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研究成果の概要（和文）：申請者らは、角化細胞でIL-33を高発現させた遺伝子改変マウス（hK14mIL33tg#1）において
アトピー性皮膚炎に類似した皮膚炎が自然発症することを報告している。このマウス系列の皮膚における活性型IL-33
の構造がFull lengthのIL-33であることをウエスタンブロッティング法などで同定した。また、hK14mIL33tg#1とRAG2
ノックアウトマウスの交配を開始し、T、B、NKT細胞がない条件下で角化細胞にIL-33を高発現するマウス系列 “Rag2K
O/IL33Tgマウス”を樹立したところ、やはり肉眼的に皮膚炎が発症し、Th2細胞ではなく２型自然リンパ球の関与が示
唆された。

研究成果の概要（英文）：IL-33, a new member of the IL-1 cytokine family, is a ligand for the receptor 
ST2. We examined the role of IL-33, by making transgenic mice (hK14mIL33tg#1) which express IL-33 
specifically in keratinocyte. Western blot analysis showed increased expression of full-length IL-33, not 
cleaved IL-33, in hK14mIL33tg#1 mice. Next, we generated Rag2KO/hK14mIL33tg#1 mice which lacks Th2 cells. 
Interestingly, Rag2KO/hK14mIL33tg#1 mice spontaneously developed atopic dermatitis. These results 
suggested that group2 innate lymphoid cells produce Th2 cytokines in Rag2KO/hK14mIL33tg#1 mice.

研究分野： 皮膚科学、皮膚免疫学、皮膚放射線医学

キーワード： IL-33　２型自然リンパ球
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１．研究開始当初の背景 
 
	 IL-33は IL-1ファミリーのサイトカインと
して同定されたタンパクで、IL-1α/β と同様
の立体構造を有し、第９番染色体に存在する
IL33 遺伝子にコードされている。IL-33 は、
AD、乾癬、扁平苔癬などの炎症性皮膚疾患
や、UVB 照射、単純ヘルペスウイルスの感
染に際して、表皮で発現増加することが知ら
れている。最近、申請者らは、遺伝子改変マ
ウスを用いて、角化細胞で IL-33を高発現さ
せると、SPFの飼育環境下、６から８週齢で
アトピー性皮膚炎に類似した皮膚炎が自然
発症することを見いだした。 
	 この遺伝子改変マウスの作製には、IL-33
全長を発現させたが、角化細胞では IL-33 
mRNAは複数報告が有り、また、翻訳後には
カテプシン G あるいはエラスターゼなどの
プロテアーゼによりプロセッシングを受け
た IL-33の方が活性が高くなることが知られ
ている。しかし、このマウスで皮膚炎を誘導
する実際の活性型 IL-33は不明である。 
	 また、このマウスで誘導される皮膚炎は、
2 型自然リンパ球の増加と IL-5、IL-13 など
Th2 型のサイトカインの産生増加を伴って
おり、この 2 型自然リンパ球は IL-5、IL-13
を産生する能力を有している。しかし、IL-33
の受容体α鎖に相当するST2は2型自然リン
パ球のみならず、Th2細胞やそれ以外の免疫
細胞にも発現しており、2 型自然リンパ球以
外にも、Th2型のサイトカインの産生に関わ
る機序が働いている可能性があった。 
 
 
２．研究の目的 
 
	 本研究では、本遺伝子改変マウスにおける
活性型 IL-33の同定と、Th2型皮膚炎に関わ
る免疫系について探索を進め、IL-33 によっ
て誘導される皮膚炎の病態の解明を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1)	 申請者らが作製した角化細胞特異的に
IL-33 を 高 発 現 す る マ ウ ス 系 列
（hK14mIL33tg#1）の皮膚における IL-33	 mRNA
アイソフォームおよび活性型 IL-33 の構造を
同定する。	 
(2)	 hK14mIL33tg#1 と RAG2 ノックアウトマウ
ス（RAG2KO）の交配を開始し、T、B、NKT 細
胞がない条件下で角化細胞に IL-33 を高発現
するマウス系列	 “hK14mIL33RAG2KO”を樹立
し、T、B、NKT 細胞のない生体における皮膚
炎発症経過とサイトカインプロフィールの
変化を明らかにする。	 
	 
	 
４．研究成果	 
	 

(1) 野 生 型 マ ウ ス (B6) な ら び に
hK14mIL33tg#1 マウス皮膚炎組織のホモゲネ
ートから可溶性タンパクを抽出し、抽出した
可溶性タンパクをマウス IL-33	 C 末端抗体と
反応させ、ウエスタンブロッティング法にて
解析した（図１）。抗体は市販品で反応が良
いものが無かったためオリジナルのポリク
ローナル抗体を自作した（Rabbit）。抗体の
信頼性を担保するため、IL-33KO マウス皮膚
のホモゲネートから抽出したサンプルをネ
ガティブコントロールとして使用した。また、
ポジティブコントロールとしてはリコンビ
ナントのマウス IL-33 を使用した。	 
	 

