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原　著

フォークヘッド転写因子FOXO3aによるインターフェロン-β遺伝子の
発現制御機構の検討

加島　裕基1）　　大久保直登2）　　中川　宏治2）　　武田　宏司2）　　北川　善政1）

抄　録：インターフェロン-β（IFN-β）はウイルス感染における免疫，炎症反応において重要だが，その発現制御
機構は不明点が多い．過去にフォークヘッド転写因子FOXO3aがその産生を負に制御することが報告されたが，
詳細な機序に関する報告は少ない．そこで我々はFOXO3aによるIFN-βの発現制御の分子機構の解明を目的に本
研究を行った．まず，293T細胞，293-TLR3細胞にFOXO3aを過剰発現させた後にpolyICを導入し，IFN-βmRNA
発現量を定量的RT-PCRにより測定した．次に293T細胞にMAVS，TBK1，IRF3-5DをFOXO3と共発現させ，
IFN-βプロモーター活性をルシフェラーゼアッセイにより測定した．その結果，FOXO3aはpolyICにより誘導さ
れるIFN-βmRNAの発現，MAVS，TBK1で誘導されるIFN-βプロモーター活性を抑制した．続いて293T細胞に
TBK1，FOXO3a，IRF3を導入後，免疫沈降，ウエスタンブロットによりFOXO3aとTBK1，IRF3の相互作用に
ついて検討した．その結果，TBK1とFOXO3aの結合を認め，FOXO3aの共発現によりIRF3のリン酸化が減弱し
たが，TBK1のリン酸化は変化しなかった．最後に，PI3K阻害剤LY294002処理によるFOXO3aの細胞内局在を免
疫蛍光染色により検討した．また，LY294002処理下で，B型DNAであるpolydAdT（B-DNA）により誘導される
IFN-βmRNAの発現量を定量的RT-PCRにて解析した．その結果，LY294002処理によりFOXO3aの核への局在が観
察され，同処理下ではB-DNA導入によるIFN-βmRNAの発現が増強した．以上より，FOXO3aはTBK1と相互作用
し，IRF3リン酸化を減弱させてIFN-β発現を負に制御する可能性が考えられた．

キーワード：IFN-β, FOXO3a, TBK1, IRF3
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緒　　　　　言

　生体において炎症反応は生体防御に重要な役割を果た
す．しかし，制御から逸脱した過剰な炎症反応は組織や器
官を傷害し，生体にとってむしろ有害となる．事実，過剰
な炎症反応の亢進は，リウマチや炎症性腸疾患，SLE，肝
炎など様々な疾患の原因，増悪因子となり，それらの疾患
の原因の究明及び治療法の開発は現在急務であり，適切な
炎症制御が疾患の治療において重要である1-12）．しかし炎
症反応の制御機構に関しては未だ不明な点が数多く残され
ている．
　Type I Interferonに属するIFN-βは，ウイルスや細菌の
感染により発現が誘導されるサイトカインであり，抗ウイ
ルス作用や細胞増殖抑制作用，免疫調節作用などを有し，
生体防御反応やがん化抑制などにおいて重要な役割を果た
す13-19）．

　通常，非感染下の細胞では，IFN-βは極めて微量にしか
発現しないが20），ウイルスや細菌の感染が生じると，細
胞内に存在するパターン認識受容体（pattern-recognition 
receptor : PRR）により外来抗原の成分が認識される．そ
してPRRからの細胞内シグナル伝達により核へ情報が伝
わり，大量のIFN-β遺伝子の発現が誘導される21，22）．ウ
イルス由来の単鎖RNA（ssRNA）や人工的な二重鎖RNA 

（dsRNA）であるpolyICは，細胞質に局在するPRRであ
るヘリカーゼタンパク質RIG-I（retinoic acid inducible 
gene I） や MDA5（melanoma differentiation-associated 
protein5）により認識される23-27）．ウイルスRNAにより活
性化されたRIG-I/MDA5はミトコンドリア外膜に局在す
るアダプタータンパク質MAVS（mitochondrial antiviral-
signaling protein）28-31）と結合し，Ser/Thrキナーゼであ
る TBK1（TANK-binding protein 1）/IKKε（IkB kinase 
ε）を活性化させる32）．活性化したTBK1/IKKεは転写因

