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研究成果の概要（和文）：LMIR3欠損マウスにおいてDSS誘発腸炎の悪化が認められた。大腸マスト細胞における
LMIR3とセラミドの結合はATPによるマスト細胞の活性化を抑制して腸炎の発症・進展を抑えた。従って、セラミ
ド含有vesicleの投与はマスト細胞の活性化を抑えて野生型マウスの腸炎を改善させた。他方、LMIR3欠損マウス
は敗血症性腹膜炎に抵抗性を示した。LMIR3とセラミドの結合は大腸菌に反応してマスト細胞と好中球が産生す
る好中球遊走因子量を低下させ感染局所への好中球集積を抑制した。従って、セラミドとLMIR3の結合を阻害す
る薬剤の投与は局所への好中球集積を促進して野生型マウスの敗血症性腹膜炎を改善させた。

研究成果の概要（英文）：LMIR3-deficient colonic mast cells were pivotal in the exacerbation of 
DSS-induced colitis in LMIR3-deficeint mice. Ceramide vesicles attenuated DSS-induced colitis by 
inhibiting ATP-mediated activation of colonic mast cells through ceraimide-LMIR3 binding. On the 
other hand, LMIR3-deficient mice were highly resistant to septic peritonitis induced by cecal 
ligation and puncture (CLP). Ceramide-LMIR3 binding inhibited the release of neutrophil 
chemoattractaaants from mast cells and neutrophils in response to E. coli, thereby suppressing 
neutrophil recruitment to sites of infection. Accordingly, disrupting ceramide-LMIR3 interactions 
prevents septic peritonitis by stimulating neutrophil recruitment. 

研究分野：アレルギー・免疫学
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１．研究開始当初の背景 
Leukocyte mono-immunoglobulin-like 
receptor LMIR/CD300 は細胞外領域に相同性
の高い1個の免疫グロブリン様構造をもつペ
ア型受容体ファミリーである。マウスには少
なくとも 8 種類の LMIR が存在する。
LMIR1/CD300a と LMIR3/CD300f は
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory 
or switch motif (ITIM or ITSM)を介して抑
制シグナルを伝える抑制型受容体である。他
の LMIR は immunoreceptor tyrosine-based 
activating motif(ITAM)をもつアダプター分
子(DAP12 や FcR)と会合して活性化シグナル
を伝える活性化型受容体である。抑制型
LMIR3 と活性化型 LMIR7 はマスト細胞におい
て発現が高くペアを形成する。研究代表者の
グループは、抗体により LMIR7 を架橋刺激す
るとマウス骨髄由来マスト細胞(BMMC)が 
FcR依存的に活性化することを示した
（Enomoto et al, J Biol Chem, 2010）。他
方、抗体により FcRI と LMIR3 を共架橋する
と FcRI の活性化シグナルは（LMIR3 の細胞
内領域に存在する）2個の ITIM と 1個の ITSM
のリン酸化を介して抑制されることを示し
た（Izawa et al, J Biol Chem, 2007）(Izawa 
et al, J Immunol, 2009)。次に、LMIR3 リガ
ンドのスクリーニングと LMIR3-/-マウスの解
析により、生体内においてマスト細胞の
LMIR3 は脂質セラミドに結合して FcRI の活
性化及び付随するアレルギー反応を抑制す
ることを証明した（Izawa et al, Immunity, 
2012）。さらに、ヒト LMIR3 の生理的なリガ
ンドとしてセラミド及びスフィンゴミエリ
ンを同定した（Izawa et al, J Allergy Clin 
Immunol, 2013）。相前後して、LMIR5 は（ホ
スファチジルセリン(PS)結合タンパクであ
る）TIM1 を認識する活性化型レセプターであ
ることも示した(Yamanishi et al, Blood, 
2008）（Yamanishi et al, J Exp Med, 2010）。
また、他の研究者グループとともに、マウ
ス・ヒト LMIR1/CD300a やヒト CD300c のリガ
ンドが（アポトーシス細胞に表出する）PS や
ホスファチジルエタノラミンであることを
示した（Nakahashi-Oda et al, J Exp Med, 
2012 ） (Simhadri et al, Blood, 2012 ）
（Takahashi et al, J Biol Chem, 2013）。
国内外の研究結果に鑑みて、研究代表者のグ
ループは「LMIR は何らかの脂質（または脂質
結合タンパク）を認識して炎症を制御するペ
ア型受容体である」という仮説を掲げている。 
これまでの研究結果より、LMIR3 と脂質セラ
ミドの結合がIgEと抗原による活性化シグナ
ルを抑制することは判明したが、他のマスト
細胞活性化シグナル（pathogen-associated 
molecular patterns [PAMPs]などによる）を
抑制するかは不明である。他方、LMIR3-/-マウ
スでは盲腸の穿孔性腹膜炎(CLP)モデルにお
ける致死率が LMIR3-/-マスト細胞依存的に改
善することを明らかにした（未発表データ）。
この結果は、LMIR3 が（FcRI シグナル以外の）

