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研究成果の概要（和文）：本研究の目的はアレルギー性角結膜炎における慢性化および重症化におけるIL-25の
役割を明らかにすることである。IL-25シグナルがアレルギー性角結膜炎の慢性化ならびに重症化に重要ではな
いかとの仮説を着想し、新たに慢性アレルギー性結膜炎モデルを作成した。また、結膜内にあるTuft細胞のマー
カーである抗-DCAMKL1抗体とIL-25抗体を用い、結膜におけるTuft細胞の局在ならびにIL-25染色を行い、慢性ア
レルギー性結膜炎マウスモデルのマウス結膜にはIL-25並びにtuft細胞が存在することが判明した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to clarify the role of IL-25 in the chronicity
 and severity of allergic keratoconjunctivitis. Using anti-DCAMKL1 and IL-25 antibodies, which are 
markers of Tuft cells in the conjunctiva, we localized Tuft cells in the conjunctiva and stained for
 IL-25, and found that IL-25 and Tuft cells were present in the conjunctiva of the mouse model of 
chronic allergic conjunctivitis.

研究分野： アレルギー

キーワード： アレルギー性結膜炎　IL-25　ILC2　自然免疫
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研究成果の学術的意義や社会的意義
IL-25と慢性重症アレルギー性角結膜炎の病態成立との関連を調べた先行研究はないため、IL-25シグナルがアレ
ルギー性角結膜炎の慢性化ならびに重症化に重要ではないかとの仮説を着想し、新たに慢性アレルギー性結膜炎
モデルを作成した。また、Tuft細胞のマーカーである抗-DCAMKL1抗体とIL-25抗体を用い、結膜におけるTuft細
胞の局在ならびにIL-25染色を行い、慢性アレルギー性結膜炎マウスモデルのマウス結膜にはIL-25並びにtuft細
胞が存在することが判明した。アレルギー性結膜炎の病態の一部にIL-25が関与していることが明らかになり、
IL-25を抑制することが治療となる可能性がある。

※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 

『視機能を障害する慢性重症アレルギー性角結膜炎の病態生理において、２型炎症起因サ

イトカイン IL-25 が慢性化ならびに重症化の鍵となっているのではないか』 

春季カタル(VKC)とアトピー性角結膜炎(AKC)は、慢性重症アレルギー性角結膜炎で、

結膜の増殖性変化を伴い、重症例では角膜混濁や不正乱視による視覚障害を生ずる。

近年、アレルギー性疾患などの２型炎症反応の分子メカニズムが精力的に研究され、

アレルゲン刺激により外界とのバリアを形成する上皮細胞から、IL-25, IL-33, TSLP と

いった２型炎症起始サイトカインが産生・放出され、２型炎症反応のトリガーとなっ

ていることがわかってきた。また、自然リンパ球（innate lymphoid cells：ILCs）、特に

ILC2 がアレルギーの発症や病態形成に重要であること, IL-33 や IL-25 が ILC2 の維持

ならびに活性化に重要な働きをしていることが報告(Nat Rev Immunol. 13:145-149, 

2013.)されている。実際我々は、VKC/AKC 患者の巨大乳頭結膜生検組織から ILC2 の

存在を同定している（未発表データ、図１）。ILC2 には IL-33 受容体を高発現する

natural ILC2 (nILC2)と IL-25 受容体を高発現する inflammatory ILC2 (iILC2)のサブタイ

プが報告されている。すなわち、アレルギー性炎症によって産生される IL-25 によっ

て ILC が活性化されると IL-17 産生能を有する iILC2 が誘導することが報告(Nature 

Immunol 16:161-169, 2015)されている。また、IL-25 は上皮組織の中でも特に盃細胞の

近傍に存在する Tuft 細胞から産生されることが報告された。VKC/AKC における IL-17

発現の亢進(Seminar Ophthalmol 32:721-724, 2017)や、VKC/AKC 組織の中には著明な好

中球浸潤をともなう症例があることから、IL-25/iILC2 シグナルと慢性重症アレルギー

性角結膜炎の病態との間に関連が予想され

た。さらに最近、IL-25 と神経細胞から放出

されるニューロペプチドニューロメジン U

（NMU）が協調してアレルギー性炎症を重症

化させているとの報告(Nature. 549(7672):351-

356, 2017)がなされており、IL-25/iILC2/NMU

シグナル経路がアレルギー性角結膜炎の慢性

化、重症化に関連する key factor である可能

性を探る本研究を着想した。 

２．研究の目的 

本研究の目的はアレルギー性角結膜炎における慢性化および重症化における IL-25

の役割を明らかにすることである。申請者は、ブタクサ花粉誘発アレルギー性結膜炎

モデルマウスにおいて IL-33 が病態形成に重要であること(Invest Ophthalmol Vis Sci 56, 

5194-5202, 2015.)、さらにはパパイン吸着ソフトコンタクトレンズをマウスに装用させ

て、自然免疫依存性のアレルギー性角結膜炎モデルを樹立したところ、IL-33, TSLP な

らびに ILC2 が病態形成に必須であることを報告(Immun Inflamm Dis. 5:515-525, 2017.)

