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研究成果の概要（和文）：炎症で活性化した自然リンパ球（Innate lymphoid cell: ILC）の一部が回復期にも
長期生存し、2次刺激に高い応答性を示す現象をILCの訓練免疫と呼ぶ。今まで、どのような活性化ILCが訓練ILC
への誘導されるのか分かっていなかった。そこで、我々はいくつかの活性化マーカー(KLRG1, PD-1, TIGIT)に着
目し、特に活性化ILC2の細胞系譜解析を行った。結果、TIGITを発現したILC2は肺胞マクロファージにより細胞
死が誘導され、PD-1を発現したILC2の一部は訓練ILC2へと分化した。また、訓練ILC2を除去するマウスシステム
も開発し、現在、評価中である。

研究成果の概要（英文）：Group 2 innate lymphoid cells (ILC2s) play a pivotal role in initiating 
allergic inflammation through the secretion of Th2 helper cytokines. Following activation by 
allergic stimuli, a subset of ILC2s remains within the mucosal tissue. Upon re-exposure to 
allergens, these "trained" ILC2s mount a robust response. In our study, we investigated the fate of 
activated ILC2s, whether they transition to trained ILC2s or undergo cell death. To track the 
activated ILC2s, we utilized fate tracer mice expressing tdTomato in KLRG1-, PD-1-, or 
TIGIT-expressing activated ILC2s. Our findings indicate that TIGIT+ ILC2s, representing highly 
activated cells, are swiftly eliminated from the airways through interaction with CD155+ alveolar 
macrophages. We propose to term this type of cell death "activation-induced cell death of ILC2s" 
(ILC2 AICD). This newly discovered mechanism offers a promising approach to mitigating chronic 
airway allergy.

研究分野： Immunology
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ILC2は活性化を維持したまま非常によく増殖することが知られており、アレルギー炎症の増悪に寄与する細胞と
知られていた。しかし、今まで活性化したILC2がどのように除去されていくのか明らかになっていなかった。私
達の研究結果により活性化ILC2はTIGITを発現した後にマクロファージにより生体内から除去されていくことが
明らかになった。活性化ILC2にAICDを誘導する手段を開発できれば、慢性アレルギー炎症に対する新しい治療戦
略となるかもしれない。

※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（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
2019 年は、COVID-19 の流行が始まった年であった。その中で、BCG ワクチン接種による「訓
練免疫」が、COVID-19 感染症を軽快させる可能性が議論されていた（Netea MG et al, Science 
2020; Evangelos J et al, Cell 2020）。「訓練免疫」は、一度受けた炎症を記憶し、２次的に発
生した炎症に対して、より多くの免疫活性を示す抗原非特異的な現象のことである。よって、訓
練免疫の主体は、自然免疫系の細胞であることが想定されている。自然免疫細胞は、骨髄球系細
胞（樹状細胞、マクロファージ、単球等）とリンパ球系である自然リンパ球（ILC: Innate lymphoid 
cell）に分類される。特に炎症を経験した ILC は、長期に組織に常在することが分かっており、
炎症の記憶を司る免疫細胞として注目を浴びた。ILC は、ヘルパーサイトカインを産生するヘル
パーILC（ILC1, ILC2, ILC3）と細胞障害活性をもつ NK 細胞に分類されるが、どの ILC にも炎症
を記憶する作用がある。既に、ウイルス感染後の ILC1 や NK 細胞、アレルギー炎症を経験した
ILC2、病原性大腸菌感染症後の ILC3 に、訓練免疫現象が確認されていた。 
しかし、NK 細胞・ILC による訓練免疫現象の分子メカニズムは、多くのことが解明されていな
かった。NK 細胞の場合、エピジェネティック変化による刺激応答性の上昇が示唆されており、
他の ILC においても同様の機序を持つことが想定されていた(Colleen et al, Nat Immunol 
2018)。しかし、今まで、ILC の訓練免疫が本当に生体防御に必須であるかどうか大きな議論に
なっていた(Cooper et al, Cold Spring Harb Perspect Biol. 2018)。なぜなら、今まで報告
された ILC 訓練免疫の生理的意義を示すデータは、現象論、病勢との相関、訓練免疫を持った
ILC 以外の ILC も除去する実験系や訓練免疫細胞の過剰な養子免疫等に頼らざるを得なかった
ためである。そこで、炎症を経験した訓練された ILC のみを除去する生体システムの構築が必要
であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、①炎症により活性化した ILC を追跡できるマウスを作製すること、②どの炎症マ
ーカーを発現した ILC が訓練免疫を担う ILC に分化するか検討すること、③活性化した ILC の
みを除去できる動物モデルを作成すること、を目標とした。 
 
