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略語表 

AIM2 Absent in melanoma 2 

AP-1 Activator protein 1 

BMDC Bone marrow derived dendritic cell  

 
BPB Bromphenol blue  

CARD  Caspase recruitment domain  

Cardif  CARD adaptor inducing IFN-β  

CCL C-C motif chemokine Ligand 
 CD  

 

Cluster of differentiation  

 
CDN Cyclic-di-nucreotide 

cGAS Cyclic GMP-AMP synthase 
 cGAMP Cyclic-GMP-AMP  
 CIAP Alkaline Phosphatase, Calf Intestinal 

CPE Cytopathic effect 

CTD C-terminal domain 

CTL Cytotoxic T lymphocyte  

 
DAI DNA-dependent activator of IFN-regulatory factors 

DAPI  4',6-diamidino-2-phenylindole 

DC Dendritic cell 

DDX DEAD box polypeptide  

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium  

DMXAA 5,6-dimethylxanthenone-4-acetic acid 

DNAJB1 DnaJ Hsp40 homolog, subfamily B, member 1

dsRNA  Double-stranded ribonucleic acid  

 
EDTA  

 

Ethylenediaminetetraacetic acid  

 
EMCV Encephalomyocarditis virus 

 ER Endoplasmic Reticulum  

 
ERGIC ER-Golgi intermediate compartment 

ERIS Endoplasmic reticulum IFN stimulator 

FBS  

 

Fetal bovine serum  
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G3BP Ras-GAP SH3 domain binding protein 

HA  

 

Hemagglutinin  

 
HEK  

 

Human embryonic kidney  

 
HIV Human Immunodeficiency Virus 

 HRP  

 

Horseradish peroxydase  

 
HSP Heat shock protein 

HSV Herpes simplex virus  

IFI16 Gamma-interferon-inducible protein 16 

IFN  

 

Interferon  

 
IKK IκB kinase 

IL Interleukin 

IP-10 Interferon-γ inducible protein 10 

IPS-1  

 

Interferon-β promoter stimulator-1  

 
IRF  

 

Interferon-regulatory factor  

 
LGP2 Laboratory of Genetics and Physiology 2 

LPS  

 

Lipopolysaccharide  

 
MAVS 
Mitochondri
al antiviral 
signaling 
protein 
MDA5 
Melanoma 
differentiatio
n associated 
gene 5  

Mitochondrial antiviral signaling protein  

 
MDA5 
differentiatio
n associated 
gene 5  

Melanoma differentiation associated gene 5  

2-ME  

 

2-mercaptoethanol  

 
MEM  

 

Minimal essential medium  

 
MHC Major Histocompatibility Complex  

 
MITA Mediator of IRF3 activation 

Mre11 Meiotic Recombination 11 

MV Measles virus 
 MyD88  

 

Myeloid differentiation factor 88  

 
MYPS Plasma membrane tetraspanner 

NF-κB  

 

Nuclear factor-kappa B  

 
NK Natural killer  

 
NP-40  

 

Nonidet P-40  

 
PAMPs  

 

Pathogen-associated molecular patterns  
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PBS  

 

Phosphate-buffered saline  

 
PCR  

 

Polymerase chain reaction  

 
pDC Plasmacytoid dendritic cell  

 

 

PMSF  

 

Phenylmethylsulfonyl fluoride  

 
polyI:C  

 

Polyinosinic:polycytidylic acid  

 
PRR  

 

Pattern-recognition receptor  

 
PVDF  

 

Polyvinylidene fluoride  

 
RIG-I  

 

Retinoic acid-inducible gene 1  

 
Riplet RING finger protein leading to RIG-I activation 

RLR  

 

RIG-I-like receptor  

 
rpm  

 

Revolutions per minute  

 
SDS  

 

Sodium dodecyl sulfate  

 
SeV Sendai virus 

 SLE Systemic lupus erythematosus 

SNPs Single Nucleotide Polymorphisms 

STING Stimulator of interferon genes 
 TANK  

 

TRAF family member-associated NF-κB activator  

 
TBK1  

 

TANK-binding kinase-1  

 
TGN Trans-Golgi network 

TICAM  

 

TIR-containing adapter molecule  

 
TIR  

 

Toll-IL-1 receptor homology  

 
TLR  

 

Toll-like receptor  

 
TNF  

 

Tumor necrosis factor  

 
TRAF  

 

TNF receptor-associated factor  

 
TRIM Tripartite motif-containing protein  

Tris  

 

Tris (hydroxymethyl) aminomethane  

 
VISA  

 

Virus-induced signaling adaptor  

 
VSV Vesicular stomatitis virus 

 v/v  

 

Volume per volume  

 
WT  

 

Wild type  
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序章 

	  
	 生体は細菌やウイルスの感染に対する生体防御機構として、自然免疫と獲得免疫の

２つのメカニズムを保持する。獲得免疫はリンパ球（T細胞、B細胞）の遺伝子再構
成により多様な抗原に対し高度な特異性をもって応答するが、その成立には数日を要

する。一方で自然免疫は Toll-like-receptor（TLR）に代表されるパターン認識受容体
（Pattern-recognition receptor: PRR）が、細胞表面、エンドソーム内、そして細胞質など
において、病原微生物に共通する構造（Pathogen-associated molecular patterns: PAMPs）
を認識し、下流のシグナル分子を介し迅速な免疫応答を引き起こす 1。無脊椎動物は

自然免疫が主な生体防御機構だが、ヒトを含む脊椎動物では自然免疫の賦活化により

樹状細胞（Dendritic cell: DC）などの抗原提示細胞の活性化が生じ、獲得免疫が誘導さ
れる 2。ヒトの自然免疫応答は免疫応答の起点であり、その詳細な分子基盤の解明は

非常に重要である。 
	 多くの微生物において、それらの生存に必須であるゲノム複製や伝播を担う要素は

RNAやDNAといった核酸であり、我々の生体には、この核酸を認識することにより
病原微生物の侵入を検知するシステムが備わっている 3。 
	 まずゲノムとしてRNAを持つウイルスの認識には、細胞質内に存在するRNAヘリ
ケースであるRetinoic acid-inducible gene-I（RIG-I）、Melanoma differentiation-associated 
gene5（MDA5）またはLaboratory of Genetics and Physiology 2（LGP2）といったRIG-I-like 
receptors（RLRs）が重要な働きを担う 3。RLRsは細胞質内へと侵入したウイルス由来
の複製産物である二重鎖RNA（double-stranded RNA: dsRNA）を認識すると、下流の
アダプター分子を介したシグナル伝達により、I型インターフェロンや Interleukin-6
（IL-6）、tumor necrosis factor-α（TNF-α）などの炎症性サイトカイン産生を誘導する。 
	 RIG-IとMDA5はそのN末端領域に２つのCaspase recruitment domains（CARDs）、
中央にDExD/H Box型のRNAヘリケースドメイン、そしてC末端にC-terminal domain
（CTD）を持ち、３種のドメイン構造によって構成される 4。そのうちCTDにおいて
ウイルスRNAとの結合が生じている 5,6。RIG-Iにおいては非感染時にはこのCTDが
抑制性ドメインとして機能するが、MDA5にはそのような機能は認められず、両者の
制御機構が異なるとされている 5。N末端のCARDドメインは、アダプター分子であ
る Mitochondrial antiviral signaling protein（MAVS）（別名	 Interferon-β-promoter 
stimulator-1: IPS-1, Virus-induced signaling adaptor: VISA, CARD adaptor inducing IFN−β: 
Cardif）7-10との結合および活性化に必須である。一方でLGP2はRIG-IやMDA5と同
様に RNAヘリケースドメイン及びウイルス RNAと結合する CTDを保持するが、N
末CARDドメインは欠いた構造となっている 4。 
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	 RIG-Iは5’末端に3つ及び2つのリン酸基を保持した比較的短いdsRNAを認識し11-13、

一方でMDA5は1kb以上の長いdsRNAを認識することが知られている14。またウイルス

については、RIG-Iはインフルエンザウイルス、水泡性口炎ウイルス（Vesicular stomatitis 
virus: VSV）、センダイウイルス（Sendai virus: SeV）、C型肝炎ウイルスなどの多数の
ウイルスRNAを認識するのに対し、MDA5はポリオウイルス（Polio virus）、脳心筋炎
ウイルス（Encephalomyocarditis virus: EMCV）などのピコルナウイルス属のウイルスRNA
を認識する3。またdsRNA合成アナログであるPolyinosinic:polycytidylic acid （polyI:C）
もRLRによって認識されることが知られている15,16。 
 RIG-IはユビキチンリガーゼTripartite motif-containing protein 25（TRIM25）17及び

RING finger protein leading to RIG-I activation (Riplet) 18 19によってリジン 63鎖結合型ポ
リユビキチン修飾を受ける。このポリユビキチン修飾はRIG-Iの活性化に必須であり、
翻訳後修飾によるRIG-Iの活性制御機構が明らかにされてきた。一方で、MDA5もポ
リユビキチン鎖による活性制御が報告されているが 20、これまでMDA5の活性制御機
構の大部分は明らかにされていなかった。 
	 RIG-I及びMDA5は dsRNAと結合すると多量体を形成し、そのN末端CARDドメ
インのシス多量体形成が下流のMAVSへのシグナル伝達に必要とされている 21-25。

LGP2については当初 in vitroの解析からRIG-I やMDA5の抑制因子であると考えら
れていたが 4,26、ノックアウトマウスの解析よりLGP2はRIG-I やMDA5のシグナル
伝達を亢進させる因子であることが示唆された 27。さらに最近、LGP2がMDA5-dsRNA
間の相互作用を支持することで効率の良いMDA5の多量体形成を促進し、MDA5依
存的なシグナル伝達の補助因子として働くことが報告されている 28。 
	 MAVSはミトコンドリア外膜に局在する分子であり、RLRsにより活性化された
MAVSはプリオン様の凝集を引き起こし29,30、TANK-binding kinase-1 （TBK1）を活性
化する。活性化TBK1により転写因子Interferon-regulatory factor 3（IRF3）はリン酸化を
受け、活性化する。リン酸化されたIRF3は二量体を形成し、核に移行してI型インター
フェロンの転写を促進する29。また一方で、MAVSのプリオン様の凝集体はTNF 
receptor-associated factor 2（TRAF2）やTRAF6といった下流分子の足場として機能する
ことで、IκB kinase （IKK）複合体を介した転写因子Nuclear factor-kappa B （NF-κB）の
活性化にも寄与し、各種炎症性サイトカインの産生にも寄与している29,31。 
	 一方、エンドソーム上に局在する TLR3 も dsRNA を認識することが知られている
32,33。TLR3はそのアダプター分子としてTIR-containing adapter molecule-1（TICAM-1）
を利用し、転写因子NF-κB、IRF-3、Activator protein 1（AP-1）を介した I型インター
フェロンおよび炎症性サイトカインの産生に重要な役割を果たす 34。RLRsは全身にユ
ビキタスに発現しているのに対し、TLR3 は樹状細胞やマクロファージなどの抗原提
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示細胞に強く発現している 35。感染細胞でRLRsがウイルス複製産物の dsRNAを細胞
質内で認識し、防御応答が誘導される。感染細胞から放出される dsRNA を抗原提示
細胞がエンドサイトーシスによって取り込むことにより、TLR3 由来の免疫応答が引
き起こされるものと考えられている。 
	 RNA の認識経路は主にウイルス感染の制御に重要である一方で、近年になって
RLRs-MAVS経路の異常な活性化による過剰な I型インターフェロン産生が自己免疫
疾患の引き金となることが示唆されている。古くよりピコルナウイルスなどのウイル

ス感染に付随して 1型糖尿病などの自己免疫疾患をきたす例が数多く報告されており
36、近年になって自己免疫疾患の患者において RLRs における一塩基多型（Single 
Nucleotide Polymorphisms: SNPs）が認められることが明らかになった 37。特に近年にな

ってMDA5をコードする遺伝子 Ihih1にみられるSNPsと、1型糖尿病 38,39及び全身性

エリテマトーデス（Systemic lupus erythematosus: SLE）40との関連が指摘され、また以

前より抗 MDA5 抗体陽性である筋症状を伴わない皮膚筋炎患者において高率に急速
進行性間質性肺炎をきたすことが知られており 41、複数の知見からMDA5と自己免疫
応答との関連が示唆されている 42。しかし前述の通り、RIG-Iに比べMDA5の活性制
御機構は不明の点が多く残されていた。 
	 本研究の第一章ではこのMDA5の活性制御機構に焦点を当て、新規制御因子の同定
及びその活性制御機構について検討した。 
 
	 RNAの認識経路は前述のように研究が進んでいた一方で、DNAの認識機構の理解
は遅れており、DNAセンサー分子に関してはエンドソームに局在するTLR9のみが知
られている状況が続いていた。TLR9は樹状細胞、形質細胞様樹状細胞（plasmacytoid 
dendritic cells: pDC）やマクロファージなどの免疫担当細胞のエンドソーム内に局在し、
DNA をエンドサイトーシスによって取り込むことによって Myeloid differentiation 
factor 88 （MyD88）依存的に I型インターフェロン産生を担うことが知られている 43。

しかし、以前よりTLR9非依存的な細胞質内DNA認識による I型インターフェロン産
生経路の存在が示唆されおり 44,45、また 2008年に細胞質内DNA認識による I型イン
ターフェロン産生に必須の分子としてStimulator of interferon genes（STING）（別名 Plasma 
membrane tetraspanner: MYPS, Mediator of IRF3 activation: MITA,  Endoplasmic reticulum IFN 
stimulator: ERIS）が同定されたことにより 46-50、細胞質内 DNAセンサーの同定が近年
になって急速に加速した。最近の研究において DNA-dependent activator of 
IFN-regulatory factors（DAI）51、Absent in melanoma 2（AIM2）52、Gamma-interferon-inducible 
protein 16（IFI16）53、DEAD box polypeptide 41（DDX41）54、Ku7055、Meiotic Recombination 
11（Mre11）56、そして Cyclic GMP-AMP synthase（cGAS）57など数多くの細胞質内

DNAセンサーが同定されてきた。AIM2はインフラマゾームの活性化を介して IL-1β
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および IL-18の活性化をきたし 52、またKu70は IRF1及び 7の活性化を介してⅢ型イ
ンターフェロン産生に寄与する 55。それ以外のセンサー分子についてはSTINGをアダ
プター分子とし、I型インターフェロンの産生を誘導することが知られている 58。また

RNA センサーとして知られている RIG-I も、RNA ポリメラーゼⅢにより細胞質内
DNAがRNAに転写されることによって、その認識に関わることが報告されている 59。

最近になってノックアウトマウスの解析結果を受けて、上記 DNA センサーの中でも
cGASの重要性が注目を浴びている。cGASノックアウトマウスはDNAウイルスであ
るHerpes simplex virus 1（HSV-1）感染時において I型インターフェロンの産生が著明
に減少し、感染後の死亡率の増加が認められた 60。 
	 cGASは細胞質内においてDNAと結合することによって構造変化が生じ活性型とな
り61 62、ATPとGTPからcyclic GMP-AMP（cGAMP）を合成する。cGAMPはセカンドメ
ッセンジャーとして作用し、小胞体（Endoplasmic reticulum: ER）上に存在するSTING
に結合し、STINGの活性化を導く63。STINGは活性化すると二量体を形成し50、ERか
らER-Golgi intermediate compartment（ERGIC）及びGolgiへと移行する64。STINGはGolgi
上でパルミトイル化され、trans-Golgi network（TGN）上でTBK1を活性化させ65、IRF3
のリン酸化を介してI型インターフェロンの産生に寄与する66。 
	 cGAS-cGAMP-STING経路はウイルス感染に対して非常に重要な役割を果たしてい
る 67。前述のHSV-1の他にも、サイトメガロウイルス 68 69、カポジ肉腫関連ヘルペス

ウイルス 70、アデノウイルス 71などのDNAウイルスの感染、または注目すべきこと
としてHuman Immunodeficiency Virus-1（HIV-1）及びHIV-2といったレトロウイルスの
感染に対しても認識及び免疫応答を引き起こすことが知られている 72。またウイルス

感染のみならず、DNAをゲノムとして含む多くの細菌の認識にも関わっており、この
経路は感染に対する自然免疫応答に非常に重要である 73。 

	 また一方で近年、抗腫瘍免疫応答におけるcGAS-STING経路の重要性が非常に注目
を浴びている67,73。腫瘍に対する免疫監視機構においてI型インターフェロンは非常に
重要な働きを担うことが知られており、直接的な腫瘍への細胞障害のみならず、DC
の成熟及び抗原提示能の増強を誘導する74。最近、STINGノックアウトマウスにおい
て腫瘍増殖が促進されることが報告され、STING経路が抗原特異的T細胞(Cytotoxic 
T-lymphocyte: CTL)を介した腫瘍の制御機構に重要であることが示唆された75,76。この

報告では腫瘍微小環境のDCなどが死んだ腫瘍細胞由来のDNAを取り込むこと、そし
てcGAS-STING経路を介したI型インターフェロン産生を誘導し、内因性の抗腫瘍免疫
応答を引き起こすことが示唆された75。放射線療法による抗腫瘍効果もSTING経路を
必要とすることが知られており、こちらも放射線の影響によって死んだ腫瘍細胞由来

のDNAがSTING経路を刺激するモデルが示されているが76、腫瘍細胞の死から実際の
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抗原提示細胞による取り込み、そして抗原提示細胞の細胞質へDNAが移行してゆく過
程の詳細なメカニズムについては未だ不明である。 
	 一方でSTINGのリガンドであるcGAMPの投与により、効率よく抗原特異的T細胞を
誘導できることが示されている60。そのためcGAMP及びcGAMP誘導体、STINGアゴニ
ストとして知られる5,6-dimethylxanthenone-4-acetic acid（DMXAA）などを免疫アジュバ
ントとして投与することにより、抗腫瘍免疫応答を効率よく引き起こす試みもすでに

進行している77-79。 
	 このように腫瘍に対する内在性の免疫監視機構としてSTING経路の重要性が示唆さ
れており、特にDCにおける効率的なCTL誘導の作用が注目を浴びていた。腫瘍免疫に
は抗原特異的CTLのみならずNatural killer（NK）細胞等の細胞がエフェクター細胞と
して働くが、それらを介した腫瘍抑制機構に関するSTING経路の役割は不明である。
また腫瘍内でどの細胞のSTING経路が抗腫瘍に関与するかについても十分に解明され
ていない。そこで本研究の第二章では、Natural killer（NK）細胞依存的な抗腫瘍免疫
応答に対し生体（宿主）側と腫瘍細胞そのもののSTING経路がどのような影響を及ぼ
すか検討を行った。 
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図1：核酸に対する自然免疫応答 
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第一章 

MDA5の新規制御因子の同定とその制御機構の解明 

 
緒言 

	  
	 MDA5 は RLR の一つであり、麻疹ウイルスやポリオウイルス、または脳心筋炎ウ
イルス(EMCV)などに由来する長い dsRNA（>1kb）を認識する 14,80 81。一方で別のRLR
の分子である RIG-I は短い dsRNA を認識することが知られている。MDA5 はN末
端領域に存在する２つの caspase recruitment domains(CARDs)、RNA ヘリケース domain、
そしてC-terminal domain（CTD）の３種のドメイン構造によって構成される。MDA5 は
その C 末端領域でウイルス dsRNA を挟み込む形で認識すると、その dsRNA に沿
って繊維状の多量体を形成し、その際に MDA5 の N 末端 CARDs 同士も多量体を
形成する 23-25。その N 末端 CARDs の多量体がミトコンドリア外膜上に存在するア
ダプター分子 MAVS と結合することで MAVS の活性化を促し、 I 型インターフェ
ロンや炎症性サイトカインの産生などの抗ウイルス自然免疫応答を誘導する 29 31。 
	 このように MDA5 の適切な活性化はウイルス感染に対する生体防御に働くが、一
方で MDA5 の過剰な活性化が自己免疫疾患（1 型糖尿病、SLE 等）を引き起こすこ
とが近年示唆されており 42、MDA5の詳細な活性制御機構の解明が求められていた。 
 
