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研究成果の概要（和文）：好中球特異的に発現する４種類の遺伝子について、そのプロモーターをDTRに連結したコン
ストラクトを導入してTgマウスを樹立した。Gentypingおよび末梢血のRT-PCRによって遺伝子導入を確認した結果、DTR
の発現レベルは用いたプロモーターによって異なるだけでなく、同じプロモーターでも個体間で相違がみられること、
さらにそれらの形質は、各子孫に遺伝することが明らかとなった。DTの投与条件を検討した結果、末梢好中球数が50%
程度低下するTgマウスを得ることができた。それらを用いた好中球の役割を検討するため、上気道および下気道に独立
したアレルギー性炎症を誘発できるマウスモデルを樹立した。

研究成果の概要（英文）：Four transgenic (Tg) mice were developed by injection of constructs involving DTR 
expression cassette regulated by promoters of neutrophil-specific genes. Upon genotyping and RT-PCR for 
peripheral blood, it was demonstrated that DTR expression levels were not only dependent on promoters 
used but also different among individual mice. In addition, these phenotypes were inheritable. The Tg 
mice showing ~50% reduction of neutrophils were obtained following DT administration condition 
examination. In order to investigate the role of neutrophils by using these mice, mice models in which 
upper and lower airway-specific allergic inflammation was developed were established.

研究分野：実験動物学

キーワード： 実験動物学　疾患モデル
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 好中球は末梢白血球画分の数十％を占め、
その活発な遊走能と貪食・殺菌・分解能によ
って生体の感染防御に重要な役割を担う。そ
のため臨床的にまれにみられる好中球減少
症ではほとんど易感染性が問題とされるだ
けであり、逆にその著しい浸潤がみられる各
種炎症性疾患の患部における好中球の真の
役割は明らかにされていない。特にアレルギ
ー性疾患では、同じ顆粒球の中でも好酸球や、
また近年申請者らがその重要性を見いだし
た好塩基球が注目されており（Immunity 23: 
191-202, 2005）、病巣にそれらと同等数以上
の浸潤がみられる好中球の役割が重視され、
またそれが的確に評価されることはなかっ
た。 
 ところが申請者らは最近、気管支喘息にお
ける重要な病態生理学的変化とされる気道
過敏性亢進（airway hyperreactivity; AHR）
の発症に、好中球が他の集積細胞よりも重要
な役割を担う可能性を示唆する成績を得た。
すなわち、多くの細胞種および液性因子が複
雑に関与するアレルギー性疾患の病態を解
析する手法として、in vitro で分化させた抗
原特異的T細胞を正常マウスに移入して誘導
できるアレルギー性気道炎症モデルを申請
者らは独自に開発した（Am J Respir Cell 
Mol Biol, 16:448-454, 1997他）。このモデル
では、生体内に抗原特異的 IgEがなく IgE／
肥満細胞系の関与が無視できるにも関わら
ず、Th2細胞を移入して抗原を吸入暴露する
と、気道への好酸球浸潤や AHR を伴うヒト
気管支喘息様の気道炎症を再現できる。これ
は、浸潤した好酸球が放出する障害性因子に
よって気道上皮が障害された結果 AHR が発
症するという、現在主流である気管支喘息の
病態メカニズム論に合致する。しかし最近、
Th1細胞を移入して抗原暴露すると、好酸球
は殆ど浸潤しないにも関わらず、Th2移入マ
ウスと同等以上の強い AHR が発症すること
をさらに見いだした（図 1）。本モデルでは、
好酸球ではなく好中球が気道に多く浸潤し
ており、その関与が強く疑われた。 
 しかしながら、好中球だけを特異的に欠損
するマウスは存在せず、既存の実験技術では
それ以上好中球の重要性を直接的に証明で
きなかった。その最大の要因は、他の細胞種
と異なり真に好中球特異的な分子が発見さ
れていないことであったが、申請者らは最近、
独自の解析手法によって、好中球に選択的に
発現する分子を世界に先駆けて見いだした。
すなわち、骨髄、脾臓、胸腺、末梢血、消化
管等より CD4／CD8陽性 T細胞、B細胞、
単球／マクロファージ、樹状細胞、NK細胞、
NKT 細胞、好酸球、好塩基球および好中球
をソーティングで高純度に分離し、各細胞内
の発現遺伝子をマイクロアレイ解析で比較
検討した結果、好中球のみに高発現する遺伝
子として IL1f9 および FoxD4 を新たに同定
した（図２：未発表データ）。 

