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緒言 

 

ヒトの免疫系は自然免疫と獲得免疫からなる。獲得免疫は抗原特異的な攻撃を

行う生体防御反応であり、B細胞やT細胞が担う。その始動には自然免疫が関わって

いる。自然免疫はマクロファージや樹状細胞が関与し、感染初期に発動する免疫系で

ある。獲得免疫が抗原を認識するのに対し、自然免疫は微生物の構成成分 (Pathogen 

associated molecular patterns: PAMPs)を認識する。これらは、パターン認識受容体

(Pattern Recognition Receptors: PRRs)により認識される 1。なかでも、Toll様受容体

(Toll-like receptors: TLRs)やRIG-I様受容体 (RIG-I-like receptors: RLRs)、NOD様

受容体 (NOD-like receptors: NLRs)が重要である 2。PRRsはPAMPsを認識すると

I型インターフェロン (Interferon: IFN)や炎症性サイトカインの産生を誘導し、一方

で、樹状細胞の成熟化等を介してT細胞等を活性化する 3,4。 

RNA をゲノムにもつウイルスの認識には、細胞質内 RNA ヘリケースである

Retinoic acid-inducible gene-I (RIG-I)やMelanoma differentiation-associated gene 

5 (MDA5)等のRLRsが重要である 5。これらのRLRsは樹状細胞やマクロファージだ

けなく、上皮細胞や線維芽細胞など様々な細胞で発現する 6。RLRsは細胞質内に侵入

したウイルス由来の二重鎖RNA (double-stranded RNA: dsRNA)を認識すると I型イ

ンターフェロンや Interleukin-6 (IL-6)等の炎症性サイトカイン産生を誘導する 7。ノ

ックアウトマウスの解析などから、RLRs をノックアウトしたマウスは水泡性口炎ウ

イルス (Vesicular stomatitis virus: VSV)等のウイルス感染に非常に弱くなりウイル

ス感染後の死亡率が著しく上昇することから、生体内における自然免疫応答に非常に

重要であることが知られている 6。 

RLRsは細胞質内でウイルスRNAやdsRNA合成アナログであるpolyinosinic: 

polycytidylic acid (polyI:C)等を認識する。RLRsの一つであるRIG-Iはこれらの核酸

と結合すると、リジン 63 鎖結合型のポリユビキチン修飾を受ける。このポリユビキ

チン修飾はTripartite motif-containing protein 25 (TRIM25)とRING finger protein 

leading to RIG-I activation (Riplet)の二つのユビキチンリガーゼによる 8,9。これらの

ユビキチンリガーゼによる RIG-I のポリユビキチン化が RIG-I の活性化に必須であ

ることが報告されている。一方で、RLRsのMDA5のポリユビキチン修飾については

十分に解明されていない。活性化した RLRs は、RNA を含む翻訳の開始前駆複合体

であるストレス顆粒 (Stress Granule: SG)へと局在する 10。これらの核酸の認識によ

りRLRsが活性化をすると、アダプター分子であるInterferon- promoter stimulator-

1 (IPS-1) (Mitochondrial antiviral signaling protein: MAVS/ Virus-induced signaling 

adaptor: VISA/ CARD adaptor inducing IFN-: Cardif)を活性化する 7,11,12。IPS-1は
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ミトコンドリアの外膜に主に局在し、一部、ペルオキシゾームにも局在することが報

告されている 13。更に最近の研究で、一部の IPS-1が小胞体 (Endoplasmic reticulum: 

ER)とミトコンドリアが接している領域であるMitochondria associated membranes 

(MAM)に局在していることが報告された 14。RLRsにより活性化した IPS-1は、プリ

オン様集積を引き起こす 15。このプリオン様集積の調整には、Mitofusin-1 (MFN-1)

やMFN-2と言ったミトコンドリアの調節因子が関与する 16,17。 

ウイルスのdsRNAやpolyI:Cは初期エンドソームや細胞表面に局在するTLR3

によっても認識される 18。TLR3 は、TIR domain-containing adapter molecule-1 

(TICAM-1) (TIR domain containing adapter inducing IFN-: TRIF))分子をアダプタ

ー分子とする 19,20。 

細胞質に存在するウイルス等のDNA は、細胞質に存在するDNA センサー分

子により認識される。これまでに、DNA-dependent activator of IFN-regulatory 

factors (DAI)21やGamma-interferon-inducible protein 16 (IFI16)22、DEAD (Asp-

Glu-Ala-Asp) box polypeptide 41 (DDX41)23、Cyclic GMP-AMP synthase (cGAS)24、

Meiotic Recombination 11 (Mre11)25、DNA-dependent protein kinase, catalytic 

subunit (DNA-PKcs)26 等が DNA センサーとして報告されている。これらは、

Stimulator of interferon genes (STING)をアダプター分子とし I型 IFNの誘導を引

き起こす 27,28。STINGは主にERに存在し、一部MAMにも存在する 27。 

これら DNA

センサーの中で、

cGAS 分子について

は、そのノックアウ

トマウスの解析結果

が報告され、cGASノ

ックアウトマウスで

は DNA ウイルスで

あるHerpes simplex 

virus type 1 (HSV-1)

感染時の I型 IFNや

IL-6 等の炎症性サイ

トカインの産生が樹

状細胞やマクロファ

ージで消失し、個体への感染実験でもこれらのサイトカインの産生が消失することが

報告された 29。 
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cGASは細胞質内のDNAを認識すると cyclic-GMP-AMP (cGAMP)を合成し、

これがSTINGにより認識され、STINGが活性化する 30。STINGのノックアウトマ

ウスも cGASノックアウトマウスと同様にHSV-1感染時の I型 IFN産生や炎症性サ

イトカインの産生が消失することが報告されている 24。 

これらノックアウトマウスの解析から、DNA に対する自然免疫応答には

cGAS-STING 経路が重要であると考えられているが、ヒトの細胞を用いた解析から

は、上記のRLRsがDNAに対する自然免疫応答に関与することが報告されている。

HEK293細胞では、細胞質内の dsDNAはRNA ポリメラーゼ IIIにより転写され、

その RNA が RIG-I により認識されると報告されている 31。一方で、RLRs が直接

dsDNA に結合し活性化するとの報告も存在する 32。RLRs は dsDNA により活性化

した場合もミトコンドリア上に存在する IPS-1 分子を介して I 型 IFN 産生を誘導す

る。つまり、DNAに対する自然免疫応答において、cGAS-STING経路とRIG-I経路

の役割が、ヒトとマウスで異なるのか、あるいは細胞の種類により異なるのかについ

てはまだ明確になっていないという問題点が存在する。 

ミトコンドリア上の IPS-1やER上のSTINGは、活性化すると共に、TANK-

binding kinase 1 (TBK1)と呼ばれるリン酸化酵素を活性化する。TBK1は活性化する

と自己リン酸化するとともに、転写因子の IFN regulatory factor-3 (IRF-3)をリン酸

化し、リン酸化した IRF-3は二量体を形成し核へと移行し、I型 IFNの一つ、IFN-

遺伝子のプロモーター領域に結合し転写を誘導する 33。一章では、このリン酸化した

TBK1 の細胞内局在を指標に、DNA に対する自然免疫応答の細胞特異性について検

討した。 

自然免疫応答はウイルスの抑制に重要である一方で、ウイルスは自然免疫応答

を抑制することで感染を成立させる。ヒトの肝癌の約 7割の原因となるC型肝炎ウイ

ルス (Hepatitis C virus: HCV)は、そのNonstructural protein 3-4A (NS3-4A)プロテ

アーゼにより、RIG-Iのアダプター分子の IPS-1や、RIG-Iのユビキチンリガーゼの

Riplet分子を切断させ I型 IFN産生を抑制することが知られている 34。一方で、HCV

のコアタンパク質はDDX3ヘリケースと IPS-1分子との結合を阻害する 35。DNAを

ゲノムにもつB型肝炎ウイルス(Hepatitis B virus: HBV)も、ヒトの肝癌の主要な原

因の一つである。本研究の一章で、HBV 感染時には RLRs 経路が働くことが示唆さ

れたことから、二章においては、HBV が RLRs 経路をどのように抑制するのかにつ

いて検討した。 

 

 



5 

 

略語表 

 

AMP 

BPB 

BSA 

CARD 

Cardif 

cccDNA 

cGAMP 

cGAS 

CPE 

dsRNA 

DAI 

DDX 

DMEM 

DNA 

DNA-PKcs 

EDTA 

EGF 

ER 

 

Adenosine monophosphate 

Bromophenol blue 

Bovine serum albumin 

Caspase activation and recruitment domain 

CARD adaptor inducing IFN- 

covalently closed circular DNA 

cyclic GMP-AMP 

cyclic GMP-AMP synthase 

Cytopathic effect 

double stranded RNA 

DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors 

DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 

Dulbecco's Modified Eagle's Medium 

Deoxyribonucleic acid 

DNA-dependent protein kinase, catalytic subunit 

Ethylenediaminetetraacetic acid 

Epidermal Growth Factor 

Endoplasmic reticulum 

FBS 

G3BP 

GMP 

GTP 

HA 

HBV 

HCV 

HEK 

HSV-1 

IFN 

IFI16 

IKK 

IL-6 

IPS-1 

Fetal bovine serum 

GTPase activating protein (SH3 domain) binding protein 1 

Guanosine monophosphate 

Guanosine triphosphate 

Hemagglutinin 

Hepatitis B Virus 

Hepatitis C Virus 

Human Embryonic Kidney 

Herpes simplex virus type 1 

Interferon 

Gamma-interferon-inducible protein 16 

Ikappa-B kinase 

Interleukin-6 

Interferon- promoter stimulator-1 
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IRF-3 

MAM 

MAVS 

MDA5 

ME 

MFN 

MOI 

Mre11 

mRNA 

MxA 

MyD88 

NAK 

NEAA 

NF-B 

NLRs 

NP-40 

NS3-4A 

NTCP 

PAGE 

PAMPs 

PBS 

PCR 

PMSF 

polyI:C 

PP2A 

PRRs 

PSEN 

PVDF 

RIG-I 

RING 

Riplet 

RLRs 

RNA 

RT 

SDS 

Interferon regulatory factor-3 

Mitochondria associated membranes 

Mitochondrial antiviral signaling protein 

Melanoma differentiation-associated gene 5 

Mercaptoethanol 

Mitofusin 

Multiplicity of infection 

Meiotic Recombination 11 

messenger RNA 

Myxovirus resistance A 

Myeloid differentiation factor 88 

NF-B-Activating Kinas 

Non essential amino acids 

Nuclear factor-kappa B 

Nucleotide binding oligomerization domain-like receptors 

Nonidet P-40 

Nonstructural protein 3-4A 

Sodium taurocholate cotransporting polypeptide 

Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis 

Pathogen associated molecular patterns 

Phosphate buffered saline 

Polymerase chain reaction 

Phenylmethylsulfonyl fluoride 

polyinosinic: polycytidylic acid 

Protein phosphatase 2 

Pattern Recognition Receptors 

Plesenilin 

Polyvinylidene difluoride 

Retinoic acid-inducible gene-I 

Really Interesting New Gene 

RING finger protein leading to RIG-I activation 

RIG-I-like receptors 

Ribonucleic acid 

Reverse transcription 

Sodium dodecyl sulfate 
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SG 

STAT 

STING 

TANK 

TBK1 

TICAM-1 

TIR 

TRAF 

TLRs 

TMEM173 

TRIF 

TRIM25 

VISA 

VSV 

WCL 

 

