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研究成果の概要（和文）：Macrophage MHC receptor1 (MMR1)とMMR2は、我々が単離した、単球やマクロファージ上の
アロMHCをリガンドとする新規受容体であり、これらの受容体の生理的役割を解析した。MMR遺伝子破壊マウスの樹立や
MHC結合試験などの解析により、MMRは1~3種類のMHCと結合し、皮膚のアロ移植片の認識や拒絶に重要である事が示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：Recently, we have isolated two novel receptors for allogeneic MHCs on 
macrophages/monocytes, Macrophage MHC receptor1 (MMR1) and MMR 2. In this study, we examined the 
physiological roles of MMR1 and MMR2. Study using generation of MMR2 knockout (KO) mice on a C57BL/6 
background or binding assay with MHC molecules demonstrated that MMR1 and 2 were bound to 1 to 3 
allogeneic MHC class I molecules and that MMR1 and 2 on monocytes/macrophages in mice were essential for 
recognition and rejection of allografted skin.

研究分野：免疫学、分子生物学、生理
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１．研究開始当初の背景 
 臓器移植は、臓器不全に対する根本的治療

となり、平成22年からの臓器移植法の改正に

より、臓器提供が緩和されたが、他人[同種異

系（アロ）]の組織や細胞を用いることから、

移植を受ける側（レシピエント）と、組織や

細胞を提供する側（ドナー）の間で、主要組

織適合抗原型(MHC：自己と非自己の識別に

重要な抗原型)の一部一致した組合せで行う

ことが多く、拒絶反応が起きる。また、移植

組織や細胞の作成等の再生医療の開発の試

みにおいても、材料とする幹細胞やiPS細胞

（ドナー）のMHCがレシピエントと異なる場

合には、移植時の拒絶反応は避けられず、こ

れらに対する制御法が必要となる。現在、拒

絶反応の制御には、移植後、免疫抑制剤が用

いられているが、免疫抑制剤は長期に使用さ

れるため、非特異的免疫抑制作用（感染症へ

の抵抗力低下や悪性新生物の発生など）や遅

発性の移植臓器障害（慢性拒絶反応）などの

問題があり、さらに腎毒性のある免疫抑制剤

（サイクロスポリンなどのカルシニューリン

阻害剤）は、移植患者に高頻度に腎障害をも

たらす。これらの問題の解決には、移植臓器

[同種異系（アロ）]に対する拒絶反応を、副

作用なく特異的に抑制する方法が必要とな

る。我々はアロ移植片拒絶の分子機構を知る

ために、MHC(マウスの場合H-2)の異なる

BALB/cマウス (H-2DdKd)由来の皮膚や

MethA線維肉腫をC57BL/6マウス(H-2b)へ移

植したところ、マクロファージが主に浸潤し、

アロ移植片を拒絶した。これらは移植片に対

する抗体によらず、MHCハプロタイプ特異

的にアロ移植片を傷害することから、アロ抗

原を識別する受容体の存在が示唆された。こ

のアロ移植片を識別する分子を同定するた

めに、このマクロファージの細胞傷害活性を

阻害するモノクロ−ナル抗体R15, R12、やマ

ウスMHC(H-2)テトラマーを用いてcDNAラ

イブラリーに対する発現クローニングを実

施し、アロMHC受容体である、Macrophage 

MHC Receptor (MMR)1（H-2Dd受容体）と

MMR2（H-2Kd受容体）の２分子を単離した。

マウスのMMR1とMMR2のアロMHCに対す

る識別能を調べるために、MMR1やMMR2

をGFP融合タンパク質としてHEK293T細胞

上に発現させ、種々の可溶性MHCとの結合の

有無を調べた。その結果、 MMR1は

BALB/c(H-2d:H-2DdKd)マウスのH-2Ddと、

MMR2はH-2Kdと特異的に結合し、非常によ

く似た（95％以上のホモロジー）自己（H-2Db

やH-2Kb）や第3者（H-2DkやH-2Kk）とは結

合しなかった。MMR1やMMR2のH-2Ddや

H-2Kdに対する解離定数Kdは、MMR1、

MMR2共に高い親和性(10-9M) を示し、これ

らの強い結合は、それぞれR15と抗H-2Dd抗

体、R12と抗H-2Kd抗体で完全に阻害された。

更にin vivoでの機能と役割を明らかにする

ために、現在、MMR2遺伝子欠損マウスを作

成し、C57BL/6マウスとの戻し交配により

C57BL/6系統のMMR2遺伝子欠損マウスの

樹立を試みている。また、最近、ヒトの

MMR1・2のクローニングに成功した。特に

ヒトMMR2は、HLA-B15への結合が同定さ

れた。したがって、MMR1やMMR2はアロ

MHCの識別に重要な役割を果たすことが示

唆された。また、H−２の異なる各純系統のマ

ウスを用いて、末梢血単核球のマウスMMR

２の発現を調べると、自己H−２リガンド

（H-2Kd）を持つマウスでは発現が見られず、

同様にH-2Kdを持たないマウスで発現が検出

された。このことから、生体ではリガンド

MHCに対するMMRの発現は抑制され、細胞

傷害などの生体防御反応が起きないように

制御されていることが示唆された。これらは、

特にHLA-B15へ結合するヒトMMR2におい

ても、RT-PCR法を用いてヒトPBMCsの

MMR2の発現を調べると、HLA-B15のヒト

で発現が見られず、マウスPBMCsと同様の

結果が得られ、またHLA-B61のヒトでも発現

が見られなかったことから、MMR2が

HLA-B15やB61を識別する受容体であるこ

とが示唆された。 

 
２．研究の目的 
（１）MMRの遺伝子欠損マウスの移植に対
する影響を観察する事で、新規分子MMRの
生体における（in vivo）機能と役割を明らか
にする。 
（２）ヒトやマウスのMMRの性質と機能を
明らかにする。 