	 今回我々はMDA5の新規制御因子の同定およびその制御機構の解明を目的とし、解
析を行った。本章では当解析より得られた知見について、三つの節に渡って報告する。 
	 まず第一節では酵母 two-hybrid法によるMDA5新規結合因子のスクリーニング結果
について述べる。細胞内局在などからリン酸化酵素 RIO Kinase 3（RIOK3）と熱ショ
ックタンパク質DnaJ Hsp40 homolog, subfamily B, member 1（DNAJB1）の 2つの分子につ
いて着目し、次節以降においてその機能について詳細な解析を行なった。 
	 第二節ではRIOK3によるMDA5 の活性制御機構について述べる。セリン・スレオ
ニンリン酸化酵素であるRIOK3は細胞質内においてMDA5と結合し、MDA5 C末端
領域の Ser-828 をリン酸化する。この RIOK3 による MDA5 Ser-828 のリン酸化は、
MDA5の活性化に必須である多量体形成を阻害し、MDA5由来のシグナル伝達を抑制
していることが明らかになった。 
	 さらに第三節では DNAJB1/ HSP70複合体による MDA5 の活性制御機構について
述べる。＜第一章第三節に関する事項は論文掲載の関係より省略させて頂きま

す。（2017年 3月 16日現在）＞	  
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第一節 
MDA5の新規結合因子の同定及び単離 

 
 
材料と方法 
 
1.実験材料 
 
1-1.	 細胞 
 
培地の組成 
	      
YPAD培地 1% Yeast Extract（BD）, 2% Bacto Peptone（BD）, 2% Dextrose

（SIGMA）, 0,004% Adenin Sulfate, 1.5% Agar（Wako）  
SD培地 
（1L volume ） 

Yeast Nitrogen Base 6.7 g/l（BD）, 2% Dextrose , A.A. mix stock 0.46 
g/l, 1.5%Agar 

SD-W 
SD-WL 
SD-WLH 
SD-WLHA培地 

上記 SD 培地作成において A.A mix stock を以下の A.A.-W、
A.A.-WL、A.A.-WLH、A.A.-WLHAに変更したもの 

A.A. mix stock 
 

Adenin 0.2 g, Arginine 0.2 g, Histidine 0.2 g, Leucine 0.3 g, Lysine 0.3 
g, Methione 0.2 g, Phenylalanine 0.5 g, Threonine 2.0 g, Thriptophan 
0.2 g, Throsine 0.3 g, Uracil 0.2 g（各Wako） 

A.A-.W A.A. mix stockよりTriptophanを抜いたもの 
A.A.-WL A.A. mix stockよりTriptophan及びLeucineを抜いたもの 
A.A.-WLH A.A. mix stockよりTriptophan、Leucine及びHistidineを抜いたも

の 
A.A.-WLHA A.A. mix stockよりTriptophan、Leucine、Histidine及びAdenineを

抜いたもの 
 
 
AH109株 
酵母AH109株はClontechより購入した。培養にはYPAD培地を用い、栄養選択を行
う際にはSD、SD-W、SD-WL、SD-WLH、SD-WLHA培地を用いた。 
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1-2.	 プラスミド 
 
以下のプラスミド及びライブラリーはClontechより購入した。 
pGADT7、pGBKT7、Human Lung library 
 
pGBKT7-MDA5-C（731-1025 a.a.）は当研究室において構築された。 
 
 
 
2.実験方法 

 
2-1.	 Yeast two-hybrid法 
 
溶液の組成 

PEG mix 40% PEG4000, 0.1 M LiAc, 1×10 TE 
10×10 TE 100 mM Tris-Hcl（pH 7.5）, 10 mM EDTA 

 
	 酵母はAH109株を使用した。Prey vectorとしては pGADT7を、Bait Vectorとしては
pGBKT7を使用した。まずAH109株をYPAD培地中で前培養し、Baitベクターであ
る pGBKT7-MDA5-C発現プラスミドをAH109株に導入して形質転換を行い、SD-W
寒天培地に播種した。3日後に得られたコロニーをSD-W液体培地中で培養し、さら
にYPAD培地中で前培養のあと、Preyベクターである pGADT7-Human Lung libraly発
現プラスミドを導入して 2段階目の形質転換を行い、SD-WLH寒天培地に播種した。
一週間後、得られたコロニーをSD-WLHA寒天培地へとレプリカしてさらに栄養選択
を行い、その２日後に得られたコロニーよりプラスミドを回収した。得られたプラス

ミドを大腸菌に導入して形質転換を行い、アンピシリン選択によりライブラリー由来

のプラスミド（pGADT7）であることを確認し、さらにシークエンスを確認して候補
分子を得た。 
	 その後、得られた候補分子が偽陽性である可能性を排除するため、Re-testを行った。
AH109に pGBKT7/Emptyと pGADT7/候補遺伝子、または pGBKT7/MDA5-Cと
pGADT7/候補遺伝子という2つの組み合わせで発現ベクターを導入して形質転換を行
い、それぞれSD-WL寒天培地に播種した。3-4日後に得られたコロニーをSD-WLHA
寒天培地にさらに播種し、前者の組み合わせではコロニーが生えず、かつ後者の組み

合わせでコロニーが得られた候補遺伝子を陽性とした。 
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酵母形質転換（酢酸リチウム法） 
	 2 mlのYPAD培地中でAH109株を 30°Cで一晩培養した。翌日、2 mlの培養液を
50 mlのYPAD培地へ添加し、さらに 30°Cで 3時間培養した。3,000 rpmで 2分間遠
心して集菌したのち、滅菌水で一度洗浄した。さらに 3,000 rpmで 2分間遠心して沈
殿した細胞について 500 µlの 0.1M LiAcに懸濁し、6,000 rpmで 15秒間遠心した。さ
らに沈殿した細胞について次は 250 µlの 0.1 M LiAcに懸濁し、6,000 rpmで 15秒間遠
心した。そして沈殿した細胞を 125 µlの 0.1 M LiAcに懸濁し、PEG mix（PEG4000と
酢酸リチウム、TEの混和物）とキャリアDNA及び導入するプラスミドを加え、十分
に撹拌した。30°Cで 30分間震盪培養し、42°Cで 15分間熱処理を行った。6,000 rpm で
15秒間遠心して集菌し、100 µlの滅菌水に懸濁して寒天培地に塗布した。3日後にコ
ロニーを得た。キャリアDNAはサケ精子由来のものを使用した（Clontech）。 
 
酵母からのプラスミドの回収 
	 選択によって得られたシングルコロニーを培地と同じ種類の液体培地にて30°Cで1
日から 2日ほど培養した。3,000 rpmで 2分間遠心して集菌し、1 mlの 50%エタノール
を加え懸濁した。その後 6,000 rpmで 15秒間遠心し、沈殿した細胞に 500 µlのソルビ
トール溶液を加え懸濁し、2-Mercapthoethanol（2-ME: GIBCO-Invitrogen）を 1 µl、そし
て 10 mg/mlのZymolyase溶液（ナカライテスク）を 3 µl加え穏やかに混和した後、37°C
で 1時間震盪培養した。3,000 rpmで 2分間遠心し、上清を捨てた後、500 µlの 50:20 
Tris-EDTA溶液を加えて懸濁し、さらに 50 µlの 10%SDSを加えて十分に混和した。
ここに 10 µlの 10 mg/ml ProK溶液を加えてよく混和し、65°Cで 20分間培養した。200 
µlの5 M KAc溶液を加えて十分に撹拌し、氷上で1時間反応させた。その後15,000 rpm
で 10分間遠心し、上清を回収した。得られた上清についてエタノール沈殿処理を行い、
プラスミドを精製した。 
 
 
  



 16 

実験結果 
 
1-1-1.	  MDA5 C末端領域に結合する因子の同定及び単離 
 
	 MDA5はC末端領域での活性制御機構がRIG-Iとは異なることが示唆されていたた
め、Yeast two-hybrid法によりMDA5 C末端領域（MDA5-C; 731-1,025アミノ酸）と結
合する新規制御因子の同定を試みた。ヒト肺由来 cDNAライブラリーを用いて、約 27
万 3300クローンに対してスクリーニングを行なった。SD培地からTrp, Leu, His, Ade
を欠損させた培地を選択培地とした際に、38個のクローンを得た。これらのクローン
に含まれている遺伝子をそれぞれ同定したところ、15種類の遺伝子が明らかとなった。
再度MDA5-Cとの結合を確認した結果、15種類の遺伝子のうち 7種類において再結
合を確認することができた。このうち局在などを考慮した上でMDA5を介したシグナ
ル伝達に関与する可能性が高いものとして細胞質内に存在するRIO kinase 3（RIOK3）
及びDnaJ（Hsp40）homolog, subfamily B, member 1（DNAJB1）の 2つに注目した。 
 
A 
No. 	  # of clone Retest 

1 Surfactant protein B (SFTPB) 6 + 
2 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 1 

(DNAJB1) 
4 + 

3 RING1 and YY1 binding protein (RYBP) 3 + 
4 dedicator of cytokinesis 11 (DOCK11) 2 + 
5 RIO kinase 3 (RIOK3)  1 + 
6 HCLS1 associated protein X-1 (HAX1)  1 + 
7 heat shock 60kDa protein 1  (HSPD1) 1 + 
8 Metallothionein 2A (MT2A) 8 - 
9 A kinase (PRKA) interacting protein 1 (AKIP1) 4 - 
10 alpha-2-macroglobulin (A2M) 3 - 
11 follistatin-like 3 (secreted glycoprotein) (FSTL3) 1 - 
12 Actin beta (ACTB) 1 - 
13 macrophage receptor with collagenous structure 

(MARCO) 
1 - 

14 chromosome 14 genomic contig, alternate assembly 1 - 
15 nuclear transcription factor Y, gamma (NFYC) 1 - 
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B 

 

 

 
Figure. 1-1-1	 MDA5 C末端領域と結合する因子のスクリーニング結果 
（A）	得られたクローンの遺伝子名及び個数 
（B）	MDA5-CとRIOK3（上段）及びDNAJB1（下段）の再結合の確認。Yeast A109

株に各発現プラスミドを導入し、SD培地よりTrp、Leu、His、Adeを抜いた
培地（SD-WLHA）で生育させた。 

 
 
考察 
  
	 MDA5 C末端領域に結合する分子についてYeast two-hybrid法を用いたスクリーニ
ングを行なったところ、7種類の分子が結合しうることが明らかとなった。このうち
Surfactant protein Bは細胞外タンパク質であり偽陽性である可能性が高い。またRYBP
及びDOCK11は主に核に発現するタンパク質であり、またHAX1及びHSPD1はミト
コンドリア内膜上に発現するタンパク質であるため、これらは細胞質内に存在する

MDA5とは局在が異なり偽陽性の可能性が考えられる。一方でRIOK3及びDNAJB1
は細胞質内に存在するタンパク質であり、以降の節においてはこの 2つの分子に注目
し詳細な解析を行なった。 
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第二節  
リン酸化酵素 RIOK3による MDA5の活性制御機構 

 
 
材料と方法 
 
1.実験材料 
 
1-1.	 細胞 
 
溶液及び緩衝液の組成 
	      

PBS(-) 137 mM NaCl, 8.1 mM Na2HPO4, 2.68 mM KCl, 1.49 mM 
KH2PO4  

NaHCO3水溶液 10% NaHCO3 
Trypsin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。 
 

DMEM（1.0 g/l Low Glucose） GIBCO-Invitrogen 
DMEM（4.5 g/l Low Glucose） GIBCO-Invitrogen 
Eagle’s MEM”Nissui”① Nissui, Japan 
FBS BioSource Intl., Inc 
L-Glutamine GIBCO-Invitrogen 
RPMI1640 GIBCO-Invitrogen 
Opti-MEM Invitrogen 
100 mU/ml PenicillinG, 100 mg/ml Streptomycin GIBCO-Invitrogen 
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HEK293細胞 / RIOK3 KO-HEK293細胞 / BJ細胞 / Vero細胞 / Vero-SLAM細胞  
	 ヒト胎児腎細胞株 HEK293 細胞は住友製薬より供与された。RIOK3 KO-及び 
DNAJB1 KO-HEK293細胞はCRISPR/Cas9システムを用いて当研究室において樹立さ
れた。樹立方法に関しては下記実験方法において記載する。ヒト繊維芽細胞株 BJ 細
胞はSTEMGENT社の Stemgent○R BJ Human Fibroblasts（early passage, P6）を購入した。
サル腎由来細胞株Vero細胞はRIKEN BRC Cell Bankより購入した。当研究室にてVero
細胞に SLAM（huCD150）/pCXNを遺伝子導入し、SLAM（huCD150）を安定的に発
現させた細胞株であるVero-SLAM細胞を樹立した。あらかじめ 56°Cで 30分加熱し
非働化した 10%（v/v）ウシ胎児血清FBS、100 mU/ml PenicillinG、100 µg/ml Streptomycin
を添加したDMEM（1.0 g/l Low Glucose）を用い、37°C、5% CO2の条件下で培養した。

細胞の継代は confluentになり次第行い、細胞の回収はトリプシン液を用いた。 
 
 
HEK293FT細胞 
ヒト胎児腎細胞株HEK293FT細胞は Invitrogen 社のレンチウイルス発現システムに付
属されていたものである。あらかじめ 56°Cで 30分加熱し非働化した 10%（v/v）ウシ
胎児血清FBS、100 mU/ml PenicillinG、100 µg/ml Streptomycin、1 mM Sodium pyruvate、
1% NEAAを添加したDMEM（4.5 g/l Low Glucose）を用い、37°C、5% CO2の条件下

で培養した。細胞の継代は confluentになり次第行い、細胞の回収はトリプシン液を用
いた。 
 
 
THP-1細胞 
ヒト急性白血病単球細胞株THP-1細胞は広島大学医学部の櫨木修教授より供与された。
あらかじめ 56°Cで 30分加熱し非働化した 10%（v/v）ウシ胎児血清FBS、100 mU/ml 
PenicillinG、100 µg/ml Streptomycin、55 µM 2-MEを添加したRPMI1640を用い、37°C、
5% CO2の条件下で培養した。細胞の継代は 1×106 cells/ml になり次第を行った。 
 
 
HeLa細胞 
ヒト子宮頸癌細胞株 HeLa 細胞は京都大学ウイルス研究所の藤田尚志教授より供与さ
れた。あらかじめ 56°Cで 30分加熱し非働化した 10%（v/v）ウシ胎児血清 FBS、1%
（v/v）L-Glutamine、NaHCO3水溶液を適量添加したEagle’s MEM培地を用い、37°C、
5% CO2の条件下で培養した。細胞はPBS(-)で洗浄した後にトリプシン液を用いて回収
した。細胞の継代は confluentになり次第行った。 
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1-2.	 ウイルス 
 
MV 
MV Nagahata株は100 mm dishに播種したVero-SLAM細胞に対しMoi=0.1で感染させ
て培養した。72時間後に細胞変性効果（Cytopathic effect: CPE）を確認した後、dishご
と-80°Cで凍結した。3回の凍結融解処理と1分間の超音波破砕を行った後、3,000 rpm、
4°Cで 20分間遠心し、その上清をウイルス液として-80°Cで凍結保存した。ウイルス
の力価はVero-SLAM細胞を用いたプラークアッセイにより決定した。 
 
 
SeV 
SeV（HVJ 株）は 100 mm dishに播種したVero細胞に対しMoi=0.1で感染させて培養
した。24時間後にCPEを確認した後、その上清を回収し、-80°Cで凍結保存した。ウ
イルスの力価はVero細胞を用いたプラークアッセイにより決定した。 
 
 
 
1-3.	 プラスミド 
 
pEF-BOS は大阪大学免疫学フロンティア研究センター 長田重一教授より供与された。
また pEF-BOS/MDA5-FLAG は京都大学ウイルス研究所 藤田尚志教授より供与され
た。 
 
pEF-BOS/MDA5-C（731-1025a.a）-FLAG 、pEF-BOS/LGP2-FLAG 、及び
pEF-BOS/MAVS-HA については当研究室で作成された。 
 
以下のプラスミドの作成手順に関しては 2-2.プラスミドの構築にて言及する。 
 
 
pEF-BOS/RIOK3-HA pEF-BOS/MDA5-S911A-FLAG 
pEF-BOS/RIOK3Δ-HA pEF-BOS/MDA5-S916A-FLAG 
pEF-BOS/MDA5-S828A-FLAG pEF-BOS/MDA5-T932A-FLAG 
pEF-BOS/MDA5-S828D-FLAG pEF-BOS/MDA5-T970A-FLAG 
pEF-BOS/MDA5-T829A-FLAG pEF-BOS/MDA5-S995A/T996A-FLAG 
pEF-BOS/MDA5-T829D-FLAG pEF-BOS/MDA5-T1009A-FLAG 
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pEF-BOS/MDA5-S828A/T829A-FLAG pEF-BOS/MDA5-S1016A-FLAG 
pEF-BOS/MDA5-S828D/T829D-FLAG pEF-BOS/MDA5-S1022A-FLAG 
pEF-BOS/MDA5-S836A/S838A-FLAG pEF-BOS/MDA5-C-A18-FLAG 
pEF-BOS/MDA5-T845A-FLAG pEF-BOS/MDA5-C-S828-A17-FLAG 
pEF-BOS/MDA5-S880A-FLAG pEF-BOS/MDA5-HA 
pEF-BOS/MDA5-T888A-FLAG pEF-BOS/MDA5 S828A-HA 
pEF-BOS/MDA5-S901A-FLAG pEF-BOS/MDA5 S828D-HA 
 
 
 
1-4.	 リガンド 
 
dsRNA合成アナログである polyI:Cは、Amershamより購入した。 
実験目的に合わせて 1 mg/ml, 0.1 mg/mlに調整したものを用いた。 
 
 
 
1-5.	 トランスフェクション試薬 
 
プラスミド及び polyI:Cのトランスフェクションを行う際にはLipofectamin 2000 
reagent（Invitrogen Life Technology）を、また siRNAのトランスフェクションを行う際
にはLipofectamin RNAiMAX（Invitrogen Life Technology）を、それぞれ付属のプロト
コールに従い使用した。 
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2.実験方法 

 
2-1.	 プラスミドの構築 
 
[pEF-BOS/RIOK3-HA] 
HEK293細胞より得られた cDNAを鋳型とし、下記表 1のプライマーセット a: RIOK3 
F1/ RIOK3 R1、b: RIOK3 F2/ RIOK3 R2 を使用し、またポリメラーゼにKOD FX（東
洋紡）を用いてPCR反応を行い、前後半 2つの断片を増幅した。増幅した各断片はア
ガロース pCR-blunt vectorへサブクローニングした。シークエンスを確認後、pCR-blunt 
vector（Thermo Fishaer）に挿入されたそれぞれの断片について、プライマーセット a、
bを用いたPCR反応により再度増幅を行った。そして得られた 2つのPCR産物を鋳
型とし、プライマーRIOK3 F1/ RIOK3 R2を用いたPCR反応により 2つの断片を連結
した。なおRIOK3 F1プライマーはXhoⅠサイトを、またRIOK3 R2プライマーは
BamHⅠサイトを含んだ配列に設計しており、得られたPCR産物にはN末端にXhoⅠ

