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研究成果の概要（和文）：　喘息は気道炎症を伴うアレルギー疾患である。気道炎症を誘導するサイトカイン
IL-5とIL-13は、IL-33に反応した肺2型自然リンパ球(ILC2)から産生される。本研究は、IL-33シグナルのp38経
路の下流にあるリン酸化酵素MK2、MK3について、遺伝子欠損マウスを用いて喘息モデルを作製し、喘息の病態形
成への関与を検討した。野生型とMK3欠損マウスが典型的な気道炎症を呈したのに対して、MK2欠損マウスは肺
ILC2が活性化されずIL-5とIL-13の産生が抑制され、気道炎症が軽度であった。これらの結果は、MK2が喘息の気
道炎症の誘導に関与することを示唆している。

研究成果の概要（英文）： Asthma is an allergic disease associated with airway inflammation. 
Activated type 2 innate lymphoid cells (ILC2) by interleukin (IL)-33 produce IL-5 and IL-13, which 
induce airway inflammation. The kinases MK2 and MK3, are downstream substrates of p38MAPK pathway 
involved in IL-33 signaling, play a key role of proinflammatory cytokine production including IL-5 
and IL-13. In this study, we investigated the involvement of MK2 and MK3 in the pathogenesis of 
asthma using knockout mice. Wild-type and MK3-knockout mice showed typical airway inflammation. On 
the other hand, MK2-knockout mice showed mild airway inflammation due to lack of activation of lung 
ILC2 and suppression of IL-5 and IL-13 production. These results indicate that MK2 is involved in 
the development of airway inflammation in asthma.

研究分野：アレルギー

キーワード： 喘息　モデルマウス 　IL-33
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　喘息の発症に関わるサイトカインIL-5とIL-13の産生は、肺ILC2におけるIL-33シグナルのp38経路により誘導
される。本研究は、p38経路のリン酸化酵素MK2およびMK3の遺伝子欠損マウスを用いた喘息モデルにより、
p38-MK3経路ではなく、p38-MK2経路がIL-5とIL-13の産生において不可欠な経路であることを明らかにした。本
研究の成果は、MK2自身およびp38-MK2 経路の下流シグナル分子が喘息治療の新たな標的になる可能性を示し、
今後の治療法開発の分子基盤になるものと期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 IL-33 受容体は、ST2L と IL-1RAcP からなる。分泌型 ST2 は、ST2L の細胞外領域のみを持つタ
ンパク質である。申請者の所属研究室は、分泌型 ST2 と ST2L をクローニングし、これらの分子
が同一遺伝子から選択的スプライシングによって産生されることを明らかにした[1,2]。2005 年
に IL-33 が発見され、ST2L が IL-33 受容体として作用し、Th2 サイトカイン（IL-4、IL-5、IL-
13）の産生を誘導することが示された[3]。また、IL-33 受容体を高発現する新規リンパ球とし
て 2型自然リンパ球（ILC2）が報告された[4]。とくに、肺 ILC2 は気道炎症の誘導に関与するこ
とから、喘息治療の標的細胞として注目されている。 
 これまで申請者は、IL-33 シグナル伝達およびその疾患病態生理の解析を一貫して行ってきた。
その過程で、分泌型 ST2 が細胞外で IL-33 と直接結合するデコイ受容体として働き、IL-33 シグ
ナルに応答する MAPK 経路と NF-kB 経路の活性化を抑制することを明らかにした[5]。また、以
前の科研費研究では、肺 ILC2 において、IL-33 刺激前に分泌型 ST2 を添加することによって、
IL-5 と IL-13 の産生を抑制できることを報告した[6]。その後、IL-33 シグナル伝達の解析から、
p38MAPK 経路の下流にあるリン酸化酵素 MK2 が Th2 サイトカイン産生に関与することを見出し
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、IL-33 シグナル伝達因子の遺伝子欠損マウスにおける喘息病態の解析により、肺
ILC2 の p38-MK2 経路の役割を明らかにするとともに、MK2 の下流分子から新たな治療標的分子
を見出すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 遺伝子欠損マウスの作製 
 p38 は、MK2 と MK3 をリン酸化標的分子とする。そのため、MK2 欠損（MK2 KO）マウスおよび
MK3 欠損（MK3 KO）マウスを、CRISPR/Cas9 法を用いたゲノム編集により作製した。MK2 遺伝子
および MK3 遺伝子に対する guide RNA（gRNA）は、p38 でリン酸化されるアミノ酸を含む領域を
欠損するようにエクソン上に設計した。エレクトロポレーション法により、MK2 gRNA または MK3 
gRNA と Cas9 タンパク質を受精卵（C57BL/6J 系統）に導入し、ファウンダー（F0）マウスを得た
（本学動物実験施設に依頼）。DNA変異は、マウス耳片から抽出したゲノム DNA を用いて Surveyor 
mutation detection kitにより検出し、シークエンス解析により塩基配列を確認した。さらに、
F0 マウスと野生型マウスの交配によりヘテロ（F1）を得た。その後、F1 マウス同士の交配によ
りホモ（F2）マウスを得た。 
 
