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研究成果の概要（和文）：ヒト ST2 遺伝子上の新たな多型が見いだされた。ヒト ST2L 発現細胞

で多型による78番目のアミノ酸の違いがIL-33シグナル伝達系に及ぼす影響を調べたが明確な

違いは認められなかった。さらに解離の速さを表す値を測ってみると、A78 タイプの ST2 タン

パク質が E78 タイプと比べてしっかり結合しているという結果が得られた。この生理的意味と

病気との関連について今後さらに検討が必要である。 
 
研究成果の概要（英文）：Effect of novel polymorphism on human ST2 gene was studied. 
Comparison of signal transduction of IL-33 in stable transformants expressing A78 type 
ST2L and E78 type ST2L resulted in no remarkable difference. Measurement using surface 
plasmon resonance method revealed stronger binding of A78 type ST2 to IL-33. Further 
studies are necessary to clarify physiological and pathological meanings of this difference. 
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１．研究開始当初の背景 
 
	 富永は細胞増殖開始過程で特異的に発現
される遺伝子 ST2 をクローニングしたが、そ
の後この遺伝子から選択的スプライシング
で分泌型と細胞膜貫通受容体型の産物がで
きることがわかった。膜貫通型 ST2L は IL-33
の受容体であり、そのシグナル伝達によって
炎症反応を惹起する。一方、分泌型 ST2 は
IL-33 と結合することによってこの炎症反応
を抑える効果がある。様々な病気で病勢に応

じて血中 ST2 が増減するのも、この防御反応
のためとも考えられる。	 
	 我々が発見したアトピー性皮膚炎の発症
に関わる ST2 遺伝子転写調節領域における多
型は ST2 分子の量的変化をきたすことがわか
った。一方、高血圧等生活習慣病の発症に関
わることが示唆された ST2 および ST2L 翻訳
領域に存在する多型は構造遺伝子内に存在
し、従ってタンパク質の３次元構造の違いに
よる質的変化をもたらす可能性が考えられ
た。	 
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２．研究の目的 
 
（1）ST2L 受容体の構造変化が IL-33 シグナ
ル伝達系に及ぼす影響	 
	 
	 IL-33 が結合してシグナルを伝え気管支喘
息などの炎症反応を惹起する ST2L 受容体の
多型（78 番目のアミノ酸がアラニン（A78）
かグルタミン酸（E78））による変化を検討し、
炎症反応などへの影響を調べる。	 
	 
（2）ST2 タンパク質と IL-33 の結合に及ぼす
多型の影響	 
	 
	 IL-33 と結合することによって炎症反応を
抑制することがわかっている ST2 タンパク質
の結合の強さが多型による 2つのタイプで違
いがあるか、あればその生理的意義および病
気との関連を調べる。	 
 
３．研究の方法 
	 
（1）ST2L 受容体の構造変化が IL-33 シグナ
ル伝達系に及ぼす影響	 
	 
①	 ヒト ST2L 発現安定細胞の樹立	 
	 まず、E78 または A78 タイプのヒト ST2L	 発
現プラスミドを構築した。エレクトポレーシ
ョン法により、ST2L 発現プラスミドをマウス
胸腺腫由来 EL-4 細胞にトランスフェクショ
ンした後、抗生物質 blasticidin を用いて発
現安定細胞を選抜した。コントロールとして、
ヒト ST2L	 cDNA 非挿入プラスミドをトランス
フェクションした細胞（Empty）も作製した。
発現安定細胞におけるヒト ST2L の発現は、
RT-PCR 法およびフローサイトメトリー法に
より確認した。	 
	 
②	 IL-33 シグナル伝達系の活性化の検討	 
	 IL-33に対するヒトST2L発現安定細胞およ
びコントロール細胞の応答性は、シグナル伝
達因子 MAP キナーゼ p38、JNK、ERK および
NF-κBp65 の活性化を指標に解析した。各細胞
をヒト IL-33 により刺激した後、全細胞抽出
液を調製し、ウエスタンブロット法により各
因子のリン酸化型および非リン酸化型を検
出した。	 
	 
（2）ST2 タンパク質と IL-33 の結合に及ぼす
多型の影響	 
	 
	 A78タイプとE78タイプの2種類のヒトST2
タンパク質を HEK293 細胞に発現させ培養液
から Ni カラムを用いて精製した。ヒト IL-33
タンパク質はセリン 112 より C末端側の部分
（IL-33c）を T7 タグおよび His タグをつけ

て大腸菌で発現させ、Ni カラムを用いて精製
した。	 
	 これらを用いて ST2 と IL-33c の相互作用
について表面プラズモン共鳴（SPR）法で解
析した。	 
	 
