
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０２

基盤研究(B)

2014～2012

生体イメージングを活用した好塩基球の動態・機能の解明

Study on dynamics and function of basophils by using intravital imaging

６０１９５０１３研究者番号：

烏山　一（Karasuyama, Hajime）

東京医科歯科大学・医歯（薬）学総合研究科・教授

研究期間：

２４３９００９３

平成 年 月 日現在２７   ６   ９

円    14,500,000

研究成果の概要（和文）：好塩基球のみに選択的に緑色蛍光蛋白GFPを発現させたMcpt8GFPマウスを樹立し、これまで
技術的に困難であった好塩基球の生体内での局在や遊走などその実態を捉えることが可能となった。このマウスの解析
により、好塩基球と単球・マクロファージとの相互作用を見いだし、好塩基球由来IL-4が２型マクロファージの生成を
介して寄生虫排除ならびに炎症の終焉に重要な役割を果たしていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We have established Mcpt8GFP mice in that only basophils express green 
fluorescence protein (GFP), making it possible to visualize the localization and migration of basophils 
in vivo by using confocal microscopy. Analysis of these mice identified the interaction of basophils with 
monocytes and macrophages, and demonstrated that basophil-derived IL-4 acts on tissue-infiltrating 
monocytes to promote their differentiation to type 2 macrophages which play important roles in parasite 
expulsion and termination of inflammation.
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１．研究開始当初の背景 
 好塩基球は、今から 130年以上前にノーベ
ル医学生理学賞受賞者 Paul Ehrlich によっ
て、塩基性色素で染色される細胞内顆粒を有
する末梢血白血球として同定されたが、生体
内での機能がはっきりしないため、長い間注
目をあびることはほとんどなかった。一方、
好塩基球と同様に好塩基性顆粒を有する組
織マスト細胞に関しては、アレルギー炎症性
疾患との関連で多くの研究者が注目し、機能
解析が非常に進んでいる。好塩基球は数が少
なく同定が困難であることに加えて、好塩基
球のみを欠損する動物モデルが存在しない
ために、好塩基球の機能解析は遅々として進
まなかった。 
 
２．研究の目的 
 顆粒球の１つである好塩基球は数が極端
に少ない上に、組織内マスト細胞と類似の特
徴を有するため、生体内での存在意義が長い
間疑問視されていた。ところが最近、私たち
を含めたいくつかの研究グループが新規の
機能解析ツールを開発することで、好塩基球
が寄生虫感染防御、アレルギー反応、獲得免
疫制御においてマスト細胞とは異なる固有
の役割を果たしていることを明らかにした
ことから、好塩基球が一躍脚光を浴びるよう
になった。しかしながら、数が少ないことも
あり、好塩基球の生体内での局在や遊走など
その実態を捉えることは極めて難しく、好塩
基球がいったいどのようなメカニズムによ
り生体反応に寄与しているかに関してもほ
とんどわかっていない。そこで本研究では、
各種遺伝子改変マウスを樹立し、生体イメー
ジング技術を活用して、生体内における好塩
基球の動態、活性化、機能を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）好塩基球特異的緑色蛍光蛋白 GFP 発
現（Mcpt8GFP）マウスの樹立 
 好塩基球特異的に発現する granzyme B様
のセリン・プロテアーゼである mMCP-8 を
コードする遺伝子座にオワンクラゲ由来緑
色蛍光蛋白 GFP遺伝子を組み込んだ Bacト
ランスジェニックマウス Mcpt8GFP を作製し
た。 
（２）Mcpt8GFPマウスを応用した好塩基球の
動態解析 
 Mcpt8GFPマウスを用いて、共焦点顕微鏡下
で、末梢組織（皮膚など）に浸潤する好塩基
球の姿を可視化して、その動態を解析した。 
（３）慢性アレルギー炎症における好塩基球
と他の細胞との相互作用解析 
 IgE で受動感作したマウスの耳介皮内にア
レルゲンを投与し、２−５日後に発症する慢
性アレルギー炎症における好塩基球と単
球・マクロファージとの相互作用と機能を解
析した。 
（４）寄生虫感染における好塩基球と他の細
胞との相互作用解析 

 鉤虫（消化管寄生虫）感染症における好塩
基球と単球・マクロファージとの相互作用と
機能を解析した。 
（５）好塩基球の末梢組織への遊走・集積の
機序解析 
 種々の変異マウスを用いて、吸血性マダニ
の皮膚感染部位に認められる好塩基球浸潤
のメカニズムを解析した。 
（６）好塩基球活性化の可視化ツールの開発 
 好塩基球の活性化を可視化するために、活
性化に伴う細胞内 Ca2+濃度の変化や、脱顆粒
にともなう分泌顆粒内の pHの変化を感知す
るシステムを構築した。 
 
４．研究成果 
（１）Mcpt8GFPマウスの樹立により、生体内
での好塩基球の動態解析が可能となった。 
 フローサイトメトリー解析から、Mcpt8GFP

マウスでは当初のもくろみ通り、好塩基球の
みでGFPが発現していることが確認された。
従来、末梢組織における好塩基球の浸潤・集
積は、いったん組織を取り出してから、フロ
ーサイトメトリー解析あるいは組織切片の
免疫染色法によってしか確認できなかった
が、Mcpt8GFPマウスの樹立によって、生きた
マウスにおいて数少ない好塩基球を簡便に
同定することができるようになった。実際に、
慢性皮膚アレルギー炎症部位、マダニ吸血部
位、鉤虫の幼虫の皮膚感染部位への好塩基球
の遊走・集積をリアルタイムで観察すること
ができた。 
 
