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研究成果の概要： 
生体防御において重要な好中球産生調節において重要な働きをしていることが知られている転

写因子 C/EBPβがその過程でどのような調節をうけているのかを明らかにすることと、また好

中球が骨髄中で造血幹細胞から分化する各ステップにおいて C/EBPβがどのように働いてい

るかを解析するシステムの樹立を目的とした。(1)レトロウイルスベクターおよびレンチウイル

スベクターを用いたプロモーター解析法を考案し、好中球の分化過程において C/EBPβのプロ

モーター部位で重要な配列を決定した。(2)また分化段階特異的な C/EBPβの機能評価のため

に骨髄中での好中球の分化段階をフローサイトメトリーによって解析する方法を樹立した。 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

2007年度 1,800,000 540,000 2,340,000 

2008年度 1,700,000 510,000 2,210,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・血液内科学 
キーワード：感染、転写因子、好中球、骨髄、造血幹細胞 
 

１．研究開始当初の背景 

骨髄での造血を制御する因子はサイトカ

インなど細胞外から刺激する因子と転写因

子をはじめとする細胞内の因子に分けるこ

とができ、一定レベルの造血を維持するため

に両者は互いに協調している。一方、感染症

や出血など生体にとって”緊急時”には生体を

防御するために必要に応じた血液細胞集団
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の造血が亢進する。従来の造血の転写制御に

関わる研究の多くは定常状態の造血に焦点

をあてて進められてきた。それに対して“緊

急時”の造血の転写制御が定常状態と比べて

どのように変化しているかについては未解

明な部分が多い。 

好中球は寿命が 24～48 時間と短いため、

その造血調節は生体防御にとって非常に重

要である。定常状態の好中球造血には従来か

ら 転 写 因 子 CCAAT/enhancer binding 

protein α (C/EBPα)が重要な働きをしている

ことが知られていた。しかしながら感染など

で生体が好中球を多数必要としている状況

においても C/EBPαが重要な働きをしている

かどうかはこれまで明らかではなかった。申

請者は真菌感染やサイトカイン投与など好

中球造血が刺激されている状況での C/EBP

ファミリー遺伝子の発現および機能につい

て 検 討 し た (Hirai H. et al. Nature 

Immunology 7: 732-739, 2006)。その結果、

緊急時に好中球の産生が亢進するためには

C/EBPβの働きが重要であることを明らかに

した。これらの結果は定常状態と緊急時にお

いて好中球造血を調節する転写制御システ

ムが異なっていることを示している。 

２．研究の目的 

好中球産生は C/EBP.に依存している定常

状態とより C/EBP.への依存度が高まる緊

急時の二つのモードが存在することが示唆

される。その二つのモードの切り替えには

C/EBP.の発現調節が重要であることが推察

される。そこで C/EBP.の転写レベルでの調

節を理解するためにプロモーターの解析を

行うこととを目的とした。また好中球は造血

幹細胞からさまざまな分化段階を経て成熟

するが各分化段階で C/EBP. がどのような

働きをしているかを理解することも重要な

課題と考えられるため、その足がかりとして

フローサイトメトリーで未分化な細胞から

成熟した好中球までの連続した分化段階を

解析する方法を樹立することをもうひとつ

の目的とした。 

 

３．研究の方法 

(1)レトロウイルスあるいはレンチルイスル

ベクターに恒常的に活性のある PGK プロモ

ーターと短半減期型の変異型緑色蛍光蛋白

質(GFP)遺伝子を結合したレポーター発現カ

セットを持つレトロウイルスベクターを作

製した。短半減期型の GFP 遺伝子の上流に

は解析対象となるプロモーター領域の遺伝



 

 

子配列を組み込んだ。5-FU 処理した骨髄細

胞を採取し、上記レトロウイルスを感染させ

た後に試験管内でサイトカイン刺激下に培

養し 48 時間後にフローサイトメトリーで解

析し、GFPの蛍光の変化がプロモーターの有

無により変化することを確認した。 

(2)マウスから骨髄細胞を採取し各種血液細

胞の分化抗原に対する抗体(抗 lineage抗体：

抗 CD3、抗 CD4、抗 CD8、抗 CD19および

抗 B220抗体)と抗 CD117 (c-kit)抗体と好中

球分化の指標となる抗 Gr-1抗体や Ly-6G抗

体と組み合わせて染色しフローサイトメト

リーで解析し細胞をソーティングしてその

形態やリアルタイム PCR によって遺伝子発

現の状況を解析した。 

 

４．研究成果 

(1) レトロウイルスを感染させた後に試験管

内でサイトカイン刺激下に培養し 48時間後

にフローサイトメトリーで解析し、GFPの蛍

光の変化がプロモーターの有無により変化

することを確認した。ついで C/EBPβのプロ

モーターを結合した GFPの発現を観察し、

GFPの蛍光強度の変化としてプロモーター

活性が捉えられることを確認した。さらに

C/EBPβのプロモーター領域の種々の長さの

欠失型変異体を持つレトロウイルスベクタ

ーを作製し、C/EBPβのプロモーター塩基配

列上でサイトカイン刺激により転写が亢進

するために必要な領域(コアエレメント)が翻

訳開始点を 0として-243bpから-43bpの間に

存在すると予測することができた。 

(2) 好中球の分化段階を確認するためにソー

ティングした細胞のギムザ染色による形態

の確認と貪食能、走化性を検討したほか、好

中球の一次顆粒(ペルオキシダ−ゼ，エステラ

ーゼ，β-グルクロニダ−ゼ，酸ホスファター

ゼ、ホスホリパーゼ、コラゲナーゼ、エステ

ラーゼ、カテプシン)、二次顆粒(リゾチーム、

アルカリホスファターゼ)および三次顆粒を

構成する遺伝子の発現レベルを定量的 PCR

で検討した。好中球の分化指標として抗Gr-1

抗体、抗 Ly-6G抗体、抗 7/4抗体などや他の

抗体との組み合わせを検討したが、抗 Ly-6G

抗体を用いた場合に最もよい結果が得られ

ることが判明した。この結果骨髄芽球、前骨

髄球、骨髄球、後骨髄球、桿状核球、分葉核

球にほぼ相当するような集団を同定可能で

あると考えられた。今後分化段階特異的な

C/EBPβの機能解析に応用する予定である。 
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