Stress Granule 

Signal Transducers and Activator of Transcription 

Stimulator of interferon genes 

TRAF family member-associated NF-kappa-B activator 

TANK-binding kinase 1 

TIR domain-containing adapter molecule-1 

Toll/interleukin-1 receptor 

Tumor necrosis factor receptor-associated factor 

Toll-like receptors 

transmembrane protein 173 

TIR domain containing adapter inducing IFN- 

Tripartite motif-containing protein 25 

Virus-induced signaling adaptor 

Vesicular stomatitis virus 

Whole-cell lysate 
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第一章 細胞質内DNA認識における p-TBK1の局在 

 

緒言 

  

DNAは通常核に存在することから、細胞質に存在するDNAはウイルスDNA

だけでなく、細菌や脊椎動物由来の DNA であっても自然免疫応答を誘導する 36,37。

この細胞質内のDNAに対する自然免疫応答では、TBK1分子が非常に重要な働きを

することが知られている。TBK1は活性化すると自己リン酸化し、さらに転写因子の

IRF-3をリン酸化する。リン酸化した IRF-3は二量体を形成し、核へと移行し、IFN-

遺伝子の転写を活性化する 33。 

細胞質内のDNAはノックアウトマウスを用いた解析から cGAS分子により主

に認識されると考えられている 29。cGAS はDNA に結合すると、セカンドメッセン

ジャーとして cGAMPと呼ばれる小分子を生成し、これがミトコンドリア上に存在す

るSTING分子を活性化する 30。活性化したSTINGはTBK1を介して I型 IFN産生

を誘導する 38。 

一方で、ヒトの培養細胞を用いた研究からRIG-Iが細胞質内のDNA認識に関

与することが報告されている。ヒトの肝細胞由来の細胞株であるHuH7.5細胞株では

ゲノム上のRIG-I遺伝子に変異が有る。その為、RIG-I異存的な自然免疫応答に欠損

を有する。これまでの報告から、ウイルスDNAによる自然免疫応答はHuH7.5細胞

では大きく低下しており、野生型のRIG-I遺伝子を形質導入することで、この欠損を

相補できることが報告されている 39。また、HEK293細胞株においては、細胞質内の

DNAはRNAポリメラーゼ IIIにより転写され、転写されたRNAがRIG-Iを介して

自然免疫応答を誘導する 31。さらに、東京大学の谷口維紹教授らのグループは、RIG-

I が直接 DNA に結合し、自然免疫応答を誘導することを報告している 32。このよう

に、DNA に対する自然免疫応答には一見すると矛盾する報告が存在することから、

詳細なメカニズムについては十分には解明されていない。 

自然免疫に関与する分子は細胞の特定の部位に局在することが知られている。

RIG-I は活性化すると SG と呼ばれる領域に局在する 10。RIG-I のアダプター分子で

ある IPS-1は主に、ミトコンドリア上に局在する。一方で、cGASのアダプター分子

である STING はER 上に局在することが知られている。当研究室では、リン酸化し

たTBK1に対する市販の抗体を用いることで、RIG-I活性化時には、p-TBK1は主に

ミトコンドリア上に局在することを発見した 34。RIG-I はミトコンドリア上に存在す

る IPS-1を活性化することから、これは、ミトコンドリア上でTBK1がリン酸化した



9 

 

ものと推測される。このように、自然免疫応答時の p-TBK1の細胞内局在は特定のオ

ルガネラに存在することから、DNAに対する自然免疫応答においても、p-TBK1が特

定のオルガネラに存在することが期待された。そこで本研究では、まず、DNA刺激時

の p-TBK1 の細胞内局在を観察した。結果、興味深いことに、HeLa 細胞や HepG2

やTHP-1細胞など、ヒト由来の細胞株では、DNA刺激時には主にミトコンドリア上

に局在したのに対し、RAW264.7細胞、L929細胞、マウス肝細胞株では主にSTING

上に局在した。これは細胞の種類によりDNA に対する自然免疫応答の分子機構が異

なることを示唆しており、ヒトとマウスでは、この分子機構が異なっている可能性が

考えられる。 
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実験材料と方法 

 

1. 実験材料 

 

1-1. 細胞 

 

溶液および緩衝液の組成 

 

PBS(-) 

 

NaHCO3水溶液 

トリプシン液 

137 mM NaCl, 8.1 mM Na2HPO4, 2.68 mM KCl,  

1.49 mM KH2PO4 

10% NaHCO3 

0.25% Trypsin-0.02% EDTA-PBS(-) 

 

試薬 

以下の試薬を各メーカーより購入した。 

 

FBS 

Eagle’s MEM “Nissui” ① Nissui, Japan 

DMEM (1.0 g/l Low Glucose) 

DMEM (4.5 g/l High Glucose) 

RPMI1640 

100 mU/ml PenicillinG, 100 μg/ml Streptomycin 

L-Glutamine 

NEAA 

Sodium Pyruvate 

HEPES 

Insulin solution from Bovin Pancreas 

EGF 

Dexamethasone 

Opti-MEM 

BioSource Intl., Inc. 

Nissui, Japan 

GIBCO-Invitrogen 

GIBCO-Invitrogen 

GIBCO-Invitrogen 

GIBCO-Invitrogen 

GIBCO-Invitrogen 

GIBCO-Invitrogen 

GIBCO-Invitrogen 

GIBCO-Invitrogen 

SIGMA 

Wako 

 

Invitrogen 

 

 

各細胞の培養条件・継代条件 
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1-1-1. HeLa細胞 

   ヒト子宮頸癌細胞株HeLa細胞は京都大学ウイルス研究所の藤田尚志教授より

供与された。あらかじめ 56℃で 30 分加熱し非働化した 10%(v/v) 牛胎児血清 FBS、

1%(v/v) L-Glutamine、NaHCO3を適量添加したEagle’s MEM 培地を用いて 37℃、

5% CO2 の条件下で培養した。細胞の回収にはトリプシン液を用いた。細胞の継代は

100% confluentになり次第行った。 

 

1-1-2. HEK293FT細胞 

   ヒト胎児腎細胞株 HEK293FT 細胞はレンチウイルス発現システム

(Invitrogen)に付属していたものを用いた。あらかじめ 56℃で 30 分加熱し非働化し

た 10%(v/v) 牛胎児血清FBS、100 mU/ml PenicillinG、100 g/ml Streptomycin、

0.1 mM NEAA、1 mM Sodium Pyruvateを添加したDMEM (4.5 g/l High Glucose)

を用いて 37℃、5%CO2の条件下で培養した。細胞の回収にはトリプシン液を用いた。

細胞の継代は100% confluentになり次第行った。 

 

1-1-3. HepG2細胞 

   ヒト肝癌細胞株 HepG2 細胞は慶応義塾大学医学部の吉村昭彦教授より供与さ

れた。あらかじめ 56℃で 30 分加熱し非動化した 10%(v/v) 牛胎児血清 FBS、100 

mU/ml PenicillinG、100 g/ml Streptomycin を添加した DMEM (1.0 g/l Low 

Glucose)を用いて 37℃、5%CO2の条件下で培養した。細胞の回収にはトリプシン液

を用いた。細胞の継代は 2 ~3日おきに行った。 

 

1-1-4. THP-1細胞 

   ヒト単球性白血病細胞株 THP-1 細胞は広島大学医学部の櫨木修教授より供与

された。あらかじめ 56℃で 30 分加熱し非動化した 10%(v/v) 牛胎児血清 FBS、100 

mU/ml PenicillinG、100 g/ml Streptomycinを添加したRPMI1640を用いて37℃、

5%CO2の条件下で培養した。細胞は浮遊細胞であり、細胞の継代は2 ~3日おきに行

った。 

 

1-1-5. RAW264.7細胞 

   マウスマクロファージ由来細胞株RAW264.7細胞はJapanese Cancer Reserch 

Resources Bankより購入した。あらかじめ56℃で30分加熱し非動化した10%(v/v) 

牛胎児血清 FBS、100 mU/ml PenicillinG、100 g/ml Streptomycin を添加した

RPMI1640を用いて37℃、5%CO2の条件下で培養した。細胞はスクレイパーを用い

て回収した。細胞の継代は100% confluentになり次第行った。 
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1-1-6. L929細胞 

   マウス線維芽細胞由来細胞株L929細胞はRIKEN BRC Cell Bankより購入し

た。あらかじめ56℃で30分加熱し非動化した10%(v/v) 牛胎児血清FBS、100 mU/ml 

PenicillinG、100 g/ml Streptomycinを添加したRPMI1640を用いて37℃、5%CO2

の条件下で培養した。細胞の回収にはトリプシン液を用いた。細胞の継代は 100% 

confluentになり次第行った。 

 

1-1-7. マウス由来肝細胞株 

   マウス肝臓細胞由来細胞株はDr. Hussein Hassan Alyにより樹立された 40。

あらかじめ 56℃で 30 分加熱し非動化した 10%(v/v) 牛胎児血清 FBS、100 mU/ml 

PenicillinG、100 g/ml Streptomycin、 0.1 mM NEAA、20 mM HEPES、0.5 μg/ml 

Insulin solution from Bovin Pancreas、44 mM 炭酸水素ナトリウム、0.2 mM L-ア

スコルビン酸-2-リン酸エステル、10 mM ニコチンアミド、10 ng/ml EGF、30 g/ml 

L-プロリン、100 pM Dexamethasoneを添加したDMEM (4.5 g/l High Glucose)を用

いて 37℃、5%CO2の条件下で培養した。細胞の回収にはトリプシン液を用いた。細

胞の継代は100% confluentになり次第行った。 

 

1-1-8. T-23細胞 

   ツパイ上皮細胞由来細胞株T-23細胞 (clone 8)は東京都医学総合研究所の小原

道法プロジェクトリーダーより供与された。あらかじめ 56℃で 30分加熱し非動化し

た 10%(v/v) 牛胎児血清FBS、100 mU/ml PenicillinG、100 g/ml Streptomycinを

添加したDMEM (1.0 g/l Low Glucose)を用いて 37℃、5%CO2の条件下で培養した。

細胞の回収にはトリプシン液を用いた。細胞の継代は 100% confluent になり次第行

った。 

 

1-1-9. Vero細胞 

   アフリカミドリザル腎臓上皮細胞由来細胞株 Vero 細胞は RIKEN BRC Cell 

Bank より購入した。あらかじめ 56℃で 30 分加熱し非動化した 10%(v/v) 牛胎児血

清FBS、100 mU/ml PenicillinG、100 g/ml Streptomycinを添加したDMEM (1.0 

g/l Low Glucose)を用いて 37℃、5%CO2の条件下で培養した。細胞の回収にはトリプ

シン液を用いた。細胞の継代は 100% confluentになり次第行った。 
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1-2. プラスミド 

 使用したプラスミドは以下の通りである。 

 

 empty/pEF-BOS (京都大学 長田重一教授より供与)41 

 pEF-BOS/hRIG-I CARD N末FLAG (京都大学 藤田尚志教授より供与)42 

 pTRE2hyg/ x1.4 HBV (広島大学 茶山一彰教授より供与)43 

pEF-BOS/hSTING-C末FLAG 

 pEF-BOS/hIPS-1-C末HA 

 pEF-BOS/hTICAM-1 C末HA 

 

 

2. 方法 

 

 

2-1. 細胞からのRNA抽出 

 

   細胞の総RNAの回収にはTRIzol Reagent (Invitrogen)を用いた。24ウェルプ

レートに撒いた細胞を500 lのTRIzolに懸濁しピペッティングをした後、室温で 15

分間インキュベートした。その後 100 lのクロロホルムを加えてボルテックスをし、

室温で 2分間インキュベートをした後、12,000 g、15分間遠心をして水層とクロロホ

ルム層を分離した。水層のみ回収し、同量のイソプロパノールを加えて転倒混合をし、

室温で20分間インキュベートした。その後15,000 g、20分間遠心をし上清を破棄し

たのち70% エタノールを 500 l加え、15,000 g、10分遠心をした。上清を破棄した

のち、風乾によりペレットを乾かした。 

ペレットは適量のNucrease-free Water (Ambion)に溶解し、Nano-View (GE 

Healthcare)を用いた吸光度測定により濃度測定した。 

 