３．研究の方法 
 １）活性化 ILC の細胞系譜解析 
 KLRG1 は成熟・初期活性化マーカーとして考えられていた（Hoyler T et al, Immunity 2012）。
我々の解析では、アレルギー炎症の進展に伴い、KLRG1 陽性の成熟 ILC2 には PD-1 の発現、次い
で IL-10 産生が誘導された。さらに、IL-10 産生細胞の一部は TIGIT を発現し疲弊様現象を示し
た（Miyamoto C, Ebihara T* et al, Nat Commun 2019; Ebihara T, Trend Immunol 2019）。そ
こで、活性化マーカーとして KLRG1、PD-1、TIGIT に着目した。これらの遺伝子座に Cre-ERT2 を
遺伝子導入したマウスを作製し、Rosa26-loxp-stop-loxp(lsl)-tdTomato マウスと掛け合わせる
ことで、それぞれの分子を発現した細胞をタモキシフェン投与により赤色でマーク出来る生体
システムを作成した（図１：左)。 
 
 ２）気道アレルギー炎症の誘導と ILC2 の活性化 
 ILC サブセットのうち、アレルギー炎症で誘導される活性化 ILC2 の細胞系譜解析を行うこと
とした。アレルギー炎症はパパインによる点鼻投与の系を用いた。2次アレルギー炎症はアスペ
ルギルスプロテアーゼを点鼻投与した。 
 
 ３）訓練 ILC 除去マウス 
 活性化マーカーを発現した ILC を除去するマウスを作製するために、Gata3-loxp-stop-loxp-
Frt-iDTR-EGFP-Frt マウスと Lck-FlippaseO マウスを作製した。Gata3 は全ての ILC に発現して
いる転写因子で特に ILC2 で発現が高い。Gata3 の遺伝子座に loxp-stop-loxp-Frt-iDTR-EGFP-
Frt を導入することにより、Cre を発現した GATA-3 発現細胞で iDTR が発現し、ジフテリアトキ
シンで細胞を除去することが出来る。しかし、GATA-3 はＴ細胞にも発現することが知られてい
るため、T 細胞で発現しないように Lck-FlippaseO と掛け合わせ、T 細胞では iDTR が除去され
る仕組みを作った（図１：右）。 

 



