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研究成果の概要（和文）：IL-33の受容体 (ST2L) の細胞外部分に相当する分泌型タンパク質のST2のLPS作用の
阻害機構を検討した。ST2はLPSのLPS受容体への結合を阻害しなかった。LPS受容体複合体を構成するTLR4,CD14,
 MD2の各個とはST2は結合せず、受容体複合体の高次構造が結合に必要なことが示唆された。
さらに、IL-33がST2を介さない機構でRasによる細胞の形質転換に必須であることを報告した。

研究成果の概要（英文）：We investigated the mechanism of inhibitory effect of soluble ST2 protein, 
which is the extracellular domain of IL-33 receptor (ST2L protein), against the LPS signal 
transduction.  ST2 protein did not inhibit the binding of LPS with LPS receptor.  Each component of 
LPS receptor complex, TLR 4, CD14 and MD2, did not show the binding with ST2 protein, and each 
combination of two components of above also failed to bind with ST2, which suggests higher structure
 of LPS receptor complex is required for the binding with ST2. 
Furthermore, We found novel proteins such as IFITM3 which bind with ST2L protein, and IL-33 is 
indispensable for the cellular transformation by Ras independent of ST2 protein, and IL-33 promotes 
the translation of cyclin D.   

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
 われわれは IL-1受容体類似の ST2Lタンパ
ク質遺伝子をクローニングし（Yanagisawa et 
al. FEBS Lett. 1993）、それは以後メンバ
ーを増やしていく IL-1 受容体ファミリー
発見の嚆矢となった。ST2L には、スプラ
イシングバリアントで細胞外部分に相当す
る分泌タンパク質 ST2が存在し、私達はそ
れら ST2 遺伝子産物がリンパ球系では
Th2ヘルパーT細胞に特異的に発現してい
る事を明らかにし、液性免疫への関与を最
初に提示した。（Yanagisawa et al. J. 
Biochem. 1993） 
2005年に IL-33が ST2Lのリガンド 
 であることが報告され (Schimitz J,  
et al. Immunity 2005）、IL-33の作用 
は Th2細胞の活性化と液性免疫の亢進、 
炎症反応の活性化等であり、喘息等の 
病態にも関与することが明らかとなっ 
た。われわれも IL-33が血管内皮細胞に作
用し、IL-6、IL-8の分泌を亢進させる事 
を明らかにした（Aoki, et al. Mol. 
 Cell. Biochem. 2010）。また、ST2 
タンパク質の血中濃度が、喘息、膠原 
病、リウマチ性関節炎、心筋梗塞、 
潰瘍性大腸炎などの患者で上昇すること 
がわれわれを含めた多数のグループより報
告されており、特に近年は、心筋梗塞や心
不全、高血圧、敗血症、糖尿病等のバイオ
マーカーとして近年注目を受けている。 
 われわれは、ST2タンパク質が、単球系
の細胞に対する LPS の作用を抑制する事
を報告したが（Takezako, et al. Biochem 
Biophys Res Commun. 2006）、その後、単
球系細胞がLPS刺激により樹状細胞 (DC) 
に分化する系で、やはり ST2タンパク質が
LPSの作用を抑制し、分化を阻害する事を
見いだすとともに、抹消血単球由来の未熟
樹状細胞 (iDC) を用いて、ST2タンパク質
が IL-33非依存的に LPS刺激を阻害し、LPS
受容体複合体を発現する細胞の表面にST2
タンパク質が結合することを報告し 
(Nagata, et al. Cell. Mol. Immunol. 2012) 、
次にその機構の解明に着手した。。 
 
２．研究の目的 
(1) ST2タンパク質のLPSシグナル伝達に
対する阻害機構を解明する。 
(2) ST2タンパク質の結合タンパク質をさ
らにスクリーニングする。  
(3) ST2 遺伝子の血清による誘導機構を
検討する。 
(4) ST2と結合する IL-33タンパク質の細
胞内シグナルに対する作用を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) ST2 タンパク質が LPS の受容体への
結合を阻害しないか検討する。  
 LPS の結合とシグナル伝達がよく健乙され
ている THP-1 細胞と、HEK293 細胞に LPS 受容

