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研究成果の概要（和文）： 

 SIGNR3特異的抗体を作製し、発現細胞の同定の分化についての検討を行った。その結果、成
熟したLy6Clowの末梢血単球や脾臓、肺、リンパ節などのミエロイド細胞やDC、MacにSIGNR3

が発現されることが明らかとなった。また、Ly6ChighSIGNR3-の単球を用いた移入実験から、血
行性に各臓器へ移動し、SIGNR3の発現を上昇させることが明らかとなり、体表リンパ節では一
部がDCへと分化することが示された。 

 DCIR1 については、DC だけでなく多くの細胞種に発現されているが、通常は細胞質内に存
在し、活性化により表出されることが示された。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We generated SIGNR3-specific mAbs and investigated SIGNR3 expression in vivo. SIGNR3 

was expressed on a vast majority of CD11b
+
CD11c

low
 myeloid cells in various tissues, such as 

blood, dermis, lung, spleen and lymph nodes. By the cell transfer experiments using fluorescenated 

Ly6C
high

SIGNR3- bone marrow monocytes, SIGNR3 expression was upregulated along with the 

decrease in Ly6C expression during the circulation.  Upon arrival at the peripheral LNs through 

HEV, the inoculated cells differentiated into CD11b
+
 DCs in a couple of days. These results 

indicate that some DCs, especially in the subcutaneous lymph nodes, are possibly replenished by 

Ly6C
high

 monocytes.  

 DCIR1 was detected mainly intracellularly in various cell types, but transferred onto the cell 

surface by the activation with LPS and TNF-  
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の 活 性 化 は 、 パ タ ー ン 認 識 (pattern 

recognition)と称され、病原因子のもつパタ
ーン（Pathogen-associated molecular patterns; 

PAMPs ） を 識 別 す る 受 容 体 (pattern 

recognition receptor; PRR)を介して行われる。
PRR には TLRs に加え、CARD helicases, 

NOD-like receptors やスカベンジャーレセ
プター、補体レセプター、レクチンレセプ
ターなど多様なものが存在するが、レクチ
ン レ セ プ タ ー に も endocytic reseptor, 

collectin, selectin, lymphocyte lectins 等の分
子群があり、これらは共に、Ca

2+依存性に
糖鎖構造を高親和性に認識することが知ら
れる。生体防御においてミエロイド系のマ
クロファージ(Macs)、樹状細胞(DC)、好中
球(PMN)等は非常に重要な役割を担うが、
これらの細胞にも多様なレクチンレセプタ
ーが発現されている。 申請者等は、これ
までマウス DCs の機能に注目して研究を
続けてきており、DC に発現され ITIM モチ
ーフを有するマウス DCIR1, DCIR のホモ
ログで細胞内ドメインが短く FcR鎖と会
合する DCAR、LC に発現される Langerin、
ヒ ト DC-SIGN の マ ウ ス ホ モ ロ グ
mDC-SIGN、SIGNR1〜4 を同定し、それら
の発現パターンを検討してきた。 

 これらのうち糖鎖認識部位に EPN モチ
ーフを有するmDC-SIGN, SIGNR1, SIGNR3, 

Langerin (CD207)の糖鎖および病原微生物
（Salmonella typhimurium、Candida albicans

他）への結合特異性を含む諸性質を検討し、
SIGNR1 と SIGNR3 が C. albicans を認識す
ることを明らかにした。さらにこの過程で、
SIGNR1 は正常マウスの腹腔に分布する常
在性 Macs やリンパ節髄質の Macs、血液由
来抗原を捕捉する脾臓辺縁帯の Macs に発
現すること、また SIGNR1 は SIGNR3 とは
異なり、C. albicansに加えてS. typhimurium、
E. coli などのグラム陰性菌をも認識するこ
とを示した。さらに SIGNR1 によるグラム
陰性菌の捕捉という結果を踏まえ、SIGNR1

