
	
 

様式 F－１９	
 

	
 

科学研究費助成事業(学術研究助成基金助成金)研究成果報告書	
 
平成	
 25年	
 4月 30日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： 
気管支喘息は人口の約 4％が罹患する重篤なアレルギー性呼吸器疾患であり、その病態に
はアレルゲンに対するメモリーTh2細胞が深く関与している。成人喘息は自然緩解するこ
とは稀であり、治療継続による社会的・経済的損失は計り知れない。患者の多くは吸入ス

テロイドを中心とした対症療法で治療されるが、5-10％が治療抵抗性の重症喘息であり、
さらなる治療戦略の確立が急がれている。そこで本申請研究では、メモリーTh2細胞に特
異的に発現する細胞表面分子に対する抗体を用いたメモリーTh2細胞プールの縮小法を開
発し、アレルギー疾患に対する新規治療法の基盤構築を目指した。本研究では、シグナル

シークエンストラップ法と DNA マイクロアレイ解析を組み合わせて、メモリーTh2 細胞に

特異的に発現する細胞表面分子の同定を目指したが、残念ながらメモリーTh2 細胞に特異

的に発現する細胞表面分子の同定には至らなかった。一方、スクリーニングに用いるメモ

リーTh2 細胞を探索する過程で、肺特異的に IL-25 を発現するマウスでは、肺血管周囲に

Th2 型炎症が自然発症し、血管壁のリモデリングが認められることを見出した。さらに

IL-25 による肺血管周囲の炎症は NKT 細胞依存的であることを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The characteristics of asthma are mainly mediated by antigen-specific memory Th2 cells and their 
cytokines including IL-4, IL-5, and IL-13. In this study, we tried to identify cell surface molecules 
specific for memory Th2 cells by using DNA microarray analysis and retrovirus-mediated signal 
sequence trap screening. However, unfortunately, we could not identify memory Th2 cell-specific 
molecules within this research period. On the other hand, we found that prolonged Th2-type 
immune inflammation in the lung induces the expression of IL-25 and pulmonary arterial 
remodeling (PAR). Injection of anti-IL-25 antibody inhibited antigen-induced PAR. Lung-specific 
IL-25 transgenic mice (CC10 IL-25 mice) but not CC10 IL-25 NKT-/- mice spontaneously 
developed PAR. These results suggest that prolonged expression of IL-25 in the lung induces PAR 
by NKT cell-dependent mechanisms. 
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１．研究開始当初の背景  
	
 気管支喘息は増加の一途をたどってお

り、その病態の解明に基づく有効な根本的

治療法の確立が急務である。本研究者は、

長年にわたりアレルギー性気道炎症の制

御機構の解明に取り組み、マウス喘息モデ

ルを確立し好酸球の組織浸潤における

Th2 細胞が産生する IL-5 の重要性(Am 
Rev Respir Dis, 1992; J Exp Med, 1993)
や好酸球や T 細胞の選択的組織浸潤にお
けるVCAM-1/VLA-4結合の重要性(J Exp 
Med, 1994)を明らかにするなど、当該領
域の病態解明に貢献してきた。 
	
 気管支喘息の長期寛解を期待できる唯一

の治療法として抗原特異的免疫療法がある

が、その有効性は不十分である。その原因

としてアレルギー疾患患者の生体内にはメ

モリーTh2細胞のプールが既に形成されて
いることが考えられる。この問題点を克服

し、抗原特異的免疫療法の有効性を高める

ためには、メモリーTh2細胞のプールを縮
小することが重要であるが、メモリーTh2
細胞の除去に利用可能なメモリーTh2細胞
に特異的に発現する細胞表面分子は同定さ

れていない。 
 
２．研究の目的  
	
 本研究では、メモリーTh2細胞に特異的
に発現する細胞表面分子を同定し、アレル

ギー性炎症におけるメモリーTh2細胞の局
在と機能を明らかにするとともに、同分子

に対する抗体を用いたメモリーTh2細胞プ
ールの縮小法を確立することを目的とした。

喘息の病態に中心的な役割を果たすメモリ

ーTh2細胞を特異的に生体内から除去する
ことは、寄生虫疾患の殆ど存在しない先進

諸国においては、効率的かつ安全な治療法

であり、幅広い応用が期待される。 
 
３．研究の方法  
研究計画 1.メモリーTh2 細胞特異的細

胞表面分子の同定  
	
 シグナルシークエンストラップ変法と

DNAマイクロアレイ解析を組み合わせて、
メモリーTh2細胞に特異的に発現する細胞
表面分子の同定を行った。 
A)シグナルシークエンストラップを用い
たメモリーTh2細胞の細胞表面分子の同定 

