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研究成果の概要：ジフテリア毒素（DT）受容体を好塩基球あるいは好酸球に特異的に発現する

トランスジェニックマウスを樹立した。DTの投与により末梢血中の好塩基球あるいは好酸球数

が著明に減尐し、抗原 TNP-OVAの皮内投与で誘導される IgE-Fc RI依存性の慢性アレルギー

反応による皮膚腫脹が軽減した。これらのマウスは好塩基球・好酸球の機能を解明する上で極

めて有用であり、好塩基球・好酸球を標的とするアレルギーの治療法の開発に応用できる。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 我々は、アレルギー性疾患の病態を解析し
て新しい治療法を開発するためには、ヒトの
アレルギー疾患を再現できる動物モデルの
樹立が必須であるという立場から、トリニト
ロフェノール（TNP）特異的 IgE トランスジ
ェニック（Tg）マウスを世界に先駆けて樹立
し、マウスの生体内で IgE依存性のアレルギ
ー反応を誘導することに成功した（Int. 
Immunol. 11: 987-994, 1999）。この Tgマウ
スの耳介に TNP で標識した卵白アルブミン

（TNP-OVA）をただ 1 回皮内投与すると、投
与後 30～60 分をピークとする即時相（第 1
相）と数時間後をピークとする遅発相（第 2
相）の皮膚腫脹に続き、投与後 3～4 日をピ
ークとする抗原特異的かつ IgE依存的なより
強い皮膚腫脹（第 3相）が認められることが
判明した（J. Allergy Clin. Immunol. 111: 
143-148, 2003）。第 3相の皮膚腫脹は抗原投
与量の増加により 30 日以上の長期にわたっ
て持続し、過角化を伴う表皮肥厚や炎症局所
への好酸球を中心とする著明な顆粒球の浸
潤等アトピー性皮膚炎と類似する所見を示
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すことから、アトピー性皮膚炎慢性化のメカ
ニズムの解明に繋がることが期待された。そ
れまで、アトピー性皮膚炎等慢性アレルギー
疾患の責任細胞集団としてはマクロファー
ジや T細胞に注目が集まり、その他の血球細
胞はほとんど無視されてきたが、我々はこの
3 相性の皮膚腫脹反応の解析から、「IgE／マ
スト細胞が即時型アレルギー反応を引き起
こし、T 細胞が遅延型アレルギー反応を引き
起こす」という既成概念を覆し、「末梢血白
血球のわずか 0.5%を占めるに過ぎない好塩
基球が、IgEと高親和性 IgEレセプターFc
RI 依存的に慢性アレルギー（IgE-CAI）を誘
導する機構が存在する」ことを発見した
（Immunity 23: 191-202, 2005）。 
好塩基球は、白血球細胞に占める割合が

0.5％程度と最も数が尐なく、細胞表面にお
ける Fc RIの発現、ヒスタミンをはじめと
する炎症メディエーターを蓄積した顆粒の
存在など、マスト細胞と多くの特徴を共有す
ることから「循環型マスト細胞」と考えられ
てきた。また、有用な特異抗体や欠損マウス
も存在しないことから、好塩基球に関する研
究はほとんど進展していなかった。一方、第
3 相目の炎症局所への著明な浸潤の認められ
る好酸球は、アトピー性皮膚炎や気管支喘息
などのアレルギー疾患患者において、末梢血
における好酸球の増多や炎症組織への浸潤
が認められることは古くから知られており、
病変組織に浸潤した好酸球数やその活性化
と炎症の重症度に正の相関が認められるな
ど、好酸球はアレルギー性炎症における中心
的なエフェクター細胞であると考えられて
いるが、その役割については、まだ十分な理
解には及んでいなかった。 
 
