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研究成果の概要（和文）：B6マウスおよびIL-33 KOマウスにパパインを吸収させたコンタクトレンズをマウス眼球に装
着して、自然免疫型マウスアレルギー結膜炎モデルを作成し、好酸球浸潤の程度を比較検討した。IL-33KOマウスではw
ild-typeと比較して、有意に好酸球の浸潤数が減少することを発見した。IL-33は自然免疫系の賦活化によって眼表面
のアレルギー性炎症の成立に関与していることが示唆された。また、ヒト慢性重症アレルギー性結膜炎の治療目的で切
除した巨大乳頭組織から、NH 細胞の同定に成功した。この成果はヒトの慢性重症アレルギー性結膜炎においてもNH細
胞が機能していることを示唆する発見である。

研究成果の概要（英文）：We made innate immune system-dependent mouse conjunctivitis model using papain-abs
orbed contact lens. The lens was inserted into the conjunctival sac of B6 wild and B6 Rag2-kockout (KO) an
d IL-33 KO mice. In this mouse models, prominent eosinophilic infiltration was observed in the conjunctiva
l tissue. The number of infiltrated eosinophils was significantly smaller in IL-33 KO mice compared to wil
d-type and Rag2-KO mice. These results suggested that IL-33 expression is essential for ocular surface all
ergic inflammatory process through the activation of innate immune systems. In addition, we detected natur
al helper (NH) cells in the lacrimal gland and conjunctival tissue of the innate immune system-dependent m
ouse conjunctivitis model. Moreover, we identified NH cell in the giant papillae tissue obtained from seve
re chronic allergic conjunctivitis patients. These results suggested that NH cell may participate the path
ophysiological process of severe chronic allergic conjunctivitis.
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１．研究開始当初の背景 
アトピー性炎症は、IgE 抗原抗体反応、マス

ト細胞の脱顆粒、好酸球浸潤、Th2 リンパ球

増生、B リンパ球による IgE 産生といった

一連の免疫系の反応と考えられるが、最近 

の研究から慢性外傷、抗原刺激、感染に伴う

結膜上皮における特徴的なサイトカイン産

生 (Type2 initiating cytokines; 

