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研究成果の概要（和文）： 

アクセサリーや化粧品などに含まれる金属や化学物質との接触によって起きる接触型過敏症の

発症には、様々な炎症誘導因子が関与する。本研究では、炎症誘導因子であるインターロイキ

ン 25（IL-25）に注目し、接触型過敏症における IL-25 の役割の解明を目的とした。このため

に作製した IL-25 遺伝子を破壊したマウス（IL-25 欠損マウス）では接触型過敏症が顕著に抑

制されたため、IL-25の阻害剤は接触型過敏症の抑制に寄与すると期待された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

We generated IL-25-deficient mice to elucidate the role of IL-25 in the pathogenesis of 
contact hypersensitivity. The development of contact hypersensitivity was significantly 
suppressed in IL-25-deficient mice, suggesting that the neutralization of IL-25 may 
provide a potential target for therapeutic treatment for contact hypersensitivity. 
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１．研究開始当初の背景 

IL-25 は、2001 年に同定され、その産生細胞
には、盲腸近傍リンパ器官の T細胞、マスト細
胞、好酸球および好塩基球が知られている。
マウスに IL-25 を投与すると、IL-4、IL-5 や
IL-13 といった Th2サイトカインの産生が誘導
され、それに相関して、血中 IgEや IgG1産生
の増強、肺や腸に好酸球の浸潤が誘導される。
したがって、IL-25 は、Th2 タイプの免疫応答
の誘導に関与することが想定される。実際に、

IL-25 は、IL-4 を誘導することで Th2 細胞の
分化に関わり、IL-25 の中和抗体の投与は、
マウスの喘息を抑制することが報告されている。
IL-4 欠損マウスでは、接触型過敏症が抑制さ
れることが報告されており、IL-25 は Th2細胞
の活性化を介して接触型過敏症の誘導に関
わっていることが予期されるものの、接触型過
敏症における IL-25 の関与については全く明
らかになっていない。 
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２．研究の目的 

 予備検討として、接触型過敏症を誘導した
マウスの皮膚の炎症局所で IL-25 mRNAの発
現が上昇していることを観察した。この結果は、
接触型過敏症の発症に IL-25 が何らかの関
与をもっている可能性を示唆する。そこで、本
研究では、IL-25欠損マウスを用いて、接触型
過敏症の発症機構における IL-25 の役割を
個体レベルで明らかにすることを目的とする。 
 

３．研究の方法 

(1) 接触型過敏症の誘導 
 マウスの背中全体の毛をバリカンでよく
剃り、剃毛から二日後に、剃毛部分に 2.0% 
FITC懸濁液あるいは 0.5% DNFB溶液を塗布し
た。５日後、マウスをイソフルラン吸入麻酔
下で、耳介の厚さをダイヤルゲージノギスで
測定し（basal level）、引き続き、左側の耳
介皮膚の外側および内側にそれぞれ 20 L ず
つ（総量 40 L）の 0.5% FITC 溶液あるいは
0.25％ DNFB 溶液を、右側の耳介皮膚の外側
および内側にそれぞれ 20 L ずつ（総量 40 
L）の溶媒を塗布した。耳介に試薬を塗布し
た後、経時的に耳介の厚さを測定した。接触
型過敏症の評価は、耳介に試薬を塗布する前
と後の耳介の厚さの差分で評価を行った。 
 
