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略語一覧 

 
(アルファベット順) 

AcP accessory protein 

BALB/c BALB/cNcr マウス 

BMT bone marrow cell transfer 

CD cluster deferentiation 

CANTOS canakinumab antiinflammatory thrombosis outcome study 

Cre causes recombineation 

cDNA complementary deoxyribonucleic acid 

CHCC Chapel Hill Consensus Conferece 

DAB deaminobenzidine 

DAMPs damage-associated molecular patterns 

DC  dendritic cell 

EVG Elastica van Gieson 

GCA giant cell arteritis 

GC glucocorticoid 

GFP green fluorescent protein 

HE hematoxylin-eosin 

HRP horseradish peroxidase 

hs-CRP high sensitive C-reactive protein 

IFN interferon 

IL interleukin 

ILC innate lymphoid cell 
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loxP locus of crossing over 

LVV large vessel vasculitis 

mRNA messenger ribonucleic acid 

MTX methotrexate 

NKT natural killer T 

O.C.T. optimal cutting temperature 

PAMPs pathogen-associated molecular patterns 

PBMC peripheral blood mononuclear cell 

PBS phosphate-buffered saline 

PBT tween20 / PBS 

PCR polymerase chain reaction 

PD-1 programmed death cell-1  

PD-L1 programmed death cell-ligand 1 

PFA paraformaldehyde 

RCT randomized controlled trial 

Ra receptor antagonist 

SPF specific pathogen-free 

TAK Takayasu arteritis 

TCZ tocilizumab 

Th T helper 

TNF tumor necrosis factor 
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1 序言 

 厚生労働省の報告では、本邦における 2017 年度の死亡原因は、悪性新生物

が最も多く、ついで心疾患 (15.2 %)、脳血管疾患 (8.2 %)であった（図 1）。心疾

患及び脳血管疾患のうち、虚血性心疾患（36.5 %）及び脳梗塞（57.8 %）が占め

ており、これらは主に動脈硬化の進行が原因である。動脈硬化は、血管に慢性的

な炎症を認めた状態であり、その発症と病態形成には自然免疫  (innate 

immunity)と適応免疫 (adaptive immunity) の複雑な相互作用が関与している。

1) 。 

 

図 1: 主な死因別死亡数の割合 (2017 年度厚生労働統計人口動態調査より) 

 

 動脈硬化とは病態が異なる血管疾患に、全身の様々な血管そのものに炎症が

起こる疾患を総称して血管炎症候群と呼称される 2-4)。血管炎症候群の疾患概念

は、1866 年に Kussmaul と Maier らが全身の筋痛、しびれ、蛋白尿を呈した症例

を結節性動脈周囲炎と報告したことから始まる 5)。本邦では 1908 年に高安右人
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が、特異な眼底所見を呈した症例を報告し 6)、後にこの疾患は大動脈炎であること

が分かり、高安動脈炎と呼称されるようになった。また、1967 年には川崎らが冠動

脈に炎症を起こす疾患として川崎病を報告した 7)。1994 年に Chapel Hill 

Consensus Conference 1994: (CHCC1944)で、血管炎の定義や罹患部位によ

る分類法が提唱され、その後の血管炎に関する研究の進歩に伴い、2013 年に改

訂版 CHCC2012 が発表された。 

 CHCC2012 に準ずると、血管炎の中で大動脈とその主要分枝 (冠動脈・頸動

脈・椎骨動脈・鎖骨下動脈など)が罹患する疾患を大型血管炎 (large vessel 

vasculitis: LVV)と分類し、高安動脈炎 (Takayasu arteritis: TAK)と巨細胞性動脈

炎 (giant cell arteritis: GCA)が含まれる 8)。いずれも難治性自己免疫疾患で、好

発年齢や GCA に合併するリウマチ性多発筋痛症の違いを除けば臨床像や病理

学的所見は似通っている 9)。TAK 及び CGA は、血管内膜の肥厚と内腔の狭小

化による臓器虚血や、外膜の肥厚による大動脈拡張病変と随伴する大動脈閉鎖

不全症や大動脈瘤及び大動脈解離などを合併し、致死的結果をもたらす 10)。基

本となる薬物治療は、ステロイド (glucocorticoids: GCs)であるが、長期間の全身投与による

副作用出現や 11) 、GC 漸減時の再燃などの問題があるため、免疫抑制剤 (methotrexate: 

MTX)を併用することがあるが、未だ再発率が高く、寛解維持療法は十分ではない 12-17)。 

 本研究では、大動脈炎の発症機構の解析をするために大動脈炎モデルマウスと

して、IL-1 受容体アンタゴニスト（IL-1Ra）欠損マウスを用いた。IL-1 には、異なる

遺伝子からなる 3 つの分子 IL-1α、IL-1β及び IL-1Ra が存在し、IL-1αと IL-1β

はアゴニストとして、IL-1Ra は特異的なアンタゴニストとして作用する。一方、IL-1

受容体のファミリーには、IL-1 受容体 1 型 (IL-1RⅠ)と IL-1 受容体 2 型 (IL-1R
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Ⅱ)及び IL-1受容体補助タンパク質 (IL-1RAcP)の 3つのファミリー分子が存在す

る。IL-1αと IL-1βは IL-1RⅠ/ IL-1RAcP 受容体と結合して IL-6 や TNF-αとよく

似た生理作用を発揮するが、IL-1Ra はアンタゴニストとして IL-1αと IL-1βの生理

作用を阻害する分子と考えられている。また、IL-1RⅡ/ IL-1RAcP 受容体は、IL-1

リガンドと結合するがシグナル伝達を行わない (デコイ受容体)。したがって、IL-

1Ra 遺伝子欠損マウス(Il1rn-/-マウス)では、IL-1 の生理作用が抑制されないことに

起因して大動脈炎を自然発症する 18)。また、その発症は T 細胞依存的であり、

TNF-αが発症及び病態形成に関わることが明らかにされている。一方で、IL-17A

は Il1rn-/-マウスの大動脈炎の発症には必須ではないが、病態形成に重要であり、

IL-6 は発症及び病態形成にどちらにも必須ではないことが報告されている 19)。 

 

