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研究成果の概要（和文）：我々は、マウスアレルギー性肺炎症モデルにおいて、TNF受容体型T細胞共刺激分子で
あるGITR (glucocorticoid-induced TNF receptor family-regulated gene)シグナルが、肺組織ILC2において
IL-33シグナルと協調的に作用し、NF-κB依存的なIL-9産生を介し、増殖およびSTAT5依存的なサイトカイン産生
を亢進することで、アレルギー性肺炎症病態に寄与することを明らかとした。さらにILC2自身がGITRとGITR-Lの
どちらも発現し、ILC2間のオートクライン刺激によりILC2の活性化を促進していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Group2 innate lymphoid cells (ILC2) produce large amounts of type 2 effector
 cytokines such as IL-5 and IL-13 that cause allergy. ILC2 in the lung highly express 
glucocorticoid-induced TNFR-related protein (GITR), and thus we hypothesized that GITR plays an 
important role in ILC2.
We here show that GITR-deficiency or blockade of GITR  signaling in mice displayed attenuated lung 
inflammation and that GITR signaling in ILC2 was important for type 2 cytokine production. Ligation 
of both GITR and IL-33-receptor synergistically activated NF-κB, p38, and Erk signals in ILC2, 
resulting in IL-9 production, leading to STAT5-driven IL-5 and IL-13 production. Moreover, we found 
murine ILC2 express both GITR and GITR-L, and autocrine interaction affect ILC2 activation. 

研究分野：免疫学

キーワード： ILC2　GITR　アレルギー

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、GITRシグナルによるILC2の新規活性化制御機構が明らかとなった。従来T細胞の抗原受容体シグ
ナルを補助することが知られてきた補助刺激分子のT細胞以外での機能の発見という点で学術的な意義は大き
い。ILC2におけるGITRを標的としたアレルギー性炎症疾患の新規診断・治療法開発への応用に繋がる有用な知見
であるという点で社会的な意義が認められる。さらに今後、ヒトPBMC由来のILC2において、GITRの発現とサイト
カイン刺激による発現変化について解析を行い、アレルギー性疾患の診断・治療標的としての有用性を検証して
いく。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 
 自然リンパ球（innate lymphoid cells, 以下 ILC）は、自然免疫系において機能するリンパ球系の細胞で、高
いサイトカイン産生能を有する細胞集団である。獲得免疫系を担う T 細胞とは異なり、T 細胞受容体を持たず、
抗原特異的な獲得免疫応答を示さないことが大きな特徴である。呼吸器、消化管、脂肪組織などの臓器・ 組
織特異的に局在し、各組織の感染・ 炎症時には T 細胞と比較してより早期に、大量のサイトカインを産生す
る。ILC は、1〜3 型に分類され、肺や皮膚、脂肪組織に存在する ILC2 は、Th2 サイトカインである IL-5、IL-13
の産生を介してアレルギー性呼吸器炎症、寄生虫感染防御、アトピー性皮膚炎、食物アレルギー等の病態形
成に関与する。LC2 と生活習慣病との関連性も注目されている。これまで T 細胞などの獲得免疫系によると考
えられてきたこれらの病態の一部は、ILC がその主要な制御を担うことがわかってきており、ILC は新たな治療
標的としても非常に注目されている。 
 ILC2 は、IL-7 受容体、CD25（IL-2 受容体 α 鎖）や ICOS など、活性化 T 細胞に類似した受容体発現表現
型を有することから、ILC2 と活性化 T 細胞で、機能制御機構の一部が共有されていることが想定される。実際
に、T 細胞共刺激分子である ICOS の ILC2 の機能への関与が報告されている（Maazi et al, Immunity 42:538, 
2015）。 
 当研究室では以前より、TNF 受容体型の T 細胞共刺激分子（OX40、GITR、CD27 など）を中心に、さまざま
な炎症疾患における免疫細胞機能制御について研究成果を挙げてきた（Nat Rev Immunol 4:420, 2004,他、
Nat Genet, J Exp Med, Blood, J Clin Invest, J Immunol など）。また、申請者らは、TNF 受容体型シグナル下流
の伝達分子である TRAF5 が、サイトカイン受容体 gp130 に結合することで IL-6 シグナル依存的な STAT3 の
活性化を阻害するという予想外の抗炎症機能を発見した (Nat Immunol 15:449, 2014)。これらの知見から、
TNF 受容体型 T 細胞共刺激分子とサイトカインシグナル経路のクロストークによる、未だ知られていない新た
な免疫系制御機構が存在することが考えられ、さらに研究を進めている。 
 
