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研究成果の概要（和文）：抑制性の細胞表面分子であるPILRαがLy6c陰性の単球に高発現し、単球のインテグリ
ンのシグナルを制御していることを明らかにした。また、PILRαが細胞―細胞接着に関与するインテグリンのシ
グナルを制御することで、脂肪組織や肝臓への単球の浸潤を負に制御していることを明らかにした。さらに、
aged PILRα遺伝子欠損マウスが加齢とともに強皮症様のフェノタイプも示し、皮膚における炎症性リンパ球の
浸潤にPILRα分子が関与している可能性も明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Paired immunoglobulin-like type 2 receptorα (PILRα) is an inhibitory 
receptor that is mainly expressed on myeloid cells, and negatively regulates neutrophil infiltration
 during inflammation. However, its role on monocyte has remained unknown. Under both steady-state 
and inflammatory conditions, monocytes migrate into tissues and differentiate into macrophages. 
Macrophages in adipose and liver tissues play important roles in tissue homeostasis and pathogenesis
 of metabolic diseases. We found that PILRα controls monocyte mobility through regulating integrin 
signaling and inhibiting CD99-CD99 binding. Moreover, we found that Pilra-/- mice develop obesity 
and hepatomegaly with fibrosis, and the numbers of macrophages in adipose and liver tissues are 
significantly increased in Pilra-/- mice. These data suggest that immune inhibitory receptor, PILR
α, plays an important role in the prevention of obesity and liver fibrosis.

研究分野：免疫学
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  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現代病とも言えるメタボリックシンドロームに関連する疾患において、疾患局所に浸潤し組織固有の機能を持っ
たマクロファージに分化する能力を有する単球が注目されている。申請者らはPILRα分子が単球の組織への浸潤
を抑制的に制御していることが明らかにした。このことは逆に、脂肪組織あるいは肝臓への単球の浸潤を防ぐこ
とができれば、肥満や肝臓の繊維化を抑制できることを意味している。つまり申請者らによって明らかとなった
PILRα分子による単球の動態の制御によって、これらの疾患の予防あるいは治療に繋げられる成果だと考えてい
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
運動不足や過食により発症する肥満が急増しており、それに起因する糖尿病、高血圧、高脂血症、心

