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研究成果の概要（和文）：眼表面上皮細胞による自然免疫機構を介した炎症制御機構の解明、特にTLR3-EP3を介した炎
症制御機構の解明に焦点を当て研究を行った。具体的には、眼表面上皮細胞においてTLR3刺激によって、様々な遺伝子
発現ならびに蛋白が誘導されること、また、それらの多くは、EP3刺激により抑制されることをあきらかとした。また
、遺伝子改変マウスを用いた解析において、EP3欠損マウスで発現が上昇する遺伝子群は、EP3TLR3二重欠損マウスによ
って、その上昇が消失することも明らかとした。これらの結果は、TLR3誘導性の遺伝子発現をEP3が抑制していること
を示している。

研究成果の概要（英文）：We elucidated the regulation mechanisms via the innate immune system in the 
ocular surface epithelial cells, in particular, we focused the regulation mechanisms through the TLR3-EP3 
interaction. We clarified that TLR3 stimulation could induce various gene expression in ocular surface 
epithelial cells, and the genes expression could be reduced by EP3 stimulation. In addition, we found 
that the upregulation of genes which were found in EP3 KO mice were canceled in TLR3/ EP3 double KO mice, 
suggesting that EP3 could suppress the TLR3 inducible gene expression.

研究分野： 眼表面の粘膜免疫ならびに自然免疫

キーワード： 自然免疫　眼表面上皮　TLR3　EP3
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１． 研究開始当初の背景 
外来抗原に対する構造的・機能的なバリア

を構成する上皮細胞が、炎症性疾患の病態に
大きく関与することが近年報告されている。
NFB の活性化に必要な NEMO 分子を腸管上皮
特異的に欠損させたマウスでは、炎症性腸疾
患を発症する (Nenci; Nature 2007)。リンパ
球増殖因子として同定された TSLP (Thymic 
stromal lymphopoietin) は、表皮や気道上皮
に発現することによりアレルギー炎症を誘導
する(Ziegler; JACI 2012,Zhou; Nat Immunol 
2005)。炎症に大きく関与するプロスタグラン
ジン(PG)の受容体も上皮細胞に発現し炎症を
制御している。とくに PGE2受容体の一つであ
る EP3 は、表皮や気管上皮に強く発現してア
レルギー炎症を抑制している (Honda; JACI 
2009,Kunikata; Nat Immunol 2005)。一方、
体内の免疫機構である全身免疫と、常在細菌
と接する粘膜組織の免疫機構では大きく異な
ることが知られている。 
申請者は、粘膜独自の免疫機構に、粘膜上

皮細胞が大きく貢献していることを報告して
きた。眼表面上皮細胞は、病原体認識機構で
ある Toll like receptors (TLRs)を発現する
が、その局在や反応性はリンパ球などの免疫
細胞とは異なり、細菌に対して容易には炎症
反応を惹起しないこと、一方、ウイルス由来
２本鎖 RNA に対しては、TLR3 を介して著明に
炎症性サイトカインを産生することを報告し
た (Ueta; JI 2004,Ueta; BJO 2007,Ueta; 
BrainResBull 2010, Ueta; PRER 2012 )。 
また、申請者は眼表面上皮細胞がアレルギー
性結膜炎症を制御することを示した 
 
２． 研究の目的 
本研究の最終目標は、“粘膜上皮細胞による炎
症制御機構の解明”にある。申請者は、TLR3
と EP3 の間に今まで全く知られていなかった
新規の相互作用が存在する事を世界で初めて
見出した。つまり、眼表面上皮に発現するTLR3
が炎症を促進し、その TLR3 を介した炎症を
PGE2受容体 EP3 が抑制する事を報告した。本
研究では、眼表面上皮による自然免疫機構を
介した炎症制御機構を解明する。本研究によ
り、上皮細胞による炎症制御機構が解明され
れば、既存の免疫細胞を標的とした炎症治療
薬とは作用機序の異なった、上皮細胞を標的
とする斬新な炎症治療薬の開発へと進展する
事が予想される。申請者は、本研究期間中に、
眼表面上皮細胞による自然免疫機構を介した
炎症制御機構の解明、特に TLR3-EP3 を介した
炎症制御機構の解明に焦点を当て研究を行う。 

 
３．研究の方法 
① TLR3 リガンドを局所投与した野生型マウ

スならびに EP3 欠損遺伝子改変マウスと
TLR3/EP3 二重欠損遺伝子改変マウスを用
いて、in vivo 結膜上皮細胞を対象にマイ
クロアレイを用いて遺伝子発現解析を行
った。また更に、マイクロアレイを用い
た遺伝子発現解析にて変化の認められた
遺伝子群は、定量 RT-PCR を用いてその遺
伝子発現を確認した。 

② EP3 ならびに TLR3 は、眼表面上皮細胞に
優位に発現していることから上皮細胞と
樹状細胞との双方向的相互作用について
生体４Ｄイメージング“intravital 
imaging”手法を用いて解析した。 