が TLR4/MD-2 複合体の多量体化によるシ
グナル伝達を増幅し、TNF-、IL-6 および
MCP-1 等炎症性のサイトカインやケモカ
インの産生を促進することも明らかにした。
一方、SIGNR3 については、SIGNR3 遺伝子
導入細胞を用いた in vitro の実験からより
低分子のデキストランを認識することや
SIGNR1 に比べてより強い細胞内取り込み
活性を有することが明らかになっている。
ところが、その生体内での発現に関しては、
遺伝子同定の過程で RT-PCR の解析を行っ
たのみであった。ごく最近、抗 SIGNR3 抗
体が作成されたとの報告がWethmar等によ
りなされたものの、この抗体は SIGNR3 遺
伝子導入細胞のみが染色されるのみである
ため、SIGNR3 発現細胞の分布やその同

定・機能の解析についての検討には結びつ
いていない。 

 また、DCIR については、申請者等の研
究後に更に３つのホモログが同定されてい
る。DCIR1 は DCs にのみ選択的に発現され
るのではいことが明らかである。一方、
DCIR2 は DC のサブセット特異的な 33D1

によって認識されることも報告され、抗体
を用いた選択的な抗原のターゲッティング
により、DEC-205 の場合とは異なり、CD4

Ｔ細胞の活性化が誘導されることも明らか
になっている。 

 

２．研究の目的 

 既に SIGNR3 に対する単クローン抗体を作
製した。この抗体を用いた研究において、真
皮 DC/Macs および末梢血単球の一部が陽性
であるとの結果を得ている。そこで、生体よ
りこれら発現細胞を調製して、SIGNR3 発現
細胞の機能的特性、SIGNR3 発現と細胞の分
化・成熟との関連を解析することにより
SIGNR3 の機能を明らかにする。また、海外
との共同研究により入手した SIGNR3 ノック
アウトマウスを用いることにより、生体内で
の機能に検討を加える。 

 細胞質ドメインに ITIM モチーフをもつ
DCIR1、DCIR2 については、生体内での発現
細胞を、DC サブセットを中心に、その他の
免疫担当細胞を加え、更に詳細に発現様態を
検討して明らかにすると共に、SIGNR3 発現
細胞との移動や関連を明らかにする。また、
予備的実験から、DCIR1 はマウスならびにヒ
トの両方で PMN に発現されており、活性化
によって、細胞質内から細胞表面へと輸送さ
れることも確認している。そこで、活性酸素
の放出など PMN の機能に対して、どのよう
な作用を及ぼすのか、DCIR2 については DC

を用いて抗原提示ならびにサイトカイン産
生に対する作用を検討することにより、抑制
型Ｃ型レクチンの機能を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（１）SIGNR3 

  SIGNR3 の発現パターンは、作製した特異
抗体を用いて、生体より調製した各組織と生
成した種々の細胞について TR-PCR, Western 

blot analysis を行うと共に、それぞれの細胞特
異的な抗体と組み合わせた免疫組織染色で
検討し、さらに、それぞれの細胞については、
抗 SIGNR3 抗体と種々の特異抗体とを組み合
わせた多重染色を行い flowcytometry により
発現細胞を同定した。 

 細胞の動態に関しては、SIGNR3 陽性細胞
ならびにその前駆細胞と考えられる細胞を
生成した後、蛍光標識して生体に移入し、各
組織機関における移動効率と表現型の変化
を調べた。 



 

 

（２）DCIR1,2  

 DCIR1, 2に関しては、遺伝子導入細胞を作
製して、市販の抗体より交差反応性を持たな
いものを選んだ後、他の特異抗体と組み合わ
せた多重染色により発現細胞の同定を試みた。 

 また、ヒトのDCIR1はPMNに強発現してい
ることが知られる。しかし、当研究室ではヒ
トの細胞を扱うことはできないため、HL-60

から誘導したPMNを用いて、その誘導の過程
におけるDCIR1の発現誘導を経時的に検討す
ると共に、特異抗体を用いた架橋により、細
胞の活性化を検討した。 

 DCIR1の機能を生体内で検討するため、
DCIR1 欠 損 マ ウ ス (KO) に お け る LPS 
/D-Galactosamine (GalN)投与による急性肝炎
の誘導を、生存率、サイトカイン産生、ATL

量、炎症部位への浸潤細胞の導入と種類を指
標に、正常マウスと比較検討した。 

  