a) OVA 特異的 TCR Tg マウスである
DO11.10 マウスの脾臓 CD4 陽性 T 細胞
を in vitroで Th2細胞に分化誘導する。
同様の方法で調整したTh1細胞とTh0細
胞をコントロールとする。 
b) 上記細胞を BALB/c マウスに移入後、
マウスにOVAを3日間連日で吸入投与す
る。 
c) 吸入９０日後の肺組織から、DO11.10
マウス由来の CD4陽性 T細胞(KJI-26陽
性CD4陽性細胞) をFACSを用いて純化
し(メモリーTh2細胞、メモリーTh1細胞、
メモリーTh0細胞)、各メモリーT細胞か
ら mRNAを調整し、cDNAを作製する。 
d) メモリーTh2細胞から調整した cDNA
をシグナルシークエンストラップ用レト

ロウイルスベクター(持続活性型 mpl と
の融合タンパク発現レトロウイルスベク

ター)（東大医科研	
 北村教授より供与）
に組み込む。 
e) レトロウイルスベクターを PLAT-E
細胞にトランスフェクトし、高力価レト

ロウイルスライブラリーを作製する。 
f) レトロウイルスライブラリーを BAF/3
細胞に感染させ、培養液から IL-3を除去
することにより、mpl との融合タンパク
を発現する細胞を選択する。 
g) IL-3 非存在下で増殖した BAF/3 細胞
から PCRにて insertを回収し、塩基配列
を決定する(1000 クローン程度の塩基配
列の解読)。 
	
 本方法により、メモリーTh2 細胞に発
現する細胞表面分子が同定される。 



B) DNAマイクロアレイを用いたメモリー
Th2細胞特異性の検証 

a) A)-c)にて調整したメモリーTh2細胞、
メモリーTh1細胞、メモリーTh0細胞の
mRNAを用いて DNAマイクロアレイ解
析を行う。 
b) A)-g)にて同定したメモリーTh2細胞
に発現する細胞表面分子が Th2細胞特異
的に発現しているか否かをアレイデータ

をもとに検証する。 
c) アレイデータよりメモリーTh2細胞特
異的発現が確認された分子に関して、

real-time PCRにてメモリーTh2細胞特
異的発現を確認する。 
 
研究計画 2. 肺血管リモデリングにおけ
る IL-25 の役割の解明  
研究計画 1 のライブラリー作製に用いるメ

モリーTh2 細胞の機能を探索する過程で、

肺特異的に IL-25 を発現するマウス(CC10	
 

IL-25 マウス)では、肺血管周囲に Th2 型炎

症が自然発症し、血管壁のリモデリングが

認められることを見出した。そこで本研究

では、研究計画１のスクリーニングに加え、

下記の研究を行った。	
 

A)	
 慢性喘息モデルの肺血管リモデリング

における IL-25 の役割の解明	
 

	
 OVA で感作したマウスに OVA を反復吸入

投与し慢性アレルギー性炎症を惹起し、肺

血管のリモデリングを評価する。一部のマ

ウスには、OVA 吸入前に抗 IL-25 中和抗体

を投与し、その作用を検討する。	
 

B)	
 肺特異的 IL-25 トランスジェニックマ

ウスの解析	
 

	
 CC10 プロモーターの制御下で肺特異的

に IL-25 を発現するマウス(CC10	
 IL-25 マ

ウス)を C57BL/6 マウス(B6 マウス)に戻し

交配する。CC10	
 IL-25 マウスを長期間飼育

し、肺血管のリモデリングを評価する。	
 

C)	
 肺特異的IL-25トランスジェニックNKT

細胞欠損マウスの解析	
 

	
 CC10	
 IL-25 マウスと NKT 細胞欠損マウス

を交配し、CC10	
 IL-25	
 NKT 細胞欠損マウス

を作製する．マウスを長期飼育し、肺血管

のリモデリングを評価する。 
	
 

４．研究成果	
 

	
 研究 1.メモリーTh2 細胞特異的細胞
表面分子の同定  
	
 シグナルシークエンストラップ変法と

DNA マイクロアレイ解析を組み合わせて、

メモリーTh2 細胞に特異的に発現する細胞

表面分子の同定を目指した。計 3 回のスク

リーニングを行ったが、残念ながらメモリ

ーTh2 細胞に特異的に発現する細胞表面分

子の同定には至らなかった。方法を改良し、

現在、再スクリーニングを行っている。	
 

	
 