2 研究目的 

 今回、この Il1rn-/-マウス大動脈の炎症部位において、IL-17 ファミリーである IL-

25 (IL-17E) の遺伝子発現が亢進していることを発見した。IL-25 は、主に上皮細

胞や Tuft 細胞の他、Th2 細胞やマスト細胞で発現が確認されている 20-24)。IL-25

の受容体は、IL-17 受容体ファミリーである IL-17RA と IL-17RB の 2 量体で構成

されており、主に上皮細胞に発現しているが、マクロファージ、肥満細胞、好塩基

球、好酸球、T 細胞（特に Th2 細胞や Th9 細胞）、NKT 細胞やグループ 2 自然リ

ンパ球 （group 2 innate lymphoid cell: ILC2）など多くの免疫細胞でも発現が確

認されている 25, 26)。IL-25 は、このような細胞から 2 型（Th2 型）サイトカインの産生

を誘導し、2 型（Th2 型）免疫応答、特に寄生虫に対する感染防御に関わるだけで
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なく、その制御の異常は喘息などアレルギー疾患の発症に関わる 26-29)。また、IL-

25 による 2 型サイトカインである IL-13 の産生促進効果は、多発性硬化症のマウ

スモデル（実験的脳脊髄炎）で Th17 細胞の分化を阻害し、3 型 (Th17 型) 免疫

応答を抑制することで発症を抑える働きがあることが知られている 26, 30)。一方で、

アレルギー性皮膚炎の一つである接触皮膚炎と自己免疫疾患である乾癬のマウ

スモデル（イミキモド誘導性皮膚炎）において IL-25 は 3 型免疫応答の活性化に

関わることも報告されている。接触皮膚炎ではケラチノサイトや肥満細胞から産生

される IL-25 が真皮樹状細胞から IL-1βの産生を誘導し、Th17 細胞からの IL-

17A 産生を促進する 31)。また、イミキモド誘導性皮膚炎では、皮膚のγδT 細胞

から産生される IL-17A がケラチノサイトからの IL-25 産生を誘導し、その IL-25 が

ケラチノサイトの増殖を誘導する 32)。Il1rn-/-マウスの大動脈炎の病態形成に IL-

17Aが関わっており、その炎症部位において IL-25遺伝子発現の亢進が認められ

ているという背景から、3 型免疫応答依存的な Il1rn-/-マウスの大動脈炎の病態形

成に IL-25が何らかの関与を持っていることが示唆されたが、その詳細については

報告がされていない。そこで本研究で、3 型免疫応答依存的な Il1rn-/-マウスの大

動脈炎の病態形成における IL-25 の役割を解析した。 

 
3 研究方法 

3.1 マウス 

 4-16 週齢の BALB/cNcr 背景の野生型マウスは、日本 SLC (Shizuoka, Japan)

より購入した。BALB/cNcr 背景の Il1rn-/-マウス 33)及び Il25-/-マウス 34)は、岩倉洋

一郎博士（東京東京理科大学）及び須藤一博士（順天堂大学）より供与いただい
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た。Il25-/-Il1rn-/-マウスは、Il1rn-/-マウスと Il25-/-マウスの交配により作成した。中江

進博士（東京大学医科学研究所）らが作成した BALB/cNcr 背景の Il1rngfp/gfpマウ

ス（IL-1RN 遺伝子を EGFP 遺伝子で置換し、IL-1RN の代わりに EGFP が発現

するマウス）（未発表）は日本 SLC から入手した。マウスは、東京大学医科学研究

所実験動物実験施設動物センター内の specific pathogen-free (SPF)環境下で、

通常固形飼料を与えて飼育した。動物実験プロトコールは、東京大学医科学研究

所 動物実験委員会｢自己免疫性血管炎の発症機構の解明｣(倫理委員会承認番

号：A16-23)、｢遺伝子改変マウスの作成｣ (倫理委員会承認番号：A16-30)にて

承認を得た。全ての実験は、倫理・安全ガイドラインに従って行った。後述する一

連の実験は、これら雌雄マウスの週齢をそろえて行った。 

 

3.2 抗体 

 本研究で使用した未標識、ビオチン標識、HRP 標識ないし蛍光標識抗体の種

類及び入手先を表１に示した。 
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3.3 マウス処置 

3.3.1 解剖の手順、およびサンプルの採取 

 マウスは、麻酔器を使用して 100 %酸素・イソフルラン (ファイザー, Tokyo, 

Japan)吸入で鎮静を行った。刺激に反応しないことを確認し、心採血の後、腹部

と前胸部を切開・胸腔を解放し、腹部大動脈を切開後に左心室より冷 phosphate 

buffer saline (PBS)を注入して脱血した。凍結組織切片に使用する心臓は、心尖

部側を短軸方向にトリミングし、optimal cutting temperature (O.C.T.)コンパウンド 

(SakuraFinetech, Tokyo, Japan)を満たしたモールド内に沈め、液体窒素で冷却

したイソペンタンで急速凍結させた。RNA に使用する大動脈は、上行大動脈から
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下行大動脈まで切除し、冷 PBS 内で周囲脂肪組織を除去して、液体窒素で凍結

した。 

 

3.3.2 骨髄移植細胞の調整と骨髄移植 

 ドナーマウスは、5-6 週齢を使用し、麻酔瓶内でセボフルレン (ファイザー, 

Tokyo, Japan)吸入により安楽死させた。マウスの脛骨と大腿骨および骨盤を採取

し、冷 PBS 内に浸漬した。周囲結合組織をキムワイプで除去し、24 G と 26 G 針

を使用して骨髄細胞を 70 μm 径のセルストレーナー (Greiner Bio-One, U.S.)を

用いて調製した。Red blood cell lysing buffer (Sigma-Aldrich, U.S.)を室温 5 分

間反応させ赤血球を除去後、Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS)で希釈し、

遠心後に細胞数を計測した。マウス一匹当たりに移植する骨髄細胞数は、

2.0×107細胞で 0.15 ml PBS に懸濁し、調製した。 

 レシピエントマウスは、4 週齢のマウスを使用し、計 7.5 Gy の X 線を照射した。

麻酔器でイソフルレンによる全身麻酔で鎮静し、眼窩注射で移植した。眼窩注射

後に、0.4 %オキシブプロカイン塩酸塩 (参天製薬, Osaka, Japan)を点眼して表

面麻酔をした。骨髄移植後 1 週間は、補水瓶 250 ml にテトラサイクリン塩酸塩カ

プセル (ポーラファルマ, Tokyo, Japan)250 mg を溶解し与えた。 

 

