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phoid cell: ILC2）に取り込まれ，IL-33刺激による

IL-5産生を特異的に増強し，好酸球性炎症を増悪さ

せること，アトピー性皮膚炎 （atopic dermatitis; 

AD）患者では血清中の細胞外小胞内miR103a-3p発

現が有意に増加していることを見出した。マスト細

胞から分泌される細胞外小胞はマスト細胞特異的な

マーカーを発現していることも見出した。

2．対象及び方法

（1）倫理的考慮

生命倫理に関しては，日本大学医学部倫理委員会

および臨床研究委員会に研究倫理および臨床研究審

査申請書を提出し，当委員会の承認を得ている（RK-

150908-12およびRK-160112-2）。

（2）ヒトマスト細胞の培養

ヒト滑膜マスト細胞は，変形性関節症の滑膜組織

1．はじめに

生体の維持には細胞間のコミュニケーションが必

須である。その方法としては，細胞同士の接着によ

り刺激を伝達する機構やホルモン，細胞増殖因子，

サイトカインや脂質メディエーターなどを細胞が分

泌することに加え，細胞が遊離する数十～数百ナノ

メートルのサイズの細胞外小胞がある。1）2）細胞外

小胞は ,遠隔の細胞間のコミュニケーションを媒介

し，免疫応答や血液凝固などさまざまなプロセスに

関与している。3）しかしながら，アレルギー・免疫

疾患患者の血清中の細胞外小胞に含まれるタンパク

質，核酸 （mRNA，microRNA [miRNA]，ノン・コー

ディング RNA）や脂質が疾患の病勢によってどのよ

うなダイナミックな変化を起こしているのかは，全

く知られていない。今回，私達はヒトマスト細胞か

ら IgE依存性の刺激で分泌される細胞外小胞内の

miR103a-3pが 2型自然リンパ球 （group 2 innate lym-
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から分離培養した。滑膜組織を採取後ただちに 2％ 

