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研究成果の概要（和文）：免疫応答における重要性が注目されている好塩基球の機能を解明する

ためのツールとして、2 種類の好塩基球マーカー（FcεRIα および CD49b）のプロモーターを

用いた Cre-loxP システムにより、マウス生体内から好塩基球を除去する事が可能なマウスを

作製した。FcεRIα 陽性かつ CD49b 陽性細胞特異的にジフテリア毒素（DT）レセプターを強

制発現するモデルでは、DT の投与により末梢血の好塩基球が特異的に減少し、好塩基球の生

体内における機能を解析するために有用であることが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：We have newly generated basophil-depletion mouse models to study 

critical roles in immunological responses by Cre-loxP based system using both FcεRIα 

promoter and CD49b promoter. After DT administration to the double transgenic mice 

expressing DTR on basophils, drastic decrease of basophil population were observed in 

peripheral blood. The mouse models established in this study should be useful and 

powerful tools to study in vivo roles of basophils. 
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１．研究開始当初の背景 

 好塩基球は末梢の全白血球の 0.5％程度を
しめるに過ぎない最少細胞集団である。細胞
表面に高親和性 IgE レセプター（FcεRI）を
発現し、細胞内にはヒスタミンをはじめとす
る炎症メディエーターを含む顆粒を持つと
いうマスト細胞と類似した特徴を示すこと
から、「血液中のマスト細胞」と軽視され、

アレルギー研究においてマスト細胞の研究
が発展したにも関わらず、好塩基球は注目さ
れず、その機能については不明な点が多かっ
た。我々は、アレルギーモデルとして世界に
先駆けて開発した抗原特異的 IgEトランスジ
ェニック（Tg）マウス（Int. Immunol. 11: 

987-994, 1999）を解析する過程で、「IgE・
マスト細胞が即時型アレルギー反応を引き
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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、「IgE と
FcεRI 依存的に慢性アレルギーを誘導する機
構が存在する」ことを発見し、その責任細胞
が好塩基球であることを明らかにした
（Immunity 23: 191-202, 2005）。その後、
好塩基球が注目されるようになり、これまで
知られていたマスト細胞が IgE-FcεRI を介
したシグナルによりヒスタミンを放出して
引き起こされるアナフィラキシー反応とは
全く異なり、好塩基球が、IgG1-FcγRIII を介
した抗原刺激によって血小板活性化因子
（PAF）を放出しアナフィラキシーを引き起
こすという全く新しいアナフィラキシーの
発症機構が存在することが明らかにされた
（Immunity 28: 581-189, 2008）。また、好
塩基球はその細胞表面に抗原を保持してお
り、抗原の再曝露に対して IL-6 および IL-4

の主要な産生源となり、B 細胞の増殖と抗体
産生を促進する、すなわち、好塩基球が免疫
記憶において重要な役割を担っていること
が判明した（Nat. Immunol. 9: 733-742, 

2008）。前述のアナフィラキシーや免疫記憶
に関する研究においては、抗 CD200R3 抗体
Ba-103 あるいは抗 FcεRI 抗体 MAR-1 を投
与して好塩基球をマウス生体内から除去す
るという方法がとられている。しかしながら、
このBa-103は availableではないし、MAR-1

は好塩基球だけでなく FcεRI を発現するマ
スト細胞にも影響を与えてしまい、純粋に好
塩基球のみを枯渇するわけではない。 

 我々は以前より、好塩基球の機能を解明す
るためには好塩基球欠損マウスの樹立が必
須と考え、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、標的とする細胞
特異的にヒトジフテリア毒素レセプター
（DTR）を発現するマウスを作製し、DT を
投与することで標的細胞を死に至らしめる
TRECK 法（Nat. Biotechnol. 19: 746-750, 