3.4 病理学的ならびに免疫組織学的解析 

3.4.1 Hematoxylin-Eosin (HE)染色 

 クリオスタット (Leica, Germany)を使用して、大動脈弁位の横断面で 7 μm 厚の
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薄切切片を作製し、MAS コートスライドグラス (Matsunami, Osaka, Japan)に貼

付した。薄切切片は、室温 30 分間風乾後に 4 % paraformaldehyde (PFA)を使

用して室温10分で固定した。Hematoxylin-Eosin (HE)染色は、室温10分間PBS

で洗浄後に蒸留水で置換後に、マイヤーヘマトキシリン溶液を室温 1 分間反応さ

せ、流水で30分間色出しをした。3分間1 %エオシンY液 (Wako Pure Chemical 

Industries, Osaka, Japan)を反応させ、70 %エタノール (Wako Pure Chemical 

Industries, Osaka, Japan)で分別し、100 %エタノールで脱水、キシレン (Wako 

Pure Chemical Industries, Osaka, Japan)で透徹を行い、マリノール (Muto pure 

chemicals, Tokyo, Japan)を使用して封入した。 

 

3.4.2 Elatica van Gieson (EVG)染色 

 3.4.1 と同様に凍結切片を固定した後、1 %塩酸 70 %エタノール 1 分間反応さ

せ、前田変法レゾルシン・フクシン液に 60 分間浸漬した。100 %エタノールで分別

し、流水洗浄後にワイゲルト鉄ヘマトキシリン液 (Muto Pure Chemicals, Tokyo, 

Japan)に 5 分間浸漬した。1 %塩酸 70 %エタノールで分別し、流水 10 分間で色

出しを行った。ワンギーソン液 (Muto Pure Chemicals, Tokyo, Japan)に 10 分間

浸漬し、1 秒水洗後に素早くイソプロパノール (Nacalai tesque, Kyoto, Japan)で

脱水、キシレンで透徹し、マリノール (Muto pure chemicals, Tokyo, Japan)を使

用して封入した。 
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3.4.3 大動脈炎の重症度の解析 

 全ての組織標本は、オールインワン蛍光顕微鏡; BZ-X700 と解析アプリケーショ

ン (KEYENCE, Osaka, Japan)を使用して観察・解析した。 

 大動脈炎は、①最も炎症が強い部位での炎症細胞の大動脈壁深達度と②大

動脈の断面積、③大動脈炎の発症率の 3 項目で評価した。①は 4 段階で評価

し、以下の通りにスコアリングを行った。0=炎症細胞の浸潤がない、1=炎症細胞は

わずかで内膜もしくは外膜に浸潤している、2=炎症細胞が中膜の弾性線維を破

壊して浸潤している、3=炎症細胞が大動脈壁全層にわたり、びまん性に浸潤して

いる。①・②は 12 週齢のマウスで評価した。③は、4、8、12、16 週齢のマウスで

評価した。 

 

3.4.4 免疫組織染色による炎症細胞のプロファイリング解析 

 3.4.1 と同様の方法で凍結切片を固定した後に、Blocking One Histo (Nacalai 

tesque, Kyoto, Japan)を使用して室温 10 分で非特異的反応を低減し、5 分間

0.1 % Tween20 / PBS (PBT)による透過処理を行った後、一次抗体で 4 ℃一晩

反応させた。0.1 %PBT で 1 回、PBS で 2 回、各 5 分間洗浄後、内因性ペルオキ

シダーゼを失活させるために、0.3 %過酸化水素水と 0.1 %アジ化ナトリウムを室温

10 分間反応させた。PBS で洗浄後に一次抗体の動物種に合わせて、HRP 標識

ポリマー試薬を室温 30 分間反応させた (表 1)。 

0.1 %PBT で 1 回、PBS で 2 回、各 5 分間洗浄後、ImmPACT™ DAB (Vector 

Laboratories, U.S.)を使用して発色させ、蒸留水で反応を停止させた。対比染色
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は、マイヤーヘマトキシリン溶液で室温 1 分間染色し、マリノール (Muto pure 

chemicals, Tokyo, Japan)を使用して封入した。一切片での発色 (茶色)した細胞

を数えた。 

 

3.4.5 蛍光免疫組織染色 

 3.4.4と同様の方法で、一次抗体で 4 ℃一晩反応させ、0.1 %PBT で 1回、PBS

で 2 回、各 5 分間洗浄後に動物種に合わせて、各種 Alexa Fluor®で標識した二

次抗体を使用して室温 30 分間反応させた。核は、NucBlue Fixed Cell Stain 

Ready Probes reagent (Thermo Fisher Scientific, U.S.)を使用して染色した。

0.1 %PBT で 1 回、PBS で 2 回、各 5 分間洗浄後に、Dako Fluorescence 

mounting medium (Dako, Tokyo, Japan)で封入した。 

 

3.5 RNA 抽出及び qRT-PCR による遺伝子発現解析 

 3.3.1 で回収した凍結大動脈を、パワーマッシャーⅡとバイオマッシャーⅡ (nippi, 

Tokyo, Japan)で粉砕し、NucleoSpin RNA Plus (Takara, Shiga, Japan)で全

RNA を抽出した。ReverTra Ace qPCR RT Master Mix (TOYOBO, Osaka, 

Japan)を使用して全RNAからcDNAを作成した。qPCRは、SYBR Premix Dimer 

Eraser (Takara, Shiga, Japan)を使用して、CFX384 Touch Real-time PCR 

Detection System (Bio-Rad, Canada)で解析した。Il25 mRNA は、PCR 産物を

NucleoSpin Gel and PCR clean-up (Takara, Shiga, Japan)で精製し、再度

qPCR を行った。定量解析は、2-ΔΔCt 法により解析し、Gapdh mRNA 発現レベル
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で標準補正化した。本研究で使用したプライマーの配列は表 2 に示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.6 大動脈細胞単離と IL-25 添加培養 

