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研究成果の概要（和文）：我々はマウス皮膚創傷部周辺のケラチノサイトが核内でIL-33を高発現することを見出した
。IL33ノックアウト（KO）マウスの創傷治癒に有意な遅延と炎症の悪化が認められた。IL33KOマウスの創傷部ではIL-1
β、IL-6、CXCL1のRNA発現が有意に亢進していた。IL33KOマウスにSN50(NF&#61547;B阻害薬)を腹腔内投与することで
、創傷治癒遅延が解消された。このことから、核内IL-33がNFκBを抑制し、炎症性サイトカインによる過剰な炎症を抑
え創傷治癒を促進していると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Our study with mouse model revealed high nuclear expression of IL-33 in 
keratinocytes around the wound site. The skin wound healing of IL-33 knockout (KO) mice was delayed 
compared to wild type (WT) mice. The mRNA expression of IL-1β, IL-6, and CXCL1 were markedly enhanced in 
IL33KO compared to WT. The delayed wound healing and over expression of IL-6 in IL33KO was improved by 
intraperitoneal administration of NFκB inhibitor (SN50). We speculate that the nuclear IL-33 is 
positively involved in wound healing, probably by suppressing excessive inflammation through inhibition 
of NFκB.

研究分野： 皮膚科学、免疫学
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１．研究開始当初の背景 
皮膚創傷の治癒には止血・炎症・肉芽形

成・再上皮化・再構成の5段階から構成され、 
中でも正常な炎症状態が治癒に重要であり、 
過剰な炎症は創傷の慢性化や癌化のリスク
となり得る。しかし、創傷治癒のプロセスは
様々な要因が複雑に関連し、炎症から組織の
再構築へ至る過程の詳細な分子メカニズム
は明らかとなっていない。 
ケラチノサイトは表皮の大部分を構成す

る細胞であり、その遊走と増殖は創傷治癒に
おける再上皮化に重要であるだけでなく、炎
症性サイトカインを産生し、炎症症状の形成
にも関わっている。 
Balb/c マウスの背部皮膚に創傷をつくり、

治癒過程を詳細に検討したところ、創傷部辺
縁のケラチノサイトがIL-33を高発現するこ
とを見出した。 
IL-33 は IL-1 ファミリーに属し、IL-1 レ

セ プ タ ー フ ァ ミ リ ー メ ン バ ー ST2 
(IL1R-like1)のリガンドとして同定された。
IL-33 は組織傷害の早期にバリアー組織（皮
膚、肺など）の上皮系細胞より産生されるこ
とが報告され、Th2 リンパ球・肥満細胞・好
酸球に作用しTh2サイトカイン産生を誘導す
る。炎症性皮膚疾患において、IL-33 はアト
ピー性皮膚炎や乾癬の皮膚で発現が亢進す
ることが知られている。IL-33 は、サイトカ
インとして細胞外から働く場合と、核内で転
写を制御する働きとがあり、それぞれ異なっ
た作用が報告されている。 

 
２．研究の目的 
IL-33 は乾癬などの炎症性皮膚疾患におい

てケラチノサイトが発現する重要なサイト
カインとして報告されているが、その詳細な
役割は明らかとなっていない。そこでこの研
究では、皮膚の創傷治癒における IL-33 シグ
ナルの役割を明らかとし、創傷治癒のメカニ
ズムを解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス創傷治癒モデル 
  野生型(WT)及び soluble ST2 トランスジ
ェニック(sST2 Tg)マウスまたは IL-33 ノッ
クアウト(IL33KO)マウスの背部の除毛を行
い、皮膚に 4mm パンチを行った。Day1, 2, 4, 
7,10 における傷の面積を算出し創傷治癒の
比較を行った。 
(2) 創傷部でのサイトカイン発現の比較 
6mm のパンチを用いて、創傷部を周囲の皮

膚ごと採取し、total RNA の抽出を行う。逆
転写反応後、リアルタイム PCR によるサイト
カイン発現の解析を行った。 
(3) 創傷部の組織学的観察と免疫染色 
創傷部皮膚を採取後、10%中性緩衝ホルマ

リンにより固定し、パラフィン切片を作製し
た。H&E 染色による創傷部の組織学的観察と、
免疫染色による IL-33 発現の比較を行った。
また、炎症性浸潤細胞について、トルイジン

ブルー染色によりマストセルを、F4/80、Ly6G
の免疫染色によりマクロファージと好中球
の浸潤数の算定を行った。 
(4) スクラッチアッセイ 
WT 及び IL33KO の生後３日のマウス皮膚を

採取し、ディスパーゼ処理により表皮を分取
し、そこからケラチノサイトを採取した。こ
のプライマリーケラチノサイトをⅠ型コラ
ーゲンコート 24well プレートに播種し、コ
ンフルエントになるまで培養した。Well の中
心をチップでスクラッチを行い、スクラッチ
部へのケラチノサイト浸潤を WTと IL33KO で
比較。 
 
４．研究成果 
(1) WTマウスの皮膚創傷部でIL-33が誘導さ
れる 
 WT 及び sST2 Tg、IL33KO マウスそれぞれの
背部皮膚を除毛し、4mm パンチを用いて創傷
を作成した。パンチ後、1・4・7・10 日後に
創傷部の皮膚を採取し、パラフィン切片を作
成、IL-33 の免疫染色を行った。WTと sST2 Tg
マウスのパンチ 1日と 4日後では、創傷部周
辺と再生上皮のケラチノサイト核内に IL-33
の発現が認められるが、7・10 日後の創傷部
では IL-33 の発現は見られなかった。また、
いずれのマウスも正常皮膚ではIL-33の発現
は見られず、IL33KO マウスは創傷部でも発現
は検出されなかった。 
 
