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序章 
 
	
 ウイルス、細菌等の病原微生物に対する生体防御機構である免疫系は、獲得

免疫と自然免疫に大別される。獲得免疫の機能は主に T細胞、B細胞といった
リンパ球が担い、抗原特異的な免疫応答を示す。また免疫記憶能を有し、同一

抗原の再感作時には迅速に応答するが、初感作時には通常、起動までに通常１

週間ほどを要する。主に樹状細胞、マクロファージからなる自然免疫は感染に

対し速やかに反応し、初期の免疫応答を担う。また自然免疫は獲得免疫に活性

化に必須であり、生体防御に不可欠である。 
	
 自然免疫による微生物認識はパターン認識受容体(PRR)が担う 1。代表的な

PRRである Toll-like receptor(TLR)のうち、TLR3, 7, 8, 9はウイルス由来の核
酸を認識する。TLR3は二本鎖 RNA2,3、TLR7, 8は一本鎖 RNA4,5、TLR9は
DNAを認識する 6。TLR3は二本鎖様の二次構造をとる一本鎖 RNAについて
も認識することが近年報告された 7。これらの TLRは核酸リガンドを認識する
と、TLR3 はアダプター分子 TIR-containing adapter molecule-1(TICAM-1) 
(別名 TRIF)を介して 8,9、TLR7, 8, 9 は myeloid differentiation factor 88 
(MyD88)を介して 10シグナルを伝達し、I型インターフェロン(IFN)やサイトカ
イン産生を誘導する。 
	
 TLR3は古典的樹状細胞(cDC)のひとつ、CD8陽性 DC(CD8+DC)の初期エン
ドソームに特に高く発現している 11。CD8+DCは、I型 IFN産生だけでなく、
外来抗原をMHC class Iを介して細胞障害性 T細胞(CTL)に提示するクロスプ
レゼンテーション能が非常に高く 12、ウイルス感染や、癌における CTL の活
性化に重要である。これらの働きに TLR3-TICAM-1 経路が大きく関わってい
る 13。 
	
 TLRはパターン分子の認識領域を細胞外に持つため、細胞質に侵入したウイ
ルスの認識は細胞質内 PRR が担う。細胞質内 RNA センサーRIG-I-like 
receptor (RLR)は、RIG-1、MDA-5と両分子の補助分子として働く LGP-2の 3
分子で構成される 14,15。RIG-I、MDA-5は活性化するとミトコンドリア外膜上
のアダプター分子 IPS-1(別名MAVS/VISA/Cardif)を介して、Ⅰ型インターフ
ェロン、炎症性サイトカイン等の産生を誘導する 16–19。 
	
 ノックアウトマウスを用いた解析により、センダイウイルス(SeV)、A型イン
フルエンザウイルス(IAV)、C型肝炎ウイルス(HCV)、牛水泡性口内炎ウイルス
(VSV)、風疹ウイルス(RV)等の多くのウイルス RNA が生体内で RIG-I によっ
て認識される事が明らかにされてきた 20,21。またMDA5はピコルナウイルス科
の脳心筋炎ウイルス(EMCV)を認識する。TLR3 はポリオウイルス(PV)に対す
る生体防御に特に重要であること 22,23、マウスサイトメガロウイルス(MCMV)
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の認識に関与することが示されマウスモデルで示され、ヒト単純ヘルペスⅠ型

ウイルス(HSV-1)によるヘルペス脳炎の患者では TLR3 遺伝子の変異が報告さ
れている 24。また西ナイル熱ウイルス(WNV)の感染では、TLR3がウイルスの
増悪に働くとする報告 25と感染防御に働くとする報告 26がある。 
	
 ウイルスの認識により産生されるサイトカインの中でも、Ⅰ型 IFNは特に強
い抗ウイルス作用を示す。Ⅰ型 IFNは、受容体である IFNARを介して 2’-5’
OAS、IFIT-1 等の多種な interferon-inducible gene の発現を促し、ウイルス
複製の抑制、感染細胞の除去、非感染細胞の抗ウイルス化に寄与する。そのた

め、Ⅰ型 IFN産生を強力に誘導する TLR、RLRはウイルス感染の生体防御に
おいて非常に重要な役割を果たしている。IFN ファミリーのひとつである III
型 IFNは、2003年に IFN-λ1(IL-29), IFN-λ2(IL-28A), IFN-λ3(IL-28B)の 3つ
のアイソフォームからなる新規の IFN として発見された 27,28。発見当初、III
型 IFN は I 型 IFN と同様に抗ウイルス効果を示すものの活性が弱く、生体防
御における重要性は定かでなかったが、2009 年に、IFN-λ3(IL-28B)遺伝子上
流の一塩基多型が HCV感染時の自然治癒、代表的な治療法である PEG-IFN(+
リバビリン併用)療法の治療効果に大きく関わることが、立て続けに報告され
29–32、一躍、注目を集めた。 
	
 HCVはフラビウイルス科のヘパシウイルス属に分類される、1本鎖、プラス
鎖 RNAウイルスである。構造領域（Core、E1、E2）および非構造領域(p7 、
NS2、NS3、NS4A、NS4B、NS5A、NS5B)から構成される。HCV は慢性肝
障害の主要な原因の一つであり、慢性感染により肝硬変、肝細胞癌を引き起こ

す。HCV は急性感染後、30％は自然排除されるが、残りの 70%は慢性化し、
肝内にて持続炎症を引き起こし、肝内の線維化が進行、慢性肝炎から肝硬変へ

進行する。 
	
 自然免疫系は HCV 感染制御に必須であり、HCV は RIG-I-IPS-1 経路、
TLR3-TICAM-1 経路により認識される。生体内で RIG-I は HCV を認識し I
型 IFNを産生する 21。TLR3は polyI:C, HCV RNAに対して、樹状細胞による
III型 IFNを誘導に必須であることが報告された 33,34。RIG-Iは I型 IFNを産
生誘導するが、III型 IFN産生における生体内での役割は明らかになっていな
い。また、III型 IFNは I型 IFN同様、抗ウイルス活性を持つ。I型 IFNは外
来抗原を CTLに提示するクロスプレゼンテーションや、NK細胞の活性化を促
進することが知られているが 35,36、これらの機能が、III 型 IFN に備わってい
るかは明らかになっておらず、I 型 IFN、III 型 IFN の機能的差異は明確にさ
れていない。 
	
 そこで、本研究では、先ず、第 1章で HCV RNA認識による III型 IFN産生
における TLR3-TICAM-1経路および RIG-I-IPS-1経路の役割について明らか
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にするために、TICAM-1 KOマウス、IPS-1 KOマウスを用い、in vivo, in vitro
での検討をした。 
	
 次に、第 2章では III型 IFNの機能について検討した。研究の中で、CD8+DC
に III 型 IFN レセプターのである IL10Rβ、IL-28Rαの発現が認めらた。
CD8+DC は I 型 IFN 誘導性に高いクロスプレゼンテーション能、NK 細胞化
活性化能を発揮することから、III型 IFNにより、これらの機能の促進が生じ
るかを検討した。また、III 型 IFN による DC、肝細胞における抗ウイルス活
性について検討した。 
	
 また、最終第 3章では、現在進行中である、HCV感染における疾患と RNA
認識経路による自然免疫を介した細胞脱分化の関係の解析について論及する。 
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第 1 章	
  
HCV 感染時における HCV RNA 認識による I 型 IFN、III 型 IFN の 

産生経路 
 

緒言 
 
	
 HCVは、そのRNAゲノム上の3’UTRの特にpolyU/UC領域が細胞質内RNA
センサーである RIG-Iにより認識されることが報告されている 21。生体内にお

いては、HCV RNAに対して、RIG-I依存的に I型 IFN産生が誘導され、肝臓
内での免疫応答を促進する 21。RIG-I は細胞質内に存在し、細胞質中のウイル
ス RNAを認識することで、アダプター分子 IPS-1を介して I型 IFNや炎症性
サイトカインの産生を誘導する。一方で、二本鎖 RNA センサーである TLR3
は、主に初期エンドソームと一部、細胞表面に発現し、細胞外領域に存在する

二本鎖RNAを認識する。TLR3はアダプター分子TICAM-1を介して、I型 IFN、
炎症性サイトカインの産生を誘導する。in vitroにおいては、ヒト単球由来 DC
が HCV感染死肝細胞由来の HCV RNAを TLR3依存的に認識し、I型 IFNを
産生することが報告されている 37。 
	
 TLR3の発現は、マウス CD8+DC、ヒト BDCA3+DCにおいて特に発現が高
いことが知られている 38。また TLR ファミリーの各種リガンドを用いて研究
から、これらの DCが、生体内における主要な III型 IFN産生細胞であり、二
本鎖 RNA合成アナログ polyI:Cに対して、TLR3依存的に III型 IFN産生す
ることが明らかにされている 34。また、近年の報告により、HCV 感染時にお
けるヒトBDCA3+DCからの III型 IFN産生に TLR3が重要であることが示さ
れている 33。一方で、RIG-Iは I型 IFNを産生誘導するが、III型 IFN産生に
おける生体内での役割は明らかになっていなかった。 
	
 本章では、TICAM-1 KOマウス、IPS-1 KOマウスを用い、in vivo, in vitro
での HCV RNA認識による III型 IFN産生における、TLR3-TICAM-1経路お
よび RIG-I-IPS-1経路の役割について検討した。 
	
 HCV の自然宿主はヒト、チンパンジー、ツパイであるが、マウスには感染
性を示さない。そこで本研究では、HCV レプリコンが自律的に複製増殖でき
る HuH-7由来の細胞株 O cell39より抽出した HCV RNAや、in vitro合成した
HCV RNAを用いて、RNA認識による III型 IFN産生経路を検討した、また、
生体内における応答を観察するために、核酸を高効率に肝臓にデリバリーする

手法であるハイドロダイナミックインジェクション 40を用いた。この手法を用

い、HCV RNAが生体内で RIG-Iにより認識されることを示した Gale Jrらに
よる先行研究 21に倣い、生体内における HCV RNA認識による III型 IFN産
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生が、いずれの経路依存的であるかを検討した。	
  
。 
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材料と方法 
 
1.材料 
 
1-1.細胞 
 
溶液および緩衝液の組成 
 
PBS (-) 137 mM NaCl, 8.1 mM Na2HPO4, 2.68 mM KCl,  

1.49 mM KH2PO4 
トリプシン液 0.25% Trypsin-0.02% EDTA-PBS (-) 
 
以下の試薬を各メーカーより購入した。 
 
FBS       BioSource Intl., Inc. 
DMEM (1.0 g/l Low Glucose)    GIBCO-Invitrogen 
DMEM (4.5 g/l Low Glucose)    GIBCO-Invitrogen 
RPMI1640     GIBCO-Invitrogen 
HEPES      GIBCO-Invitrogen 
NEAA       GIBCO-Invitrogen 
Sodium Pyruvate     GIBCO-Invitrogen 
Insulin solution from Bovine Pancreas   Wako 
EGF      Wako 
L-Glutamine      GIBCO-Invitrogen 
100 mU/ml PenicillinG, 100 µg/ml Streptomycin  GIBCO-Invitrogen 
G418       Roche 
Opti-MEM      GIBCO-Invitrogen 
 
HEK293 
	
 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°C で 30 分間加熱し非働化した 10% (v/v)ウシ胎児血清 FBS、100mU/ml 
Penicillin G、100 µg/ml Streptomycin を添加した  DMEM (1.0g/l Low 
Glucose)を用いて 37°C、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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O cell 
	
 ヒト肝癌細胞株 O cell は岡山大学 加藤宣之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 
Penicillin G、100 µg/ml Streptomycin, 6 µl/ml G418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。二日おきに培
地交換を行った。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。 
 
 
Oc cell 
	
 ヒト肝癌細胞株 Oc cellは岡山大学 加藤宣之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 
Penicillin G、100 µg/ml Streptomycin 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.マウス 
 
	
 TICAM-1 KO マウス (C57BL/6) 、IPS-1 KOマウス(C57BL/6)は本研究室
により作製された。野生型 (wild type : WT) として用いた C57BL/6 マウスは
日本クレア社より購入した。 
 
マウスを利用した実験は、北海道大学動物実験に関する規程に従って行った。 
 
 
1-3.プラスミド 
 
	
 pEF-BOS/TICAM-1、pEF-BOS/IPS-1、各 TICAM-1欠損体、IPS-1欠損体
は本研究室により作製された 41。pEF-BOSは、京都大学 長田重一教授より供
与された 42。 
	
  
 
 
1-4.リガンド、サイトカイン 
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以下の試薬を各メーカーより購入した。 
 
polyI:C    GE Healthcare 
 
 
2.方法 
 
2-1.マウスからの細胞調整 
 
溶液および緩衝液の組成 
 
PBS (-)  137 mM NaCl, 8.1 mM Na2HPO4, 2.68 mM KCl,  

1.49 mM KH2PO4 
CMF-HBSS 137 mM NaCl, 358 µM Na2HPO4, 5.33 mM KCl, 

411 µM KH2PO4 
ACK lysis buffer  150 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3,  

0.1 m M Na2EDTA  
MACS buffer   0.5% BSA, 2 mM EDTA – PBS (-) 
pre-perfusion buffer 5.55 mM D-glucose, 525 µM EGTA, 20.9 µM 

Gentamicin, 10 mM HEPES – CMF-HBSS 
perfusion buffer 0.05% Collagenase H, 5.4 mMCaCl2, 20.9 µM 

Gentamicin, 10 mM HEPES – CMF-HBSS 
suspension buffer 1%BSA, 20.9 µM Gentamicin, 10 mM HEPES 

– CMF-HBSS 
 
 
以下の試薬を各メーカーより購入した。 
 
collagenase D     Roche 
collagenase H      Roche 
Mercaptoethanol     GIBCO-Invitrogen  
Hank`s balanced salt solution   sigmaaldrich 
anti-CD4 micro beads     Miltenyi Biotec Inc 
anti-CD8 micro beads    Miltenyi Biotec Inc 
anti-CD11c micro beads     Miltenyi Biotec Inc 
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CD8α+DC positive selection kit    Miltenyi Biotec Inc 
CD4 +DC positive selection kit    Miltenyi Biotec Inc 
 
BMMf 
	
 マウス大腿骨を摘出し、70%EtOH で２分間処理後、PBS で２回洗浄した。
大腿骨の両端を切断し 26G ニードルとシリンジを使い、骨髄細胞を RPMI 中
に回収し、40 µmメッシュに通し、骨片を除去した。ACK  lysis buffer 処理
により赤血球を除去したのち、30％L929細胞培養上清を含む RPMI1640培地
で培養した。3日目に培地を交換し 6日目の細胞を BMMfとした。 
 
BMDC 
	
 マウス大腿骨を摘出し、70%EtOH で２分間処理後、PBS で２回洗浄した。
大腿骨の両端を切断し 26G ニードルとシリンジを使い、骨髄細胞を RPMI 中
に回収し、40 µmメッシュに通し、骨片を除去した。ACK lysis buffer 処理に
より赤血球を除去した後、GM-CSF を含む RPMI1640 培地で培養した。2,4
日目に培地を交換し,6 日目の浮遊細胞及び軽度付着細胞を回収し、これを
BMDCとした。 
 
DNDC 
	
 マウス脾臓を摘出し,collagenase D を含むHanks Buffer solutionで37℃25
分間処理し、EDTAで反応を止めた後、ACK lysis buffer 処理により赤血球を
除去し,MACS bufferにより洗浄した。anti-CD4 micro beads、anti-CD8 micro 
beadsを用いたMACSによるネガティブセレクションした細胞をさらに、 
anti-CD11 micro beads用いたMACSにより回収し、CD4-,CD8-,CD11+細胞
を DNDCとした。10%FBS, penicillin-streptomycin, 10 mM HEPES, 55 mM 
Mercaptoethanolを含む RPMI1640にて 培養した。 
 
CD8+DC 
	
 マウス脾臓を摘出し,collagenase D を含むHanks Buffer solutionで37℃25
分間処理し、EDTAで反応を止めた後、ACK lysis buffer 処理により赤血球を
除去し,MACS bufferにより洗浄した。CD8α+DC positive selection kitを用い
たMACSにより CD8+DCを回収した。10%FBS, penicillin-streptomycin, 10 
mM HEPES, 55 mM Mercaptoethanolを含む RPMI1640にて 培養した。 
 
CD4+DC 
	
 マウス脾臓を摘出し,collagenase D を含むHanks Buffer solutionで37℃25
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分間処理し、EDTAで反応を止めた後、ACK lysis buffer 処理により赤血球を
除去し,MACS bufferにより洗浄した。CD4+DC positive selection kitを用い
た MACS により CD4+DC を回収した。10%FBS, penicillin-streptomycin, 
10mM HEPES, 55mM Mercaptoethanolを含む RPMI1640にて 培養した。 
 
 
２-2. cDNAの合成 
	
 細胞あるいは組織を Trizolにより溶解した。溶解液に Trizolの 1/5量のクロ
ロホルムを加え混和した後、12,000 g、15分間遠心した。遠心後、水層を回収
し、等量のイソプロパノールを加え、10分置いたのち、15000 g、10分間遠心
した。沈殿したペレットを 70％EtOH により洗浄し、RNA を抽出した。抽出
した RNAをもとに、High capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied 
Biosystems) を用いて逆転写して cDNAを合成した。 
 
 
2-3.定量 PCR 
 
	
 cDNAから Step One Real-time PCR systemを用いて Ct値を測定し、ΔΔ
Ct法によりmRNA量を算出した。内部標準としては ヒト GAPDH またはマ
ウスβ-actinを使用した。使用した primerを以下に示す 
 
mouse β-actin  F TTTGCAGCTCCTTCGTTGC  

R  TCGTCATCCATGGCGAACT  
mouse IFN-β  F  CCAGCTCCAAGAAAGGACGA  

R  CGCCCTGTAGGTGAGGTTAT  
mouse IFN-α2  F  TACTCAGCAGACCTTGAACC  

R  GGTACACAGTGATCCTGTGG  
mouse IFN-α4  F  CTGCTGGCTGTGAGGACATACT  

R  AGGCACAGAGGCTGTGTTTCTT  
mouse IFN-λ2/3  F  TCCCAGTGGAAGCAAAGGATTG  
  R  TCAAGCACCTCTTCTCGATGG  
HCV NS5B  F  CCGAGGCCAGACAGGTCATA  

R  GGCTGCAGAGGCCTTCAAGT  
human GAPDH  F  GAGTCAACGGATTTGCTCGT  

R  TTGATTTTGCAGGGATCTCG 
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2-4.ELISA 
 
血清、細胞培養上清より、ELISA kitを用いて測定した。 
 
以下の ELISA kitを各メーカより購入した。 
 
mouse IFN-β   PBL 
mouse IFN-λ2/3   eBioscience 
 
 
2-5.ルシフェラーゼレポータージーンアッセイ 
 
	
 HEK293細胞を、24 well plate に播種し、翌日、Lipofectamine 2000 reagent 
(Invitrogen Life Technology)を用いてトランスフェクションを行った。発現プ
ラスミド量は各実験条件に従い、総量は 0.1 µg となる様に empty/ pEF-BOS 
を加えた。レポータージーンとして、IFN-β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 IFN-β-luc (東京大学 谷口維紹教授より供与 43)あるい
は、IFN-λ1、IFN-λ2/3 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 IFN-λ1-luc ,IFN-λ2/3-luc(共にNational Institutes of Health 今道友純教授
より供与 44)を使用した。また内部コントロールとして、Rennila luciferase 
(promega)を用いた。 
 
 
2-6.HCVレプリコン保持細胞 O cellからの HCV RNA抽出 
 
	
 培養している O cell を回収し、Trizol により、HCV RNA を含む Ocell の
RNAを抽出した。HCV RNAを含まないネガティブコントロールとしてOc cell
の RNAを抽出した。 
 
2-7.in vitro HCV polyU/UC RNAの作製 
 
	
 本研究室が作製した、HCV genotype 1b polyU/UC RNA (9421 to 9480, 
Accession number: EU867431 )が挿入された pGEM-T easy vector45 より
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Riboprobe combination system SP6/T7 RNA polymerase (promega)を用いて、
T7 promoterあるいはSP6 promoterから転写反応を行った。DNase I で 37°C、
15分反応させて DNA を除去し、TrizolによりRNAを抽出した。二本鎖 RNA 
の作製のため、センス鎖とアンチセンス鎖の相補的な ssRNA を等量混合し、
95°Cに置いた後、徐々に室温まで温度をさげてアニーリングを行った。 
 
 
2-8.ハイドロダイナミックインジェクション 
 
	
 O cell, Oc cellより抽出した RNA, あるいは invitro合成したセンス鎖 HCV 
polyU/UC ssRNA または二本鎖 HCV polyU/UC RNA を含む TransIT®-QR 
Delivery Solution (Mirus) 2 ml を 27Gニードルと 5 mlシリンジを用いて、
約 4秒間かけ、マウスに静脈内投与した。 
 
 
2—9.細胞培養上清中の Exosome RNA の抽出 
 
	
 細胞培養上清を回収し、300 g,10分間遠心した。遠心後、上清を回収し、さ
らに 2,000 g,20分間遠心した。遠心後の上清を、0.22 µmフィルターに通した
後、110,000 g,70 分間の超遠心を行った。超遠心後、沈殿した Exosomeを PBS
で洗浄した後、Trizolを用いて RNAを抽出した。 
 
 
 
	
 遺伝子組替え生物等を用いた実験については、北海道大学の定める規定に基

づき実施した。 
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結果 
 
1-1.polyI:Cによる III型 IFNには TLR-3-TICAM-1経路が必須である 
	
  
	
 先ず、先行研究により報告された polyI:C 応答時の TLR3-TICAM-1 依存的
な III型 IFN産生 34について検討した。polyI:C 刺激による BM-Mfのサイト
カインのmRNAの発現を調べたところ、TICAM-1 KO BMMfでは IFN-λ2/3
が誘導されなかった(図 1.1.A)。次に、生体組織における TICAM-1依存的な III
型 IFN産生を調べるため、polyI:Cを腹腔内投与し、各組織での IFN-β、IFN-α2、
IFN-α4、IFN-λ2/3のmRNA発現を調べところ、TICAM-1 KOマウスにおい
ては、IFN-λ2/3 の mRNA がいずれの組織においても検出されなかった(図
1.1.B-E)。先行研究では、polyI:C の静脈内投与により、TLR3-KO マウスで、
血中の IFN-λ2/3 が検出されなくなることを報告しているが 34、本実験と合わ

せて、生体内において、polyI:Cによる III型 IFNには TLR-3-TICAM-1経路
が必須であるが確かめられた。 
 
 
1-2. IPS-1は III型 IFNを誘導できる 
	
  
	
 IPS-1経路は、生体内での、polyI:Cや HCV RNA応答時の I型 IFN産生に
必須である。ここでは、IPS-1 からのシグナル伝達は、III 型 IFN 産生を誘導
し得るかを検討した。TICAM-1、IPS-1を過剰発現させた HEK293における、
IFN-β, IFN-λのプロモータ活性をルシフェラーゼレポータージーンアッセイ
により測定したところ、TICAM-1だけでなく、IPS-1によっても、III型 IFN
発現が誘導されることが示された(図 1.2,A)。また、TICAM-1、IPS-1欠損体を
過剰発現させた同様の実験により、TICAM-1 では 150-556aa の領域、IPS-1
では、transmenbrane領域がそれぞれ、Ｉ型 IFN、III型 IFN発現誘導いずれ
にも重要であることが示された(図 1.2,B,C)。 
 
