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研究成果の概要（和文）：喘息のキードラッグであるステロイドに抵抗性の重症喘息患者が存在しており、ステ
ロイド抵抗性のメカニズムを解明することは重要な課題である。重症喘息患者の末梢血、および、気道では2型
自然リンパ球（ILC2）が増加しており、喘息の重症難治化に関与していることが報告されている。本研究では、
TNFスーパーファミリーであるTL1A /DR3に注目しILC2のステロイド抵抗性のメカニズムを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Some asthma patients are resistant to steroids, which are the primary drugs 
used to treat asthma, making steroid resistance an important issue to consider. It has been reported
 that type 2 innate lymphoid cells (ILC2) increase and contribute to more difficult-to-treat asthma 
symptoms. In this study, we focused on TL1A/DR3, a member of the TNF superfamily, and demonstrated 
the underlying mechanism of steroid resistance in ILC2.

研究分野：呼吸器内科
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、好酸球性副鼻腔炎患者の鼻茸組織から単離したILC2は、TL1A/DR3シグナルによりステロイド抵抗
性が誘導されることが明らかとなった。今まで不明であったILC2のステロイド抵抗性の機序を明らかにしたこと
は学術的に意義があると考えられる。また、本研究の研究成果は、TL1AやDR3、あるいはその細胞内シグナル分
子を新規治療標的とした創薬につながることが期待され社会的意義がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
気管支喘息の治療において、抗炎症効果を有するステロイド薬はキードラッグであり、大部分
の患者は吸入ステロイド薬でコントロールが可能である。しかし、喘息患者の約 15%に高用量
の吸入ステロイドや経口ステロイドを用いてもコントロールが困難なステロイド抵抗性の重症
喘息患者が存在する。 
ステロイドは細胞内で多くのタンパク質の存在や機能に影響を与えることが知られているが、
ステロイド抵抗性の詳細なメカニズムは未解明のままである。ステロイド抵抗性の機序の解明
は、新たな治療薬の開発に繋がることが期待される重要な課題である。 
喘息の病態には 2型自然リンパ球（ILC2）の関与が指摘されている。主に気道上皮細胞から
産生される TSLP、IL-25、IL-33により活性化された ILC2は、大量の 2型サイトカイン（IL-
5、IL-13）を産生し好酸球性炎症を惹起する。ILC2は重症喘息患者の末梢血や気道で増加して
おり、喘息の重症難治化やステロイド抵抗性に関与している可能性が指摘されているが詳細な
機序は不明である。 

TL1A（TNFSF15）とその受容体である DR3（TNFRSF25）は、TNF/TFNR スーパーファ
ミリーに属するリガンドと受容体で、TL1Aは内皮細胞や上皮細胞、樹状細胞、マクロファージ
に発現しており刺激により分泌される。DR3 は主にリンパ球系細胞の表面に発現している。活
性化リンパ球表面の DR3に TL1Aが結合すると共刺激分子として作用し、NF-κB、ERK、JNK
および p38MAPK の活性化を介して、細胞生存・活性化、炎症性サイトカインの分泌に関与し
ている。ヒト、およびマウスの ILC2は細胞表面に DR3を発現しており、TL1Aの刺激により
活性化された ILC2は、2型サイトカインを産生すること、さらにマウスでは好酸球性気道炎症
の誘導に関与することが報告されているが、ヒトの喘息の病態における役割については充分に
は検討されていない。 
 申請者は、喘息患者の病態における TL1A/DR3の役割を検討する中で、TL1Aと TSLPの相
互作用が ILC2 のステロイド抵抗性を誘導することを見出し報告している（Am J Respir Crit 
Care Med. 2020）。 
 
２．研究の目的 
本研究は、TL1A/DR3シグナルによるヒト 2型自然リンパ球（ILC2）のステロイド抵抗性誘
導の分子機序を明らかにし、難治性喘息の病態における役割を解明することを目的としている。 
さらにステロイド抵抗性に関わる候補遺伝子・候補メディエーターとそのターゲット分子の
探索を行い、喘息における新しい治療標的分子となりうるかの検証を行うとともに、新規治療法
の開発を目指し、TL1A/DR3シグナルを標的とした新たな治療アプローチの可能性を探索する。 
３．研究の方法 
① ILC2の単離、増殖培養 
ヒト末梢血より末梢血単核球を分離し、ILC2（Lin(-)、CD45(+)、CRTH2(+)、CD127(+)、

CD161(+)）細胞を FACSを用いてソートし単離した。単離した ILC2を in vitroで IL-2、IL-、
IL-33を培地に加えて、7-10日間増殖培養を行った。 
また、好酸球性副鼻腔炎患者手術検体の鼻茸組織より ILC2を単離し、末梢血 ILC2と同様に
増殖培養を行い、実験に使用した。 

 
② ILC2の活性化とステロイド抵抗性の誘導 
増殖培養を行ったヒト末梢血および鼻茸組織由来の ILC2 を IL-33、TSLP、TL1A 単独、お
よびそれぞれを組み合わせて刺激し、培養液上清中の IL-5濃度を測定し ILC2活性化の指標と
した。また、培養液に Dexamethasone(Dex)を添加し、Dex によるサイトカイン産生への影響
を評価した。 
 
③ ステロイド抵抗性に関与する因子の同定 
TL1A/DR3シグナルによるステロイド抵抗性誘導のメカニズムを明らかにするために、TL1A
で刺激してステロイド抵抗性を誘導した ILC2を用いて、転写因子（p38MAPK、JNK1、ERK、
NF-κB ）の活性化や GC/GRα複合体の核内移行の変化、STAT5、CD45RA、CD45ROの発現
について、FACSやウエスタンブロット、PCRを用いて解析を行った。 

