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研究成果の概要（和文）： 
CCL1遺伝子を組み込んだプラスミドベクターをマウスへ導入し、肺組織特異的にCCL1を強発
現する遺伝子改変マウスを作製した。本マウスの肺組織においてCCL1遺伝子の発現が亢進して
いることを確認した。以上の解析によりCCL1が肺特異的に発現する遺伝子改変マウスが作製さ
れたことが確認された。今後は遺伝子改変マウスの個体数を確保した上で細菌感染症や肺気腫の
誘導による病態の検討を行う計画である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We originally established novel gene targeted mice, which can strongly express theCCL1 
only in the lung tissues under the control of surfactant protein C (SP-C) promoter.  To 
date, we confirmed that significantly higher expression ofCCL1 in bronchial alveolar 
fluid (BALF) in CCL1 gene targeted mice, compared with control mice. To evaluate the role 
of CCL1 during the respiratory infection or pathogenesis of chronic obstructive pulmonary 
disease, bacterial infection or pulmonary emphysema will be induced in these mice. 
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１．研究開始当初の背景 

肺気腫をはじめとする慢性閉塞性肺疾患

（chronic obstructive pulmonary disease, 

COPD）は主に喫煙を原因として末梢気道が

障害され、肺胞が破壊されることにより発

症する疾患である。重喫煙者の約15%が COPD

に罹患するといわれ、本邦の疫学的研究で

は 530 万人以上、40 歳以上の成人男子の少

なくとも8%以上に潜在的なCOPD患者がいる

という報告がなされている。また全世界的

にも発症数、死亡者数が増加しており、現

在 WHO の統計においても全世界の死亡原因

の 4 位であり、2020 年までにはその順位が

更に上昇することが予想されている重要な

疾患である。現在に至っても根治的な治療

法は確立しておらず、本疾患の病態を理解

し新しい治療法を確立することは急務の課

題と言える。 

COPD 患者の転帰における重要な課題は、咳

嗽や喀痰の増加、呼吸困難の増悪といった症

状を呈し、ときに致死的な呼吸不全に至る急

性増悪という病態である。急性増悪は COPD

管理のためのガイドラインでも、治療の最重

要項目の一つに挙げられている。その原因は

呼吸器感染症、心不全、不整脈などが挙げら

れているが、中でも呼吸器感染症が原因の大

半を占めている。そのため呼吸器感染症対策

が COPD 患者にとって最も重要な対策と考え

られている。しかし COPD 患者の感染防御機

構減弱のメカニズムに関しては、未だ十分に

解明されていなかった。 

我々は COPD の代表的疾患である肺気腫を

動物モデルに再現し、市中肺炎の代表的な起

炎菌である肺炎球菌の感染で、気腫化肺に惹

起される炎症及び免疫反応の特異性を検討

した。すなわちマウスへブタ膵エラスターゼ

を投与し肺気腫を作成後、肺炎球菌を感染さ

せた。結果肺気腫形成群では感染後の肺局所

での炎症防御反応が低下し、重篤な全身性炎

症により死亡率が上昇するということを見

出した（Inoue S, et.al. Am J Respir Crit 

Care Med. 2003)。 

 引き続いての研究では、肺気腫形成群に

おける肺胞マクロファージ上の Toll like 

receptor (TLR) 2,4 の発現が有意に亢進し

ており、細菌感染後の肺局所における免疫

反応が修飾されていることを発見した 

(Tokairin et.al Respirology 2008)。 

 また臨床的な知見としては、山形県内に

おける276 名の COPD 患者の疫学的調査によ

り、頻回に急性増悪を起こす群では、そう

でない群に比較して有意に体格指数（BMI）、

予測一秒量が減少していた（Logistic 解析、

Fisher’s exact test）。そして遺伝子多型

解析により、免疫細胞の遊走における中心

的な役割を演じるとされる Chemokine (C-C 

motif) ligand の一つである CCL1の遺伝子

多型 (NCBI: rs2282691, CCL1-SNP-3)  が

優性遺伝モデルにて気道感染回数と有意な

相関関係が認められた。更に多変量解析を

加えると、BMI 及び予測一秒量は急性増悪回

数との間に有意な相関は認められなくなり、

CCL1-SNP-3 のみが有意な相関を残した。 

 すなわち、CCL1-SNP-3 が COPD 患者におけ

る気道感染性を支配する最も重要な因子で

あることが示唆された。また CCL1-SNP3 の

遺伝子多型の中で A アレルを有する場合有

意に生存率が低下し、更に AAアレルのホモ

を有する場合はATのヘテロより生存率が低

下しているという、非常に興味深い結果を

得た (Takabatake et.al Am J Respir Crit 

Care Med. 2006)。 

 これまでの我々の知見を総括すると、

COPD の病態においては感染症への対策が最

も重要であり、侵入する病原体を受けとめ

る宿主の免疫学的特性を理解することは、

感染症における病態形成において最も重要

な要素であると考えられる。特に CCL1 は宿

主気道感染性を決定付ける因子である可能

性が極めて高いと考えられる。 

これまでにCCL1の機能についてはアレル

ギー疾患、気管支喘息において報告が散見

されるが、呼吸器感染症領域における報告

はなく、我々の研究による新知見である。

この点からも当研究は非常に独創性が高い

と考えられる。 

更に前述の通りCCL1は我々の行ったCOPD

患者における呼吸器感染症と強い相関性を

有することが証明されている。よって CCL1

は宿主気道感染性を決定づける因子である

可能性が高いと考えられるCCL1の呼吸器感

染症における役割を解明することは、COPD

の急性増悪だけでなく、広く呼吸器感染症

全般における臨床病態の解明に直結し、治

療に結びつけることが期待できる。 

 

 