４．研究成果	 
	 
（1）ST2L 受容体の構造変化が IL-33 シグナ
ル伝達系に及ぼす影響	 
	 
①	 ヒト ST2L 発現安定細胞の樹立	 
	 ヒト ST2L 発現安定細胞（E78 または A78）
およびコントロール細胞（Empty）を、それ
ぞれ 3クローン樹立した。これらの細胞の細
胞膜上におけるヒト ST2L の発現をフローサ
イトメトリーにより解析した（図 1）。各細胞
を、ビオチン化抗ヒト ST2 モノクローナル抗
体（anti-hST2）および PE 標識ストレプトア
ビジンで染色し、細胞膜上のヒト ST2L を検
出した。灰色ヒストグラムは未染色細胞
（unstain）を示し、白色ヒストグラムはビ
オチン標識抗ヒト ST2 モノクローナル抗体＋
PE 標識ストレプトアビジン染色細胞を示す。
各図において、ヒストグラムが右に移動する
ほど ST2L 陽性である。	 
	 樹立したヒト ST2L 発現安定細胞 E78 およ
び A78 タイプには、ヒト ST2L の発現が明確
に認められた。IL-33 シグナル伝達系の解析
には、ST2L 発現が同レベルの E78 および A78
タイプの細胞を用いた。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図 1	 フローサイトメトリー法によるヒト
ST2L 発現の検出	 
	 
②	 IL-33 シグナル伝達系の活性化の検討	 
	 ヒト IL-33 で刺激したヒト ST2L 発現安定
細胞およびコントロール細胞におけるシグ
ナル伝達因子の活性化を検討した（図 2）。	 
	 各細胞の培養液にヒト IL-33（ 終濃度 10	 
ng/ml）を添加後、0、15、30、60 分後に細胞
を回収し、全細胞抽出液を調製した。MAP キ
ナーゼ p38、JNK、ERK および NF-κBp65 のリ
ン酸化型（P-）と非リン酸化型を、それぞれ
特異的抗体を用いてウエスタンブロット法
により検出した。GAPDH をコントロールとし
て検出した。	 
	 MAP キナーゼ p38、JNK、ERK のリン酸化は、
刺激 15 分後から検出され、30 分または 60 分



後がピークであった。NF-κBp65 のリン酸化は、
刺激 15 分後がピークであった。また、E78 と
A78 タイプの細胞における各シグナル伝達因
子の活性化パターンは、ほぼ同じであった。
一方、コントロール細胞では、いずれのシグ
ナル伝達因子においても、IL-33 刺激特異的
な応答は見られなかった。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図 2	 IL-33 刺激依存的な MAP キナーゼおよ
び NF-κB の活性化	 
	 
（2）ST2 タンパク質と IL-33 の結合に及ぼす
多型の影響	 
	 
	 精製した ST2 および IL-33 を示す（図 3）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図 3：ST2 と IL-33 の精製	 
	 
	 まず ST2 タンパク質を CM5 チップに固定し、	 
IL-33c 溶液を流して解析した。この場合
IL-33c を流し続けているにもかかわらず相
互作用を示す RU が一時的に上昇したあとプ
ラトーを形成せずに低下した（図 4–A）。この
解釈として IL-33ｃ溶液中でオリゴマーが形
成され、オリゴマーのまま ST2 に結合した
IL-33c が再度解離する可能性が示唆された。
このため逆に IL-33c を CM5 チップに固定し、

ST2 を流す方法を試みた。この方法では RU の
すばやい立ち上がりとプラトーの形成を認
め、ST2 溶液からバッファーのみに切り替え
るとゆるやかな解離を認めた（図 4–B）。解離
の速度は遅く ST2 と IL-33ｃの結合が強力で
あることを示唆した。A78 タイプと E78 タイ
プの ST2 についてセンサーグラムのパターン
を比較したが著明な差を認めなかった。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
図 4：IL-33 と ST2 の相互作用	 
	 
	 より詳細な検討が必要と考えられたので、
東京大学医科学研究所の津本教授に解析を
依頼した。シングルサイクルカイネティック
ス法が使える機械では同一のチップに複数
の濃度で ST2 を流し、センサーグラムを比較
することにより解離定数 Kd を計算させるこ
とが可能である（図 5）。	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 
	 

	 
図 5：シングルサイクルカイネティックス法
による RU カーブのフィッティング	 



	 
	 E78タイプのST2はKdが9.1×10-4(1/s)と、
A78 タイプの 2.8×10-4(1/s)と比して約 3 倍
大きいという結果であった。	 
	 この生理的意味と病気との関連について
今後さらに検討が必要である。	 
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