 
1-3.生体内では HCV RNAに対する応答で III型 IFN発現が誘導される 
 
	
 生体肝臓内での、HCV RNA応答時における III型 IFN発現が TICAM-1、
IPS-1、どちらに依存するかを調べた。まず HCV RNAにより III型 IFNが誘
導されるかを検討するため、HCV レプリコン保持細胞 O cell39から抽出した 
RNA(O cell RNA )をハイドロダイナミックインジェクションにより投与した。
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O cell RNA には、HCV RNAだけでなく、宿主由来の RNAも含まれるため、
コントロールとして、O cellの HCVレプリコンを IFN処理により除去するこ
とで樹立された O cured cell39 (Oc cell)より抽出した RNA (Oc cell RNA) を用
いた(図 1.3.A)。結果、HCV RNAを含む O cell RNAを投与した時のみ、肝臓
における IFN-β、α2、IFN-λ2/3 の mRNA 発現が上昇した(図 1.3.B)。このこ
とから、生体内において、HCV RNAは I型 IFN、III型 IFNを、発現誘導す
ることが示された。 
 
 
1-4.生体内での HCV RNAに対する III型 IFN誘導には IPS-1が必須である 
 
	
 次に、TICAM-1 KOマウス、IPS-1 KOマウスを用いて同様にハイドロダイ
ナミックインジェクションによる O cell RNAの投与を行い、この III型 IFN
誘導には、TICAM-1、IPS-1のいずれが重要であるかを検討した。結果、IPS-1 
KOマウスでは、IFN-β, α2, IFN-λ2/3の発現上昇がみられなかった(図 1.4,A)。
また、 RIG-Iにより認識される HCV polyU/UC RNAを in vitro合成したもの
をハイドロダイナミックインジェクションした際も、センス一本鎖 HCV RNA 
(ssRNA)、二本鎖 HCV RNA(dsRNA)共に、IPS-1 KOマウスでは、IFN-β, α2,  
IFN-λ2/3 の発現上昇がみられなかった(図 1.4,B)。このことから RIG-I-IPS-1
経路は、生体内において、HCV RNAに対して、既報の I型 IFN誘導のみなら
ず、III型 IFN誘導にも重要であることが示された。 
 
 
1-5.肝細胞は細胞質内HCV RNAに対し IPS-1依存的に III型 IFNを誘導する 
 
 HCVは肝臓の肝実質細胞を感染標的としていることから、HCV RNAにより
肝細胞での I型 IFN、III型 IFN発現が誘導されるかを調べた。マウス肝臓よ
り、初代肝細胞を採取し、Lipofectamine 2000 を用いて、O cell RNA を
lipofectionにより細胞質内に導入した。このとき、IFN-β, IFN-λ2/3の発現は、
IPS-1依存的であった(図 1.5)。HCVは感染後、細胞質内で脱殻し、HCV RNA
が細胞質内に放出される。本実験によりHCV感染時の肝細胞が、細胞質内RNA
認識経路 RIG-I-IPS-1を介して I型 IFN、III型 IFNを誘導することが示唆さ
れた。 
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1-6.CD8+DCは細胞質内 HCV RNAに対し、IPS-1依存的に強く III型 IFNを
誘導する 
 
	
 HCVの感染標的細胞は肝実質細胞だが、HCV感染患者の DCやMfで HCV
のタンパク質やゲノムが検出される例が報告されている 46–48。また、DC が
HCVに応答して、I型 IFN、III型 IFNを誘導することが、これまでの研究で
示されていることから、DCでの HCV RNAに対する I型 IFN、III型 IFN誘
導での TICAM-1, IPS-1の関与を検討した。 
	
 脾臓よりCD8+DC, CD4+DC, DNDCを採取し、培養上清中に、O cell RNA、
polyI:Cを添加、あるいは、Lipofectamine 2000を用いて、細胞質内に導入し
たところ、O cell RNA、polyI:Cを細胞質内に導入した場合は、共に IFN-β, 
IFN-λを誘導するが、培養上清中に添加した場合には polyI:C でのみ応答が見
られた(図 1.6.A,B)。また、III 型 IFN 誘導がみられた刺激では、いずれも

CD8+DCが高い III型 IFN誘導を示した。 
	
 上清に O cell RNA, polyI:Cを添加した際の応答性の違いについては、過去
に、上清中の polyI:C は効率的に DC に取り込まれ、TLR3 を活性化するのに
対し、in vitroで転写されたウイルス由来の二本鎖 RNAを上清に加えても DC
の TLR3は殆ど活性化されないことが報告されている 49。今回の実験系におい

ても、O cell RNAでは polyI:Cのような効率的な取り込みが行われないために、
応答がみられなかった可能性がある。 
	
 また、CD8+DC における細胞質内 O cell RNA による III 型 IFN 誘導は
TICAM-1ではなく、IPS-1に強く依存することが、KOマウス由来の CD8+DC
を用いて示された(図 1.6.C,D)。   
 
 
1-7.CD8+DCは HCV感染肝細胞存在下で、TICAM-1依存的に III型 IFNを
産生する 
 
	
 近年、老廃物の廃棄を担うとされてきたエクソソームが、miRNA、mRNA
やタンパク質を内包し、細胞外に分泌され、細胞間情報伝達に重要であること

が明らかにされた 50。HCV感染においては、HCV感染肝細胞から、HCV RNA
を含む HCV由来成分を内包したエクソソームが分泌され、pDCに取り込まれ
I型 IFNが誘導されることが報告されている 51。O cellと Oc cellのエクソソ
ーム RNA を回収したところ、O cell 由来エクソソーム RNA においてのみ、
HCV RNAが検出された(図 1.7.A)。そこで、エクソソームを介した HCV RNA
の細胞間伝達による DCの III型 IFN産生を検討するために、O cellあるいは
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Oc cellと CD8+DCの共培養実験を行った。その結果、O cellと共培養したと
きのみ CD8+DCからの I型 IFNと III型 IFNの産生がみられた(図 1.7.B,C)。
また、この I型 IFNと III型 IFNの産生は IPS-1ではなく、TICAM-1依存的
であった。 
	
 このことから、CD8+DCは HCV RNA含有エクソソームを取り組み、エン
ドソームに移行した HCV RNAによる TLR3の活性化を起こし、I型、III型
IFNを産生することが示唆された。 
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図 1.1	
 polyI:C刺激のよる I型 IFN、III型 IFN誘導 
 
(A) WT BMMf, TICAM-1 KO BMMfを 50 µg/ml polyI:Cで刺激後、定量 PCR
により IFN-β, IFN-α2, IFN-α4, IFN-λ2/3のmRNA発現を測定した。 
(B-E) 50 µg/ml polyI:CをWT、TICAM-1 KOマウスに腹腔内投与し、6時間
後に組織を回収し、RNA を抽出した。定量 PCR により組織中の IFN-β(B), 
IFN-α2(C), IFN-α4(D), IFN-λ2/3(E)のmRNA発現を測定した 
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Figure S1
Type I IFN production in response to polyI:C stimulation. 
(A) Wild-type and TICAM-1 KO BM-Mf were stimulated with 50 μg of polyI:C (without transfection), and
 IFN-β, α2, α4, and λ2/3 expressions were determined by RT-qPCR. 
(B-E) 50 μg of PolyI:C was i.p. injected into wild-type and TICAM-1 KO mice. Six hours after injection, 
the tissues were isolated, and total RNA was extracted. The expression of IFN-β (B), α2 (C), α4 (D), and 
λ2/3 (E) in indicated tissues were measured by RT-qPCR. 
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図 1.2 IPS-1による I型 IFN、III型 IFN誘導 
(A,B) HEK293に TICAM-1、IPS-1発現ベクターを IFNβ-luc(A), 
IFN-λ1-luc(B)レポータープラスミドともに Lipofectamine 2000 を用いて
transfectionした。24時間後ルシフェラーゼ活性を測定した。 
(C) HEK293 に TICAM-1 欠損体発現ベクターを IFN-β-luc、IFN-λ1-luc、
IFN-λ2/3-luc レポータープラスミドともに Lipofectamine 2000 を用いて
transfectionした。24時間後、ルシフェラーゼ活性を測定した。 
(D) HEK293 に IPS-1 欠損体発現ベクターを IFN-β-luc、IFN-λ1-luc、
IFN-λ2/3-luc レポータープラスミドともに Lipofectamine 2000 を用いて
transfectionした。24時間後、ルシフェラーゼ活性を測定した。 
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Figure S2
The ability of IPS-1 to induce type I and III IFNs. 
TICAM-1 and IPS-1 expression vectors were transfected into HEK293 with p125luc (IFN-β) (A) or pIFN-λ1 luc 
(human IFN-λ) (B) reporter plasmids. 24 hours after transfection, the luciferase activity was measured. 
(C) TICAM-1 fragment expression vectors were transfected into HEK293 cells with p125luc, pIFN-λ1, or λ2/3 
luc reporter plasmids. 24 hours after transfection, the luciferase activity was measured. 
(D) IPS-1 fragment expression vectors were transfected into HEK293 cells with p125luc, pIFN-λ1, or λ2/3 luc 
reporter plasmids. 24 hours after transfection, the reporter activities were measured. 
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図 1.3	
 生体内での HCV RNAによる I型 IFN、III型 IFN誘導 
(A)O cell RNA, Oc cell RNA中の HCV RNAを RT-PCRにより検出した。 
(B)20 µg O cell RNAまたは20 µg Oc cell RNAをハイドロダイナミックインジ
ェクションにより投与した。6時間後、肝臓を採取し、RNAを抽出した。肝臓
内の IFN-β, IFN-α2, IFN-λ2/3のmRNA発現を定量 PCRにより測定した。  
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previously (18). All mice were maintained under specific pathogen-free
conditions in the Animal Facility of the Hokkaido University Graduate
School of Medicine (Sapporo, Japan). Animal experiments were conducted
according to the guidelines established by the Animal Safety Center,
Japan.

Cell lines and reagents

Human hepatocyte cell lines O cells and O cured (Oc) cells that contained
HCV 1b replicons were provided by N. Kato (Okayama University). Mouse
hepatocyte cell line was described previously (19). PolyI:C was purchased
from GE Healthcare and dissolved in saline. An OVA (H2Kb-SL8) tetra-
mer was purchased from MBL. PE-CD80, -CD86, -NK1.1, FITC-CD8,
and allophycocyanin-CD3e Abs were purchased from BioLegend, and
PE-CD40, FITC-CD69, and allophycocyanin-CD11c Abs were from
eBioscience. An ELISA kit for IFN-b was purchased from PBL Bio-
medical Laboratories, and ELISA kits for mouse IL-28 (IFN-l2/3) were
purchased from Abcam and eBioscience. An ELISA kit for mouse IFN-g
was purchased from eBioscience. ELISA was performed according to the
manufacturer’s instructions. Mouse IFN-a and IFN-l3 (IL-28B) were
purchased from Miltenyi Biotec and R&D Systems, respectively.

Cell preparation

Spleen CD8+ and CD4+ DCs were isolated using CD8+ DC isolation kit
and CD4-positive isolation kit, according to manufacturer’s instruction
(Miltenyi Biotec). Spleen CD11c+ DCs were isolated using CD11c
microbeads. To obtain splenic double-negative (DN) DCs, CD4+ and
CD8+ cells were depleted from mouse spleen cells using CD4 and CD8
MicroBeads (Miltenyi Biotec), and then CD11c+ DCs were positively
selected using CD11c MicroBeads (Miltenyi Biotec). We confirmed that
.90% of isolated cells were CD42, CD82, and CD11c+ DCs. Splenic NK
cells were isolated using mouse DX5 MicroBeads (Miltenyi Biotec). The
cells were analyzed by flow cytometry on a FACSCalibur instrument (BD
Biosciences), followed by data analysis using FlowJo software.

Generation of bone marrow–derived DCs and bone marrow–
derived macrophages

Bone marrow cells were prepared from the femur and tibia. The cells
were cultured in RPMI 1640 medium with 10% FCS, 100 mM 2-ME, and
10 ng/ml murine GM-CSF or culture supernatant of L929 expressing
M-CSF. Medium was changed every 2 d. Six days after isolation, cells
were collected.

Hydrodynamic injection

Total RNA from the human hepatocyte cell lines O cells and Oc cells was
extracted using TRIzol reagent (Invitrogen). HCV genotype 1b 39 UTR
RNA, including the polyU/UC region, was synthesized using T7 and SP6
RNA polymerase and purified with TRIzol, as described previously (20).
RNA was i.v. injected into a mouse by a hydrodynamic method using a
TransIT Hydrodynamic Gene Delivery System (Takara), according to the
manufacturer’s instruction.

Quantitative PCR

For quantitative PCR, total RNA was extracted using TRIzol reagent
(Invitrogen), after which 0.1–1 mg RNA was reverse transcribed using
a high-capacity cDNA transcription kit with an RNase inhibitor kit (Ap-
plied Biosystems), according to the manufacturer’s instructions. Quanti-
tative PCR was performed using a Step One real-time PCR system (Applied
Biosystems). The expression of cytokine mRNA was normalized to that of
b-actin mRNA, and the fold increase was determined by dividing the
expressions in each sample by that of wild type at 0 h. PCR primers for
mouse IFN-l amplified both IFN-l2 and l3 mRNA. The primer sequences
are described in Supplemental Table 1.

Activation of NK cells in vitro

NK cells and CD11c+ DCs were isolated from spleens using DX5 and
CD11c MicroBeads (Miltenyi Biotec), respectively. A total of 2 3 105 NK

FIGURE 1. Type I and type III IFN productions in response to HCV RNA in vivo. (A) O cell and Oc cell RNA (20 mg) were hydrodynamically injected
into wild-type mice. Six hours later, mouse livers were excised, and IFN-b, a2, and -l2/3 mRNA levels were determined by quantitative RT-PCR. (B) O cell
RNA (20 mg) with HCV replicons was hydrodynamically injected into wild-type, TICAM-1 KO, and IPS-1 KO mice. Six hours after injection, IFN-b, a2,
and -l2/3 mRNA levels in liver were determined by quantitative RT-PCR. IFN-b protein levels in mouse livers were determined by ELISA. (C) HCV
ssRNA or HCV dsRNA (5 mg) was hydrodynamically injected into wild-type, TICAM-1 KO, and IPS-1 KO mice. Six hours after injection, IFN-b and -l2/3
mRNA levels in liver were determined by quantitative RT-PCR. (D) O cell RNA (20 mg) with HCV replicons was hydrodynamically injected into wild-type,
TICAM-1 KO, and IPS-1 KO mice. Six hours after injection, serum IFN-b and -l2/3 concentrations were determined by ELISA. (E) HCV ssRNA or HCV
dsRNA (5 mg) was hydrodynamically injected into wild-type, TICAM-1 KO, and IPS-1 KO mice. Six hours after injection, serum IFN-b and -l2/3 con-
centrations were determined by ELISA.
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図 1.4	
 生体内での HCV RNAによる IPS-1依存的な、I型 IFN、III型 IFN
誘導 
(A)20 µg O cell RNAをWT, TICAM-1 KO, IPS-1 KOマウスにハイドロダイナ
ミックインジェクションにより投与した。6時間後、肝臓を採取し、RNAを抽
出した。肝臓内の IFN-β、IFNα2、IFN-λ2/3の mRNA発現を定量 PCRによ
り測定した。また、肝臓組織を RIPA buffer により溶解し、溶解液を用いて、
ELISAにより IFN-βを測定した。 
(B)5 µg HCV ssRNAまたは 5 µg HCV dsRNA をWT, TICAM-1 KO, IPS-1 
KO マウスにハイドロダイナミックインジェクションにより投与した。6 時間
後、肝臓を採取し、RNA を抽出した。肝臓内の IFN-β、IFN-λ2/3 の mRNA
発現を定量 PCRにより測定した。 
 

previously (18). All mice were maintained under specific pathogen-free
conditions in the Animal Facility of the Hokkaido University Graduate
School of Medicine (Sapporo, Japan). Animal experiments were conducted
according to the guidelines established by the Animal Safety Center,
Japan.

Cell lines and reagents

Human hepatocyte cell lines O cells and O cured (Oc) cells that contained
HCV 1b replicons were provided by N. Kato (Okayama University). Mouse
hepatocyte cell line was described previously (19). PolyI:C was purchased
from GE Healthcare and dissolved in saline. An OVA (H2Kb-SL8) tetra-
mer was purchased from MBL. PE-CD80, -CD86, -NK1.1, FITC-CD8,
and allophycocyanin-CD3e Abs were purchased from BioLegend, and
PE-CD40, FITC-CD69, and allophycocyanin-CD11c Abs were from
eBioscience. An ELISA kit for IFN-b was purchased from PBL Bio-
medical Laboratories, and ELISA kits for mouse IL-28 (IFN-l2/3) were
purchased from Abcam and eBioscience. An ELISA kit for mouse IFN-g
was purchased from eBioscience. ELISA was performed according to the
manufacturer’s instructions. Mouse IFN-a and IFN-l3 (IL-28B) were
purchased from Miltenyi Biotec and R&D Systems, respectively.

Cell preparation

Spleen CD8+ and CD4+ DCs were isolated using CD8+ DC isolation kit
and CD4-positive isolation kit, according to manufacturer’s instruction
(Miltenyi Biotec). Spleen CD11c+ DCs were isolated using CD11c
microbeads. To obtain splenic double-negative (DN) DCs, CD4+ and
CD8+ cells were depleted from mouse spleen cells using CD4 and CD8
MicroBeads (Miltenyi Biotec), and then CD11c+ DCs were positively
selected using CD11c MicroBeads (Miltenyi Biotec). We confirmed that
.90% of isolated cells were CD42, CD82, and CD11c+ DCs. Splenic NK
cells were isolated using mouse DX5 MicroBeads (Miltenyi Biotec). The
cells were analyzed by flow cytometry on a FACSCalibur instrument (BD
Biosciences), followed by data analysis using FlowJo software.

Generation of bone marrow–derived DCs and bone marrow–
derived macrophages

Bone marrow cells were prepared from the femur and tibia. The cells
were cultured in RPMI 1640 medium with 10% FCS, 100 mM 2-ME, and
10 ng/ml murine GM-CSF or culture supernatant of L929 expressing
M-CSF. Medium was changed every 2 d. Six days after isolation, cells
were collected.

Hydrodynamic injection

Total RNA from the human hepatocyte cell lines O cells and Oc cells was
extracted using TRIzol reagent (Invitrogen). HCV genotype 1b 39 UTR
RNA, including the polyU/UC region, was synthesized using T7 and SP6
RNA polymerase and purified with TRIzol, as described previously (20).
RNA was i.v. injected into a mouse by a hydrodynamic method using a
TransIT Hydrodynamic Gene Delivery System (Takara), according to the
manufacturer’s instruction.

Quantitative PCR

For quantitative PCR, total RNA was extracted using TRIzol reagent
(Invitrogen), after which 0.1–1 mg RNA was reverse transcribed using
a high-capacity cDNA transcription kit with an RNase inhibitor kit (Ap-
plied Biosystems), according to the manufacturer’s instructions. Quanti-
tative PCR was performed using a Step One real-time PCR system (Applied
Biosystems). The expression of cytokine mRNA was normalized to that of
b-actin mRNA, and the fold increase was determined by dividing the
expressions in each sample by that of wild type at 0 h. PCR primers for
mouse IFN-l amplified both IFN-l2 and l3 mRNA. The primer sequences
are described in Supplemental Table 1.

Activation of NK cells in vitro

NK cells and CD11c+ DCs were isolated from spleens using DX5 and
CD11c MicroBeads (Miltenyi Biotec), respectively. A total of 2 3 105 NK

FIGURE 1. Type I and type III IFN productions in response to HCV RNA in vivo. (A) O cell and Oc cell RNA (20 mg) were hydrodynamically injected
into wild-type mice. Six hours later, mouse livers were excised, and IFN-b, a2, and -l2/3 mRNA levels were determined by quantitative RT-PCR. (B) O cell
RNA (20 mg) with HCV replicons was hydrodynamically injected into wild-type, TICAM-1 KO, and IPS-1 KO mice. Six hours after injection, IFN-b, a2,
and -l2/3 mRNA levels in liver were determined by quantitative RT-PCR. IFN-b protein levels in mouse livers were determined by ELISA. (C) HCV
ssRNA or HCV dsRNA (5 mg) was hydrodynamically injected into wild-type, TICAM-1 KO, and IPS-1 KO mice. Six hours after injection, IFN-b and -l2/3
mRNA levels in liver were determined by quantitative RT-PCR. (D) O cell RNA (20 mg) with HCV replicons was hydrodynamically injected into wild-type,
TICAM-1 KO, and IPS-1 KO mice. Six hours after injection, serum IFN-b and -l2/3 concentrations were determined by ELISA. (E) HCV ssRNA or HCV
dsRNA (5 mg) was hydrodynamically injected into wild-type, TICAM-1 KO, and IPS-1 KO mice. Six hours after injection, serum IFN-b and -l2/3 con-
centrations were determined by ELISA.
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previously (18). All mice were maintained under specific pathogen-free
conditions in the Animal Facility of the Hokkaido University Graduate
School of Medicine (Sapporo, Japan). Animal experiments were conducted
according to the guidelines established by the Animal Safety Center,
Japan.

Cell lines and reagents

Human hepatocyte cell lines O cells and O cured (Oc) cells that contained
HCV 1b replicons were provided by N. Kato (Okayama University). Mouse
hepatocyte cell line was described previously (19). PolyI:C was purchased
from GE Healthcare and dissolved in saline. An OVA (H2Kb-SL8) tetra-
mer was purchased from MBL. PE-CD80, -CD86, -NK1.1, FITC-CD8,
and allophycocyanin-CD3e Abs were purchased from BioLegend, and
PE-CD40, FITC-CD69, and allophycocyanin-CD11c Abs were from
eBioscience. An ELISA kit for IFN-b was purchased from PBL Bio-
medical Laboratories, and ELISA kits for mouse IL-28 (IFN-l2/3) were
purchased from Abcam and eBioscience. An ELISA kit for mouse IFN-g
was purchased from eBioscience. ELISA was performed according to the
manufacturer’s instructions. Mouse IFN-a and IFN-l3 (IL-28B) were
purchased from Miltenyi Biotec and R&D Systems, respectively.

Cell preparation

Spleen CD8+ and CD4+ DCs were isolated using CD8+ DC isolation kit
and CD4-positive isolation kit, according to manufacturer’s instruction
(Miltenyi Biotec). Spleen CD11c+ DCs were isolated using CD11c
microbeads. To obtain splenic double-negative (DN) DCs, CD4+ and
CD8+ cells were depleted from mouse spleen cells using CD4 and CD8
MicroBeads (Miltenyi Biotec), and then CD11c+ DCs were positively
selected using CD11c MicroBeads (Miltenyi Biotec). We confirmed that
.90% of isolated cells were CD42, CD82, and CD11c+ DCs. Splenic NK
cells were isolated using mouse DX5 MicroBeads (Miltenyi Biotec). The
cells were analyzed by flow cytometry on a FACSCalibur instrument (BD
Biosciences), followed by data analysis using FlowJo software.

