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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、重症喘息の病態に焦点を当て、喘息の重症化を規定する因子の同定とそ

れに基づく新規治療法開発の基盤構築を目的とした。特に近年、自己免疫疾患で重要な

役割を果たすことが明らかとなりつつあるTh17細胞に着目し、Th17細胞が産生する主要

なサイトカインであるIL-22のアレルギー性気道炎症における役割を解析した。その結

果、1)喘息モデルマウスの気道でIL-22が産生されること、2)IL-22産生細胞は主にCD4

陽性T細胞であり、その多くはIL-17非産生細胞であること、3)抗IL-22抗体を腹腔内投

与しIL-22を中和すると抗原誘発性気道炎症が増悪すること、4)リコンビナントIL-22

を経鼻投与すると抗原誘発性気道炎症は減弱すること、5) IL-22の標的細胞は気道上皮

細胞であり、IL-22は気道上皮細胞によるIL-25の産生を抑制することを見出した。

さらに本研究者は IgE 産生抑制作用を示す IL-21 の産生制御機構を解析した。その

結果、1) c-Maf は、CD4 陽性 T 細胞において STAT3 依存的に発現が誘導されること、2) 

c-Mafは直接 IL-21プロモーターやCNS-2エンハンサーに結合し、IL-21の転写を促進して

いることを明らかにした。 
研究成果の概要（英文）： 
   Asthma is chronic airway inflammation characterized by eosinophil infiltration, mucus 
hypersecretion, and airway hyperresponsiveness (AHR) to a variety of stimuli.  These 
characteristics are mainly mediated by antigen-specific Th2 cells and their cytokines including IL-4, 
IL-5, and IL-13.  Moreover, we and others have shown that Th17 cells induce neutrophilc airway 
inflammation in part through the production of IL-17A.  More recently, IL-22, one of Th17 
cell-derived cytokines with both proinflammatory and anti-inflammatory properties, has been 
shown to be detected in the airways in a murine model of asthma.  However, the role of IL-22 in 
the regulation of allergic airway inflammation remains largely unknown. 
   In this study, we found that IL-22 was produced by CD4+ T cells infiltrating in the airways 
upon antigen challenge, that the neutralization of IL-22 by anti-IL-22 antibody in the effector phase 
enhanced antigen-induced eosinophil recruitment into the airways, and that intranasal 
administration of recombinant IL-22 inhibited antigen-induced eosinophil recruitment into the 
airways.  We also found that anti-IL-22 antibody enhanced antigen-induced IL-25 production in 
the airways, which is known to enhance Th2-type immune responses in the airways, and indeed 
co-injection of anti-IL-25 antibody reversed the enhancing effect of anti-IL-22 antibody on 
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antigen-induced eosinophil recruitment into the airways.  Finally, we found that IL-22 inhibited 
IL-13-mediated enhancement of IL-25 expression in LPS-stimulated lung epithelial cell line 
MLE-15 cells.  Our results suggest that IL-22 attenuates antigen-induced airway inflammation in 
part by inhibiting the expression of IL-25 in lung epithelial cells. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、Th1 細胞/Th2 細胞とは異なる T細胞

