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【要旨】　Epstein-Barr virus-induced gene 3 （EBI3） は IL-27、IL-35、さらには最近同定された IL-39の
共通のサブユニットである。今回、我々はサイトカインの機能とは異なった細胞内因子としての
EBI3の機能を見出した。EBI3欠損ナイーブ CD4陽性 T細胞を用いた T細胞依存性のマウス腸炎モ
デルにおいては腸炎が抑制され、IFN-γ産生が低下していた。ナイーブ CD4陽性 T細胞を in vitroで
IL-23刺激で分化誘導した病原性 Th17細胞においても同様に IFN-γ産生の低下が見られた。病原性
Th17細胞で発現される IL-23レセプターは IL-12Rβ1と IL-23Rαの二つのサブユニットから構成され
るが、これらのうち IL-23Rαの発現が mRNAではなく、タンパク質レベルで減弱しており、IFN-γ産
生の低下はこれに起因している可能性が示唆された。EBI3はシャペロン分子であるカルネキシンと
IL-23Rαに結合し IL-23Rαの発現を増強させたが、細胞内在性のカルネキシンを欠損させると EBI3
による IL-23Rαの発現増強効果が失われた。さらに、ヒトの炎症性腸疾患を抑制することが知られて
いる IL-23Rαの G149R変異体タンパクは EBI3との結合が減弱し、EBI3による発現増強効果も低下
する。結果として、炎症誘導時に T細胞で発現する EBI3はカルネキシンとの相互作用により IL-

23Rαの発現を増強させることがわかった。

1

は じ め に

EBI3 （Epstein-Barr virus-induced gene 3） は EBウ
イルス感染 B細胞で発現され、ヘテロダイマーサ
イトカインである IL-12のサブユニット p40関連遺
伝子として1996年にはじめて同定された1）。さらに、

EBI3は 34 kDの糖タンパクとして発現され、新規
に合成された EBI3は小胞体でシャペロンタンパク
であるカルネキシンと結合していることが見出され
たが、その機能や意義に関しては不明であった。

令和 2年 12月 1日受付、令和 3年 3月 2日受理
キーワード : EBI3、IL-23Rα、カルネキシン、シャペロン、炎症性腸疾患
（連絡先 : 〒 160-8402　東京都新宿区新宿 6-1-1　東京医科大学医学総合研究所免疫制御研究部門）
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EBI3の IL-12サイトカインファミリー 
としての機能

EBI3は IL-12サイトカインファミリーのヘテロ
ダイマーを構成するサブユニットとして機能するこ
とが知られている2）（図 1）。IL-12は p35と p40の
二つの異なるサブユニットからなるヘテロダイマー
サイトカインとして知られていたことから、EBI3
も p28という異なるサブユニットとヘテロダイマー
を形成し、IL-27というサイトカインとして機能す
ることが 2002年に報告された3）。その後 EBI3は同
様に p35、p19というサブユニットとヘテロダイマー
形成し、それぞれ IL-35、IL-39という新たなサイ
トカインとしての機能が見出された4）5）。IL-27は主
に樹状細胞やマクロファージから産生され、その機
能は多岐に渡り炎症促進にも抑制にも働く6）7）。
IL-35は主に制御性 T細胞と制御性 B細胞から産生
され炎症抑制機能を有する4）8）9）。IL-39は 2016年に
最も新しく提唱されたサイトカインで、活性化され
た B細胞から産生され、Systemic lupus erythemato-
sus （SLE） モデルマウスにおいて好中球の分化と増
殖に働く5）9）。

ナイーブ CD4陽性 T細胞における EBI3の発現

我々は今回、IL-12ヘテロダイマーサイトカイン
ファミリーのサブユニットとして機能する EBI3で
はなく、全く新しい細胞内因子として働く EBI3単
独の機能を見出した。それはナイーブ CD4陽性 T
細胞において抗 CD3抗体及び抗 CD28抗体の刺激
により EBI3が IL-27のサブユニット p28、及び
IL-35のサブユニット p35の発現を伴わず、単独で
発現することを見出したことに端を発する（図
2A）。このナイーブ CD4陽性 T細胞で発現してい
る EBI3がどのような機能を有しているかについて
炎症性腸疾患モデルマウスを用いて検証実験を行っ
た。