(2) 表皮ランゲルハンス細胞の遊走能測定 
マウスの左側の耳介の皮膚に 20 L の 2.0% 
FITC懸濁液を、右側には同量の溶媒のみを塗
布した（両耳とも外側の皮膚のみ）。24 時間
後、FITCを塗布した左側と溶媒のみを塗布し
た右側の顎下リンパ節をそれぞれ分けて回
収した。回収したリンパ節からリンパ細胞を
FACSバッファー（2%ウシ胎児血清（FBC）を
含む HBSS）で懸濁した。そのリンパ節浮遊液
に、anti-mouse CD16/CD32 mAb を加え、氷上
で 15 分間静置した。引き続き、PE anti-mouse 
CD11c mAbと APC anti-mouse MHC class II mAb
を加え、氷上で 30 分間静置した。その後、
未反応の抗体をのぞくために、その細胞を
FACSバッファーで洗浄し、200 L の FACSバ
ッファーで再懸濁した。さらに、等量の 2% 
7-amonoactinomycin D 溶液を加えたあと、
FACS Calibure で、7-amonoactinomycin 
D-negative MHC class IIhi CD11c+細胞中の
FITC陽性細胞の割合を評価した。 
 

(3) ハプテン特異的なリンパ節細胞の増殖

応答試験およびサイトカイン産生 

マウスの両方の耳介の皮膚に 20 L の 2.0% 
FITC懸濁液を塗布した。５日後、両側の顎下
リンパ節を回収し、リンパ節細胞浮遊液を
10% FBSを含む RPMI1640 培地に 2 x 106 ／mL
になるように懸濁した。96 well flat-bottom 
plate の１ウェルあたり、100 L の 2 x 106 ／

mL のリンパ節細胞をまいた後（2 x 105 
cells/well）、100 L の 80 g/mL FITC（最
終濃度、40 g/mL）あるいは培地のみを加え、
７２時間培養を行った。培養後、上清中のサ
イトカインレベルを測定するために、１ウェ
ルあたり 100 L の培養上清を回収し、-２
０℃で保存した。上清を回収した後、細胞に
は、20 L の 0.25 Ci/mL [3H]-チミジンを
加え、 さらに６時間の培養を行った。その
後、細胞内の DNAに取り込まれた[3H]-チミ
ジン量を定量するために、セルハーベスター
を用いて、グラスフィルター上に細胞 DNA を
吸着させ、放射活性をマイクロベーターシン
チレーションカウンターで測定した。回収し
た FITC特異的なリンパ節細胞の増殖応答試
験の際の培養上清中のサイトカインのレベ
ルを ELISA キットを用いて測定した。測定方
法はキット付属のプロトコールに準じてお
こなった。 
 

(4) ミエロペルオキシダーゼ活性測定 

 耳介皮膚に FITCを塗布してから 24時間後、

耳介を回収し、耳介を解剖用はさみで適当な

大きさに裁断した後、500 L の 0.5% 

cetyltrimethylammonium chloride 水溶液中

に入れた。ホモジナイザーで耳介組織を破砕

し、その溶液を 1.5 mL のマイクロチューブ

へ移した。10,000 x g で遠心分離機にかけ、

上清を回収し、組織ホモジネートとした。組

織ホモジネート中の全タンパク質量を

Bio-RAD DC protein assay kit で、キットの

プロトコールに従い測定した。組織ホモジネ

ート中のミエロペルオキシダーゼ（MPO）活

性を下記のように測定した。96 well 

flat-botom plate に１ウェルあたり 10 L の

精製 MPO あるいは組織ホモジネートを加え、

さらに、100 L の OPD基質溶液を加えた。そ

の後、室温で 10-30分間反応させ、25 L の

1N HCl を加えて反応を停止し、分光光度計で

490 nm の吸光度を測定した。組織ホモジネー

ト中の MPO活性は精製 MPOの標準曲線から算

出し、その値を組織ホモジネート全タンパク

質量で割った値として表した。 

 

(5) マスト細胞の再構築 

野生型および IL-25欠損マウスの大腿骨か

ら骨髄細胞を回収した。骨髄細胞を 10 ng/ml 

rmIL-3の存在下で６週間、培養し、マスト細

胞を作製した。このマスト細胞をマスト細胞

欠損 KitW-sh/W-sh マウスの両方の耳介皮内に移

入した（1 x 106 cells／耳介）。 

 

４．研究成果 
 



 

 

