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研究成果の概要（和文）：本研究では、IL-6/IL-12ファミリーサイトカインIL-27とIL-35の共通サブユニットEBI3が、
IL-27とIL-35非依存的にEBI3単独で細胞内分子として新たな機能を見出した。つまり、EBI3が、オートファジーによる
ユビキチン化蛋白質の分解を担うScaffold蛋白質p62/SQSTM1に結合し、腸炎誘導に重要なIL-23レセプターのユビキチ
ン化による蛋白分解を阻害し、IL-23シグナルを増強し腸炎を誘発するという新しい可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we found that the common subunit, EBI3, between the 
IL-6/IL-12 family cytokines IL-27 and IL-35 plays a novel role as an intracellular molecule in 
IL-27/IL-35-independent manner. Namely, EBI3 was presumably demonstrated to associate with the scaffold 
protein p62/SQSTM1, which plays a critical role in the degradation of ubiqutinated protein by autophagy, 
and therefore inhibit the degradation of ubiqutinated IL-23 receptor, possibly resulting in induction of 
colitis by augmentation of IL-23 signaling.

研究分野： 免疫学

キーワード： IL-27　EBI3　腸炎　IL-23R
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１．研究開始当初の背景 
	 IL-6/IL-12ファミリーのサイトカインは、2
つの異なるサブユニットからなるヘテロダ
イマーであるというユニークな特徴を有し、
主にマクロファージや樹状細胞などの抗原
提示細胞より産生され、ヘルパーT（Th）細
胞の分化誘導やエフェクター機能の制御に
重要な役割を担っている。近年、このファミ
リーサイトカインのサブユニット分子の欠
損マウスが作製され、個々のサブユニット分
子が既知のサイトカインとして機能してい
るだけでは説明しきれない現象が見出され、
新たな機能的な会合分子の存在やサブユニ
ット単独の機能など、新しい展開が示唆され
ていた。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、予備的実験結果より、IL-27
および IL-35のサブユニットの１つ EBI3が、
IL-27/IL-35 とは関係なく、新たに EBI3 単独
で細胞内分子として腸炎の誘導を増強して
いる可能性を見出したので、その意義と作用
機序を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)	 ナイーブ CD4+T 細胞の免疫不全マウス
への移入による発症する腸炎モデル 
	 野生型 C57BL/6マウスおよび EBI3欠損マ
ウス（Jacksonより購入）由来ナイーブ CD4+T
細胞を AutoMACS Pro（ミルテニーバイオテ
ク）またはフローサイトメーターを用いたソ
ーティングにより精製し、免疫不全 RAG2欠
損マウスの尾静脈より静注し、経時的に体重
測定と糞便状態の観察による腸炎症のスコ
アリングを行った。8週後、大腸を取り出し、
腸の長さの測定、ホルマリン固定後ヘマトキ
シリン・エオジン（HE）染色による浸潤細胞
の数や腸粘膜の肥厚など組織学的解析を行
った。次に、大腸を小さく切断後、コラゲナ
ーゼ Dと DNase Iで消化し、パーコール比重
遠心法により粘膜固有層リンパ球を分離し
た。さらに、このリンパ球を Phorbol 
12-myristate 13-acetate（PMA）と Ionomycin
で刺激後、抗サイトカイン抗体を用いて、細
胞内のサイトカイン染色を行った。また、固
相化抗 CD3抗体と抗 CD28抗体で刺激し、48
時間後の培養上清中のサイトカイン産生量
を ELISAを用いて測定した。 
 
(2)	 Th分化誘導と機能解析 
	 野生型 C57BL/6マウスおよび EBI3欠損マ
ウス（Jacksonより購入）由来ナイーブ CD4+T
細胞を精製後、Th1 分化条件（IL-12+抗 IL-4
抗 体 ） 下 、 非 病 原 性 Th17 分 化 条 件
（TGF-β1+IL-6+抗 IL-4抗体+抗 IFN-γ抗体）
下、病原性 Th17分化条件（IL-1β+IL-6+IL-23+
抗 IL-4抗体+抗 IFN-γ抗体）下、固相化抗 CD3
抗体と抗 CD28 抗体で刺激し、3 日後に IL-2
を加え、6日後に PMAと Ionomycinで刺激後、
抗サイトカイン抗体を用いて、細胞内のサイ

トカイン染色を行った。また、固相化抗 CD3
抗体と抗 CD28抗体で刺激し、48時間後の培
養上清中のサイトカイン産生量を ELISA を
用いて測定した。 
 
(3)	 免疫沈降反応とウエスタンブロット解
析 
	 既報の p62/Sequestosome 1（SQSTM1）遺伝
子の配列より PCR を用いてその cDNA をク
ローニングし、FLAG のタグ付きの発現ベク
ターに入れて p62/SQSTM1発現ベクターを構
築した。次に、EBI3の発現ベクターと共にヒ
ト胎児腎細胞 HEK293Tに Fugene 6を用いて
一過性に遺伝子導入し、48時間後細胞溶解液
を調製し、抗 FLAG抗体（シグマ社）および
抗 EBI3抗体（Santa Cruz社）と Protein Gア
ガロースビーズ（GE ヘルスケア社）を用い
て免疫沈降反応を行い、それぞれ反対の抗体
を用いてウエスタンブロット解析を行った。 
 
(4)	 蛍光免疫組織学的手法による蛋白質の
共局在解析 
	 EBI3 発現ベクターを HEK293T 細胞に
Fugene 6を用いて一過性に遺伝子導入し、次
に、サイトスピンを用いてスライドグラスの
上に単層塗抹標本を作製し、蛍光標識した抗
FLAG抗体と抗 EBI3抗体、核を DAPIで染色
し、顕微鏡下で観察した。 
 
