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研究成果の概要（和文）：血球マーカー陽性/分化マーカー陰性(CD45+CD3-CD8-CD14-CD16-CD21-)かつ特異的転
写因子(T-bet、GATA3、RORγt)陽性の細胞として、ブタ自然リンパ球(ILC)1～3を検出する方法を確立した。野
生型ブタにおいて、ILC1は末梢血、ILC2は肺で比較的多く存在し、ILC3は全ての組織で極めて少数であった。ま
た、RAG2ノックアウトブタにおいては、末梢血を除く各組織でILC1と2の存在頻度が野生型より高かった。続い
て、ILCを濃縮し、インターロイキン応答活性の解析を行い、ILC1におけるIFNγ誘導活性を確認することができ
たが、ILC2の活性は確認できなかった。

研究成果の概要（英文）：We have enabled the identification of porcine ILC1-3 as specific 
transcription factor (T-bet, GATA3, RORγt)- positive cells in hematopoietic marker-positive (CD45+)
 and lineage marker-negative (CD3-CD8-CD14-CD16-CD21-) cells. In wild type pigs, the frequency of 
ILC1 and ILC2 was relatively high in peripheral blood (PB) and lung, respectively. That of ILC3 was 
extremely low in all tissues examined. Meanwhile, RAG2 knockout pigs was showed the higher frequency
 of ILC1 and ILC2 than wild-type pigs in all tissues except PB. 
Besides, after the concentration of ILCs using MACS and FACS, we examined the response for 
interleukin stimuli. It was shown that the release of IFNγ from ILC1 was induced by IL2, 12, 18 
treatment, but any response of ILC2 could not be detected.

研究分野：実験動物学

キーワード： 自然リンパ球　インターロイキン　ブタ

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
マウスやヒトにおいて解析の進められている自然リンパ球が、これまで報告が皆無であったブタにおいても、同
様に存在することを示唆するデータを得ることができた。十分な解析を達成するには至らず、濃縮方法や活性解
析に関してさらなる検討が必要であるものの、本研究の成果は、実験動物としてのブタの汎用性拡大および産業
動物としてのブタにおける抗病性向上に向けた研究の両面に資する可能性のあるものである。

※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 
自然リンパ球(Innate Lymphoid Cell; ILC)は、自然免疫に関わるリンパ球であり、T 細胞や
B 細胞のような抗原特異的な反応を惹起せず、主としてサイトカイン産生細胞としての機能を
持つ細胞群である。ILC は 1〜3 に分類されており、 各々がヘルパーT 細胞のサブセット（Th1、
Th2、Th17）に類似したサイトカイン応答性を持つ。ILC1 は IL-12 や IL-18 に反応して IFNγ
を産生する細胞群で NK細胞を包含するとされている。ILC2 は IL-25 や IL-33 に反応して、IL-
5 や IL-13 を産生する細胞群で、寄生虫に対する感染防除やアレルギー反応に関わる。ILC3 は、
IL-23 に反応して、IL-17A や IL-22 を産生する細胞群であり、細胞外の細菌に対する防除機能
を持つとされている。これらの細胞集団は、マウス及びヒトでその存在が明らかとされており、
アレルギー性疾患や炎症性腸疾患などとの関連が示唆され、急速に研究が進展しているが、ブタ
をはじめとする他の実験動物・家畜における知見は（古典的な NK 細胞を除き、）ほぼ皆無であ
る。重要な産業動物であるブタにおいて、自然リンパ球の存在や機能を明らかにすることは、獣
医畜産領域において、その機能制御による感染防除や疾病症状の緩和を目指した応用につなが
るものである。加えて、ブタの実験動物としての利用という観点からも、自然リンパ球が関わる
疾患に関して、ヒトのモデル動物としてブタの利用可能性を明らかにするという点でも意義深
いものである 
 