Generation of bone marrow–derived DCs and bone marrow–
derived macrophages

Bone marrow cells were prepared from the femur and tibia. The cells
were cultured in RPMI 1640 medium with 10% FCS, 100 mM 2-ME, and
10 ng/ml murine GM-CSF or culture supernatant of L929 expressing
M-CSF. Medium was changed every 2 d. Six days after isolation, cells
were collected.

Hydrodynamic injection

Total RNA from the human hepatocyte cell lines O cells and Oc cells was
extracted using TRIzol reagent (Invitrogen). HCV genotype 1b 39 UTR
RNA, including the polyU/UC region, was synthesized using T7 and SP6
RNA polymerase and purified with TRIzol, as described previously (20).
RNA was i.v. injected into a mouse by a hydrodynamic method using a
TransIT Hydrodynamic Gene Delivery System (Takara), according to the
manufacturer’s instruction.

Quantitative PCR

For quantitative PCR, total RNA was extracted using TRIzol reagent
(Invitrogen), after which 0.1–1 mg RNA was reverse transcribed using
a high-capacity cDNA transcription kit with an RNase inhibitor kit (Ap-
plied Biosystems), according to the manufacturer’s instructions. Quanti-
tative PCR was performed using a Step One real-time PCR system (Applied
Biosystems). The expression of cytokine mRNA was normalized to that of
b-actin mRNA, and the fold increase was determined by dividing the
expressions in each sample by that of wild type at 0 h. PCR primers for
mouse IFN-l amplified both IFN-l2 and l3 mRNA. The primer sequences
are described in Supplemental Table 1.

Activation of NK cells in vitro

NK cells and CD11c+ DCs were isolated from spleens using DX5 and
CD11c MicroBeads (Miltenyi Biotec), respectively. A total of 2 3 105 NK

FIGURE 1. Type I and type III IFN productions in response to HCV RNA in vivo. (A) O cell and Oc cell RNA (20 mg) were hydrodynamically injected
into wild-type mice. Six hours later, mouse livers were excised, and IFN-b, a2, and -l2/3 mRNA levels were determined by quantitative RT-PCR. (B) O cell
RNA (20 mg) with HCV replicons was hydrodynamically injected into wild-type, TICAM-1 KO, and IPS-1 KO mice. Six hours after injection, IFN-b, a2,
and -l2/3 mRNA levels in liver were determined by quantitative RT-PCR. IFN-b protein levels in mouse livers were determined by ELISA. (C) HCV
ssRNA or HCV dsRNA (5 mg) was hydrodynamically injected into wild-type, TICAM-1 KO, and IPS-1 KO mice. Six hours after injection, IFN-b and -l2/3
mRNA levels in liver were determined by quantitative RT-PCR. (D) O cell RNA (20 mg) with HCV replicons was hydrodynamically injected into wild-type,
TICAM-1 KO, and IPS-1 KO mice. Six hours after injection, serum IFN-b and -l2/3 concentrations were determined by ELISA. (E) HCV ssRNA or HCV
dsRNA (5 mg) was hydrodynamically injected into wild-type, TICAM-1 KO, and IPS-1 KO mice. Six hours after injection, serum IFN-b and -l2/3 con-
centrations were determined by ELISA.
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図 1.5	
 マウス肝細胞での HCV RNAに対する III型 IFN誘導 
 
WT、TICAM-1 KO, IPS-1 KOマウスから肝細胞を単離し、1 µg O cell RNA
を Li[pofectamine 2000を用いて細胞質に導入した。6時間後、細胞を回収し、
RNAを抽出した。定量 PCRにより IFN-β、IFN-λ2/3のmRNA発現を測定し
た。 
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図 1.6 CD8+DCによる III型 IFNの誘導 
 
(A,B)マウス脾臓より単離した CD8+DC、CD4+DC、DNDCの培養上清中に O 
cell RNAまたは polyI:Cを 20 µg添加(addition)あるいは Lipofectamine 2000
により、1 µg導入(transfection)した。6時間後、細胞の RNAを回収し、定量
PCRにより、IFN-β(A), IFN-λ2/3(B)のmRNA発現を測定した。 
(C,D) WT, TICAM-1 KO, IPS-1 KOマウス脾臓より単離した CD8+DCの培養
上清中にO cell RNAを 20 µg添加(addition)あるいはLipofectamine2000によ
り、1µg導入(transfection)した。6時間後、細胞の RNAを回収し、定量 PCR
により、IFN-β(C), IFN-λ2/3(D)のmRNA発現を測定した。 
  

(2) previously used a hydrodynamic assay to assess the role of
RIG-I in type I IFN production in response to HCV RNA in vivo.
Thus, to investigate the response to HCV RNA in vivo, we also
used a hydrodynamic assay. We used RNA extracted from hepa-
tocyte cell lines, O cells and Oc cells. O cells are derived from
HuH-7 cells and contain HCV 1b full-length replicons (22). Oc
cells were obtained by eliminating these replicons using IFN-a
treatment (22). RNAs extracted from O cells (with HCV RNA)
and Oc cells (without HCV RNA) were hydrodynamically injected
into mouse livers, after which the cytokine expressions in mouse
livers were determined. In wild-type mouse liver, O cell but
not Oc cell RNA induced IFN-a2, b, and l mRNA expression
(Fig. 1A), which indicated that these cytokines were expressed in
response to HCV RNAs within O cells that contained the HCV
genome and replication intermediates in hepatocyte. Knockout
of IPS-1 severely reduced IFN-b and a2 mRNA expressions in
mouse liver in response to hydrodynamically injected O cell RNA
(Fig. 1B). IFN-b protein level in mouse liver was also reduced by
IPS-1 knockout (Fig. 1B). Although TICAM-1 was essential for
IFN-l2/3 mRNA expression in liver in response to i.p. injected
polyI:C (Supplemental Fig. 1), TICAM-1 was dispensable for
IFN-l2/3 mRNA expression in response to hydrodynamically
injected O cell RNA (Fig. 1B). In contrast, IPS-1 was essential
for IFN-l2/3 mRNA expression in response to hydrodynami-
cally injected O cell RNA (Fig. 1B). A requirement for IPS-1 for
IFN-l2/3 mRNA expression in the liver was also found when
in vitro synthesized HCV dsRNAs and ssRNAs were used for the
hydrodynamic assay (Fig. 1C). These results suggested that IPS-1
plays a crucial role in type III IFN production in response to HCV
RNA in vivo.
To corroborate the role of IPS-1 in type III IFN production, we

next measured serum IFN-l and -b levels in response to hydro-
dynamic injection of O cell RNA, HCV ssRNA, and HCV dsRNA.
Interestingly, IPS-1 KO markedly reduced serum IFN-l2/3 levels
(Fig. 1D, 1E). Unexpectedly, TICAM-1 KO also reduced serum
IFN-l levels (Fig. 1D, 1E). Because TICAM-1 was dispensable
for IFN-l mRNA expression in the liver, it is possible that serum
IFN-l was produced from DCs in other tissues in a TICAM-1–
dependent manner, as described below. Our data indicated that
both TICAM-1 and IPS-1 are essential for type III IFN in response
to HCV RNA in vivo. When polyI:C was hydrodynamically injec-
ted, knockout of TICAM-1 or IPS-1 moderately reduced IFN-l2/3
levels in sera (Supplemental Fig. 3).

DCs produce type III IFN through an IPS-1–dependent
pathway in response to cytoplasmic HCV RNA

HCV proteins and minus strands of its genome are detected in DCs
and macrophages (Mfs) of chronically HCV-infected patients (23,
24), and recent study showed that DCs produce type I and III IFNs
in response to HCV (17, 25). Thus, we assessed the role of IPS-1
in type III IFN production by DCs and Mfs in response to HCV
RNA. Surprisingly, adding O cell RNA into the culture medium
did not induce any IFN-b and -l2/3 mRNA expression (Fig. 2A),
whereas adding polyI:C into culture medium efficiently induced
IFN-b and -l2/3 mRNA expression (Fig. 2B), and TICAM-1 KO
abolished the IFN-l2/3 mRNA expression in bone marrow–de-
rived DCs (BM-DCs) and BM-Mfs (Fig. 2B). It has been shown
that polyI:C is preferentially internalized and activates TLR3 in
human monocyte-derived DCs, whereas in vitro transcribed viral
dsRNA hardly induced IFN-b production in monocyte-derived
DCs (26). Thus, there is a possibility that, unlike polyI:C, TLR3
ligand in O cell RNAwas not delivered to endosome where TLR3
is localized. Next, cells were stimulated with O cell RNA or polyI:C
by transfection. BM-DCs and BM-Mfs expressed IFN-b and -l2/3

FIGURE 3. Type III IFN production by CD8+ DCs. (A and B) CD4+, CD8+,
andDNDCswere isolated frommouse spleens and stimulatedwith 20mgOcell
RNAwithout transfection or stimulated with 1 mg O cell RNA by transfection
for 6 h. IFN-b (A) and -l2/3 (B) mRNA levels were determined by quantitative
RT-PCR. (C and D) CD8+ DCs were isolated from wild-type, TICAM-1 KO,
or IPS-1 KO mouse spleens. O cell RNA (20 mg) was added to the culture me-
dium, or 1 mg O cell RNA was transfected into CD8+ DCs. Six hours after
transfection, IFN-b (C) and -l2/3 (D) mRNA levels were determined by
quantitative RT-PCR.
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(2) previously used a hydrodynamic assay to assess the role of
RIG-I in type I IFN production in response to HCV RNA in vivo.
Thus, to investigate the response to HCV RNA in vivo, we also
used a hydrodynamic assay. We used RNA extracted from hepa-
tocyte cell lines, O cells and Oc cells. O cells are derived from
HuH-7 cells and contain HCV 1b full-length replicons (22). Oc
cells were obtained by eliminating these replicons using IFN-a
treatment (22). RNAs extracted from O cells (with HCV RNA)
and Oc cells (without HCV RNA) were hydrodynamically injected
into mouse livers, after which the cytokine expressions in mouse
livers were determined. In wild-type mouse liver, O cell but
not Oc cell RNA induced IFN-a2, b, and l mRNA expression
(Fig. 1A), which indicated that these cytokines were expressed in
response to HCV RNAs within O cells that contained the HCV
genome and replication intermediates in hepatocyte. Knockout
of IPS-1 severely reduced IFN-b and a2 mRNA expressions in
mouse liver in response to hydrodynamically injected O cell RNA
(Fig. 1B). IFN-b protein level in mouse liver was also reduced by
IPS-1 knockout (Fig. 1B). Although TICAM-1 was essential for
IFN-l2/3 mRNA expression in liver in response to i.p. injected
polyI:C (Supplemental Fig. 1), TICAM-1 was dispensable for
IFN-l2/3 mRNA expression in response to hydrodynamically
injected O cell RNA (Fig. 1B). In contrast, IPS-1 was essential
for IFN-l2/3 mRNA expression in response to hydrodynami-
cally injected O cell RNA (Fig. 1B). A requirement for IPS-1 for
IFN-l2/3 mRNA expression in the liver was also found when
in vitro synthesized HCV dsRNAs and ssRNAs were used for the
hydrodynamic assay (Fig. 1C). These results suggested that IPS-1
plays a crucial role in type III IFN production in response to HCV
RNA in vivo.
To corroborate the role of IPS-1 in type III IFN production, we

next measured serum IFN-l and -b levels in response to hydro-
dynamic injection of O cell RNA, HCV ssRNA, and HCV dsRNA.
Interestingly, IPS-1 KO markedly reduced serum IFN-l2/3 levels
(Fig. 1D, 1E). Unexpectedly, TICAM-1 KO also reduced serum
IFN-l levels (Fig. 1D, 1E). Because TICAM-1 was dispensable
for IFN-l mRNA expression in the liver, it is possible that serum
IFN-l was produced from DCs in other tissues in a TICAM-1–
dependent manner, as described below. Our data indicated that
both TICAM-1 and IPS-1 are essential for type III IFN in response
to HCV RNA in vivo. When polyI:C was hydrodynamically injec-
ted, knockout of TICAM-1 or IPS-1 moderately reduced IFN-l2/3
levels in sera (Supplemental Fig. 3).

DCs produce type III IFN through an IPS-1–dependent
pathway in response to cytoplasmic HCV RNA

HCV proteins and minus strands of its genome are detected in DCs
and macrophages (Mfs) of chronically HCV-infected patients (23,
24), and recent study showed that DCs produce type I and III IFNs
in response to HCV (17, 25). Thus, we assessed the role of IPS-1
in type III IFN production by DCs and Mfs in response to HCV
RNA. Surprisingly, adding O cell RNA into the culture medium
did not induce any IFN-b and -l2/3 mRNA expression (Fig. 2A),
whereas adding polyI:C into culture medium efficiently induced
IFN-b and -l2/3 mRNA expression (Fig. 2B), and TICAM-1 KO
abolished the IFN-l2/3 mRNA expression in bone marrow–de-
rived DCs (BM-DCs) and BM-Mfs (Fig. 2B). It has been shown
that polyI:C is preferentially internalized and activates TLR3 in
human monocyte-derived DCs, whereas in vitro transcribed viral
dsRNA hardly induced IFN-b production in monocyte-derived
DCs (26). Thus, there is a possibility that, unlike polyI:C, TLR3
ligand in O cell RNAwas not delivered to endosome where TLR3
is localized. Next, cells were stimulated with O cell RNA or polyI:C
by transfection. BM-DCs and BM-Mfs expressed IFN-b and -l2/3

FIGURE 3. Type III IFN production by CD8+ DCs. (A and B) CD4+, CD8+,
andDNDCswere isolated frommouse spleens and stimulatedwith 20mgOcell
RNAwithout transfection or stimulated with 1 mg O cell RNA by transfection
for 6 h. IFN-b (A) and -l2/3 (B) mRNA levels were determined by quantitative
RT-PCR. (C and D) CD8+ DCs were isolated from wild-type, TICAM-1 KO,
or IPS-1 KO mouse spleens. O cell RNA (20 mg) was added to the culture me-
dium, or 1 mg O cell RNA was transfected into CD8+ DCs. Six hours after
transfection, IFN-b (C) and -l2/3 (D) mRNA levels were determined by
quantitative RT-PCR.
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図1.7	
 HCVレプリコンを保持する肝細胞存在下のCD8+DCによる I型 IFN、
III型 IFNの誘導 
 
(A)Ocell、Oc cellの培養上清より、エクソソームを回収し、Trizolにより RNA
を抽出した。定量 PCRにより、HCV RNAの発現量を測定した。 
(B,C)CD8+DCを単独培養、あるいは O cellまたは Oc cellと共培養した。24
時間後、培養上清を用いて ELISAにより、IFN-β(B)、IFN-λ2/3(C)のタンパク
量を測定した。 
(D)WT, TICAM-1 KO, IPS-1 KOマウスより単離した CD8+DCを単独培養、
あるいは O cellと共培養した。24時間後、細胞を回収し RNAを抽出した。定
量 PCRにより IFN-β、IFN-λのmRNA発現量を測定した。 
(E)WT, TICAM-1 KO, IPS-1 KOマウスより単離した CD8+DCを単独培養、
あるいは O cellと共培養した。24時間後、培養上清を用いて ELISAにより、
IFN-β、IFN-λ2/3のタンパク量を測定した。 
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mRNAs in response to O cell RNA and polyI:C (Fig. 2C, 2D).
IPS-1 KO severely reduced IFN-l2/3 mRNA expression in BM-
DCs and BM-Mfs in response to O cell RNA (Fig. 2C). These
results indicated that IPS-1 in BM-DCs and BM-Mfs plays a cru-
cial role in IFN-l2/3 mRNA expression in response to cytoplasmic
HCV RNA.
Mice have CD4+, CD8+, and DN DCs. Thus, we next examined

the IFN-b and -l2/3 mRNA expression in these mouse DC sub-
sets. As seen with BM-DCs, the mouse DCs expressed IFN-b and
-l2/3 mRNA in response to polyI:C but not O cell RNA in the
culture medium, whereas stimulation with polyI:C or O cell RNA
by transfection strongly induced their expression (Fig. 3A, 3B).
Interestingly, CD8+ DCs highly expressed IFN-l2/3 mRNA in
response to stimulation with polyI:C or O cell RNA by transfec-
tion compared with CD4+ and DN DCs (Fig. 3A, 3B), and IPS-1
KO but not TICAM-1 KO severely reduced IFN-l2/3 expression
in CD8+ DCs in response to O cell RNA transfection (Fig. 3C,
3D). This indicated that IPS-1 was essential for IFN-l2/3 mRNA
expression in CD8+ DCs in response to cytoplasmic HCV RNA.
It was recently reported that exosomes mediate cell-to-cell

transfer of HCV RNA from infected cells to cocultured DCs
(27). We examined the production of IFN-b and -l2/3 by CD8+

DCs that were cocultured with O cells and Oc cells. Coculture
with O cells but not Oc cells induced IFN-b and -l2/3 production
by CD8+ DCs (Fig. 4A, 4B). Interestingly, TICAM-1 KO abol-
ished IFN-l2/3 mRNA expression and protein production,
whereas IPS-1 KO failed to reduce IFN-l2/3 mRNA expression
and protein production in CD8+ DCs (Fig. 4C, 4D). This sug-
gested that TICAM-1 but not IPS-1 was essential for IFN-l2/3
production by CD8+ DCs when cocultured with hepatocytes with
HCV replicons.

Type III IFN increases RIG-I expression in CD8+ DC

The receptor for type III IFN consists of IL-10RB and IL-28Ra
subunits (8). DN and CD4+ DCs and NK cells did not express IL-
28Ra mRNA, whereas CD8+ DCs expressed both IL-10RB and
IL-28Ra mRNAs (Fig. 5A). Thus, we investigated the effects of
IFN-l on DC function.
First, we examined DC cell surface markers. Unlike IFN-a, IFN-

l3 hardly increased CD40, 80, and 86 surface marker expressions
on CD8+ DCs (Fig. 5B). Second, we examined the effects of IFN-
l3 on cross-priming because CD8+ DCs have high cross-priming
capability. OVA, IFN-a, and/or IFN-l3 were i.p. injected into
mice according to the indicated schedules (Fig. 5C). Seven days
after injection, OVA (SL8)-specific CD8+ T cells in spleens were
quantified by tetramer staining. For a positive control, OVA and
polyI:C were i.p. injected into mice. The results showed that IFN-

l3 failed to increase OVA-specific CD8+ T cells in the spleens and
suggested that IFN-l3 failed to promote cross-priming at least in
our experimental condition (Fig. 5C).
Third, we examined NK cell activation by DCs. NK cells and

DCs were isolated from mouse spleens and were cocultured for
24 h in the presence of IFN-a, l3, or polyI:C. Although IFN-g
production was increased by IFN-a stimulation, IFN-l3 failed to
increase IFN-g production (Fig. 5D). Next, we investigated a cell
surface marker for NK cells when cocultured with DCs. The ex-
pression of CD69, a NK cell activation marker, was not increased
by IFN-l3 stimulation (Fig. 5E). These results indicated that,
unlike IFN-a, IFN-l3 failed to enhance the activation of NK cells
by DCs.
Fourth, we investigated the expression of antiviral genes in CD8+

DCs in response to IFN-l3 stimulation. Interestingly, IFN-l3
stimulation increased RIG-I and Mx1 but not TLR3 mRNA ex-
pression in CD8+ DCs (Fig. 6A). In addition, pretreatment with
IFN-l3 augmented IFN-l2/3 mRNA expression in CD8+ DCs in
response to HCV RNA (Fig. 6B). Taken together, type III IFN
induced RIG-I and antiviral protein expression but failed to pro-
mote DC-mediated NK cell activation and cross-priming.
Hepatocytes express type III IFN receptors. Thus, we examined

the effects of IFN-l on mouse hepatocytes. As with IFN-a, IFN-l3
stimulation induced both TLR3 and RIG-I mRNA expression
in mouse hepatocyte (Fig. 6C). Antiviral nucleases, ISG20 and
RNaseL, and an IFN-inducible gene, Mx1, were induced by IFN-
l3 or IFN-a treatment (Fig. 6C). Pretreating mouse hepatocytes
with IFN-l3 enhanced IFN-b and -l2/3 mRNA expression in
response to stimulation with HCV RNA by transfection (Fig. 6D).
These results indicated that IFN-l3 induced cytoplasmic antivirus
protein expression in mouse hepatocytes. We confirmed that IFN-
l3 treatment significantly reduced HCV RNA levels in O cells
with HCV replicons (Fig. 6E). A previous study also reported that
IFN-l inhibits HCV replication (13).

Discussion
Previous studies have established the importance of the TLR3
pathway for type III IFN production in response to polyI:C (15)
or HCV (17). In this study, we established the importance of IPS-
1–dependent pathway for type III IFN production in response to
cytoplasmic HCV RNA in vivo and in vitro using a mouse model.
These data indicated that there are at least two main pathways for
type III IFN production in vivo, as follows: one is TICAM-1 de-
pendent, and the other is IPS-1 dependent.
We revealed that IFN-l was efficiently produced by CD8+ DCs,

the mouse counterpart of human BDCA3+ DCs, in response to

FIGURE 4. IFN-b and –l production by CD8+ DCs cocultured with hepatocytes with HCV replicons. (A and B) CD8+ DCs isolated from wild-type
spleens were cocultured with O cells (with HCV replicons) or Oc cells (without HCV replicons). After 24 h of coculture, IFN-b (A) and –l2/3 (B)
concentrations in culture medium were determined by ELISA. (C) CD8+ DCs isolated from wild-type, TICAM-1 KO, or IPS-1 KO spleens were cocultured
with O cells with HCV replicons for six hours, and then IFN-b and –l2/3 mRNA expression was determined by RT-qPCR. (D) CD8+ DCs isolated from
wild-type, TICAM-1 KO, or IPS-1 KO spleens were cocultured with O cells with HCV replicons. IFN-b and –l2/3 concentrations in culture medium were
determined by ELISA.
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mRNAs in response to O cell RNA and polyI:C (Fig. 2C, 2D).
IPS-1 KO severely reduced IFN-l2/3 mRNA expression in BM-
DCs and BM-Mfs in response to O cell RNA (Fig. 2C). These
results indicated that IPS-1 in BM-DCs and BM-Mfs plays a cru-
cial role in IFN-l2/3 mRNA expression in response to cytoplasmic
HCV RNA.
Mice have CD4+, CD8+, and DN DCs. Thus, we next examined

the IFN-b and -l2/3 mRNA expression in these mouse DC sub-
sets. As seen with BM-DCs, the mouse DCs expressed IFN-b and
-l2/3 mRNA in response to polyI:C but not O cell RNA in the
culture medium, whereas stimulation with polyI:C or O cell RNA
by transfection strongly induced their expression (Fig. 3A, 3B).
Interestingly, CD8+ DCs highly expressed IFN-l2/3 mRNA in
response to stimulation with polyI:C or O cell RNA by transfec-
tion compared with CD4+ and DN DCs (Fig. 3A, 3B), and IPS-1
KO but not TICAM-1 KO severely reduced IFN-l2/3 expression
in CD8+ DCs in response to O cell RNA transfection (Fig. 3C,
3D). This indicated that IPS-1 was essential for IFN-l2/3 mRNA
expression in CD8+ DCs in response to cytoplasmic HCV RNA.
It was recently reported that exosomes mediate cell-to-cell

transfer of HCV RNA from infected cells to cocultured DCs
(27). We examined the production of IFN-b and -l2/3 by CD8+

DCs that were cocultured with O cells and Oc cells. Coculture
with O cells but not Oc cells induced IFN-b and -l2/3 production
by CD8+ DCs (Fig. 4A, 4B). Interestingly, TICAM-1 KO abol-
ished IFN-l2/3 mRNA expression and protein production,
whereas IPS-1 KO failed to reduce IFN-l2/3 mRNA expression
and protein production in CD8+ DCs (Fig. 4C, 4D). This sug-
gested that TICAM-1 but not IPS-1 was essential for IFN-l2/3
production by CD8+ DCs when cocultured with hepatocytes with
HCV replicons.

