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研究成果の概要（和文）：インフルエンザウイルス(IFV)感染におけるITAM関連受容体IgSFR2を介したIFV認識の役割を
解明するために、IgSFR2欠損マウスを用いたIFV感染実験などを実施した。その結果、IFV感染に伴う自然免疫の過剰な
活性化に、主に形質細胞様樹状細胞におけるIgSFR2を介したIFV認識機構が関与し、IgSFR2欠損マウスではインフルエ
ンザ肺炎の症状が軽減することを明らかにした。また、レポーター細胞を用いたin vitroでの検討の結果、IgSFR2はIF
V感染によって生じた死細胞から放出される内因性リガンドである複数の脂質や糖質を認識する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We focused on the function of ITAM-coupled receptor IgSFR2 which recognizes 
influenza virus (IFV), and analyzed the role for innate immune activation through the IgSFR2-mediated 
pathway in IFV infection. We revealed that activation of innate immunity through the IgSFR2-mediated 
pathway in mainly plasmacytoid dendritic cells is involved in the excessive inflammation in IFV-infected 
lungs. And we founded that influenza pneumonia was dramatically attenuated in Igsfr2-deficient mice, 
which showed improved survival rate compared with control mice. Furthermore, we clarified that IgSFR2 
recognizes endogenous ligand, i.e., lipids or carbohydrates derived from dead cells due to IFV infection.

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景 
	 インフルエンザウイルス（IFV）感染症は、
小児や高齢者では肺炎や急性脳症を合併す
る例も多く、注意すべき感染症の一つである。
インフルエンザ肺炎重篤化の要因について
は、これまで肺炎球菌や黄色ブドウ球菌など
による細菌性複合感染によるところが大き
いとされてきたが、近年 IFV 感染マウス肺炎
モデルを用いた解析や IFV 感染により急性呼
吸窮迫症候群(ARDS)を発症したヒト検体な
どを用いた解析の結果、宿主の自然免疫の過
剰な活性化が IFV 感染症の重篤化の新たな一
因として挙げられている。	 
	 骨髄由来の樹状細胞やマクロファージは、
自然免疫系の主要な機能を担っている。これ
らの細胞は広く生体に分布し、病原微生物と
遭遇した場合には病原微生物に由来する
様々な分子構造を検知する。樹状細胞やマク
ロファージに存在するこれらの受容体はパ
ターン認識受容体（PRRs）と呼ばれ、
Toll-like	 receptor	 (TLR)などが最も良く知
られている。IFV 感染時の自然免疫応答に関
わる分子については、TLR や RIG-like	 
receptors（RLRs）などの PRRs が良く解析さ
れており、これらの PRRs は広くウイルス RNA
を検知することで I型インターフェロン系を
発動させ、効率的なウイルス排除に寄与する
（図 1 参照）。一方で、活性化モチーフであ
る ITAM(Immunoreceptor	 Tyrosine-based	 
Activation	 Motif)を有する ITAM 関連受容体
が近年同定され、この受容体は他の PRRs と
は全く異なる病原体関連分子構造（PAMPs）
を認識し、新たな PRRs として機能すること
から、非常に注目を集めている（図 1参照）。	 

	 こうした背景から、我々は in	 vitroで IFV
と結合する ITAM 関連受容体のスクリーニン
グを実施したところ、複数の ITAM 関連受容
体が IFV と結合することを明らかにした。さ
らに予備的検討の結果、ITAM 関連受容体の一
つである IgSFR2 は IFV の赤血球凝集素（ヘ
マグルチニン：HA）と特異的に結合し、レポ
ーター細胞において NFAT 活性化シグナルを
細胞内へと伝達できることが既に明らかと
なっていた。	 
 
２．研究の目的 
	 そこで、本研究では IFV 認識に関わる ITAM
関連受容体 IgSFR2 の欠損マウス（Igsfr2 欠

損マウス:Igsfr2-/-マウス）を用いたインフル
エンザ肺炎モデルマウスの解析を実施する
ことにより、IgSFR2 を介したシグナルが、IFV
感染防御と宿主側の過剰な免疫応答を介し
た炎症増悪化をどのようにリンクさせるの
かを明らかにすることを目的とした。さらに、
IgSFR2 は病原体刺激などによってその発現
が増強し、死細胞や何らかの宿主細胞由来成
分に強く結合することが明らかとなってお
り、IFV 感染から肺における炎症増悪への負
のリンクを司る非常に重要な分子である可
能性が示唆されている。そこで、IgSFR2 が認
識する具体的な宿主細胞由来成分について
も、分子生物学的・生化学的な手法を用いて
解析した。	 
 