(2) 喘息モデルマウスの作製 
 喘息モデルの作製には、卵白アルブミン(OVA)を用いた。野生型 C57BL/6J（WT）、MK2 KO、お
よび MK3 KO マウスに OVA を腹腔内投与して感作後、点鼻により OVA を曝露して作製した（喘息
群）。また、生理食塩水を腹腔内投与後、OVA を点鼻した（対照群）。最終の OVA点鼻投与から 24
時間後に、気管支肺胞洗浄液(BALF)、血清、肺を採取し、炎症性細胞の細胞数（Diff-Quick 染色
法）、サイトカインの発現（ELISA 法）、肺 ILC2 における細胞表面抗原の発現（フローサイトメ
トリー法）、気道炎症（PAS染色法、HE 染色法）を解析した。 
 
(3) 喘息モデルマウスにおける肺 ILC2 の遺伝子発現の変動解析 
 喘息モデルとした WT マウスの対照群および喘息群の肺 ILC2 をセルソーターで単離し、遺伝
子発現の変動を SMART-seqにより解析した。 
 

４．研究成果 

(1) 遺伝子欠損マウスの表現型 
 MK2 KO マウスは、gRNA近傍に 7 塩基、または 2塩基を欠損したホモ個体を得た。MK3 KO マウ
スは、gRNA近傍に 5塩基、または 17 塩基を欠損したホモ個体を得た。MK2 KO マウスおよび MK3 
KO マウスはいずれも繁殖可能であり、通常飼育下において異常は見られなかった。 
 
(2) 喘息モデルマウスにおける遺伝子欠損マウスの喘息病態の比較 
 WT、MK2 KO、および MK3 KO マウスを用いて作製した喘息モデルにおいて、対照群および喘息
群における病態を比較した。 
 対照群では、WT、MK2 KO、および MK3 KO マウスのいずれにおいても、肺の状態、BALF中のマ
クロファージ数、および IL-4、IL-5、IL-13濃度は、通常飼育下と比べて大きな変化は認められ



なかった。 
 喘息群では、WT と MK3 KO マウスにおいて典型的な気道炎症が認められた。BALF中の IL-4、
IL-5、IL-13濃度は、対照群に比べて有意に高値を示した（図 1）。気管支周囲に好酸球の浸潤が
認められ、BALF 中の好酸球数も増加していた。また、気管支上皮における粘液も増産していた
（図 2）。肺 ILC2 の細胞表面抗原の発現を調べたところ、対照群に比べて CD25、Sca-1、ST2L の
発現増加が認められた。しかしながら、WT と MK3 KO マウスにおいて、BALF中のサイトカイン濃
度、炎症細胞数、気管支上皮の粘液産生、肺 ILC2 の細胞表面抗原発現に大きな違いは認められ
なかった（図 2）。 
 一方、MK2 KO マウスは、WTや MK3 KO マウスと比較して、気道炎症が軽度であった。BALF中
の IL-4, IL-5, IL-13濃度はいずれも WT および MK3 KO マウスと比べて有意に低かった（図 1）。
また、好酸球は、BALF 中や気管支周囲にほとんど認められず、気管支上皮における粘液産生も
わずかであった（図 2）。さらに、肺 ILC2 の CD25、Sca-1、ST2L の発現増加の程度も小さかっ
た。 
 

図 1. ELISA 法による肺胞洗浄液中の IL-4、IL-5、IL-13 の検出  
MK2 KO マウスの喘息群では、IL-4、IL-5、IL-13濃度が低下した（**，p < 0.01）  
 
 

図 2. PAS染色法による気管支の粘液産生の検出 
矢印で示す濃紫色は気管支上皮からの粘液産生を示す。 

 
 
(3) 喘息モデルマウスにおける肺 ILC2 の遺伝子発現の変動解析 
 喘息モデルとした WT マウスの対照群および喘息群の肺から単離した ILC2 より RNA を精製し
た。これらの RNA を用いて、網羅的な遺伝子発現解析を行うために、タカラバイオ（株）に SMART-
seq解析を依頼した。現在、対照群と喘息群における遺伝子発現差異を解析中である。 
 
 以上の結果から、MK2 KO マウスは喘息発症に対する抵抗性を示し、MK3 KO マウスは WT マウ
スと同様に喘息症状を示すことを明らかにした。これらの結果は、喘息の病態形成において、
p38-MK2 の関与が大きく、一方で p38-MK3 の関与は小さいことを示唆している。本研究は、p38-
MK2 経路の抑制による喘息の新たな治療戦略へと展開できる可能性を示した。 
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