 
２．研究の目的 
産業動物かつ実験動物として重要なブタにおける、自然リンパ球の同定法を確立し、その存在様
態を明らかにする。さらに、必要なブタインターロイキンの作製・精製し、それを用いた in vitro
刺激試験を行い、ブタ ILC のインターロイキン応答活性を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ブタインターロイキンの作製：IL-12, 18, 23, 25 は CHO 培養細胞を用いて、IL-33 はブ
レビバチルス菌発現系を用いて作製し、タグ精製を行った。 

(2) FACS によるブタ ILC の同定：血球マーカー陽性/分化マーカー陰性(CD45+CD3-CD8-CD14-
CD16-CD21-)かつ特異的転写因子(T-bet、GATA3、RORγt)陽性の細胞として、ILC1～3を FACS
にて検出する方法を検討した。 

(3) ブタ ILC 存在様態の解析：(2)の手法を用いて、各種組織（末梢血、脾臓、腸間膜リンパ節、
肺、回腸）における ILC1～3 の存在頻度を解析した。 

(4) 免疫不全ブタにおける ILC 存在様態の解析：一部組織について(3)と同様な解析を RAG2 ノ
ックアウトブタと IL2RG ノックアウトブタにおいても行った。 

(5) ILC のインターロイキン応答性の解析：ILC を濃縮した後、(1)で作製したインターロイキ
ンを添加し、分泌されるインターロイキンの培養上清中濃度を ELISA にて測定した。 

 
 
４．研究成果 
 
(1) ブタインターロイキン(IL)の作製：IL-
12, 18, 23, 25 は CHO 培養細胞を用い
て、IL-33 はブレビバチルス菌発現系を
用いて作製し、アフィニティータグ
(Strep, FLAG, His)により回収・精製す
ることに成功した。IL-25 は一般にホモ
ダイマーを形成することが知られてい
るが、還元/非還元条件下での SDS-PAGE
により、回収した IL-25 がホモダイマー
化していることを確認した。（図 1） 

 
 
(2) 作製した IL の生物活性の確認：既報を基に、各 IL の生物活性の検討を行った。IL-12 は
IL-18 と共に添加することにより、ブタ末梢血有核細胞の IFNγ mRNA 発現を誘導する活性
を示した(図 2A)。IL-18 はヒト TNFαと共に添加することにより、KG1 細胞の IFNγ mRNA
発現を誘導する活性を示した(図 2B)。IL-23 はマウス脾臓細胞に対し、IL-17A mRNA 発現
を誘導する活性を示した(図 2C)。IL-25 は脾臓細胞に対し、IL-13 mRNA 発現を誘導する活
性を示した(図 2D)。IL-33 の活性は、ブタ IL33 受容体を発現する 293 細胞に NFκB-GFP プ
ラスミドを導入し、レポーターアッセイを行うことにより確認した(図 2E)。 



 
(3) FACS によるブタ ILC の同定： 
血球マーカー陽性/分化マーカー陰
性(CD45+CD3-CD8-CD14-CD16-CD21-) 
かつ特異的転写因子 (T-bet、GATA3、
RORγt) 陽性の細胞として、ILC1～
3 を FACS にて検出・同定が可能であ
ることを示した（図 3）。 

 
 
 

(4) 野生型および免疫不全ブタにおける
ILC 存在様態の解析：(3)で確立した
手法を用いて、野生型ブタにおける、
全血球系細胞中に対する ILC の存在
割合を各組織 [末梢血、脾臓、腸間
膜リンパ節（MLN）、肺、回腸] で比
較検討した(図 4A～C)。ILC1 は末梢
血 (1.4±0.90%)、ILC2 は肺 (0.16
±0.030%) で比較的多く存在し、
ILC3 はすべての組織で極めて低頻度 (0.03％以下) であった。続いて、T・B細胞は発生し
ないものの、NK 細胞や ILC は正常に発生すると考えられる RAG2 ノックアウトブタで同様
の解析を行った(図 4D～F)。ILC1 は野生型と異なり、末梢血 (0.21±0.11%) より他の組織 
(脾臓: 0.87±0.089%、MLN: 0.50±0.38%、肺: 0.72±0.096%）で高頻度に存在していた。
野生型との比較では、末梢血では低く、他の組織では高い傾向が見られた。ILC2 も同様な
傾向を示した (末梢
血: 0.030±0.020%、
脾臓: 0.29±0.11%、
MLN: 0.53±0.41%、
肺: 0.29±0.027%）。
ILC3については、すべ
ての組織で野生型よ
り低頻度（0.007%以
下）であった。一方、
NK 細胞や ILC も発生
しないと考えられる
IL2RGノックアウトブ
タにおいては、末梢
血・脾臓において IL1
と 3 はほぼ認められ
なかったが、ILC2とみ
られる細胞がわずか
に検出された。 