	 
図１	 ウエスタンブロッティング法	 
	 
	 
結果は図１にあるように、野生型マウス(図
１，WT)でも少量の IL-33 が存在することが
知られていたが、予想通り、これは Full	 
length の IL-33 であることが判明した。とこ
ろが驚くべき事に、hK14mIL33tg#1 マウスの
皮膚炎部分で高発現しているのは Full	 
length の IL-33 であり、従来活性化型として
複数のメーカーから市販されてきた Cleaved	 
IL-33 ではないことが判明した。以前は Full	 
lengthのIL-33には活性が無いといわれてい
たが、Full	 length の IL-33 が in	 vivo で炎
症を惹起できることが判明したことから、本
マウス系統においては Full	 length の IL-33
が活性型 IL-33 であることが判明した。	 
以上のような皮膚ホモゲネートから IL-33 を
検出する方法は他からはまだ発表されてお
らず、非常に多くの最適化を要する高度な技
術であることから、現在論文投稿準備中であ
る。	 
	 
(2) hK14mIL33tg#1 と RAG2 ノックアウトマウ
ス（RAG2KO）の交配を開始し、T、B、NKT 細
胞がない条件下で角化細胞に IL-33 を高発現
するマウス系列	 “Rag2KO/IL33Tg マウス”を
樹立した。皮膚炎の発症過程においては、驚
くべき事に Rag2KO/IL33Tg マウスにおいても
肉眼的に皮膚炎が発症した。	 
	 
①	 組織学的解析については、HE 染色と、マ
スト細胞を染め分ける特殊染色であるトル
イジンブルー染色を行ったところ、HE 染色で
は通常の IL-33Tg マウスと類似の慢性皮膚炎
像を呈し、好酸球浸潤があるなどアトピー性
皮膚炎様の外観を呈した。トルイジンブルー
染色では T,	 B,	 NKT 細胞が無いにもかかわら



ず皮膚炎部分では Rag2KO マウスと比較して
Rag2KO/IL33Tg マウスにおいては、マスト細
胞が増加していることが判明した（図２）。	 
	 
	 

	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
図２	 トルイジンブルー染色	 

	 
	 
トルイジンブルー染色はマスト細胞が異染
性に染まる染色法であり、図２ではマスト細
胞が３倍以上に増加している様子が示され
ている。このことは、IL-33 によるマスト細
胞の recruitment に獲得免疫や IgE が必要で
無いことを in	 vivoで明確に示したデータで
あり、新規性が高いことから、これらの内容
を現在投稿中である。	 
	 
②野生型(WT)マウス、IL-33Tg マウス、Rag2KO
マウス、Rag2KO/IL33Tg マウスについて、そ
れぞれ皮膚より mRNA を抽出し、皮膚炎発現
にかかわる遺伝子を包括的に検証した。
quantitative	 real-time	 PCR	 (qRT-PCR)の手
法を用い、キットと機器は TaqMan	 RNA-to-Ct	 
Kit	 (Applied	 Biosystems) な ら び に	 
ABI7900HT	 sequence	 detection	 system	 
(Applied	 Biosystems)	 を使用した。また、
Gapdh 遺伝子をコントロールとして使用した。
驚くべき事に、Th2 細胞が無いにもかかわら
ず、Rag2KO/IL33Tg マウスの皮膚においては
IL-4、IL-5、IL-13 といった Th2 サイトカイ
ンが上昇しており、Rag	 KO マウスを基準とし
て IL-4 で約 6 倍、IL-5 で約 5 倍、IL-13 で
約 9 倍の上昇であった。したがって、IL-33
の皮膚炎に関する関与としては Th2 細胞では
なく２型自然リンパ球といった自然免疫系

の細胞の関与が示唆された。	 
	 
③そこで、２型自然リンパ球に着目して解析
をすすめると、Rag2KO/IL33Tg マウスにおい
ては全身で２型自然リンパ球が増加してい
ることが判明した。そこで、Rag2KO/IL33Tg
マウスのリンパ節のフローサイトメトリー
を検討した。Rag2KO マウスは T,B,NKT 細胞を
欠いているためリンパ節は肉眼的にほとん
ど確認できないが、Rag2KO/IL33Tg マウスに
おいてはリンパ節腫脹を皮膚炎が自然発症
した部分を中心にみることができる。通常、
自然リンパ球は全リンパ球の 0.01％以下で
あるため、フローサイトメトリーを用いても
２型自然リンパ球の細胞集団をとらえるこ
とは困難とされてきたが、Rag2KO/IL33Tg マ
ウスにおいてはフローサイトメトリーでは
っきりと２型自然リンパ球の細胞集団が見
える（約 20％）ことが判明した。これは、
T,B,NKT 細胞といった既存の（従来の知られ
ていた）細胞に乏しいマウスであるため２型
自然リンパ球の占める割合が大きいものと
推測される。このように Rag2KO/IL33Tg マウ
スにおいては 2型自然リンパ球の割合が高い
ため、ここからセルソーターを用いて自然リ
ンパ球だけを分離するなど、実験のツールと
しても Rag2KO/IL33Tg マウスが有用であるこ
とが示唆された。また、以上のように IL-33
が過剰な状態では２型自然リンパ球がその
病態に大きく関与することが判明した。これ
らの内容は現在論文投稿を準備中である。	 
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