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緒言 

 

Leukocyte mono-immunoglobulin like receptor (LMIR)/CD300 は、機能的に

活性型あるいは抑制型に分類される受容体が対を形成するペア型免疫受容体フ

ァミリーの一つである。細胞外領域に相同性の高い 1 個の免疫グロブリン様構

造を持つことを特徴とする。1 マウスでは少なくとも 8 種類の LMIR/CD300 が存

在し、その遺伝子は、ヒトでは 17 番染色体、マウスでは 11 番染色体に、クラス

ターを形成して存在する。LMIR1/CD300a と LMIR3/CD300f は抑制型受容体であ

り、それ以外は活性型受容体に属する。活性型受容体では、YxxLx(6-8)YxxL の

アミノ酸配列を特徴とする immunoreceptor tyrosine-based activation motif 

(ITAM)配列を介してシグナルを伝達する一方、抑制型レセプターは

(I/V/L/S)xYxx(L/V)の配列を特徴とする immunoreceptor tyrosine-based 

inhibitory motif (ITIM)配列を介して抑制シグナルを伝達する。ITIM はチロシ

ンリン酸化され、チロシンホスファターゼが動員される。また、immunoreceptor 

tyrosine-based switch motif (ITSM)は、ITIM 同様にチロシンのリン酸化によ

りシグナルを伝達する。LMIR3/CD300f はマスト細胞、マクロファージ、好中球

などの myeloid 系血球細胞に主に発現しており、1 細胞内領域に二つの ITIM と

一つの ITSM 配列を有する。LMIR/CD300 のリガンドは主に脂質や脂質結合蛋白で

あると考えられており、2-8LMIR3 は LMIR3 とそのリガンドである細胞外セラミド

の結合が高親和性 IgE レセプター(FcRI)を介するマスト細胞の活性化及び付随

するアレルギー反応を抑制している。これらの反応は ITIM や ITSM 領域内に含

まれるチロシン残基がリン酸化されることにより、アダプター蛋白である SHP-

1 や SHP-2 と結合することで引き起こされる。2セラミドは皮膚表皮に多いこと

が知られているが、皮膚においてはマスト細胞の局在する真皮にも存在する。マ

ウス皮膚炎モデルでは真皮内のセラミドが増加し、LMIR3 とセラミドの接触の結

果、マスト細胞を制御していることが明らかとなっている。2このように、LMIR3

とマスト細胞を中心としたアレルギー反応の関連は既に報告されているが、生

体内炎症反応におけるLMIR、特にLMIR3の機能は現在までのところ不明である。 

炎症性腸疾患はクローン病と潰瘍性大腸炎に大別され、主に消化管に潰瘍や

びらんを生じる原因不明の疾患である。両者とも本邦では欧米に比べ有病率は

少ないと言われていたが、9,10近年、本邦でも患者数が増加してきている。11炎症

性腸疾患は病期や症状により治療法は異なり、薬物療法では副腎皮質ステロイ

ド、免疫抑制剤の全身投与などが行われるが、副作用としての重篤な感染症など

も懸念される。新たな治療法の選択肢は増加してきているが、確立した治療法は

未だ無いのが現状である。12Dextran sodium sulfate (DSS)腸炎は、1990 年に
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Okayasu らが報告したげっ歯類の潰瘍性大腸炎モデルである。13マウス炎症性腸

疾患モデルでは組織炎症による腸管細胞の損傷などにより放出された細胞外

ATP によって腸炎が引き起こり、さらにマスト細胞における ATP-P2X7 受容体の

シグナルが病態形成に大きく関与していることが報告された。14以前よりマスト

細胞は ATP 刺激によりヒスタミンやサイトカインなどの放出が起こることが知

られている。15 マスト細胞は、I 型アレルギー反応ばかりではなく、炎症反応、

腫瘍免疫や感染防御など様々な役割を有しており、マスト細胞の活性化に伴っ

て、各種サイトカインや脂質メディエーターの放出、脱顆粒によるヒスタミンな

ど炎症性メディエーターの放出によって様々な生体内現象を引き起こすことが

知られている。16また、P2X 受容体は P2X1-7で構成される ATP 受容体であり、P2

受容体のうち、特に ATP に特異的なイオンチャネルである。17 

本研究では、myeloid 系細胞、特にマスト細胞に発現する LMIR3/CD300f によ

る P2X7 受容体シグナルの制御に着目し、生体内炎症、特に潰瘍性大腸炎を中心

とした LMIR3 の役割を解明することを目的とした。本研究の結果、マスト細胞

に発現する LMIR3 の欠損で炎症性腸疾患が悪化すること、そして LMIR3 が腸管

内のセラミドと結合することにより、炎症性腸疾患の悪化を制御していること

が明らかとなった。一方で、LMIR3 と同じ抑制型の LMIR1 は、潰瘍性大腸炎と他

の腸炎と区別する指標とした報告もあるが、18 未だその役割はわかっていない。 
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略語表 

 

本文中および図表で使用した略語は以下のとおりである。 

 

APC allophycocyanin 

ATPS adenosine 5’-—thiotriphosphoric acid 

BMDM bone marrow-derived macrophage 

BMMC bone marrow-derived mast cell 

BSA bovine serum albumin 

DAI disease activity index 

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole 

DSS dextran sodium sulfate 

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 

FACS fluorescence activated cell sorting 

FITC fluorescein isothiocyanate 

FcRI high affinity of immunoglobulin E receptor 

IRES internal ribosome entry site 

ITAM immunoreceptor tyrosine-based activation motif 

ITIM immunoreceptor-based inhibitory motif 

ITSM immunoreceptor-based switch motif 

LMIR leukocyte mono-immunoglobulin-like receptor 

LP lamina propria 

MPO myeloperoxidase 

PBS phosphate buffered saline 

PE phycoerythrin 

PFA paraformaldehyde 

PerCP peridinin chlorophyll protein 

TNBS 2,4,6-trinitrobenzene sulfonic  acid 

TNP trinitrophenyl 

WT wild-type 
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実験方法 

 

細胞培養 

 

PLAT-E 細胞は D-MEM (Wako)、10% ウシ胎児血清 (FCS) (Nissui)、100mU/ml 

ペニシリン G (Meiji Seika Pharma)、100g/ml ストレプトマイシン (Meiji 

Seika Pharma)で培養し、細胞は 70%コンフルエントの状態で継代した。 

Bone marrow-derived mast cell (BMMC)細胞は骨髄液を採取後から RPMI- 

1640 (Wako)、10% FCS, 100mU/ml ペニシリン G、100g/ml ストレプトマイシ

ン、1% L-Glutamine (Wako)、 Non-essential Amino Acids (Wako)、0.1% 2-

Mercaptoethanol (Invitrogen)で培養し、10g/ml マウス IL-3 (R&D Systems)

を加えた。 

Bone marrow-derived macrophage (BMDM)細胞は骨髄液を採取後から RPMI-

1640、10% FCS, 100mU/ml ペニシリン G、100g/ml ストレプトマイシン、1% L-

Glutamine、 Non-essential Amino Acids、0.1% 2-Mercaptoethanol で培養し、

20g/ml マウス M-CSF (R&D Systems)を加えた。 

いずれも 37℃、5% CO2の条件下で培養した。 

 

マウス 

 

