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研究成果の概要（和文）：鳩糞抽出物（PDE）を吸入抗原とした慢性過敏性肺炎モデルを A/J マ

ウスおよび BALB/c マウスを用いて作製した。好塩基球選択的モノクローナル抗体

（anti-CD200R3、Ba103）による好塩基球除去を週 1回、4週間の PDE 曝露前日に投与し、病理

組織像、コラーゲン量、各種サイトカイン RNA 発現について検体を採取した。 
 
研究成果の概要（英文）：Pigeon dropping extract (PDE) induced chronic hypersensitivity 

pneumonitis model using A/J mice and BALB/c mice was prepared.  Basophil specific 

monoclonal antibody (anti-CD200R3、Ba103) was injected to the mice one day before 

challenge of PDE every week during the following four weeks to deplete basophils, 

Specimens for pathological findings, collagen contents, and mRNA expression of several 

cytokines were prepared.   
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１．研究開始当初の背景 
(1)過敏性肺炎は吸入抗原により惹起される
免疫反応により形成されるびまん性肺疾患
である。急性期には細気管支炎・胞隔炎を主
体とするが、年余にわたり抗原曝露が持続し
て慢性化した場合には肺線維化を認める。こ
れまで我々は、慢性過敏性肺炎の中で臨床的
に潜在性に進行し（潜在性発症型、insidious 

type）、病理組織像が UIP パターンを示す慢
性過敏性肺炎の場合は血清 TARC/IP-10 比が
高く、外科的肺生検組織で CCR4/CXCR3 比が
上昇しており、Th1/Th2 バランスが Th2 にシ
フトすることを示した（Thorax 2008;63:810）。
ブレオマイシン動物モデルでもIP-10は肺線
維化を抑制しており、そのレセプターである
CXCR3 も肺線維化に抑制的に働くことが報告
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されている。これに対して、Th2 サイトカイ
ンの TARCやそのレセプターである CCR4は肺
線維化を促進すると考えられている。 
 
(2)好塩基球の新たな機能に関する研究が免
疫、アレルギー分野でなされており、特に慢
性アレルギー炎症において好塩基球が重要
な役割をはたすことが注目されている
（Immunity 2005;23:191）。好塩基球は活性
化されると大量のTh2サイトカインを分泌す
ることが知られており、Th2 優位の慢性アレ
ルギー炎症である慢性過敏性肺炎において
も病態に深く関与する事が想定される。 
 
２．研究の目的 
(1)慢性過敏性肺炎マウスモデルにおいて、
好塩基球除去による炎症および肺線維化の
修飾作用を明らかとする。 
 
(2) 好塩基球除去により修飾された病態が、
好塩基球の補充による再構築されるか確認
する。 
 
３．研究の方法 
(1)Th1 にシフト場合は呼吸細気管支炎や胞
隔炎などの炎症が増強し、Th2 にシフトした
場合は肺線維化が促進するとの仮説に基づ
き、Th1-prone マウスとして C57BL/6 を、
Th2-prone マウスとして BALB/c マウスと A/J
マウスを飼育する。吸入抗原として鳩糞抽出
物（pigeon dropping extract、PDE）を精製
するが、鳩糞は透析などにより部分精製後に
凍結乾燥し、使用前に生理食塩水に最終濃度
200μg/ml で溶解する。また、アジュバント
として alhydrogel（Alum、PIERCE）を使用す
る。慢性過敏性肺炎モデル作製においては、
浅い麻酔下でマウスを挿管後、経気道的に抗
原にマイクロスプレー法により曝露する。1
回に使用する PDE は 5μg/25μlであり、週 1
回のペースで最長 12 週後まで曝露を継続す
る。マウスの右主気管支にカニュラを挿入し、
0.5 ml の生理食塩水を用いて 3回洗浄を行う。
BALF 中の総細胞数、サイトスピンにより作製
した Diff-Quick 染色標本により細胞分画を
カウントし、フローサイトメトリーによりリ
ンパ球表面マーカーの発現を評価する。また、
BALF 上清と細胞成分は凍結保存する。感作成
立の指標として、特異抗体である抗 PDE 抗体
を血清を検体として測定するが、測定は
ELISA 法により、horseradish peroxidase 系
の２次抗体を用いて行う。マウスの左肺（右
肺は BAL を施行）を左主気管支レベルで
10cmH2O 下のホルマリンで固定すし、病理組
織像は、HE染色標本と Elastica van Gieson
染色標本により観察する。肺線維化の評価は、
Ashcroft による肺線維化スコアにより行う
（J Clin Pathol 1988;41:467）。肺線維化は

