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研究成果の概要（和文）：近年、好塩基球に関する研究ツールが開発され、好塩基球が寄生虫感染防御や遅延発
症型アレルギー反応に重要な役割を果たすことが解明された。しかしながら、好塩基球の分化・成熟機構につい
ては不明な点が多い。本研究では、高感度1細胞RNAシーケンス解析やフローサイトメトリー解析から、成熟好塩
基球と前駆細胞の間の分化段階として未熟好塩基球を同定した。さらに機能的解析から、未熟好塩基球は高い増
殖能を有するのみならず、成熟好塩基球と活性化能も異なることが明らかになった。さらに、in silico解析や
遺伝子改変マウスを用いた解析より、好塩基球の機能的な成熟を司る転写因子の一つを同定した。

研究成果の概要（英文）：Basophils play critical roles in chronic allergic inflammation and the 
protective immunity against parasites. However, the developmental pathway of basophils remains 
elusive, especially at their final stage of differentiation. In this study, we assessed the 
differentiation trajectory of mouse basophils by virtue of single-cell RNA sequence analysis. 
Combining scRNA-seq analyses with flow-cytometric analyses, we identified immature-type basophils 
mainly reside in the bone marrow under homeostatic conditions. Immature basophils were characterized
 by their highly proliferative nature and differentiation capacity into mature basophils. Moreover, 
immature basophils displayed distinct activation properties with mature ones. Thus, the present 
study identified immature-type basophils which show distinctive proliferation and activation 
properties to mature ones.

研究分野：免疫学

キーワード： 好塩基球　1細胞RNAシーケンス　未熟好塩基球　成熟好塩基球

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
好塩基球の固有の機能は長年分かっていなかったが、最近になって好塩基球がアレルギー疾患や寄生虫感染の治
療標的となりうる可能性が浮上している。しかしながら、好塩基球の分化経路、特に分化の最終過程については
ほとんど明らかになっていない。本研究により、未熟好塩基球が新たに同定され、さらに未熟好塩基球の成熟メ
カニズムの一端が解明された。本研究成果は、アレルギー治療や寄生虫感染治療にも活かすことがでると考えら
れ、学術・社会的な面からも非常に意義のある研究である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 好塩基球はアレルギー炎症の誘導や寄生虫感染防御など種々の免疫反応に関与する 
好塩基球は顆粒球の一種であり、末梢血白血球中のわず
か0.5%ほどしか存在しない非常に希少な血球細胞である。
好塩基球は組織常在型のマスト細胞と類似の機能を示す
ことから「末梢血循環型のマスト細胞」などと誤認され、
長らく好塩基球固有の機能が研究の対象とされることは
なかった。しかし最近になって好塩基球に関する研究ツー
ルが開発され、好塩基球がマスト細胞と異なる特徴的な機
能を有することが明らかになってきた。特にアレルギー炎
症においては、マスト細胞が急性アレルギーに関与する一
方で、好塩基球は遅延発症性の持続性アレルギー炎症を引
き起こすことが明らかになってきた（図 1）。 
好塩基球の免疫学的な機能が徐々に明らかになってき
たものの、好塩基球が骨髄においてどのようにして分化し
てくるのかに関しては不明点が数多く残されている。実際
骨髄において好塩基球は共通ミエロイド前駆細胞（CMP）
から分化してくることはわかっているものの、その後の分
化経路に関しては複数の仮説が提唱されており、その統一
された見解はいまだ存在していない。とくに、好塩基球の最終的な成熟機構に関してはこれまで
ほとんど報告されておらず、明らかになっていない。 
 
(2) 骨髄中には未熟型の好塩基球と成熟型の好塩基球の双方が存在することを解明した 
我々は予備実験によって、骨髄好塩基球中
に成熟・未熟好塩基球に相当する 2 つの分画
が存在することを解明した（図 2）。それぞれ
の好塩基球分画をソーティングにより単離し
た結果、各好塩基球分画は形態や細胞表面マ
ーカーの発現が大きく異なっていることが明
らかになった。また、実際に未熟好塩基球分画
を単離して in vitro にて培養すると、成熟好
塩基球へと分化を起こすことが分かった。こ
のことから未熟好塩基球分画は成熟好塩基球
の前駆状態であることが示唆された。しかし
ながら、未熟好塩基球がどのような機能を有
するのか、またどのような分子機構によって
分化・成熟するのかは明らかになってない。 
 
