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研究成果の概要（和文）：C/EBPβは細胞成熟や機能維持に働く。感染時には好中球の需要増加に伴い骨髄造血が亢進
するが、造血幹細胞レベルの分化・増殖の促進に対するC/EBPβの関与を検討した。カンジダ感染症モデルで、好中球
への分化能を保持する細胞集団を5つの集団に分けると、C/EBPβタンパクとリン酸化C/EBPβタンパク双方が全集団で
亢進していた。C/EBPβ ノックアウトマウスを用いたモデルで、未分化なHSC、CMPでの細胞周期の活性化とGMPでの細
胞数の増加にC/EBPβが必要であった。C/EBPβは緊急時好中球造血において造血幹細胞と顆粒球系前駆細胞の増幅に関
与する、造血制御に必要な因子であると結論された。

研究成果の概要（英文）：CCAAT/enhancer-binding protein β(C/EBPβ) could play crucial roles on cellular 
differentiation and functional maintenance in various types of somatic cells. Granulocyte production 
increases in response to increased neutrophil demand following infectious stress. In this study, we 
investigated the role of C/EBPβ at hematopoietic stem cell levels in stress-induced granulopoiesis. 
C/EBPβ was upregulated at the protein level in all the five distinct subpopulations of granulopoiesis in 
a mouse candidemia model. Using a C/EBPβ knockout mouse model, the role of C/EBPβ in cell cycle 
acceleration and proliferation of hematopoietic stem/progenitors was also confirmed. These data suggest 
that C/EBPβ is a significant controlling factor involved in the efficient amplification of early 
granulocyte precursors during emergency granulopoiesis.

研究分野：救急医学
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1. 研究開始当初の背景 
 感染症とそれに伴う急性臓器不全すなわち
重症敗血症と敗血症性ショックは、集中治療
患者の最頻の死亡原因で、その病態解明と
対策の確立は救急/集中治療医学における
喫緊の課題である。重症感染症時に重要な
役割を果たす生体防御機構に、好中球の存
在 が あ る 。 CCAAT/enhancer binding 
protein(C/EBP)転写因子ファミリーに属する
C/EBPβは肝臓や脂肪、脳、皮膚、骨髄など
多くの組織に発現し、それぞれの組織で細胞
成熟や機能維持に働いている。特にストレス/
炎症反応との関連について多数の報告があ
る。1)マクロファージの貪食能の獲得に必須
である、2)炎症性サイトカインの産生や
COX-2 の活性化などの炎症反応に関与する、
3)マクロファージからの抗炎症性サイトカイン
(IL-10)の産生や癌細胞による骨髄由来抑制
細胞の誘導などの抗炎症反応・免疫抑制に
関与するなど、C/EBPβの役割は非常に多
彩であり、その作用についてさらに解明するこ
とは、感染に対する生体反応について病態理
解を深め、C/EBPβをターゲットとした治療介
入の発展につながる可能性がある。 
 
2. 研究の目的 
 本研究の目的は、好中球に対する C/EBP
βの関与を造血幹細胞(HSC)レベルの分化・
増殖の促進に関して検討することである。関
連する近年の知見として、病原体特有の構成
成分をパターン認識する受容体である
Toll-like Receptors(TLRs)のシグナルが骨髄
系前駆細胞に直接作用して骨髄球系細胞の
分化・増殖を刺激するという報告がある。マク
ロファージでは TLR4 のシグナルから炎症性
サイトカインが産生される過程に C/EBPβが
関与することが報告されており、TLRs のシグ
ナルによる骨髄系前駆細胞の分化増殖にも
C/EBPβが関与している可能性がある。さら
に、interferon(IFN)のうち IFNαと IFNγは
HSCに直接作用し、G0期で休止中のHSCを
細胞周期に移行させることがわかっている。単
球では IFNγレセプターから始まるシグナル
の一部に C/EBPβが含まれるという報もあり、
HSCでの IFNsの作用がC/EBPβを介してい
る可能性もある。さらに、好中球における抗炎
症作用についても C/EBPβが関与している
可能性がある。 
 以上より、HSCレベルの分化・増殖の促進に
対するC/EBPβの関与を評価することにより、
感染時の好中球に対する C/EBPβの統括的
な関与の解明に繫がるものと考えた。 
 

