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研究成果の概要（和文）：難治性喘息において、獲得免疫系と自然免疫系を繋ぐ鍵分子であるIL-33の産生機序
を解析するとともに、IL-33の免疫薬理学的制御方法について検討した。感作マウスに抗原を気管内投与するこ
とによるIL-33産生には肥満細胞やTh2細胞は関与せず、投与された抗原が抗原特異的IgG抗体と免疫複合体を形
成し、これがマクロファージ上のFcγRII/IIIを介して細胞内に取り込まれた結果、IL-33が産生されることが示
唆された。また、IL-33産生はステロイド感受性であった。一方、アレルギー制御の新しい方法として、試験管
内で誘導したIL-10産生性T細胞の養子移入は、喘息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）：In the pathogenesis of intractable asthma, IL-33 has been known to be a key 
molecule bridging between the innate and acquired immune systems. In this study, we analyzed 
mechanisms underlying IL-33 production, and immunopharmacological modulation of IL-33. Allergic 
IL-33 production induced by an intratracheal antigen challenge in sensitized mice was mediated by 
neither mast cells nor Th2 cells. The administered antigen formed an immune complex with the 
antigen-specific IgG antibody, followed by incorporation into the alveolar macrophages through the 
cellular suface FcgRII/III, leading to the IL-33 production in the lung. The IL-33 production was 
sensitive to steroid anti-inflammatory drug treatment. On the other hand, as a new method for 
regulation of allergy, adoptive transfer of in vitro-differentiated IL-10-producing T cells 
effectively suppressed asthmatic responses in mice in vivo.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
気管支喘息などのアトピー疾患は、一般に、

生体内に侵入した抗原とIgE抗体が反応して
肥満細胞や好塩基球が活性化することによ
って誘起される。また、抗原提示細胞によっ
て貪食された抗原はTh2細胞を活性化して好
酸球性の気道炎症を引き起こす。 
一方、重症・難治性の病態では、上記のよ

うな「獲得免疫系」のみならず「自然免疫系」
も活性化し、さらに「組織構成細胞」の活性
化も引き起こされ複雑な病因を形成すると
考えられている。 
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、組織構成
細胞の１つである上皮系細胞から産生され、
自然免疫系のみならず獲得免疫系の細胞に
まで作用して難治性喘息などの病態の形成
に関与することが示唆されつつある。しかし、
IL-33 の産生や作用を特異的に阻害する方法
や薬物は見出されていない。IL-33 を産生す
る細胞やその機序を明らかにすることは、難
治性アトピー疾患に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。 
一方、制御性 T 細胞のサブセットの１つで

ある Tr1 細胞は、抗原特異的に反応して抗炎
症性サイトカイン IL-10 を産生する。Tr1 細
胞を in vitro 誘導してアレルギーの個体に
養子移入すれば、生体が抗原に暴露された際
にのみ IL-10 が産生されることから、抗原特
異的にアレルギー反応を抑制する治療法に
なり得る可能性がある。 
 
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の産生機序を明
らかにすること、2）IL-33 の産生を制御する
ことができる薬物や方法を見出すことであ
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。 
(2) 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、IL-33 mRNA は real time PCR 法によ
り定量した。 
(3) 各種白血球系細胞の検出：蛍光ラベル抗
体を用いて、flowcytometer により解析した。 
(4) Tr1 細胞の分化・誘導：感作マウスより
得た脾細胞を、抗原 (OVA)、IL-21、IL-27 お
よび TGF-とともに 7 日間培養し、IL-10 産
生細胞を flow cytometer によって解析した。 
 

４．研究成果 
(1) 喘息モデルにおける反復反応惹起によ
る肺における IL-33 産生 
感作 BALB/c マウスに抗原（OVA）を 4 回気

管内投与することにより反応惹起を行うと、
1 回目の反応惹起によりすでに明らかな
IL-33 産生が認められ、反応惹起の反復によ
り産生量の増加が認められた。 
1 回目の反応惹起による IL-33 は主として

気道上皮細胞由来であり、4 回目の反応惹起
時においては気道上皮細胞とともに肺に浸
潤した M2 マクロファージおよび樹状細胞か
らの産生も認められた。 
これらの IL-33 産生は反応惹起 4 時間以内

に遺伝子転写を介して誘起されるものであ
った。 
 
(2) IL-33 産生に及ぼす薬物の効果 
上記(1)における1および4回目反応惹起に

よる IL-33 は、いずれもステロイド性抗炎症
薬（デキサメサゾン）の投与によりほぼ完全
に抑制された。また、プロテインキナーゼ C
δ阻害作用を有するとされるケルセチンは、
4 回目の惹起による IL-33 産生を一部抑制す
る傾向を示した。 
 
