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1 序論  

 

1-1 はじめに  

 

単球は、マクロファージまたは樹状細胞に分化し、自然免疫応答や獲得免疫

応答を誘導する(1)。単球の感染および炎症局所への遊走は、体内に侵入する微

生物に対する防御において重要な役割を果たしている(2)。単球には、炎症性単

球とパトローリング単球の２つのサブセットがある(3, 4)。その中で、炎症性単

球は、急速に感染や炎症の局所へ動員され、多くの微生物による感染から宿主

を守っている(5-7)。一方で、炎症性単球は、心筋梗塞、アテローム性動脈硬化

症、さらに癌等の病体悪化にも深く関わっている(8-10)。炎症性単球の遊走に関

して、いくつかの知見が報告されているが、どのように炎症性単球が感染およ

び炎症局所へ遊走していくのかは、まだ完全には明らかになっていない。した

がって、多くの微生物の感染に対する防御だけでなく、多くの疾患の病態悪化

にも深く関与している炎症性単球の感染および炎症局所への遊走機構を解明す

ることは重大な課題であると言える。 

 

1-2 自然免疫応答と獲得免疫応答  

 

自然免疫応答は、主にマクロファージ、好中球等といった骨髄球系細胞がそ
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の大半を担っているが、これらの細胞は、微生物特有の構造である病原体関連

分子パターン (pathogen-associated molecular patterns; PAMPs) を Toll様受容体 

(Toll-like receptor; TLR) などのパターン認識受容体 (pattern-recognition receptors; 

PRRs) により認識する(11, 12)。そのため、自然免疫応答は、認識できる種類に

限りがあり、抗原特異性を有しておらず、急速に反応を起こせる反面、持続的

な応答は誘導しない。一方、獲得免疫応答は、T細胞や B細胞と呼ばれるリン

パ球により担われているが、これらリンパ球は、抗原受容体という膜蛋白質に

より外来抗原を認識する。この抗原受容体は、遺伝子再構成によって多様性を

獲得することで様々な抗原を特異的に認識できるようになる。さらに、獲得免

疫応答は、一度反応したことのある抗原に対して、迅速かつ強力に応答する免

疫記憶といった利点を有しているが、その成立には通常数日かかる(13)。この両

者の免疫応答が補いあって有効な生体防御機構を形成している。 

 

1-3 単球  

 

単球は、体内に侵入する微生物に対する防御において、重要な役割を果たし

ている(2)。単球は、感染および炎症局所へと遊走し、マクロファージまたは樹

状細胞に分化して、自然免疫応答や獲得免疫応答を誘導する(1)。マウスの単球

には、CX3CR1int CCR2+ Ly6Chigh炎症性単球と CX3CR1high CCR2- Ly6Clowパトロー

リング単球の２つのサブセットがあり、ヒトの単球ではそれぞれ、CD14+ CD16- 
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Classical単球、CD14+ CD16+ Non-classical単球に相当する(3, 4)。 

 

1-4 炎症性単球  

 

単球における 2つのサブセットの中で、炎症性単球は、急速に感染や炎症の

局所へ動員され、細菌、寄生虫、またはウイルス等による感染から宿主を守っ

ている(5-7)。一方で、炎症性単球は、心筋梗塞、アテローム性動脈硬化症、さ

らに癌等の病体悪化にも深く関わっている(8-10)。近年、炎症性単球は、ヒトの

敗血症モデルとして広く使用されている盲腸結紮穿孔法 (cecal ligation and 

puncture : CLP)による腹膜炎モデルにおいても、その防御に重要な役割を果たし

ていることが示されている(14)。炎症性単球は、骨髄から末梢血へ、ケモカイン

受容体 CC-chemokine receptor 2 (CCR2)を介して、流出する（図 1）(6, 15)。しか

しながら、末梢血から感染や炎症局所への動員は、CCR2非依存的であり、代わ

りにvery late antigen-4 (VLA-4)インテグリンのような接着分子が必要であること

が報告されている（図 1）(16, 17)。インテグリンにおける不活性型から活性型

への構造変化が、リガンドとの親和性を促進し、リガンドから解離する比率を

低下させている(18)。炎症性単球の遊走について、いくつかの知見が報告されて

いるが、どのように炎症性単球が感染および炎症局所へ遊走していくのかは、

まだ完全には明らかになっていない。 
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1-5 免疫受容体 MAIR-II 

 

免疫受容体には、前述した抗原受容体や TLRの他に多くの受容体が存在して

おり、筆者らのグループでは以前、Myeloid-associated immunoglobulin-like receptor 

(MAIR)-II(19-21) (LMIR2(22)または CLM-4(23)とも呼ばれている)と呼ばれる免

疫受容体を同定している。MAIR-IIは、AF251705遺伝子によってコードされて

おり、筆者らが同定した同じ CD300ファミリーである CD300a (MAIR-I)と相同

性が高い分子として共に報告した分子である（図 2）。CD300ファミリーは、マ

ウス 11番染色体において、近接した遺伝子座をもつ細胞表面分子群で、9つの

遺伝子によってコードされている(23, 24)。ヒトの CD300ファミリーは、マウス

11番染色体に相同する 17番染色体の遺伝子によってコードされた、7つのメン

バーから成る(25)。MAIR-IIは、脾臓および腹腔のマクロファージや B細胞のサ

ブセットの一部に発現している。また、MAIR-IIは、自身の細胞質内は非常に短

いが、細胞質内に immunoreceptor tyrosine-based activating motif (ITAM)を有する

DAP12と呼ばれるシグナル伝達アダプター分子と非共有的に会合する（図 2）

(19-21)。筆者らは、マクロファージにおけるMAIR-IIが、活性化シグナルを伝

達し、炎症性サイトカインである tumor necrosis factor (TNF)-"や interleukin (IL)-6 

の産生に働くことを報告している(19, 20)。興味深いことに、リポ多糖 

(lipopolysaccharide : LPS)による刺激は、Fc#RI!鎖 (FcR!鎖)の発現を上昇し、脾臓

マクロファージや B細胞ではなく、腹腔マクロファージにおいて、MAIR-IIと 
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FcR!鎖との会合を誘導し、炎症性サイトカイン産生を増強する(20)。対照的に、

MAIR-IIは、B細胞においては DAP12依存的に獲得免疫応答を負に制御するこ

とを筆者らは報告している(21)。近年、ITAMを有するアダプター分子と会合す

る受容体の中には、Toll-like receptorや抗原受容体による応答を抑制することが

報告されており、B細胞におけるMAIR-IIにおいても、それと同様の inhibitory 

ITAM (ITAMi)と呼ばれる機構を有しているようである(26)。従って、MAIR-IIを

発現している細胞種によって、MAIR-IIの機能は異なっているようであり、その

生理的役割は未だ不明である。 
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2 本研究における背景  

 

筆者らのグループでは、MAIR-IIは、マクロファージにおいて、DAP12また

は FcR!鎖を介して炎症性サイトカイン産生に働くことを報告した(19, 20)。一方

で、B細胞においては、MAIR-IIは、DAP12を介した抑制性シグナルによって、

獲得免疫応答を負に制御することを報告した(21)。マクロファージにおいては、

MAIR-IIが、LPSによる炎症性サイトカイン産生を増強することも報告しており

(20)、マクロファージによる自然免疫応答において、MAIR-IIが関与しているこ

とが予想される。これらのことから、MAIR-II遺伝子欠損マウスにおいて、敗血

症モデルとして広く用いられている CLPによる腹膜炎̶敗血症モデルを実施し、

MAIR-IIの生理的役割を解析することとした。 

本研究では、MAIR-IIが炎症性単球において高発現していることを発見し、

CLPによる敗血症モデルを用いて、この炎症性単球におけるMAIR-IIの機能解

析を試みた。
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3 目的  

 

本研究は、炎症性単球におけるMAIR-IIの生理的役割を明らかにすることを

目的とする。
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4 材料と方法  

 

4-1 マウス  

 

BALB/cマウスと C57BL/6Jマウスは日本クレアから購入した。MAIR-II遺伝

子欠損 (AF251705-/-)マウスは我々の研究室で樹立し、遺伝的背景を C57BL/6Jマ

ウスになるように 12世代まで戻し交配した(21)。C57BL/6.SJL (Ptprca Pepcb, 

CD45.1+) マウスは The Jackson Laboratoryから購入した。BALB/cバックグラウ

ンドのMyD88遺伝子欠損 (Myd88-/-)マウスと TLR4遺伝子欠損 (Tlr4-/-)マウスは

オリエンタル酵母工業株式会社から購入した。DAP12遺伝子欠損 (Tyrobp-/-)マウ

スと FcR!鎖遺伝子欠損 (Fcer1g-/-)マウスは高井俊行先生（東北大学）より供与し

て頂き、遺伝的背景を C57BL/6Jマウスになるように 12世代まで戻し交配した

(20, 27, 28)。本研究の全ての実験は、筑波大学動物資源センターの動物倫理委員

会のガイドラインに従い行った。 

 