複数のマスト細胞活性化シグナルを抑制す
る可能性を示唆する。また、初期解析から、
定常状態における LMIR7-/-マウスの血球細胞
（マスト細胞を含む）の数・分化は正常であ
ること、IgE と抗原の刺激に対する LMIR7-/- 
BMMC の反応性（脱顆粒やサイトカイン産生）
は正常であることを確認した。一方、マスト
細胞とIgEが関与する受動的皮膚アナフィラ
キシー(PCA)反応が LMIR7-/-マウスでは減弱
することを見出した（未発表データ）これら
の結果は、マスト細胞に発現する LMIR7 は組
織において周囲に存在するリガンドを認識
して FcRI シグナルを促進する可能性を示唆
する。しかし、その作用機序は LMIR7 リガン
ドとともに不明である。また、LMIR3 と LMIR7
の細胞外領域の相同性が高いことから LMIR7
リガンドはLMIR3リガンドのセラミドと類似
する脂質である可能性が高い。総合すると、
LMIR7 と LMIR3 は（おそらく別個の）生体内
脂質を認識してマスト細胞の（FcRI シグナ
ルを含む）さまざまな活性化シグナルを正と
負に制御するユニークなペア型受容体であ
ると想定される。従って、マスト細胞におけ
る LMIR7 と LMIR3 の脂質リガンド及び機能の
全貌を明らかにすることは、マスト細胞が関
与するアレルギー及び炎症性疾患の制御機
構を解明する上で極めて重要であり、本研究
の着想に至った。 
 
２．研究の目的 
LMIR/CD300 はペア型受容体ファミリーで
ある。研究代表者のグループは、マスト細胞
に発現するLMIR3と脂質セラミドの結合が高
親和性 IgE レセプター(FcRI)のシグナルを
抑制して過剰なアレルギー反応を抑えるこ
とを証明した（Izawa et al, Immunity, 2012）。
本研究の目的は、マスト細胞において抑制型
LMIR3 と対を形成する活性化型 LMIR7 が認識
する生体内脂質リガンドを同定すること、次
に、LMIR3 と LMIR7 による脂質認識が種々の
マスト細胞活性化シグナル(FcRI シグナル
を含む)に及ぼす作用とその分子機序を明ら
かにすることである。最終的な目的は、脂質
を認識するペア型受容体 LMIR3・7による（マ
スト細胞が関与する）アレルギー・炎症の制
御機構を解明して、LMIR3・7及びリガンド脂
質を標的とする新しい治療法の開発に寄与
することである。 
 
３． 研究の方法 
(1)LMIR7 のリガンド同定 
① 結合アッセイ（LMIR7-Fc を利用する） 
LMIR7 の細胞外領域とヒト IgG1 の Fc 領
域を融合させたプローブ LMIR7-Fc を作
製する。LMIR7-Fc とプレートや膜に固相
化された生理的な脂質（リポタンパクを
含む）の結合能を ELISA や ECL アッセイ
により評価して、特異的に結合する分子
を同定する。 
 