	
 研究 2. 肺血管リモデリングにおける
IL-25 の役割の解明  
	
 IL-25は抗原吸入により気道上皮細胞か
ら産生され、NH細胞、MMP細胞、NKT
細胞、CD4陽性 T細胞などに作用し、IL-5、
IL-4、IL-13、IL-9の産生を誘導し、好酸
球の活性化，Th2細胞の分化や IgE産生、
平滑筋増生に関与していることが示されて

いる。そこで OVA/Alumにより感作した
B6マウスに OVAを反復吸入投与し、肺動
脈周囲の平滑筋増生の有無、および肺組織

における IL-25の産生を検討した。その結
果、OVAを反復吸入投与したマウスの肺組
織では気道周囲の肺血管壁の肥厚や血管周

囲の平滑筋増生などの肺血管リモデリング

に特徴的な所見が認められた(図 1左)。ま
た、OVAを反復吸入投与したマウスの肺組
織において IL-25が発現しているか否かを
定量的 RT-PCR法により検討したところ、
OVAを反復吸入投与したマウスでは IL-25
の発現亢進が認められた(図 1右)。 



 
図 1: 慢性気道炎症モデルにおける IL-25
の発現 
 
	
 さらに IL-25が抗原誘発性肺血管リモデ
リングに関与しているか否かを明らかにす

るため、OVA吸入投与前に IL-25に対する
中和抗体を投与し肺血管リモデリングに対

する作用を検討した。その結果、コントロ

ール IgG投与群では、肺血管壁の肥厚や平
滑筋増殖が認められたが、抗 IL-25抗体を
投与したマウスにでは、肺血管壁の肥厚や

平滑筋増殖が減弱した(図 2)。以上より、
IL-25が抗原誘発により誘導される肺血管
の壁肥厚と肺血管周囲の平滑筋増生に関与

していることが明らかとなった。 

 
図 2：肺血管リモデリングに対する IL-25
中和抗体の作用 
 
	
 次に IL-25が肺血管リモデリングを直接
誘導するか否かを明らかにするため、

CC10 プロモーターを用いて肺特異的に
IL-25 を過剰発現するトランスジェニック
マウス(CC10-IL-25 マウス)における肺血
管のリモデリングを検討した。その結果、

CC10-IL-25 マウスは抗原の非投与下にお

いて肺血管の壁肥厚や平滑筋の増生を自然

発症した(図 3)。これらの結果より、IL-25
は、抗原刺激非存在下においても肺血管に

作用し、そのリモデリングを誘導すること

が示唆された。 

 
図 3：肺特異的 IL-25 発現マウスにおける
肺血管のリモデリング 
 
	
 近年、マクロファージや血管内皮細胞よ

り産生される RELMαが低酸素暴露肺高血

圧モデルに見られる肺血管リモデリングに

関与していることが示された。そこで、抗

原誘発性肺血管リモデリングや IL-25の持
続産生により誘導される肺血管リモデリン

グにおいても RELMαの発現が誘導される

か否かを検討した。その結果、抗原の反復

投与により RELMαの発現が誘導され、抗

IL-25 抗体の投与はそれを抑制することが
明らかとなった(図 4左)。また、CC10-IL-25
マウスの肺組織においても RELMαの発現

誘導が認められた(図 4右)。 

 

図４：RELMαの発現における IL-25 の役
割 
 
	
 次に IL-25により誘導される肺血管リモ
デリングにおける NKT 細胞の役割を明ら



かにするため CC10-IL-25 マウスと NKT
細胞欠損マウスを交配し、CC10 IL-25 
NKT 細胞欠損マウスを作製した。その結
果、CC10 IL-25 NKT細胞欠損マウスでは
肺血管周囲への炎症細胞浸潤および，リモ

デリングスコアが減弱し(図 5)、肺血管の平
滑筋増生と RELMαの発現が低下すること

が明らかとなった(図 6)。以上より、 IL-25
による肺血管周囲への炎症細胞浸潤とリモ

デリングには NKT 細胞が重要な役割を果
たしていることが明らかとなった。 

	
 

図 5：CC10 IL-25 NKT細胞欠損マウスに
おける肺血管リモデリング 
	
 

	
 

図 6：CC10 IL-25 NKT細胞欠損マウスに
おける肺血管リモデリング	
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