4-2 盲腸結紮穿孔法（Cecal ligation and puncture : CLP）  

 

CLPは、以前報告された文献を参考に行った(29, 30)。腹部を 1-2 cm切って盲

腸を露出させ、盲腸の先端から約 7 mmの部位で結紮し、25 Gの注射針で 2回

刺して穴を空けた。腹部を閉腹し、輸液として 1 mlの生理食塩水を皮下に投与
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した。CLP実施後 8時間と 20時間で腹腔滲出液と血漿を回収し、サイトカイン

量やケモカイン量の解析を行った。また、CLP実施後の細菌量を調べるため、

CLP実施後 20時間の腹腔滲出液を無菌の PBSで段階希釈し、それぞれの希釈液

100 µlをブレインハートインフュージョン（BHI）寒天培地に播き、37°Cで 24

時間培養した。 

 

4-3 サイトカインおよびケモカイン濃度の測定  

 

サイトカインやケモカインの濃度は、BD Biosciences (TNF-"および IL-6)や

R&D Systems (CCL2)から購入した ELISAキットを用いて、キットの添付プロト

コールに従い定量した。 

 

4-4 抗体およびフローサイトメトリー法  

 

抗マウス CD11b抗体 (M1/70)、抗マウス Ly6G抗体 (1A8)、抗マウス Ly6C抗

体 (AL-21)、抗マウス CD45.1抗体 (A20)、抗マウス CD45.2抗体 (104)、そして、

抗マウス LFA-1 (CD11a)抗体 (M17/4)は、BD Biosciencesから購入した。抗マウ

ス F4/80抗体 (Cl:A3-1)、抗マウス CCR2抗体 (475301)、抗マウス VLA-4抗体 

(PS/2)は、それぞれ、AbD Serotec、R&D Systems、Abcamから購入した。抗マウ

スMAIR-II抗体 (TX52) は我々の研究室で以前樹立した(19, 20)。フローサイト
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メトリー法は、FACSCaliburあるいは LSR Fortessaフローサイトメーター (BD 

Bioscience)を用いて実施し、そのデータ解析は、Cell Quest software (BD 

Biosciences)および FlowJo software (Tree Star)を用いて実施した。 

 

4-5 マクロファージ／単球の消失  

 

in vivo でマクロファージ／単球 (M$/Mo)を消失させるため、以前報告された

文献を参考に、CLP実施の 1日前に、マウスに 200 µlの PBS-liposomesまたは

Cl2MBP-liposomes (Encapsula NanoSciences)を静脈内投与した(31)。 

 

4-6 炎症性単球の単離と養子移入  

 

炎症性単球は、骨髄細胞から allophycocyanin (APC)標識抗 CCR2抗体および抗

APCマイクロビーズ (Miltenyi Biotec)を反応させ、MACS細胞分離システム 

(Miltenyi Biotec)にて、ポジティブセレクションで得た。得られた炎症性単球の

純度は、CD11b+ Ly6Chigh の細胞分画をフローサイトメトリー法にて、90%以上

であることを確認した。 

炎症性単球の養子移入のために、1 ! 106個の炎症性単球を 200 µlの PBS に懸

濁し、CLPを実施する直前のMAIR-II遺伝子欠損マウスの眼下静脈叢に、その

懸濁液を静脈内投与した。また、移入した炎症性単球を検出するため、養子移
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入の前に CFSE (carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) (Molecular Probes) 

10 µMで 37℃、20分間標識した。 

 

4-7 生化学的解析  

 

Flag標識 CD300a、Flag標識 CD300f、Flag標識MAIR-IV (CLM-5/LMIR4)また

は Flag標識MAIR-IIを強制発現させた RAW264.7（マウスマクロファージ細胞

株）トランスフェクタントは、以前我々の研究室で作製した(19, 24)。これらの

細胞は、LPS (O55:B5; Sigma-Aldrich) (1 µg/ml)存在または非存在下で、10%ウシ

胎仔血清含有のコンプリート RPMI (Sigma-Aldrich)にて、37℃、5% CO2環境下

で 20時間培養した。細胞を 1% ジギトニン (Calbiochem)および蛋白質分解酵素

阻害剤含有の溶解バッファーで溶解した(20)。細胞溶解液は、抗 TLR4ポリクロ

ーナル抗体 (L-14; Santa Cruz Biotechnology)、抗Flagポリクローナル抗体 (F7425; 

Sigma-Aldrich)、抗DAP12ポリクローナル抗体 (FL-113; Santa Cruz Biotechnology)、

または抗 FcR!鎖ポリクローナル抗体 (06-727; Millipore)にて免疫沈降した。免疫

沈降した溶解液を SDS-PAGEで分離し、PVDFメンブレン (Immobilon-P) 

(Millipore)に転写バッファー (25 mM Tris, 195 mM glycine, 20% methanol)中で 80 

V、1時間で転写した。メンブレンは 3%牛血清アルブミン (BSA)含有のTBST (pH 

8.0, 10 mM Tris-buffered salineに 0.5% Tween 20を 0.5 g/L MgCl2を添加した洗浄

液)でブロッキングした後、一次抗体を 4℃、オーバーナイトで反応させ、TBST
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で洗浄し、次いで HRP (horseradish peroxidase)標識二次抗体を室温、1時間反応

させた。メンブレンを洗浄した後、基質 (Super-Signal CL-HRP substrate) (Thermo 

Fisher Scientific)と反応させ、化学発光を LAS-3000 mini (FUJIFILM)で検出し、解

析した。リブロットするために、メンブレンを Restore Western Blot Stripping 

Buffer (Thermo Fisher Scientific)で処理し、TBSTで洗浄した後、同様の方法で一

次抗体、二次抗体反応、化学発光の検出を行った。一次抗体には、抗 Flagポリ

クローナル抗体 (F7425; Sigma-Aldrich)、抗 TLR4ポリクローナル抗体 (L-14; 

Santa Cruz Biotechnology)、抗 DAP12ポリクローナル抗体 (T2040; US Biological)、

抗 FcR!鎖ポリクローナル抗体 (06-727; Millipore)、抗チロシンリン酸化 Syk 

(Tyr525/526)ポリクローナル抗体 (2710; Cell Signaling)、または抗 Sykポリクロー

ナル抗体 (2712; Cell Signaling)を用いた。二次抗体には、HRP標識抗ヤギ IgG抗

体 (sc-2768; Santa Cruz Biotechnology)または HRP標識 TrueBlot抗ウサギ IgG抗

体 (18-8816-33; eBioscience)を用いた。いくつかの実験においては、HRP標識抗

リン酸化チロシン抗体 (4G10; Millipore)を用いて、ブロットを行った。 

 

4-8 cDNA合成と定量 PCR 

 

刺激培養を行った細胞を回収し、ISOGEN (NIPPON GENE, Tokyo, Japan)を用

いてプロトコールに従い mRNAを抽出し、High Capacity RNA-to-cDNA Kit 

(Applied Biosystems)を用いてプロトコールに従い cDNAを合成した。SYBR Green 
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master mix (Applied Biosystems)を用いて、ABI 7500 fast (Applied Biosystems)にて

解析を行った。それぞれの標的遺伝子の発現量は、%-アクチンの mRNAの発現

量で正常化した。プライマーは、以下を用いた。 

Fcer1g Forward: 5’-CTCCTTTTGGTGGAACAAGC-3’ 

Fcer1g Reverse: 5’-GGGTAAGGACAATACCATACAAAAA-3’ 

Tyrobp Forward: 5’-TGGTGTTGACTCTGCTGATTG-3’ 

Tyrobp Reverse: 5’-GTCTCAGCAATGTGTTGTTTCC-3’ 

Actb Forward: 5’-AAGTGTGACGTTGACATCCG-3’ 

Actb Reverse: 5’-GATCCACATCTGCTGGAAGG-3’ 

PCRサイクル条件は、95℃にて 10分変性後、95℃で 15秒、60℃で 1分にて 40

サイクル行った。 

 

4-9 静止細胞接着解析  

 

培養ディッシュ (NUNC, 35 mm & 10 mm)を、ヒト IgG1抗体 (AG502; Millipore)

またはマウス vascular cell-adhesion molecule 1 (VCAM-1)-Fc (643-VM; R&D 

Systems) 2 µg/mlで、4℃、16時間固相化し、PBSで洗浄後、1%BSA含有 PBS

で室温、1時間ブロッキングした。1枚の培養ディッシュにつき 4 & 105個の炎症

性単球になるように、LPS (1 µg/ml)存在または非存在下の 10%ウシ胎仔血清含有

のコンプリート RPMIに懸濁し、37℃、5% CO2環境下で 20時間培養した。PBS
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で洗浄し、非接着細胞を除去し、任意の 5分野における接着細胞数を BZ-9000 