 好中球欠損マウスの作製にあたり、注目す
べき特異的発現分子は必ずしもその発生・分
化に関わる必要はない。なぜなら近年、特異
的分子のエンハンサー制御下で標的細胞の
みにジフテリア毒素(DT)レセプター（DTR = 
Heparin-binding EGF-like growth factor; 
HBEGF）を発現させ、DTを投与することに
よりその標的細胞を死滅させるTRECK法が
開 発 さ れ て お り （ Nat Biotechnol, 
19:746-750, 2001）、事実、申請者らは既に本
法を利用して、好酸球および好塩基球を誘導
的に欠損するマウスの作製に成功している。 
 以上のように、アレルギー性疾患の病態形
成に果たす好中球の役割を的確に評価する
ことの重要性がこれまでになく高まり、それ
を世界に先駆けて可能にしうる研究成果と
ツールがタイムリーに整ったことから、この
たび本研究を立案することとした。 

 
２．研究の目的 
 アレルギー性疾患は、さまざまな免疫・炎
症細胞が関与する慢性炎症性疾患である。近
年、その炎症部位に集積する各細胞種の機能
的役割が次々と明らかにされているが、ほぼ
唯一、好中球の実質的な重要性だけは未解明
である。本研究は、好中球を誘導的および恒
常的に欠損するマウスを樹立することによ
り、アレルギー性疾患をはじめとする免疫・
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図１．T細胞移入マウスにおける抗原誘発気道内炎症細
胞浸潤および AHR反応． 
 卵白アルブミン（OVA）特異的 Th1および Th2細胞
を移入して抗原暴露すると、それぞれ好中球および好酸

球を主とした気道内炎症細胞浸潤がみられた（A）。一方
Th1細胞移入マウスでは、好酸球浸潤は弱いにも関わら
ず、Th2移入マウスと同等以上の AHRが発症した（B）。 

図２．マイクロアレイ解析による好中球特異的発現

遺伝子の同定． 
 骨髄、脾臓、胸腺、末梢血、消化管等より CD4／
CD8陽性 T細胞、B細胞、単球／マクロファージ、
樹状細胞、NK細胞、NKT細胞、好酸球、好塩基球
および好中球をソーティングで高純度に分離し、各

細胞内の発現遺伝子をマイクロアレイ解析で比較検

討した． 



炎症性疾患の発症および重症化に果たす役
割を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）Tg 用コンストラクトの作製 
 DT を投与することにより誘導的に好中球
を欠損するマウスを樹立するための Tg 用コ
ンストラクトを作製した。すなわち、マウス
ゲノム配列情報をもとに特異プライマーを
設計・合成し、IL1f9、FoxD4 および新たに同
定した Lrg1 および MAPK13 のプロモーター／
エンハンサー領域約 3.7〜10.7kbp を、ゲノ
ム DNA を鋳型とした PCR によって合成、単離
およびクローニングした。それらの下流に、
DTR の翻訳領域と適切なイントロンおよびポ
リAシグナルを連結したコンストラクトを作
製した。また同時に、上記エンハンサーの下
流にイントロン-DT遺伝子-ポリA配列を連結
して、好中球特異的にDT自身の発現を促し、
恒常的に好中球を欠損する Tg マウスを樹立
するためのコンストラクトも作製した。 
（２）Tg マウスの樹立 
 作製したコンストラクトを制限酵素処理
によって直線化し、定法に従い C57BL/6 マウ
ス受精卵雄性前核にマイクロインジェクシ
ョンした。それを偽妊娠 ICR マウスに移植し
て産仔を得た。遺伝子導入陽性マウスの判定
は、各マウスのゲノム DNA を鋳型とした導入
遺伝子特異的プライマーによる PCR、ならび
に末梢血より調整した RNA を鋳型とした DTR
および DT特異的プライマーによる RT-PCR で
行った。遺伝子導入が確認された個体は、正
常マウスと交配して系統を維持・繁殖させた。
また、系統保存のために受精卵を凍結保存し
た。 
（３）好中球除去条件の検討 
 遺伝子導入が確認された DTR 発現 Tg マウ
ス系統に DT を投与し、好中球を除去または
著しく減少させる条件を検討した。すなわち、
これまでに申請者らが報告した DT 投与条件
を参考として、その用量依存性や時間経過に
ついて検討した。基本的に末梢血中好中球数
を評価指標とし、DT 投与前および投与後経時
的に採血してその変動を解析した。一部の条
件では、脾臓中の好中球数や比率の変化も確
認した。DT 発現 Tg マウス系統については、
末梢血中の好中球数をモニターし、それが的
確に除去または減数されているか確認した。
また誘導型および恒常型欠損マウス両者と
も、他の細胞種に与える影響を検討すること
によって、細胞除去効果の好中球に対する選
択性を確認した。 
（４）アレルギー性炎症モデルの準備 
 好中球欠損マウスを用いた解析を行うた
め、申請者らが開発してきたマウスアレルギ
ー性炎症モデルの改変を行った。気道系のア
レルギー性疾患である気管支喘息およびア
レルギー性鼻炎は、相互に発症および重症度
に影響を与える可能性が示唆されているが、
その実態およびメカニズムは解明されてい

