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研究成果の概要（和文）：本研究では、まず、活性化したCD4+T細胞からp19とEBI3分子の分泌が見られ、両者を培養細
胞へ強制発現させると、両者が会合することを見出した。そこで、この2つの会合分子EBI3/p19の発現ベクターをマウ
スに投与するとIL-17産生が増強され、さらに、このトランスジェニックマウスはIL-22産生の増強により自己免疫性肝
炎に対して抵抗性を示すことを見出した。以上より、EBI3/p19が新しい機能的な会合分子である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 activated CD4+ T cells secreted p19 and EBI3, 
and that forced expression of them in cultured cells showed association of them. Moreover, injection of 
expression vector of EBI3/p19 into mice augmented IL-17 production, and transgenic mice of EBI3/p19 
showed increased resistance to the development of autoimmune hepatitis possibly due to enhanced 
production of IL-22. Taken together, these results suggested that EBI3/p19 may be a novel functional 
heterodimeric molecule.

研究分野：免疫学

キーワード： EBI3　IL-27　p19　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
（IL-12、IL-23、IL-27、IL-35）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 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。我々は、最近、IL-23 のサブユ
ニットの１つ p19 が、IL-27 のサブユニット
の１つ EBI3 と会合し、新たな機能的な会合
分子 EBI3/p19を形成していることや、p19や
EBI3、p28 の新しい生理的役割の可能性を見
出しつつある（未発表）。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、これらのサブユニット分子の
単独および新たなパートナーとの会合分子
としての免疫応答における生理的意義や病
態形成における役割、治療応用への可能性に
ついて包括的に検討を行い明らかにするこ
とを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)	
 活性化 T細胞での発現解析 
	
 C57BL/6マウス由来ナイーブCD4+T細胞を
AutoMACSProを用いて精製し、固相化抗CD3
抗体と抗 CD28抗体の有無で刺激し、経時的
に RNA を抽出し cDNA を調製し、RT-PCR
による発現解析を行った。同様にマウス T細
胞株 2B4細胞も同様に解析を行った。 
 
(2)	
  T 細胞特異的なコンディショナル p19
欠損マウス（CD4-Cre/p19flox/flox）の作製と実
験的自己免疫性脳脊髄炎（EAE）に対する感
受性の解析 
	
 p19flox/flox マウス（Merck 社より分与）を
CD4-Creマウス（Taconic社より購入）に交配
し、T細胞特異的なコンディショナル p19欠
損マウス（CD4-Cre/p19flox/flox）を作製した。
ミエリンオリゴデンドロサイト糖蛋白
（MOG）のペプチド 35-55を完全フロインド
アジュバンド（CFA）でエマルジョンにし、
C57BL/6マウスに免疫した後、百日咳毒素を
投与し EAEを発症させ、経時的に脳炎の程度
を尾の様子より臨床的にスコアリングした。 
 
(3)	
 免疫沈降反応とウエスタンブロット解
析 
	
 FLAG のタグを付けた p19 と EBI3 の発現
ベクターを構築し、両者をヒト腎臓細胞株
HEK293T細胞に一過性に遺伝子導入し、その
培養上清を回収した。次に、その培養上清を
抗 EBI3抗体または抗 FLAG抗体と Protein G
ビーズで免疫沈降反応を行い、それぞれ反対
の抗体でウエスタンブロットを行った。 
 
(4)	
 EBI3/p19 発現ベクター投与による機能
解析 
	
 EBI3 と p19 を自由度の高いリンカーを挟

んで 1 本鎖に繋ぎ CAG プロモーターを有す
る pCNX2発現ベクターにクローニングした。
卵白アルブミン（OVA）を、CFAでエマルジ
ョンにして C57BL/6マウスに免疫した。次に、
Hydrodynamic injection法に従い、マウス 1匹
当たり 50 μgプラスミド/1.8 ml PBSで尾より
5~7秒で、初日と 3日後に静注した。7日後、
所属リンパ節細胞を OVAで再刺激し、48時
間後の培養上清中のサイトカイン量を
ELISAを用いて定量した。 
 