All-in One蛍光顕微鏡 (Keyence) (& 20)にて解析し、接着細胞の平均値を計算し

た。 

VCAM-1 に対する炎症性単球の接着においてキナーゼの関与を解析するため、

Syk阻害剤 (Piceatannol; 12.5、25 µg/ml) (Sigma-Aldrich)、Btk阻害剤 (PCI-32765; 

10 µM) (Selleck Chemicals)、PI3 kinase阻害剤 (Wortmannin; 0.1 µM、LY294002; 10 

µM) (和光純薬工業株式会社)、PLC阻害剤 (U-73122; 0.25 µM) (Calbiochem)、ま

たは対照として DMSO (dimethyl sulfoxide)を培養前の培養液中に添加し、上記と

同様に炎症性単球の静止細胞接着を評価した。 

 

4-10 フロー細胞接着解析  

 

フロー細胞接着解析は、以前報告された文献を参考に行った(32)。内径 0.69 mm

ガラス管 (Drummond)を、ヒト IgG1抗体またはマウス VCAM-1-Fc (それぞれ 20 

µg/ml)で、4℃、オーバーナイトで固相化し、1%BSA含有 PBSで室温、5分間ブ

ロッキングした。LPS (1 µg/ml)存在•非存在下で 20時間培養した炎症性単球を、

8 & 105個/mlになるように 10%ウシ胎仔血清含有のコンプリート RPMIに懸濁後、

37℃、0.20 dyne/cm2の剪断応力下でガラス管に染み込ませた。流量は、Harvard 

PHD 2000シリンジポンプ (Harvard Apparatus)で制御し、安定した 4分後に、倒

立光学顕微鏡 (Olympus IX70) (Olympus)にて観察し、0.60 mm2の顕微鏡視野にお
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ける 40秒間で接着する細胞数を評価した。 

 

4-11 統計  

 

統計学的解析は主に unpaired t-testを用いて行った。CLP実施後の細菌量の統

計学的解析はMann-Whitney U analysisを用いて行った。CLP実施後の生存率の

統計学的解析は Kaplan-Meir生存曲線と log-rank testを用いて行った。P<0.05を

有意差ありと判定した。  
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5 結果  

 

5-1 MAIR-II遺伝子欠損マウスは、野生型マウスに比べ、CLP

による腹膜炎に対し感受性が高い  

 

in vivoで自然免疫応答におけるMAIR-IIの役割を明らかにするため、本研究

ではまず、MAIR-IIの欠損が CLPモデルにおける腹膜炎の病態に影響するかど

うかを調べた。野生型マウスおよびMAIR-II遺伝子欠損マウスにおいて CLPを

実施したところ、野生型マウスでは死亡率が 10%であったのに対し、MAIR-II

遺伝子欠損マウスでは 90%と高い死亡率を示していた（図 3A, B）。また、野生

型マウスに比べ、MAIR-II遺伝子欠損マウスで厳しい多臓器不全の病態が観察さ

れた（図 3C）。CLP実施後 20時間の腹腔内の細菌数は、野生型マウスに比べ、

MAIR-II遺伝子欠損マウスで増加していた（図 3D）。さらに、血漿中 TNF-" や

IL-6の量も、野生型マウスに比べ、MAIR-II遺伝子欠損マウスで有意に増加して

いた（図 3E）。これらの結果から、MAIR-II遺伝子欠損マウスは、野生型マウ

スに比べ、CLPによる腹膜炎に対し感受性が高いことが明らかになった。 

 

5-2 MAIR-IIは、CLP実施後の腹腔へのマクロファージ／単球

の動員を促進する  

 



 20 

急性敗血症性腹膜炎は、腹腔へのマクロファージ／単球 (M$/Mo)や好中球の

動員を誘導するので(33, 34)、次に、CLP実施後の野生型マウスおよびMAIR-II

遺伝子欠損マウスの腹腔に動員するM$/Moや好中球の細胞数を評価した。まず、

CLPを実施する前の野生型マウスおよびMAIR-II遺伝子欠損マウスにおいて、

末梢血および骨髄中の骨髄球系細胞の割合に有意な違いは見られなかった（表

1）。腹腔における全体の細胞数、好中球 (CD11b+ F4/80- Ly6Ghigh)の数、および死

細胞(PI+)の数は、CLP実施後 8、20時間の野生型マウスおよびMAIR-II遺伝子

欠損マウスの両群において、上昇していた。しかしながら、M$/Mo (CD11b+ 

F4/80+)の数は、野生型マウスにおいてのみ上昇し、MAIR-II遺伝子欠損マウスで

は上昇しなかった（図 4A, B）。 

次に、CLP実施後の生存率においてM$/Mo の腹腔への動員の重要性を

調べるため、CLPモデルにおいて、liposome-encapsulated dichloromethylene 

bisphosphonate (Cl2MBP-liposomes)を用いて、M$/Mo を消失させることにした。

CLP実施の 1日前に野生型マウスまたはMAIR-II遺伝子欠損マウスに

liposome-encapsulated phosphate buffered saline (PBS-liposomes)または

Cl2MBP-liposomesを投与した。その結果、CLP実施後 20時間で、Cl2MBP-liposomes

を投与した野生型マウスとMAIR-II遺伝子欠損マウスの両群の腹腔において、

好中球ではなく、M$/Mo が特異的に消失されていることを確認した（図 4C, D）。

PBS-liposomeを投与した野生型マウスは、 PBS-liposomeを投与したMAIR-II遺

伝子欠損マウスに比べ、有意に生存率が高いが、Cl2MBP-liposomeを投与した野
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生型マウスは、Cl2MBP-liposomeを投与したMAIR-II遺伝子欠損マウスと同等の

高い死亡率を示していた（図 4E）。従って、これらの結果から、MAIR-IIは、

CLP実施後の腹腔へのM$/Mo の動員を促進し、野生型マウスでの CLP実施後

の生存率の高さに寄与していることが明らかとなった。 

 

5-3 野生型炎症性単球の養子移入は、CLPによる腹膜炎から

MAIR-II遺伝子欠損マウスを守る  

 

炎症性単球は、感染や炎症局所へ急速に動員される細胞であり、CLPモデル

における防御機構にも重要であることが近年報告されている(5-7, 14)。我々は、

MAIR-IIが、パトローリング単球 (pMo) (Ly6G- F4/80low Ly6Clow)や好中球 

(Ly6Ghigh F4/80low)ではなく、炎症性単球 (Ly6G- F4/80high Ly6Chigh)において高発現

していることを見いだした（図 5A）。そこで、炎症性単球に発現しているMAIR-II

が CLPによる腹膜炎からの防御に関与しているかを調べることにした。野生型

マウスまたはMAIR-II遺伝子欠損マウスから炎症性単球を単離し、MAIR-II遺

伝子欠損マウスに移入してから CLPを実施した。その結果、野生型炎症性単球

を移入したMAIR-II遺伝子欠損マウスは、MAIR-II遺伝子欠損炎症性単球移入

群に比べ、生存率が回復していた（図 5B）。さらに、E. coliの貪食能は、野生

型およびMAIR-II遺伝子欠損炎症性単球において有意な違いは見られないが

（図 5C）、CLP実施後 20時間の腹腔内の菌量は、MAIR-II遺伝子欠損炎症性単
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球移入群よりも野生型炎症性単球移入群の方が低下していた（図 5D）。これら

の結果から、炎症性単球上に発現するMAIR-IIは、敗血症性腹膜炎に対する防

御において重要な役割を果たしていることが示され、MAIR-IIが炎症性単球の腹

腔への遊走に関与していることが予想された。 

この仮説を検証するため、carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE)

で標識した野生型またはMAIR-II遺伝子欠損炎症性単球をMAIR-II遺伝子欠損

マウスに移入し、CLPを実施した。その結果、CFSE標識した炎症性単球は、CLP

実施後 20時間の腹腔において、MAIR-II遺伝子欠損炎症性単球移入群よりも野

生型炎症性単球移入群のほうが多く検出され（図 5E）、MAIR-II遺伝子欠損炎

症性単球は、野生型炎症性単球に比べ、腹腔への遊走能が低下することが明ら

かになった。さらに、この結果が腹腔への遊走におけるMAIR-II遺伝子欠損炎

症性単球の内在的な欠陥によるものであるかを検証するため、CFSE標識した

CD45.1+野生型炎症性単球とCD45.2+MAIR-II遺伝子欠損炎症性単球を 1:1で混合

後、MAIR-II遺伝子欠損マウスに養子移入して CLPを実施した。CLP実施後 20

時間の移入したMAIR-II遺伝子欠損マウスの腹腔において、CD45.1-MAIR-II遺

伝子欠損炎症性単球よりも CD45.1+野生型炎症性単球のほうが多く検出された

（図 5F）。これらの結果から、MAIR-IIは、炎症性単球における CLP実施後の

炎症局所への遊走に重要な役割を果たしていることが示された。  

 

5-4 VLA-4は、CLP実施後の腹腔への炎症性単球の遊走に関与
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する  

 

