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研究成果の概要（和文）：　炎症性腸疾患(IBD)の病態には、T helper (Th)細胞の中でも特にIL-17サイトカイ
ンを高産生するTh17細胞の重要性が報告されてきた。申請者は血球系細胞におけるマイクロRNAの網羅的発現解
析を行い、腸炎に関与するTh1細胞やTh17細胞で高発現し、Naive T細胞や制御性T細胞など炎症に関与しない細
胞で発現が乏しいmiRNA-221/2を同定し、その遺伝子の発現制御機構と腸炎における生物学的意義を報告した。

研究成果の概要（英文）：　Th17 cell, which is defined as the IL-17 producing T helper cell, has been
 reported to contribute to the pathogenesis of inflammatory bowel disease (IBD). Comprehensive 
analyses of global microRNA expression in haematopoietic cells identified miRNA-221/2, which is 
highly expressed in Th1 and Th17 cells involved in intestinal inflammation and poorly expressed in 
cells not involved in inflammation such as Naive T cells and regulatory T cells. In addition, we 
reported the regulatory mechanism of gene expression of miRNA-221/2 and their biological 
significance in intestinal inflammation. 

研究分野：消化器内科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　炎症性腸疾患(IBD)は、難治性の慢性腸管炎症性疾患である。依然として根治術は存在せず、多くの分子標的
療法が臨床応用されているものの、不十分な効果や、感染症をはじめとした副作用が依然として大きな問題であ
る。本研究は、多数の分子を標的として細胞内シグナルを調整するmiRNAに着目し、腸管炎症T細胞特異的な
miRNA-221/2の発現制御機構と腸炎病態および腸管粘膜免疫における生物学的意義を明らかとするとともに、Th
細胞サブセットの垣根を超えた炎症惹起性Th細胞全体を標的とする全く新しい治療アプローチの開発の基盤とな
りうる知見を報告した。

※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 

 炎症性腸疾患(IBD)の病態には、T helper (Th)細胞の中でも特に IFN- 産生性 Th1 細胞および
IL-17 産生性 Th17 細胞の関与が報告されてきたが、これまでの IFN-g や IL-17 を標的とした
生物学的製剤の効果は期待通りの効果に乏しく、IBD の治療には単一のエフェクターサイトカ
インや T 細胞サブセットではなく、Th 細胞サブセットの垣根を超えた炎症惹起性シグナルを標
的とする全く新しい治療アプローチの開発が必要である。 

 

２．研究の目的 

 MicroRNA(miRNA)は標的 messenger RNA (mRNA)の分解あるいは翻訳抑制を介して遺伝
子の転写後制御を行う small non-coding RNA である。成熟 miRNA 生成に必要な Dicer、Drosha

を欠損した CD4+T 細胞では生存や分裂能が障害されるという報告以降 1、CD4+T 細胞での T 

細胞の活性化やサイトカイン産生能に関する miRNA の重要性が示唆されている 2,3。しかし、
腸管免疫難病である炎症性腸疾患(IBD)に関与する Th 細胞分化における特定の miRNA の役割
については十分な報告がない。申請者は、血球系細胞および体細胞における miRNA の網羅的発
現データ解析より、腸炎に関与する免疫細胞に選択的に発現する miRNA を同定し、機能解析を
行うことにより、T 細胞分化における新たな制御機構の解明を目的とする。 

 

３．研究の方法 

 血球系細胞および体細胞における miRNA の網羅的発現データ解析を行い、腸炎に関与する
可能性のある miRNA を絞り込む。次に、ChIP-seq を用いてこれらの miRNA の発現制御機構
を明らかとするとともに、シグナル伝達パスウェイに重要な因子の遺伝子欠損マウスを用いて
これを検証する。さらに、腸炎に関与する miRNA の遺伝子欠損マウスを新規樹立し、1 細胞遺
伝子発現解析、腸炎モデルを用いて、炎症に関与する免疫細胞および腸炎への表現型を解析する。 
 
４．研究成果 
（1） CD4+T細胞における miR-221/222の転写制御について 
 腸炎状態における、miRNAの細胞種特異的な機能解析を行う
ために、網羅的 miRNA発現プロファイルのデータ 4を再解析し
たところ、miR-221/222 が Th 細胞サブセットごとに特異的な
発現様式を示し、Th細胞のサブセットの中では、Th1、Th17、
Tfh 細胞では発現が高く、Th2 と Treg では発現が低かった。
このことから、miR-221/222 の発現は、Th 細胞サブセットの
分化誘導の際の多様なサイトカインシグナルによって異なる
制御を受けている可能性が示唆された。 
 X染色体上にで、miR-221と miR-222は近接して存在し、過
去の報告では悪性細胞で発現し、細胞の増殖、がんの開始、進
行に関与する可能性があることから、「onco-miRNA」と呼ばれ
ており、がんの予後不良因子としての研究が盛んに行われて
きた。さらに、最近では、miR-221/222が LPSに対するマクロ
ファージの耐性に重要な調節役割を果たしていることが報告
され、免疫細胞における機能が注目されている。 
 そこで、ChIP-seq法を用いて in vitro で分化させた Th1細
胞と Th17細胞を用いて、Mir221/222遺伝子座におけるエピゲ
ノム修飾を解析したところ、Mir221/222 遺伝子座の上流に
p300、H3K4me1、H3K4me3 の複数のピークを伴うエンハンサー
領域が存在し (Fig.1)、これらの領域は、哺乳類の種を超え
て高度に保存されていた。 
 Th1 環境下では、p300 の結合部位には、IL-12 によって優先的に活性化される主要な STAT で
ある STAT4 の結合も認められ、一方で STAT4 欠損 Th 細胞においては p300 結合が減弱し、miR-
221/222 の発現が減少したことから、Th1 細胞において IL-12/STAT4 シグナルが miR-221/222 の
発現を促進する可能性が示唆された。同様に、Th17細胞では、STAT3の結合が p300 結合部位と
重なり、STAT3 欠損 Th細胞では、p300の結合と miR-221/222の発現がともに減少した。このこ
とから、miR-221/222 の発現は、Th1 および Th17 リンパ球において、Mir221/222 遺伝子座の上
流に存在する調節領域で、STAT により発現が正に制御されていることが示唆された。反対に、
TGF-を含んだ培養条件では、H3K27me3 の領域が大幅に促進されたことより、miR-221/222の発
現は、TGF-により負に制御されていることが示唆された。以上のことから、miR-221/222 の発
現は、炎症性サイトカインによって誘導され、TGF-によって抑制されることが明らかになった。  
（２）Mir221/222 の欠失が T細胞の発生と in vitro Tヘルパー分化に及ぼす影響 
 リンパ球における miR-221/222の機能を解析するために、Mir221 と Mir222の両方を欠損する
Mir221/222 ノックアウト(KO)マウスを樹立した。WT マウスおよび Mir221/222 KO マウスより
Naïve T細胞を単離し、in vitroで分化した Th細胞集団における網羅的に miRNA の発現を次世