(1) 接触型過敏症の誘導における IL-25の寄

与について 

FITCによる接触型過敏症の誘導に IL-25が関

与しているかどうかを明らかにするために、

IL-25 欠損マウスを用いて評価を行った。接

触型過敏症はマウスの背景（ C57BL/6 と

BALB/c 背景）によって応答性が異なる。そこ

で、C57BL/6 と BALB/c 背景の IL-25 欠損マウ

スを利用した。その結果、C57BL/6 背景の

IL-25 欠損マウスでは、野生型マウスに比べ

て、FITCによる接触型過敏症は顕著に抑制さ

れた。一方、BALB/c 背景の IL-25 欠損マウス

では、抑制効果は C57BL/6 背景に比べてわず

かであった。DNFBによる接触型過敏症の誘導

に IL-25が関与しているかどうかを明らかに

するために、C57BL/6 と BALB/c 背景の IL-25

欠損マウスを用いて評価を行った。その結果、

FITC による接触型過敏症と同様に、C57BL/6

背景の IL-25欠損マウスでは、野生型マウス

に比べて、DNFBによる接触型過敏症は顕著に

抑制された。一方、BALB/c 背景の IL-25欠損

マウスでは、野生型マウスとの間に顕著な差

は認められなかった。したがって、IL-25 は

FITC および DNFB による接触型過敏症の誘導

に重要な役割を演じているが、その寄与はマ

ウスの遺伝的背景によって大きく異なるこ

とが明らかになった。 

 

(2) ハプテンの感作期における IL-25の役割 

 接触型過敏症の誘導には、感作期における

ハプテン特異的な T細胞の誘導が必要である。

その過程は、まず、ハプテンが接触した表皮

のランゲルハンス細胞や樹状細胞が、ハプテ

ンによって修飾されて抗原性をもった抗原

を取り込むことから始まる。ハプテン化抗原

を取り込んだ表皮のランゲルハンス細胞や

樹状細胞は、皮膚から従属リンパ節へ移動す

る。その後、リンパ節内の T 細胞領域へ移動

し、そこで、T 細胞に抗原を提示することで、

ハプテン特異的な T 細胞の誘導、すなわち、

ハプテンに関する感作が成立する。IL-25 欠

損マウスで、接触型過敏症が抑制されるのは、

感作期における表皮のランゲルハンス細胞

や樹状細胞の遊走能やハプテン特異的な T細

胞の誘導に影響をあたえているのかどうか

を評価する必要がある。 

 

① 皮膚ランゲルハンス・樹状細胞の遊走に

おける IL-25の役割 

 IL-25 を過剰発現させたマウスでは、Th2

サイトカインだけでなく、TNF などの炎症性

サイトカインの産生亢進が認められる。TNF

は表皮からリンパ節へのランゲルハンス・樹

状細胞の遊走に関わる重要なサイトカイン

である。そこで、in vivo で TNF 産生を促進

する IL-25は、皮膚ランゲルハンス・樹状細

胞の遊走に影響をもつのかどうか、IL-25 欠

損マウスを用いて評価を行った。マウスの片

側の耳介皮膚に、FITCを塗布し、もう一方の

耳介皮膚にはコントロールとして溶媒のみ

を塗布する。翌日、FITCを塗布した側のリン

パ節（FITC side）と溶媒のみを塗布した側

のリンパ節（Vehicle side）をそれぞれ、回

収する。FITC を塗布した側のリンパ節のみに、

FITC で修飾された自己の抗原を取り込んだ

皮膚のランゲルハンス細胞および樹状細胞

が、リンパ節へ移動し、FITC 陽性の樹状細胞

として FACS により検出される。 

その結果、リンパ節へ移動してくる FITC 陽

性の樹状細胞の数は、野生型マウスと IL-25

欠損マウスとの間に差は認められなかった。

したがって、IL-25 は、接触型過敏症の感作

期におけるランゲルハンス・樹状細胞の遊走

には必須ではないことが明らかになった。 

 