２．研究の目的 
 
 T 細胞・B 細胞・マスト細胞の欠損マウス
は古くから知られ、免疫学における分子メカ
ニズムの解明に大きく寄与してきた。しかし
ながら、好塩基球欠損マウスは、好塩基球の
アレルギー性炎症における重要性が指摘さ
れながらもまだ樹立には至っていない。好酸
球を恒常的に欠損するマウスは 2004 年に異
なる方法で 2 種類のマウスが樹立され
（Science 305: 1773-1776および 1776-1779, 
2004）、気道炎症のモデル系を用いて好酸球
が気道過敏性やリモデリングに関与するこ
とが示された。好酸球のアレルギー性炎症へ
の関与は、これまで喘息（気道炎症）モデル
を中心に研究されてきており、アトピー性皮
膚炎の病変組織に著明な好酸球の浸潤が認
められているにもかかわらず、皮膚の炎症局
所における好酸球の役割は気道炎症におけ
る知見と比べてまだ不明な点が多い。そこで
本研究では、誘導型の好塩基球欠損マウスお

よび好酸球欠損マウスを樹立し、前述の
IgE-CAI をモデルとして、アトピー性皮膚炎
の慢性相を模倣する第 3相目の皮膚炎症にお
ける好塩基球および好酸球の作用機序を解
明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1)誘導型好塩基球／好酸球欠損マウスの樹

立 
標的細胞ノックアウト法（TRECK 法）を用

いて、誘導型好塩基球／好酸球欠損マウスを
樹立した。すなわち、マウスがジフテリア毒
素（DT）に耐性であることを利用して、マウ
スのある特定の細胞系列に DT受容体（DTR）
の本体であるヒト HB-EGF を強制発現する Tg
マウスを作製し、DT を投与することにより、
任意の時期に任意の強さで標的とする細胞
を傷害する。まず、好塩基球あるいは好酸球
に特異的に発現する分子のプロモーターを
C57BL/6 マウスゲノム DNA を鋳型とした PCR
によりそれぞれクローニングした。その下流
に、ウサギβ-グロビンの第 2 イントロン、
ヒト HB-EGF翻訳領域の cDNA、ウサギβ-グロ
ビンのポリ A 付加シグナルおよび SV40 初期
遺伝子のポリ A付加シグナルを連結して、Tg
マウス作製のための DNA 組換体を構築した。
これらを C57BL/6マウスの受精卵雄性前核に
マイクロインジェクションし、偽妊娠 ICR雌
マウスに移植して、Tgマウスをそれぞれ樹立
し た （ Basophil- TRECK お よ び
Eosinophil-TRECKマウス）。 

図１ TRECK法の原理 
 
(2)TgマウスにおけるヒトHB-EGFの発現の解

析 
 Basophil-TRECKおよび Eosinophil- TRECK
マウス末梢血から、MACSにより好塩基球ある
いは好酸球を分離し、ヒト HB-EGF の特異プ
ライマーによる RT-PCR を行って、mRNA の発
現を解析した。一方、末梢血白血球のサイト
スピン標本を作製し、抗ヒト HB-EGF 抗体、
抗マウス IgE 抗体あるいは抗 CCR3 抗体を用
いて免疫染色を行い、好塩基球あるいは好酸



 

 

球細胞表面におけるヒト HB-EGF タンパク質
の発現を調べた。 
 
(3)DT の投与による標的細胞の傷害様式の解

析 
 Basophil-TRECKおよび Eosinophil- TRECK
マウスに DTを 25  g/kgあるいは 5  g/kg
腹腔内投与し、1～3日後の末梢血中の好塩基
球 （ IgE+CD49b+ ） あ る い は 好 酸 球
（CCR3+Siglec-F+）の変化を FACS で調べた。 
 
(4)DT の投与により好塩基球あるいは好酸球

を傷害した場合の IgE-CAI 
 IgE-CAIは TNP特異的 IgE 300  gを静脈
内投与し、1 日後に TNP-OVA をマウス耳介に
皮内投与して惹起した。DTを任意の時期に腹
腔内に投与し、好塩基球あるいは好酸球を傷
害した場合の皮膚腫脹反応を耳介厚を指標
として測定した。 
 
