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研究成果の概要（和文）：　本研究では、Epstein-Barr virus-induced gene 3 (EBI3)がCD4+T細胞中で、細胞
内分子として、蛋白質の高次構造形成に重要な分子シャペロンであるカルネキシンへの結合を介し、IL-23Rαの
蛋白質レベルでの発現を増強するという新しい機構を明らかにした。さらに、ヒトのゲノムワイド関連解析によ
り明らかになったIL-23Rα G149R変異体を用いた解析より、この部位がEBI3のIL-23Rαへの結合する領域で、ヒ
トの腸炎発症へのEBI3の関与も示唆された。

研究成果の概要（英文）：We explored an intracellular role of Epstein-Barr virus-induced gene 3 
(EBI3) independent of function as cytokines. EBI3-deficient naive CD4+ T cells had reduced 
interferon (IFN)-γ production and failed to induce T cell-dependent colitis in mice. Similarly 
reduced IFN-γ production was observed in vitro in EBI3-deficient CD4+ T cells differentiated under 
pathogenic helper T 17 polarizing conditions with IL-23 because of decreased expression of IL-23 
receptor α (IL-23Rα) at the protein level but not the mRNA level. EBI3 augmented IL-23Rα 
expression via binding to the chaperone molecule calnexin and to IL-23Rα. However, EBI3 poorly 
augmented the expression of G149R, an IL-23Rα variant that protects against the development of 
human colitis, because binding of EBI3 to the variant was significantly reduced. These results 
suggest that EBI3 plays a critical role in augmenting IL-23Rα protein expression via calnexin under
 inflammatory conditions.

研究分野： Immunology

キーワード： EBI3　IL-23Ra　カルネキシン
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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。最近、我々は、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、CD4+T 細胞内で
EBI3 単独で細胞内分子として腸炎発症を増
強する新しい現象を見出した。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、最近、我々が見出した上述の
細胞内分子として EBI3 が腸炎発症を増強す
る現象の作用機序とその生理的意義を明ら
かにすることが目的である。 
 
３．研究の方法 
(1)	  プライマリーCD4+T細胞の活性化 
	 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、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、経時的
に細胞溶解液を調製した。3 日後に、プロテ
アソーム阻害剤（MG132）およびリソソーム
阻害剤（Pepstatin A、E64d）、蛋白質合成阻害
剤（シクロヘキシミド）を加え培養後、細胞
溶解液を調製した。細胞溶解液を電気泳動後、
EBI3および IL-23Rα、IL-12Rβ1に対する抗体
を用いたウエスタンブロット解析により、そ
れぞれの分子の蛋白質レベルでの発現を調
べた。同様に RNA も回収し、リアルタイム
RT-PCRにより mRNAレベルでの発現を調べ
た。 
 
(2)	  ヒト胎児腎細胞株 HEK293T 細胞を用
いた再構成系での解析 

HEK293T 細胞にタグ付きの IL-23Rα-HA お
よび IL-12Rβ1-FLAG、EBI3 の発現ベクター
を Fugene 6 を用いて遺伝子導入後、48〜72
時間後に細胞溶解液を調製し、上述と同様に、
それぞれの蛋白質レベルでの発現をウエス
タンブロット解析により、mRNAレベルでの
発現をリアルタイム RT-PCRにより調べた。
抗体に反応したウエスタンブロットのバン
ドの強度は、ChemiDOc XRS（Bio-Rad）を用
いて定量した。また、分子同士の会合は、免
疫沈降反応後、ウエスタンブロットにより解
析した。 
上述と同様にHEK293T細胞に一過性に遺伝
子導入し、48〜72時間後細胞溶解液を調製し、
タグに対する抗体および抗 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。 
 
(3)	 蛍光免疫組織学的手法による蛋白質の

共局在解析 
上述と同様に、HEK293T細胞に Fugene 6を
用いて一過性に遺伝子導入し、72時間後、細
胞内での発現は、パラホルムアルデヒドによ
る固定と Tritonによる膜の透過処理後、蛍光
標識した抗 FLAG抗体と抗 EBI3 抗体、核を
DAPI で染色し、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、顕
微鏡下で観察した。細胞表面上での発現は、
固定化および透過処理の操作を除いて、同様
に解析した。 
 
(4)	 FACS による細胞表面および細胞内での
蛋白質発現解析 
	 上述と同様に、HEK293T 細胞に Fugene 6
を用いて一過性に遺伝子導入し、72 時間後、
細胞内での発現は、固定後、抗 FLAG抗体ま
たは抗 EBI3 抗体による染色、次に、それぞ
れの抗体に対するビオチン化抗体、さらに、
蛍光標識したアビチンを加え、FACSCanto II
（BD Biosciences）で分析し、FlowJo（Tree 
Star）で解析した。 
 