４．研究成果 
(1)	 T細胞での EBI3の役割 
	 野生型C57BL/6マウス由来ナイーブCD4+T
細胞を固相化抗CD3抗体と抗CD28抗体で刺
激すると、経時的に EBI3の mRNAおよび蛋
白レベルでの発現増強が誘導されたが、この
時、p35 および p28 の発現は殆ど見られなか
った。そこで、次に、この T 細胞での EBI3
の役割を、免疫不全マウスへナイーブ CD4+T
細胞を移入して発症させる腸炎モデルを用
いて検討した。その結果、EBI3発現が欠失し
ていると、体重減少の阻害や、腸の短縮の抑
制、腸のホルマリン固定後 HE 染色による組
織学的解析による炎症誘導の軽減が見られ、
腸炎の誘導が抑制されることを見出した。こ
の時、腸の粘膜固有層リンパ球を調製し、
PMAと Ionomycinで刺激し、サイトカインの
細 胞 内 染 色 を 行 っ た と こ ろ 、
IFN-γ+IL-17−CD4+T 細胞の割合の低下と、反
対に IFN-γ−IL-17+CD4+T 細胞の割合の増加が
見られ、Th17 細胞の可塑性が低下していた。
さらに、この粘膜固有層リンパ球を固相化抗
CD3抗体と抗 CD28抗体で刺激すると、IFN-γ
や GM-CSF、TNF-α産生が低下していた。 
	 次に、in vitroで野生型および EBI3欠損マ
ウス由来ナイーブ CD4+T細胞を、T細胞・NK
細胞を除去し放射線照射した脾臓細胞を抗
原提示細胞として抗 CD3抗体で種々の Th分
化条件下で刺激し、細胞内のサイトカイン染
色を行うと、病原性 Th17 分化条件で刺激し
た時に、上述の in vivoと同様に EBI3発現が



欠失していると IFN-γ+IL-17−CD4+T 細胞の割
合が低下した。この現象は、非病原性 Th17
分化条件下では差がみられなかった。そこで、
次に、この IFN-γ+IL-17−CD4+T 細胞の割合の
低下が、EBI3がサイトカイン様に細胞外に分
泌されて効いているのかについて調べた。
GFP のトランスジェニックマウスより精製
したナイーブGFP+EBI3+/+CD4+T細胞と、EBI3
欠 損 マ ウ ス 由 来 の ナ イ ー ブ
GFP−EBI3−/−CD4+T 細胞を等量混ぜた共培養
系と、それぞれ個別の培養系で、病原性 Th17
分化条件下で刺激したこところ、共培養系で
も個別培養系と同様に、IFN-γ+IL-17−CD4+T
細胞の割合が低下した。このことより、EBI3
は細胞外へ分泌されて効いているのではな
く、細胞内分子として効果を発揮している可
能性が示唆された。 
	 以上の様に、IFN-γ 発現の低下が IL-23 を
用いる病原性 Th17分化条件下でのみ見られ、
さらに、最近明らかになった Th17 細胞の可
塑性には IL-23 シグナルが重要であること
（Hirota et al. Nat Immunol 2011）などより、
次に、IL-23 のシグナル伝達を調べた。その
結果、IFN-γ 産生の上流のシグナルである転
写因子 T-bet発現や STAT3のリン酸化、さら
に、IL-23レセプター（R）発現が低下してい
た。 
 
(2)	 EBI3による IL-23R発現の安定化 
	 この時、リアルタイム RT-PCR解析により、
この IL-23R発現低下は mRNAレベルでは見
られず、さらに、蛋白合成阻害剤シクロヘキ
シミド処理による IL-23R 蛋白質発現を調べ
たところ、蛋白質発現の安定性の低下による
現象であった。 
	 次に、HEK293T 細胞に IL-23R-FLAG と
IL-12Rβ1-HA 発現ベクターを遺伝子導入し、
IL-23刺激後 IL-23Rのユビキチン化を、細胞
溶解液を抗 FLAG抗体で免沈後抗ユビキチン
抗体でウエスタンブロットを行うと、IL-23R
のユビキチン化が見られ、この時 EBI3 を共
発現させるとユビキチン化が抑制されるこ
とを見出した。  
 
(3)	 EBI3の p62/SQSTM1との会合 
	 p62/SQSTM1 は、ユビキチン結合領域とオ
ートファゴソームの主要構成蛋白質の 1 つ
LC3との結合領域を有し、ユビキチン化蛋白
質の選択的オートファジーによる分解を担
っている。そこで、HEK293T 細胞に、EBI3
と p62/SQSTM1を発現させると、その細胞溶
解液を用いた免疫沈降反応より両者の共沈
が見られ、さらに、蛍光免疫組織学的解析よ
り両者がオートファゴソームに共局在して
いることを見出した。以上より、EBI3 が
p62/SQSTM1 に結合し、ユビキチン化や蛋白
質の分解を阻害している可能性が示唆され
た。 
 
(4)	 本研究成果の意義と今後の展望 

	 本研究により、EBI3が T細胞中で IL-27や
IL-35 などのサイトカインとしてではなく、
細胞内分子として、オートファジーによるユ
ビキチン化蛋白質の分解を担う p62/SQSTM1
に結合し、IL-23Rのユビキチン化による蛋白
分解を阻害し、IL-23 シグナルを増強し腸炎
を誘発するという新しい EBI3 単独の機能と
その作用機序を明らかにした。今後、さらに
詳細な作用機序の解明と、癌などの他の免疫
反応における同様な役割の解明が期待され
る。 
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