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研究成果の概要（和文）：IL-33のアレルギー性産生機序を解析し、難治性喘息におけるIL-33の役割を解析し
た。感作マウス肺内に抗原を投与した際のIL-33産生には、肺胞マクロファージ内への抗原－IgG複合体の取り込
みを介する機序が関与することが示唆された。一方、難治性喘息モデルとして開発したステロイド抵抗性喘息モ
デルにおいて、IL-33産生はステロイド感受性であったが、IL-33受容体を有する2型自然リンパ球の肺への浸潤
はステロイド抵抗性であった。さらに、IL-33受容体の遺伝子が肺において発現増強していた。以上より、難治
性喘息において、IL-33の産生よりむしろIL-33受容体の活性化が増強していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Allergic mechanisms underlying IL-33 production and roles of IL-33 in 
intractable asthma were analyzed. In antigen-induced IL-33 production in the lung of sensitized 
mice, mechanisms of incorporation of antigen-IgG antibody complex into alveolar macrophages were 
involved. On the other hand, in steroid-resistant asthma model that were developed by us as an 
intractable asthma model, IL-33 production was steroid-sensitive, whereas infiltration of IL-33 
receptor-possessing type 2 innate lymphoid cells into the lung was steroid-resistant. Furthermore, 
expression of IL-33 receptor gene was up-regulated in the lung. In conclusion, IL-33 receptor 
activation rather than IL-33 production should be involved in the pathogenesis of intractable 
asthma. 

研究分野： 免疫薬理学

キーワード： IL-33　喘息　アトピー　ステロイド　2型自然リンパ球　ステロイド抵抗性
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研究成果の学術的意義や社会的意義
喘息は吸入ステロイドによってコントロール可能であるとされるが、薬物治療を受けている喘息患者の5-10％は
ステロイドに抵抗性であるとされる。本研究成果により、ステロイド抵抗性のような難治性喘息の発症には、
IL-33の受容体の発現増強を介した機序が存在することが示唆された。したがって、IL-33受容体の遮断や受容体
作用後のシグナル伝達を遮断するような薬物が、難治性喘息の治療薬となり得る可能性が考えられた。本研究の
成果は、難治性喘息に対する新しい治療薬の開発に資するものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

重症・難治性の喘息では、「獲得免疫系」のみならず「自然免疫系」も活性化され複雑な病
因が形成される。インターロイキン (IL)-33 は、IL-1 ファミリーに属するサイトカインであ
り、気管支上皮細胞や免疫細胞から産生され、自然免疫系の細胞である 2 型自然リンパ球
（ILC2）や獲得免疫系の細胞である Th2 細胞などに作用して難治性喘息の病態の形成に関与
する可能性が示唆されつつあった。 

IL-33 は上皮細胞の死に伴って細胞外に放出されることが一般に示唆されてきた。これに対
し、我々は、感作マウスの肺内に特異抗原を投与すると、IL-33 がアレルギー性に（抗原特異
的に）産生されることを示してきた。しかし、IL-33 のアレルギー性の産生機序は明らかでは
ない。 

一方、難治性喘息における IL-33 の役割についてはほとんど明らかではないが、病態の難治
化に伴って IL-33 の役割が大きくなる可能性が考えられる。難治性の喘息病態において、IL-
33 の産生や作用が up-regulation される機序を明らかにすることは、難治性喘息対する新たな
治療薬・治療法の開発に有用であると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 

本研究の主たる目的は，１）アレルギー性気道炎症の病態における IL-33 のアレルギー性の
産生機序を明らかにすること、２）難治性喘息の病態において IL-33 の産生ならびに IL-33 に
対する感受性が増強するか否かを明らかにすることである。 
 
 
３．研究の方法 
（１）喘息モデルの作成 

抗原とした卵白アルブミン (OVA) を水酸化アルミニウム Al(OH)3ゲルとともに腹腔内投与
することにより感作した BALB/c マウスに、OVA 溶液を気管内投与することにより反応を惹起し
た。 