３．研究の方法 
 １） フローサイトメトリーによる好中球造血の
分化成熟過程の解析法の考案 
 フローサイトメトリーによる解析とセルソ
ーティング： 

マウスの大腿骨、頸骨より骨髄細胞を採取し、
CD34、Ly-6G、c-kit、lineage marker(CD4、
CD８、CD19、B220、Ter119)などの蛍光標
識モノクローナル抗体で染色した。解析およ
びセルソーテ ィ ングは FACSCalibur 、
FACSCantoII もしくは FACSAria にて行っ
た。 
2）カンジダ血症モデルマウスの緊急時好中球
造血の検討 
 カンジダ血症モデルマウスの作成： 
尾 静脈 よ り 4 x 106 CFU/20 g body 
weight/mouse の Candida albicans を投与し、
カンジダ血症モデルマウスを作成。 
 遺伝子発現解析： 
ソーティングされた細胞から RNA を抽出し、
リアルタイムPCR法で顆粒タンパク質の遺伝
子発現解析を行う。 
 細胞周期解析： 
骨髄細胞採取の 1 時間前に 1 mg の BrdU
を腹腔内投与した。その後採取した骨髄細
胞を蛍光抗体による細胞表面抗原の染色、
細胞の固定、細胞膜浸透化、抗 BrdU 抗体
による染色の順に細胞処理し、 FACS 
Calibur もしくはFACSCantoIIで解析しBrdU
の取り込み率を解析することにより細胞周期
状態を測定。 
 タンパク発現解析： 
ソーティングされた細胞からタンパクを抽出
し、ウエスタンブロッティング法にてタンパク
発現解析を行った。 
3) 感染以外の造血ストレス時における細
胞周期調節での C/EBPβ の役割 
 マウス造血幹細胞の細胞株である
EML 細胞を用い、レトロウイルスを用
いて C/EBPβを導入し、細胞周期に
及ぼす影響を検討した。さらに、生体
内でのストレス存在下での機能的意義
を検討するために、C/EBPβノックアウ
トマウス又は野生型マウスの骨髄細胞
を放射線照射後のWTマウスに骨髄移
植した。生着後、5-FU 投与による造血
ストレスを与え、C/EBPβの過剰発現
状態となっている GFP 陽性 HSC の細
胞周期を観察. 

 
４．研究成果 
 好中球造血について詳細な検討をするには、
フローサイトメトリーにより好中球造血を簡潔に



解析できる解析法が必要であった。そのため
好中球への分化能を保持する細胞集団を未
分化度の指標である c-kit と好中球のマーカ
ーである Ly-6G の発現レベルにより分けると
いう新しい解析法を考案した。T リンパ球、B リ
ンパ球および赤芽球を Lineage marker(CD4、
CD８、CD19、B220、Ter119)で識別し gating
により除外し、さらに SSChighFSCint の好酸球と
c-kithighCD34lowの巨核球・赤芽球系前駆細胞
も gating により除外し、残った集団を c-kit と
Ly-6Gで展開し、#1から#5の5つの分画に分
けた 。 な お #1 は c-kithighLy6G- 、 #2 は
c-kitintLy6G-、#5 は c-kitlowLy6Ghigh とし、さら
に#2 と#5 の間を二つに分け#3、#4 とした。分
化成熟の過程は c-kit の high から low へ、
Ly-6G の low から high に進むと想定されたた
め、#1 から#5 の順に進むと考えられた。 
 #1 から#5 が好中球の分化成熟過程を順に
反映していることを確認するため、各集団の細
胞をソーティングにより採取し、ギムザ染色に
て形態観察を行った。#1 の細胞は N/C 比が
高く、好塩基性の強い細胞質を持ち、未分化
な細胞形態を示した。#2 から#5 へと進むにつ
れ、N/C 比の低下、細胞質の好塩基性の減
弱、核のドーナツ型への変形を認めた。さらに
各集団の細胞から RNA を抽出しリアルタイム
PCR 法による顆粒タンパク遺伝子の定量を行
った。前骨髄球で発現するカテプシン G など
のアズール顆粒は、#1、#2 で強く発現し、骨
髄球で発現する特殊顆粒のラクトフェリンは#4
で強く発現していた。後骨髄球、桿状核球以
降で発現するゲラチナーゼ顆粒の MMP9 は
#4 から発現を認め、#5 でピークに達していた。
これらの結果は、好中球の分化成熟過程は#1
から#5 の順に進むことを示していた。 
 この方法を用いて緊急時の好中球造血亢
進について検討するため、尾静脈より
Candida albicans を投与したカンジダ血症モ
デルマウスを作成し、感染後 4 日目まで好中
球造血を観察した。好中球造血に関与する細
胞における各集団の割合は、1日目に#5が減
少し、#1から#4は増加していた。さらにそれぞ
れの集団のピークとなるタイミングは#1 が最も
早く、その後#2、#3、#4、#5 と順に認められた。
これから感染初期に成熟好中球（#5）が動員
され減少するとともに未分化な細胞集団#1 か
ら造血亢進が生じ、その後#2 から#5 まで徐々
に分化増殖すると考えられた。 
 次に感染後1日目における各集団の細胞周
期を BrdU の取り込み率にて調べた。#1 およ
び#2 で感染後、BrdU の取り込み率が有意に
上昇していた。このことから感染後の好中球
造血の亢進はより未分化な細胞集団である#1、