Type III IFN increases RIG-I expression in CD8+ DC

The receptor for type III IFN consists of IL-10RB and IL-28Ra
subunits (8). DN and CD4+ DCs and NK cells did not express IL-
28Ra mRNA, whereas CD8+ DCs expressed both IL-10RB and
IL-28Ra mRNAs (Fig. 5A). Thus, we investigated the effects of
IFN-l on DC function.
First, we examined DC cell surface markers. Unlike IFN-a, IFN-

l3 hardly increased CD40, 80, and 86 surface marker expressions
on CD8+ DCs (Fig. 5B). Second, we examined the effects of IFN-
l3 on cross-priming because CD8+ DCs have high cross-priming
capability. OVA, IFN-a, and/or IFN-l3 were i.p. injected into
mice according to the indicated schedules (Fig. 5C). Seven days
after injection, OVA (SL8)-specific CD8+ T cells in spleens were
quantified by tetramer staining. For a positive control, OVA and
polyI:C were i.p. injected into mice. The results showed that IFN-

l3 failed to increase OVA-specific CD8+ T cells in the spleens and
suggested that IFN-l3 failed to promote cross-priming at least in
our experimental condition (Fig. 5C).
Third, we examined NK cell activation by DCs. NK cells and

DCs were isolated from mouse spleens and were cocultured for
24 h in the presence of IFN-a, l3, or polyI:C. Although IFN-g
production was increased by IFN-a stimulation, IFN-l3 failed to
increase IFN-g production (Fig. 5D). Next, we investigated a cell
surface marker for NK cells when cocultured with DCs. The ex-
pression of CD69, a NK cell activation marker, was not increased
by IFN-l3 stimulation (Fig. 5E). These results indicated that,
unlike IFN-a, IFN-l3 failed to enhance the activation of NK cells
by DCs.
Fourth, we investigated the expression of antiviral genes in CD8+

DCs in response to IFN-l3 stimulation. Interestingly, IFN-l3
stimulation increased RIG-I and Mx1 but not TLR3 mRNA ex-
pression in CD8+ DCs (Fig. 6A). In addition, pretreatment with
IFN-l3 augmented IFN-l2/3 mRNA expression in CD8+ DCs in
response to HCV RNA (Fig. 6B). Taken together, type III IFN
induced RIG-I and antiviral protein expression but failed to pro-
mote DC-mediated NK cell activation and cross-priming.
Hepatocytes express type III IFN receptors. Thus, we examined

the effects of IFN-l on mouse hepatocytes. As with IFN-a, IFN-l3
stimulation induced both TLR3 and RIG-I mRNA expression
in mouse hepatocyte (Fig. 6C). Antiviral nucleases, ISG20 and
RNaseL, and an IFN-inducible gene, Mx1, were induced by IFN-
l3 or IFN-a treatment (Fig. 6C). Pretreating mouse hepatocytes
with IFN-l3 enhanced IFN-b and -l2/3 mRNA expression in
response to stimulation with HCV RNA by transfection (Fig. 6D).
These results indicated that IFN-l3 induced cytoplasmic antivirus
protein expression in mouse hepatocytes. We confirmed that IFN-
l3 treatment significantly reduced HCV RNA levels in O cells
with HCV replicons (Fig. 6E). A previous study also reported that
IFN-l inhibits HCV replication (13).

Discussion
Previous studies have established the importance of the TLR3
pathway for type III IFN production in response to polyI:C (15)
or HCV (17). In this study, we established the importance of IPS-
1–dependent pathway for type III IFN production in response to
cytoplasmic HCV RNA in vivo and in vitro using a mouse model.
These data indicated that there are at least two main pathways for
type III IFN production in vivo, as follows: one is TICAM-1 de-
pendent, and the other is IPS-1 dependent.
We revealed that IFN-l was efficiently produced by CD8+ DCs,

the mouse counterpart of human BDCA3+ DCs, in response to

FIGURE 4. IFN-b and –l production by CD8+ DCs cocultured with hepatocytes with HCV replicons. (A and B) CD8+ DCs isolated from wild-type
spleens were cocultured with O cells (with HCV replicons) or Oc cells (without HCV replicons). After 24 h of coculture, IFN-b (A) and –l2/3 (B)
concentrations in culture medium were determined by ELISA. (C) CD8+ DCs isolated from wild-type, TICAM-1 KO, or IPS-1 KO spleens were cocultured
with O cells with HCV replicons for six hours, and then IFN-b and –l2/3 mRNA expression was determined by RT-qPCR. (D) CD8+ DCs isolated from
wild-type, TICAM-1 KO, or IPS-1 KO spleens were cocultured with O cells with HCV replicons. IFN-b and –l2/3 concentrations in culture medium were
determined by ELISA.
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mRNAs in response to O cell RNA and polyI:C (Fig. 2C, 2D).
IPS-1 KO severely reduced IFN-l2/3 mRNA expression in BM-
DCs and BM-Mfs in response to O cell RNA (Fig. 2C). These
results indicated that IPS-1 in BM-DCs and BM-Mfs plays a cru-
cial role in IFN-l2/3 mRNA expression in response to cytoplasmic
HCV RNA.
Mice have CD4+, CD8+, and DN DCs. Thus, we next examined

the IFN-b and -l2/3 mRNA expression in these mouse DC sub-
sets. As seen with BM-DCs, the mouse DCs expressed IFN-b and
-l2/3 mRNA in response to polyI:C but not O cell RNA in the
culture medium, whereas stimulation with polyI:C or O cell RNA
by transfection strongly induced their expression (Fig. 3A, 3B).
Interestingly, CD8+ DCs highly expressed IFN-l2/3 mRNA in
response to stimulation with polyI:C or O cell RNA by transfec-
tion compared with CD4+ and DN DCs (Fig. 3A, 3B), and IPS-1
KO but not TICAM-1 KO severely reduced IFN-l2/3 expression
in CD8+ DCs in response to O cell RNA transfection (Fig. 3C,
3D). This indicated that IPS-1 was essential for IFN-l2/3 mRNA
expression in CD8+ DCs in response to cytoplasmic HCV RNA.
It was recently reported that exosomes mediate cell-to-cell

transfer of HCV RNA from infected cells to cocultured DCs
(27). We examined the production of IFN-b and -l2/3 by CD8+

DCs that were cocultured with O cells and Oc cells. Coculture
with O cells but not Oc cells induced IFN-b and -l2/3 production
by CD8+ DCs (Fig. 4A, 4B). Interestingly, TICAM-1 KO abol-
ished IFN-l2/3 mRNA expression and protein production,
whereas IPS-1 KO failed to reduce IFN-l2/3 mRNA expression
and protein production in CD8+ DCs (Fig. 4C, 4D). This sug-
gested that TICAM-1 but not IPS-1 was essential for IFN-l2/3
production by CD8+ DCs when cocultured with hepatocytes with
HCV replicons.

Type III IFN increases RIG-I expression in CD8+ DC

The receptor for type III IFN consists of IL-10RB and IL-28Ra
subunits (8). DN and CD4+ DCs and NK cells did not express IL-
28Ra mRNA, whereas CD8+ DCs expressed both IL-10RB and
IL-28Ra mRNAs (Fig. 5A). Thus, we investigated the effects of
IFN-l on DC function.
First, we examined DC cell surface markers. Unlike IFN-a, IFN-

l3 hardly increased CD40, 80, and 86 surface marker expressions
on CD8+ DCs (Fig. 5B). Second, we examined the effects of IFN-
l3 on cross-priming because CD8+ DCs have high cross-priming
capability. OVA, IFN-a, and/or IFN-l3 were i.p. injected into
mice according to the indicated schedules (Fig. 5C). Seven days
after injection, OVA (SL8)-specific CD8+ T cells in spleens were
quantified by tetramer staining. For a positive control, OVA and
polyI:C were i.p. injected into mice. The results showed that IFN-

l3 failed to increase OVA-specific CD8+ T cells in the spleens and
suggested that IFN-l3 failed to promote cross-priming at least in
our experimental condition (Fig. 5C).
Third, we examined NK cell activation by DCs. NK cells and

DCs were isolated from mouse spleens and were cocultured for
24 h in the presence of IFN-a, l3, or polyI:C. Although IFN-g
production was increased by IFN-a stimulation, IFN-l3 failed to
increase IFN-g production (Fig. 5D). Next, we investigated a cell
surface marker for NK cells when cocultured with DCs. The ex-
pression of CD69, a NK cell activation marker, was not increased
by IFN-l3 stimulation (Fig. 5E). These results indicated that,
unlike IFN-a, IFN-l3 failed to enhance the activation of NK cells
by DCs.
Fourth, we investigated the expression of antiviral genes in CD8+

DCs in response to IFN-l3 stimulation. Interestingly, IFN-l3
stimulation increased RIG-I and Mx1 but not TLR3 mRNA ex-
pression in CD8+ DCs (Fig. 6A). In addition, pretreatment with
IFN-l3 augmented IFN-l2/3 mRNA expression in CD8+ DCs in
response to HCV RNA (Fig. 6B). Taken together, type III IFN
induced RIG-I and antiviral protein expression but failed to pro-
mote DC-mediated NK cell activation and cross-priming.
Hepatocytes express type III IFN receptors. Thus, we examined

the effects of IFN-l on mouse hepatocytes. As with IFN-a, IFN-l3
stimulation induced both TLR3 and RIG-I mRNA expression
in mouse hepatocyte (Fig. 6C). Antiviral nucleases, ISG20 and
RNaseL, and an IFN-inducible gene, Mx1, were induced by IFN-
l3 or IFN-a treatment (Fig. 6C). Pretreating mouse hepatocytes
with IFN-l3 enhanced IFN-b and -l2/3 mRNA expression in
response to stimulation with HCV RNA by transfection (Fig. 6D).
These results indicated that IFN-l3 induced cytoplasmic antivirus
protein expression in mouse hepatocytes. We confirmed that IFN-
l3 treatment significantly reduced HCV RNA levels in O cells
with HCV replicons (Fig. 6E). A previous study also reported that
IFN-l inhibits HCV replication (13).

Discussion
Previous studies have established the importance of the TLR3
pathway for type III IFN production in response to polyI:C (15)
or HCV (17). In this study, we established the importance of IPS-
1–dependent pathway for type III IFN production in response to
cytoplasmic HCV RNA in vivo and in vitro using a mouse model.
These data indicated that there are at least two main pathways for
type III IFN production in vivo, as follows: one is TICAM-1 de-
pendent, and the other is IPS-1 dependent.
We revealed that IFN-l was efficiently produced by CD8+ DCs,

the mouse counterpart of human BDCA3+ DCs, in response to

FIGURE 4. IFN-b and –l production by CD8+ DCs cocultured with hepatocytes with HCV replicons. (A and B) CD8+ DCs isolated from wild-type
spleens were cocultured with O cells (with HCV replicons) or Oc cells (without HCV replicons). After 24 h of coculture, IFN-b (A) and –l2/3 (B)
concentrations in culture medium were determined by ELISA. (C) CD8+ DCs isolated from wild-type, TICAM-1 KO, or IPS-1 KO spleens were cocultured
with O cells with HCV replicons for six hours, and then IFN-b and –l2/3 mRNA expression was determined by RT-qPCR. (D) CD8+ DCs isolated from
wild-type, TICAM-1 KO, or IPS-1 KO spleens were cocultured with O cells with HCV replicons. IFN-b and –l2/3 concentrations in culture medium were
determined by ELISA.
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mRNAs in response to O cell RNA and polyI:C (Fig. 2C, 2D).
IPS-1 KO severely reduced IFN-l2/3 mRNA expression in BM-
DCs and BM-Mfs in response to O cell RNA (Fig. 2C). These
results indicated that IPS-1 in BM-DCs and BM-Mfs plays a cru-
cial role in IFN-l2/3 mRNA expression in response to cytoplasmic
HCV RNA.
Mice have CD4+, CD8+, and DN DCs. Thus, we next examined

the IFN-b and -l2/3 mRNA expression in these mouse DC sub-
sets. As seen with BM-DCs, the mouse DCs expressed IFN-b and
-l2/3 mRNA in response to polyI:C but not O cell RNA in the
culture medium, whereas stimulation with polyI:C or O cell RNA
by transfection strongly induced their expression (Fig. 3A, 3B).
Interestingly, CD8+ DCs highly expressed IFN-l2/3 mRNA in
response to stimulation with polyI:C or O cell RNA by transfec-
tion compared with CD4+ and DN DCs (Fig. 3A, 3B), and IPS-1
KO but not TICAM-1 KO severely reduced IFN-l2/3 expression
in CD8+ DCs in response to O cell RNA transfection (Fig. 3C,
3D). This indicated that IPS-1 was essential for IFN-l2/3 mRNA
expression in CD8+ DCs in response to cytoplasmic HCV RNA.
It was recently reported that exosomes mediate cell-to-cell

transfer of HCV RNA from infected cells to cocultured DCs
(27). We examined the production of IFN-b and -l2/3 by CD8+

DCs that were cocultured with O cells and Oc cells. Coculture
with O cells but not Oc cells induced IFN-b and -l2/3 production
by CD8+ DCs (Fig. 4A, 4B). Interestingly, TICAM-1 KO abol-
ished IFN-l2/3 mRNA expression and protein production,
whereas IPS-1 KO failed to reduce IFN-l2/3 mRNA expression
and protein production in CD8+ DCs (Fig. 4C, 4D). This sug-
gested that TICAM-1 but not IPS-1 was essential for IFN-l2/3
production by CD8+ DCs when cocultured with hepatocytes with
HCV replicons.

Type III IFN increases RIG-I expression in CD8+ DC

The receptor for type III IFN consists of IL-10RB and IL-28Ra
subunits (8). DN and CD4+ DCs and NK cells did not express IL-
28Ra mRNA, whereas CD8+ DCs expressed both IL-10RB and
IL-28Ra mRNAs (Fig. 5A). Thus, we investigated the effects of
IFN-l on DC function.
First, we examined DC cell surface markers. Unlike IFN-a, IFN-

l3 hardly increased CD40, 80, and 86 surface marker expressions
on CD8+ DCs (Fig. 5B). Second, we examined the effects of IFN-
l3 on cross-priming because CD8+ DCs have high cross-priming
capability. OVA, IFN-a, and/or IFN-l3 were i.p. injected into
mice according to the indicated schedules (Fig. 5C). Seven days
after injection, OVA (SL8)-specific CD8+ T cells in spleens were
quantified by tetramer staining. For a positive control, OVA and
polyI:C were i.p. injected into mice. The results showed that IFN-

l3 failed to increase OVA-specific CD8+ T cells in the spleens and
suggested that IFN-l3 failed to promote cross-priming at least in
our experimental condition (Fig. 5C).
Third, we examined NK cell activation by DCs. NK cells and

DCs were isolated from mouse spleens and were cocultured for
24 h in the presence of IFN-a, l3, or polyI:C. Although IFN-g
production was increased by IFN-a stimulation, IFN-l3 failed to
increase IFN-g production (Fig. 5D). Next, we investigated a cell
surface marker for NK cells when cocultured with DCs. The ex-
pression of CD69, a NK cell activation marker, was not increased
by IFN-l3 stimulation (Fig. 5E). These results indicated that,
unlike IFN-a, IFN-l3 failed to enhance the activation of NK cells
by DCs.
Fourth, we investigated the expression of antiviral genes in CD8+

DCs in response to IFN-l3 stimulation. Interestingly, IFN-l3
stimulation increased RIG-I and Mx1 but not TLR3 mRNA ex-
pression in CD8+ DCs (Fig. 6A). In addition, pretreatment with
IFN-l3 augmented IFN-l2/3 mRNA expression in CD8+ DCs in
response to HCV RNA (Fig. 6B). Taken together, type III IFN
induced RIG-I and antiviral protein expression but failed to pro-
mote DC-mediated NK cell activation and cross-priming.
Hepatocytes express type III IFN receptors. Thus, we examined

the effects of IFN-l on mouse hepatocytes. As with IFN-a, IFN-l3
stimulation induced both TLR3 and RIG-I mRNA expression
in mouse hepatocyte (Fig. 6C). Antiviral nucleases, ISG20 and
RNaseL, and an IFN-inducible gene, Mx1, were induced by IFN-
l3 or IFN-a treatment (Fig. 6C). Pretreating mouse hepatocytes
with IFN-l3 enhanced IFN-b and -l2/3 mRNA expression in
response to stimulation with HCV RNA by transfection (Fig. 6D).
These results indicated that IFN-l3 induced cytoplasmic antivirus
protein expression in mouse hepatocytes. We confirmed that IFN-
l3 treatment significantly reduced HCV RNA levels in O cells
with HCV replicons (Fig. 6E). A previous study also reported that
IFN-l inhibits HCV replication (13).

Discussion
Previous studies have established the importance of the TLR3
pathway for type III IFN production in response to polyI:C (15)
or HCV (17). In this study, we established the importance of IPS-
1–dependent pathway for type III IFN production in response to
cytoplasmic HCV RNA in vivo and in vitro using a mouse model.
These data indicated that there are at least two main pathways for
type III IFN production in vivo, as follows: one is TICAM-1 de-
pendent, and the other is IPS-1 dependent.
We revealed that IFN-l was efficiently produced by CD8+ DCs,

the mouse counterpart of human BDCA3+ DCs, in response to

FIGURE 4. IFN-b and –l production by CD8+ DCs cocultured with hepatocytes with HCV replicons. (A and B) CD8+ DCs isolated from wild-type
spleens were cocultured with O cells (with HCV replicons) or Oc cells (without HCV replicons). After 24 h of coculture, IFN-b (A) and –l2/3 (B)
concentrations in culture medium were determined by ELISA. (C) CD8+ DCs isolated from wild-type, TICAM-1 KO, or IPS-1 KO spleens were cocultured
with O cells with HCV replicons for six hours, and then IFN-b and –l2/3 mRNA expression was determined by RT-qPCR. (D) CD8+ DCs isolated from
wild-type, TICAM-1 KO, or IPS-1 KO spleens were cocultured with O cells with HCV replicons. IFN-b and –l2/3 concentrations in culture medium were
determined by ELISA.
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考察 
 
	
 polyI:CやHCVによる III型 IFN産生に TLR3-TICAM-1経路が重要である
ことが、近年、報告されていたが 33,34、本研究では新たに生体内外おける細胞

質内 HCV RNAに対する IPS-1依存的な III型 IFN経路の重要性を明らかに
した。このことから、生体内には TICAM-1 依存的な経路、IPS-1 依存的な経
路とすくなくとも２つの主要な III型 IFN産生経路が存在することが示された。 
 
	
 実験的にHuh7.5に感染増殖できることが知られている遺伝子型 2aのHCV
株である JFH-1は、in vitroにおいてヒト DCに感染できないが、この JFH-1
に対して、ヒト BDCA3+DCが TLR3依存的に III型 IFNを産生することが報
告されている 33。ヒト BDCA3+DCのカウンターパートであるマウス CD8+DC
は本研究においては、HCVレプリコンを保持する O cell共に培養した際に、
TLR3のアダプター分子 TICAM-1が III型 IFN産生に必須であることを示し
た。HCV感染肝細胞は HCV RNAを含むエクソソームを放出する。本研究で
用いた O cellのエクソソームにも HCV RNAが確認された。エクソソームは
DC に効率的にとりこまれ、初期エンドソームに輸送されることが報告されて
いる 52,53。TLR3は主に期エンドソームに局在することから、HCV RNAを内
包するエクソームは HCV RNAによる TLR3依存的な III型 IFN産生を誘導
すると予測される。これらのことから、TLR3-TICAM-1経路は DCが HCV非
感染性に III型 IFNを産生する際に必須であると考えられる。 
 
	
 肝細胞において、細胞質内 HCV RNAにより IPS-1依存的な III型 IFN誘
導が見られた。HCVは非構造タンパク質NS3/4Aにより IPS-1を切断し 19,54、

RIG-I-IPS-1 経路による免疫応答をシャットオフする機構を備えているが、
RIG-I を機能欠損した HuH7.5 に対しては、HCV はより容易に感染できる。
従って、すくなくとも HCV感染初期において、IPS-１が NS3/4Aにより切断
されるまでは RIG-IPS-1 経路は機能的であると考えられる。このことから
IPS-1経路は HCV感染初期の早い段階での III型 IFN産生に重要であると予
測される。DCにおいても、細胞質内 HCV RNAにたいしては IPS-1依存的に
III型 IFN産生を誘導した。JFH-1は in vitroでDCへの感染性を持たないが、
慢性 HCV感染患者では HCVが DCに感染している症例が報告されている 46–

48。これらのことから、HCV 感染患者の肝細胞、DC では実際に IPS-1 が III
型 IFN産生を担っている可能性がある。 
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第２章 
III 型 IFN の機能解析と HCV に対する感染防御機構 

 
緒言 

 
	
 第１章では、HCV感染における HCV RNA認識よる III型 IFNの産生経路
を示したが、本章では III型 IFNの機能について検討する。 
	
 I型 IFNは IFNAR1/2を介して、III型 IFNは IL10Rβと IL28Rαのヘテロ
二量体レセプターを介して、シグナル伝達する。III型 IFNは、 I型 IFN同様、
IFN-inducible geneの発現を促進し、抗ウイルス活性を示すことが知られてい
る。一方で、I 型 IFN は外来抗原を CTL に提示するクロスプレゼンテーショ
ンや、NK 細胞の活性化を促進することが知られているが、これらの機能が、
III型 IFNに備わっているかは明らかになっておらず、I型 IFN、III型 IFNの
機能的差異は明確にされていない。DCにおける III型 IFNレセプターの発現
を見たところ、CD8+DCに特異的に発現していることが明らかになった。そこ
で、CD8+DCへの III型 IFN刺激が与える影響について、DCの成熟化、抗ウ
イルス活性を検討した。また、I 型 IFN により促進される CD8+DC の特徴的
な機能であるクロスプレゼンテーション、並びに、NKの活性化について、III
型 IFNの影響を検討した。また実際に III型 IFNが HCVを排除することが可
能かについて検討を行った。 
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材料と方法 
 
1.材料 
 
1-1.細胞 
 
溶液および緩衝液の組成 
 
PBS (-) 137 mM NaCl, 8.1 mM Na2HPO4, 2.68 mM KCl,  

1.49 mM KH2PO4 
トリプシン液 0.25% Trypsin-0.02% EDTA-PBS (-) 
 
