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研究成果の概要（和文）：本研究では結合アッセイやレポーターアッセイを駆使して、好塩基球とマスト細胞に
選択的に発現するCD200R3のリガンド分子をスクリーニングした。またCD200R3ノックアウトマウスを作製して、
生体内におけるCD200R3の役割解明を試みた。現時点でリガンドの同定には至っていないが、抗CD200R3抗体刺激
によるCD200R3を介した好塩基球・マスト細胞の活性化、ならびに生体レベルでの全身・局所アナフィラキシー
様反応はCD200R3ノックアウトマウスで完全に消失することを確認した。本研究により、CD200R3はIgEの関与し
ない何らかのアレルギー様炎症に寄与する受容体であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：CD200R3 is a DAP12-coupled activating receptor selectively expressed by 
basophils and mast cells. Crosslinking of CD200R3 with an anti-CD200R3 agonistic antibody 
(anti-CD200R3 Ab) reportedly induces degranulation and cytokine production of basophils and mast 
cells, leading to systemic and local anaphylactoid reactions in mice. In this study, we sought to 
determine pathophysiological roles of CD200R3 in the development of inflammation through 
identification of a novel CD200R3 ligand(s) and analysis of CD200R3-deficient mice. Although a 
CD200R3 ligand has not yet been identified as far as we tested, CD200R3-deficient basophils and mast
 cells failed to degranulate and produce cytokines when stimulated with anti-CD200R3 Ab in vitro. 
Moreover, CD200R3-deficient mice showed a lack of anti-CD200R3 Ab-elicited systemic and local 
anaphylactoid reactions. Thus, CD200R3 appears to be an activating receptor that contributes to the 
development of a certain type of allergic inflammation.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

（１）CD200 レセプター（CD200R）ファミ

リーは、主として免疫細胞に発現するペア型

レセプターである。現在までに、マウスにお

い て 少 な く と も 5 種 類 の CD200R

（CD200R1/2/3/4/5）が同定されており、

CD200R1 のみが抑制型レセプターで、他は全

て活性型レセプターに属している。これまで

抑制型 CD200R1 のリガンドとして CD200 が

同定されているが、活性型レセプターのリガ

ンドは１つも報告されていない。この中で、

CD200R3 はアダプター分子 DAP12 と会合し

て活性化シグナルを伝達する活性型レセプ

ターである。当初、CD200R3 は当研究グルー

プによって、抗好塩基球抗体（クローン Ba91

あるいは Ba103）が認識する標的分子として

同定された。その後、当研究グループによる

先進的な初期解析の結果、CD200R3 は好塩基

球とマスト細胞に限局して発現し、Ba91 で好

塩基球・マスト細胞の CD200R3 を架橋刺激

すると、大量の Th2 サイトカイン産生（IL-4）

と脱顆粒が誘導されることが明らかとなっ

た（Obata K et al. Blood. 2007）。さらに興味深

いことに、マウスに Ba91 を投与し in vivo で

CD200R3 を架橋刺激すると、IgE 非依存的な

局所・全身アナフィラキシーが誘導されるこ

とが見出された（Kojima T et al. J Immunol. 

2007）。 

 

（２）これらの結果から、CD200R3 は IgE の

関与しない自然免疫系において、重要な役割

を担う活性型レセプターであることが示唆

された。しかしながらそのリガンドは未だ不

明であり、したがって、リガンド刺激による

生理的状況下での CD200R3 の機能解析がな

されず、その全容を理解するには至っていな

い。当研究グループは CD200R3 に関して同

定から初期解析まで先進的に行ってきたが、

必然的に、次の段階として CD200R3 のリガ

ンドを明らかにし、CD200R3 の全容に迫りた

いと考えるようになった。 

 

２．研究の目的 

（１）CD200R3 のリガンドを同定する。 

（２）CD200R3 ノックアウトマウスを作製す

る。 

（３）同定された CD200R3 リガンドの病態

生理的機能を基礎として、CD200R3 ノックア

ウトマウスを解析して、CD200R3 がどのよう

な疾患・病態（アレルギーや感染症など）に

関与するのかを明らかにする。 

（４）（１）〜（３）から CD200R3 の生体内

における役割を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（ １ ） CD200R3-Fc 融 合 キ メ ラ 蛋 白 や

CD200R3 レポーター細胞を用いて、CD200R3

リガンドを持つ病原体や発現細胞をスクリ

ーニングする。これらより蛋白質マス分析、

リピドミクス分析、レトロウイルスによる発

現クローニングなどを駆使して、CD200R3 の

外来性・内在性リガンドを同定する。得られ

たリガンドは抗 CD200R3 抗体を用いて

CD200R3 との結合特異性を確認する。 

 