サイトが、そしてC末端にはBamHⅠサイトが付加されている。そして得られた連結

PCR産物を再度 pCR-blunt vectorへサブクローニングし、シークエンスを確認した。
XhoⅠ/ BamHⅠ（TAKARA）で制限酵素処理し、同様の制限酵素処理を行った
pEF-BOS/MAVS-HAのN末端部分と入れ替えることによりHemagglutinin（HA）タグ
を付加した。シークエンスの確認後、Plasmid Midi Kit（QIAGEN）でプラスミドを精
製した。 
 
[pEF-BOS/RIOK3Δ-HA] 
全長RIOK3のクローニングを行う際にプライマーセット bでPCR反応を行ったとこ
ろ、PCR断片の中にExon8の途中から 43bpの塩基欠損がみられるスプライシングバ
リアントが存在した。この断片をプライマーセット aで増幅したRIOK3前半部の断片
とPCR反応で連結した。以降 pEF-BOS/RIOK3-HA作成時と同様の操作にてクローニ
ングを行った。 
 
表 1:	 RIOK3 Cloning primer list 

  Sequence（5’→3’） 
a RIOK3 F1 CTCGAGGCCACCATGGATCTGGTAGGAGTGGC 

RIOK3 R1 CTTTCCTGTACTAATACAGCC 
b RIOK3 F2 GTTGGAGACAATCACTGGCTG 

RIOK3 R2 GCGGCCGCCTATTCATCATATAGTAGTGG 
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[pEF-BOS/MDA5 各種アミノ酸置換変異体] 
	 pEF-BOS/MDA5を鋳型とし、それぞれ下記表 2のプライマーを用い、KOD Plusを
使用してPCR反応を行った。その後DpnⅠ（NEB）を加えて 37°Cで 1時間反応させ
鋳型メチル化DNAを切断し、DH5αコンピテントセルに導入した。シークエンスの確
認後、Plasmid Midi Kitでプラスミドを精製した。 
	 また pEF-BOS/MDA5-C-A18については pEF-BOS/MDA5-C-FLAGを鋳型とし、ポリ
メラーゼにはKOD plus（東洋紡）を用いた下記のプライマーによるPCR反応）によ
り、CTDに存在する 18個のSer、Thr残基について 1個または 2個ずつAla残基に置
換した。pEF-BOS/MDA5-C-S828-A17は pEF-BOS/MDA5-C-A18を鋳型とし、ポリメ
ラーゼにはKOD plusを用いた下記のプライマーによるPCR反応により元のSer-828
に置換した。これらのプラスミドに関してもシークエンスの確認後、Plasmid Midi Kit
でプラスミドを精製した。 
 
 
表 2:	 MDA5 site-directed mutagenesis primer list 
 Sequence（5’→3’） 

S828A F CGAGCCAGAGCTGATGAGGCCACCTACGTCCTGGTTGCTCAC 

 R GTGAGCAACCAGGACGTAGGTGGCCTCATCAGCTCTGGCTCG 

S828D F CGAGCCAGAGCTGATGAGGACACCTACGTCCTGGTTGCTCAC 

 R GCTCGGTCTCGACTACTCCTGTGGATGCAGGACCAACGAGTG 

S828E F CGAGCCAGAGCTGATGAGGAAACCTACGTCCTGGTTGCTCAC 

 R GTGAGCAACCAGGACGTAGGTTTCCTCATCAGCTCTGGCTCG 

T829A F CGAGCCAGAGCTGATGAGAGCGCCTACGTCCTGGTTGCTCAC 

 R GTGAGCAACCAGGACGTAGGCGCTCTCATCAGCTCTGGCTCG 

T829D F CGAGCCAGAGCTGATGAGAGCGACTACGTCCTGGTTGCTCAC 

 R GTGAGCAACCAGGACGTAGTCGCTCTCATCAGCTCTGGCTCG 

S828/T829A F CGAGCCAGAGCTGATGAGGCCGCCTACGTCCTGGTTGCTCAC 

 R GTGAGCAACCAGGACGTAGGCGGCCTCATCAGCTCTGGCTCG 

S828/T829D F CGAGCCAGAGCTGATGAGGACGACTACGTCCTGGTTGCTCAC 

 R GTGAGCAACCAGGACGTAGTCGTCCTCATCAGCTCTGGCTCG 

S836/S838A F TACGTCCTGGTTGCTCACGCTGGTGCAGGAGTTATCGAACATGA 

 R TCATGTTCGATAACTCCTGCACCAGCGTGAGCAACCAGGACGTA 

T845A F CAGGAGTTATCGAACATGAGGCAGTTAATGATTTCCGAGAGAAG 

 R CTTCTCTCGGAAATCATTAACTGCCTCATGTTCGATAACTCCTG 

S880A F ATTTTGGAATTACAGATGCAAGCTATAATGGAAAAGAAAATG 
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 R CATTTTCTTTTCCATTATAGCTTGCATCTGTAATTCCAAAAT 

T888A F ATAATGGAAAAGAAAATGAAAGCCAAGAGAAATATTGCCAAGC 

 R GCTTGGCAATATTTCTCTTGGCTTTCATTTTCTTTTCCATTAT 

S901A F CAAGCATTACAAGAATAACCCAGCACTAATAACTTTCCTTTGCAA 

 R TTGCAAAGGAAAGTTATTAGTGCTGGGTTATTCTTGTAATGCTTG 

T904A F AAGAATAACCCATCACTAATAGCTTTCCTTTGCAAAAACTGC 

 R GCAGTTTTTGCAAAGGAAAGCTATTAGTGATGGGTTATTCTT 

S901A/T904A F CAAGCATTACAAGAATAACCCAGCACTAATAGCTTTCCTTTGCAA 

 R TTGCAAAGGAAAGCTATTAGTGCTGGGTTATTCTTGTAATGCTTG 

S911A F AACTTTCCTTTGCAAAAACTGCGCTGTGCTAGCCTGTTCTGGGGA 

 R TCCCCAGAACAGGCTAGCACAGCGCAGTTTTTGCAAAGGAAAGTT 

S916A F AACTGCAGTGTGCTAGCCTGTGCTGGGGAAGATATCCATGTAATT 

 R AATTACATGGATATCTTCCCCAGCACAGGCTAGCACACTGCAGTT 

T904A/S911A/T916

A(※) 

F AGCTTTCCTTTGCAAAAACTGCGCTGTGCTAGCCTGTGCTGGGGA 

R TCCCCAGCACAGGCTAGCACAGCGCAGTTTTTGCAAAGGAAAGCT 

T932A 

 

F GAAAATGCATCACGTCAATATGGCCCCAGAATTCAAGGAACTTTA 

R TAAAGTTCCTTGAATTCTGGGGCCATATTGACGTGATGCATTTTC 

T970A F CAAATGTGGCCAGGCTTGGGGAGCAATGATGGTGCACAAAGGCTT 

 R AAGCCTTTGTGCACCATCATTGCTCCCCAAGCCTGGCCACATTTG 

S995A/T996A F AGTGGTTTTCAAAAATAATGCAGCAAAGAAACAATACAAAAAGTG 

 R CACTTTTTGTATTGTTTCTTTGCTGCATTATTTTTGAAAACCACT 

T1009A F AAGTGGGTAGAATTACCTATCGCATTTCCCAATCTTGACTATTCA 

 R TGAATAGTCAAGATTGGGAAATGCGATAGGTAATTCTACCCACTT 

S1016A F ACATTTCCCAATCTTGACTATGCAGAATGCTGTTTATTTAGTGAT 

 R ATCACTAAATAAACAGCATTCTGCATAGTCAAGATTGGGAAATGT 

S1022A F TATTCAGAATGCTGTTTATTTGCTGATGAGGATTAGCACTTGATT 

 R AATCAAGTGCTAATCCTCATCAGCAAATAAACAGCATTCTGAATA 

T1009A/S1016A/S1

022A(※) 

F GCATTTCCCAATCTTGACTATGCAGAATGCTGTTTATTTGCTGAT 

R ATCAGCAAATAAACAGCATTCTGCATAGTCAAGATTGGGAAATGC 

   

  

（※）は pEF-BOS/MDA5-C-A18-FLAG作成時に使用。 
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2-2.	 免疫沈降法 
 
溶液及び緩衝液の組成 
  

Lysis buffer 20 mM Tris-HCl（pH 7.5）, 125 mM NaCl, 1 mM EDTA,  
10% glycerol, 1% NP-40, 30 mM NaF, 5 mM Na3VO5, 
20 mM Iodoacetamide, 2 mM PMSF 

2× SDS sample buffer 125 mM Tris-HCl（pH 6.8）, 35%（w/v）glycerol,  
4%（w/v）SDS, BPB, 7%（v/v）2-ME 

  
 
HEK293FT細胞を 6wellプレートに播種し、翌日Lipofectamin 2000を用いて発現ベク
ターのトランスフェクションを行った。24時間後に細胞を回収し、PBS(-)で洗浄した。
細胞は150 µlのLysis bufferに懸濁し、氷上で30分間静置した。その後15,000 rpm、 4°C、
20分間遠心を行い、上清を回収した。上清にProtein G sepharose（GE Healthcare）を加
えて 4°Cにおいて１時間緩やかに攪拌し、非特異的な吸着を取り除いた。その後 5,000 
rpm、4°C、1分間遠心を行い、上清を回収した。回収した上清に各実験に適した抗体
を 1:100の希釈倍率で添加し、4°Cにおいて 2時間反応させた。その後Protein G 
sepharoseを加え、4°Cにおいて 1時間から一晩の間、緩やかに攪拌し免疫複合体を吸
着させた。Lysis bufferで4回洗浄後、各サンプルにつきLysis buffer 15µlと2×SDS sample 
buffer 15 µlを加えて十分に攪拌し、98°C、5分間煮沸し、免疫複合体を溶出した。10,000 
rpm、4°C、1分間遠心を行って、得られたサンプルについてSDS-PAGEで分離し、各
抗体を用いてウエスタンブロットによってタンパク質を検出した。 
 
 
 
2-3.	 SDS-PAGE、ウエスタンブロット 
 
溶液および緩衝液の組成 
 

Running buffer 25 mM Tris, 190 mM glycine, 0.1% SDS  
Blotting buffer 25 mM Tris, 40 mM glycine, 20 % methanol  
Blocking buffer 5 % Skimmilk, 0.5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl（pH 7.4） 
Rinse buffer 0.1%（v/v）Tween20, 0.5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl（pH 7.4）  
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抗体 
  希釈倍率 
Anti-HA pAb SIGMA 1/1,000 
Anti-FLAG(M2) mAb  SIGMA 1/1,000 
Anti-MDA5 pAb Enzo Life Sciences 1/1,000 
Anti-RIG-I mAb LifeSpan BioSciences 1/1,000 
Anti-IRF3 mAb IBL 1/1,000 
Anti-phosphorylated IRF3 mAb IBL 1/1,000 
Anti-RIOK3 pAb SIGMA 1/1,000 
Anti-β-actin mAb SIGMA 1/500 
HRP-conjucated secondary antibodies Biosource 1/40,000 

 
 
実験目的に応じたアクリルアミドゲル（5-15%）を用いて、35 mA / 1枚の定電流の条
件で電気泳動を行い、サンプルを分離した。分子量マーカーはPrestained XL-Ladder 
Broad（アプロサイエンス）を用いた。泳動後、メタノール親水処理しBlotting buffer
で平衡化したPVDF膜（MILLIPORE）へ転写を行った。転写は、 Blotting buffer を浸
した濾紙 を ３ 枚ずつ用いて PVDF 膜及びゲルを上下から挟み、100 mA, 75分の通
電により行った。転写後、 PVDF 膜を Blocking buffer 中で 1 時間振とうし、各実験
に適した一次抗体と常温において 1 時間、または 4°Cにおいて一晩反応させた。反
応後 Rinse buffer で 10分間の洗浄を 3回行い、HRP標識二次抗体と室温において 40
分間反応させた。反応後 Rinse buffer で再び 10分間の洗浄を 3回行い、 ECL また
はECL prime（GE Healthcare）と反応させて、シグナルを検出した。 
 
 
 
2-4.	 Phos-tag SDS-PAGE 
	  
	 HEK293 FT 細胞を 6 well plate に播種し、翌日それぞれの実験に応じた発現ベクタ
ーを Lipofectamin 2000 を用いて導入した。24 時間後に細胞を回収し、2-3. に示した
手順に則って免疫沈降を行った。Alkaline Phosphatase, Calf Intestinal（CIAP）処理を行
う際は、免疫複合体の洗浄を  1× CIAP buffer（TAKARA） で 2回行い平衡化した後、
サンプル 50 mlにつきCIAPを 1 ml加え、37°Cにおいて 1時間反応させた。その後 2× 
SDS sample bufferを等量加え、98°Cで5分間煮沸し、免疫複合体を溶出した。10,000 rpm、
4°C、1分間遠心を行って、その上清をサンプルとした。Phos-tag SDS-PAGEは 50-75 mm 
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Phos-tag（Wako）及び 100-150 mm MnCl2を含む 5-7.5 % アクリルアミドゲルを用いて
行った。電気泳動後、Phos-tag アクリルアミドゲルを 10 mM EDTA-blotting bufferで
10分間の振盪を三回行って、ゲルに含まれるマンガンイオンの除去を行った。その後、
EDTAを含まないBlotting bufferで 10分間の振盪し、ゲルを洗浄した。以降 2-4. に示
した手順でウエスタンブロットを行って目的のタンパク質を検出し、泳動度の違いか

らリン酸化の程度を評価した。 
 
 
 
2-5.	 Native-PAGE 
 
溶液および緩衝液の組成 
 

Lysis buffer for Native-PAGE 50 mM Tris-Cl（pH 8.0）, 1% NP-40, 150 mM 
NaCl, cOmpleteTM Protease Inhibior Cocktail
（SIGMA）    

2×sample buffer for Native-PAGE 125 mM Tris-Cl（pH 6.8）, 30 % glycerol, BPB  
Running buffer for negative electrode 25 mM Tris-Cl（pH 8.4）, 192 mM glycine,  

1% DOC 
Running buffer for positive electrode 25 mM Tris-Cl（pH 8.4）, 192 mM glycine 

 
 
	 各細胞を 6 well plate に播種し、それぞれの実験に応じた処理を施したのちに回収
し、PBS(-)で洗浄後、Lysis buffer for Native-PAGEを加えた。on iceにて 5分静置し、
可溶化を行った。その後 4°Cにおいて 15,000 rpm, 10分間遠心し、その上清をサンプ
ルとして用いた。サンプルを等量の 2× sample buffer for Native-PAGEと混合し、そのう
ち 2 µlを泳動に用いた。ゲルはミニプロティアンTGXゲル（BIO-RAD）を使用し、
負極側、正極側にはそれぞれRunning buffer for negative electrode 200 ml 及び positive 
electrode 500 mlを加え、40 mA, 30分間の前泳動を行なった。前泳動の後、25 mA, 50
分間サンプルの泳動を行った。以降 2-4. に示した手順でウエスタンブロットを行い、
目的のタンパク質を検出した。 
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2-6.	 定量PCR 
 
	 各細胞を 24 well plate に播種し、それぞれの実験に応じた処理を施したのちに回収
し、回収した細胞についてTRIZOL（Invitrogen）を用いて溶解した。室温にて５分間
静置したのち、 TRIZOLの 1/5量のクロロホルムを加え、十分攪拌した。さらに室温
にて3分間静置したのち、12,000 g, 15分間遠心して水層とクロロホルム層を分離した。
水層のみを分取し、等量のイソプロパノールを加え、再び十分攪拌した。室温におい

て 10分静置したのち、15,000 rpm, 10分間遠心した。上精を捨て、沈殿を 70%エタノ
ールで洗浄した。十分に風乾させ、水に溶解させたのものを抽出RNAサンプルとし
た。各サンプルにつき 400 ngのRNAについてDNaseⅠ（Takara）処理を 37°C 25分間
行い、その後 25 mM EDTAを各サンプルにつき 1 µl加え、80°C, 3分間の処理を行い、
DNaseⅠを失活させた。その後 High capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Bio 
systems) を用いて random primer により逆転写反応を行い、cDNA を合成した。得ら
れた cDNA を鋳型とし、各実験に応じて Step One Real-time PCR system（Applied Bio 
systems）を用いて Ct 値を測定し、 mRNA 量を ΔΔCt 法により算出した。内部標準
としてβ-actin を用いた。使用した primer の配列を以下に示す。 
 
 
表 3:	 定量PCR primer list 
 

Target gene Sequence（5’→3’） 
Human β-actin F CCTGGCACCCAGCACAAT 
 R GCCGATCCACACGGAGTACT 
Human RIOK3 F GTGGGCAGAAAAAGAAATGC 
 R TAACTGCCGCATCAAATGAA 
Human RIOK3Δ F TGCCATCAAGAATGCAGAGA 
 R TAACTGCCGCATCAAATGAA 
Human MDA5 F AGAGTGGCTGTTTACATTGCC  
 R GCTGTTCAACTAGCAGTACCTT 
Human IFN-β F CAACTTGCTTGGATTCCTACAAAG 
 R TATTCAAGCCTCCCATTCAATTG 
Human IP-10 F TCCACGTGTTGAGATCATTGC 
 R GGCCTTCGATTCTGGATTCAG 
Human TNF-α F TCTTCTCGAACCCCGAGTGA 
 R AGCTGCCCCTCAGCTTGA 
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Human IFIT-1 F GCAGCCAAGTTTTACCGAAG 
 R CACCTCAAATGTGGGCTTTT 
MV-P F CTGCATCACGCAGTGTAATC 
 R CTGGTGGAACTTGGCAAGATC 

 
 
 
2-7.	 共焦点顕微鏡 
 
溶液および緩衝液の組成 
 

細胞固定液 3%ホルムアルデヒド-PBS(-) 
細胞透過処理液 0.2% Triton X100-PBS(-) 
ブロッキング液 1% BSA-PBS(-) 

 
抗体 

  希釈倍率 
Anti-HA pAb SIGMA 1/1,000 
Anti-HA mAb COVANCE 1/1,000 
Anti-FLAG(M2) mAb  SIGMA 1/1,000 
Anti-Calnexin pAb Enzo Life Sciences 1/200 
Anti-G3BP mAb Abcam 1/200 
Anti-RIOK3 pAb SIGMA 1/200 
Alexa Fluor○R -conjucated secondary antibodies Invitrogen 1/400 
   

 
カバーガラスを敷いた 12 well plate に HeLa 細胞を播種し、翌日カバーガラスに細胞
が付着したのちに、各実験に応じた発現ベクターの導入や poly(I:C)による刺激などを
行った。ミトコンドリアの染色を行う場合、培養上清を 500 nM MitoTracker Red 
CM-H2XRos（Invitrogen）を含む培地に置換し、37°C、5% CO2下で 45分間インキュ
ベートした。続いて培養上清をMitoTracker を含まない培地に置換し、さらに 37°C、
5% CO2下で 45分間インキュベートした。 
	 細胞はPBS(-) にて 3回洗浄を行ったのち、細胞固定液で 30分処理した。さらに細
胞透過処理液と交換し 15分処理を行い、PBS(-) で洗浄後、ブロッキング液を加えて
室温において 10分間のブロッキングを行った。液を取り除いたのち、ブロッキング液
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で希釈した 1次抗体を加えて、4°Cにおいて一晩反応させた。反応後、PBS(-)で 3回
洗浄し、蛍光標識二次抗体でさらに 30分反応させた。その後PBS(-)で 3回洗浄し、
水分を拭き取ったのち、Prolong Gold（Invitrogen）によりスライドグラスに載せ、マニ
キュアで辺縁を固定した。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。 
 