 
④ ステロイドによる ILC2のアポトーシス誘導に対する TL1A/DR3シグナルの影響 
ステロイドは ILC2s のアポトーシスを誘導し，IL-33 による気道炎症を抑制することが報告
されている。増殖培養を行った鼻茸組織由来の ILC2を IL-33、TSLP、TL1A単独、およびそれ
ぞれを組み合わせて刺激し、Dexamethasone(Dex)によるアポトーシス誘導に対する影響を検討
した。 
 
⑤ Single cell RNA-seqによる鼻茸組織の解析 
好酸球性副鼻腔炎患者手術検体由来の鼻茸組織を用いて Single cell RNA-seqを行い、鼻茸組



織中での TL1A産生細胞を同定するとともに、DR3 発現している ILC2の遺伝子発現プロファ
イルを検討した。 
        
⑥ 網羅的遺伝子解析によるステロイド抵抗遺伝子の同定 
ヒト鼻茸組織由来の ILC2を TL1Aで活性化し、活性化した細胞から RNAを分離、RNAシ
ークエンスを用いて、TL1A の刺激で高発現する候補遺伝子および低発現する候補遺伝子をあ
げ、database検索によりステロイド抵抗性に関与する候補遺伝子を同する。 
 
４．研究成果 
① ヒト末梢血由来 ILC2の活性化とステロイド抵抗性の誘導 
ヒト末梢血単核球より ILC2を単離し、単離した ILC2を各種サイトカイン（IL-33、TSLP、

TL1A）で刺激し、IL-5 産生を ILC2 活性化の指標とした。ILC2 をこれらのサイトカインで刺
激すると培養液上清中の IL-5濃度の上昇を認めた。この IL-5産生は、培養液に Dexを加える
と抑制された。末梢血中の ILC2では、TSLPや TL1Aによりステロイド抵抗性は誘導されなか
った。（図 1） 

 
      図 1. 末梢血 ILC2のサイトカイン産生に対する Dexの影響 

 
② 好酸球性副鼻腔炎患者の鼻茸組織由来 ILC2の活性化とステロイド抵抗性の誘導 
ILC2はさまざまな臓器に存在し、異なる臓器に存在する ILC2は転写因子や 2型サイトカイ
ンの発現は共通しているものの、臓器特異的な遺伝子発現プロファイルを持つことが知られて
いる。重症喘息に高率で合併する好酸球性副鼻腔炎患者の鼻茸組織には ILC2が存在し病態に関
与している。 
そこで、好酸球性副鼻腔炎患者の鼻茸組織より ILC2を単離し、末梢血の ILC2と同様に各種
サイトカインで刺激し、IL-5 産生に対する Dex の影響を検討した。IL-33、TSLP による IL-5
産生は Dexで抑制されたが、TL1A刺激による IL-5産生は Dexで抑制されなかった。末梢血中
ILC2と異なり、鼻茸組織中の ILC2は TL1A/DR3シグナルによりステロイド抵抗性が誘導され
ることが明らかとなった。（図 2） 

 



        図 2. 鼻茸組織内 ILC2のサイトカイン産生に対する Dexの影響 
 
③ TL1A/DR3シグナルによる転写因子の活性化 
好酸球性副鼻腔炎患者の鼻茸組織から単離増殖した ILC2 を TL1A で刺激して、転写因子の活
性化を比較した。p38MAPK、JNK、ERK、NF-κB p65 の活性化は確認されなかったが、NF-κB p52
の活性化を認めた（図 3）。 
 

 
図 3. TL1A /DR3シグナルによる転写因子の活性化 
 

④ TL1A/DR3シグナルによるステロイド誘導性アポトーシスの抑制 
  TL1A で刺激した鼻茸由来 ILC2 は、IL−33、TSLP刺激による ILC2 と比較して Dex によ
るアポトーシスが抑制されていた。（図 4 A）また、TL1Aで刺激した ILC2では NF-κB経路の
下流に位置するアポトーシス抑制因子である cellular inhibitor of apoptosis proteins (c-IAPs)
の発現が増強していた。（図 4 B）すなわち、TL1A/DR3シグナルは c-IAPsの発現を誘導し ILC2
のアポトーシスを抑制することでステロイド抵抗性を誘導することが明らかとなった。 
 

 
図 4. TL1A/DR3シグナルによるステロイド誘導性アポトーシスの抑制(A)と c-IAPの発現(B) 
  
① 鼻茸組織中の TL1A産生細胞 
 Single cell RNA-seqにより、ヒト好酸球性副鼻腔炎患者の鼻茸組織では、上皮細胞、マクロ
ファージ、樹状細胞が、TL1Aを産生していることが明らかとなった。（図 5） 
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図 5. 鼻茸組織中の TL1A産生細胞 

 
① 総括 
 重症喘息に高率で合併する好酸球性副鼻腔炎患者の鼻茸組織の ILC2 は、TL1A/DR3 シグナ
ルによりステロイド抵抗性が誘導されることが示された。また、TL1A/DR3 シグナルによるス
テロイド抵抗性誘導には、転写因子NF-κBp52の活性化、c-IAPsの発現増強が関与しているこ
とが明らかとなった。 
 さらに好酸球性副鼻腔炎患者の特に鼻茸組織内では、上皮細胞、マクロファージ、および樹
状細胞が TL1Aを産生する主要な細胞であることが明らかになった。これらの細胞による TL1A
が産生のメカニズムや DR3発現 ILC2に特徴的な遺伝子発現プロファイルが明らかになれば、
ステロイド抵抗性喘息の病態の解明につながると考えられる。 
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