北海道歯誌　38：158 ─ 168，2018．

｜ 36 ｜



フォークヘッド転写因子FOXO3aによるインターフェロン-β遺伝子の発現制御機構の検討 159

子IRF3（interferon regulatory factor）をリン酸化し，リ
ン酸化IRF3は二量体を形成して核内へ移行する33-37）．核
移行したIRF3は，IFN-βプロモーターの転写開始点か
ら125塩基上流領域内にあるシスエレメントPRDI-IVに
NFκB及びAP-1複合体と共にISRE（Interferon stimulated 
response element）へ結合し，ヒストンアセチル化酵素
p300/CBPやRNAポリメラーゼIIを含む巨大な転写複合
体である “IFN-β enhancesome” を形成することでIFN-β 

mRNAの転写を著しく増強する38）．また，繊維芽細胞
や樹状細胞などにおいては，エンドサイトーシスにより
取り込まれたウイルス由来のRNAはエンドソーム内に
局在するTLR3（Toll-like receptor 3）により認識され
る39，40）．活性化されたTLR3は，アダプター分子TRIF

（TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-β）
を介してTBK1/IKKε及びIKKα/βを活性化する．その結
果，IRF3及びNF-κBの核移行が促進され，RIG-I/MDA5-
MAVSを介した経路と同様にIFN-β遺伝子発現が誘導され
る41，42）．
　FOXO3aはDNA結合ドメインとしてForkhead boxを有
するForkheadファミリーのサブタイプ “O” に属する転写
因子43）で，MnSOD，Catalase，G6PC，p 27Kip1，Bim，Fas 
ligand，GADD45など種々の標的遺伝子の発現を介して，
酸化ストレス応答の亢進や糖新生促進，細胞周期停止，ア
ポトーシスの誘導，DNA修復促進など様々な生体機能の
制御に幅広く関与している44-50）．また，FOXO3aは核と
細胞質をシャトルすることが知られており，栄養豊富な
条件下ではインスリンやIGF-1などの増殖因子刺激により
PI3K-Akt経路が活性化し，Akt依存的にFOXO3aはリン酸
化を受ける．その結果FOXO3aは細胞質への移行が促進さ
れ，標的遺伝子の転写活性が抑制される51-55）．一方，飢餓
条件下ではPI3K-Akt経路の活性化が起こらず，FOXO3a
はAktによるリン酸化を受けず核内にとどまり，標的遺伝
子の転写を促進する．このように，FOXO3aは細胞の栄養
状態により細胞の機能や動態を制御することが示されてお
り，生体のエネルギー状態に依存した遺伝子発現の調節に
関与すると考えられる51）．
　近年の研究から，単球由来樹状細胞や293-TLR4細胞（Toll-
like receptor 4 安定発現293細胞）においては，FOXO3aの
過剰発現によりリポポリサッカライド（LPS）誘導性の
IFN-βプロモーターの活性化が抑制されることが示されて
いる56）．また，FOXO3aノックアウトマウス由来の骨髄
マクロファージにおいては，polyIC刺激において，IFN-β
及びISGsであるIRF7（interferon regulatory factor 7）の
mRNA発現が上昇することも報告されている57）．これら
の事実から，FOXO3aはtype I IFNシステムの負の制御因
子として機能することが示唆されるが，FOXO3aがどのよ
うな機序を介してIFN-β発現を抑制するのかについては現
在明らかにはなっていない．

　今回我々は，FOXO3aによるIFN-β発現制御の分子機構
を解明することを目的に解析を行い，FOXO3aがTBK1と
直接結合を介してTBK1によるIRF3のリン酸化を低下させ，
IFN-β mRNAの発現を抑制するという機序を発見した．