C57BL/6 、BALB/c マウスは Charles River Laboratories Japan より購入し

た。実験に使用したマウスは腸内細菌叢を同様にするため、4週間以上同じケー

ジで飼育した。実験的腸炎モデルで使用したマウスは 10～12 週齢の雌を使用し

た。LMIR3 欠損マウス (C57BL/6 バックグラウンド)は理化学研究所 発生・再

生科学総合研究センター 動物資源開発室 阿部高也博士、清成寛博士の下で

作成した。KitW-sh/W-sh (C57BL/6 バックグラウンド)マウスは東北大学加齢医学研

究所 遺伝子導入研究分野 高井俊行博士より供与して頂いた。KitW-sh/W-sh-

LMIR3 欠損マウスは、LMIR3 欠損マウスと KitW-sh/W-sh マウスを施設内で交配させ

20 世代以降のものを使用した。 

また、米国獣医師会の Report of the AVMA Panel on Euthanasia に基づき、

頸椎脱臼により安楽死させた。19 

本研究は、東京大学医科学研究所実験動物施設 (動物センター)が定める倫理

審査委員会規定を遵守し施行した。 
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キメラマウス作成 

 

野生型マウス （WT） (Ly5.1)、LMIR3 欠損 (Ly5.2)マウスの骨髄から骨髄血

を採取し、リンホプレップ (Axis shield)で単核球を分離した。マウス 1匹あ

たり 2x106細胞の単核球を採取し、骨髄破壊的な 950Rad のγ線を照射した WT マ

ウス (Ly5.2)にそれぞれの骨髄液を経静脈的に投与し、8週間経過後より実験に

使用した。 

 

BMMC の作成 

 

8～12 週齢の WT または LMIR3 欠損マウスの大腿骨から骨髄液をとり、BMMC を

作成した。1週間おきに培地交換を行い、4週後、FACS にて FcRI+c-kit+細胞が

95％以上であることを確認し BMMC として使用した。2 

 

BMDM の作成 

 

 8～12 週齢の WT または LMIR3 欠損マウスの大腿骨から骨髄液を取り出し、

BMDM を作成した。4日後に FACS で CD11b+F4/80+細胞が 95％以上であることを確

認し、BMDM として使用した。 

 

マスト細胞再構築マウス 

 

WT、LMIR3 欠損の骨髄由来の BMMC を作成し、雌の KitW-sh/W-shマウスに各々1x106

細胞を経静脈的投与し、2週後に再度、同量を投与した。最初の投与から 8週間

経過後より実験に使用した。 

 

実験的腸炎 

 

急性 DSS 腸炎は、DSS (MP Biomedicals, 36-50kDa)を 1.5～2.5% (C57BL/6 バ

ックグラウンド)、3.0% (BALB/c)で使用し、実験目的により投与濃度、期間を変

更した。DSS はケージ内の飲用水に溶解し、自由飲水させ投与した。24 時間おき

に観察を行い、評価目的別に体重減少 (%)、Disease Activity Index (DAI)ス

コア、20腸管長 (cm)、生存率 (%)を評価項目とした。21 

慢性 DSS 腸炎モデルは、0～7、22～28、43～49 日目は 1.5% DSS を投与し、そ

れ以外の日は水を飲ませた。 

いずれも動物愛護の観点から、体重減少が 25%を超過した場合は安楽死させた。 
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Lamina Propria （LP）細胞の採取 

 

安楽死させたマウスの大腸を取り出し、管腔内の糞便を RPMI-1640 で洗浄し

除去する。フラスコに RPMI-1640、2％ FCS、0.5mM EDTA の培地を入れ、糞便を

除去した腸管を約 2cm 長に切り出し培地内に入れる。37℃で 20 分間攪拌し培地

を捨て、RPMI-1640 を加え、手で優しく攪拌し、溶液を破棄する。再度、腸管を

フラスコに加え、RPMI-1640、2% FCS の培地を加え、37℃で 20 分間攪拌する。

攪拌後、RPMI-1640 のみで腸管を優しく攪拌し、培地を破棄する。残った腸管を

はさみで細かく切り刻み、RPMI-1640、2% FCS、1mg/ml コラゲナーゼ (Wako)の

培地を加え、37℃で 20 分間攪拌する。攪拌後、上清のみ回収する。再度、コラ

ゲナーゼ入りの培地を入れ攪拌し、上清を回収することを 3 度繰り返す。集め

た上清を遠心し、培地を加え、70m フィルターに通し、再度遠心する。40% 

Percoll (GE Healthcare)/10x Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) 

(Invitrogen)で遠心したペレットを再溶解し、15ml チューブに加える。その下

にゆっくりと 4ml の 75% Percoll/10x HBSS を入れ遠心する。40%と 75％ 

Percoll/10x HBSS の間の層に LP 細胞を得た。22 

 

フローサイトメトリー解析 

 

Anti-mouse CD16/32 抗体 (eBioscience)でブロッキングを行った後、目的に

合わせ、4℃、60 分間静置し染色した。 

 

・Fluorescein isothiocyanate (FITC)で標識 

Anti-mouse FcRI、CD3、CD11b、CD11c、Gr-1、F4/80 mAb 

 

・Phycoerythrin (PE)で標識 

Anti-mouse CD63 (Biolegend)、SiglecF (BD Biosciences)CX3CR1、c-kit、 

Gr-1、Streptavidin （SA） mAb 

Anti-rat IgG2a mAb 

 

・Allophycocyanin (APC)で標識 

Anti-mouse c-kit、SA mAb 

・PE-Cy5 で標識 

Anti-mouse CD11b mAb 
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・Peridinin chlorophyll protein (PerCP)で標識 

Anti-mouse CD45 mAb 

 

・Alexa Fluor647 で標識 

Anti-SiglecF mAb (BD Biosciences) 

 

括弧で表記した以外の抗体は、いずれも eBioscience より購入した。 

また、anti-LMIR3 (ACTGen)と anti-mouse P2X7 mAb (AbD serotec)は sulfo-

NHS-LC-biotin (Pierce)にてビオチン化し、標識した。 

染色後、FACS Calibur (BD Bioscience)、CellQuest software (BD Bioscience)

で解析した。 

 

ATP 放出量の測定 

 

安楽死させ切除したマウスの大腸を100mgあたり100lのRPMI-1640を加え、

37℃、3時間培養し、回収した上清にCellTiter-Glo Luminescent Cell Viability 

Assay (Promega)試薬を添加した。静置後、MicroLumat Plus luminometer を用

いて発光シグナルを測定した。14対象として WT マウスの骨髄から取り出した好

中球 (CD11b+Gr-1high)を用いた。 

 

ATP 注腸 

 

水または 1.5% DSS を 2 日間自由飲水させ、ATPS (R&D Systems) 0.1mg を 50% 

EtOH 100l で溶解し注腸した。10 分間、頭を下げた状態で維持し、48 時間後に

解析を行った。23 

 

腸管透過性の測定 

 

1.5% DSS を 7 日間投与し、イソフルレンで麻酔した状態でマウス腸管を取り

出し、上行結腸を 2cm 結紮する。結紮した腸管内部を 18G の注射針を通して

Phosphate buffered saline (PBS)で洗浄し、糞塊を除去した後、0.5% エバン

スブルーを入れる。15 分後、PBS で洗浄し、マウスを安楽死させ結紮した腸管を

除去する。取り出した腸管に水酸化カリウムを入れ、37℃で一晩静置する。1.5N

燐酸とアセトンを加え、よく攪拌した後、遠心し上清を回収し、MicroLumat Plus 

luminometer (Berthold Technologies) を用いて 620nm の波長で読み取り、腸

管透過性を評価した。20 
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Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA) 

