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研究成果の概要（和文）：これまでの研究により、腸内細菌叢の存在がマウス大腸粘膜固有層白血球において
miR-200ファミリーによる遺伝子サイレンシングを促進する結果、腸管粘膜免疫の恒常性を担うIL-2産生を調節
することを示唆した。本研究では、マウスT細胞株であるEL-4細胞へ合成２本鎖miR-200ファミリーを遺伝子導入
することにより、このことを証明した。一方で、miR-200ファミリーの遺伝子導入により、免疫システムプロセ
スの遺伝子オントロジーを有する数種類の遺伝子の発現低下を観察したことから、miR-200ファミリーによる
IL-2産生調節以外の免疫調節機構の存在が予想された。

研究成果の概要（英文）：Our recent study suggested that gut microbiota promotes miR-200 
family-induced gene silencing in murine large intestinal lamina propria leukocytes, decreasing IL-2 
production. The present study directly demonstrated the gene silencing by transfecting the 
synthesized miR-200 family mimic to murine T-cell line EL-4. Meanwhile, we observed reduced several 
genes with gene ontology of immune system processes by transfecting the miR-200 family mimic. The 
results suggest that the miR-200 family is involved in the regulation of other immune responses than
 IL-2 production.

研究分野： 消化管生理学

キーワード： microRNA　腸内細菌叢　遺伝子サイレンシング　腸管免疫　

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
腸内細菌による腸管粘膜免疫の調節にmicroRNA（miRNA）による遺伝子サイレンシングが関与することはほとん
ど知られていない。本研究では、筆者らがこれまでに示唆した大腸粘膜固有層白血球におけるmiRNAの遺伝子サ
イレンシングを介した腸管粘膜免疫調節を、マウスT細胞株であるEL-4細胞を用いて直接的に明らかにした。こ
のことは、腸内細菌が腸管粘膜免疫調節をはじめとする宿主の生理に影響をおよぼす際の、新たな細胞分子基盤
の解明の一助となるものである。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
microRNA（miRNA）は 20 塩基程度のノンコーディング RNA であり、標的 mRNA の 3’非翻訳領
域に配列相補的に結合して転写後の遺伝子発現を抑制することにより、さまざまな生命現象に
関与する。しかしながら、腸内細菌叢が腸管粘膜免疫に影響をおよぼす際の miRNA の役割につ
いてはほとんど知られていない。筆者らはこれまでに、腸内細菌叢を持たない無菌マウスと通
常マウスの比較解析から、腸内細菌叢が大腸粘膜固有層白血球(lamina propria leukocytes、
LPL)の miR-200 ファミリーの発現を増加させ、その標的遺伝子である Bcl11b、Ets1、および
Zeb1 の mRNA 発現を減少させることを発見した。また、これらの遺伝子はインターロイキン 2
（interleukin-2、IL-2）の転写因子をコードする遺伝子であり、実際、腸内細菌叢の存在は
IL-2 の産生も減少させた。これらの知見は、腸内細菌叢が大腸 LPL における miR-200 ファミリ
ーによる遺伝子サイレンシングを介して IL-2 産生を調節することを示唆する（Ohsaka et al. 
2021 BBRC）。本研究では、このことを培養細胞および実験動物への miR-200 ファミリーの遺伝
子導入により直接的に証明する。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、大腸 LPL において miR-200 ファミリーが遺伝子サイレンシングを介して IL-2 産
生を制御することを直接的に証明することを目的とした。具体的な目的は以下の通りである。 
 