③ ヒト培養結膜上皮細胞を用いて EP3 の細
胞内シグナルについて解析した。 

④ 各種免疫細胞蛍光標識マウス（樹状細胞
蛍光標識マウス（CD11ｃ-YFP マウス）、マ
ク ロ フ ァ ー ジ 蛍 光 標 識 マ ウ ス
(CX3CR1-eGFP マウス)、好中球蛍光標識マ
ウス（LysM-eGFP マウス））を用いて TLR3
のリガンドである polyI:C の点眼に対す
る角膜内各種免疫細胞の変化を解析した。 

⑤ PGE2 の産生を抑制することが報告されて
いる rebamipide を用いて、ヒト培養結膜
上皮においてTLR3誘導性炎症性サイトカ
インが抑制されるかどうかを検証した。 

⑥ rebamipide 点眼によりマウスにおいて
TLR3 誘導性のアレルギー性結膜炎が抑制
されることを報告していること、さらに
この rebamipide 点眼は、ドライアイ疾患
に対する治療薬として認可されている。
そのため、TLR3 が関係すると考えられる
ヒトアレルギー性角結膜疾患患者でドラ
イ ア イ を 有 す る 患 者 を 対 象 に 、
rebamipide 点眼を処方し、眼表面の所見
ならびに、涙液中のサイトカインの変化
を解析した。 

 
４．研究成果 
① マウス in vivo 結膜上皮細胞の解析をお

こなった結果、マイクロアレイでは、結
膜の polyI:C 刺激を行った野生型マウス
の結膜上皮で、非刺激状態と比較して
polyI:C 刺激後に１０倍以上発現が上昇
する遺伝子が３１遺伝子検出された。さ
らに、定量 PCR で解析したところ、この
う ち の ２ １ 遺 伝 子 (Cxcl10, Rsad2, 
Ifi205, Mx1, Cmpk2, Iigp1, Mx2, Iigp2, 
Ifit3, Gbp5, Cxcl11, H28, Slfn8, Plscr2, 



Slfn4, Usp18, Sectm1a, Oas2, Dhx58, 
Ccl5, Isg15)について３倍以上の遺伝子
発現の上昇が確認できた。これらの遺伝
子発現制御における EP3 の役割を解析す
る目的で、野生型マウスと EP3 欠損マウ
スにおけるこれらの遺伝子発現を比較し
たところ、これらの２１遺伝子すべてが、
野生型マウスと比較して EP3 欠損マウス
の polyI:C で刺激した結膜上皮で有意に
発現が上昇していた。さらに、EP3 欠損マ
ウスと TLR3/EP3 二重欠損マウスの
polyI:C 刺激結膜上皮を比較したところ、
これらの２１遺伝子すべてが、TLR3/EP3
二重欠損マウスで有意に減少した。この
ことは、TLR3 によって発現が誘導される
これらの遺伝子が、EP3 によって抑制され
ていることを示している。 

② 上皮細胞と樹状細胞との双方向的相互作
用について生体４Ｄイメージング
“intravital imaging”手法を用いて解
析した結果、TLR3 は、樹状細胞の動態に
影響を及ぼすが、EP3 ではその影響は明ら
かでないことが判明した。 

③ ヒト培養結膜上皮細胞を用いて EP3 の細
胞内シグナルについて解析した結果、PGE2
の刺激により Gq が上昇していることを
明らかとした。 

④ 各種免疫細胞蛍光標識マウスにTLR3のリ
ガンドであるpolyI:Cを 1ug/ulの濃度で
10ul 点眼したところ、角膜内の樹状細胞
は、その数をまし中心部に浸潤するのが
観察された、その一方、マクロファージ
や好中球には明らかな変化は認められな
かった。また、TLR4 のリガンドでありグ
ラム陰性菌の細胞壁成分である LPS を
1ug/ulの濃度で10ul点眼しても角膜内の
樹状細胞に変化は認められなかった。こ
れは、角膜上皮細胞が、TLR3 のリガンド
である polyI:C には、反応して各種サイ
トカインを産生するが、TLR4 のリガンド
である LPS に対しては炎症性サイトカイ
ンを産生しない以前の報告と一致してい
た。 

⑤ PGE2 の産生を抑制することが報告されて
いる rebamipide を用いて、ヒト培養結膜
上皮におけるTLR3誘導性炎症性サイトカ
インの抑制効果を解析したところ、
rebamipide は、TLR3 誘導性 IL-6, MCP-1, 
CCL5, CXCL10 等の炎症性サイトカインの
産生ならびに発現を有意に抑制した。 

⑥ TLR3 が関係すると考えられるヒトアレル
ギー性角結膜疾患患者でドライアイを有

する患者を対象に、rebamipide 点眼を処
方し、眼表面の所見ならびに、涙液中の
サイトカインの変化を解析した結果、
rebamipide 点眼により巨大乳頭の縮小、
ならびに、涙液中 IgE, IL-8, MCP-1 等が
有意に抑制されることが明らかとなった。
このことは、人においても PGE2が眼表面
上皮に優位に発現している EP3 に作用し
てTLR3誘導性のアレルギー炎症を抑制し
ていることを示唆するものである。 
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