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研究成果の概要（和文）：アレルギーに関わるIgE受容体FcεRIの発現はマスト細胞と好塩基球に特異的と考え
られてきたが、近年、ヒト末梢血中にFcεRIを恒常的に発現している樹状細胞（DCs）が発見された。一方、マ
ウスDCsにはFcεRIが発現しないため、DCsがFcεRIを介して果たす役割について個体レベルでの十分な解析がな
されていない。そこで、DC上にFcεRIを発現する遺伝子改変マウスを作出するため、マウスDCに発現し且つマウ
スIgEと十分な親和性で結合するFcεRIα変異体を設計することを目指した。ヒトαの立体構造情報を基に変異
体を複数種類作製し、最終的に4アミノ酸置換により目的の変異体を得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：Recently, a certain populations of human dendritic cells (DCs) in peripheral
 blood were identified as FcepsilonRI-expressing cells, in addition to classically well-known 
FcepsilonRI-expressing cells, mast cells and basophils. In contrast, mouse DCs do not express 
FcepsilonRI on cell surface. Therefore, the physiological role of FcepsilonRI on DCs is largely 
unknown. This background prompted me to generate mutant mouse possessing FcepsilonRI-expressing DCs.
 To obtain the mutant FcepsilonRI alpha, which can be expressed on mouse DCs and exhibits high 
affinity to mouse IgE, we introduced several amino acid substitutions on IgE-binding region of human
 FcepsilonRI alpha, considering structure-function relationship. Finally, we found that the human 
FcepsilonRI alpha mutant, in which 4 amino acids were replaced to mouse type residues, was expressed
 on cell surface of mouse DCs with endogenous FcepsilonRI gannma and bound mouse IgE with high 
affinity as that of mouse FcepsilonRI alpha.

研究分野：農芸化学
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１．研究開始当初の背景 
本邦において今や二人に一人が何らかのア
レルギーを持つと言われるほどアレルギー
は身近な疾患である。重症の喘息やアナフィ
ラキシーショックを別にすれば命に関わる
ことは稀ではあるが、日々の QOL（生活の質）
に影響し、経済的な損失は花粉症だけでも年
間数千億円以上と算出されるほど甚大であ
る。IgE 抗体を介した反応を抑制することが
アレルギーの対処法として有効であること
は、2009年に重症喘息に対して認可されたヒ
ト型化抗 IgE抗体が、顕著な奏功を示してい
ることからも証明されている。IgE 受容体
FcεRI は IgE と結合することにより細胞表面
上で安定化する性質を有するため、抗 IgE抗
体は IgE-FcεRI 結合を阻害するだけでなく、
FcεRI の発現レベルを低下させることも効能
の一つであると考えられている。IgE 受容体
（FcεRI）の発現はマスト細胞と好塩基球に特
異的であることが通説であったが、近年、ヒ
ト末梢血中に FcεRIを恒常的に高発現してい
る樹状細胞が発見された。抗 IgE抗体には、
樹状細胞に発現する FcεRI発現量を減少させ
る効果があるという報告もあり、IgE-樹状細
胞系がアレルギーの病態に何らかの関わり
をもつことが示唆されている。 
IgEは他の抗体に比べてFc受容体との親和性
が高いため、一定数の IgEが FcεRIに結合し
た状態で細胞表面に存在している。ここに抗
原が結合することにより FcεRIが凝集し細胞
内へ活性化シグナルが伝達される。同時に、
抗原-IgE複合体が、受容体介在型エンドサイ
トーシスにより細胞内へ取り込まれ分解さ
れる。以上の現象は、マスト細胞と好塩基球
を対象とした研究で判明してきたが、樹状細
胞において、抗原特異的なシグナル伝達によ
りどのような遺伝子発現や機能変化が引き
起こされるか、受容体を介在して取り込まれ
た抗原が提示された場合、T 細胞がどのよう
なエフェクター機能を獲得するか、多くが不
明なままである。 
FcεRI は α、β、γ の 3 種類のサブユニットよ
り成る。ヒトの場合 αβγ2の 4 量体と αγ2の 3
量体として細胞表面に発現し得るが、マウス
では機能的受容体発現に βが必須であるため
4 量体としてのみ発現可能である。樹状細胞
には βが発現しないため、ヒト樹状細胞に発
現するのは 3量体のみでありマウス樹状細胞
には FcεRIが発現しない。そのため、樹状細
胞上に発現する FcεRIの機能解析は、ヒト末
梢血より調製した FcεRI 陽性樹状細胞の in 
vitro実験系と、ヒトαトランスジェニックマ
ウスを用いた実験系で行われてきている。ヒ
トα-マウス IgE 抗体間の結合力が同種間の
α-IgE相互作用と比べて弱いため、ヒトαト
ランスジェニックマウスでは、ヒト IgE抗体
を導入する人工的な操作を加える必要があ
ったり、弱い相互作用のまま評価したり、と
いった解析が行われており、解決が望まれる。 
 

