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研究成果の概要（和文）：我々は、TLR に会合する新規分子である Epithelial membrane 

protein 3(Emp3)を同定し、in vitroの実験系においてEmp3のノックダウンが複数のTLR

による免疫応答を顕著に増長することを見出した。しかしながら、Emp3 の Transgenic

（Tg）および Knock Outマウス由来の骨髄マクロファージでは TLRにより誘導される免

疫応答に優位な変化が認められなかった。一方、Emp3 を全身性に発現する Emp3 Tg は

半年以内に 100％が死亡し、その多くで拡張型心筋症様の症状が認められた。また小腸炎

を呈す個体も散見された。今後、Emp3 Tgで認められた表現型が TLR応答の制御を介す

るものか否かを検討していく必要がある。 

 

研究成果の概要（英文）：We identified a novel TLR associating molecule, Epithelial 

membrane protein (Emp3), and found that knock-down of Emp3 in RAW macrophage cell 

line resulted in upregulation of multiple TLR response. However, bone marrow derived 

macrophages from Emp3 KO and Emp3 Tg mice did not show clear differences in various 

types of TLR response. On the other hand, Emp3 Tg mice died within 6 months and most of 

them showed Dilated Cardiomyopathy (DCM) like heart symptoms. In addition, some 

Emp3 Tg mice showed enteritis. It still remained to be determined whether these 

phenotypes are associated with unknown TLR function regulated by Emp3 or not. 
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１．研究開始当初の背景 

病原体認識レセプターである Toll Like 

Receptor (TLR) ファミリーは免疫細胞に高

発現し、様々な免疫応答を惹起することで生

体防御に必須の役割を果す。一方、TLRの過
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剰応答は自己免疫疾患の発症につながるこ

とが報告されている。この為、TLR応答の厳

密な制御は恒常性維持において必須であり、

様々な TLR会合分子が TLR応答制御に関与

していると考えられる。 

 

２．研究の目的 

申請者は、これまでに Functional Cloning

を通じて新たな TLR 関連分子 Epithelial 

membrane protein 3 (Emp3) を同定し、ノ

ックダウンを用いた実験系を用いて同分子

が TLR 応答の負の制御因子である可能性を

見出してきた。 

本研究では、作製した Emp3のトランスジェ

ニックマウスおよびコンディショナルノッ

クアウトマウスより得られる免疫細胞の解

析を通じ、Emp3 の TLR 応答制御における

意義を明確にする。また、同分子の極端な発

現量変化に伴う TLR 応答抑制機構の破綻が

生体に及ぼす影響を同マウスの表現型解析

を通じて示し、TLR応答におけるバランス制

御が恒常性維持において果たす役割の解明

を目指す。 

 

３．研究の方法 

１．Emp3 コンディショナルノックアウトおよ

びトランスジェニックマウス、抗 Emp3 モノ

クローナル抗体の作製 

申請者は B6 バックグラウンド ES 細胞の JM8 

A3 株を用い、Emp3 Conditional KO および

ROSA26 領域を利用した Knock In Tg マウス

の作製を行う。作製した Conditional KO お

よび Tg マウスに関しては、最初に CAG-Cre

マウスと交配することで全身性のノックア

ウトマウスまたは Tgマウスを作製して解析

を行う。 

またウサギを使用した抗 Emp3 ポリクローナ

ル抗体の作製、Balb/c バックグラウンドの

Emp3 KO マウスを利用した抗 Emp3 モノクロー

ナル抗体の作製も行う。 

2. Emp3 欠損マクロファージ・樹状細胞にお

ける TLR 応答の解析 

Emp3 KO および Emp3 Tg マウスより得られる

骨髄マクロファージ/樹状細胞における TLR

応答を網羅的に解析する。これらの解析を通

じ、Emp3 により制御される TLR 応答バランス

を明確に特徴付ける。 

 

3. 生体内免疫応答における Emp3 の役割 

Emp3 KO または Emp3 Tg マウスを使用し、TLR

がその病態に深く関与するエンドトキシン

ショック(急性炎症モデル)や Dextran 

sulfate sodiumによる腸炎誘発 (慢性炎症モ

デル）などを解析する。これらの解析を通じ、

恒常性維持における Emp3の役割を解析する。 

また、Emp3 KO または Emp 3 Tg マウスの通常

飼育下における疾患の発症、生存率および死

亡原因も調べる。特に Emp3 は腫瘍抑制因子

である可能性が多くの論文にて示唆されて

いることより、腫瘍の発症率を重視して解析

を行う。 

 

