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研究成果の概要（和文）：組織の樹状細胞やマクロファージは外敵を認識する免疫応答の要とも
言える細胞であり、一部は骨髄に由来する血液中単球より生じると考えられる。しかし、生体
内における単球の振る舞いは、それを見分けるための印（マーカー）が少ないこともあり不明
な点が多い。我々は、糖結合蛋白質（レクチン）SIGNR3 が単球の新たなマーカーとして有用
なことを見出し、これを認識する抗体を作製して、単球の定常状態および炎症時の生体内での
動きを検討した。 
 

研究成果の概要（英文）：Dendritic cells/macrophages play important roles in immune system. 

A part of these cells is derived from monocytes in blood cells generated by bone marrow. 

However, dynamics of monocytes isn’t fully clear, because of lack of appropriate markers. 

We found that SIGNR3, a lectin, is a new and useful marker for identification of monocytes. 

Using a new antibody to SIGNR3, we studied behavior of monocytes in steady and 

inflammatory states. 
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１．研究開始当初の背景 
 微生物などの病原因子はそれらに特有な
PAMPs （ pathogen-associated molecular 
patterns）を有している。免疫系の細胞はこ
れら PAMPs を PRRs（pattern recognition 
receptor）によって認識し免疫応答を開始す
る。PRRs には toll-like receptor（TLR）、
補体、細胞内核酸センサーおよび糖認識レセ
プターレクチン等がある。この内、レクチン

は微生物などの表面糖鎖を認識しこれらを
排除すると共に、内因性糖リガンドを介した
リンパ球の組織へのホーミングに働く分子
として理解されてきた。しかしながら、
DC-SIGN（dendritic cell-specific ICAM-3 
grabbing non-integrin）が HIV をはじめと
する多数の病原因子の排除に働くだけでは
なく、感染成立にも利用されている事が報告
されたことから、病原微生物の認識機構の解
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明はもとより、レクチンのシグナル伝達機構
および病原微生物がレクチンを介して免疫
系に与える影響が明らかになりつつあり、現
在も研究が進んでいる。 
 これまで我々は、強力な抗原提示細胞であ
る樹状細胞（DCs）や微生物貪食能に優れた
マクロファージ（Mφ）に発現するレクチン
に注目し研究を進めてきた。この過程で
DC-SIGN のマウスホモログ SIGNR1〜4 および
mDC-SIGN（SIGNR5）を同定した（Park, C. G., 
Takahara, K., et. al. Int. Immunol. 13, 
1283-1290, 2001.）。加えて最近 Powlesland
等が SIGNR6〜8を報告した（Powlesland, A. 
S. et al. J. Biol. Chem., 281, 20440–20449. 
2006）。この内、SIGNR1 に関しては、常在性
腹腔 Mφやリンパ節髄質の Mφ、血液由来抗
原を捕捉する脾臓辺縁帯の Mφに発現するこ
と（Kang, Y.-S., Yamazaki, S. et al. Int. 
Immunol. 15: 177-186, 2003.）、病原性酵母
C. albicansおよび S. typhimurium、E. coli
などのグラム陰性菌をも認識することを示
した（Takahara, K., Yashima, Y. et. al. Int. 
Immunol. 16, 819-829, 2004.）。さらに、
SIGNR1 がこれらグラム陰性菌認識時に、
TLR4/MD-2 複合体の多量体化とシグナル伝達、
TNF-α、IL-6および MCP-1等炎症性のサイト
カインやケモカインの産生を促進すること
を明らかにした（Nagaoka, K., Takahara, K. 
et al. Int. Immunol. 17, 827-836. 2005.）。
一方、SIGNR3 に関しては、SIGNR1 と同様に
C. albicans を認識する事を、トランスフェ
クタントを用いて明らかにした。しかし、そ
の発現に関しては、特異抗体が無く不明であ
った。当時、Wethmar等 (Eur. J. Immunol. 36: 
1-14, 2006) により報告された抗体は SIGNR3
遺伝子導入細胞のみが染色されるのみであ
った。 
 一方で、DCsは common myeloid progenitor
（CMP）および common lymphoid progenitor
（CLP）から分化すると考えられているが、
一部は炎症・感染時に CMPに由来する血中単
球（Mo）より分化する。この Mo の動態は依
然不明な点が多く、これは Mo 特異的マーカ
ーが少なく詳細な解析が困難であることが
一因である。実際 Mo 表面のマーカーとして
は CD115 と共に、多くの場合 Mo に発現する
フラクタルカイン CX3CR1 のプロモーターの
下流に GFP遺伝子を導入したマウスが用いら
れるが、利用が限られており、Moの動態を検
討するに当たり、特異性の高い新規のマーカ
ーの開発が期待されていた。 
 
