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研究成果の概要（和文）：　IL-33は上皮細胞や血管内皮細胞等、バリア組織細胞中の核内に恒常的に発現するサイト
カインであり、組織傷害により受動的に放出され機能を発揮する。皮膚組織細胞の中で、特に表皮角化細胞と皮膚微小
血管内皮細胞にIL-33は作用し、主に好中球性炎症の誘導に関与する可能性が示された。
　さらに、In vitroの掻破刺激モデルを確立し、表皮角化細胞破砕液中に、intactな皮膚組織細胞に対して炎症応答を
惹起する物質が含まれることを明らかにした。これらの結果は、アトピー性皮膚炎など炎症性皮膚疾患における“かゆ
みと掻破の悪循環”（itch-scratchサイクル）の分子メカニズムの一端を示唆するものである。

研究成果の概要（英文）：The IL-1-like cytokine IL-33 is constitutively expressed in the nucleus of barrier
 tissue cells such as epithelial cells and endothelial cells. IL-33 passively released from damaged tissue
 has been shown to be acted as a cytokine. We found that IL-33 can act on epidermal keratinocytes and derm
al microvascular endothelial cells to induce neutrophil-associated cytokine/chemokine productions.
Furthermore, we have established an in vitro scratch model of skin tissue cells, and found that keratinocy
te extracts contained unidentified pro-inflammatory substances to mediate inflammatory responses to intact
 cultured skin tissue cells such as fibroblasts and microvascular endothelial cells. These findings sugges
t the existence of a molecular machinery of "itch-scratch cycle" in the inflammatory skin diseases such as
 atopic dermatitis.
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１．研究開始当初の背景 
 
 IL-33 は Th2 細胞、マスト細胞、好酸球な
どのエフェクター細胞に作用し、Th2 サイト
カインやIgE増加などを介してアレルギー性
炎症に重要な役割を果たすサイトカインで
ある。特に最近になり、ヒト全ゲノムの遺伝
子多型（SNP）を対象とした大規模な国際共
同調査により、IL-33 とその受容体である
ST2/IL-33R の SNP が、喘息発症や血清 IgE 高
値などアレルギー疾患と関連していること
が明らかになり、アレルギー疾患における
IL-33 の役割が注目されてきている。これま
で上記エフェクター細胞に対するIL-33の作
用については、国内外から多数の報告があっ
た一方、組織細胞に対する作用については全
く不明であった。我々は、気道組織細胞にお
ける IL-33 の作用標的を探索し、IL-33 は気
道上皮細胞および肺微小血管内皮細胞に対
して炎症反応を惹起することを世界に先駆
けて報告した。 
IL-33 は他の一般的なサイトカインと異な
り、正常組織細胞（上皮細胞、平滑筋細胞、
血管内皮細胞等）の核内に恒常的に発現して
おり、細胞外への分泌量は極めて少ないユニ
ークなサイトカインである。従って、生体内
で作用する場合、組織細胞が何らかの原因
（物理的損傷や炎症による組織傷害など）で
損傷（この場合アポトーシスではなくネクロ
ーシスによる細胞死）を受けた細胞から遊離
した IL-33 が、近傍の ST2 発現細胞に対して
作用を及ぼしていると想定されている
（danger モデル）。我々が明らかにした気道
上皮細胞や肺微小血管内皮細胞への作用に
ついても、おそらく喘息気道における上皮細
胞の脆弱性により、気道から剥がれた上皮細
胞由来の IL-33 が、近傍の上皮細胞や内皮細
胞に対して作用している可能性がある。 
一方、アトピー性皮膚炎（AD）の病態にお
いて患部をかきむしることによってさらに
症状が悪化することは広く知られているが、
掻破により皮膚組織が破壊され、そこから受
動的に遊離した内因性因子が炎症をさらに
悪化させている可能性が考えられる。我々は、
この内因性因子としてIL-33の可能性を想定
しており、本研究の成果は掻破行動による AD
の症状悪化メカニズムの解明に繋がること
が期待された。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、皮膚組織細胞、特に表皮角化
細胞（ケラチノサイト）および皮膚微小血管
内皮細胞に対する IL-33の作用および皮膚の
炎症に対する治療薬として用いられている
ステロイド薬や免疫抑制剤の IL-33炎症反応
に対する効果を明らかにすることを目的と
した。さらに、培養細胞を用いた in vitro掻
破刺激モデルを確立し、掻破による皮膚組織
炎症悪化のメカニズム解明を目指した。 

