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研究成果の概要（和文）：ダニの外殻に豊富に含まれるキチンが、インターロイキン-33（IL-33）を介して、無害な抗
原に対するアレルギー応答を誘導することを見出した。本研究では、抗原提示細胞の一つである樹状細胞に対するキチ
ンの効果に着目した。その結果、キチンがIL-33存在下で樹状細胞を活性化し、炎症性サイトカイン(IL-1b)の産生を誘
導することが明らかとなった。さらに、キチンとIL-33で刺激した樹状細胞が、IL-1b依存的にTh2細胞を活性化をする
ことが明らかとなった。したがって、キチンによるIL-33誘導やそのシグナル伝達を阻害する薬剤は、ダニによるアレ
ルギー性喘息の発症抑制に寄与すると期待された。

研究成果の概要（英文）：Chitin, b-(1-4)-poly-N-acetyl-D-glucosamine, is a major constituent of the exoskel
eton of house dust mites (HDM), raising the possibility that it may be involved in the development of HDM-
related allergic disorders. However, the role of chitin in the pathogenesis of allergic disorders is poorl
y understood. Chitin enhances Th2-type immune responses in airway such as eosinophilia, IgE production and
 Th2-cytokine production dependently on the IL-33 production and IL-4/IL-13-STAT-6 pathway, resulting in a
ggravated OVA-induced airway inflammation in mice. In addition, chitin-mediated IL-33 activates pulmonary 
DCs to induce excessive IL-1b production, and then the DCs enhance the activation of Th2 cells dependently
 on antigen and IL-1 signaling. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
主要アレルゲンの一つであるダニアレル

ゲンが、Th2 細胞の活性化を介してアレルギ
ー応答を誘導することは良く知られている。
その誘導メカニズムとして、ダニ糞に含まれ
る細菌由来のリポ多糖（LPS）、カビの芽胞に
由来する-グルカン、そして、ダニアレルゲ
ン自体のタンパク質分解酵素活性が知られ
るが、他のメカニズムについては知られてい
ない。 
キチン（Chitin）は N-Acetyl-Glucosamine

のポリマーで、自然界で Cellulose に次いで
二番目に多量に存在する多糖類である。キチ
ンは、ダニなどの節足動物、エビ・カニなど
の甲殻類、ハチ・ゴキブリなどの昆虫類、カ
ビなどの真菌類といったアレルゲンとなり
うる代表的な生物の外殻に豊富に存在する。
キチンのこのような局在から、キチンが何ら
かの自然免疫応答を惹起し、それに続くアレ
ルギー応答誘導に関与している可能性が考
えられる。 
 
２．研究の目的 
マウスを、卵白アルブミン（OVA）+ キチ

ンで経鼻的に反復感作し、次いで OVA を経鼻
的に challenge すると、インターロイキン
(IL)-4 や IL-13 及び、それらの細胞内シグナ
ル伝達分子である STAT6 依存的に、肺におけ
る好酸球浸潤、OVA 特異的 IgE 産生と脾臓細
胞におけるTh2サイトカイン産生の増大が誘
導される。さらに遺伝子欠損マウスを用いた
検 討 よ り 、 IL-25 、 thymic stromal 
lymphopoietin（TSLP）及び IL-33 といった、
上皮細胞由来のTh2応答誘導サイトカインの
内、IL-33 がキチンによるアレルギー性気道
炎症の誘導に関与することが明らかとなっ
ている。IL-33 は IL-1 ファミリーに属するサ
イトカインで、その受容体である ST2 と共に
アレルギー性喘息の発症及び重症化との関
連が報告されている。近年、IL-33 が、ST2+

細胞の一つである樹状細胞を活性化し、Th2
型免疫応答およびアレルギー性気道炎症を
誘導できることが示された。そこで、１）キ
チンが樹状細胞を活性化できるかどうか、
２）キチンが樹状細胞の活性化を介して Th2
細胞を活性化できるかどうか、３）キチンで
刺激した樹状細胞がどのようなサイトカイ
ンを介して Th2 細胞を活性化するのか、につ
いて検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）骨髄由来樹状細胞（BMDC）の調製 
マウス大腿骨より骨髄細胞を採取し、溶血に
より赤血球を除去した。細菌培養用ディッシ
ュを用いて、GM-CSF 存在下で 12 日間培養し
た。樹状細胞を含む浮遊細胞を回収し、磁気
ビーズ標識抗 CD11c 抗体を用いて、樹状細胞
を高度に精製した。 
 
（２）キチンによる BMDC の刺激 

精製した BMDC を 2 x 106 cells/ml の濃度で
48 ウェル平底プレートに播種した。1 mg/ml
のキチン、500 ng/ml の IL-33、もしくは
IL-33+キチンを加え、24 時間後の培養上清を
回収した。 
 
（３）サイトカインの測定 
各培養上清中のサイトカイン濃度は、マウス
IL-1, TNF-, IL-6, IL-4, IL-5, IL-13, 
IFN-, IL-17 ELISA Kit(eBioscience)を用
いて測定した。 
 
