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研究成果の概要（和文）：本研究においてわれわれは、マウス骨髄中の顆粒球造血を c-kit と

Ly-6G の発現レベルによって 5 つの分化段階に区分する新規の方法を考案した。これを用いて

Candida albicans の感染により、すべての分化段階で転写因子 C/EBPβ の発現が亢進すること

と、C/EBPβ は顆粒球前駆細胞の増殖を制御することによって感染時の顆粒球造血亢進に寄与

している可能性を示した。 

 

研究成果の概要（英文）： We developed a novel flow cytometric method that successfully 

dissected mouse bone marrow cells undergoing granulopoiesis and found that C/EBPβ is 

involved in the efficient amplification of early granulocyte precursors by regulating 

proliferation during candidemia-induced 'emergency' granulopoiesis. 
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１．研究開始当初の背景 

造血細胞の分化および増殖は巧妙に調節

されており、定常状態のみならず感染などの

‘緊急時’にも生体の恒常性を維持するため

に必要に応じた血球を絶えず産生している。

特に顆粒球は寿命が 24-48時間と短いため骨

髄での産生調節の意義は大きい。急性感染で

は顆粒球が増えるのみならず分葉核球に比

して桿状核球が増加する「核の左方移動」と

いう現象が知られており、緊急時の細胞の分
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化・増殖の調節様式は定常状態とは異なると

考えられる。 

CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP)

転写因子ファミリーの一員であるC/EBPαは

顆粒球分化を促進するのみならず細胞周期に

対する強力な抑制作用を持つため定常状態に

おける顆粒球造血のマスター遺伝子と考えら

れている(Zhang D.E. et al. PNAS 1996)。申

請者らは感染などで多数の顆粒球を産生しな

ければならないような状況では同じファミリ

ーに属するC/EBPβへの依存度が高くなるこ

とを明らかにした(Hirai H. et al. Nature 

Immunology 2006)。しかし、このような転写

制御の変化が顆粒球の分化および増殖にどの

ような意義があるかについては未解明である。 

 

２．研究の目的 

本研究では定常状態のC/EBPα依存性の顆

粒球造血から感染など緊急時のC/EBPβ依存

性の顆粒球造血への転写制御の変化がどのよ

うな意義を持つかを明らかにする。そのため

にマウス骨髄での顆粒球造血の分化と増殖の

カップリングについて注目し、その調節にお

けるC/EBPβ転写因子の機能を明らかにする。 

定常状態および感染時の骨髄中の造血幹細

胞から成熟顆粒球に至る分化の中間段階の細

胞集団がどのような時間経過で推移するかを

明らかにする。また各分化段階の細胞集団に

おける細胞周期の解析を行い、顆粒球造血の

分化段階と細胞周期のカップリングの変化を

検討する。同様の解析をC/EBPβノックアウト

マウスを用いて行うことにより、そのカップ

リングの変化にC/EBPβがどのように関わっ

ているかを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

(1)マウス骨髄中での顆粒球造血分化段階と

増殖・細胞周期の解析 

マウス骨髄細胞を蛍光抗体で染色し、造血

幹細胞から成熟顆粒球にいたる各分化段階を

同定する。造血幹細胞のマーカーであるc-kit

およびCD34と顆粒球の分化指標の抗体を組み

合わせ、それ以外の系統(赤血球系、B細胞系、

T細胞)のマーカーをlineage marker(Lin)と

して用い、フローサイトメトリを用いて解析

する。Lin陰性の細胞集団中のc-kitと顆粒球

の分化指標Ly-6Gの発現のパターンから顆粒

球文化の中間段階に相当する細胞集団を検出

する。顆粒球産生が亢進しているときに各分

化段階と細胞増殖のステップがどのように対

応しているかを検討するために、マウスに

Candida albicansを尾静脈に投与し、経時的

に骨髄中の顆粒球造血の分化段階のモニタリ

ングを行う。各分化段階の細胞数、頻度、細

胞周期と顆粒球の分化状態を反映する一次顆

粒、二次顆粒、三次顆粒タンパク質の遺伝子

の発現レベルなどを検討する。この一連の実

験により顆粒球の分化段階と細胞増殖のステ

ップとのカップリングがどのように制御され

ているかを明らかにすることができる。また

各分化段階でのC/EBPβのmRNAおよびタンパ

ク質の発現レベルをそれぞれリアルタイム

PCRおよびウェスタンブロッティング 法を

用いて検討し、本分子がどの分化段階で重要

な働きをしているかを明らかにする。 

 