FBS，100 IU/mLの streptomycin/penicillinお よ び

1％ fungizoneを含んだ IMDMに入れ細切した。

1.5 mg/mLのcollagenase type Iと0.75 mg/mLのhy-

aluronidaseを用いて37 ℃で 1時間反応させた。比

重遠心によってマスト細胞の前駆細胞を単離し100 

ng/mLの recombinant human stem cell factor （rh-

SCF）および50 ng/mLの rhIL-6を含んだ無血清培地 

（Iscove methylcellulose mediumと IMDM）で培養

した。

（3）細胞外小胞の単離

ヒト培養滑膜MCsを刺激なし，100 ng/mLの IL-

33，IgE感作のみ，および IgE感作後，抗 IgE抗体で

24時間刺激し細胞上清を回収した。回収した細胞

上清にExoQuick-TCを添加し，一晩反応させ，

6,000 x g 30分遠心を行いEVsを単離した。

（4）ヒト ILC2の単離・培養

末梢血からLSMを用いて末梢血単核球から単離

し，CD3，CD4，CD8，CD11b，CD14，CD16および

CD19 Microbeadsを用いて lineage陰性細胞を単離

した。この細胞からLin－CD45＋CRTh2＋CD161＋細

胞 （ILC2）をFACS Aria IIuで単離した。単離した

ILC2をマイトマイシン処理した末梢血単核球と 100 

IU/mLの IL-2存在下で培養した。

（5）サイトカイン測定

ILC2の培養上清中の IL-5および IL-13はELISAで

測定した。

（6） miR103a-3p mimicおよびmiRNA mimic control

の ILC2への遺伝子導入

miR103a-3p mimicおよびmiRNA mimic controlは，

10 nM， Sigma-Aldrich社製を用いた。ILC2への遺伝

子導入は，MISSION siRNA Transfection Reagent Sig-

ma-Aldrich社製を用いた。

（7）統計解析

3群以上の統計解析は two-way analysis of variance 

（ANOVA）および Tukey’s multiple comparison testも

し く は one-way ANOVAお よ びTukey’s multiple 

comparison testで行った。臨床データの 2群間比較

は，Mann-Whitney U testで行った。p値が0.05未満の

場合を統計学的に有意な差が認められると判断した。

統計学的解析は，GraphPad Prism 8 （MDF, Tokyo, 

Japan）を使用した。

3．結　果

（1） ヒトマスト細胞から IgE依存性の刺激で分泌さ

れる細胞外小胞内のmiR103a-3pが ILC2に取り

込まれ，IL-33刺激による IL-5産生を増強

IgE非依存的および IgE依存的アレルギー疾患に

おけるマスト細胞由来細胞外小胞中miRNAの特徴

と役割を調べるために，ヒトマスト細胞を刺激な

し，IL-33，IgEおよび IgEと抗 IgE抗体で刺激し，細

胞外小胞を単離した。各々の細胞外小胞を IL-33存

在下の ILC2と共培養し，細胞上清中の IL-5を測定

図 1　IgEと抗 IgE抗体で刺激したマスト細胞由来細胞外小胞 は , ILC2の IL-5産生を有意に増強
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4．考　察

以上の結果から IgE依存性刺激にてヒトマスト細

胞から遊離させる細胞外小胞内miRNAは，刺激な

しや他の刺激とは異なるmiRNAを含有し，免疫細胞

機能を制御（この場合アレルギー炎症を増強）してい

ることがわかった。実際にマスト細胞が活性化され

したところ，IgEと抗 IgE抗体で刺激したマスト細

胞由来細胞外小胞 は，ILC2の IL-5産生を有意に増

強させた （図1）。4）さらに，IgEと抗 IgE抗体で刺激

したマスト細胞由来細胞外小胞中では，miR103a-3p

の発現が有意に上昇していた （図2）。4）

（2） マスト細胞由来細胞外小胞中miR103a-3pによ

る 2型自然リンパ球，Th2細胞からの IL-5産生

制御機序の解明

miR103a-3p mimicおよびmiRNA mimic control  

（10 nM）を ILC2に導入し，各濃度の IL-33存在下で

3日間培養した後，IL-5と IL-13のELISAおよび

mRNAのqPCRを行ったところmiR103a-3p mimic 導

入 ILC2において IL-5産生が増強した （図3）。4）

次にmiR103a-3p mimicおよびmiRNA mimic con-

trolを ILC2に導入し，Protein arginine methyltrans-

ferase 5 （PRMT5）およびPRMT8 mRNAの発現レベ

ルが低下するかどうかを検証するために，PRMT5

およびPRMT8のqPCRを行ったところmiR103a-3p 

mimic 導入 ILC2においてPRMT5 mRNAの発現レベ

ルが低下した （図4）。4）

miR103a-3p mimicおよびmiRNA mimic controlを

ILC2に導入し，ILC2のGATA3のアルギニン残基の

脱メチル化の程度を解析したところmiR103a-3p 

mimic 導入 ILC2においてGATA3のアルギニン残基

の脱メチル化が促進されていた。4）

図 2  IgEと抗 IgE抗体で刺激したマスト細胞由来細胞
外小胞中では，miR103a-3pの発現が有意に上昇

図 4  miR103a-3p mimic 導入 ILC2においてPRMT5 mRNA
の発現レベルが低下

図 3  miR103a-3p mimic 導入 ILC2において IL-5産生が
増強
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ているAD患者の血清中の細胞外小胞内miR103a-3p

の発現が有意に増加していることを見出した。4）し

たがってAD患者では ,患者ぼ全身の皮膚において

好酸球炎症を増強していると考えられた。

5．結　語　

ヒトマスト細胞から IgE依存性の刺激で特異的

に分泌される細胞外小胞内のmiR103a-3pが ILC2

に取り込まれ，Protein arginine methyltransferase 5

（PRMT5）の発現を下げることによってGATA3の

アルギニン残基の脱メチル化を起こし，IL-33存在下

の ILC2において IL-5 mRNA発現を増強し，IL-5産生

を増加させることを見出した。これによって好酸球

性炎症を増悪されることが示唆された。
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