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研究成果の概要（和文）：喘息患者の5-10%はステロイド抵抗性であるが、その誘導機序は不明である。本研究
の目的は、ステロイド抵抗性喘息の病態形成に、免疫細胞と上皮細胞の相互作用（エピイムノーム機構）による
2型自然リンパ球（ILC2）の病原性変化が関与することを示すことである。ステロイド抵抗性喘息マウスの肺に
はIL-5高産生性のpathogenic ILC2が出現し、本細胞では上皮由来サイトカインTSLP受容体、その下流シグナル
分子STAT5a、アポトーシス阻害因子cIAPsなどの発現が増強した。また、ILC2を上皮由来サイトカインでin 
vitro刺激することによりステロイド抵抗性を誘導できる系を確立した。

研究成果の概要（英文）：A certain population (5-10%) of asthma patients are known to be resistant to
 steroid therapy. Mechanisms underlying the induction of steroid resistance have been unclear. 
Purpose of this study was to elucidate changes in ILC2 to "pathogenic ILC2" by epi-immunome 
mechanisms (interaction mechanisms between immune cells and epithelial cells) in the induction of 
steroid-resistant asthma. It was found that IL-5-hyper-producing "pathogenic ILC2" appeared in the 
lung of a steroid-resistant asthma model. The pathogenic ILC2 highly expressed receptors of an 
epithelium-derived cytokine TSLP, its down-stream intracellular signaling molecule STAT5a and 
anti-apoptotic factor cIAPs. Additionally, an in vitro system of epithelium-derived cytokine-induced
 steroid resistance in ILC2 was established.

研究分野：免疫薬理学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
上皮細胞と2型自然リンパ球（ILC2）との相互作用により、pathogenic ILC2が出現すること、またそのフェノタ
イプを明らかにしたのは本研究が初めてである。さらに、本細胞において、アポトーシス阻害遺伝子cIAPsの発
現が増強したことも初めての知見であり、それらの発現機序の解明によりステロイド抵抗性誘導の本質に迫るこ
とができる。
本研究の成果により、ステロイド抵抗性喘息の新規治療薬創製における標的分子の候補が明らかとなった。ま
た、ステロイド抵抗性は喘息以外の慢性炎症性疾患にも認められることから、本研究成果は他の慢性疾患制御へ
の波及効果もある。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
喘息の治療には吸入ステロイド薬が繁用されているが、5～10％の喘息患者はステロイド薬が
効かず①、重症喘息に陥る。ステロイド薬が効かない喘息患者の多くは、もともと効かないので
はなく、重症化することによって効かなくなるように変化するものと考えられる。 
研究代表者は、感作マウスに抗原を気管内投与することによる喘息反応（好酸球浸潤、気道
リモデリングなど）はステロイド薬によって強く抑制されるが、抗原量を増加させることにより、
その反応はステロイド抵抗性となることを発見した②。さらに、本ステロイド抵抗性モデルにお
いては、喘息を惹起する主要な免疫細胞である 2型ヘルパーT細胞（Th2 細胞）および 2型自然
リンパ球（ILC2）が肺に著しく増加するとともに、気道上皮由来のサイトカイン（IL-33、thymic 
stromal lymphopoietin (TSLP)など）も肺に顕著に増加することを明らかにしてきた②。 
以上より、ステロイド抵抗性の誘導には、免疫細胞と上皮細胞の相互作用、すなわち「エピ
イムノーム機構」が関与する可能性が考えられていた。 
 
 
２．研究の目的 
ステロイド抵抗性の誘導には、免疫細胞と上皮細胞の相互作用、すなわち「エピイムノーム
機構」によって、免疫細胞（Th2 や ILC2）が病原性に変化する機序が関与すると考えられる。本
研究では、この機序を明らかにするため、以下の 4つの目的を立てた。 
 
(1) ステロイド抵抗性喘息モデルにおいて主要に関与するのは Th2 細胞か？ILC2 か？ 
ステロイド抵抗性喘息モデルにおいて、IL-5 が関与することを明らかにし、この IL-5 の主
要な産生細胞が Th2 細胞であるか、ILC2 であるかを明らかにすることを目的とした。 
 
