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抑制型レセプター LMIR３／CD３００fは脂質
セラミドを認識する

１． は じ め に

免疫を制御するレセプター（受容体）の中にはペア型免

疫レセプターと呼ばれる一群がある．その特徴は，細胞外

領域の相同性が極めて高い活性化型と抑制型レセプターが

対を形成することである．一般に，活性化型レセプターは

細胞内領域にシグナル伝達配列をもたないが，ITAM（im-

munoreceptor tyrosine-based activating motif）を細胞内領域

にもつアダプター分子（FcRγや DAP１２など）と会合して，

ITAMのリン酸化を介して活性化シグナルを伝える．一

方，抑制型レセプターは細胞内領域に ITIM（immunorecep-

tor tyrosine-based inhibitory motif）をもち，ITIMのリン酸

化を介して抑制シグナルを伝える．leukocyte mono-

immunoglobulin-like receptor（LMIR，別名 CD３００／CLM／

MAIR）は，細胞外領域に１個の免疫グロブリン様領域を

もつペア型免疫レセプターファミリーであり，主にミエロ

イド系細胞に発現する．マウスの LMIR は少なくとも８種

類存在して，１１番染色体に連座する．LMIR１／CD３００aと

LMIR３／CD３００fは抑制型レセプターであり，他の LMIR／

CD３００のメンバーは活性化型レセプターである１～６）．今回，

われわれは LMIR３／CD３００fのリガンドとして細胞外脂質

のセラミドを同定し，生体内における役割を明らかにし

た７）．その内容を研究の経過とともに概説する．

２． LMIR／CD３００ファミリーのリガンドについて

LMIR／CD３００ファミリーのリガンドは不明であったが，

われわれはレトロウイルスを利用した発現クローニング法

によりマウス LMIR５／CD３００bのリガンドとして TIM１

（T cell immunoglobulin mucin１）を同定した８）．最近，マウ

スの LMIR１／CD３００aは PS（phosphatidylserine）に結合す

ること，ヒトの CD３００aと CD３００cは PSや PE（phosphati-

dylethanolamine）に結合することが示された９～１１）．マウス

およびヒトの CD３００aは脂質への結合を介してアポトーシ

ス細胞を認識するが，その際マウスのマスト細胞は腹膜炎

における炎症を抑制すること９），ヒトのマクロファージは

アポトーシス細胞の貪食を抑制すること１０）が示された．現

在，LMIR／CD３００ファミリーの主なリガンドは脂質であ

る可能性が示唆されている７，９～１２）．

３． LMIR３／CD３００fの構造・発現・機能について

マウスの LMIR３／CD３００fは細胞外領域に１個の免疫グ

ロブリン様構造をもち，細胞内領域に２個の ITIMと１個

の ITSM（immunoreceptor tyrosine-based switch motif，ITIM

と同様の機能を有する）をもつ抑制型レセプターである．

LMIR３の発現はミエロイド系細胞全般（マスト細胞・好

中球・マクロファージ・樹状細胞など）に認められる．わ

れわれは，LMIR３の発現レベルが高いマウス骨髄由来マ

スト細胞（BMMC：bone marrow-derived mast cell）に注目

して，その機能解析を始めた．培養プレートに固定した特

異的な抗体により高親和性 IgEレセプター（FcεRI）と

LMIR３を共架橋する系を利用した．さまざまな LMIR３の

変異体を作製して解析した結果，LMIR３シグナルは

BMMCの FcεRIシグナルを抑制すること，その際，２個

の ITIMと１個の ITSMのリン酸化を介してチロシンホス

ファターゼの SHP１と SHP２を動員することが示された１３）．

以上より，LMIR３はそのリガンドとの結合を介してマス
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ト細胞の FcεRIシグナルを抑制することが想定された．

