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研究成果の概要（和文）： 

白血球の一つである好酸球は腫瘍細胞に対して攻撃する能力（抗腫瘍効果）を持っている。そ
の好酸球を使ってどのような腫瘍が攻撃できるのかを調べるための方法を研究した。また臨床
応用に向けてマウスモデルを樹立するための検討を行った。今後の好酸球抗腫瘍効果の臨床応
用につながる有用な結果が得られた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Eosinophils are white blood cells that can attack against tumor cells, which is called 
“anti-tumor effects of eosinophils”. This study was aimed to determine the tumor cells 
that are easily weakened by eosinophils. In addition, the experiments to establish useful 
mouse models to check anti-tumor effects of eosinophils have done. This study may give 
useful information for clinical application of anti-tumor effects of eosinophils. 
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１．研究開始当初の背景 

好酸球には抗腫瘍効果があることが報告さ

れ て き た （ Munitz A, Levi-Schaffer F. 

Allergy 2004）。また Th2 サイトカイン（IL-4, 

IL-5など）や IgE、好酸球遊走性ケモカイン

（eotaxin など）を介してその効果が増強さ

れることが報告されている。しかしながら好

酸球自体、組織傷害作用が強くコントロール

が困難なため臨床応用への取り組みはこれ

までほとんど行われていない。好酸球による

抗腫瘍効果の臨床応用には①好酸球の活性

化、②腫瘍への遊走、③腫瘍への接着、④不

用になった好酸球の除去の 4つのステップが

必要である。そこで高度に活性化していると

思われる慢性好酸球性白血病で見られる

FIP1L1-PDGFRA 融合遺伝子陽性好酸球の利用

を考えた。つまり FIP1L1-PDGFRA 融合遺伝子

陽性好酸球の活性化はチロシンキナーゼ阻

害薬の imatinib にて抑制することが可能で

あり、使用後の除去などコントロールが比較
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的容易に行える可能性があると考えていた。

また代表研究者らは骨髄移植を用いた

FIP1L1-PDGFRA 融合遺伝子導入による好酸球

増多症候群／慢性好酸球性白血病マウスモ

デルをこれまでに樹立しており（Yamada Y, 

et al. Blood 2006）、また本手法はヒトでの

遺伝子導入にも応用可能であると考えてい

た。このことから基礎的検討を行える環境が

と整っていると考え本研究を開始した。 

 

２．研究の目的 

活性化好酸球はその強力な組織傷害作用の

ため生体内での増加は重篤な傷害につなが

る。好酸球抗腫瘍効果の臨床応用のためには、

好酸球活性化をコントロールし、効率的かつ

安全に利用することが必要である。そのため

の基礎的検討として(1)好酸球抗腫瘍効果の

腫瘍ごとの反応性の差異、(2)FIP1L1-PDGFRA
融合遺伝子陽性好酸球の活性、遊走、集積、

生存、 (3)また抗腫瘍効果検討のためのマウ

スモデルの作成、これらの検討のために研究

を行った。 

 

３．研究の方法 

(1) 細胞傷害性の検討 

好酸球と腫瘍細胞（細胞株、患者検体）を共

培養し、好酸球による腫瘍細胞傷害性を in 

vitro にて検討した（Legrand F, et al.  

Methods Mol Biol. 2008の方法を改変）。腫

瘍細胞株（EoL-1、A549など）を PKH26にて

染色した後、ヒト末梢血から CD16ネガティ

ブセレクション法によって分離したヒト好

酸球と共培養する。培養後、細胞を回収し、

Annexin-V(FITC)を用いて染色し、フローサ

イトメトリーにて好酸球・腫瘍混合細胞と腫

瘍細胞単独との PKH26陽性/Annexin-V陽性細

胞の比率を比較することにより細胞傷害性

を測定した。 

 

(2) FIP1L1-PDGFRA 融合遺伝子発現の検討 

上述の様に本研究では FIP1L1-PDGFRA融合遺

伝子陽性検体を用いることから、実際の患者

検体を用いることが出来れば検討が容易で

ある。そのため好酸球増多症候群が疑われる

患者の骨髄検体を他施設からも受け入れ検

討を行った。具体的には総 RNAを患者検体か

ら抽出し、RT-PCR法を用いて検討した。PCR

法は感度を上げるために nested PCR 法を用

いた。 

 

(3) FIP1L1-PDGFRA 陽性モデルマウスの作成

と好酸球機能解析 

FIP1L1-PDGFRA融合遺伝子あるいはコントロ

ールのレトロウイルスベクターを野生株あ

るいは IL-5 トランスジェニックマウス骨髄

幹細胞に導入し、致死量照射したレシピエン

トマウスに移植した。その後、マウスが

FIP1L1-PDGFRA陽性好酸球増多を認めた（4-5

週を要する）後、実際に好酸球が高度に活性

化されているかどうかを判定するためモデ

ルマウスから FIP1L1-PDGFRA陽性好酸球を分

離し、好酸球生存をフローサイトメトリーに

て、また遊走能はトランスウエルを用いて検

討した。 

 