(2) ステロイド抵抗性喘息モデル由来 ILC2 の病原性変化（pathogenic ILC2 への変化） 
ステロイド抵抗性喘息モデルの肺に増加する ILC2 において、上皮由来サイトカイン刺激によ
る反応が亢進し、病原性（pathogenic ILC2）に変化しているかどうか、ならびにアポトーシス
が起こり難い性質に変化するかどうかを明らかにすることを目的とした。 
 
(3)上皮由来サイトカイン刺激によって ILC2 にステロイド抵抗性を誘導する in vitro 系の確立 
肺由来の ILC2 を上皮由来サイトカイン（IL-33、TSLP など）によって in vitro 刺激した場
合にステロイド抵抗性を示すかどうか、さらにその条件等を確立することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ステロイド抵抗性喘息モデル 
BALB/c マウスに抗原として用いた卵白アルブミン（OVA）を Al(OH)3アジュバントとともに 3
回腹腔内に投与することによって感作した。感作マウスに OVA 溶液を 5もしくは 500 µg/animal
の用量で初回感作より 35、36、37 および 40日目に気管内投与によって反応を惹起した②。抗 IL-
5 抗体（TRFK-5）および／もしくは dexamethasone（DEX）は、反応惹起期間中に腹腔内投与した。 
 
(2) Th2 細胞および ILC2 の単離 
ステロイド感受性（5-µg OVA惹起群）ならびにステロイド抵抗性（500-µg OVA惹起群）の喘
息モデルの肺を摘出し、コラゲナーゼ処理した後、フローサイトメーターによって、Th2 細胞
（CD4+ 細胞）および ILC2（CD45+ CD90.2+ ST2+ lineage-細胞）を単離した。 
 
(3) Th2 細胞および ILC2 からの IL-5 産生 
上記２で精製した Th2 細胞および ILC2 に上皮由来サイトカインである IL-33 および／もし
くは TSLP を添加して 72時間培養し、培養液中の IL-5 量を ELISA で測定した。 
 
(4) ILC2 におけるアポトーシス阻害遺伝子の発現 
上記２に示すように、ステロイド感受性（5-µg OVA惹起群）ならびに抵抗性（500-µg OVA惹
起群）の喘息モデルの肺から精製した ILC2 を、RNA-seq およびパスウェイ解析し、前者モデル
ILC2 に比較して後者モデル ILC2 において発現増強するアポトーシス阻害遺伝子を解析した。 

 
(5) 上皮由来サイトカイン刺激により ILC2 にステロイド抵抗性を誘導する in vitro 系の確立 
非惹起マウス肺より ILC2 を上記２と同様に単離し、DEX の存在あるいは非存在下、IL-33、
TSLP、IL-2 および／もしくは IL-7 とともに 96 時間培養し、細胞数を ATP アッセイにより定量
した。 
 



 
４．研究成果 
(1) ステロイド抵抗性喘息における IL-5 の関与 
DEX の単独処置は、気道リモデリング形成に影響を及ぼさなかった（図 1A、1B および 1C）。
一方、抗 IL-5 抗体の単独処置は、好酸球浸潤を選択的かつ強力に抑制した（図として示さず）
が、気道リモデリング形成に影響を及ぼさなかった（図 1A、1B および 1C）。しかし、抗 IL-5 抗
体を DEX と併用処置すると、気道リモデリング形成が有意に抑制された（図 1A、1B および 1C）。
したがって、抗 IL-5 抗体の処置下では、気道リモデリング形成に対するステロイド抵抗性が一
部解除されたと考えられ、IL-5 はステロイド抵抗性の誘導に関与する可能性が示唆された。 

 
図 1  ステロイド抵抗性喘息モデルにおける気道リモデリングに及ぼす抗 IL-5 抗体の影響②.  
ステロイド抵抗性喘息モデルは、OVA で感作したマウスに、OVA 溶液を 500 µg OVA/animalの用量で 4回気
管内投与することによって作成した。Dexamethasone (DEX, 1 mg/kg)または／および抗 IL-5 抗体 (TRKF-
5, 50 µg/animal)は、反応惹起期間中に腹腔内投与した。4回目の反応惹起 24時間後に肺を摘出し、病理
組織学的に気道リモデリングの程度を解析した。それぞれのカラムは、8-11 匹の動物で得られた値の平均
±標準誤差を示す。*、**および***：統計学的有意差（それぞれ p<0.05、0.01 および 0.001） 
 
