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研究成果の概要（和文）： 

重症先天性好中球減少症（SCN）の疾患モデルマウスの作成を試みた。SCNの責任遺伝子の一つ

であるELA2を発現するレトロウイルス（tet-on）ベクターを作成した。正常ELA2と, 既存の患者

で認める変異 ELA2 （P110L, R101Q, C194X）をヒト腎癌細胞株HEK293 細胞に導入し検討した。

ELA2 の発現は誘導できたが, 細胞傷害性が強かった。現在, ドキシサイクリンの投与量を細か

く調節することで ELA2 の発現量を調整する検討をしている。この実験系が確立した後に, ヒト

臍帯血由来CD34陽性細胞に遺伝子導入を行い, マウスを用いて骨髄再構築実験を行う予定であ

る。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We tried to generate Severe Congenital Neutropenia (SCN) model mouse.  We produced 

wild-type (WT), P110L, R101Q and C194X ELA2 by PCR-based mutagenesis and introduced them 
into retrovirus Tet-on gene expression vector.  We performed gene expression experiment 

by using HEK293 cells.  Although ELA2 expression was observed, we could not analyze them 
because the ELA2 introduced cells result in cell death.  Now, we are trying to control 

ELA2 expression level by control the concentration of doxycycline.  After that, we are 
planning generate SCN model mouse by BM reconstitution using CD34 positive cells from 

human cord blood. 
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１．研究開始当初の背景 

 重症先天性免疫不全症（SCN）は, 乳幼児

期からの好中球減少に伴う難治性, 再発性

の感染症を併発する原発性免疫不全症であ



る。1999 年に欧米より, 好中球エラスターゼ

遺伝子 ELA2 のヘテロ接合性変異が報告され

た。さらに 2007 年に, 常染色体劣性遺伝を

呈する SCN 患者家系で HAX1 遺伝子異常が同

定された。他にも GFI1, MAPBPIP, WAS の変

異が本症の原因として報告されている。現在, 

約 8割の SCN患者において, これらの責任遺

伝子に異常が同定できるようになり, 本症

の診断に重要な役割をはたすようになった

が, これらの遺伝子群の異常が好中球減少

を引き起こすメカニズムは, 十分に解明さ

れてはいない。とくに SCN のなかでも最も頻

度の高い ELA2 異常症は, 好中球の in vitro

での培養系が確立していないこと, Ela2のノ

ックアウトマウスや, Ela2変異ノックインマ

ウスにより疾患が再現できないことなどか

ら解析が困難な状況である。 

 

 

２．研究の目的 

ELA2 異常症の病態解明を行うために, 疾

患モデルマウスを作成するとともに, その

解析を行う。 

 

 

３．研究の方法 

 野生型 ELA2, SCN 患者で多く認められる変

異型 ELA2（P110L, R191Q, C194X 変異）を, レ

トロウイルス tet-on 遺伝子発現系ベクター

に組み込む（IRES をはさんで, GFP を同時に

発現するようにする）。作成したレトロウィ

ルスベクターを, p-tre 応答ベクターを安定

導入させたヒト白血病細胞株（HL-60）に遺

伝子導入し in vitro で解析する。具体的に

は, ドキシサイクリン投与で ELA2 発現を誘

導しフローサイトメトリー, ウエスタンブ

ロッティングで確認するとともに, 免疫染

色による好中球エラスターゼの局在の観察, 

アポトーシスアッセイなどを行う。 

テトラサイクリン依存性転写調節因子を

発現するトランスジェニックマウス（Tet マ

ウス）の骨髄細胞に, レトロウイルス tet-on

遺伝子発現系ベクターで ELA2 を遺伝子導入

し, 放射線照射をした NOGマウス（NOD/SCID/

γc null）に移植する。 

 

 

４．研究成果 

当該期間中に ELA2 cDNA を, レトロウイ

ルスtet-on遺伝子発現系ベクターに組み込み

, 正常のELA2, 既存の患者で認める変異 

ELA2 （P110L, R101Q, C194X）を発現するコ

ンストラクトを作成した。作成したコンスト

ラクトをp-tre応答ベクターを安定導入させ

たヒト白血病細胞株（HL-60）にリポフェクシ

ョン法で遺伝子導入を試みたが, 遺伝子導入

の効率が悪く, 解析を行うことができなかっ

た。次に, p-tre応答ベクターを安定導入させ

た HEK293 細胞を作成し, 同様の方法で検討

を行った。ドキシサイクリン投与により ELA2 

の発現は誘導できたが, 細胞傷害性が強く, 

思うような結果が得られなかった。細胞障害

は, 野生型ELA2, 変異型 ELA2 を導入した細

胞の双方で認められた。印象として野生型を

導入した細胞の方が, より強い細胞障害性が

認められる傾向があるように思われた。その

ため, 発現した好中球エラスターゼのプロテ

アーゼ活性が細胞障害性に働いている可能性

が考えられた。現在, ドキシサイクリンの投

与量を細かく調節することで ELA2 の発現量

を調整し, 細胞障害が比較的軽度の状態で観

察できる実験系を検討している。Tetマウス由

来の骨髄細胞に遺伝子導入を行い検討する実

験については, 上記の検討ができ次第行う予

定である。 

ELA2 発現が適切にコントロールできる系

が完成した後の次のステップの準備として,

ヒト臍帯血由来 CD34 陽性細胞を用いて, マ

ウスで骨髄再構築する検討を行った。まず, 

マグネットビーズで純化した 5 ×105 程度の

比較的多量の CD34 陽性細胞を用いて

NOD/SCID/β2MG null マウスに輸注すること

で, 比較的安定して骨髄再構築ができるよ

うになってきている。 
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