２．研究の目的 
 先に、SIGNR3発現細胞の機能を検討するた
めに、他の SIGNRファミリーに交差反応性を
示さない SINGR3 特異単クローン抗体を作製
し、その in vivoにおける発現パターンを検

討した。その結果、SIGNR3は真皮 MHC class 
II陽性の DCs/Mφの一部、体表リンパ節にお
いては濾胞間および副皮質の高内皮細胞
（HEV）周囲等に存在する細胞に発現するこ
とが示唆された。この HEV 周囲への SIGNR3
陽性細胞の局在から、DCs/Mφの前駆細胞と
考えられる血液内 Moにおける SIGNR3の発現
を Flowcytometry により検討したところ、
SIGNR3 が血中細胞で CD115highLy6Clow の成熟
Mo のみに発現し、CD115highLy6Chigh の未成熟
Mo においてもその成熟（Ly6C の発現低下）
に伴って上昇することを示唆する結果を得
た。以上の結果より、SIGNR3は血液中の細胞
の中で Mo に特異的に発現する数少ない蛋白
質であり、SIGNR3 を Mo サブセットのマーカ
ーとして用いることで不明な点の多い Mo の
生体内動態の解析に資すると考えられた。そ
こで、Mo における SIGNR3 の発現状況を詳細
に把握し、これを新規マーカーとして、Moの
定常状態および炎症時における動態を検討
することを目的とした。また、SIGNR3は病原
性酵母 C. albicansを認識するので、その認
識機構を検討することで、これら日和見感染
菌の感染防御機構の一端を探る事も目的と
した。 
 
３．研究の方法 
（１）抗 SIGNR3抗体の特異性の検討：先に、
作製した抗体は、他の SIGNRファミリー
（SIGNR1,4,5,7,8）を発現する細胞に結合し
ないことを確かめたが、さらに SIGNR3ノッ
クアウトマウス（KO）より調製した細胞を用
いて確認した。 
（２）組織における SIGNR3の発現：SIGNR3
の発現は flow cytometry、Western blotting
（WB）および免疫染色にて検討した。 
（３）Moにおける SIGNR3の発現：（２）と同
様に検討すると共に、血液および骨髄より Mo
をソーターにより精製し、細胞を蛍光標識後
または congenicマウスへ移入し、各組織お
よび血液内での挙動を経時的に観察した。 
（４）腸炎の誘導：マウスにデキストラン硫
酸 Na（DSS）を 5日間、後に水を 3日間与え、
腸炎を誘導した。 
（５）C. albicans糖鎖の認識：SIGNR3細胞
外ドメインを作製し、これを四量体化してプ
ローブとして用いた。臨床分離株 C. albicans
として J-1012（血清型 A）および NIH B-792
（血清型 B）を用いた。また、J-1012および
NIH B-792、野生型 S. cerevisiae、側鎖を欠
失した S. cerevisiae（mnn2）、フォスフォマ
ンナンを欠失した S. cerevisiae（mnn1, 4）、
側鎖がα-マンナンのみから成る C. 
stellatoidea、側鎖に分岐構造を有する C. 
parapsilosisおよび側鎖の 80%がβ-マンナ
ンより成る C. lusitaniaeより Fehling's法
にて調製した N-glycanを用いて、上記可溶



 

 

