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研究成果の概要（和文）：自己炎症性症候群は、自己反応性の抗体や細胞などによらず、内的要因によって発症する炎
症疾患である。Ali18およびAli14マウスは、ENUミュータジェネシススクリーンにおいて、四肢末端部に炎症を起こす
変異系統として単離された。本研究では、交配実験によりこの炎症におけるマスト細胞の寄与を明らかとした。さらに
変異マウス骨髄細胞よりマスト細胞を培養して解析したところ、刺激によるカルシウム濃度に異常が認められた。また
、変異マウス由来のマスト細胞活性化経路における遺伝子発現をマイクロアレイにより比較解析した。これらにより自
己炎症に関与する経路が明らかになり、炎症を抑制する候補遺伝子群が同定された。

研究成果の概要（英文）：Autoinflammation syndromes are caused by an exaggerated innate immune system 
response without autoatibodies and selfreactive T cells, and the patients show spontaneous inflammation 
affecting multiple organs. The Ali14 and Ali18 are gain-of-function mutations in cell signaling effector 
enzyme genes, and trigger inflammation through the innate immune cells by unknown mechanisms. Because the 
double mutant with Ali18 and W/Wv , which lacks mast cell population, did not show autoinflammation, we 
analyzed cultured mast cells from mutant bone marrow.Ali14 and Ali18 mast cells showed lower calcium 
concentration for antigen stimulation. Further, micro-array analysis identified 1124 and 750 up-regulated 
genes specifically in Ali18 and Ali14 mast cells, respectively. Further, 127 genes were up-regulated in 
both mutant mast cells. Cell signaling pathways involving these up-regulated genes might provide insight 
into extensive repression against autoinflammation.

研究分野：実験動物学

キーワード： 病態モデル　関節炎　自然炎症　変異マウス

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 Ali14と Ali18 (Ali for Abnormal limb)は、
ドイツにおける大規模ミュータジェネシス
プロジェクトにおいて、末梢四肢の紅斑や浮
腫 を 指 標 に 単 離 さ れ た 半 優 性
（semidominat）突然変異マウス系統である。
現在までに、連鎖解析による遺伝的地図作製
と positional candidate cloningによる手法
により、それら原因遺伝子が同定されている。 
 Ali14 はマウス第 8 番染色体に位置するホ
スホリパーゼ Cγ2（Plcg2）でミスセンス変
異が検出された。Ali14 変異は Plcg2 のタン
パク質結合に重要な spPHドメイン内のアミ
ノ酸置換を引き起こし、in vitroで Plcg2が
関与するシグナル伝達経路を増強した。これ
らの結果より Ali14 は、Plcg2 の機能亢進型
変異と考えられた。 
 Ali18 変異は、マウス第 4 番染色体にマッ
プされた。クリティカル領域を candidate 
sequencingで解析した結果、Ali18変異はチ
ロシンキナーゼのミスセンス変異として検
出された。Ali18変異による置換アミノ酸は、
不活性型形成に重要な C 末端チロシン残基
のごく近傍に位置することから、不活性型を
とれなくなり機能亢進型になることが予想
された。また、Ali14 と Ali18 のダブルヘテ
ロマウス（Ali14/+;Ali18/+）では、末梢四肢
のみでなく全身の皮膚における重篤な炎症
を呈する。皮膚全般における炎症はそれぞれ
の単一の変異マウスの表現型としては認め
られないことから、それぞれの原因遺伝子産
物は同じシグナル伝達経路に位置して協調
的に機能していることが明らかである。  
 自己炎症性症候群は、感染や化学物質など
の環境要因により誘発されるものではなく、
遺伝要因などの内的要因によって周期性発
熱や皮疹、紅斑、蕁麻疹、関節炎などの臨床
症状が見られる。自己抗体価の上昇や特異的
T細胞の存在なしでもおこる炎症が特徴であ
る。最近、寒冷蕁麻疹の異なる 3 家系で、
PLCG2 遺伝子の欠失が原因となる症例が報
告された。これらの患者家系では、エクソン
19から 22に位置する autoinhibitoryドメイ
ンが欠損することによって PLCG2が恒常的
に活性化されることが示された。寒冷蕁麻疹
ではマスト細胞（肥満細胞）が原因となるこ
とが知られていたが、これらの患者に由来す
るマスト細胞を低温処理すると脱顆粒が高
率に起こることが示された。また、別の優性
遺伝する自己免疫疾患の家系においても
PLCG2 の欠失変異が報告された。この患者
家系では、皮膚病変、細気管炎、関節痛の症
状が認められ、変異タンパクの解析より機能
亢進型であることが示された。 
 以上のような自己炎症性症候群の解析よ
り、PLCG2 の機能亢進がマスト細胞を活性
化することがトリガーとなっている可能性
が考えられた。マスト細胞は骨髄に由来し、
血流にのって全身を循環した後に粘膜や結
合組織に定着することから、変異マウスの広