（４）BMDC と OTII マウス由来 CD4+ T 細胞と
の共培養 
未精製BMDCをキチン、IL-33、もしくはIL-33+
キチンで 24 時間刺激し、比重遠心によりキ
チンを除去したのち、磁気ビーズ標識抗
CD11c 抗体を用いて、活性化樹状細胞を精製
した。2 x 104 cells/ウェルの活性化 BMDC を
96 ウェル丸底プレートに播種した。OVA 特異
的 T 細胞を豊富に含む OTII マウスの脾臓よ
り CD4+ T 細胞を精製し、2 x 105 cells/ウェ
ルのCD4+ T細胞を活性化BMDCと共培養した。
0, 0.1, 0.5 もしくは 1 nM OVA ペプチド存在
下で 4日間培養し、培養上清を回収した。 
 
（５）キチンの共刺激分子発現への影響 
未精製BMDCをキチン、IL-33、もしくはIL-33+
キチンで24時間刺激し、MHCクラスII+ CD11c+ 
細胞（樹状細胞）における OX40L、jagged2
分子の発現量をフローサイトメーターにて
測定した。 
 
（６）野生型及び IL-1 欠損マウス BMDC と
OTII マウス由来 CD4+ T 細胞との共培養 
野生型マウス及び IL-1 欠損マウス由来の未
精製 BMDC をキチン、IL-33、もしくは IL-33+
キチンで 24 時間刺激し、比重遠心によりキ
チンを除去したのち、磁気ビーズ標識抗
CD11c 抗体を用いて、活性化樹状細胞を精製
した。2 x 104 cells/ウェルの活性化 BMDC を
96 ウェル丸底プレートに播種した。OVA 特異
的 T 細胞を豊富に含む OTII マウスの脾臓よ
り CD4+ T 細胞を精製し、2 x 105 cells/ウェ
ルのCD4+ T細胞を活性化BMDCと共培養した。
0, 0.1, 0.5 もしくは 1 nM OVA ペプチド存在
下で 4日間培養し、培養上清を回収した。 
 
４．研究成果 
（１）BMDC のキチンによる活性化 
BMDC をキチン、IL-33、もしくは IL-33+キチ
ンで 24 時間刺激し、その培養上清中の IL-1
濃度を測定した。その結果、キチンは単独で
は BMDC を活性化しないが、IL-33 存在下での
み IL-1の産生を強く誘導することが明らか
となった（図１）。IL-33単独刺激によるIL-1
産生誘導は、極めて弱いものであった。また、
TNF-やIL-6といった他の炎症性サイトカイ
ン産生は、IL-33 単独刺激で誘導され、キチ
ンの有無による産生量の有意な変化は見ら



れなかった。これらの結果は、キチンが IL-33
依存的に BMDC を活性化し、その際に産生さ
れる IL-1が、キチンによるアレルギー応答
誘導に関わる可能性を示している。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１． BMDC のキチンによる活性化 
 
（２）BMDC と OTII マウス由来 CD4+ T 細胞と
の共培養 
キチン、IL-33、もしくは IL-33+キチンで刺
激した BMDC を、OTII マウス由来 CD4+ T 細胞
と、OVA ペプチド存在下で共培養した。培養
上清中の IL-13 濃度を測定した結果、BMDC の
キチンもしくは IL-33 による単独刺激では、
CD4+ T 細胞による IL-13 産生に変化を与えな
いが、IL-33+キチンで刺激した BMDC では、
CD4+ T 細胞による抗原依存的な IL-13 産生が
有意に増加した（図２）。培養上清中の IL-4、
IL-5、インターフェロン(IFN)-及び IL-17
濃度は検出限界未満であった。これらの結果
は、キチン+IL-33刺激により活性化したBMDC
が、何らかの機構により Th2 細胞を活性する
ことにより、キチンによるアレルギー応答が
誘導されていることを示している。 
 
（３）キチンの共刺激分子発現への影響 
BMDC をキチン、IL-33、もしくは IL-33+キチ
ンで刺激し、BMDC 表面における OX40L 及び
jagged2 の発現量をフローサイトメーターで
測定した。キチン、IL-33、キチン+IL-33 の
いずれの刺激においても、BMDC における
OX40L 及び jagged2 発現量の有意な増加は見
られなかった。これらの結果は、IL-33+キチ
ンで活性化した BMDC による Th2 細胞の活性
化が、BMDC 上の共刺激分子の発現増強を介し
ていないことを示している。 
 
（４）野生型及び IL-1 欠損マウス BMDC と
OTII マウス由来 CD4+ T 細胞との共培養 
野生型マウス及び IL-1 欠損マウス由来の
BMDC を、キチン、IL-33、もしくは IL-33+キ
チンで刺激し、OTII マウス由来 CD4+ T 細胞
と OVA 存在下で共培養した。培養上清中の
IL-13 濃度は、IL-33+キチン刺激の野生型
BMDC と比べて、IL-33+キチン刺激の IL-1 欠
損マウス由来BMDCで有意に低下した（図２）。
これらの結果は、キチンが IL-33 依存的に
BMDCを活性化することより産生されるIL-1
が、パラクラインに Th2 細胞を活性すること
により、キチンによるアレルギー応答が誘導
されていることを示している。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

図２．BMDC による Th2 細胞の活性化 
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