 
３．研究の方法 
 以下の計画内容を研究期間(平成 23〜27年
度)に実施した。 
 
実験系1 遺伝子ノックアウトマウスに関す

る計画：（１）MMR2KOマウスの発達につ

いて遺伝子破壊による影響を身体各部位にお

いて野生型マウスと比較検討する。（２）

MMR2KOマウスに皮膚のアロ移植片の拒絶

の障害を認めた事から、特にリンパ系組織等

の免疫関連の組織や細胞において①アロ抗原

や②アロ以外の外来抗原に対するMMR2KO

マウスの免疫能を検討する。以下の一般的に

用いられる実験系によりMMR2KOマウスと

野生型における反応を比較検討する。①白血

球混合試験（アロ抗原に対する試験）：

MMR2KOまたは野生型マウスの脾臓細胞を、

アロのBALB.cマウスの脾臓（マイトマイシン

Cにより細胞増殖の不活化処理）と混合する

事により、アロ抗原に対する免疫細胞の増殖

を検討する。②接触性皮膚炎反応（アロ以外

の外来抗原に対する試験）：ハプテンを感作

したMMR2KO又は野生型マウスに対し、ハ

プテンを耳介に塗布しMMR2KOマウスと野

生型における炎症反応を比較する。 

実験系2 ヒトやマウスのMMRの解析に関す

る計画：（１）ヒトMMR２に関する計画：同

定したリガンドの結合の強さや生体における

役割を調べるため、ヒトMMR２タンパク又は

末梢血単核球に対し、蛍光標識されたリガン

ドHLAタンパクを用いて、フローサイトメー

ター(BD FACSAria 大阪医科大学研究機構

(学内共同機器))による結合力（解離定数Kd）

の解析や反応性を解析する。（２）MMRの生

体における発現動態の解析：生体における

MMRの役割を検討するため、マウスの組織や

培養細胞やヒトの培養細胞を用いてMMRの

発現動態をRT-PCR法を用いて解析する。 

 
４．研究成果 

（１）MMR の機能を知る為に、MMR 遺伝

子を in vivo で欠損させた場合の移植免疫へ

の影響や、生理的な役割を知ることを目的と

して、遺伝的背景が C57BL/6 近交系マウス

と同一のMMR２遺伝子破壊マウスを、MMR

２遺伝子破壊マウス（129sv×C57BL/6系統）

に対して C57BL/6 近交系マウスとの１０世

代の戻し交配により樹立した。本研究による

解析の結果は次の通りとなる。①MMR２KO

マウスの単球および末梢血単核球において、

MMR1・2 の mRNA やタンパクの発現が見

られなかった。②皮膚移植の結果（研究協力

者の前田 省吾（大学院生：本学 形成外科

学）と共に実施）、MMR２KO マウスは、

Dd-Tg, Kd-Tg, DdKd-Tgマウス(MMR1・2の

リガンドである H-2Ddや H-2Kdを全身で強

制発現させたマウス)の皮膚は拒絶出来ず生

着し、MHC class II・マイナー抗原、あるい

はそれら全てがアロの B10D2, BALB.B, 

C3H 近交系マウスの皮膚は拒絶した。

③MMR1・2のリガンドであるアロMHCの

