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研究成果の概要（和文）：免疫応答は活性型免疫受容体を介した活性化シグナルとそれを制御する抑制性シグナ
ルとの正負のバランスによって適切に調節されているが、抑制型免疫受容体の機能は未だ不明な点が多い。本研
究では抑制型免疫受容体が内因性脂質ならびに結核菌由来の脂質成分をリガンドとして認識することを見出し、
そのリガンド構造についても同定することに成功した。結核菌感染において抑制性受容体欠損マウスにおいてT
細胞応答が増強されることが明らかになった。以上から、この抑制型受容体の認識を阻害することでワクチンの
作用を向上出来る可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Although the activating signals are balanced by inhibitory receptor-mediated
 signals, which maintains immune homeostasis, ligand recognitions and functions via inhibitory 
innate-receptors bearing ITIMs (Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs) remains unclear. To
 identify their endogenous ligands, we employed nuclear factor of activated T-cells (NFAT)-GFP 
reporter cells expressing chimeric inhibitory CLRs fused to CD3ζ and analyzed the reporter activity
 in response to various components. We identified the structure of their lipid ligands from plasma 
membrane and Mycobacteria. Mycobacteria infection experiment revealed that T cell recall responses 
were substantially enhanced in mice lacking the inhibitory receptor. These data indicate that 
blockade of the inhibitory receptor interaction and signaling potentiate cellular immunity against 
mycobacteria.

研究分野：感染免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
免疫応答は活性化シグナルとそれを制御する抑制性シグナルとの正負のバランスによって適切に調節されている
が、抑制化シグナルを担っている抑制型免疫受容体の機能は未だ不明な点が多い。本研究では、抑制型受容体の
内因性脂質リガンドならびに結核菌由来の脂質リガンド構造の同定に成功した。また結核菌感染動物モデルにお
いて、野生型と比較して抑制型受容体欠損マウスでT細胞応答が増強されることが明らかになった。以上から、
この抑制型受容体の認識を阻害することで免疫応答を増強させる新たな免疫チェックポイント阻害剤の可能性が
示唆された。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
免疫系において免疫受容体は異物を感知し、シグナル伝達を介して適切な免疫応答を誘導する
ことで生体防御に重要な役割を果たしている。免疫応答は活性型免疫受容体を介した活性化シ
グナルとそれを制御する抑制性シグナルとの正負のバランスによって適切に調節されているこ
とから、活性型免疫受容体だけでなく、 抑制型免疫受容体も生体の恒常性維持に重要な役割を
果たしていると考えられている。しかしながら、活性型免疫受容体に比べてその機能は未だ不明
な点が多い。 
 
２．研究の目的 
本研究では、抑制型免疫受容体の生体恒常性維持もしくは感染症における機能を明らかにする
一環として、それらが認識する内因性ならびに外因性リガンド構造の同定を行った。さらに抑制
型免疫受容体欠損マウスを用いて、抑制型受容体の認識を阻害することにより新たな免疫チェ
ックポイント阻害剤としての可能性について明らかにすることを目的としている。 
 
３．研究の方法 
(1) 抑制型受容体の細胞内ドメインに CD3ζ鎖を結合させたキメラ受容体を発現する GFP レポ
ーター細胞を作製し、そのリガンド活性を GFP の発現を指標として解析を行った。 
 
(2) レポーター細胞の活性を指標として、結核菌ならびに細胞膜由来の活性画分の精製を行い、
マススペクトロメトリーならびに核磁気共鳴スペクトルによりリガンド構造の同定を行った。 
 
(3) CRISPR/Cas9 システムを用いて抑制型受容体を欠損したマウスを樹立し、in vitro ならび
に in vivo において抑制型受容体を介した免疫応答の抑制効果について解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 結核菌成分由来リガンドの同定 
種々の抑制型免疫受容体を発現する NFAT-GFP レポーター細胞を作製し、その結果、PLCR-1 が結
核菌株に対してリガンド活性を示すことを見出した。そのリガンド成分を明らかにするため、結
核菌から抽出した画分を脂質と水溶性画分に分離し、それぞれの成分に対するレポーター細胞
の活性化を調べたところ、疎水性画分に強いリガンド活性を示した。そこでレポーター活性を指
標としてリガンドの精製を行い、マススペクトロメトリーならびに核磁気共鳴スペクトルによ
る解析により、糖脂質リガンドの構造の同定に成功した。 
 
(2) 死細胞成分由来リガンドの同定 
同様に抑制型免疫受容体を発現する NFAT-GFP レポーター細胞を用いて死細胞成分を認識する受
容体の探索を行ったところ、興味深いことに、同じ PLCR-1 が死細胞由来の疎水性画分に活性を
示すことが明らかになった。同様にレポーター活性を指標として、リガンドの精製を行い、マス
スペクトロメトリーならびに核磁気共鳴スペクトルによる解析により、細胞膜由来の内因性の
脂質リガンドの構造の同定に成功した。 
 
(3)In vitro における抑制効果の検討 
CRISPR/Cas9 システムを用いて抑制型受容体である PLCR-1 を欠損したマウスを樹立した。それ
らを用いて以下のことを明らかにした。 
① 結核菌リガンドにおける抑制効果 
PLCR-1 欠損の樹状細胞を用いて結核菌刺激に対する炎症性サイトカインの産生を調べたところ、
野生型と比較して MCP-1(CCL2)の産生が上昇することを見出した。MCP-1 は単球の誘導に関わっ
ているケモカインの一種で、Th１型の T細胞応答の誘導への関与が示唆されており、MCP-1 を増
強させることで Th1 型 T細胞応答を促進する可能性が示唆された。 
 
② 内因性リガンドにおける抑制効果 
野生型ならびに PLCR-1 欠損マウスの骨髄からそれぞれマクロファージを誘導し、活性化リガン
ドである LPS(リポ多糖)存在下で死細胞を投与し炎症性サイトカインの産生を調べた。その結果、
受容体欠損のマクロファージにおいて死細胞の投与により炎症性サイトカインである TNF の産
生が上昇することが明らかになった（図４B）。以上より、抑制型受容体が死細胞を介したリガン
ド認識により活性化を抑制することが示唆された。 
 
(4)In vivo における結核菌リガンドの抑制効果の検討 
抑制型免疫受容体である PLCR-1 とリガンドの相互作用が結核菌に対する免疫応答に与える影響
を明らかにするため、PLCR-1 欠損マウスを用いて結核菌感染実験を行った。その結果、菌量に



ついては有意な差が認められなかったが、感染後の結核菌タンパク質による再刺激により、PLCR-
1 欠損マウスにおいて T細胞応答が増強されることが明らかになった。そこで BCG ワクチン接種
後の二次応答について調べたところ、PLCR-1 欠損マウスにおいて T 細胞応答が顕著に増強し、
菌量が低下することが明らかになった。以上から、この抑制型受容体の認識を阻害することでワ
クチンの作用を向上出来る新たな免疫チェックポイント阻害剤としての可能性が示唆された。 
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