(2)sST2 過剰発現は創傷治癒に影響しない 

  
 sST2L は IL-33 の膜結合型受容体である。
soluble ST2 は ST2Lの細胞外ドメインのみを
もつST2Lスプライスバリアントである。sST2
は IL-33 の受容体結合と競合し、そのシグナ
ルを阻害すると考えられている。我々は
IL-33 シグナルが創傷治癒に影響するかどう
か検討するため、sST2 Tg マウスの創傷治癒
と WT マウスを比較した。 
 WT 及び sST2 マウスにおいて、4mm パンチ
後の創傷部面積を継時的に写真に撮り(図
1A)測定(図 1B)し、比較を行った。WTと sST2
マウスの創傷治癒速度に違いは認められな
かった。sST2 マウスでは IL-33 のサイトカイ
ンとしての細胞外からの受容体を介したシ
グナルは阻害されていると考えられるので、
創傷治癒においてIL-33のサイトカインとし
てのシグナルは関与していないことが示唆
される。 



(3) WT マウスと比較して IL33KO マウスの創
傷治癒は遅延する 

  
次にサイトカイン及び核内因子としての

IL-33の影響を検討するためIL33KOマウスを
用いて実験を行った。WT マウスと IL33KO マ
ウスの創傷治癒を比較すると、パンチ後3日、
4日でIL33KOマウスの創傷治癒に有意な遅れ
が認められた(図 3A,B)。しかし、7日後では
WT と IL33KO マウスは同様に治癒していた。 
 創傷治癒の過程は、創傷部皮膚の H&E 染色
を用いて組織学的に評価をおこなった。顕微
鏡下で再生上皮の長さを測定し、WTと IL33KO
マウスを比較すると、創傷面積と同様にパン
チ後４日で、IL33KO の再生上皮の長さが有意
に短かった。これらの結果は IL-33 の核内発
現が創傷治癒に重要であることを示唆する。 
 
(4) IL33KO マウスの創傷治癒後期において、
好中球浸潤が亢進する 
 組織学的に創傷部への浸潤細胞の評価を
行った。トルイジンブルー染色を用いてマス
トセルの染色を行い、創傷部中心と辺縁への
浸潤数を検討した。WT と IL33KO マウスを比
較したが、創傷部中心及び辺縁への浸潤マス
トセル数に有意な差はなかった。 
 マクロファージは抗F4/80抗体を用いて免
疫染色を行い評価した。創傷中心部では WT
と IL33KO マウスでマクロファージの浸潤数
に差は見られなかったが、創傷辺縁部ではわ
ずかにIL33KOでの浸潤数に増加がみられた。 
 抗 Ly6G 抗体を用いた免疫染色により好中
球の浸潤数を評価した。創傷部辺縁において、
創傷治癒の後期(パンチ後6日～10日)で好中
球の浸潤数が IL33KO マウスで若干の増加が
認められたが、有意な差はなかった。 
 
(5) IL33KO マウスの創傷部において炎症性
サイトカインの発現が促進される 
 IL33KO マウスにおける創傷治癒遅延のメ
カニズムを明らかとするために、創傷部の皮
膚サンプルから total RNA を抽出し、リアル
タイム PCR を行った。 
 WT と IL33KO マウスを比較すると、パンチ
後1日の創傷部において、IL-1β、IL-6、CXCL1
の mRNA 発現が IL33KO において有意に増加し
ていた(図 3 □：WT、■：IL33KO)。しかし、

sST2 Tg マウスにおいてこれらサイトカイン
の発現に違いは見られなかった。 

 
(6) IL-33 の腹腔内投与により創傷治癒は悪
化する 
 IL33KOマウスにIL-33を投与することで創
傷治癒の遅延が改善するかどうか検討した。
WT と IL33KO マウスに、パンチの前日から 1
日おきにリコンビナント IL-33 を 1μg ずつ
腹腔内投与し、創傷治癒の比較をおこなった。
WT と IL33KO マウスともに、IL-33 を投与し
ない場合と比較して、創傷治癒が遅延し、創
傷が悪化する結果となった。このときの創傷
部皮膚のサイトカイン発現を検討したとこ
ろ、IL-33 投与により Th2 サイトカインが強
く誘導されていた。 
 
(7) IL33KO マウスの創傷治癒遅延は NFκB
阻害薬の腹腔内投与により改善する 
 我々のこれまでの結果と他のグループの
検討から。核内の IL-33 は NFκBの活性化を
阻害することで、サイトカイン産生を抑制す
ることが知られている。核内の IL-33 発現が
創傷治癒の促進に寄与していると仮定し、検
討を行った。 
 WT と IL33KO マウスに、パンチの前日から
1 日おきに NFκB 阻害薬 SN50 を 1μg ずつ腹
腔内投与し、創傷治癒の比較をおこなった。
IL33KO におけるパンチ後 2、4 日の創傷治癒
の遅延は SN50 の腹腔内投与により正常化し
た。 
 この SN50 の腹腔内投与は WTマウスの創傷
部のサイトカイン発現には影響を与えなか
ったが、IL33KO マウスにおける IL-6 の過剰
発現を抑制した。 
 
(8) in vitro スクラッチアッセイでの比較 
 WT または IL33KO マウス由来プライマリー
ケラチノサイトを培養し、スクラッチアッセ
イをおこなった。このアッセイでは、WT由来
ケラチノサイトと比較して、IL33KO 由来ケラ
チノサイトはスクラッチ後 24、48 時間での
スクラッチ部への細胞浸潤が有意に遅れて
いた。このことは表皮ケラチノサイトの
IL-33 欠損により創傷部の閉塞に遅延が起こ
り、炎症性細胞の浸潤との関与は低いことを



示唆する。 
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