 

2-2. 免疫染色 

 

   細胞をMicro Cover glass sheets (Matshnami)を入れた24ウェルプレートに

撒き、翌日にプラスミドをトランスフェクションした。刺激またはHSV-1感染を行う

場合には、その 24 時間後に行った。ミトコンドリアの染色を行う場合、培養上清を

500 nM MitoTracker Red CM-H2XRos (Invitrogen)を含む培地に置換し、37℃、5% 

当研究室で作成 
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CO2で 45分間インキュベートした。続いて上清をMitoTrackerを含まない培地に置

換し、更に37℃、5% CO2で45分間インキュベートを行った。 

   細胞はPBSで2回洗浄した後、3% ホルムアルデヒド-PBSを用いて室温で30

分間固定処理を行った。続いて 0.2% Triton-X100-PBS を用いて室温で 15 分間の透

過処理を行った。固定した細胞を 1% BSA-PBS を用い室温で 30 分間ブロッキング

し、1次抗体を室温で60分間反応させた。1% BSA-PBSで4回洗浄した後、暗所に

て 2 次抗体を室温、30 分間反応させた。1% BSA-PBS で 4 回洗浄した後 Prolong 

Gold antifade reagent with DAPI (Invitrogen)で封入した。 

   細胞の観察には共焦点レーザースキャン顕微鏡 (LSM510 Meta microscope、

Zeiss)を用いて対物レンズ倍率 x63oil で観察し、同ソフトにて Colocalization 

coefficientの計算を行った。 

   実験に用いた抗体と希釈倍率を以下に示す。 

 

 FLAG mAb M2(SIGMA) 

 FLAG pAb (SIGMA) 

 HA mAb (COVANCE) 

 HA pAb (SIGMA) 

 Phospho-TBK1/NAK (Ser172) (D52C2) XP® Rabbit mAb  

(Cell Signaling Technology) 

 Anti-NAK antibody [EP611Y] Rabbit mAb (Abcam) 

 Anti-Mitofusin 1 Antibody mouse mAb (Abcam) 

 Anti-Presenilin 1 antibody [APS 11] mouse mAb (Abcam) 

 Anti-G3BP antibody mouse mAb (Abcam) 

  Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Mouse IgG (H+L) Antibody 

     (Life Technology) 

  Alexa Fluor® 594Goat Anti-Mouse IgG (H+L) Antibody 

     (Life Technology) 

  Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) Antibody 

     (Life Technology) 

  Alexa Fluor® 569 Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) Antibody 

     (Life Technology) 

Alexa Fluor® 594 Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) Antibody 

     (Life Technology) 

1:1000 

1:1000 

1:1000 

1:1000 

 

1:100 

1:500 

1:400 

1:200 

1:300 

 

1:400 

 

1:400 

 

1:400 

 

1:400 

  

1:400 
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2-3. RT-PCR、定量PCR 

    

TRIzolにより回収した総RNA から 100-1000 ng のRNA を用いて定量 PCR

を行った。RNAは37℃、30分間DNaseI (Promega)処理を行い、DNAを除去した。

その後DNaseI は 2.5 mM EDTA を加え 80℃、2 分間インキュベートする事で不活

化した。続いて High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kits (Applied 

Biosystems)を用いてRT-PCRを行った。RT-PCRの条件は、25℃ 10分、37℃ 120

分、85℃ 5分、4℃ ∞で行った。 

   RT-PCR により得た cDNA をテンプレートに定量 PCR を行った。定量 PCR

は Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)を用い、StepOne™ 

Real-Time PCR System (Applied Biosystems)により Ct 値を測定し、mRNA 量を

Ct法により算出した。内部標準には-actinを用いた。 

   使用したプライマーの配列は以下に示す。 

 

 h-actin F 

 h-actin R 

 hIPS-1 F 

 hIPS-1 R 

 hSTING F 

 hSTING R 

 hIFN- F 

 hIFN- R 

 m-actin F 

 m-actin R 

 mIPS-1 F 

 mIPS-1 R 

 mSTING F 

 mSTING R 

 mIFN- F 

  mIFN--R 

CCTGGCACCCAGCACAAT 

GCCGATCCACACGGAGTACT 

GGTACCCGAGTCTCGTTTCCT 

TTGTCTTCAGCAAACGGCATT 

GAGAGCCACCAGAGCACAC 

CGCACAGTCCTCCAGTAGC 

CAACTTGCTTGGATTCCTACAAAG 

TATTCAAGCCTCCCATTCAATTG 

TTTGCAGCTCCTTCGTTGC 

TCGTCATCCATGGCGAACT 

AGCCCTCCAGAGAGCATCAA 

GAGGCAACATTTGCTGCGT 

CCTAGCCTCGCACGAACTGG 

CGCACAGCCTTCCAGTAGC 

CCCTATGGAGATGACGGAGA 

TCCCACGTCAATCTTTCCTC

 

 

2-4. HSV-1ウイルスの培養、感染実験 
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   HSV-1 (K strain) (東京慈恵医科大学 近藤一博教授より供与)は Vero 細胞に

MOI=0.1で感染させて培養した。24-48時間後にCPEを確認した後、その上清を回

収し-80℃で凍結保存した。 

 

 

2-5. SDS-PAGE、ウェスタンブロット 

 

   10%アクリルアミドゲル電気泳動によりサンプルを分離した。泳動バッファー

には25 mM Tris、0.19 M glycine、0.1% SDSを含む溶液を用いた。続いてメタノー

ルで親水処理を行い、Blotting Buffer (25 mM Tris-HCl、40 mM glycine、20% 

methanol (pH 9.4))で平衡化をした PVDF 膜 (MILLIPORE)へ転写した。転写は、

Blotting Bufferへ浸したろ紙各 3 枚でPVDF膜およびゲルを挟み、100 mA、90分

間の通電により行った。転写後、PVDF膜をBlocking Buffer (5% Skimmilk、0.5 M 

NaCl、20 mM Tris-HCl (pH7.4))中で60分間振盪した。その後Wash Buffer (0.1%(v/v) 

Tween20, 0.5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl (pH 7.4))で5分間 3回振盪しPVDF膜を洗

浄した。各実験に適した一次抗体をWash Bufferに希釈し、室温で60分間反応した。

更に Wash Buffer 中で 5 分間 3 回の洗浄をした後、一次抗体の検出に適した二次抗

体を加えたWash Buffer中にて室温で60分反応した。PVDF膜をWash Buffer中で

5 分 3 回の振盪の後、検出を行った。検出には ECL または ECL prime (GE 

Healthcare)を用いた。 

 

 

2-6. RNA干渉 

 

   細胞を各実験に適したプレートに撒き、翌日に siRNA のトランスフェクショ

ンを行った。実験に応じて 3-10 Mの siRNAを lipofectamine iMAXを用いてトラ

ンスフェクションした。細胞は 48 時間後に回収し、ルシフェラーゼアッセイ、定量

PCR、ウェスタンブロットを行った。 

   siRNA negative control (AM4635)および si humanTMEM173 (s50645)、si 

human IPS-1 (s33178)、si mouseTMEM173 (s91057)、si mouseIPS-1 (s72976)は

ambion-Applied Biosystemsより購入した。 
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結果 

1.1 HeLa細胞におけるp-TBK1の細胞内局在 

 

   RIG-I タンパク質の CARD 領域を pEF-BOS ベクターを用いて、細胞内で一

過的に過剰発現させると、RIG-I 下流のシグナルが活性化することが知らている。そ

こで、RIG-I CARDをHeLa細胞に過剰発現したところ、RIG-I下流のTBK1がリン

酸化する事がウェスタンブロットにより観察された (Fig.1-1 A)。次に、TICAM-1、

STING、IPS-1の過剰発現に於いても、それぞれの下流のシグナルが活性化する事が

知られていることから、TICAM-1、STING、IPS-1を過剰発現させることでも、TBK1

がリン酸化されることをウェスタンブロットにより確認した (Fig.1-1 A)。 

   次に、これらの分子を過剰発現した際の p-TBK1 や TBK1 が HeLa 細胞内の

どこに局在しているのかを、p-TBK1とTBK1に特異的な抗体を用いて共焦点顕微鏡

により観察した。すると、RIG-I CARDや IPS-1を過剰発現した場合には、p-TBK1

はミトコンドリアに局在した (Fig.1-1 B)。またSTINGを過剰発現した細胞において

も、p-TBK1のミトコンドリアへの局在が観察された (Fig.1-1 B)。統計的な解析を行

ったところ、RIG-I CARD、IPS-1、STINGの過剰発現により誘導された p-TBK1の

70%以上がミトコンドリアに局在し、共局在していると判断できる (Fig.1-1 C)。一方

でTICAM-1を過剰発現させた細胞では p-TBK1はミトコンドリアには局在せず、細

胞質内にドット上に分布した (Fig.1-1 B)。また、いずれの場合においても総TBK1は

細胞質全体に強く発現していた。 
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Figure.1-1 HeLa細胞におけるp-TBK1の発現と局在の観察 
(A) 6ウェルプレートにHeLa細胞を撒き、翌日に空ベクターまたはRIG-I CARD、TICAM-1、STING、
IPS-1の発現プラスミドを 1.2 gトランスフェクションした。24時間後に細胞のライセートを回収し、
SDS-PAGEで分離した。各タンパク質の発現は抗p-TBK1抗体、抗TBK1抗体、抗-actin抗体を用い、
ウェスタンブロットにより行った。(BとC) 24ウェルプレートにHeLa細胞を撒き、翌日に空ベクター
またはRIG-I CARD、TICAM-1、STING、IPS-1の発現プラスミドを0.3 gトランスフェクションし
た。トランスフェクションから 24時間後、Mitotracker Redを用いてミトコンドリアを染色後に細胞を
固定し、p-TBK1またはTBK1抗体にて細胞を染色した。p-TBK1のColocalization coefficientsはn=3、
平均値±標準偏差により求めた。(B)に示す写真は 3回の異なる実験のうち、代表的なものを載せた。 
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1-2. HeLa細胞での細胞質内核酸刺激によるp-TBK1の細胞内局在 

 

      次に polyI:Cや脊椎動物由来の dsDNAで刺激した場合の p-TBK1の局在を観

察した。まず p-TBK1は polyI:Cや dsDNAの刺激により誘導される事をウェスタン

ブロットにより確認した (Fig.1-2 A)。 

   polyI:C や dsDNA 刺激により現れる p-TBK1 の細胞内局在を共焦点顕微鏡に

より観察したところ、polyI:C や dsDNA をトランスフェクションし刺激した細胞で

は、p-TBK1がミトコンドリア上に局在していた (Fig.1-2 B)。どの程度ミトコンドリ

ア上に局在するかを評価するために、Colocalization Coefficientの値を求めたところ、

p-TBK1 の 80%以上がミトコンドリアへ局在していることが明らかとなった (Fig.1-

2 C)。これはミ

トコンドリア

と共局在して

いると表現し

ても差し支え

ない値である。

一方で細胞上

清中に polyI:C

を 添 加 し 、

TLR3 を刺激

した細胞では、

TICAM-1 を過

剰発現した細

胞と同様に、p-

TBK1 はミト

コンドリア上

には局在しな

かった (Fig.1-

2 B)。 
Figure.1-2 HeLa細胞での細胞質内核酸刺激におけるp-TBK1の発現と局在の観察 
(A) 6ウェルプレートにHeLa細胞を撒き、翌日に100 g/mlのpolyI:C (情勢に加える)または2 g/ml
のpolyI:C (トランスフェクション)、2 g/mlの鮭精子由来 dsDNA (トランスフェクション)により細胞
を刺激した。6時間刺激をした後、細胞のライセートを回収し、SDS-PAGEで分離した。各タンパク質
の発現は抗 p-TBK1 抗体、抗 TBK1 抗体、抗-actin 抗体を用い、ウェスタンブロットにより行った。
(BとC) 24ウェルプレートにHeLa細胞を撒き、翌日に100 g/mlのpolyI:C (上清に加える)または 
2 g/mlのpolyI:C (トランスフェクション)、2 g/mlの鮭精子由来 dsDNA (トランスフェクション)によ
り細胞を刺激した。6時間刺激をした後MitoTracker Redを用いてミトコンドリアを染色後に細胞を固
定し、p-TBK1またはTBK1抗体にて細胞を染色した。p-TBK1のColocalization coefficientsはn=3、
平均値±標準偏差により求めた。(B)に示す写真は 3回の異なる実験のうち、代表的なものを載せた。 
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1-3. HeLa細胞における p-TBK1と細胞内タンパク質の共局在 

