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研究成果の概要（和文）：我が国では、ダニが最も高頻度なアレルゲンとなっている。ダニ外殻の主要な構成成
分である「キチン(Chitin)」を吸入すると、自然免疫を介して（T細胞やB細胞を介さずに）好酸球性の気道炎症
が誘導されることが明らかとなっており、キチンは新規のダニアレルギー誘発物質であると考えられる。しかし
ながら、キチンによる気道炎症誘発機構の詳細は不明である。本申請では、ダニアレルギーの発症機構の解明を
目的として、１）キチンの粒子サイズが大きいほど気道炎症が増悪すること。２）キチンにより気道上皮細胞か
ら産生されたサイトカインが、自然リンパ球を活性化することにより好酸球性気道炎症が誘発されること。を明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：Exposure to various antigens derived from house dust mites (HDM) is 
considered to be a risk factor for development of certain allergic diseases such as atopic asthma. 
Chitin is an insoluble polysaccharide and a major component in the outer shell of HDMs. Mice exposed
 to chitin develop asthma-like airway eosinophilia. In the present study, we show that chitin 
induced production of IL-33 and TSLP by alveolar and bronchial epithelial cells, respectively, in 
mice. IL-25, IL-33 and TSLP were reported to be important for group 2 innate lymphoid cell (ILC2)-, 
but not Th2 cell-, dependent airway eosinophilia in a certain model using chitin beads. Here, we 
show that epithelial cell-derived IL-33 and TSLP, but not IL-25, were crucial for activation of 
resident lung Th2 cells as well as ILC2s to produce IL-5, resulting in development of chitin-induced
 airway eosinophilia. 

研究分野：免疫学、アレルギー

キーワード： キチン　アレルギー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
キチンは、寄生虫のほか、エビ・カニなどの甲殻類、ハチ・ゴキブリなどの昆虫類、カビなどの真菌類に共通す
る外殻構成成分となっている。興味深いことに、これらの生物はヒトにとってアレルギー応答・2型免疫応答
（Th2細胞、好酸球およびIgE産生を中心とする免疫応答）を引き起こす生物群である。したがって、キチンによ
る炎症誘発機構を解明できれば、アレルギー疾患のみならず、寄生虫の感染防御機構の解明に大きな貢献をもた
らす可能性も期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 キチン（Chitin）は、N-アセチルグルコサミンからなる直鎖型の多糖類で、自然界でセルロー
スに次いで二番目に多く存在する多糖類である。キチンは物理的に非常に強固であるため、寄生
虫のほか、エビ・カニなどの甲殻類、ハチ・ゴキブリなどの昆虫類、カビなどの真菌類に共通す
る外套成分となっている。興味深いことに、これらの生物はヒトにとってアレルギー応答・2型
免疫応答（Th2 細胞、好酸球および IgE 産生を中心とする免疫応答）を引き起こす生物群でもあ
る。また、キチンは現代のヒトの生活圏内では、布団や絨毯などに生息しているヒョウヒダニ（チ
リダニ）の外殻構成成分でもある。ヒョウヒダニは、イエダニやマダニのように吸血はせず、生
きている成虫自体は無害であり、ヒトやペットなどの動物の皮屑（フケなど）を主食としている。
このヒョウヒダニの糞をヒトが吸入したり、皮膚に付着したりすると、糞に含まれる消化酵素
（プロテアーゼ抗原）が喘息やアトピー性皮膚炎などのアレルギー疾患を引き起こすと考えら
れている。 
 