体 複 合 体 を 強 制 的 に 発 現 し た
HEK-TLR4/CD14/MD2 細胞を用いて、放射線ラ
ベルした LPS を用い、インキュベートした後
オリーブオイル/N-ブチルフタル酸のクッシ
ョンを通し、細胞に結合したLPSを計測する。 
 
(2)ST2タンパ質とLPS受容体複合体の結合機
構の解明； 
 LPS 受容体複合体を構成する、TLR4、CD14、
MD2 をそれぞれ NIH3T3 細胞に強制発現させ、 
共発現させた ST2 タンパク質、あるいはリコ
ンビナント ST2 タンパク質を加え、免疫沈降
法で結合タンパク質を検討する。 
 
(3)ST2 タンパク質に結合するタンパク質の
スクリーニング； 
 FLAG タグを付加した ST2 タンパク質、ある
いは ST2L タンパク質と His タグをつけた
IL-33 タンパク質を共発現させ、細胞を可溶
化し抗FLAG抗体とニッケルアガロースでST2
または ST2L タンパク質を分離する。共沈し
てきたタンパク質を SDS-PAGE で分離し、染
色し検出したタンパク質を溶出し、
MALDI-TOF-質量分析計で同定する。 
 
(4) ST2遺伝子の血清による誘導機構を検
討； 
 ヒトとマウスの ST2 遺伝子のプロモー
ター領域を検討し、転写因子結合モチーフ
の検討を行い、その領域の欠損が転写誘導
に重要かレポーター遺伝子を用いて検討す
る。さらに候補の転写因子の強制発現、ま
たは阻害剤を用いた実験で、そのモチーフ
の重要性を検討する。 
 
(5) ST2 と共に細胞増殖に関与するとされ
る IL-33の検討； 
 IL-33をNIH3T3線維芽細胞に強制発現
させ、また shRNAによる発現抑制を行い、 
がん化を持つRas変異体のフォーカス形成能、
あるいは軟寒天培地中のコロニー形成能に
対する影響を検討する。さらに、ST2 タンパ
ク質のそれに対する作用、また、MAP キナー
ゼやサイクリンD合成に対する作用を検討す
る。 
 
４．研究成果 
(1) ST2 の LPS シグナルに対する阻害作用の
検討； 
 LPS 受容体複合体を構成する３つのタ
ンパク質、TLR4、CD14、MD2 を強制発
現させた HEK293細胞、または LPSが作
用することが知られている THP-1 細胞に
対する結合能を測定し、それに対する ST
２タンパク質の効果を検討したが、LPSの
結合には変化は見られず、ST2 は LPS の
受容体への結合阻害により阻害作用を及ぼ
す訳ではないことが示唆された。 
 次に、LPS 受容体複合体と ST2 タンパ
ク質の相互作用を検討するため、



TLR4,CD14, MD2 のそれぞれを強制発現
させ、免疫沈降法により ST2タンパク質と
の結合を調べたが、単独のタンパク質では
ST2 タンパク質の結合は見られなかった。
さらに、上記の組み合わせ、TLR4とCD14、
TLR4とMD2、CD14とMD2を強制発現
させ検討したが、いずれも ST2との結合を
検出できなかった。これより、可能性とし
て TLR4, CD14, MD2の受容体複合体の高
次構造が ST2 の結合に必要なことが示唆
され、今後検討する予定である。 
 ST2は 3つの免疫グロブリン様ドメイン
からなる分泌タンパク質であり、他グルー
プの報告では IL-33との結合には１番目と
３番目のドメイン (IG1と IG3)が重要であ
るという報告がある。われわれも ST2 の
種々の欠損変異体を構築し、発現を試みた
が、その分泌には N末のシグナルペプチド
の他に、IG3の一部が重要であるという結
果が得られた。 
 
(2) ST2 結合タンパク質の検討； 
幾つかのタンパク質が同定されたが、確度
の高いものとして以下のものが同定された。 
A) ST２結合タンパク質 
1. Parlecan 
2. フィブロネクチン 
3.  IGF-II 受容体  (カチオン非依存性 
M6P受容体) 
 
