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研究成果の概要（和文）：　遺伝性肺胞蛋白症は、申請者らがGM-CSF受容体遺伝子の変異によることを同定した
難治性呼吸器疾患である。新規Csf2raノックアウトマウスを使用して、申請者らが開発した肺へ直接マクロファ
ージを移植する治療について、(1)前臨床試験としてドナー細胞の種類や細胞数など詳細な治療条件検討を行
い、(2)iPS細胞由来マクロファージの特徴を解析し同細胞の治療への可能性を探り、(3)ゲノム編集技術を用い
た病態解析とPMT治療への応用について研究した。本研究により肺サーファクタントの病態生理機構の解明と難
治性呼吸器疾患の次世代細胞治療の基盤を検討した。

研究成果の概要（英文）：　Hereditary alveolar proteinosis is a refractory rare lung disease due to 
mutations in the GM-CSF receptor genes. We investigated the novel treatment (Pulmonary Macrophage 
Transplantation: PMT) , a directly transplantation of macrophages into the lung using a new Csf2ra 
knockout mouse, about (1) detailed treatment conditions such as donor cell type and cell number, (2)
 analysis of the characteristics of iPS cell-derived macrophages to explore the potential of the 
cells for PMT treatment, and (3) pathological analysis using genome editing technology and its 
application to PMT treatment. Through this study, we elucidated the pathophysiological mechanism of 
pulmonary surfactant and investigated the basis of next-generation cell therapy for intractable 
respiratory diseases.

研究分野： 呼吸器内科学

キーワード： 遺伝性肺胞蛋白症　肺サーファクタント　肺マクロファージ移植治療　ゲノム編集
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　遺伝性肺胞蛋白症の基礎研究として、Csf2raノックアウトマウスの基本的な解析から治療に向けた前臨床試験
まで一貫した次世代細胞治療研究の基盤を構築した。本研究では、ヒト稀少呼吸器疾患研究において重要な新規
モデルマウスを提示し、新規治療法の有効性について検討するとともに、希少遺伝疾患研究に有用なiPS細胞技
術とゲノム編集技術の統合を試みた個別化医療(プレシジョン医療)を目指した新たな治療法のトランスレーショ
ナルリサーチとしての意義がある。 

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

遺伝性肺胞蛋白症は、申請者らが GM-CSF 受容体遺伝子の変異によることを同定した難治性呼吸
器疾患である。肺サーファクタントが肺の末梢気腔内に貯留し呼吸不全に至るが、侵襲的な全肺洗浄
法以外に未だ有効な特異的治療法がない。さらに、その 90％を占める CSF2RA 遺伝子異常に相当す
る Csf2ra ノックアウトマウスはこれまでなかったために病態解析および治療開発の基礎研究が困難であ
った。 
 
２．研究の目的 

新規 Csf2ra ノックアウトマウスを使用して、申請者らが開発した肺へ直接マクロファージを移植する治
療（Pulmonary Macrophage Transplantation: PMT）について①前臨床試験としてドナー細胞の種類や
細胞数など詳細な治療条件検討を行い、②iPS 細胞由来マクロファージの特徴を解析し同細胞の PMT
治療への可能性を探り、③ゲノム編集技術を用いた病態解析とPMT 治療への応用について研究する。
本研究により肺サーファクタントの病態生理機構の解明と難治性呼吸器疾患の次世代細胞治療の基盤
を構築する。 
 
３．研究の方法 

遺伝性肺胞蛋白症モデルマウス（Csf2ra ノックアウトマウス）について、GM-CSF 受容体の機能および
マクロファージ機能に関して野生型マウス由来のマクロファージと比較して解析した。 

ドナー細胞として、野生型マウスの骨髄細胞から分化誘導した骨髄由来マクロファージを準備し、
Csf2ra ノックアウトマウスに肺マクロファージ移植治療をおこない、その病態改善効果を検討した。また、
Csf2ra ノックアウトマウスの骨髄細胞に Csf2ra レンチウイルスベクターによって欠損分子を発現させてマ
クロファージを誘導し、PMT による効果についても検討した。Csf2ra ベクターの発現によってノックアウト
マウス細胞の機能が回復するかどうか実験をおこなった。iPS細胞由来マクロファージの特徴を解析し同
細胞の PMT 治療への可能性を検討した。ゲノム編集技術により遺伝子修復した患者 iPS 細胞由来マ
クロファージについては、GM-CSF 受容体機能、細胞内シグナル伝達(GM-CSF 刺激後 STAT5 リン酸
化)、細胞増殖能、自然免疫反応について解析をおこなった。 
 