２．研究の目的 
 
 ILC は、自然免疫系を担う新たなリンパ球系細胞として発見され、炎症反応を制御し生体恒常性維持と生体
防御に重要な細胞として注目されている。ILC の分類や生体内の局在、疾患との関連について研究が進んで
きているが、ILC の分化と活性化制御の分子機構については未だ不明な点が多い。申請者らは最近、TNF 受
容体型分子である GITR (glucocorticoid-induced TNF receptor family-regulated gene)が肺組織における 2
型 ILC（ILC2）の活性化に関与する可能性を見いだした。ILC の機能制御に TNF 受容体型分子のシグナル経
路が関与する報告はいまだ少なく、本知見は ILC の新たな機能制御機構の存在を示唆するものである。本研
究では、GITR シグナルに焦点を当てて、アレルギー性炎症疾患における ILC2 の機能・活性化制御機構の解
明を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
 (1) in vitro における ILC2 の GITR によるシグナル伝達制御機構の解析  
 肺組織より単離した ILC2 を ex vivo にて IL-33 と抗 GITR アゴニスト抗体 (DTA-1)で共刺激すると、IL-5 と
IL-13 の産生が著しく亢進する。すなわち、GITR シグナルは IL-33 シグナルと協調的に作用し ILC2 の増殖、
サイトカイン産生を亢進することが示唆される。これについて以下により検証する。 
①肺組織の ILC2 を IL-33 と抗 GITR アゴニスト抗体で共刺激し、サイトカイン産生、遺伝子発現を解析し、各
サイトカイン発現の関係性を明らかにする。 
②IL-33 との共刺激において GITR が制御するシグナル経路を、各分子特異的阻害剤処理で検証する。 
③GITR 欠損マウスにおいて、パパイン投与後の肺 ILC2 細胞数が減少したことから、GITR シグナルが
ILC2 の細胞増殖を促進することが示唆される。また一方、GITR シグナルは NFκB 経路を介してアポトー
シスを阻害する可能性も考えられる。そこでマウス肺組織由来 ILC2 の細胞増殖、アポトーシス経路の関連
遺伝子、分子の発現を解析する。 
 
(2) ILC2 依存性アレルギー肺炎症モデルにおける GITR の機能解析  
①GITR は主に IL-33 シグナルと協調的に作用することから、IL-33 の気管内投与により誘導される肺炎症にお
いて、GITR の IL-33 シグナルへの直接的な寄与を in vivo にて証明する。 
②マウス肺炎症発症の前後で肺組織 ILC2 における GITR の発現レベルは変化しない。肺炎症時には、ILC2
への GITR シグナルを活性化させる GITR リガンド(GITR-L)発現細胞が炎症を惹起する引き金となると考えら
れる。現時点で炎症時肺組織における GITR リガンド（-L）発現細胞が同定できていないことから、GITR-L 発
現細胞を同定し、GITR-GITRL 相互作用を介した ILC2 活性化制御機構を明らかにする。 
 
４．研究成果 
 
(1) in vitro における ILC2 の GITR によるシグナル伝達制御機構の解析  
① ex vivo 肺組織 ILC2 において IL-33 刺激依存的な IL-5、IL-13 の産生、および IL-2、IL-9 の産生、細胞増
殖が、抗 GITR アゴニスト抗体の共刺激により亢進した。IL-33 刺激依存的な IL-5、IL-13 産生の GITR 共刺激
による亢進は、抗 IL-9 中和抗体処理により顕著に抑制された。さらに、IL-13 欠損マウス肺組織由来の ILC2
を IL-5 中和抗体存在下で IL-33+GITR 共刺激を行った。その結果、IL-5 および IL-13 非存在下においても、



GITR 共刺激による IL-33 刺激依存的な IL-9 の遺伝子発現の亢進が認められた。このことから、GITR シグナ
ルは IL-33 シグナル依存的な IL-9 の発現を亢進し、IL-9 が ILC2 にオートクラインに作用することで IL-5,IL-13
の産生を亢進させる、という機構が明らかとなった。 
 