２．研究の目的 
樹状細胞に発現する IgE受容体が生体の免疫
応答に及ぼす役割を明らかにするために、ま
ず、マウス樹状細胞に発現可能であり、且つ
マウス IgE抗体と十分なアフィニティーで結
合できる変異型 FcεRIを設計する。続いて、
遺伝子改変マウスを作出して IgEを介した免
疫応答に果たす樹状細胞の未知の役割を明
らかにすることを目指す。具体的には、ヒト
αがヒト γとの 3量体として細胞表面に発現
可能であるという特性を利用し、ヒトαがマ
ウス内在性 γと共に機能的な受容体として細
胞表面に発現できることを確認した上で、マ
ウス IgE抗体との相互作用部位と予想される
アミノ酸残基をヒトからマウス型へ変換す
ることでマウス IgE抗体と強いアフィニティ
ーで結合できる変異型 αを設計する。in vitro
解析によって目的の活性を持つ α変異体が得
られ次第、個体での解析に展開するため α変
異体遺伝子が樹状細胞特異的に発現する遺
伝子改変マウスの作出を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) FcεRIα 変異体の設計と発現プラスミド
の構築 
ヒトマスト細胞株 LAD2 よりヒト FcεRIα の
cDNA を、C57BL6 マウス骨髄より分化誘導
した培養マスト細胞からマウス FcεRIα、β、γ
の cDNAをそれぞれクローニングした。得ら
れた cDNA を一過性発現用プラスミド
pcDNA3.1 とレトロウィルスベクター用プラ
スミド pMXs-IRES-GFP に挿入して、各発現
ベクターを得た。 
ヒト FcεRIα 細胞外ドメインの立体構造情報
を基に、αのアミノ酸配列をマウス-ヒト間で
比較し、IgEの Fc部位と相互作用すると予想
されるアミノ酸のうち、マウスとヒトで異な
る残基を選出した。これらを個々に、あるい
は複数同時に、ヒト α野生型 cDNAをベース
にマウス型のアミノ酸残基に置換した変異
体の発現ベクターを部位特異的変異法にて
構築した。 
 
(2) FcεRIα変異体の分子機能評価 
Plat-E はレトロウィルスパッケージング細胞
であるが、pMXs プラスミドを導入すること
により標的 cDNAを過剰発現することができ
る。ヒト αと、マウス FcεRI構成分子、およ
び、ヒトα変異体の cDNAをコードする pMXs
プラスミドを様々に組合せて Plat-Eに導入し
た。フローサイトメトリー法を用いて細胞表
面に発現する α 分子を抗ヒト α、抗マウス α
抗体で検出すると共に、マウス IgE抗体と抗
IgE 抗体により FcεRI に結合するマウス IgE
結合量を定量した。α、β、γの mRNAレベル
は定量的 PCRにて測定した。 
 
(3) IgE 受容体変異体を発現する樹状細胞の
調製並びに細胞活性評価 
Plat-E 細胞に pMXs プラスミドベクターを導



入後、細胞培養上清を回収してウィルス液を
得た。マウス骨髄細胞を GM-CSF存在下で培
養して誘導した骨髄由来培養樹状細胞にレ
トロウィルスを感染させることにより、FcεRI
構成分子を様々な組合せで発現しているマ
ウス樹状細胞を調製した。 
フローサイトメトリー法にて、上記と同様に
受容体発現量や IgE結合量を評価した。 
抗 TNP-IgEと TNP-OVAによる FcεRIを介し
た刺激や、LPS による TLF4 を介した刺激で
樹状細胞を活性化し、樹状細胞の遺伝子発現
変化を定量的 PCR やフローサイトメトリー
にて測定した。 
 