方法と材料

１．細胞培養及びトランスフェクション
　ヒト胎児腎臓293T細胞及びヒト子宮頸がんHeLa細胞
は，非働化ウシ胎児血清（FBS）を10 ％添加したダルベ
ッコ変法イーグル培地 （D-MEM）（Wako）中で，37 ℃，
5 ％ CO2大気下にて培養した．また，ヒトTLR3遺伝子安
定発現細胞株293-TLR3細胞 （Invivogen）は，Blasticidin  
(10 μg/ml)  を含有したD-MEM-10%FBS培養液中において
37 ℃，5 ％ CO2大気下にて培養した．細胞へのプラスミ
ドDNAのトランスフェクションには，Polyethyleneimine 
“MAX”（Polyscience）を用いた．また，293T細胞への
polyinosinic-polycytidylic acid（poly IC）（Sigma）およびpoly 
(deoxyadenylic-deoxythymidylic) acid (polydAdT) （Sigma）の
導入には，LipofectAmine2000（Invitrogen）を用いた．

２．プラスミド構築
　FOXO3a，TBK1，MAVS，IRF3のcDNAは，293T細胞か
ら抽出したtotal RNAを用いてRT-PCR法により単離した．各
cDNAの発現ベクターは，それぞれのPCR産物を制限酵素
で切断した後，CMVプロモーターを有する発現ベクター
pCMV-2×T7，pCMV-3×FLAG，pCI-neo-3×T7，pCI-neo-6×
MycもしくはpCI-neo-5×HAに挿入して構築した．pCMV-2×
T7，pCMV-3×FLAGは，pcDNA3.1（Invitrogen）にそれぞれ
2×T7 tag及び3×FLAG tagを挿入することにより作製した．
またpCI-neo-3×T7，pCI-neo-6×MycおよびpCIneo-5×HAは，
pCI-neo（Promega）にそれぞれ3×T7 tag，6×Myc tagおよ
び5×HA tagを挿入することに作製したものである．IRF3の
構成的活性化型変異体IRF3 5D（S396/398/402/404/405D）58）

は，PCRを用いた変異導入法により構築した．

３．定量的RT-PCRによるIFN-β mRNAレベルの測定
　24well collagen plate（BioCoat）で培養した293Tもし
くは293-TLR3細胞にFOXO3aの発現ベクターを1.0 μg/ml
導入して24時間培養した．その後，293-TLR3細胞の場合
は培地中にpolyICを1.0 μg/mlで添加し，６時間培養した．
また，293T細胞の場合は，polyIC，あるいはB型DNA 
polydAdt（B-DNA）を1.0 μg/mlでトランスフェクション
し，６時間培養した．その後，1×TBSで細胞を洗浄後，
IsogenII（Nippon GENE）を用いてtotal RNAを抽出．引
き続きPrimeScript（BioTaKaRa）を用いて逆転写反応を
行い，cDNAを得た．
　IFN-β mRNA及びβ-Actin mRNAレベルは，SYBR Primix 
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Ex Taq（Tli RNase），ROX plus（TaKaRa）を用いて，Step 
One Real-Time PCR systemにより測定した（n=3）．相対
的なIFN-βの発現量の解析は，β-actinをコントロールとし
てΔΔCT法により測定した．プライマーは以下のものを使
用した．
　human IFN-β Fwd : 5’-ATGACCAACAAGTGTCTCCTCC 
-3’, Rev : 5’-GCTCATGGAAAGAGCTGTAGTG -3’, human 
β-actin Fwd : 5’-TTGCCGACAGGATGCAGAA -3’, Rev : 
5’-GCCGATCCACACGGAGTACT -3’

４．Luciferase AssayによるIFN-βプロモーター活性の測定
　24 well collagen plateで培養した293T細胞に，レポータープ
ラスミドpIFN-β-LucもしくはpGL 4.45［Luc2P/ISRE/Hygro］