以下の試薬を各メーカーより購入した。 
 
FBS       BioSource Intl., Inc. 
DMEM (1.0 g/l Low Glucose)    GIBCO-Invitrogen 
DMEM (4.5 g/l Low Glucose)    GIBCO-Invitrogen 
RPMI1640     GIBCO-Invitrogen 
HEPES      GIBCO-Invitrogen 
NEAA       GIBCO-Invitrogen 
Sodium Pyruvate     GIBCO-Invitrogen 
Insulin solution from Bovine Pancreas   Wako 
EGF      Wako 
L-Glutamine      GIBCO-Invitrogen 
100 mU/ml PenicillinG, 100 µg/ml Streptomycin  GIBCO-Invitrogen 
G418       Roche 
Opti-MEM      GIBCO-Invitrogen 
 
O cell 
	
 ヒト肝癌細胞株 O cell は岡山大学 加藤宣之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 
Penicillin G、100 µg/ml Streptomycin, 6 µl/ml G418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。二日おきに培
地交換を行った。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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Oc cell 
	
 ヒト肝癌細胞株 Oc cellは岡山大学 加藤宣之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 
Penicillin G、100 µg/ml Streptomycin 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。 
 
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 55。

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 Penicillin G、100 µg/ml Streptomycin、0.1 mM NEAA、20 mM 
HEPES、0.5µg/ml Insulin solution from Bovine 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、30µg/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。 
 
 
1-2.マウス 
 
	
 TICAM-1 KO マウス (C57BL/6) 、IPS-1 KOマウス(C57BL/6)は本研究室
により作製された。野生型 (wild type : WT) として用いた C57BL/6 マウスは
日本クレア社より購入した。 
 
マウスを利用した実験は、北海道大学動物実験に関する規程に従って行った。 
 
 
1-3.リガンド、サイトカイン 
 
以下の試薬を各メーカーより購入した。 
 
polyI:C    GE Healthcare 
mouse IFN-α   Milteny Biotec 
mouse IFN-λ3    R&D system 
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human IFN-α   Milteny Biotec 
human IFN-λ3    invitrogen 
 
2.方法 
 
2-1.マウスからの細胞調整 
 
溶液および緩衝液の組成 
 
PBS (-)  137 mM NaCl, 8.1 mM Na2HPO4, 2.68 mM KCl,  

1.49 mM KH2PO4 
ACK lysis buffer  150 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3,  

0.1 mM Na2EDTA  
MACS buffer   0.5% BSA, 2 mM EDTA – PBS (-) 
 
以下の試薬を各メーカーより購入した。 
 
collagenase D     Roche 
Mercaptoethanol     GIBCO-Invitrogen  
Hank`s balanced salt solution   sigmaaldrich 
anti-CD4 micro beads     Miltenyi Biotec Inc 
anti-CD8 micro beads    Miltenyi Biotec Inc 
anti-CD11c micro beads     Miltenyi Biotec Inc 
anti-DX5α micro beads     Miltenyi Biotec Inc 
CD8α+DC positive selection kit    Miltenyi Biotec Inc 
CD4+DC positive selection kit    Miltenyi Biotec Inc 
 
 
NK細胞 
	
 摘出したマウス脾臓を RPMI1640 培地内でシリンジのゴム部で潰した後、
1500 rpm,5分間遠心し、細胞を回収した。ACK lysis buffer 処理により赤血
球を除去し,MACS bufferにより洗浄した。anti-DX5α micro beadsを用いた
MACS により回収した DX5α+細胞を NK 細胞とした。 10%FBS, 
penicillin-streptomycin, 10 mM HEPES, 55mM Mercaptoethanol を含む
RPMI1640で培養した。 
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DNDC 
	
 マウス脾臓を摘出し、collagenase D を含む Hanks Buffer solutionで 37℃, 
25分間処理し、EDTAで反応を止めた後、ACK lysis buffer 処理により赤血
球を除去し、MACS bufferにより洗浄した。anti-CD4 micro beads、anti-CD8 
micro beadsを用いたMACSによるネガティブセレクションした細胞をさらに、 
anti-CD11 micro beads用いたMACSにより回収し、CD4-, CD8-, CD11+細胞
を DNDCとした。10%FBS, penicillin-streptomycin, 10 mM HEPES, 55 mM 
Mercaptoethanolを含む RPMI1640で培養した。 
 
CD8+DC 
	
 マウス脾臓を摘出し、collagenase D を含む Hanks Buffer solutionで 37℃
25分間処理し、EDTAで反応を止めた後、ACK lysis buffer 処理により赤血
球を除去し、MACS bufferにより洗浄した。CD8α+DC positive selection kit
を 用 い た MACS に よ り CD8+DC を 回 収 し た 。 10%FBS, 
penicillin-streptomycin, 10 mM HEPES, 55 mM Mercaptoethanol を含む
RPMI1640で培養した。 
 
CD4+DC 
	
 マウス脾臓を摘出し、collagenase D を含む Hanks Buffer solutionで 37℃
25分間処理し、EDTAで反応を止めた後、ACK lysis buffer 処理により赤血
球を除去し、MACS bufferにより洗浄した。CD4+DC positive selection kit
を 用 い た MACS に よ り CD4+DC を 回 収 し た 。 10%FBS, 
penicillin-streptomycin, 10 mM HEPES, 55 mM Mercaptoethanol を含む
RPMI1640で培養した。 
 
 
２-2. cDNAの合成 
	
 細胞あるいは組織を Trizolにより溶解した。溶解液に Trizolの 1/5量のクロ
ロホルムを加え混和した後、12,000 g、15分間遠心した。遠心後、水層を回収
し、等量のイソプロパノールを加え、10 分置いたのち、15,000 g、10 分間遠
心した。沈殿したペレットを 70％EtOH により洗浄し、RNA を抽出した。抽
出した RNA をもとに、High capacity cDNA Reverse Transcription kit 
(Applied Biosystems) を用いて逆転写して cDNAを合成した。 
 
 
2-3.定量 PCR 
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 cDNAから Step One Real-time PCR systemを用いて Ct値を測定し、ΔΔ
Ct法によりmRNA量を算出した。内部標準としては ヒト GAPDH またはマ
ウスβ-actinを使用した。使用した primerを以下に示す 
 
mouse β-actin  F TTTGCAGCTCCTTCGTTGC  

R  TCGTCATCCATGGCGAACT  
mouse IFN-β  F  CCAGCTCCAAGAAAGGACGA  

R  CGCCCTGTAGGTGAGGTTAT  
mouse IFN-λ2/3  F  TCCCAGTGGAAGCAAAGGATTG  
  R  TCAAGCACCTCTTCTCGATGG  
mouse TLR3  F  TTGCGTTGCGAAGTGAAGAA  

R  ACTTGCCAATTGTCTGGAAACA  
mouse RIG-I  F  GCCCTGTACCATGCAGGTTAC  

R  AGTCCCAACTTTCGATGGCTT  
mouse Mx1  F  TCAAGCCTGGAGTGTCAAGTGCC  

R  AATCTGGAAGCCTTGCCACTGGG  
mouse RNaseL  F  GCGAACACATCAATGAGGAAAA  

R  CTGCCTCTGGAACGCTGAG  
mouse ISG20  F  CAATGCCCTGAAGGAGGATA  

R  TGTAGCAGGCGCTTACACAG  
mouse IL10Rb  F  GTCGTGCTGTGGCTCATTTA  

R  AGCAGAAACGTGCTGTGATG  
mouse IL28Ra  F  CAGGTGGAATTCTGGAAGGA  

R  CCTTGCTGGAGAGGAATCTG  
HCV NS5B  F  CCGAGGCCAGACAGGTCATA  

R  GGCTGCAGAGGCCTTCAAGT  
human GAPDH  F  GAGTCAACGGATTTGCTCGT  

R  TTGATTTTGCAGGGATCTCG 
 
 
2-4.ELISA 
 
血清、細胞培養上清より、ELISA kitを用いて測定した。 
 
以下の ELISA kitを各メーカより購入した。 
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mouse IFN-β   PBL 
mouse IFN-λ2/3   eBioscience 
mouse IFN-γ   eBioscience 
 
 
2-5.FACS解析 
 
溶液および緩衝液の組成 
 
FACS buffer 10% FBS, 5 mM EDTA (ethylenediaminetetraacetate) - PBS(-) 
 
	
 FACS Bufferに懸濁した細胞を、anti-mouse CD16/32 抗体を用いて 4°C、
5分間のブロッキングを行った。その後、各蛍光抗体を用いて 4°C、15分間の
染色を行い、FACS caliber (BD) を用いて解析を行った。 
 
以下の抗体、tetramerを各メーカーより購入した。 
 
anti-mouse CD16/32 (2.4G2) antibody  Biolegend 
PE-anti mouse CD80 antibody   Biolegend 
PE-anti mouse CD86 antibody    Biolegend 
PE-anti mouse N.K1.1 antibody    Biolegend 
FITC-anti mouse CD8 antibody    Biolegend 
APC-anti mouse CD3e antibody    Biolegend 
PE-anti mouse CD40 antibody   eBioscience 
FITC-anti mouse CD69 antibody   eBioscience 
APC-anti mouse CD11c antibody   eBioscience 
Tetramer/PE - H-2 Kb OVA (SIINFEKL)  MBL 
 
 
 
2-6.HCVレプリコン保持細胞 O cellからの HCV RNA抽出 
 
	
 培養している O cellを回収し、Trizolにより、HCV RNA を含む O cellの
RNAを抽出した。HCV RNAを含まないネガティブコントロールとしてOc cell
の RNAを抽出した。 
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2-7.生体内における抗原特異的 T 細胞誘導 
 
	
 1 mg OVAと 0.5 µg IFN-λまたは 1x105 IU IFN-αをマウスに腹腔内投与し
た。1, 2, 4日後に 0.5 µg IFN-λまたは 1x105 IU IFN-αを追加で腹腔内投与し、
7 日後に脾臓を摘出した。抗 CD8α抗体および H2-Kb OVA tetramer を用い
て脾細胞を染色し、OVA 特異的 T 細胞の割合を FACS を用いて解析した。
ポジティブコントロールとして 1 mg OVAと 100 µg polyI:Cを腹腔内投与した。 
 
2-8.樹状細胞による NK活性化 
 
	
 NK細胞とDCを脾臓より単離し、細胞比 2 : 1の共培養下に 0.1 µg/ml IFN-λ
または 1x103 IU /ml IFN-αによる刺激を加えた。刺激後の 6, 12, 24時間後の
培養上清を回収し、ELISA により IFN-γを測定した。また、抗 NK1.1 抗体、
抗 CD3e抗体、抗 CD69抗体を用いて細胞を染色し、FACS を用いて NK細胞
の CD69発現を測定した。 
 
 
 
	
 遺伝子組替え生物等を用いた実験については、北海道大学の定める規定に基

づき実施した 
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結果 
 
2-1.CD8+DCには III型 IFNレセプターが発現している。 
 
	
 III型 IFNレセプターである IL10Rβと IL28Rαの発現を RT-PCRより検討
したところ、DNDC, CD4+DC, CD8+DC,NK細胞のうち、CD8+DCが両レセ
プターを発現していた(図 2.1)。そのため、以降 DCの機能に対する III型 IFN
の影響を検討した。 
 
 
2-2.III型 IFNは生体内での CD8+DCの成熟化を促進しない 
 
	
 まず、III型 IFNによる DCの成熟化への影響を検討した。マウスに IFN-α
または IFN-λ3を腹腔内投与した後、DCの成熟化マーカーCD40, CD80, CD86 
について、CD8+DCでの発現を FACSにより調べたところ、IFNα投与ではこ
れらの成熟化マーカーの発現が上昇していたのに対して、IFN-λ3 投与では、
ほとんど発現上昇は認められなかった(図 2.2)。そのため、CD8+DC は III 型
IFNレセプターを発現するが、III型 IFNによるシグナルでは成熟化が亢進さ
れないことが示唆された。 
 
 
2-3.III型 IFNはクロスプレゼンテーションの促進に寄与しない 
 
	
 III型 IFNレセプターを発現している CD8+DCは、外来抗原をMHC1分子
に結合させ CTLに抗原提示する高いクロスプレゼンテーション能をもつ細胞
腫であることがこれまでの研究でわかっている 12。またクロスプレゼンテーシ

ョンの促進には I型 IFNが重要である 35。IFNARを欠損したマウスや、
CD8+DCを欠損したマウスではクロスプレゼンテーションによる CTLの増加
が著しく減少する。ここでは、III型 IFNが I型 IFN同様、クロスプレゼンテ
ーションによる抗原特異的 CTLの増殖を促進するかを検討した。OVAととも
に、IFN-αまたは IFN-λ3を投与し、7日後の脾臓内での OVA抗原特異的 CTL
の増加を OVA tetramerを用いて FCASにより評価した。ポジティブコントロ
ールとして OVAと polyI:Cを腹腔内に投与した。その結果、IFN-α投与でみら
れる抗原特異的 CTL増殖の亢進は IFN-λ3では認められなかった(図 2.3)。そ
のため、少なくとも本実験条件下では、IFN-λ3はクロスプレゼンテーション
の促進に寄与しないことが示唆された。 
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2-4.III型 IFNは DCによる NKの活性化を増強しない 
 
	
 DCによる NK活性化に I型 IFNで重要であることが知られている 36。ここ

では III型 IFNが DCによる NK活性化を促進するかを検討した。マウス脾臓
より単離した CD8+DCと NKの共培養下に IFN-αまたは IFN-λ3を加えた後
の、IFN-γの産生と NK活性化マーカーCD69の発現を測定したが、IFNλ3で
は、IFN-γ産生、CD69発現上昇共に認められなかった(図 2.4.A,B)。 
	
 IFNAR KOマウスを用いた実験により、I型 IFNが DC、NK両細胞に作用
することが NKの活性化に重要であることがわかっている 36。NK細胞では、
III型 IFNレセプターの IL28Rαの発現が認められなかった(図2.1)。そのため、
III型 IFNは NKに作用することができないために、I型 IFNでみられる DC
による NKの活性化に関与しない可能性が考えられる。 
 
 
2-5.III型 IFNは CD8+DCの RIG-Iの発現を上昇させる 
 
	
 CD8+DCが III型 IFNにより抗ウイルス性遺伝子を発現するか検討したと
ころ、IFN-λ3による刺激では TLR3の発現は上昇せず、RIG—I, MX1の発現
は上昇した(図 2.5.A)。 
	
 あらかじめ IFN-λ3で刺激した CD8+DCでは細胞質内 HCV RNAに認識よ
る III型 IFN誘導がより増強された(図 2.5.B)。このことから CD8+DCにおい
て、III型 IFN、さらなる III型 IFNの産生を助けるポジティヴフィードバッ
クループが働くことが示唆された。 
 
 
2-6. III型 IFNは肝細胞の抗ウイルス活性を上昇させる 
 
	
 肝細胞において III型 IFN抗ウイルス効果を示すかを検討した。まずマウス
肝細胞株が III型 IFNにより抗ウイルス性遺伝子を発現するか検討したところ、
RIG-I、TLR3、IFN-inducible-geneであるMx1、抗ウイルスヌクレアーゼで
ある ISG20、RNaseLの発現が誘導された(図 2.6.A)。 
	
 あらかじめ IFN-λ3で刺激したマウス肝細胞株では、細胞質内 HCV RNA認
識による I型 IFN、III型 IFN誘導がより増強された(図 2.6.B)。 
	
 また、IFN-λ3刺激により O cell中の HCV RNA量が著しく低下することを
認めた(図 2.6.C)。これらに関して、過去に、III型 IFNにより HCV RNAの複
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製が阻害されるという報告 56があり、これと矛盾しない結果となった。 
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図 2.1	
 III型 IFNレセプターの発現 
 
	
 DNDC, CD4+DC, CD8+DC, NK細胞をマウス脾臓より単離し、RNAを抽出
した。RT-PCRにより、IL28Rα, IL10RβのmRNA発現を観察した。 
 
  

cytoplasmic HCV RNA. Moreover, our data showed that IFN-l
stimulation increased the mRNA expression of RIG-I but not that
of TLR3 in CD8+ DCs, and CD8+ DCs required IPS-1 to produce
IFN-l in response to stimulation with cytoplasmic HCV RNA.
Furthermore, IFN-l enhanced the mRNA expression of IFN-l
itself in CD8+ DCs, which suggested a positive feedback loop for
IFN-l mRNA expression in CD8+ DCs. IFN-l failed to promote
DC-mediated NK activation or cross-priming at least in our ex-
perimental conditions, whereas antiviral proteins, such as ISG20
and RNaseL, were efficiently induced by IFN-l stimulation in
hepatocytes and CD8+ DCs. These results established a novel
role of IPS-1 in innate immune response against HCV via IFN-l

production. IFN-l pretreatment markedly increased IFN-b mRNA
expression in response to HCV RNAs in mouse hepatocyte but not
in CD8+ DCs (Fig. 6B, 6D). Although the underlying mechanism
is unclear, it is possible that there is a cell-type–specific role of
IFN-l.
It was recently reported that BDCA3+ DCs require TLR3 for type

III IFN production in response to cell-cultured HCV (17). They
used a HCV 2a JFH1 strain that cannot infect human DCs in vitro
(5). We also showed that the TLR3 adaptor TICAM-1 was essential
for type III IFN production by CD8+ DCs when cocultured with O
cells with HCV replicons. Thus, TLR3 appears to be essential for
type III IFN production by DCs that are not infected with HCV. It

FIGURE 5. IFN-l effects on DC functions. (A) DN, CD4+, CD8+ DCs, and NK cells were isolated from wild-type mouse spleens. IL-28Ra and IL-10RB
mRNAwere determined by RT-PCR. (B) A total of 0.5 mg IFN-l3 or 1 3 105 IU IFN-a was i.p. injected into mice. Six hours after injection, spleen CD8+

DCs were isolated, and cell surface expressions of CD40, 80, and 86 were determined by FACS analysis. (C) OVA and IFN-l or IFN-a were i.p. injected
into mice on day 0, and then IFN-l or IFN-a was injected into mice on days 1, 2, and 4. Spleens were excised on day 7, and OVA (SL8)-specific CD8+

T cells were determined by a tetramer assay. For a negative control, PBS in place of IFN was injected on days 0, 1, 2, and 4. For a positive control, polyI:C
and OVAwere injected into mice on day 0. (D) NK cells and CD11c+ DCs were isolated from mouse spleens and then stimulated with 1000 U/ml IFN-a,
100 ng/ml IFN-l3, or 100 mg/ml polyI:C. IFN-g concentrations in the culture medium at the indicated times were determined by ELISA. (E) NK cells were
isolated from mouse spleens and then cultured with or without spleen CD11c+ DCs. Cells were stimulated with 1000 U/ml IFN-a, 100 ng/ml IFN-l3, or
20 mg polyI:C. CD69 expression on NK cells was determined by FACS analysis.
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図 2.2	
 CD8+DCの成熟化マーカーの発現 
 
	
 マウスに 1x105 IU IFN-αまたは 0.5 µg IFN-λ3を腹腔内投与した。6時間後、
脾臓を摘出した。CD11c、CD8、CD40、CD80、CD86に対する抗体で日細胞
を染色し、FACSによって CD8+DC (CD11c+, CD8α+)の CD40, CD80, CD86
発現を測定した。 
  

cytoplasmic HCV RNA. Moreover, our data showed that IFN-l
stimulation increased the mRNA expression of RIG-I but not that
of TLR3 in CD8+ DCs, and CD8+ DCs required IPS-1 to produce
IFN-l in response to stimulation with cytoplasmic HCV RNA.
Furthermore, IFN-l enhanced the mRNA expression of IFN-l
itself in CD8+ DCs, which suggested a positive feedback loop for
IFN-l mRNA expression in CD8+ DCs. IFN-l failed to promote
DC-mediated NK activation or cross-priming at least in our ex-
perimental conditions, whereas antiviral proteins, such as ISG20
and RNaseL, were efficiently induced by IFN-l stimulation in
hepatocytes and CD8+ DCs. These results established a novel
role of IPS-1 in innate immune response against HCV via IFN-l

production. IFN-l pretreatment markedly increased IFN-b mRNA
expression in response to HCV RNAs in mouse hepatocyte but not
in CD8+ DCs (Fig. 6B, 6D). Although the underlying mechanism
is unclear, it is possible that there is a cell-type–specific role of
IFN-l.
It was recently reported that BDCA3+ DCs require TLR3 for type

III IFN production in response to cell-cultured HCV (17). They
used a HCV 2a JFH1 strain that cannot infect human DCs in vitro
(5). We also showed that the TLR3 adaptor TICAM-1 was essential
for type III IFN production by CD8+ DCs when cocultured with O
cells with HCV replicons. Thus, TLR3 appears to be essential for
type III IFN production by DCs that are not infected with HCV. It

FIGURE 5. IFN-l effects on DC functions. (A) DN, CD4+, CD8+ DCs, and NK cells were isolated from wild-type mouse spleens. IL-28Ra and IL-10RB
mRNAwere determined by RT-PCR. (B) A total of 0.5 mg IFN-l3 or 1 3 105 IU IFN-a was i.p. injected into mice. Six hours after injection, spleen CD8+

DCs were isolated, and cell surface expressions of CD40, 80, and 86 were determined by FACS analysis. (C) OVA and IFN-l or IFN-a were i.p. injected
into mice on day 0, and then IFN-l or IFN-a was injected into mice on days 1, 2, and 4. Spleens were excised on day 7, and OVA (SL8)-specific CD8+

T cells were determined by a tetramer assay. For a negative control, PBS in place of IFN was injected on days 0, 1, 2, and 4. For a positive control, polyI:C
and OVAwere injected into mice on day 0. (D) NK cells and CD11c+ DCs were isolated from mouse spleens and then stimulated with 1000 U/ml IFN-a,
100 ng/ml IFN-l3, or 100 mg/ml polyI:C. IFN-g concentrations in the culture medium at the indicated times were determined by ELISA. (E) NK cells were
isolated from mouse spleens and then cultured with or without spleen CD11c+ DCs. Cells were stimulated with 1000 U/ml IFN-a, 100 ng/ml IFN-l3, or
20 mg polyI:C. CD69 expression on NK cells was determined by FACS analysis.
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図 2.3	
 生体内における抗原特異的 T 細胞誘導 
 
	
 1 mg OVAと 0.5 µg IFN-λまたは 1x105 IU IFN-αをマウスに腹腔内投与し
た。1, 2, 4日後に 0.5 µg IFN-λまたは 1x105 IU IFN-αを追加で腹腔内投与し、
7 日後に脾臓を摘出した。抗 CD8a抗体および H2-Kb OVA tetramer を用い
て脾細胞を染色し、OVA 特異的 T 細胞の割合を FACS を用いて解析した。
ポジティブコントロールとして 1 mg OVAと 100 µg polyI:Cを腹腔内投与した。 
ネガティブコントロールとして 0, 1, 2, 4日目に PBSを腹腔内投与した。 
  

cytoplasmic HCV RNA. Moreover, our data showed that IFN-l
stimulation increased the mRNA expression of RIG-I but not that
of TLR3 in CD8+ DCs, and CD8+ DCs required IPS-1 to produce
IFN-l in response to stimulation with cytoplasmic HCV RNA.
Furthermore, IFN-l enhanced the mRNA expression of IFN-l
itself in CD8+ DCs, which suggested a positive feedback loop for
IFN-l mRNA expression in CD8+ DCs. IFN-l failed to promote
DC-mediated NK activation or cross-priming at least in our ex-
perimental conditions, whereas antiviral proteins, such as ISG20
and RNaseL, were efficiently induced by IFN-l stimulation in
hepatocytes and CD8+ DCs. These results established a novel
role of IPS-1 in innate immune response against HCV via IFN-l

production. IFN-l pretreatment markedly increased IFN-b mRNA
expression in response to HCV RNAs in mouse hepatocyte but not
in CD8+ DCs (Fig. 6B, 6D). Although the underlying mechanism
is unclear, it is possible that there is a cell-type–specific role of
IFN-l.
It was recently reported that BDCA3+ DCs require TLR3 for type

III IFN production in response to cell-cultured HCV (17). They
used a HCV 2a JFH1 strain that cannot infect human DCs in vitro
(5). We also showed that the TLR3 adaptor TICAM-1 was essential
for type III IFN production by CD8+ DCs when cocultured with O
cells with HCV replicons. Thus, TLR3 appears to be essential for
type III IFN production by DCs that are not infected with HCV. It

FIGURE 5. IFN-l effects on DC functions. (A) DN, CD4+, CD8+ DCs, and NK cells were isolated from wild-type mouse spleens. IL-28Ra and IL-10RB
mRNAwere determined by RT-PCR. (B) A total of 0.5 mg IFN-l3 or 1 3 105 IU IFN-a was i.p. injected into mice. Six hours after injection, spleen CD8+

DCs were isolated, and cell surface expressions of CD40, 80, and 86 were determined by FACS analysis. (C) OVA and IFN-l or IFN-a were i.p. injected
into mice on day 0, and then IFN-l or IFN-a was injected into mice on days 1, 2, and 4. Spleens were excised on day 7, and OVA (SL8)-specific CD8+

T cells were determined by a tetramer assay. For a negative control, PBS in place of IFN was injected on days 0, 1, 2, and 4. For a positive control, polyI:C
and OVAwere injected into mice on day 0. (D) NK cells and CD11c+ DCs were isolated from mouse spleens and then stimulated with 1000 U/ml IFN-a,
100 ng/ml IFN-l3, or 100 mg/ml polyI:C. IFN-g concentrations in the culture medium at the indicated times were determined by ELISA. (E) NK cells were
isolated from mouse spleens and then cultured with or without spleen CD11c+ DCs. Cells were stimulated with 1000 U/ml IFN-a, 100 ng/ml IFN-l3, or
20 mg polyI:C. CD69 expression on NK cells was determined by FACS analysis.

