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研究成果の概要（和文）：研究代表者が開発した組織内でChemoattractant分子を可視化する技術と関節内イン
ビボイメージング技術を駆使し、血管内皮細胞に発現しているシグナル伝達に関与していない"Atypical"な補体
受容体 C5aR2が関節組織における補体成分C5aを血管内腔へ輸送している事を見出した。以上から、関節におけ
るIII型アレルギー反応機序では組織で産生されたC5aは血管内皮細胞に発現しているAtypical補体受容体C5aR2
によって血管内腔へ輸送され、循環している好中球に発現しているClassical受容体C5aR1に結合し炎症の起点と
なる血管内接着を促進し、炎症を惹起している事を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Chemoattractant-induced arrest of circulating leukocytes and their 
subsequent diapedesis is a fundamental　component of inflammation. However, how tissue-derived 
chemoattractants are transported into the blood　vessel lumen to induce leukocyte entry into tissue 
is not well understood. Our in vivo imaging joints  has demonstrated that the atypical complement 
C5a receptor 2 (C5aR2)  expressed on endothelial cells were required for the transport of C5a into 
the vessel lumen in a murine model of immune complex induced arthritis. Transported C5a was required
 to initiate C5aR1-mediated neutrophil arrest, igniting joint inflammation. Our findings provide new
 insights into how atypical chemoattractant receptors collaborate with classical signaling 
chemoattractant receptors to control distinct steps in the recruitment of neutrophils into tissue 
sites of inflammation.

研究分野：膠原病内科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在、補体は血管炎の重要な治療標的であるが、生体内における機能は不明な点が多い。本研究成果は、炎症病
態における生体内での補体受容体C5aR2が補体成分C5a輸送に関与し炎症惹起に関与しているという新しい機能を
発見し、関節リウマチにおける新しい治療標的となりうる事を示唆している。

※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 

臓器・細胞腫毎に免疫細胞の動態は補体成分、ケモカインや脂質メディエーター等の

Chemoattractant(CA)分子によって厳密に制御されている。免疫細胞の遊走制御機構を解明する

ことで、臓器特異的に免疫細胞遊走が制御可能な次世代免疫抑制療法開発に繋がると期待され

ている。しかし、従来の形態学的解析手法では生体内における免疫細胞の動態を理解するには技

術的に限界があった。 

そこで、我々は生きたマウスの関節組織における免疫細胞の動態をリアルタイムに解析可能

な関節内インビボイメージングシステム(JIVM)を新たに構築した。我々が構築した JIVMを用い

た結果、関節炎発症に補体成分 C5a が起点となる新しい III 型アレルギー機序が関与すること

を発見し、その過程における個々の CA受容体の役割を明らかにする事に成功した。 

一方、循環している免疫細胞を組織へ遊走させるには組織で産生された CA分子が血管内腔へ

輸送される必要がある。しかし、組織で産生された CA分子がどのように血管内腔へ輸送され、

血液中を循環する免疫細胞を炎症局所へ遊走させるか、その機序は未だ不明である。 

 

２．研究の目的 

近年、我々は生体内で CA分子の動態をリアルタイムに可視化する事にも成功した。 

本研究は、我々が構築した CA分子の可視化技と JIVM駆使して、組織で産生された CA分子と循

環している免疫細胞の動態並びに相互間作用を明らかにすることを目的としている。最終的に

炎症病態において免疫細胞の遊走を効果的に抑制する標的を同定し、新たな免疫治療法の基礎

を確立する事を目的としている。 

 