② レポーターアッセイ（レポーター
2B4-LMIR7-GFP を利用する） 
レポーター細胞（2B4-GFP）[転写因子
NFAT が活性化すると GFP の発現が誘導
される]を利用する。LMIR7 の細胞外領域、
LMIR3 の膜貫通領域、CD3の細胞内領域
を 融 合 さ せ た キ メ ラ 受 容 体
（LMIR7-CD3）を 2B4-GFP 細胞に発現さ
せて 2B4-LMIR7-GFP 細胞を作製する。プ
レートに固相化された脂質の存在下で
2B4-LMIR7-GFP 細胞を培養して特異的に
GFP の発現を誘導する分子を FACS によ
り同定する。GFP の発現誘導が LMIR7 阻
止抗体の前処置により消失するかを確
認する。 

 
③ LMIR7 のリガンド候補脂質 X が同定され
た場合、脂質 Xを固相化したプレート上
で野生型またはLMIR7-/- BMMCを培養して、
IgE と抗原による刺激の存在下あるいは
非存在下で、サイトカイン（IL-6・TNF
な ど ） 産 生 量 や 脱 顆 粒 の 程 度
（-hesosaminidase 放出率）を測定する。
脂質 X と LMIR7 の結合が BMMC を活性化
する場合や FcRI シグナルの活性化を増
強する場合には、脂質 Xがマスト細胞に
おける LMIR7 リガンドであると考える。 
 
④ 脂質 Xの抗体、特異的な結合タンパク（存
在する場合）、リポソームを入手あるいは
作製する。リポソームの脂質 X が固相化
された脂質 X と同様の作用を示すかを
(2)(4)の実験系で調べる。脂質 X の抗体
や特異的な結合タンパクの前処置が及ぼ
す作用を調べる。 
 
(2) LMIR3・LMIR7 と脂質リガンドの結合が
BMMC の（FcRI 以外の）シグナルを制御
するか？ 
固相化されたセラミド(脂質 X)やリポソ
ームのセラミド（脂質 X）の存在下また
は非存在下で、野生型・LMIR3-/-・LMIR7-/- 
BMMCの無刺激時または各種受容体が刺激
された場合のサイトカイン・ケモカイ
ン ・ ロ イ コ ト リ エ ン 産 生 量 や
-hesosaminidase 放出率を測定する。同
様に、LMIR3-/-BMMC に野生型または変異型
LMIR3(ITIM と ITSM のチロシン残基をフ
ェニルアラニンに置換）を再構築した細
胞も利用する。LMIR3 とセラミドの結合
がBMMCの活性化をITIM/ITSM依存的に抑
制するか、LMIR7 と脂質 X の結合が BMMC
の活性化を促進するかを評価する。 
 
(3) (マスト細胞の FcRI が関与する)アレル
ギー疾患モデルの解析 ＜LMIR7-/-マウ
スの解析＞ 
① 受動的皮膚アナフィラキシー(PCA) ：IgE
をマウスの耳介に注射して特異抗原と色
素を耳介に注射して、耳介に漏出する色

素量を定量化する。 
 
② 受動的全身性アナフィラキシー（PSA）：
IgE をマウスに静注後、特異抗原を静注
して経時的に直腸温の低下を測定する。 
 
③ マスト細胞欠損（KitWsh/Wsh）マウスの耳介
あるいは全身に野生型または LMIR7-/- 
BMMC を生着させて同様の実験を行う。 
 
(4) マスト細胞が関与する他の炎症性疾患モ
デルの解析 
① 盲腸の穿孔性腹膜炎(CLP)モデル 
(a) マウスの生存率を調べる。 
(b) 盲腸及び周辺組織の組織所見を解析
する。 
(c) 腹腔洗浄液や血液にける菌数、血液
細胞（好中球など）数、炎症性サイ
トカイン量（TNF、IL-6 など）を測
定する。 
(d) KitWsh/Wsh マウスの腹腔に野生型また
は LMIR7-/- BMMC または LMIR3-/- BMMC
を生着させて上記の実験を行う。 
 
② 腸炎モデル  
-1 DSS 誘発腸炎モデル 
  -2 TNBS 誘発腸炎モデル 
    (a) 体重減少、臨床スコア（血便の頻度
など）をモニターする。 