2001）を応用して、誘導型の好塩基球欠損マ
ウスの樹立を試みてきた。すなわち、ヒトの
好塩基球活性化マーカーとして知られる
CD203c プロモーターの制御下で DTR を発
現する Tg マウスを作製した。この Tg マウス
に DT を投与することにより、末梢血中の好
塩基球が著しく減少し、IgE-FcεRI 依存性慢
性アレルギー反応による耳介腫脹反応が強
く抑制されることを見出し、この方法が有効
なことが明らかとなった。 

  

２．研究の目的 

 従来の TRECK 法は標的細胞における
DTR の発現をただ 1 種類のプロモーターで
しか制御できなかった。そこで、TRECK 法
を改良し、2 種類のプロモーターを用いて、
より確実に、より効率的に好塩基球を傷害で
きる誘導型好塩基球欠損マウスを樹立する。

また、DTR の代わりにジフテリア毒素 A フ
ラグメント（DTA）を発現する恒常的好塩基
球欠損マウスも併せて樹立する。我々が開発
を目指すのは、生体内の好塩基球のみを特異
的に DT 投与によりある時期から除去するモ
デルおよび恒常的に好塩基球を欠損するモ
デルであり、好塩基球の免疫応答における機
能解析に役立つ画期的なツールとなること
が期待される。 

 

３．研究の方法 

 

(1) 好塩基球誘導的／恒常的欠損マウスの作
製 

 

 Cre-loxP システムにより FcεRI+CD49b+

細胞である好塩基球特異的に DTR あるいは
DTA を強制発現する Tg マウスを作製する。 

 

図 1．好塩基球誘導的／恒常的欠損マウス作
製の原理 

 

図 1に好塩基球誘導的欠損マウスおよび恒常
的欠損マウス作製の原理を示した。まず、
CD49b プロモーターで Cre 遺伝子に核移行
シグナルを付加した NCre の発現を制御する
Tg マウス  [CD49b プロモーター -NCre]

（CD49b-NCre マウス）と loxP 配列の下流
に配した DTR あるいは DTA の発現を
FcεRIα プロモーターで制御する Tg マウス
[FcεRIα プロモーター-loxP-neor-loxP-DTR]

（FcεRIα-loxP-DTR マウス）および[FcεRIα

プロモーター-loxP-neor-loxP-DTA]（FcεRIα-  

loxP-DTA マウス）を作製した。それらを交
配して得られる F1 マウスでは、FcεRI と
CD49b を同時に発現する好塩基球のみで
DTR もしくは DTA を発現するため、DTR

発現マウスは DT を投与することで好塩基球
が傷害され、DTA 発現マウスは恒常的に好塩
基球を欠失するという原理である。これら 3

種類の DNA 組換体を構築し、C57BL/6N 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 マウスを作出した。 



 

 

 

(2) Tg マウスにおける導入遺伝子 mRNA 発
現の解析 

 

 CD49b-NCre マウス末梢血白血球を抗
DX5（CD49b）マイクロビーズを用いて
MACS により CD49b 陽性画分と CD49b 陰
性画分に分画した。それぞれの細胞画分より
RNA を調整し、NCre 対する特異プライマー
を用いて RT-PCR を行い、mRNA の発現を
解析した。 

 FcεRIα-loxP-DTR マウスと受精卵早期に
のみ Cre を発現する EIIa-Cre マウスのヘミ
個体を交配し、野生型・片方のみのシングル
Tg およびダブル Tg マウスを得た。それぞれ
のマウス脾臓細胞を抗マウス IgE抗体および
抗ラット Igκ 鎖－マイクロビーズを用いて
MACS により好塩基球画分と非好塩基球画
分に分離して RNA を調整し、ヒト DTR

（HB-EGF）に対する特異プライマーを用い
て RT-PCR を行った。 

 

(3) DT 投与後の好塩基球の解析 

 

 FcεRIα-loxP-DTR マウスと EIIa-Cre マウ
スあるいは CD49b-NCre マウスを交配し、
ダブル Tg マウスを得た。DT を投与して 4