(2) IL-5 の主たる産生細胞の解析 
肺から単離した Th2 細胞および ILC2 を、上皮由来サイトカイン（IL-33 および／もしくは
TSLP）、PMA+ionomycin、および／あるいは抗 CD3／CD18 抗体で in vitro 刺激した実験において、
ステロイド抵抗性喘息モデルの肺における IL-5 の主たる産生細胞は、Th2 細胞よりむしろ ILC2
であることが示された（図 2A および 2B）。 

 
図 2  ステロイド感受性および抵抗性モデルの肺から単離した ILC2（A）および Th2 細胞（B）か
らの種々刺激による IL-5 産生②．  
ステロイド感受性および抵抗性の喘息モデルの 4回目の反応惹起 24時間後に肺を摘出し、コラゲナーゼ処
理した後、ILC2 をフローサイトメーターによって単離した。単離した ILC2 に表示の刺激を加え、72 時間
培養し、培養液中の IL-5 濃度を測定した。それぞれのカラムは、5 例の平均±標準誤差を示す。*および
**：統計学的有意差（それぞれ p<0.05 および 0.01） 
 
(3) ステロイド抵抗性喘息における上皮由来サイトカインによる ILC2 の病的変化 
ステロイド抵抗性モデル肺由来の ILC2 においては、感受性モデルのそれに比較して、上皮由
来サイトカイン（TSLP／IL-33）刺激による IL-5、IL-13 および IL-4 産生が亢進する質的変化を
遂げ、「pathogenic ILC2」に変化していることが明らかとなった（図 2A、IL-13 および IL-4 に



ついては図として示さず）。本 pathogenic ILC2 には TSLP 受容体が高発現していること（図 3）、
その下流シグナル分子の 1つである signal transducer and activator of transcription 5a 
(STAT5a) が顕著に発現増強していること（図 4A）、さらに、γCサイトカイン受容体の細胞内領
域に結合する Janus kinase 3 (JAK3)の発現も顕著に増強していること（図 4B）が明らかとなっ
た。したがって、本 pathogenic ILC2 における TSLP／IL-33 刺激による IL-5 産生の亢進は、TSLP
受容体および STAT5a の発現亢進によるものであることが強く示唆された。さらに、ステロイド
抵抗性モデルの肺に存在する pathogenic ILC2 は、γCサイトカインに対する反応性も亢進して
いる可能性が示唆された。 

 
図 3  ステロイド感受性および抵抗性モデルの肺由来 ILC2 における TSLP の発現強度の比較②．  
ステロイド感受性および抵抗性の喘息モデルの 4回目の反応惹起 24時間後に肺を摘出し、コラゲナーゼ処
理した後、ILC2 における TSLP 受容体発現をフローサイトメーターの螢光強度の中央値で比較した。 
 

図 4  ステロイド感受性および抵抗性モデルの肺由来 ILC2 における STAT5a（A）および JAK3（B）
の発現強度の比較．  
ステロイド感受性および抵抗性の喘息モデルの 4回目の反応惹起 24時間後に肺を摘出し、コラゲナーゼ処
理後、ILC2 をフローサイトメーターによって単離した。ILC2 における STAT5a および JAK3 の発現は、ウェ
スタンブロッティングによって解析した。それぞれのカラムは 3例の平均±標準誤差を示している。 
 