炎症性腸疾患と EBI3の関わり

T細胞、B細胞を欠損した RAG2欠損マウスにナ
イーブ CD4陽性 T細胞を移入することで腸炎を誘
導できることが知られている10-14）。そこで野生型マ
ウス、及び EBI3欠損マウスからナイーブ CD4陽性
T細胞を単離し、RAG2欠損マウスに移入したとこ
ろ野生型由来 T細胞を移入したマウスでは従来の
通りに腸炎が誘導されたが EBI3欠損由来 T細胞を
移入したマウスでは腸炎による体重減少が有意に抑
制されていた（図 2B）。またそれぞれのマウスの大
腸を取り出し解析したところ、大腸の長さ（図2C, D）
と結腸の HE組織染色像（図 2E, F）からも炎症が
抑制されていることがわかった。さらに大腸の粘膜
固有層に浸潤している CD4陽性 T細胞からのサイ
トカイン産生をフローサイトメーターで解析したと
ころ IFN-γ産生が有意に抑制されていた（図 3）。
以上のことから CD4陽性 T細胞における EBI3の
発現が IFN-γの産生、さらには腸炎誘導に関与して
いることが示唆された。　

細胞外因子として機能する EBI3の可能性

腸炎を発症したマウスと腸炎が抑制されたマウス
の大腸粘膜固有層から単離した CD4陽性 T細胞で
は IFN-γ産生に有意な差が見られたが、この IFN-γ
を産生する CD4陽性 T細胞としては主に Th1細胞
と、近年、病原性 Th17細胞からも IFN-γが産生さ
れることが見出され、この病原性 Th17細胞から産
生される IFN-γが腸炎誘導に重要な役割を果たして
いることがわかった15-20）。そこで我々はこの病原性

図 1　EBI3をサブユニットとして含む IL-12ヘテロダイマー
サイトカインファミリーの構成と機能
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Th17細胞に着目し、野生型及び EBI3欠損マウスの
脾臓から単離したナイーブ CD4陽性 T細胞を In 
vitroで病原性 Th17細胞に分化させ、サイトカイン
産生をフローサイトメーターで解析したところ、
EBI3欠損マウス由来 CD4陽性 T細胞からの IFN-γ
産生が有意に抑制されていた（図 4A）。さらに
CD4陽性 T細胞で単独で発現する EBI3は細胞外へ
放出されてサイトカイン様に機能するのかを調べる
ために、野生型及び EBI3欠損マウスの脾臓から単
離したナイーブ CD4陽性 T細胞を同じ容器の中で
共培養したところ、別の容器でそれぞれの T細胞
を培養した場合 （図 4A）と全く同様の結果が得ら

れた（図 4B）。つまり EBI3が細胞外に産生されて
機能するのであれば EBI3欠損由来 T細胞から産生
される IFN-γ産生が高くなることが予想されたが、
そのような結果は得られなかったことから EBI3は
細胞外に産生され、サイトカイン様に機能している
可能性は否定された。

細胞内因子として機能する EBI3の役割

我々は CD4陽性ナイーブ T細胞で発現する EBI3
が病原性 Th17細胞からの IFN-γ産生に関与してい
ることを見出した。そこで、病原性 Th17細胞の分
化に主要な役割を担っている分子に注目し、その分

図 2　（A）野生型マウスの脾臓から単離したナイーブ CD4陽性 T細胞を in vitroで抗 CD3抗体と抗 CD28抗体及び IL-6、
IL-1β、IL-23で刺激後のウエスタンブロット解析　（B）RAG2欠損マウスにナイーブ CD4陽性 T細胞移入 8週間
後の腸炎発症による体重の変化　（C）大腸　（D）大腸の長さ　（E）結腸組織の HE染色像　（F）結腸組織の炎症
スコア　（D）（F）の P値評価は両側スチューデント T検定による　*P<0.05（文献 24より転載）

図 3　（A）RAG2欠損マウスにナイーブ CD4陽性 T細胞移入 8週間後のマウス大腸粘膜固有層に浸潤した CD4陽性 T細
胞の FACS解析　（B）FACS解析による CD4陽性 T細胞からのサイトカイン産生の割合　（B）の P値評価は両側
スチューデント T検定による　*P<0.05 ;  ***P<0.005（文献 24より転載）
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子と EBI3の関連性を調べるために、野生型及び
EBI3欠損マウスの脾臓からナイーブ T細胞を単離
し、in vitroで病原性 Th17細胞分化を誘導した。病
原性 Th17細胞は IL-6、IL-1β、IL-23などの刺激で
分化誘導されるが、特に IL-23の刺激は重要であり、
そのレセプターは IL-12Rβ1と IL-23Rαから構成さ

