
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２１０２

基盤研究(C)

2013～2011

ＭＡＩＲ－Ｉ（ＣＤ３００ａ）を分子標的とした敗血症に対する治療法の開発

Development of MAIR-I (CD300a) as a molecular target of sepsis treatment

５０５１００５４研究者番号：

小田　ちぐさ（Nakahashi-Oda, Chigusa）

筑波大学・医学医療系・助教

研究期間：

２３５９２６６４

平成 年 月 日現在２６   ６ １９

円     3,900,000 、（間接経費） 円     1,170,000

研究成果の概要（和文）：申請者らは、敗血症で大きな役割を果たす肥満細胞上で発現する新規受容体であるMAIR-I (
CD300a)が、アポトーシス細胞上で発現してくるリン脂質であるフォスファチジルセリンと結合していることを見出し
た。そして、肥満細胞上のMAIR-Iはアポトーシス細胞と結合することで、貪食ではなく、サイトカインやケモカインの
産生を制御して、好中球を炎症局所へ呼び寄せ、敗血症の生存率に寄与していることを明らかにし、これらの事を論文
として発表した。

研究成果の概要（英文）：We identified that the immunoreceptor MAIR-I (CD300a), which is expressed on myelo
id cells including mast cells, is a phosphatidylserine (PS) receptor. We showed that MAIR-I does not facil
itate macrophage phagocytosis of apoptotic cells, but rather inhibits the production of inflammatory cytok
ines and chemokines from mast cells that to recruit neutrophils to the peritoneal cavity to clear bacteria
 during murine sepsis model. We showed MAIR-I on mast cells and PS binding contributes to the survival of 
murine sepsis model. 
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１．研究開始当初の背景 
 敗血症は病原体の侵入に伴う過剰な炎症を
主体とするが、その後のアポトーシス細胞の
増加に伴う免疫抑制状態も伴うことから、そ
の病態は複雑で未解明な点が多い。一方で申
請者らは近年、敗血症で大きな役割を果たす
肥満細胞、好中球、マクロファージ上で発現
する、新規受容体である MAIR-I(CD300a)を同
定した。そして MAIR-I が肥満細胞の活性化
を制御することで敗血症の生存率に関与し
ていること、及びアポトーシス細胞と結合す
ることを明らかにした。この受容体の解析を
通じて、自然免疫を担当する細胞が引き起こ
す過剰な炎症から過剰な抑制へと至る敗血
症の病態の分子メカニズムを解明すること
は、細胞における適切な活性化と抑制の制御
が敗血症の治療に繋がるという観点から鑑
みて重要であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は MAIR-I を介して敗血症において
アポトーシス細胞が果たす役割を明らかに
し、MAIR-I を治療標的へと展開するための研
究基盤を確立する事を目的とする。 
 MAIR-I がアポトーシス細胞と結合してい
ることを明らかにしたものの、アポトーシス
細胞上の MAIR-I リガンドが同定されていな
いために、敗血症においてアポトーシス細胞
がどういった役割を果たして生存率に関与
しているのかが明らかになっていない。加え
て MAIR-I を治療標的とした場合、リガンド
の発現部位、発現時期が不明であるために、
MAIR-I を阻害する抗体の有効な投与方法が
設定できない。 
 よって、研究期間内に、MAIR-I を治療標的
として臨床応用に用いるための基盤となる、
①アポトーシス細胞上に発現する MAIR-I リ
ガンドの同定、②同定したリガンドの発現解
析、を行うこととした。 
 
３．研究の方法 
(1) MAIR-I リガンドの同定 
○1 MAIR-I/Fc とフォスファチジルセリンの結
合 
フォスファチジルセリン、及び同じリン脂
質としてフォスファチジルコリン、フォス
ファチジルイノシトールをを ELISA プレー
トにコート、及び PVDF メンブレンに吸着さ
せ、MAIR-I Fc との特異的な結合の有無を
ELISA 及び Western Blotting 法にて解析し
た。 
○2 MFG-E8 による結合阻害実験 
MAIR-I/Fc とアポトーシス細胞との結合を
フォスファチジルセリンとインテグリンを
橋渡しするタンパク質で阻害されるか、フ