 
 
2-8.	 RNA干渉 
	  
	 HEK293細胞及びHEK293FT細胞を 24 well plate（または 6 well plate）に播種し、6 
pmol（または 30 pmol）の siRNAをLipofectamin RNAi maxを用いて導入した。ルシフ
ェラーゼレポーターアッセイを行う際には、siRNAと必要に応じた発現ベクターを共
にLipofectamin 2000を用いて導入した。siRNAを導入した 48時間後からそれぞれの
実験に応じた刺激を行い、随時サンプルを回収した。ノックダウン効率は、mRNA発
現については定量PCR によって、そしてタンパク質発現についてはウエスタンブロ
ットにより確認した。 
	 siRNA negative control（AM4635）、si RIOK3（s16728）、及び si MDA5（s34499）は
ambion-Applied Biosystemsより購入した。 
 
 
 
2-9.	 ルシフェラーゼレポーターアッセイ 
 
	 HEK293 細胞を 24 well plateに播種し、翌日Lipofectamin 2000を用いて発現ベクタ
ー、レポータープラスミド（p125Luc）、内在性コントロールプラスミド（Renilla luciferase）
のトランスフェクションを行った。総プラスミド量は pEF-BOS/Emptyベクターで調整
した。Human IFN-β promoterのレポータープラスミドである p125Lucは東京大学谷口
維紹教授より供与された。polyI:Cで刺激する場合は、各プラスミドのトランスフェク
ションの 24時間後に、Lipofectamin 2000を使用して polyI:Cのトランスフェクション
を行い、20時間後にサンプルを回収した。細胞はPassive Lysis Buffer（Promega）で可
溶化し、dual-luciferase assay kit（Promega）を使用してルシフェラーゼとRenillaルシフ
ェラーゼ活性を測定し、pEF-BOS/Emptyベクターのみをトランスフェクションした未
刺激のサンプルに対する相対値で示した。各実験は一条件につき ２ ウェルで行い、
その平均値に標準偏差を付けて示した。本文中ではレポーターアッセイと表記する。 
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2-10.	 CRISPR/Cas9システムによるノックアウト細胞の構築	  
 
	 HEK293細胞においてCRISPR/Cas9システムを利用し、以下の手順で目的遺伝子を
欠損させた。導入ベクターとしては大阪府立成人病センターの井上徳光部長より供与

された pX330-PGK-Puro-3F ベクターを用い、目的遺伝子に応じた guide RNA（gRNA）
配列をこのベクターに組み込んで使用した。pX330-PGK-Puro-3Fベクターは gRNA、
Cas9、またはPuromycin 耐性遺伝子をコードしており、遺伝子導入後にPuromycinに
よる一過的な薬剤選抜を行うことが可能である。 
	 gRNA配列の設計については、まずオンラインツールであるCRISPR design tool
（https://www.dna20.com/eCommerce/cas9/input）を利用し、複数の候補配列を得た。そ
の後それらの候補配列についてCOSMID（https://crispr.bme.gatech.edu/）を利用し、オ
フターゲット切断の候補部位が少ないものをさらに選抜し、実験に用いた。 
	 HEK293細胞を 24 well plateに播種し、翌日Lipofectamin 2000を使用し、目的遺伝子
に応じたgRNAが挿入されたpX330-PGK-Puro-3F 0.1 µgを遺伝子導入した。48時間後、
終濃度 3 mg/mlの割合でPuromycin（SIGMA）を添加し、さらに 48時間後に付着細胞
を回収した。得られた細胞集団について限界希釈を行い、1細胞/1wellの割合で 96 well 
plateに播種した。約 2-3週間後に得られた各細胞株について標的配列近傍のゲノム配
列を確認すると共に抗RIOK3抗体を用いたウエスタンブロットを行ってタンパクの
欠失を確認することにより、ノックアウト細胞のスクリーニングを行った。標的配列

及び標的配列近傍のゲノム配列の増幅に用いたプライマーセットを以下に示す。 
 
 
表 4：CRISPR-Cas9標的配列（RIOK3） 

 Target sequence 
RIOK3 GGAGTGGCATCGCCTGAGCC 

 
 
表 5：標的配列近傍のゲノム配列の増幅に用いたPrimer list（RIOK3） 

 Primer sequence 
Forward: GCATGGAGGATGAAAAGGAA 
Reverse: CTCACTGAGGTCAGCATGGA 
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2-11.	 In vitro kinase assay 
 
	 まずT7 promoter配列を付加したPCR産生物より in vitroの系において転写・翻訳を
行い、基質となるタンパク質（MDA5-C-S828-A17）を合成した。合成の過程としては、
まず鋳型に pEFBOS/MDA5-C-S828-A17 を用いPCR反応により T7 promoter 配列を
付加した PCR 断片を増幅した。その後、 TNT T7 Quick for PCR DNA（Promega）を
用いて、30°C,１時間反応させ、転写及び翻訳を行った。タンパク発現はウエスタンブ
ロットにより確認した。 
	 次にHEK293 FT細胞にHA tagが付加されたRIOK3を発現ベクターより過剰発現さ
せ、免疫沈降法を用いてRIOK3タンパクを得た。手順としては、HEK293 FT細胞を 6 
well plateに播種し、翌日 pEFBOS/RIOK3-HAを 400 ng/wellとなるようLipofectamin 
2000を用いて遺伝子導入した。24時間後に細胞を回収し、Anti-HA pAbを用い、2-3.
で示した手順で免疫沈降を行った。 
	 in vitro合成したMDA5-C-S828-A17と免疫沈降により得られたRIOK3を 10× T4 
kinase Buffer（TAKARA）存在下で 37°Cにおいて 1時間反応させた。この反応産物に
2× SDS sample bufferを等量加え、98°Cで 5分間煮沸した。その後 10,000 rpm、4°C、1
分間遠心を行って、その上清をサンプルとしPhos-tagを用いたSDS-PAGEにより分離
を行った。その後目的に応じた抗体を用いたウエスタンブロットによりタンパク質を

検出し、泳動度の違いからリン酸化の程度を評価した。 
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実験結果 
 
1-2-1.	 MDA5は定常状態においてリン酸化されている  
 
	 Yeast two-hybrid法を用いたスクリーニングにより、 MDA5のC末端領域に結合す
る分子としてRIO kinase 3（RIOK3）を同定した。RIOK3はセリン・スレオニンリン
酸化酵素であるため、MDA5 は RIOK3 によってリン酸化を受けているという仮説を
考えた。はじめにMDA5はリン酸化による修飾を受ける分子であるか、検討を行なっ
た。MDA5のリン酸化を検出するため、Phos-tagを用いた SDS-PAGE（Phos-tag SDS 
PAGE）による分離を試みた 86。Phos-tagは二価の金属イオンと協働しリン酸基を捕捉
する機能分子であり、これをSDS-PAGEの分離ゲルに対し二価の金属イオンと共に添
加し電気泳動を行うことにより、リン酸化程度に応じてリン酸化・非リン酸化体を分

離することが可能となる。リン酸化の程度が高いほど、Phos-tag 分子は数多く結合す
ることができるため、見かけ上の分子量が大きくなり泳動度は減少する。 
	 まずMDA5全長についてPhos-tag SDS-PAGEによってリン酸化状態の検討を行なっ
た。FLAG-tagを付加したMDA5をHEK293FT細胞に過剰発現させ、抗FLAG抗体を
用いた免疫沈降により MDA5 タンパク質を濃縮した。この濃縮サンプルについて
CIAP 処理による脱リン酸化を行なったものと無処理のものを用意し、それぞれ
Phos-tag SDS-PAGEにより解析した。その結果、CIAP処理を施したMDA5タンパク
質は無処理MDA5タンパク質に比べ、泳動度が上昇した（Fig.1-2-1 A）。また内在性
MDA5タンパク質についても検討したところ、CIAP処理によって内在性MDA5タン
パク質の泳動度が上昇した（Fig.1-2-1 B）。すなわち、MDA5は定常状態においてリン
酸化を受けていることが明らかとなった。 
	 次にRIOK3はMDA5 C末端領域に結合する因子であるため、MDA5 C末端領域が
リン酸化を受けるか検討した。FLAG-tagを付加したMDA5-Cを過剰発現させ、免疫
沈降の後に CIAP処理を行なったところ、この場合についても無処理のサンプルに比
べて泳動度の上昇を認めた（Fig.1-2-1 C）。これらの結果よりMDA5 C末端領域はリン
酸化を受けていることが明らかとなった。 
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C  

 
 
 
Figure. 1-2-1	  MDA5は定常状態においてリン酸化されている  
（A）	HEK293FT 細胞において FLAG-MDA5 を強制発現させ、その細胞可溶化液に

ついて抗FLAG抗体を用いて免疫沈降を行なった。得られた免疫複合体につい
て CIAP処理を行い、サンプルを調整した。その後 Phos-tagを添加した 5%ア
クリルアミドゲルを用いたSDS-PAGE（Phos-tag SDS-PAGE）により分離を行
い、抗FLAG抗体を用いたウエスタンブロットによってタンパク質を検出した。 

（B）	HEK293FT 細胞の細胞可溶化液について抗 MDA5 抗体を用いて免疫沈降を行
なった。得られた免疫複合体についてCIAP処理を行い、サンプルを調整した。
その後 Phos-tag SDS-PAGEにより分離を行い、抗MDA5抗体を用いたウエス
タンブロットによってタンパク質を検出した。 

（C）	HEK293FT 細胞において FLAG-MDA5-C を強制発現させ、その細胞可溶化液
について抗FLAG抗体を用いて免疫沈降を行なった。得られた免疫複合体につ
いてCIAP処理を行い、サンプルを調整した。その後Phos-tag SDS-PAGEによ
り分離を行い、抗FLAG抗体を用いたウエスタンブロットによってタンパク質
を検出した。 
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1-2-2.	 MDA5とRIOK3との哺乳類細胞内での相互作用 
	  
RIOK3とMDA5の結合が哺乳類細胞内でも生じるか、また全長のMDA5とも相互作
用を示すかを検討するため、それぞれの分子を HEK293 FT 細胞に強制発現させ、免
疫沈降を行った。その結果、RIOK3は哺乳類細胞内においてもMDA5全長及び C末
端領域と相互作用を示すことを確認した（Fig.1-2-2 A, B）。また、RIOK3のスプライ
シングバリアントであるリン酸化ドメイン欠損体（RIOK3Δ：Fig1-2-2 C）も MDA5
との相互作用を示した（Fig.1-2-2 D）。 
	 次にHA-tagが付加されたRIOK3のみをHEK293 FT細胞に強制発現させ、内在性の
MDA5 との結合を検討した。MDA5 のリガンドである二本鎖 RNA 合成アナログ
poly(I:C)による刺激の有無を問わず、内在性MDA5とHA-tagが付加されたRIOK3と
の結合が確認されたが、一方でRLRファミリーの一つであるRIG-Iとの結合は見られ
なかった（Fig.1-2-2 E）。以上の結果より、RIOK3はMDA5と哺乳類細胞内において
も相互作用を示すことが明らかとなった。 
 
 
 A	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	  B 

 
C 
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D 	 	 E 

 
 
 
Figure. 1-2-2	 RIOK3とMDA5との相互作用 
（A）	HEK293FT細胞においてHA-RIOK3 とFLAG-MDA5とを強制発現させ、その

細胞可溶化液について抗FLAG抗体を用いて免疫沈降を行なった。得られた免
疫複合体について7.5%アクリルアミドSDS-PAGEにより分離を行い、抗FLAG
抗体及び抗HA抗体を用いたウエスタンブロットによってタンパク質を検出し
た。 

（B）	HEK293FT細胞において HA-RIOK3 と FLAG-MDA5及び FLAG-MDA5-Cと
を強制発現させ、その細胞可溶化液について抗FLAG抗体を用いて免疫沈降を
行なった。得られた免疫複合体について 7.5%アクリルアミド SDS-PAGEによ
り分離を行い、抗FLAG抗体及び抗HA抗体を用いたウエスタンブロットによ
ってタンパク質を検出した。 

（C）	RIOK3 及び RIOK3 スプライシングバリアント（RIOK3Δ）のスプライシング
部位 

（D）	HEK293FT細胞においてHA-RIOK3及びHA-RIOK3Δ とFLAG-MDA5とを強
制発現させ、その細胞可溶化液について抗FLAG抗体を用いて免疫沈降を行な
った。得られた免疫複合体について 7.5%アクリルアミド SDS-PAGEにより分
離を行い、抗FLAG抗体及び抗HA抗体を用いたウエスタンブロットによって
タンパク質を検出した。 

（E）	HEK293FT細胞においてHA-RIOK3を強制発現させ、その後 polyI:Cによって
6時間の刺激を行なった。その細胞可溶化液について抗HA抗体を用いて免疫
沈降を行なった。得られた免疫複合体について7.5%アクリルアミドSDS-PAGE
により分離を行い、抗HA抗体、抗MDA5抗体及び抗RIG-I抗体を用いたウエ
スタンブロットによってタンパク質を検出した。 
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1-2-3.	 各種細胞におけるRIOK3の発現 
 
	 次にRIOK3の発現について確認するため、各細胞株よりRNAを抽出し、逆転写反
応により得られた cDNAを用いて定量PCRを行った。HEK293細胞及びHeLa細胞に
おいて、THP-1細胞に比べ、RIOK3 mRNAの高発現を認めた（Fig.1-2-3 A）。RIOK3
のスプライシングバリアントであるRIOK3ΔのmRNAレベルでの発現は各種細胞に
おいて全長のRIOK3の発現に比べ非常に低く（Fig.1-2-3 A）、内在性RIOK3Δのタン
パクを検知することはできなかった（Fig.1-2-3 B）。また、poly(I:C)による刺激や麻疹
ウイルス（Measles virus: MV）感染によってRIOK3のmRNAレベルでの発現は誘導さ
れなかった。（Fig.1-2-3 C,D）一方で、ヒト初代線維芽細胞株BJ細胞においてMVを
感染させたところ、RIOK3のタンパク質レベルでの緩やかな発現上昇が認められた
（Fig.1-2-3 E）。以上の結果よりRIOK3は dsRNAによる刺激によってmRNAレベル
では発現の誘導を受けないが、タンパク質レベルにおいて発現の誘導を受け得ること

が示唆された。 
 
 
A   B 

 
C 
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D 	 E 

 

 
 
Figure. 1-2-3	 各種細胞における RIOK3の発現  
（A）	HEK293、HeLa、THP1細胞よりRNAを抽出し、RT-qPCRによりRIOK3及び

RIOK3Δの mRNA量を評価した。β-actinを内部標準として、その発現量の比
を示した。 

（B）	HEK293FT細胞の細胞可溶化液を用いて、SDS-PAGEによって分離を行い、抗
RIOK3抗体を用いたウエスタンブロットにより、RIOK3及び RIOK3Δタンパ
クの検出を行なった。*は非特異的なバンドを示している。 

（C）	HEK293、HeLa、THP1細胞、BJ細胞において polyI:C（100ng/well）による 0、
2、4、6時間の刺激を行なった。各細胞よりRNAを抽出し、RT-qPCRにより
RIOK3及びRIOK3ΔのmRNA量を評価した。β-actinを内部標準として、その
発現量の比を示した。 

（D）	HEK293細胞においてMoi=1でMVを感染させ、0、3、6、9、12時間後にそ
れぞれの感染細胞より RNAを抽出し、RT-qPCRにより RIOK3及び RIOK3Δ
のmRNA量を評価した。β-actinを内部標準として、その発現量の比を示した。 

（E）	BJ細胞においてMoi=1でMVを感染させ、0、6、12時間後にそれぞれの感染
細胞を可溶化し、SDS-PAGEにより分離を行なった。その後、抗 RIOK3抗体
及び抗 β-actin 抗体を用いたウエスタンブロットによりタンパク質を検出した。 
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1-2-4.	 RIOK3の細胞内局在 
 
	 RIOK3の局在についてHeLa細胞を用い、共焦点顕微鏡による観察を行った。RIOK3
タンパク質は poly(I:C)刺激の有無を問わず細胞質内に局在し、MDA5（Fig.1-2-4 A）及
び、小胞体マーカーであるCalnexinと部分的に共局在することを確認した（Fig.1-2-4 B）。
また刺激時には RIOK3 タンパク質は点状に集積し、stress granules マーカーである
Ras-GAP SH3 domain binding protein （G3BP）と共局在することを確認した（Fig.1-2-4 
C）。stress granulesはRLRsが dsRNAを認識する部位であることが示唆されている。
一方でRIOK3はミトコンドリアマーカーであるMitoTrackerとの共局在は認められず
（Fig.1-2-4 D）、ミトコンドリア上には局在しないことが示唆された。 
 
 
A 	 B 
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C 	 D 

  
 
 
Figure. 1-2-4	 RIOK3の細胞内局在  
（A）	HeLa 細胞において HA-RIOK3 及び FLAG-MDA5 を強制発現させ、その後

polyI:C（100 ng/well）によって 0、4時間の刺激を行なった。抗HA抗体及び抗
FLAG抗体を用いて免疫染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡により観察を行っ
た。 

（B）	HeLa細胞においてHA-RIOK3を強制発現させ、その後 polyI:C（100 ng/well）
によって、4時間の刺激を行なった。抗HA抗体及び抗Calnexin抗体を用いて
免疫染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡により観察を行った。 

（C）	HeLa細胞において polyI:C（100 ng/well）によって 0、4時間の刺激を行なった。
抗 RIOK3抗体及び抗 G3BP抗体を用いて免疫染色を行い、共焦点レーザー顕
微鏡により観察を行った。 

（D）	HeLa細胞において polyI:C（100 ng/well）によって 0、4時間の刺激を行なった。
回収 90分前より 45分間Mitotrackerと反応させ、その後培養液を交換してさら
に 45分間インキュベートし、サンプルを回収した。抗RIOK3抗体を用いて免
疫染色を行い、共焦点レーザー顕微鏡により観察を行った。 
それぞれの図において上段は無刺激時、そして下段は polyI:C 刺激時の像であ
る。スケールバーは 10 µmを示している。 
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1-2-5.	 RIOK3のMDA5のリン酸化への関与 
 
	 MDA5 のリン酸化に RIOK3 が関与するかを検討した。まず MDA5 と共に RIOK3
を強制発現させ、免疫沈降による濃縮の後、Phos-tag SDS-PAGEによるリン酸化の検
出を行なったところ、RIOK3 の共発現によって MDA5 のリン酸化体の量が増加した
（Fig.1-2-5 A）。逆にRIOK3 siRNAを用いたRNA干渉により内在性RIOK3をノック
ダウンし、内在性 MDA5 のリン酸化状態について検討したところ、RIOK3 のノック
ダウンにより内在性MDA5のリン酸化状態の低下を認めた（Fig.1-2-5 B）。これらの結
果よりRIOK3はMDA5のリン酸化に関与していることが示された。 
 
 
A   B 

  
 
 
Figure. 1-2-5	  RIOK3はMDA5のリン酸化に関与する  
（A）	HEK293FT細胞において FLAG-MDA5及びHA-RIOK3を強制発現させ、その

細胞可溶化液について抗FLAG抗体を用いて免疫沈降を行なった。得られた免
疫複合体について Phos-tag SDS-PAGE及び通常の SDS-PAGEにより分離を行
い、抗FLAG抗体及び抗HA抗体を用いたウエスタンブロットによってタンパ
ク質を検出した。 

