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緒緒  言言  

 
IL-27 は、IL-12 サイトカインファミリーに属するサイトカインであり、p28 と EBI-3 の 2 つのサブユニットから 

形成され、その受容体は WSX-1 分子と gp130（IL-6 受容体シグナル伝達サブユニット）からなる。研究代表者らに 

よる、WSX-1 欠損マウス、および IL-27 欠損マウスの解析により、1．IL-27 には Th1 型免疫誘導作用があること、 

および2．IL-27には免疫抑制作用があること、が明らかにされている。IL-27は、免疫誘導作用と抑制作用の両方を持

つ点でユニークなサイトカインであり、炎症・免疫反応が緩徐であるときには主として Th1 誘導作用を示すが、過剰

な炎症・免疫反応が生じている状況では免疫抑制作用を示す。研究代表者らは、IL-27 やその受容体欠損マウスでは、

感染や自己免疫病態に伴う炎症が過剰になり、時に致死性を示すほか、糖尿病や動脈硬化など生活習慣病の背景に存在

する自然炎症も過剰になり、生活習慣病の増悪を来すことなどを報告してきた。さらに、リコンビナント IL-27投与に

よりこうした過剰な炎症を抑制することができることから、IL-27は新規抗炎症性薬剤開発の標的としても注目されて

いる［1］。 
我々は、神経因性疼痛（神経障害性疼痛：Neuropathic Pain，Neuralgia）のメカニズム解明の過程で、IL-27シグ

ナルを欠損するマウス（IL-27欠損、または受容体欠損マウス）が、坐骨神経切除による神経因性疼痛モデルにおいて、

疼痛に対し過敏になっている（疼痛閾値が低い）ことを見出した［2］。神経因性疼痛は、神経の傷害に伴って生じる  

慢性疼痛であり、ヒトではがんや手術などの物理的傷害、あるいはヘルペスウイルスなどの感染による神経傷害に  

伴って生じるものが知られており、原因となる傷害や感染がなくなったあとも、生活の質を著しく損なう疼痛が持続 

することが多く、そのメカニズムの解明はいまだ不十分であり、有効な薬剤も存在しない。さらに、IL-27 シグナル   

欠損マウスにおける、さまざまな刺激による疼痛に対する感受性の解析により、これらの欠損マウスにおいては、機械

刺激、温熱、寒冷、化学刺激、いずれによる疼痛に対しても過敏になっていること、また IL-27欠損マウスではリコン

ビナント IL-27 投与により 30 分以内に疼痛に対する感受性が正常化すること、さらに、神経切除モデルにおいては  

術前から疼痛に対する感受性が亢進していることを見出し、報告した。IL-27シグナル欠損マウスに発達や行動の異常

は認められず、また IL-27を介した疼痛制御は、既知のプロスタグランディンやオピオイドを介した経路には依存しな

い。これらの結果は、IL-27 シグナルが恒常的に疼痛感受性を制御していること、この疼痛抑制は Aβ、Aδ、C     

ファイバーを含む多彩なニューロンに作用していること、などを示しており、さらに IL-27投与による疼痛抑制が速や

かに生じることから、この疼痛抑制は細胞分化や新規タンパク質産生を必要としない機構によるものと考えられる。 
これらを踏まえ、本研究では、この IL-27による疼痛抑制作用に関して、1．IL-27産生細胞、およびその標的となる

細胞（例：皮膚に存在する細胞、伝達神経、中枢神経系の細胞など）を同定し、その分子機構を明らかにする、      

2．IL-27 投与と同様の効果を持つ低分子物質などのスクリーニングを行い、新規鎮痛薬のシーズを探索する、ことを 

目的とした。 
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方方法法おおよよびび結結果果  

 
11．．IILL--2277レレポポーータターーママウウススのの作作製製  

IL-27 による疼痛制御に関して、IL-27 産生細胞を同定する目的で IL-27 p28 レポーターマウスを作製した。IL-27 
p28 サブユニットをコードする遺伝子の下流に、IRES 配列を挟んで Venus 遺伝子が接続されたノックインマウスを

作製し、C57BL/6 マウスへの戻し交配を終えた。レポーターマウスは設計通りに機能し、LPS で刺激した場合には樹

状細胞によるVenusタンパクの発現（＝p28タンパクの発現）が確認された（図1）。 
 

 
 

