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研究成果の概要（和文）：SLE モデルマウスMRL/lpr由来T細胞で発現低下を認めたmiR200a-3pについて、その病
態的意義を検討した。miR200a-3p mimic導入EL4細胞にて、抑制性転写因子 (ZEB1、ZEB2、CtBP2) の発現低下と
IL-2遺伝子上NRE-A領域への結合低下及びIL-2プロモーター活性と蛋白発現亢進を確認した。またMRL/lpr由来T
細胞にて同領域へのZEB1/CtBP2結合遷延を認めた。以上より、miR-200a-3p発現が低下したSLE由来T細胞では、
ZEB1/ZEB2/CtBP2の発現亢進とIL-2遺伝子への結合遷延をきたし、IL-2産生抑制誘導の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To identify candidate disease-related microRNAs, we performed RNA sequencing
 and focused on miR-200a-3p which was significantly decreased, whereas its putative targets, ZEB2 
and CtBP2, were upregulated in CD4+ T cells from lupus prone mice compared with the control. The 
complex of ZEB1/2 is known to suppress various genes including IL-2 by recruiting CtBP2. Therefore, 
we hypothesized that decreased miR-200a-3p causes IL-2 deficit through the ZEB/CtBP2 complex in SLE 
CD4+ T cells. Overexpression of miR-200a-3p suppressed the expression of these complexes and these 
bindings to IL-2 promoter region which caused IL-2 overexpression in EL4 cells. In addition, the 
ZEB1/CtBP2 complex on the region was significantly increased in stimulated lupus CD4+ T cells. Our 
studies have revealed a new epigenetic pathway in the control of IL-2 production in SLE whereby low 
levels of miR-200a-3p accumulate the binding of the ZEB1/CtBP2 complex to the IL-2 promoter and 
suppress IL-2 production.

研究分野：リウマチ膠原病
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１．研究開始当初の背景 
全身性エリテマトーデス (Systemic Lupus 

