
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２２年 ５ 月３１日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
研究成果の概要（和文）：ST2 タンパク質は、気管支喘息等のアレルギー疾患で病勢に応じて発
現され、炎症、免疫反応に係る重要な分子である。ST2 タンパク質の機能部位を解明し、疾患
の治療に応用するための基礎的な研究を行った。コアタンパク質だけでも抗炎症効果があるが、
糖鎖修飾はその効果を増強していることがわかった。今後は最小機能領域の探索をさらに進め
ていく予定である。 

 
 
研究成果の概要（英文）：ST2 protein is induced in the case of allergic diseases, such as 
bronchial asthma, in parallel with disease activity. Possible usage of the functional 
region of the ST2 protein as a novel drug against inflammatory reaction in allergic 
diseases, we clarified that core protein itself is able to suppress inflammation, and 
its glycosylation enhanced the inhibitory activity. We are now identifying minimum 
effective region of the ST2 protein. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 ST2 は、マウス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同定さ
れ、その構造からインターロイキン 1受容体
ファミリーに分類された。ST2 遺伝子産物に
は、膜貫通受容体型（ST2L）と分泌型（ST2）
の 2種類の分子が存在する。これまでに、ST2

遺伝子がリンパ球のヘルパーT 細胞で特異的
に発現していること、喘息モデルマウスを用
いた実験では抗 ST2 抗体や分泌型 ST2 タンパ
ク質を投与すると症状が軽減されること、さ
らに気管支喘息や心筋梗塞の急性期などの
患者の血液中の ST2 タンパク質濃度が上昇す
ることなど、ST2 と様々な疾患・免疫反応と
の関連が明らかにされている。近年、ST2L の
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リガンドとしてインターロイキン 33（IL-33）
が同定され、IL-33 が ST2L に結合することに
より Th2 型のサイトカイン（IL-4、IL-12 な
ど）を分泌することが報告され、その結果生
じるシグナル伝達機構と最終的な効果、病態
との関連が注目されている。このように様々
な疾患への関与が示唆される ST2 に関して、
アレルギー疾患等に対する新規医薬品の開
発への応用が期待されている。 

 
２．研究の目的 

 

（1）ST2 の機能部位の解析 
 分泌型 ST2 がリガンドとして細胞表面に結
合し伝達する細胞内シグナルを検討するこ
とにより、ST2 タンパク質の部分・構造でそ
れに必要な最小限の単位を解明し、疾患の治
療等に応用するための基礎的実験を行うこ
とを目的とする。すなわち、ST2 タンパク質
の構造的特徴である糖鎖の必要性を検討し、
最終的には合成ペプチドを用いた実験を行
い、機能的最小単位を絞り込み、創薬の基
盤作りを行う。 
 
（2）血管内皮細胞における IL-33/ST2 系の
発現と作用 
 非免疫系の細胞である内皮細胞 HPAEC
（ヒト肺動脈内皮細胞）での ST2 の遺伝子発
現が報告されている。今回、ST2 の未知の
細胞内機能を明らかにするため、血管内皮
細胞における ST2 遺伝子の発現様式と、
IL-33の血管内皮細胞に対する作用を検討す
る。 
 

３．研究の方法 

 

（1）ST2 の機能部位の解析 
① ST2 タンパク質の変異体の調製 
ST2 の機能における糖鎖の必要性を検討す

るため、シグナルシークエンスを欠落した変
異体（∆7）、また、9 つある糖鎖修飾部位のア
スパラギンをすべてアラニンに変えた変異
体（9NA）を HEK293 細胞で産生させ、付加し
てある V5 タグと 6x ヒスチジンタグ(His タ
グ)のうち His タグを利用して精製した。 
 
② 変異体 ST2 タンパク質の効果の検討 
 ヒト単球系白血病由来 THP-1細胞は病原体
の細胞壁成分である Lipopolysaccharide
（LPS）を認識し、細胞内シグナル伝達系を
介して、炎症性サイトカイン IL-6 を産生す
る。我々は、既に THP-1 細胞の LPS 刺激によ
る IL-6 の産生を分泌型 ST2 が抑制すること
を報告した（Biochem. Biophys. Res. Commun. 
341:425-32,2006）。今回、同様の系を用い
て変異体 ST2 の作用を解析した。すなわち、
野生型 ST2 または変異体 ST2 の存在下で

THP-1 細胞に LPSを作用させたとき分泌され
る IL-6 の量を比較することで、変異による
ST2 の機能への影響を解析した。IL-6 の定量
は、ELISA を用いた。 
 
