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研究成果の概要（和文）：喘息発症に重要な遺伝子IL-33を制御するmiRNAを同定するため、気道上皮細胞におけ
るmiRNAの発現について検討を行った。
その結果、IL-33を直接制御する新たなmiRNAは同定できなかったが、IL-33デコイ受容体sST2の発現を制御する
miR-29を見出した。さらにmiR-29はIFNAR1の発現も抑制し、Exosomeを介して細胞外に産生された。
以上のことから、miR-29は気道上皮細胞のsST2およびIFNAR1の発現制御を介して、IL-33依存的アレルギー炎症
および気道のウイルス感染を起因とする喘息発症の分子機序に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To identify miRNAs that regulate expression of IL-33, an important cytokine 
gene for asthma development, expression of miRNAs in human airway epithelial cells was investigated.
 Consequently, although a novel miRNA directly controlling IL-33 expression could not be identified,
 miR-29 was found to regulate epithelial expression of both soluble ST2 (sST2), a decoy receptor for
 IL-33, and IFNAR1, a type 1 interferon receptor. Furthermore, I found that miR-29 is produced 
extracellularly via exosomes secreted by airway epithelial cells.
These results suggest that miR-29 may be involved in the IL-33-dependent molecular mechanisms of 
asthma development, triggered by respiratory viral infection, via regulation of sST2 and IFNAR1 
expression in the airway epithelial cells.

研究分野： アレルギー
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１．研究開始当初の背景 
microRNA（miRNA）は、細胞内に内在す
る長さ 18-24塩基程度の small RNAであり、
他の遺伝子発現を調節する機能を有する非
翻訳性 RNAの一種として、細胞の発生・分
化・増殖など細胞機能の根幹に関わっている。 
特にがん研究分野における進展は目覚まし
く、疾患特異的なmiRNAが数多く同定され、
診断・治療に役立つ臨床実用化に向けての応
用研究が精力的に進められているが、喘息に
関与するmiRNAについては知見が限られて
おり、喘息発症に決定的な役割をはたす
miRNAは同定されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまでの様々な手法（遺伝
子改変マウスを含めた動物実験、喘息患者検
体を用いた臨床研究、さらにゲノムワイド関
連解析など）による研究から、その発現や機
能が喘息発症に決定的な役割を果たすこと
が既に判明している遺伝子群（IL-33やTSLP）
の発現を制御するmiRNAの同定を目指す。 
我々は既に構築していた mRNAと miRNA発
現の相関を検索できるデータベースにより、
IL-33や TSLPの mRNA発現と有意な相関があ
る候補miRNAを見出していた。本研究ではこ
れらの miRNAの機能評価を行い、真にIL-33
や TSLP発現制御に決定的な miRNAを明らか
にすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
① 候補miRNAの抽出 
予備調査においてIL-33やTSLPのmRNA発
現と有意な相関があったmiRNAを候補として
抽出した。次に、気道上皮細胞に候補 miRNA
を過剰発現させ、標的遺伝子（IL-33, TSLP）
の発現変動を QPCRにより測定した。また、
過去の報告から IL-33または sST2の発現制
御に関与すると考えられるmiRNAの候補につ
いても抽出した。 
 
② 刺激による反応性の確認 
sST2の発現を制御する可能性のあるmiRNA
の機能を評価するため、sST2の発現が変動す
る条件の検討を行った。気道上皮細胞培養株
（BEAS-2B）を IL4, TNFαまたは IL4+TNFα
で刺激し、培養上清中に産生されるsST2を、
ELISAを用いて検出した。また、細胞および
Exosome中miRNAをqPCRにより測定した。 
 
③ 強制発現・ノックダウンによる評価 
BEAS-2Bにおいて miRNAを過剰発現または
ノックダウンさせ、②において最も sST2の
発現が誘導された刺激条件（IL4+TNFα）で
刺激を行い、Western blottingまたはELISA
により標的遺伝子のタンパク発現量を確認
した。 
 
 
 

４．研究成果 
① 候補miRNAの抽出 
IL-33およびTSLPと相関を示すmiRNAとし

て、hsa-miR-548c-5pとhsa-miR-3666を候補
として選択した。各miRNAを気道上皮細胞に
過剰発現させ、IL-33, TSLPの発現を
QPCRQPCRにより測定したが、その発現量に変
化は見られなかった。 
また、過去の報告からIL-33のデコイレセ

プターであるsST2を標的遺伝子とするmiRNA
としてhas-miR-29（miR-29）を候補として選
択した。 
 
② 刺激による反応性の確認 
miR-29の機能を評価するため、sST2の発

現が誘導される条件の検討を行った。その結
果、IL4+TNFαで刺激した時、最も高く sST2
が産生された（図1）。この時、細胞及び培養
上清中に産生される Exosome中の miR-29を
qPCRにより測定した結果、刺激後48時間で 、
miR-29aの発現量が未刺激と比較して有意に
増加した（図2）。 
さらに、Exosome中からもmiR-29が検出され
た。Western blottingによりExosomeの量を
比較した結果、サイトカイン刺激により産生
されるExosomeの量が増加することが明らか
となった（図3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



③ 強制発現・ノックダウンによる評価 
気道上皮細胞をサイトカイン IL4+TNFαで
刺激すると、sST2の発現が上昇する。この時
miR-29の特異的InhibitorによりmiR-29の
発現を抑制したところ、sST2発現はさらに上
昇した。また、miR-29を過剰発現することに
より sST2の発現上昇は抑制された。このこ
とから、miR-29がサイトカイン刺激により誘
導された sST2の発現を抑制する働きがある
ことが明らかとなった。一方、受容体タンパ
ク ST2の発現は抑制しておらず、さらに、
miR29は上皮細胞においてIFNAR1の発現も抑
制した。（図4）。 
これらのことから、miR29の発現上昇は、
IL-33のシグナルを増強する働きがあると考
えられる。 
一方、miR29は上皮細胞においてIFNAR1の
発現も抑制した。このことは、ウイルス感染
においてmiR29がウイルスの増殖を助ける働
きも持つことを示唆する。このことは、未だ
詳細が明らかではないウイルス感染とアレ
ルギー疾患との関係を解明する手がかりと
なる可能性も考えられる。 
以上のことから、本研究において、上皮細
胞の microRNAが sST2の発現制御を介して
IL-33のシグナルを制御し、またウイルス感
染に関わる遺伝子IFNAR1にも影響を及ぼし、
喘息発症に関与している可能性が示唆され
た。 
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