H-2Dd や H-2Kd を強制発現させたリンパ球

系腫瘍の EL-4細胞(Dd-, Kd-, DdKd-EL-4)を

皮内移植した所、 MHC 数依存的に

CD8+TCRαβ 細胞による拒絶が認められた。

④MMR２KOマウスは胸腺、脾臓、腸間膜リ

ンパ節、骨髄などの免疫組織の発達や、ア

ロ・非アロの外来抗原に対する免疫反応(白血

球混合試験、接触性皮膚炎反応)は、野生型と

同程度で異常は見られなかった。以上より、

単球やマクロファージ系細胞上のMMR分子

や T細胞上の TCR分子は標的とする細胞種

が異なり、MMR 分子（単球やマクロファー

ジ）においては皮膚のアロ移植片の拒絶に重

要である事が示唆された。これらの成果は英

論文として学術雑誌に掲載された。これらの

成果は英論文として学術雑誌に掲載された。 

（２）我々のグループにおいて、非自己MHC

のH-2Ddへの結合能を持つマウスMMR1、ま

たマウスMMRのヒトホモログとして単離さ

れたヒトMMR1のcDNAを単離した。ヒト



MMR1のリガンドは未同定であることから、

ヒトMMR1のリガンドについて探索を試みた。

結果、①ビーズに固定した80種類のHLA-A, 

-B, -Cとの結合試験より、ヒトMMR1がリガ

ンドとするHLAの１つがHLA-B44である事、

②可溶化HLAとの結合試験より解離定数が

10-9 [M]程度の強い結合能が示唆され、ヒト

MMR1にMHCに対する結合能が示された。こ

れらの成果は英論文として学術雑誌に掲載さ

れた。 

（３）MMR２は我々のグループによりマウス

のcDNAから発現クローニングを用いて単離

された分子であり、種異系（アロ）MHCの

H-2Kdへの結合能を持つ受容体である。ヒト

MMR2は、マウスMMR2のヒトホモログとし

て、ヒト末梢血単核球cDNAからクローニン

グ・単離された受容体分子である。ヒトMMR2

はHLA-B62（B15）に結合を示し、同種異系

（アロ）MHCへの結合能が示唆される新規受

容体分子である。HLA-B62（B15）の他、新

たな２種類のリガンド候補HLAが示唆され

たことから、これらの結合の強さを検討する

ため、GFP融合タンパクとして恒常発現させ

た細胞株、可溶化GFP融合タンパク、または

末梢血単核球を用いてフローサイトメーター

による結合試験により解析した。その結果は

以下の通りである。①ヒトMMR2は、80種類

のHLAの内、HLA-B62（B15）、HLA-B13、

HLA-A32に対する特異的結合が示され、

MHCに対する結合能が示唆された。②ヒトや

マウスのMMR1やMMR2においては、トラン

スジェニックマウスやヒト末梢血単核球を用

いた実験より、リガンドMHCを持つ個体では

MMR1やMMR2の発現が見られず、持たない

個体ではこれらの受容体の発現が認められな

かった。これらの成果は英論文として学術雑

誌に掲載された。 
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