２．研究の目的 
 キチンは、無害な多糖類と長らく考えられていたが、ヒョウヒダニの死骸が細かく崩壊して生
じキチン粒子が、炎症誘発物質であることが報告された。これは、キチン粒子が新規のダニアレ
ルギー誘導物質となりうることを意味する。事実、マウスでは、少量の卵白アルブミン（OVA）
の吸入では抗原感作はされないが、キチンの存在下では少量の OVA の吸入でも感作が成立し、そ
の後にアレルギー性喘息様の気道炎症が誘導されることを申請者らは明らかにしている。一方
で、キチン粒子の粒子径によって免疫細胞からのサイトカインの誘導性（種類や量）やそれに相
関して駆動する免疫応答（１〜３型応答）が異なることが知られている。しかしながら、キチン
粒子に暴露された場合、キチン粒子径に依存して、どのような機序で免疫細胞を活性化させ、ア
レルギー疾患を増悪させるのかなど、キチンに対する生体応答機構についてはほとんど明らか
にされていない。そこで本申請では、キチン粒子径の違いに依存する気道炎症誘発機構の解明を
目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)マウス 
 野生型マウス（C57BL/6J および C57BL/6N）、IL-4 欠損マウス、 IL-5 欠損マウス、c-kit 欠損
マウス、Rag2 欠損マウス、Rag2 x IL-2Rg 欠損マウス、IL-5-レポーターマウス、TSLP-レポータ
ーマウス、IL-33-レポーターマウスを使用した。 
 
(2)キチン吸入による気道炎症の誘導 
 イソフルラン麻酔下で、マウスに各粒子径のキチンを各用量で経鼻的に吸入させた。翌日、肺
胞洗浄液（BALF）を回収し、BALF 中の各白血球数を多項目自動血球分析装置で測定した。 
 
(3)フローサイトメトリー 
 イソフルラン麻酔下で、マウスに粒子径 70-100μmのキチン 100μgを経鼻的に吸入させた。
翌日、肺細胞懸濁液を調製し、フローサイトメーターを用いて自然リンパ球を CD45+ Lineage- 
CD25+ ST2+細胞として、Th 細胞を CD45+ CD3e+ CD4+細胞といて検出し、各細胞における IL-5-
venus+細胞率と細胞数を測定した。 
 
(4)免疫染色 
 イソフルラン麻酔下で、マウスに粒子径 70-100μmのキチン 100μgを経鼻的に吸入させた。
翌日、肺組織を回収し 4%パラホルムアルデヒドで固定し、ショ糖液に置換後、凍結切片（8μm）
を作製した。核の対比染色には DAPI を用いた。 
 

  



４．研究成果 
 
 各粒子径のキチンを各用量で野生型マウスに
吸入させ、翌日、肺胞洗浄液(BALF)中の各白血球
数を測定した。好中球や好酸球といった顆粒球の
気道への浸潤は、キチン用量依存的に増加した
（図 1）。また、キチンの粒子径に依存して細胞数
が増加する傾向が見られた。さらに、マクロファ
ージ数やリンパ球数も、キチン吸入により顆粒球
と同様に増加した。したがって、以後の実験では、
粒子径 70-100μm のキチン 100μg をマウスに経
鼻的に投与した。 
 
 
 キチン吸入による気道への顆粒球浸潤に関与する細胞を明らかにする目的で、野生型マウス、
肥満細胞を欠損する c-kit 欠損マウス、T細胞と B細胞を欠損する Rag2 欠損マウス、T細胞と B
細胞と自然リンパ球を欠損する Rag2 x IL-2Rg 欠損マウスにキチンを経鼻的に吸入させ、BALF
中の好中球数と好酸球数を測定した（図 2）。c-kit 欠損マウスにおける浸潤好中球数と浸潤好酸
球は、野生型マウスと同レベルであった。また、
Rag2 欠損マウスでは、野生型マウスと比べて好酸
球数は部分的に減少し、好中球数に変化はなかっ
た。一方、Rag2 x IL-2Rg 欠損マウスでは、浸潤好
中球数と好酸球数のいずれもが、野生型マウスと
比べて大きく減少した。これらの結果は、キチン吸
入による気道への好中球浸潤には自然リンパ球
が、好酸球浸潤には Th細胞と自然リンパ球が関与
することを示している。一方で、肥満細胞はいずれ
の顆粒球浸潤にも関与しないことが明らかとなっ
た。 
 