アレルギー性の IL-33 産生機序を解析する実験では、感作マウスに OVA を 500 µg/animalの
用量で 1 回気管内投与した。 

一方、反復惹起によって喘息モデルを作出する検討においては、低用量（5 µg/animal）も
しくは高用量（500 µg/animal）の OVA を 4回気管内投与した。 

ステロイド薬として、dexamethasone は 1 mg/kg の用量で、1〜4 回目の反応惹起の期間中に
腹腔内投与した。 
 

（２）肺組織中 IL-33 の検出 
肺組織ホモジネート中の IL-33 タンパクは、酵素免疫測定法 (ELISA) により定量した。 

 
（３）免疫細胞による抗原の取り込み 

In vivo 実験においては、感作マウスに DQ-OVA を気管内投与し、摘出肺を酵素処理した
後、flow cytometer によって DQ-OVA を取り込んだ細胞を解析した。 

In vitro 実験においては、感作マウスの肺を酵素処理して得られた細胞に、感作マウス由
来血清の存在あるいは非存在下、DQ-OVA を添加した後、DQ-OVA を取り込んだ細胞を flow 
cytometer 解析した。 
 
（４）免疫組織学的解析 

摘出した肺を 10%リン酸緩衝ホルマリンによって固定、パラフィン包埋後、薄切し、抗 IL-
33 抗体、抗 F4/80 抗体等を用いて、免疫組織学的染色を行なった。 
 

（５）肺組織中の免疫細胞の検出 
好酸球および好中球は、気管支肺胞洗浄液中の細胞をスライドガラス上に塗抹し、鏡検下、

判別した。 
ILC2 は、肺組織を酵素処理した後、flow cytometer により、Lineage- CD45+ CD90.2+ ICOS+ 

ST2+ 細胞として検出した。 
 

（６）ILC2 あるいは Th2 細胞からの IL-5 の産生 
５の項に示すように、flow cytometer により ILC2 を検出しソーティングした。Th2 細胞と

しては、酵素処理した肺組織より CD4+細胞をソーティングした。 
ILC2 および Th2 細胞の懸濁液を調整し、IL-33 および thymic stromal lymphopoietin 

(TSLP)をそれぞれ単独もしくは併用で添加し、72 時間後の上清中の IL-5 量を ELISA によって
定量した。 
 

（７）肺組織中の遺伝子の網羅的解析 
肺組織中の遺伝子の網羅的解析は、AMED の BINDS（創薬等先端技術支援基盤プラットフォー



ム）により、理化学研究所および国立遺伝学研究所において、RNA-seq によって行われた。 
 
 
４．研究成果 
（１）IL-33 産生機序の解析 

これまで申請者らは、感作マウスに単
回で抗原惹起を行った場合のアレルギー性
の IL-33 産生は、肺に侵入した抗原が抗原
特異的 IgG 抗体と抗原抗体複合体を形成
し、これが肺内のマクロファージ上の
FcRII/III を介してマクロファージ内に取
り込まれる機序が存在することが明らかに
してきた。 

上記の抗原－IgG 複合体は、B細胞にお
いても取り込まれていたが、今回の研究に
おいて、B細胞を枯渇しても IL-33 産生は
抑制されないことを明らかにした（データ
には示さず）。さらに、in vitro 実験において、
肺細胞による抗原の取り込みは、感作マウス由
来の血清の存在化においてのみ増強されること
から（データには示さず）、上記の抗原の取り込
みは、血清由来の IgG の存在下においてのみ起
こる現象であることが確認できた。 

さらに、IL-33 産生細胞を、免疫組織学的に
解析したところ、気管支上皮細胞のみならず、
肺胞マクロファージ（F4/80 陽性細胞）ならびに
気管支平滑筋細胞が IL-33 陽性であることが明
らかとなった（図 1）。 
図 2には、これまで明らかになったアレルギー

