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研究成果の概要（和文）：　アレルギー応答に関与する好酸球の分化・増殖を担うIL-5の発現調節機能の解明はアレル
ギー疾患を制御するにあたり重要であり，本研究では，IL-5プロモーター制御下でEGFPを発現するトランスジェニック
 (tg) マウスを樹立し，IL-5産生細胞のGFPによるマーキングを可能にした．このマウスをもちいて，好酸球のin vivo
における活性化を検討した結果，好酸球はin vivoにおいて，IL-33により直接活性化される経路と，IL-33がグループ2
 自然リンパ球 (ILC2) を活性し，その結果産生されるIL-5によって活性化される経路の2つの経路があることが明らか
となった．

研究成果の概要（英文）：Eosinophils are multifunctional leukocytes involved in parasite elimination, 
evocation of allergic reactions, and regulation of adipose tissue. IL-5 is required for eosinophil 
survival; however, the in vivo mechanisms of eosinophil regulation are not fully understood. A transgenic 
(tg) mouse model with Il5 promoter-driven EGFP expression was established for detecting the 
IL-5-producing cells in vivo. The first part of the results demonstrate that innate lymphoid cells (ILCs) 
activate eosinophils in GAT. The blockage of IL-33R, on the other hand, did not impair EGFP+ ILC numbers 
but did impair eosinophil numbers in vivo. IL-33 was found to expand eosinophil numbers in CD90+ 
cell-depleted mice. The latter part of findings demonstrate that IL-33 directly activates eosinophils in 
GAT, and together with our other findings described above, our findings show that IL-33 has dual pathways 
via which it activates eosinophils in vivo: a direct activation pathway and a group 2 ILC-mediated 
pathway.

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 食品アレルギーは，近年増加の一途をたど
り，その予防・治療方法の開発は急務となっ
ている．その発症には，全身性アレルギーと
同様に IL-4 などのサイトカインや肥満細
胞・好塩基球が重要であることは明らかとな
っているが，それらだけではなく，好酸球の
浸潤が認められる．好酸球の分化・増殖は IL-5
が担っており，IL-5 の発現調節機能の解明は
食品アレルギーをはじめとするアレルギー
疾患の制御へつながる．IL-5 産生は in vitro
においては CD4+ T 細胞 (Th2 細胞)，マスト
細胞などより産生されることが明らかとな
っているものの，実際に in vivo でのアレルギ
ー応答において，どういった細胞が主たる
IL-5産生細胞であるかは明らかとなっていな
い． 
 これまで，食品アレルギーにおいて IL-5 の
関与は不明瞭であったが，申請者らは，食品
アレルギーモデルとして，卵白アルブミン 
(OVA) 特異的 T 細胞抗原受容体 (TCR) トラ
ンスジェニック (tg) マウスに OVA を摂取さ
せると，血中に抗原特異的 IgE が増加し，食
品アレルギー様症状を呈するだけではなく，
脾臓リンパ球の IL-5 産生が亢進することを
明らかにした．また，そのマウスでは好酸球
の腸管壁への浸潤が多く認められる． 
 前述のように，IL-5 の産生はこれまで，in 
vitroにおいてTh2細胞やマスト細胞において
発現が確認されている．しかしながら，これ
らの細胞において，個々の細胞あたりの IL-5
産生量は低く，また，in vivo においては産生
細胞の頻度は低いため，IL-5 産生細胞の解析
は重要であることは示唆されながらも， in 
vivo, in situ で検出することは困難であり，達
成されていないのが，現状である．一方で，
申請者らが報告した細胞は IL-5 を高産生し，
アレルギー応答に関与することが示唆され
る．  
 
２．研究の目的 
 Il5-egfp tg マウスを作製し，これを用いる
ことで，IL-5 産生細胞を in vivo において可視
化し，アレルギーににおけるその挙動を観察
し，さらに，その細胞の機能を評価すること
で基礎となる知見を得ることを目的とした． 
 Il5-egfp tg マウスでは，IL-5 を産生してい
る細胞が EGFP 陽性となり，IL-5 産生を GFP
にてリアルタイムに検出できる，このため，
エフェクター細胞の解析ができる他，産生量
を検討することも可能である．本研究では，
このマウスを樹立し，そのシステムを用いて，
IL-5 産生細胞の局在・挙動，機能および IL-5
発現に至る機構を明らかにする． 
 また，アレルギー応答には好酸球が重要で
あり，その制御には IL-5 が重要なことが知ら
れているが，その in vivo での制御については，
不明な点が多い．一方，近年，IL-5 を高産生
する細胞として新たにカテゴライズされた
自然リンパ球 (innate lymphoid cell, ILC) が

