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研究成果の概要（和文）：炎症性ケモカインであるChemokine (C-C motif) ligand 1(CCL1) (NCBI: rs2282691) を肺
組織特異的に高発現させる遺伝子改変マウスを作成し、Bacille de Calmette et Gu&eacute;rin (BCG)の気管内投与を
行ったところ、遺伝子改変マウス群で肺組織内での肉芽形成が促進されているという結果が得られた。RNAを抽出しマ
イクロアレイを行ったところ、遺伝子改変マウスにおいて、小胞体ストレスや肉芽腫の形成に関与すると考えられてい
るErn1という遺伝子の発現が対照群と比較して亢進していることが示された。

研究成果の概要（英文）：We generated the CCL1 (NCBI: rs2282691) transgenic mice using surfactant protein C
 promoter (SPC-CCL1 Tg), which overexpressed CCL1 gene in the lungs. We developed the Mycobacterium bovis 
Bacillus Calmette Gu&eacute;rin (BCG) infection models in SPC-CCL1 Tg mice.
Microscopic observation revealed that the numbers of granulomas in the lungs were significantly increased 
in SPC-CCL1 Tg mice. In DNA microarray analyses, 4,569 genes had 3 times and higher or one third and lower
 expression in the lung of Tg mice compare to that of WT mouse. Hierarchical cluster analysis of those gen
es revealed that Ern1, that plays important roles in endoplasmic reticulum stress and in granuloma formati
on, was more upregulated in the lung of BCG-treated SPC-CCL1 Tg mice compared to that of wild type mice.CC
L1 overexpression increased the formation of granulomas upon BCG infection in the lungs. SPC-CCL1 Tg mice 
showed significant gene expression of Ern1 in comparison with wild type 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。当教室による疫学研究
Takahata Study では喫煙者の 20%が呼吸機能
検査にて気流閉塞を生じており（Osaka et al. 
Intern Med 2010）、わが国では約 500 万人の
COPD 患者が潜在していると考えられている。
統計学的な予測においても今後患者数は増
加の一途を辿るとされており、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 患者の経過において、咳嗽や喀痰の増

加、呼吸困難の増悪を呈する急性増悪という
病態は臨床上最も重要な問題である。その原
因の大半は呼吸器感染症によるものである
ことが知られているが、現在までに COPD 患
者の感染防御機構に関するメカニズムは十
分に解明されていなかった。 
 
当教室のこれまでの研究では、肺気腫動物

モデルに細菌性気道感染を誘発したところ、
肺気腫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 
et.al. Am J Respir Crit Care Med. 2003, 
Inoue et.al. EXCLI J. 2009)。 
また臨床的な知見としては、COPD 患者の疫

学的調査により、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)が COPD 患者に
おける気道感染性を支配する最も重要な因
子であることを証明した。また本遺伝子多型
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た。
この遺伝子多型は転写因子の親和性に差を
もたらすことが示され、当 SNP A-allele で
は CCL1 の発現量が減弱しているものと推定
された。 (Takabatake et.al. Am J Respir 
Crit Care Med. 2006) 。 
 
これら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
えられた。特に CCL1 は宿主の気道感染に対
する抵抗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た。 
 
これまでに CCL1 の機能については気管支

喘息等のアレルギー疾患においての報告が
主体である(Mutalithas et.al. Clin Exp 
Allergy. 2010)。CCL1 はリンパ球や単球等か
ら分泌され、細胞性免疫を司る Regulatory T 

cell (Treg)の機能を制御していることが報
告されている(Hoelzinger et.al. J Immunol. 
2010)。感染症領域における報告はわずかで
あり、特に結核などの慢性感染においての機
能が検討されているにすぎない(Thuong 
et.al. PLoS Pathog. 2008)。 
 
