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研究成果の概要（和文）：サイトカインの一つである IL-33 は喘息病態に重要な因子として理

解されている。我々は IL-33 による気道炎症の制御の仕組みについてのメカニズムを新規に作

成した IL-33 欠損マウスを用いて明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：IL-33 is considered to be one of the important cytokines in asthma 

pathobiology. We uncovered the role of IL-33 in airway inflammation using newly 

developed IL-33 deficient mice. 
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１．研究開始当初の背景 

 IL-33 は血中 IL-5、IL-13、IgE を増加させ、
Th2 型炎症を惹起する新規サイトカインと
して報告された(Immunity. 2005.23.479)。
IL-33 発現細胞は、樹状細胞、マクロファー
ジのほか、血管内皮、平滑筋、ケラチノサイ
ト、皮膚繊維芽細胞であり、他方、IL-33R

発現細胞は主にマスト細胞と Th2 細胞であ
る。したがって、IL-33 は末梢組織で産生さ
れ、炎症局所でのマスト細胞の活性化、ある
いは Th2 細胞の活性化や動員を担うサイト
カインであると考えられている。アトピー性
皮膚炎患者群の IL-33R 遺伝子プロモーター
に機能性 SNP が見出されることからも
(Hum Mol Genet. 2005.14.2919)、IL-33 と

アレルギー疾患の深い関係が示唆される。 
申請者らは、IL-33R を発現するマスト細胞
への IL-33 の効果を世界に先駆けて報告した
(Lab Invest. 2007.87.971, J Leukoc Biol. 

2007.82.1481)。 

我々は in vivo での IL-33 による炎症誘導
機構の理解を深めるため、IL-33 の経鼻投与
によるマウス喘息モデルを確立した（IL-33

喘息）。IL-33 投与群では著明な炎症細胞の浸
潤と杯細胞の肥大／過形成を伴う喘息様の
炎症像を示した。このとき肺所属リンパ節で
は、Th2 細胞だけでなく Treg の増加も認め
られる。前述のように in vitro では IL-33 は
マスト細胞を活性化することから、マスト細
胞を遺伝的に欠損する Wsh/Wsh マウスにお
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いては、IL-33 喘息の減弱・消失が期待され
る。しかしながら、驚くべきことに、IL-33

喘息を誘導した Wsh/Wsh マウスでは、逆に、
肺胞洗浄液中の好酸球数、IL-5、IL-13 濃度
の上昇を伴う炎症の増悪化が認められた。こ
のとき、肺所属リンパ節での Treg 数が少な
いことも明らかになった。マスト細胞の欠損
により IL-33 の効果が強くなることが示唆す
るのは、マスト細胞による何らかの負のフィ
ードバック機構の存在である。我々はこの結
果を強く疑ったため、定法に従い、Wsh/Wsh 

マウスへの野生型培養マスト細胞注射によ
るマスト細胞再構築を行った。このマウスで
は増悪化現象が消失する。さらに in vitro で
は、IL-33 を加えたマスト細胞(BMCMC)と
CD4+ T 細胞の共培養（C33 法：Co-culture of 

BMCMCs and CD4+ T cells with IL-33）を
行うと、抗原なしで Treg を増幅できるとい
う非常に好奇な結果を得た。これらの結果は、
マスト細胞による制御性T細胞誘導を介した
負の炎症制御機構が生理・病理学的に存在す
る、との仮説を導く。 

 

２．研究の目的 

本研究の達成目標は以下の 5 点である。 

(1). IL-33+マスト細胞+CD4+T 細胞共培養
（C33 法）から得られる CD25+Foxp3+ Treg

のバリデーション 

 本研究で言及するTreg と一般的Tregとの
比較として、分化形質面では、GITR、CTLA-4、
IL-10、葉酸受容体 FR4 の発現を確認し、さ
らに機能面では、in vitro におけるエフェク
ターT 細胞の増殖に対する抑制活性を測定す
る。in vivo においては、C33 法により誘導さ
れた Treg をマウスに養子移入し、IL-33 経鼻
吸入による IL-33 喘息と、抗原特異的喘息モ
デルマウスでの効果を検討することで、C33

法由来 Treg の機能評価を行う。 

 

(2). C33 法から得られる Treg 誘導機構の解
明 

 in vitroでのTreg誘導系として一般的な抗
原提示細胞（樹状細胞）と CD4+ T 細胞の共
培養系と比べ、C33 法から得られる Treg 誘
導因子は不明で、de novo であるのか、コミ
ットした Treg の増殖であるのかも明らかで
ない。そこで、MHC calss II、副刺激分子、
TGF-beta1、IL-2 などを中和抗体や遺伝子欠
損マウスを用いて、Treg 誘導に必要であるか
どうかの検討を加え、マスト細胞由来 Treg

誘導因子および誘導様式を明らかにする。 

 

(3). IL-33 発現細胞の同定 

これまでの研究から IL-33 は末梢に存在す
る細胞によって産生されうると考えられる
が、肺での具体的な産生細胞は明らかではな
い。そこで抗 IL-33 抗体を使った免疫組織化