ない。これまで多くのマウス気管支喘息モデ
ルでは、感作マウスに抗原を点鼻チャレンジ
することにより、気管支肺胞領域への好中球
を含む炎症細胞浸潤、およびそれに伴う気管
支の過敏性亢進がみられることが知られて
いたが、そのプロトコールでは、下気道だけ
でなく鼻粘膜領域を含めた上気道も抗原に
暴露されることから、気管支喘息様の病態を
特異的に再現していない可能性が考えられ
た。そこで、気管支喘息およびアレルギー性
鼻炎の関連性およびそれに対する好中球の
役割を解明するため、感作マウスに投与量お
よび投与方法を変えて抗原チャレンジする
ことにより、気管支喘息様およびアレルギー

 

 

図３．遺伝子導入用コンストラクトの作製． 
 IL1f9およびFoxD4のプロモーター／エンハンサー
領域約 9.8〜10.7kbp を、ゲノム DNA を鋳型とした
PCRによって合成、単離およびクローニングした。さ
らに、好中球特異的発現遺伝子として MAPK13 およ
び Lrg1 を新たに同定し、そのプロモーター／エンハ
ンサー領域約 3.7〜7.0kbpもクローニングした。それ
らの下流にDTRの翻訳領域とβ—グロビン由来のイン
トロンおよびポリAシグナルを連結したコンストラク
トを作製した．矢印：導入遺伝子検出用プライマーの

位置． 



性鼻炎様の病態を特異的に発症する条件を
検討した。 

 
４．研究成果 
（１）Tg 用コンストラクトの作製 
 当初の研究実施計画に準じ、DT を投与する
ことにより誘導的に好中球を欠損するマウ
スを樹立するための Tg 用コンストラクトを
作製した。まず、マウスゲノム配列情報をも
とに特異プライマーを設計・合成し、IL1f9
および FoxD4のプロモーター／エンハンサー
領域約 9.8〜10.7kbp を、ゲノム DNA を鋳型
とした PCR によって合成、単離およびクロー
ニングした。さらに、好中球特異的発現遺伝
子として MAPK13 および Lrg1 を新たに同定し、
そのプロモーター／エンハンサー領域約 3.7
〜7.0kbp もクローニングした。それらの下流
に DTR の翻訳領域とβ—グロビン由来のイン
トロンおよびポリAシグナルを連結したコン
ストラクトを作製した（図３）。また同時に、
MAPK13およびFoxD4における上記エンハンサ
ーの下流にイントロン-DT遺伝子-ポリA配列
を連結して、好中球特異的に DT 自身の発現
を促し、恒常的に好中球を欠損する Tg マウ
スを樹立するためのコンストラクトも作製
した。 
（２）Tg マウスの樹立 
 次に、作製したコンストラクトを制限酵素
処理によって直線化し、C57BL/6 マウス受精
卵雄性前核にマイクロインジェクションし
た。その受精卵を偽妊娠 ICR マウスに移植し
て産仔を得た。 
 遺伝子導入陽性マウスの判定は、各マウス
のゲノムDNAを鋳型とした導入遺伝子特異的
プライマーによる PCR、ならびに末梢血より
調整した RNA を鋳型とした DTR および DT 特
異的プライマーによる RT-PCR で行った。そ
の結果、DTR の発現レベルは、用いたプロモ