れることから、病原性 Th17細胞におけるそれらレ
セプターの発現をウエスタンブロットで解析した。
その結果、IL-12Rβ1の発現は両者で変わらなかっ
たが、IL-23Rαの発現が野生型に比べて EBI3欠損
マウス由来の病原性 Th17細胞で減弱していること
がわかった（図 5A）。さらに、野生型及び EBI3欠

図 4　（A）野生型及び EBI3欠損マウスの脾臓から単離したナイーブ CD4陽性 T細胞を in vitroでそれぞれ別の容器で病
原性 Th17分化させた後のサイトカイン産生の FACS解析　（B）野生型及び EBI3欠損マウスの脾臓から単離した
ナイーブ CD4陽性 T細胞を in vitroで同じ容器内で共培養し、病原性 Th17分化させた後のサイトカイン産生の
FACS解析　（A）（B）の P値評価は両側スチューデント T検定による　*P<0.05（文献 24より転載）

図 5　（A）野生型及び EBI3欠損マウスの脾臓から単離したナイーブ CD4陽性 T細胞を in vitroで病原性 Th17分化させ
た後のウエスタンブロットによるタンパク質発現の解析　（B）野生型及び EBI3欠損マウスの脾臓から単離したナ
イーブ CD4陽性 T細胞の in vitro病原性 Th17分化誘導後の細胞内染色による FACS解析　（C）野生型及び EBI3欠
損マウスの脾臓から単離したナイーブ CD4陽性 T細胞を in vitro病原性 Th17分化誘導後の細胞表面の染色による
FACS解析　（B）（C）の P値評価は 1-way ANOVA検定による　*P<0.05 ; **P<0.01 ; ***P<0.001（文献 24より転載）
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損マウスの脾臓からナイーブ T細胞を単離し、in 
vitroで病原性 Th17細胞分化を誘導した後、フロー
サイトメーターで IL-23Rαの発現について解析し
たところ、細胞内及び細胞表面上において共に野生
型に比べて EBI3欠損マウス由来の病原性 Th17細
胞で発現が低下していることがわかった（図 5B, C）。
これまでの結果から、EBI3が IL-23Rαの発現を

制御している可能性が示唆されたが、どのようなメ
カニズムで制御しているのかを調べるために、野生
型及び EBI3欠損マウスの脾臓からナイーブ T細胞
を単離し、in vitroで病原性 Th17細胞分化を誘導し
た後、EBI3、IL-12Rβ1、IL-23Rαについてリアルタ
イム PCR解析を行ったところ、タンパク質レベル
での発現と同様に IL-12Rβ1の mRNAの発現は両者
で変わらなかったが、IL-23Raにおいてはタンパク
質の発現とは異なり、野生型、EBI3欠損マウス由
来の病原性 Th17細胞おいて共に mRNAの発現量は
変わらなかった（図 6A）。そこで次に、病原性
Th17分化誘導後、シクロヘキシミドで新規タンパ
ク質合成を阻害したところ、野生型に比べ EBI3欠
損マウス由来の病原性 Th17細胞おいて IL-23Rαの
分解される速度が速くなっていることがわかった
（図 6B, C）。つまり、EBI3は IL-23Rαの発現を転写

レベルで調節しているのではなく、タンパク質発現
の安定性保持に関与していることがわかった。

HEK293T細胞 in vitro再構成系を用いた 
IL-23Rαタンパク安定性と 

カルネキシン、EBI3の相互作用との関わり

我々は次に HEK293T細胞に IL-12Rβ1、IL23Rα
及び EBI3の発現ベクターをトランスフェクション
で一過性に強制発現させたところ、これまでのマウ
ス脾臓由来 T細胞を用いた実験結果と同様にタン
パク質レベルで IL-12Rβ1の発現量は変わらなかっ
たが、EBI3の発現量依存的に IL23Rαの発現量は増
加した（図 7A, B）。また、その時の IL-12Rβ1と
IL-23Rαの mRNAの発現量は共に EBI3の発現量に
依存して変わることがなかった（図 7C）。