サブセットとして IL-17 産生 CD4陽性 T細胞

(Th17 細胞)が同定され、IL-23 が Th17 細胞

の生存維持及び機能発現に重要な役割を果

たすこと、IL-23-Th17 細胞経路が多くの慢性

炎症性疾患の病態に関与していることが明

らかにされた。一方、本研究者らは、アレル

ギー性気道炎症におけるIL-23の役割にいち

早く着目し、①アレルギー性気道炎症の局所

で IL-23 の産生が認められること、②IL-23

の中和は、好中球性炎症のみでなく、好酸球

性炎症も抑制すること、③肺特異的 IL-23 発

現マウス(CC10 IL-23 マウス)では、抗原吸入

による好中球性炎症と好酸球性炎症の増強

が認められ、重症喘息の病態と類似すること、

④抗原特異的 Th17 細胞の細胞移入は Th2 細

胞依存的な好酸球性炎症を増強すること(Am

J Respir Crit Care Med 2008)を明らかにす

るなど、アレルギー性気道炎症における

IL-23-Th17 細胞経路の研究において先駆的

な役割を果たしてきた。

さらに最近、本研究者は、アレルギー疾患

に対する唯一の根治療法である抗原特異的

免疫療法の改良に結びつく可能性が高い二

つの研究成果を得た。第一の成果は、ナイー

ブ CD4 陽性 T 細胞を IL-6 の存在下で抗原刺

激すると IL-21 を大量に産生する細胞(誘導

性 IL-21 産生 T 細胞)を誘導できることを見

出したことである(J Exp Med 2008)。IL-21

は IgE 産生を特異的に抑制すること(Blood

2002)、誘導性 IL-21 産生 T 細胞はリンパ濾

胞における B細胞分化に重要な役割を果たす

濾胞 B ヘルパーT(TFH)細胞と類似した形質を

有することより、抗原特異的な誘導性 IL-21

産生 T細胞を用いることで IgE 産生を特異的

に抑制できることが期待される。

第二の成果は、アレルギー性気道炎症の局

所で IL-22 を産生する T細胞が存在すること

を見出したことである。IL-22 は、外界に接

する腸管や気道における免疫応答に重要な

役割を果たすことが示唆されており、アレル

ギー性気道炎症における IL-22 の役割を解明

することにより、抗原特異的免疫療法の開発

に繋がることが期待される。

２．研究の目的 
従って本研究では、1) T 細胞における

IL-21 産生制御の分子メカニズムを明らかに

すること、2)アレルギー性気道炎症における

IL-22 の役割を明らかにすることにより重症

喘息に対する新規免疫療法の開発基盤を構

築することを目的とした。

３．研究の方法 
(1) IL-21 産生の分子メカニズムの解明 

1) レトロウイルス発現系を用いて T 細胞に

おける IL-21 産生制御機構を検討した。

2) IL-21 の発現制御領域を同定し、レポータ

ー法を用いて IL-21 発現制御の分子メカニズ

ムを検討した。

(2) アレルギー性気道炎症における IL-22 の



 

 

