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研究成果の概要（和文）：　ナチュラルヘルパー細胞（NH細胞、別名：2型自然リンパ球、ILC2）は、インター
ロイキン-33（IL-33）刺激により活性化され、喘息の発症に関与することが示唆されている。IL-33とIL-33受容
体の結合を阻害する分泌型ST2は、その特性から、NH細胞が関連するアレルギー反応を防ぐ作用があるものと考
えられた。本研究では、単離したマウス肺NH細胞だけでなく、喘息モデルマウスの肺のNH細胞に対しても、
IL-33の働きを制御してアレルギー反応を抑制することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）： Natural Helper (NH) cells, referred to as type 2 innate lymphoid cells, 
were recently discovered as a novel target of IL-33. NH cells produce Th2 cytokines in response to 
IL-33 and may contribute to asthma. Soluble ST2 (sST2) consists of extracellular domain of ST2L, 
interleukin (IL)-33 receptor, and directly binds to IL-33 as a decoy receptor. Here, we investigated
 the suppressive effect of sST2 on the IL-33 function. Pretreatment of sST2 reduced effectively 
IL-33-induced responses in lung NH cells. In asthma model mice, intranasal administration of sST2 
attenuated airway inflammation. These results indicate that sST2 suppresses the IL-33-induced 
allergic reaction via lung NH cells in vitro and in vivo.

研究分野： 生化学
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1．研究開始当初の背景 
 
	 インターロイキン-33（IL-33）は、アレル
ギー亢進作用を持つサイトカインであり、
IL-1 ファミリーに属する。新規リンパ球・ナ
チュラルヘルパー細胞（NH 細胞、別名：2 型
自然リンパ球、ILC2）は、IL-33 刺激により
活性化され、喘息の発症に関与することが示
唆されている。申請者は、以前の研究におい
て、IL-33 と IL-33 受容体 ST2L の結合を阻害
する抑制因子・分泌型 ST2 を見出した
（Hayakawa,	 H.	 et	 al.,	 J.	 Biol.	 Chem.	 
282:	 26369-26380,	 2007）。その特性から、
分泌型 ST2 には、NH 細胞が関連するアレルギ
ー反応を防ぐ作用を有することが示唆され
た。	 
 
2．研究の目的 
	 
	 本研究は、マウスから単離した肺 NH 細胞
および喘息モデルマウスを用いて、分泌型
ST2 のアレルギー反応抑制作用を明らかにす
ることを目的とした。	 
 
３．研究の方法	 
	 
(1)	 分泌型 ST2 の発現と精製	 
	 分泌型 ST2 は、His タグおよび V5 タグを付
加したリコンビナントタンパク質 ST2-V5 と
して HEK293T 細胞に発現させ、培養上清より
アフィニティーカラムを用いて精製した。ま
た、ST2-V5 を 100℃で加熱処理することによ
り、不活化タンパク質（In-ST2-V5）を調製
した。	 
	 
(2)	 肺 NH 細胞を用いた分泌型 ST2 のアレル
ギー反応抑制作用の検討	 
①	 IL-33	 と	 IL-33	 受容体	 ST2L	 は、モル比
1:1	 の割合にて結合することが報告されて
いる(Structure,	 17:	 1398-1410,	 2009)。そ
こで、マウス胸腺腫由来細胞	 EL-4	 で作製し
た	 ST2L	 発現細胞を用いて、IL-33 の刺激を
十分に抑制可能な ST2-V5 の添加量を検討し
た。IL-33 は、市販のリコンビナントタンパ
ク質を用いた。抑制の効果は、IL-33 シグナ
ル伝達経路における MAP キナーゼのリン酸化
をウエスタンブロット法で検出することに
より評価した。	 
	 
②	 NH	 細胞は、BALB/c	 マウスの肺からセル
ソーターを用いて単離した。NH 細胞は、細胞
増殖を観察するための蛍光色素（CFSE）で事
前に標識した。CFSE 標識した肺 NH 細胞に
ST2-V5 または In-ST2-V5 を添加し、その後、
IL-33 を添加した。IL-33 刺激後の NH 細胞と
培養上清を回収し、以下の項目について検討
した。細胞の形態と増殖、細胞表面抗原の発
現、およびサイトカインの発現を、細胞染色
法、フローサイトメーター法、ELISA 法によ
り調べた。	 