   (b) マウスの大腸の全長を測定し、大腸
組織の炎症所見を評価する。 
(c) 腸炎誘発後の大腸から腸管粘膜細
胞、上皮細胞、所属リンパ節などを
分離して血液細胞分画（好中球、好
酸球など）の数・比率や細胞表面分
子の発現量などを評価する。マスト
細胞の脱顆粒の指標としてはCD63の
細胞表面発現量を測定する。また、
大腸組織における炎症性サイトカイ
ン・ケモカインの産生量を測定する。 

(d) KitWsh/Wsh マウスの腸管に野生型、
LMIR3-/-、LMIR7-/- BMMC を生着させて
上記の実験を行う。 
 
(5) LMIR3・7 と脂質リガンドの結合が BMMC
の活性化シグナルを制御する機序を解
析する 
 FcRI シグナルの制御 
    IgE で感作した BMMC の定常状態及び抗 
原、（セラミド、脂質 Xの）リポソーム、
あるいはその両方が存在するとき、
LMIR3、LMIR7、FcRI の局在の経時的な
変化を免疫染色により調べる。また、そ
の下流のシグナル伝達分子の活性化レ
ベルや LMIR3・LMIR7 と共局在する分子
を免疫染色により明らかにする。 
 

(6) LMIR3・7 あるいはその脂質リガンドを標
的とするアレルギー・炎症疾患の制御に
ついて 



マスト細胞の LMIR3・7が関与する疾患モ
デルにおいて、LMIR3-Fc、LMIR7-Fc、LMIR3
抗体、LMIR7 抗体、セラミド抗体、脂質 X
の抗体（特異的結合タンパク）、セラミド
リポゾーム、脂質 X のリポソームを前投
与した場合のアレルギー・炎症所見の変
化を調べる。 
 
４．研究成果 
(1)  LMIR7-Fc を利用した物理的な結合アッ
セイとレポーター細胞2B4-LMIR7-GFPを
利用した機能的なレポーターアッセイ
からLMIR7のリガンド候補脂質としてス
フィンゴミエリンを同定した。次に、ス
フィンゴミエリンを固相化したプレー
ト上で野生型 BMMC を培養すると少量の
サイトカインを産生する（脱顆粒はしな
い）が、LMIR7 欠損 BMMC ではそのサイト
カイン産生が消失した。また、スフィン
ゴミエリンを固相化したプレート上で
野生型 BMMC を IgE と抗原で刺激したと
き、BMMC の脱顆粒はスフィンゴミエリン
が固相化されていない場合と比較して
増強することが示された。一方、LMIR7
欠損 BMMC ではこの増強作用が認められ
なかった。また、可溶型の LMIR7 阻害抗
体を加えると、スフィンゴミエリンと
LMIR7の結合を介するBMMC活性化の増強
は抑制された。以上の結果から、スフィ
ンゴミエリンはマスト細胞のLMIR7のリ
ガンドとして機能することが in vitro
で示された。 
 
(2) セラミドを固相化したプレート上で野
生型 BMMC を LPS あるいは大腸菌（死菌）
で刺激すると、サイトカイン(IL-6 な
ど)・ケモカイン（MIP2・KC など）・脂質
メディエーター（LTB4・LTC4 など）の産
生量はセラミドが固相化されていない
場合と比較して減少することが示され
た。また、BMMC を ATP で刺激したときの
脱顆粒やサイトカイン・ケモカインの産
生量もセラミドとLMIR3の結合により減
少することが示された。つまり、セラミ
ドと LMIR3 の結合は、FcRI 以外の活性
化シグナルも抑制することが明らかに
なった。 
 
(3) 野生型マウスとLMIR7欠損マウスに対し
て、PCA 反応と PSA 反応を誘導したとこ
ろ、どちらのアナフィラキシー反応も
LMIR7 欠損マウスで減弱することが明ら
かになった。また、マスト細胞欠損マウ
スに野生型あるいは LMIR7 欠損 BMMC を
再構築した後に、アナフィラキシー反応
を誘導するとLMIR7欠損マスト細胞が生
着したマウスにおいてアナフィラキシ
ー反応の減弱が認められた。以上から、
生体内で LMIR7 はマスト細胞の FcRI シ
グナルを正に制御することが示された。 