２．研究の目的 
我々は予備実験によって、骨髄好塩基球中に未熟好塩基球・成熟好塩基球の 2つの分画を同定
し、未熟好塩基球から成熟好塩基球へと分化することを明らかにした。本研究で対象とする成
熟・未熟好塩基球分画はこれまでに報告のない新しい発見であり、この好塩基球分画の分化メカ
ニズムが解明できれば、好塩基球の機能に関する理解も進展すると考えられる。そこで本研究で
は、新た同定した未熟好塩基球がどのような機能を有しており、どのような分子メカニズムによ
り未熟型好塩基球から成熟型好塩基球へと分化が起こるのか、という問いを解決することを目
的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究では以下の研究方法により、未熟好塩基球の機能的特徴を明らかにし、さらに未熟好塩
基球の分化・成熟機構を解明する。 
(1) 定常時・炎症時の未熟好塩基球の機能的特徴の解明 
まず未熟・成熟好塩基球の遺伝子発現を解析するために、好塩基球のレポーターマウスを活用
して、骨髄・脾臓中の好塩基球の高感度 1細胞 RNA シーケンス（TAS-seq）解析を行う。さらに、
解析結果から、未熟・成熟好塩基球の発現変動遺伝子を検出し、解析結果を参考にフローサイト
メトリーによっても未熟・成熟好塩基球を検出する。さらに、未熟・成熟好塩基球をセルソータ
ーによって単離し、bulk RNA-seq 解析によって両者の遺伝子発現を比較検討する。続いて、両
者を様々な刺激により活性化させ、未熟・成熟好塩基球の活性化能を検討する。 
 さらに炎症時の未熟好塩基球の動態を解明するために、マウスに Nippostrongulus 
brasiliensis(Nb)を 2 回感染させ、皮膚・骨髄・脾臓など各組織をフローサイトメトリーや高感
度 1細胞 RNA シーケンスにて解析する。 



(2)未熟好塩基球の成熟・分化機構の解明 
(1)にて行ったトランスクリプトーム
解析から、未熟・成熟好塩基球の発現変
動遺伝子を検出し、各変動遺伝子に対し
て転写因子結合モチーフの解析（図 3）を
行い、好塩基球成熟を司る可能性のある
候補転写因子を検出する。さらに各候補
転写因子に対しての siRNA を購入し、骨
髄由来好塩基球にトランスフェクション
することで各候補分子をノックダウンす
る。これにより、ノックダウンすること
により好塩基球成熟が有意に抑制される
候補分子を同定する。 
さらに、同定した責任分子の好塩基球特異的ノックアウトマウス(cKO マウス)を用いて、好塩
基球成熟を司る責任分子を同定する。cKO マウス作成後、以下の実験により解析を進め、好塩基
球における責任分子の生体内での機能を解明する。 
① cKO マウスにおける好塩基球の数および活性化能の検討 
② cKO マウスより単離した未熟好塩基球の成熟好塩基球への分化能の検討 
③ cKO マウスに慢性アレルギー炎症を誘導して、炎症誘導への好塩基球成熟の重要性を検討 
 
４．研究成果 
(1)高感度 1細胞 RNA シーケンス解析から、未熟好塩基球から成熟好塩基球へ連続的に遺伝子発
現が変動することを解明した 
まず、好塩基球の分化・成熟過程を解明するため、
骨髄・脾臓の好塩基球の高感度 1細胞 RNA シーケン
ス解析を行った。好塩基球のレポーターマウス
（Mcpt8-GFP マウス）を用い、骨髄と脾臓から GFP
陽性細胞を単離し、シングルセル RNA-seq 解析に供
した。その結果、骨髄中の好塩基球において、成熟
好塩基球とは異なる遺伝子発現を示す未熟好塩基
球を同定した（図 1）。さらにシングルセル解析の知
見をもとに、フローサイトメトリーによる未熟・成
熟好塩基球の同定を試みたところ、骨髄中に
CLEC12Aloの成熟好塩基球とCLEC12Ahiの未熟好塩基
球の 2つが同定できた。一方、脾臓や末梢血中の好
塩基球には CLEC12Ahiの未熟好塩基球はほとんど検
出できなかった。さらに骨髄中の未熟好塩基球分画
を単離して ex vivo にて培養すると、成熟好塩基球
へと分化することが明らかになった（図 4）。 
さらに CLEC12Aloの成熟好塩基球と CLEC12Ahiの未熟好塩基球の特徴を解析する目的で、両者
の Bulk RNA-seq 解析を行った。その結果、未熟好塩基球が細胞増殖に関連する遺伝子が高発現
する一方で、成熟好塩基球はエフェクター機能に関連する遺伝子が高発現することが解明され
た。実際、未熟好塩基球は成熟好塩基球と比較して、細胞増殖能やアポトーシス耐性が高かった。
さらに、両者の活性化能を比較したところ未熟好塩基球は成熟好塩基球と比べて IgE 依存的な
活性化能が極めて低かった一方で、IL-3 や IL-3+IL-33 などのサイトカイン刺激による活性化能
は未熟好塩基球のほうが成熟好塩基球よりも高いことが明らかになった。以上から、1細胞 RNA
シーケンス解析やフローサイトメトリー解析から成熟好塩基球の骨髄における前駆細胞として
CLEC12Ahiの未熟好塩基球を世界に先駆けて同定した。 
 