４． LMIR３欠損マスト細胞の解析

LMIR３の生体内における働きを調べるために，LMIR３

欠損マウスを作製した．LMIR３欠損マウスの成長・発達

は正常であり，ミエロイド系細胞の分化・増殖にも異常は

なかった．組織に局在するマスト細胞数も野生型マウスと

同等であった．最初に，野生型および LMIR３欠損マウス

の骨髄より BMMCを誘導したが，BMMCの分化・増殖に

差は認められなかった．さらに，IgEと抗原により FcεRI

を刺激したときの BMMCの反応性を調べたが，脱顆粒（β
へキソサミニダーゼの放出率）やサイトカイン・ケモカイ

ンの産生量に有意な差は認められなかった７）．これらの結

果より，LMIR３のリガンドは少なくともマスト細胞表面

には発現していないと考えられた．

５． マスト細胞に発現する LMIR３の生体内における役割

生体内においてマスト細胞の LMIR３が FcεRIシグナル

を抑制するかを調べるために，野生型および LMIR３欠損

マウスに対してアレルギーモデル実験を試みた．マスト細

胞の FcεRIが関与するアレルギーモデルとして，PSA（pas-

sive systemic anaphylaxis）反応と PCA（passive cutaneous ana-

phylaxis）反応を試みた．前者は，IgEを静脈注射して２４

時間後に特異抗原を静脈注射してマウスの直腸温を測定す

る系である．マウスの全身に分布するマスト細胞から脱顆

粒されたヒスタミンやセロトニンが血管透過性を亢進させ

て血圧・体温の低下を引き起こす．後者は，耳介に IgEを

皮下注射して２４時間後に抗原と色素を静脈注射して，耳

介に漏出する色素を定量化する系である．色素漏出量は耳

介のマスト細胞の脱顆粒に伴う血管透過性の亢進を反映す

る．最初に PSA反応を試した結果，LMIR３欠損マウスで

は野生型マウスと比較して著しい直腸温の低下とその遷延

が認められた．次に，PCA反応を調べたが，LMIR３欠損

マウスの耳介における色素漏出量は野生型マウスと比較し

て著しく高い値を示した．これらの結果より，LMIR３欠

損マウスでは FcεRIを介するマスト細胞の活性化が亢進す

ることが示された．さらにマスト細胞における LMIR３の

役割を明確にするために，マスト細胞欠損（KitW-sh／W-sh）マ

ウスの耳介に野生型あるいは LMIR３欠損 BMMCを再構

築してから PCA反応を試みた．その結果，LMIR３欠損

BMMCが再構築されたマウスの耳介では血管透過性が

著しく亢進した．次に，LMIR３欠損 BMMCに野生型

LMIR３あるいは変異型 LMIR３（LMIR３の２個の ITIMと

１個の ITSMのチロシン残基をすべてフェニルアラニン残

基に置換した変異体）を発現させてからマスト細胞欠損マ

ウスの耳介に再構築して同様の実験を行った．その結果，

変異型 LMIR３を発現する BMMCが再構築されたマウス

の耳介では，LMIR３欠損 BMMCが再構築されたマウスの

耳介と同程度に，血管透過性の亢進が認められた．以上の

結果より，生体内においてマスト細胞の LMIR３がその

ITIMと ITSMを介して FcεRIシグナルを抑制することが

証明された（図１）７）．

６． LMIR３リガンドの同定

LMIR３のリガンドを同定するために，物理的な結合

アッセイと機能的なレポーターアッセイを利用した（図

２）．前者では LMIR３の細胞外領域とヒト IgG１の Fc領域

の融合タンパク質（LMIR３-Fc）を作製して，LMIR３-Fcと

結合する分子をスクリーニングした（図２A）．後者では，

NFATが活性化すると緑色蛍光タンパク質 GFPの発現が

誘導されるレポーター細胞株（２B４-GFP）を利用した．

LMIR３の細胞外および膜貫通領域にヒト CD３ζの（ITAM

を有する）細胞内領域を融合させたキメラレセプター

（LMIR３-CD３ζ）を２B４-GFP細胞に発現させて，新たなレ

ポーター細胞株（２B４-LMIR３-GFP）を作製した．もし

LMIR３のリガンドがレポーター細胞のキメラレセプター

に結合してキメラレセプターを架橋刺激すると，その

ITAMのリン酸化に伴い NFATの活性化が起こり GFPの