 3.3.1 と同様に採取した大動脈を、HBSS で溶解した 1 mg/ml の type Ⅱコラゲ

ナーゼ (Worthington Biochemical Corporation, U.S.)、4.5 単位のエラスターゼ 

(Worthington Biochemical Corporation, U.S.)、30 μg/ml の DNaseⅠ (Sigma 

Aldrich)に浸漬し、37 ℃、60 rpm、1 時間酵素反応で細胞を単離し、10 匹分の大

動脈細胞を集めて、40 μm のセルストレイナーを通過させた。細胞を 10%FBS 

RPMI に溶解し、100 ng/ml のマウスリコンビナント IL-25 (R&D Systems, U.S.)で

37 ℃、5 %CO2、6 時間培養した。細胞回収し、サイトスピンを使用して MAS コー

ティングスライドグラスに細胞を接着させ、30 分間乾風後に phosflow (BD 

bioscience)で室温 15 分間固定し、Blocking One Histo (Nacalai, Japan)で室温

10分間ブロッキング処理し、0.1 %PBT 5分で膜透過処理を行い一次抗体で 4 ℃

一晩反応させた。3.4.3 と同様に二次抗体以降の反応、操作を行い、BZ-X710 顕

微鏡を用いて IL-25 添加群と未添加群で比較した。 
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3.7 統計学的解析 

 全ての正規分布する値に関しては t 検定を用い、非正規分布には Mann-

Whitney の U 検定を用いて検討した。大動脈炎の発症率に関しては Fisher の正

確確率検定を用いて解析を行った。有意差は、p 値 0.05 未満を＊もしくは†、p 値

0.01 未満を＊＊もしくは††、p 値 0.001 未満を＊＊＊もしくは†††とした。 
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4 研究成果 

4.1 Il1rn-/-マウス大動脈炎の病理組織学的・免疫組織学的評価 

 既に報告にあるように 18, 19, 35)、大動脈炎の HE 染色と EVG 染色の組織像は、

vasa vasorum周囲の外膜でリンパ球や単核球の浸潤から、中膜弾性線維を破壊

する多核巨細胞や好中球浸潤など、多彩な組織像が認められた。炎症の程度が

強い個体では、新生血管の内膜肥厚や線維性組織に置換された外膜の肥厚が

見られた (図 2A, B)。 

 マウス大動脈の浸潤細胞は、CD3 陽性 T 細胞、CD11c 陽性樹状細胞 

(dendritic cells; DCs)、Mac-2 (Galectin-3)陽性マクロファージ、Gr-1 陽性好中球

が主体であった。T 細胞は、CD8 陽性 T 細胞と GL3 陽性γδT 細胞が優位であ

った(図 2C)。 
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図 2： Il1rn-/-マウス大動脈炎の典型的病理組織像と炎症細胞 
(A)：マウス大動脈 HE 染色 (12 週齢、スケールバー; 300 μm) 
左：野生型マウス 右：Il1rn-/-マウス大動脈炎 
(B)：マウス大動脈 EVG 染色 (12 週齢、スケールバー; 300 μm) 
左：野生型マウス 右：Il1rn-/-マウス大動脈炎 
(C)：マウス大動脈炎免疫組織学的染色 (12 週齢、スケールバー; 20 μm) 
上段左から CD3 陽性 T 細胞、CD11c 陽性 DCs 
中段左から Mac-2 陽性マクロファージ、Gr-1 陽性好中球、Tryptase 陽性肥満細胞 
下段左から GL3 陽性γδT 細胞、CD4 陽性 T 細胞、CD8 陽性 T 細胞 
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 Il1rn-/-マウス大動脈炎での IL-1Ra と IL-1βの発現細胞を同定するため、蛍光二

重染色を行った。IL-1Ra は、GFP レポーターマウスを使用し、凍結切片で GFP

の発現を観察したが、GFP の発色が弱かったため、抗 GFP 抗体を使用して蛍光

免疫染色を行った。GFP発現細胞は、CD11c陽性DCs、Gr-1陽性好中球、GL3

陽性γδT 細胞であった (図 3A)。尚、CD4 陽性 T 細胞、CD8 陽性 T 細胞、

Mac-2 陽性マクロファージは GFP を発現していなかった (図示せず)。同様に IL-

1β 産生細胞を蛍光二重染色で評価した。CD11c 陽性 DCs、Gr-1 陽性好中球、

Mac-2 陽性マクロファージが IL-1β 産生細胞であった (図 3B)。CD4 陽性 T 細

胞、CD8 陽性 T 細胞、GL3 陽性γδT 細胞では IL-1βの発現は認められなかっ

た (図示せず)。 
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図 3： Il1rn-/-マウス大動脈炎の IL-1Ra と IL-1β発現細胞 (12 週齢、スケールバー; 20 μm) 
(A): 左より緑; GFP (IL-1Ra)、赤; 炎症細胞 (上段 Gr-1 陽性好中球、中段 CD11cDCs、下段

GL3 陽性γδT 細胞)、黄色: 重ね合わせ 
(B): 左より緑;IL-1β、赤; 炎症細胞 (上段 CD11cDCs、中段 Gr-1 陽性好中球、下段 Mac-2 陽性

マクロファージ)、黄色: 重ね合わせ (矢印) 
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4.2 IL-25 の大動脈炎発症への関与 