 

ELISA kit (R&D Systems)を用いて測定した。IL-1、IL-6、IL-17A、TNF、CXCL1、

CXCL2 の Capture、Detector 抗体は R&D Systems より購入したものを使用した。

Leukotriene B4 (LTB4)は Parameter (R&D Systems)、Leukotriene C4 (LTC4)は

Leukotriene C4 EIA kit (Cayman Chemical)を使用し測定した。 

脂質をプレートに固相化する場合には、20g/ml C24-セラミド (Tronto 

Research Chemicals, Inc.)、1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-ホスファジルコ

リン (Echelon Biosciences Inc.)、あるいは 1,2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-

ホスファチジルセリン (Echelon Biosciences Inc.)を固相化し、細胞を 37℃で

30 分培養した後に使用した。また、3mM ATP により BMMC を刺激した。 

 

可溶性キメラ蛋白の作成 

 

pMXs-LMIR3-Fc を FuGENE6 Transfection Reagent を用いて PLAT-E にトランス

フェクションした。37℃で培養し 1日後に洗浄し、3% Ultra Low IgG ウシ胎児

血清 (GIBCO)入りの D-MEM に交換し、5 日間 37℃で培養する。上清を取り出し、

0.45m フィルターで濾した後、上清にプロテイン A (GE Healthcare)を入れ、

4℃で一晩攪拌し、抽出する。蛋白濃度は ELISA 濃度を測定した 2。 

 

腸管組織のサイトカイン放出量の測定 

 

 水、または 1.5％ DSS を 7日間投与したマウスを安楽死させ腸管を取り出し、

腸管内を 20mg/ml のゲンタマイシン (Sigma-Aldrich)入りの PBS で洗った後、

大腸遠位部を 3mm2 大にデルマパンチ (Maruho)を用いて切りだし、1ml の 10％ 

FCS 入りの RPMI-1640 に入れ、37℃で培養した。24 時間後、培養液を取り出し、

ELISA でサイトカイン濃度を測定した。24 

 

リポソーム作成 

 

Mini-Extruder (Avanti Polar Lipids Inc.)を使用し、C24-セラミド、1,2-

Dipalmitoyl-sn-glycero-3-ホスファジルコリンのリポソームを作成し、それぞ

れ 100g ずつ投与スケジュールに合わせ静注した。 

 

プラスミド 
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レトロウィルスベクターである pMXs-internal ribosome entry site (IRES)-

puromycinr (pMXs-IP)ベクターを使用した。IRES の後に Puro が組み込まれてお

り、ピューロマイシン (Wako)による薬剤選択により純化した。pMXs-LMIR3、

pMXs-LMIR3 (Y241/289/325F)発現プラスミドは東京大学医科学研究所細胞療法

学分野でクローニング、遺伝子改変を行い作成したプラスミドをベクターのマ

ルチクローニングサイトに LMIR3 や LMIR3 (Y241/289/325F)遺伝子を導入し、そ

れぞれ pMXs-IP-LMIR3 と pMXs-IP-LMIR3 (Y241/289/325F)を作成したものを使

用した。2,25 

 

遺伝子導入 

 

ウィルスベクターを FuGENE6 Transfection Reagent (Roche)を用いて PLAT-E

細胞にトランスフェクションした。24 時間後に培地を破棄し交換した後、48 時

間後に上清を回収した。回収した上清に Polybrene (Sigma-Aldrich)を加え、遺

伝子導入した。7 

 

脱顆粒 

 

0.5g/ mouse Anti-trinitrophenyl (TNP)IgE (BD Biosciences) で

sensitization し、37℃で一晩静置する。１% bovine serum albumin (BSA, 

Sigma-Aldrich) タイロード液で洗浄後、再懸濁した後、測定用に 1x105ずつ分

注し、20% TritonX を 5ul 加え、４℃で１時間静置し、上清回収する。一方、刺

激用に 1x105ずつ分注した細胞に ATP もしくは TNP-BSA を加え 37℃で 1 時間静

置し、上清を回収する。それぞれの上清に PBS とクエン酸緩衝液、p-nitrophenyl 

N-acetyl-beta-D-glucosamine (Sigma-Aldrich)を加え 37℃で 1時間後、0.05M 

炭酸ナトリウム緩衝液を加え、MicroLumat Plus luminometer (Berthold 

Technology)を用いて 405nm の波長でβ―ヘキソサミニダーゼ量を計測した。 

 

real-time PCR 

 

TRIzol (Invitrogen)を使用しLPから採取した血球成分からRNAを抽出した。

DNase I Amplification Grade (Invitrogen)、High Capacity cDNA Reverse 

Transcription kit (Applied Biosystems)を使用し RNA から cDNA を作成した。

作成した cDNA を Rotor-GeneQ (QIAGEN)を用い、95℃30 秒を 1 回、95℃5 秒、

55℃10 秒、72℃10 秒を 40 回の条件で増幅させた。それぞれの遺伝子はハウス
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キーピング遺伝子 (Gapdh)との相対発現量を元に補正した。 

プライマー配列を表１に示す。 

 

  Sequence (5’→3’) 

Gapdh 

 

fw 

rv 

AGGCAAACTTTTTGACCGCC 

TGTGGTCATGAGCCCTTCC 

Il-6 

 

fw 

rv 

GAGGATACCACTCCCAACAGACC 

AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA 

Il-17A 

 

fw 

rv 

ATCAGGACGCGCAAACATGA 

TTGGACACGCTGAGCTTTGA 

Tnf

 

fw 

rv 

TGCCTATGTCTCAGCCTCTTC 

GAGGCCATTTGGGAACTTCT 

Cxcl1 

 

fw 

rv 

TGCACCCAAACCGAAGTCAT 

TTGTCAGAAGCCAGCGTTCAC 

Cxcl2 

 

fw 

rv 

AGTGAACTGCGCTGTCAATGC 

AGGCAAACTTTTTGACCGCC 

 

表 1 real-time PCR に使用したプライマー配列。fw:forward、rv:reverse 

 

免疫蛍光染色 

 

スライドガラスを PBS で洗浄し、4% Paraformaldehyde (PFA)/PBS で 37℃10

分固定する。PBS で洗浄後、0.1% NP-40/PBS 室温で 30 分振盪する。ブロッキン

グのため、5% BSA/PBS 室温 30 分で振盪し、1次抗体/ 5% BSA/PBS で 4℃、一晩

静置する。PBS で洗浄後、2次抗体/ 5% BSA/PBS で遮光のまま室温で 1時間振盪

する。rhodamine phalloidin で室温 30 分浸透し、染色する。PBS で洗浄後、封

入して倒立型顕微鏡 IX71 (Olympus)で観察した。 

抗体は anti-ceramide (Enzo Life Sciences)、anti-Mast Cell Triptase (Santa 

Cruz Biotechnology)mouse IgM (Biolegend)を使用した。 

 

 

 

統計処理 

 

有意差検定や生存率の解析には、Student’s t test、Kaplan-Meier method、

Log-rank test を行って p値を求めた。いずれも p<0.05 を統計学的に有意とし
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た (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, ****p<0.0001)。全ての検定はGraphPad 