IL-33,IL-25,TSLP)が病態に大きな役割を果

たしていることがわかってきた。アトピー性

角結膜炎(AKC)/春季カタル(VKC)において

も、掻痒感のための眼表面慢性外傷、ダニ抗

原ならびにウイルス・細菌に対する自然免疫

応答が、IL-33 発現を誘導しているものと考

えられ, 実際に AKC/VKC の増殖性病変中

の結膜上皮細胞に IL-33 が発現し、病変の形

成に関与していることを我々が報告した。連

携研究者の中江が作成した IL-33 ノックア

ウト(KO)マウスを用いた喘息モデルの研究

から IL-33 は獲得免疫非依存性にダニ抗原

やパパインといったシステインプロテアー

ゼ刺激によって好酸球主体の炎症細胞浸潤

を引き起こすことが報告された。さらに最近

IL-33 は、獲得免疫系に依存しない Th2 

型炎症を引き起こす Natural Helper（NH）

細胞の維持に必須の因子であることが報告 

された。 
２．研究の目的 
 AKC/VKCは角膜瘢痕化に伴う視力障害を

引き起こすアレルギー性結膜炎であり、病態

メカニズムの解明と発症防止が求められて

いる。Th2 サイトカインである IL-33 は、

AKC/VKC の発症に関与するとともに、獲得

免疫系に依存しない Th2 型炎症を誘発する

Natural Helper（NH）細胞の維持に必須の

分子である。本研究では AKC/VKC の病態

における自然免疫炎症の役割を IL-33 とNH 

細胞を軸にヒトおよびマウスのモデルで解

析を進める。また比較検討のために同時に獲

得免疫系のアレルギー性結膜炎モデルの検

討も施行する。さらには IL-33以外の Type 2 

initiating cytokineの役割も同時に検討する。 

 それらの実験から、非特異的な免疫抑制に

依存しない新規治療法の開発や免疫抑制薬

の無効例に対する治療法の創出、ひいては

AKC/VKC の発症予防を最終的な目標に研

究を進める。 
３．研究の方法 
(1)自然免疫型マウスアレルギー性結膜炎モ

デルおよび獲得免疫型マウスアレルギー性

結膜炎モデルの作成。B6 マウスおよびリン

パ球を欠く Rag-2 knockout (KO)マウスにパ

パインを吸収させたコンタクトレンズをマ

ウス眼球に装着して瞼瞼縫合することによ

り、自然免疫型マウスアレルギー結膜炎モデ

ルを作成し、IL-33 分子の動態および好酸球

浸潤の程度を比較検討した。獲得免疫型マウ

スアレルギー性結膜炎モデルとして、ブタク

サ花粉で感作したマウスの結膜にブタクサ

花粉をチャレンジするモデルを作成した。

IL-33分子の機能解析には IL-33 KO マウスを

使用し、同時に IL-25 KO マウスを使った解

析も施行した。 

(2)マウス結膜炎モデルにおける NH 細胞の

同定。実際の AKC/VKC 病変では、自然免疫型

反応および獲得免疫型反応の両者が病態の

形成に関係しているものと予想される。多量

の IL-5 および IL-13 を産生する NH 細胞が

両者の橋渡しをして病態の鍵を握っている

可能性も考えられるため、上述のマウス結膜

炎モデルで、NH 細胞の同定を FACS 並びに免

疫組織染色を用いて施行する。具体的には、

結膜炎を誘導したマウス結膜組織１０匹分

から dispase/collagenase 処理によって、競

るストレインナーを用いて細胞を単離、

Lineage-, IL-33R+, IL-7R+, Thy-1+細胞群

を NH 細胞としてフローサイトメーター

(FACS)を用いて同定することを試みた。 

(3) ヒト眼瞼巨大乳頭組織における NH 細胞

同定。マウスでの成果をもとにヒト AKC/VKC 

患者由来の巨大乳頭組織での NH 細胞の同定



を試みる。具体的には治療目的で切除した巨

大乳頭組織を dispase/collagenase 処理し、

細胞を単離、FACS でヒト NH 細胞のマーカー

とされる Lineage-/CD161+/CRTH2+ 細胞分画

を分取、形態学的な解析と ST2L(=IL-33R)発

現および IL-13 産生能の確認を行う。また免

疫組織染色で NH 細胞が同定できるマーカー

の検索も同時に施行する。 

 
４．研究成果 

（１）自然免疫型マウスアレルギー性結膜炎

モデルおよび獲得免疫型マウスアレルギー

性結膜炎モデルの作成。B6マウスおよびリン

パ球を欠く B6 Rag-2KO マウスにパパインを

吸収させたコンタクトレンズをマウス眼球

に装着して瞼瞼縫合することにより、自然免

疫型マウスアレルギー結膜炎モデル（パパイ

ン結膜炎モデル）を作成した。コンタクトレ

ンズの装用気管は４日間とした。また、熱処

理して失活させたパパイン吸着させたコン

タクトレンズを利用して、陰性コントロール

とした。 このモデルを用いて IL-33 分子の

動態および好酸球浸潤の程度を比較検討し

たところ、パパイン結膜炎モデルではパパイ

ン吸着によって、有意に結膜への好酸球浸潤

が増加し、また IL-33 knockout (KO)マウス

では wild-type と比較して、有意に好酸球の

浸潤数が減少することを発見した。一方同時

に検討した IL-25 KO マウスにおいては

Wild-type と比較して有意な好酸球浸潤数の

差を認めなかった。さらに、ブタクサ花粉免

疫＋ブタクサ花粉点眼チャレンジによる獲

得免疫型のマウスアレルギー性結膜炎モデ

ルも作成し、自然免疫結膜炎モデルと同様に

IL-33 KOマウスで好酸球浸潤数の減少を認め

たのに対して IL-25KO マウスでは wild-type

と比較して有意差を認めなかった。すなわち

IL-33 は自然免疫、獲得免疫の両面から眼表

面のアレルギー性炎症の成立に必須の分子

であることが示唆された。これらの成果は学

会で発表し、現在学術誌に投稿中である。ま

た、現在もう一つの Type2 initiating 

cytokines である TSLP のノックアウトマウ

スを用いた解析も施行している最中である。 

（２）マウス結膜炎モデルにおける NH 細胞

の同定。パパインマウス結膜炎モデルで、NH

細胞(Lineage-, IL-33R+, IL-7R+, Thy-1+)

の同定を FACS 用いて施行した。NH 細胞は涙

腺内に多量に存在し、結膜炎を発症したマウ

スの結膜組織にも存在することが明らかに

なった。また既報のとおり、リンパ節には NH

細胞が存在しないことも確認した。現在、こ

の実験系をさらに発展させて、IL-33 の有無

によるNH細胞活性化の差異を検討している。

また涙腺から結膜炎の発症によって NH 細胞

が結膜組織内に移動している可能性がある

ため、現在涙腺除去マウスを用いた解析を施

行している。さらに、NH 細胞を欠く Rag-2 

Common gamma KO マウスに NH細胞を adoptive 

transfer することで、自然免疫結膜炎モデル

および獲得免疫結膜炎モデルの発症におけ

る NH 細胞の役割を検証中である。 

(3) ヒト眼瞼巨大乳頭組織における NH 細胞

同定。ヒト AKC/VKC 患者由来の巨大乳頭組織

（２症例分）を用いて NH 細胞の同定を試み

た。治療目的で切除した VKC 患者由来の巨大

乳頭組織を dispase/collagenase 処理し、細

胞を単離、パコールで遠心分離した後、FACS 

を用いてヒト NH 細胞のマーカーである

Lineage-/CD161+/CRTH2+ お よ び

ST2L(=IL-33R)陽性細胞分画をFACSで同定し

た。この成果はヒトの慢性重症アレルギー性

結膜炎組織においても NH 細胞が存在し、慢

性アトピー性角結膜炎の病態に NH 細胞が関

連していることを示唆する発見である。また、

ヒト眼瞼巨大乳頭を用いた研究の中で、ヒト

AKC/VKC 患者由来の巨大乳頭が従来の報告

にある上眼瞼結膜の他に、下眼瞼結膜にも発

症することを発見し、論文として報告した。 

さらに、ヒト AKC/VKC 患者由来の巨大乳頭組

織を用いてIL-33の細胞内局在を免疫電顕法



を用いて検討する試みを施行したが、予備実

験の段階で抗体の親和性が電顕レベルの解

析に適合しないことが判明したため、断念し

た。現在新規に IL-33 抗原に対する親和性の

高い抗体を作成中であり、引き続き IL-33 の

細胞内局在の検討を施行してゆく予定であ

る。 
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