（2）血管内皮細胞における IL-33/ST2 系の
発現と作用 
 まず、血管内皮細胞（HUVEC：ヒト臍帯静
脈内皮細胞、HAEC：ヒト大動脈内皮細胞、
HMvECc-Ad：ヒト皮膚微小血管内皮細胞、
REC：ヒト網膜内皮細胞）における ST2 遺伝
子の発現は RT-PCR により検討した。分泌型
ST2 タンパク質の定量は ELISA を用いた。
ST2 遺伝子発現の細胞増殖依存性の検討は、
増殖因子を加えない培養での細胞、また、
マトリゲル上で培養することで分化した細
胞について発現を解析した。ST2L のリガン
ドである IL-33 の血管内皮細胞に対する作
用の解析は、IL-33 シグナル伝達経路の下
流に位置する MAP キナーゼの活性化につい
て ERK1/2、JNK、p38 のリン酸化を指標に解
析した。 

 

４．研究成果 

 

（１）ST2 の機能部位の解析 
① ST2タンパク質の変異体の調製 
 野生型の分泌型 ST2 (WT)および 2つの変異
体(∆7、9NA)について HEK293 細胞での発現を
確認した。野生型については、培養培地を
Ni-NTA カラムに添加しカラム結合タンパク
質をイミダゾールで溶出することで約 60kD
に相当する高純度の糖鎖結合型 ST2タンパク
質を得た（図 1.1）。グリコシダーゼを用いた
実験から、精製した ST2 タンパク質は糖鎖結 
合型であることを確認した（データ未掲載）。 

 



 

 

 一方、変異体∆7 と 9NA は培地中に分泌され
ず細胞内にとどまることが確認され、その分
子量は、糖鎖が結合していないときの 37kD
に相当することから、糖修飾がされていない
と考えられた（図 1.2）。細胞内から抽出した
∆7 と 9NA について野生型と同様に Ni-NTA カ
ラムを用いて精製を行ったところ、高純度の
変異体タンパク質を得た（図 1.2）。 
                    

② 変異体 ST2 タンパク質の効果の検討 
 精製した ST2 タンパク質（WT、∆7、9NA）
存在下で THP-1 細胞を LPS 刺激し、IL-6 の産
生量を測定した。∆7および9NAの存在下では、
野生型（WT）存在下よりも IL-6 産生の抑制
が緩和された（図 1.3）。このことは、ST2 の
糖鎖形成が十全な機能発現に必要であるこ
とを示唆している。一方で、糖鎖形成がなく
とも、IL-6 産生の抑制はみられることから、
糖鎖形成以外に重要な機能部位があること
が予想される。今後、糖鎖形成と同様に ST2
に特徴的な構造である３つのグロブリン様
ドメインについて研究をすすめていく予定
である。 
 

 
（2）血管内皮細胞における IL-33/ST2 系の
発現と作用 
 4 つの血管内皮細胞、HUVEC、 HAEC、
HMvECc-Ad、REC における ST2 の遺伝子発現を
RT-PCR で調べたところ、すべての細胞におい
て ST2 と ST2L の遺伝子発現が認められた（図
2.1a）。HUVEC における遺伝子発現は、ST2 が
もつ 2つのプロモーター、proximal promoter
と distal promoter の う ち 、 proximal 

promoter によるものであることが判明した
（図 2.1b）。 
 HUVEC をマトリゲル上で培養し分化誘導し
たとき（図 2.2a,b）ST2 の遺伝子発現は著し
く減尐した。増殖因子を加えないとき（EBM）
も加えたとき（EGM）と比べて発現が著しく
減尐した（図 2.2c）。REC における ST2 の発
現も同様の傾向がみられた（データ未掲載）。
マトリゲル上で HUVEC を培養して 8時間後か
ら ST2 遺伝子の発現は低下したが、リガンド
である IL-33 の遺伝子発現は逆にマトリゲル
培養後 8-12 時間後から増加した（図 2.2d）。
また、タンパク質の発現を ELISA で測定した
ところ、増殖因子を加えないとき、マトリゲ
ル上で培養したときの双方で分泌型 ST2 タン 
パク質の発現が著しく低下した（図 2.3）。以
上のことから、内皮細胞では、ST2 遺伝子の
発現は増殖依存的であることが示された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

  
 
次に、IL-33 の HUVEC に対する作用を検討

するため、HUVEC 培養培地に IL-33 を添加し
たところ、15 分後に MAP キナーゼの ERK1/2
が活性化した。一方で、JNK、p38 は活性化が
みられなかった。さらに IL-33 のサイトカイ
ン産生に対する作用は、IL-6 と IL-8 の産生
を用量依存的に亢進させることが判明した。 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
以上の結果より、血管内皮細胞が増殖刺激

を受けたとき、ST2L の発現が増加し、そこに
IL-33 が作用すると、炎症反応を亢進させる
可能性が示唆された。また、血管内皮細胞は
分化時に ST2L の発現が減尐し、IL-33 の作用
を受けにくくなるが、その細胞中には IL-33
タンパク質が増加し、炎症時等の IL-33 の
source になる可能性が示唆された。以上の成
果は原著論文として発表するに至った（Mol. 
Cell. Biochem. 335:75-81, 2010）。 
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