 大動脈炎を自然発症する Il1rn-/-マウスは、リンパ球および IL-1 と TNF-α を欠損

すると大動脈炎を発症しないことが分かっており、IL-17Aを欠損すると大動脈炎の

発症は抑制されないが、炎症の程度が緩和されることが報告されている 19, 35)。IL-

25 は、IL-17A が関与する疾患ごとに、抑制もしくは増悪する両面性をもっている。

25, 30, 31, 36)今回我々は、Il1rn-/-マウス大動脈では野生型マウスと Il25-/-Il1rn-/-マウス 

(陰性コントロール)を比較して Il25 mRNA の発現が著明に亢進していることが分

かった (図 4A)。これらのことから、IL-25 が大動脈炎発症に関与していることが示

唆された。次に、Il1rn-/-マウスと Il25-/-Il1rn-/-マウスで血管炎の発症率を比較した。

12 週齢から 16 週齢にかけて Il25-/-Il1rn-/-マウスでは血管炎の発症が抑制された 

(図 4B)。また、大動脈炎の重症度を炎症細胞の血管壁への浸潤度と血管径で比

較した。Il25-/-Il1rn-/-マウスでは炎症細胞の浸潤および血管径ともに抑えられた 

(図 4C, D)。さらに、炎症細胞の種類ごと細胞数を比較したところ、Il1rn-/-マウスで

は CD3 陽性 T 細胞、CD11c 陽性 DCs が増加し、Tryptase 陽性肥満細胞は同

程度であった (図 4E)。これらの結果から、IL-25 は大動脈炎の発症と増悪に関わ

ることが示唆された。 
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図 4： Il1rn-/-マウス大動脈炎での IL-25 の関与 
(A): 大動脈 Il25 mRNA 発現レベル; 左から野生型マウス ( n=8)、Il1rn-/-マウス (n=10)、Il25-/-

Il1rn-/-マウス(n=8) 
(B): 大動脈炎の発症率; 黒丸 Il1rn-/-マウス、白丸 Il25-/-Il1rn-/-マウス (各週齢 n=40-50) 
(C): 大動脈炎のスコアリング; 左から Il1rn-/-マウス、Il25-/-Il1rn-/-マウス 
(D): 大動脈径; 左 Il1rn-/-マウス、Il25-/-Il1rn-/-マウス 
(E): 大動脈炎での炎症細胞数; 上段左から CD3 陽性 T 細胞、CD11c 陽性 DCs、下段左から

Mac-2 陽性マクロファージ、Gr-1 陽性好中球、Tryptase 陽性肥満細胞 
有意差検定は、野生型マウスもしくは Il25-/-Il1rn-/-マウスと比較して、p < 0.05 (＊)、p < 0.01 (＊
＊)、 p < 0.001 (＊＊＊)  
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4.3 大動脈炎の遺伝子発現変化の比較 

 Il1rn-/-マウス大動脈では、野生型マウスと比較して Ifng mRNA の発現は変化が

なく、Il4 mRNA の発現が低下していた。Il17a と Il17rb、特に Tnfa mRNA 発現は

著明に上昇していたが、Il23p19 と Il6 mRNA の発現は変化が認められなかった

(図 5)。一方、Il25-/-Il1rn-/-マウス大動脈では、野生型マウスと比較して Il4 と Il13 

mRNA の発現の低下が見られたが、その他の炎症関連の遺伝子発現に差は認

められなかった(図 5)。次に、Il1rn-/-マウス大動脈と Il25-/-Il1rn-/-マウス大動脈を比

較すると、Il25-/-Il1rn-/-マウス大動脈では、Il6、Il17a、Il17rb、Tnfa mRNA の発現

が低下し、Ifng、Il4、Il13、Il23p19 mRNA の発現に差は認められなかった(図 5)。

これらの結果から、既報にあるように Il1rn-/-マウス大動脈炎の病態に関連した遺伝

子は Il17a、Tnfa mRNA が重要であることが示唆された。 

 

 

 

 
 
   
 
 
 図 5: Il1rn-/-マウス大動脈の遺伝子発現変化 
 1、2、3 型サイトカイン・炎症関連遺伝子、Il17rb mRNA の発現レベル (Gapdh mRNA で補正) 
 野生型マウス (n=8)、Il1rn-/-マウス (n=8)、Il25-/-Il1rn-/-マウス (n=8) 
 有意差検定は、野生型マウスと比較して p < 0.05 (＊)、p < 0.01 (＊＊)、p < 0.001(＊＊＊) 
 Il25-/-Il1rn-/-マウスと比較して p < 0.05 (†)、p < 0.01 (††)、p < 0.001(†††) 
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4.4 大動脈炎での IL-25 と IL-17RB 産生細胞の同定 

 4.2(図 4A)と 4.3(図 5)で Il1rn-/-マウスは、野生型マウスと比較して Il25、Il17rb 

mRNA の発現が上昇していたことを示した。次に、蛍光免疫染色で IL-25 と IL-

17RB 発現細胞の同定を行った。IL-17RB 発現細胞は、CD11c 陽性 DCs、Mac-

2 陽性マクロファージ、B220 陽性 B 細胞、GL3 陽性γδT 細胞、B220・CD11c

陽性形質細胞様 DCs (plasmacytoid DCs: pDCs)であったが、どの細胞群も全て

IL-17RB 陽性ではなく、一部の細胞で IL-17RB の発現が見られた (図 6)。IL-25

は、蛍光免疫染色で発現細胞を同定することができなかった。 

 Il1rn-/-マウス大動脈炎の発症に関わる IL-25 の産生細胞が、血球細胞由来か非

血球細胞由来かを評価するために骨髄移植を行った。Il25-/-Il1rn-/-マウス由来の

骨髄細胞を移植した Il1rn-/-マウスでは、Il1rn-/-マウス由来の骨髄細胞を移植した

Il1rn-/-マウスと同程度の大動脈炎発症率であった。一方、Il1rn-/-マウス由来の骨髄

細胞を移植した Il25-/-Il1rn-/-マウスでは、Il25-/-Il1rn-/-マウス由来の骨髄細胞を移植

した Il25-/-Il1rn-/-マウスと同様に発症率が減少した (図 7)。これらの結果から、非

血球細胞由来の IL-25 が大動脈炎の発症に重要であることが示唆された。 

図 6: IL-17RB 発現細胞 (12 週

齢、スケールバー:20 μm) 
左より緑;IL-17RB陽性細胞 、赤：

炎症細胞(上段 CD11c 陽性細胞、

中段Mac-2陽性細胞、下段B220
陽性細胞 )、黄色：重ね合わせ 
(矢印) 
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図 7:  骨髄移植後の大動脈炎発症率と重症度 
上段：発症率、下段：重症度 
Il1rn-/-マウスに Il1rn-/-骨髄細胞 (n=13)か Il25-/-Il1rn-/-骨髄細胞 (n=19)を移植 
Il25-/-Il1rn-/-マウスに Il1rn-/-骨髄細胞 (n=14)か Il25-/-Il1rn-/-骨髄細胞 (n=5)を移植 
有意差検定は、Il1rn-/-マウスに Il1rn-/-骨髄細胞移植群と比較して、p < 0.05 (＊) 

