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研究成果の概要（和文）：本研究では眼部における2型自然リンパ球 (Innate lymphoid cells, ILC2)を同定し
その機能解析を目的に実験を行ってきた。自然免疫系アレルギー性結膜炎マウスモデルにおいてILC2が涙腺と結
膜に存在し、かつ好酸球浸潤、炎症性サイトカインの惹起において重要な役割を果たしていることが判明した。
またILC2を除去することで炎症が抑えられることが判明した。さらにアレルギー性結膜炎におけるヒト結膜組織
においてもILC2が存在していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this project, we have performed experiments to identify type 2 Innate 
lymphoid cells (ILC2) in the eye and to analyze their functions. It was found that ILC2 is present 
in the lacrimal gland and conjunctiva in a mouse model of innate immune system allergic 
conjunctivitis and plays an important role in the induction of eosinophil infiltration and 
inflammatory cytokines. It was also found that inflammation can be suppressed by removing ILC2. 
Furthermore, ILC2 was also found in human conjunctival tissue in allergic conjunctivitis.

研究分野： アレルギー性結膜炎

キーワード： アレルギー性結膜炎　IL-33　ILC2　自然リンパ球　自然免疫　TSLP
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１．研究開始当初の背景 
2010 年 Moro らによって Natural helper 
細胞として報告された ILC2 は既知の細胞
系譜のマーカー陰性（lineage 陰性）、かつ
IL-33 レセプターおよび CD25 抗原陽性の
新しいリンパ球であり、IL-33 に反応し Th2 
サイトカイン(IL-5, IL-13)を多量に放出する。
IL-5 は肥満細胞に作用して好酸球を誘導し、
IL-13 はムチンの産生を増加させ粘膜肥厚
をもたらすため、ILC2 はアレルギー疾患に
おいて重要な役割を果たしていると考えら
れている。またマウス喘息モデルにおいて
ILC2 は IL-33 および TSLP の刺激により、
ステロイド抵抗性を示すことが報告されて
いる。我々は慢性アレルギー性結膜炎疾患で
あるアトピー性角結膜炎(AKC)/春季カタル
(VKC)の病態に好酸球浸潤が関与し、IL-33 
および TSLP が高発現していることを報告
してきた。また臨床的にも、重症 AKC/VKC 
患者の中にはステロイドや免疫抑制剤に抵
抗性である症例が存在し、ILC2 がその病態
に関連していることが予想される。申請者は、
タンパク分解酵素であるパパインを浸漬さ
せたソフトコンタクトレンズを 4 日間マウ
ス眼球に装着することで、自然免疫系結膜炎
モデル（PSCL モデル）を樹立した。野生型
マウスでは PSCL モデルにおいて結膜にお
ける好酸球浸潤や 2 型サイトカインである
IL-4, IL-13,IL-33 の遺伝子発現上昇を認め、
臨床的に結膜アレルギーに近い臨床像を得
ている。また、獲得免疫系の細胞を欠く Rag2 
KO でも野生型マウスと同程度の好酸球浸
潤を認める事を確認している。ILC2 がアレ
ルギー性炎症に果たす役割に関して、皮膚、
肺、肝臓、等での報告なされているが、眼球
およびその付属器についての報告はない。本
研究によって ILC2 が、眼アレルギー性炎症 
の重症化に果たす役割を明らかにすること
ができる。 
 
２．研究の目的 
アレルギー性結膜炎における ILC2 と IL-33、
TSLP の役割を、自然免疫あるいは獲得免疫
にそれぞれ依存する 2 種のアレルギー性結
膜炎モデルを用いて明らかにする。 
1. 抗マウス CD25 抗体投与によって ILC2 
を除去した Rag2KO マウスを用いて自然免
疫依存性パパイン結膜炎モデルを作成し、好
酸球浸潤ならびに 2 型サイトカイン発現を
Rag2KO マウスと比較する事で、自然免疫に
依存するアレルギー性結膜炎における ILC2 
の役割を明らかにする。また逆に ILC2 を欠
く Rag2/common gamma chain (cγ)KO マ
ウスに涙腺由来の ILC2 を移入したマウス
で同様の実験を試行し、ILC2 の役割を検証
する。 
2. IL-33KO お よ び TSLP receptor 
(TSLPR)KO マウスを用い、パパイン結膜炎
モデルならびに獲得免疫に依存するマウス
ブタクサ花粉結膜炎モデルを作成し、それぞ