（B）	HEK293FT細胞においてControl siRNA及びRIOK3 siRNAを導入しノックダウ
ンを行い、その 48 時間後にそれぞれの細胞について可溶化した。その後抗
MDA5 抗体を用いて免疫沈降を行なった。得られた免疫複合体について
Phos-tag SDS-PAGE及び通常のSDS-PAGEにより分離を行い、抗MDA5抗体、
抗 RIOK3抗体及び抗β-actin抗体を用いたウエスタンブロットによってタンパ
ク質を検出した。 
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1-2-6.	 MDA5を介するシグナル伝達経路に対するRIOK3の作用 
 
	 次に RIOK3 の MDA5 を介するシグナル伝達経路に対する作用を検討した。まず
HEK293細胞に対しMDA5とRIOK3を強制発現させ、IFN-β プロモーター活性につい

てレポーターアッセイにより確認した。その結果、RIOK3を共発現させることにより
用量依存的にMDA5由来の IFN- β プロモーター活性が減少した（Fig.1-2-6 A, B）。一
方で、MDA5の下流に当たるアダプター分子MAVSを発現させた場合、RIOK3を共
発現させてもMAVS由来の IFN- β プロモーター活性は影響を受けなかった（Fig.1-2-6 
C）。またRIOK3のリン酸化ドメインであるRIO domainを欠いたスプライシングバリ
アントであるRIOK3Δは、MDA5由来の IFN-β プロモーター活性を抑制することがで
きなかった（Fig.1-2-6 D）。これらの結果よりRIOK3はMDA5を介したシグナル経路
を抑制し、その抑制にはRIOK3のリン酸化ドメインの存在が重要であることが示唆さ
れた。 
 
 
A	  B 	 	 	 	 	 	 	   C 

 
D 
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Figure. 1-2-6	  RIOK3はMDA5の抑制因子である 
（A）	HEK293細胞において p125Luc、レニラプラスミドとMDA5発現ベクター（100 

ng/well）及びRIOK3発現ベクター（100 ng/well）を導入し、その 24時間後に
細胞を回収した。レポーターアッセイにより IFN-β プロモーター活性を評価し
た。 

（B）	HEK293細胞において p125Luc、レニラプラスミドとMDA5発現ベクター（100 
ng/well）及びRIOK3発現ベクター（100、200 ng/well）を導入し、その 24時間
後に細胞を回収した。レポーターアッセイにより IFN-βプロモーター活性を評
価した。 

（C）	HEK293細胞において p125Luc、レニラプラスミドとMAVS発現ベクター（100 
ng/well）及びRIOK3発現ベクター（100 ng/well）を導入し、その 24時間後に
細胞を回収した。レポーターアッセイにより IFN-β プロモーター活性を評価し
た。 

（D）	HEK293細胞において p125Luc、レニラプラスミド、MDA5発現ベクター（100 
ng/well）とRIOK3発現ベクター（100、200 ng/well）及びRIOK3Δ発現ベクタ
ー（100、200 ng/well）を導入し、その 24時間後に細胞を回収した。レポータ
ーアッセイにより IFN-β プロモーター活性を評価した。また、その細胞可溶化
液について SDS-PAGEによって分離を行い、抗 FLAG抗体、抗HA抗体、抗
β-actin抗体を用いたウエスタンブロットによってタンパク質を検出した。 
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1-2-7.	 RIOK3ノックダウン及びノックアウト細胞における dsRNA刺激への応答 
 
	 MDA5シグナル経路へのRIOK3の生理的な作用を検討するため、RNA干渉による
ノックダウンを行った。RIOK3 siRNA処理により内在性RIOK3をノックダウンし、
MDA5 のリガンドである polyI:C を用いて刺激を行ったところ、ネガティブコントロ
ール群に比べRIOK3ノックダウン群において著明な IFN-β mRNAの発現上昇を認め
た（Fig.1-2-7 A）。 
	 さらに我々は CRISPR/Cas9 システムを用いて RIOK3 ノックアウト HEK293 細胞
（RIOK3 KO-HEK293細胞）を樹立し、RIOK3の作用について詳細な解析を行った。 
この細胞にはRiok3遺伝子のExon1領域にフレームシフトをきたす変異が生じており
（Fig.1-2-7 B）、ウエスタンブロットにより内在性の RIOK3タンパク質が欠失してい
ることを確認している（Fig.1-2-7 C）。RIOK3 KO-HEK293細胞を polyI:Cで刺激したと
ころ、WT-HEK293 細胞の場合に比べ、IFN-βプロモーター活性の上昇を認めた
（Fig.1-2-7 D）。またRIOK3 KO-HEK293細胞に対し、発現プラスミドによりRIOK3
の発現を回復させると、その IFN-β プロモーター活性の上昇はキャンセルされた
（Fig.1-2-7 E）。またRIOK3を欠失させることにより、polyI:C刺激に対する IFN-β 、
IP-10、TNF-α mRNAの発現がさらに上昇することが明らかになった（Fig.1-2-7 F）。
さらに IFN-β mRNAの転写に必須の転写因子である IRF-3の活性化についても検討し
た。IRF-3 はリン酸化されて活性化することより二量体を形成し、核へと移行し転写
因子として機能する 87。RIOK3 KO-HEK293細胞に対し polyI:C刺激を行ったところ、
WT-HEK293 細胞の場合に比べ、リン酸化された IRF-3 タンパク質が増加しているこ
とが明らかとなった（Fig.1-2-7 G）。 
	 次にウイルス感染時における RIOK3 の役割を検討した。MDA5 によって認識され
るような MV（Nagahata 株）80 を RIOK3 KO-HEK293 細胞に感染させたところ、
WT-HEK293細胞に比べて、IFN-β 、IP-10、IFIT-1 mRNAの発現上昇を認めた（Fig.1-2-7 
H）。一方で RIG-Iによって認識されるようなセンダイウイルス（SeV）を感染させた
ところ、RIOK3 を欠損させた影響はみられなかった（Fig.1-2-7 I）。なお RIOK3 
KO-HEK293細胞においてMDA5をノックダウンした場合、polyI:C刺激への応答は消
失したため（Fig.1-2-7 J）、RIOK3 KO細胞で見られる作用はMDA5経路に依存してい
ることも確認された。またRIOK3 KO-HEK293細胞にMVを感染させ、MVのウイル
スRNAを継時的に定量したところ、WT-HEK293細胞に感染させた場合に比べて、ウ
イルスRNAの増殖は非常に抑えられていた（Fig.1-2-7 K）。 
	 これらの結果より、RIOK3は polyI:C刺激やRNAウイルス感染に対するMDA5を
介したシグナル応答を抑制していることが明らかとなった。 
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Figure. 1-2-7	  RIOK3は dsRNA刺激に対するMDA5経路の応答を抑制する 
（A）	HEK293細胞においてControl siRNA及びRIOK3 siRNAを導入し、48時間後に

細胞を回収した。RNAを抽出し、RT-qPCR法によって RIOK3 mRNAのノッ
クダウン効率について確認した。（左図）  
HEK293細胞においてControl siRNA及びRIOK3 siRNAを導入し、その 48時
間後より polyI:C（100 ng/well）の導入により 0、1、2、3、4、5、6時間の刺激
を行なった。その後RNAを抽出し、RT-qPCR法によって IFN-β mRNAの発現
量を評価した。β-actinを内部標準とし、その発現量の比を示した。（右図） 

（B）	Riok3 遺伝子の Exon1 領域を標的とし、CRISPR-Cas9 システムにより RIOK3 
KO-HEK293細胞を構築した。図はCRISPR-Cas9システムにより引き起こされ
た塩基欠損部位を示している。これらの塩基欠損によりフレームシフトが生じ

ている。 
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（C）	WT-HEK293及びRIOK3 KO-HEK293細胞の細胞可溶化液についてSDS-PAGE
によって分離を行い、抗 RIOK3抗体及び抗β-actin抗体を用いたウエスタンブ
ロットによってタンパク質の検出を行なった。 

（D）	WT-HEK293及びRIOK3 KO-HEK293細胞において p125Luc、レニラプラスミ
ドを導入した。その 24時間後に polyI:C（0、50、100、200、400 ng/well）をさ
らに導入し、20時間の刺激を行った後に細胞を回収した。レポーターアッセイ
により IFN-β プロモーター活性を評価した。 

（E）	WT-HEK293及びRIOK3 KO-HEK293細胞において p125Luc、レニラプラスミ
ド、Empty vector（pEFBOS）及びRIOK3発現ベクターを 200 ng/well導入した。
その 24時間後に polyI:C（0、50、100、200 ng/well）をさらに導入し、20時間
の刺激を行った後に細胞を回収した。レポーターアッセイにより IFN-β プロモ
ーター活性を評価した。 

（F）	WT-HEK293及びRIOK3 KO-HEK293細胞において polyI:C（100 ng/well）の導
入により 0、3、6時間の刺激を行なった。各細胞よりRNAを抽出し、RT-qPCR
法によって IFN-β、IP-10及びTNF-α mRNAの発現量を評価した。β-actinを内
部標準とし、その発現量の比を示した。 

（G）	WT-HEK293及びRIOK3 KO-HEK293細胞において polyI:C（100 ng/well）の導
入により 0、3、6 時間の刺激を行なった。各細胞について可溶化を行い、
SDS-PAGEによって分離した。その後、抗 IRF3抗体、抗リン酸化 IRF3（p-IRF3）
抗体、及び抗β-actin抗体を用いたウエスタンブロットによってタンパク質を検
出した。 

（H）	WT-HEK293及びRIOK3 KO-HEK293細胞において、麻疹ウイルス（MV）を
Moi=1で感染させた。24時間後に細胞を回収し、RNAを抽出した。RT-qPCR
法によって IFN-β、IP-10及び IFIT-1 mRNAの発現量を評価した。β-actinを内
部標準とし、その発現量の比を示した。 

（I）	 WT-HEK293及びRIOK3 KO-HEK293細胞において、センダイウイルス（SeV）
をMoi=1で感染させた。24時間後に細胞を回収し、RNAを抽出した。RT-qPCR
法によって IFN-β及び IP-10 mRNAの発現量を評価した。β-actinを内部標準と
し、その発現量の比を示した。 

（J）	WT-HEK293及びRIOK3 KO-HEK293細胞において、Control siRNA及びMDA5 
siRNA を導入し、ノックダウンを行なった。その 48 時間後より polyI:C（100 
ng/well）の導入によって 0、1、2時間の刺激を行い、細胞を回収した。各細胞
より RNAを抽出し、RT-qPCRによって IFN-β mRNAの発現量を評価した。
β-actinを内部標準とし、その発現量の比を示した。 

（K）	WT-HEK293及びRIOK3 KO-HEK293細胞において、麻疹ウイルス（MV）を
Moi=1で感染させた。1、2、3、4日後に細胞を回収し、RNAを抽出した。RT-qPCR
法によってMV-P mRNAの発現量を評価した。β-actinを内部標準とし、その発
現量の比を示した。 
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1-2-8.	 MDA5 C末端領域におけるリン酸化部位Ser-828の同定 
 
	 これまでの実験結果よりセリン・スレオニンリン酸化酵素であるRIOK3はMDA5 C
末端領域に結合し、MDA5 のリン酸化に寄与していることが明らかになった。また
RIOK3 はそのリン酸化酵素活性依存的に MDA5 を介するシグナル伝達を抑制してい
ることが示唆された。したがってRIOK3はMDA5 C末端領域をリン酸化することに
より、MDA5を介するシグナル伝達を抑制していると予想された。 
	 そこで我々は MDA5 由来のシグナル活性制御に関与するリン酸化部位の同定を目
的とし、site-directed mutagenesisによりMDA5 C末端領域に存在するセリン（Ser）・ス
レオニン（Thr）残基をアラニン（Ala）に置換した各種変異体を構築した。RIOK3が
関与するMDA5のリン酸化部位が Alaに置換されていた場合、RIOK3によるリン酸
化を受けることができず、MDA5由来のシグナル活性は上昇することが予想された。 
	 	  
	 我々はこれらの変異体をHEK293細胞に強制発現させて IFN-β プロモーター活性を
確認した。その結果、MDA5 Ser-828をAlaに置換したMDA5 S828A変異体を強制発
現させた際に、WT及び他の変異体に比べ、非常に強い IFN-β プロモーター活性の上
昇を認めた（Fig.1-2-8 A）。またSer-828に隣接するThr-829をAla置換したT829A変
異体を用いた際にも、緩やかな IFN-β プロモーター活性の上昇を認めた（Fig.1-2-8 A）。
次に我々はこれらの部位について、恒常的なリン酸化を模倣するようなアスパラギン

酸置換体を作成し、さらに解析を行った。その結果、Ser-828をアスパラギン酸置換し
た S828D変異体を強制発現させたところ、WTのMDA5に比べ IFN-β プロモーター
活性が顕著に減少していることが明らかとなった。一方でT829D変異体を発現させた
場合では、IFN-β プロモーター活性の減少は緩徐であった（Fig.1-2-8 B, C）。これらの
結果よりMDA5 Ser-828のリン酸化はMDA5のシグナル活性の制御に寄与することが
明らかとなった。 
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Figure. 1-2-8	 MDA5 C末端領域におけるリン酸化部位 Ser-828の同定 
（A）	HEK293細胞において p125Luc、レニラプラスミドと各種MDA5の変異体（100 

ng/well）を導入し、その 24 時間後に細胞を回収した。レポーターアッセイに
より IFN-β プロモーター活性を評価した。また、その細胞可溶化液について
SDS-PAGEによって分離を行い、抗FLAG抗体及び抗β-actin抗体を用いたウエ
スタンブロットによってタンパク質を検出した。 
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（B）	HEK293細胞において p125Luc、レニラプラスミドとMDA5 Ser-828、Thr-829
についての各種変異体（100 ng/well）を導入し、その 24時間後に細胞を回収し
た。レポーターアッセイにより IFN-β プロモーター活性を評価した。 

（C）	HEK293細胞において p125Luc、レニラプラスミドとMDA5 WT及びS828D変
異体（100 ng/well）を導入した。その 24時間後に polyI:C（100 ng/well）の導入
によって 20 時間の刺激を行い、細胞を回収した。レポーターアッセイにより
IFN-β プロモーター活性を評価した。 

 
 
 
1-2-9.	 RIOK3のMDA5 Ser-828リン酸化への関与 
 
	 このMDA5 Ser-828のリン酸化に RIOK3が関与するか検討した。まずMDA5 WT
及び S828A変異体をそれぞれRIOK3とともにHEK293細胞に強制発現させ、IFN-β 
プロモーター活性の変化を観察した。その結果、MDA5 WTと共にRIOK3を発現させ
た際は、以前の結果と同様にRIOK3の容量依存的にMDA5を介する IFN-β プロモー
ター活性が減少した。しかしMDA5 S828A変異体と共にRIOK3を発現させた際は、
RIOK3の容量を増加させた場合においてもMDA5由来の IFN-β プロモーター活性の
減少は見られなかった（Fig.1-2-9 A）。 
	 次にPhos-tag SDS-PAGE を用いてMDA5 S828A変異体のRIOK3によるリン酸化状
態の変化の有無について検討した。MDA5 S828A変異体とRIOK3とをHEK293FT細
胞に強制発現させ、免疫沈降による濃縮の後、Phos-tag SDS-PAGEを行った。その結
果、MDA5 WTとRIOK3とを共発現させた場合は、MDA5タンパクの泳動度は低下
し、リン酸化レベルの増加を認めたが、一方でMDA5 S828A変異体とRIOK3を共発
現させた場合には MDA5 S828A タンパクのリン酸化レベルに変化は認められなかっ
た（Fig.1-2-9 B）。以上の結果より、MDA5 Ser-828のリン酸化にRIOK3が関与してい
ることが示唆された。 
	 さらに MDA5 Ser-828 のリン酸化について詳細な解析を行うため、我々は MDA5 
CTD（826-1025 aa）に存在する 18 個の Ser、Thr について Ala に置換した変異体
（MDA5-C-A18）を作成した（Fig.1-2-9 C）。Phos-tag SDS-PAGE 用いた解析により
MDA5-C-A18 変異体は MDA5-C に比べ、リン酸化レベルが著しく減少していること
が明らかとなった（Fig.1-2-9 D）。次にSer-828以外のMDA5 CTD（826-1025 aa）に存
在するSer / ThrをAlaに置換したMDA5-C-S828-A17変異体を作成した（Fig.1-2-9 C）。
MDA5-C-S828-A17変異体とRIOK3を共発現させ通常の SDS-PAGEを行ったところ、
MDA5-C-S828-A17 変異体のバンドの移動が認められ、リン酸化が生じていることが
示唆された（Fig.1-2-9 E）。またこのバンドの移動はCIAP処理により消失することが
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確認されたので（Fig.1-2-9 F）、この移動はリン酸化により生じたものであることが示
された。またこのRIOK3によるMDA5-C-S828-A17変異体のリン酸化は polyI:C刺激
により継時的に減少していくことも明らかとなった（Fig.1-2-9 G）。 
	 さらに RIOK3 が MDA5 Ser-828 のリン酸化を担っていることを確かめるため、In 
vitro kinase assayを行った。まずRIOK3とRIOK3ΔをHEK293FT細胞に強制発現させ、
免疫沈降を行って濃縮した。次に In vitroにおいて合成されたMDA5-C-S828-A17タン
パクをRIOK3またはRIOK3Δと反応させ、Phos-tag SDS-PAGEを行ったところ、RIOK3
と共発現させた際にのみMDA5-C-S828-A17変異体のリン酸化レベルの亢進を認めた
（Fig.1-2-9 H）。以上の結果よりRIOK3がMDA5 Ser-828のリン酸化を担っていること
が明らかとなった。 
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Figure. 1-2-9	 RIOK3はMDA5 Ser-828をリン酸化する 
（A）	HEK293細胞において p125Luc、レニラプラスミド、RIOK3発現ベクター（0、

100、200、400 ng/well）とMDA5 WT及びS828A変異体（100 ng/well）発現ベ
クターを導入し、24 時間後に細胞を回収した。レポーターアッセイにより
IFN-β プロモーター活性を評価した。 

（B）	HEK293FT細胞においてHA-RIOK3とFLAG-MDA5及びMDA5 S828Aを強制
発現させ、その細胞可溶化液について抗FLAG抗体を用いて免疫沈降を行なっ
た。得られた免疫複合体についてCIAP処理を行い、サンプルを調整した。そ
の後Phos-tag SDS-PAGEにより分離を行い、抗FLAG抗体を用いたウエスタン
ブロットによってタンパク質を検出した。 

（C）	MDA5-C-A18及びMDA5-C-S828-A17変異タンパク質についての模式図 
（D）	HEK293FT細胞においてFLAG-MDA5-C及びFLAG-MDA5-C-A18を強制発現

させ、その細胞可溶化液について抗 FLAG抗体を用いて免疫沈降を行なった。
得られた免疫複合体についてCIAP処理を行い、サンプルを調整した。その後
Phos-tag SDS-PAGEにより分離を行い、抗FLAG抗体を用いたウエスタンブロ
ットによってタンパク質を検出した。 

（E）	HEK293FT細胞においてHA-RIOK3及びFLAG-MDA5-C-S828-A17を強制発現
させ、その細胞可溶化液について抗 FLAG抗体を用いて免疫沈降を行なった。
得られた免疫複合体について 12.5%アクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGE
により分離を行い、抗FLAG抗体及び抗HA抗体を用いたウエスタンブロット
によってタンパク質を検出した。*は非特異的なバンドを示している。 

