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研究成果の概要（和文）：ST2遺伝子は線維芽細胞の増殖開始過程で特異的に発現される遺伝子としてクローニングさ
れた。その構造がインターロイキン1受容体に類似しており、リガンドが炎症反応を惹起するIL-33であることから、免
疫学的アプローチが主流であった。原点に立ち返りST2遺伝子産物及びそのリガンドIL-33がNIH-3T3線維芽細胞の増殖
に及ぼす影響を調べたところ、IL-33については増殖開始過程を抑制するが、増殖開始後は増殖促進に働くことがわか
った。一方で、分泌型ST2は当初の仮説に反して増殖を促進することがわかった。両者の相互作用が増殖に及ぼす影響
については今後の課題である。

研究成果の概要（英文）：The ST2 gene was originally identified as a gene induced during the initiation of 
cell proliferation. Since the products had a sequence very similar to the interleukin 1 receptor and 
IL-33 was found as a ligand inducing inflammatory responses, the major concern has been immunological 
aspect. In the present study, coming back to the original findings, we investigated the roles of IL-33 
and ST2 in cell proliferation of NIH-3T3 fibroblastic cell line. IL-33 had dual functions, namely, a 
suppressive effect on the growth initiation of quiescent cells, and a growth-promoting effect on cycling 
cells. On the other hand, contrary to the initial hypothesis, soluble ST2 had a growth-promoting effect.
 The relationship between IL-33 and ST2 in terms of growth regulation remains to be elucidated in future.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
 富永は 1980 年代後半に、休止期のマウス

線維芽細胞に血清刺激を加えて細胞増殖を

開始させる過程で、特異的に発現される遺伝

子 ST2（serum STimulation-2）をクローニ

ングした。その後この遺伝子から選択的スプ

ライシングによって 2 つの分泌型（ST2、

ST2LV）と 2 つの細胞膜貫通受容体型（ST2L、

ST2V）計 4 種類の産物ができることがわか

った。cDNAs の構造解析からこれらはいず

れもインターロイキン 1（IL-1）受容体に酷

似した構造を持つことがわかり、IL-1 受容体

ファミリーに分類された。 

  長らく不明であった受容体型 ST2L に対す

るリガンドが 2005 年に発見され、IL-33 と

命名された。IL-33 が ST2L に結合してシグ

ナルが伝わると、NF-B の活性化を通じて炎

症反応が惹起される。一方で分泌型 ST2 につ

いては、我々が開発した ELISA 法を用いて

様々な疾患をスクリーニングしてみると、気

管支喘息発作時、特発性肺線維症増悪時、

SLE 等自己免疫疾患増悪時、さらに急性心筋

梗塞後にも血中の ST2 値が上昇し、寛解する

と低下することがわかった。 

 この分泌型 ST2 の誘導の意義について調

べてみると、ST2 が IL-33 と結合して、いわ

ば"中和"する形で IL-33 の受容体 ST2L への

結合を阻害してシグナル伝達が生じないよ

うにさせ、抗炎症効果をもたらすことがわか

った。 

 この発見が ST2 の免疫学的意義と病気へ

の影響という視点に偏っていた我々を原点

に立ち返らせてくれた。すなわち、細胞増殖

開始過程で発現誘導される ST2 遺伝子産物

が IL-33 との相互作用を通じて増殖に関与し

ているのか否かという疑問に立ち向かうこ

とにした。 
 
２．研究の目的 
（1）細胞増殖の確かなアッセイ系の確立 

  細胞の増殖の制御は決して全か無かで

はなく、促進するにせよ抑制するにせよ、僅

かな効果が最終的に大きな結果をもたらす。

従って、増殖促進や増殖抑制を検出できる信

頼性の高いシステムの開発が大前提となる。 

 

（2）IL-33 の細胞増殖に及ぼす効果の検討 

  IL-33 が受容体型 ST2L と結合してシグ

ナル伝達を行い、増殖を促進するのか抑制す

るのかを調べる。 

 

