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研究成果の概要（和文）：　細胞内のIL-33を、siRNAを用いて表皮角化細胞（NHEKs）においてノックダウン
（KD）させると、2核の細胞が増え、細胞増殖が悪くなることが解った。これは細胞質分裂時に必要な細胞収縮
環の機能が低下し、細胞分裂が正常に行われないことが原因であることが、タイムラプス撮影により明らかとな
った。一方IL-33を強制発現させて細胞増殖やUVBに対する耐性を検討してみたが、明らかな違いは認められなか
った。乾癬病態に対するIL-33の役割を検討するためにイミキモド誘導性モデルマウスを用いて検討を行った。
そうするとIL-33ノックアウトマウスでは炎症が有意に減少することが解った。

研究成果の概要（英文）：　IL-33 is expressed in nucleus of epithelial and endothelial cells, and 
knockdown of IL-33 increased binucleated cells and decreased cell proliferation in normal human 
epidermal keratinocytes (NHEKs). This cause was to attenuate function of contractile ring for 
cytokinesis. Time laps observation revealed that cell division failed to cytokinesis. In the other 
hand, IL-33 expression plasmids which expressed various length of IL-33 were transfected to NHEKs, 
and it was irradiated UVB. IL-33 transfected NHEKs did not gain the tolerance for UVB. And addition,
 IL-33 transfected cells did not obtain cell proliferation. In order to examine the function of 
IL-33 against to psoriasis, it was investigated imiquimod induced mouse model. Imiquimod induced 
inflammation was significantly reduced in IL-33KO mice.

研究分野：皮膚科学

キーワード： ケラチノサイト　IL-33　細胞分裂　細部増殖　乾癬　siRNA

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　これまで、喘息の悪性因子としてTh2やILC2を活性化するサイトカインとしての報告が多く、皮膚科学領域に
おいてもアトピー性皮膚炎や乾癬の重症度血中濃度が相関するという報告が見られる。これまでも核内転写因子
として働くとする報告はいくつか見られたが、細胞機能の変化まで見た報告はこれまでには無い。今回新たに
IL-33の機能を見つけたことは、学術的には非常に意義があることであり、疾患治療のターゲットとしてマルチ
な効果を発揮するものと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 IL-33は IL-1ファミリーに属する Th2タイプのサイトカインである。主に上皮系、内
皮系の細胞の核内に発現しており、最初の報告では内皮細胞の核内タンパク質として報告
され、そのアミノ酸配列の相同性より、後に ST2Lを受容体とするサイトカイン IL-33と
同定されたタンパク質である。シグナル配列を有していないため、能動的に細胞外へ分泌
されることは無く、ネクローシス等の細胞破壊が起こることによって細胞外へ放出される
ため、「アラーミン」としても分類されている。サイトカインとしての働きとしては、喘
息の増悪因子として報告が最初であり、その他肺疾患や心臓疾患との関連についても報告
されている。炎症性皮膚疾患においても、アトピー性皮膚炎や乾癬の皮疹部の表皮細胞で
発現が増加しており、同時に重症度と相関して血中濃度も上昇する、という報告がある。
一方細胞内では、核内に存在しクロマチンに結合することが報告されている。転写因子
NFκBと相互作用することにより、転写調節に関わっているという報告もある。しかしこ
の報告も、NFκBを阻害するという報告と、促進するという、相反する報告がなされてい
る。現時点では細胞内での IL-33の機能についての報告は少数であり、IL-33の核内での
詳細な機能は不明である。 
 