(4) ILC2 におけるアポトーシス阻害遺伝子の発現 
ステロイド薬は、細胞内のグルココルチコイド受容体αに結合し、核内に移行して、アポト
ーシス促進分子の生成を亢進することが知られている。ステロイド抵抗性喘息モデル由来 ILC2
が抗アポトーシス遺伝子発現の点においても質的変化をするかどうかを解析した。アポトーシ
ス阻害分子 Bcl-2③をコードする遺伝子 Bcl2、ならびに cellular inhibitor of apoptosis 
protein (cIAP)-1 および cIAP-2④をコードする遺伝子であるそれぞれ Birc2 および Birc3 は、
ステロイド抵抗性モデル肺組織由来の ILC2 において、感受性群の ILC2 に比して有意に発現増
強した（表 1）。したがって、ステロイド抵抗性の病態では、ILC2 が Bcl-2 および cIAPs が発現
増強する質的変化を遂げ、ステロイド薬によるアポトーシス誘導に生理的拮抗をしている可能
性が考えられた。 
 
表 1  ステロイド抵抗性モデル（500-µg OVA惹起群）由来 ILC2 とステロイド感受性モデル
（5 µg OVA惹起群）由来 ILC2 における抗アポトーシス阻害遺伝子発現の相対比較 

遺伝子 タンパク 
ステロイド抵抗性（500 µg-OVA 惹起群）／ 
ステロイド感受性モデル（5 µg OVA惹起群） 

Fold change Q 値 統計学的有意性 
Bcl2 Bcl-2 1.44 0.0006 Yes 
Bcl2l1 Bcl-xL 1.13 0.21 No 
Birc2 cIAP1 1.22 0.036 Yes 
Birc3 cIAP2 1.21 0.024 Yes 

Fold change の値は 5匹の動物から得られた値の平均を示す。 



 
(5) 上皮由来サイトカインによる ILC2 のステロイド抵抗性の in vitro 誘導 
上記(1)〜(4)の in vivo モデルでは、ステロイド抵抗性の獲得機序を解析するためには技術
的に限界がある。そこで、上皮由来サイトカイン刺激によって ILC2 にステロイド抵抗性を誘導
できる in vitro モデルの確立を企図した。正常マウス肺由来の ILC2 を IL-33 で 96 時間培養す
ることによる ILC2 の増殖は、DEX 処置でほぼ完全に抑制された。また、ILC2 を TSLP、IL-2 もし
くは／および IL-7 で単独あるいは併用で刺激した場合には、IL-33 刺激時に比較して、弱い程
度の細胞増殖しか認められなかったが、いずれも DEX によって抑制された。一方、TSLP、IL-2
もしくは IL-7 を、IL-33 と併用することにより、ILC2 の増殖は強く増強し、その反応は、DEX 処
置により抑制され難く変化した（図 5）。 

 
図 5  IL-33、TSLP、IL-2 および／もしくは IL-7 刺激による ILC2 におけるステロイド抵抗性の
in vitro 誘導．  
非惹起マウスより摘出した肺をコラゲナーゼ処理した後、ILC2をフローサイトメーターによって単離した。
精製 ILC2 は、dexamethasone (10 nM)の存在もしくは非存在下に、IL-33、TSLP、IL-2 および／もしくは
IL-7（いずれも 10 ng/ml）とともに 96時間培養した後、ATP アッセイにより細胞数の指標となる発光強度
（相対値）を測定した。それぞれのカラムは 3例の平均±標準誤差を示している。 
 
 
(6) 総括 
ステロイド抵抗性の誘導に関わる IL-5 は、肺に増加した ILC2 から上皮由来サイトカイン
（IL-33 および TSLP）の刺激によって産生されることが示された。さらに、この ILC2 は、IL-5
を高産生するとともに、TSLP 受容体、STAT5a および JAK3 を高発現して「pathogenic ILC2」に
変化していることが示された。また、本 pathogenic ILC2 にはアポトーシス阻害遺伝子の発現も
亢進していたことから、ステロイド薬によるアポトーシス誘導に生理的に拮抗する特徴に変化
している可能性が示唆された。さらに、ILC2 を IL-33（主に MAPK 経路）と TSLP、IL-2 もしくは
IL-7（主に JAK/STAT 経路）を併用することにより、in vitro 系でステロイド抵抗性を誘導する
ことが可能となった。したがって、生体内においても、上皮由来サイトカインおよびγCサイト
カインが免疫細胞と相乗的に相互作用するエピイムノーム機構によって、ステロイド抵抗性が
誘導されている可能性が示唆された。 
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