Prism 6 (GrapfPad Software,Inc.)で解析した。 
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実験結果 

 

DSS 腸炎を検討するにあたり、条件検討として、WT マウスに DSS 濃度をそれ

ぞれ 1.5、2.5%に振り分け、計 7日間投与した。対照マウスには通常の水を飲用

させた。DSS 濃度が 2.5%の群は対照マウスに比べて、体重減少や DAI スコアが

変化し、腸炎が増悪していることを示唆したが、DSS 濃度が 1.5%である群は、体

重減少など対照群と比べ、明らかな腸炎の増悪を認めなかった (図 1)。 

 

 
図１ WTマウスにおけるDSS濃度の検討。代表的なグラフを提示する。A 体重、

B DAI スコア。黒：対照群、赤：1.5% DSS、緑：2.5% DSS。各群 n=3。 

 

炎症性腸疾患モデルである DSS腸炎や TNBS 腸炎がマスト細胞依存的であると

報告されていることから、14WT と、マスト細胞を欠損する c-kit 変異型 KitW-sh/W-

shマウス 26に対して、1.5% DSS を 10 日間投与することにより DSS 腸炎の増悪に

差があるかについて、体重減少、 DAI score、生存率について検討したところ、

体重や DAIスコアを比較すると WTマウスのほうがより腸炎が増悪していること

が示されたが、生存率は死亡するマウスがいないため有意な差は認められなか

った。しかし、既報のように、完全にマスト細胞だけに依存的である訳ではなく、

マスト細胞欠損マウスにおいても程度は弱いながらも腸炎が発症していること

が示された (図２)。 
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図２ WT と KitW-sh/W-shにおける DSS 腸炎の比較。WT(黒) n=6、 KitW-sh/W-sh (赤) 

n=7。A 体重、B DAI スコア。 

 

次に、LMIR3 欠損マウスと WT マウスに対して、1.5% DSS、7 日間投与を行っ

た。体重減少や DAI スコア,腸管長について検討したところ、WT に比べ LMIR3 欠

損マウスで腸炎の増悪が有意に認められた。さらに、病理学的検討においても同

様に LMIR3 欠損マウスの腸管の方が、腸上皮の脱落や goblet 細胞の消失、lamina 

propria (LP)への炎症細胞浸潤が顕著であった。この条件下で両群ともに死亡

するマウスはいなかった (図３)。 

 

 

図３ DSS 腸炎（1.5% DSS、7 日間投与）。各群 n=15。A 体重、B DAI スコア、

C 11 日目の腸管長、D 11 日目の腸管病理所見（H&E 染色）。KO：LMIR3 欠損。 

 

また、LMIR3+/+(WT)、LMIR3+/-、LMIR3-/-のマウスについて、同条件で検討したが、
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LMIR3+/+と LMIR3+/-に明らかな違いは認められなかった (図４)。 

 

図４ WT (Lmir3+/+;n=6)、Lmir3+/- (n=8)、LMIR3 欠損 (Lmir3-/-;n=5)における DSS

腸炎 (1.5% DSS、7 日間投与)。 

 

潰瘍性大腸炎モデルである DSS 腸炎において LMIR3 欠損マウスが腸炎の増悪

を認めたことから、クローン病モデルである TNBS 腸炎を施行したところ、DSS

腸炎と同様に LMIR3 欠損マウスの方が腸炎の増悪が認められた (図５)。 

したがって、潰瘍性大腸炎およびクローン病の炎症性腸疾患においてLMIR3欠

損マウスの方で腸炎の増悪を認め、LMIR3 の抑制的な関与が考えられる結果とな

った。 

 

 

 

図５ TNBS 腸炎。WT n=8、LMIR3 欠損 n=9。A 体重、B ４日目の腸管長。KO：

LMIR3 欠損。 
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次に、慢性 DSS 腸炎モデルを検討した。DSS を投与すると、急性 DSS 腸炎同様

に急性期には LMIR3 欠損の方が腸炎の増悪を認めたが、回復の過程では両群で

大きな違いは無く、一旦、腸管内の炎症が回復、修復すると、その後同様の条件

下の腸炎が起きても、炎症が一層悪化するといった所見は認められなかった 

(図６)。 

 

図６ 慢性 DSS 腸炎。KO：LMIR3 欠損。 

 

LMIR3 欠損マウスで DSS 腸炎が増悪したことから、次に、LMIR3 を発現する血

球成分が DSS 腸炎の増悪に関与しているかを検証するため、キメラマウスを作

成し DSS を投与することにした。骨髄生着のため、移植８週間後から DSS 投与

を開始した。1.5% DSS を 7 日間投与したところ、LMIR3 欠損マウス由来の骨髄

血を移植したキメラマウスで DSS 腸炎が増悪することが明らかになった。した

がって、血球成分の LMIR3 の発現の有無により DSS 腸炎の強度が変化した (図

７)。 
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図７ WT、LMIR3 欠損マウス由来の骨髄血を移植したキメラマウスに対する DSS

腸炎 (1.5% DSS、7 日間投与)。各群 n=8。A 体重、B DAI スコア、C 10 日目にお

ける腸管長。10 日目で安楽死させる基準に抵触したため、10 日目で解析した。

KO：LMIR3 欠損。 

 

LMIR3 が発現する血球成分のうち、どの血球表面に発現している LMIR3 が DSS

腸炎に重要な役割を果たしているかを検討するため、WT、KitW-sh/W-sh、 KitW-sh/W-

sh-LMIR3 欠損、LMIR3 欠損の 4 群のマウスに 1.5% DSS を 7 日間投与した。その

結果、腸炎は LMIR3 欠損以外のマウスでは同程度の腸炎を呈した。前述の通り、

マスト細胞の存在が DSS 腸炎などの炎症性腸疾患モデルでは重要であることが

追認され、この検討によってマスト細胞表面における LMIR3 の存在が DSS 腸炎

において重要の働きを呈することを示唆する結果であった (図８)。 
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図８ WT、KitW-sh/W-sh、 KitW-sh/W-sh-LMIR3 欠損、LMIR3 欠損マウスに対する DSS 腸

炎 (DSS 1.5%、7 日間)。各群 n=7。A 体重、B DAI スコア、C 11 日目における腸

管長と代表的な腸管。KO：LMIR3 欠損。 

 

次に、DSS 腸炎においてマスト細胞表面の LMIR3 が重要な役割を果たすかどう

かについて検討するため、WT または LMIR3 欠損マウス由来の BMMC を作成し、マ

スト細胞欠損の KitW-sh/W-shマウスに BMMC を再構築し検討した。同様に 1.5% DSS

を 7 日間投与すると、LMIR3 欠損由来の BMMC を再構築したマウスの方で腸炎が

増悪した。したがって、このことからもマスト細胞表面に発現する LMIR3 が DSS

腸炎の病勢に影響を与えることが強く示唆する結果となった (図９)。 
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図９ マスト細胞再構築 KitW-sh/W-shマウスに DSS 1.5%、7 日間投与。各群 n=8。

A 体重、B DAI スコア、C 11 日目における腸管長と代表的な腸管。KO：LMIR3 欠

損。 

 