炎症性単球上に発現する CCR2とそのリガンドである CC-chemokine ligand 2 

(CCL2)は、炎症性単球の骨髄から末梢血への遊走に重要な役割を果たしている

が(15)、末梢血から感染局所への炎症性単球の遊走には CCR2と CCL2の相互作

用を必要としないことが報告されている(2)。実際、CLP実施後の腹腔滲出液中

の CCL2濃度や炎症性単球における CCR2の発現は野生型マウスとMAIR-II遺

伝子欠損マウスの間で違いは見られなかった（図 6A, B）。さらに、プロテオー

ム解析を行ったところ、CLP実施後の腹腔滲出液中の CCL2以外の他のケモカ

インやサイトカインに関しても野生型マウスとMAIR-II遺伝子欠損マウスの間

で違いは認められなかった（図 6C）。 

炎症性単球の末梢血から感染局所への動員にはvery late antigen-4 (VLA-4)等の

ようなインテグリンが必要であるという報告がある(16, 17)。そこで、VLA-4が

CLP実施後の腹腔への遊走に関与しているかどうかを調べるため、CLP実施の

直前にVLA-4または LFA-1に対する抗体を投与し、CLPを実施した。その結果、

抗 VLA-4抗体を投与した群のマウスでは、CLP実施後の腹腔におけるM$/Mo

の数が、コントロール抗体投与群に比べて低下していた（図 7A左）。しかしな

がら、好中球の数においては、コントロール抗体投与群との違いは見られなか

った（図 7A右）。対照的に、抗 LFA-1抗体を投与したマウスの CLP実施後の

腹腔において、M$/Moではなく、好中球の数がコントロール抗体投与群に比べ
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て低下していた（図 7A）。これらの結果から、CLP実施後の腹腔への遊走にお

いて、VLA-4は炎症性単球の遊走、LFA-1は好中球の遊走に重要な役割を果た

していることが明らかになった。  

炎症性単球のCLP実施後の腹腔への遊走においてVLA-4が関与していること

を直接示すために、CFSE標識した野生型またはMAIR-II遺伝子欠損炎症性単球

をMAIR-II遺伝子欠損マウスに移入して CLPを実施する前に、抗 VLA-4抗体ま

たはコントロール抗体を投与した。その結果、CFSE標識した野生型炎症性単球

は、CLP実施後の腹腔において、コントロール抗体投与群に比べ、抗 VLA-4抗

体投与群で低下していた（図 7B）。しかしながら、CFSE標識したMAIR-II遺伝

子欠損炎症性単球は、抗 VLA-4抗体投与群で低下することはなかった（図 7B）。

これらの結果から、MAIR-IIと同様に VLA-4も CLP実施後の炎症性単球におけ

る腹腔への遊走に重要な役割を果たしていることが示された。 

 

5-5 TLR4と MyD88は、CLP実施後の炎症性単球の腹腔への遊

走に必要である  

 

以前、腹腔マクロファージを LPSと抗MAIR-II抗体で刺激すると、協調的に

TNF-"等の炎症性サイトカインの産生が増加することを発見し、MAIR-IIが機能

的に TLR4と関与していることを報告した(20)。近年、MyD88や TLR4は、CLP

による腹膜炎に対する防御に必要であると報告されている(35, 36)。そこで、炎
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症性単球が、CLP実施後の腹腔への遊走において、MAIR-IIと TLR4シグナルの

相互作用を必要とするかどうかを調べるため、CFSEで標識した野生型、MyD88

遺伝子欠損、TLR4遺伝子欠損炎症性単球をMAIR-II遺伝子欠損マウスに移入し、

CLPを実施した。その結果、MyD88遺伝子欠損および TLR4遺伝子欠損炎症性

単球を移入したMAIR-II遺伝子欠損マウスは、野生型炎症性単球移入群に比べ、

CLP実施後の腹腔への遊走がほとんどできていなかった（図 8A）。さらに、

MyD88遺伝子欠損および TLR4遺伝子欠損炎症性単球を移入したMAIR-II遺伝

子欠損マウスは、野生型炎症性単球移入群のように生存率を改善することはな

かった（図 8B）。これらの結果から、TLR4/MyD88シグナルは、CLP実施後の

炎症性単球における腹腔への遊走に重要であることが明らかになった。 

 

5-6 LPSによる刺激は、MAIR-IIと TLR4、FcR!鎖との会合を

誘導し、Sykを活性化する  

 

次に、MAIR-IIが TLR4と機能的な関与だけでなく、物理的な会合もしている

かどうかを、Flag標識したMAIR-II、またはMAIR-IIの細胞外ドメインと相同

性が高いCD300aを強制発現させたRAW264.7マクロファージトランスフェクタ

ントを用いて免疫沈降法により検討した(19)。MAIR-IIおよび CD300aは定常状

態では TLR4と共沈降されないが、LPSの刺激後において、MAIR-IIは、CD300a

ではなく、TLR4と共沈降していた（図 9A, B）。Flag標識した CD300aおよび
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MAIR-II発現 RAW264.7トランスフェクタントは Flag蛋白の発現量に違いはな

いので（図 9C）、これらの結果から、LPS刺激後に CD300aではなく、MAIR-II

特異的に TLR4と会合することが示された。さらに、FcR!鎖がこの会合に関与

しているかどうかを調べるため、FcR!鎖と会合する他のマウス CD300ファミリ

ー分子であるMAIR-IV/CLM-5/LMIR4と CD300fが TLR4と会合するかを解析し

た(37)。LPSで刺激をすると、CD300fでは見られなかったが、

MAIR-IV/CLM-5/LMIR4は TLR4との会合が見られた（図 9B）。このことから、

LPSの刺激は、FcR!鎖と会合するMAIR-II/CLM-4やMAIR-IV/CLM-5のような

一部の CD300ファミリー分子と、TLR4との会合を誘導することが明らかにな

った。 

以前、MAIR-IIは、腹腔マクロファージにおいて、DAP12および FcR!鎖と会

合することを報告している(20)。そこで、TLR4/MAIR-II複合体からのシグナル

経路を明らかにするため、LPS刺激後のMAIR-IIと DAP12または FcR!鎖と会合

状態について、Flag標識MAIR-II発現 RAW264.7トランスフェクタントを用い

て解析した。MAIR-IIは定常状態において DAP12および FcR!鎖と会合している

が、LPSで刺激をすると、MAIR-IIと会合する FcR!鎖は増加し、逆にMAIR-II

と会合する DAP12は低下するという結果を得た（図 10A）。これらの結果に関

連して、炎症性単球を LPSで刺激すると、FcR!鎖の mRNAの発現は上昇するの

に対し、DAP12の mRNAの発現は低下していた（図 10B）。さらに、RAW264.7

トランスフェクタントを LPSで刺激すると、MAIR-IIと会合する FcR!鎖の ITAM
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のチロシンリン酸化が誘導された（図 10C）。 

FcR!鎖の ITAMのチロシンリン酸化は、細胞質内の SH2ドメインを介した

spleen tyrosine kinase (Syk)との会合を誘導する(38)。実際、LPS刺激によって、

FcR!鎖と Sykの共沈降、およびそのチロシンリン酸化を確認した（図 10C）。対

照的に、DAP12と会合する Sykのリン酸化は観察できなかった（図 10D）。さ

らに、プライマリーの炎症性単球におけるMAIR-IIと会合する FcR!鎖のチロシ

ンリン酸化を証明するため、野生型マウスまたはMAIR-II遺伝子欠損マウスの

骨髄から炎症性単球を単離し、LPSで刺激を行った。その結果、LPSによる刺

激は、MAIR-II遺伝子欠損炎症性単球に比べ、野生型炎症性単球における FcR!