 

   次に、リン酸化したTBK1がどのようなタンパク質と共局在しているのかを観

察した。polyI:C を細胞質内にトランスフェクションして刺激をした HeLa 細胞では

トコンドリア外膜に局在するMFN-1とp-TBK1が共局在した (Fig.1-3 A)。SGのマ

ーカーであるGTPase activating protein (SH3 domain) binding protein 1 (G3BP)は

p-TBK1と僅かに共局在した (Fig.1-3 A)。 

HAタグの付いた IPS-1やFLAGタグの付いたSTINGをHeLa細胞に過剰発

現させ p-TBK1 の局在を比較したところ、polyI:C トランスフェクション刺激により

現れる p-TBK1 は主に IPS-1 と共局在し、STING とはほとんど共局在しなかった 

(Fig.1-3 A,B)。 

   DNAトランスフェクション刺激においても同様に、p-TBK1は IPS-1やMFN-

1と共局在した (Fig.1-3 C, E)。またこの時、MAMのマーカー分子であるPresenilin-

1 (PSEN-1)44やSTINGとも一部共局在した (Fig.1-3 D, F)。統計的な解析を行った

ところ、p-TBK1 と HA タグの付いた IPS-1 や MFN-1 の共局在の程度を示す

Colocalization coefficient の値は、60%以上であったのに対し、FLAGタグの付いた

STINGとは10%以下の値であった。一方で、PSEN-1とでは、およそ30%程度であ

った (Fig.1-3 G)。 

 

 
Figure.1-3 HeLa細胞での様々な分子や細胞小器官とp-TBK1の共局在の観察 
(A) 24ウェルプレートにHeLa細胞を撒き、翌日に 2 g/mlの polyI:Cでトランスフェクションにより
刺激をした。刺激から6時間後に細胞を固定し、抗TBK1抗体と抗FLAG抗体または抗HA抗体、 
抗MFN-1抗体、抗G3BP抗体により細胞を染色した。IPS-1またはSTINGの局在を観察する場合は、
HeLa細胞を撒いた翌日にHAタグの付いた IPS-1またはFLAGタグの付いたSTINGの発現プラスミ
ドをトランスフェクションし、その24時間後に刺激を行った。 
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(B) 24ウェルプレートにHeLa細胞を撒き、翌日にHAタグの付いた IPS-1または FLAGタグの付い
たSTINGの発現プラスミドをトランスフェクションした。トランスフェクションから24時間後に細胞
を固定し、抗TBK1抗体と抗FLAG抗体または抗HA抗体を用いて細胞を染色した。(CとD) 24ウェ
ルプレートにHeLa細胞を撒き、その翌日に0.3 gのHAタグの付いた IPS-1 (C)または、FLAGタグ
の付いたSTING (D)発現ベクターをトランスフェクションした。トランスフェクションから24時間後、
1 gの鮭精子由来dsDNAをトランスフェクションし、細胞を6時間刺激した。その後細胞を固定し、
抗 p-TBK1抗体と抗HA抗体または抗 FLAG抗体にて細胞を染色した。ヒストグラムは、Marge写真
の白い線上の蛍光強度を示す。(Eと F) 24ウェルプレートにHeLa細胞を撒き、翌日に 1 gの鮭精子
由来dsDNAをトランスフェクションし、細胞を 6時間刺激した。その後細胞を固定し、抗p-TBK1抗
体と抗MFN-1抗体または抗PSEN-1抗体により細胞を染色した。ヒストグラムは、Marge写真の白い
線上の蛍光強度を示す。 
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(G) (C-F)の写真におけるp-TBK1のColocalization coefficientsを示す。値はn=3、平均値±標準偏差に
より求めた。(A-F)に示す写真は3回の異なる実験のうち、代表的なものを載せた。 
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1-4. 様々な細胞株での細胞質内DNA刺激によるp-TBK1の細胞内局在 

 

   次にHeLa細胞以外の細胞株において細胞質内DNA刺激によるp-TBK1がミ

トコンドリアへ局在するかどうかを、ミトコンドリアを染色するMitotracker試薬を

用いて観察した。ヒト肝癌由来細胞株HepG2細胞では、HeLa細胞と同様に、p-TBK1

はミトコンドリアに局在した (Fig.1-4 A)。一方で、マウス由来細胞株のRAW264.7細

胞やL929細胞、マウス肝臓由来細胞株、更にツパイ由来細胞株のT-23細胞株では、

p-TBK1はミトコンドリアに局在しなかった (Fig.1-4 B-E)。ミトコンドリアへ局在し

ている p-TBK1 の割合を示す Colocalization coefficient の値は、RAW264.7 細胞や

929細胞、マウス肝臓由来細胞株、T-23細胞では 20%未満であり、共局在していると

は判断できない (Fig.1-4 F)。 

   またこの時、RAW264.7細胞やL929細胞、マウス肝臓由来細胞株、T-23細胞

ではp-TBK1は過剰発現したSTINGと共局在した (Fig.1-4 G-L)。 

   以上より、細胞質内DNA刺激によるp-TBK1の局在は、HeLa細胞とHepG2

細胞ではミトコンドリアに局在し、RAW264.7細胞やL929細胞、マウス肝臓由来細

胞株、T-23 細胞ではミトコンドリアへはほとんど局在せず、STING と局在した。こ

れはp-TBK1の局在の細胞特異性を示している。 
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Figure.1-4 細胞質

内DNA刺激による 

p-TBK1のミトコン

ドリアへの局在は

細胞特異的である 

(A-E) 24ウェルプレ
ートにHepG2細胞 
(A)とL929細胞 (B)、
RAW264.7 細 胞 
(C)、マウス肝細胞由
来細胞株 (D)、T-23
細胞 (E)を撒き、翌
日に 1 g の鮭精子
由来dsDNAをトラ
ンスフェクション
し、細胞を6時間刺
激した。その後
Mitotracker Redを
用いてミトコンド
リアを染色後に細
胞を固定し、 
抗 p-TBK1 抗体に
て染色を行った。ヒ
ストグラムは、
Marge 写真の白い
線上の蛍光強度を
示す。(F) (A-E)の写
真におけるp-TBK1
とミトコンドリア
の Colocalization 
coefficientsを示す。
値はn=3、 
平均値±標準偏差
により求めた。(A-
E)に示す写真は3回
の異なる実験のう
ち、代表的なものを
載せた。図は全て 
p-TBK1 ( 緑 ) と
STING-FLAG (赤)
の共局在を観察し
ている。 
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(G-L) 24ウェルプレ
ートに HepG2 細胞 
(G) と L929 細胞 
(H)、RAW264.7細胞 
(I)、マウス肝細胞由
来細胞株 (J)、T-23
細胞 (K)を撒き、翌
日に0.3 gのFLAG
タ グ の 付 い た
STING 発現ベクタ
ーをトランスフェク
ションし、その24時
間後に 1 μg の鮭精
子由来 dsDNA で細
胞を6時間刺激した。
その後細胞を固定し、
抗p-TBK1抗体と抗
FLAG抗体にて染色
を行った。ヒストグ
ラムは、Marge写真
の白い線上の蛍光強
度を示す。(L) (G-L)
の写真における p-
TBK1と STINGの

Colocalization 
coefficients を示す。
値はn=3、平均値±
標準偏差により求め
た。(G-L)に示す写真
は3回の異なる実験
のうち、代表的なも
のを載せた。図は全
て p-TBK1 (緑)と
STING-FLAG (赤)
の共局在を観察して
いる。 
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1-5. ヒト由来細胞株における細胞質内ウイルスDNAへの応答 

 

これまでの刺激では鮭由来のゲノム DNA を用いて刺激したが、ウイルス由

来DNA でも同様のことが観察されるかどうかについて次に検討をおこなった。完全

長の HBV ゲノムをコードするプラスミドを HepG2 にトランスフェクションすると

ウイルスが作られるため、I型 IFNはほとんど産生されない 45-48。そこでHBVタン

パク質により自然免疫応答が抑制されるのを避けるため、HBV ゲノム DNA の一部

の断片を用いてトランスフェクションし刺激した。HBV のゲノムを 4 つに分け (F1 

– F4)、断片を作成した (Fig.1-5 A)。それぞれの断片を用いてRAW264.7細胞を刺激

すると IFN-のmRNAを産生した (Fig.1-5 B)。断片による IFN-産生量に大きな差

がなかったため、以降はゲノム断片のF1を用いて実験を行った。 

   HBVのゲノム断片のF1を用いてHepG2細胞を刺激すると、p-TBK1はミト

コンドリアへ局在し (Fig.1-5 C)、過剰発現した IPS-1と共局在し、STINGとはほと

んど共局在しなかった (Fig.1-5 C, D)。一方でRAW264.7細胞やマウス肝臓由細胞株、

T-23 細胞にHBVのゲノム断片 F1 をトランスフェクションすると、p-TBK1はミト

コンドリアへは局在せず、そのほとんどがSTINGへ局在した (Fig.1-5 E-J)。 

 

 

 
 
 
Figure.1-5 HBVゲノムDNA刺激により出現するp-TBK1の局在 
(A) (B-J)で用いたHBVゲノム断片の概要図。(B) RAW264.7細胞を鮭精子由来dsDNAまたはHBVゲ
ノム断片F1、F2、F3、F4をトランスフェクションにより刺激した。刺激をしてから6時間後に未刺激
の細胞と共に回収し、定量PCRにより IFN-のmRNAの発現を調べた。 
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(CとD) 24ウェルプレートにHepG2細胞を撒き、翌日に 0.3 gの空ベクターまたはHAタグの付いた
IPS-1、FLAGタグの付いたSTINGの発現ベクターをトランスフェクションした。トランスフェクショ
ンから 24 時間後に 1 g のHBV ゲノム断片をトランスフェクションし、6 時間刺激をした。その後細
胞を固定し、抗p-TBK1抗体と抗HA抗体または抗FLAG抗体を用いて細胞を染色した。、ミトコンド
リアを染色する場合は固定前にMitoTracker Redにて染色を行った。図は左から、p-TBK1 (緑)とミト
コンドリア(赤)、p-TBK1 (緑)と IPS-1-HA (赤)、p-TBK1 (赤)とSTING-FLAG (緑)の共局在を観察して
いる。(D)に p-TBK1とミトコンドリアまたは IPS-1、STINGとのColocalization coefficientsを示す。
値はn=3、平均値±標準偏差により求めた。(C)に示す写真は 3回の異なる実験のうち、代表的なものを
載せた。 
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(E-J) 24ウェルプレートにRAW264.7細胞 (EとF)、マウス細胞由来細胞株 (GとH)、T-23細胞 (Iと
J)を撒き、翌日に0.3 gの空ベクターまたはHAタグの付いた IPS-1、FLAGタグの付いたSTINGの
発現ベクターをトランスフェクションした。トランスフェクションから 24時間後に 1 gのHBVゲノ
ム断片をトランスフェクションし、6 時間刺激をした。その後細胞を固定し、抗 p-TBK1 抗体と抗 HA
抗体または抗 FLAG 抗体を用いて細胞を染色した。、ミトコンドリアを染色する場合は固定前に
MitoTracker Redにて染色を行った。(F、H、J) に p-TBK1とミトコンドリア (mito.)または IPS-1、
STINGとのColocalization coefficientsを示す。値はn=3、平均値±標準偏差により求めた。(E、G、I)
に示す写真は3回の異なる実験のうち、代表的なものを載せた。 
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1-6. HSV-1感染によるp-TBK1の細胞内局在 