 

 

4.5 免疫細胞への IL-25 の作用解析 

 4.4(図 6)で CD11c 陽性 DCs、Mac-2 陽性マクロファージ、B220 陽性 B 細胞、

GL3陽性γδT 細胞で IL-17RBが発現していることが分かったが、それぞれ骨髄

細胞誘導 DCs、骨髄細胞誘導マクロファージ、脾臓由来 B220 陽性 B 細胞、脾

臓由来 GL3 陽性γδT 細胞を得て、in vitro で IL-25 刺激を加えた。図 3B で、

CD11c 陽性 DCs および Mac-2 陽性マクロファージで IL-1β が発現していたが、

骨髄細胞誘導 DCs と骨髄細胞誘導 M0, M2 マクロファージから IL-1β の産生は

見られなかった (図示せず)。また、B 細胞からも IL-1β、IL-6、TNF-α の産生は認

められなかった。γδT 細胞では、IL-23 の刺激で IL-17A の産生が誘導されるが

37)、IL-25 の単独の刺激で IL-17A の産生は見られず、IL-23 と IL-25 の共培養で

IL-17A 誘導作用の増強は認められなかった(図示せず)。 

骨髄細胞誘導 DCs・マクロファージ、脾臓由来 B 細胞・γδT 細胞では Il17rb 
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mRNA の発現を認めないが、Il1rn-/-マウス大動脈の免疫細胞では IL-17RB が発

現していると考え、Il1rn-/-マウス大動脈を酵素処理で単離し、IL-25 との共培養を

行い、蛍光免疫染色で評価した。IL-25 刺激した CD11c 陽性 DCs で、IL-1β の

産が促進された。また、Mac2 陽性マクロファージで TNF-αの産生が促進された 

(図 8)。 

 
 
図 8: IL-25 による CD11c 陽性細胞の IL-1β産生誘導、Mac-2 陽性細胞の TNF-α産生誘導 
上段：溶媒のみ、下段：リコンビナントマウス IL-25 で培養 
A：左より緑; IL-1β陽性細胞、赤; CD11c 陽性細胞、黄; 重ね合わせ 
B：左より緑; TNF-α陽性細胞、赤; Mac2 陽性細胞、黄; 重ね合わせ 
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5 考察 

 本研究では、①Il1rn-/-マウス大動脈炎で、炎症の主体は T 細胞 (γδT 細胞・

CD8 陽性 T 細胞)、DCs、マクロファージ、好中球である、②IL-1Ra 産生細胞は

好中球・DCs・γδT 細胞であり、IL-1β産生細胞は DCs・好中球・マクロファージ

である、③Il1rn-/-マウス大動脈で、Il25 mRNA の発現が亢進し、Il25-/-Il1rn-/-マウス

では Il1rn-/-マウスと比較して血管炎の発症率の低下、重症度スコアの低下、血管

径が小さく、炎症細胞数 （T 細胞・DCs)が少ない、④Il1rn-/-マウス大動脈では野

生型マウスと比較して、Tnfa, IL-17a, IL-17rb mRNA が亢進、Il4 mRNA が減弱

し、Il25-/-Il1rn-/-マウスでは Il1rn-/-マウスと比較して Tnfa, Il6, Il17a, Il17rb の発現

が低下している、⑤IL-17RB 発現細胞は、DCs・マクロファージ・B 細胞・γδT 細

胞である、⑥骨髄移植実験から非血球細胞由来の IL-25 が血管炎の発症に関与

している、⑦In vitro で IL-25 は大動脈 DCs から IL-1βの産生を促し、大動脈マ

クロファージから TNF-αの産生を促す、以上の 7 項目を明らかにした。 

近年、IL-25 が 2 型免疫応答以外に 3 型免疫応答の促進および抑制する役割

が明らかになってきているが 30-32)、血管炎症候群においてはその働きが分かって

いない。今回、病態形成に IL-17A が関わっている Il1rn-/-マウス大動脈炎で 19)、

Il25 mRNA の発現が亢進していることから(図 4A)、Il25-/-Il1rn-/-マウスを用いて 3

型免疫応答との関係を含めた IL-25 の大動脈炎への役割を検証した。 

Il1rn-/-マウス大動脈炎の病理組織像は、HE 染色で vasa vasorum 周囲の外膜

でリンパ球や単核球の浸潤から、中膜弾性線維を破壊する多核巨細胞や好中球

浸潤を認めた。免疫組織染色ではCD3陽性T細胞 (GL3陽性γδT細胞、CD8
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陽性 T 細胞)、Gr1 陽性好中球、Mac2 陽性マクロファージ、CD11c 陽性 DCs が