鎖のチロシンリン酸化を増強し（図 10E）、LPSによる刺激が、プライマリーの

炎症性単球においても、MAIR-IIと会合する FcR!鎖のチロシンリン酸化を誘導

することが明らかになった。これらの結果をまとめると、LPSによる刺激が、

FcR!鎖の発現を正に制御し、DAP12の発現を負に制御することで、MAIR-IIと

FcR!鎖との物理的、機能的な会合と、続いて起こる Sykの活性化を促進するこ

とが示された。 

 

5-7 炎症性単球は、CLP実施後の腹腔への遊走に DAP12では

なく、FcR!鎖を必要とする  

 

近年の研究で、DAP12や FcR!鎖、その下流のシグナル伝達分子である Sykが
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VLA-4 等のインテグリンの活性化を促進することが報告されているので(39-41)、

野生型またはMAIR-II遺伝子欠損炎症性単球を、VLA-4リガンドであるVCAM-1

と human IgG1の Fc部分を融合させたVCAM-1-Fc融合蛋白を固相化した培養デ

ィッシュ上で、LPS存在•非存在下で培養した。野生型炎症性単球を LPSで刺激

すると、human IgG1の固相化ではなく、VCAM-1-Fcを固相化した培養ディッシ

ュにおいてその細胞接着能が上昇し、LPSで誘導された炎症性単球の細胞接着

は、VCAM-1を介していることが示された（図 11A）。しかしながら、MAIR-II

遺伝子欠損炎症性単球は、野生型炎症性単球に比べ、LPS刺激による VCAM-1-Fc

への接着が見られなかった（図 11A）。この静止細胞接着解析と同様の結果を、

フロー細胞接着解析においても得ることができた（図 11B）。野生型および

MAIR-II遺伝子欠損炎症性単球は、VLA-4の発現量が同等であるので（図 11C）、

これらの結果から、野生型炎症性単球の VLA-4の親和性が、MAIR-II遺伝子欠

損炎症性単球に比べ、高いことが示された。また、同様の静止細胞接着解析で、

LPS刺激によって FcR!鎖遺伝子欠損炎症性単球の VCAM-1-Fcへの接着能は上

昇しなかったのに対し（図 11D）、DAP12遺伝子欠損炎症性単球の VCAM-1-Fc

への接着能は LPS刺激により上昇していた（図 11D）。さらに、CFSE標識した

炎症性単球のMAIR-II遺伝子欠損マウスへの養子移入の解析で、FcR!鎖遺伝子

欠損またはMAIR-II遺伝子欠損炎症性単球は、野生型炎症性単球に比べ、CLP

実施後の腹腔への遊走が低下していた（図 11E）。しかしながら、DAP12遺伝子

欠損炎症性単球は、野生型炎症性単球と同様に、腹腔へ遊走されていた（図 11E）。
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この結果と一致して、CLP実施後の生存率において、野生型および DAP12遺伝

子欠損炎症性単球移入群は改善したのに対し、MAIR-II遺伝子欠損および FcR!

鎖遺伝子欠損炎症性単球移入群は改善できなかった（図 11F）。これらの結果を

統合すると、MAIR-IIが LPS刺激後に DAP12でなく、FcR!鎖と会合する結果と

一致して、DAP12ではなく、FcR!鎖が TLR4/MAIR-IIを介した VCAM-1に対す

る炎症性単球の細胞接着に重要な役割を果たしていることが示された。 

FcR!鎖を介した Sykの活性化が炎症性単球の VCAM-1への接着に必要である

かを調べるため、野生型またはMAIR-II遺伝子欠損炎症性単球を、LPS存在下

の VCAM-1-Fc固相化培養ディッシュ上で、Syk阻害剤である piceatannolの存在

•非存在下で培養した。Piceatannolが野生型炎症性単球の VCAM-1-Fcへの細胞

接着を濃度依存的に抑制していたことから（図 12A）、Sykの活性化は、LPSで

誘導される炎症性単球の VCAM-1への細胞接着に必要であることが明らかにな

った。 

E-セレクチンを介したインテグリンの活性化は、Sykの活性化、さらに下流の

Bruton’s tyrosine kinase (Btk)、phosphoinositide 3-kinase (PI3K)、そして

phospholipase C (PLC) !2の活性化を介して制御されている(42)。そこで、これら

の Sykの下流に存在する分子も、炎症性単球における VCAM-1への細胞接着に

関わっているかを明らかにするため、それぞれの阻害剤を用いて LPS刺激存在•

非存在下でVCAM-1-Fcへの静止細胞接着解析を行った。PCI-32765 (Btk阻害剤)、

Wortmanninや LY294002 (PI3K阻害剤)、または U-73122 (PLC阻害剤)により、
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野生型炎症性単球における LPS刺激による VCAM-1-Fcへの接着は、MAIR-II

遺伝子欠損炎症性単球と同等のレベルまで低下した（図 12B）。これらの結果か

ら、炎症性単球に発現するMAIR-IIは、Sykの活性化を介して TLR4を介した

VCAM-1への細胞接着能を促進していることが明らかになった。 

 

5-8 MyD88は、FcR!鎖と DAP12の発現制御と炎症性単球の

VCAM-1への細胞接着に必要である  

 

MAIR-II遺伝子欠損マウスへの炎症性単球の養子移入の解析により、TLR4遺

伝子欠損およびMyD88遺伝子欠損炎症性単球の CLP実施後の腹腔への遊走は、

野生型炎症性単球に比べ、ほとんどできておらず、これらの炎症性単球の移入

群では、野生型炎症性単球移入群のように、MAIR-II遺伝子欠損マウスの生存率

を改善することはなかった（図 8）。さらに、LPS刺激は FcR!鎖の発現を亢進し、

DAP12の発現を低下させ、炎症性単球の VCAM-1への細胞接着能を促進してい

た。これらがMyD88を介して制御されているかどうかを調べるため、野生型炎

症性単球またはMyD88遺伝子欠損炎症性単球を LPSで刺激した。図 10Bの結

果と一致して、野生型炎症性単球において、LPS刺激は FcR!鎖の発現を亢進し、

DAP12の発現を低下させた（図 13A）。しかしながら、MyD88遺伝子欠損炎症

性単球では、FcR!鎖および DAP12の発現は変化しなかった（図 13A）。さらに、

LPS刺激によって野生型炎症性単球の VCAM-1への細胞接着能は上昇したが、
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MyD88遺伝子欠損炎症性単球では上昇しなかった（図 13B）。これらの結果か

ら、MyD88は、FcR!鎖と DAP12の発現制御と炎症性単球の VCAM-1への細胞

接着に必要であることが示された。 



 32 

6 考察  

 

本研究で、TLR4/MyD88シグナルが VLA-4を介した血液中から感染および炎

症局所への炎症性単球の遊走に必要であることを示した。さらに、TLR4/MyD88

を介したシグナルは、FcR!鎖の発現を正に制御し、TLR4/MyD88とMAIR-II、

FcR!鎖、および Sykとの物理的、機能的な会合を誘導し、炎症性単球における

VLA-4の活性化を促進することを示した（図 14）。 

TLR4は、好中球やマクロファージにおいて、LPSまたは IgGの免疫複合体に

よる刺激により、FcR!鎖会合受容体である CD16 (Fc! receptor III)と会合すること

が報告されている(43)。興味深いことに、TLR4遺伝子欠損好中球およびマクロ

ファージは、LPSまたは IgG免疫複合体によるどちらの刺激においても、サイ

トカイン産生が見られず、さらに IgG免疫複合体で CD16を刺激した際の FcR!

鎖のリン酸化も見られなくなっていた(43)。このことは、TLR4が FcR!鎖の活性

化を介した CD16のシグナルに必要であることを示している。どのように TLR4

が CD16またはMAIR-IIと会合しているかはまだわからないが、FcR!鎖が TLR4

とMAIR-IIまたは CD16との会合において、鍵となる役割を果たしていると考

えられる。LPS刺激によって、非受容体型チロシンキナーゼである Src family of 

kinases (SFKs)の活性化を誘導することが知られているので(44)、活性化した

SFKsが FcR!鎖の ITAMのチロシンをリン酸化していることが考えられる。さら
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に興味深いことに、別の CD300ファミリーの分子で FcR!鎖と会合する

CLM-5/MAIR-IV/LMIR4もまた、LPS刺激によって TLR4と会合していた（図

9B）。しかしながら、同じく FcR!鎖と会合する CD300fと TLR4との会合は観察

することができなかった（図 9B）。FcR!鎖が TLR4との会合に関与しているか

どうかは現在のところまだ不明であり、TLR4と FcR!鎖会合免疫受容体との会

合における分子基盤を明らかにするため、さらなる研究が必要である。

リンパ球や骨髄球系細胞に存在している、膜貫通領域に正荷電アミノ酸を持

つ免疫受容体は、ITAMを有しているアダプター分子である DAP12、FcR!鎖、

DAP10、または CD3'のどれかと会合する。例外的に、NK細胞受容体である

NKG2Dは、T細胞において DAP12と DAP10の両方のアダプター分子と会合で

きる(45)。以前、筆者らのグループは、脾臓マクロファージや B細胞に発現する

MAIR-IIではなく、腹腔マクロファージに発現しているMAIR-IIが、DAP12ま

たは FcR!鎖の両アダプター分子と会合できる唯一の免疫受容体であり、その会

合様式が、MAIR-IIの膜貫通領域にあるリジン残基を介していることを報告して

いる(20)。そこではさらに、LPSによる刺激が、FcR!鎖の発現を正に制御し(20)、

MAIR-IIと FcR!鎖との会合を促進することを報告している。また、マクロファ

ージを LPSで刺激すると、インターフェロン調節因子-8 (interferon regulatory 

factor 8 : IRF-8)が活性化し(46)、DAP12 mRNAおよび DAP12蛋白の発現を低下

させるという報告もある(47)。このことは、何故、炎症性単球における DAP12

の発現が、LPS刺激によって低下するのかを説明できるかもしれない。対照的
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に、FcR!鎖の発現は、Sp1、GABP、そして Elf-1等の多くの転写因子によって制