 

次にDNAウイルスである単純ヘルペスウイルス1 (HSV-1)感染によるp-TBK1

の局在を観察した。HeLa 細胞やHepG2細胞では p-TBK1はミトコンドリアへ局在

したが、マウス肝臓由来細胞株や T-23 細胞では p-TBK1 は STING と共局在した 

(Fig.1-6 A-D)。統計解析においても、ミトコンドリアへ局在する p-TBK1 の割合は

HeLa細胞とHepG2細胞で高く、マウス肝臓由来細胞株やT-23細胞では 20%未満で

あった (Fig.1-6 E)。 

Figure.1-6 HSV-1感染応答におけるp-TBK1の細胞内局在 
(A-D) 24ウェルプレートにHeLa (A)、HepG2 (B)、マウス肝臓由来細胞株 (C)、T-23細胞 (D)を撒き、
翌日にHSV-1に感染させた。感染から24後にMitoTracker Redを用いてミトコンドリアを染色後に細
胞を固定し、抗p-TBK1抗体にて染色を行った。ヒストグラムは、Marge写真の白い線上の蛍光強度を
示す。(E) (A-D)の写真における p-TBK1 とミトコンドリアの Colocalization coefficients を示す。値は
n=3、平均値±標準偏差により求めた。(A-D)に示す写真は 3回の異なる実験のうち、代表的なものを載
せた。 
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1-7. 細胞質内DNA刺激における IPS-1細胞特異的な役割 

 

   これまでの観察で、HeLa 細胞を dsDNA のトランスフェクションにより刺激

すると、p-TBK1は IPS-1と共局在していた。このことから、HeLa細胞では細胞質

内 DNA 刺激による応答において IPS-1 が必要であるか否かを siRNA を用いて検討

した。 

HeLa 細胞にネガティブコントロールもしくは IPS-1 の siRNA をトランスフ

ェクションした。その 48 時間後に脊椎動物由来 dsDNA もしくは HBV ゲノム断片

F1をトランスフェクションして 6時間刺激をした。IPS-1の siRNAは未刺激または

dsDNA刺激をした細胞で IPS-1のmRNAを減少することを定量PCRにより確認し

た (Fig.1-7 A)。HeLa細胞では、IPS-1をノックダウンすると、細胞質内DNA刺激

によりミトコンドリアへ局在するp-TBK1の量が減少した (Fig.1-7 B)。 

細胞質内DNA 応答に必須と言われている STING についても同様の実験を行

った。すると、siRNAでSTINGをノックダウンさせた場合もミトコンドリアへ局在

する p-TBK1が減少した (Fig.1-7 B)。次にウェスタンブロットにより p-TBK1の量

を観察したところ、DNA 刺激をした細胞では IPS-1 をノックダウンすると p-TBK1

の量が減少した (Fig.1-7 C)。STINGをノックダウンした場合にも同様に p-TBK1の

量が減少した (Fig.1-7 E)。更に、IPS-1またはSTINGをノックダウンし、脊椎動物

由来dsDNAまたはHBVゲノム断片F1で刺激した場合での IFN-のmRNAの発現

量の変化を定量 PCR により観察した。HeLa 細胞では IPS-1 または STING をノッ

クダウンすると、IFN-のmRNAの発現量が減少した (Fig.1-7 D)。 

続いて dsDNA刺激時に p-TBK1が STINGに局在していたL929細胞で同様

の実験を行った。L929 細胞での IPS-1 または STING のノックダウンの効率は定量

PCR で確認し、どちらの siRNA もそれぞれのmRNA を減少していることを確認し

た。L929 細胞の IPS-1 または STING をノックダウンし、脊椎動物由来 dsDNA も

しくはHBVゲノム断片F1で刺激をすると、STINGをノックダウンした場合にのみ

IFN-のmRNAが減少した (Fig.1-7 F)。 

   以上より、HeLa細胞では細胞質内 dsDNA応答による IFN-産生に IPS-1と

STINGのどちらの分子も重要であるということ、L929細胞はSTINGのみが重要で

あることが明らかとなった。 
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Figure.1-7 IPS-1またはSTINGをノックダウンした細胞でのp-TBK1の発現量 
(A) 24ウェルプレートにHeLa細胞を撒き、その翌日に 6 pmolの control、IPS-1、STINGの siRNA
をトランスフェクションした。その48時間後に1 gの鮭精子由来dsDNAまたはHBVゲノム断片F1
をトランスフェクションし、6時間刺激をした。その後TRIzolを用いて総RNAを回収し、定量PCRに
より IPS-1、STING、-actinのmRNA発現量を測定した。数値は”Mock si control”のサンプルの値に
対する割合で示した。(B-D) HeLa細胞を撒いた翌日に6 pmolの control、IPS-1、STINGの siRNAを
トランスフェクションした。その48時間後に1 gのHBVゲノム断片をトランスフェクションし、6時
間刺激をした。24ウェルプレートに細胞を撒き、刺激後にMitotracker Redを用いてミトコンドリアを
染色した後細胞を固定し、抗 p-TBK1抗体にて染色を行った (B)、もしくは 6ウェルプレートに細胞を
撒き、刺激の後に細胞のライセートを回収し、SDS-PAGEとウェスタンブロットにより発現量を調べた  

 

B 
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(CとD)。(E) 24ウェルプレートにHeLa細胞を撒き、その翌日に 6 pmolの control、IPS-1、STING
の siRNAをトランスフェクションした。その48時間後に 1 gの鮭精子由来dsDNAまたはHBVゲノ
ム断片F1をトランスフェクションし、6時間刺激をした。その後TRIzolを用いて総RNAを回収し、
定量PCRにより IFN-、-actinのmRNA発現量を測定した。数値は”Mock si control”のサンプルの値
に対する割合で示した。(F) 24ウェルプレートにL929細胞を撒き、その翌日に6 pmolの control、 
IPS-1、STINGの siRNAをトランスフェクションした。その48時間後に1 gの鮭精子由来dsDNAま
たは HBV ゲノム断片 F1 をトランスフェクションし、6 時間刺激をした。その後 TRIzol を用いて総
RNAを回収し、定量PCRにより IFN-、IPS-1、STING、-actinのmRNA発現量を測定した。数値
は”Mock si control”のサンプルの値に対する割合で示した。 
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1-8. THP-1細胞での細胞質内DNA刺激によるp-TBK1の局在 

 

   L929 細胞や RAW264.7 細胞は、HeLa細胞に比べると、細胞質内DNA 刺激

による IFN-のmRNAの発現量が多い (Fig.1-8 A)。L929細胞やRAW264.7細胞の

様にDNAに対して強い応答を示す細胞では p-TBK1が STING に局在し、HeLa 細

胞の様にDNA に対して弱い応答を示す細胞ではミトコンドリアに局在する可能性が

考えられた。この考察を検討するため、L929細胞と同程度の IFN-のmRNA発現量

を示した (Fig.1-8 B)、単球様の細胞であるTHP-1細胞を用いて実験を行った。 

   結果、HeLa 細胞と同様に、dsDNA 刺激による p-TBK1 はミトコンドリアへ

局在した。 

 

 

    

 

 
Figure.1-9 THP-1細胞でのpolyI:CまたはdsDNA細胞質内刺激によるp-TBK1の細胞内局在 
(A) HeLa細胞または、THP-1細胞、RAW264.7細胞、L929細胞に 2 g/mLの鮭精子由来 dsDNAを
トランスフェクションした。6時間刺激の後TRIzolを用いて総RNAを回収し、定量PCRにより 
IFN-、-actinのmRNA発現量を測定した。数値はHeLa細胞のサンプルの値に対する割合で示した。
(B) 24ウェルプレートにTHP-1細胞を撒き、翌日2 g/mlのpolyI:Cまたは鮭精子由来 dsDNA 、HBV
ゲノム断片F1をトランスフェクションした。細胞を 6時間刺激した後Mitotracker Redを用いてミト
コンドリアを染色後に細胞を固定し、抗p-TBK1抗体にて染色を行った。 

 

 

 

 

A B 
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考察 

 

TBK1分子は細胞質内のDNAに対する自然免疫応答において非常に重要な役

割を果たす。本研究では、このリン酸化したTBK1の細胞内局在を様々な細胞株を用

いて観察したところ、ヒト由来のHeLa細胞、HepG2細胞、THP-1細胞では、ウイ

ルス由来のDNA に応答し、主にミトコンドリア上に局在するの対し、マウス由来の

細胞株であるRAW264.7細胞、L929細胞、肝細胞や、ツパイ由来のT-23細胞では、

ウイルス由来のDNA に応答し、主にミトコンドリア以外の場所に局在し、STING分

子と共局在することが明らかとなった。これは、DNA 刺激時の p-TBK1 の局在は、

細胞特異的であることを示している。 

これまでのノックアウトマウスを用いた研究からは、様々なDNA センサーの

中でも cGAS分子が非常に重要な役割を果たし、cGASをノックアウトすることで、

DNAに対する自然免疫応答としての I 型 IFN産生が消失することが報告されている

29。しかし、本研究では、p-TBK1の局在を指標とすることで、ヒトの細胞とマウスの

細胞ではp-TBK1の細胞内局在が異なり、異なる経路が活性化していることを示唆し

た。これは、これまでの研究とは異なる新たな知見である。 

ヒトの RIG-I がヒト細胞においては、DNA 認識に関与することは複数報告さ

れている 31,32。一方で、IPS-1ノックアウトマウスの解析から、IPS-1をノックアウト

したマウス由来の細胞でもDNA刺激による I型 IFN産生はほとんど欠損がないこと

などから、DNA に対する自然免疫応答における RIG-I の役割についてはこれまであ

まり重要視されてこなかった 49。本研究から、p-TBK1は IPS-1が存在するミトコン

ドリア上に主に局在することが明らかとなったことから、ヒトの細胞においては、

DNA 刺激時には主に RIG-I-IPS-1 の経路が働いていると推測される。実際にヒトの

細胞で IPS-1をノックダウンすることで、DNA刺激による I 型 IFN産生が大きく減

少したことは、我々のモデルを補強する結果である。しかしながら、ヒトの細胞株を

用いた場合においてもSTINGをノックダウンすると IPS-1ノックダウンの時と同様

に I型 IFN産生が減少した。このことから、ヒト細胞においては、まだ解明されてい

ない未知の分子機構により、DNAに対する I型 IFN産生誘導が生じていると考えら

れる。 

一章で行った実験から、マウスなどのヒト以外の哺乳類細胞とは異なり、ヒト

細胞ではRIG-I-IPS-1経路がDNAに対する自然免疫応答で重要であることが示唆さ

れた。二章では、DNA ウイルスである HBV がどのように RIG-I-IPS-1 経路を抑制

するのかについて検討した。 
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第二章 HBV感染による I型 IFN産生抑制機構の解明 

 

緒言 

 