炎症細胞の主体であることが分かった(図 2A)。また、リモデリングの所見としては、

新生血管の内膜肥厚や線維性組織に置換された外膜の肥厚などが認められた

(図 2B)。TAK 及び CGA の病理像は、全層性の多彩な炎症細胞浸潤（好中球、

CD4 陽性 T 細胞、マクロファージ、γδT 細胞、DCs など）と、中膜平滑筋細胞の

壊死・弾性線維の破壊、線維化による内膜の肥厚と内腔の狭小化、そして外膜の

肥厚による血管径の拡大などの血管リモデリングを呈することから 10)、Il1rn-/-マウス

大動脈炎の病理組織像と共通した所見が多いことが確認された。これら大型大動

脈炎は、その炎症増悪に Th17細胞から産生される IL-17Aが重要とされている 38, 

39)。Il1rn-/-マウスでは炎症部位で CD4 陽性 T 細胞は増加しているが、γδT 細胞

がより優位に増加していた。γδT 細胞由来の IL-17A は、皮膚や呼吸器・消化管

の細菌防御機構や関節リウマチなどの自己免疫疾患で中心的な役割をしており

40)、Il1rn-/-マウス大動脈炎においても IL-17A が炎症増悪の中心的存在であること

から 19)、Th17 細胞だけでなくγδT 細胞が産生する IL-17A が炎症部位の病態

形成に重要であると推測された。 

次に、Il1rn-/-マウスが大動脈炎・関節炎・皮膚炎など様々な炎症疾患を発症する

主要因となる IL-1βとそれを競合的に阻害する IL-1Ra の産生細胞を同定した。

大動脈炎で IL-1β産生細胞は、CD11c 陽性 DCs・Gr1 陽性好中球・Mac2 陽性

マクロファージであった(図 3B)。また IL-1 を競合的に阻害する IL-1Ra 産生細胞

は GFP レポーターマウス (Il1rngfp/gfp マウス)を使用することで、Gr1 陽性好中球・

CD11c 陽性 DCs・GL3 陽性γδT 細胞であることが同定された(図 3A)。IL-1 ファ
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ミリー分子の一つである IL-1βは、自然免疫を担う単球・マクロファージ・DCs・好

中球の細胞内で IL-1β前駆体が切断されることで活性体になることが知られてい

る 41, 42)。これら免疫細胞内では、病原微生物による感染に伴い細菌およびウイル

ス放出される PAMPs や組織損傷や破壊に伴い細胞から放出される DAMPs によ

りインフラマソームが活性化し、その活性化インフラマソームがカスパーゼ 1を活性

化することで IL-1β前駆体を切断して成熟 IL-1βとなる 43, 44)。また、好中球に限

り、インフラマソーム非依存的な経路が存在する。好中球は、proteinase 3(PR3)

や好中球エラスターゼ・カテプシン G・グランザイム A などの酵素でも IL-1βを成

熟させる 45, 46)。成熟した IL-βは、好中球や炎症性単球などの自然免疫を活性化

するだけでなく、IL-6 と共に Th17 細胞の分化誘導や IL-23 と共に Th17 細胞とγ

δT 細胞からの IL-17A 産生増幅などの作用を発揮する 37, 47, 48)。今回示したマク

ロファージ・DCs・好中球は、大動脈の炎症部位に遊走され炎症局所において IL-

1βを産生し、Th17 細胞と γδT 細胞の分化活性を誘導することで、より一層炎症

を惹起していると考えられる。 

上記 IL-1βの生理活性を競合的に阻害する IL-1Ra は、炎症部位において主に

単球や上皮細胞からの分泌が知られている 49)。最近では小腸環境のホメオスタシ

スを維持するために、恒常的に好酸球から IL-1Ra が産生され、IL-1β作用を阻

害することで Th17 細胞の分化を抑制していることが報告されている 50)。大動脈に

おいても、これら IL-1Ra 産生細胞が IL-1βとのバランスの中で、その生理活性を

阻害し、恒常性保っていると考えられる。 

次に、IL-17A と同じ IL-17 ファミリー分子である IL-25 と大動脈炎の関連を評価
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した。その結果、Il1rn-/-マウス大動脈では野生型マウスと比較して Il25 mRNA の

発現の亢進しており、Il25-/-Il1rn-/-マウスでは発症率・炎症スコア・免疫細胞数など

炎症に関連した項目が Il1rn-/-マウスと比較して抑制されていることが示された(図

4A-E)。以上より IL-25 は、大動脈炎の発症と増悪に関与していることが認められ

た。 

さらに、各マウス大動脈の炎症に関連した代表的な遺伝子発現解析を行った。

既報では Tnfa-/-Il1rn-/-マウスでは大動脈炎を発症せず、Il17a-/-Il1rn-/-マウスでは

大動脈炎の炎症が抑えられるが 19, 35)、Il1rn-/-マウス大動脈では Il17a、Tnfa 

mRNA の発現が著明に亢進していることから、IL-17A と TNF-αが大動脈炎の発

症と増悪に強く関わっていることが裏付けされた。 

IL-25 は、様々な細胞に働きかけ type 2 サイトカインを誘導することが知られて

いるが 27, 28)、Il25-/-Il1rn-/-マウス大動脈において Il4 と Il13 mRNA の発現が野生

型マウスと比較して低下しており、IL-25 が欠損することで Th2 細胞や ILC2 を介

した type2 サイトカインの産生が抑えられると考えられる。一方、Il1rn-/-マウス大動

脈で Il4 mRNA の発現が低下している理由は、炎症の場において Th17 細胞や

γδT 細胞が産生する IL-17A を主体とした 3 型免疫応答が優位となることで、相

対的に 2 型免疫応答が抑えられると考えられる。また、Ifna、Il23p19 mRNA 発

現に関しては、Il1rn-/-マウスと Il25-/-Il1rn-/-マウスで差が見られなかった (図 5)。

Il25-/-Il1rn-/-マウスの Il6、Il17a、Tnfa mRNA 発現は、Il1rn-/-マウスと比較して著明

に低下しており (図 5)、IL-25 の欠損がこれら炎症性サイトカインを直接もしくは間

接的に誘導していることが予想された。Il1rn-/-マウスでは、IL-25 受容体を構成す
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る IL-17RB の遺伝子 Il17rb mRNA 発現が野生型マウスと比較して上昇していた 