範囲の炎症症状をうまく説明できる。上記の
Ali14 と Ali18 マウスでは、骨髄に由来する
自然免疫系の細胞が原因であることは報告
されたが、マスト細胞の炎症症状への関与は
報告されていない。 
 
２．研究の目的 
PLCG2 が関与するマスト細胞のシグナル伝
達経路が一部の自己炎症性症候群に重要で
あることが明らかとなったが、その分子発症
機構や効果的治療法については不明であっ
た。本研究では自己炎症性疾患のモデルとし
て Ali14および Ali18変異マウスを用いて、
マスト細胞を中心とした分子病態メカニズ
ムの解明とそれを新たな治療薬開発に応用
することを目指し、１）二重変異マウスの表
現型解析、２）変異マウス骨髄由来マスト細
胞の解析、３）マイクロアレイによるマスト
細胞におけるターゲット遺伝子の網羅的解
析の三点に焦点を絞って研究を行った。 
 
３．研究の方法 
１）二重変異マウスの表現型解析 
Ali14, Ali18, W/Wvマウスをそれぞれの組み
合わせで交配させ、二重変異マウスを作出
して表現型を解析した。主にクリニカルス
コアにより炎症の強さを記録し、必要なら
ば炎症を起こした四肢の組織切片を作製し
て解析を行った。これらにより、原因遺伝
子間の相互作用ならびにマスト細胞の炎症
症状への関与を遺伝学的に検証した。 
 
２）変異マウス骨髄由来マスト細胞の解析 
それぞれの変異マウスより長骨を採取し、
IL-3 を含むマスト細胞の培養に適した培地
に入れて研究分担者（羅）の研究室へ送付し
た。そこでマスト細胞の培養を行い、抗原刺
激による活性化（脱顆粒や細胞内カルシウム
濃度）を測定した。また、得られた細胞をコ
ンジェニック化したW/Wvマウスの末端四肢
の結合組織への移植を行った。移植部位での
炎症状態を経時的に観察してクリニカルス
コアを記録した。また、培養マスト細胞へそ
れぞれの変異を導入した原因遺伝子をベク
ターに組み込み、レトロウィルスによる遺伝
子導入を行った。発現細胞を薬剤耐性で選択
した後、抗原刺激を加えたときのマスト細胞
の活性化を測定するとともに、通常の
WBB6F1-W/Wvマウスへ移植を行った。 
 
３）マイクロアレイによるマスト細胞におけ
るターゲット遺伝子の網羅的解析 
Ali14 と Ali18 の原因遺伝子のシグナル伝達
経路の活性化によって発現上昇あるいは抑
制される下流の遺伝子群に関しての情報は
不明であり、共通の標的分子が同定されれば、
その経路をターゲットとした分子標的薬開
発が可能となる。そこで機能的かつ均一な材
料である培養マスト細胞由来の mRNA をプ
ローブとして、マイクロアレイ解析を行った。



Ali14/+と Ali18/+のヘテロマウス及びそれら
の 変 異 マ ウ ス の 遺 伝 的 背 景 で あ る
C3HeB/FeJ 系統の野生型マウス、および関
節炎の症状を抑制する効果のある遺伝的背
景であるC57BL/6Jマウスよりマスト細胞を
培養した。それらの培養マスト細胞の RNA
サンプルを、研究分担者（田嶋）の研究室へ
送付してマイクロアレイ実験及びデータ解
析を行った。 
 