B型肝炎ウイルス (Hepatitis B virus: HBV)はB型肝炎の原因ウイルスであり

50、ヘパドナウイルス科オルソヘパドナウイルス属に属する 51。不完全な環状二本鎖

DNA をゲノムに持ち 52、ウイルスゲノムにはコアタンパク質、ポリメラーゼタンパ

ク質、Sタンパク質、Xタンパク質の4つのタンパク質がコードされている 34。 

HBVはSodium taurocholate cotransporting polypeptide (NTCP)をエントリ

ーレセプターとしてヒトの肝細胞内に侵入する 53。その後細胞質内へ移行する際にエ

ンベロープを捨て、核へ移行する際に脱殻する 54。ウイルスゲノムは核内で完全な環

状二重鎖DNA (covalently closed circular DNA: cccDNA)となる 55。その後、宿主の

タンパク質を用い、cccDNAを鋳型にして異なる長さのウイルスRNAを転写する 39。

転写された RNA のうち、完全長より短いものは mRNA として機能し、宿主の翻訳

機構によりウイルスを構成するタンパク質が作られる。完全長の RNA はプレゲノム

RNA と呼ばれ、コアタンパク質に包まれたのちにウイルス由来のポリメラーゼタン

パク質によりDNA へ逆転写されウイルスのゲノムとなる 56。これらのウイルス複製

の工程から、感染した肝細胞内には HBV 由来の DNA と RNA の両方が存在してい

る事が分かる。 

I 型 IFN は強い抗ウイルス作用をもち、HBV に対しても、その複製を抑制す

る 57。一方で、HBVに感染しても I型 IFNが検出されないことが知られている 45-48。

つまり、HBVは宿主の自然免疫応答を抑制していると考えられる。これまで、ウイル

ス由来のタンパク質による宿主細胞内の免疫系の抑制がいくつか報告されている。感

染細胞内でコアタンパク質が発現すると、IFN-の転写活性抑制 58 や Myxovirus 

resistance A (MxA)遺伝子の発現抑制 59が起きる。ポリメラーゼタンパク質が発現す

ると、Signal Transducers and Activator of Transcription (STAT1)の核内移行の抑制

60や、RIG-I/TLR3経路での IRF-3の活性化抑制 61が報告されている。またSタンパ

ク質と X タンパク質により Protein phosphatase 2A (PP2A)の発現上昇による IFN

応答の抑制が報告され 62、更にXタンパク質は単体で脱ユビキチン化酵素として働き、

その機能は I 型 IFN 産生に関わる多くの分子を標的としていることも報告されてい

る 63。 

一章での研究結果から、ヒト細胞においてはDNA に対する自然免疫応答には

RIG-I経路が重要であることが示唆された。これまで、HBVに対する自然免疫応答に
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ついては十分には解明されていない。HBV 感染時にはそのゲノム DNA が認識され

る可能性と、HBVゲノムより転写されたRNAが認識される可能性の両方が考えられ

る。我々は予備実験から、HBV のポリメラーゼタンパク質が、RIG-I に対して作用

し、RIG-I 依存的な自然免疫応答を抑制することを発見した。このメカニズムはこれ

まで報告されていない。そこで、二章では、HBV のポリメラーゼにより RIG-I 分子

への作用機序の詳細について検討した。その結果、HBV のポリメラーゼの C 末端領

域がRIG-Iの活性化に必要なユビキチン化を阻害している可能性を示唆する結果を得

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



37 

 

実験材料と方法 

 

1. 実験材料 

 

1-1. 細胞 

 

溶液および緩衝液の組成 

 

PBS(-) 

 

NaHCO3水溶液 

トリプシン液 

137 mM NaCl, 8.1 mM Na2HPO4, 2.68 mM KCl,  

1.49 mM KH2PO4 

10% NaHCO3 

0.25% Trypsin-0.02% EDTA-PBS(-) 

 

試薬 

以下の試薬を各メーカーより購入した。 

 

FBS 

DMEM (1.0 g/l Low Glucose) 

DMEM (4.5 g/l High Glucose) 

100 mU/ml PenicillinG, 100 μg/ml Streptomycin 

L-Glutamine 

NEAA 

Sodium Pyruvate 

Opti-MEM 

 

BioSource Intl., Inc. 

GIBCO-Invitrogen 

GIBCO-Invitrogen 

GIBCO-Invitrogen 

GIBCO-Invitrogen 

GIBCO-Invitrogen 

GIBCO-Invitrogen 

GIBCO-Invitrogen

各細胞の培養条件・継代条件 

 

1-1-1. HEK293細胞 

   ヒト胎児腎細胞株HEK293 細胞は住友製薬より供与された。あらかじめ 56℃

で 30分加熱し非動化した 10%(v/v) 牛胎児血清FBS、100 mU/ml PenicillinG、100 

g/ml Streptomycinを添加したDMEM (1.0 g/l Low Glucose)を用いて37℃、5%CO2

の条件下で培養した。細胞の回収にはトリプシン液を用いた。細胞の継代は 100% 

confluentになり次第行った。 



38 

 

 

1-1-2. HEK293FT細胞 

   ヒト胎児腎細胞株 HEK293FT 細胞はレンチウイルス発現システム

(Invitrogen)に付属していたものを用いた。あらかじめ 56℃で 30 分加熱し非動化し

た 10%(v/v) 牛胎児血清FBS、100 mU/ml PenicillinG、100 g/ml Streptomycin、

0.1 mM NEAA、1 mM Sodium Pyruvateを添加したDMEM (4.5 g/l High Glucose)

を用いて 37℃、5%CO2の条件下で培養した。細胞の回収にはトリプシン液を用いた。

細胞の継代は100% confluentになり次第行った。 

 

1-1-3. Huh7細胞 

   ヒト肝癌細胞株 Huh7 細胞は Scripps Research Institute の Dr. Francis V 

Chisari より供与された。あらかじめ 56℃で30分加熱し非動化した10%(v/v) 牛胎児

血清FBS、100 mU/ml PenicillinG、100 g/ml Streptomycin、1%(v/v) L-Glutamine

を添加したDMEM (4.5 g/l High Glucose)を用いて37℃、5%CO2の条件下で培養し

た。細胞の回収にはトリプシン液を用いた。細胞の継代は 100% confluent になり次

第行った。 

 

 

1-2. プラスミド 

 

1-2-1. プラスミド 

 使用したプラスミドは以下のとおりである。 

 

empty/pEF-BOS (京都大学 長田重一教授より供与)41 

pEF-BOS/RIG-I N末FLAG (京都大学 藤田尚志教授より供与)42 

pEF-BOS/hRIG-I CARDs N末FLAG (京都大学 藤田尚志教授より供与) 

pFF-BOS/hTBK1 C末Myc (名古屋市立大学 中西真教授より供与)64 

pTRE2hyg/ x1.4 HBV (広島大学 茶山一彰教授より供与)43 

pEF-BOS/hIPS-1 C末HA 

pEF-BOS/hSTING C末FLAG 

 pEF-BOS/hIKKC末FLAG 

 pEF-BOS/hMyD88 

 pEF-BOS/hTRIM25 C末HA 

 pEF-BOS/hRiplet C末HA 

 

当研究室で作成 
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1-2-2. HBVタンパク質発現プラスミドのクローニング 

 

pEF-BOS/HBVcore C 末 HA、pEF-BOS/HBVpolymerase C 末 HA、pEF-

BOS/HBVs C末HA、pEF-BOS/HBVx C末HAのそれぞれのプラスミドは次に示す

方法によりクローニングした。pTRE2hyg/ x1.4 HBVを鋳型にし、以下に示すそれぞ

れのプライマーを用い、ポリメラーゼには KOD+ (TOYOBO)を用いた。増幅した断

片はSolution I (TAKARA)を用いて pCR®-Blunt (Invitrogen)とライゲーションをし

た。配列解析の後SalI/KpnIで制限酵素処理をし、アガロースゲル電気泳動によりゲ

ル抽出後ライゲーションに用いた。同様に XhoI/KpnI で処理した後ゲル抽出した

pEF-BOS/hIPS-1 C末HAへSolution Iを用いてライゲーションした。 

 

HBVコアタンパク質のクローニングに用いたプライマー 

 HBVcore F 

 HBVcore R 

  

GTCGACGCCACCATGCAACTTTTTCACCTCTG 

GGTACCGATATCGATGTTCGAAGCTTACATTGAGAT

TCCCGAG 

 

HBVポリメラーゼタンパク質のクローニングに用いたプライマー 

 HBVpolymerase F 

 HBVpolymerase R 

  

GTCGACGCCACCATGCCCCTATCCTATCAACA 

GGTACCGATATCGATGTTCGAAGTCTCGGTGGTTT

CCATGCGA 

 

HBV Sタンパク質のクローニングに用いたプライマー 

 HBVs F 

 HBVs R 

  

GTCGACGCCACCATGGGAGGTTGGTCTTCCAA 

GGTACCGATATCGATGTTCGAAGTTTAATGTATACC

CAAAGAC 

 

HBV Xタンパク質のクローニングに用いたプライマー 

 HBVx F 

 HBVx R 

  

GTCGACGCCACCATGGCTGCTAGGGTGTGCTG 

GGTACCGATATCGATGTTCGAAGTTTGGCAGAGGT

GAAAAAGT 

 

 

1-2-3. HBVポリメラーゼタンパク質の欠損体のクローニング 
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   pEF-BOS/ HBVpolymerase C末HAを鋳型とし、以下に示すそれぞれのプラ

イマーとポリメラーゼタンパク質のクローニングに用いたプライマーを用い、ポリメ

ラーゼにはKOD+ (TOYOBO)を用いた。増幅した断片はSolution I (TAKARA)を用

いて pCR®-Blunt (Invitrogen)とライゲーションをした。配列解析の後 SalI/KpnI で

制限酵素処理をし、アガロースゲル電気泳動によりゲル抽出後ライゲーションに用い

た。同様に XhoI/KpnI で処理した後ゲル抽出した pEF-BOS/hIPS-1 C 末 HA へ

Solution Iを用いてライゲーションした。 

 

HBVポリメラーゼ欠損体クローニング用プライマー 

 HBVpol-cut1-1R 

  

HBVpol-cut1-2F 

 HBVpol-cut2-1R 

  

HBVpol-cut2-2F 

 HBVpol-cut2-3F 

 HBVpol-cut2-3R 

  

GGTACCGATATCGATGTTCGAAGAGCAGCAGGATG

AAGAGGAA 

GTCGACGCCACCATGCCTCATCTTCTTGTTGG 

GGTACCGATATCGATGTTCGAAGCAAGGCAGGATA

GCCACATT 

GTCGACGCCACCATGCCTTTATATACATGTAT 

GTCGACGCCACCATGTGTTTGGCTTTCAGTTATAT 

GGTACCGATATCGATGTTCGAAGTTTTGCTCCAGA

CCGGCTGC

 

 

 

2. 方法 

 

 

2-1. ルシフェラーゼレポータージーンアッセイ 

 

   細胞を 24 ウェルプレートに撒き、翌日に FuGENE HD (Roche)または

Lipofectamine 2000 (Invitrogen)を用いてトランスフェクションを行った。発現プラ

スミドの量は各実験条件に従い、総プラスミド量はempty/pEF-BOSにより調整した。

レポータージーンには IFN-プロモータの下流にルシフェラーゼ遺伝子を組み込んだ

p125-luc (東京大学 谷口維紹教授より供与)65を用い、内部コントロールにはRennila 

luciferase (promega)を用いた。また刺激を行う場合はトランスフェクションより 24

時間後に行い、刺激に用いた核酸の総量と刺激時間は各実験条件に従った。核酸を用

いた刺激は Lipofectamine 2000 を用いてトランスフェクションにより行った。細胞
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はPassive Lysis Buffer (Promega)で可溶化し、Dual-luciferase assay kit (Promega)