４．研究成果 
(1)	 活性化したプライマリーCD4+T 細胞で
の EBI3発現 
	 まず、野生型および EBI3 欠損マウス由来
ナーブ CD4+T 細胞を、抗 CD3/抗 CD28 抗体
で刺激すると、野生型 CD4+T細胞では、EBI3
の発現増強と、それに伴い IL-23Rα および
IL-12Rβ1の発現が増強された。しかし、EBI3
欠損 CD4+T 細胞では、EBI3 発現の欠損によ
り IL-23Rα発現増強がmRNAレベルでは変わ
らなかったが、蛋白質レベルで顕著に低下し
ていた。この低下は、プロテアソームやリソ
ソーム阻害剤を用いた解析より、プロテアソ
ームでの分解の亢進によるものであり、さら
に、蛋白質合成阻害剤を用いた解析より蛋白
質の安定性の低下によるものであった。 
 
(2)	 再構成系による EBI3 による IL-23Rα発
現増強 
	 次に、HEK293T細胞を用いた再構成系によ
るウエスタンブロット解析により、EBI3はそ
の発現量に比例して、IL-12Rβ1の発現は変わ
らないが、IL-23Rα発現を、mRNAレベルで
は変わらないが蛋白質レベルで増強した。同
様な結果が、蛍光免疫組織学的手法や FACS
解析により得られ、STAT 反応性配列をルシ
フェラーゼ遺伝子に繋いだリポーター遺伝
子を用いた解析によっても、IL-23 のシグナ
ルが増強されることがわかった。 
 
(3)	 分子シャペロンであるカルネキシンの
関与 
	 その機構としては、免疫沈反応により EBI3
が、蛋白質の高次構造の形成に重要な分子シ
ャペロンであるカルネキシンにもペプチド
を介して結合することがわかった。
CRISPR/Cas9を用いてカルネキシン遺伝子を



欠失した HEK293T 細胞を作製し、同様な実
験を行ったところ、EBI3による IL-23Rα発現
増強効果が見られなくなった。 
 
(4)	 EBI3の IL-23Rα G149R変異体への結合 
	 次に、IL-23Rαのどの領域に EBI3が結合す
るかを調べるために、IL-23Rα の全長と細胞
外領域だけの可用性 IL-23Rαへの結合を免疫
沈降反応により比較検討すると、細胞外領域
に結合することがわかった。 
近年、次世代シークエンサーやゲノムワイ
ド関連解析（GWAS）により、ヒト炎症性腸
疾患発症と負の相関性がある IL-23Rαの 3つ
の変異体が報告された（Sivanesan et al. J Biol 
Chem. 2016）。これらの変異体は、蛋白質レベ
ルでの発現安定性が低下していた。そこで、
最後に、その内の細胞表面に存在する
IL-23Rα G149R変異体の発現ベクターを作製
し、再構成系を用いて EBI3 による発現増強
効果を調べた。その結果、この G149R変異体
には、EBI3の結合性が低下し、発現増強効果
も減弱していたことより、この領域が、EBI3
の結合する領域と考えられた。以上の結果よ
り、EBI3とヒトでの腸炎発症との関連も示唆
された。 
 
(5)	 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、蛋白質の高次構造形成に
重要な分子シャペロンであるカルネキシン
への結合を介し、IL-23Rα の蛋白質レベルで
の発現を増強するという新しい機構を明ら
かにした。さらに、ヒトのゲノムワイド関連
解析により明らかになった IL-23Rα G149R変
異体を用いた解析より、この部位が EBI3 の
IL-23Rα への結合する領域で、ヒトでこの変
異体が IL-23Rαの蛋白質レベルでの発現安定
性の低下により、IL-23のシグナルが入らず、
腸炎発症に抵抗性を示すことより、ヒトの腸
炎発症への EBI3の関与も示唆された。 
	 興味深いのは、その EBI3 が発現増強効果
を示す標的分子の特異性である。IL-23Rのも
う一つのサブユニットである IL-12Rβ1 には
結合せず、発現増強効果も示さないことより、
特異性があることがわかる。現在、さらに、
EBI3が、IL-23Rαと同様に結合し、発現増強
効果を示す分子を探索中である。 
	 EBI3の発現は、恒常的ではなく、活性化し
た CD4+T 細胞や成熟化した樹状細胞で見ら
れる。そこで、我々は、現在、以下のような
新しい概念を考えている。すなわち、定常状
態で蛋白質合成されたばかりの膜蛋白質や
可溶性蛋白質の高次構造形成には、カルネキ
シンが重要な役割を担っている。ところが、
炎症が誘導されると、EBI3の発現が誘導され、
恒常的に発現されているカルネキシンに結
合し協力して発現誘導される標的分子の蛋
白質の高次構造形成をさらに促進するとい
う、炎症時の新しい蛋白質発現増強機構を

EBI3が担っていると考えている。これまでは、
恒常的な場合での蛋白質合成のみが調べら
れ、炎症誘導時での蛋白質合成の検討はされ
ていない。本研究の成果より、EBI3を介した
炎症時の新しい蛋白質発現増強機構の存在
が明らかになった。 
	 さらに、EBI3は、現在、ヘテロダイマーサ
イトカインのサブユニットの一つとして報
告されているが、元々は、本研究のように、
炎症時の蛋白質発現増強を担う過程で、蛋白
質合成された p28に結合したまま、細胞外に
まで放出され、可溶性蛋白質であるサイトカ
イン IL-27 として機能するようになったとの
ではと考えている。同様に、p35 や p19 に結
合したままの分子が、IL-35や IL-39になった。 
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