４．研究成果 
１）二重変異マウスの表現型解析 
  本研究では、Ali14 および Ali18 変異マ
ウスにおける関節炎の発症に関わるイニシ
エーターとしてマスト細胞を焦点として研
究を行った。これは、予備的な実験よりマス
ト細胞を欠損するＫit 変異マウス（W/Wv）
と Ali18変異マウスとの二重変異マウスでは
関節炎の発症が抑制されるという結果を基
にしている。W/Wv;Ali18/Ali18変異マウスを
得るために、WあるいはWvと Ali18の二重
ヘ テ ロ 変 異 マ ウ ス  (W/+;Ali18/+, 
Wv/+;Ali18/+) を作製して、それらの交雑を
行った。それらＦ２の遺伝子型を PCR と制限
酵素切断により決定し、関節炎の表現型を
clinical score により解析した。その結果、
Kit が 野 生 型 で Ali18 が ホ モ の
+/+;Ali18/Ali18では、6固体中 5個体（83.3%）
で関節炎の発症が認められた。しかし、マス
ト細胞を欠損する W/Wv;Ali18/Ali18 マウス
では、13 個体中関節炎を発症する個体は認め
られなかった。また、マスト細胞の存在する
粘膜や皮下組織の組織切片を作製し、トルイ
ジンブルーにより染色を行ったところ、予想
通りW/Wvマウスでは陽性細胞は認められな
かった。このことより、Ali18 ではマスト細
胞が非存在下では自己炎症が発生しないこ
とが明らかとなった。また、同様に、Ali14
マウスに対しても二重ヘテロマウスを作製
し、交配により W/Wv;Ali14/+を得た。興味
深いことに、この遺伝子型のマウスは関節炎
を発症した。このことにより、Ali14 マウス
ではマスト細胞非存在下においても、他の骨
髄由来血液細胞によって補償されて自己炎
症が発症することが予想された。また、Ali18
と Ali14 の二重変異マウスは、Ali18/+と
Ali14/+の交配により得られた。しかし、Ali14
マウスは生殖能力が低いために、多くの産仔
を得ることが困難であった。十分な数の目的
の遺伝子型のマウスを得ることはできなか
ったが、得られた二重変異マウスは特に重篤
な自己炎症は認められなかった。二重変異マ
ウスは個体によっては成長期以前に致死と
なることも考えられ、このことは飼育環境に
より Ali14/+;Ali18;+マウスの自己炎症の強
さが異なることを示している。 
 
２）変異マウス骨髄由来マスト細胞の解析 
Ali14 および Ali18 変異マウスの骨髄細胞を
培養してマスト細胞へと分化させ、抗原刺激

を行って脱顆粒などのマスト細胞の活性化
能を計測した。さらに、それらの細胞を W/Wv

マウスの末端四肢に直接注射または静脈内
注射により移植を行った。変異マウス骨髄よ
り培養したマスト細胞の活性化能を測定し
た結果、野生型のマスト細胞に対して有意な
変化は認められなかった。また、マスト細胞
では抗原刺激によりカルシウム濃度が上昇
することが知られている。変異マウス由来の
培養マスト細胞でカルシウム濃度を測定し
たところ、野生型では比較して抗原刺激後の
上昇が抑えられていることが明らかとなっ
た。このようなカルシウム濃度上昇の抑制は、
サイトカイン等の異常によって認められる
パターンであり、マスト細胞から分泌される
ケモカイン濃度が異常となり炎症細胞を呼
び寄せる可能性が考えられた。また、このマ
スト細胞を W/Wv マウスに移植したところ、
四肢末端部への注射では炎症は認められな
かった。一方、静脈注射による移植を行った
マウスでは耳介の血管周辺に炎症が認めら
れたものの、四肢での炎症は認められていな
い。これらより、Ali18と Ali1４変異マウス
の末梢四肢の自己炎症症状において、マスト
細胞の貢献は限定的で顆粒球やマクロファ
ージとの相互作用が重要であることが示唆
された。 
３）マイクロアレイによるマスト細胞におけ
るターゲット遺伝子の網羅的解析 
培養マスト細胞より抽出したRNAを用いてマ
イクロアレイ解析を行った。Ali18 および
Ali14 変異は優性かつ機能亢進型であること
がわかっているため、刺激によって発現が変
動する遺伝子群のうち、発現が上昇する遺伝
子群に焦点を絞って解析した。その結果、抗
原刺激によって発現量が２倍以上増加する
遺伝子が合計7876個検出された。そのうち、
Ali18/+で特異的に上昇する遺伝子群は 1124
個で、Ali14/+では 750 個であった。また、興
味深いことに、これらの変異マウスの自己炎
症を抑制する遺伝的背景であるBL6のマスト
細胞では 2923 個の特異的に発現が上昇する
遺伝子群が検出された。現在、変異マウスの
特異的なシグナル経路において、抑制的に働
くような遺伝子群がBL6に存在しないか探索
している。また、Ali18/+と Ali14/+で共通し
て発現が上昇する遺伝子群が127個検出され
た。これらの遺伝子群が関与するシグナル経
路を阻害することが可能であれば、より広い
範囲で炎症を抑制するような薬剤の開発に
応用できることが考えられた。現在、標的と
なるシグナル経路の同定と評価を行ってい
る。 
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