御されている(48)。しかしながら、TLR4シグナルが FcR!鎖 mRNAの転写機構

に関わっているかどうかは、現在のところまだわかっていない。 

本研究では、炎症性単球における TLR4を介した VCAM-1への細胞接着につ

いて、また、以前の研究では、B細胞におけるサイトカイン産生について(21)、

MAIR-IIが TLRリガンドのみに対する応答として制御していることを示した。

このことは、MAIR-IIに対するリガンドが、炎症性単球および B細胞に発現し

ている可能性や、TLRリガンド刺激によって誘導され、MAIR-IIとそのリガン

ドが cisで結合する可能性を示唆しているかもしれない。近年、CD300ファミリ

ーや TREMファミリー分子の中には、リン脂質と結合するものが報告されてい

る(49)。これらの CD300ファミリーや TREMファミリー分子は、骨髄球系細胞

上に広く発現しており、この膜上のリン脂質は TLRリガンドのような自然免疫

応答を誘導する刺激によって、流動的に再形成を繰り返し(50)、CD300ファミリ

ーや TREMファミリー分子と機能的な結合をしているかもしれない。実際、近

年、我々や他のグループでは、マウスおよびヒトの CD300aに対するリガンドと

して、アポトーシス細胞の細胞膜表面に表出されるフォスファチジルセリンを

同定している(30, 51)。さらに、CD300fもまたは、フォスファチジルセリン、セ

ラミド、そしてリポ蛋白質を含むいくつかの細胞外脂質と結合することが報告

されている(52-54)。従って、MAIR-IIもまた機能的なリガンドとしてリン脂質に

結合するかもしれない。以前の我々の報告で、CD300aとは違い、MAIR-IIはフ
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ォスファチジルセリンとは結合しないという結果を示しているが(55)、in vivoで

のMAIR-IIの機能を明らかにするためにさらなる研究が必要である。 
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7 省略語  

 

APC; allophycocyanin 

Btk; Bruton’s tyrosine kinase 

CCL2; CC-chemokine ligand 2 

CCR2; CC-chemokine receptor 2 

CFSE; carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester 

CFU; colony forming unit 

Cl2MBP; dichloromethylene bisphosphonate 

CLP; cecal ligation and puncture 

DMSO; dimethyl sulfoxide 

E. coli; Escherichia coli 

HRP; horseradish peroxidase 

IL; interleukin 

iMo; inflammatory monocytes 

IRF-8; interferon regulatory factor 8 

ITAM; immunoreceptor tyrosine-based activating motif 

ITAMi; inhibitory ITAM 

LFA-1; lmphocyte function-associated antigen 1 

LPS; lipopolysaccharide 
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MAIR; myeloid-associated immunoglobulin-like receptor 

M$/Mo; macrophages and monocytes 

PAMPs ; pathogen-associated molecular patterns 

PBS; phosphate buffered saline 

PI3K; phosphoinositide 3-kinase 

PLC; phospholipase C 

pMo; patrolling monocytes 

PRRs; pattern-recognition receptors 

SFKs ; Src family of kinases 

Syk ; spleen tyrosine kinase 

TLR; Toll-like receptor 

TNF; tumor necrosis factor 

VCAM-1; vascular cell-adhesion molecule 1 

VLA-4; very late antigen-4 
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図 表  



図1　 炎症性単球における炎症および感染局所への遊走!

炎症性単球は、2種類の単球のうち、CX3CR1int CCR2+ Ly6Chighの表面マーカーで分類さ
れるサブセットである。炎症性単球は、感染や炎症応答の際、骨髄、血管内、末梢組
織へと遊走し、マクロファージに分化して病原体の貪食や殺菌を担うが、それぞれの

各段階で遊走メカニズムが異なる。骨髄から血管内への遊走は、炎症性単球に発現し
ているCC-chemokine receptor 2 (CCR2)とそのリガンドであるCC-chemokine ligand 2 
(CCL2)が必要であるが、血管内から末梢組織への遊走にはこれらの分子は必要ではな
いことが報告されている。炎症性単球の血管内から末梢組織への遊走は、他の接着分
子が担っていることも報告されているが、その詳細なメカニズムは未だ明らかになっ

ていない。!

骨髄 血管 末梢組織

炎症性!
単球

CCR2!
依存的

CCR2!
非依存的!

他のケモカイン？!
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図2　 Myeloid-associated immunoglobulin-like receptor-II (MAIR-II) の構造
と機能!

Myeloid-associated immunoglobulin-like receptor-II (MAIR-II)は、免疫グロブリンスーパー
ファミリーに属する受容体で、自身の細胞質内は非常に短く、シグナル伝達モチーフ
を有していない。しかしながら、膜貫通領域に正荷電アミノ酸であるリジン残基を有

しており、同じく膜貫通領域に負荷電アミノ酸であるアスパラギン酸残基を有するア
ダプター分子であるDAP12またはFcR!鎖と会合する。これらのアダプター分子の細胞
質内には、Immunoreceptor tyrosine-based activating motif (ITAM)と呼ばれるシグナル伝達
モチーフがあり、これにより活性化シグナルを伝達する。MAIR-IIは、マクロファージ
およびB細胞のサブセットの一部で発現している。マクロファージに発現している
MAIR-IIは、DAP12およびFcR!鎖によって活性化シグナルを伝達し、炎症性サイトカイ
ン産生に働く。一方、B細胞に発現しているMAIR-IIは、DAP12を介して獲得免疫応答
を負に制御する。MAIR-IIのリガンドは、未だ不明である。!
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図3　 MAIR-II遺伝子欠損マウスは、野生型マウスに比べ、CLPによる腹
膜炎に対し感受性が高い!

(A, B) 野生型またはMAIR-II遺伝子欠損マウスにおけるCLP実施後の生存率解析。野生
型またはMAIR-II遺伝子欠損マウスにおいて、Low-grade (A) (n数は各群15匹)および
Medium-grade (B) (n数は各群4匹)のCLPを実施した。マウスを7日間、6時間おきに観察
し、生存率を解析した。!
(C) 野生型またはMAIR-II遺伝子欠損マウスにおけるCLP実施後20時間の腹腔内写真。!
(D) 野生型またはMAIR-II遺伝子欠損マウスにおけるCLP実施後20時間の腹腔内菌量の
解析。野生型またはMAIR-II遺伝子欠損マウスにおいて、CLP実施後20時間で腹腔滲出
液を回収し、BHI培地にて24時間培養後CFU (Colony forming unit)を測定した (n数は各
群10匹)。�
(E) 野生型またはMAIR-II遺伝子欠損マウスにおけるCLP実施後20時間の血中炎症性サ
イトカイン量の解析。野生型またはMAIR-II遺伝子欠損マウスにおいて、CLP実施後20
時間で血漿を回収し、TNF-"およびIL-6の濃度をELISAにて測定した (n数は各群10匹)。!
グラフの丸印は各個体を表し、実線は平均値±SDを表す。N.S.; 有意差無し、P < 0.05; 
*、P < 0.01; **。!
最低2回の独立した実験を実施し、同様の結果を得ている。!
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図4　 MAIR-IIは、CLP実施後のマクロファージ／単球の腹腔への動員を
促進する

(A) 野生型またはMAIR-II遺伝子欠損マウスにおけるCLP実施後のマクロファージ／単
球または好中球の腹腔への動員細胞数の解析。野生型またはMAIR-II遺伝子欠損マウス
に、CLPを実施して8 (n数は5匹)または20時間 (n数は15匹)の腹腔滲出細胞において、全
細胞数を測定し、マクロファージ／単球 (CD11b+ F4/80+)または好中球 (CD11b+ F4/80- 
Ly6Ghigh)の数をフローサイトメトリー法にて解析した。!
(B) 野生型またはMAIR-II遺伝子欠損マウスにおけるCLP実施後の腹腔内死細胞数の解
析。野生型またはMAIR-II遺伝子欠損マウスに、CLPを実施して8 (n数は5匹)または20
時間 (n数は15匹)の腹腔滲出細胞において、死細胞 (PI+)の数をフローサイトメトリー法
にて解析した。!
(C, D) PBSまたはDichloromethylene bisphosphonate (Cl2MBP)含有リポソームを投与した
マウスにおいて、CLP実施前または実施後におけるマクロファージ／単球または好中
球の腹腔への動員細胞の割合の解析。野生型またはMAIR-II遺伝子欠損マウスにおいて、
PBSまたはdichloromethylene bisphosphonate (Cl2MBP)含有リポソームを静脈内投与し、1
日後CLP実施前 (D)またはCLP実施後20時間 (C)の腹腔へのマクロファージ／単球また
は好中球の動員細胞の割合をフローサイトメトリー法にて解析した。数字はPI-細胞に
おけるマクロファージ／単球または好中球の割合を示している。!

(次ページへ続く)!



(前ページの続き)!