(2)寄生虫感染時に、好塩基球が炎症局所へと浸潤することを見出した 
蠕虫感染症は開発途上国において最も代表的な感染症であり、その病態の解明は蠕虫感染症
治療法の開発に非常に重要である。マウスモデルにて研究されている代表的な蠕虫として、
Nippostrongylus brasiliensis (Nb)があげられる。Nb は皮膚より宿主に侵入し、2日後には肺
へと移行していき、3日後には腸管へ達し、そこで成熟して虫卵を産生する。Nbに 2度感染した
マウスでは腸管に達する虫の数が極端に少なくなっていることが以前より知られていた。我々
は以前、好塩基球が皮膚において Nb の２次感染防御免疫に重要な役割を果たすことを解明した
(Obata-Ninomiya et al. J Exp Med 2013)。フローサイトメトリーによる解析から Nb 感染時の
皮膚炎症局所には、CLEC12Ahiの未熟好塩基球が浸潤していることが明らかになった。さらに、
Nb 2 次感染時の皮膚・骨髄の好塩基球を高感度 1細胞 RNA シーケンスにより解析したところ、
定常時の骨髄に存在するのと同様の遺伝子発現を示す未熟好塩基球が皮膚にも浸潤しているこ
とが明らかになった。皮膚に浸潤した未熟好塩基球は細胞増殖関連遺伝子が高発現していた。以
上から、未熟好塩基球は蠕虫感染モデルにおいて炎症局所に浸潤し、高い増殖能を保ちながら成
熟好塩基球のプールとして作用しうる可能性が示唆された。 



(3)好塩基球特異的 FoxO1 欠損マウスでは、成熟好塩基球の機能が障害されている 
さらに我々は、成熟・未熟好塩基球の発現変動遺伝子を用いて転写因子の結合モチーフ解析を
行い、未熟から成熟への発現変動を司る候補転写因子を 5つ同定した。これら 5つの候補転写因
子それぞれに対し siRNA を購入しノックダウンしたところ、転写因子 Foxo1 をノックダウンし
た場合にのみ有意に成熟好塩基球の割合が低下した。このことから、好塩基球成熟を司る可能性
のある候補転写因子として FoxO1 を同定した。 
さらに、好塩基球中の FoxO1 の生体
内での機能を同定する目的で、Foxo1-
flox マウスを購入し、当研究室所有
の好塩基球特異的 Cre 発現マウスと
掛け合わせることで、好塩基球特異的
FoxO1 欠損マウス（Baso-ΔFoxO1 マウ
ス）を樹立した。その結果、Baso-  
ΔFoxO1 マウスでは、成熟好塩基球に
おける IgE 依存的な活性化が減弱し
た（図 2）。好塩基球依存的なアレルギ
ー皮膚炎症モデル Baso-ΔFoxO1 マウ
スに誘導したところ、耳の腫れや炎症
細胞の浸潤が有意に低下していた（図
5）。以上の実験結果から FoxO1 は好塩
基球の機能成熟や、慢性アレルギーの誘導に重要な役割を果たすことが解明された。 
 
 以上から、本研究課題において、CLEC12A を高発現する未熟好塩基球を定常時の骨髄や蠕虫感
染時の炎症局所にて同定した。さらに、未熟好塩基球は成熟好塩基球と異なり高い増殖能を持つ
だけでなく、成熟好塩基球と異なる活性化能を有し、IL-3 や IL-33 といったサイトカイン刺激
による活性化能が成熟好塩基球より高いことが明らかになった。さらに、未熟好塩基球の機能的
成熟・分化を司る可能性のある転写因子として FoxO1 を同定した。好塩基球特異敵 FoxO1 欠損マ
ウスでは、活性化によるサイトカイン産生能が低下し、好塩基球特異的皮膚アレルギー炎症モデ
ルが減弱することが明らかになった。本研究課題から、未熟好塩基球の機能的特徴を同定し、成
熟を司る転写因子として FoxO1 を同定した。本研究により、未熟好塩基球が新たに同定され、さ
らに未熟好塩基球の成熟メカニズムの一端が解明された。本研究成果は、アレルギー治療や寄生
虫感染治療にも活かすことがでると考えられ、学術・社会的な面からも非常に意義のある研究で
ある。 
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