２．研究の目的 
 IL-33は IL-1ファミリーに属する Th2タイプのサイトカインである。上皮系、内皮系
の細胞の核内に発現しており、最初の報告では内皮細胞の核内タンパク質として報告され、
後にサイトカイン IL-33と同一のものであると確認された。サイトカインとしては喘息の
増悪因子としての報告が多く、その他肺疾患や心臓疾患との関連についても報告されてい
る。炎症性皮膚疾患においても、アトピー性皮膚炎や乾癬の皮疹部の表皮細胞で発現が増
加しており、同時に重症度と相関して血中濃度も上昇する、という報告がある。一方細胞
内では、核内に存在しクロマチンに結合することが報告されている。転写因子NFκBと相
互作用することにより、転写調節に関わっているという報告もある。しかし、まだ限られ
た報告しかされていないため、IL-33の核内での詳細な機能は不明である。 
 申請者はこれまでに、主に培養表皮角化細胞を用いて IL-33の発現動態や局在、細胞内
機能について明らかにしてきた。１）IFNγ及びOncostatinMによりSTAT1並びにSTAT3
のパスウェイを介して発現が誘導されること、２）IL-33には様々なスプライスバリアン
トが存在し、核だけではなく細胞質にも存在する可能性があること、３）IL-33を siRNA
によってノックダウンすると、細胞質分裂に異常が起こり、2核の細胞が増えること、等
を明らかにし、学会報告を行った。しかし、発現誘導された IL-33の細胞増殖への影響や、
IL-33欠損による細胞質分裂障害のメカニズムの詳細はまだ明らかではない。そこで、本
研究では IL-33の表皮角化細胞における機能評価をすると共に皮膚疾患の病態との関わり
について明らかにすることを目的とする。 
 初めに、表皮角化細胞において、IL-33が発現誘導される意義について、さらに検討を
行う。申請者は以前にサイトカイン以外の刺激であるUVBの刺激によって発現誘導され
ることを明らかにした。また表皮に創傷を受けた時にも誘導されることが報告されている。
アトピー性皮膚炎や乾癬の表皮肥厚部に発現が多く見られることを臨床検体サンプルによ
って確認した。これらのことから申請者は、IL-33が表皮角化細胞の増殖や分化に関与し
ているのではないかと予想している。そこで、IL-33を強制発現させた細胞を用いて細胞
の増殖能や、UVBに対する耐性が上がるか否かについて、MTTアッセイやいくつかの cell 
proliferationアッセイを組み合わせて検討を行う。その際には、全長の IL-33の他に、こ
れまで申請者がその存在を明らかにした、スプライスバリアントを用いて、核内での発現
が重要なのか、細胞質に存在する必要があるのか、細胞内局在と合わせて比較検討してい
く予定である。  
 また、IL-33をノックダウンした表皮角化細胞の 2核化の詳細について検討を行う。こ
れまでに、IL-33ノックダウン細胞では、アクチン重合とミオシンのリン酸化に必須であ
る、Ect2と活性型 RhoAが減少していることを明らかにした。この為細胞収縮環の形成不
備が起こり、細胞質分裂が正常に行われないと予想される。しかし、実際に細胞分裂の様
子を観察していないため、完全な分裂が出来ずに 2核になるのか、それとも別々の細胞が
「融合」して 2核になるのか、いずれの可能性も考えられる。そこで、IL-33をノックダ
ウンした表皮角化細胞を顕微鏡による長時間のタイムラプス観察をすることにより、どの
様な経緯を辿って 2核になるのか検討を行う。細胞収縮環形成にはアクチン重合と、アク
チンを動かすモーターであるリン酸化ミオシンが必須である。リン酸化ミオシンが減少し
ていることは明らかにしたが、アクチンの重合についてはまだ詳細に検討が出来ていない。
そこで免疫染色や、アクチン重合度の測定キット等を用いて、ノックダウンにより重合度
に変化があるか否か検討を行う。また細胞収縮環の形成が IL-33のノックダウンによって
どの様に異常になるのか、構成因子の蛍光免疫染色を行い、蛍光顕微鏡、共焦点レーザー
顕微鏡を用いて詳細に検討を行う。その際、細胞収縮環だけではなく、Ect2、RhoA等の
関連因子の細胞内局在の変化についても、同様に観察する。 
 3 番目に、動物を用いた炎症性皮膚疾患モデルにおける、IL-33 の病態への関連につい
て検討を行う。アトピー性皮膚炎や乾癬の皮疹部では、正常部と比べて IL-33の発現が亢



進していることを確認している。この過剰発現した IL-33が、細胞外へ出てサイトカイン
として働くことが重要なのか、細胞内にて細胞に機能変化をさせることが重要なのか、も
しくは両方が関与しているのか、明らかではない。申請者の所属する研究室では、IL-33
のノックアウトマウスと、IL-33の可溶型デコイレセプターである ST2を過剰発現させた、
ST2トランスジェニックマウスを繁殖、飼育している。そこで、これらの 2系統の遺伝子
改変マウスを用いて、イミキモドクリームを用いた乾癬モデルを作成し、表皮肥厚の度合
いを比較し、乾癬病態への IL-33の細胞内外の役割を解明し、新たな乾癬治療法の開発の
為の知見を得ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
１）IL-33強制発現によるケラチノサイトへの影響の評価 
 IL-33の完全長（IL-33F）、核移行シグナル及びクロマチン結合モチーフを持たない
IL-33Δ3, IL-33Δ34、核移行シグナルは持っているが、IL-1ドメインが欠如している
IL-33Δ78を、それぞれEF1αプロモーターを持つ発現ベクターへクローニングし、NHEKs
へトランスフェクションした。トランスフェクション 24時間後に 300mJの UVBに曝露
し、細胞の形態や IL-33の局在の変化、cell proliferationについて検討を行った。細胞の
形態は顕微鏡にて目視にて観察し、IL-33の局在は固定後に免疫染色して蛍光顕微鏡にて
観察を行った。cell proliferationについてはMTTアッセイにて評価を行った。 
２）IL-33をノックダウンしたときのNHEKsの分裂の様子を観察するために、タイムラ
プス撮影を行った。コントロールもしくは IL-33に対する siRNAをケラチノサイトにト
ランスフェクションし、十分に効果が出ていると思われる 24時間後に顕微鏡にセットし、
8-12時間撮影を行った。撮影したデータをつなげて動画データとして、コントロール細胞
と IL-33ノックダウン細胞の分裂の違いについて比較を行った。 
３）BALBcバックボーンの IL-33ノックアウトマウス（IL-33KOマウス）及び ST2トラ
ンスジェニックマウス（ST2Tgマウス）のそれぞれの背中の毛をバリカンと除毛クリーム
を用いて除毛した後、62.5mg/匹のイミキモド（IMQ）含有クリーム（ベセルナクリーム、
持田製薬）を毎日背中と耳に塗布した。Vehicle としては白色ワセリンを同量用いた。連
日塗布前に耳介厚を測定し、炎症度の目安とした。処置後 7 日目に IMQ 処置した耳及び
背中の皮膚並びに全血を回収した。全血からは血清を回収し、IL-17A 及び IL-22 を測定
した。耳及び背中の皮膚は病理切片用にホルマリン固定したものと、RNA 抽出用に
RNAlaterに入れたものを作成した。後日 RNAlater保存しておいた試料から RNAを抽出
し、リアルタイム PCR法によって各遺伝子の発現量を比較した。 
 