(3) IL-33 産生機序の解析 
単回の抗原惹起による IL-33 産生に焦点を

当てその産生機序を解析した（下図）。非感
作（Saline および Al(OH)3投与）マウスにお
いて、抗原溶液の気管内投与により投与前
（惹起前）に比して IL-33 の増加あるいは増
加 傾 向 が 認 め ら れ た 。 感 作 マ ウ ス
（OVA+Al(OH)3投与）においては、抗原惹起に
より非感作マウスに比して明らかに顕著な
IL-33 の産生が認められた。 
したがって、抗原を気管内投与することに

よる IL-33 産生には、自然免疫性の機序と獲
得免疫性の機序の両方が存在することが明
らかとなった（下図）。 

 
次に、この獲得免疫性の機序に焦点を当て

解析した。各種中和抗体（抗 FcRI 抗体、抗
IgE 抗体および抗 CD4 抗体）を用いて検討を
行ったところ、予想に反し、抗原による IL-33



産生の機序には、肥満細胞・好塩基球－IgE
抗体を介した機序ならびにTh2細胞を介した
機序のいずれも関与しないことが明らかと
なった（データには示さず）。 
しかし、肺に投与された抗原の認識機構は

明らかではなかった。したがって、細胞内プ
ロテアーゼによって蛍光を発する OVA
（DQ-OVA）を用いて検討を行ったところ、非
感作マウスの肺細胞に比較して、感作マウス
のそれは顕著に多量の DQ-OVA の取り込みを
示した。すなわち、気管内投与した DQ-OVA
は、抗原特異的に肺の細胞に取り込まれるこ
とが明らかとなった（下図）。 

 
つぎに、DQ-OVA を取りこんだ細胞を

flowcytometer を用いて解析したところ、少
なくともマクロファージ（CD45+ F4/80+ CD11c+

細胞）、樹状細胞（CD45+ CD11c+ I-A/I-E+細胞）
および B細胞（CD45+ B220+細胞）は、抗原を
抗原特異的に顕著に取りこんでいることが
明らかとなった（下図）。 

 
 
この中で、マクロファージに着目して検討

を行った。すなわち、クロドロン酸リポソー

ムを気管内投与することによって肺内のマ
クロファージを枯渇すると、IL-33 産生量が
有意に減少した（下図）。 

 
さらに、抗 FcRII/III 抗体の投与は IL-33

産生を抑制した（図には示さず）。 
また、これまで研究代表者は、本モデルに

おいて血中に抗原特異的IgE抗体のみならず
抗原特異的IgG抗体が大量に産生されている
ことを明らかにしてきた。 
 
以上の成績より、感作マウスに単回で抗原

を投与することによる IL-33 産生には、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
明らかとなった（下図）。 
 

 
(4) Tr1 細胞の移入による抗アレルギー作用
の基礎的検討 
IL-33 産生などを抑制する方法として、抗

原特異的に反応する制御性 T細胞（Tr1 細胞）
を移入することによる治療法の基礎的検討
を行った。すなわち、感作マウス脾細胞を特
異抗原および種々サイトカイン（IL-21、
IL-27 および TGF-β）とともに 7日間培養す
ることにより、抗原刺激（抗原提示細胞の存



在下）によって IL-10 を産生する CD4+ T 細胞
を誘導することができた。 
上記のように in vitro 誘導した CD4+細胞を

喘息マウスに移入し、in vivo 系で抗原惹起
したところ、肺内の IL-10 産生が強く増強さ
れるとともに、アレルギー性の好酸球浸潤な
らびに気道上皮における粘液貯留が有意に
抑制された。 
一方、Tr1 細胞は特異的なマーカーがなく、

上記のようにCD4+細胞を移入せざるを得なか
った。この CD4+細胞には、Th2 細胞などの Tr1
細胞以外も含有されていたことから、Tr1 細
胞をさらに高純度に精製する方法を検討し
た。すなわち、Th2 細胞に特異的に発現する
CCR4の抗体を用いてTh2細胞を除去する方法
などを予備的に検討したが、高純度に精製す
ることは現在のところ確立できていない。ま
た、Tr1 細胞を移入することによってアレル
ギー性のIL-33産生を抑制することができる
か否かも現在のところ明らかではない。 
 
(5)総括 
本研究により、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
される機序の一部が明らかとなった。また、
IL-33 産生はステロイド感受性であることも
明らかとなった。今後、反復抗原惹起による
IL-33 産生に関する検討も行う必要がある。
これらの IL-33 産生機序に関する知見は、今
後、IL-33 産生を制御する薬物や方法を開発
するに当たり、有益な情報となる。 
一方、in vitro 誘導した Tr1 細胞は、養子

移入により in vivo で抗アレルギー効果を発
揮することが明らかとなり、今後、新たな治
療法の開発に繋げていきたい。しかし、Tr1
細胞を大量かつ高純度に精製することが喫
緊の課題である。 
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