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 死細胞の貪食を制御する機構の解明 小田 ちぐさ 

 

【目的】アポトーシス細胞の貪食は貪食細胞に発現するホスファチジルセリン(Phosphatidylserine, PS) 受容体

が担っているが、その制御機構については充分に解明されていない。我々は、マクロファージなどの骨髄球系細

胞に発現する抑制性免疫受容体である CD300a を同定し、CD300a が新しい PS 受容体であることを明らかにし

てきたが、最近、マクロファージ上に発現する CD300a がアポトーシス細胞上の PS と結合して、貪食を抑制す

るというこれまで知られていなかった現象を見いだした。本研究では、CD300a による死細胞の貪食抑制のメカ

ニズムと、その病理学的意義を明らかにすることを目的とした。 
【方法】CD300a 遺伝子欠損マウス、およびコントロールマウスからの腹腔マクロファージを用いて、pH 感受

性の蛍光でラベルした死細胞を貪食させ、その割合をフローサイトメトリー法にて解析した。さらに、マウスモ

デルとして、腎虚血再灌流モデルを作製し、マクロファージ上で CD300a が欠損しているコンディショナルノッ

クアウトマウス(Cd300aｆ１/ｆ１ Lyz2-Cre マウス)およびコントロールマウスを用いた腎機能、腎組織病理学的解

析を行なった。 
【結果】CD300a による死細胞に対する貪食抑制は、マクロファージ上の貪食を促進する活性化 PS 受容体を標

的としていることを明らかにした。また、CD300a が死細胞の貪食を抑制していることによる病理学的意義を明

らかにするために、死細胞が短時間に多く出現する急性虚血性疾患のマウスモデルとして、マウス腎虚血再灌流

モデルを作製した。マクロファージ上の CD300a 遺伝子を欠損させたコンディショナルノックアウトマウスで

は、コントロールマウスと比較して腎機能が保たれ、腎組織における腎障害の程度が軽度であった。これらのこ

とから、CD300a は貪食を制御する新たな PS 受容体であり、死細胞の貪食を制御することで虚血性疾患の新た

な治療法が提起できる可能性が生じた。 
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緒 言 

 
ヒトの体内では毎秒 100 万個以上の細胞にアポトーシスが誘導されるが、通常はマクロファージなどの貪食細

胞によるアポトーシス細胞の貪食が速やかに行われているために、生体の恒常性が維持されている。しかし一方

で、貪食機能の過度の亢進は、貪食されるべきでない生細胞の貪食による、血球貪食症候群などの疾患につなが

る。したがって、生体には貪食機能の適切な制御が必須である。 
貪食は、死細胞や活性化した細胞で表出してくる、膜リン脂質であるホスファチジルセリン（phosphatidylserine：

PS）を目印に、貪食細胞上の Tim-1、Tim-3、Stabilin-2、BAI1、GAS6-TAM receptor や MFG-E8（Milk fat 
globle-EGF-factor 8）- integrin などの PS 受容体が結合することによって、開始されることが知られている。こ

のPSと結合する貪食細胞上のPS受容体は、貪食を開始、促進させる受容体のみがこれまで報告されている［1］。
しかし、PS を介した貪食を負に制御する機構については不明であった。 
我々はこれまで、樹状細胞やマクロファージなどの骨髄球系細胞上に発現し、細胞内領域の ITIMs

（Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motifs）を介して、細胞の活性化を負に制御する免疫受容体であ

る CD300a を世界に先駆けて同定し、これが PS 受容体であることを明らかにしてきた［2～4］（図 1）。さら

に、我々は、樹状細胞上の CD300a が、上皮アポトーシス細胞上の PS と結合して、制御性 T 細胞の増殖を制御

することにより、バリア組織の恒常性を調節することを見いだした［5］。一方で、マクロファージ上に発現する

CD300a が PS と結合して、貪食を抑制しているというこれまで知られていなかった現象を見いだした。この貪

食を抑制する CD300a 受容体の存在は、貪食機能が、ただ PS を表出する細胞を食べるだけではなく、厳密に制

御されたシステムを有することを意味する。したがって本研究では、 PS 受容体 CD300a による死細胞の貪食抑

制メカニズムと、その病理学的意義を明らかにすることを目的とした。 
 
 

 
図 1．CD300a 受容体 

CD300a は死細胞上の PS と結合して、ITIM（Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory 
motifs）を介して抑制性シグナルを細胞内に伝達する受容体である。 
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方 法 

 

