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研究成果の概要（和文）：新たなペア型受容体ファミリーとしてleukocyte mono immunoglobulin-like receptor (LMI
R)（別名、CD300）を同定し、解析を行なっている。マウスLMIR3リガンドがセラミドであることをすでに同定していた
。今回新たに、ヒトLMIR3の生理的なリガンドとしてセラミドとスフィンゴミエリンを同定した。 マスト細胞の周囲に
はヒトLMIR3リガンドであるセラミドとスフィンゴミエリンが存在し、FcεRIの刺激が加わると、LMIR3のITIMとITSMが
チロシンリン酸化されたのち、SHP-1が動員され、FcεRIシグナルは抑制されると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Leukocyte mono-immunoglobulin-like receptor (LMIR) belongs to a paired activating 
and inhibitory receptor family. Mouse LMIR3 (mLMIR3)/CD300f
is an inhibitory receptor containing 2 immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs (ITIMs) and a 
single immunoreceptor tyrosine-based switch motif (ITSM).We have recently demonstrated that extracellular 
ceramide is a ligand for mLMIR3/CD300f, which is a negative regulator of high-affinity IgE receptor 
(FcεRI)-mediated activation of mast cells. Although ceramide is a major ligand for mLMIR3, both 
sphingomyelin and ceramide act as physiological ligands for hLMIR3 in mast cells, thereby inhibiting 
FcεRI-mediated activation of mast cells. These results will help understand the intrinsic mechanism by 
which excessive activation of mast cells is prevented in human beings, leading to the development of 
novel therapeutic strategies against allergic diseases.
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１．研究開始当初の背景 
LMIR/CD300 は細胞外領域に１個の免疫グ
ロブリン様構造をもつペア型免疫受容体フ
ァミリーであり、主にミエロイド系細胞に発
現する。マウスでは 8 種類の LMIR(LMIR1 
と LMIR3 は抑制型受容体、他の LMIR は
活性化型受容体)が 11 番染色体に連座する
が、それに対応するヒト LMIR は 6 種類で
あり  17 番染色体に存在する。マウス 
LMIR3 は 細 胞 内 領 域 に  2 個 の 
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory  
motif(ITIM)と  1 個の  immunoreceptor 
tyrosine-based switch motif (ITSM)をもち、
マスト細胞を含むミエロイド系細胞全般に
発現すること、また、マウス骨髄由来マスト
細胞（BMMC）の FcεRI と LMIR3 を抗
体により架橋刺激すると FcεRI シグナル
は LMIR3 の ITIM と ITSM のチロシン
リン酸化を介して抑制されることを示した
（Izawa et al, J Biol Chem, 2007）(Izawa et 
al, J Immunol, 2009)。また、結合アッセイ
とレポーターアッセイを利用して、（これま
で不明であった）マウス LMIR3 の生理的な
リガンドが脂質のセラミドであることを証
明した。さらに、LMIR3 ノックアウトマウ
スでは FcεRI が関与するアレルギー反応
（アナフィラキシー，気道炎症など）が増悪
すること、マスト細胞に発現するマウス 
LMIR3 は細胞外脂質のセラミドと結合して 
FcεRI シグナルを抑制することを明らかに
した(Izawa et al, Immunity, 2012)。ペア型
免疫受容体のリガンドと機能は密接に関係
するので、LMIR/CD300 のリガンド同定に
伴いその生体内機能の解析は飛躍的に進む
ことが予想される。  
  一方、ヒト LMIR3/CD300F は、マウス 
LMIR3 と同様に、細胞外領域に 1 個の免疫
グロブリン様構造と細胞内領域に 2 個の 
ITSM と１個の ITSM を有しミエロイド系
細胞において抑制型受容体として機能する
ことは想定されているが(Alvarez-Erricoet 
al, J Immunol, 2007)、生理的な機能はほと
んど解明されていない。研究代表者のグルー
プは、マウスとヒトの LMIR3 の細胞外領域
の相同性が約 55％と高いことに注目し、ま
た、マウス LMIR3 に関するこれまでの研究
成果を踏まえて、「ヒト LMIR3 は生体内に
存在する何らかの脂質（セラミドあるいはセ
ラミド類似脂質）を認識してマスト細胞の 
FcεRI シグナルを抑制して過剰なアレルギ
ー反応を抑える」という仮説を立て、本研究
計画の着想に至った。従って、本研究の目的
は、ヒト LMIR3 のリガンドを生体内に存在
する脂質の中から同定して、ヒト LMIR3 と
そのリガンドの結合がマスト細胞の FcεRI 
シグナルを抑制することを明らかにするこ
とである。 
 