The Journal of Immunology 2775

 at H
okkaido U

niversity on A
pril 9, 2014

http://w
w

w
.jim

m
unol.org/

D
ow

nloaded from
 

cytoplasmic HCV RNA. Moreover, our data showed that IFN-l
stimulation increased the mRNA expression of RIG-I but not that
of TLR3 in CD8+ DCs, and CD8+ DCs required IPS-1 to produce
IFN-l in response to stimulation with cytoplasmic HCV RNA.
Furthermore, IFN-l enhanced the mRNA expression of IFN-l
itself in CD8+ DCs, which suggested a positive feedback loop for
IFN-l mRNA expression in CD8+ DCs. IFN-l failed to promote
DC-mediated NK activation or cross-priming at least in our ex-
perimental conditions, whereas antiviral proteins, such as ISG20
and RNaseL, were efficiently induced by IFN-l stimulation in
hepatocytes and CD8+ DCs. These results established a novel
role of IPS-1 in innate immune response against HCV via IFN-l

production. IFN-l pretreatment markedly increased IFN-b mRNA
expression in response to HCV RNAs in mouse hepatocyte but not
in CD8+ DCs (Fig. 6B, 6D). Although the underlying mechanism
is unclear, it is possible that there is a cell-type–specific role of
IFN-l.
It was recently reported that BDCA3+ DCs require TLR3 for type

III IFN production in response to cell-cultured HCV (17). They
used a HCV 2a JFH1 strain that cannot infect human DCs in vitro
(5). We also showed that the TLR3 adaptor TICAM-1 was essential
for type III IFN production by CD8+ DCs when cocultured with O
cells with HCV replicons. Thus, TLR3 appears to be essential for
type III IFN production by DCs that are not infected with HCV. It

FIGURE 5. IFN-l effects on DC functions. (A) DN, CD4+, CD8+ DCs, and NK cells were isolated from wild-type mouse spleens. IL-28Ra and IL-10RB
mRNAwere determined by RT-PCR. (B) A total of 0.5 mg IFN-l3 or 1 3 105 IU IFN-a was i.p. injected into mice. Six hours after injection, spleen CD8+

DCs were isolated, and cell surface expressions of CD40, 80, and 86 were determined by FACS analysis. (C) OVA and IFN-l or IFN-a were i.p. injected
into mice on day 0, and then IFN-l or IFN-a was injected into mice on days 1, 2, and 4. Spleens were excised on day 7, and OVA (SL8)-specific CD8+

T cells were determined by a tetramer assay. For a negative control, PBS in place of IFN was injected on days 0, 1, 2, and 4. For a positive control, polyI:C
and OVAwere injected into mice on day 0. (D) NK cells and CD11c+ DCs were isolated from mouse spleens and then stimulated with 1000 U/ml IFN-a,
100 ng/ml IFN-l3, or 100 mg/ml polyI:C. IFN-g concentrations in the culture medium at the indicated times were determined by ELISA. (E) NK cells were
isolated from mouse spleens and then cultured with or without spleen CD11c+ DCs. Cells were stimulated with 1000 U/ml IFN-a, 100 ng/ml IFN-l3, or
20 mg polyI:C. CD69 expression on NK cells was determined by FACS analysis.

The Journal of Immunology 2775

 at H
okkaido U

niversity on A
pril 9, 2014

http://w
w

w
.jim

m
unol.org/

D
ow

nloaded from
 

cytoplasmic HCV RNA. Moreover, our data showed that IFN-l
stimulation increased the mRNA expression of RIG-I but not that
of TLR3 in CD8+ DCs, and CD8+ DCs required IPS-1 to produce
IFN-l in response to stimulation with cytoplasmic HCV RNA.
Furthermore, IFN-l enhanced the mRNA expression of IFN-l
itself in CD8+ DCs, which suggested a positive feedback loop for
IFN-l mRNA expression in CD8+ DCs. IFN-l failed to promote
DC-mediated NK activation or cross-priming at least in our ex-
perimental conditions, whereas antiviral proteins, such as ISG20
and RNaseL, were efficiently induced by IFN-l stimulation in
hepatocytes and CD8+ DCs. These results established a novel
role of IPS-1 in innate immune response against HCV via IFN-l

production. IFN-l pretreatment markedly increased IFN-b mRNA
expression in response to HCV RNAs in mouse hepatocyte but not
in CD8+ DCs (Fig. 6B, 6D). Although the underlying mechanism
is unclear, it is possible that there is a cell-type–specific role of
IFN-l.
It was recently reported that BDCA3+ DCs require TLR3 for type

III IFN production in response to cell-cultured HCV (17). They
used a HCV 2a JFH1 strain that cannot infect human DCs in vitro
(5). We also showed that the TLR3 adaptor TICAM-1 was essential
for type III IFN production by CD8+ DCs when cocultured with O
cells with HCV replicons. Thus, TLR3 appears to be essential for
type III IFN production by DCs that are not infected with HCV. It

FIGURE 5. IFN-l effects on DC functions. (A) DN, CD4+, CD8+ DCs, and NK cells were isolated from wild-type mouse spleens. IL-28Ra and IL-10RB
mRNAwere determined by RT-PCR. (B) A total of 0.5 mg IFN-l3 or 1 3 105 IU IFN-a was i.p. injected into mice. Six hours after injection, spleen CD8+

DCs were isolated, and cell surface expressions of CD40, 80, and 86 were determined by FACS analysis. (C) OVA and IFN-l or IFN-a were i.p. injected
into mice on day 0, and then IFN-l or IFN-a was injected into mice on days 1, 2, and 4. Spleens were excised on day 7, and OVA (SL8)-specific CD8+

T cells were determined by a tetramer assay. For a negative control, PBS in place of IFN was injected on days 0, 1, 2, and 4. For a positive control, polyI:C
and OVAwere injected into mice on day 0. (D) NK cells and CD11c+ DCs were isolated from mouse spleens and then stimulated with 1000 U/ml IFN-a,
100 ng/ml IFN-l3, or 100 mg/ml polyI:C. IFN-g concentrations in the culture medium at the indicated times were determined by ELISA. (E) NK cells were
isolated from mouse spleens and then cultured with or without spleen CD11c+ DCs. Cells were stimulated with 1000 U/ml IFN-a, 100 ng/ml IFN-l3, or
20 mg polyI:C. CD69 expression on NK cells was determined by FACS analysis.
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図 2.4	
 DCによる NKの活性化における III型 IFNの影響 
 
(A,B) NK細胞と DCを脾臓より単離し、細胞比 2 : 1の共培養下に 0.1 µg/ml 
IFN-λまたは 1x103 IU /ml IFN-αによる刺激を加えた。刺激後 6, 12, 24時間の
培養上清を回収し、ELISAにより IFN-γを測定した(A)。また、24時間刺激後
の細胞を回収し、抗 NK1.1 抗体、抗 CD3e 抗体、抗 CD69 抗体を用いて細胞
を染色し、FACS により NK細胞(NK1.1+, CD3e-)の CD69発現を測定した(B)。
ポシティブコントロールとして polyI:Cによる刺激を行った。 
  

cytoplasmic HCV RNA. Moreover, our data showed that IFN-l
stimulation increased the mRNA expression of RIG-I but not that
of TLR3 in CD8+ DCs, and CD8+ DCs required IPS-1 to produce
IFN-l in response to stimulation with cytoplasmic HCV RNA.
Furthermore, IFN-l enhanced the mRNA expression of IFN-l
itself in CD8+ DCs, which suggested a positive feedback loop for
IFN-l mRNA expression in CD8+ DCs. IFN-l failed to promote
DC-mediated NK activation or cross-priming at least in our ex-
perimental conditions, whereas antiviral proteins, such as ISG20
and RNaseL, were efficiently induced by IFN-l stimulation in
hepatocytes and CD8+ DCs. These results established a novel
role of IPS-1 in innate immune response against HCV via IFN-l

production. IFN-l pretreatment markedly increased IFN-b mRNA
expression in response to HCV RNAs in mouse hepatocyte but not
in CD8+ DCs (Fig. 6B, 6D). Although the underlying mechanism
is unclear, it is possible that there is a cell-type–specific role of
IFN-l.
It was recently reported that BDCA3+ DCs require TLR3 for type

III IFN production in response to cell-cultured HCV (17). They
used a HCV 2a JFH1 strain that cannot infect human DCs in vitro
(5). We also showed that the TLR3 adaptor TICAM-1 was essential
for type III IFN production by CD8+ DCs when cocultured with O
cells with HCV replicons. Thus, TLR3 appears to be essential for
type III IFN production by DCs that are not infected with HCV. It

FIGURE 5. IFN-l effects on DC functions. (A) DN, CD4+, CD8+ DCs, and NK cells were isolated from wild-type mouse spleens. IL-28Ra and IL-10RB
mRNAwere determined by RT-PCR. (B) A total of 0.5 mg IFN-l3 or 1 3 105 IU IFN-a was i.p. injected into mice. Six hours after injection, spleen CD8+

DCs were isolated, and cell surface expressions of CD40, 80, and 86 were determined by FACS analysis. (C) OVA and IFN-l or IFN-a were i.p. injected
into mice on day 0, and then IFN-l or IFN-a was injected into mice on days 1, 2, and 4. Spleens were excised on day 7, and OVA (SL8)-specific CD8+

T cells were determined by a tetramer assay. For a negative control, PBS in place of IFN was injected on days 0, 1, 2, and 4. For a positive control, polyI:C
and OVAwere injected into mice on day 0. (D) NK cells and CD11c+ DCs were isolated from mouse spleens and then stimulated with 1000 U/ml IFN-a,
100 ng/ml IFN-l3, or 100 mg/ml polyI:C. IFN-g concentrations in the culture medium at the indicated times were determined by ELISA. (E) NK cells were
isolated from mouse spleens and then cultured with or without spleen CD11c+ DCs. Cells were stimulated with 1000 U/ml IFN-a, 100 ng/ml IFN-l3, or
20 mg polyI:C. CD69 expression on NK cells was determined by FACS analysis.

The Journal of Immunology 2775

 at H
okkaido U

niversity on A
pril 9, 2014

http://w
w

w
.jim

m
unol.org/

D
ow

nloaded from
 

cytoplasmic HCV RNA. Moreover, our data showed that IFN-l
stimulation increased the mRNA expression of RIG-I but not that
of TLR3 in CD8+ DCs, and CD8+ DCs required IPS-1 to produce
IFN-l in response to stimulation with cytoplasmic HCV RNA.
Furthermore, IFN-l enhanced the mRNA expression of IFN-l
itself in CD8+ DCs, which suggested a positive feedback loop for
IFN-l mRNA expression in CD8+ DCs. IFN-l failed to promote
DC-mediated NK activation or cross-priming at least in our ex-
perimental conditions, whereas antiviral proteins, such as ISG20
and RNaseL, were efficiently induced by IFN-l stimulation in
hepatocytes and CD8+ DCs. These results established a novel
role of IPS-1 in innate immune response against HCV via IFN-l

production. IFN-l pretreatment markedly increased IFN-b mRNA
expression in response to HCV RNAs in mouse hepatocyte but not
in CD8+ DCs (Fig. 6B, 6D). Although the underlying mechanism
is unclear, it is possible that there is a cell-type–specific role of
IFN-l.
It was recently reported that BDCA3+ DCs require TLR3 for type

III IFN production in response to cell-cultured HCV (17). They
used a HCV 2a JFH1 strain that cannot infect human DCs in vitro
(5). We also showed that the TLR3 adaptor TICAM-1 was essential
for type III IFN production by CD8+ DCs when cocultured with O
cells with HCV replicons. Thus, TLR3 appears to be essential for
type III IFN production by DCs that are not infected with HCV. It

FIGURE 5. IFN-l effects on DC functions. (A) DN, CD4+, CD8+ DCs, and NK cells were isolated from wild-type mouse spleens. IL-28Ra and IL-10RB
mRNAwere determined by RT-PCR. (B) A total of 0.5 mg IFN-l3 or 1 3 105 IU IFN-a was i.p. injected into mice. Six hours after injection, spleen CD8+

DCs were isolated, and cell surface expressions of CD40, 80, and 86 were determined by FACS analysis. (C) OVA and IFN-l or IFN-a were i.p. injected
into mice on day 0, and then IFN-l or IFN-a was injected into mice on days 1, 2, and 4. Spleens were excised on day 7, and OVA (SL8)-specific CD8+

T cells were determined by a tetramer assay. For a negative control, PBS in place of IFN was injected on days 0, 1, 2, and 4. For a positive control, polyI:C
and OVAwere injected into mice on day 0. (D) NK cells and CD11c+ DCs were isolated from mouse spleens and then stimulated with 1000 U/ml IFN-a,
100 ng/ml IFN-l3, or 100 mg/ml polyI:C. IFN-g concentrations in the culture medium at the indicated times were determined by ELISA. (E) NK cells were
isolated from mouse spleens and then cultured with or without spleen CD11c+ DCs. Cells were stimulated with 1000 U/ml IFN-a, 100 ng/ml IFN-l3, or
20 mg polyI:C. CD69 expression on NK cells was determined by FACS analysis.
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図 2.5	
 CD8+DCにおける III型 IFNによる抗ウイルス応答 
 
(A)CD8+DCに 0.1 µg/ml IFN-λまたは 1x103 IU/ml IFN-αによる刺激を加えた
後、細胞を回収し、RNAを抽出した。定量 PCRにより、RIG-I、TLR3、Mx1
のmRNA発現を測定した。 
(B) CD8+DCに前もって 0.1 µg/ml IFN-λによる刺激を 6時間加えた後、O cell 
RNA 1 µgを Lipofectaimine 2000を用いて、transfectionした。transfection
による刺激後、細胞を回収し、RNA を抽出した。定量 PCR により IFN-β、
IFN-λ2/3のmRNA発現を測定した。 
  

has been shown that exosomes are internalized efficiently by DCs
and sorted into early endosomes, where TLR3 is localized (28, 29).
Unlike the transfected HCV RNA, exosome-enclosed HCV RNA
might be efficiently sorted and released within early endosomes of
CD8+ DC, where TLR3 is localized, leading to TLR3-dependent
IFN-l2/3 production. Although HCV JFH1 infection particles fail
to infect DCs in vitro, previous studies indicated that HCV infects
DCs in chronically infected patients (23, 24, 30). In human patient
DCs and hepatocytes infected with HCV, the IPS-1 pathway could
play a pivotal role in type III IFN production.
Knockout of TICAM-1 failed to reduce IFN-l2/3 mRNA ex-

pression in mouse liver after HCV RNA hydrodynamic injection,
whereas knockout of TICAM-1 abolished IFN-l2/3 levels in sera
after HCV RNA hydrodynamic injection (Fig. 1B, 1D). Consid-
ering that there is a positive feedback loop for IFN-l production,
it is possible that TICAM-1 and IPS-1 pathways augment IFN-l
production each other in vivo; however, we do not exclude a
possibility that TICAM-1 is involved in posttranscriptional step of
IFN-l production.
HCV NS3-4A protease cleaves IPS-1 to suppress host innate

immune responses (31, 32). However, it is notable that a mutation

within the RIG-I gene in HuH7.5 cells increases cellular permis-
siveness to HCV infection (33). This indicates that the RIG-I
pathway is functional at least during the early phase of HCV in-
fection before NS3-4A cleaves IPS-1. Thus, we propose that IPS-1
is important for type III IFN production during the early phase of
HCV infection.
IFN-a augmented DC-mediated NK cell activation and cross-

priming, whereas IFN-l failed to augment DC-mediated NK cell
activation and cross-priming in our experimental conditions.
However, as seen with IFN-a, IFN-l could induce RNaseL and
ISG20 mRNA expression. These data indicated that IFN-l induces
cytoplasmic antiviral proteins to eliminate infected virus. A pre-
vious study showed that IPS-1 is required for initial antiviral re-
sponse but dispensable for the protective adaptive immune response
to influenza A virus (34). Thus, it is expected that IPS-1–mediated
IFN-l production would be required for initial antiviral response to
HCV infection.
In summary, our results provide insights into type III IFN pro-

duction mechanism in response to HCV RNA in vivo and identify
IPS-1 as a molecule crucial for producing type III IFN from he-
patocyte and CD8+ DCs in response to cytoplasmic HCV RNA.

FIGURE 6. Antiviral responses induced by IFN-l. (A) Mouse spleen CD8+ DCs were stimulated with 100 ng/ml IFN-l3 or 1000 IU/ml IFN-a, after which
RIG-I, TLR3, and Mx1 mRNA levels were determined by quantitative RT-PCR. (B) Mouse spleen CD8+ DCs were treated with 100 ng/ml IFN-l3 for 6 h. O cell
RNAwas transfected into CD8+ DCs, and IFN-b and -l2/3 mRNA levels were determined by quantitative RT-PCR at the indicated times. (C) Mouse hepatocyte
cell line cells were stimulated with 1000 U/ml IFN-a or 100 ng/ml IFN-l3. RIG-I, TLR3, Mx1, ISG20, and RNaseL mRNA levels were determined by quantitative
RT-PCR. (D) Mouse hepatocyte cell line cells were treated with 100 ng/ml IFN-l3 for 6 h, and then O cell RNAwas transfected into these cells. IFN-b and -l2/3
mRNA levels were measured by quantitative RT-PCR at the indicated times. (E) O cells that contain HCV 1b full-length replicons were treated with human IL-28B
at indicated concentration for 2 d. HCV RNA levels were determined by quantitative RT-PCR. HCV RNA levels were normalized to GAPDH mRNA expression.
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has been shown that exosomes are internalized efficiently by DCs
and sorted into early endosomes, where TLR3 is localized (28, 29).
Unlike the transfected HCV RNA, exosome-enclosed HCV RNA
might be efficiently sorted and released within early endosomes of
CD8+ DC, where TLR3 is localized, leading to TLR3-dependent
IFN-l2/3 production. Although HCV JFH1 infection particles fail
to infect DCs in vitro, previous studies indicated that HCV infects
DCs in chronically infected patients (23, 24, 30). In human patient
DCs and hepatocytes infected with HCV, the IPS-1 pathway could
play a pivotal role in type III IFN production.
Knockout of TICAM-1 failed to reduce IFN-l2/3 mRNA ex-

pression in mouse liver after HCV RNA hydrodynamic injection,
whereas knockout of TICAM-1 abolished IFN-l2/3 levels in sera
after HCV RNA hydrodynamic injection (Fig. 1B, 1D). Consid-
ering that there is a positive feedback loop for IFN-l production,
it is possible that TICAM-1 and IPS-1 pathways augment IFN-l
production each other in vivo; however, we do not exclude a
possibility that TICAM-1 is involved in posttranscriptional step of
IFN-l production.
HCV NS3-4A protease cleaves IPS-1 to suppress host innate

immune responses (31, 32). However, it is notable that a mutation

within the RIG-I gene in HuH7.5 cells increases cellular permis-
siveness to HCV infection (33). This indicates that the RIG-I
pathway is functional at least during the early phase of HCV in-
fection before NS3-4A cleaves IPS-1. Thus, we propose that IPS-1
is important for type III IFN production during the early phase of
HCV infection.
IFN-a augmented DC-mediated NK cell activation and cross-

priming, whereas IFN-l failed to augment DC-mediated NK cell
activation and cross-priming in our experimental conditions.
However, as seen with IFN-a, IFN-l could induce RNaseL and
ISG20 mRNA expression. These data indicated that IFN-l induces
cytoplasmic antiviral proteins to eliminate infected virus. A pre-
vious study showed that IPS-1 is required for initial antiviral re-
sponse but dispensable for the protective adaptive immune response
to influenza A virus (34). Thus, it is expected that IPS-1–mediated
IFN-l production would be required for initial antiviral response to
HCV infection.
In summary, our results provide insights into type III IFN pro-

duction mechanism in response to HCV RNA in vivo and identify
IPS-1 as a molecule crucial for producing type III IFN from he-
patocyte and CD8+ DCs in response to cytoplasmic HCV RNA.