血管疾患はメタボリックシンドロームとして注目されている。メタボリックシンドロームをはじめとする代謝

病の分子メカニズムを目指している研究の多くは、代謝サイドからの研究がほとんどである。肥満といっ

た慢性炎症などの場合、組織中に存在するマクロファージが活性化されるのみならず血中から単球が

浸潤しマクロファージに分化することで、その病態を悪化あるいは逆に治癒させる方向に働く事が分か

ってきており、疾患における単球の役割の重要性が指摘されている。 

我々はこれまでに、組織マクロファージやその前駆細胞の一つである単球の分化誘導機構、及び生

体内での役割を研究してきた。そして、脾臓に存在する組織マクロファージの一つである Red pulp 

macrophage(RPM)の分化を規定している転写因子 Spic の同定に成功した（Nature, 2009）。さらに、各

組織特有のシグナルが組織特異的なマクロファージの分化を規定しているという仮説のもとに研究を

進め、赤血球の代謝産物の一つであるヘムが Spic の発現を誘導することを見出して来た（Cell、2014）。

さらに、我々はこれまでに抑制性ペアー型レセプターである PILRα分子が、好中球の細胞表面に高

発現していること、及び炎症局所への浸潤を抑制し過剰な炎症が起こらないようにしていることを明ら

かにしてきた(Nature Immunol, 2012)。また単球は細胞表面分子の発現の違いおよび機能の違いによ

り２つに分類されるが、これまでにいずれのサブセットも細胞表面膜分子である PILRαを強く発現して

いることを見いだした（未発表）ものの、未だ単球に於ける PILRαの機能は明らかになっていない。こ

れまでリンパ球の浸潤を制御する分子としてセレクチンやインテグリンなどが知られている。しかし、こ

れらの分子は単球のみらならず、T 細胞などの他の免疫細胞の浸潤も制御する分子であり、単球の組

織への浸潤を特異的に制御する細胞表面分子はこれまで知られていない。さらに、PILRα遺伝子欠

損(PILRα-/-)マウスは加齢とともにメタボリックシンドローム様の疾患を発症し、脂肪組織や肝臓に於い

て単球やマクロファージが増加することを見いだしている（未発表）。すなわち、PILRαは単球の肥満

をはじめとするメタボリックシンドロームにおける役割を解析するに適したモデルといえる。単球の組織

への浸潤における PILRαの役割の解明、

及び PILRαによる単球浸潤が与えるメタボ

リックシンドロームへの影響の解析を通し、

単球が関与している疾患の治療につなげる

ことを目的とする。 
 
２．研究の目的 
本研究では我々が樹立した PILR�遺伝子

欠損マウス、抗体及び PILRα-Ig fusion タンパクなどを駆使して、以下を明らかにする。 

l メタボリックシンドロームにおける PILRα分子の役割の解明：  

PILRα-/-マウスは加齢とともに体重が増加し、また肝臓も肥大化し同時に繊維化も進む（未発表）。

PILRα-/-マウスの解析を中心にこれらの原因を明らかにする。具体的には、脂肪組織や肝臓の病

態局所に浸潤する細胞を FACS および組織学的に検討し、メタボリックシンドロームにおける PILR

α分子の役割を明らかにする。 

l PILRα分子による単球の動態制御機構の解析： 

ケモカインに対する単球の動態を PILRαがどのような機構で制御しているかを明らかにする。具

体的には細胞の浸潤に重要な Rolling・ Adhesion ・Transmigration のどのステップに関与してい

るのかを、およびセレクチン／インテグリンとの関係を中心に解析を進める。さらに動態を視覚的に

捉えるため二光子顕微鏡および MRI を利用して単球の動態を追跡し、PILRαの単球の機能にお

ける役割を明らかにする。 
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３．研究の方法 

メタボリックシンドロームにおける PILRα分子の役割の解析 

l PILRα-/-マウスにおいて加齢とともに体重の増加が激しくなるだけではなく、体内脂肪および肝臓

の肥大が観察される（未発表）。さらにこれらの組織における、マクロファージおよび単球の数もノッ

クアウトマウスで増加している。加齢による病状進行には時間がかかるため、単球の役割の詳細な

解析を難しくする。そこで肥満や動脈硬化モデルとして利用されている ApoE-/-マウスと PILRα-/-マウ

スとを交配した ApoE-/-×PILRα-/-マウスを作製し、まずその表現型を解析する。具体的には、高脂肪

食あるいは高コレステロール食を与え、体重変化、脂

肪組織、動脈硬化の病態変化を検討する。さらには、

心臓、脂肪組織、あるいは肝臓などの組織への単球、

マクロファージの浸潤を FACS および組織染色にて検

討する。また、ApoE-/-×PILRα-/-マウスより単球を分離し、

その形態や機能について in vitro で検討する。同時に

血清中の肥満及び肝機能に関係するパラメーターに

ついても検討する。 

PILRα分子の単球の組織への浸潤における役割の解析 

PILRαの有無によるモノサイトの各組織への移行（浸潤）を in vivo にて比較するために、PILRα-/- マ

ウスマウスの血中および骨髄より単球を分離し B6 マウスあるいは肥満誘導マウスに移入し、脾臓、肝

臓および脂肪組織への移行を FACS、組織切片、さらには MRI や二光子顕微鏡にて検討する。 

l PILRα分子がセレクチン、インテグリンのリガンドとの結合を阻害する、またはインテグリンシグナル

を抑制する事で、血中から組織への浸潤を制御している可能性が考えられる。これらの可能性を検

討するために、まずインテグリンやセレクチンをリガンドとしているかを PILRα-Ig を用いて FACS に

て検討する。 

l PILRαによるインテグリンシグナルの制御を検討するために、単球を PILRα-/-マウスの血液または

骨髄より単離し、MCP-1 などのケモカインなどで刺激し、インテグリン活性化の変化をインテグリン

のリガンドである ICAM1-Ig を用いて FACS にて検討する。さらに、リンパ球の組織への浸潤の最後

のステップである transmigration に重要な CD99 分子が、PILRαのリガンドの一つであることから, 

CD99 のホモダイマー形成に対する PILRαの役割について CD99-Ig および PILRα-Ig を用いて

FACS にて検討する。 

単球の組織への浸潤における PILRα分子の視覚的な解析 

l in vivo でモノサイトの挙動を追跡するために、CX3CR1 分子の GFP ノックインマウス（(CX3CR1 

GFP マウス)と PILRαノックアウトマウスを交配し CX3CR1gfp/+×PILRα -/-マウスを作成し、GFP の発現

を追跡することでモノサイトの挙動を可視化できる系を立ち上げる。そしてこのマウスの定常状態、

および LPS、ケモカイン刺激による炎症反応誘導時における単球の挙動を二光子顕微鏡にて検討

する。血管内における動態の観察は皮膚(耳)で行うだけではなく、脂肪組織および肝臓へも応用し、

組織への浸潤も検討する。さらに、高脂肪食を与え肥満を誘導したマウスでも同様な検討を行う。 

PILRαによる抑制シグナルの解析 

l 細胞内シグナルの生化学的手法による解析（免疫沈降、ウエスタンブロット等）には大量の細胞が

必要となる。このためノックアウトマウスの血液や骨髄からのモノサイトの単離では繰り返しの実験が

難しい。これの回避するために、まず CRISPR の技術を用いて PILRα分子を発現する単球細胞株

(IC-21, WEHI273,1 など)より、PILRα遺伝子をノックダウンした細胞を作成する。作成したセルライ
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ンを用いて、PILRα分子による細胞内シグナル伝達の制御を、種々のシグナル伝達分子のリン酸

化を中心に検討する。 

PILRα分子の発現制御機構の解析 

PILRα分子の発現制御については全く分かっていない。そこで PILRαの発現を制御している分子

（シグナル）の同定も含めた発現制御機構の解析を、PILRα-/-マウスの解析を中心に行う。 
 
４．研究成果 
現代病とも言えるメタボリックシンドロームに関連する疾患において、疾患局所に浸潤し組織固有の機

能を持ったマクロファージに分化する能力を有する単球が注目されている。申請者はこれまでに抑制

性の細胞表面分子である PILRαが好中球の動態を負に制御していることを明らかにしてきた。マウス

における単球は Ly6c の発現によって、大きく二つのサブセットに分類される。申請者は PILRαが単球

の両サブセットに発現しており、とりわけ Ly6c ネガティブの単球に高発現していることを見出した。この

ことより、好中球と同様に PILRαが単球の組織への浸潤を制御している可能性が考えられたので、単

球の組織への浸潤における PILRαの役割について検討した。その結果、単球においても細胞―細胞

の接着に関与するインテグリンのシグナルを PILRαが制御していることを明らかにした。さらに、PILRα

がインテグリンのシグナルを制御することで、脂肪組織や肝臓への単球の浸潤を負に制御していること

も明らかにした(Eur J Immunol, 2016)。この成果をもとに aged PILRα遺伝子欠損マウスの解析を進め

たところ、予想外にも加齢とともに強皮症様のフェノタイプも示し、強皮症における炎症性リンパ球の浸

潤に PILRα分子が関与している事を明らかにした（投稿中）。 
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