（F）	HEK293FT細胞においてHA-RIOK3及びFLAG-MDA5-C-S828-A17を強制発現
させ、その細胞可溶化液について抗 FLAG抗体を用いて免疫沈降を行なった。
得られた免疫複合体についてCIAP処理を行い、サンプルを調整した。その後
15%アクリルアミドゲルを用いた SDS-PAGEにより分離を行い、抗 FLAG抗
体を用いたウエスタンブロットによってタンパク質を検出した。 

（G）	HEK293FT細胞においてHA-RIOK3及びFLAG-MDA5-C-S828-A17を強制発現
させ、その後 polyI:C（400 ng/well）を導入し 0、2、4時間の刺激を行なった。
それぞれの細胞について可溶化を行い、抗FLAG抗体を用いて免疫沈降を行な
った。得られた免疫複合体について 15%アクリルアミドゲルを用いた
SDS-PAGEにより分離を行い、抗FLAG抗体を用いたウエスタンブロットによ
ってタンパク質を検出した。 

（H）	In vitro kinase assayによって、RIOK3及びRIOK3ΔのMDA5-C-S828-A17のリ
ン酸化への関与を調べた。HEK293FT 細胞において HA-RIOK3 及び
HA-RIOK3Δを強制発現させ、その細胞可溶化液について抗FLAG抗体を用い
て免疫沈降を行なった。得られた免疫複合体を当アッセイのリン酸化酵素とし

て用いた。T7 promoter配列を付加したPCR産生物よりTNT T7 Quick for PCR 
DNA を用いて in vitro において転写・翻訳を行い、基質となる
MDA5-C-S828-A17タンパク質を合成した。リン酸化酵素及び基質を 37°Cにお
いて 1時間反応させ、15%アクリルアミドゲルを用いたSDS-PAGEにより分離
を行い、抗FLAG抗体及び抗HA抗体を用いたウエスタンブロットによってタ
ンパク質を検出した。 
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1-2-10.	 リン酸化によるMDA5多量体形成への影響 
	  
	 これまでの実験結果よりRIOK3はMDA5 Ser-828をリン酸化することにより、その
シグナル活性を抑制していることが明らかとなった。次にMDA5のリン酸化によって
シグナル活性が減少する機構について解析を行った。 
	 他のグループよりRLRsの一つであるLGP2がMDA5の足場タンパクとして機能し、
MDA5の活性化に寄与していることが近年報告された 28。そこで我々はMDA5 Ser-828
のリン酸化がLGP2との相互作用を阻害しているのではないかと考え、MDA5変異体
を用いて解析を行った。まず LGP2 と MDA5 S828A または S828D 変異体とを
HEK293FT 細胞に強制発現させ免疫沈降を行い、両者の相互作用について検討した。
その結果、S828A、S828D変異体共にLGP2と結合し、MDA5のリン酸化はMDA5と
LGP2との相互作用を阻害しないことが明らかとなった（Fig.1-2-10 A）。 
	 次の可能性として、MDA5 の多量体形成に注目した。前述の通り MDA5 は細胞質
内において dsRNAを認識すると、その dsRNAに沿ってフィラメント状の多量体を形
成することが知られており、その多量体形成はMDA5シグナルの活性化に必須である。
そこで我々はMDA5 Ser-828のリン酸化がMDA5の多量体形成に影響を及ぼしている
のではないかと考え、解析を行った。MDA5と同様、RLRsの１つであるRIG-IもdsRNA
による刺激に応じて多量体形成を行うことが報告されており、その多量体は Native 
PAGEによって検出することが可能である。そこで我々は、MDA5の多量体について
Native PAGEによる検出を試みた。その結果、強制発現させたMDA5は多量体を形成
していることを見出した（Fig.1-2-10 B）。またMDA5 S828A変異体ではさらに多量体
形成は促進されており、一方で恒常的リン酸化を模倣するMDA5 S828D変異体では多
量体形成は著しく抑制されていることが認められた（Fig.1-2-10 B）。また polyI:Cによ
る刺激を加えた場合では、MDA5 WT及びS828A変異体では同程度の多量体形成が認
められたが、MDA5 S828D変異体において多量体形成はみられなかった（Fig.1-2-10 C）。
以上の結果より、MDA5 Ser-828のリン酸化によりMDA5の多量体形成が阻害されて
いることが明らかとなった。 
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Figure. 1-2-10	 MDA5 Ser-828のリン酸化はMDA5の多量体形成を阻害する 
（A）	HEK293FT細胞においてFLAG-LGP2とHA-MDA5、HA-MDA5 S828A、及び

HA-MDA5 S828Dを強制発現させ、その細胞可溶化液について抗HA抗体を用
いて免疫沈降を行なった。得られた免疫複合体について 7.5%アクリルアミド
ゲルを用いた SDS-PAGEにより分離を行い、抗 FLAG抗体及び抗HA抗体を
用いたウエスタンブロットによってタンパク質を検出した。 

（B）	HEK293FT 細胞において FLAG-MDA5、 FLAG-MDA5 S828A、及び
FLAG-MDA5 S828Dを強制発現させ、その細胞可溶化液についてNative PAGE
を行なった。その後抗FLAG抗体を用いたウエスタンブロットによってタンパ
ク質を検出した。右図はバンドのシグナル強度を数値化し、Monomer領域に対
するMultimer領域のシグナル強度の比を示している。 

（C）	HEK293FT 細胞において FLAG-MDA5、 FLAG-MDA5 S828A、及び
FLAG-MDA5 S828Dを強制発現させた。その後 polyI:C（400 ng/well）を導入し
12時間の刺激を行ない、その細胞可溶化液についてNative PAGEを行なった。
その後抗 FLAG 抗体を用いたウエスタンブロットによってタンパク質を検出
した。右図はバンドのシグナル強度を数値化し、Monomer 領域に対する
Multimer領域のシグナル強度の比を示している。 

 
 
 
1-2-11.	 RIOK3によるMDA5多量体形成への影響 
 
	 これまでの結果よりRIOK3はMDA5 Ser-828のリン酸化を担うことが明らかになっ
ているため、次にMDA5の多量体形成の制御に対するRIOK3の関与について検討し
た。まずWT 又は RIOK3 KO-HEK293細胞にそれぞれMDA5を強制発現させ、polyI:C
による刺激を行った際に多量体形成に影響が出るか否か検討した。その結果、RIOK3
を欠損させることにより、polyI:C刺激の有無を問わずMDA5の多量体形成は促進さ
れることが明らかになった（Fig.1-2-11 A）。 
	 さらに内在性MDA5の多量体形成についても検討を行った。WT 又はRIOK3 
KO-HEK293細胞にそれぞれ IFN-α及びpolyI:C刺激を行い、多量体形成をNative PAGE
により確認した。その結果、RIOK3を欠損させることにより内在性MDA5の多量体
形成が促進することが明らかとなった（Fig.1-2-11 B）。以上の結果より、RIOK3は
MDA5 Ser-828をリン酸化し、MDA5の多量体形成を阻害することにより、そのシグ
ナル伝達を抑制していることが示された。 
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Figure. 1-2-11	 RIOK3によるMDA5 Ser-828のリン酸化はMDA5の多量体形成を
阻害する 
（A）	WT-HEK293及びRIOK3 KO-HEK293細胞においてFLAG-MDA5を強制発現さ

せ、その後 polyI:C（400 ng/well）により 12時間の刺激を行なった。その細胞
可溶化液についてNative PAGEを行なった。その後抗FLAG抗体を用いたウエ
スタンブロットによってタンパク質を検出した。右図はバンドのシグナル強度

を数値化し、Total MDA5領域に対するMultimer領域のシグナル強度の比を示
している。 

（B）	WT-HEK293及びRIOK3 KO-HEK293細胞において、IFN-α（1000 U/well）で 6
時間処理し、その後 polyI:C（400 ng/well）により 6時間の刺激を行なった。そ
の細胞可溶化液についてNative PAGE及びSDS-PAGEを行なった。その後抗
MDA5抗体及び抗β -actin抗体を用いたウエスタンブロットによってタンパク
質を検出した。  
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考察 
	  
	 本研究において、RIOK3はMDA5 Ser-828をリン酸化し、MDA5の多量体形成を阻
害することにより、そのシグナル伝達を抑制していることが示された。 
	 この解析中にハーバード大学のGack（現：シカゴ大学）らのグループにより、MDA5
はN末端CARD領域に存在するSer-88のリン酸化と脱リン酸化により活性制御され
ていることが報告された 88。dsRNA刺激時には脱リン酸化酵素PP1α/γによってMDA5
が脱リン酸化され、そのシグナル活性が亢進する 88。また最近になり、麻疹ウイルス

の構成タンパクであるVタンパクがSer-88の脱リン酸化を競合的に阻害し、MDA5
経路の活性化を阻害することで免疫応答からの逃避が起きていることが明らかとなっ

た 89。今回、我々の解析よりリン酸化酵素RIOK3はMDA5 C末端領域に存在する
Ser-828をリン酸化することによりMDA5経路の活性を制御していることが示された。
これらの知見より、MDA5はそのN末端及びC末端領域の両方においてリン酸化に
よる活性制御を受けていることが明らかとなった。RLRファミリーの一つのRIG-Iも
N末端CARD領域及びC末端領域においてリン酸化 90及びユビキチン化 17-19などの翻

訳後修飾による活性制御を受けることが知られており、RLRがN末端及びC末端の
それぞれの領域において厳密な制御を受けていることがわかる。 
	  
	 RIOK3によるリン酸化、またはSer-828の恒常的リン酸化模倣変異（S828D）によ
りMDA5の多量体形成は阻害され（Fig.1-2-10 B,C及びFig.1-2-11）、I型 IFN産生が減
弱する（Fig.1-2-6 A, B及びFig.1-2-8 B, C）。MDA5は dsRNA上に密に詰まった繊維状
構造を形成することが知られている。隣接し合うMDA5単量体の存在がMDA5と
RNAとの結合の安定化に必要であり、MDA5単量体は共同して繊維状の集合体を形
成する 25。今回の我々の解析より、RIOK3によるMDA5 C 末端Ser-828のリン酸化は
dsRNA上でのMDA5の会合を阻害し、MDA5と dsRNAとの繊維状構造の形成が破綻
することによりMDA5シグナルが減弱しているというモデルが考えられる。一方で、
MDA5 N末端Ser-88のリン酸化はMDA5とMAVSの会合を阻害し、下流のシグナル
活性を抑制している 88。MDA5 Ser-88のリン酸化はMDA5 CARD領域同士の多量体形
成、またはMDA5 CARD領域とMAVSの相互作用を阻害しており、そしてMDA5 
Ser-828のリン酸化はMDA5-dsRNAの複合体の形成を阻害しているというように、同
じリン酸化による修飾を受けていても、その修飾部位によってその意義が異なる可能

性がある。 
 
	 MDA5の過剰発現により、リガンド刺激がない状況においてもMDA5経路の活性
化が生じ（Fig.1-2-6 A）、またRIOK3を欠失させることにより無刺激下においても内
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在性MDA5の多量体形成が促進する（Fig.1-2-11 B）。これらの結果よりRIOK3は無刺
激下においてMDA5の過剰な活性化を抑制していると考えられる。最近、京都大学 藤
田教授のグループよりMDA5 G821S変異もまた、リガンド刺激がない状況下において
もMDA5経路を過剰に活性化し、ループス様の自己免疫応答を引き起こすことが報告
された 91。G821S変異はSer-828の近傍であるため、この変異はRIOK3によるMDA5
のリン酸化を阻害し、過剰なMDA5多量体形成を引き起こしているのかもしれない。 
 
	 一般的にリン酸化酵素は複数の分子をその標的としている。今回我々はMDA5の活
性制御におけるRIOK3の重要性を明らかにしたが、他のグループの報告によると
RIOK3はCaspase-10、TBK1、及び非リボソーム性Pre-40S粒子の構成因子と会合する
ことが明らかとなっている 92-94。また我々の免疫染色の結果より、RIOK3は細胞質内
に一様に分布しているため（Fig.1-2-3 C,D）、RIOK3は細胞質内の複数の分子と相互作
用し、様々な生命現象に関与している可能性がある。 
 
	 過剰なインターフェロン及びサイトカインの産生は生体にとって有害である。通常、

ウイルス感染においてこれらの因子は抗ウイルス応答に正に寄与するが、過剰なイン

ターフェロン及びサイトカインの産生は自己免疫応答を励起することが知られている。

近年ではMDA5-MAVS-IFN-β産生という経路の過剰な活性化が複数の自己免疫疾患
に関与することが指摘されている。RIOK3によるMDA5の活性制御機構が生体内で
どのような意味を持つのか、また自己免疫疾患への関与があるのか、今後RIOK3ノッ
クアウトマウスの解析を通じて明らかにする予定である。 
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第三節 
DNAJB1 / HSP70複合体による MDA5 の活性制御機構 

 
第一章第三節の内容は論文掲載の関係より省略させて頂きます。

（2017年 3月 16日現在） 
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第二章 

腫瘍微小環境における STING経路の役割 

 
緒言 

	  
	 RNAのみならずDNAも自然免疫機構を賦活化することが知られている。エンドソ
ームにおいてTLR9が細菌やウイルスに由来するCpG DNAを認識することが以前よ
り知られていたが、最近になって細胞質内における DNA センサーとして cGAS
（cyclic-GMP-AMP-synthase）が同定された 57。細胞質内において cGASが二本鎖DNA
を認識すると、ATPやGTPを基質とし、セカンドメッセンジャー分子である cGAMP
（cyclic-GMP-AMP）を産生する 63。産生された cGAMPは小胞体上に存在するアダプ
ター分子STINGにより認識され、TBK1/IRF3経路を介した I型インターフェロンの産
生やその他の炎症性サイトカインの産生を引き起こす 57,63,100。 
	 最近では抗腫瘍免疫におけるSTING経路の重要性が非常に注目を浴びている 67。腫

瘍微小環境では、低酸素状態または生体の免疫応答に曝露された腫瘍細胞が障害され

ることによりDNAが放出され、DNAが豊富な環境であることが以前より知られてい
る。腫瘍微小環境において DC 等の抗原提示細胞が腫瘍由来の DNA を取り込み、
STING経路を活性化させる。そしてその際に産生される I型インターフェロンが抗原
特異的T細胞(Cytotoxic T-lymphocyte: CTL)の活性化を促し、腫瘍の成長を抑制するこ
とが示唆されている 75,76。近年では放射線療法の効果がSTING経路の活性化に大きく
依存することも明らかになっており 76、また一方でSTINGリガンドである cGAMPを
はじめとするCyclic-di-nucleotide（CDN）を免疫賦活化剤（免疫アジュバント）として
用いることにより、抗腫瘍免疫応答を効率良く誘導するという戦略が注目を浴びるよ

うになってきた 60,101。 
	 腫瘍免疫には抗原特異的CTLのみならずNK細胞なども深く関与しているが、それ
らの細胞を介した腫瘍進展の抑制機構に関する STING 経路の役割については明らか
になっていない。そこで今回NK細胞を介した抗腫瘍免疫応答におけるSTING経路の
役割を解明することを目的とし、解析を行った。NK 細胞の活性化は活性化リガンド
と抑制性リガンドのバランスにより制御される。腫瘍細胞の中にはNK細胞の抑制性
リガンドであるHistocompatibility Complex	(MHC) classⅠ分子の発現が低いものが存
在し、それらがNK細胞の標的になると考えられている。今回はSTING KOマウスに
対し、当研究室において樹立されたMHC classⅠ分子の発現が低いマウスメラノーマ
細胞株である B16D8細胞を皮下移植する担癌マウスモデルを用いて解析を行なった。
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その結果、宿主細胞の STING経路は IL-33及び IP-10の腫瘍内における発現誘導に寄
与し、NK細胞依存的な腫瘍増殖制御に重要な役割をきたすことが明らかとなった。 
	 一方で、腫瘍組織の大部分は腫瘍細胞によって構成されているため、次に腫瘍細胞

自体のSTING経路が抗腫瘍免疫応答に与える影響についても検討した。その結果、腫
瘍細胞自体のSTING経路はCCL5及び IP-10の腫瘍内での発現誘導に寄与し、宿主の
細胞と協調してNK細胞依存的な腫瘍増殖制御に寄与していることが明らかとなった。 
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材料と方法 

 
1.実験材料 
 
前章までに記載されたものは一部省略する。 
 
1-1	 マウス 
 
 C57BL/6マウスはCLEA社より購入した。STING欠損マウスはNPO法人発生工学研
究会（大阪大学微生物病研究所	 伊川正人教授、岡部勝名誉教授）との共同研究によ

り作出した。作出手順については下記実験方法において記載する。全てのマウスは北

海道大学大学院医学研究科付属動物実験施設においてSPF環境で飼育した。動物実験
は北海道大学動物実験に関する規定に従い、承認を受けて行った。 
 
 
 
1-2.	 細胞 
 
溶液及び緩衝液の組成 
	      

ACK lysis buffer 150 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0.1 mM Na2EDTA 
 
以下の試薬を各メーカーより購入した。 
 

HEPES GIBCO-Invitrogen 
 
 
B16D8細胞 / STING KO-B16D8細胞  
	 マウスメラノーマ細胞株 B16D8 細胞は当研究室において樹立された。また STING 
KO-B16D8細胞はCRISPR/Cas9システムを用いて当研究室において樹立された。樹立
方法に関しては下記実験方法において記載する。あらかじめ 56°Cで 30分加熱し非働
化した 10% (v/v)ウシ胎児血清FBS、100 mU/ml PenicillinG、100 µg/ml Streptomycinを
添加したRPMI1640を用い、37°C、5% CO2の条件下で培養した。細胞の継代は confluent
になり次第行い、細胞の回収はトリプシン液を用いた。 
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マウス骨髄由来樹状細胞（Bone marrow derived dendritic cell : BMDC） 
	 培養液としてあらかじめ56°Cで30分加熱し非働化した10% (v/v)ウシ胎児血清FBS、
10 mM HEPES、100 mU/ml PenicillinG、100 µg/ml Streptomycin、55 µM 2-MEを添加し
た RPMI1640を用いた。まずマウスより大腿骨を摘出し、70%エタノールで 2分間処
理し、PBSで 2回洗浄を行った。大腿骨の両端を切断し、RPMIに浸し、24 Gの針を
つけたシリンジを用いて、骨髄細胞を回収した。メッシュを通し、15 ml のチューブ
に移し、1,500 rpm、5分間遠心した。沈殿した細胞を 1 mlのACK lysis bufferに懸濁し、
赤血球を溶解した。10 mlの培地で洗浄後 10 ng/ml GM-CSF（PeproTech）を含むRPMI
を用いて 1×106 cells/ml になるよう再懸濁し、1 ml/well で 24 well plate に播種した
（day0）。2日に一度、培養液を新しい培養液に交換し（day2及び day4）、軽いピペッ
ティングにより浮遊細胞及び軽度の付着細胞をBMDCとして回収した（day6）。 
 
 
 
1-3.	 その他の試薬 
 
STINGリガンドである 2’-3’-cGAMPは Invivogenより購入した。 
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2.	 	 実験方法 
 
2-1.	  CRISPR/Cas9システムによるSTING欠損マウスの樹立 
 
	 CRISPR/Cas9システムによるSTING欠損マウス（STING KOマウス）の樹立のため、
まず STINGをコードする遺伝子である Tmem173 の Exon3を標的とする gRNA配列
（5′-CACCTAGCCTCGCACGAACT-3′）を設計した。導入ベクターとしては gRNA、Cas9
を発現する pX330ベクターを使用した。Tmem173を標的とした gRNA配列を組み込
んだ pX330ベクターをC57BL6マウスの受精卵に注入し、Tmem173 Exon3に 5塩基ヘ
テロ欠損をもつファウンダー世代マウス（Tmem173Cr5/+）を得た。遺伝子欠損はサン