	 
(3)	 喘息モデルマウスを用いた分泌型 ST2 の
アレルギー反応抑制作用の検討	 
	 喘息マウスを用いた実験では、分泌型	 ST2	 
を投与する治療的な実験を行った。喘息モデ
ルは、BALB/c	 マウスに卵白アルブミン（OVA）
を腹腔内投与して感作後、点鼻により OVA を
曝露して作製した。ST2-V5 または PBS（対照
群）の投与は、OVA 点鼻投与の 30 分前に点鼻
により行った。OVA点鼻投与から24時間後に、
気管支肺胞洗浄液（BALF）、血清、肺を採取
し、炎症性細胞の細胞数、サイトカインの発
現、肺 NH 細胞における細胞表面抗原の発現
などを、ELISA 法、フローサイトメトリー法、
組織染色法により解析した。	 
	 
4．研究成果	 
	 
(1)	 分泌型 ST2 の発現と精製	 
	 リコンビナントタンパク質として発現精
製した ST2-V5 について、SDS-PAGE によりタ
ンパク質を展開した後、ゲルを銀染色し、精
製度を確認した（図１）。精製した ST2-V5
は、糖鎖が付加され、55-65	 kDa のブロード
なバンドとして検出された。N-glycosidase
によって糖鎖切断した ST2-V5 は、アミノ酸
配列から予測された 37	 kDa のシャープなバ
ンドとして検出された。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図１.銀染色法によるリコンビナント分泌型
ST2 の確認	 
	 
(2)	 肺 NH 細胞を用いた分泌型 ST2 のアレル
ギー反応抑制作用の検討	 
①	 ST2L	 発現細胞における MAP キナーゼのリ
ン酸化は、IL-33 と ST2-V5 をモル比	 1:5	 の
割合で添加することにより、完全に抑制され
た。この結果から、マウスから単離した肺 NH
細胞においても、IL-33 と ST2-V5 の添加は、
モル比	 1:5 の割合に決定した。	 
	 
②	 ST2-V5を IL-33刺激前に添加したNH細胞
では、IL-33 単独刺激に比べて、細胞の巨大
化と増殖が抑えられた（図２）。また、細胞
表面抗原 CD25、Sca-1、ST2L の発現増加も抑
えられた（図３）。さらに、培養上清中のサ
イトカイン IL-5 と IL-13 の産生低下も認め
られた（図４）。一方、不活化した In-ST2-V5
には IL-33 刺激に対する抑制効果が認められ



なかった。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図 2.顕微鏡による細胞形態の観察とフロー
サイトメトリーによる細胞増殖の確認	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図 3.フローサイトメトリーによる細胞表面
抗原の発現の検出	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図 4.	 ELISA 法による培養上清中の IL-5 と
IL-13 の検出	 

(3)	 喘息モデルマウスを用いた分泌型 ST2 の
アレルギー反応抑制作用の検討	 
	 喘息モデルマウスでは、ST2-V5 の投与群と
PBS の点鼻投与群を比較した。ST2-V5 投与群
では、肺組織に浸潤した好酸球数が少なく、
また気管支における粘液産生も抑えられて
いた。好酸球数の減少は、BALF においても認
められた。また、BALF 中の IL-5 および IL-13
の濃度も低下していた。さらに、フローサイ
トメトリーにより、肺リンパ球画分から NH
細胞を検出し、細胞内サイトカインと細胞表
面抗原の発現を調べたところ、ST2-V5 投与群
の肺NH細胞では、IL-5と IL-13の発現増加、
および CD25、Sca-1、ST2L の発現増加が抑制
されていた。	 
	 
	 以上の結果から、分泌型 ST2 は、マウスか
ら単離した肺 NH 細胞だけでなく、喘息モデ
ルマウスにおいても、IL-33 の働きを抑えて
NH 細胞の活性化を抑制することが明らかに
なった。さらに、本研究の成果は、分泌型 ST2
を用いた喘息の新たな治療戦略へと展開で
きる可能性を示した。	 
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