した。しかし、これらの急性期アレルギー性結膜炎マウスモデルでは IL-25 欠損マウ

スと野生型マウスとの間で炎症の程度に差はみられなかった。一方、ヒト AKC/VKC

の患者由来の結膜組織において対照結膜と比較して IL-25mRNA の発現が上昇、また

IL-25 受容体である IL-17RB の mRNA 発現レベルが上昇していること、さらに難治性

AKC 患者由来組織と対照結膜を用いた網羅的遺伝子発現解析(RNA-seq)の結果 IL-



17RB 遺伝子の発現が有意に亢進していることを見出した。そこで、IL-25 シグナルが

アレルギー性角結膜炎の慢性化ならびに重症化に重要ではないかとの仮説を着想した

（図２）。実際、IL-25 がアレルギー性鼻炎の慢性化・重症化に関与していること、IL-

25 刺激によって iILC2 が誘導され

(Nat Immunol 16, 161-169, 2015.)、IL-

25 と NMU との協調作用でアレルギ

ー性炎症が増強されるといった報告

は我々の仮説を支持するものであ

る。これまでに IL-25 と慢性重症ア

レルギー性角結膜炎の病態成立との

関連を調べた先行研究はない。ま

た、急性期のアレルギー性結膜炎モ

デルはこれまで数多く報告されてい

るが、ヒト VKC/AKC の病態に近

い、結膜組織の増殖性変化を伴うよ

うな慢性重症アレルギー性角結膜炎

マウスモデルは樹立を目的としてい

る。 

 

３．研究の方法 

（1）アレルギー性角結膜炎における IL-25 発現の局在の再検証 

AKC/VKC 臨床サンプルを利用して、これまでに IL-25 のタンパク質レベルでの発現

局在を免疫組織学的手法で検討してきたが、弱いレベルで IL-25 発現をマスト細胞お

よび結膜上皮に認めるものの、Tuft 細胞との関連はこれまで検討したことがなく、非

特異的染色と解釈されてきた結果の中に IL-25 陽性 Tuft 細胞が結膜上皮内に存在して

いた可能性がある。そこで、Tuft 細胞のマーカーである抗-DCAMKL1 抗体と IL-25 抗

体を用い、結膜における Tuft 細胞の局在ならびに IL-25 染色性を評価する。 

（2）IL-25シグナルを増強したマウス慢性重症結膜炎モデルの作成 

慢性重症アレルギー性角結膜炎の病態に IL-25 シグナルと、それによって活性化さ

れる ILC2、ならびに NMU シグナルがどのように関連しているかを明らかにするた

め、それらのシグナルを増強した状態で、ヒト慢性重症アレルギー性格結膜炎

VKC/AKC に似た症状・所見を伴うマウス結膜炎モデルを樹立する。まず、角結膜上

皮細胞に発現するケラチン１４のプロモーターを用いて IL-25 遺伝子トランスジェニ

ックマウスを BALB/c 背景で作成する。このマウスを用い、アレルゲンとしては、精

製ダニ抗原とブタクサ花粉、並びにその混合物を皮下免疫し、7 日後から結膜増殖反

応が得られるまで点眼刺激を継続する（結膜組織の増殖反応はヒト VKC/AKC におけ

る特徴的な病理変化であり、今回のマウスモデルにおいても慢性化・重症化の重要な

指標である）。また、炎症反応を増強するために NMU を抗原点眼と同時に投与するモ

デルも作成する。慢性重症モデルの成否は結膜増殖反応の他に、結膜の充血、腫脹、

流涙といったクリニカルスコア、好酸球浸潤数および結膜組織中の炎症性サイトカイ

ンを定量による重症度の評価を元に行う。また、IL-25 を産生する Tuft 細胞の免疫組

織学染色を用いた同定を施行する。さらに、BALB/c IL-25 欠損マウスを用い, 上述の



マウス慢性アレルギー性角結膜炎モデルの病態形成がキャンセルされるか確認実験を

遂行する。 

（3）網羅的遺伝子発現解析(sc-RNAseq)を用いたILCサブタイプの同定と角結膜炎モデ

ルにおける役割の評価 

マウスアレルギー性角結膜炎の発症において、ブタクサ花粉を使用した急性モデル

においては IL-33 とその下流にある natural ILC2(nILC2)が重要な役割を果たしている。

一方慢性モデルにおいては我々の仮説が正しければ IL-25 と iILC2 の働きが重要と考

えられる。急性モデル、慢性モデルから結膜組織を採取し、FACS を用いて ILC2 細胞

分画を分取、single cell (sc)-RNA seq の手法で、アレルギー性角結膜炎発症時における

結膜 ILC2 細胞をクラスタリングし、急性モデル、慢性モデルにおける nILC2, iILC2 の

役割を明らかにする。 

 

４．研究成果 

本研究の目的はアレルギー性角結膜炎における慢性化および重症化における IL-25 の

役割を明らかにすることである。IL-25 シグナルがアレルギー性角結膜炎の慢性化な

らびに重症化に重要ではないかとの仮説を着想し、新たに慢性アレルギー性結膜炎モ

デルを作成した。 

（1）結膜内にある Tuft 細胞のマーカーである抗-DCAMKL1 抗体と IL-25 抗体を用い、

結膜における Tuft 細胞の局在ならびに IL-25 染色を行い、慢性アレルギー性結膜炎マ

ウスモデルのマウス結膜には IL-25 並びに tuft 細胞が存在することが判明した。 

（2）角結膜上皮細胞に発現するケラチン１４のプロモーターを用いて IL-25 遺伝子ト

ランスジェニックマウスを BALB/c 背景で作成したところ、高い確率でアレルギー性結

膜炎を発症することが判明した。 

（3）慢性アレルギー性結膜炎モデルマウスの網羅的遺伝子発現解析を行ったところ、

対照結膜と比較して、2 倍以上に発現が亢進していた 993 個の遺伝子群に対して gene 

ontology 解析を行ったところ、細胞外マトリックス、ケラチンといったアノテーショ

ンを持つ遺伝子が多く発現していた。パスウェイ解析では TNF シグナル伝達経路、サイ

トカイン受容体シグナル経路との関連を認めた。 

今後もこの研究成果を用いて継続的に解析を行う予定である。 
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