（２）好塩基球由来 IL-4がM2マクロファー
ジの生成を誘導することで、アレルギー炎症
を抑制する作用を持つことが判明した。 
 Mcpt8GFP マウスの生体イメージング解析
から、IgE 依存性皮膚慢性アレルギー炎症反
応では好塩基球が他の皮膚浸潤細胞と相互
作用している可能性が強く示唆された。皮膚
病変部には多数の好酸球が浸潤しているこ
とをすでに報告しているが、今回の解析で、
浸潤細胞の半数以上が Ly6C 陽性 CCR2 陽性の
炎症性単球であることが判明した。このこと
から、血中を循環する炎症性単球がケモカイ
ン受容体 CCR2 を介して皮膚病変部に遊走し
て、炎症をひきおこすものと考えられた。と
ころが、CCR2 欠損マウスを解析したところ、
炎症性単球の皮膚への浸潤がまったくおこ
らないにも関わらず、アレルギー炎症がむし
ろ増悪するという予想外の事実が明らかと
なった。誘導型好塩基球欠損マウスなどを用
いた詳細な解析から、①皮膚に浸潤した炎症
性単球が、活性化した好塩基球が産生するサ
イトカイン IL-4 の作用を受けて、２型マク
ロファージへと分化すること、②２型マクロ
ファージが抗炎症作用を発揮して、過剰なア
レルギー炎症を抑制・鎮静化すること、が判
明した。すなわち、好塩基球はアレルギー炎
症を誘導するのみならず、炎症性単球に作用
して抗炎症性マクロファージに転換させる



ことで、炎症を終焉に向かわせる働きをもつ
ことが明らかとなった。 
 
（３）好塩基球は消化管寄生虫感染に対する
獲得耐性の発揮に重要な役割を果たしてい
ることが判明した。 
 鉤虫（皮膚から侵入し、肺を通過して、最
終的に消化管に寄生する寄生虫）に１度感染
すると、宿主動物は寄生虫感染に対する免疫
（耐性）を獲得し、その結果２度目以降の感
染では寄生虫排除が効率良くおこることが
知られている。しかし、耐性がどのようにし
ておこるのかは不明であった。私たちは、
Mcpt8GFP マウスの生体イメージング解析か
ら、２度目の鉤虫感染では皮膚の感染部位に
好塩基球が集積していることを見いだした。
２度目の感染では、寄生虫が侵入した皮膚局
所に多数の寄生虫が捕捉されて肺・消化管へ
の移行が阻止されていたが、誘導型好塩基球
欠損マウスを用いて感染前に好塩基球を除
去すると皮膚での寄生虫捕捉が解除され、感
染が肺へと拡大した。すなわち、好塩基球が
鉤虫に対する獲得免疫（耐性）に重要な働き
をしていることが明らかとなった。さらなる
解析から、皮膚感染部位に集積した好塩基球
が産生する IL-4 が単球・マクロファージに
作用して２型マクロファージの生成を促進
すること、２型マクロファージの産生する
arginase 1が皮膚での寄生虫捕捉に寄与して
いることが判明した。これらの発見は、寄生
虫感染に対する効率良いワクチンを開発す
る上で極めて有用であると考えられる。 
 
（４）生体イメージングによる好塩基球の組
織浸潤機序の解析 
 マダニ（吸血性ダニ）は、宿主動物に取り
憑いて吸血を行う外部寄生虫で、吸血の際に
唾液に含まれる様々な病原体を宿主動物に
注入し、ライム病や重症熱性血小板減少症候
群など重篤な感染症を引き起こす。私たちは、
Mcpt8GFP マウスの生体イメージング解析に
より、マダニの再感染（２度目の感染）時に
は宿主動物皮膚の吸血部位に好塩基球が集
積して、マダニによる吸血を阻害しているこ
とを見いだした。初感染時には、吸血部位に
おける好塩基球の集積は認められず、好塩基
球がマダニ感染に対する獲得耐性に重要な
働きをしていることがわかった。この系をモ
デルにして、末梢血中を循環する好塩基球が
どのようなメカニズムによって皮膚組織内
に遊走して局所に集積するのかを生体イメ
ージングで解析した。初期感染後に産生され
る抗マダニ IgEは再感染時における吸血耐性
発揮には重要であったが、好塩基球の遊走・
集積には必須ではなかった。一方、リンパ球
を欠損するマウスでは、再感染時における好
塩基球の遊走・集積が認められず、記憶リン
パ球の好塩基球遊走への関与が示唆された。 
 
（５）好塩基球活性化の可視化システムの開

発 
 寄生虫感染局所やアレルギー炎症部位に
遊走してくる好塩基球が実際に活性化する
様子を可視化する目的で、好塩基球内の Ca2+

濃度の上昇あるいは脱顆粒にともなう分泌
顆粒内 pHの上昇にともなって蛍光を発する
インディケーター蛋白質の発現コンストラ
クトを作製した。これらの組換遺伝子を細胞
株に発現させたところ、細胞活性化に伴って
蛍光を発することが確認できた。 
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