４．研究成果 

遺伝性肺胞蛋白症は、GM-CSF 受容体遺伝子変異により肺サーファクタントが肺の末梢気腔内に貯
留し呼吸不全に至る難治性呼吸器疾患である。本研究では、これまでなかったマウス疾患モデルであ
る Csf2ra ノックアウトマウスを使用し、肺へ直接マクロファージを移植する治療(PMT)について、(1)前臨
床試験としてドナー細胞の種類や細胞数など詳細な治療条件検討を行い、(2)iPS 細胞由来マクロファ
ージの特徴を解析し同細胞の PMT 治療への可能性 を探り、(3)ゲノム編集技術を用いた病態解析と
PMT 治療への応用について研究する。本研究により肺サーファクタントの病態生理機構の解明と難治
性呼吸器疾患の次世代細胞治療の基盤を構築することを目的としている。 

新たな遺伝性肺胞蛋白症モデルマウス（Csf2ra ノックアウトマウス）について、野生型マウス由来のマ
クロファージと比較して GM-CSF 受容体の機能としてリガンドに対する結合能および細胞内シグナル伝
達(GM-CSF 刺激 STAT5 リン酸化)が欠如していることを示し、貪食能およびサーファクタント処理能の
低下を確認した（図 1）1）。 

PMT のドナー細胞として、野
生型マウスの骨髄細胞から分化
誘導した骨髄由来マクロファー
ジを 2x10^6 個準備し、Csf2ra ノ
ックアウトマウスに肺マクロファ
ージ移植治療をおこない、その
病態改善効果を検討した。PMT
を行った 2 か月後および 6 か月
後に、肺胞洗浄(BAL)液の混濁
度(OD=600)、サーファクタント 
(SP-D、脂質、コレステロール濃
度)、サイトカイン(GM-CSF、M-
CSF、MCP-1)の濃度、および
BAL 細胞の遺伝子発現を解析
した。無治療群と比較して PMT
治療群ではいずれの項目も有
意な改善がみられ、細胞の生着



と効果の持続が確認されている（図２）1）。 

 
野生型マウスおよび Csf2ra ノックアウトマウスで PMT の有無について肺胞洗浄液細胞について

RNA-seq 解析を行った。階層分析の結果っでは、PMT を行った Csf2ra ノックアウトマウスと野生型マウ
スの細胞において近い遺伝子発現結果がみられ、Csf2ra ノックアウトマウスの細胞とは大きく異なってい
た。遺伝子オントロジー分析の結果、GM-CSF とペルオキシソームによって調節される遺伝子、PPARγ
関連遺伝子、マクロファージの生存に関与する複数の経路、細胞増殖、脂質代謝、および免疫機能関
連の遺伝子発現などが野生型と Csf2ra ノックアウトマウスで大きく異なり、PMT によって野生型マウスの
遺伝子発現パターンに近づくことが確認された（図 3）1）。 

 

 
臨床応用に向けて拒絶反応のない患者自身の細胞を使用する syngeneic な系を想定し、Csf2ra ノッ

クアウトマウスの骨髄細胞に Csf2ra レンチウイルスベクターによって欠損分子を発現させてマクロファー
ジを誘導し、PMT による効果について検討した。Csf2ra ベクターの発現によってノックアウトマウス細胞
の機能が回復する事が示された。また、野生型マウス骨髄由来マクロファージの PMT と同様に、無治療
群と比較して PMT 治療群ではいずれの項目も有意な改善がみられている 2）。 



iPS 細胞由来マクロファージの PMT 治療への可能性を検討したところ、骨髄由来マクロファージを用
いた際と同様に、肺に細胞の生着がみられ、肺胞蛋白症の病態の改善効果がみられることを確認した
3）。ゲノム編集技術により遺伝子修復した患者 iPS 細胞由来マクロファージについては、GM-CSF 受容
体機能、細胞内シグナル伝達(GM-CSF 刺激後 STAT5 リン酸化)、細胞増殖能、自然免疫反応におい
ては正常 iPS 細胞由来マクロファージと同様の改善がみられ、包括的遺伝子発現パターンも大きく改善
することを確認することができた。 
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