発現が誘導されると想定した（図２C）．実際，LMIR３抗

体を固相化したプレート上で２B４-LMIR３-GFP細胞を培養

すると GFPの発現が誘導されること，また，その培養液

中に LMIR３抗体を添加すると GFPの発現誘導が阻止され

ることを確認した．当初，LMIR３リガンドとして（組織

のマスト細胞の周囲に存在する）細胞表面タンパク質や細

胞外マトリックスタンパク質を想定したが，これらのアッ

セイ系によりリガンド候補分子を見いだすことはできな

かった．そこで，LMIR３のリガンドとして組織に存在す

る脂質に注目した．

最初に，さまざまな脂質が固定されたシートを用意し

て，LMIR３-Fcが結合するかどうかを調べたところ，

LMIR３-Fcは特異的にセラミドと結合することが判明した

（図２B）．また，セラミドを固定したプレート上で培養さ

れた２B４-LMIR３-GFP細胞では GFPの発現が誘導された

（図２D）．その際，LMIR３抗体を添加すると GFPの発現

誘導は阻害された．したがって，セラミドは LMIR３のリ

ガンド候補分子であると考えられた．さらに，他の脂質や
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リポタンパク質をプレートに固相化してスクリーニングし

た結果，LMIR３のリガンド候補分子としてホスファチジ

ルコリン（PC：phosphatidylcholine），スフィンゴシルホス

ホコリン（SPC：sphingosylphosphocholine）やリポタンパ

ク質の HDLや LDLが同定された．実際に，これらのリガ

ンド候補分子がマスト細胞の LMIR３のリガンドとして機

能するかどうかを確かめるために，これらの分子を固相化

したプレート上で BMMCを IgEと抗原により刺激した．

その結果，セラミド，SPCおよびリポタンパク質は LMIR

３との結合を介して BMMCの脱顆粒を抑制した．一方，

PCには BMMCの脱顆粒を抑制する作用が認められな

かった．したがって，セラミド，SPC，およびリポタンパ

ク質がマスト細胞に発現する LMIR３のリガンドとして機

能することが示された７）．

７． マスト細胞の LMIR３とセラミドの結合による FcεRI

シグナル抑制の機序

細胞内シグナル伝達を調べると，セラミドと LMIR３の

結合だけ，あるいは，IgEと抗原による FcεRI刺激だけで

は，LMIR３のチロシン残基はリン酸化されないことが示

された．他方，LMIR３とセラミドの結合と FcεRIの刺激

が同時に起こると LMIR３のチロシン残基はリン酸化され

て SHP１や SHP２が動員されることが判明した．また，固

相化したセラミドだけでなくリポソームのセラミドも

BMMCの FcεRIシグナルを抑制することを確認したのち，

セラミドリポソームの添加が BMMCの FcεRIと LMIR３の

局在に及ぼす影響を調べた．無刺激時，FcεRIと LMIR３

は細胞表面上に発現するが，両者の局在は必ずしも一致し

なかった．また，セラミドリポソームを添加するだけで

図１ マスト細胞の LMIR３とセラミドの結合による FcεRIシグナルの抑制
組織の細胞外セラミドがマスト細胞の LMIR３に結合するだけでは LMIR３のチロシンリン酸化は誘導され
ない．その状況下で IgEと抗原により FcεRIシグナルが活性化されると FcεRIと LMIR３が速やかに共局
在するため，LMIR３の ITIMと ITSMが効率よくチロシンリン酸化されて SHP１や SHP２が動員される．
その結果，LMIR３はマスト細胞における FcεRIシグナルを抑制する．また，野生型マウスの PCA反応に
おいて，LMIR３抗体，LMIR３-Fc，あるいはセラミド抗体の耳介への投与はすべてマスト細胞の LMIR３と
セラミドの結合を阻害するため PCA反応を増悪させる．一方，セラミドリポソームの投与は LMIR３とセ
ラミドの結合が増強するため PCA反応を抑える．
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は，その局在に変化はなかった．FcεRIが架橋刺激される