B) ST2L結合タンパク質 
1. IL-1R accessory protein 
2. Rps27a (Ubiquitin-40S ribosomal 
protein S27a) 
3. IFITM3 
4. WD repeat-containing protein 90 
5. Retinitis Pigmentosa 1-like 1 
 
ST2 との結合が示された Parlecanは ST2
タンパク質がヘパリンセファロースに結合
することから、糖鎖を介しての結合である
可能性がある。また、ST2L 結合タンパク
質のうち、IL-1R accessory proteinは既知
の IL-33受容体複合体を構成するたんぱく
質である。この中でわれわれが解析を進め
ているものは IFITM3である。このタンパ
ク質はインターフェロンのシグナルに関わ
る分子として見出されていたが、NIH3T3
細胞では、IFITM3 が ST2L と結合して
ST2L のターンオーバーを促進し、ST2L
の発現量を減少させることが判明した。ま
たその為と考えられるが、IFITM3が IL-33
のシグナル伝達を阻害することが判り、
IFITM3 が新たな自然免疫系、あるいは液
性免疫系を負に調節している可能性が明ら
かとなった。また、もう一つの ST2L結合
タンパク質である Rps27aはユビキチンの
ドナーとなるタンパク質であり、Rps27a
と ST2Lを共発現させると ST2Lのユビキ
チン化が亢進することが判明したが、その

生理的意義については不明である。 
 
(3) ST2 遺伝子の血清誘導機構の検討； 
 われわれは ST２遺伝子の近位プロモータ
ー領域、転写開始点から -100 付近で、ヒト
とマウス双方にSTAT結合モチーフに類似し
た配列を見出し(Fig. 1)、その領域が血清によ
る発現上昇に不可欠であることを明らかに
した。さらに ST2 の発現誘導には、STAT3
の恒常的活性型を強制発現させた時、強く発
現上昇をもたらすことと、MEK1/2と STAT3
の阻害剤によりプロモーター活性が抑制さ
れる結果が得られ、Rasのシグナル伝達の下
流にあるERKの活性化とSTAT3が重要であ
ることを発見した（Fig. 2）。 
 
Fig.1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) IL-33の細胞内機能 
 上述のように血清刺激で G1/S 移行期に
発現誘導される ST2 タンパク質は線維芽
細胞の細胞増殖を促進するが、その機構は
不明であり、LPS受容体との相互作用の関
与も不明である。われわれは、ST2結合性
を持つ IL-33がST2の増殖促進に関与する
か検討する中で、IL-33が変異型 Rasによ
る NIH3T3 細胞の形質転換に必須である
ことを見出した。 
 Fig. 2 は IL-33の過剰発現が活性型Ras
による線維芽細胞のフォーカスフォーメー
ションを促進していることを示しており、 
 
Fig.2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Fig. 3は shRNAによる IL-33の発現減少
によりRasのトランスフォーメーション能
が阻害されていることを示している。 
 
Fig. 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 IL-33が Rasによる線維芽細胞の形質転
換に必要とされるメカニズムを検討するた
め、種々の細胞内シグナル伝達系の検討を
行ったところ、Rasの下流にあるとされる
主なシグナル系のMAPキナーゼ系やAKT
などは影響を受けていないが、サイクリン
Dタンパク質の発現が IL-33をノックダウ
ンすると著減することが判明した(Fig. 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

このサイクリン D の発現量の調節メカニ
ズムを検討すると、転写レベルの調節でも
なく、プロテアソームを介した、タンパク
質分解系による調節も関与していなかった。
放射線ラベルしたメチオニンの取り込み実
験より、IL-33はサイクリン Dの翻訳レベ
ルを調節していることが示唆された 
(Fig.5)。 
 
Fig. 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、これらの作用は ST2タンパク質に依
存していないことが示唆された。IL-33 は
以前より、サイトカインとしての機能の他
に、核内での機能が報告されていたが不明
な点が多かった。われわれの発見は、IL-33
がサイクリン D の翻訳を調節することで
細胞増殖や細胞がん化に関与していること
を明らかにした (Fig.6)。 
 
Fig. 6 
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