ーターの種類によって大きく異なるだけで
なく、同じプロモーターを用いた場合でも、
各個体によって異なっていた。さらに、各個
体における DTR 発現レベルは、各々の子孫に
も伝達されることが明らかとなった（図４）。 
 遺伝子導入が確認された個体は、正常マウ
スと交配して系統を維持・繁殖させた。その
結果、IL1f9、MAPK13、FoxD4 および Lrg1 プ
ロモーターを用いた各マウスについて、それ
ぞれ得られた３、３、４および４系統に関し、
系統保存のために受精卵を凍結保存した。 

（３）好中球除去条件の検討 
 次に、遺伝子導入が確認された DTR 発現 Tg
マウス系統に DT を投与し、好中球を除去ま
たは著しく減少させる条件を検討した。各遺
伝子導入マウスに DT 50μg/k を腹腔内投与
した 3日後、および Day0 および Day2 にかけ
て DT 5μg/kg を計 4 回腹腔内投与した後、
Day3 に末梢血および脾臓細胞を採取した。溶
血後 Gr1, CD11b, CD11c および F4/80 に対す
る抗体で染色してフローサイトメーターで
解析し、Gr1HighCD11b+CD11c-F4/80-の好中球お
よび Gr1+CD11b+CD11c-F4/80+の好酸球比率を
算出した。その結果、MAPK13-DTR を導入した
１ラインにおいて、DT 投与に伴い末梢血およ
び脾臓中の好中球数に減少傾向が認められ
た。その他の遺伝子導入マウスにおいては、
いずれに条件においても好中球数の減少は
認められなかった。一方、好中球減少がみら
れた MAPK13-DTR においても、その程度は小
さく、またDT投与量を増やすことによって、
逆に好中球数が上昇する個体が多くみられ
たことから、現在、より安定的および明瞭に
好中球減少がみられるマウスを得るため、各
遺伝子プロモーターに DT 発現カセットを接
続したコンストラクトを遺伝子導入したマ
ウスを作製し、その解析を行っている。 
（４）アレルギー性炎症モデルの準備 
 気管支喘息およびアレルギー性鼻炎の関

 
図５．好中球除去条件の検討． 
 各 DTRマウスに対し、DT 50 μg/kgを１回（A）
又は 5 μg/kgを 4回、2日間で投与した（B）。初回
投与から 3日後に、末梢血および脾臓細胞を採取し、
抗 Gr-1, CD11b, CD11cおよび F4/80抗体で染色後、
フローサイトメーターで解析した。 

 

図４．遺伝子導入マウス末梢血における HBEGF 発
現レベル． 
 MAPK13-および IL1f9-DTR マウスおよび IL1ｆ
９−DTRとBALB/cの F1マウスの各個体における末
梢血中のDTR発現につき、末梢血より調整したRNA
を鋳型としたDTR特異的プライマーによるリアルタ
イム RT-PCRで検討した。 



連性およびそれに対する好中球の役割を、好
中球欠損マウスを用いて解析するため、感作
マウスに投与量および投与方法を変えて抗
原チャレンジすることにより、気管支喘息様
およびアレルギー性鼻炎様の病態を特異的
に発症する条件を検討した。 

 OVA感作マウスに15 mg/kg OVAを1日1回、
3 日間点鼻チャレンジすると、気管支肺胞洗
浄液（BALF）中に好中球および好酸球の浸潤
が認められたが、それと同時に鼻腔洗浄液
（NALF）中にも同様の炎症細胞浸潤が認めら
れ、気管支喘息およびアレルギー性鼻炎の病
態を同時に発症していることが明らかとな
った。 
 一方、OVA 点鼻量を 6 mg/kg として投与す
ると、NALF 中には好中球および好酸球の浸潤
が認められたのに対し、BALF 中への炎症細胞
浸潤は殆どみられず、アレルギー性鼻炎様の
病態を特異的に発症しうることが明らかと
なった。 
 さらに、OVA 15 mg/kg を 1 日 1回、3日間
気管内投与したところ、BALF 中への好中球お
よび好酸球浸潤が認められたのに対し、NALF
への炎症細胞浸潤は殆どみられず、気管支喘
息様の病態を特異的に発症しうることが明
らかとなった。 
 以上のことから、感作マウスに投与量およ
び方法を変えて抗原チャレンジすることに
より、気管支喘息およびアレルギー性鼻炎の
病態を特異的および混合反応として発症さ
せることが可能となった。 
 今後、これらのモデルを利用して、アレル
ギー疾患発症および重症化に果たす好中球
の役割を解明してゆく計画である。 
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