FIGURE 6. Antiviral responses induced by IFN-l. (A) Mouse spleen CD8+ DCs were stimulated with 100 ng/ml IFN-l3 or 1000 IU/ml IFN-a, after which
RIG-I, TLR3, and Mx1 mRNA levels were determined by quantitative RT-PCR. (B) Mouse spleen CD8+ DCs were treated with 100 ng/ml IFN-l3 for 6 h. O cell
RNAwas transfected into CD8+ DCs, and IFN-b and -l2/3 mRNA levels were determined by quantitative RT-PCR at the indicated times. (C) Mouse hepatocyte
cell line cells were stimulated with 1000 U/ml IFN-a or 100 ng/ml IFN-l3. RIG-I, TLR3, Mx1, ISG20, and RNaseL mRNA levels were determined by quantitative
RT-PCR. (D) Mouse hepatocyte cell line cells were treated with 100 ng/ml IFN-l3 for 6 h, and then O cell RNAwas transfected into these cells. IFN-b and -l2/3
mRNA levels were measured by quantitative RT-PCR at the indicated times. (E) O cells that contain HCV 1b full-length replicons were treated with human IL-28B
at indicated concentration for 2 d. HCV RNA levels were determined by quantitative RT-PCR. HCV RNA levels were normalized to GAPDH mRNA expression.
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図 2.6 肝細胞における III型 IFNによる抗ウイルス応答 
 
(A) マウス由来肝細胞株に 0.1 µg/ml IFN-λまたは 1x103 IU /ml IFN-αによる
刺激を加えた後、細胞を回収し、RNAを抽出した。定量 PCRにより、RIG-I、
TLR3、Mx1、RNaseL、ISG20のmRNA発現を測定した。 
(B) マウス由来肝細胞株に前もって 0.1 µg/ml IFN-λによる刺激を 6時間加え
た後、O cell RNA１µgを Lipofectaimine 2000を用いて、transfectionした。
transfectionによる刺激後、細胞を回収し、RNAを抽出した。定量 PCRによ
り IFN-β、IFN-λ2/3のmRNA発現を測定した。 
(C) HCVレプリコン保持肝細胞 O cellの培養上清にヒト IL28B(IFN-λ3)を加
え、2日後、細胞を回収し RNAを抽出した。定量 PCRにより HCV RNAの程
度を測定した。 

has been shown that exosomes are internalized efficiently by DCs
and sorted into early endosomes, where TLR3 is localized (28, 29).
Unlike the transfected HCV RNA, exosome-enclosed HCV RNA
might be efficiently sorted and released within early endosomes of
CD8+ DC, where TLR3 is localized, leading to TLR3-dependent
IFN-l2/3 production. Although HCV JFH1 infection particles fail
to infect DCs in vitro, previous studies indicated that HCV infects
DCs in chronically infected patients (23, 24, 30). In human patient
DCs and hepatocytes infected with HCV, the IPS-1 pathway could
play a pivotal role in type III IFN production.
Knockout of TICAM-1 failed to reduce IFN-l2/3 mRNA ex-

pression in mouse liver after HCV RNA hydrodynamic injection,
whereas knockout of TICAM-1 abolished IFN-l2/3 levels in sera
after HCV RNA hydrodynamic injection (Fig. 1B, 1D). Consid-
ering that there is a positive feedback loop for IFN-l production,
it is possible that TICAM-1 and IPS-1 pathways augment IFN-l
production each other in vivo; however, we do not exclude a
possibility that TICAM-1 is involved in posttranscriptional step of
IFN-l production.
HCV NS3-4A protease cleaves IPS-1 to suppress host innate

immune responses (31, 32). However, it is notable that a mutation

within the RIG-I gene in HuH7.5 cells increases cellular permis-
siveness to HCV infection (33). This indicates that the RIG-I
pathway is functional at least during the early phase of HCV in-
fection before NS3-4A cleaves IPS-1. Thus, we propose that IPS-1
is important for type III IFN production during the early phase of
HCV infection.
IFN-a augmented DC-mediated NK cell activation and cross-

priming, whereas IFN-l failed to augment DC-mediated NK cell
activation and cross-priming in our experimental conditions.
However, as seen with IFN-a, IFN-l could induce RNaseL and
ISG20 mRNA expression. These data indicated that IFN-l induces
cytoplasmic antiviral proteins to eliminate infected virus. A pre-
vious study showed that IPS-1 is required for initial antiviral re-
sponse but dispensable for the protective adaptive immune response
to influenza A virus (34). Thus, it is expected that IPS-1–mediated
IFN-l production would be required for initial antiviral response to
HCV infection.
In summary, our results provide insights into type III IFN pro-

duction mechanism in response to HCV RNA in vivo and identify
IPS-1 as a molecule crucial for producing type III IFN from he-
patocyte and CD8+ DCs in response to cytoplasmic HCV RNA.

FIGURE 6. Antiviral responses induced by IFN-l. (A) Mouse spleen CD8+ DCs were stimulated with 100 ng/ml IFN-l3 or 1000 IU/ml IFN-a, after which
RIG-I, TLR3, and Mx1 mRNA levels were determined by quantitative RT-PCR. (B) Mouse spleen CD8+ DCs were treated with 100 ng/ml IFN-l3 for 6 h. O cell
RNAwas transfected into CD8+ DCs, and IFN-b and -l2/3 mRNA levels were determined by quantitative RT-PCR at the indicated times. (C) Mouse hepatocyte
cell line cells were stimulated with 1000 U/ml IFN-a or 100 ng/ml IFN-l3. RIG-I, TLR3, Mx1, ISG20, and RNaseL mRNA levels were determined by quantitative
RT-PCR. (D) Mouse hepatocyte cell line cells were treated with 100 ng/ml IFN-l3 for 6 h, and then O cell RNAwas transfected into these cells. IFN-b and -l2/3
mRNA levels were measured by quantitative RT-PCR at the indicated times. (E) O cells that contain HCV 1b full-length replicons were treated with human IL-28B
at indicated concentration for 2 d. HCV RNA levels were determined by quantitative RT-PCR. HCV RNA levels were normalized to GAPDH mRNA expression.
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has been shown that exosomes are internalized efficiently by DCs
and sorted into early endosomes, where TLR3 is localized (28, 29).
Unlike the transfected HCV RNA, exosome-enclosed HCV RNA
might be efficiently sorted and released within early endosomes of
CD8+ DC, where TLR3 is localized, leading to TLR3-dependent
IFN-l2/3 production. Although HCV JFH1 infection particles fail
to infect DCs in vitro, previous studies indicated that HCV infects
DCs in chronically infected patients (23, 24, 30). In human patient
DCs and hepatocytes infected with HCV, the IPS-1 pathway could
play a pivotal role in type III IFN production.
Knockout of TICAM-1 failed to reduce IFN-l2/3 mRNA ex-

pression in mouse liver after HCV RNA hydrodynamic injection,
whereas knockout of TICAM-1 abolished IFN-l2/3 levels in sera
after HCV RNA hydrodynamic injection (Fig. 1B, 1D). Consid-
ering that there is a positive feedback loop for IFN-l production,
it is possible that TICAM-1 and IPS-1 pathways augment IFN-l
production each other in vivo; however, we do not exclude a
possibility that TICAM-1 is involved in posttranscriptional step of
IFN-l production.
HCV NS3-4A protease cleaves IPS-1 to suppress host innate

immune responses (31, 32). However, it is notable that a mutation

within the RIG-I gene in HuH7.5 cells increases cellular permis-
siveness to HCV infection (33). This indicates that the RIG-I
pathway is functional at least during the early phase of HCV in-
fection before NS3-4A cleaves IPS-1. Thus, we propose that IPS-1
is important for type III IFN production during the early phase of
HCV infection.
IFN-a augmented DC-mediated NK cell activation and cross-

priming, whereas IFN-l failed to augment DC-mediated NK cell
activation and cross-priming in our experimental conditions.
However, as seen with IFN-a, IFN-l could induce RNaseL and
ISG20 mRNA expression. These data indicated that IFN-l induces
cytoplasmic antiviral proteins to eliminate infected virus. A pre-
vious study showed that IPS-1 is required for initial antiviral re-
sponse but dispensable for the protective adaptive immune response
to influenza A virus (34). Thus, it is expected that IPS-1–mediated
IFN-l production would be required for initial antiviral response to
HCV infection.
In summary, our results provide insights into type III IFN pro-

duction mechanism in response to HCV RNA in vivo and identify
IPS-1 as a molecule crucial for producing type III IFN from he-
patocyte and CD8+ DCs in response to cytoplasmic HCV RNA.

FIGURE 6. Antiviral responses induced by IFN-l. (A) Mouse spleen CD8+ DCs were stimulated with 100 ng/ml IFN-l3 or 1000 IU/ml IFN-a, after which
RIG-I, TLR3, and Mx1 mRNA levels were determined by quantitative RT-PCR. (B) Mouse spleen CD8+ DCs were treated with 100 ng/ml IFN-l3 for 6 h. O cell
RNAwas transfected into CD8+ DCs, and IFN-b and -l2/3 mRNA levels were determined by quantitative RT-PCR at the indicated times. (C) Mouse hepatocyte
cell line cells were stimulated with 1000 U/ml IFN-a or 100 ng/ml IFN-l3. RIG-I, TLR3, Mx1, ISG20, and RNaseL mRNA levels were determined by quantitative
RT-PCR. (D) Mouse hepatocyte cell line cells were treated with 100 ng/ml IFN-l3 for 6 h, and then O cell RNAwas transfected into these cells. IFN-b and -l2/3
mRNA levels were measured by quantitative RT-PCR at the indicated times. (E) O cells that contain HCV 1b full-length replicons were treated with human IL-28B
at indicated concentration for 2 d. HCV RNA levels were determined by quantitative RT-PCR. HCV RNA levels were normalized to GAPDH mRNA expression.
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has been shown that exosomes are internalized efficiently by DCs
and sorted into early endosomes, where TLR3 is localized (28, 29).
Unlike the transfected HCV RNA, exosome-enclosed HCV RNA
might be efficiently sorted and released within early endosomes of
CD8+ DC, where TLR3 is localized, leading to TLR3-dependent
IFN-l2/3 production. Although HCV JFH1 infection particles fail
to infect DCs in vitro, previous studies indicated that HCV infects
DCs in chronically infected patients (23, 24, 30). In human patient
DCs and hepatocytes infected with HCV, the IPS-1 pathway could
play a pivotal role in type III IFN production.
Knockout of TICAM-1 failed to reduce IFN-l2/3 mRNA ex-

pression in mouse liver after HCV RNA hydrodynamic injection,
whereas knockout of TICAM-1 abolished IFN-l2/3 levels in sera
after HCV RNA hydrodynamic injection (Fig. 1B, 1D). Consid-
ering that there is a positive feedback loop for IFN-l production,
it is possible that TICAM-1 and IPS-1 pathways augment IFN-l
production each other in vivo; however, we do not exclude a
possibility that TICAM-1 is involved in posttranscriptional step of
IFN-l production.
HCV NS3-4A protease cleaves IPS-1 to suppress host innate

immune responses (31, 32). However, it is notable that a mutation

within the RIG-I gene in HuH7.5 cells increases cellular permis-
siveness to HCV infection (33). This indicates that the RIG-I
pathway is functional at least during the early phase of HCV in-
fection before NS3-4A cleaves IPS-1. Thus, we propose that IPS-1
is important for type III IFN production during the early phase of
HCV infection.
IFN-a augmented DC-mediated NK cell activation and cross-

priming, whereas IFN-l failed to augment DC-mediated NK cell
activation and cross-priming in our experimental conditions.
However, as seen with IFN-a, IFN-l could induce RNaseL and
ISG20 mRNA expression. These data indicated that IFN-l induces
cytoplasmic antiviral proteins to eliminate infected virus. A pre-
vious study showed that IPS-1 is required for initial antiviral re-
sponse but dispensable for the protective adaptive immune response
to influenza A virus (34). Thus, it is expected that IPS-1–mediated
IFN-l production would be required for initial antiviral response to
HCV infection.
In summary, our results provide insights into type III IFN pro-

duction mechanism in response to HCV RNA in vivo and identify
IPS-1 as a molecule crucial for producing type III IFN from he-
patocyte and CD8+ DCs in response to cytoplasmic HCV RNA.

FIGURE 6. Antiviral responses induced by IFN-l. (A) Mouse spleen CD8+ DCs were stimulated with 100 ng/ml IFN-l3 or 1000 IU/ml IFN-a, after which
RIG-I, TLR3, and Mx1 mRNA levels were determined by quantitative RT-PCR. (B) Mouse spleen CD8+ DCs were treated with 100 ng/ml IFN-l3 for 6 h. O cell
RNAwas transfected into CD8+ DCs, and IFN-b and -l2/3 mRNA levels were determined by quantitative RT-PCR at the indicated times. (C) Mouse hepatocyte
cell line cells were stimulated with 1000 U/ml IFN-a or 100 ng/ml IFN-l3. RIG-I, TLR3, Mx1, ISG20, and RNaseL mRNA levels were determined by quantitative
RT-PCR. (D) Mouse hepatocyte cell line cells were treated with 100 ng/ml IFN-l3 for 6 h, and then O cell RNAwas transfected into these cells. IFN-b and -l2/3
mRNA levels were measured by quantitative RT-PCR at the indicated times. (E) O cells that contain HCV 1b full-length replicons were treated with human IL-28B
at indicated concentration for 2 d. HCV RNA levels were determined by quantitative RT-PCR. HCV RNA levels were normalized to GAPDH mRNA expression.
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has been shown that exosomes are internalized efficiently by DCs
and sorted into early endosomes, where TLR3 is localized (28, 29).
Unlike the transfected HCV RNA, exosome-enclosed HCV RNA
might be efficiently sorted and released within early endosomes of
CD8+ DC, where TLR3 is localized, leading to TLR3-dependent
IFN-l2/3 production. Although HCV JFH1 infection particles fail
to infect DCs in vitro, previous studies indicated that HCV infects
DCs in chronically infected patients (23, 24, 30). In human patient
DCs and hepatocytes infected with HCV, the IPS-1 pathway could
play a pivotal role in type III IFN production.
Knockout of TICAM-1 failed to reduce IFN-l2/3 mRNA ex-

pression in mouse liver after HCV RNA hydrodynamic injection,
whereas knockout of TICAM-1 abolished IFN-l2/3 levels in sera
after HCV RNA hydrodynamic injection (Fig. 1B, 1D). Consid-
ering that there is a positive feedback loop for IFN-l production,
it is possible that TICAM-1 and IPS-1 pathways augment IFN-l
production each other in vivo; however, we do not exclude a
possibility that TICAM-1 is involved in posttranscriptional step of
IFN-l production.
HCV NS3-4A protease cleaves IPS-1 to suppress host innate

immune responses (31, 32). However, it is notable that a mutation

within the RIG-I gene in HuH7.5 cells increases cellular permis-
siveness to HCV infection (33). This indicates that the RIG-I
pathway is functional at least during the early phase of HCV in-
fection before NS3-4A cleaves IPS-1. Thus, we propose that IPS-1
is important for type III IFN production during the early phase of
HCV infection.
IFN-a augmented DC-mediated NK cell activation and cross-

priming, whereas IFN-l failed to augment DC-mediated NK cell
activation and cross-priming in our experimental conditions.
However, as seen with IFN-a, IFN-l could induce RNaseL and
ISG20 mRNA expression. These data indicated that IFN-l induces
cytoplasmic antiviral proteins to eliminate infected virus. A pre-
vious study showed that IPS-1 is required for initial antiviral re-
sponse but dispensable for the protective adaptive immune response
to influenza A virus (34). Thus, it is expected that IPS-1–mediated
IFN-l production would be required for initial antiviral response to
HCV infection.
In summary, our results provide insights into type III IFN pro-

duction mechanism in response to HCV RNA in vivo and identify
IPS-1 as a molecule crucial for producing type III IFN from he-
patocyte and CD8+ DCs in response to cytoplasmic HCV RNA.

FIGURE 6. Antiviral responses induced by IFN-l. (A) Mouse spleen CD8+ DCs were stimulated with 100 ng/ml IFN-l3 or 1000 IU/ml IFN-a, after which
RIG-I, TLR3, and Mx1 mRNA levels were determined by quantitative RT-PCR. (B) Mouse spleen CD8+ DCs were treated with 100 ng/ml IFN-l3 for 6 h. O cell
RNAwas transfected into CD8+ DCs, and IFN-b and -l2/3 mRNA levels were determined by quantitative RT-PCR at the indicated times. (C) Mouse hepatocyte
cell line cells were stimulated with 1000 U/ml IFN-a or 100 ng/ml IFN-l3. RIG-I, TLR3, Mx1, ISG20, and RNaseL mRNA levels were determined by quantitative
RT-PCR. (D) Mouse hepatocyte cell line cells were treated with 100 ng/ml IFN-l3 for 6 h, and then O cell RNAwas transfected into these cells. IFN-b and -l2/3
mRNA levels were measured by quantitative RT-PCR at the indicated times. (E) O cells that contain HCV 1b full-length replicons were treated with human IL-28B
at indicated concentration for 2 d. HCV RNA levels were determined by quantitative RT-PCR. HCV RNA levels were normalized to GAPDH mRNA expression.
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考察 
 
 
	
 I 型 IFN と III 型 IFN はいずれも、JAK-STAT シグナルを活性化させ
IFN-inducible geneの発現を誘導するが、I型 IFNは IFNAR1/2、III型 IFN は
IL10Rβ、IL28Rαと異なる受容体によって認識される。I型 IFNの受容体が多
くの細胞に広範囲に発現しているのに対して、III型 IFNの受容体の発現は限
定的であり、この違いが、I型 IFNと III型 IFNの生理作用を差別化している
ことが予想される。本研究での、DCと III型 IFN受容体を持たない NKの共
培養実験で、I型 IFNにより生じる NKの IFN-γ産生が III型 IFN刺激では起
きなかったことも、それぞれの IFN受容体の発現の違いに由来していると考え
ることができる。また、生体内応答においては、生体内の様々な場所で働く I
型 IFNに対して、組織特異的、細胞特異的な III型 IFN応答が生体局所での免
疫応答を担い、特に HCV感染時には、例えば肝臓局所での III型 IFNの働き
がが重要なのかもしれない。 
 	
 また、III型 IFNによる刺激は CD8+DCの TLR3の発現を誘導せず、RIG-I
の発現のみ誘導した。CD8+DCは細胞質内 HCV RNA刺激による III型 IFN
産生に IPS-1を必要とすることから、III型 IFNが、細胞質内 HCV RNA刺激
の III 型 IFN 産生を促進していたのは、RIG-I の発現が上昇することで、
RIG-I-IPS-1経路からのシグナルが増強された結果と考えられる。これらより、
CD8+DC内で IPS-1依存的に産生された III型 IFNがさらに CD8+DCの III
型 IFN産生性を高める、ポジティヴフィードバックループを形成していること
が示された。肝細胞を用いた結果から、肝細胞においてもこのループは形成さ

れているものと考えられる。肝細胞では III型 IFN刺激は HCV RNA刺激時の
I型 IFNの発現上昇も促進したが、CD8+DCでは I型 IFN発現の促進は見ら
れなかった。この機序については不明だが、III型 IFNによる細胞特異的な働
きである可能性がある。  
	
 本研究における実験条件下では、III 型 IFN 刺激での、DC を介した NKの
活性化やクロスプレゼンテーションによる CTL 増加の促進は見られない一方
で、ISG20や RNaseLのような、抗ウイルスヌクレアーゼが効率的に誘導され
た。また、in vitro での実験であるが、III 型 IFN が DC を介して、制御性 T
細胞の増殖を促進するとの報告もあり 57、III型 IFNは抗ウイルス性タンパク
の発現誘導をする一方で、細胞性免疫を起動せず、あるいはさらに制御し、自

然免疫系のみを活性化するという、他の IFNファミリーにはない特徴的な役割
を持つ IFNであることが示唆される。 
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第３章 

HCV RNA による繊維芽細胞の脱分化誘導 
 

緒言 
 
	
 HCV感染は進行性であり、感染者の約７割が慢性肝炎（C型肝炎）を患い、
その後、肝硬変、肝癌を発症する。HCV 感染は肝癌の主要な原因であり、本
邦において、その割合は７割〜８割を占める。しかしながら、HCV による肝
発癌機構は未だ明らかになっていない。一般に慢性的な炎症は遺伝子変異の増

加をもたらすことから、肝発癌においても重要な要因であると考えられるが、

一方で、自己免疫性の慢性肝炎ではウイルス性肝炎に比べ肝発癌を起こす割合

が著しく低いことが知られており 58、炎症反応だけでなく HCV 側の何らかの
因子が発癌に重要な役割を担っていると考えられている。 
	
 HCV による肝発癌は肝硬変の進行度との関連が示されており、肝臓の線維
化の程度が重い程、発癌率が高まる。同じくウイルス性の肝発癌の原因となる

HBV 感染では肝発癌が必ずしも肝臓の線維化の進行とは相関しないとされて
おり、HCV 特異的な発癌機構に肝臓の線維化が関わっていることが示唆され
る 58。この肝線維化には、肝星細胞（ステラッテ細胞/伊東細胞）が重要な働き
をする。静止期肝の星細胞は脂肪滴を多く含みビタミン Aを貯蔵する機能を有
するが、炎症等で活性化すると、活発なコラ－ゲン線維産生、筋繊維芽細胞へ

の分化転換が起こり、肝線維化を引き起こす。また、肝炎の進行過程では、上

皮系細胞が間葉系細胞に脱分化する上皮間葉転換が促進されており、これが肝

発癌に関与していると考えられている 59。 
	
 細胞のリプログラミングに関しては、近年、自然免疫系の関与を示す興味深

い報告がなされている。ES細胞特異的に発現する未分化マーカー24遺伝子の
うち、山中因子と称される OCT3/4, SOX2, KLF4, c-MYCの 4分子を発現させ
ることで脱分化し、誘導される多能性幹細胞である iPS細胞 60,61は、その作製

過程において山中因子を、ベクターを用いた遺伝子導入ではなく、タンパク質

のかたちで導入した場合には著しく作製効率が下がることが知られていた 62。

この理由について、John P. Cookeのグループは、iPS細胞作製に汎用される
ヒト繊維芽細胞 BJ cellを用い、iPS細胞作製過程でベクターとして用いられた
レンチウイルスベクターが自然免疫で働く TLR3-TICAM-1 分子の活性化を介
して iPS細胞化を促進させることを報告した 63。また。本研究室では当時、修

士学生として所属していた麦倉により、BJ cellを用い、合成 RNAアナログで
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ある polyI:Cが細胞内の RLRを活性化し、IPS-1分子を介して山中因子を含む
未分化マーカー遺伝子の発現上昇を誘導する知見を得ている(投稿準備中)。 
	
 現在では、HCVは、例えばエクソソームを介した細胞間輸送経路等により、
肝実質細胞だけでなく、様々な細胞に伝搬されることが示唆されていることか

ら、これらの点を踏まえて、HCV感染時に生じる脱分化現象に HCV RNAを
認識する自然免疫経路が関与するかを明らかにするため、BJ cell を用いて、
HCV RNAによりOCT3/4等の未分化マーカーの発現が誘導されるか検討した。 
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材料と方法 
 
1.材料 
 
溶液および緩衝液の組成 
 
PBS (-) 137 mM NaCl, 8.1 mM Na2HPO4, 2.68 mM KCl,  

1.49 mM KH2PO4 
トリプシン液 0.25% Trypsin-0.02% EDTA-PBS (-) 
 
以下の試薬を各メーカーより購入した。 
 
FBS       BioSource Intl., Inc. 
DMEM (4.5 g/l Glucose)     GIBCO-Invitrogen 
100 mU/ml PenicillinG, 100 µg/ml Streptomycin  GIBCO-Invitrogen 
G418       Roche 
Opti-MEM      GIBCO-Invitrogen 
 