学法等により、OVA で喘息を誘導したマウス
の肺での IL-33 産生細胞の同定を行う。 

 

(4). IL-33 吸入による肺所属リンパ節 CD4+ 

T 細胞の応答様式と、エフェクター機構の解
明 

CD4+ T 細胞分化関連の遺伝子改変マウス
と、各種の細胞欠損マウスを用いて、肺所属
リンパ節中の CD4+ T 細胞のプロファイル、
サイトカイン動態等を追跡することで、炎症
の制御がどのような細胞、どのようなサイト
カインで担われるのかを明らかにする。 

 

(5). IL-33 欠損マウスの開発 

病態における IL-33 の役割を明らかにする
ためには、IL-33 の直接吸入だけでなく、
IL-33 欠損マウスを使った異種抗原免疫によ
る喘息モデルにおいても確認の必要がある。
しかしながら、現時点で IL-33 欠損マウスは
作成されていない。申請者はすでに、IL-33

欠損マウスを開発中であり、すでにキメラマ
ウス作成および germ-line transmission（遺
伝子欠損部位のヘテロ接合体の取得）に成功
している。 

 

 

３．研究の方法 

初年度（平成 21年度）は、申請者らの見
出した新しい Treg増幅系（C33法）で誘導さ
れる Tregの分化形質と機能について、でき
るだけ多くのマーカーの確認と機能検証を
行う。さらに中和抗体及び遺伝子組換えマウ
ス由来の細胞を用いて、C33法での Treg誘導
を正負に制御する因子の同定を開始する。
IL-33遺伝子欠損マウスの作成と、他の研究
者からの遺伝子欠損マウスの入手を積極的
に進める。 

C33法でのTreg誘導を正負に制御する因子
の同定を進め、Treg誘導の分子メカニズムを
明らかにする。さらに in vivoでの評価（マ
ウス喘息モデル）を中心にした解析を推進す
る。 
最終年度は、IL-33によって誘導される炎

症に関わる主要なエフェクター細胞と、エフ
ェクター分子の同定を中心に推進する。エフ
ェクター機構に関する知見を集めたのち、前
２年分の研究結果をまとめ、学術雑誌への掲
載を目指す。 
 
(1). IL-33+マスト細胞+CD4+T細胞共培養
（C33法）から得られる CD25+Foxp3+ Tregの
バリデーション 

Treg機能分子の発現を蛍光標識抗体とフ
ローサイトメトリーにより確認する。機能検
証として、TregによるエフェクターT細胞の
CD3架橋刺激時増殖に対する抑制活性評価を
行う。CD3架橋刺激後の CD4+ T細胞に対して、



 

 

陽性対照群として脾臓より分離し CD4+CD25+ 
nTreg、実験群として C33法由来 Tregをそれ
ぞれ一定の割合で加え、このとき抗原提示細
胞として X線照射もしくはマイトマイシン C
処理した脾臓 CD11c+細胞を加える。これを
BrdUパルスし、一定時間後、BrdUの取り込
みを抗 BrdU抗体により検出し、増殖測定を
行う。ヒトマスト細胞についても同様の検証
を行う。 
機能面での評価として、C33法由来 Treg の

養子移入による in vivoでの機能評価を行う。
分離した C33法由来 Tregはマウスに養子移
入し、IL-33経鼻吸入によるマウス喘息モデ
ルや、抗原(OVA)特異的喘息モデルマウスへ
の効果を検討し、C33法に由来する Tregの機
能評価を行う。肺胞洗浄液中の炎症細胞数の
計数、IL-4、IL-5、IL-13等の ELISAによる
計測、肺組織切片（HE、PAS染色）をパラメ
ーターとして行う。 
 
(2). C33法から得られる Treg誘導機構の解
明 
in vitro Treg誘導系として最も多くの研

究がある抗原提示細胞と CD4+ T細胞の共培
養系との比較をベースとして実験を進める。
一般的に重要であるとされる因子は、MHC II、
T細胞受容体、副刺激分子、TGF-beta1、IL-2
であるので、C33法から得られる Treg誘導因
子の探索のため、まず、MHC II、マスト細胞
に発現する副刺激分子(PD-L1、OX40L、ICOSL)、
TGF-beta1、IL-2について、その中和抗体や
遺伝子欠損マウスを用いて特定の分子機能
を欠損した細胞を使用し、C33法での Treg誘
導への影響について検討を加える。加えて、
C33法による Treg誘導に、細胞間の接触また
は液性因子の重要性を確認するため、分離膜
を用いた共培養を行う。さらに、IL-33投与
によるマスト細胞の遺伝子発現変化をマイ
クロアレイ解析により明らかにすることで、
マスト細胞由来 Treg誘導分子の探索を行う。 
 
(3). IL-33発現細胞の同定 
 トリ卵白アルブミン(OVA)をアレルゲンと
する喘息モデルマウスを作成し、肺のパラフ
ィン切片、凍結切片の作成を行い、免疫組織
化学の条件検討を行う。 
 