図1．IL-27 p28レポーターマウス 
IL-27 p28レポーターマウスにLPS、または対照としてPBSを腹腔内にin vivo投与し、6時間後

に脾臓細胞を調製、CD11chighCD11bdullの樹状細胞におけるVenus蛍光を測定した。 
 
このマウスを用いて、無刺激・無処置のマウスから座骨神経の凍結切片を作製、Venusシグナルの発現を蛍光顕微鏡

により観察したが、蛍光シグナルを検出することは出来なかった。研究開始時には、IL-27の標的細胞は疼痛刺激を伝

達する神経線維を想定していたが、疼痛刺激部位である皮膚や、最終的に疼痛を認識する中枢神経系も IL-27の標的部

位である可能性が考えられたため、皮膚、脊髄を含む中枢神経系においても凍結切片を作製し蛍光顕微鏡による解析を

行ったが、いずれにおいても蛍光シグナルを検出することは出来なかった。 
22．．IILL--2277おおよよびび受受容容体体遺遺伝伝子子のの発発現現解解析析  

IL-27 p28レポーターマウスにおいては、痛み刺激伝達に関わる細胞や組織において IL-27の発現は確認できなかっ

た。一方、他研究者により、単離した皮膚ランゲルハンス細胞、およびケラチノサイトにおいてWSX-1の発現が報告

されている。また、中枢神経系においては、同じく単離したグリア細胞においてWSX-1の発現が報告されている。そ

こで、皮膚においてはランゲルハンス細胞とケラチノサイト、痛み刺激の伝達に関わる神経線維、および中枢神経系に

おいてはグリア細胞を単離し、RT-PCR法により IL-27関連遺伝子の発現を解析したところ、ランゲルハンス細胞とケ

ラチノサイト、および グリア細胞においてWSX-1の発現が確認できた。これらの細胞において、無刺激・無処置の状

態では IL-27 p28の発現は認められなかった。また、次に示す神経生理学的解析のために体外に単離した神経線維に関

しては、CファイバーにおいてもWSX-1、および IL-27 p28の発現は確認されなかった。 
33．．IILL--2277にによよるる制制御御をを受受けけるる神神経経線線維維のの生生理理学学的的解解析析  
我々は、IL-27シグナルを欠損するマウスにおいては、機械刺激、温熱刺激、寒冷刺激、および化学刺激、いずれに

対しても疼痛過敏を示すことを報告した。このことは、それぞれ別個の疼痛刺激を伝えるAβ、Aδ、Cファイバーの

いずれも IL-27 の制御を受けていることを示している。これらを検証する目的で、また IL-27 シグナル欠損における 
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疼痛過敏の責任細胞を生理学的に検証する目的で、体外に露出させた坐骨神経から神経細胞の太さにより C ファイバ

ーを同定し、体外に単離したCファイバーを機械刺激し、これに対する神経興奮（発火）の閾値、および頻度を生理学

的に解析した（図2）。この結果、WSX-1、p28、およびEBI-3を欠損するマウス由来のCファイバーはいずれも野生

型マウス由来の神経線維と比べて、刺激に対して有意に低い刺激閾値、および高い発火頻度を示した。ただし、本実験

は一匹ずつのマウス由来の神経線維を複数検証したものであり、独立した複数のマウス由来の神経細胞における検討は

未実施である。また、Aβ、Aδファイバーに対する検討は行えていない。なお、神経線維、後根神経節、対応する部位

の脊髄の組織学的解析では、その構造や細胞の割合などに IL-27シグナル欠損による影響は認められなかった。 
 

 
図2．IL-27シグナル欠損Cファイバーの過剰興奮 

C57BL/6Nマウス（野生型対照）、およびWSX-1、IL-27 p28、あるいはIL-27 EBI-3を
欠損するマウスの坐骨神経から、Cファイバーを体外に単離し、機械刺激（横軸。強度）

を加え、神経線維の発火頻度（縦軸。発火／秒）を測定した。マウスは各系統一匹を用い、

神経線維は各マウスから20本以上を解析。 
 
44．．IILL--2277のの作作用用をを模模倣倣ででききるる低低分分子子化化合合物物のの探探索索  
本研究では、IL-27の免疫炎症抑制作用、および疼痛抑制作用を模倣できる低分子化合物の探索を目的の一つに掲げ