(5)	
  EBI3/p19-トランスジェニック（Tg）マ
ウスの作製と自己免疫性肝炎に対する抵抗
性解析 
	
 上述の 1本鎖EBI3/p19を肝臓特異的なヒト
アミロイド P蛋白のプロモーター下流に繋い
だ発現ベクターを受精卵に打ち込み Tg マウ
スを作製した。Genotypingの結果陽性の複数
のマウスの中で、導入した EBI3/p19蛋白発現
の高そうな 2つのマウスを野生型 C57BL/6マ
ウスに交配し 2系を統確立した。コンカナバ
リン A（Con A）を静注 8時間後、心臓から
採血し、肝臓をホルマリン固定して、ヘマト
キシリン・エオジン（HE）染色を行い炎症の
程度を組織学的に解析した。肝障害の指標と
して血清中のグルタミン酸オキサロ酢酸ト
ランスアミナーゼ（GOT）・グルタミン酸ピ
ルビン酸トランスアミナーゼ（GPT）活性を、
市販のキットを使って測定した。 
 
(6)	
 組換え精製蛋白の調製 
	
 FLAGタグを付けたEBI3/p19発現ベクター
を構築し、HEK293F細胞に遺伝子導入し、抗
FLAG カラムを用いて培養上清中から
EBI3/p19蛋白を精製した。 
 
４．研究成果 
(1)	
 活性化 T細胞での p19および EBI3発現
誘導 
	
 ナーブ CD4+T 細胞を固相化抗 CD3 抗体と
抗 CD28抗体で刺激し、経時的に RT-PCRを
用いて mRNA 発現を調べると、p19 と EBI3
発現が増強されたが、p40や p35、p28の発現
誘導は殆ど見られなかった。同様な発現変化
は、マウス T細胞株 2B4でも見られた。特に、
CD28 からの刺激は、強力に p19 発現を増強
することがわかった。次に、2B4 細胞を固相
化抗 CD3 抗体で刺激した培養上清中の p19
分子を解析したところ、非還元下ではおおよ
そ 2倍の分子量のところに抗 p19抗体で検出
されるバンドが見られた。この分子が、p19
のダイマーなのか EBI3 やその分子とのダイ
マーなのかは不明である。 
 
(2)	
 T細胞特異的なコンディショナル p19欠
損マウスの EAE発症の抵抗生 
	
 次に、まずこの T細胞中での p19の役割を
調べるために、T 細胞特異的なコンディショ
ナル p19 欠損マウス（CD4-Cre/p19flox/flox）を
作製し、EAE発症への感受性を比較検討した。



全身 p19 の欠損マウスでは、既報通り EAE
を発症しなかったが、T細胞特異的 p19欠損
マウスでは、EAEを発症したが、炎症の程度
が野生型マウスに比べ軽減することを見出
した。そこで、脳脊髄へ浸潤したリンパ球か
らのサイトカイン産生を、PMAと Ionomycin
刺激後細胞内染色により解析すると、IFN-γ
産生細胞の割合が減少していた。 
 
(3)	
 EBI3と p19の会合 
	
 そこで、HEK293T 細胞に FLAG のタグを
付けた p19 と EBI3 を共発現させ、その細胞
溶解液を抗 FLAG 抗体または抗 EBI3 抗体で
免疫沈降反応を行いウエスタンブロット解
析を行うと，両者が会合することを見出した。
次に、ナーブ CD4+T 細胞を固相化抗 CD3 抗
体と抗 CD28抗体で刺激した細胞溶解液を抗
p19抗体または抗 EBI3抗体で、同様に免疫沈
降反応を行いウエスタンブロット解析を行
ったが、両者の会合は明確ではなかった。こ
れより、今のところ EBI3 と p19 は強制発現
系では両者の会合が見られたが、プリマリー
の細胞では未だはっきり見られなかった。 
 