日後に末梢血中の好塩基球をFACSで解析し
た。 

 

４．研究成果 

 

(1) CD49b-NCre マウス 

 

 CD49b-NCre マウスは 6 系統のファウンダ
ーが得られた。各系統および野生型（WT）
マウス脾臓よりMACSを用いて CD49b陽性
細胞を精製し、RT-PCR を行って NCre 

mRNA の発現を調べた。樹立した Tg マウス
の全ての系統の好塩基球で NCre mRNA が
発現していた（図 2）。その中で特に強い発現
が認められた#18 系統をダブル Tg マウス作
出のために使用することとした。 

図 2．CD49b-NCre マウスにおける NCre 

mRNA の発現 

 

(2) FcεRIα-loxP-DTA マウス 

 

 3 系統のファウンダーマウス（全てオス）
が得られた。しかしながら、そのうち 2 系統

は全く産仔が得られなかった。もう 1 系統は
野生型のメスとの交配により、産仔は得られ
るものの、外来遺伝子が導入された個体は全
く得られなかった。これは、DTA が発生段階
初期にリーキーに発現してしまい、マウス個
体として成熟できなかった、あるいは、ファ
ウンダーマウスがモザイクになっており、生
殖細胞系に Tg が導入されなかった等の原因
が考えられる。 

 

(3) FcεRIα-loxP-DTR マウス 

 

 FcεRIα-loxP-DTR マウスは 6 系統のファ
ウンダーが得られた。FcεRIα-loxP-DTR マウ
スでは、Cre リコンビナーゼの存在下でのみ
loxP 配列の組換えが起こり、DTR が発現す
るようになる。まず、Cre の陽性コントロー
ルとして EIIa-Cre マウスを用いて FcεRIα- 

loxP-DTR マウスとのダブル Tg マウスを作
出 し て DTR の 発 現 を 確 認 し た 。
FcεRIα-loxP-DTR マウス#132 系統のヘミ個
体と EIIa-Cre ヘミ個体を交配して得た F1の
各遺伝子型のマウス脾臓より MACS を用い
て好塩基球とその他の細胞に分画し RT-PCR

を行った結果、ダブル Tg マウスの好塩基球
にのみ DTR mRNA の発現が認められた（図
3）。 

図 3．FcεRIα-loxP-DTR#132 と EIIa-Cre の
F1における DTR の発現 

 

(4) NCre/DTRダブルTgマウスへのDT投与
による好塩基球の傷害 

 

 WT 、 EIIa-Cre 、 CD49b-NCre#18 、
FcεRIα-loxP-DTR#132、EIIa-Cre と FcεRIα- 

loxP-DTR#103または#115のダブル Tg マウ
ス 、 CD49b-NCre#18 と FcεRIα-loxP- 

DTR#132 のダブル Tg マウスに DT を 100 

μg/kg 腹腔投与して 4 日後に末梢血の FACS

解析を行った。EIIa-Cre マウスと交配したマ
ウスおいて、FcεRIα-loxP-DTR#103 のダブ
ル Tg マウスでは好塩基球の減少は認められ
なかったが、FcεRIα- loxP-DTR#115 とのダ
ブル Tg マウスで好塩基球の軽微な減少が認
められた。これは、系統による DTR の発現
量の差に起因するものと考えられる。本研究
の真の目的である好塩基球特異的に傷害す
る CD49b-NCre#18 と FcεRIα-loxP-DTR 

#132 のダブル Tg マウスでは、DT の投与に



 

 

より好塩基球が50％程度に減少した（図4）。 

図 4．DT 投与後の末梢血好塩基球 

 
 本研究で樹立した DTR 発現型ダブル Tg

マウスは、DT の投与により誘導的に好塩基
球を傷害することができ、好塩基球の生体内
における機能の解析に有用である。また、
TRECK 法と Cre-loxP システムを組み合わ
せることで、マウス生体内の様々な細胞を標
的とすることが可能であることが示された。 
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