（3）分泌型 ST2 の細胞増殖に及ぼす効果の

検討 

  ST2 が細胞増殖開始時期に発現される

のが、更に増殖を促進させるためなのか、自

律的に増殖を抑制して無制限の細胞増殖（が

ん化？）を防ぐためなのかを検証する。 

 

（4）IL-33 と ST2 の細胞増殖における相互

作用 

  IL-33とST2がそれぞれ独立して働くの

か、お互いが結合することによって最終的な

効果が生じるのかを調べる。 
 
３．研究の方法 
（1）細胞増殖の確かなアッセイ系の確立 

ST2 クローニング時に用いた BALB/c-3T3 

細胞がもはや使用できないので、休止期（G0

期）に導入できることがわかっている

NIH-3T3 細胞を用いた。少数の細胞からの増

殖アッセイを行うので、培養液の呈色反応で

測定できる WST-1 assay system を用いた。 

 

（2）IL-33 の細胞増殖に及ぼす効果の検討 

研究成果（1）に記載した方法を用いマウス

組換え IL-33 タンパク質を NIH-3T3 細胞外

から加えて増殖に及ぼす効果を検討した。

WST-1 法による結果の信頼性を確認するた

めに別角度からの検証として細胞数の計測

も必要と考え、ミリポアの SceptorTM 

handheld automated cell counter を用いた。

また、細胞死の影響の有無を検討するため、



JC-1 fluorescence 法と Annexin V index 法

を用いた。 

 

（3）分泌型 ST2 の細胞増殖に及ぼす効果の

検討 

細胞増殖アッセイは（2）と同じ方法を用い

た。ST2 遺伝子産物の効果を見るために、ST2

強制発現細胞と ST2L 強制発現細胞をヘルパ

ーレトロウイルスプラスミド

（MSCV-ires-PuroR）による形質転換法によ

って得た。ST2 遺伝子産物については定量的

PCR 法で mRNA の発現を、Western 

Blotting 法でタンパク質の発現を、それぞれ

確認した。増殖促進効果が得られた場合には、

shRNA を用いた RNA 干渉法で増殖促進効

果が低下するか、さらに MSCV-ires-PuroR 

を用いて ST2 遺伝子産物を補充した時に元

に戻るかを検討した。 

 