（1）miR-200 ファミリーによる標的遺伝子のサイレンシングおよび IL-2 産生の減少を、培養

細胞において直接的に証明する。 
 
（2）miR-200 ファミリーによる標的遺伝子のサイレンシングおよび IL-2 産生の減少を、マウ

ス個体において直接的に証明する。 
 
 
３．研究の方法 
（1）miR-200 ファミリーによる標的遺伝子のサイレンシングおよび IL-2 産生の減少を、培養

細胞において直接的に証明する。 
 
① miR-200 ファミリーmimic の導入による標的遺伝子サイレンシングの証明 
 本研究では、大腸 LPL における miR-200 ファミリーの遺伝子サイレンシングを介した IL-2 の
産生制御を直接的に証明するために、細胞への miR-200 ファミリーの導入が標的遺伝子
（Bcl11b、Ets1、Zeb1）の発現および IL-2 産生におよぼす影響を調べた。主要な IL-2 産生細
胞として、T細胞を想定し、マウス T細胞株である EL-4細胞を培養し、エレクトロポレーショ
ン法による miR-200a および miR-200b mimic（合成２本鎖 RNA）の導入を試みた。24 時間後に
細胞を回収し、miRNeasy mini kit（QIAGEN）を用いてスモール RNA を含むトータル RNA を分離
した。EL-4細胞への miR-200 mimic の導入の確認および標的遺伝子の発現はリアルタイム定量
PCR 法（qPCR）、標的遺伝子のタンパクレベルはウエスタンブロッティング法により解析した。
さらに、培養細胞に 25 ng/mL PMA および 1 µg/mL イオノマイシンを添加し、24 時間培養後の
培養上清中の IL-2 の産生レベルを ELISA 法により定量した。 
 
② RNA 免疫沈降法による miR-200 ファミリーと標的遺伝子の相互作用の証明 
培養した EL-4細胞を回収し、RIP-Assay Kit for microRNA（MBL）に添付されている Lysis 
buffer を用いて溶解した。細胞溶解液とあらかじめ Protein G agarose beads（Piece）を結合
させた RNA誘導遺伝子サイレンシング複合体を形成する Ago2 タンパク質に対する抗体（anti-
Mouse Ago2 antibody）、あるいはコントロール IgG1を一晩インキュベーションし、免疫沈降を
行った。Ago2抗体に対する免疫沈降の特異性はウエスタンブロッティングにより解析した。免
疫沈降後の複合体からトータル RNA を分離し、微量分光光度計により RNA濃度を定量した。 
さらに、①と同様に EL-4細胞に miR-200 ファミリーを導入し、マイクロアレイ解析により
miR-200 ファミリーと相互作用する新たな標的 mRNA の同定を目指した。 
 
③ miR-200 ファミリーの標的遺伝子のノックダウンが IL-2 産生に与える影響 
 EL-4細胞に miR-200 ファミリーの標的遺伝子である Bcl11b、Ets1、および Zeb1 の siRNA を
エレクトロポレーション法により導入した。24 時間後に細胞を回収し、①と同様にトータル
RNA を分離した。標的遺伝子の発現低下は qPCR 法およびウエスタンブロッティング法により解
析し、培養上清中の IL-2 の産生レベルは ELISA 法により定量した。 
 
 



（2）miR-200 ファミリーによる標的遺伝子のサイレンシングおよび IL-2 産生の減少を、マウ
ス個体において直接的に証明する。 

 無菌マウスへの miR-200a mimic の導入、および通常マウスへの miR-200a inhibitor の導入
により、miR-200 ファミリーによる遺伝子サイレンシングおよび IL-2 産生の減少を個体レベル
で証明する予定だったが、残念ながら本事業期間では実現には至らなかった。 
 
 
４．研究成果 
（1）miR-200 ファミリーによる標的遺伝子のサイレンシングおよび IL-2 産生の減少を、培養

細胞において直接的に証明する。 
 
① miR-200 ファミリーmimic の導入による標的遺伝子サイレンシングの証明 
まずはじめに、EL-4細胞への miR-200 ファミリーの導入を確認した。その結果、miR-200a 
mimic の導入により miR-200a-3p の発現レベルは高値を示したが、miR-200b-3p の発現レベルに
変化は見られなかった。同様に、miR-200b mimic の導入により miR-200b-3p の発現レベルは高
値を示したが、miR-200a-3p の発現レベルに変化は見られなかった（図 1）。このことは、miR-
200a および miR-200b が配列特異的に EL-4細胞に導入されたことを示唆している。また、miR-
200a/-200b の導入による Bcl11b、Ets1 および Zeb1 の mRNA レベルの低下を確認した（図 2）。
一方で、miR-200a/-200b mimic の導入による ZEB1 のタンパクレベルの低下を確認したが、
BCL11B および ETS-1 の低下は確認できなかった（図 3）。さらに、PMA/イオノマイシン存在下で
培養した EL4細胞の培養上清中における IL-2濃度を ELISA 法により定量した結果、miR-200a/-
200b 導入による IL-2濃度の低下を確認した（図 4）。 
 