役割の解明

1) アレルギー性気道炎症における IL-22 産

生細胞の詳細を FACS および免疫染色を用い

て検討した。

2) アレルギー性気道炎症における IL-22 の

役割を対する抗 IL-22 抗体を用いて検討した。

3) 喘息モデルマウスを用いて IL-22 の作用

メカニズムを検討した。

４．研究成果

(1) IL-21 産生の分子メカニズムの解明 

1) IL-21 産生における cMaf の役割の解析 

 IL-21 の産生は、Th17細胞やTFH細胞以外に

も Th2 細胞で報告されている。そして Th2 細胞

ではNFATc2が IL-21のプロモーター領域に結

合し IL-21の転写を促進すること、Th1細胞では

T-bet が NFATc2 の IL-21 プロモーターへの結

合を阻害することにより転写を抑制していること

が示されている。一方、Th17 細胞における

IL-21 の産生には、IL-6/IL-21 による STAT3 の

活性化は必須だが、ROR!t の発現は必須でな

いことが示されている。さらに最近、これまで Th2

細胞特異的転写因子と考えられていた c-Maf の

遺伝子欠損マウスでは、TFH 細胞の分化が抑制

されることが報告された。IL-21 産生能を有する

Th2 細胞、Th17 細胞、TFH 細胞のすべてに

c-Maf が発現していることも報告されており、

IL-21 産生における c-Maf の関与が示唆され

る。

そこで本研究では、c-Maf による IL-21 の産

生誘導機構を検討した(発表論文 6)。その結果、

レトロウイルスを用いて c-Maf を発現させた CD4

陽性 T 細胞を抗 CD3 抗体で刺激すると、IL-21

産生細胞の分化が強く誘導された（図 1A）。

c-Maf が IL-4 産生を誘導し、Th2 細胞による

IL-21 産生を亢進させている可能性を考慮し、

STAT6欠損マウスを用いて同様の検討を行った

が、STAT6 欠損マウスにおいても c-Maf による

IL-21 産生誘導は野生型マウスと同等に認めら

れた（図 1B）。すなわち、c-Maf は IL-4-STAT6

経路非依存的に IL-21 の産生を誘導しているこ

とが示唆される。IL-21は IL-21産生T細胞の自

己増殖因子として機能するため、IL-21 受容体

欠損マウスの CD4 陽性 T 細胞においても同様

の検討を行ったが、c-MafによるIL-21産生誘導

は野生型マウスと同等に認められた（図 1C）。以

上より、c-Mafは IL-21の産生を直接誘導してい

ることが示唆された。 

 

2) c-Maf による IL-21 産生誘導機構の解析

 IL-21 遺伝子はマウスでは３番染色体、ヒトで

は４番染色体上に IL-2 遺伝子と近接して存在

する。そしてマウスとヒトの IL-21-IL-2 遺伝子座

の相同性を検索したところ、保存された非コーデ

ィング領域(conserved non-coding sequence, 

CNS)が７個存在することが明らかとなった(図2A)。

これらの CNS で Maf 認識配列 (Maf responsive 

element, MARE)を検索したところ、IL-21 遺伝子

のプロモーター領域に相当するCNS-1に2カ所

の MARE が、IL-21 遺伝子のイントロン２に存在

するCNS-2に 2カ所のMAREが予測された。そ

こで c-Maf が IL-21 プロモーター(IL-21P)と

CNS-2の活性化を誘導するか否かをレポーター

法を用いて解析した（図 2B）。その結果、IL-21

プロモーターは PMA+ionomycin(PMA+I)刺激に

より活性化され、c-Mafは PMA+Iによる IL-21プ

ロモーターの活性化を有意に増強した。さらに

IL-21 プロモーターの下流に CNS-2 を挿入した

レポーターベクターでは、c-Maf による活性化が

より強く促進された（図 2B）。さらに CD4 陽性 T

細胞において c-Maf が IL-21 プロモーターや

CNS-2 エンハンサーに結合しているか否かをク

ロマチン免疫沈降法を用いて検討したところ、

c-Maf は、IL-6 刺激下で IL-21 プロモーターや

CNS-2 エンハンサーに結合していることが明ら

かとなった（図 2C）。以上より、c-Maf は、CD4陽

性 T 細胞において直接 IL-21 プロモーターや



 

 

CNS-2 エンハンサーに結合し、IL-21 の転写を

促進していることが明らかとなった。 

 