４．研究成果 
 １）気道アレルギー炎症と疲弊様 ILC2 の細胞系譜解析 
 Tigit-Cre-ERT2 マウスラインが最初に立ち上がったため、Rosa26-lsl-tdTomato マウスと掛
け合わせ、TIGIT を発現した ILC2（疲弊様 ILC2）の細胞系譜解析を行った（Yamada T, Ebihara 
T* et al, J Exp Med 2023）。ILC2 に TIGIT 発現を誘導するためには、パパインによる慢性アレ
ルギー炎症を誘導する必要があった。肺 ILC2 は、50%程度が未刺激でも KLRG1 を発現するが、慢
性アレルギー炎症の誘導により KLRG1 陽性 ILC2 に PD-1 発現が誘導され、炎症の増悪に伴い IL-
10, TIGIT の発現が活性化 ILC2 に誘導された。パパイン投与開始後１９日で評価したところ、
tdTomato 陽性 ILC2 は全活性化 ILC2 の 1-2%程度であった。tdTomato 陽性 ILC2 は TIGIT の発現
と相関し、TIGIT の発現が低下した tdTomato 陽性 ILC2 は確認されなかった。 
次に、tdTomato 陽性 TIGIT 陽性 ILC2 の表現型を検討した。まず、活性化マーカーである IL-
5 産生、IL-10 産生、PD-1 の発現を調べた。結果、tdTomato 陽性 ILC2 は、tdTomato 陰性 ILC2 と
比べて、IL-5 reporter タンパク質や IL-10 reporter タンパク質の発現が高く、PD-1 の発現も
高いことが分かった。よって、tdTomato 陽性 ILC2 は tdTomato 陰性 ILC2 より活性化しているこ
とが示唆された。しかし、Bulk RNA-seq を行ったところ、tdTomato 陽性 ILC2 では ILC2 機能を
司る遺伝子群の転写（Gata3, Il5, Il13, Areg 等）が総じて減少していることが分かった。さ
らに ATAC-seq を行った結果、これらの遺伝子発現の減少は chromatin accessibility の低下と
相関していた。以上より、tdTomato 陽性 TIGIT 陽性 ILC2 は、非常に活性化して IL-5 や IL-10
タンパク質が残存しているが、ゲノムレベルではクロマチン構造の変化が起こり、global 
transcriptional arrest を起こしている状態であることが示唆された。 
次に、tdTomato 陽性 ILC2 の挙動を調べた。Kinetics analysis の結果、パパイン投与後８日
目から tdTomato 陽性 ILC2 が誘導され、１９日まで常に 1-2％の比率であった。よって、慢性ア
レルギー炎症中に誘導される tdTomato 陽性 ILC2 には速やかな細胞死が誘導されている可能性
を考えた。そこで、活性 pan-caspases を FACS で定量した結果、tdTomato 陽性 ILC2 では高い活
性型カスパーゼを認めたため、tdTomato 陽性 ILC2 は前アポトーシス状態に陥っていることが示
唆された。さらに、tdTomato 陽性 ILC2 の気管内での longevity を調べるために、tdTomato 陽性
ILC2 を慢性アレルギー炎症状態の気管内に投与したところ、投与後１時間でほとんど消失した。
以上より、tdTomato 陽性 TIGIT 陽性 ILC2 は慢性アレルギー炎症下で、常に死んでいく細胞であ
ることが示唆された。以上、TIGIT 陽性 ILC2 は非常に活性化した後に致死的な chromatin 変化
が起きている細胞であるため、TIGIT 陽性 ILC2 の細胞死を活性化による細胞死（Activation-
induced cell death: AICD）と名付けることとした（図２）。 

 さらに、ILC2 AICD の作用機序を検討した。TIGIT は、細胞内ドメインに ITIM、ITT モチーフ
を持っており、Akt-mTOR シグナルを抑制する（Sato K et al, PNAS 2020）。mTOR は細胞死を抑
制する分子であり、TIGIT による Akt-mTOR 経路の抑制が AICD を誘導する可能性を検討した。
TIGIT のリガンドとして最も親和性が高い膜分子は CD155 である。そこで、アレルギー炎症を起
こした肺で CD155 の発現を調べた結果、肺胞マクロファージに最も高い CD155 の発現を認めた。
そこで、肺胞マクロファージと tdTomato 陽性 ILC2 を共培養した結果、ILC2 の細胞死が誘導さ
れ、CD155 欠損肺胞マクロファージにより ILC2 細胞死が減少した。また、adventitial cuff と
呼ばれる気管・脈管周辺領域において、肺 ILC2 と肺胞マクロファージの共局在を認め、肺胞マ
クロファージの除去により tdTomato 陽性 ILC2 の数が減少した。以上より、肺胞マクロファージ
に発現している CD155 により TIGIT 陽性 ILC2 の AICD が誘導されていることが示唆された（図
３）。 
 最後に、慢性気道アレルギー炎症における TIGIT の機能を調べた。TIGIT 欠損 CD45.2 骨髄細
胞と CD45.1 骨髄細胞を用いて bone marrow competition を行ったところ、慢性気道アレルギー
炎症において TIGIT 欠損により活性化 ILC2 の数が有意に上昇した。また、TIGIT-Cre-