また、C57BL/6 マウスと同様に、他のマウス系統においても LMIR3 の欠損が

DSS腸炎を悪化しうるかについて検証した。BALB/cマウスを用いて検討したが、

BALB/c マウスで DSS 腸炎を検討する際には、C57BL/6 マウスに比べ DSS の投与

条件を厳しくすることが必要である。27,28そこで条件を、3.0% DSS、7 日間投与

としたところ、BALB/c マウスでも C57BL/6 マウスと同様に LMIR3 欠損マウスの

方で、体重減少や腸管の短縮など、より腸炎の増悪を認めた (図１０)。 

 

DSS 腸炎は図 3 D のように、腸管病理標本では H&E 染色を行うと LP に炎症細

胞の浸潤が認められた。そこで、LP への炎症細胞浸潤の程度を観察するため、

LP 内の血球成分を取り出し、FACS を施行した。病理標本で確認されたように、

WT に比べ、LMIR3 欠損マウスの腸管では組織炎症に伴い、好中球の割合が増加

していた。これは Myeloperoxidase (MPO)活性でも同様の傾向を認めた。一方、

LMIR3 欠損マウスの腸管内では定常状態において好酸球数が増加していること

が報告されている。29本研究でも、定常状態では既報どおり LMIR3 欠損マウスの

LP 内で好酸球の割合の増加を確認した。更に DSS で腸炎が起こることに伴い、

好酸球数の増加が観察された。しかしながら、興味深いことに、BALB/c マウス

においては定常状態であっても好酸球の割合は増加しておらず、今までのとこ

ろ LMIR3 欠損の C57BL/6 マウスでしか定常状態で好酸球の増加は認められてい

ない (図１１)。 
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図１０ BALB/c マウスにおける DSS 腸炎 (3.0% DSS、7 日間投与)。各群 n=10。

A 体重、B DAI スコア、C 11 日目における腸管長と代表的な腸管。KO：LMIR3 欠

損。 

 

 
図１１ LP 内の炎症細胞浸潤。A FACS 解析による LP 内の好中球の割合 (CD11b
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＋Gr-1high細胞を好中球とした)。B MPO 活性における LP 内の好中数。C FACS 解析

による LP 内の好酸球の割合 (CD11b+SiglecF+細胞を好酸球とした)。A～C 

C57BL/6 マウスを用い、1.5% DSS を 7 日間投与とした。D BALB/c マウスの LP 内

の好酸球の割合 （DSS 群は 3.0% DSS を投与し、7日目に検討した）。KO：LMIR3

欠損。 

 

また、作成した BMMC は FcRI+ckit+>95%のものを使用し、LMIR3 の発現や P2X7

の発現を確認し、さらに、マスト細胞を再構築し腸管内に生着したマスト細胞数

や好中球数や好酸球数などを確認した。マスト細胞再構築マウスでも DSS 投与

後に好中球や好酸球の増加が認められた (図１２)。 
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図１２ BMMC の LMIR3 発現量や P2X7 発現量の比較と KitW-sh/W-shマウスにマスト

細胞を再構築した後の病理組織。A 作成した BM マスト細胞の LMIR3 発現と P2X7

発現、B BMMC 投与 8週間後のマウス腸管、C DSS 投与前後におけるマスト細胞 

(FcRI+ckit+)、好中球 (CD11b+Gr-1high)、好酸球 (CD11b+SiglecF+)。KO：LMIR3 欠

損。 

 

次に、LP 内で、マスト細胞の活性化を確認するため、WT と LMIR3 欠損マウス

のそれぞれの LP 内の血球細胞を分離し、マスト細胞の活性化マーカーである

CD63 陽性のマスト細胞を比較したところ、DSS 投与後の LMIR3 欠損マウスの LP

では CD63 陽性マスト細胞が多く、更にマスト細胞自体の数も増加していた。す

なわち、DSS 腸炎の増悪に伴いマスト細胞数が増加し、さらに活性化している割

合も増加していることが示された。特に、その傾向は LMIR3 欠損マウスで顕著

であった (図１３)。 
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図１３ DSS 腸炎時のマスト細胞。A CD63 陽性マスト細胞の割合、B マスト細

胞の割合。1.5% DSS、7 日間投与。KO：LMIR3 欠損。 

 

また、DSS の濃度を濃くしたり、投与期間を延ばしたりすることにより DSS の

条件を変えて WT と LMIR3 欠損マウスに投与した。興味深いことに、2.5% DSS を

7 日間投与すると、体重減少や DAI スコア、生存率に有意な差が認められ、さら

に、1.5% DSS を 30 日間連続で投与し、生存率を比較したところ、LMIR3 欠損マ

ウスの方で生存率が低下することが明らかとなった。1.5% DSS、7 日間投与では

どちらも死亡しなかったが、DSS の条件を厳しくすることにより生存率に違いが

出た （図１４）。 

また、マスト細胞再構築マウスを用いて 2.5% DSS、7 日間投与を行っても、1.5%

の時と同様に LMIR3 欠損マウス由来の BMMC を再構築したマウスの方が腸炎の増

悪を認め、さらに生存率が著明に低下した (図１５)。 
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図１４ DSS 投与条件を厳しくした際の DSS 腸炎。A 2.5% DSS、7日間投与にお

ける生存率 (各群 n=10)、B 1.5% DSS、30 日間投与における生存率 （WT n=10、

KO n=9）。C、D DSS2.5%、7 日間投与における体重と DAI スコア、E 2.5% DSS、

７日目における腸管病理標本 （H&E 染色）。KO：LMIR3 欠損。 
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図１５ マスト細胞再構築マウスに対し 2.5％ DSS、７日間投与。KitW-sh/W-sh n=8、

マスト細胞再構築マウス n=14。A 体重、B DAI スコア、C 生存率。KO：LMIR3 欠

損。 

 

さらに、腸管の炎症によって腸管透過性が亢進することを示すため、20エバン

スブルーを用いた検討を行った。DSS 腸炎は DSS の陰性電荷作用による腸管粘膜

のバリア機能の破綻により、潰瘍性大腸炎様の病態を来たすが、WT と LMIR3 欠

損マウスで腸管透過性を比較すると、LMIR3 欠損マウスの方がより腸管粘膜の透

過性が亢進していた (図１６)。 
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図１６ DSS 投与による腸管透過性の変化。KO：LMIR3 欠損。 

 

既報 14 から炎症性腸疾患のマウスモデルは ATP によりマスト細胞が活性化す

ることにより病態が形成されることが示されているが、ATP を直接、マウス腸管

内に注腸する 23 と LMIR3 欠損マウスのマスト細胞は活性化されたが、検討した

条件下では WT マウスのマスト細胞は活性化されなかった。しかしながら、DSS

を予め投与してから ATP を注腸すると、両群ともマスト細胞は活性化し、注目

すべきは活性化したマスト細胞の割合は LMIR3 欠損マウスで顕著であった (図

１７)。ATP は加水分解されやすい物質であるため、この検討では加水分解され

にくい ATPS を使用した。 

 

図１７ ATP 注腸によるマスト細胞の活性化。KO：LMIR3 欠損。 

 

DSS 腸炎に伴う腸管上皮細胞の破壊によって、腸管細胞の細胞内 ATP が腸管に

放出される。30DSS を投与した際の腸管内の ATP 放出量を測定すると、ATP 放出

量は LMIR3 欠損マウスの腸管内で増加した (図１８)。 
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図１８ DSS 投与による腸管内の ATP 量。KO：LMIR3 欠損、N.D.: Not Detected。 