(2) アレルギー性気道炎症におけるIL-22の

役割の解明

これまで IL-22 は Th17 細胞のみが産生すると

考えられてきたが、近年の解析によりLTi様細胞、

皮膚に存在する CCR10 陽性細胞、NKp46+NK

細胞なども IL-22 を産生することが報告された。

さらに、IL-22 は乾癬などの皮膚の炎症性疾患

に対しては促進的に作用するが、炎症性腸疾患

などにおいては抑制的に作用することが示され

ている。しかし、アレルギー性気道炎症における

IL-22 の役割は不明であり、本研究ではその解

明を目的とした。 

1) アレルギー性気道炎症における IL-22 産生

細胞の同定 

OVA/alumにより腹腔内感作したBALB/cマウス

に OVA を吸入し、アレルギー性気道炎症を惹

起した。マウスの肺胞洗浄液(BALF)中の IL-22

を ELISA法により測定したところ、OVAで感作し

たマウスにOVAを吸入投与することにより IL-22

が検出された(図 3A)(発表論文 12)。次にいかな

る細胞が IL-22 を産生しているのかを明らかに

するため、細胞内サイトカイン染色法と免疫染色

により IL-22 産生細胞を検討した。その結果、

BALF 中の CD4 陽性 T 細胞が IL-22 を産生し

ていることが明らかとなった(図 3B)。 

次に IL-22 産生 CD4 陽性 T 細胞は既存の Th

細胞サブセットと同一か否かを検討した。その結

果、一部の IL-22 産生細胞は IL-17A を同時に

産生するものの、IL-22 産生細胞の大部分は、

IL-17A, IL-4, IFN-!を産生しないことが明らかと

なった(図 3C)。ケモカインレセプターと IL-22 の

二重染色の解析からも IL-22 産生細胞の大部

分はTh1細胞、Th2細胞、Th17 細胞とは異なる

細胞分画であることが示唆された(図 3D)。 

 

2) アレルギー性気道炎症における IL-22 の役

割の解明 

次に喘息モデルマウスを用いて内因性の IL-22

を抗体により中和する実験、および外因性にリコ

ンビナント IL-22を投与する実験を行いアレルギ

ー性気道炎症における IL-22 の役割を検討した。

OVAで感作したBALB/cマウスに抗 IL-22抗体

を投与した後にアレルギー性気道炎症を惹起し

たところ、リンパ球と好酸球の BALF 中への浸潤

が有意に増強された(図 4A)。抗 IL-22抗体の投

与は BALF 中の IL-13 と IL-17 の産生レベルも

有意に増強した。Goblet 細胞の過形成、および

気道過敏性も抗 IL-22 抗体の投与により増強さ

れた。一方、リコンビナント IL-22 の投与は、リン

パ球と好酸球の浸潤を有意に抑制した(図 4B)。

以上の結果から、IL-22 はアレルギー性気道炎

症に対し、抑制的に機能していることが明らかと

なった。 



 

 

 

3) IL-22 の作用メカニズムの解明 

次に IL-22 が如何にしてアレルギー性気道炎症

を抑制するのかを明らかにするため、IL-22受容

体を発現する標的細胞について検討を行った。

IL-22 受容体は IL-22 受容体に特異的な

IL-22R1 と、IL-10 受容体と共有される IL-10R2

のヘテロダイマーより構成されるため、アレルギ

ー性炎症への関与が推定される種々の細胞に

おける IL-22R と IL-10R2 の発現を定量的 PCR

法により検討した。その結果、IL-22R は血球系

細胞には発現しておらず、肺胞上皮細胞より樹

立された細胞株 MLE 細胞に高発現していた(図

5A)。一方、IL-10Rは血球系細胞にもMLE細胞

にも発現が認められた(図 5A)。以上の結果から、

肺においては気道上皮細胞が IL-22 の標的細

胞であることが示唆された。そこで喘息モデルマ

ウスの実験系において気道上皮細胞由来のサ

イトカイン(TSLP、 IL-25、 IL-33)の産生が抗

IL-22 抗体の投与により影響を受けるか否かを

検討した。その結果、抗 IL-22 抗体を投与した

マウスの BALF では IL-25 が有意に上昇するこ

とが明らかとなった(図 5B)。一方、TSLP と IL-33

はほとんどのマウスで検出感度以下であった(図

5B)。さらに IL-22が気道上皮細胞に直接作用し

て IL-25 産生を制御しているか否かを明らかに

するため、MLE 細胞を用いて IL-22 の IL-25 産

生に対する作用を検討した。その結果、IL-22は

LPS と IL-13 の存在下で誘導される IL-25 の発

現を有意に抑制した(図 5C)。以上の結果より、

IL-22 はアレルギー性気道炎症の局所で CD4

陽性 T 細胞により産生され、気道上皮細胞に作

用し IL-25 産生を抑制することによりアレルギー

性気道炎症を抑制していることが示唆された。 
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