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研究成果の概要（和文）：1 回膜貫通型受容体 Trem-like 4（Treml4）の生理的機能の解明を目

指して、そのリガンドの同定の試みと遺伝子欠損マウスの解析を行った。その結果、候補分子

の結合を確認することができた。一方、遺伝子欠損マウスを用いた解析により、Treml4遺伝子

欠損マウスでも正常マウスと同様のクロスプレゼンテーションが誘導された。また、抗原を付

加した抗 Treml4 抗体の投与により、Treml4 を発現している抗原提示細胞への効率的な抗原輸

送ができることが確認できた。 
 
研究成果の概要（英文）：Triggering Receptor Expressed on Myeloid cells (Trem) family is 
characterized by an immunoglobulin-like domain at extracellular domain and short 
cytoplasmic tail. In this study, we aimed to clarify physiological functions of a Trem 
family member, Trem-like 4 (Treml4). We could found a candidate molecule of Treml4 ligand. 
In addition, we analyzed Treml4-deficent mice. In Treml4-deficient mice, uptake of dying 
cells and cross-presentation of cell-associated antigens in vivo was similarly observed 
to that in littermate control mice, suggesting that Treml4 is not involved in these 
responses. We also found that an engineered anti-Treml4 antibody conjugated with antigens 
can efficiently induce T cell responses. 
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１．研究開始当初の背景 
Triggering Receptor Expressed on Myeloid 
cells（Trem）ファミリーは、細胞質外領域
に一つのイムノグロブリン様ドメインと短
い細胞質内領域を有する 1回膜貫通型膜タン
パクである。多くのファイリーメンバーは、

ITAMモチーフを有するアダプター分子 DAP12
と会合してシグナル伝達を行う。これまでに、
Trem1 は感染症や炎症応答時にその分泌型が
誘導され敗血症性ショックの指標となる他、
膜結合型 Trem1 の活性化は Toll-like 
receptor（TLR）リガンドと協調的に作用し
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て炎症性サイトカイン産生を誘導すること
が報告されている。実際、マウスでは、Trem1
の阻害によってリポポリサッカライド（LPS）
による敗血症性ショックが緩和されること
が報告されている。Trem2 は、ヒトにおいて
は、破骨細胞の分化に関与すると共に、多発
性骨嚢胞による病的骨折と白質脳症による
若年性認知症を主徴とする那須ハコラ病
（Nasu-Hakola disease）の原因遺伝子の一
つとして知られている。また、マウス Trem2
は、炎症性サイトカイン産生に対して抑制的
に働くことも報告されている。この様に、
Tremファミリー分子は、細胞の活性化状態を
調節する機能を有していると考えられてい
る。これら Trem ファミリーは、それぞれ発
現している細胞が異なる。Trem1 は、単球や
好中球に、Trem2 は破骨細胞や単球、マクロ
ファージやマイクログリアに発現している。
このファミリーに属する分子は、その生理的
機能について不明なものが多く、その中に本
研究にて解析を行っている Trem-like 4 
(Treml4)がある。 
 樹状細胞（DC）は、抗原提示細胞として自
然免疫と獲得免疫との橋渡しをする細胞と
して知られている。この DC は、単一の細胞
集団ではなく、細胞表面分子の発現パターン
やそれぞれに特徴的な生理的機能によって
いくつかのサブセットに分類される。マウス
脾臓 DC は、インターフェロン産生を特徴と
する形質細胞様 DC（plasmacytoid DC）や、
通常型 DC（conventional DC）に分類される。
この通常型 DC は、さらに細かいサブセット
に分類され、アポトーシス細胞を取り込む能
力が高く、また、取り込んだ抗原を MHC class 
I 上に提示するクロスプレゼンテーション活
性化が高い CD8α+ DC と、CD4 T 細胞の活性
化能が高いとされている CD8α- DCとに分け
られる。 
 この通常型 DCのうち、CD8α+ DCに高く発
現している分子の一つとして、Treml4を見い
だした。これまでの解析により、Treml4 は、
CD8陽性サブセットの他にも脾臓辺縁帯に
認 め ら れの 好 金属 性マ ク ロフ ァ ージ
（marginal metallophilic macrophage）や
赤 脾 髄 マ ク ロ フ ァ ー ジ （ red pulp 
macrophage）、そして単球に発現しているこ
とが判明した。この Treml4 の細胞質外領域
とヒト IgG Fc 領域との融合タンパク質が、
死細胞に結合することを見いだしてきた。し
かしながら、その生理的機能は不明である。
また、CD8α+ DC は、上記の様な特徴を有し
ており、その機能に関わっている分子につい
て不明な点も多い。 
 