３．研究の方法 
 
 皮膚組織細胞の培養系（表皮角化細胞、皮
膚線維芽細胞、皮膚微小血管内皮細胞）を用
い、10 ng/ml のヒトリコンビナント IL-33 で
刺激した際に発現変動する遺伝子について、
GeneChip を用いてスクリーニングした。さら
に、IL-33 応答に対するステロイド薬（デキ
サメタゾン）や免疫抑制剤（FK-506）の効果
について検討した。 
 In vitro の掻破刺激モデルとして、表皮角
化細胞の細胞破砕液で intact な皮膚組織細
胞を刺激し、どのような遺伝子が発現誘導さ
れるのか、検討を行った。この掻破刺激モデ
ルは、瘙痒により皮膚組織を掻破した際に組
織細胞中の物質が受動的に遊離し、danger シ
グナルとして周囲の組織細胞に対して炎症
応答を惹起する可能性を想定している。細胞
破砕液の抽出は、confluent まで培養した表
皮角化細胞を PBS で二度洗浄し、表皮角化細
胞の専用基礎培地（増殖因子等の添加因子は
全て除いたもの）中に cell scraper で物理
的にはがして回収し、液体窒素による凍結融
解を計 5回行った。さらに 15000rpm, 5 分遠
心した上清を 10 分の 1 量加えた培地で刺激
を行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）皮膚組織細胞（表皮角化細胞 NHEK、皮
膚線維芽細胞 NHDF、皮膚微小血管内皮細胞
HMVEC-dBl）を IL-33 で刺激した際、発現変
動する遺伝子について GeneChip を用いてス
クリーニングしたところ、以下の点が明らか
となった（表１参照）。 
①NHDFにはIL-33受容体ST2が発現していな
いためIL-33により発現変化する遺伝子はな
く、IL-33 の作用は認められなかった。 
②NHEK を IL-33 で刺激すると、IL-8、CXCL1、
CXCL2 および CXCL3 等の好中球遊走性ケモカ
イン群の顕著な発現誘導が認められた。 
③HMVEC-dBl を IL-33 で刺激すると、上記ケ
モカイン群に加えて、IL-6 などの炎症性サイ
トカインや ICAM-1 などの接着因子の発現誘
導が認められた。 
④IL-33 による NHEK の IL-8 産生は、ステロ
イド薬の添加により顕著に抑制された一方、
HMVEC-dBl からの IL-8 や IL-6 産生に対して
抑制効果は部分的であった。 
⑤皮膚組織細胞におけるIL-33の作用に対し
て、FK-506 の影響は認められなかった。 
 
 以上の結果から、IL-33 は皮膚組織細胞の
中でも、特に表皮角化細胞および皮膚微小血
管内皮細胞に作用することが初めて明らか
となった。皮膚組織におけるIL-33の作用は、
主として好中球性炎症に関与する可能性が
示唆された。組織細胞の物理的損傷や傷害に
より受動的に遊離した IL-33 が、感染防御の
素早い応答として好中球を呼び寄せるケモ



カインを大量に誘導することは、理にかなっ
ているのかもしれない。 
 また、特に皮膚微小血管内皮細胞における
IL-33 作用に対して、ステロイド薬の抑制効
果が限定的であることから、IL-33/ST2 は尋
常性乾癬や AD 等炎症性皮膚疾患における新
たな治療標的となる可能性がある。 
 
表１：皮膚組織細胞における IL-33 の作用

（Fold Change） 
GeneChip® 

Probe Set ID 

NHEK 

IL-33 

/control 

NHDF 

IL-33 

/control 

HMVEC-dBl 

IL-33 

/control 

Gene 

Symbol 

205476_at 1071.5 0.8 5067.2 CCL20 

207850_at 14.3 0.8 298.8 CXCL3 

210229_s_at 3.4 0.9 223.0 CSF2 

209774_x_at 9.4 1.2 94.5 CXCL2 

206336_at 2.3 0.7 22.1 CXCL6 

202638_at 7.6 0.9 11.5 ICAM1 

205207_at 5.1 1.3 10.2 IL6 

204470_at 36.0 0.9 9.9 CXCL1 

211506_s_at 14.5 0.8 9.7 IL8 

216598_s_at 1.7 0.9 6.2 CCL2 

NHEK,NHDF,HMVEC-dBl に対する IL-33 の作用
をマイクロアレイで解析した代表的な結果
を表に示す。数値はそれぞれの細胞において
IL-33 処理群/対照群の raw signal について
倍率変化をあらわしている。HMVEC-dBl や
NHEK が好中球遊走性ケモカインなどの遺伝
子発現を良く誘導するのに対して、NHDF は概
して遺伝子発現変化を認めなかった。 
 
（２）In vitro 掻破刺激モデルを用いた検討 
 
 In vitro 掻破刺激モデルとして、NHEK の
細胞破砕液を調製し、intact な皮膚組織細胞
（NHEK、HMVEC-dBl および NHDF）を刺激して
どのような遺伝子が発現誘導されるのか、検
討を行い、以下の点を明らかにした。 
 
①NHEKの細胞破砕液はintactな培養NHBEに
炎症応答を惹起しなかった。 
②一方、HMVEC-dBl に対しては、リコンビナ
ント IL-33 刺激の場合と同様に、刺激後 3-6
時間をピークとする一過性の IL-8、IL-6 遺
伝子発現誘導および蛋白産生が認められた。 
 
 HMVEC-dBl 細胞には、IL-33 受容体である
ST2 が機能的に発現していることが確認され
ているため、この NHBE 破砕液による炎症応
答には、破砕液中に含まれる IL-33 蛋白の関
与が示唆されたが、研究期間内に証明するこ
とはできなかった。 
 
③NHEK細胞破砕液はintactな培養NHDFに作
用し、複数のアレルギー関連サイトカインお
よび好酸球遊走性ケモカインの遺伝子発現
を顕著に誘導することが明らかとなった。 
 
 

 NHDFには機能的なIL-33受容体ST2発現が
ないため、NHEK 細胞破砕液によるアレルギー
関連サイトカイン・ケモカイン発現誘導には、
破砕液中に含まれるIL-33以外の何等かの物
質が danger シグナルとして作用している可
能性がある。研究期間内にこの NHEK 細胞破
砕液中に含まれる炎症応答誘導に決定的な
物質の同定には至らなかった。広島大学の秀、
山本らにより、マウス表皮角化細胞抽出液を
マウスに皮下投与すると、著名な IgE の増加
が認められる過去の報告があるが、本研究に
より確立した In vitro 掻破刺激モデルも、
いわゆる“かゆみと掻破の悪循環”
（itch-scratch サイクル）の分子メカニズム
の一端を示唆するものである。この研究を端
緒として、この悪循環の引き金となる原因物
質の同定とその作用機序の全貌を今後明ら
かにしていきたいと考えている。 
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