３．研究の方法 

(1) 免疫複合体誘導関節炎、健常マウスの滑膜組織を採取し補体受容体 C5aR2の発現を qPCR 及

びフローサイトメトリーにて解析した。 

(2) 関節炎病態における造血幹細胞及び非造血幹細胞の C5aR2 機能を解析するため、骨髄キメ

ラマウスを作成し、それら骨髄キメラマウスへ関節炎を誘導し、臨床スコア、関節組織の病

理学的評価、並びに関節液中の好中球数をフローサイトメトリーにて解析した。 

(3) 好中球が GFP標識されているマウス(WT-LysM-eGFPマウス)由来骨髄を X線照射した C5aR2   

遺伝子欠損マウスへ移植し、骨髄キメラマウスを作成した。この骨髄キメラマウスへ関節炎    

を誘導し、JIVMにて関節組織における好中球の細胞動態をリアルタイムに解析した。 

(4) マウスの関節組織に補体成分 C5aを添加し、好中球の動態を解析する In vivo superfusin

アッセイを、上記の骨髄キメラマウスへ実施し、組織中に滴下した C5aを介した好中球遊走

に C5aR2が関与しているのか、解析した。 

(5) 蛍光標識した C5aを作成し、in vivo superfusion assay にて組織中の C5a 運搬に C5aR2 が   

関与しているか、解析した。 

  

４．研究成果 

(1) 関節炎マウス及び健常マウス由来の滑膜組織を採取し、qPCRで解析すると関節炎由来滑膜 

組織では C5aR2 mRNAの発現が上昇していた(図 1A)。滑膜組織から細胞を単離し、フローサ 

イトメトリーを用いて解析すると関節炎由来滑膜組織では CD45-CD31+血管内皮細胞の表面 

上に C5aR2 発現が亢進している事を見出した(図 1B, C)。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) さまざまな骨髄キメラを作

成した(図 2A)。骨髄キメラ

マウスでは循環している

好中球数に影響は見られ

ず(図 2B)、関節炎を誘導す

ると非造血幹細胞におけ

る C5aR2遺伝子を欠損させ

ると関節炎が抑制され、さ

らに関節液中の好中球数

も抑制された(図 2C, D, 

E)。病理学的評価において

も同様に炎症性変化の抑

制が観察された(図 2F, G)。以上から非造血幹細胞に発現する C5aR2が関節炎の発症に重

要であることが示唆された。 

 

(3) ケ モ カ イ ン受 容 体

ACKR1 は in vitro で

血管内皮細胞上に発

現 し 、 ケ モカ イ ン

CXCL1、CXCL2 などの運

搬に関与しているこ

とが知られている。非

造血幹細胞上の C5aR2

又は ACKR1遺伝子を欠

損させた骨髄キメラ

マウスを作成した(図

3A)。それら骨髄キメ

ラマウスへ関節炎を誘導し、JIVMにて関節組織における好中球の動態をリアルタイムに解

析すると ACKR1遺伝子欠損骨髄キメラマウスでは好中球は血管壁に接着できるが、組織へ

漏出できないのに対して C5aR2遺伝子欠損キメラマウスでは血管壁に接着すらできなかっ

た(図 3B, C, D, E, F, G)。以上から ACKR1はケモカインを組織から血管内腔へ運搬し、

好中球が組織へ漏出する部分に関与し、C5aR2 は C5a を血管内腔へ運搬し、好中球が血管

接着する機序に関与していることが示唆された。 

図 1   

図 2   

図 3  



 

 

 

(4) In vivo superfusion アッ 

セイを用いて関節における 

好中球の動態を解析した。 

非造血幹細胞の C5aR2遺伝 

子を欠損させた骨髄キメラ 

マウスでは補体成分 C5aを 

添加したときは、細胞接 

着及び遊走を誘導できなか 

ったが、他の CA分子に切り 

替えると好中球の接着及び遊走を誘導することができた（図 4 A, B）。 

以上から、C5aR2は C5a特異的な輸送に関与している事が示唆された。 

 

(5) In vivo superfusion アッセイを用いて非造血幹細胞の C5aR2が C5a輸送に関与している 

か、解析した。C5aを可視化するために蛍光標識した C5aを作成し、組織へ添加した。健常

マウスの関節組織では C5a添加後、血管内腔へ輸送されたが、C5aR2遺伝子欠損マウスでは

組織から血管内腔へ C5aが輸送されなかった (図 5)。 

 

以上から、血管内皮細胞に発現する補体受容体 C5aR2は組織で産生された C5aを血管内腔へ輸 

送し循環している好中球の血管内接着を促進し、炎症を惹起していると考えられた。 

図 4  

図 5  
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