ていた。WSX-1 の下流では IL-27 刺激により STAT1/3 が活性化することが知られており［1］、また一部の T 細胞が

IL-10 を産生し［3］、免疫・炎症抑制に関与することが知られている。IL-27 と類似した化合物探索の目的のため、共

同研究先（施設名、担当者名は記載しない）と討議を重ねた結果、1．STATのレポーターアッセイは、バックグラウン

ドの問題からマススクリーニングに適していない、2．T 細胞の系は、セルラインを用いないとマススクリーニングに

適していない、かつ IL-10産生が再現できるセルラインなどを探索する必要がある、などの問題が考えられた。このた

め、マクロファージなどの主たる IL-27産生細胞からの IL-27産生を誘導できる化合物の探索に方針を転換した。この

目的のために、1 の IL-27 p28 レポーターマウスにおいて用いた Venus 発現ベクターをマクロファージ系セルライン

に遺伝子導入したレポーター細胞を作製した。この細胞は、LPS 刺激によりVenus タンパクによる蛍光シグナルを発

し、同時に IL-27 p28を産生することを確認した。この細胞を用いた一次スクリーニングを実施し、複数の IL-27産生

誘導物質候補を得た。 
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考考  察察  

 
本研究の範囲内では、研究の目的の第一にあげた IL-27の作用部位あるいは産生細胞・標的細胞を同定することはで

きなかった。以下に考察を示す。 
作製された IL-27 p28レポーターマウスは設計通りに機能した（図1）。したがって、皮膚から神経線維、中枢神経系

に至るまで IL-27 p28の発現（Venus蛍光色素のシグナル）を検出できなかったことは、レポーターシステムの感度に

よるものと考えられる。これは、IL-27シグナル欠損マウスにおける疼痛知覚過敏は、無処置・無刺激の状態でも観察

され、IL-27 は（低濃度であっても）恒常的に産生され、常時疼痛知覚を制御しているものと考えられるためである。

このため、検出感度を上げるために、p28 や Venus タンパクに対する抗体と二次抗体を用いた検出などの工夫が必要

と考えられる。あるいは、p28 やVenus のmRNA を検出する in situ ハイブリダイゼーションなどの方法により検出

が可能になるものと思われ、検討している。しかしながらレポーターマウスを用いた解析により、これまで LPS 刺激

により IL-27 を産生するとされてきた樹状細胞においても、単純に試験管内でLSP 刺激するのみでは IL-27 が産生さ

れないことを確認している。これらのことから、IL-27産生には何らかの二次的なシグナルあるいは、周囲の細胞など

から得られる刺激によるプライミング（準備状態）が必要な可能性も浮かび上がっている。現在、樹状細胞における  

IL-27産生機構や必要とされるシグナルなどを詳細に検討しており、ここで得られる知見を、例えば神経細胞に当ては

めて検討する必要があると考えている。 
一方、神経生理学的解析では、IL-27、あるいはその受容体を欠損するマウスにおいて体外に単離した神経線維その

ものに過敏性と過剰反応が認められたことから、ニューロンが IL-27 の標的である可能性が考えられた（図 2）。しか

しながら、先に示したように神経線維において受容体や IL-27 p28 の発現が確認できていない、神経周囲にも IL-27 
p28が検出できていないなどの理由から、現時点では神経線維が IL-27の標的であるとは断定できない。ニューロンそ

のものが標的である可能性に加え、周辺に存在する細胞が IL-27シグナル欠損により性質が変化し、間接的に神経線維

の性質が変わっている可能性も考え、注意深く生理学的検討を続けていく予定である。 
本研究のもう一つの目的である、IL-27 投与と同様の効果を持つ低分子物質などのスクリーニングに関しては、   

さまざまな検討を加えた結果、（局所的に）IL-27産生を誘導できる低分子化合物の探索に方針を変更した。この目的に

かなうスクリーニング用のレポーターを作製し、一次スクリーニングを行った。得られた候補化合物に関して、二次ス

クリーニングの方法やバリデーションの方法を検討している。 
本研究においては、第一の目的である、疼痛知覚に関する IL-27 の標的細胞や分子機構の解明には至らなかった。 

しかし、レポーターマウスの解析により、生体内での IL-27産生は、これまで骨髄細胞由来の樹状細胞やマクロファー

ジ、あるいは細胞株などを用いて得られた解析結果と比べて、より複雑であることが明らかになってきた。本研究によ

り得られた知見を元に、疼痛知覚制御を含む IL-27の生理的役割について、より詳細な解析を行っていく。 
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