 

また、WT と LMIR3 欠損マウスの腸管マスト細胞表面の P2X7 受容体の発現を

FACS で比較すると両者とも定常状態、腸炎が起きた状態で発現は変わらず、DSS

腸炎後に発現が上昇することはなかった(図１９)。したがって、P2X7 受容体の

発現量の違いから腸炎の程度に差が出ていないことを示している結果である。 

図１９ 腸管マスト細胞における P2X7 受容体発現。DSS 群は DSS 1.5%、7 日間

投与し、対照群には水を投与した。灰色：コントロール、茶色: P2X7 抗体。 

KO：LMIR3 欠損。 

 

次に、腸管 LP 内に含まれる血球成分における LMIR3 の発現を比べてみると、

定常状態では、好中球や好酸球、マクロファージで発現が高かったが、マスト細

胞ではやや発現が低かった。しかし、腸炎を引き起こした後に、各細胞の LMIR3

発現量を比べてみると、好中球や好酸球、マクロファージでは発現量に大きな変

化は無いのに対し、マスト細胞は LMIR3 発現量が増加した (図２０)。 
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図２０ DSS 投与前後における腸管 LP 内血球の LMIR3 発現量。マスト細胞

(FcRI+ckit+)、好中球 (CD11b+Gr-1high)、好酸球 (CD11b+SiglecF+)、樹状細胞

(CD11b+CD11c+)、マクロファージ (CD11b+F4/80+)、T 細胞 （CD3+）として表記し

た。灰色：コントロール抗体、茶色：LMIR3 抗体。KO：LMIR3 欠損。 

 

次に、WT と LMIR3 欠損で炎症が起きた際の LP への遊走能を比較した。WT、

LMIR3 欠損マウス由来の骨髄血を使用し、キメラマウスを作成した。キメラマウ

スはそれぞれ①WTマウス由来の骨髄だけ、②LMIR3欠損マウス由来の骨髄だけ、

そして③WT と LMIR3 欠損マウス由来の骨髄を同数移植したマウスの三群を作成

した。DSS を投与し、キメラマウスの骨髄と腸管内の好中球が WT 由来または

LMIR3 欠損マウス由来であるか、比率を比べると、WT と LMIR3 欠損マウス由来

の骨髄を同数投与したキメラマウスでは、どちらの好中球も骨髄内と腸管内で

同数の割合で検出された。すなわち、好中球は生着した骨髄の割合と同じ割合で

炎症の起きた腸管内に遊走してきていることが分かった。WT と LMIR3 欠損マウ

スの好中球の遊走能に違いは認められなかった (図２１)。 
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図２１ 好中球の腸管への遊走能。キメラマウスは、①WT マウスの骨髄のみ

（n=7）、②LMIR3 欠損マウスの骨髄のみ （n=7）、③WT と LMIR3 欠損マウスの骨

髄を同数移植 （n=8）の 3群を作成し、1.5% DSS を 7 日間投与したのち解析し

た。CD11b+Gr-1high細胞を好中球とした。KO：LMIR3 欠損。 
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次に、ATP 刺激によるマスト細胞の脱顆粒やサイトカインやケモカインの放出

にマスト細胞表面に発現するLMIR3が影響を与えるかを検証するため、WT、LMIR3

欠損マウス由来の BMMC を作成し、ATP 刺激を与えたときの BMMC のサイトカイ

ン、ケモカインの産生量を ELISA で測定した。両者ともに同濃度の ATP で刺激

するとサイトカインやケモカインの産生量に違いは認められなかったが、セラ

ミドを固相化した状態で ATP の刺激を加えると IL-6、LTB4、LTC4、CXCL1、CXCL2、

IL-1などの産生量が減少し、LMIR3 欠損マウス由来の BMMC ではセラミドを固相

化させても産生量に変化は見られなかった。さらに、ホスファチジルセリンが

LMIR3 のリガンドであるとの報告をしているグループもあるが、31今回の検討で

はホスファチジルセリンが LMIR3 のリガンドであるという確証は得られなかっ

た (図２２)。 

また、ATP の刺激によりマスト細胞を脱顆粒させると、サイトカイン、ケモカ

インの産生と同様に脱顆粒が同程度で起こるのに対し、WT 由来の BMMC ではセラ

ミドを固相化し、セラミドと接触させた状態で ATP の刺激を加えると、脱顆粒

が減少した一方で、LMIR3 欠損マウス由来ではそのような傾向は認めなかった

(図２３)。 

すなわち、LMIR3 は ATP の刺激によるマスト細胞の活性化をセラミド存在下に

おいて抑制した。 
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図２２ ATP 刺激を加えた BMMC のサイトカイン、ケモカイン産生量。A IL-6、

B IL-1、C MIP-2、D KC、E LTB4、F LTC4。Cer：セラミド、PC：ホスファチジ

ルコリン、PS:ホスファチジルセリン、N.D.: Not Detected。KO：LMIR3 欠損。 

 

 

図２３ ATP 刺激による BMMC の脱顆粒。Cer：セラミド、PC：ホスファチジルコ

リン。KO：LMIR3 欠損。 

 

また、前述の通り、FcRI の刺激を介したマスト細胞の活性化には LMIR3 の細

胞内領域に存在する二つの ITIM と一つの ITSM 内に存在するチロシンがリン酸

化することよってシグナルの抑制がなされるが、ITIM と ITSM 内のチロシン残基

をフェニルアラニンに置換した YF 変異体では抑制はされない。32 そこで LMIR3

欠損マウス由来の BMMC に empty vector(EV;pMY-IP)、LMIR3(pMYs-IP-LMIR3)、

LMIR3YF 変異体(YFmut;pMYs-IP-LMIR3 YFmutant)をそれぞれレトロウィルスで

遺伝子導入し、ATP で刺激したところ、LMIR3 を遺伝子導入した群では、セラミ

ド存在下においてマスト細胞の脱顆粒が抑制されたが、YF 変異体を遺伝子導入

した群ではセラミド存在下においてもマスト細胞の活性化を抑制することはで

きなかった。 

したがって、ATP 刺激によるマスト細胞の活性化においても二つの ITIM と一つ

のITSM内にあるチロシンがリン酸化されることにより下流のシグナルを抑制し

ている可能性が示唆された (図２４)。 
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図２４ YF 変異体を遺伝子導入した BM マスト細胞の脱顆粒。Cer：セラミド、

PC：ホスファチジルコリン、EV;Empty Vector、YFmut:YF 変異体。 

 