② In vitro にて ILC2 を IL-33 もしくは GITR アゴニストで刺激すると、NFκB、p38、Erk のリン酸化が誘導され
ることがウェスタンブロット法による解析によりわかった。そこで、IL-33 単独、GITR 単独、IL-33+GITR 共刺激
それぞれにおいて、NFκB、p38、Erk の各シグナル分子特異的阻害剤処理を行った。その結果、いずれの阻
害剤処理においても共刺激による IL-9 の転写が抑制され、さらに IL-5、IL-13 の遺伝子発現および培養上清
中の産生量の増強も阻害剤処理により有意に抑制された。なかでも NFκB 阻害剤については、すべてのサイト
カイン発現が完全に阻害された。 
 さらに IL-33＋GITR アゴニスト抗体で共刺激において、STAT5 阻害剤処理により IL-5、IL-13 産生亢進が抑
制されたことから、STAT5 依存的に IL-5、IL-13 産生が亢進することがわかった。 
 
③ 炎症時 GITR 欠損マウス肺組織 ILC2 においてアポトーシスの指標であるアネキシン V 陽性率が野生型マ
ウスと比較して上昇していた。そこで、野生型マウス由来 ILC2 を in vitro にて IL-33 と GITR アゴニスト抗体で
共刺激した結果、アポトーシスの指標であるアネキシン V、PI (propidium iodide) 共陽性率が GITR 共刺激に
より減少し、抗アポトーシス遺伝子である Bcl2l1 の発現量が GITR 共刺激により亢進した。GITR シグナルによ
り ILC2 の細胞死が抑制されていることが示唆される。さらに、これらの制御は NFκB および IL-9 依存的である
ことがわかった。 
 
(2) ILC2 依存性アレルギー肺炎症モデルにおける GITR の機能解析  
①GITR 欠損マウスにおいて、パパイン誘発性肺炎症が強く抑制された。そこでさらに、IL-33 気管内投与によ
り誘導される肺炎症について検討したところ、GITR 欠損マウスにおいて顕著な肺炎症の減弱が認められた。
GITR は T 細胞等にも発現が認められることから、T 細胞、B 細胞を欠損した RAG2 欠損マウスと RAG2 欠損
/GITR 欠損マウスにて IL-33 気管内投与を行ったところ、RAG2 欠損/GITR 欠損マウスにおいて、肺組織中の
好酸球、ILC2 の細胞数が減少し、肺胞洗浄液中の好酸球数、IL-5、IL-13 サイトカイン量がいずれも RAG2
欠損マウスと比較して顕著に減少し、肺炎症病態の減弱が認められた。このことから、T 細胞ではなく ILC2 に
発現する GITR が肺炎症の増悪に寄与することが示唆された。 
 さらに RAG2 欠損/GITR 欠損マウスにおける IL-33 誘導性肺炎症の減弱は、IL-9 同時投与により回復した。
これらのことから、GITR シグナルは IL33 シグナルと協調的に作用し、IL-9 産生を介して ILC2 の増殖、サイト
カイン産生を亢進することでアレルギー性肺炎症病態に寄与することがわかった。 
 
②GITR-L 発現細胞の特定のため、IL-33 誘導性肺炎症を誘導し、炎症の前後での肺組織中の各免疫細胞
における GITR-L の発現を解析した。その結果、肺炎症時 ILC2 における GITR-L の遺伝子発現が確認され
た。次に、ILC2 を in vitro で培養しサイトカイン刺激による GITR-L 発現変化を解析した結果、IL-33 刺激特異
的な GITR-L 発現誘導が確認された。これらのことから ILC2 自身が GITR と GITR-L のどちらも発現し、ILC2
間のオートクライン刺激により ILC2 の活性化を促進していることが考えられる。 
 
 以上より、GITR シグナルは IL-33 と協調的に作用し ILC2 の活性化を亢進させ、アレルギー性呼吸器炎症を
増悪させることが明らかとなった。本研究成果により、アレルギー疾患の新規治療法への応用が期待される。
また今後さらに、ヒト PBMC 由来の ILC2 において、GITR を中心とした各種補助刺激分子のサイトカイン刺激
による発現変化について解析を行い、アレルギー性疾患の治療標的としての有用性を検証していく。 
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