1-1.細胞 
 
BJ cell 
	
 ヒト繊維芽細胞 BJ 細胞は STEMGENT 社の Stemgent® BJ Human 
Fibroblasts(early passage, P6)を購入した。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 Penicillin G、100 µg/ml 
Streptomycin 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。二日おきに培地交換を行った。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。 
 
O cell 
	
 ヒト肝癌細胞株 O cell は岡山大学 加藤宣之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 
Penicillin G、100 µg/ml Streptomycin, 6 µl/ml G418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。二日おきに培
地交換を行った。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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Oc cell 
	
 ヒト肝癌細胞株 Oc cellは岡山大学 加藤宣之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 
Penicillin G、100 µg/ml Streptomycin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.リガンド、サイトカイン 
 
以下の試薬を各メーカーより購入した。 
 
polyI:C    GE Healthcare 
human IFN-α   Milteny Biotec 
 
2.方法 
 
2-1.HCVレプリコン保持細胞 O cellからの HCV RNA抽出 
 
	
 培養している O cell を回収し、Trizol により、HCV RNA を含む Ocell の
RNAを抽出した。HCV RNAを含まないネガティブコントロールとしてOc cell
の RNAを抽出した。 
 
2-2.in vitro HCV polyU/UC RNAの作製 
 
	
 本研究室が作製した、HCV genotype 1b polyU/UC RNA (9421 to 9480, 
Accession number: EU867431 )が挿入された pGEM-T easy vector45 より
Riboprobe combination system SP6/T7 RNA polymerase (promega)を用いて、
T7 promoterあるいはSP6 promoterから転写反応を行った。DNase I で 37°C、
15分反応させて DNA を除去し、TrizolによりRNAを抽出した。二本鎖 RNA 
の作製のため、センス鎖とアンチセンス鎖の相補的な ssRNA を等量混合し、
95°Cに置いた後、徐々に室温まで温度をさげてアニーリングを行った。 
 
2-3.Lipofectamine2000、DOTAPを用いた細胞への RNA刺激 
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 BJ cellを 24well plateに播種し、実験に応じて Lipofectamine2000あるい
は DOTAPを用いて各種 RNAを細胞に導入し刺激を加えた。 
 
2-4. cDNAの合成 
 
	
 細胞あるいは組織を Trizolにより溶解した。溶解液に Trizolの 1/5量のクロ
ロホルムを加え混和した後、12,000g、15分間遠心した。遠心後、水層を回収
し、等量のイソプロパノールを加え、10分置いたのち、15000g、10分間遠心
した。沈殿したペレットを 70％EtOH により洗浄し、RNA を抽出した。抽出
した RNAをもとに、High capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied 
Biosystems) を用いて逆転写して cDNAを合成した。 
 
 
2-5.定量 PCR 
 
	
 cDNAから Step One Real-time PCR systemを用いて Ct値を測定し、ΔΔ
Ct法により mRNA量を算出した。内部標準としては ヒト GAPDHを使用し
た。使用した primerを以下に示す。 
 
human GAPDH  F  GAGTCAACGGATTTGCTCGT  

R  TTGATTTTGCAGGGATCTCG 
human IFN-β F CAACTTGCTTGGATTCCTACAAAG 
  R TATTCAAGCCTCCCATTCAATTG 
human OCT3/4 F CCGTGAAGCTGGAGAAGGAG 
  R GCAGATGGTCGTTTGGCTGA 
human SOX2 F CCCCTTTATTTTCCGTAGTTGTATTT 
  R TGGATTCTCGGCAGACTGATT 
human KLF4 F TACCAAGAGCTCATGCCACC 
  R GCGAATTTCCATCCACAGCC 
human c-MYC F GCCACGTCTCCACACATCAG 
  R TCTTGGCAGCAGGATAGTCCTT 
human TLR3 F TCCCAAGCCTTCAACGACTG 
  R TGGTGAAGGAGAGCTATGCACA 
human TLR7 F TTACCTGGATGGAAACCAGCTAC 
  R TCAAGGGCTGAGAAGCTGTAAGCTA 
human TLR8 F ATGAAGGAGTCATCTTTGC 
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  R TTAGTATTGCTTAATGGAATCG 
human TLR9 F TGGTGTTGAAGGACAGTTCTCTC 
  R CACTCGGAGGTTTCCCAGC 
 
 
2-6.顕微鏡観察 
 
	
 カバーガラスを敷いた 24 well plate に BJ cellを播種し、接着後に実験に
応じて各種 RNAによる刺激を行い、12時間後に免疫染色を行った。PBSでの
洗浄後、3%ホルマリン/PBSによる細胞の固定 0.2％Triton X/PBSによる細胞
膜透過処理、1% BSA/PBS によるブロッキングを行った後、OCT3/4 
monoclonal antibody(Cell Singnaling)を用いて、4℃で一晩、一次抗体反応を
行った。翌日、Alexa Fluor 488-conjugated secondary antibody(Invitrogen)
を用いて、室温、遮光下で二次抗体反応を行った後、カバーガラスを、Prolong 
Gold (Invitrogen) によりスライドガラスにマウントし、マニキュアで固定し
た。各工程間で PBS による洗浄を行った。各サンプルは、共焦点レーザー顕
微鏡 (Zeiss) にて 63 倍対物レンズを用いて観察した。 
 
 
 
	
 遺伝子組替え生物等を用いた実験については、北海道大学の定める規定に基

づき実施した 
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結果 
 
3-1. BJ cellにおいて、Lipofectamine 2000を用いた細胞質内への HCV RNA
刺激により未分化マーカー遺伝子発現が誘導される。 
 
	
 本研究室では、Lipofectamine 2000を用いて polyI:Cを BJ cellの細胞質内
に導入すると、RLR-IPS-1依存的に山中因子 OCT3/4, SOX2, KLF4, c-MYC
を含む複数の未分化マーカー遺伝子発現が誘導される知見を得ている(投稿準
備中)。そこで、HCV RNAが polyI:C同様、未分化マーカー遺伝子発現を誘導
するかについて、BJ cellを用いて検討した。BJ cellに Lipofectamine 2000を
用いて O cell RNA, 	
 Oc cell RNA, 合成 HCV RNA, polyI:Cによる細胞質内
への刺激を加えたところ、合成 HCV RNA, polyI:C による刺激により、OCT3/4, 
SOX2, KLF4, c-MYC 
の遺伝子発現の誘導が見られた。RLR-IPS-1経路により誘導される IFN-βの発
現は O cell RNA、合成 HCV RNA、polyI:Cにおいて観察されたが、未分化マ
ーカー遺伝子発現が誘導された合成 HCV RNA, polyI:C 刺激では特に高い
IFN-βの発現上昇が見られた。 
 
 
3-2. Lipofectamine 2000を用いた HCV RNA刺激により OCT3/4タンパク質
が発現する。 
 
 BJ cellに Lipofectaine 2000を用いて、HCV RNAを導入すると、OCT3/4
の mRNA の発現が上昇したことから、このとき実際に OCT3/4 タンパク質が
発現しているかどうかを、免疫染色により調べた。刺激から 12時間後の BJ cell
を、抗 OCT3/4抗体を用いて免疫染色を行ったところ、OCT3/4タンパク質が
発現していることが観察された(図 3.2)。また、このとき、OCT3/4の発現が観
察された BJ cellは全体の 1-2％程度であった。 
 
 
3-3. BJ cellにおいて、DOTAPを用いた TLR3への HCV RNA刺激では未分
化マーカー遺伝子発現は誘導されない。 
 
	
 山中因子の遺伝子導入による iPS細胞作製においてTLR3の刺激により作製
効率が上昇することから、HCV RNAによる TLR3の刺激により、未分化マー
カー発現が誘導されるかどうかを検討した。DOTAP 試薬を用いた細胞への
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RNA導入はエンドソームに発現する TLR3の活性化に利用される 64。そこで、

DOTAPを用い、BJ cellを O cell RNA, Oc cell RNA, 合成HCV RNA, polyI:C
で刺激したところ、合成 HCV RNA、polyI:Cでは IFN-βの発現が誘導されて
いることから刺激に対して応答していることが確認されたが、OCT3/4, SOX2,  
KLF4, c-MYC の遺伝子発現は誘導されなかった（図 3.3）。 
	
  
3-4. BJ cell は HCV感染肝細胞存在下で未分化マーカー遺伝子を発現しない。 
 
	
 第1章においてCD8+DCがHCV感染肝細胞存在下でRNA認識経路のうち、
TLR3-TICAM-1経路により IFNを産生することを示したが、ここでは、BJ cell
がHCV感染肝細胞存在下で 未分化マーカー遺伝子を発現するか検討した。BJ
細胞を O cell あるいは Oc cell と共培養したときの OCT3/4, SOX2, KLF4, 
c-MYCの遺伝子発現について調べたが、いずれの場合でも発現誘導は観察され
なかった(図 3.4)。また、このとき、IFN-βの発現上昇も確認されなかったこと
から、本実験条件下では RNA 認識経路の活性化が生じていない可能性が考え
られる。 
 
 
3-5. I型 IFN刺激を受けた BJ cellでは、HCV感染肝細胞存在下で IFN-β発
現が誘導されるが、OCT3/4発現は誘導されない。 
 
	
 BJ cellを IFN-αで刺激すると TLR3の発現が上昇する(図 3.5.A)。このこと
から、予め BJ細胞に IFN刺激をすることで、BJ細胞と HCV感染肝細胞の共
培養下でのRNA認識経路の活性化が見られるのではないかと考え、予め IFN-α
で刺激した BJ cellを O cellと共培養した。すると、この場合ではわずかなが
ら IFN-β発現が上昇し、RNA 認識経路の活性化が確認された(図 3.5B)。しか
しながら、OCT3/4の発現誘導については依然、観察されなかった。 
 
 
3-6. Lipofectamine2000、DOTAPを用いた併用刺激により OCT3/4遺伝子発
現が誘導される。 
 
	
 BJ cellに対して、DOTAPではなく Lipofectaine 2000 を用いて合成 HCV 
RNA、polyI:Cで細胞質内刺激することで OCT3/4発現が誘導される。（図 3.1, 
3.2）一方で、BJ cellに対して Lipofectaine 2000 を用いて O cell RNAで刺
激を加えても、IFN-β発現は誘導されるがOCT3/4発現は誘導されない(図 3.1)。



 54 

これについて、iPS細胞作製においては TLR3の刺激により作製効率が上昇す
ることから、Lipofectaine 2000 を用いた O cell RNA による刺激時に、
DOTAP を併用し、TLR3 経路を活性化することで、OCT3/4 発現が誘導され
るようになるかを検討した。BJ cell に Lipofectamine2000 を用いた O cell 
RNAによる刺激と、DOTAPを用いた O cell RNA, 合成 HCV RNA, polyI:C
のいずれかの RNA による刺激を同時に加えたところ、それぞれ単独刺激では
OCT3/4の発現誘導が見られない O cell RNA / Lipofectaine2000と合成 HCV 
RNA / DOTAP あるいは、O cell RNA / Lipofectaine2000と polyI:C /DOTAP
の併用刺激では、OCT3/4の発現誘導が観察された(図 3.6)。また、OCT3/4発
現が誘導された刺激では、OCT3/4発現が誘導されなかった刺激に比べ、IFN-β
の発現も著しく上昇していることを認めた。 
	
  
 
3-7. Lipofectamine2000、DOTAPを用いた併用刺激により OCT3/4タンパク
質が発現する。 
 
	
 Lipofectamine2000、DOTAP を用いた併用刺激により誘導される OCT3/4
発現について、実際に OCT3/4 タンパク質レベルで発現しているかどうかを、
免疫染色により調べた。刺激から 12時間後の BJ cellを、抗 OCT3/4抗体を用
いて免疫染色を行ったところ、Ocell RNA / Lipofectaine2000 と合成 HCV 
RNA / DOTAP 、Ocell RNA / Lipofectaine2000 polyI:C /DOTAP の併用刺激
において、OCT3/4タンパク質が発現していることが観察された(図 3.7)。 
  
 
	
   



 55 

 
図 3.1	
 Lipofectamine2000を用いた RNA刺激による未分化マーカーの発現 
 
BJ cellに対して、Lipofectamine 2000を用いて O cell RNA, Oc cell RNA, 合
成 HCV RNA, polyI:C のいずれか 0.05 µg で刺激後、定量 PCRにより IFN-β, 
OCT3/4, SOX2, KLF4, c-MYCのmRNA発現を測定した。  
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図 3.2	
  Lipofectamine2000を用いた RNA刺激による OCT3/4タンパク質の
発現 
 
BJ cellに対して、Lipofectamine 2000を用いて合成 HCV RNA, polyI:C のい
ずれか 0.05 µg で刺激した。12時間後、細胞の固定、膜透過処理をし、抗OCT3/4
ウサギ抗体を 1 次抗体に、Alexa488 標識抗ウサギ抗体を 2 次抗体として用い
た免疫染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡により OCT3/4のタンパク質の発現
について解析した。  
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図 3.3	
  DOTAPを用いた RNA刺激による未分化マーカーの発現 
 
BJ cellに対して、DOTAPを用いてO cell RNA, Oc cell RNA, 合成HCV RNA, 
polyI:C のいずれか 0.05 µg で刺激後、定量PCRにより IFN-β, OCT3/4, SOX2, 
KLF4, c-MYCのmRNA発現を測定した。  
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図 3.4	
 BJ細胞と HCV感染肝細胞の共培養下における未分化マーカーの発現 
 
BJ cell を O cell あるいは Oc cellと共培養した後、定量 PCRにより IFN-β, 
OCT3/4, SOX2, KLF3, c-MYCのmRNA発現を測定した。 
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図 3.5	
  IFN前刺激後の BJ細胞と HCV感染肝細胞の共培養下における
OCT3/4の発現 
 
(A)BJ cellに 100 IU/ml IFN-α による刺激を加えた。６時間後、細胞を回収し
定量 PCRにより TLR3, TLR7, TLR8, TLR9のmRNA発現を測定した 
(B)前もって 100 IU/ml IFN-α による６時間の刺激を加えた BJ cell、あるいは
無刺激の BJ cellを O cellと共培養した。24時間後、細胞を回収し定量 PCR
により IFN-β, OCT3/4のmRNA発現を測定した。 
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図 3.6	
  Lipofectamine2000、DOTAPを併用した RNA刺激による OCT3/4
遺伝子の発現 
 
BJ cellに対して、Lipofectamine2000を用いて 0.05 µg O cell RNAで刺激す
る際に、DOTAPを用いて O cell RNA, 合成 HCV RNA, polyI:C のいずれか
0.05 µgでの共刺激を加えた。12時間後、細胞を回収し、定量PCRにより IFN-β, 
OCT3/4のmRNA発現を測定した。 
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図 3.7	
 Lipofectamine 2000、DOTAPを併用した RNA刺激による OCT3/4
タンパク質の発現 
 
BJ cellに対して、Lipofectamine 2000を用いて 0.05 µg O cell RNAで刺激す
る際に、DOTAPを用いて O cell RNA, 合成 HCV RNA, polyI:C のいずれか
0.05 µg での共刺激を加えた。12 時間後、細胞の固定、膜透過処理をし、抗
OCT3/4ウサギ抗体を 1次抗体に、Alexa488標識抗ウサギ抗体を 2次抗体とし
て用いた免疫染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡により OCT3/4のタンパク質
の発現について解析した。  
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考察 

 
	
 本研究において、ヒト繊維芽細胞である BJ cell で、HCV RNA が polyI:C
同様に自然免疫を活性化し、OCT3/4 を含む未分化マーカー遺伝子の発現上昇
を誘導することが明らかになった。。Lipofectamine 2000あるいは DOTAPを
用いた細胞への核酸導入では Lipofectamine 2000 は細胞質内への核酸輸送、
DOTAP はエンドソーム内への核酸輸送に用いられ 64,65、本研究では

Lipofectamine を用いた RNA 刺激では細胞質内センサーRLR-IPS-1 経路、
DOTAPを用いたRNA刺激ではエンドソーム上のTLR3-TICAM-1経路により
認識、惹起される応答を評価している。Lipofectaine 2000を用いて RLRによ
り HCV RNAが認識されたときに、OCT3/4を含む未分化マーカーの発現誘導
が観察された。しかし、DOTAPを用いての TLR3シグナル活性化では、いず
れの刺激においても、未分化マーカー発現の誘導は見られなかった。一方で、

Lipoectamine 2000による RLRへの O cell RNA 単独刺激では発現誘導され
ない未分化マーカー遺伝子が、DOTAPを用いて合成HCV RNAまたは polyI:C
により TLR3も併せて刺激すると、発現誘導された。このとき IFN-βの発現上
昇も著しく促進されていた。本研究において、RNA による未分化マーカー発
現が誘導される際にはいずれも IFN-βの著しい発現上昇を伴っていた。 
	
 RLR経路、TLR3経路、I型 IFN、これらの要因が未分化マーカー発現にど
う作用するかは明らかとなっていない。これについて考えられることとして、

未分化マーカー発現誘導自体は RLR-IPS-1 経路が専属的に担う一方で、これ
らの遺伝子発現の増強因子が TLR3-TICAM-1 経路で誘導されている可能性が
ある。あるいは未分化マーカー発現誘導には RLR, TLR3両経路下で共通に動
く因子が関わっており、これが過剰に働くことが未分化マーカー発現の引き金

となっているのかもしれない。どちらの場合についても、IFNに依存的である
とも、非依存的であるとも考えられる。先の報告にあった TLR3による iPS細
胞作成効率の上昇についても、その詳細な分子メカニズムは分かっていない 63。

これらについて明らかにするために、現在検討中である OCT3/4を含む未分化
マーカーの発現への IFNシグナルの影響の有無を含め、今後、RNAを認識す
る自然免疫経路による細胞の脱分化メカニズムを解析していく。 
	
 HCV 感染での肝硬変、肝臓の線維化において、肝星細胞がコラーゲンを過
剰分泌し、筋繊維芽細胞化する。BJ細胞で観察された HCV RNA刺激による
未分化マーカーの発現誘導、OCT3/4 タンパク質の発現が、実際に細胞の脱分
化を引き起こすか、あるいは肝星細胞においても同様に誘導されるかは現在未

検討だが、ヒト肝星細胞は実験細胞株がいくつか樹立されていることから、今



 63 

後、肝星細胞由来細胞株を用いて検討を行う予定である。また、HCV が実際
に肝星細胞内に侵入、感染するかは、現在明確にはなっていないが、浜松医科

大学や国立感染症研究所にて、HCV の肝星細胞への感染の可能性が検討され
ている。 
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終章 
 
 
本研究において、以下の知見が得られた。 
 
1. マウス肝臓では HCV RNAに対して、IPS-1依存的に III型 IFNを産生す

る 
 
2. 細胞質内の HCV RNAに対して、肝細胞、CD8+DCは IPS-1依存的に III

型 IFNを産生する 
 
3. CD8+DCは HCV非感染性に TICAM-1依存的に III型 IFNを産生する 

 
4. III型 IFNレセプターである IL28RαはDCのなかでもCD8+DC特異的に

発現している 
 

5. すくなくとも本研究での実験系では III型 IFNは細胞性免疫の活性化を誘
導しない 
 

6. CD8+DCにおいて、III型 IFN発現は III型 IFN自身によるポジティブフ
ィードバック機構を持つ。 
 

7. III型 IFNは肝細胞において抗 HCV活性を示す。 
 

8. 繊維芽細胞 BJ cellにおいて、HCV RNA刺激に応答して、OCT3/4を含
む山中因子の遺伝子発現が誘導される。 
 

9. BJ cell において、HCV RNA刺激に応答して OCT3/4の発現が誘導され
るときには、著しい IFN-βの発現上昇が伴って観察される。 

 
 
	
 HCV 感染に対する III型 IFN産生には IPS-1と TICAM-1の２つの主要な
経路が存在することが明らかとなった。IPS-1 は HCV 感染細胞の早い段階で
の細胞質内 RNA認識による III型 IFN産生に重要である一方、TICAM-1は、
主にマウスCD8+DCまたはヒトBDCA3+DCが非感染性に細胞外領域でHCV
を認識し、III型 IFN産生をする際に重要であることが示唆され、二つに経路
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が時空間的に異なる領域で重要な働きをしていることが予測される。また、I
型 IFNが、NK細胞や CTLの活性化を担う一方で、III型 IFNは自身のポジ
ティヴフィードバックループにより感染初期の局所で効率的に抗ウイルス因子

を誘導し、HCV排除に寄与する可能性が考えられる。 
	
 ところで、HCV感染時の自然治癒、代表的な治療法である PEG-IFN(+リバ
ビリン併用)療法の治療効果に大きく関わるとされる、IFN-λ3(IL-28B)遺伝子
上流の一塩基多型をコードする領域は、現在では、新規の III型 IFNファミリ
ーである IFN-λ4がコードされていることが明らかとなっている 66。IFN-λ4は
III型 IFNに共通するレセプターにより認識されることから III型 IFNファミ
リーに位置付けられているが、相同性が他の III型 IFNに比べ低く、既知の III
型 IFNと同様の機能を持つかは不明である。前出の一塩基多型により、IFN-λ4
が正常に転写翻訳されるかが規定されるが、PEG-IFN(+リバビリン併用)療法
との関連では、IFN-λ4 が正常に転写翻訳される場合に、むしろ治療効果が見
込めなくなるが、そのメカニズムは分かっていない。 
	
 マウスには IFN-λ4 の遺伝子がコードされていないため、KO マウスを用い
ての IFN-λ4の産生経路や機能については未検討である。 
 
	
 HCV は感染の際、CD81、SRB-I、Claudin-1、Occludin 等のエントリーレ
セプターを介して肝細胞へ侵入するが 67–70、HCV感染患者や HCV感染 Huh7
細胞株から単離した HCV RNA含有エクソソームが、エントリーレセプター非
依存的に、新たに肝細胞への HCV 感染を引き起こすとが報告されている 71。

これにより、HCV はエントリーレセプターによる拘束を受けず、過去に報告
された DCや B細胞 72–74を含め、様々な細胞へ侵入、作用することが示唆され

る。これらに関して、自然免疫応答の観点から、第１章では DCの HCV RNA
による IFN産生を検証したが、第 3章では RNA認識経路を介して HCV RNA
が引き起こす細胞の脱分化の可能性について検討し、繊維芽細胞 BJ cell にお
いて、OCT3/4を含む未分化マーカーの発現が誘導されることを見いだした。 
	
 HCV 感染でみられる悪性リンパ腫、自己免疫疾患、皮膚炎、腎炎、糖尿病
などの様々な肝外疾患についても、HCVが直接働きかけている可能性があり、
このとき、自然免疫の活性化が生体防御だけでなく、疾患の増悪因子となるこ

とも考えられる。また HCVを含め、HPV等のウイルスは細胞の癌化を誘導す
るが近年、癌におけるがん幹細胞の存在が注目されている 75。ウイルス性発癌

におけるがん幹細胞生成機構は不明であるが、本研究より示唆されるウイルス

核酸認識による自然免疫経路を介した脱分化が、ウイルス性発癌の過程でがん

幹細胞を生じさせる一因となっている可能性も考えられる。本研究をさらに発

展させることで、今後、ウイルス発がんのメカニズムの解明に繫がることが期
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待される。 
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