ローサイトメトリー法にて検証した。 
(2) 貪食能実験 
MAIR-I がフォスファチジルセリンを介した
貪食細胞におけるアポトーシス細胞の貪食
に関与しているのかを検証した。MAIR-I 遺伝
子欠損マウスを作製し、野生型マウス、及び
MAIR-I 遺伝子欠損マウス由来の腹腔マクロ
ファージがアポトーシス細胞を貪食する数
を共焦点顕微鏡で解析した。また、NIH-3T3
細胞株に MAIR-I を遺伝子導入した細胞株を
樹立した。蛍光ラベルしたアポトーシス細胞
を貪食させ、共焦点顕微鏡、及びフローサイ
トメトリー法にて貪食能を解析した。 
(3) リガンド結合による MAIR-I のシグナル
伝達の解析 
野生型及び MAIR-I 遺伝子欠損マウスの骨髄
か ら 肥 満 細 胞 を 誘 導 し 、
Lipopolysaccharide(LPS)で刺激し、サイト
カインやケモカインの産生をELISAで測定し
た。更に、MFG-E8 を加え、同様にサイトカイ
ンやケモカインの産生を ELISA で測定した。 
(4) 敗血症における肥満細胞上の MAIR-I の
役割の解析 
マウスの盲腸を結紮して穿孔することによ
って腹膜炎を惹起させ敗血症を惹起させる
(Cecum ligation and puncture: CLP)マウス
モデルを確立した。野生型及び MAIR-I 遺伝
子欠損マウスに CLP を施行し、生存率を観察
した。また、肥満細胞が欠損したマウス
(KitW-sh/ KitW-sh マウス)に野生型、もしくは
MAIR-I 遺伝子欠損マウス由来の肥満細胞を
移入したマウスを作製した。これらのマウス
に CLP を施行し、生存率を観察した。 
(5) 敗血症における MAIR-I とリガンド結合
の解析 
野生型マウスに抗 MAIR-I 抗体、もしくは
MFG-E8 を投与して MAIR-I とフォスファチジ
ルセリンの結合を阻害し、CLP を施行して生
存率を観察した。 
 
４．研究成果 
(1) MAIR-I はアポトーシス細胞上に発現する
フォスファチジルセリンをリガンドとして
結合する。 
 我々はMAIR-Iのリガンドを明らかにするた
めに、MAIR-I の細胞外領域部分とヒト IgG の
Fc 部分を融合させたキメラ蛋白を作製した。
これまでにこのキメラ蛋白が、アポトーシス
に陥っている細胞と結合することを見いだ
していた。本研究で、この結合が MFG-E8 と
いう、フォスファチジルセリンとインテグリ
ンを橋渡しするタンパク質で阻害されるこ
と、メンブレン上及びプラスチックプレート
上でフォスファチジルセリンと MAIR-I が直
接結合することを見いだした（図 1）。また、



同じリン脂質であるフォスファチジルエタ
ノールアミン、フォスファチジルコリンとは
結合しないことも確認した。 
 
[図１] 
 

 
(2) MAIR-I はアポトーシス細胞の貪食を促進
しない 
 フォスファチジルセリンは生細胞では細胞
膜の内側にのみ局在しており、細胞がアポト
ーシスに陥る際に露出してくるため、アポト
ーシス細胞としての目印とされ、eat-me 
signal とも呼ばれている。アポトーシス細胞
は貪食細胞に速やかに貪食されるが、その際
に、貪食細胞上のレセプターがこのフォスフ
ァチジルセリンを eat-me signal として認識
し、利用している。よって我々は MAIR-I が
フォスファチジルセリンと結合してアポト
ーシス細胞の貪食に関与している可能性を
検証するために、MAIR-I 遺伝子欠損マウスを
作製し、その貪食能を解析した。しかし、野
生型マウスと MAIR-I 遺伝子欠損マウスのマ
クロファージでは、アポトーシス細胞に対す
る貪食能に差は認められなかった。NIH-3T3
という繊維芽細胞由来の細胞株に他のフォ
スファチジルセリンレセプターである TIM-4
を遺伝子導入してアポトーシス細胞と共培
養するとそれまで貪食能を持たなかった繊
維芽細胞でも貪食するようになるが、CD300a
を遺伝子導入してもアポトーシス細胞の貪
食は認められなかった(図 2)。つまり、CD300a
はアポトーシス細胞上のフォスファチジル
セリンを認識するが、アポトーシス細胞の貪
食には関与していない可能性が示唆された。 
 
[図 2] 

 
 