次に、LP 内血球成分の mRNA レベルでのサイトカイン、ケモカイン量を検討す

るため、LP 内の血球成分を分離し、TRIzol を用いて RNA を抽出し、IL-6 などの

炎症性サイトカイン、CXCL2 などのケモカインの mRNA 量を比較した。以下に示

すとおり、DSS を投与した LMIR3 欠損マウスから抽出された RNA で IL-6 などの

mRNA 量の上昇が認められた (図２５)。 

腸管全体からのサイトカイン産生を確認する目的で、マウス腸管を取り出し、

培養後の上清におけるサイトカイン産生量を測定したところ、炎症性サイトカ

インなどの産生増加が DSS を投与した LMIR3 欠損マウスの腸管で認められた 

（図２６）。 

in vitro においてセラミドを固相化して行った検討により、セラミドとマス

ト細胞の結合があると LMIR3 を介して DSS 腸炎が抑制されることが示唆された

が、in vivo の検討を行うため、マウスに抗セラミド抗体を投与し、1.5% DSS、

７日間投与を行ったところ、WT では投与を行わなかったマウスに比べて、抗体

を投与したマウスで腸炎が増悪した。しかし、LMIR3 欠損マウスでは腸炎に変化

は認めなかった (図２７)。 



33 
 

図２５ 腸管 LP から得られた血球成分の real-time PCR。A Il-6、B Il-17A、

C Tnf、D Cxcl1、E Cxcl2。Gapdh を内部標準とし、その比で表記した。DSS 投

与のマウスは 1.5% DSS、7 日間投与してから RNA を抽出した。 
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図２６ 腸管組織からのサイトカイン放出量。水、または 1.5% DSS、7 日間投与

した。A IL-6、B IL-17A、C TNF、D CXCL1、E CXCL2。 
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図２７ 抗セラミド抗体を投与した際の DSS 腸炎。各群 n=5。A DSS と抗体投与

のスケジュール (Cer Ab；抗セラミド抗体、対照群には cotrol 抗体を投与)、B 

体重、C DAI スコア、D 11 日目の腸管長と代表的な腸管、E 11 日目の腸管病理

組織標本 (H&E 染色)。KO：LMIR3 欠損。 

 

また、LMIR3 の細胞外領域に human IgG1 の Fc 部を融合した可溶性のキメラ蛋
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白(LMIR3-Fc)を投与し、抗セラミド抗体を投与したとき同様の条件で 1.5% DSS、

7 日間投与すると、WT マウスは LMIR3-Fc を投与しなかったマウスに比べて腸炎

の増悪が認められた。一方、LMIR3 欠損マウスは投与如何により変化は認めなか

った (図２８)。 

DSS 腸炎投与の際に LMIR3 のリガンドであるセラミドのリポソームを作成し

投与すると、LMIR3 欠損マウスではリポソームの投与で腸炎に変化を認めなかっ

たが、興味深いことに WT マウスでは投与したマウスで腸炎が軽減することが分

かった。さらに、WT マウスにセラミドリポソームを投与した群では LP 内の CD63

陽性マスト細胞の割合が低下していること、つまりマスト細胞の活性化が抑え

られていることが分かった (図２９)。 

 

 

図２８ 可溶性キメラ抗体を投与した際の DSS 腸炎(1.5% DSS、7 日間)。各群

n=5。A DSS とキメラ抗体投与のスケジュール、B 体重、C DAI スコア、D 11 日

目の腸管長と代表的な腸管。 
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図２９ リポソームを投与した際の DSS 腸炎 (2.5% DSS、7 日間)。各群 n=10。

A DSS とリポソーム投与のスケジュール (Cer:セラミド、PC:ホスファチジルコ

リン。対照群には PBS を投与)、B 体重、C DAI スコア、D 7 日目の CD63 陽性マ

スト細胞の割合 (対照群とセラミドリポソーム群の比較)。 

腸管内部を共焦点顕微鏡で観察すると、LP に存在するマスト細胞やセラミド

が観察され、さらにマスト細胞とセラミドの結合も認められる。さらに、腸管内

ではセラミドは定常状態に比べ、腸炎が起こるとその量が増えることがわかる。

つまり、炎症が起こるとセラミドが増加し、セラミドはマスト細胞表面にある

LMIR3 と結合することにより、更なる炎症の進展を抑制していると考えられる

(図３０)。 
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図３０ 腸管内の共焦点顕微鏡像。C57BL/6 の WT マウスを用い、DSS 群は 1.5% 

DSS、７日間投与し解析した。対照群と DSS 群の代表的な腸管像を提示した。

DAPI:4',6-diamidino-2-phenylindole、MC: Mast Cell Triptase、Cer:Ceramide 

Ab。 

 

また、マクロファージに発現する他のペア型免疫受容体ファミリーの抑制型受

容体の欠損により炎症性腸疾患の病態が増悪したとの報告があることから 33、

WT、LMIR3 欠損マウス由来の BMDM を作成し、WT に静注した際に腸炎の程度に差

があるかどうかについて検討を行った。しかしながら、マクロファージ表面に発

現する LMIR3 の有無により DSS 腸炎の病態に変化は認めなかった (図３１)。 
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図３１ BMDM を投与した DSS 腸炎 (1.5% DSS、7 日間投与)。各群 n=6。A 体重

減少、B DAI スコア、C 腸管長と代表的な腸管。KO：LMIR3 欠損。 
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考察 

 

本研究では、LMIR3 発現により炎症性腸疾患の潰瘍性大腸炎モデルである

DSS 腸炎の発症、増悪に差があるかどうかについての検討である。LMIR3 欠損

マウスに DSS を投与すると、WT マウスに比べ腸炎が増悪した。LMIR3 欠損

マウスでは、体重減少や DAI スコア、腸管長、生存率といった DSS 腸炎の重症

度を示す指標が悪化しており、病理標本では LP への炎症細胞浸潤が著明であっ

た。本研究ではマスト細胞が炎症性腸疾患の発症に関与している報告があった

ことから、マスト細胞表面に発現する抑制型受容体 LMIR3 が病態に影響を与え

ている可能性があると考え、マスト細胞欠損マウスにマスト細胞を再構築し、

DSS 腸炎を引き起こさせるなど、マスト細胞に発現する LMIR3 が炎症性腸疾

患の病態を制御している可能性について検討した。その結果、LMIR3 が炎症性

腸疾患の病態を一部制御していることが明らかとなった。骨髄血と異なり、腸管

内マスト細胞に発現する LMIR3 は、定常状態では発現は高くなく、腸炎が引き

起こることにより発現が高くなった。腸管内に存在するマスト細胞以外の

LMIR3 発現細胞では腸炎の前後では発現が変わらない。LMIR3 の発現が炎症

などの刺激後に変化するという知見は今までに報告はなく、興味深い。一方で、

マスト細胞の P2X7 受容体の発現レベルは腸炎の前後で変化しなかった。また、

腸管への炎症細胞浸潤では、LMIR3 が発現しているか否かにより好中球は腸管

への遊走能の違いは見られず、腸炎時に腸管内への炎症細胞浸潤の違いはマス

ト細胞の放出する内部顆粒や遊走因子の量に依存していると考えた(図３２)。ヒ

トでは 1970 年代より炎症性腸疾患の患者腸管内にマスト細胞が増加している

報告がなされていたが、34,35マスト細胞の役割や活性化する機序についてはわか

っていなかった。マウス炎症性腸疾患モデルでは、炎症性腸疾患によるマスト細

胞の活性化は細胞外 ATP が重要であることが報告された。14一方で、寄生虫感

染においては腸管内マスト細胞が増加することは以前から多数報告されており、

36 本研究においてはマウス炎症性腸疾患モデルで腸管内にマスト細胞が増加し、

さらに活性化しているマスト細胞が増えていることを観察できたことは意義深

いものと考える。本研究からも理解できる通り、炎症性腸疾患のマウスモデルは

マスト細胞依存的である。しかし、マスト細胞欠損マウスでも弱いながらも腸炎

が生じるため、マスト細胞だけが炎症性腸疾患を惹起する細胞ではないと思わ

れる。今後、マスト細胞以外の細胞についても更なる検討が必要であると考えら

れる。LMIR3 と同様に、ペア型免疫受容体ファミリーの一つである Paired 

Immunoglobulin-Like Receptor B(PIR-B)に関して、マクロファージ表面に存在

する PIR-B が DSS 腸炎を制御しているという報告があり、33本研究でも同様の
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条件で検討を行ったが、少なくとも今回検討した条件ではマクロファージ表面