３．研究の方法 
(1)	 Igsfr2-/-マウスを用いた IFV 感染マウス
肺炎モデルの解析	 
	 野生型マウス(C57BL/6 マウス)および
Igsfr2-/- マ ウ ス に 、 マ ウ ス 馴 化
IFV(A/PR/8/34 株)を 103〜104PFU/mouse にて
経気道感染させ、IFV 感染マウス肺炎モデル
を構築した。その後、経日的に生存率推移、
肺におけるウイルス力価や病理組織像、炎症
性サイトカイン/ケモカインの産生量を野生
型マウスと Igsfr2-/-マウスとの間で比較し
た。	 
(2)Igsfr2-/-マウス由来骨髄系細胞を用いた
責任細胞の同定	 
	 野生型マウスおよび Igsfr2-/-マウスより、
定法に従って、複数種類のマクロファージお
よび樹状細胞を分離・調製した。これらの細
胞を IFV で 24 時間刺激した場合の培養上清
における炎症性サイトカイン/ケモカイン産
生量を、ELISA 法により野生型マウスと
Igsfr2-/-マウスとの間で比較した。	 
(3)IgSFR2 が認識する内因性リガンドのスク
リーニング	 
	 IgSFR2 の C 末端にヒト免疫グロブリン Fc
部位を融合させた分泌型組換えタンパク質
の発現ベクターを構築した後、これをリポフ
ェクション法にて 293F 細胞に導入した。こ
の細胞を無血清培地で高密度培養し、得られ
た培養上清を濃縮・精製することにより、組
換えタンパク（IgSFR2-Fc）を回収した。ま
た、比較対照として IgSFR2 との構造的類似
性が認められる IgSFR1 についても、同様の
手法で組換えタンパクを回収した。最後に、
回収した IgSFR2-Fc をアナライトとして、市
販の脂質アレイおよび糖鎖アレイを用いて、
in	 vitroにおける IgSFR2-Fc と脂質および糖
質との結合を評価した。また、IgSFR2 ととも
にアダプター分子を発現する 2B4	 NFAT-GFP
レポーター細胞を作成し、同定されたリガン
ドによる刺激が IgSFR2 を介して活性化シグ
ナルを細胞内に伝達できるか否かを、フロー
サイトメーターを用いた手法により解析し
た。	 
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４．研究成果	 
(1)	 Igsfr2-/-マウスを用いた IFV 感染マウス
肺炎モデルの解析	 
	 まず、生存率推移を比較したところ、
Igsfr2-/-マウスでは IFV 感染後の生存率が有
意に改善し、肺組織障害の発生が軽減するこ
とが明らかとなった。また、Igsfr2-/-マウス
の肺におけるウイルス力価については、感染
4 日目にかけて一時的に増加するものの、野
生型マウスにおいて肺組織障害の発生が観
察される感染 8日目の時点では大きく減少し
ていた。また、肺胞-気管支洗浄液における
炎症性サイトカイン/ケモカイン産生も、
Igsfr2-/-マウスは野生型マウスに比較して、
IL-6,	 TNF-α ,	 CCL3/MIP-1α ,	 CXCL1/KC,	 
CXCL10/IP-10 などの値が軒並み低値を示す
ことが明らかとなった。以上の結果から、IFV
感染に伴う自然免疫の過剰な活性化に、ITAM
関連受容体 IgSFR2 を介した自然免疫応答機
構が関与することが明らかとなった（図 2参
照）。	 

(2)Igsfr2-/-マウス由来骨髄系細胞を用いた
責任細胞の同定	 
	 野生型マウス、 Igsfr2-/-マウスおよび
IgSFR2 からのシグナル伝達に関与すること
が示唆される分子の欠損マウス由来の骨髄
などから分離・調製した複数種類のマクロフ
ァージおよび樹状細胞を in	 vitro にて IFV
で刺激し、培養上清中に産生される炎症性サ
イトカイン/ケモカイン量を比較したところ、
形質細胞様樹状細胞における炎症性サイト
カ イ ン / ケ モ カ イ ン 産 生 が 、
IgSFR2/DAP12/Syk シグナル依存的に調節さ
れていることが明らかとなった。以上の結果
から、IFV 感染に伴う自然免疫の過剰な活性
化に、形質細胞様樹状細胞における
IgSFR2/DAP12/Syk 依存的なシグナルを介し
た新規の IFV 認識機構が関与する可能性が示
唆された。	 
(3)IgSFR2 が認識する内因性リガンドのスク
リーニング	 
	 市販の脂質アレイおよび糖鎖アレイを用い
て、脂質および糖鎖に対する IgSFR2-Fc の結
合活性を in	 vitro で比較したところ、
IgSFR2-Fc は複数の脂質および糖鎖を直接結
合することが明らかとなった。このうち、
IgSFR2 のリガンド候補分子の一つとして同
定されたスルファチド（硫酸化ガラクトシル

セラミド）で、IgSFR2/DAP12 発現レポーター
細胞を刺激したところ、IgSFR2/DAP12 複合体
を介した活性化シグナルの細胞内への伝達
が確認された。その他のリガンド候補分子に
ついては、IgSFR2-Fc との結合、レポーター
細胞における活性化シグナル伝達の可否な
どを現在評価中である。以上の結果から、
IgSFR2 は IFV のみならず、IFV 感染によって
外部環境に放出される複数の内因性リガン
ドを認識する可能性が示唆された。	 
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