れのモデルにおける ILC2 の結膜内浸潤お
よび活性化状態をフローサイトメトリー
（FACS）により評価し、IL-33/TSLP が結
膜炎発症時に ILC2 の結膜内での活性化に
果たす役割を明らかにする。 
3. TSLP シグナルにより、ステロイド依存性
の ILC2 の細胞死が抑制されるとの既報が
結膜炎モデルにおいても成立するのかを検
証する。具体的には、野生型マウスならびに
TSLPR-KO マウスを用いて、パパイン結膜
炎ならびにブタクサ結膜炎モデルの作成時
にデキサメサゾンを腹腔内に同時投与する
モデルを作成する。評価は結膜内 ILC2 の浸
潤数と活性化状態を FACS も用いて定量す
る。 
4. ILC2 が IL-13 を強発現していることか
ら、IL-13 レポーターマウスを用いて、結膜
炎モデルにおける ILC2 の動態（とくに涙腺
から眼表面への遊走）を可視化するとともに、
涙腺除去実験および各種のケモカイン阻害
剤を用いた ILC2 の遊走抑制実験を施行す
る。 
5. IL-33 中和抗体投与による ILC2 の活性
化抑制を試み、ILC2 をターゲットにした新
たなアレルギー性結膜炎の治療を目指した
基礎的なデータを得る。 
6. AKC/VKC 患者の結膜組織から ILC2 の
FACS 解析を行い、ヒト結膜組織における
ILC2 が存在を明らかにする。 
 
T リンパ球をはじめとする獲得免疫を抑制
するタクロリムス点眼の臨床応用によって、
近年 VKC/AKC の治療成績は改善したが、 
依然として免疫抑制剤やステロイドの投与
に抵抗する重症例が存在し、視機能に不可逆
的な障害を残すことも多い。自然免疫系に依
存するアレルギー反応における ILC2 や
IL-33, TSLP の役割を獲得免疫に依存する
反応と対比して、明らかにしてゆくことで、
免疫抑制剤やステロイドに抵抗性を示すヒ
ト慢性重症アレルギー性結膜炎症例におけ
る自然免疫依存性のアレルギー反応の役割
を臨床的に探る手がかりを得る可能性が期
待される。またひいては、現治療に抵抗する
重症例に対する新たな治療法への展開も期
待される。一方、これまでの予備実験から、
マウスの涙腺に多量の ILC2 が存在するこ
とを確認しており、結膜炎発症時に涙腺から 
眼表面の ILC2 の遊走を証明することで、炎
症に伴う ILC2 の移動を確認するはじめて
のモデルケースとなり、各種の治療による
ILC2 の遊走抑制を検証することが可能にな
る。さらに、ILC2 の活性化に関連する TSLP 
および IL-33 が、ヒトの AKC/VKC 患者の
結膜組織に存在することを当研究室から報
告しており、すでに保有している豊富な臨床
サンプルを用いてヒト組織での ILC2 の役
割の検証への展開も視野にいれて研究を進
める。 
 



３．研究の方法 
アレルギー性結膜炎における ILC2 の役割を
解析し、遊走および活性化の制御を試みるこ
とで、近将来の臨床応用のための基礎的デー
タを構築することを目標とする。ILC2 欠損
マウスおよび ILC2 除去マウスを用いて、ア
レルギー性結膜炎の病態に ILC2 が果たす役
割を明らかにする。IL-33, TSLP がアレルギ
ー性結膜炎における ILC2 の活性化に果たす
役割を、ノックアウトマウスを用いて精査す
る。ILC2 が強発現する IL-13 のレポーター
マウスを用いて、ILC2 の移動を可視化する。
ILC2 を活性化する IL-33 中和抗体の投与、
また ILC2 の遊走に関連するケモカインの阻
害剤を用いた ILC2 の抑制実験をアレルギー
性結膜炎モデルで施行し、効果を評価する。
ヒト結膜組織における ILC2 の同定を FACS 
用いて検討する。 
 
マウスにパパインを吸入させて作成する自
然免疫依存性喘息モデルを参考に、我々は自
然免疫依存結膜炎モデルとして、パパインを
吸着させたソフトコンタクトレンズ(PSCL)
をマウスに装用させることで自然免疫に依
存する結膜炎（パパイン結膜炎モデル）を樹
立した。パパイン結膜炎モデルにおいて野生
型マウスと Rag2KO マウスで結膜中に誘導さ
れる好酸球浸潤数に違いが無いことから、獲
得免疫細胞を介さずに好酸球性炎症を引き
起こすモデルであることを確認している。ま
た、パパインは実際にヒトのコンタクトレン
ズ洗浄液の成分であり、アレルギー性結膜炎
を引き起こすことが報告されており、実際の
臨床病態に即したモデルである。獲得免疫系
アレルギー性結膜炎モデルは、既に確立して
いるブタクサ花粉を用いた結膜炎モデルを
使用する。 
① ILC2 除去マウスおよび ILC2 欠損マウス
に ILC2 を移入する系を用いてパパイン結膜
炎モデルを作成し、ILC2 がパパイン誘発結
膜炎の病態に果たす役割を検証する：抗 CD25 
抗体ならびにコントロール抗体を投与した
Rag2KO マウスで、PSCL によるアレルギー性
結膜炎を誘導する。好酸球浸潤数および炎症
性サイトカインを定量することでアレルギ
ー性炎症を評価し、ILC2 の役割を明らかにす
る。また、涙腺由来培養 ILC2 を ILC2 が存
在しない Rag2/cγKO マウスに細胞移入し、
ILC2 の役割に関して裏付け実験を行う。 
② IL-33, TSLP がアレルギー性結膜炎にお
ける ILC2 の活性化に果たす役割を、ノック
アウトマウスを用いて評価する：IL-33KO、
TSLPRKO マウスならびに野生型マウスを用
いて、パパインコンタクト結膜炎モデルとブ
タクサ花粉結膜炎モデルを作成し、自然免疫
または獲得免疫が主導するアレルギー性結
膜炎のモデルにおいて、ILC2 の活性化状態、
好酸球の浸潤数、2 型サイトカインの発現を
評価し、自然免疫系および獲得免疫系のアレ
ル ギ ー 反 応 に お け る ILC2 の 働 き と