ガーシークエンスにより確認した。Tmem173Cr5/+マウス同士を掛け合わせることによ

り 5 塩基ホモ欠損マウス（Tmem173Cr5/Cr5）を得た。Tmem173Cr5/Cr5マウスの脾細胞溶

解液を用いてウエスタンブロットを行い、STINGタンパクの欠損を確認した。塩基配
列及びウエスタンブロットの結果は実験結果に記載し、標的配列及び標的配列近傍の

ゲノム配列の増幅に用いたプライマーセットを以下表 2-1に示す。以降Tmem173Cr5/Cr5

マウスをSTING KOマウスと呼称する。 

 
 
 
2-2.	 CRISPR/Cas9システムによるSTING欠損B16D8細胞の樹立	  
 
	 B16D8細胞においてCRISPR/Cas9システムを利用し、以下の手順でSTINGを欠損
させた。導入ベクターとしては pX330-PGK-Puro-3F ベクターを用い、目的遺伝子に応
じた guide RNA（gRNA）配列をこのベクターに組み込んで使用した。gRNA配列につ
いては、STING欠損マウスを樹立した際に用いた配列を使用した。 
	 B16D8細胞を 24 well plate に播種し、翌日 Lipofectamin 2000 を使用し、Tmem173 
Exon3を標的とした gRNAが挿入された pX330-PGK-Puro-3F（100 ng/well）を遺伝子
導入した。48時間後、終濃度 3 mg/mlの割合でPuromycinを添加し、さらに 48時間後
に付着細胞を回収した。得られた細胞集団について限界希釈を行い、1細胞/1wellの割
合で 96 well plateに播種した。約 2-3週間後に得られた各細胞株について標的配列近傍
のゲノム配列を確認すると共に、ウエスタンブロットを行ってタンパクの欠失を確認

することにより、ノックアウト細胞のスクリーニングを行った。標的配列及び標的配

列近傍のゲノム配列の増幅に用いたプライマーセットを以下に示す。 
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表 2-1. CRISPR-Cas9標的配列（STING） 
 

 gRNA sequence（5’→3’） 
Tmem173（cording STING） CACCTAGCCTCGCACGAACT 

 
 
表 2-2. 標的配列近傍のゲノム配列の増幅に用いたPrimer list 

 Primer sequence（5’→3’） 
Forward: ATGGGACTAGCTGGGCTGGGAGACCCAAG 
Reverse: GCTTAGGGACTTATAGAGGACCAGAAGGCC 

 
 
表 2-3. ウエスタンブロットに用いた抗体 

  希釈倍率 
Anti-STING（D2P2F）pAb Cell signaling 1/1,000 
Anti-β-actin mAb SIGMA 1/500 
HRP-conjucated secondary antibodies Biosource 1/40,000 

 
 
 
2-3.	 B16D8細胞を用いた腫瘍移植実験 
 
	 腫瘍移植実験には 8-12週齢のC57BL6雌マウスを用いた。背部の毛を刈り、6×105

個のB16D8細胞を背部に皮下移植した。腫瘍容積は 2-3日毎にノギスを用いて測定し
た。腫瘍容積は以下の式を用いて算出した。腫瘍容積（mm3）=長径×短径×短径×0.4。
またNK細胞の除去実験は、腫瘍径が 700-1000 mm3に到達した時点で抗NK1.1抗体
を含むマウス腹水を腹腔内投与した。 
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2-4.	 抗体染色ならびにFACS解析 
 
溶液及び緩衝液の組成 
 

FACS buffer 10% FCS, 5 mM EDTA-PBS(-) 
 
以下の抗体を各メーカーより購入した。 

  希釈倍率 
Purified anti-mouse CD16/32（2.4G2）antibody Biolegend 1/500 

FITC-conjugated anti-mouse NKp46（29A1.4）antibody Biolegend 1/200 

FITC-conjugated anti-mouse H-2Kb（AF6-88.5）antibody Biolegend 1/200 

FITC-conjugated anti-mouse H-2Db（CL9009F）antibody Biolegend 1/200 

PE- conjugated anti-mouse CD4（GK1.5）antibody Biolegend 1/200 

APC- conjugated anti-mouse CD8a（53-6.7）antibody Biolegend 1/200 

Alexa Fluor○R700-conjugated anti-mouse CD3（17A2）antibody Biolegend 1/200 

PE/Cy7-conjugated anti-mouse NK1.1（PK136）antibody Biolegend 1/200 

APC/Cy7-conjugated anti-mouse CD45（30-F11）antibody Biolegend 1/200 

 
 
	 解析対象となる細胞懸濁液について、FACS bufferで２回洗浄した後、anti-mouse 
CD16/32抗体を用いて 4°C、5分間のブロッキングを行なった。5分後、蛍光抗体を用
いて 4°C、15分間の染色を行なった後、FACS bufferで洗浄した。蛍光抗体により染色
した細胞はFACS AriaⅡ（BD）及びFACS caliber（BD）を用いて解析を行なった。 
 
 
 
2-5.	 腫瘍組織内に浸潤した免疫細胞の解析 
 
溶液及び緩衝液の組成 
 

Enzyme mix solution 50 mg/ml Collagenase Type I (SIGMA), 50 mg/ml 
Collagenase Type IV (Invitrogen), 25 mg/ml 
Hyaluronidase (Rhoche), 10 mg/ml DNase I (Roche)  
in Hank’s balanced salt solution（HBSS: SIGMA） 
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	 腫瘍移植後 12-15日に担癌マウスより腫瘍を回収し、HBSS中でハサミ・カミソリ
を用いて細断した。懸濁液にEnzyme mix solutionを 1/20 vol.分加え、33°Cにおいて 15
分間反応させた。その後、100 µm cell strainer（BD）を用いて濾過し、ACK Lysis処理
によって赤血球を除去した。HBSSで洗浄後、さらに 40 µm cell strainer（BD）を用い
て濾過を行った。得られた細胞懸濁液について蛍光標識された抗体によって染色し、

FACS AriaⅡを用いて腫瘍細胞中の細胞集団について解析を行った。 
 
 
 
2-5.	 腫瘍組織全体の遺伝子発現の解析 
 
	 腫瘍移植後 12-15日に担癌マウスより腫瘍を回収し、HBSS中でハサミ・カミソリ
を用いて細断した。懸濁液の一部を回収し、3,000 rpm、2分間遠心し、得られたペレ
ットをTrizolに溶解した。第 1章で述べた手順通りにRNAを回収し、DNase1処理、
EDTA処理を行なった後、逆転写反応によって cDNAを合成した。得られた cDNAを
用いて定量PCRを行い、各種遺伝子の発現について検討した。定量PCRに用いたプ
ライマーの配列については以下に示す。 
 
 
表 3:	 定量PCR primer list 
 

Target gene Sequence（5’→3’） 
Mouse Rae-1 F TGGACACTCACAAGACCAATG 

 R CCCAGGTGGCACTAGGAGT 
Mouse IFN-β F CCAGCTCCAAGAAAGGACGA 

 R CGCCCTGTAGGTGAGGTTGAT 
Mouse IFN-γ F GATATCTGGAGGAACTGGCAAAAG 

 R AGAGATAATCTGGCTCTGCAGGAT 
Mouse GzmB
（Granzyme B） 

F TCCTGCTACTGCTGACCTTGTC 
R ATGATCTCCCCTGCCTTTGTC 

Mouse Prf1
（Perforin） 

F CAAGGTAGCCAATTTTGCAGC 
R GGCGAAAACTGTACATGCGAC 

Mouse IL-33 F CATGCCAACGACAAGGACTA 
 R GCTCTCATCTTTCTCCTCCA 

Mouse IP-10 F GTGTTGAGATCATTGCCACGA 
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 R GCGTGGCTTCACTCCAGTTAA 
Mouse CCL5 F TGCCCACGTCAAGGAGTATTT 

 R TCGAGTGACAAACACGACTGC 
Mouse GAPDH F GAGTCAACGGATTTGGTCGT  

 R TTGATTTTGGAGGGATCTCG  
 
 
 
2-6. WST-1 assay 
 
以下の試薬を各メーカーより購入した。 
 

2-(4-Iodophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium, 
monosodium salt (WST-1)  

Dojindo.  
 

1-Methoxy-5-methylphenazinium methylsulfate (1-Methoxy PMS)  Dojindo.  
 
	 B16D8、Control-B16D8及びSTING KO-B16D8を5000個/wellの割合で96 well plateに播
種し、37°C、24時間及び48時間培養した。1-Methoxy PMSで10倍に希釈したWST-1を
培養上清に1/10量添加し、37°Cで4時間静置した。4時間後、培養上清を450 nmの吸光
度を測定し、細胞生存能とした。  
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実験結果 
 
2-1.	 STING 欠損マウスの樹立 
	  
	 当研究室で樹立されたマウスメラノーマ細胞株B16D8はMHC class 1発現が低く、
またNK細胞の活性化リガンドであるRae-1が高発現している細胞であり、NK細胞
の標的となりうる腫瘍細胞と考えられる。今回NK細胞を介した腫瘍増殖抑制機構に
STING経路が関与しているか検討するため、WT、STING KOマウスにB16D8細胞を
皮下移植する担癌マウスモデルを構築した。まずCRISPR-Cas9システムを用いて
STING KOマウスを樹立した。このマウスはSTINGをコードする遺伝子である
Tmem173のExon3領域に 5塩基欠損が生じた変異マウスであり（Fig.2-1 A）、フレー
ムシフトが起きた結果（Fig.2-1 B）、STINGタンパクが欠失している（Fig.2-1 C）。マ
ウスの骨髄より誘導した樹状細胞を用意し、STINGのリガンドとして知られる
2’-3’-cGAMPで刺激を行なったところ、STING KOマウスにおいては 2’-3’-cGAMPへ
の応答性が消失することも確認された（Fig.2-1 D）。以降このマウスを用いて解析を行
う。 
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Figure. 2-1	 CRISPR-Cas9システムによる STINGノックアウトマウスの樹立 
（A）	C57BL6/J（WT）、Tmem173WT/Cr5 、及びTmem173Cr5/Cr5 マウスのゲノム配列を

示している。gRNA配列及びPAM配列はゲノム配列の上部に示した。標的
配列の近傍領域配列をPCR反応において増幅し、その断片のシークエンス
を確認した。5塩基の欠損については以降Cr5と表記し、配列については図
において灰色で示した。 

（B）	WT及びTmem173Cr5/Cr5 マウスにおけるSTINGのアミノ酸配列を示している。
Tmem173Cr5/Cr5 マウスにおいてはSer-53よりフレームシフトによる変化が生
じており、アスタリスク（*）で示した時点でストップコドンが生じている。 

（C）	WT及びTmem173Cr5/Cr5 マウスの脾細胞におけるSTINGタンパク質の発現を
検討した。これらのマウスより脾細胞を回収し、その細胞可溶化液について

SDS-PAGEによって分離した。その後抗STING抗体及び抗β-actin抗体を用
いたウエスタンブロットによって、タンパク質の検出を行なった。ここで

Tmem173Cr5/Cr5 マウスにおけるSTINGタンパク質の欠損が確認されたので、
以降の実験においてSTING KOマウスと呼称する。 

（D）	WT及び Tmem173Cr5/Cr5 （STING KO）マウスの骨髄より樹状細胞（BMDC）
を誘導し、それぞれにSTINGリガンドである 2’-3’-cGAMP（0、10 µg/ml）
による 4時間の刺激を行なった。その後各細胞よりRNAを抽出し、RT-qPCR
法により IFN-β mRNAの発現量を評価した。GAPDHを内部標準とし、その
発現量の比を示した。 
 

 
 
2-2.	 STING KOマウスではNK細胞依存的なB16D8の増殖制御機構が破綻する 
 
	 実際にNK細胞を介した腫瘍増殖抑制機構にSTING経路が関与しているか検討する
ため、WT、STING KOマウスの背側にB16D8を移植し、腫瘍増殖を評価したところ、
WTに比べSTING KOマウスにおいて著名な腫瘍の増大を認めた（Fig.2-2 A）。次に
NK1.1抗体を投与してNK細胞を除去したところ、WTマウスにおいては無処理群に
比べ有意な腫瘍の増大を認めた（Fig.2-2 B左図）。一方で、STING KOマウスにおける
腫瘍の増殖については、NK細胞の除去の影響は認められなかった（Fig.2-2 B右図）。 
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A 

  
B 	   

 
 
 
Figure. 2-2	 STINGは NK細胞依存的な腫瘍増殖制御に重要な役割を果たす。 
（A）	WT（n=5-15）及びSTING KO（n=5-7）マウスにB16D8細胞を皮下移植し、腫

瘍径を測定した。 
（B）	WT（左図：各群 n=5）及びSTING KO（右図：各群 n=5）マウスにB16D8細

胞を皮下移植し、腫瘍系が 700-1000 mm3に到達した段階で抗NK1.1抗体を含
むマウス腹水を腹腔内投与しNK細胞の除去を行った。矢印はマウス腹水を投
与した日を示す。 
各々の測定値は独立した 2回の実験のうちの代表例であり、腫瘍径±標準偏差
を示している。*; p<0.05、**; p<0.01 
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2-3.	 STING KOマウスでは腫瘍浸潤NK細胞の割合が低下する 
 
	 STING KOマウスではB16D8に対するNK細胞依存的な腫瘍制御機構が破綻してい
ると考えられたので、その原因について検討した。まず腫瘍内に浸潤しているNK細
胞をはじめとするエフェクター細胞の割合についてフローサイトメーターを用いて解

析した。その結果、STING KOマウスにおいて腫瘍内に浸潤するNK細胞の割合が著
減していることが明らかとなった（Fig.2-3 A）。一方で、腫瘍内に浸潤するCD8+ T細
胞またはCD4+ T細胞の割合は変化していなかった（Fig.2-3 B）。 
 
 
	 	 A 	  B 

 

 
 
Figure.2-3	 STING KOマウスでは腫瘍内に浸潤するNK細胞の割合が減少する。 
	 WT及びSTING KOマウスにB16D8を皮下移植し、移植後 13または 14日後に腫瘍
組織を回収し、腫瘍内に浸潤しているCD45+細胞中のNK細胞（A）、CD8+ T細胞及
び CD4+ T 細胞（B）の割合を FACS AriaⅡ を用いて解析した。このとき

CD3-CD19-NK1.1+NKp46+の細胞集団を NK 細胞とし、CD3+CD8+を CD8+ T 細胞、
CD3+CD4+をCD4+ T細胞とした。n.s; not significant、*; p<0.05 
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2-4.	 STING KOマウスではB16D8腫瘍内において 1型免疫応答が減弱する 
 
	 次にこの腫瘍組織から RNA を抽出し、腫瘍組織全体における遺伝子発現の変化を
確認した。その結果、STING KOマウスの腫瘍組織において IFN-g、Granzyme B、Purfolin
など 1型免疫応答を担う各種エフェクター分子や、Ⅰ型 IFNの一つである IFN-bの発
現が低下していることが明らかとなった（Fig.2-4 A,B）。一方NK細胞の活性化因子で
あるRae-1の発現については、変化は認められなかったFig.2-4 B）。 
 
 
A 

 
B 

  
 
Figure.2-4	 STING KOマウスでは腫瘍内における 1型免疫応答が減弱する。 
	 WT及びSTING KOマウスにB16D8を皮下移植し、移植後 13または 14日後に腫瘍
組織を回収した。腫瘍組織を細断しRNAを抽出し、RT-qPCR法により IFN-γ、Granzyme 
B、Perforin（A）、IFN-β、Rae-1（B）のmRNA量を定量した。GAPDHを内部標準と
し、その比を示した。n.s; not significant、*; p<0.05 
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2-5.	 STING KOマウスにおけるB16D8腫瘍内においてのNK細胞誘導因子の発現 
 
	 STING KOマウスにおいてNK細胞が腫瘍組織内に浸潤できない可能性として、腫
瘍内にNK細胞を誘引する機構に問題があると考え、各種ケモカインに着目した。こ
れまでの報告から腫瘍内への NK 細胞の誘引には IFN-γや CXCR3 リガンドである
IP-10が重要であることが知られており 102、近年になって IL-33もNK細胞の腫瘍内へ
の誘引に寄与する因子であることが明らかになってきた。まずこれらの因子への影響

について検討したところ、STING KOマウスの腫瘍組織において IL-33及び IP-10の遺
伝子発現が減弱していることが明らかとなった（Fig.2-5 A,B）。一方で、NK細胞の腫
瘍内への誘引、活性化に寄与するケモカインである CCL5103の発現には影響はみられ

なかった（Fig.2-5 C）。 
 
 
	 A	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 B	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 C 

 
 
 
Figure.2-5	 STING KOマウスでは腫瘍内における IL-33及び IP-10の発現が減少
する。 
	 WT及びSTING KOマウスにB16D8を皮下移植し、移植後 13または 14日後に腫瘍
組織を回収し、腫瘍組織よりRNAを抽出し、RT-qPCR法により IL-33（A）、IP-10（B）、
CCL5（C）のmRNA量を評価した。GAPDHを内部標準とし、その比を示した。n.s; not 
significant、*; p<0.05 
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2-6.	 STING欠損B16D8細胞の樹立 
 
	 これまでの結果より、腫瘍組織に存在する生体側の細胞のSTING経路が IP-10及び
IL-33の誘導に寄与し、NK細胞を腫瘍組織中に誘導することでNK細胞依存的な抗腫
瘍効果を導くことが示唆された。一方で腫瘍組織の大部分は腫瘍細胞によって構成さ

れているが、腫瘍細胞自体のSTING経路が腫瘍微小環境にどのような影響を与えてい
るかについては多くの部分が明らかになっていない。我々は次に腫瘍細胞自体の

STING経路が腫瘍微小環境にどのような影響を及ぼすか検討するため、CRISPR-Cas9
システムを用いてSTING欠損B16D8細胞（STING KO-B16D8細胞）を樹立した。こ
のとき gRNA配列を含まない pX330ベクターを導入し、STING KO-B16D8と同様に
薬剤選抜することで樹立した細胞株（Control-B16D8細胞）をコントロール株として
用いた。まずウエスタンブロットによりSTINGタンパクの欠失を確認した（Fig.2-6 A）。
STINGを欠損させた場合においても、in vitroにおいてはその生存や細胞増殖に影響は
及ぼさなかった（Fig.2-6 B）。またMHC class1及びRae-1の発現についてもSTINGを
欠損させたことによる変化は認められなかった（Fig.2-6 C,D）。次にSTINGリガンド
である 2’-3’-cGAMPによる刺激への応答性について確認したところ、B16D8細胞及び
Control-B16D8細胞においてはわずかではあるが IFN-βの発現誘導が生じたが、STING 
KO-B16D8細胞に2’-3’-cGAMPによる刺激を行っても IFN- βの発現誘導は全くみられ
なかった（Fig.2-6 E）。以上の結果より、STING KO-B16D8細胞はその細胞増殖や生存
に関して影響はなく、またMHC class1及びRae-1の発現についても変化はないため、
親株であるB16D8と同様にNK細胞の標的となる細胞である可能性が高い。また
STING KO-B16D8細胞はSTINGリガンドへの応答性が欠如しており、STING経路の
破綻が生じていることが確認された。以降、これらの細胞株を用い腫瘍実験を行なっ

た。 
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C	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 D 

 
 