２．研究の目的 
 上記の様に Treml4 は、これまでの研究に
より細胞質外領域とヒト IgG Fc 領域との融

合タンパク質が死細胞に結合することは判
明していたが、そのリガンドや生体内での機
能は不明であった。そこで、これまでに確認
された、Treml4と結合しうる候補分子に関し
て、その結合を確認するとともに、Treml4遺
伝子欠損マウスを用いて、その生理的機能、
特に、死細胞由来抗原に対する免疫応答を検
討し、また、疾患モデルを適用して、態を評
価することにより、Treml4の機能について解
明することを目指した。 
 
３．研究の方法 
（1）これまでに同定した、Treml4と結合す
る可能性のある分子について発現ベクター
を構築して 293T細胞に発現させて細胞溶解
液を調整した。この細胞溶解液を用いて
Treml4と IgG Fc領域との融合タンパク質
（Treml4-Ig）による pull-down assayを行
った。また、当該候補分子を細胞膜結合型と
して強制的に細胞上に発現させて、上記
Treml4-Ig融合タンパク質の結合をFACSにて
解析した。 
（2）MHC class Iを欠損する TAP遺伝子欠損
細胞に抗原として卵白アルブミン（OVA）タ
ンパク質を担架し、かつ、アポトーシスを誘
導してアジュバント共に Treml4遺伝子欠損
マウスやそのコントロール同腹仔（ヘテロマ
ウス）に投与した。アジュバントは
α-galactosylceramideを用いた。投与後一
週間後に脾臓細胞を調整し、in vitroにて
OVA ペプチドにて脾細胞を刺激し、抗原特異
的にインターフェロンを産生する CD8陽性
T細胞の割合を、細胞質内染色による FACS解
析にて評価して、抗原特異的 T細胞反応を検
討した。 
 
４．研究成果 
（1）Treml4と結合する分子の同定 
 これまでに Treml4 と結合することが示唆
された候補分子について、myc標識されたそ 

図１. Pull-down解析 



れらの発現ベクターを 293T 細胞にトラスフ
ェクションし、その細胞溶解液を用いて
pull-down 解析を行った。その結果、死細胞
とは結合しない FLAG-Treml4-Ig では、候補
分子との結合が認められなかったが、
Treml4-Ig との結合が認められた（図 1. 未
発表データ）。さらに、この結果を確認する
ために、HA標識をした候補分子、または、コ
ントロールとして HA標識した CD4を 293T細
胞の細胞膜上に強制的に発現させ、これら細
胞へ Treml4-Ig が結合するかどうかを FACS
にて解析した（図 2. 未発表データ）。その結
果、Treml4-Ig は、何も強制発現させていな
い親株（MOCK）や CD4を発現させた細胞への
結合を示さなかったが、候補遺伝子を発現さ
せた細胞への結合が確認された。今後の課題
として、実際にこの候補分子が、Treml4の活
性化を誘導するか等、さらなる解析が必要で
ある。 