４．研究成果 
１）IL-33強制発現による細胞保護効果の検討 
 完全長の IL-33（IL-33F）をはじめ、核移行シグナルやクロマチン結合モチーフを持た
ないバリアント（IL-33Δ3, IL-33Δ34）、IL-1モチーフを持たないが核内には存在するバリ
アント（IL-33Δ78）をそれぞれ発現するプラスミドを NHEKs にトランスフェクトした。
トランスフェクション効率はだいたい 50-60%程度であった。トランスフェクション 24時
間後に UVBを 300mJ照射し、その後の細胞形態、cell proliferation、IL-33の局在の変
化などを観察した。そうしたところ、いずれの IL-33のトランスフェクションした細胞で
も empty vectorをトランスフェクションした細胞と、形態や cell proliferation共に有意
な差はなかった。また UV照射後の各トランスフェクションした IL-33については局在の
変化は認められなかった。 
２）IL-33をノックダウン後、タイムラプス観察にて NHEKsの細胞分裂の様子を観察し
た。その結果、コントロール siRNAをトランスフェクションしたコントロール細胞では、
約 35分後には細胞収縮環によってくびれが出来、その後 2つの細胞に分裂していったが、
IL-33KD 細胞では細胞収縮環の出現がコントロール細胞よりも遅くまた 2 つの細胞に分
かれるのも不十分であった。その後 2細胞に分裂しようとするものも細胞質が完全に分か
れることはなく、最終的には一つの細胞へと戻っていく様子が観察できた。この事により、
IL-33 が不在になることによってアクチンーミオシンのレギュレーションが不完全となり、
細胞収縮環の機能異常が起こり、細胞分裂が正常に行われないことが実際に確認出来た。 
３）マウスに連日 62.5mg/匹の IMQ を塗布することによって乾癬様皮疹を誘導した。処
置開始日を Day0として最終日を Day6とした。このとき野生型及び IL-33KOマウスの耳
介厚を比較すると、その厚みは塗布開始から Day5まではほぼ同じ厚みで推移した。しか
し最終の Day6では IL-33KOマウスの方が有意に減少した。そこで、Day5と Day6の血
清と皮膚組織を採取した。血清中の乾癬で重要なサイトカインの一つである IL-17A を測
定したところ、Day5では野生型と IL-33KOマウスの間では有意な差はなかったが、Day6
では IL-33KOマウスの方が有意に低く、vehicleとほぼ同じ程度であった。そこで炎症メ
ディエイターの一つであるマスト細胞について、トルイジンブルー染色を行い、野生型と
IL-33KOマウスとの間でその数を比較した。そうすると Day5と Day6で大きな違いは無
かったが、Day6において IL-33KOマウスでは有意に野生型マウスと比べてマスト細胞の
数が減少することが解った。一方、ST2Tg マウスにおいても同様に比較したが、ST2Tg



マウスでは Day6にて野生型と比較すると耳介厚は低くなる傾向は見られたが、有意な差
では無かった。またマスト細胞の数も野生型と比較して優位な差は見られなかった。また
血清中の IL-17A の濃度も野生型と比べて差は見られなかった。これらのことから乾癬病
態においては、サイトカインとしての IL-33の機能より、細胞内の IL-33の機能の方が重
要では無いかと考えられる。今後さらに詳細な検討を行い、どの組織、細胞の IL-33の発
現が重要なのか明らかにしたい。 
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