CCL1 の細菌性呼吸器感染症における機能

解析は殆どなく、我々の研究による新知見で
ある。また CCL1 遺伝子改変マウスは我々が
世界で最初に作成したものである。これらの
点から本遺伝子改変マウスを用いた研究は
非常に独創性が高いと考えられた（研究の独
創性）。 
更に本遺伝子改変マウスへ細菌性呼吸器

感染症を誘発するモデルは、COPD 患者におけ
る急性増悪の最も主要な原因である呼吸器
感染症の病態を検討する意味では、最も有効
な動物モデルと考えられた（学術的な特性）。
本研究により CCL1 の機能を詳細に検討する
ことにより、COPD 患者における最も重要な予
後因子である急性増悪だけでなく、広く呼吸
器感染症における病態解明並びに治療法を
飛躍的に進歩させる可能性があると考えた
（新規治療法開発の可能性）。 
 
 
２．研究の目的 
当研究の目的は、細菌性呼吸器感染症に対

する免疫反応において CCL1 がどのような役
割を演じているのかを明らかにすることで
ある。 
我々は既に CCL1 を肺特異的に強発現させ

る遺伝子改変マウスを作成することに成功
した。本遺伝子改変マウスに対し気道感染を
誘発することで、肺における CCL1 蛋白の発
現量の差が免疫学的反応にどのような影響
を及ぼすかを検討した。本研究により、呼吸
器感染症における CCL1 の免疫学的機序が明
らかにされることが期待できると考えた。 
 
３．研究の方法 
我々は既に肺特異的に CCL1 を強発現させ

る遺伝子改変マウスの作成に成功している。
平成 23 年度には負荷をかけない状態で本遺
伝子改変マウスの肺及び各臓器表現型を検
討した。更に本遺伝子改変マウスとバックグ
ラウンドコントロールマウス（以下コントロ
ールマウス）に気道感染を誘発し、肺局所で
の免疫反応を検討した。 
本研究によって、COPD における呼吸器感染

症による肺局所における CCL1 の役割が解明
に近づくと想定される。 
 
＜肺特異的 CCL1 発現マウスの表現型の検

討＞ 
肺特異的 CCL1 発現マウスの作成のため、

マウス胚細胞へ SP-C プロモーターCCL1 プラ
スミドベクターを作成し、マイクロインジェ
クションにより導入した。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
を作製した。野生株のマウスと交配して得ら
れた子孫から Genotyping により遺伝子改変
マウスを選抜することに成功した。 
作成された遺伝子改変マウスの表現型を

確認するため、肺をはじめとした全身組織に
おいて、コントロールマウスとの比較を行い、
形態学的な変化を観察した。血清及び気管支
肺胞洗浄液を採取し、CCL1 を ELISA 法で発現
量を測定した。 
CCL1 が肺組織特異的に発現していること

を証明するために、遺伝子改変マウスの肺、
心臓、肝臓、および腎臓の各組織を採取し、
RNA を抽出した。RT-PCR により CCL1 の発現
を観察した。 
気管支肺胞洗浄液中の肺胞マクロファー

ジを採取し、フローサイトメトリーにより表
面抗原の発現を観察した。 
 
＜遺伝子改変マウスにおける急性炎症モ

デルの病態の検討＞  
個体数が確保された遺伝子改変マウスと

コントロールマウスに対して、2mg/kg のリポ
ポリサッカライドを気管内投与し、急性肺炎
症モデルを作成し、投与 6時間、24 時間、72
時間後に以下の項目を検討した。 
 