（２）CD200R3 リガンドの刺激で、CD200R3

の機能に関連した表現型が好塩基球・マスト

細胞および生体内で生じることを野生型マ

ウスを用いて確認する（脱顆粒、Th2 サイト

カイン産生、アナフィラキシーなど）。一方、

CD200R3 ノックアウトマウスを作製・解析し、

同表現型が消失することを観察してリガン

ドの機能的特異性を確認する。リガンドで得

られた知見を基礎に、感染・炎症・アレルギ

ー・自己免疫疾患など各種モデル実験を

CD200R3 ノックアウトマウスに施行するこ

とにより、研究目的を達成する。 

 

４．研究成果 

（１）CD200R3 のリガンド探索 

CD200R3の細胞外領域とヒトIgG1のFc部分を

融合させたキメラ蛋白質（CD200R3-Fc）と

CD200R3の架橋刺激によりGFPを発現する

CD200R3レポーター細胞を駆使して、外来性

リガンド（病原体成分など）と 内在性リガン

ド（リガンド発現細胞など）の探索を行った。

またアレルギー様反応を惹起することで知ら

れる薬剤など外来性物質へも探索範囲を広げ

てリガンドのスクリーニングを行った。しか

しながら現時点でCD200R3リガンドの同定に

は至らず、現在もスクリーニングを継続中で

ある。 

 

（２）CD200R3ノックアウトマウスの解析 



CRISPR/Cas9システムを用いてCD200R3ノッ

クアウトマウスの作製に成功し、同マウスの

in vitro, in vivo解析を行った。その結果、

CD200R3ノックアウトマウスにおいて、

CD200R3の好塩基球・マスト細胞表面での欠

損と、抗CD200抗体で誘発される局所・全身

アナフィラキシー反応の消失を確認した。ま

た、野生型マウスとCD200R3ノックアウトマ

ウスの骨髄、脾臓、腹腔、末梢血から細胞を

単離し、フローサイトメトリー解析によって

血球系細胞の絶対数、表面分子発現の程度を

比較検討した。さらに各種サイトカインを用

いて野生型マウスとCD200R3ノックアウトマ

ウスの骨髄細胞から骨髄由来好塩基球、骨髄

由来マスト細胞を分化誘導し、培養系におい

て抗CD200抗体で誘発される好塩基球・マス

ト細胞のサイトカイン産生や脱顆粒現象が

CD200R3ノックアウトマウス由来の細胞で消

失するのを確認した。 

 

（３）CD200R1の新規リガンドiSEC1/iSEC2

の同定 

CD200R3のリガンド探索の過程で、CD200R

ファミリーの別メンバーである CD200R1の

新規リガンドとしてiSEC1/iSEC2 を同定した。

さらに意外なことに、それらが腸管の分泌系

細胞に選択的に発現していることを見出した

（Kojima T et al. Sci Rep. 2016）。CD200R1のリ

ガンドとして既に同定されているCD200の配

列を鋳型として、その相同遺伝子検索を行っ

た結果、2 つの類似遺伝子（iSEC1 とiSEC2

と命名）を同定した。細胞株を用いた強制発

現系では、いずれの蛋白質も２量体を形成し

て細胞表面に発現することが判明した。

CD200Rファミリーに対する結合アッセイの

結果、iSEC1/2 はCD200R3 には結合しないも

のの、CD200R1に結合することが明らかとな

った。また、CD200R1発現細胞にiSEC1/2 を

作用させるとCD200を作用させた場合と同様

に抑制性の細胞内シグナルが伝達された。以

上の結果より、iSEC1/2がCD200R1の新規リガ

ンドであることが結合と機能の両側面で証明

された。特筆すべきことに、iSEC1特異的抗体

を作製して解析した結果、CD200 が種々の細

胞に発現しているのとは対照的に、iSEC1/2 

が腸管上皮特有の分泌系細胞（パネート細胞、

杯細胞、内分泌細胞）に限局して発現してい

ることが見出された。一方、腸管上皮におい

てCD200R1を発現しているのは腸管上皮細胞

間リンパ球と呼ばれる特殊なＴ細胞のみであ

った。以上のことより、分泌系細胞上に発現

するiSEC1/2 が腸管上皮細胞間リンパ球上の

CD200R1に作用し同リンパ球の機能を制御す

ることで、消化管の恒常性が維持されている

可能性が示唆された（Kojima T et al. Sci Rep. 

2016）。 
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