(4)	
 EBI3/p19 発現ベクター投与による IL-17
産生増強 
	
 そこで、これらの会合分子の組換え 1本鎖
融合分子 EBI3/p19の発現ベクターを構築し、
まず、HEK293T細胞に強制発現させ、それぞ
れの抗体を用いたウエスタンブロットによ
り発現を確認した。そこで、この会合分子の
機能を調べるため、OVAと CFAで免疫後、
EBI3/p19 発現ベクターを Hydrodynamic 
injection 法により初日と 3 日後に静注し、7
日後に所属リンパ節細胞を in vitroで OVAで
再刺激し、その培養上清中のサイトカイン産
生を ELISAで調べると、IL-17産生が増強し
ていた。以上の結果は、EBI3/p19が機能的な
会合分子である可能性を示唆している。 
 
(5)	
 EBI3/p19-Tgマウスの Con A肝炎誘導へ
の抵抗性の増強 
	
 さらに、EBI3/p19が機能的な会合分子であ
ることやその機能を解析するため、肝臓特異
的なプロモーターの下流に EBI3/p19 を繋い
だ発現ベクターを構築し、EBI3/p19-Tg マウ
スを 2 系統（#7 と#55）確立した。まず、肝
臓より細胞溶解液を作製し、EBI3および p19
に対する抗体を用いて発現を調べると、
Tg#55の方が発現が高かった。 
	
 次に、これらの EBI3/p19-Tg マウスと野生
型マウスのCon A投与による誘発する自己免
疫性肝炎に対する感受性を比較検討した。ま
ず、Con Aを静注 8時間後に、採血し肝臓は
ホルマリン固定し組織学的解析を行った。そ
の結果、血中の GOTと GPTの活性が野生型
マウスと比較し、Tg#7で若干、Tg#55では優
位に低く、肝炎が軽減させる傾向にあった。
そこで、血清中のサイトカイン産生を ELISA
で調べると、 IL-22産生が減少傾向にあった。

以上より、EBI3/p19-Tg マウスは、野生型マ
ウスに比較し肝炎に対する抵抗性が増強さ
れており、その機序は、既に肝炎を抑制する
能力が報告されている IL-22 産生を増強する
可能性が示唆された。 
 
(6)	
 組換え精製 EBI3/p19蛋白の作製 
	
 次に、EBI3/p19が新しい機能的な会合分子
であると言うためには、その組換え精製蛋白
を用いた in vitro での細胞レベルでの解析が
不可欠である。そこで、FLAG タグを付けた
EBI3/p19 発現ベクターを構築し、HEK293F
細胞に遺伝子導入し、抗 FLAGカラムを用い
て培養上清中からの EBI3/p19 蛋白の精製を
試みた。ところが、細胞内での発現はたくさ
んあるが、培養上清中への放出が低く、十分
な精製蛋白が今までの所得られなかった。 
 
(7)	
 本研究成果の意義と今後の展望 
	
 本研究により、まず、活性化した CD4+T細
胞から p19 と EBI3 分子の産生が見られ、両
者を培養細胞へ強制発現させると、両者が会
合することを見出した。そこで、1 本鎖の融
合蛋白 EBI3/p19 の発現ベクターを構築しマ
ウスに投与すると IL-17 産生の増強が見られ、
さらにこの Tgマウスを作製すると、IL-22産
生増強により自己免疫性肝炎に抵抗性を示
すことがわかった。以上の結果より、EBI3/p19
が新しい機能的な会合分子である可能性が
示唆された。今後、組換え精製蛋白の作製が
うまくいくようになれば、この新しい
EBI3/p19 分子の in vitro での機能解析が可能
となり、その生理的な機能や作用機序、シグ
ナル伝達機能に関する解析が進むであろう。 
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