図 2.候補分子を発現させた細胞への
Treml4-Igの結合 
 
（2）Treml4遺伝子欠損マウスの解析 
 前述の様に、CD8α+ DC の特徴の一つにア
ポトーシス細胞の取り込みとクロスプレゼ
ンテーション活性がある。これまでの解析で、
Trem4 遺伝子欠損マウスでもアポトーシス細
胞の取り込みが正常に認められたため、今回
は死細胞由来抗原に対するクロスプレゼン
テーションを検討した。そこで、抗原として
OVAを担架したMHC class I陰性細胞（TAP-/-）
にアポトーシスを誘導し、アジュバントと 

図 3.死細胞抗原のクロスプレゼンテーショ
ン 

共にマウスに投与して、抗原特異的 CD8陽性
T 細胞の活性化を検討した。その結果、この
抗原特異的に IFNγを産生する CD8 陽性 T 細
胞は、正常マウスと同程度に認められた（図
3，4）。 

図 4. 死細胞へのクロスプレゼンテーション。
（図 3.の CD8+IFNγ+細胞をまとめた） 
 
 この成果は、これまでの結果と併せて、
Journal of Immunology 誌に掲載された（雑
誌論文①）。 
 
 この他、Treml4遺伝子欠損マウスにいくつ
かの疾患モデルを適用し、様々な病態におけ
る Treml4 遺伝子の機能の解明を試みた。一
つは、TLR7リガンドの一種であるイミキモド
（Imiquimod）を含むクリーム（尖圭コンジ
ローマの治療薬としても知られている）を繰
り返しマウスの皮膚に塗布することによる
尋常性乾癬のモデルである。しかしながら、
皮膚組織切片の観察により、Treml4遺伝子欠
損マウスでも野生型（もしくは、ヘテロマウ
ス）と同様に皮膚の肥厚や炎症性細胞の浸潤
が認められた（未発表データ）。 
 また、ミエリンオリゴデンドロサイト糖タ
ン パ ク 質 （ myelin oligo-dendrocyte  
glycoprotein (MOG)）を免疫することによっ
て誘導される、実験的自己免疫性脳脊髄炎
（EAE）モデルを行い、症状の重症度をスコ
ア付けしたところ、ヘテロマウスと比べて重
傷度に大きな差は認められなかった（未発表
データ）。 
 引き続き、Treml4の機能を探索するために、
アポトーシスを誘導する、もしくは、死細胞
（ネクローシス）を大量に産生する疾患モデ
ルを適用する等、さらなる解析が必要である。 
 
（3）抗 Treml4抗体を用いた抗原輸送 
 これまでの報告で、DC上に発現している分
子に対する抗体に免疫応答を誘導したい抗
原を付加して個体に投与することで、効率的
な抗原の輸およびその後の抗原特異的免疫
応答を誘導できることが報告されている。こ
れまで報告されてきた分子として、例えば、



C 型レクチンである DEC-205 や Langerin、
Clec9a等が知られている。そこで、イムノグ
ロブリンスーパーファミリーに属する
Treml4分子をターゲットにして、同様な効果
が認められる検討を行った。Treml4を認識す
る抗 Treml4 抗体を産生するハイブリドーマ
から抗体遺伝子を同定し、抗原を付加した、
人工的な抗体を作成した。これを用いて、マ
ウスに免疫することにより、抗原の輸送とそ
の後の抗原に対する免疫応答を検討したと
ころ、抗 Treml4 抗体は、Treml4 発現細胞に
効率良く結合し、また、免疫応答を誘導する
ことが飽きたかになった。この成果も、上記
成果と共に雑誌論文①に掲載された。 
  
（4）さらに、Trem-like 4とともに CD8α+ DC
において強く発現しているケモカイン受容
体 XCR1についても解析を行った。その結果、
XCR1は CD8α+ DCに発現しており、そのリガ
ンドである XCL1 は CD8α+ DC に対して走化
性を誘導した。また、XCL1 は NK 細胞や活性
化 CD8陽性 T細胞に発現しており、CD8α+ DC
によるCD8陽性 T細胞の活性化に何らかの役
割を持っていることが示唆された（雑誌論文
③）。 
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