 
② RNA 免疫沈降法による miR-200 ファミリーと標的遺伝子の相互作用の証明 
 miR-200 ファミリーが直接相互作用する標的遺伝子を網羅的に探索するため、RNA 遺伝子サイ
レンシング複合体タンパク質である Ago2 の抗体を用いた免疫沈降により、miR-200 ファミリー
と複合体を形成する標的遺伝子の同定を試みた。EL-4細胞の溶解液における Ago2抗体に対す
る免疫沈降の特異性をウエスタンブロッティングにより解析したところ、免疫沈降後のビーズ
に Ago2 が結合していることを確認した（図 5）。しかしながら、免疫沈降後の複合体から RNA
を分離したところ、RNA の量・質ともにマイクロアレイ解析に供することのできる十分な RNA
は得られなかった（データ未掲載）。そこで、EL-4細胞に miR-200 ファミリーを導入すること
により発現が減少する遺伝子をマイクロアレイにより網羅的に解析した。ネガティブコントロ
ールを導入した細胞と比較して、miR-200a-3p および miR-200b-3p を導入した細胞では、それ
ぞれの標的である Crtap、Cxcr4、Flt1、Nedd4、Rac1、Sec23a、St3gal3、Ubap2l および Zeb1
のレベルが低下した（図 6）。Crtap、Sec23a、および Ubap2l 以外の遺伝子は、免疫システムプ
ロセスの遺伝子オントロジーを有することから、miR-200 ファミリーによる IL-2 産生調節以外
の免疫調節機構の存在が予想された。 
 
③ miR-200 ファミリーの標的遺伝子のノックダウンが IL-2 産生に与える影響 
 miR-200 ファミリーの標的遺伝子である Bcl11b、Ets1 および Zeb1 の発現低下を介して、IL-
2 産生が抑制されるかどうかを確認した。qPCR 法により、siRNA 導入による Bcl11b、Ets1、お
よび Zeb1 の mRNA レベルの低下を確認したが（図 7）、ウエスタンブロッティングによるタンパ
ク質レベルの低下は観察されなかった。さらに、ELISA 法により siRNA を導入した EL-4細胞に
おける培養上清中の IL-2濃度を定量したが、変化は認められなかった。これらのことは、
BCL11B、ETS1、および ZEB1 のタンパク発現および IL-2 産生の調節には、miR-200 ファミリー
による遺伝子サイレンシング以外の機構も関与することを示唆している。 
 
 
 以上のように miR-200 ファミリーによる遺伝子サイレンシングを介した IL-2 の産生制御を直
接的に証明することができたが、一方で標的遺伝子である Bcl11b、Ets1、および Zeb1 の発現
低下を介さない別の IL-2 産生調節機構の存在が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 マウス T 細胞株 EL-4 細胞にネガティブコントロール（Neg. Ctrl.）
あるいは miR-200a/-200b mimic を導⼊した際の miR-200a-3p/-200b-3p
の発現レベル 
*p<0.05 vs. Neg. Ctrl 
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図 2 マウス T 細胞株 EL-4 細胞にネガティブコントロール（Neg. Ctrl.）
あるいは miR-200a/-200b mimic を導⼊した際の miR-200a-3p/-200b-3p
の標的遺伝⼦ Bcl11b、Ets1 および Zeb1 の mRNA レベル 
*p<0.05 vs. Neg. Ctrl 
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図 3 マウス T 細胞株 EL-4 細胞にネガティブコントロール（Neg. Ctrl.）あるいは
miR-200a/-200b mimic を導⼊した際の標的遺伝⼦のタンパクレベル 
*p<0.05 vs. Neg. Ctrl 
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図 4 マウス T 細胞株 EL-4 細胞にネガティブコントロール（Neg. Ctrl.）あるいは
miR-200a/-200b mimic を導⼊し、さらに PMA/イオノマイシン（P/I）存在下で
24 時間培養した細胞培養上清中の IL-2 レベル 
*p<0.05 vs. Neg. Ctrl 

図 5 マウス T 細胞株 EL-4 細胞における Ago2 抗体を⽤いた免疫沈降 
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図 6 miR-200a（左）/ -200b mimic（右）を導⼊した際のマウス T 細胞株 EL-4 細胞の発現プロファイル 
NC：Negative control 

図 7 siRNA を導⼊した際のマウス T 細胞株 EL-4 細胞における標的遺伝⼦の mRNA レベル 
siNC：siRNA Negative control 
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