(4)  LMIR7 は BMMC や皮膚のマスト細胞には
高い発現を認めたが、腸管のマスト細胞
における発現は極めて低かったので、
LMIR7 欠損マウスに対して CLP や腸炎モ
デルを施行しなかった。他方、LMIR3 欠
損マウスがCLPに対して抵抗性を示すメ
カニズムを詳細に解析した。野生型ある
いは LMIR3 欠損 BMMC を腹腔に生着させ
たマスト細胞欠損マウスや野生型ある
いはLMIR3欠損好中球を腹腔に移入した
マウスの解析から、マスト細胞及び好中
球に LMIR3 が欠損すると CLPによる致死
率が改善することが示された。CLP を施  
行されたLMIR3欠損マウスの腹腔には多
量の好中球遊走因子（MIP2・KC・LTB4 な
ど）とともに大量の好中球集積が認めら
れた。その結果、野生型マウスと比較し
て、腹腔及び血液中の大腸菌量は減少し
て敗血症への進行が抑えられた。また、
野生型マウスにセラミド抗体 や
LMIR3-Fc 融合タンパクを投与すると、野
生型マウスの腹腔には大量の好中球が
集積して敗血症が抑えられること、他方、
セラミド含有vesicleを投与すると好中
球の集積が抑えられ敗血症の進行が進
むことも示された。これらの効果は
LMIR3 欠損マウスでは認められなかった。
盲腸穿孔により腹腔内に漏出した大腸
菌に反応したマスト細胞は好中球遊走
因子を産生して好中球を集積させ、遊走
してきた好中球も大腸菌に反応して好
中球遊走因子を産生してさらに好中球
を集積させると考えられた。マスト細胞
や好中球のLMIR3と細胞外に存在するセ
ラミドの結合は、これらの好中球遊走因
子の産生を抑制するため、好中球の集積
が抑えられる。しかし、LMIR3 欠損マウ
スや薬剤によりセラミドとLMIR3の結合 
がブロックされたマウスでは、マスト細
胞や好中球による好中球遊走因子の産
生が亢進して大量の好中球が集積する
ことが示された。 
   野生型マウスと LMIR3 欠損マウスに２
種類の腸炎モデルを誘導すると、どちら
の腸炎においてもLMIR3欠損マウスで症
状が増悪することが示された。その後、
DSS 誘発腸炎モデルを詳細に解析した。
大腸のマスト細胞は腸管の損傷により
産生されると考えられるATPに反応して、
炎症性メディエーターを産生して腸炎
を悪化させるが、LMIR3 欠損マウスでは
ATP によるマスト細胞の活性化が亢進す
ることが示された。実際、マスト細胞欠
損マウスに野生型あるいはLMIR3欠損マ
スト細胞を生着させてから腸炎を誘導
するとLMIR3欠損マスト細胞が生着した
マウスでは腸炎がより悪化した。また、
野生型マウスにセラミド抗体 や
LMIR3-Fc を投与すると腸炎は悪化し、逆
に、セラミド含有 vesicle を投与すると



腸炎は改善した。これらの結果から、マ
スト細胞の LMIR3 とセラミドの結合は
ATP によるマスト細胞の活性化を抑えて
腸炎の発症・進展を抑えることが明らか
になった。 
 
(5) 共焦点顕微鏡を利用した BMMC の解析か
ら、スフィンゴミエリンが結合したLMIR7
は IgE と抗原により架橋された FcRI と
共局在することが示された。これは、セ
ラミドと結合した LMIR3 が IgE と抗原に
より架橋された FcRI と共局在する場合
と同様であった。 
 
(6) LMIR7-Fcや LMIR7阻害抗体の投与は野生
型マウスのアナフィラキシー反応を減弱
させ、スフィンゴミエリン含有 vesicle
の投与はアナフィラキシー反応を悪化さ
せた。LMIR3-Fc、LMIR3 阻害抗体、セラ
ミド抗体の投与は LPS 投与による皮膚炎、
アナフィラキシー反応、炎症性腸疾患を
悪化させたが、セラミド含有 vesicle の
投与はこれらの炎症を抑制した。他方、
CLP モデルでは前述のように LMIR3 とセ
ラミドの結合を阻害すると好中球の集積
により敗血症の進行は抑えられ、LMIR3
のリガンドを増やすと好中球の集積は抑
えられ敗血症が進行することが示された。 
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