 

図2. 作製した各インターロイキンの活性測定
（A) IL-12:ブタ末梢血細胞にIL-18とともに添加し、
IFNγmRNAを定量,（B) IL-18: KG1細胞にヒトTNFαと
ともに添加し、IFNγmRNAを定量, (C) IL-23: マウス脾
臓細胞にマウスIL-2とともに添加し、IL-17A mRNAを
定量, (D) IL-25: ブタ脾臓細胞に添加し、IL-13 mRNA
を定量,  (E) IL-33: ブタIL33受容体を発現する293細胞
にNFκB-GFPを導入し、レポーターアッセイ（FACSに
よる定量）
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図3. FACSによるILCの同定
Lineage marker (CD3/CD8/CD14/CD16/CD21) 陰性かつCD45陽性細胞のうち、各々
に特異的な核内転写因子を発現する細胞をILC1 (T-bet+)、ILC2 (GATA3+)、ILC3 
(RORγt+) として同定した。

0

1

2

3

4

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0

0.02

0.04

0.06

0.08

Sp
l

PB

M
LN Lu

n Ile

%
 o

f C
D

45
+ 

ce
lls

%
 o

f C
D

45
+ 

ce
lls

%
 o

f C
D

45
+ 

ce
lls

%
 o

f C
D

45
+ 

ce
lls

%
 o

f C
D

45
+ 

ce
lls

%
 o

f C
D

45
+ 

ce
lls

0

0.5

1

1.5

2

0

0.01

0.02

0.03

0.04

Sp
l

PB

M
LN Lu
n

0

1

2

3

4

Sp
l

PB

M
LN Lu

n Ile Sp
l

PB

M
LN Lu

n Ile

Sp
l

PB

M
LN Lu
n

Sp
l

PB

M
LN Lu
n

(A) (B) (C)

(D) (E) (F)

図4. 各組織におけるILC1～3の存在頻度
(A)～(C): 野生型ブタ、(D)～(E): RAG2ノックアウトブタ

(A), (D): ILC1、(B), (E): LC2、(C), (F): ILC3
PB: 末梢血、Spl: 脾臓、MLN: 腸間膜リンパ節、Lun: 肺、Ile:回腸



 

(5) ILC のインターロイキン応答性の解析：分化マーカー陽性細胞(CD3+/CD8+/CD14+ 
/CD16+/CD21+）を除去し、残りの細胞から CD45+細胞を回収することで、ILC を濃縮し、in 
vitro におけるインターロイキン応答活性を解析した。ILC1 については、末梢血細胞を用
いて、IL2・IL12・IL18 を添加して 72 時間培養後、IFNγの培地中濃度を ELISA により測
定した結果、IFNγの誘導が確認さ
れた(図 5A)。ILC2 については、肺
由来の細胞を用い、IL2・IL25・IL33
を添加して 72 時間培養後、IL5 お
よびIL13の培地中濃度を測定した
が、変化は認められなかった(図
5B, C)。以上より、ブタにおいても
他種と同様の活性を持つILC1の存
在は示唆されたが、ILC2 について
はインターロイキン応答活性が異
なる可能性も含めてさらなる検討
が必要である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

IL2 - + + + + - 10

IL12 - - + - + + 100

IL18 - - - + + + 100
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図5. ILC1、2のインターロイキン応答性解析
ILC1: IL2/ IL12/ IL18刺激のIFNγ濃度(A) 
ILC2: IL2/ IL25/IL33刺激後のIL5(B)、IL13(C)濃度
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