のプロトコルに従い解析を行った。 

各実験は一条件 2ウェルで行い、更に 3回の実験を行った上でその代表例を示

した。 

 

 

2-2. 細胞からのRNA抽出 

 

   細胞の総RNAの回収にはTRIzol Reagent (Invitrogen)を用いた。24ウェルプ

レートに撒いた細胞を500 lのTRIzolに懸濁しピペッティングをした後、室温で 15

分間インキュベートした。その後 100 lのクロロホルムを加えてボルテックスをし、

室温で 2分間インキュベートをした後、12,000 g、15分間遠心をして水層とクロロホ

ルム層を分離した。水層のみ回収し、同量のイソプロパノールを加えて転倒混合をし、

室温で20分間インキュベートした。その後15,000 g、20分間遠心をし上清を破棄し

たのち70% エタノールを 500 l加え、15,000 g、10分遠心をした。上清を破棄した

のち、風乾によりペレットを乾かした。 

ペレットは適量のNucrease-free Water (Ambion)に溶解し、Nano-View (GE 

Healthcare)を用いた吸光度測定により濃度測定した。 

 

 

2-3. 免疫染色 

 

   細胞をMicro Cover glass sheets (Matshnami)を入れた24ウェルプレートに

撒き、翌日にプラスミドをトランスフェクションした。ミトコンドリアの染色を行う

場合、培養上清を 500 nM MitoTracker Red CM-H2XRos (Invitrogen)を含む培地に

置換し、37℃、5% CO2で 45分間インキュベートした。続いて上清をMitoTrackerを

含まない培地に置換し、更に37℃、5% CO2で 45分間インキュベートを行った。 

   細胞はPBSで2回洗浄した後、3% ホルムアルデヒド-PBSを用いて室温で30

分間固定処理を行った。続いて 0.2% Triton-X100-PBS を用いて室温で 15 分間の透

過処理を行った。固定した細胞を 1% BSA-PBS を用い室温で 30 分間ブロッキング

し、1次抗体を室温で60分間反応させた。1% BSA-PBSで4回洗浄した後、暗所に

て 2 次抗体を室温、30 分間反応させた。1% BSA-PBS で 4 回洗浄した後 Prolong 

Gold antifade reagent with DAPI (Invitrogen)で封入した。 
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   細胞の観察には共焦点レーザースキャン顕微鏡 (LSM510 Meta microscope、

Zeiss)を用いて対物レンズ倍率 x63oil で観察し、同ソフトにて Colocalization 

coefficientの計算を行った。 

   実験に用いた抗体と希釈倍率を以下に示す。 

 

 FLAG mAb M2 (SIGMA) 

 FLAG pAb (SIGMA) 

 HA mAb (COVANCE) 

 HA pAb (SIGMA) 

  Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Mouse IgG (H+L) Antibody 

     (Life Technology) 

  Alexa Fluor® 594Goat Anti-Mouse IgG (H+L) Antibody 

     (Life Technology) 

  Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) Antibody 

     (Life Technology) 

  Alexa Fluor® 569 Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) Antibody 

     (Life Technology) 

1:1000 

1:1000 

1:1000 

1:1000 

 

1:400 

 

1:400 

 

1:400 

 

1:400 

 

2-4. 免疫沈降 

 

   細胞を6ウェルプレートに撒き、その翌日にプラスミドをトランスフェクショ

ンした。24 時間後に細胞を回収し、PBS で 2 回洗浄した。細胞は 150 l の Lysis 

Buffer (20 mM Tris-HCl (pH 7.5)、125 mM NaCl、1 mM EDTA、10% glycerol、1% 

NP-40、30 mM NaF、5 mM Na3VO4、20 mM Iodoacetamide、2 mM PMSF)に懸

濁し、氷上で30分間インキュベートした。その後 15,000 rpm、4℃、20分遠心をし、

上清を回収した。上清にProtein G sepharose (GE Healthcare)を加えて 4℃で60分

間プレクリアを行った。その後5,000 rpm、4℃、1分遠心をし上清を回収した。回収

した上清に各実験に適した抗体を過剰量添加し、4℃で 120 分反応させた。その後

Protein G sepharoseを加え、4℃で一晩の間抗体を吸着した。Protein G sepharose

はLysis Bufferで 4回洗浄し、2x SDS Sample Buffer (0.2 M Tris-HCl (pH 6.8)、

40%(v/v) glycerol、8%(w/v) SDS、BPB、12%(v/v) 2-ME)を加えてボルテックスをし、

98℃、5分間ボイルした。上清を回収した後SDS-PAGE、ウェスタンブロットに用い

た。 
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2-7. SDS-PAGE、ウェスタンブロット 

 

   10%アクリルアミドゲル電気泳動によりサンプルを分離した。泳動バッファー

には25 mM Tris、0.19 M glycine、0.1% SDSを含む溶液を用いた。続いてメタノー

ルで親水処理を行い、Blotting Buffer (25 mM Tris-HCl、40 mM glycine、20% 

methanol (pH 9.4))で平衡化をした PVDF 膜 (MILLIPORE)へ転写した。転写は、

Blotting Bufferへ浸したろ紙各 3 枚でPVDF膜およびゲルを挟み、100 mA、90分

間の通電により行った。転写後、PVDF膜をBlocking Buffer (5% Skimmilk、0.5 M 

NaCl、20 mM Tris-HCl (pH 7.4))中で60分間振盪した。その後Wash Buffer (0.1%(v/v) 

Tween20, 0.5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl (pH 7.4))で5分間 3回振盪しPVDF膜を洗

浄した。各実験に適した一次抗体をWash Bufferに希釈し、室温で60分間反応した。

更に Wash Buffer 中で 5 分間 3 回の洗浄をした後、一次抗体の検出に適した二次抗

体を加えたWash Buffer中にて室温で60分反応した。PVDF膜をWash Buffer中で

5 分 3 回の振盪の後、検出を行った。検出には ECL または ECL prime (GE 

Healthcare)を用いた。 
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結果 

 

2-1. 細胞質内RNAまたはDNA応答において IFN-産生抑制を行うHBV由来タン

パク質の探索 

 

   HBVゲノムは、コア、ポリメラーゼ、S、Xの 4つのタンパク質をコードする。

これらのタンパク質が核酸認識による自然免疫応答を抑制するか否かについて調べた。

HEK293細胞に IFN-のレポータープラスミド (p125-luc)と、コア、ポリメラーゼ、

S、Xのそれぞれを発現するベクターをトランスフェクションした。続いてpolyI:Cま

たは dsDNAをトランスフェクションして刺激した後の IFN-プロモーター活性を調

べたところ、HBV のどのタンパク質を発現させた場合にもレポーター活性は減少し

たが、ポリメラーゼが最も強く抑制した (Fig.2-1 A, B)。 

 

 
Figure.2-1 HEK293細胞でのHBVタンパク質発現による IFN-プロモーター活性の抑制 
(A 、B) 24ウェルプレートにHEK293細胞を撒き、翌日にレポータープラスミドのp125-lucとコント
ロールプラスミドと共に、0.4 gの各HBV構成タンパク質発現ベクターもしくは空ベクターと 
0.3 gの polyI:Cもしくは鮭精子由来dsDNAをトランスフェクションし，24時間後にルシフェラーゼ
の活性を測定した。値は空ベクターをトランスフェクションし未刺激のものに対する割合で示す。 
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2-2. 核酸認識経路でのHBV由来タンパク質により抑制される分子の探索 

 

   次に、細胞質内 polyI:C または dsDNA による刺激によるレポーター活性が、

シグナル経路のどの分子を標的としているかを調べた。細胞に RIG-I CARD または

IPS-1、STING、Myeloid differentiation factor 88 (MyD88)、TBK1、I-B kinase  

(IKKを過剰発現するとシグナルが誘導される(Fig.2-2 A)。HEK293 細胞にそれら

のタンパク質と各 HBV タンパク質を過剰発現させ、レポーター活性を観察した。

MyD88、TBK1、IKKを過剰発現させた場合は、ルシフェラーゼ活性は抑制されなか

った (Fig.2-2 C)。一方でRIG-I CARDと IPS-1、STINGの過剰発現によるレポータ

ー活性は、ポリメラーゼにより最も抑制された (Fig.2-2 B)。特にRIG-I CARDの過

剰発現によるレポーター活性が大きく抑制された (Fig.2-2 B)。 

   続いて、ヒト肝癌細胞由来細胞株であるHuh7細胞により同様の実験を行った。

すると、HEK293 細胞と同様に、RIG-I CARD の過剰発現によるレポーター活性を

ポリメラーゼが最も抑制した(Fig.2-2 D)。一方でSTINGやTBK1を発現させてもレ

ポーター活性は増加しなかった (Fig.2-2 D, E)。 

   以上より、HEK293細胞やHuh7細胞において、ポリメラーゼはRIG-I CARD

もしくは IPS-1 の過剰発現によるレポーター活性を抑制し、特に RIG-I CARD によ

るものを強く抑制した。 

 

 
 
Fig.2-2 過剰発現系でのHBVタンパク質発現による IFN-プロモーター活性の抑制 
(A) 本実験で過剰発現したタンパク質と、自然免疫経路の関係概略図。 
 
 
 

A 
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(B-E) HEK293 細胞または Huh7 細胞を 24 ウェルプレートに撒き，翌日にレポータープラスミドの
p125-lucとコントロールプラスミドと共に、0.4 gの各HBV構成タンパク質発現ベクターもしくは空
ベクターと0.3 gのRIG-I CARDまたは IPS-1、STING、MyD88、TBK1、IKK発現ベクターをトラ
ンスフェクションした。24時間後に細胞を回収し、ルシフェラーゼの活性を測定した。値は空ベクター
をトランスフェクションし未刺激のものに対する割合で示す。 
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2-3. RIG-I CARDとポリメラーゼタンパク質の結合評価 

 

   RIG-I CARD の過剰発現によるシグナルは、HBV のポリメラーゼに抑制され

た。次に、抑制の過程でRIG-I CARDとポリメラーゼが相互作用をしていると考え、

IPにより相互作用を調べた。FLAGタグの付いたRIG-I CARDで免疫沈降を行い、

ポリメラーゼに付いた HA タグをウェスタンブロットで検出したところ、RIG-I 

CARDとポリメラーゼを共発現した試料でバンドが検出された (Fig.2-3)。 

   以上より、ポリメラーゼはRIG-I CARDに直接結合する事で I型 IFNの産生

抑制を行っている可能性が示唆された。 

 

 
Fig.2-3 RIG-I CARDとHBVポリメラーゼの相互作用 
6ウェルプレートにHEK293FT細胞を撒き、翌日に0.6 gのRIG-I CARD、1.2 gのHBVポリメラ
ーゼ発現ベクターをトランスフェクションし、プラスミドの総量は空ベクターで合わせた。24時間後に
細胞のライセートを回収し、抗FLAG抗体を用いて一晩の間タンパク質と抗体を結合した。サンプルは
翌日にSDS-PAGEにより解析した。 
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2-4. RIG-Iのユビキチン化とポリメラーゼによる抑制の相関の探索 

 