#2 の細胞周期の活性化から生じると考えられ
た。 
 C/EBPβが感染時の好中球造血において
どの分化段階で作用するのかを調べるため、
各集団の C/EBPβの発現を感染前後で比較
した。リアルタイムPCR法によるmRNAの定量
では、感染後 1 日目の発現量はすべての細
胞集団で定常状態と有意差を認めなかった。
C/EBPβは転写調節だけでなく翻訳やリン酸
化などの転写後調節を受けるため、ウエスタン
ブロッティング法によるタンパク量の解析を行
った。その結果、C/EBPβタンパクとリン酸化
された C/EBPβタンパクのどちらもが感染 1
日目にすべての細胞集団で亢進していた。 
 C/EBPβノックアウト（KO）マウスは感染時
の好中球造血の亢進が阻害されることが知ら
れている。C/EBPβの作用をさらに詳しく調べ
るため、C/EBPβKO マウスを用いたカンジダ
血症モデルマウスを作成し、造血幹・前駆細
胞および好中球造血を観察した。WT マウス
では感染後に顆粒球・マクロファージ前駆細
胞(GMP)の細胞数の増加が認められたが、
KOマウスではその変化がWT より減弱してい
た。さらに WT マウスでは感染後に HSC およ
び骨髄球系共通前駆細胞(CMP)でBrdUの取
り込み率の増加が認められたが、KO マウスで
はHSCのみBrdUの取り込み率の増加が認め
られたものの、その程度は WT マウスよりも減
弱していた。これらの結果から、感染早期の
HSC、CMP での細胞周期の活性化と GMP で
の細胞数の増加に C/EBPβ が必要なことが
明らかとなった。 
 さらに、感染以外の造血ストレス時における
細胞周期調節での C/EBPβの役割を検討し
た. マウス造血幹細胞の細胞株であるEML細
胞を用い、C/EBPβ をレトロウイルスを用いて
導入すると、BrdU 陽性細胞の比率は コント
ロールベクター導入細胞に比べ有意に増加し
た。つぎに、生体内での細胞周期の状態を評
価するためにCD45.2+野生株とC/EBPβ ノッ
クアウト造血幹細胞(CD45.2+ CD150+ KSL 
cells)を CD45.1陽性マウスに移植し検討した。
5-FU投与後の造血ストレスにおいて、 
C/EBPβ欠損造血幹細胞では、野生造血幹
細胞に比べより多くの細胞がG0期にあり、
S/G2/M 期が少なくなった.すなわち、C/EBP
βは造血ストレス時において内因性に細胞周
期への導入と 造血幹細胞発現を促進してい
ることが示唆された. 
 以上より、転写調節因子 C/EBPβ は平常
時には必要とされないが、感染ストレス下では
造血前駆細胞の増殖・分化を促進し、造血幹
細胞を枯渇させる方向で作用することが明ら



かになった。以上より、C/EBPβ は緊急時の
顆粒球造血の厳密な制御に必要な因子であ
ると結論された。 
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