２．研究の目的 

我々は CCL1 遺伝子改変マウスを作成し、そ

の機能を深く検討することを計画した。 

呼吸器感染症の免疫反応においてCCL1が

どのような役割を演じているのかを検討す

る計画を立てた。具体的には CCL1遺伝子を

導入した遺伝子改変マウスを作成し、その

後細菌性気道感染を引き起こすことにより、

肺での免疫反応を観察することとした。 

CCL1-SNP-3 はアミノ酸変異を伴わない遺

伝子プロモーター領域の SNP である。当 SNP 

A-alleleでは転写因子C/EBPBへの結合が高

度に障害されておりCCL1の発現量が減弱し

ているものと予測される。そのため遺伝子

改変マウスにて肺内の CCL 発現量を変動さ

せることになり、その肺内での役割が明ら

かにされるものと思われる。 

 

３．研究の方法 

(1)肺組織特異的 CCL1 発現マウスの作成 

肺組織に特異的に遺伝子発現を可能にす

る SP-C プロモーターを用いて、CCL1 遺伝子

を融合させたプラスミドベクターを作成す

る。SP-C プロモーターベクターは Dr 

Whitsett JA (Cincinnati Children’s 

Hospital Medical Center, OH, USA) より

譲渡されており、当実験計画に関しても了

解を得ている。当年度では、この作成した

プラスミドベクターを用いて、SP-C 制御下

に肺組織に特異的にCCL1を発現させるマウ

スを、当大学の遺伝子実験施設において作

成する。 

 

(2)SP-CCCL1 プラスミドベクターの作成 

① CCL1 cDNA の作成；ヒトマクロファージ
培養細胞をInterferon-gamma で刺激し、

RT-PCR 法にて full lengthCCL1 cDNA を

増幅し、クローニングベクターに挿入す

る。この際プライマーに制限酵素の切断

部位が入るようにデザインする。正しい

cDNAが挿入されていることをシークエン

スを行い確認する。 

② SP-CCCL1 プラスミドの作成；譲渡された
オリジナルの SP-C プロモータープラス

ミドベクターのプロモーター下流を制限

酵素で切断する。さらにクローニングさ

れた CCL1 プラスミドベクターもコンピ

テントセル内で増幅後に制限酵素で切断

し、CCL1 cDNA を精製する。制限酵素で

切断した SP-C プロモータープラスミド

ベクターと CCL1 cDNA をライゲーション

することによって、目的とするプラスミ

ドが完成する。 

 

(3)肺特異的 CCL1 発現マウスの作成 

マウス胚細胞へ、SP-C プロモータ CCL1 プ

ラスミドベクターをマイクロインジェクシ

ョンにより導入する。その後雌マウス卵管

へ戻してやることによって、キメラマウス

を作製する。野生株のマウスと交配して得

られた子孫の尾 DNA よりマウスの Genotype

を判定し、肺特異的 CCL1 強発現マウスと対

照マウスを選別する。 

当計画は当大学遺伝子実験施設へ受託さ

れ遂行される。 

 

(4)肺特異的 CCL1 発現マウスの表現型の検

討 

得られたマウスの全身の病理組織を検討

し、異常の有無を確認する。特に肺組織や

気管支肺胞洗浄液中の所見がどのような変

化をしているかを詳細に検討する。また肺

組織特異的に強発現しているかを免疫染色

で検討する。 

 

(5)CCL1 発現マウスへの喫煙負荷 

本遺伝子改変マウスと対照マウスに対して

喫煙負荷装置(MIPS 社)を用いて、2本/日×

6ヶ月間(週5日間)の長期間にわたり全身暴

露喫煙負荷をかける。我々は以前この方法

を用いてマウスに肺気腫が形成されること

を 報 告 し て い る (Hirama N et al. 

Respirology 2007)。よって当方法にて確実

に肺気腫が形成されることが期待できる。 

 

(6)喫煙負荷 CCL1 発現マウスにおける細菌

性気道感染後の病態の検討 

喫煙負荷により当マウスは肺気腫が形成さ

れていることから、肺気腫における細菌感

染症を実験的に作成し、肺局所での免疫反

応を検討する。前年度に施行予定の遺伝子

改変マウスへの細菌性呼吸器感染症の作成

と同様の方法で検討を行う計画である。 

 

４．研究成果 

平成20年度にはCCL1遺伝子を組み込んだプ

ラスミドベクター（図1）をマウスへ導入し

、遺伝子改変マウスを作製した。平成21年度

には遺伝子改変マウスの表現型の確認を行

い、目的遺伝子が遺伝子改変マウスに発現し

ていることを確認した。更に肺特異的に発現

する遺伝子を導入したため、肺組織における

CCL1遺伝子の発現が亢進していることを確



認した。血清及び気管支肺胞洗浄液中のCCL1

発現量をELISA法で測定した。遺伝子改変マ

ウスにおいて、特に気管支肺胞洗浄液中で

CCL1が有意に高値を示した（図2）。 

 

以上の解析によりCCL1が肺特異的に発現す

る遺伝子改変マウスが作製されたことが確

認された。今後は遺伝子改変マウスの個体数

を確保した上で細菌感染症や肺気腫の誘導

による病態の検討を行う計画である。 
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図 1 CCL1遺伝子導入を行ったプラスミドの

作製 

① 1000 pg 

② 100 fg 

③ 10 fg 

④ control 

⑤ water 

 

 

 

 

図 2CCL1 発現量の検討 

a, 野生型マウス 気管支肺胞洗浄液 

b, 遺伝子改変マウス 気管支肺胞洗浄液 

c, 野生型マウス 血清 

d, 遺伝子改変マウス 血清 

 

遺伝子改変マウスにおいて、気管支肺胞洗浄

液中の CCL1 発現量は他群に比較して有意に

亢進していた。 
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