Erythematosus; SLE) は、異常な T・B細胞

の活性化により様々なサイトカインや自己

抗体の産生・免疫複合体の臓器への沈着を引

き起こし、全身に障害を及ぼす自己免疫性疾

患である。後天的遺伝子発現制御システムと

して、マイクロ RNA (microRNA; miRNA)をは

じめとするエピジェネティクス制御機構が

注目されており、自己免疫疾患も含めた種々

の疾患における病態形成への関与が報告さ

れている。 

我々は、SLE 由来 T 細胞における後天的遺

伝子発現修飾機構で制御される新規疾患関

連遺伝子を探索するため、まず網羅的エピゲ

ノムライブラリーを作成した。 

SLE の代表的モデル動物である

MRL/MpJ-Tnfrsf6lpr/ Crlj (MRL/lpr マウス：

♀16 週) 及びその対照群として同一週齢の

健常マウス C57BL/6JJcl (B6 マウス) を用い

た。脾臓細胞より抗体磁気ビーズを用いて

CD4 陽性細胞の分離を行い、miRNA 及び mRNA 

を含む total RNA を抽出後、HiSeq を用いて

シーケンス解析を行った。双方のライブラリ

ーのデータを統合し、ターゲット遺伝子の発

現異常を伴う候補 miRNA を検索した。この解

析の結果、有意差を認めた候補miRNA群から、

MRL/lpr にてもっとも有意なリード数の低下

を認めた miR-200a-3p、及びその標的遺伝子

であり mRNA のリード数上昇を認めた転写因

子 CtBP2 (C-terminal binding protein 2)、

ZEB2 (Zinc finger E-box protein 2) に着

目した。 

 
２．研究の目的 
SLE モデルマウス由来 T 細胞で発現低下

を認めた miR200a-3p が、抑制性転写因子の

発現亢進を介して、T 細胞の分化増殖に必須

であるインターロイキン 2 (IL-2) の産生抑

制に関与している可能性について検証する。 

 
３．研究の方法 

１）microRNA mimic 導入 EL4 細胞を用いた

実験 

マウスT 細胞系培養細胞 (EL4 ) にリポフ

ェクタミンを用いて miR200a-3p mimic を遺

伝子導入し、以下の実験を行った。 

・ZEB1/2/CtBP2 の mRNA 量を real-time PCR

法で定量した。 

・PMA/Iono (Phorbol 12-Myristate 13 

Acetate/ Ionomycin) 刺激後、上清及び細胞

を回収した。抽出した mRNA を用いて、IL-2

の mRNA 量を real-time PCR 法で定量した。

培養上清中の IL-2 濃度を ELISA で定量した。

IL-2 プロモーターを組み込んだ pT81 ルシフ

ェラーゼベクターをco-transfectionした細

胞を PMA/Iono 刺激後回収し、ルシフェラー

ゼアッセイで IL-2 プロモーター活性を定量

した。 

刺激後の細胞から抽出した核蛋白を用い

て、IL-2 の転写抑制部位である negative 

regulatory element A (NRE-A) 領域への

ZEB1/2/CtBP2 の結合をゲルシフト法で検討

した。NRE-A への ZEB1/2/CtBP2 の結合能は、

クロマチン免疫沈降法 (ChIP) でも確認し

た。 

 

２）マウス由来細胞を用いた実験 

 B6 及び MRL/lpr マウス脾臓より抽出した

CD4 陽性細胞を用い、miR200a-3p 及び

ZEB1/2/CtBP2 発現量を real-time PCR 法で定

量した。PMA/Iono 刺激後の培養上清を回収し、

IL-2 濃度を ELISA で定量した。PMA/Iono 刺

激後、ChIP 法で NRE-A への ZEB1/2/CtBP2 の

結合能を確認した。 

 
４．研究成果 

１）miR-200a-3p による ZEB1、ZEB2、CtBP2

の制御 

 複数の検体を用いて、miR-200a-3p の発現

量がMRL/lprマウスで著明に低下しているこ

とを確認した。その標的遺伝子候補である

CtBP2 は MRL/lpr マウスにて有意に上昇し、



ZEB2 は有意ではなかったもののコントロー

ルより高い傾向にあった。miR-200a-3p は、

ZEBファミリーのそれぞれの3’UTRに結合配

列を持つことからも、miR-200a-3p が ZEB2、

CtBP2 を抑制性に制御していることが示唆さ

れた。また、我々の統合解析では発現亢進は

認めなかったが、ZEB ファミリーであること

を考慮して追加した ZEB1 は、ZEB2、CtBP2 と

は逆に mRNA レベルの発現は MRL/lpr マウス

において有意に低下していた。しかし蛋白・

核移行レベルでmiR-200a-3pと関連する可能

性を考慮し、引き続き解析の対象とした。 

２）miR-200a-3p による ZEB1、ZEB2、CtBP2

を介した IL-2 産生制御 

 miR-200a-3p 導入 EL4 細胞にて、ZEB1、

ZEB2、CtBP2 の mRNA 発現は低下し、更に

PMA/Iono 刺 激 に よ る IL-2 誘 導 は

miR-200a-3p 過剰発現により亢進し、IL-2 プ

ロモーター活性の上昇及び mRNA 発現量の上

昇を惹起した。PMA/Iono 刺激後の IL-2 産生

量は、コントロールと比較し MRL/lpr マウス

で低下していることもあわせて確認した。 

３）miR-200a-3p による ZEB1、ZEB2、CtBP2

の IL-2 遺伝子への結合能の検討 

ZEB1 の IL-2 への結合配列として報告され

ている NRE-A 領域へ、上記転写因子が結合す

るか、またその結合に miR-200a-3p が関与す

るかに関して、ゲルシフトアッセイ及び ChIP

法で検討した。miR200a-3p mimic 導入 EL4

細胞ではいずれも結合の低下を認めたが、

MRL/lpr 由来 T 細胞では正常マウスで認めた

ZEB1、CtBP2 結合の乖離が遷延していた。 

以上の結果より、in vivo と in vitro にて

ZEB2 の動態に違いがあるものの、SLE では

miR-200a-3p の発現低下による ZEB1、ZEB2、

CtBP2 の発現亢進により、IL-2 産生が抑制さ

れていることが示唆された。 
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