EBI3は最初に EBウイルス感染 B細胞において
小胞体に存在しシャペロン機能を有するカルネキシ
ンと結合する分子として同定されたが、その機能は
これまで不明であった1）。そこで我々は EBI3が IL-

23Rαタンパクの安定性に関与していることを見出
したので、まさに EBI3とカルネキシンの分子シャ
ペロンとしての機能の相互作用により IL-23Rαの
安定化に関わっているのではないかと考え、

図 6　（A）野生型及び EBI3欠損マウスの脾臓から単離したナイーブ CD4陽性 T細胞を用いた in vitro病原性 Th17分化
条件下における mRNA発現のリアルタイム PCR解析　（B）野生型及び EBI3欠損マウスの脾臓から単離したナイー
ブ CD4陽性 T細胞を用いた in vitro病原性 Th17分化誘導後の新規タンパク合成阻害薬シクロヘキシミド添加によ
るタンパク質安定性の評価　（C）（B）のタンパク質安定性解析の定量化　（A）の P値評価は 1-way ANOVA検定によ
る　*P<0.05 ; **P<0.01 ; ***P<0.001（文献 24より転載）
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HEK293T細胞に IL-12Rβ1、IL23Rα及び EBI3の発
現ベクターをトランスフェクションで一過性に強制
発現させた。カルネキシンは細胞内在性に恒常的に
発現しているので IL-23Rα、カルネキシン、EBI3
の 3者を免疫沈降したところ、互いに結合している
ことがわかった（図 8A）。さらに内在性に発現して
いるカルネキシンを CRISPR-Cas9法を用いてノッ
クアウトしたところ EBI3依存的な IL23Rαの発現
増強作用は消失した（図 8B, C）。

IL-23Rα変異と EBI3による 
タンパク安定性との関わり

IL-23Rαは細胞膜に発現して機能的に働くが、
IL-23が結合する細胞外領域とそのサイトカインシ

グナルを細胞内に情報伝達する細胞内領域が存在す
る21）。EBI3は IL-23Rαのどの領域に結合している
のかを調べるために、IL-23Rαの細胞外領域だけの
組み換え体（sIL-23Rα）を作製し、HEK293-F細胞
に全長の IL-23Rαまたは細胞外領域組み換え体の
sIL-23Rαを強制発現させ、さらに EBI3も発現させ
免疫沈降を行った。その結果全長の IL-23Rαと
EBI3の結合と同様に、細胞外領域組み換え体の
sIL-23Rαも EBI3と結合することがわかった（図
9A）。近年、ヒトの炎症性腸疾患と IL-23Rα変異と
の関連性を調べた報告によると、G149R、V362I、
R381Q変異は IL-23Rαを不安定化し、それにより
IL-23の刺激が減弱することで腸炎も抑制されるこ
とがわかった21-23）。3つの変異のうち、G149R変異

図 7　（A）HEK293T細胞に発現ベクターでそれぞれの遺伝子を強制発現させた後のウエスタンブロット解析　（B） （A）
のタンパク質発現量の定量化　（C）HEK293T細胞に発現ベクターでそれぞれの遺伝子を強制発現させた後の
mRNA発現量のリアルタイム PCR解析　（C）の P値評価は 1-way ANOVA検定による　*P<0.05 ;  ***P<0.001（文
献 24より転載）

図 8　（A）HEK293T細胞に発現ベクターでそれぞれの遺伝子を強制発現させ、 抗 FLAG抗体または抗 EBI3抗体で免疫沈
降を行った後のウエスタンブロット解析　（B） HEK293T細胞に発現ベクターでそれぞれの遺伝子を強制発現させ、
CRISPR-Cas9法で内在性のカルネキシンをノックアウトした後のウエスタンブロット解析　（C） （B）のタンパク質
発現の中で IL-23Rαの発現量を抗 FLAG抗体もしくは抗 IL-23Rα抗体で検出した時の定量化（文献 24より転載）
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は IL-23Rαの細胞外領域に存在していることから、
IL-23Rαの G149R変異体を作製し、HEK293T細胞
に IL-23Rα野生型または IL-23Rαの G149R変異体
をトランスフェクションで一過性に強制発現させ、
さらに EBI3を強制発現させた。IL-23Rα野生型及
び IL-23Rα G149R変異体の細胞膜での発現を共焦
点レーザー顕微鏡で観察したところ、IL-23Rα 
G149R変異体の細胞膜での発現は IL-23Rα野生型
に比べ低下しており、EBI3による発現増強作用が
減弱している可能性が示唆された（図 9B）。さらに、
免疫沈降を行ったところ、IL-23Rα G149R変異体は
IL-23Rα野生型に比べ EBI3との結合も低下してい
ることが分かった（図 9C, D）。つまりヒトの IL-