E 
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Figure.2-6	 CRISPR-Cas9システムによる STING KO-B16D8細胞の樹立とその性
質の検討 
（A）	B16D8、Control-B16D8及びSTING KO-B16D8の細胞可溶化液について

SDS-PAGEによって分離し、その後抗STING抗体及び抗β-actin抗体を用いた
ウエスタンブロットによりタンパク質を検出した。 

（B）	B16D8、Control-B16D8及びSTING KO-B16D8を 5000個/wellの割合で 96 well 
plateに播種し、WST-1 assayにより 24時間及び 48時間後の細胞増殖及び生存
を検討した。 

（C）	B16D8、Control-B16D8及びSTING KO-B16D8を蛍光標識抗H2-Db抗体及び抗

H2-Db抗体により染色し、FACS Cliburにより解析した。 
（D）	B16D8、Control-B16D8及びSTING KO-B16D8よりRNAを抽出し、RT-qPCR

法によりRae-1 mRNAの発現量を評価した。GAPDHを内部標準とし、その発
現量の比を示した。 

（E）	B16D8、Control-B16D8及びSTING KO-B16D8において 2’-3’-cGAMPを用いて
0、2、4時間の刺激を行った。2’-3’-cGAMPを培養液中に添加する場合は終濃
度が 10 µg/ml、50 µg/mlとなるように、リポフェクション試薬により細胞内に
導入する場合は 1 µg/ml、3 µg/mlの濃度とした。刺激後、各細胞よりRNAを
抽出し、RT-qPCR法により IFN- β mRNAの発現量を評価した。GAPDHを内
部標準とし、その発現量の比を示した。ポジティブコントロールとしてB16D8
細胞に polyI:C（100 ng/well）による刺激を行なった際の IFN- β mRNAの発現
量を示した。 
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2-7.	  腫瘍細胞自体のSTING経路も抗腫瘍免疫応答に対し正に働く 
 
	 腫瘍微小環境に対する腫瘍細胞のSTING経路の影響を明らかにするため、STING
を欠損させた腫瘍細胞株（STING KO-B16D8株）をWTマウスに移植し、腫瘍の増大
について観察した。その結果、まずWTマウスにおいてControlに比べSTING 
KO-B16D8腫瘍において腫瘍の増大が確認された（Fig.2-7 A）。また、次に生体のSTING
経路と腫瘍細胞のSTING経路の役割の違いを検討するため、STING KOマウスに
STING欠損腫瘍株を移植し、全体としてSTINGを欠く担癌マウスモデルを構築した。
その結果、STING KOマウスにおいてControlに比べSTING KO-B16D8腫瘍の有意な
増大が確認された（Fig.2-7 B）。 
 
A	  B 

	 	 	 	 	 	 	  
 
Figure. 2-7	 腫瘍細胞自体の STING経路も抗腫瘍免疫応答に寄与する。 
	 WT（A）及びSTING KO（B）（各群 n=4-6）マウスにControl-B16D8及びSTING 
KO-B16D8細胞を 6×105/匹で皮下移植し、腫瘍径を測定した。各々の測定値は独立し
た 2回の実験のうちの代表例であり、腫瘍径±標準偏差を示している。*; p<0.05 
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2-8.	 腫瘍細胞のSTING経路もNK細胞の腫瘍内への誘引に寄与し、I型免疫応答を
誘導する 
 
	 腫瘍細胞自体のSTING経路が腫瘍微小環境にどのような影響を及ぼしているか検
討するため、まず腫瘍内に浸潤しているNK細胞の割合について解析した。STING KO
マウスにControl-B16D8及びSTING KO-B16D8細胞を移植し、12日目に腫瘍塊を回収
した。フローサイトメーターを用いた解析を行なったところ、STING KO腫瘍を移植
した群において、腫瘍内に浸潤するNK細胞の割合が減少していることが明らかとな
った（Fig.2-8 A）。次にこの腫瘍組織からRNAを抽出し、腫瘍組織全体における遺伝
子発現の変化を確認した。その結果、STING KO腫瘍において IFN-γ、Granzyme、Purfolin
といった I型免疫応答を担う分子のmRNA発現が低下していることが明らかになった
（Fig.2-8 B）。またこのとき IFN-βやRae-1の発現について大きな変化は見られなかっ
た（Fig.2-8 C）。 
 
A 

 
B 
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C 

 
 
Figure. 2-8	 腫瘍細胞の STING経路も NK細胞を腫瘍内に誘引し、I型免疫応答
を誘導する。 
	 STING KO（各群 n=4-6）マウスにControl-B16D8及びSTING KO-B16D8細胞を 6
×105/匹で皮下移植し、12日後に腫瘍塊を回収した。腫瘍組織を細断したのちに
Enzyme mix処理を行い、得られた細胞懸濁液についてNK細胞の割合をFACS AriaⅡ

を用いて解析した（A）。このときCD3-CD19-NK1.1+NKp46+の細胞集団をNK細胞と
した。また、細断した腫瘍組織からRNAを回収し、RT-qPCR法により IFN-γ、Granzyme、
Purfolin（B）、IFN-β、及びRae-1（C）のmRNA発現量を評価した。GAPDHを内部標
準とし、その比を示した。各々の測定値は独立した 2回の実験の結果の合算である。
n.s; not significant、*; p<0.05 
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2-9.	  STING KO-B16D8腫瘍内においてのNK細胞誘導因子の発現 
	  
	 腫瘍細胞自体のSTING経路がNK細胞の腫瘍内への誘因に寄与していることが示唆
されたため、次にSTING KO腫瘍組織全体におけるNK細胞誘引因子の遺伝子発現に
ついて検討を行った。その結果、腫瘍細胞のSTINGを欠損させた場合において IL-33
の発現について変化はないが（Fig.2-9 A）、一方で IP-10及びCCL5の発現が著名に減
少していることが明らかとなった（Fig.2-9 B）。また in vitroにおいてB16D8、
Control-B16D8、及びSTING KO-B16D8細胞に cGAMPによる刺激を行なったところ、
STING依存的にCCL5及び IP-10 mRNA発現の亢進を認めた（Fig.2-9 C）。この時、無
刺激時における発現を比較したところ、STINGを欠損させることによりB16D8細胞
におけるCCL5 mRNA発現が著減していることが明らかとなった（Fig.2-9 D）。 
	  

 
A	 	 	 	 	 	 	 	  	 	 	 B	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	     

 
C	  
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D  

 
 
 
Figure. 2-9	  腫瘍細胞の STING 経路は腫瘍内における IP-10及び CCL5の発現
誘導に寄与する。 
（A,B）	  STING KO（各群 n=4-6）マウスにControl-B16D8及びSTING KO-B16D8

細胞を 6×105/匹で皮下移植し、12日後に腫瘍塊を回収した。腫瘍組織を細
断したのち、RNAを回収し、RT-qPCR法により IL-33、IP-10、及びCCL5
のmRNA量を評価した。GAPDHを内部標準とし、その比を示した。各々
の測定値は独立した 2回の実験の結果の合算である。 

	 	 	 	  n.s; not significant、*; p<0.05 
（C,D）    B16D8、Control-B16D8及びSTING KO-B16D8において 2’-3’-cGAMPを

用いて 4時間の刺激を行った。終濃度が 10 µg/ml、50 µg/mlとなるように
2’-3’-cGAMPを培養液中に添加、又はリポフェクション試薬により細胞内
に導入し刺激を行なった。刺激後、各細胞よりRNAを抽出し、RT-qPCR
法によりCCL5及び IP-10 mRNAの発現量を評価した。GAPDHを内部標
準とし、その発現量の比を示した。（D）は無刺激時の遺伝子発現につい
て細胞株間で比較をしている。 
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考察 
 
	 本研究において、STING KOマウス及びB16D8メラノーマ細胞株を用いた解析によ
り、腫瘍微小環境における生体及び腫瘍細胞自体のSTING経路がNK細胞依存的な腫
瘍増殖制御に寄与することが明らかになった。腫瘍組織に浸潤している宿主側の細胞

のSTING経路は IP-10、IL-33の発現誘導に重要であり、一方で腫瘍細胞側のSTING
経路は IP-10、CCL5の発現誘導に寄与する。これらの遊走生因子がNK細胞を腫瘍内
へ誘引し、NK細胞依存的な抗腫瘍免疫応答を引き起こすものと考えらえる。宿主及
び腫瘍細胞のいずれのSTING経路もNK細胞依存的な抗腫瘍効果を引き起こすために
必要であると考えられるが、そこに関与する因子については違いがあることも示唆さ

れた。 
 
	 過去の報告によると腫瘍内に存在する樹状細胞等の抗原提示細胞 75,76、または血管

内皮細胞 104など様々な宿主細胞のSTING経路が I型 IFN産生を介した抗腫瘍効果の
誘導に関与していることが明らかにされてきた。I型 IFNはそれ自体がNK細胞及びT
細胞の活性化に寄与し、また IFN誘導性遺伝子の発現を促進することによって抗腫瘍
免疫応答を起動させる 74。今回の解析においても宿主細胞のSTING経路は腫瘍組織内
における I型 IFNの発現に寄与していることが確認され（Fig.2-4 B）、NK細胞を介し
た抗腫瘍免疫応答の増強に寄与していることが示唆される。 
	 一方で最近になって、腫瘍細胞由来の I型 IFNが抗腫瘍作用に寄与するという可能
性が示唆された。腫瘍細胞内ではDNA損傷応答が活発であり、そこから細胞質内で
発生したDNA断片によりSTING経路依存的に I型 IFN 産生が誘導され、またRae-1
の発現に寄与する場合もあることが報告されている 105。しかしB16D8の場合はこの
見解との一致は認められなかった。確かにB16D8細胞においてcGAMPの刺激により、
STING依存的に I型 IFNの発現はわずかに誘導されるが、その発現量はごく微量であ
った（Fig.2-6 E）。また腫瘍細胞のSTINGを欠損させたことによる腫瘍組織全体での I
型 IFNの発現減少は有意なものではなく（Fig.2-8 C）、B16D8細胞自体のSTING経路
は、I型 IFNの発現誘導という側面での抗腫瘍免疫応答への関与は小さいと考えられ
る。そもそもSTINGは組織ごとに発現の程度は大きく異なっており、腫瘍細胞株の由
来によってSTING経路の意義は異なる可能性が高いと考えられる。 
 
	 1つの細胞が複数のサイトカインやケモカインによって遊走が調節されることが以
前より知られている。IP-10はNK細胞 102のみならずT細胞の腫瘍内への誘導にも関
与する因子である 106。 
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	 今回の我々の解析においてSTING KOマウスにおいて腫瘍内のNK細胞の割合は著
減を示したが、T細胞の割合はあまり変化しなかった（Fig.2-3）。最近になって IL-33
が腫瘍内へNK細胞を選択的に誘引する因子であることが示唆され 107、またSTING 
KOマウスでは腫瘍内での IL-33発現が減少していたことより（Fig.2-5 A）、この今回
のSTING KOマウスにおけるNK細胞選択的な浸潤機構の破綻には、宿主細胞由来の
IL-33の影響があると想定される。IL-33は腸管上皮細胞においてSTING-IRF3経路依
存的に発現が誘導されることが報告されており 108、今回の我々の結果と合わせて考え

ると、腫瘍微小環境においても同様の機構が存在するものと予想される。また今回の

解析では腫瘍微小環境においてIL-33及びIP-10を産生する宿主細胞の同定には至って
おらず、さらなる解析が求められる。 
	 腫瘍微小環境において宿主のSTING経路を刺激しているのは死んだ腫瘍由来の
DNAであることが示唆されているが 75,76、その取り込み機構や取り込んだDNAが細
胞質内へ移行する機構については未だ不明である。また、この際のDNAセンサーは
cGASなのか、また他のセンサー分子はどのような働きを持つのか、今後の解析が待
たれる。 
	  
	 またB16D8細胞自体のSTING経路は IL-33の発現誘導に寄与しないことが明らか
になった（Fig.2-9 A）。一方でNK細胞の遊走、活性化に寄与するCCL5または IP-10
の発現誘導についてはB16D8細胞のSTING経路の寄与が示唆された（Fig.2-9 B）。さ
らに in vitroでの解析の結果、B16D8細胞において cGAMP刺激によりSTING依存的
にCCL5及び IP-10の発現が誘導される（Fig.2-9 C）。また興味深いことにSTINGを欠
損させると定常状態においてすでにCCL5の発現が著減することが確認された
（Fig.2-9 D）。前述の通り腫瘍細胞内ではDNA損傷応答が盛んであり、細胞質内には
正常細胞よりDNA断片が豊富に含まれていることが知られており 105,109、定常状態に

おいてSTING経路依存的にCCL5産生がなされている可能性がある。 
	 また IP-10はSTING経路依存的に発現誘導が生じる遺伝子ではあるが、一方でⅠ型
及びⅡ型 IFNによって発現誘導されることが知られている 106。in vitroでの解析におい
て IP-10はSTINGを欠損させても定常状態において発現の減少は認められなかったが
（Fig.2-9 D）、腫瘍細胞のSTING経路が欠損すると腫瘍組織全体における IP-10の発
現は減少を認めた（Fig.2-9 B）。実際の腫瘍組織内では、何らかの刺激によりB16D8
細胞内においてDDRが促進し、リガンドである dsDNAが豊富になることにより
STING経路の活性化が直接生じている可能性と、STING経路依存的に発現誘導された
他の因子の関与によって腫瘍内に誘引されたNK細胞による IFN-γ産生などによって、
二次的に IP-10の発現が誘導されている可能性が考えられる。 
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	 実際に腫瘍細胞内のSTING経路を刺激しているリガンドがDDRに由来する細胞質
内DNAであるならば、そのDNAセンサーは cGASなのか、他のセンサー分子はどの
ような働きを持つかという点に関しても検討課題である。また一方で、in vitroでの解
析においてB16D8細胞に cGAMPを培養上清中に加えたのみでもSTING経路依存的
な応答が見られたことから、B16D8細胞は cGAMPを取り込むことが可能であると考
えられる（Fig.2-8 C 及び Fig.2-9 C）。この結果より、腫瘍細胞内のSTING経路を刺
激するリガンドとして、死細胞から放出された cGAMPなどの小分子の可能性も考え
られ、今後解析を行なってゆく。 
 
	 STING経路依存的に発現に影響を受ける因子は多数存在するため、その中でNK細
胞依存的な抗腫瘍効果を引き起こす因子が IL-33、IP-10、CCL5以外にも存在する可能
性は高いと考えられる。今後、網羅的な解析を通じて、この自発的なNK細胞依存的
な抗腫瘍効果へのSTING経路の関与の全体像を明らかにしていくことが求められる。 
	 また一方で腫瘍内におけるNK細胞の割合が減少する原因として、他にもNK細胞
自体の遊走能の異常、または腫瘍内でのNK細胞の維持機構の破綻が想定され、これ
らについてもさらなる検討が必要である。 
	  
	 昨今、抗腫瘍免疫療法において免疫アジュバントとしてSTINGアゴニストを投与す
る試みが盛んになされている。生理的なリガンドである cGAMPなどのCDNの活用
のみならず、それに化学修飾を施しCDNの構造を変化させる、又はドラックデリバ
リーの手法を工夫することによってSTING経路の活性化をより効率よく誘導する研
究も進行している 77-79。今回の解析において、少なくともB16D8細胞においては宿主
のみならず腫瘍細胞のSTING経路も抗腫瘍免疫応答に寄与するが、関与する因子には
違いがあることが示唆された。これはSTINGアゴニストの投与による抗腫瘍効果が生
体の細胞のみならず腫瘍細胞そのものに作用した影響を含んでいる可能性を示唆して

おり、宿主及び腫瘍細胞それぞれのSTING経路を適切に活性化することにより、より
強い腫瘍免疫応答を導くことができる可能性があると考えられる。 
	 今後B16D8以外の様々な腫瘍細胞においてSTING経路の意義を理解することによ
り、宿主細胞のみならず腫瘍細胞のSTING経路を標的とした抗腫瘍免疫療法の開発が
期待される。 
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総括および結論 
 
本研究において、以下の知見が得られた。 
 
1. MDA5の新規結合因子としてRIOK3及びDNAJB1を同定した。 

 
2. RIOK3はMDA5由来の自然免疫応答を抑制する。 
 
3. RIOK3はMDA5のSer-828をリン酸化する。 
 
4. RIOK3によるリン酸化によってMDA5の多量体形成は阻害され、そのシグナル活
性は抑制される。 

 
 
＜第一章第三節に関する事項は論文掲載の関係より省略させて頂きます。（2017
年 3月 16日現在）＞ 
 
 
5. 腫瘍微小環境において宿主及び腫瘍細胞自体のSTING経路がNK細胞依存的な腫
瘍増殖制御に寄与する。 
 

6. 腫瘍微小環境において宿主細胞のSTING経路は IL-33及び IP-10の発現誘導に寄
与し、腫瘍細胞のSTING経路はCCL5及び IP-10の発現誘導を担っている。 
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	 第一章においてMDA5の新規活性制御機構が明らかとなった。 
	 まずリン酸化酵素RIOK3によるMDA5 Ser-828のリン酸化がMDA5の多量体形成
を阻害し、シグナル活性を抑制していることを示した。MDA5はそのN末端及びC
末端においてリン酸化による厳密な制御を受けていると考えられる。MDA5はその活
性化に多量体形成が必須であるが、その制御を行う機構はこれまで明らかにされてい

なかった。RIOK3欠損細胞を用いた実験より、RIOK3は定常状態においてリン酸化を
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介してMDA5の多量体形成及び過剰な活性化を抑制していることが示唆された。これ
らの知見からMDA5タンパク質は翻訳からほどなくしてRIOK3によってリン酸化さ
れ、不活性化状態を維持してされていると予想しているが、時空間的な制御メカニズ

ムの解明は今後の課題である。また近年MDA5と自己免疫疾患の関与が示唆されてお
り、今回明らかとなった知見よりRIOK3はMDA5に由来する過剰な自己免疫応答を
制御している可能性が考えられる。今後RIOK3ノックアウトマウスの解析より、
RIOK3の自己免疫疾患への関与などについて検討していきたい。 
	  
＜第一章第三節の内容は論文掲載の関係より省略させて頂きます。（2017 年 3
月 16日現在）＞ 
 
	 第二章において腫瘍微小環境における宿主及び腫瘍細胞自体のSTING経路の意義
について、新たな知見を得た。腫瘍内に浸潤する抗原提示細胞のSTING経路が抗腫瘍
免疫応答を励起するするために必要であることが知られていたが、I型インターフェ
ロンによる制御が議論の中心であった。今回の研究によりSTING経路依存的なサイト
カイン及びケモカインの発現誘導もNK細胞依存的な自発的な抗腫瘍応答に重要な役
割を果たすことが示唆された。また腫瘍細胞自体のSTING経路については解析が不十
分であったが、今回の解析により腫瘍細胞のSTING経路も抗腫瘍免疫応答に寄与して
いる可能性が提示され、そこに関与する因子は宿主細胞のそれとは異なる可能性が示

唆された。 
 
	 昨今、腫瘍免疫療法が脚光を浴びており、STINGリガンドを免疫アジュバントとし
て投与する試みも非常に活発である。今回の我々の知見より、STING経路に依存した
抗腫瘍免疫応答が、抗原提示細胞をはじめとする宿主の細胞のみならず、腫瘍細胞自

体も引き起こし得ることが示唆された。自発的な応答のみならず、リガンド投与によ

る活性化の誘導においても今回の研究で得られた知見が適用されるか、今後の検討課

題である。抗腫瘍免疫応答におけるSTING経路の意義の解明は未だ始まったばかりで
あり、その全体像の解明及び今後の治療への応用が期待される。 
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