４．研究成果 
 
(1)Basophil-TRECKマウス 
 
①好塩基球におけるヒト HB-EGFの発現 
 Basophil-TRECK マウス末梢血白血球の解
析の結果、ヒト HB-EGF mRNAは抗 IgE抗体を
用いた MACS によって調整された好塩基球画
分特異的に発現していた。また、末梢血白血
球サイトスピン標本の免疫染色により、抗
IgE 抗体で染色される細胞すなわち好塩基球
のみにヒト HB-EGFの発現が認められた。 

図 2 好塩基球特異的なヒト HB-EGFの 
発現 

 
②DTの投与による好塩基球の傷害 
 Basophil-TRECKマウスに TNP特異的 IgEで
受動感作した 1 日後に、DT を 25  g/kg 投
与すると、DT投与後 3日目には全白血球にお
ける好塩基球の割合が 1/10 に減尐した。し
かしながら、DT を 50  g/kg 投与しても、
腹腔マスト細胞の減尐は認められなかった。
Basophil-TRECK マウスへの DT の投与では、
マスト細胞は影響を受けず、好塩基球のみが

傷害されることが明らかとなった。 
 
③DT 投与によって好塩基球を傷害した場合

の IgE-CAI 
 Basophil-TRECK マウスに対して抗原
TNP-OVAの投与 2日前に DTを腹腔内投与する
と、DTの投与量依存的に皮膚腫脹が抑制され、
25  g/kgの DTの投与で完全に抑制された。
すなわち、マウス生体内から好塩基球の機能
を除去することが可能であることが判明し
た。また、好塩基球の傷害の程度は投与 DT
量に依存することが明らかとなった。 
 

図 3 DTを投与による IgE-CAIの抑制 

 
(2)Eosinophil-TRECKマウス 
 
①好酸球におけるヒト HB-EGFの発現 
 Eosinophil-TRECK マウスの末梢血白血球
のサイトスピン標本を免疫染色した結果、抗
CCR3 抗体で染色される好酸球のみにヒト
HB-EGFの発現が認められた。 
 
②DTの投与による好酸球の傷害 
 Eosinophil-TRECKマウスに 5  g/kgの DT
を投与すると、2 日目には末梢好酸球は 1/5
に減尐した。 

図 4 DTの投与による好酸球の減尐 
 
③DT 投与によって好酸球を傷害した場合の

IgE-CAI 
 DT 5  g を抗原投与 2 日前、抗原投与と
同時に、あるいは抗原投与後 2日目に腹腔内



 

 

投与した場合の IgE-CAIによる耳介の厚さの
変化を測定した。抗原投与 2 日前に DT を投
与すると、皮膚腫脹は 1/3 程度に減弱した。
抗原投与と同時に DT を投与した場合は、炎
症のピークとなる 3－4 日目の皮膚腫脹が約
1/2 に抑えられた。皮膚腫脹反応が開始され
た抗原投与後 2 日目に DT を投与すると、そ
れ以降の皮膚腫脹が顕著に軽減された。これ
らのことは、好酸球が IgE-CAIにおいて慢性
炎症の初期および増悪化に密接に関わって
いることを示している。 

図 5 IgE-CAI誘導後 DTを投与すると 
皮膚腫脹が軽減される 

 
(3)まとめ 
本研究で樹立した誘導型好塩基球／好酸

球欠損マウス（Basophil-TRECKマウスおよび
Eosinophil-TRECK マウス）において、DT を
投与することによって任意の時期に標的細
胞をマウス生体内から除去することが可能
であった。好塩基球は、近年急速に世界中の
注目を集めるようになった免疫細胞である。
次々と、好塩基球の新たな機能が解明されて
いく中で、Basophil-TRECKマウスは極めて有
用であると考えられる。一方、好酸球はアレ
ルギー性炎症で増加し、炎症を増悪化させる
エフェクターとして重要な細胞であるが、そ
の機能の詳細に関しては不明な点が多い。炎
症局所における活性化好酸球が注目されて
い る が 、 そ の 機 能 を 解 析 す る 上 で
Eosinophil-TRECK マウスが役立つと考えら
れる。これらのマウスは、好塩基球・好酸球
の機能の解明に役立つばかりでなく、好塩基
球・好酸球をターゲットとしたアレルギーの
治療法の開発等への応用が期待できる。 
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