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研究成果の概要（和文）：高IgE症候群は2007年に我々がSTAT3のドミナントネガティブ変異で発症することを世界で初
めて明らかにした原発性免疫不全症候群である。高IgE症候群では、そのほぼ全例で重篤なアトピー性皮膚炎を発症す
るが、STAT3-DNがどのようなメカニズムでこのアトピー性皮膚炎を発症するかは明らかではない。そこで、Stat3変異
体を発現するモデルマウスを樹立して、アトピー性皮膚炎を誘導すると、STAT3変異体を発現するマウスでは野生型マ
ウスと比較して皮膚炎の重症化が見られた。本研究はその発症メカニズムを検討している。

研究成果の概要（英文）：Hyper-IgE syndrome is one of the primary immunodeficiency, caused by dominant 
negative mutations of the STAT3 gene (Minegishi et al. Nature 2007). Most of the patients with this 
disorder suffer from severe atopic dermatitis, but the mechanistic basis is still elusive. To elucidate a 
molecular mechanism, we established a model mice of this syndrome and developed an atopic dermatitis 
model with the mice. We found that atopic dermatitis is more severe in Stat3 dominant negative mice 
compared to wild-type mice. We investigate the molecular mechanism of this phenotype.

研究分野：小児科学

キーワード： アレルギー
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１． 研究開始当初の背景 
高 IgE 症候群は、1966 年に最初に報告
された原発性免疫不全症候群であるが、
その原因は長らく不明であった。2007
年に我々が、その主要原因が STAT3 遺伝
子のドミナントネガティブ(dominant 
negative; DN)変異であることを世界に
先駆けて明らかにした（Minegishi et al. 
Nature, 2007）。高 IgE 症候群では、そ
のほぼ全例で重篤なアトピー性皮膚炎
を発症するが、STAT3-DN がどのようなメ
カニズムでアトピー性皮膚炎を発症す
るかは明らかではない。 

 
２． 研究の目的 
高IgE症候群におけるアトピー性皮膚

炎の発症メカニズムを解明する目的で、

Stat3-DN を全身に発現する高 IgE 症候

群のモデルマウスを樹立した。このマウ

スを用いて、オキサゾロン反復塗布によ

る皮膚炎を誘導すると、STAT3-DN を発現

するマウスでは野生型マウスと比較し

て皮膚炎の重症化が見られた。同様に

OVA 誘発性皮膚炎においても、STAT3-DN

マウスでは皮膚炎の重症化が見られた。

このとき、皮膚炎局所には好塩基球の浸

潤の増加が認められた。以上の知見を基

にして、本研究では好塩基球の分化制御

機構を解明し、好塩基球を治療ターゲッ

トとして新規のアトピー性皮膚炎の制

御法を開発することを目的として、好塩

基球の分化制御メカニズムを網羅的に

検討する。 
 

 
３．研究の方法 
本研究計画においては、高 IgE 症候群モデ

ルマウスの好塩基球をターゲットとして好

塩基球の分化を制御する因子のshRNAスクリ

ーニングする。マウスの骨髄細胞を IL-3 で

刺激すると７日後には、約 20％の細胞は Fc

εRI 陽性、CD117(c-kit)陰性、CD49b(DX5)

陽性の好塩基球へと分化する。IL-3 で刺激し

た骨髄細胞において発現が上昇している遺

伝子群をアジレント社の 8ｘ60ｋアレイに野

生型と高IgE症候群モデルマウスで比較して、

Stat3-DN 環境下で分化する好塩基球で発現

レベルが変化している遺伝子群を同定した。

の中に好塩基球分化を正と負に制御する遺

伝子が存在しているものと考えられる。野生

型と比較して高IgE症候群モデルマウスでは

約100個の遺伝子の発現レベルが２倍以上発

現低下または亢進していることが明らかに

なった。 
 
４．研究成果 

MSCV-LTRmir30-PIG （LMP）ベクターを使

用して、shRNA を作成した。このレトロウイ

ルスベクターは、LTR(long terminal repeat)

のプロモーター活性により shRNA を発現し、

PGK(phosphoglycerokinase)プロモーターで

puromycin 耐性遺伝子と GFP を発現する。そ

のため、薬剤耐性の選択とレトロウイルス発

現細胞の容易な追跡が可能である。本ベクタ

ーは、Plat-E 細胞にトランスフェクトするこ

とで高力価のウイルスを短時間で得られる。

22mer の siRNA を設計しこれが mir30 型のル

ープとなるよう、さらに両端に制限酵素サイ

トを付加した97merオリゴヌクレオチドを設

計し、PCR 法により遺伝子増幅する。この PCR

産物を制限酵素で切断し、LMP ベクターにサ

ブクローニングする。制限酵素による切断と

塩基配列を確認することにより、設計通りの

shRNA が作成できたことを確認する。この

shRNA を Plat-E 細胞に transfect し、48 時

間後と72時間後のウイルス上清を回収する。

これを IL-3（3ng/ml）で 24 時間刺激したマ

ウスの骨髄細胞に、スピンインフェクション

法で感染させる。レトロウイルス感染後２４

時間後、LMP の空ベクター（LMP-NC）の

puromycin選択前の導入効率は約10％であっ

た。感染 24 時間後より puromycin による選

択を開始し、その 7日後には GFP 陽性細胞が

70％以上になった。この実験系が適切に遺伝

子をノックダウンし、好塩基球分化に有意な

影響を与えることができるかどうかを検討

するために、マスト細胞のシグナル伝達に関

与していることが知られているBtk遺伝子を

ノックダウンした。この細胞より mRNA を抽

出し cDNA を合成し、定量 PCR 法により Btk

遺伝子のノックダウン効率を確認すると、

85％以上の遺伝子ノックダウンが確認でき

た（図 1）。 

 
 
 
 
 



図１ shRNA による Btk 遺伝子ノックダウン 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
さらに、この Btk 遺伝子のノックダウンによ
り好塩基球への影響を検討すると CD49 陽性
CD117 陰性の好塩基球分化が促進し、CD49 陰
性 CD117陽性のマスト細胞の分化が抑制され
ていることが明らかになった(図２)。  
 
図 2 Btk 遺伝子ノックダウンによる好塩基
球とマスト細胞分化への影響 
 

この shRNAノックダウンスクリーニングによ
り前述の 100 個の遺伝子の検討を行い、10 こ
の遺伝子の発現低下が好塩基球分化に影響
を与えることを見出し、現在詳細な検討を行
っている。 
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