(4) ヒト化好酸球増多症候群/慢性好酸球性

白血病モデルの作成 

マウス好酸球とヒト好酸球では脱顆粒の差

異などその組織傷害性に違いがある。そのた

め、ヒト化モデルが本検討にもより有効と考

えヒト化モデル樹立を検討した。ヒト CD34

陽性細胞に FIP1L1-PDGFRA融合遺伝子あるい

はコントロールのレトロウイルスベクター

を用いて導入し、致死量よりやや低いレベル

での照射を行った NOD/SCID マウスに移植し

ドナー細胞の生着率を検討した。 

 
４．研究成果 
本研究は的崎 尚（現 神戸大学大学院医学
研究科）、林 泰秀（群馬県立小児医療セン
ター）、黒岩 実（現 東邦大学医学部）を
研究協力者として、また Jose A. Cancelas
（ 米 国 シ ン シ ナ テ ィ 大 学 ）、 Marc E. 
Rothenberg（米国シンシナティ小児病院医療
センター）を海外研究協力者として行った。 
 

(1) 細胞傷害性の検討 

PHK26 を用いた染色にて無染色細胞に対して
100倍程度の FL-2蛍光を示し、フローサイト
メーターにて極めて容易に分画することが
できた。また好酸球は FL-1 あるいは FL-2 で
とらえられる自家蛍光を持っていることが
知られており、本検討への影響を考えたが、
PHK26 陽性細胞の蛍光強度は強く、好酸球と
腫瘍細胞を混合した場合にも完全に分画す
ることが可能であった。さらに培養後のアポ
トーシス好酸球との分画に関しても検討し
た。好酸球と腫瘍細胞の混合培養細胞をフロ
ーサイトメーターにて Y 軸を PKH26、X 軸を
Annexin-V-FITC として四分画することで分
画が可能であった。好酸球と腫瘍細胞との混
合 培 養 後 の PKH26+ 細 胞 中 の
PKH26+/Annexin-V-FITC+細胞比率から腫瘍細
胞 単 独 培 養 後 の PKH26+ 細 胞 中 の
PKH26+/Annexin-V-FITC+細胞比率を引くこと
で抗腫瘍効果を測定した。数パーセント程度
の違いからアポトーシス陽性細胞率を比較
することが可能であった。好酸球抗腫瘍効果



 

 

に有用な方法であると考えられた。 
 

(2) FIP1L1-PDGFRA 融合遺伝子発現の検討 

好酸球数 1,500/μl以上の好酸球増多を認め、
かつ明らかな原因が同定できなかった症例
について RT-PCR法を用いて検討した。6例（論
文 3,9,11）の検討を行った。しかしながら、
いずれの患者も FIP1L1-PDGFRA融合遺伝子は
陰性であった。 
 

(3) FIP1L1-PDGFRA 陽性モデルマウスの作成

と好酸球機能解析 

既報のごとく FIP1L1-PDGFRA融合遺伝子ある
いはコントロール導入骨髄幹細胞を致死量
照射したレシピエントマウスに移植しモデ
ルマウスを作成した。好酸球増多を確認後、
末梢血あるいは脾臓から白血球を分離し、
FIP1L1-PDGFRA+/Siglec-F+あるいは CCR3+細
胞を FIP1L1-PDGFRA+好酸球とし好酸球生存は
Annexin-Vと 7AADを用いてフローサイトメー
ターにて検討し、トランスウエルを用いて
eotaxin 類への遊走能を確認した。コントロ
ールに比べ有意に好酸球生存は延長し、遊走
能も増強されていた。 
 

(4) ヒト化好酸球増多症候群/慢性好酸球性

白血病モデルの作成 

ヒト CD34 陽性細胞に FIP1L1-PDGFRA 融合遺
伝子あるいはコントロールのレトロウイル
スベクターを用いて導入し、致死量よりやや
低レベルでの照射を行った NOD/SCID マウス
に移植し、生着を評価した。ドナー由来のヒ
ト骨髄細胞あるいは末梢血白血球はわずか
であり、好酸球増多を利用した検討を行うモ
デルとしてはいまだ十分でないと考えられ
た。 
 
ヒト化マウスモデルの樹立にはもう少し基
礎的検討が必要であると考えている。また今
後さらに様々な腫瘍に対する効果を検討す
ることにより、好酸球が抗腫瘍効果を発揮し
易い腫瘍群を同定できる可能性があり、実際
の応用につながると考えている。 
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