(E) PBSまたはCl2MBP含有リポソームを投与した野生型またはMAIR-II遺伝子欠損マウ
スにおけるCLP実施後の生存率解析。野生型またはMAIR-II遺伝子欠損マウスにおいて、
PBSまたはCl2MBP含有リポソームを静脈内投与し、1日後、CLPを実施した (n数は各群
6-9匹)。マウスを6日間、6時間おきに観察し、生存率を解析した。!
グラフの丸印は各個体を表し、実線は平均値±SDを表す。N.S.; 有意差無し、P < 0.05; 
*、P < 0.01; **、P < 0.001; ***。!
最低2回の独立した実験を実施し、同様の結果を得ている。!



図5　 野生型炎症性単球の養子移入は、CLPによる腹膜炎からMAIR-II遺
伝子欠損マウスを守る!

(A) 炎症性単球、パトローリング単球、または好中球におけるMAIR-II発現。マウスの
骨髄において、炎症性単球(Ly6G- F4/80high Ly6Chigh)、パトローリング単球(Ly6G- 
F4/80low Ly6Clow)、または好中球(Ly6Ghigh F4/80low)分画でMAIR-IIの発現をフローサイト
メトリー法にて解析した。!
(B) 野生型またはMAIR-II遺伝子欠損炎症性単球を養子移入したMAIR-II遺伝子欠損マウ
スにおけるCLP実施後の生存率解析。野生型またはMAIR-II遺伝子欠損炎症性単球を
MAIR-II遺伝子欠損マウスへ養子移入し、CLPを実施した (n数は各群10匹)。マウスを6
日間、6時間おきに観察し、生存率を解析した。!

(次ページへ続く)!
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(前ページの続き)!

(C) 野生型またはMAIR-II遺伝子欠損炎症性単球における大腸菌パーティクルの貪食能
解析。野生型またはMAIR-II遺伝子欠損炎症性単球を蛍光標識した大腸菌パーティクル
と共にに2時間培養し、蛍光強度をフローサイトメトリー法にて解析した (n数は各群3)。!
(D)野生型またはMAIR-II遺伝子欠損炎症性単球を養子移入したMAIR-II遺伝子欠損マウ
スにおけるCLP実施後20時間の腹腔内菌量の解析。野生型またはMAIR-II遺伝子欠損炎
症性単球をMAIR-II遺伝子欠損マウスへ養子移入し、CLP実施後20時間で腹腔滲出液を
回収し、BHI培地にて24時間培養後CFU (Colony forming unit)を測定した (n数は各群5匹)。!
(E) MAIR-II遺伝子欠損マウスへ養子移入した野生型またはMAIR-II遺伝子欠損炎症性単
球におけるCLP実施後の腹腔への遊走能解析。CFSE標識した野生型またはMAIR-II遺
伝子欠損炎症性単球をMAIR-II遺伝子欠損マウスへ養子移入し、CLPを実施した (n数は
各群10匹)。CLP実施後20時間の腹腔滲出細胞において、CFSE+細胞の数をフローサイ
トメトリー法にて解析した。!
(F) MAIR-II遺伝子欠損マウス (CD45.1-)へ養子移入した野生型 (CD45.1+)またはMAIR-II
遺伝子欠損 (CD45.1-)炎症性単球におけるCLP実施後の腹腔への遊走能解析。CFSE標識
した野生型 (CD45.1+)またはMAIR-II遺伝子欠損 (CD45.1-)炎症性単球を1:1で混合後、
MAIR-II遺伝子欠損マウス (CD45.1-)へ養子移入し、CLPを実施した (n数は各群4匹)。
CLP実施後20時間の腹腔滲出細胞において、CD45.1+またはCD45.1-のCFSE+細胞の数を

フローサイトメトリー法にて解析した。!
グラフの丸印は各個体を表し、実線は平均値±SDを表す。棒グラフの実線は平均値＋
SDを表す。N.S.; 有意差無し、P < 0.05; *、P < 0.01; **。!
最低2回の独立した実験を実施し、同様の結果を得ている。!



図6　野生型マウスおよびMAIR-II遺伝子欠損マウスにおけるCLP実施後
の腹腔内ケモカインやサイトカインの産生量と炎症性単球上のCCR2発現!

(A, C) 野生型またはMAIR-II遺伝子欠損マウスにおけるCLP実施後8時間の腹腔滲出液中
ケモカインおよびサイトカイン量の解析。野生型またはMAIR-II遺伝子欠損マウスにお
いて、CLP実施後8時間で腹腔滲出液を回収し、Enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA)にてCCL2濃度を測定し (A) (n数は各群12匹)、それぞれ5匹の腹腔滲出液から等
量混合したサンプルを用いてプロテオーム解析を行った (C)。!
(B) 野生型またはMAIR-II遺伝子欠損炎症性単球におけるCCR2の発現解析。野生型また
はMAIR-II遺伝子欠損炎症性単球のCCR2発現をフローサイトメトリー法にて解析した 
(n数は各群3匹)。!
グレーのヒストグラムはコントロール抗体による染色を示す。!
グラフの丸印は各個体を表し、実線は平均値±SDを表す。棒グラフの実線は平均値＋
SDを表す。N.S.; 有意差無し。!
最低2回の独立した実験を実施し、同様の結果を得ている。!
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図7　 VLA-4は、CLP実施後の腹腔への炎症性単球の遊走において重要な
役割を果たす!

(A) 抗VLA-4抗体または抗LFA-1抗体を投与してCLP実施後の腹腔へのマクロファージ
／単球または好中球の動員細胞数の解析。野生型マウスに、抗VLA-4抗体または抗
LFA-1抗体を投与してCLPを実施した (n数は各群6-9匹)。CLP実施後20時間の腹腔滲出
細胞において、マクロファージ／単球 (CD11b+ F4/80+)または好中球 (CD11b+ F4/80- 
Ly6Ghigh)の数をフローサイトメトリー法にて解析した。!
(B) MAIR-II遺伝子欠損マウスへ養子移入した野生型またはMAIR-II遺伝子欠損炎症性単
球における抗VLA-4抗体投与およびCLP実施した後の腹腔への遊走能解析。CFSE標識
した野生型またはMAIR-II遺伝子欠損炎症性単球をMAIR-II遺伝子欠損マウスへ養子移
入し、抗VLA-4抗体を腹腔内投与して、CLPを実施した(n数は各群4または5匹)。CLP実
施後20時間の腹腔滲出細胞において、CFSE+細胞の数をフローサイトメトリー法にて解
析した。!
グラフの丸印は各個体を表し、実践は平均値±SDを表す。N.S.; 有意差無し、P < 0.05; 
*、P < 0.001; ***。!
最低2回の独立した実験を実施し、同様の結果を得ている。!
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図8　 TLR4とMyD88は、CLP実施後の炎症性単球の腹腔への遊走に必要
である!

(A) MAIR-II遺伝子欠損マウスへ養子移入した野生型、MyD88遺伝子欠損、TLR4遺伝子
欠損炎症性単球におけるCLP実施後の腹腔への遊走能解析。CFSE標識した野生型、
MyD88遺伝子欠損、またはTLR4遺伝子欠損炎症性単球をMAIR-II遺伝子欠損マウスへ
養子移入し、CLPを実施した (n数は各群4、6、または12匹)。CLP実施後20時間の腹腔
滲出細胞において、CFSE+細胞の数をフローサイトメトリー法にて解析した。!
(B) 野生型、MyD88遺伝子欠損、またはTLR4遺伝子欠損炎症性単球を養子移入した
MAIR-II遺伝子欠損マウスにおけるCLP実施後の生存率解析。野生型、MyD88遺伝子欠
損、またはTLR4遺伝子欠損炎症性単球をMAIR-II遺伝子欠損マウスへ養子移入し、CLP
を実施した (n数は各群10匹)。マウスを6日間、6時間おきに観察し、生存率を解析した。!
グラフの丸印は各個体を表し、実践は平均値±SDを表す。P < 0.01; **、P < 0.001; ***。!
最低2回の独立した実験を実施し、同様の結果を得ている。!
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図9　 LPSによる刺激は、MAIR-IIとTLR4との会合を誘導する!

(A, B) MAIR-IIとTLR4との会合解析(A)。別のMAIRファミリー分子とTLR4との会合解
析(B)。RAW264.7、Flag標識CD300a、Flag標識MAIR-II、Flag標識MAIR-IVまたは!
Flag標識CD300f発現RAW264.7トランスフェクタントをそれぞれ、LPS存在•非存在下で
20時間培養した。細胞溶解液を、抗TLR4抗体で免疫沈降し、抗Flag抗体および抗TLR4
抗体でウエスタンブロットを行った。!
(C) Flag標識CD300aおよびFlag標識MAIR-II発現RAW264.7トランスフェクタントにおけ
るFlag発現レベルの解析。RAW264.7、Flag標識CD300a、Flag標識MAIR-II発現
RAW264.7トランスフェクタントにおいて、Flag発現をフローサイトメトリー法で解析
した。!
最低2回の独立した実験を実施し、同様の結果を得ている。!



