロファージ
Ly6Clo Ly6Chi

好中球

図１ CD300aの欠損により脳梗塞後
のエフェロサイトーシスが亢進する。
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図２ CD300aの欠損により、エフェロサイトーシス
が亢進し、DAMPsが減少、炎症が改善することで脳
梗塞後の神経症状が改善する。



 

 

は神経障害の軽減および DAMPsの減少が⾒られなかったことから、CD300a⽋損マウスにおけ
る神経障害の軽減はエフェロサイトーシスが亢進したことによるものと考えられた（図２）。 

 

（２）CD300a による貪食抑制メカニズムの解明 

CD300aはその細胞内領域の ITIMs (Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs) により、チロ
シンの脱リン酸化を誘導することで、⾻髄球系細胞の活性化を負に制御する抑制性シグナルを
細胞に伝達する。したがって、チロシンリン酸化を介して貪⾷に関与するPS受容体であるMerTK 

(Todt et al. J Leukoc Biol 2004)、もしくは CD300b (Murakami et al. Cell Death Differ 2014) が、CD300a

の標的となる貪⾷促進PS受容体である可能性が⾼いと考えられた。よって、抗MerTK、抗CD300b

中和抗体を⽤いてマクロファージによる死細胞の貪⾷を解析した。MerTK, CD300b のいずれも
が発現している CD300a⽋損、もしくはコントロールマウスの腹腔マクロファージを⽤いて、貪
⾷されると蛍光を発する pH 依存性の蛍光⾊素をラベルした死細胞と共培養すると、CD300aが
⽋損しているマクロファージ、もしくは CD300aを抗体で阻害したマクロファージではエフェロ
サイトーシスが亢進した（図３）。このエフェ
ロサイトーシスの亢進は、抗 MerTK 抗体で
は阻害されなかったが、CD300b ⽋損由来の
マクロファージでは、CD300a の阻害による
エフェロサイトーシスの亢進が消失したこ
とから、CD300a は、エフェロサイトーシス
を促進させる受容体であるCD300bを抑制し
ていることを明らかにした。 

（３）ヒト細胞における CD300a の機能解析 

脳虚⾎後 3時間で、同じ神経症状を⽰す野⽣型マウスに抗 CD300a阻害抗体、もしくはコントロ
ール抗体を投与すると、抗 CD300a阻害抗体を投与したマウスでは、著明に神経症状が軽減して
いた。このことは、脳虚⾎発症後の CD300aを標的とした治療の可能性を⽰唆している。したが
って、ヒト細胞を⽤いた CD300aの解析を進めた。まず、抗ヒト CD300a中和抗体を作製し、ヒ
ト末梢⾎単球分画におけるCD300aの発現、および PSとCD300aとの結合阻害効果を確認した。
さらに、ヒト末梢⾎から単球を単離して死細胞との共培養を⾏い、抗ヒト CD300a中和抗体、も
しくはコントロール抗体を加えた。抗ヒト CD300a中和抗体はコントロール抗体と⽐較してエフ
ェロサイトーシスが亢進することを⾒いだした。 

図３ CD300aの欠損、あるいはCD300a阻害により、
エフェロサイトーシスが亢進する。
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