(図 5)。IL17RB の発現細胞は、免疫染色で CD11c 陽性 DCs、Mac-2 陽性マク

ロファージ、B220 陽性 B 細胞、GL3 陽性 γδT 細胞が同定できたが(図 6)、IL-25

のタンパク発現は同定できなかった。骨髄移植実験でレシピエントが Il25-/-Il1rn-/-

マウスでは大動脈炎発症率の低下とスコアが低いことから、非血球細胞由来の IL-

25 産生が大動脈炎の発症に関わっていることが示唆された（図 7）。しかし、In 

vitro では IL-1βや TNF-αなどのサイトカインで大動脈組織での Il25 mRNA の遺

伝子発現の誘導を示せなかった(図示せず)。イミキモド誘導乾癬モデルマウスで

は、イミキモドによる刺激後 1 時間でケラチノサイトでの Il25 mRNA の発現がピー

クとなる。また、イミキモドの刺激を継続することで IL-25 発現が持続する 51)。本研

究では、大動脈組織細胞での Il25 mRNA 発現の誘導を証明することはできなか

ったが、現在報告されている他組織での Il25 mRNA の発現時間は非常に短いこ

とから、大動脈においても何らかのトリガーにより短期間で IL-25 が産生され、それ

を誘因として大動脈炎の発症が促される可能性が考えられる。 

上記免疫染色で同定した IL-17RB 発現細胞を、骨髄から DCs・M0 および M2

マクロファージを誘導し、脾臓から B 細胞とγδT 細胞を選別し、それぞれ Il17rb 

mRNA の遺伝子発現を確認したが、全て発現が見られなかった。尚、M2 マクロフ

ァージを対象とした理由は、ヒト末梢血単核細胞 (Peripheral blood mononuclear 

cells: PBMC)から誘導された M2 マクロファージで、IL-17RB の発現が見られ、IL-

25 の刺激で TNF-α と IL-6 の産生が誘導されたためである 52)。次に大動脈組織

に存在する上記細胞で IL-17RB が発現していると仮説を立て、大動脈細胞を酵
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素処理で単離し、in vitro で IL-25 と共培養した結果、溶媒のみと比較して DCs か

ら IL-1βが、マクロファージから TNF-αの産生促進を示した(図 8)。 

以上の研究成果より、何らかの因子により大動脈非血球細胞から IL-25が誘導さ

れ、DCs やマクロファージを介して IL-1βおよび TNF-αなどの炎症性サイトカイ

ンの産生を促進し、大動脈炎の発症に影響を与えることが予想された。また、IL-1

βによりγδT 細胞や Th17 細胞を主体とする 3 型免疫反応が惹起され、炎症を

増悪すると考えられる。 

近年、本研究テーマである大型大動脈炎に対して、GC 治療抵抗例や副作用出

現例では、炎症性サイトカインを標的とした生物学的製剤の投与による治療成果

が報告されている。血清 IL-6 は TAK 及び GCA の病勢を反映した良いバイオマ

ーカーであり 38, 53-55)、TAK の病態形成には Th1 型サイトカイン (IFNγ)や Th9

型サイトカイン (IL-9)、Th17 型サイトカイン (IL-17A)などが関与している 56-58)。

GCA の病態形成にはそれら Th1 型、Th9 型、Th17 型サイトカインに加えて IL-

21 や IL-22 などが関わっている 59-63)。現在、主に 2 系統の生物学的製剤 (TNF

阻害薬・ヒト化抗 IL-6受容体抗体)のランダム化比較試験が報告されており、ヒト化

抗 IL-6 受容体抗体である tocilizumab (TCZ)は GCA に対して寛解率の向上と

GC 減量あるいは中止が可能であった 64, 65)。また、難治性 TAK ではプラセボコン

トロール群と比較して再発を抑えることができた 66)。一方、TNF 阻害薬は TAK で

は寛解誘導率が有効であったが、GCA での有効性は証明されず、再燃において

はまだ明確な結論はでていない 67-71)。これら薬物治療に加えて、外科的治療介

入は臓器血流障害や動脈瘤の破裂予防目的に行われる 72)。 
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他の循環器疾領域でも生物学的製剤治療の成果として、心筋梗塞既往例のあ

る炎症反応持続患者例 (hs-CRP 高値)で、抗炎症作用を目的とした完全ヒト型

抗 IL-1βモノクローナル抗体である canakinumab が血管イベント再発を予防する

良好な結果が得られている 73, 74)。また、悪性腫瘍の領域では、これまでの免疫治

療とは全く異なる機序として、免疫チェックポイント (Programmed death cell-1 ; 

PD-1/ Programmed death cell- Ligand 1; PD-L1)をターゲットとした阻害薬が脚

光を浴びている 75)。GCA 患者例でも、血管壁に存在するこの PD-L1 発現樹状

細胞の発現が低下していることが報告されている。活性化した PD-1 発現 T 細胞

が IFN-γや IL-17A・IL-21 などの炎症性サイトカインを過剰産生し、炎症を惹起し

リモデリングを起こすと考えられており 4, 59)、今後循環器疾患領域でも臨床試験が

進んでいくことが予想される。 

 本研究より、IL-25 が大動脈発症を促進する重要な要素であることが分かった。

これにより、大動脈炎発症例や再発例に対して IL-25 を標的とした新たな生物学

的製剤による治療戦略の可能性が期待される。 
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6 結論 

本研究では自己免疫性大動脈炎モデルマウスである Il1rn-/-マウスを使用して、

病態機序の解明を行った。病理組織学的な所見からは、リンパ球、DCs、マクロフ

ァージ、好中球を中心とした炎症細胞の浸潤を認めた。また、定量的PCRから IL-

25の発現の亢進が見られたことから、IL-25を欠損させたマウスとの比較検討を行

った。IL-25 を欠損させた Il25-/-Il1rn-/-マウスでは、大動脈炎の発症率が低下して

おり、IL-25 が大動脈炎発症を惹起する役割があることが示唆された。実際に、

Il1rn-/-マウスでは Tnfa、Il17a などの炎症関連サイトカインの遺伝子発現が亢進し

ているのに対して、Il25-/-Il1rn-/-マウスでは Tnfa、Il6、Il17a 抑制されており、これら

を誘導していることが示唆された。そして、骨髄移植実験と in vitro の実験より、組

織由来の細胞（非血球系細胞)から産生される IL-25 が、DCs とマクロファージに

作用して IL-1βと TNF-αなどの炎症性サイトカインの産生を促進することで、大

動脈炎発症に重要な役割を果たしていることを示した。 

本研究で得られた知見は、大動脈炎患者の治療に貢献するものと考えられた。 
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