正常（0）から最も高度（8）までのスケール
に分類され、弱拡大（×10）で連続する 20
視野で評価し積算する。検体として BAL 施行
後の右肺を用い、可溶性コラーゲンを Sircol 
Collagen Assay 法（ Biocolor 、 Northern 
Ireland）により測定する。検体として BAL
施行後の右肺を用い、総 BNA を TRIzol
（Invitrogen）を用いて抽出する。RT は
oligo-dT プライマーを加えた SuperScriptⅢ
システム（Invitrogen）に準拠する。ターゲ
ットとするサイトカインは IL-4、IL-13、TGF-
β1、IFN-γであり、それぞれ特異的なプラ
イマーセットと fluorogenic probe を使用し
て PCRを実施する。PCR は MJ Opticon Monitor 
v3.1 analysis software 下に Mini Opticon
（BIO-RAD）で行う。 
 
(2) 抗好塩基球中和抗体として樹立された
モノクローナル抗体（anti-CD200R3、Ba103）
30 gを尾静脈よりマウスに１回投与により、
翌日より10日間は末梢血好塩基球数が約20%
レベルまで低下するとされているが、A/J マ
ウスを含めて今回使用するマウスにおける
好塩基球数の低下を末梢血、脾臓、骨髄にお
いて確認する。フローサイトメトリーにより
Fc RI と CD49bによりソートされる細胞を好
塩基球として定量する。慢性過敏性肺炎マウ
スモデルにおいては、感作後に中和抗体を投
与しその後の抗原曝露を含む全期間中に好
塩基球が減少した環境を実現する。最重要な
評価項目は肺線維化であり、病理組織標本に
おける肺線維化スコアや肺内コラーゲン量
が好塩基球除去によりどのような修飾を受
けるか評価する。また副次的な評価項目とし
て Th1 サイトカイン（IFN-γ）、Th2 サイトカ
イン（IL-4、IL-13）の肺内での発現を評価
する。 
 
(3)Mcpt8DTR マウスでは好塩基球だけにヒト
DTR を発現しており、diphtheria toxin の投
与により好塩基球をほぼ完全に除去するこ
とが可能である。慢性過敏性肺炎モデルにお
いては、感作前、吸入チャレンジ前、吸入チ
ャレンジ後、肺線維化形成時期などの時期に
diphtheria toxin を投与し、好塩基球除去に
よる病変の修飾を確認する。さらに Mcpt8DTR

マウスでは好塩基球だけにGFPを発現するこ
ろを応用して、病理組織標本においては蛍光
染色により好塩基球を同定する。Mcpt8DTR マ
ウスにおける好塩基球の除去率は高く、慢性
過敏性肺炎における好塩基球の役割を検討
する。 
 
(4) 抗好塩基球中和抗体あるいは Mcpt8DTRマ
ウスにおいて diphtheria toxin により実現
した好塩基球除去により慢性過敏性肺炎の
病変形成とくに肺線維化が修飾された場合、



さらに好塩基球の移入により病変が再構築
されるか確認する。この場合、骨髄または脾
臓から CD49b陽性細胞を選択し好塩基球とし
て用いるが、wild type マウスのみならず
Mcpt8DTR マウス由来の CD49b 陽性細胞を移入
することが必要になると思われる。 
 
４．研究成果 
(1)好塩基球選択的モノクローナル抗体
（anti-CD200R3、Ba103）は IgG2b サブクラ
スに属し、BALB/c マウスと C57BL/6 マウス生
体内では 30 g の１回投与により１日後には
末梢血好塩基球数が約 20%レベルまで低下し、
10 日間は同じレベルで推移することが示さ
れた。これまで当研究室で樹立された鳩糞抽
出物（PDE）を吸入抗原とした慢性過敏性肺
炎モデルはA/Jマウスを使用したものである
ため、このモノクローナル抗体の効果を A/J
マウスで検討する方針とした。末梢血好塩基
球数をリンフォセパールを使用した単核球
における割合として評価した場合、A/J マウ
スでは0.42±0.14％、BALB/cマウスでは0.81
±0.10％という結果であった。 
 
(2)A/J マウスにおける好塩基球が少ない理
由として、A/J マウス好塩基球が CD49ｂを発
現していないことも懸念され、Fc R1 と CD49
ｂの二重陽性細胞を評価対象とすることの
是非が検討された。以上より、A/J マウスで
はなく BALB/c マウスを用いて PDE による慢
性過敏性肺炎モデルを作製する方針となっ
た。PDE は感作後に週 1 回、4 週間連続曝露
を行い、病理組織像、コラーゲン量、各種サ
イトカインRNA発現について検討を進めてい
る。 
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