 
(3) MAIR-I は肥満細胞からのサイトカインや
ケモカインの産生を調節している 

 MAIR-I は貪食細胞のみならず、肥満細胞に
も発現している。肥満細胞欠損マウス（w/wv

マウス）において敗血症を起こさせると、野
生型マウスに比較して生存率が増悪すると
いう報告や、肥満細胞上にも Toll-like 
Receptor(TLR)が発現していることが明らか
になるにつれ、病原体に対する自然免疫系の
作働、という観点から大きな役割を担ってい
る可能性が示唆されている。この肥満細胞を
Lipopolysaccharide (LPS:グラム陰性桿菌の
細胞壁構成成分)で刺激すると、TLR を介した
シグナルが入り、サイトカインやケモカイン
が産生される。我々はこのサイトカインやケ
モカインの産生が野生型マウス由来の肥満
細胞と MAIR-I 遺伝子欠損マウス由来の肥満
細胞とでは大きく異なることを見いだした
(図 3)。更に、この肥満細胞からのサイトカ
インやケモカインの産生制御は MAIR-I がフ
ォスファチジルセリンと結合して、脱リン酸
化酵素である SHP-1 を MAIR-I の細胞内領域
の ITIM に誘導してくることにより、抑制性
シグナルが伝達されるためであることを明
らかにした。 
 
[図 3] 

 
 

 

(4)MAIR-I 遺伝子欠損マウスでは敗血症にお
ける生存率が改善する 
敗血症において肥満細胞がその生存率に
大きな役割を果たしているという報告から、
我々は敗血症において肥満細胞上の MAIR-I
が何らかの役割を果たしているのではない
かと考え、敗血症モデルマウスを作製した。
よく確立されたマウス疾患モデルとして、マ
ウスの盲腸を結紮して穿孔することによっ
て腹膜炎を惹起させ敗血症を惹起させ
(Cecum ligation and puncture: CLP)、野生
型マウスと MAIR-I 遺伝子欠損マウスとで、
生存率を観察した。その結果、MAIR-I 遺伝子
欠損マウスでは有意に生存率が改善した(図
4A)。 
 
 
 
 



 
[図 4A] 

 
更にこの際、MAIR-I 遺伝子欠損マウスでは
腹腔中の細菌数が減少し、元来腹腔中には
ほとんど存在しない好中球数の増加が認め
られた。炎症が起こるとその場所に好中球
が動員されてくるが、腹腔に炎症が起こっ
た際に好中球を動員するのは、腹腔にスタ
ンバイしている肥満細胞由来のサイトカイ
ンやケモカインだと考えられた。我々は肥
満細胞欠損マウス(KitW-sh/ KitW-sh マウス)
に野生型、もしくは MAIR-I 遺伝子欠損マウ
ス由来の肥満細胞を移入して敗血症を惹起
させ、生存率を観察した(図 4B)。その結果、
野生型マウス由来の肥満細胞を移入した群
と比較して遺伝子欠損マウス由来の肥満細
胞を移入した群では生存率が改善した。 
 
[図 4B] 

 
 更に、遺伝子欠損マウス由来の肥満細胞
からは CLP の際、野生型マウス由来の肥満
細胞に比較してより多くのサイトカインが
産生されていることを認めた。つまり、敗
血症における生存率の改善は、肥満細胞上
の MAIR-I によるサイトカインやケモカイ
ンの産生が制御されていることによるもの
であるということが明らかとなった。 
(5)MAIR-I とフォスファチジルセリンの結合
を阻害すると敗血症における生存率が改善
する 
 フォスファチジルセリンと MAIR-I の結
合を阻害すると、MAIR-I 遺伝子欠損マウス
で認められたように生存率は改善するのか
検証した。野生型マウスに抗 MAIR-I 抗体を

投与する、もしくは MFG-E8 を投与すること
によって MAIR-I とフォスファチジルセリ
ンとの結合を阻害し、CLP を行って生存率
を観察した。その結果、MAIR-I 阻害抗体及
び MFG-E8 のいずれの投与でも生存率の改
善が認められ、MAIR-I 遺伝子欠損マウスに
おける敗血症での生存率の改善は MAIR-I
とフォスファチジルセリンの結合によるも
のであることが明らかとなった。 
 
 以上より、本研究において我々は、肥満
細胞上の MAIR-I がフォスファチジルセリ
ンと結合することによって、肥満細胞に抑
制性シグナルを伝達して肥満細胞からのサ
イトカインやケモカインの産生を制御し、
ひいては敗血症の生存率に寄与しているこ
とを明らかにした。これらの結果をまとめ、
論文として発表した。 
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