
秋田大学・医学系研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１４０１

基盤研究(B)（一般）

2023～2021

自然リンパ球特異的mRNA代謝による病態制御機構の解明

mRNA metabolism specific to ILC subsets

２０３７４４０７研究者番号：

海老原　敬（Ebihara, Takashi）

研究期間：

２１Ｈ０２７０７

年 月 日現在  ６   ６ ２５

円    13,500,000

研究成果の概要（和文）：自然リンパ球（ILC: Innate lymphoid cell）は初期の免疫応答を担う重要な細胞で
あり、T-bet依存性のグループ１（NK細胞、ILC1）、GATA3依存性のグループ２（ILC2）、RORgt依存性のグルー
プ３（ILC3）に分類される。CNOT3はポリAデアニレーションで中心的役割を持つCCR4-NOT複合体のコアユニット
であり、CNOT3の欠損をILCで誘導したところ、ILC2においてT-betとRORgtの発現が上昇した。また、T-betや
RorgtのmRNAはCnot3依存的に分解された。CNOT3はILC2がILC2形質を維持するために重要な分子であることが分
かった。

研究成果の概要（英文）：Innate lymphoid cells (ILCs) are crucial for the early immune response and 
are classified into three groups: T-bet-dependent group 1 (NK cells, ILC1), GATA-3-dependnet group 2
 (ILC2), and RORgt-dependent group 3 (ILC3). CNOT3 is a core unit of the CCR4-NOT complex, playing a
 central role in poly(A) deadenylation. When CNOT3 deficiency was induced in ILCs, the expression of
 T-bet and RORγt increased in ILC2. Additionally, the mRNA of T-bet and RORγt was degraded in a 
CNOT3-dependent manner. Thus, CNOT3 is an important molecule for maintaining the ILC2 integrity.

研究分野： Immunology
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
自然リンパ球は、抗原非特異的に免疫の方向性を決める免疫細胞であり、しばしば免疫体質を決定する細胞と呼
ばれる。本研究は自然リンパ球の転写後調節に着目することにより、自然リンパ球の新しい分化・機能制御機構
を発見するに至った。自然リンパ球を介した免疫体質のコントロールを目指す上で大事な知見であり、今後新し
い治療戦略を生み出す可能性がある。

※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 

自然リンパ球（ILC: Innate lymphoid cell）は、初期の免疫応答を担う重要な細胞で

あり、ヘルパーサイトカイン産生を担うヘルパー自然リンパ球（ILC1、ILC2、ILC3）

と細胞障害活性をもつナチュラルキラー細胞（NK細胞）に分類される。IFN-γを産生

する ILC1 や NK 細胞は抗腫瘍免疫や抗ウイルス免疫を、IL-5 や IL-13 を産生する

ILC2 はアレルギー炎症や抗寄生虫免疫を、IL-17 や IL-22 を産生する ILC3 は病原性

大腸菌等の細胞外病原体に対する免疫を、それぞれ誘導する（図１）。今まで、自然リ

ンパ球の研究は、転写制御や液性因子と受容体による機能制御の研究が多く、転写後制

御機構の報告はほとんどない状態であった。RNA 結合タンパク質 Reganse-1 の ILC2

における機能に関しては２報の報告があり、Regnase-1が Il1r1, Il2ra, Gata3 mRNA

を代謝することが明らかになった（Matsushita K, JCI Insight 2020; Nakatsuka Y, 

Euro Res J 2020）。しかし、ILCサブセット特異的なmRNA代謝機構の全貌は明らか

になっていなかった。 

 
 