   HBV ポリメラーゼは RIG-I CARD によるシグナルを抑制し、更に RIG-I 

CARDに直接相互作用している可能性が示唆された。そこでRIG-Iのユビキチン化の

抑制に焦点を当て、実験を行った。 

RIG-IはdsRNAを結合すると、N末端側をTRIM25に、C末端側をRipletに

よりK63鎖ユビキチン化され (Fig.2-4 A)、この修飾はRIG-Iのシグナル応答に重要

である 8,9。そこで、ポリメラーゼと共にRIG-I CARDとTRIM25または全長のRIG-

IとRipletを過剰発現し、IFN-のプロモーター活性を調べた。 

   HEK293 細胞では、Riplet と全長の RIG-I によるレポーター活性は、ポリメ

ラーゼにより抑制された (Fig.2-4 B)。一方でTRIM25とRIG-I CARDによるレポー

ター活性は抑制されなかった (Fig.2-4 B)。同様の実験を Huh7 細胞でも行ったとこ

ろ、HEK293細胞とは異なり、両方のレポ

ーター活性が抑制された (Fig.2-4 C)。 

   以上より HBV ポリメラーゼは、

HEK293 細胞では Riplet による作用を、

Huh7細胞ではTRIM25とRipletによる両

方の作用を抑制している。 

 

 

 

 
 
 
Fig.2-4 HBVポリメラーゼによる 
RIG-Iのユビキチン化に関わる抑制 
(A) RIG-I のヘリケースドメインに
dsRNA が結合すると、TRIM25 は
RIG-IのCARDを、RipletはRIG-Iの
C 末 (C-terminal domain: CTD)をユ
ビキチン化する。(B、C) 24ウェルプレ
ートに HEK293 細胞または Huh7 細
胞を撒き、翌日にレポータープラスミ
ドのp125-lucとコントロールプラスミ
ドと共に、0.3 g の HBV ポリメラー
ゼ発現ベクターもしくは空ベクターと
各0.2 gずつの全長のRIG-IとRiplet
または RIG-I CARD と TRIM25 の発
現ベクターをトランスフェクションし
た。時間後に細胞を回収し、ルシフェ
ラーゼの活性を測定した。値は空ベク
ターをトランスフェクションし未刺激
のものに対する割合で示す。 
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2-5. ポリメラーゼタンパク質の抑制作用部位の特定 

 

   HBV ポリメラーゼが Riplet もしくは TRIM25 による RIG-I のユビキチン化

を抑制する事で I型 IFN産生誘導を抑制している可能性が示唆された。 

次に、全長 844 アミノ酸のポリメラーゼにおける I 型 IFN 抑制活性の中心を

決定するため、ポリメラーゼを分割し、抑制作用を持つ領域を調べた。この実験はHBV

が感染する肝細胞由来のHuh7細胞で行った。 

   まずはポリメラーゼを中央で二分し、N末端側とC末端側のそれぞれのポリメ

ラーゼと全長のポリメラーゼタンパク質を用いた (Fig.2-5 A)。評価の際は Riplet と

全長の RIG-I または TRIM25 と RIG-I CARD をそれぞれ発現させた。すると、

TRIM25を発現した細胞で、ポリメラーゼのC末端側が全長のポリメラーゼ以上にレ

ポーター活性を抑制した (Fig.2-5 B)。 

   次にC末端側を3つの領域 (F1、F2、F3)に分割した (Fig.2-5 A)。実験は、全

長以上の抑制が観察されたTRIM25の系にのみ施行した。すると、F3の断片を発現

した系でレポーター活性が一番抑制された (Fig.2-5 C)。更に、全長からF3の部位を

除いた欠損体のポリメラーゼの発現ベクターを作成した (Fig.2-5 A)。これを用いて実

験を行うと、欠損体の発現いよりレポーター活性は回復した (Fig.2-5 D)。 

   以上より、ポリメラーゼの C 末端側が TRIM25 による作用を抑制する事で、

IFN-産生を抑制している事が示唆された。 

 
Fig.2-5 HBVポリメラーゼ欠損体による IFN-プロモーター活性の抑制 
(A) (B-D)で用いた欠損体の概要図。(B) 24ウェルプレートにHuh7細胞を撒き、翌日にレポータープラ
スミドのp125-lucとコントロールプラスミドと共に、0.3 gのPol FL、Pol N、Pol C発現ベクターも
しくは空ベクターと各 0.2 gずつの全長のRIG-IとRipletまたはRIG-I CARDと TRIM25の発現ベ
クターをトランスフェクションした。時間後に細胞を回収し、ルシフェラーゼの活性を測定した。値
は空ベクターをトランスフェクションし未刺激のものに対する割合で示す。 
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(C、D) 24 ウェルプレートに HEK293 細胞または Huh7 細胞を撒き、翌日にレポータープラスミドの
p125-lucとコントロールプラスミドと共に、0.3 gのPol FL、Pol C、Pol F1、Pol F2、Pol F3、Pol F3
の発現ベクターもしくは空ベクターと各0.2 gずつのRIG-I CARDとTRIM25の発現ベクターをトラ
ンスフェクションした。時間後に細胞を回収し、ルシフェラーゼの活性を測定した。値は空ベクター
をトランスフェクションし未刺激のものに対する割合で示す。 
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2-6. ポリメラーゼの細胞内局在 

 

   これまでの実験よりポリメラーゼは、RIG-I CARD と TRIM25 の発現による

IFN-プロモーター活性を抑制し、更にRIG-I CARDと相互作用した。次に、細胞内

においてRIG-I CARDとポリメラーゼの局在を観察した。Huh7細胞にFLAGタグ

の付いた RIG-I CARD と HA タグの付いた全長のポリメラーゼを過剰発現し、共焦

点顕微鏡によりそれぞれの局在を観察した。すると、RIG-I CARDとポリメラーゼは

ほとんど共局在しなかった (Fig.2-6)。更にそれぞれのタンパク質は共発現よる局在位

置の変化は観察されなかった (Fig.2-6)。 

 

 
Fig.2-6 Huh7細胞におけるHBVポリメラーゼとRIG-I CARDの細胞内局在 
24ウェルプレートにHuh7細胞を撒き、翌日に0.3 g/mlのHBVポリメラーゼ、RIG-I CARDの発現
プラスミドをトランスフェクションした。24 時間後に細胞を固定し、抗HA 抗体と抗 FLAG 抗体によ
り染色を行った。図は全てRIG-I CARD (緑)とHBVのポリメラーゼ (赤)の共局在を観察している。 
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考察 

 

   HBVは生体内において、ヒトの肝細胞に数十年持続感染する。その為、長期間

にわたり、ヒトの自然免疫を抑制する能力を有している。これまで、HBVによる自然

免疫抑制機構については複数の報告が存在する 58-63。本研究では、HBVのポリメラー

ゼがRIG-Iに直接作用することを発見し、RIG-Iのポリユビキチン修飾を阻害してい

る可能性が示唆された。これは、これまで報告されていない新しいメカニズムである。 

   RIG-Iは、N末端にCARD領域を有し、非活性化状態ではRIG-IのC末端領

域がこの CARD 領域を抑制している 66。RIG-I の C 末端が RNA に結合するとこの

抑制が解除され、RIG-IのCARD領域が活性化状態となり、アダプター分子の IPS-1

と結合する 66。この時、RIG-I の活性化には二つのユビキチンリガーゼが必要である

ことが報告されている 8,9。当研究室では、RIG-I が ウイルス RNA と結合すると、

RipletユビキチンリガーゼがRIG-IのC末端をリジン63結合型のポリユビキチン修

飾を行うことを報告した 9。さらに、このC末端のリジン63結合型のポリユビキチン

修飾が、RIG-IのN末端のCARD領域のTRIM25ユビキチンリガーゼによるリジン

63 結合型ポリユビキチン修飾を促すことを報告した 34。この TRIM25 によるポリユ

ビキチン鎖はRIG-IのCARD領域と IPS-1との結合に必要であることが報告されて

いる 8。 

   本研究では、HBVのポリメラーゼがRipletによるRIG-Iの活性化を抑制する

だけでなく、TRIM25 による RIG-I CARD の活性化を抑制することを発見した。一

方で、IPS-1 過剰発現によるシグナルの活性化は HBV のポリメラーゼではほとんど

抑制されなかったことから、HBV のポリメラーゼは主に TRIM25 による RIG-I 

CARD のポリユビキチン修飾を阻害していると考えられる。このモデルは、RIG-I 

CARDとHBVのポリメラーゼ分子が免疫沈降の実験により共沈したことからも支持

される。 

   RIG-I CARDのTRIM25によるポリユビキチン修飾は、Gack, M.U.らにより

報告されているが 8、今回実験した結果からはそのポリユビキチン修飾は観察できな

かった。これが技術的な理由によるものか別の理由によるものかは不明であるが、今

後、さらに検証が必要である。また、免疫沈降では HBV のポリメラーゼと RIG-I 

CARDの結合が示唆されたものの、共焦点顕微鏡を用いた解析からは、RIG-I CARD

と HBV ポリメラーゼとの共局在はほとんど観察されなかった。これらの結果は本研

究のモデルを支持しないが、今後、さらなる検証が必要であると考えられる。 

   二章においては、HBV のポリメラーゼが RIG-I 分子に直接作用し、その活性

化を阻害するという新たな知見を得ることができたが、その分子機構についてはまだ
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十分に解明されていない。また、HBVによる自然免疫抑制については、これまでにも

複数の報告があることから、どの抑制メカニズムが生体内において重要であるのかに

ついても今後検証を行う必要があると考えられる。 
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総括および結論 

 

本研究において、以下の知見が得られた。 

 

1. 細胞質内 DNA 刺激によりリン酸化された TBK1 は、ヒト由来の細胞株ではミト

コンドリアに局在し、マウスやツパイ由来の細胞株ではミトコンドリア以外に局

在し、その多くはSTINGに局在する。 

 

2. 細胞質内DNA刺激の経路において、ヒト由来の細胞株では IPS-1とSTINGの両

方が重要であり、マウス由来の細胞株ではSTINGのみが必要である。 

 

3. HBV感染による自然免疫応答の抑制は、HBVのポリメラーゼがRIG-Iに直接作用

し、TRIM25 による RIG-I のポリユビキチン修飾を阻害している可能性が示唆さ

れた。 

 

 

   以上の所見から、細胞質内DNA刺激時のp-TBK1の局在の違いにより、ヒト

とヒト以外の哺乳類におけるウイルスDNAに対する I型 IFN産生機構の違いが示唆

され、特にヒトではRIG-I-IPS-1経路が重要である事が示唆された。一方でHBVは

ポリメラーゼタンパク質により RIG-I のポリユビキチン化を阻害する事で I 型 IFN

産生を抑制している可能性が示唆された。 

 

ヒト以外の細胞をDNAで刺激した場合も、ヒト以外の細胞にヒトの IPS-1ま

たはSTINGを過剰発現させた場合も、どちらにおいてもp-TBK1はミトコンドリア

には局在せず、STING に局在した。つまり、細胞種特異的な p-TBK1 の局在の違い

は、ヒトとヒト以外の哺乳類の間にある、IPS-1 または STING のアミノ酸配列の違

いによるものではないと考えられる。この事から、細胞特異的な p-TBK1の局在の違

いは、ヒトとマウスの間のTBK1のアミノ酸配列の違いや、それに伴うヒト細胞にお

ける未発見の分子機構の存在により起きているものと考えられる。 

    

また、本研究で用いたHBVポリメラーゼ発現ベクターは、その中にSタンパ

ク質の全長と、Xタンパク質のN末端の遺伝子配列を含む。本実験において、ポリメ

ラーゼタンパク質のC末端がRIG-I依存の I型 IFN産生抑制に重要であることが示

唆されたが、ポリメラーゼの C 末端の遺伝子配列には、X タンパク質の N 末端が重
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複してコードされている。この事から、抑制に関わっているタンパク質がXタンパク

質のN末端である可能性も考えられる。その可能性を検討するため、今後、ポリメラ

ーゼのC末端欠損体とXタンパク質のN末端が同時に発現するベクターを用いて、

更なる検証を行っていきたい。また、ポリメラーゼC末端欠損体を発現する変異ウイ

ルスを用い、I型 IFNの産生が誘導されるかどうかを検討していきたい。 
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