 キチン吸入による気道への顆粒球浸潤に関与す
るサイトカインを明らかにする目的で、野生型マウ
ス、IL-4 欠損マウス、IL-5 欠損マウス、IL-13 欠損
マウスにキチンを経鼻的に吸入させ、BALF中の好中
球数と好酸球数を測定した（図 3）。IL-4 欠損マウ
スにおける浸潤好中球数と浸潤好酸球は、野生型マ
ウスと同レベルであった。また、IL-13 欠損マウス
では、野生型マウスと比べて好酸球数は部分的に減
少し、好中球数に変化はなかった。一方、IL-5 欠損
マウスでは、野生型マウスと比べて好酸球数は大き
く減少し、好中球数に変化はなかった。これらの結
果は、キチン吸入による気道への好酸球浸潤には
IL-5 と IL-13 が関与することを示している。一方
で、IL-4はいずれの顆粒球浸潤にも関与しないこと
が明らかとなった。 
 
 キチンによる気道への好酸球浸潤に関わる自然リンパ球と Th 細胞の内、いずれの細胞が IL-
5 を産生することにより好酸球浸潤の誘導に関わるのかを明らかにするため、IL-5-レポーター
マウスにキチンを吸入させ、肺細胞懸濁液
中のIL-5+自然リンパ球数とIL-5+Th2細胞
数をフローサイトメトリーにより測定し
た（図 4）。その結果、キチン吸入マウス肺
において、IL-5+自然リンパ球数と IL-
5+Th2 細胞数のいずれもが有意に増加する
ことが明らかとなった。これらの結果は、
キチンによる気道炎症に際し、自然リンパ
球と Th 細胞のいずれもが IL-5 を産生す
ることにより、気道への好酸球浸潤に関わ
ることを示している。 
 
 
 



 
 次に、自然リンパ球を活性化しキチンによる気道への顆粒球浸潤を誘発する、上皮細胞由来の
サイトカインを明らかにするため、野生型マウス、TSLP 欠損マウス、IL-25 欠損マウス、IL-33
欠損マウスにキチンを経鼻的に吸入させ、BALF
中の好中球数と好酸球数を測定した。その結果、
TSLP 欠損マウスと IL-33 欠損マウスで浸潤好酸
球数の部分的な減少が見られたが、IL-25 欠損マ
ウスにおける浸潤好酸球数は野生型マウスと同
レベルであった（図 5）。一方、キチン吸入よる
気道への浸潤好中球数は、いずれの欠損マウス
でも野生型マウスと同レベルであった。したが
って、キチン吸入による好酸球浸潤には TSLP と
IL-33 が関わることが明らかとなった。 
 
 最後に、キチン吸入後の気道において、TSLP と IL-33 を発現する細胞種を明らかにするため、
TSLP-レポーターマウスと IL-33-レポーターマウスにキチンを吸入させ、キチン吸入後の肺組織
切片におけるTSLPおよびIL-33発現を免疫染色により検討した。キチン吸入後の気道において、
TSLP は主に気道上皮細胞により、IL-33 は主に肺胞上皮細胞により産生されることが明らかと
なった（図 6）。さらに、これらサイトカインの
自然リンパ球活性化への貢献の有無を検討す
るため、キチン吸入後の肺細胞懸濁液より分取
した自然リンパ球を TSLP、IL-25 および IL-33
で刺激し、培養上清中の IL-5 レベルを測定し
た。その結果、IL-33 のみが自然リンパ球を活
性化し、IL-5 産生を誘導することが明らかとな
った（図 6）。この結果から、IL-33 は主に Th2
細胞と自然リンパ球を、TSLP は主に Th2 細胞を
活性化することにより、キチンによる気道への
好酸球浸潤に関わることが示唆された。 
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