と FcεRIと LMIR３は一部で共局在することが示された．

他方，セラミドリポソームの添加と共に FcεRIが架橋刺激

されると，FcεRIと LMIR３は強く共局在することが示さ

れた．これらの結果を総合すると，BMMCの LMIR３と細

胞外のセラミドが結合しているときに FcεRIが刺激される

と，LMIR３と FcεRIは速やかに共局在するために，

LMIR３の ITIMと ITSMは効率よくリン酸化されて FcεRI

シグナルが抑制されると考えられた（図１）７）．

８． 生体内におけるマスト細胞の LMIR３と

細胞外セラミドの結合の生理的な意義

セラミドは細胞外脂質として皮膚の表皮に豊富であるこ

とはよく知られている．実際に，セラミド抗体で皮膚の組

織を免疫染色した結果，セラミドは表皮のみならずマスト

細胞が局在する真皮にも細胞外脂質として存在すること，

しばしば細胞外セラミドがマスト細胞と接することが示さ

れた．最後に，生体内においてマスト細胞の LMIR３とセ

ラミドの結合がアレルギー反応を抑制するかどうかを調べ

た．PCA反応の実験系で耳介に IgEを投与する際にセラ

ミドリポソームも皮下注射すると，野生型マウスの PCA

反応による血管透過性が抑制された．また，同様の系で耳

介に IgEを投与する際にセラミド抗体を皮下注射すると，

野生型マウスの PCA反応は LMIR３欠損マウスの場合と同

程度に亢進した．一方，セラミドリポソームやセラミド抗

体の投与は LMIR３欠損マウスの PCA反応には影響を及ぼ

さなかった．以上の結果から，細胞外脂質のセラミドはマ

スト細胞の LMIR３と結合して生体内における FcεRIシグ

図２ LMIR３リガンドの同定
（A）LMIR３-Fc（LMIR３プローブ）の構造．
（B）固相化された脂質と LMIR３-Fcの結合．
（C）キメラレセプター（LMIR３-CD３ζ）を発現するレポーター細胞（２B４-LMIR３-GFP）の構造．
（D）セラミドを固相化したプレート上で培養した２B４-LMIR３-GFP細胞における GFPの発現誘導．
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ナルを抑制することが明らかになった（図１）７）．

９． お わ り に

今回の研究により，マスト細胞の周囲に存在するセラミ

ドが LMIR３のリガンドとして働き，マスト細胞の FcεRI

シグナルの活性化と付随するアレルギー反応を抑えること

が示された７）．PSが LMIR３のリガンドであるという報

告１４）もあるが，われわれの実験結果からは否定的である．

また，リポタンパク質の構成成分であるセラミドが

LMIR３のリガンドとして働くことも示された．今後，

LMIR３のリガンドとして機能するセラミドの由来をさら

に解明する必要がある．皮膚炎を呈したマウスの真皮では

細胞外セラミドの量が増加する傾向が認められたので，慢

性炎症時において LMIR３の抑制作用はより重要な意味を

もつかもしれない．マスト細胞の LMIR３とセラミドの結

合は過剰なアレルギー反応を抑える生体内の仕組みとして

存在すると考えられた．今後，LMIR／CD３００ファミリー

による脂質認識の全体像を明らかにしたい．
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体内時計によるアレルギー反応の制御

１． は じ め に

“アレルギー”は「体内に侵入した異物を特異的に排除

する免疫反応であり，その反応が過剰あるいは異常な方向

に働いた結果，全身あるいは局所に障害が及ぶ状態」と

１９０６年に C. von Pirquetによって提唱された．その後，

１９６３年に Gellと Coombsによって組織傷害機序の違いか

ら�～�型に分類され，近年では IgE抗体とマスト細胞，

好塩基球が関与する�型アレルギーを“アレルギー”と呼

ぶことが多い．

いくつかのアレルギー性疾患（アレルギー性鼻炎，喘息，

蕁麻疹など）では，症状が増悪しやすい時間帯があり，２４

時間の周期性（概日リズム）が存在することが古くから知
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