に発現する LMIR3 は病態に影響を与えていなかった。その他の血球成分におい

ては LMIR3 の発現の有無によって炎症性腸疾患に与えうるデータは得られな

かった。 

また、マスト細胞表面に発現する LMIR3 は FcRI を介したアレルギー反応

の制御をし、そのリガンドがセラミドであることを報告しているが、2本研究に

より ATP 刺激による P2X7 受容体を介した反応においても LMIR3 はマスト細

胞の活性化を制御していることが判明した。LMIR3 は FcRI を介したアレルギ

ー反応の場合には二つの ITIM と一つの ITSM 内に含まれるチロシン残基がリ

ン酸化され、アダプター蛋白と会合することによりシグナルを抑制する。32ATP

刺激おいても、LMIR3 の ITIM と ITSM 内に含まれるチロシン残基をフェニル

アラニン残基に変えた変異体を用いることによって、マスト細胞の脱顆粒やサ

イトカイン、ケモカインの放出を抑制した。つまり、ATP 刺激においても ITIM

と ITSM 内のチロシン残基のリン酸化がシグナルの抑制に重要であることが示

唆された。しかし、ATP 刺激により蛋白レベルでチロシン残基がリン酸化を受

けるかどうかについては残念ながら確証は得られなかった。 

当初、DSS 腸炎は T 細胞による獲得免疫系の病態モデルであると考えられて

いたが、成熟 T 細胞を欠損する Rag1 欠損マウスの解析により病態形成には T

細胞は必須ではないことが証明された。37また、近年、自然免疫系と獲得免疫系

の相互関係に注目が集まっており、獲得免疫が主体と考えられていた炎症性腸

疾患にも自然免疫系の免疫細胞の働きが注目されている。中でも注目すべきは、

抗生剤を投与することによって腸内細菌叢を死滅させると腸炎が増悪し、炎症

性腸疾患と腸内細菌叢の関与が示唆された報告である。38 さらに、Toll-like 

receptor(TLR)や pattern-recognition receptors (PRRs)など自然免疫系の受容

体も炎症性腸疾患の病態に影響を与える可能性が示唆されている。39,40マウス炎

症性腸疾患モデルは、施設条件や腸内細菌叢などの環境要因の影響が大きく、

DSS 濃度や投与期間は本研究の施設での飼育条件で検討した結果であり、条件

が変われば、DSS の至適条件は変化する可能性が高い。それぞれのマウス群が

同様の条件で検討できるよう、本研究ではマウスの床敷や一定期間同じケージ

に飼育するなど環境要因に配慮して検討した。いずれにせよ、腸内細菌叢を同一

化し、同様の条件で検討すれば、マウスの系統に関わらず LMIR3 の欠損が炎症

性腸疾患を増悪させていることが明らかとなった。 

さらに、腸内細菌叢と免疫系の関連については様々なことが報告されており、

肥満 41 やアレルギー疾患 42 など腸管内のみならず全身の免疫機構にも影響して

いると考えられている。アレルギー反応により慢性的な気道炎症を引き起こす

気管支喘息モデルで、腸内細菌叢の乱れにより喘息症状が悪化することが報告
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されており、43アレルギーと炎症、延いては腸内細菌叢との関連は興味深い。さ

らに、腸内細菌叢は制御性T細胞など腸管免疫機構を調節する上で重要であり、

制御性 T 細胞自身も腸内細菌叢を適切に保つ働きをしていることが報告されて

いる。44 炎症性腸疾患の発症には遺伝的要因と環境要因の両者が重要であり、

45,46本邦における近年の患者数の増加は環境要因の変化によるものが大きく、動

物性脂質の摂取や脂質過多など食の欧米化による腸内細菌叢の変化が患者数の

増加に寄与している可能性が指摘されている。一方で、マスト細胞はアレルギー

反応ばかりではなく、脱顆粒現象を通した内部顆粒の放出やサイトカイン、ケモ

カイン、脂質メディエーターの産生などを介して炎症反応に影響を与えており、

16 腸管内においても炎症反応における基点や制御の観点から今後注目されると

考えられる。 

本研究では、マスト細胞が炎症性腸疾患の炎症反応の起爆剤として作用し、そ

の作用を LMIR3 が制御していると報告したが、今後の検討課題として、マスト

細胞表面の LMIR3 と腸内細菌叢、また TLR、PRRs などとの関連を調べる必要

があると考えた。 

 

 

図３２ WT と LMIR3-/-マウスの DSS 腸炎モデルにおけるシェーマ 
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総括および結論 

 

本研究により、以下の知見を得た。 

１． LMIR3 欠損マウスは炎症性腸疾患が増悪する。 

２． マウス炎症性腸疾患モデルは、マスト細胞依存性であり、マスト細胞表面

に発現する LMIR3 が、ATP 刺激によるマスト細胞の活性化を抑制し、

炎症性腸疾患を制御している。 

３． LMIR3 のリガンドであるセラミドは、炎症性腸疾患の腸管内で増加し、

セラミドと LMIR3 の結合によりマスト細胞の活性化を抑制している。 

４． LMIR3 の細胞内領域に存在する ITIM と ITSM 内のチロシン残基がリン

酸化することにより、ATP 刺激のシグナルを制御している可能性が高い。 

５． セラミドリポソーム投与により DSS 腸炎が軽減した。 

 

 今回、マスト細胞表面に発現する LMIR3 が炎症性腸疾患の制御に重要な働き

をしていることが分かった。さらに、LMIR3 はマスト細胞表面においてリガン

ドであるセラミドと結合することにより ATP 刺激によるマスト細胞の活性化を

制御する。マスト細胞は体内での割合は非常に少ないが、脱顆粒やサイトカイン、

ケモカイン、脂質メディエーターなどの放出により、アレルギー反応ばかりでな

く、炎症反応に対しても大きな役割を果たしている。炎症性腸疾患ばかりでなく、

様々な炎症反応にマスト細胞は関わっている可能性があり、その表面に発現す

る抑制型ペア型免疫受容体 LMIR3 は炎症に対しても重要な役割を占めている

可能性がある。 

本研究では、マスト細胞における LMIR3 に注目し解析したが、LMIR3 は

myeloid 系細胞に広く発現しており、マスト細胞ばかりでなく、その他の血球成

分に発現する LMIR3 も炎症において重要な働きをしている可能性があり、更な

る研究が必要であると考えられる。 

炎症性腸疾患は、未だ原因が不明であり、治療法も確立していない。本研究に

おいて、マウスモデルではあるがセラミドリポソーム投与により腸炎を軽減す

ることができた。ヒトでも Drug delivery system が確立できれば、新たな治療

法として有効な可能性がある。今後、治療として確立するためには、ヒトの炎症

性腸疾患において、腸管内のセラミドや腸管内血球成分における LMIR3 の発現

を確認するといった研究が必要になると考えた。 
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