(4) FcεRIα 変異体を発現する遺伝子改変マ
ウスの作製 
他の遺伝子機能に影響を及ぼさない位置と
して確立されているROSAに変異型α遺伝子
をノックインするため、ノックインベクター
を設計した。すなわち、転写停止配列を 2つ
の flox配列で挟んだ下流にα変異体 cDNAを
連結し、ROSA locusに挿入するためのベクタ
ーである。このノックインマウスを、CD11c
プロモーター制御下に Creリコンビナーゼを
発現するマウスと交配することにより、樹状
細胞特異的にα変異体を発現するマウスが
得られる。 
 
４．研究成果 
(1) Plat-E を用いた FcεRIα 変異体の設計と
評価 
マウス野生型 αはマウス βとマウス γ発現ベ
クターを共導入した際に Plat-E細胞表面に発
現するのに対し、ヒト野生型 αはマウス γと
の共発現のみで表面に検出され、その発現量
はマウス α、β、γの 3種類を共発現した場合
と遜色ないものであった。 
αサブユニットの立体構造情報を基に、候補
アミノ酸残基として 4 残基を選出した。1 残
基ずつ変異を導入したものと、2 残基、3 残
基を同時に変異させたもの、4 残基全てを変
異させたものについて発現ベクターを構築
した。FcεRI に対し親和性が異なる 2 種類の
マウス IgE抗体を用い、細胞表面への結合レ
ベルを評価した。その結果、1残基、2残基、
3 残基に変異を導入した場合にはいずれもヒ
ト野生型と比べてマウス IgE結合量が増加す
る傾向が見られ、4 残基ともマウス型に置換
した変異体ではマウス野生型と同等の結合
レベルに達することが判明した。 
以上の結果から、4 アミノ酸残基を同時に置
換したヒトα変異体は、マウスγ存在下で細
胞表面に発現することができ、且つマウス
IgE 抗体と十分な結合活性を有すると判断さ
れた。 
 
(2) FcεRIを発現する樹状細胞の機能解析 
マウス骨髄細胞より誘導した培養樹状細胞
にレトロウィルスベクターを用いてマウス α、
野生型ヒト α、ヒト αの 4アミノ酸置換体（以

下ヒト α変異体）の cDNAを導入した。当然、
空ベクター導入細胞では表面に FcεRIは検出
されないが、マウス α、ヒト α、ヒト α 変異
体は、いずれも 60％以上の頻度で細胞表面に
検出された。このことから、マウス αのみな
らず野生型ヒト αやヒト α変異体も内在性 γ
を利用してマウス樹状細胞表面に発現し得
ることが判明した。 
一方、マウス IgE抗体の結合程度を解析した
ところ、いずれの α発現細胞においても著し
く低いレベルであった。細胞表面に発現して
いる FcεRIレベルと比べて検出される IgE抗
体量が少ない理由として、IgE 抗体が結合す
ることが引き金となって受容体介在型エン
ドサイトーシスが引き起こされ、IgE 抗体が
細胞内に取り込まれている可能性が考えら
れる。 
加えて、このヒト α変異体を発現する樹状細
胞形質転換体に LPS を添加して細胞を活性
化したところ、FcεRI の表面発現レベルの低
下が観察された。このことから、FcεRI を介
したエンドサイトーシスは、樹状細胞活性化
時に亢進する可能性がある。 
 
(3) 遺伝子改変マウス用ベクター構築 
動物細胞一過性発現用プラスミドのマルチ
クローニングサイトに導入されているヒト α
変異体 cDNAをベクターの polyA付加配列ご
と切り出しノックインベクターに挿入した。
部位特異的変異による制限酵素サイトの導
入が終了した段階である。今後は、切り出し
た DNA 断片をノックイン用ベクターへ挿入
することで目的プラスミドを完成し、ES細胞
への導入を経て、ヒトα変異体 cDNA を
ROSA locus に挿入されたノックインマウス
を得ていく予定である。 
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