 



ERT2/Rosa26-lsl-tdTomato マウスに慢性アレルギー炎症を起こし、TIGIT 阻害抗体を投与した
結果、tdTomato 陽性 ILC2 の数だけでなく活性化 ILC2 の総数が上昇し、好酸球性の炎症が増悪
した。ILC2 特異的な TIGIT の機能を検討するために、TIGIT 欠損 ILC2 と野生株 ILC2 を Rag1/gc
欠損マウスに気管内投与し、アレルギー炎症を誘導したところ、TIGIT 欠損 ILC2 の投与により
好酸球性炎症の増悪を認めた。以上より、慢性気道アレルギー炎症で TIGIT が陽性になった ILC2
が素早く除去されることは、ホメオスターシスを維持するための新しい生体防御システムであ
ることが分かった。 

 
 ２）ILC2 訓練免疫と訓練 ILC2 除去マウス 
 パパイン点鼻投与回復後にアスペルギルスプロテアーゼを点鼻投与することで、ILC2 依存性訓
練免疫現象を検討する系を立ち上げることに成功した。PD-1-Cre-ERT2/Rosa26-lsl-tdTomato マ
ウスの系は立ち上がり、PD-1 発現と tdTomato の発現はほぼ 100%一致した。しかし、KLRG1-Cre-
ERT2/Rosa26-lsl-tdTomato マウスは KLRG1 陽性 ILC2 の 50％程度しか tdTomato 陽性とならなか
ったため、本計画上は pending とした。そこで、PD-1-Cre-ERT2/Rosa26-lsl-tdTomato マウスで
訓練免疫現象を検証したところ、PD-1 陽性 ILC2 は訓練 ILC2 へと分化することが分かった。現
在さらなる検討を行っているところである。 
 Gata3-loxp-stop-loxp-Frt-iDTR-EGFP-Frt マウスと Lck-FlippaseO マウスは無事に確立され
た。Gata3-loxp-stop-loxp-Frt-iDTR-EGFP-Frt マウスに Vav1-iCre マウスを掛け合わせ、血球
全体で iCre を誘導したところ、CD4 T 細胞、NK 細、ILC1、ILC2、ILC3 に EGFP の発現を認めた。
特に ILC2 に強い EGFP の発現を認めた。また、Gata3-loxp-stop-loxp-Frt-iDTR-EGFP-Frt マウ
スの血球には leaky EGFP の発現は認めなかった。しかし、Gata3-loxp-stop-loxp-Frt-iDTR-
EGFP-Frt マウスにジフテリアトキシンを投与したところ、マウスが死亡した。中枢神経に GATA-
3 が発現していることが知られているが、中枢神経では iDTR の leaky expression が起きている
ことが予想された。そこで、Gata3-loxp-stop-loxp-Frt-iDTR-EGFP-Frt マウスの骨髄細胞をド
ナーとして放射線照射野生株マウスに骨髄移植をしたところ、ジフテリアトキシン投与による
マウスの死亡は起きなくなった。最終的に、PD-1-Cre-ERT2/Gata3-loxp-stop-loxp-Frt-iDTR-
EGFP-Frt/Lck-FlippaseO マウスの骨髄移植を行うことで、目的のマウスが完成した。現在、詳
細を評価中であるが、予備データでは好ましい結果を得ている。 
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