性 IL-33 産生機序のイラストを総括的に示す。 
 
（２）難治性喘息（ステロイド抵抗性喘息）のマウスモデルの作出 

感作マウスに抗原（OVA）を低用
量および高用量（低用量の 100 倍）
で反応惹起し、それぞれのモデルに
おいて引き起こされる肺への好酸球
浸潤および好中球浸潤を観察した。
その結果、低用量モデルにおける好
酸球および好中球の浸潤は、いずれ
もステロイド薬 dexamethasone の処
置により強く抑制されたが、高用量
モデルにおけるこれらの細胞浸潤は
いずれも dexamethasone で抑制され
なかった（図 3）。 
 
 
 
さらに、2型自然リンパ球（ILC2）の肺への浸潤の程度

は、上記の 2モデルにおいて変わらなかったが、興味ある
ことに、dexamethasone の効果は、上記の好酸球・好中球
浸潤と同様、低用量モデルでは抑制され、高用量モデルで
は抑制されなかった（図 4）。 

 
 
 
このステロイド抵抗性の喘息モデルを、難治性喘息モ

デルと位置づけ、IL-33 の産生ならびにその活性を、ステ
ロイド感受性モデルのそれらと比較し、以下の成績を得
た。 
 
 
 
 



（３）IL-33 の産生 
ステロイド抵抗性モデルにおける 4 回目の反応惹起後に

おける IL-33 産生量は、ステロイド感受性喘息モデルにお
ける IL-33 産生量に比較して多量に認められた。しかし、
いずれの IL-33 産生も dexamethasone の処置により強く抑
制された（図 5）。したがって、IL-33 の産生量は、ステロ
イド抵抗性の発現に直接的には影響しないものと考えられ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）IL-33 に対する感受性 

ステロイド感受性および抵抗性モデルの肺より、Th2
細胞（CD4+ T 細胞）ならびに ILC2 を精製し、in vitro
実験において、IL-33 によってこれらの細胞を刺激し
た。ILC2 および Th2 細胞の活性化の指標としては IL-5
産生量とした。 

ステロイド感受性モデルの肺から精製した ILC2 は、
IL-33 あるいは TSLP の単独刺激によっては IL-5 の産生
が極めて微量であったが、IL-5 と TSLP の共刺激によっ
て大量の IL-5 が産生された（図 6）。これに比較して、
ステロイド感受性モデル肺由来の ILC2 は、IL-33 および
TSLP の共刺激によって、少量の IL-5 しか産生されなか
った（図 6）。 
他方、Th2 細胞は、ステロイド抵抗性および感受性のい

ずれの肺由来の細胞においても、IL-5 および TSLP の共
刺激によっても、極めて微量の IL-5 しか産生されなかっ
た（図 6）。 
 
（５）肺における IL-33 および TSLP 受容体発現 

ステロイド抵抗性喘息および感受性喘息由
来の肺組織の遺伝子を、RNA-seq によって網羅
的解析を行った。その結果、ステロイド感受性
モデルに比較して、ステロイド抵抗性モデルの
肺においては、IL-33 受容体遺伝子の Il1rap
（IL-1 receptor accessory protein 遺伝子）
の発現が有意に増強した（表 1）。また、TSLP
受容体遺伝子である Crlf2（TSLP 受容体遺伝
子）および Il7r（IL-7 受容体αサブユニット
遺伝子）の発現も、ステロイド抵抗性モデルの
肺において増強が認められた（表 1）。 
 
 （６）総括 

本研究により、１）気道におけるアレルギー性 IL-33 産生の機序のうち、獲得免疫性に誘起
される機序が明らかとなった。２）難治性喘息モデルとして、ステロイド抵抗性喘息のマウス
モデルを作出することができた。難治性喘息のステロイド抵抗性においては、IL-33 の産生よ
りもむしろ IL-33 受容体の発現増強を介した ILC2 の IL-33 に対する感受性の増強が関わってい
ることが強く示唆された。 
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