23Rαの発現安定化と腸炎の発症にも密接な関わり
があり、その発現安定化には EBI3が重要な役割を
果たしていることが示唆された。

ま　と　め

以上の結果をまとめると EBI3は小胞体内でシャ
ペロン分子であるカルネキシンと結合し、タンパク
質の正常な高次構造形成に重要な役割を果たしてい
ることがわかった24）。今回の報告では、EBI3は病
原性 Th17細胞で IL-23Rαの安定化を促し、細胞膜
表面での IL-23Rαの発現を高め、IL-12Rβ1ととも

に IL-23レセプターの安定した発現を維持すること
により、IL-23による刺激が持続され、それにより、
IFN-γ産生上昇、腸炎誘導が引き起こされるメカニ
ズムが明らかになった24）（図 10）。逆に EBI3非存
在下では IL-23Rαの不安定化、分解が促進される
こともわかった。EBI3はカルネキシンと同様にシャ
ペロン活性を有しているように考えられるが、カル
ネキシンと異なる点は、EBI3は恒常的に発現して
いるのではなく、CD4 陽性 T 細胞では CD3 や
CD28の刺激依存的に発現誘導されることである

図 9　（A）HEK293-F細胞に発現ベクターでそれぞれの遺伝子を強制発現させ、抗 FLAG抗体または抗 EBI3抗体で免疫
沈降を行った後のウエスタンブロット解析　（B） HEK293T細胞に発現ベクターでそれぞれの遺伝子を強制発現さ
せ、細胞膜及び細胞内染色後の共焦点レーザー顕微鏡での解析　（C）HEK293T細胞に発現ベクターでそれぞれの
遺伝子を強制発現させ、抗 EBI3抗体で免疫沈降を行った後のウエスタンブロット解析　（D）（C）の抗 EBI3抗体で
免疫沈降した EBI3の量に対する共沈してきた IL-23Rα野生型または IL-23RαG149R変異体のタンパク質の割合（D）
の P値評価は両側スチューデント T検定による　*P<0.05 （文献 24より転載）

図 10　 EBI3による小胞体分子シャペロンであるカルネキシ
ンを介した IL-23Rαの発現増強から腸炎誘導に至る
メカニズム（文献 24より転載）
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（図 2A）。つまり、T細胞が活性化されるなど、炎
症反応誘導時に発現されることで、炎症反応特異的
に機能するシャペロン様分子であると考えられる。
また、今回の知見から IL-12Rβ1は比較的恒常的に
発現されているが、IL-23Rαは非常に不安定な分子
であり、IL-23の刺激は IL-23Rαの安定性に依存的
であることが示唆された。つまり IL-23Rαは炎症
誘導時に EBI3が発現されるようなとても限定され
た条件下でのみ機能することで、逆に EBI3が誘導
されない条件下では炎症反応が持続しないような仕
組みが構築されていることになる。現在、小胞体に
おけるタンパク質の品質管理機構はとても詳しく解
明されてきており、それに関わる分子も数多く同定
されている。今回の我々の報告は小胞体でのタンパ
ク質品質管理機構における、免疫系での炎症誘導時
の新たなタンパク質制御機構を提唱したものであ
る。EBI3は初めカルネキシンと結合する分子とし
て同定されたが、その後、別のサイトカインとして
機能する分子とヘテロダイマーを形成することで、
サイトカインとしての機能する役割が中心であっ
た。しかし、今回サイトカインとしての機能ではな
く EBI3単独での細胞内因子としての新たな機能が
見出されたことで、今後、この EBI3の新たな標的
分子を探索し、EBI3の細胞内因子としての機能を
追求することで病態形成や新たな標的治療になるメ
カニズムを発見していきたい。
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