（4）IL-33 と ST2 の細胞増殖における相互

作用 

NIH-3T3 細胞の増殖曲線について、IL-33 と

ST2 を同時に強制発現させた細胞と、それぞ

れ単独に強制発現させた細胞とを比較検討

した。 
 
４．研究成果 

（1）細胞増殖の確かなアッセイ系の確立 

個体、組織のように様々な細胞が混在する系

ではある因子の増殖に対する効果を正しく

判定できないので、均一の細胞（マウス

NIH-3T3 細胞）を用いた細胞培養系で検討す

ることにした。加えた因子が増殖に影響を与

えるか否かを見る上で重要なのは、細胞自体

は健康であることである。この NIH-3T3 細

胞は血清を添加しないと状態が悪くなる。一

方で血清中には増殖因子が含まれ、これが過

剰にあると加えた因子の効果が見えなくな

る恐れがある。予備実験を重ねた結果、5% 

FBS（牛胎児血清）が最適の条件であった。

また増殖中の細胞を使った予備実験では

IL-33 も ST2 も効果が見えなかったので、

ST2 をクローニングした時と同様に一旦休

止期（G0期）に導入し同期させた後、血清刺

激で増殖を開始させるシステムとした。

NIH-3T3 細胞は接触阻止現象によって増殖

が停止するので、増殖促進もしくは抑制を検

出するためには、細胞周期を数回繰り返させ

る必要がある。そのため最初の播種率は 1：

20 と小さくした。したがって細胞剥離、計数

操作は不正確になるので、細胞には侵襲を加

えずに培養液の呈色反応で測定できる

WST-1 法を用いることとした。吸光度が 2

を超えると直線性が失われるので、WST-1 と

の反応時間は 1 ないし 2 時間とした。これら

の条件で、各実験ごとに凍結保存してある細

胞を解凍し、2 日後に 1：10 で播き 5 日間

DME + 5% FBS で培養して G0期に導入した

後、24 well plate に 1：20 で播く。1 日ごと

に 6 日間 WST-1 法を行って細胞増殖曲線を

描くシステムを確立した（図 1）。

 
（2）IL-33 の細胞増殖に及ぼす効果の検討 

IL-33 は細胞増殖に関して複雑な効果を発揮

した。G0期に導入したNIH-3T3細胞を IL-33

で前処理すると、図 2 の太線で示すように播

種後の増殖開始過程が抑制された。

図 2： IL-33の増殖促進効果と増殖抑制効果 

0 

0.5 

1 

1.5 

2 

2.5 

1 2 3 4 5 6 

IL-33播種後添加 

(-) 

IL-33前処置及び添加 

IL-33前処置 

day 

吸
光

度
  (
 O

D 45
0 

/ O
D 62

0 
)  

 

一方で、NIH-3T3 細胞を播種した後で IL-33

を添加すると増殖は促進された（図 2の細線）。 



さらに細胞増殖抑制効果は細胞死とは関係

ないことを 2 つの手法で確認した。また念の

ため WST-1 法の結果は実際の細胞数計測結

果とよく符合することも確認した。すなわち

IL-33 には増殖促進効果と増殖抑制効果、両

者が存在することがわかった。IL-33 の細胞

増殖抑制効果は初めての発見である。 

 

（3）分泌型 ST2 の細胞増殖に及ぼす効果の

検討 

ST2 を強制発現させた細胞では、野生型細胞

に比べて増殖が促進されていた。一方、ST2L

強制発現細胞と野生型細胞では増殖曲線に

差がみられなかった（図 3）。 

day day 

図 3： ST2常時発現細胞の増殖促進 
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この効果が細胞内で産生されている ST2 タ

ンパク質によるものか、一旦分泌されて外か

ら作用しているのかを検討するため、ST2 タ

ンパク質を精製して培地中に加えてみると、

やはり増殖促進効果がみられた（図 4）。 
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図 4： 精製ST2添加による増殖促進 
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ここまでの実験の弱点は、野生型 NIH-3T3

細胞でも、増殖開始過程で ST2 が誘導され細

胞外に分泌されるので、外から加えた ST2 の

効果は増殖開始過程早期に限定されるとい

う点である。従って次に shRNA 法を用いて

ST2 をノックダウンする方策をとることに

した。残念ながらST2とST2Lの共通部分（細

胞外部分、図 5）にしか至適な標的配列がな

く、両者ともに発現が抑制されることとなっ

た。ST2、ST2L どちらが増殖促進効果を持

つか検討するために ST2 遺伝子産物をノッ

クダウンした細胞にさらに shRNA の標的と

ならない変異型塩基配列（図 5）を持つウイ

ルスベクターをトランスフェクションし、回

復実験を行った。 

標的配列: (876-894) 
 
 

A AGG ATA ACT GGT GTG ACA ( 野生型 ) 

      　R       I       T      G      V      T   （  アミノ酸配列 ） 

A AGA ATC ACA GGA GTC ACA ( 変異型 ) 

図 5：  同じアミノ酸配列をコードするが 
　　　ノックダウンされない変異塩基配列 

 

その結果、図 6 に示すように分泌型 ST2 を補

充すると増殖が回復するが、ST2L を補って

も増殖の回復はみられなかった。これらの結

果を総合すると、分泌型 ST2 が NIH-3T3 細

胞の増殖を促進する効果を持つことがわか

った。 
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図 6： ST2 補充による増殖の回復 
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（4）IL-33 と ST2 の細胞増殖における相互

作用 

IL-33 が増殖促進効果と増殖抑制効果を持ち、

分泌型 ST2 が増殖促進効果を持つことがわ



かったので、両者の相互作用の有無を調べる

ため、強制発現細胞の比較検討を行ったが、

現在までに有意のデータは得られていない。

解決すべき今後の課題である。 
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