２．研究の目的 

哺乳類細胞のｍRNA 転写後調節のなかで最終的なタンパク質発現に最も重要な機構

はポリ AデアデニレーションによるmRNA代謝経路と言われている。そして、哺乳類

細胞におけるポリ A デアニレーションで中心的役割を持つのが CCR4-NOT 複合体で

ある。CCR4-NOTのコアユニットである CNOT3の欠損誘導を ILCサブセットで行うこ

とにより、全ての ILCにおけるmRNA代謝機能の役割を、多角的な生理条件下で網羅

的に検討し、その分子メカニズムを明らかにすることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

共同研究者の久場敬司先生により作成された Cnot3f/f マウスを様々な Cre マウス

（Il7r-Cre: ILC/T 細胞特異的 Cre, NCR1-Cre: グループ１ILC 特異的 Cre, Id2-Cre-

ERT2: 薬剤誘導性 ILC特異的 Cre, Rorc-Cre: ILC3/Th17特異的 Cre, CD4-Cre: CD4 

T細胞特異的 Cre, Rosa26-Cre-ERT2: 薬剤誘導性 Cre）と掛け合わせて、細胞特異的

な Cnot3 欠損を行い、それぞれの表現型を検討した。ILCにおける CNOT3 の機能を

検討するために、幾つかのマウスモデルを用いた。グループ１ILCによる I型免疫炎症

を誘導するために、B16F10メラノーマの肺転移モデルを使用した。グループ２ILCに

よる II型免疫炎症を誘導するために、N. brasiliensis感染モデルを、グループ３ILCに

よる III型免疫炎症を誘導するために、C. rodentium感染モデルを用いた。Cnot3欠損

図１： 

自然リンパ球の mRNA

代謝と病態における機能 



による ILC の機能を検討するために、mRNA-sequencing, RIP-sequencing, mRNA 

stability assay等を行った。 

４．研究成果 

CCR4-NOT 複合体は、CNOT1, CNOT2, CNOT3, CNOT4, CNOT6, CNOT6L, 

CNOT7, CNOT8, CNOT9, CNOT10, CNOT11の 11分子からなる複合体で、Cnot3の

欠損によりmRNA分解活性が失われることが分かっている。まず、NK細胞、肝臓 ILC1、

肺 ILC2、消化管 ILC2、消化管 ILC3における各mRNA発現を検討したところ、どの

ILC サブセットでも CCR4-NOT 複合体は恒常的に発現していることが分かった

（Tatematsu M, Takasuga S, Kuba K, Ebihara T* et al., submitted）。そこで、活性

化により、どの ILCサブセットで CCR4-NOT複合体のmRNAレベルが上昇するかど

うか検討したところ、特に IL2/IL7/IL25/IL-33 で活性化した消化管 ILC2 において

CCR4-NOT複合体の mRNA発現が上昇した。CCR4-NOT複合体の mRNAの中でも

特に Cnot3のmRNA発現が上昇した。 

Cnot3の欠損を ILCで誘導し、その効果を調べるために、Cnot3f/f Il7r-Creマウスの

ILCサブセット（脾臓NK細胞、肝臓 ILC1、肺 ILC2、消化管 ILC1/ILC2/ILC3）を検

討した。結果、どの細胞でも細胞数の減少を認めた。特に元から細胞数が少ない肝臓

ILC1と消化管 ILC1はほぼ欠損していた。脾臓 NK細胞はさらに、成熟化障害を認め

た。活性型 pan-caspasesを調べたところ、CNOT3欠損 ILCサブセットで上昇してい

ため、ILC サブセットの減少は Cnot3 の欠損によりアポトーシスが誘導されているこ

とが示唆された。また、Cnot3欠損の細胞内因性効果を調べるために、CD45.2+ Cnot3f/f 

Il7r-Cre マウスと CD45.1 マウスの骨髄細胞を用いて競合的骨髄キメラを作製したと

ころ、Cnot3f/f Il7r-Creマウス由来の ILCサブセットは殆ど検出されず、NK細胞の成

熟化障害も認めた。よって、Cnot3欠損 ILCのアポトーシスや NK細胞の成熟化障害

は細胞内因性効果であることが示唆された。 

 次に、Cnot3 の欠損により ILC 分化異常が生じるかどうか検討するために、消化管

ILCサブセットにおいて各 ILCサブセット特異的転写因子（T-bet: グループ１, GATA-