(4). IL-33吸入による肺所属リンパ節 CD4+ T
細胞の応答様式と、エフェクター機構の解明 
 具体的には、IL-33投与後の CD4+ T細胞プ
ロファイルの経時的変化の記録、肺所属リン
パ節で誘導される Tregの機能評価を行うと
ともに、マウス喘息モデルの誘導に必須とさ
れる IL13-IL13R-Stat6経路を含む、Th1、Th2、
Th17、Treg細胞の分化及び活性化に関連する
各種遺伝子ノックアウトマウスを多種類利
用する。 

 
(5). IL-33欠損マウスの開発 
申請時点で既にキメラマウスからの

germ-line transmissionの確認済みである。
OVAによる喘息モデルの評価を行う。 
 
４．研究成果 
申請者らの見出した新しい Treg 増幅系

（C33法）で誘導される Tregの分化形質と機
能について、できるだけ多くのマーカーの確
認と機能検証を行い、炎症抑制機能のバリデ
ーションとして、Treg によるエフェクターT
細胞の CD3架橋刺激時増殖に対する抑制活性
評価を行った。さらに中和抗体及び遺伝子組
換えマウス由来の細胞を用いて、C33 法での
Treg誘導制御因子の同定を開始した。 

in vitro Treg 誘導系として最も多くの研
究がある抗原提示細胞と CD4+ T 細胞の共培
養系との比較をベースとして実験を進め、一
般的に重要であるとされる因子は、MHC II、
T細胞受容体、副刺激分子、TGF-b1、IL-2で
あるので、C33法から得られる Treg誘導因子
の探索のため、まず、MHC II、マスト細胞に
発現する副刺激分子、TGF-b1、IL-2について、
その中和抗体や遺伝子欠損マウスを用いて
特定の分子機能を欠損した細胞を使用し、
C33法でのTreg誘導への影響について検討を
加えた。C33法で誘導される Tregの分化形質
と機能について、C33 法による Treg 誘導に、
細胞間の接触または液性因子の重要性を確
認するため、分離膜を用いた共培養による検
討を行った。その結果、Tregの増幅には、マ
スト細胞と T細胞の接触が必要である事が明
らかとなった。 

IL-33 遺伝子欠損マウスの開発が進み、気
道炎症を中心とする各種の炎症性モデル疾
患での検討により、IL-33 遺伝子の生体にお
ける機能の多くを明らかにした。具体的には、
IL-33 が炎症に荷担する疾患モデルは、喘息
モデル、DSS 誘導性大腸炎モデル、LPS 腹腔
注射によるエンドトキシンショックモデル
の３種であって、多発性硬化症モデル（EAE）、
Ⅳ型アレルギーモデル（CHS, DTH）、ConA 誘
導肝炎モデル、STZ 投与糖尿病モデル、には
関与しなかった。興味深いのは、IL-33 遺伝
子欠損マウスでの喘息モデルでは野生型マ
ウスと比べて、肺胞洗浄液中の好酸球数が有
意に減少するにもかかわらず、血中 IgEや肺
胞洗浄液中 Th2型サイトカイン濃度の有意な
低下は認められない点であった。獲得免疫系
への影響が低いことが示唆されたため、次に、
感作をすることなくプロテアーゼアレルゲ
ンの経鼻吸入のみで気道に炎症を引き起こ
すモデルを作成し、気道炎症を評価した。予
想通り、IL-33 遺伝子欠損マウスでは、この
モデルにおいても好酸球浸潤が著減してお
り、IL-33 の機能が自然免疫系に強く働きか



 

 

けることが明らかとなった。  
最終年度に使用中の動物管理区域内の

我々のコロニーから、原虫、蟯虫、ノロウイ
ルスの感染が判明し、2011年 4月より実験を
停止した。現在はコロニーの再構築を行って
いる段階である。購入可能な野生型近交系マ
ウスを用いて実験を行ったが、IL-33 の生体
応答の特徴として、in vitroと in vivoの違
いが明らかになりつつある。即ち、IL-33 あ
るいは papain を経鼻吸入して引き起こされ
る好酸球性気道炎症は、1.オスよりもメスで
顕著である事、2.KitWsh/KitWsh マウスで認
められる気道炎症の増悪化が、オスでは全く
認められないこと、3.マウスの週齢によって
好酸球性気道炎症の程度が異なり、高週齢の
メスでは炎症が微弱となること、などを見出
しつつある。In vitroでの IL-33添加による
制御性 T細胞の増幅系では、マスト細胞、制
御性 T細胞に使用する細胞の由来する性や週
齢にはほとんど影響を受けないようである
ることから、in vitroの現象と in vivoの現
象を単純に同一視することは出来ないと考
えられる。また、既に報告済みのように、
IL-33やpapain吸入による好酸球性気道炎症
はマウス近交系の種類によっても、顕著な違
いを呈する。即ち、強い炎症が起きる系統は
C57BL/6であり、BALB/c系統や C3H系統では
炎症は C57BL/6よりもかなり微弱であり、好
酸球の出現も極めて少ない。 
開発した IL-33遺伝子欠損マウスを使った

共同研究で、中江は IL-33がある種のウイル
ス感染応答に必須である事を明らかにした。 
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