(1) 組織所見を比較検討した。 
(2) 気管支肺胞洗浄(BAL)液中の肺胞マ

クロファージ、好中球、リンパ球の動態を検
討した。 
 
＜遺伝子改変マウスにおける慢性炎症モ

デルの病態の検討＞  
COPD の急性増悪においては、気道への細菌

の定着(Bacterial colonization)がその病態
に深く関与していると考えられている(Wang 
et.al. Pulm Pharmacol Ther. 2010)。これ
までの CCL1 における検討では急性感染症に
対する報告がないため、上記のような急性感
染症による検討では、CCL1 の機能が明らかに
されない可能性もある。そこで遺伝子改変マ
ウスとコントロールマウスへ対して、慢性的
気道感染を誘発するため、T リンパ球などの
細胞性免疫が関与していると考えられてい
る BCG（Bacille de Calmette et Guérin）を
マウスの気管内に投与し、投与 28 日後に肺
内での免疫反応を観察するため、以下の項目
を検討する 
 
(1) 気道感染後の肺組織の変化を観察

した。 
(2) 肺組織より RNA を抽出し、DNA マイ

クロアレイを行い、遺伝子発現の差異を検討
した。 
(3) (2)で得られた結果から発現の差異

が認められた因子につき免疫染色を行い、組
織学的な検討を行った。 
 
 

４．研究成果 
遺伝子改変マウスの表現型を感染などの

負荷をかけない状態で検討したところ、遺伝
子改変マウスの外観や肺組織所見は、野生型
マウスと比較して有意な差を認めなかった。
血清及び気管支肺胞洗浄液を採取して検討
を行ったところ、遺伝子改変マウスにおいて
は気管支肺胞洗浄液中の CCL1 濃度が野生型
マウスと比較して有意に高値であることが
示された。また気管支肺胞洗浄液中の肺胞マ
クロファージ表面抗原を解析したところ、
F4/80 陽性細胞は、遺伝子改変マウスで少な
かった。これらの結果から、生体内において
肺組織における CCL1 過剰状態は、肺胞マク
ロファージの表面抗原の発現に影響を与え
ている可能性が示唆された。 
急性炎症モデルの病態を検討するため、遺

伝子改変マウスとコントロールマウスに対
して 2mg/kg のリポポリサッカライドを気管
内投与し、継時的に検討を行ったところ、BAL
液中の細胞数、細胞分画や組織学的な所見に
両群の有意な差異は認められなかった。 
BCG をマウスの気管内に投与し肺内での免

疫反応を観察した。結果コントロール群と比
較して、遺伝子改変マウス群では肺組織内で
の肉芽形成が促進されているという結果を
得た（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 1 上段:BCG 投与後の肺組織所見。左;

コントロールマウス、右;遺伝子改変マウス。 
下段:組織内の肉芽腫を定量化したところ、

遺伝子改変マウス群（SPC-CCL1）ではコント
ロールマウス群（WT）と比較して有意に肉芽
腫の形成が多く認められた。（* p<0.05） 
 
 

 DNA マイクロアレイによる解析では遺伝子
改変マウスにおいて 4569 種類の遺伝子が野
生型マウスと比較して3倍以上の遺伝子発現
の差を示していた。それらの遺伝子の中では
biological processに関連する遺伝子の変動
が最も多く認められた。また response to the 
biotic stress に関連する遺伝子 100 種類の



内、47 種類に発現の変化を認めた。遺伝子改
変マウスにおいて、小胞体ストレスや肉芽腫
の形成に関与すると考えられている Ern1 と
いう遺伝子の発現が野生型マウスと比較し
て亢進していることが示された。 
 肺組織を免疫染色したところ、肺胞マクロ
ファージや肉芽腫内の細胞の核に Ern1 陽性
所見が観察された（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 2 免疫組織学所見：上段；コントロール
マウス、下段；遺伝子改変マウス。遺伝子改
変マウスの組織において肉芽腫の細胞核に
Ern1 陽性所見を多く認めた。 
 
結論として CCL1 を肺において過剰発現さ

せることにより、BCG の感染によって肺にお
ける肉芽腫の形成は増加した。また野生型マ
ウスと比較して Ern1 遺伝子の発現が亢進し
ていた。これらの結果から CCL1 が呼吸器感
染症において肺組織内での免疫反応におい
て重要な役割を演じていることが示された。 
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