3: グループ２, RORgt: グループ３）の発現を調べた。結果、GATA-3Hi KLRG1Hi の

ILC2と思われる細胞集団に高い RORgtの発現と T-betの発現上昇を認めた。ILC1特

異的 Creである NCR1-Creや ILC3特異的 Creの Rorc-Creにより Cnot3の欠損を誘

導しても、GATA-3Hi RORgtHi T-bet+の triple positive cell (TP cell)は生じなかった。ま

た、Cnot3f/f Rosa26-Cre-ERT2マウスの肺 ILC2を培養し、Cnot3の欠損をタモキシフ

ェンで誘導したところ、RORgtと T-betの発現上昇が誘導されたため、ILC2の Cnot3

欠損により TP cellが誘導されることが示唆された。 

 CD4 T細胞でも、ILC分化と似たような状況が生じているかどうか検討するために、

Cnot3f/f CD4-Creマウスを作製し、in vitro differentiation assayを行ったところ、Th1

と Th17への skewingが起きた。以上より、CNOT3は、いわゆる I型免疫と III型免

疫誘導を抑制していることが分かった。 

 さらに、Cnot3 欠損による各 ILC サブセットによる転写の変化を検討するために、

各 ILCサブセットによるトランスクリプトーム変化を解析した。結果、各 ILCサブセ

ットにアポトーシスを誘導する遺伝子群の上昇を認め、ILC2 における Tbx21 (T-bet) 

mRNA や Rorc (RORgt) mRNA の発現上昇を認めた。さらに、Cnot3 欠損によって

mRNA レベルが上昇した遺伝子群のうち、どの mRNA が CNOT3 を介して分解され



ているのか検討するために、RIP-sequenceを行った。結果、Cnot3欠損で発現が上昇

している mRNA のうち 10-20%程度の遺伝子が CNOT3 と直接結合していることが示

唆された。特に、ILC2で CNOT3と共沈する mRNAとして、Rorcや Tbx21 mRNA

が確認された。Rorc や Tbx21 mRNAが CNOT3 を介して分解されているかどうか検

討するために、胸腺細胞を用いてmRNA stability assayを行った。結果、Rorcと Tbx21 

mRNAは、CNOT3依存的に代謝されていることが分かった。一方、Gata3 mRNAは

CNOT3非依存的に分解された。 

 最後に、ILCサブセットにおける CNOT3の機能を検討するために、マウス炎症モデ

ルを用いた。I型炎症における CNOT3の機能を調べるために、グループ１ILC特異的

Cnot3欠損マウス（Cnot3f/f NCR1-Creマウス）を作製し、B16F10メラノーマの肺転

移モデルを行った。結果、Cnot3f/f NCR1-Creマウスにおいて、多くの肺転移を認めた。

次に、消化管 ILC2 における CNOT3 の機能を検討するために、薬剤誘導性 ILC 特異

的 Cnot3欠損マウス（Cnot3f/f Id2-Cre-ERT2マウス）を作製し、N. brasiliensis感染

モデルを行った。この系では ILC2が生体防御に重要な機能を果たすことが知られてい

る。結果、Cnot3f/f Id2-Cre-ERT2 マウスにおいて、消化管 ILC2 の減少に伴う便虫卵

数の上昇を認めた。N. brasiliensis感染モデルでは、RORgt陽性の inflammatory ILC2

が肺に出現するが、Cnot3の欠損により inflammatory ILC2の数が上昇した。また、

消化管３型炎症における CNOT3の機能を検討するために、Cnot3f/f Rorc-Creマウスを

作製し、C. rodentium感染モデルを用いた。このマウスでは ILC3とTh17に強くCnot3

の欠損が誘導されるが、感染後 ILC3 の細胞数のみ減少し、Th17 に数的変化を認めな

かった。そして、Cnot3f/f Rorc-Creマウスでは、ILC3の数的減少に伴い、優位な体重

減少や重度の組織障害を認めた。以上より、各 ILC サブセットの CNOT3 は、それぞ

れが誘導する炎症に重要な機能を果たしていることが示唆された。 

 

 
図２：CNOT3による ILC2の機能制御機構 
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