IL-33/TSLP シグナルの役割を明らかにする。 
③ マウスアレルギー性結膜炎モデルにおけ
るステロイドおよび免疫抑制剤投与と ILC2 
の関係を明らかにする：自然免疫依存性のパ
パイン結膜炎モデル、ならびに獲得免疫依存
性のブタクサ結膜炎モデルを用い、デキサメ
サゾンおよびタクロリムスの腹腔内投与に
よるアレルギー性炎症の変化を好酸球浸潤
並びにサイトカイン発現の定量で評価する。
特にパパイン結膜炎モデルでは、ステロイド
ならびにタクロリムスに対して治療抵抗性
を示すことが予想される。予想どおりの結果
が得られた場合、デキサメサゾン投与の有無
で、ILC2 の結膜内への浸潤数ならびに活性
化状態が変化するか FACS で評価するととも
に、既報で ILC2 のステロイド抵抗性に関連 
するとされている TSLP の受容体欠損マウス
を用いてデキサメサゾン投与の影響を評価
する。 
④ ILC2 が IL-13 を強発現していることか
ら、IL-13 レポーターマウスを用いて ILC2 
の可視化を行い、結膜炎モデルにおける ILC2 
の動態（涙腺から眼表面への遊走）を確認す
るとともに、涙腺除去実験および各種のケモ
カイン阻害剤を用いた ILC2 の遊走抑制実験
を施行する：ILC2 は多量の IL-13 を産生す
ることが報告されており、実際 ILC2 の結膜
内浸潤を伴うパパイン結膜炎モデルにおい
ても IL-13 発現上昇を確認している。我々が
交配で樹立した Rag2KO-IL-13-YFP-Tg マウ
スはリンパ球を欠くため、YFP 陽性細胞の多
くが ILC2 であり、ILC2 の in vivo 観察モデ
ルとして有用である。このマウスを用いて結
膜炎モデルを作成し、ILC2 の涙腺から眼表面
への遊走をあらかじめ涙腺内に蛍光色素の
DiI を投与する事で標識された ILC2 を同定
する事で FACS ならびに ex vivo の免疫染色
法で確認する。また、眼窩外涙腺を外科的に
除去し、涙腺由来 ILC2 が結膜炎モデルにお
いて果たす役割を検証する。ILC2 の遊走に 
関連しているとの報告があるケモカイン
CCL4 の阻害剤を投与した際の結膜炎モデル
における ILC2 の動態を評価する。 
⑤ IL-33 中和抗体投与による ILC2 機能抑
制実験：パパイン結膜炎モデルにおいて、
IL-33 の中和抗体の腹腔内および点眼投与
実験を行う。好酸球の局所浸潤の抑制を指標
にして、投与のタイミング、投与量、投与方
法に関して検討する。 
⑥ ヒト結膜組織における ILC2 の同定を
FACS 用いて検討する：マウスでの成果を元
にヒト AKC/VKC 患者由来の巨大乳頭組織で
の ILC2 を同定する。治療目的で切除した巨
大乳頭組織をコラゲナーゼ処理し、細胞を単
離、FACS でヒト ILC2 マーカーとされる
Lineage-/CD161+/CRTH2+細胞分画を分取し、
形態学的な解析と ST2L(IL-33R)発現および
IL-13 産生能の有無を検証する。 
４．研究成果 
研究開始当初の背景では眼部に ILC2 がいる



ことが証明されていなかったがその後眼部
にILC2がいることを報告することができた。 
またILC2が存在しないRag2/cγKO マウスで
は自然免疫系アレルギー性結膜炎において
炎症が軽くなり、また抗 CD25 抗体を用いた
除去マウスモデルにおいても、炎症が軽くな
ることが判明した。獲得免疫性アレルギー性
結膜炎においては IL-33 と TSLP が ILC2 と関
与していることを想定し ILC2 がが自然免疫
系アレルギー性結膜炎において重要な役割
を果たしていることが考えられたが、獲得免
疫系結膜炎モデルにおいては ILC2 の有無で
大きな変化は見られなかった。 
またヒト結膜組織における ILC2 の同定も行
い FACS を用いてヒト結膜内における ILC2 の
存在を同定した。以上のことは学会報告を行
った。 
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