４．研究成果 

１．Emp3 コンディショナルノックアウトおよ

びトランスジェニックマウス、抗 Emp3 モノ

クローナル抗体の作製 

JM8 A3 を用いた Emp3 Conditional KO および

Emp3 Tg マウスの作製が成功した。Germ Line 

Transmission後にCAG-Creマウスと交配を行

い、全身性 KO および全身性 Tg マウスを問題

なく得ることができた。 

また、ウサギに Emp3 の細胞外ドメインの一

部を免疫した結果、抗マウス Emp3 ポリクロ

ーナル抗体の作製にも成功した。 

モノクローナル抗体の作製に関しては、

Balb/c に 6 回バッククロスを行った Emp3 KO

マウスを用いて作製を試みたが、現在のとこ



 

 

ろハイブリドーマの取得には至っていない。 

 

2. Emp3 欠損マクロファージ・樹状細胞にお

ける TLR 応答の解析 

RAW 細胞における Emp3 ノックダウンの結果、

TLR2, 4, 7, 9 リガンド刺激による NOの産生、

細胞表面 CD40 の発現、IL-6, RANTES, 

IL-12p40, IL-10 などのサイトカイン産生が

顕著に上昇した。一方、TNF-α, MCP-1, G-CSF, 

GM-CSF の産生に変化は認められなかった。ま

た、インターフェロン(IFN) 誘導性の TLR4, 

TLR7, TLR9 では、分子 Eノックダウンにより

リガンド刺激に伴う IFN-βmRNAの誘導も

顕著に上昇した。 

しかしながら、Emp3 ノックダウン細胞における

Emp3 cDNAの complementationではこれらフ

ェノタイプの回復が認められなかった。 

また Emp3 KO および Emp3 Tg マウスより得ら

れた骨髄マクロファージ/樹状細胞の TLR リ

ガンドに対する免疫応答（サイトカイン産生、

CD40 や CD86 の細胞表面発現上昇など）にも

優位な差が認められなかった。同様に、これ

らマウスにおいて TLR1/2/4/5/6 の細胞表面

発現量は全く影響を受けていなかった。以上

の結果より Emp3 は TLR 会合分子ではあるが、

Emp3 は TLR の細胞内分布を制御しないこと、

TLR が誘導する炎症応答を制御する分子では

ないことが判明した。 

 

3. 生体内免疫応答における Emp3 の役割 

Emp3 KO と Emp3 Tg マウスを使用し、エンド

トキシンショックおよび Dextran sulfate 

sodium による腸炎誘発モデルの解析を行っ

た。その結果、コントロールマウスとの間に

優位な差は認められなかった。 

また Emp3 は腫瘍抑制因子であることが示唆

されていることから Emp3 KO マウスにおける

腫瘍の発症率を一年間にわたり解析したが、

肉眼的に検知できるような腫瘍の発生およ

び異常は全く認められなかった。 

一方、CAG-Cre マウスと交配することで得ら

れた全身に Emp3 を強制発現する Emp 3 

Tg/CAG-Cre マウスは、通常飼育下において 6

ヶ月齢までに体重減少または急激な体重増加を

呈して全個体が死亡した（n=11）。特に体重増加

を認めたEmp3 Tｇ/CAG-Cre マウスでは全身皮

下における浮腫および胸水や腹水の貯留が認

められ、心筋の菲薄化に伴って心腔が高度に拡

張していた（図 1）。また、慢性的なうっ血を示唆

する左心房内の血栓（鉄染色陽性）や心肺重量

の増加が認められた（図 2）。病理組織学的所見

では、肺のうっ血を示唆するヘモジデリンを貪食

したマクロファージ（心臓病細胞）が肺胞内に多

数浸潤する像が認められた（図 3）。また、心筋

には高度の錯綜配列や線維化が認められた。

以上の所見より、Emp 3 Tg/CAG-Cre マウスは拡



 

 

張型心筋症を発症していると考えられる。ま

た小腸炎を発症する個体も散見された。 

しかしながら、CAG-Cre 遺伝子を除いた Emp3 

Tg マウスでは既述の症状が全く発症しなく

なるという予想外の結果が得られた。

CAG-Cre マウス自体は拡張型心筋症や小腸炎

を発症することは全くないが、無症候性に突

然死する個体が散見される。このことを考慮

すると、Cre 遺伝子の強制発現により誘導さ

れた何らかの異常を Emp3 が増長した結果と

して症状が発症したと考えられる。 

今後、Emp3 Tg における拡張型心筋症や小腸

炎の発症に TLRが関与しているのか否かを検

討している必要がある。関与が認められた場

合、Emp3 は昨今報告されているような TLR を

介した代謝制御に特異的に関与しているの

かもしれない。 
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