②ハプテン特異的な T 細胞の誘導における

IL-25 の役割 

マウスにハプテンを塗布した後、５日目には

ハプテンに対する感作が成立している。つま

り、ハプテン特異的な T細胞の誘導が起きて

いる。実際に、その時点で、従属リンパ節を

回収し、このリンパ節細胞をハプテンととも

に培養すると、リンパ球（主に T細胞）の増

殖やサイトカイン産生といったハプテン特

異的な活性化が観察できる。 

FITCで感作した IL-25欠損マウスのリンパ節

では、FITC特異的な増殖及びサイトカイン産

生能は、野生型マウスと同程度、観察された。

したがって、IL-25 は感作期におけるハプテ

ン特異的な T 細胞の誘導には必須ではなく、

IL-25 欠損マウスにおいて、FITCによる接触

型過敏症の抑制は感作の成立異常ではない

ことが示唆された。 

 
(3) 接触型過敏症の炎症惹起相における
IL-25 の役割 

IL-25 は、感作相ではなく、炎症惹起相に重

要であることを証明するために、FITCで感作

した野生型マウスのリンパ節細胞の T細胞を、

未感作の IL-25 欠損マウス（WT LN cells → 

IL-25欠損マウス）および野生型マウス（WT LN 

cells → 野生型マウス）に移入し、そのマ

ウスの耳介皮膚に、FITCを塗布して接触型過

敏症を誘導した。この場合、すでに FITC で

感作された野生型マウスの LN 細胞を同数移



 

 

入しているため、感作相の影響は（WT LN 

cells → IL-25 欠損マウス）と（WT LN cells 

→ 野生型マウス）では同じと考えることが

できる。したがって、このマウスに接触型過

敏症を誘導した場合、炎症惹起相における

IL-25 の影響について評価することができる。

その結果、（WT LN cells → IL-25 欠損マウ

ス）では（WT LN cells → 野生型マウス）

に比べて、FITCによる接触型過敏症は有意に

抑制された。従って、これまでの結果から、

IL-25 は、FITCによる接触型過敏症の誘導に

おいて、感作相ではなく、炎症惹起相におけ

る炎症の誘導に重要なサイトカインである

ことが明らかになった。 

 

(4) 接触型過敏症における IL-25 産生細胞 

 免疫系細胞では、Th2 細胞の他に、マスト

細胞や好塩基球、好酸球で IL-25 の発現が認

められる。しかしながら、接触型過敏症の炎

症誘導の際、どのような細胞が IL-25を産生

しているのかどうかは不明である。 

  そこで、その候補として皮膚に常在する

マスト細胞に注目した。接触型過敏症の誘導

におけるマスト細胞が産生する IL-25の役割

を評価するために、IL-25 欠損マウスのマス

ト細胞をマスト細胞欠損マウス（Wsh/sh マウ

ス）に移植することにより、マスト細胞特異

的に IL-25を欠損するコンディショナル欠損

マウスを作製した（IL-25欠損マスト細胞 → 

マスト細胞欠損マウス）。 

  マスト細胞欠損マウスでは、FITCによる

接触型過敏症は、野生型マウスに比べて有意

に抑制される。一方、あらかじめ、野生型マ

ウスのマスト細胞を移植したマスト細胞欠

損マウス（野生型マスト細胞 → マスト細胞

欠損マウス）では、野生型マウスと同程度の

接触型過敏症が誘導される。しかしながら、

（IL-25 欠損マスト細胞 → マスト細胞欠損

マウス）では、マスト細胞欠損マウスと同様

に、野生型マウスと比較して、接触型過敏症

は抑制されたままであった。したがって、マ

スト細胞が産生する IL-25 が FITC による接

触型過敏症の誘導に重要であることが明ら

かになった。 

 
以上より、IL-25 は、接触型皮膚炎の発症お
よび病態形成に関与する炎症誘導性サイト
カインであることが初めて明らかになった。 
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