図10　 LPSによる刺激は、MAIR-IIとDAP12ではなく、FcR!鎖との会合
を誘導し、Sykの活性化を促進する"

(A) MAIR-IIとDAP12またはFcR!鎖との会合解析。RAW264.7またはFlag標識MAIR-II発
現RAW264.7トランスフェクタントを、LPS存在•非存在下で20時間培養した。細胞溶解
液を、抗Flag抗体で免疫沈降し、抗FcR!鎖抗体、抗DAP12抗体、または抗Flag抗体でウ
エスタンブロットを行った。"
(B) 炎症性単球におけるFcR!鎖およびDAP12のmRNA発現レベルの解析。炎症性単球を
LPS存在•非存在下で20時間培養し、mRNAを抽出後、FcR!鎖またはDAP12のmRNA相
対発現量を定量PCRにて解析した (n数は各群3)。LPS非存在下で培養した炎症性単球に
おけるmRNAの発現量を1とした。"
(C, D) LPS刺激によるFcR!鎖およびDAP12のチロシン、またはSykのリン酸化解析。
RAW264.7またはFlag標識MAIR-II発現RAW264.7トランスフェクタントを、LPS存在•非
存在下で20時間培養した。細胞溶解液を、抗Flag抗体(C)または抗DAP12抗体(D)で免疫
沈降し、抗リン酸化チロシン抗体、抗FcR!鎖抗体(C)、抗DAP12抗体(D)、抗Flag抗体、
抗リン酸化Syk抗体、または抗Syk抗体でウエスタンブロットを行った。"
(E) 炎症性単球におけるFcR!鎖のリン酸化解析。野生型またはMAIR-II遺伝子欠損炎症
性単球をLPS存在•非存在下で20時間培養した。細胞溶解液を、抗FcR!鎖抗体で免疫沈
降し、抗リン酸化チロシン抗体、抗FcR!鎖抗体、または抗#-アクチン抗体でウエスタ
ンブロットを行った。"
棒グラフの実線は平均値＋SDを表す。P < 0.001; ***。"
最低2回の独立した実験を実施し、同様の結果を得ている。"
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図11　 炎症性単球は、CLP実施後の腹腔への遊走に、DAP12ではなく、
FcR!鎖を必要とする"

(A) 野生型またはMAIR-II遺伝子欠損炎症性単球におけるVCAM-1-Fcへの静止細胞接着
能解析。野生型またはMAIR-II遺伝子欠損炎症性単球をヒトIgG1またはVCAM-1-Fc固相
化培養プレートでLPS存在•非存在下で20時間培養し、接着細胞の数を顕微鏡にて解析
した (n数は各群3) (スケールバーは、100 µm)。!

(次ページへ続く)!



(前ページの続き)!

(B) 野生型またはMAIR-II遺伝子欠損炎症性単球におけるVCAM-1-Fcへのフロー細胞接
着能解析。野生型またはMAIR-II遺伝子欠損炎症性単球をLPS存在•非存在下で20時間
培養し、ヒトIgG1またはVCAM-1-Fc固相化ガラス管に対するフロー細胞接着した細胞
数を顕微鏡にて解析した (n数は各群3) 。!
(C) 野生型またはMAIR-II遺伝子欠損炎症性単球におけるVLA-4の発現解析。野生型ま
たはMAIR-II遺伝子欠損炎症性単球におけるVLA-4の発現量をフローサイトメトリー法
にて解析した。!
(D)野生型、MAIR-II遺伝子欠損、DAP12遺伝子欠損、またはFcR"鎖遺伝子欠損炎症性
単球におけるVCAM-1-Fcへの静止細胞接着能解析。野生型、MAIR-II遺伝子欠損、
DAP12遺伝子欠損、またはFcR"鎖遺伝子欠損炎症性単球をVCAM-1-Fc固相化培養プ
レートでLPS存在•非存在下で20時間培養し、接着細胞の数を顕微鏡にて解析した (n数
は各群3)  (スケールバーは、100 µm)。!
(E) MAIR-II遺伝子欠損マウスへ養子移入した野生型、MAIR-II遺伝子欠損、DAP12遺伝
子欠損、またはFcR"鎖遺伝子欠損炎症性単球におけるCLP実施後の腹腔への遊走能解
析。CFSE標識した野生型、MAIR-II遺伝子欠損、DAP12遺伝子欠損、またはFcR"鎖遺
伝子欠損炎症性単球をMAIR-II遺伝子欠損マウスへ養子移入し、CLPを実施した (n数は
各群7、9、または13匹) 。CLP実施後20時間の腹腔滲出細胞において、CFSE+細胞の数

をフローサイトメトリー法にて解析した。!
(F) 野生型、MAIR-II遺伝子欠損、DAP12遺伝子欠損、またはFcR"鎖遺伝子欠損炎症性
単球を養子移入したMAIR-II遺伝子欠損マウスにおけるCLP実施後の生存率解析。野生
型、MAIR-II遺伝子欠損、DAP12遺伝子欠損、またはFcR"鎖遺伝子欠損炎症性単球を
MAIR-II遺伝子欠損マウスへ養子移入し、CLPを実施した (n数は各群6、7、3、または5
匹) 。マウスを6日間、6時間おきに観察し、生存率を解析した。!
グラフの丸印は各個体を表し、実線は平均値±SDを表す。棒グラフの実線は平均値＋
SDを表す。N.S.; 有意差無し、P < 0.05; *、P < 0.01; **、P < 0.001; ***。!
最低2回の独立した実験を実施し、同様の結果を得ている。!
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図12　 炎症性単球上のMAIR-IIは、Sykの活性化を介してTLR4を介した!
VCAM-1への細胞接着を促進している!

(A) 野生型またはMAIR-II遺伝子欠損炎症性単球におけるVCAM-1-Fcへの静止細胞接着
能解析でのSyk阻害剤の効果。野生型またはMAIR-II遺伝子欠損炎症性単球をVCAM-1-
Fc固相化培養プレートでLPS存在•非存在下またはPiceatannol存在下(0、12.5、25 !g/ml)
で20時間培養し、接着細胞の数を顕微鏡にて解析した (n数は各群3) (スケールバーは、
100 µm)。"
(B) 野生型またはMAIR-II遺伝子欠損炎症性単球におけるVCAM-1-Fcへの静止細胞接着
能解析でのBtk、PI3K、またはPLC阻害剤の効果。野生型またはMAIR-II遺伝子欠損炎
症性単球をVCAM-1-Fc固相化培養プレートでLPS存在•非存在下または各阻害剤存在下
(DMSO、PCI-32765、Wortmannin、LY294002、U-73122)で20時間培養し、接着細胞の数
を顕微鏡にて解析した (n数は各群3) (スケールバーは、100 µm)。"
棒グラフの実線は平均値＋SDを表す。N.S.; 有意差無し、P < 0.001; ***。"
最低2回の独立した実験を実施し、同様の結果を得ている"
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図13　 MyD88は、炎症性単球におけるFcR!鎖とDAP12の発現制御と
VCAM-1への細胞接着に必要である"

(A) 野生型またはMyD88遺伝子欠損炎症性単球におけるFcR!鎖およびDAP12のmRNA発
現レベルの解析。野生型またはMyD88遺伝子欠損炎症性単球をLPS存在•非存在下で20
時間培養し、mRNAを抽出後、FcR!鎖またはDAP12のmRNA相対発現量を定量PCRに
て解析した(n数は各群3)。LPS非存在下で培養した野生型炎症性単球におけるmRNAの
発現量を1とした。"
(B) 野生型またはMyD88遺伝子欠損炎症性単球におけるVCAM-1-Fcへの静止細胞接着
能解析。野生型またはMyD88遺伝子欠損炎症性単球をVCAM-1-Fc固相化培養プレート
でLPS存在•非存在下で20時間培養し、接着細胞の数を顕微鏡にて解析した (n数は各群
3) (スケールバーは、100 µm)。"
棒グラフの実線は平均値＋SDを表す。N.S.; 有意差無し、P < 0.001; ***。"
最低2回の独立した実験を実施し、同様の結果を得ている。"
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図14　 炎症性単球の遊走におけるTLR4を介した調節機構のモデル!

TLR4とMyD88を介したシグナルは、FcR!鎖の発現を正に制御し、DAP12の発現を負に
制御している。これによって、TLR4/MyD88とMAIR-II、FcR!鎖およびSykと物理的、
機能的な会合を誘導し、炎症性単球におけるVLA-4の活性化を誘導している。�



表1　 野生型およびMAIR-II遺伝子欠損マウスの抹消血および骨髄におけ
る各細胞分画の割合!

野生型およびMAIR-II遺伝子欠損マウス (n数は各群6匹)由来の抹消血単核細胞 (A)およ
び骨髄細胞 (B)を表記した細胞表面マーカーに対する抗体で染色し、フローサイトメト
リー法にて解析した。データは平均値±SDを表す。!
最低2回の独立した実験を実施し、同様の結果を得ている。�
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