(2)C/EBPβノックアウトマウスによる解析 

顆粒球造血刺激時の分化と増殖のカップリ

ング調節におけるC/EBPβの機能を解析する

ためにC/EBPβノックアウトマウスを用いた

実験を行う。野生型マウスで行う実験と同様

にCandida albicansの尾静脈投与で顆粒球分

化の各ステップが野生型、ノックアウトマウ

スの間でそれぞれどのように制御されている

かを検討する。また刺激により出現した骨髄

中および末梢血中の顆粒球についてそれらの



 

 

形態、顆粒タンパク質を検討し、緊急時の顆

粒球分化・増殖におけるC/EBPβの機能を検討

する。 

 

４．研究成果 

(1)フローサイトメトリによる顆粒球分化段

階の評価法の確立 

 顆粒球造血における細胞周期や遺伝子変

化を詳細に解析するためにマウス骨髄中の

顆粒球の分化過程の細胞集団を分離するこ

とのできるフローサイトメトリの技術を開

発した。顆粒球造血に関らないと考えられる

巨 核 球 ・ 赤 芽 球 系 前 駆 細 胞

(c-kit+CD34-CD16/32-)、赤芽球(Ter119+)、

B 細胞(CD19+B220+)、T 細胞(CD4+, CD8+), 好

酸球(SSChigh)を除外したのちに細胞を未分化

な細胞の指標である c-kitと顆粒球分化の指

標として Ly-6G で染色した。c-Kit 陽性 Ly-6G

陰性の未分化な細胞から c-kit 陰性 Ly-6G 陽

性の成熟顆粒球までを図に示すように 5つの

亜分画(#1~#5)に分けた。ギムザ染色による

細胞の形態およびcathepsinG、proteinase 3、

myeloperoxidase、neutrophil elastase 2、

lactoferrin、MMP9 などの顆粒タンパク質の

発現レベルを検討したところ#1~#5 の亜分画

は未分化な細胞から成熟顆粒球への分化を

段階的に捕らえられているということが明

らかとなった。 

 

 

(2)緊急時顆粒球造血における細胞周期と細

胞分化のカップリング 

(1) の方法を用いてマウスにおける

Candida albicans感染モデルの病態を解析し

た。感染後 2 日目、4 日目の各分化段階の顆

粒タンパク質の発現パターンは定常状態と

変化はなく、感染時(緊急)においても、今回

開発したフローサイトメトリの手法が有用

であることが裏付けられた。感染後すみやか

に亜分画#5の頻度が低下し、迅速な動員が進

行していることが示唆された。In vivo BrdU

取り込みによる細胞周期の解析では#1 およ

び#2 の亜分画で細胞周期の亢進が検出され

た。 

 

(3)緊急時顆粒球造血における C/EBPβの発

現レベルの変化 

 われわれは過去の報告で緊急時の顆粒球

造血において C/EBPβが必須の役割を担って

いることを明らかにしている。今回は、緊急

時に顆粒球分化のどの段階で C/EBPβの発現

が変化しているかについて検討した。リアル

タイム PCRで検討したところ定常状態におい

て C/EBPβは#1 で低く、顆粒球分化が進行す

るにつれて高くなる発現パターンを示した。

興味深いことに#1~#5 のいずれの亜分画でも

感染によるC/EBPβのmRNA発現の有意な変化

は認められなかった。そこで感染前後の各亜

分画をソーティングし、タンパク質を抽出、

抗 C/EBPβ抗体を用いてウェスタンブロッテ

ィングを行った。タンパク質レベルでは

#1~#5 のすべての亜分画で C/EBPβの発現亢

進が認められた。C/EBPβは感染に対して転

写以降のレベルで制御されていることが示

唆された。 

 

(4)緊急時顆粒球造血における C/EBPβの機

能解析 
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 上述の C/EBPβの発現レベルの変化が感染

時の顆粒球造血においてどのような意義を

持つかについて C/EBPβのノックアウトマウ

スを用いて検討した。定常状態においてはノ

ックアウトマウスは野生型と同等の亜分画

の頻度であった。感染により野生型で観察さ

れる#1 および#2 の増加と#5 の減少がノック

アウトマウスでは認められなかった。細胞周

期の解析では感染後のノックアウトマウス

では#1および#2の亜分画で BrdU が野生型マ

ウスに比して低い傾向が認められたが、その

差は有意ではなかった。 

 

以上の結果から C/EBPβは感染に際して転

写以降のレベルで調整されて発現が亢進し、

顆粒球の増殖と分化を制御している可能性

が示唆された。今後、C/EBPβは感染症の病

態の評価や制御の標的として検討していく

必要があると考えられる。 
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