性 SIGNR3プローブと固相化 J-1012 N-glycan
の結合阻害実験をレクチン ELISAによって行
った。 
 
４．研究成果 
（１）作製した抗 SIGNR3抗体（4A4）の特異
性、および当該抗体を用いた生体における
SIGNR3 の発現パターンの解析：初めに、
SIGNR3 KOの血液より精製した Moにおいて新
規に作成した抗 SIGNR3 抗体の反応性が消失
することを WB により確認した。また、予備
的な実験で血液内 Mo（CD115+）の Ly6C の発
現低下に伴って SIGNR3 が発現することを
Flowcytometry に よ り 示 し た が 、
CD115+Ly6Chigh および CD115+Ly6Clow を精製し
後者にのみ SIGNR3が発現することを WBでも
確認した。また、体表リンパ節の PNAd+高内
皮細胞周囲および濾胞間領域に SIGNR3+細胞
が見られたが、腸間リンパ節の濾胞間領域に
は見られなかったことから、前者の濾胞間領
域 SIGNR3+細胞が皮膚由来であることが示唆
された。リンパ節に加え脾臓に於いても
CD11b+CD11cint-high 細胞の多くに SIGNR3 の発
現が見られたが、肺に於いては DC に
（ CD11b+CD11cint）に発現が確認され Mφ
（CD11b+CD11chigh）では微弱であった。骨髄
より精製した Ly6Cint-lowを含まない Ly6ChighMo
を蛍光標識し生体に移入したところ、血液中
では時間と共に Ly6C の発現低下と共に
SIGNR3の発現上昇が見られた。 
（２）定常状態における Mo の動態と SIGNR3
の発現：血液 CD115+Mo（Ly6Chigh-int-low Moが混
在）の移入実験より、定常状態においても
SIGNR3-Ly6ChighMo の各種臓器への流入が示唆
されたことから、これを上記と同様に骨髄よ
り精製した Ly6ChighMo を用いて確認した。そ
の結果、移入細胞の脾臓、体表、腸間膜リン
パ節および肺への流入が確認された。よって、
いわゆる炎症性 Mo が定常状態においても上
記臓器に流入することが示された。また、血
液中 Ly6Chighおよび Ly6ClowMoにおけるセレク
チンリガンド CD62L の発現を検討した結果、
前者にその高い発現が確認され、これが
Ly6ChighMo の体表リンパ節への流入に働いて
いると考えられた。体表リンパ節へ流入した
Mo は DC へと分化したが、他の臓器では移入
細胞の SIGNR3発現は見られるものの、DCsへ
の分化は認められなかった。以上の結果より、
血液中の Ly6ChighMo は定常状態においても
様々な組織に流入し SIGNR3 を発現し、体表
リンパ節では一部が SIGNR3+CD11cint細胞およ
び CD11chighの DCsに分化することが示された。
今後、リンパ節における Moの DCへの誘導環
境・因子の解析が一つの課題である。 
（３）SIGNR3 が Mo の新規マーカーとして有
用であることが明らかになったので、これを
用いて腸炎時における Moの動態も検討した。

定常状態の腸における SIGNR3の発現を WBで
検討したところ、弱いながらバンドが確認さ
れた。このバンドは SIGNR3 KOでは見られな
かった。さらに、腸組織切片の免疫染色およ
び flowcytometryの結果、SIGNR3発現細胞は
腸粘膜固有層に存在する CD11b+F4/80+かつ
Ly6C+の Mφ様細胞であった。次に、マウスに
DSS を用いて腸炎を誘導したところ、腸にお
ける SIGNR3の発現量および SIGNR3発現細胞
の増加が確認された。この SIGNR3 発現細胞
は、CD11b+F4/80+Ly6C-であった。続いて、腸
炎時の組織切片を抗 MMR および抗 SIGNR3 抗
体で染色した結果、SIGNR3＋の多くが MMR＋で
あり、当該細胞が M2型の抑制性 Mφであるこ
とが示唆された。最後に、SIGNR3 KO に DSS
投与したところ、体重の減少幅の増加が示唆
された。以上の結果より、定常状態の腸管に
は Ly6C+SIGNR3+の Moから Mφへの分化過程と
思われる細胞が少数存在し、炎症時には血流
中の Mo が流入し、何らかの因子によって
Ly6C-MMR+の M2 型の Mφに分化することが示
唆された。さらに、SIGNR3 は新たな Mo マー
カーとして有用であるだけでなく、DSS 腸炎
において M2型 Mφを介して抑制的な働きを持
つことが予想された。 
（４）SIGNR3 の C. albicans 表面糖鎖の認
識：初めに、SIGNR3四量体が血清型 Aおよび
B の C. albicans 臨床分離株に直接結合する
ことを確認した。続いて、NMR で構造を決定
した 8種の酵母表面糖鎖および可溶性 SIGNR3
四量体を用いて SIGNR3 の認識糖鎖構造を
SIGNR1およびヒト DC-SIGNを交えて比較・検
討した。その結果、 SIGNR3 が酵母表面
N-glycan 側鎖をその還元末端α-mannose お
よびβ-mannan-capped a-mannoseを介して認
識することが明らかになった。一方、SIGNR1
も後者型の側鎖は認識したが、DC-SIGN はし
なかった。ただし、SIGNR3の同糖鎖に対する
結合能は SIGNR1より低く SIGNR family内で
糖鎖認識に差があることが示された。一方で、
(３)に記した腸炎時には、Mo が SIGNR3 を介
して腸内細菌を認識している可能性もあり、
SIGNR3 を介したサイトカイン産生等の細胞
応答を検討し SIGNR3 発現細胞の働きを明ら
かにしたい。 
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