  
４．研究成果 
（１）SIGNR3 

 PRT-CR の結果、皮膚、脾臓、胸腺、リン
パ節に加え、肺や腎臓に mRNA の発現が認め
られ、Western blot において、皮膚、脾臓、リ
ンパ節に多く発現されていることが確認さ
れた。皮膚においては SIGNR3+細胞は、主に
真皮に分布しており、それらは MHC クラス
II ならびに CD11b 陽性であり、一部には
CD11c の発現も認められた。そこで、体表リ
ンパ節内での分布を組織化学的に検討した
ところ、濾胞間から副皮質外側にかけて多く
存在していたが、さらに HEV 周辺にも
SIGNR3+細胞が分布することが観察された。
また、FACS による解析から、CD11b 陽性細
胞の内、CD11c

high ならびに CD11c
intermediate の

細 胞 と CD11b
intermediate

CD11c
low の 細 胞 に

SIGNR3 が発現されていることが明らかとな
った。一方、末梢血中においても CD115

+単
球のうち、Ly6C

low の細胞が SIGNR3 を発現し
ていた。そこで、末梢血中の単球が末梢組織
へと移動して、SIGNR3 陽性へと分化する可
能性を考慮し、SIGNR3 未発現の骨髄 Ly6C

high

単球を標識して正常マウスへと移入して、
SIGNR3 の発現を検討したところ、末梢血な
らびに骨髄中における移入細胞は一日目以
降時間の経過と共に SIGNR3 陽性となること
が示された。一方、リンパ節においては、HEV

周辺に移入細胞が分布することが示され、し
かもそれらの内の一部は 1 日後には SIGNR3

を発現していた。次に、末梢血単球を用いて、
同様の実験を行ったところ、リンパ節へと移
動するのは専ら Ly6C

high 細胞であることが示
された。 

 以上の結果より、定常状態において、末梢
血中の単球のうち、Ly6C

hig
h細胞が、血行性に

リンパ節へと移動し、樹状細胞あるいはマク
ロファージへと分化することが示された。 

（２）DCIR1,2 

 トランスフェクタントを用いた交叉反応
の確認から、他の DCIR family 分子 DCIR2

～4、DCAR1, 2、Dectin-2 には交叉しない
DCIR1 特異的抗体を見出した。これを用いて
Western blotting や FACS 解析を行い、B 細
胞、顆粒球、単球、マクロファージ、樹状細
胞など多くの細胞種に発現されていること
が明らかになった。しかし、CD11b 陽性ミエ
ロイド系細胞において DCIR1 分子の多くは
細胞内に多く分布していたが、LPS や TNF-

αなどで刺激すると、細胞表面への発現が上
昇することが示された。さらに in vivo にお
いても、炎症性の刺激によりミエロイド系細
胞での発現上昇が認められた。ヒトの DCIR

においても、HL-60 細胞から好中球様細胞へ
の分化誘導系で検討したところ、HL-60 では
細胞内に、好中球への分化が進むにつれて細
胞表面に発現されてくることが確認された。
また、V5-tag 付加 mDCIR1 トランスフェク
タントにおいて、 anti-V5 抗体により
mDCIR1 を架橋刺激すると、mDCIR1 特異
的にチロシンリン酸化が誘導されることも
確認された。 

 ウイルス性急性肝モデルである  LPS 
/D-Galactosamine (GalN) 誘導性肝炎における
DCIR1 の働きを、DCIR1-KO マウスを用いて
検討したところ、LPS/GalN を腹腔内投与し経
時的に生存率を比較した結果では DCIR1 KO

マウスの方が高い生存率を示した。この時、
アラニンアミノトランスフェラーゼ  (ALT) 

および TNF-αの濃度も DCIR 1KO マウスに
於いて有意に低かった。更に、炎症時におけ
る肝臓への好中球および CD4/8 T 細胞の浸潤
も DCIR1KO マウスに於いて低下していた。
しかも、肝炎時には B 細胞も含め、CD4 T 細
胞、好中球、単球等に DCIR1 の発現が低レベ
ルではあるが誘導されていることが確認さ
れた。DCIR1 の肝炎増悪化における作用につ
いては、今後さらなる解析が必要である。 
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