代シーケンサーを用いて検討したところ、WT細胞における miR-221/222-3pの発現は、Th1およ
び IL-23で処理した Th17細胞では高く、TGF-を分化条件に用いた Th17および iTreg細胞では
低かった。また、標的とする miR-221/222 以外の miRNAの発現は、WTと Mir221/222 KOマウス
由来の Th細胞で変化はみとめられなかった。次に、miR-221/222 KOマウスを用いて、Th17細胞
への分化における miR-221/222の機能を検討したところ、Th17細胞の割合は、miR-221/222 KO 
の大腸粘膜固有層 Th細胞および in vitro で分化させた Th17細胞で有意に増加をみとめ、miR-
221/222 の欠失により Th17細胞への分化が亢進することが明らかになった。 
（３）1細胞遺伝子発現解析による腸管 Th17 細胞ないの不均一性の同定と、miR-221/222の影響  
 IL-17-GFP レポーターマウス（IL17-GFP/WT および IL17-GFP/miR-221/222-KO）を用いて、腸
管より IL-17a-gfp+ Th細胞をソーティングし、腸管 Th17細胞における miR-221/222 の有無によ
る変化を 1細胞遺伝子発現解析（scRNA-seq）により解析したところ、腸管 Th17 細胞は遺伝子発
現のパターンにより 6 個の Th17 細胞クラスターに大別された。これらのクラスターは、WT と
miR-221/222-KO Th細胞間で同等であり、健常マウスでは、miR-221/222 非存在下においても、
腸内 Th17細胞クラスターの組成が維持されており、miR-221/222は、活性化状態の Th細胞、な
いし、炎症環境下など病的な細胞環境下において Th17細胞の応答を制御している可能性が示唆
された。 
（４）Mafと Il23r 遺伝子は miR-221/222 の直接的な標的遺伝子である 
 miR-221/222 を欠損により、Th17細胞の分化に影響を認めたため、Th17機能に関連する miR-
221/222 の標的遺伝子を探索した。miR-221/222 の in silico 予測アルゴリズムを基にした標的
遺伝子の中で、Th17関連遺伝子 5,6である 9つの標的候補のうち、Th17 の機能を制御する上で重
要な役割を果たしているMafとIl23rがが miR-221/222の直接的な標的であることを Luciferase 
assay を用いて明らかとした。興味深いことに、定常状態では、Maf と Il23rの転写産物の発現
は、WTと KOの Th17細胞間でほぼ同等であるにもかかわらず、IL-23 刺激により、miR-221/222-
KO マウス由来の Th17 では WT マウス由来の Th17 細胞に比して、c-Maf、IL-17 がタンパク質レ
ベル増加した。以上のことから、miR-221/222 は、シグナルの入口となるステップ（IL-23R）を
直接抑制するとともに、下流の転写因子（c-Maf）を減少させることで、炎症性 Th17 シグナル回
路におけるネガティブフィードバック因子として機能していることが示唆された。  
（５）Mir221/222 の KOマウスは腸炎が悪化する  
 miR-221/222 欠損 Th細胞は、TCR刺激や炎症性サイトカイ
ン刺激などに伴い、Th17 応答が増強されることから、miR-
221/222 は、定常状態よりも炎症環境において炎症を抑制す
るためには重要であると考えられた。腸管の炎症環境におけ
る miR-221/222 が Th 細胞に与える影響を検討するために、
DSS 誘引大腸炎モデルを用いて解析を行ったところ、miR-
221/222-KO マウスは WT マウスに比べて大腸炎の悪化を認め
た。一方で、Th 細胞が存在しない Rag2-Mir221/222 ダブル KO
では対象マウスに比して腸炎の増悪は認められなかった。以
上のことから、miR-221/222は、DSS誘引大腸炎モデルおける
バリアー損傷への対応を、損傷によって誘導される炎症性
Th17 応答を調節することで、T細胞特異的な炎症制御機構を
担っていることが明らかになった 7（Fig.2）。 
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