報告されている．そこで，本研究では，好酸
球の制御機構を，先述の Il5-egfp tg マウスを
用いて，ILC の関与も鑑みつつ総合的な解析
を行った． 
 
３．研究の方法 
(1) Il5-egfp tg マウスの樹立 
 Il5プロモーター制御下でEGFPを発現する
tg マウスは，Il5 プロモーター領域を有する
BAC において開始コドン以下エクソン 1 を
EGFP に置換し，トランスジェニックマウス
を樹立した．野生型マウスとして C57BL/6 を
日本クレアから購入し用いた． 
 
(2) 抗 IL-33R モノクローナル抗体 (mAb) の
樹立 
 抗マウス IL-33R mAb は，SD ラットを
IL-33R-Fc を免疫し，PEG4000 を用いて，リ
ンパ節細胞をミエローマと細胞融合させる
ことによりハイブリドーマを作製し，IL-33R
遺伝子導入株を認識するものを選択するこ
とにより，樹立した．このうち DIH4 は IL-33
の受容体への結合を阻害した．フローサイト
メトリーにおいては，DIH9 が最も染色能が
高く，これを用いた． 
 
(3) In vivo 処理 
 In vivo でのサイトカインの効果は，マウス
プラズマサイトーマ J558L 遺伝子導入株をレ
トロウイルス感染により樹立し，これを腹腔
内に投与して，検討した．自然リンパ球の除
去は抗 CD90 抗体を腹腔内に 2 日おきに 4 回
投与することで行った． 
  
４．研究成果 
(1) IL-5 は脂肪組織に存在する ILC により多
量に産生される 
 Il5-egfp tg マウスを樹立し，その肺細胞を
用いて，IL-5 発現と EGFP 発現の相関を検討
したところ，IL-5 に比して検出感度は若干低
いものの概ね相関した発現が認められた． 
 そこで，IL-5 発現を脾臓，肺，小腸および
粘膜固有層，生殖器脂肪組織において観察す
べく，Il5-egfp tg マウスの各組織由来細胞で
観察したところ，これまで報告があったよう
に肺で発現が認められたものの，それほど多
くなく，これより生殖器脂肪組織由来細胞で
高い発現が認められた．その産生細胞は，近
年カテゴライズされた ILC であり，そのうち
グループ 2 に属する表現系を有していた． 
 
(2) IL-33は脂肪組織において IL-5産生 ILCお
よび好酸球を増加させる 
 IL-5産生を誘導することが知られているサ
イトカインに IL-25, IL-33, TSLP があり，これ
らが脂肪組織 IL-5産生 ILCおよび好酸球に与
えるかどうかを検討した結果，IL-33 が顕著
にそれらを増大させた (図 1)． 
 
(3) ILC は好酸球を活性化する 



 IL-33 は IL-5 産生 ILC と好酸球の両方を増
大させたので，その機序として，ILC が好酸
球を活性するのかどうかを検討した．EGFP
陽性 ILCと好酸球をセルソーターにより単離
し，共培養したところ，EGFP 陽性 ILC は好
酸球の機能に特徴的な MBP とケモカインの
一種である CXCL2 の mRNA 量を上昇させ，
これは，抗 IL-5 抗体の添加により，その亢進
が解除された．これにより，ILC は IL-5 を介
して好酸球を活性化することが示唆された． 
 
(4) IL-33 は直接好酸球を活性化する 
 次に IL-33 が IL-5 産生 ILC と好酸球に影響
を与えるかどうかを，抗 IL-33R モノクローナ
ル抗体を樹立し，in vivo に投与することで評
価した．その結果，定常状態で抗 IL-33R 抗体
を投与しても ILCにはなんら影響を与えなか
った．しかしながら，その時，好酸球数は減
少し，好酸球の活性化には ILC を介さない経
路の存在が示唆された (図 2)． 

 そこで抗 CD90 抗体を投与することで ILC
を除去したマウスに IL-33 発現遺伝子導入株
を導入したところ，除去しないものと同様に
好酸球の増加が認められた (図 3)．また，好
酸球をセルソーターにより単離し，in vitro に
て rIL-33 と共培養したところ RELM, EPO, 
CXCL10, CXCL17 の mRNA 量が上昇してお
り，IL-33 が直接好酸球を活性化することが
明らかとなった． 
 
 以上のことから IL-33 は ILC を活性化し，
その結果産生される IL-5 により好酸球を活
性化する経路と，IL-33 が直接好酸球を活性
化する経路の 2 つの経路が存在することが明

らかとなった． 
 
 この結果は，下記に示すように学術雑誌に
受理されており，評価できる．また，脂肪細
胞と ILC および IL-33 は関係が深いことが
Nature, Cell に報告され，この点でもこの成果
のもつ意義は大きいと考えられる． 
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