２．研究の目的 
（1）ヒト LMIR3 のリガンド候補分子を同

定する 
（2）そのリガンド候補分子とヒト LMIR3 
の結合がマスト細胞における FcεRI の活
性化を抑制するかを調べる 
（3）マスト細胞欠損（Kit W-sh/W-sh ）マ
ウスに LMIR3 欠損  BMMC に  hLMIR3 
を発現させた transfectants を生着させて
から PCA 反応を試み、マスト細胞の Fcε
RI が関与するアレルギー応答における 
hLMIR3 の機能を解析する系を確立する。 
 
３．研究の方法 
（1）ヒト LMIR3（hLMIR3）の細胞外領域に
ヒト IgG1 の Fc 部分を融合させたキメラ
蛋白（hLMIR3-Fc）を作製する。さまざまな
脂質をプレートに固定したのちに、
hLMIR3-Fc あるいはコントロール Fc を添
加して、その結合を ELISA で評価する。
hLMIR3-FcがコントロールFcと比較して有意
に結合する脂質を hLMIR3 のリガンド候補脂
質とする（結合アッセイ）。  
hLMIR3 の細胞外及び膜貫通領域にヒト 
CD3z の細胞内領域を融合させたキメラ受容
体 （ hLMIR3-CD3z ） を レ ポ ー タ ー 細 胞
(2B4-GFP)[NFATの活性化によってGFPの発現
が誘導される]に発現させて新しいレポータ
ー細胞(2B4-hLMIR3-GFP)を作製する。この 
2B4-hLMIR3-GFP 細胞とキメラ受容体を発現
していない 2B4-GFP 細胞をヒト LMIR3 抗体が
固相化されたプレート上で培養したときに、
前者でのみ GFP の発現が誘導されれば、
hLMIR3 リガンドをスクリーニングするレポ
ーター細胞が樹立されたことになる。（レポ
ーターアッセイ） 
（2）ヒトマスト細胞株の LAD2（FcεRI を
発現し IgE と抗原の刺激により脱顆粒す
る）におけるヒト  LMIR3 の発現量を 
FACS で確認する。リガンド候補脂質を固相
化したプレート上で、LAD2 細胞を IgE と
抗原で刺激したときの脱顆粒の程度（β
-hexosaminidase の放出率）を評価する。脱
顆粒が抑制される場合には、可溶型 hLMIR3 
抗体の添加によりその抑制作用が阻害され
るかを調べる。また、LAD2 細胞における 
hLMIR3 の発現量が低い場合には、hLMIR3 
を過剰発現させた LAD2 細胞を使用する。  
(B)LMIR3 ノックアウトマウス由来の 
BMMC に  hLMIR3 野生型、 hLMIR3 
(Y205F-Y249F-Y284F) 変 異 体 あ る い は 
mock を発現させた hLMIR3-transfectants 
を作製しする。リガンド候補脂質を固相化し
たプレート上で、hLMIR3-transfectants を 
IgE と抗原で刺し たときの脱顆粒の程度
（β-hexosaminidase の放出率）を評価する。
脱顆粒が  hLMIR3 野生  型  を発現する 
BMMC で抑制されて、hLMIR3 変異体を発
現する BMMC では抑制されない場合、そ 
の脂質は hLMIR3 依存的にマスト細胞の 
FcεRI シグナルを抑制すると考えられる。 
 



４．研究成果 
（１）（ヒト LMIR3 の細胞外領域を用いる）
結合アッセイとレポーターアッセイを駆使
した結果、ヒト LMIR3 のリガンド候補脂質と
してセラミド(Cer)とスフィンゴミエリン
(SM)が同定された。 
（２）実際、CerまたはSMの存在下において、
ヒトLMIR3を発現するマスト細胞株(LAD2)の 
FcεRI シグナルは抑制されることが示され
た。さらに、マウス皮膚の凍結切片の免疫染
色により、Cer のみならず SM も（マスト細胞
が局在する）真皮の細胞外に存在することが
確認された。 
（３）マスト細胞欠損 KitWsh/Wshマウスの耳介
にヒト LMIR3 を発現する LMIR3KO マウス由来
BMMC(bone-marrow derived mast cell)を移
入する系を用いて皮膚マスト細胞における
ヒト LMIR3 の機能を解析する系を確立した。
passive cutaneous anaphylaxis (PCA)反応
を調べた結果、マスト細胞に発現するヒト
LMIR3 はマウス LMIR3 と同程度に PCA 反応を
抑制することが判明した。従って、ヒト LMIR3
のリガンドも皮膚のマスト細胞の周囲に存
在することが示唆された。重要なことに、Cer
または SM のリポソームを皮下に前投与する
と、ヒト LMIR3 を発現するマスト細胞が生着
したKitWsh/WshマウスのPCA反応は抑制された。 
以上の結果よりヒトLMIR3は皮膚に存在す
る脂質（セラミドやスフィンゴミエリン）を
認識してマスト細胞の FcεRI シグナルを抑
制して、過剰なアレルギー反応を抑えること
を明らかになった（Izawa et al, J Allergy 
Clin Immunol, 2014） 
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