1．マウス 
CD300a 遺伝子欠損マウス［4］、マクロファージ上で CD300a が欠損しているコンディショナルノックアウ

トマウス(Cd300aｆ１/ｆ１ Lyz2-Cre マウス)［6］およびコントロールマウスを使用した。 
2．フローサイトメトリー法による貪食機能の解析 

CD300a 遺伝子欠損マウス、およびコントロールマウスから腹腔マクロファージを採取した。一方で、マウス

胸腺細胞を胸腺から採取し、デキサメサゾン 0.1 mM にて細胞死を誘導した。この胸腺由来死細胞を pH 感受性

の蛍光色素（pHRodo）でラベルした。採取した腹腔マクロファージとラベルした胸腺由来死細胞を 20～30 分共

培養し、フローサイトメトリー法にて解析を行った。死細胞は、pH 感受性の蛍光色素でラベルされているため、

マクロファージに貪食され、ファゴリソソーム内でその pH が変化すると蛍光を発するようになる。したがって、

マクロファージで蛍光を発色している蛍光強度を解析することで、マクロファージの貪食機能を解析することが

可能であった。 
3．腎虚血モデルの樹立 
死細胞が大量に出現してくるマウスモデルとして、腎虚血再灌流モデルを樹立した。マウスを麻酔し、開腹後、

腸管を用手的に移動し、腎臓を露出した。左腎動静脈を露出させたのち、右尿管、右腎動静脈を結紮し、右腎臓

を摘出した。露出しておいた左腎動静脈をクランプし、20 分間左腎動静脈を閉塞させた。その後、クランプを解

除し、閉腹した。血清中の BUN およびクレアチニン（Cre）値を腎機能の指標として評価した。また、24 時間

後に腎臓を摘出してホルマリン固定し、腎組織標本を作製した。 
 

結果および考察 

 
1．CD300a による貪食抑制メカニズムの解析 

CD300a 遺伝子欠損マウス由来の腹腔マクロファージおよび、野生型マウス由来のマクロファージを採取し、

pH 依存性の蛍光ラベルした死細胞を加えて培養したところ、CD300a 遺伝子欠損マウス由来の腹腔マクロファ

ージでは、野生型マウス由来のマクロファージと比較して、死細胞の貪食が亢進していた（図 2）。このことか

ら、マクロファージ上の CD300a は死細胞の貪食を抑制していると考えられた。 
 

 
図 2．CD300a は貪食を抑制する 

CD300a 遺伝子欠損マウス（KO）由来のマクロファージは野生型マウス（WT）由来の

マクロファージと比較して、死細胞をより貪食する。 
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CD300a は、その細胞内領域の ITIMs により、SHP-1、SHP-2、SHIP をリクルートし、チロシンの脱リン酸

化を誘導することにより細胞内活性化シグナルを抑制することから、チロシンリン酸化を介して貪食に関与する

PS 受容体である MerTK［7］が CD300a の標的となる貪食促進 PS 受容体である可能性が高いと考えられた。

よって、抗 MerTK 中和抗体を用いてマクロファージによる死細胞の貪食を解析したが、抗 MerTK 中和抗体を

用いても野生型由来のマクロファージと比較して、CD300a 遺伝子欠損マウス由来の腹腔マクロファージでより

貪食能が高かったことから、CD300a が抑制する標的分子は MerTK ではないと考えられた。現在、腹腔マクロ

ファージにおける PS 受容体の発現を詳細に解析し、候補標的分子を探索している（図 3）。CD300a 遺伝子欠

損マウス由来のマクロファージで死細胞に対する貪食が亢進しているということは、PS を介した貪食を抑制す

る機構が存在するということを存在するということを意味する。この貪食促進機能に対する負の制御機構が明ら

かとなれば、貪食機能を制御することが可能となるため、今後も詳細なメカニズムの解析が必要だと考えている。 

 

 

図 3．貪食促進 PS 受容体と CD300a 
CD300a は PS と結合して、貪食を促進させる受容体を抑制する。 

 
2．CD300a による貪食抑制の病理学的意義の解析 
死細胞のクリアランスが滞ると、生体内に貯留した壊死細胞から細胞構成成分が遊離することによって、免疫

系が活性化し、炎症が起こる［8］。脳、心臓、腎などの臓器が急性虚血に陥った際には、壊死細胞が増加するた

めに炎症が起こり、臓器障害につながっていることが報告されている［9］。この死細胞の増加は、神経、心筋、

尿細管上皮細胞などで突然大量に誘導されたアポトーシス細胞が、クリアランスされずに残存し、壊死に陥った

ためであるため、アポトーシス細胞に対する貪食を促進させることができれば、炎症を惹起する壊死細胞を減少

させることが可能である。 
CD300a 遺伝子欠損マウスで認められた死細胞の貪食亢進が生体でも機能しているかを明らかにするため、死

細胞が短時間に大量に出現する急性虚血モデルとして、腎虚血再灌流モデルマウスを、マクロファージ上で

CD300a が欠損しているコンディショナルノックアウトマウス（Cd300aflｆ１/ｆ１ Lyz2-Cre マウス）およびコント

ロールマウスに作製した。その結果、マクロファージ上で CD300a が欠損しているコンディショナルノックアウ

トマウスでは、コントロールマウスと比較して、虚血再灌流 24 時間後の血清 BUN およびクレアチニン値が低

いことが明らかとなった。また、生存率の改善も認められ、さらに、腎組織標本においても、腎組織障害が軽度

であった。また、腎組織における死細胞の割合もコンディショナルノックアウトマウスでは、コントロールマウ

スと比較して減少していた。これらのことから、コンディショナルノックアウトマウスでは虚血再灌流による腎

障害が改善しており、CD300a が阻害されると、生体においても死細胞に対する貪食が亢進し、その結果、死細

胞の貯留の減少に伴う組織障害の軽減につながると考えられた。したがって死細胞の貪食を制御することで、虚

血性疾患の新たな治療法が提起できる可能性が生じた。 
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