（Promega）を，内部標準用ベクター pGL 4.75［hRluc-CMV］
（Promega）ならびに図中に示した発現ベクター（TBK1，
FOXO3a，IRF3 5D）と共に導入して24時間培養した後，
Dual Luciferase Reporter Assay System（Promega） 及 び
GloMax 20/20 Luminometer （Promega）によりIFN-βプロモ
ーター活性を測定した（n=3）．導入したIRF3，TBK1プ
ラスミド量は0.2 μg/mlとした．FOXO3a導入量は，導入
量を変更しない実験では0.2 μg/ml，導入量変更する実験
では，それぞれ0.1 μg/ml，0.2 μg/ml，0.4 μg/mlとした．

５．免疫蛍光染色によるFOXO3aの細胞内局在の検討
　8 well chamber plateにHeLa細胞を図中に示した条件に
て培養し，1×PBSで洗浄後，4 ％パラホルムアルデヒド
で4 ℃，30分間固定を行った．洗浄後に0.1 % TritonX-100
で膜透過処理を行い，3 ％ BSA-1×PBS溶液により室温で
１時間ブロッキングを行った．洗浄後に抗FOXO3a抗体

（Cell Signaling Technology）と室温で１時間反応させた．
洗浄後，FITC標識抗ウサギIgG抗体（Invitrogen），DAPI，
ファロイジンと反応させた．洗浄後，プレパラートを作製
し，蛍光顕微鏡BioRevo BZ-9000（Keyence）にて観察し
て画像を取得した．取得した画像に対してはすべて一律に
BZ-II解析アプリケーション（Keyence）を用いてヘイズ
リダクション処理を施した．

６．免疫共沈降法とWestern blotting
　293T細 胞 にTBK1，FOXO3a，IRF3プ ラ ス ミ ドDNA
を図中に示した組み合わせでトランスフェクションして
24時間培養した．プラスミド導入量は，TBK1，IRF3は
それぞれ1.0 μg/mlとした．FOXO3aプラスミド導入量
は，用量変更しない実験では1.0 μg/mlとし，導入量を変
更する実験ではそれぞれ，0.25 μg/ml，0.5 μg/ml，1.0 μg/
mlとした．培養後，細胞を回収し，cell lysis buffer［組
成 20 mM Tris-HCl（pH 7.5），150 mM NaCl， 0.5 % NP-
40，protease inhibitor cocktail l（Roche），phosphatase 
inhibitor cocktail-2,-3（Sigma），50 μM MG132，10 mM 

nicotinamide（Wako），10 μM trichostatin A（Wako）］
に溶解した．細胞溶解液に対して超音波破砕を10秒間行っ
た後，21,000×gで15分間遠心分離を行い，上清を回収し
てWhole cell lysateとした．Whole cell lysateにanti-FLAG 
M2agarose（Sigma）を10 μl添加し，4 ℃で１時間穏や
かに撹拌した後，800×gで１分間遠心分離を行い，アガ
ロースビーズを回収した．アガロースビーズをcell lysis 
bufferにて４回洗浄した後，ビーズに3×FLAGペプチド

（Sigma）を200 μg/ml添加して4 ℃で１時間穏やかに撹拌
して抗原を溶出し，その上清を免疫沈降物として得た．
　Whole cell lysate及び免疫沈降物をSDS-PAGEにより分
子量で分画した後，Polyvinylidene Difluoride（PVDF）膜

（Millipore）に転写した．転写した膜を5 ％スキムミルク-1
×TBST（20 mM Tris-HCl（pH 7.5）, 137 mM NaCl, 0.05 ％ 
Tween 20）溶液中で30分間ブロッキングした後，1×TBST
もしくはCan Get Signal（TOYOBO）で希釈した一次抗体
と4 ℃で１晩反応させた．膜を1×TBSTにて室温で５分×
４回洗浄した後，horseradish peroxidase（HRP）標識抗マ
ウスもしくは抗ウサギIgG抗体（Jackson immunoreseach）
と室温で30分反応させた．1×TBSTで５分×４回洗浄した
後，Immobilon Western Chemiluminescent HRP substrate

（Millipore）と反応させ，ImageQuant LAS4010（GEヘルス
ケア）にて画像を取得した．

７．統計学的解析
　すべてのデータは平均値±標準誤差で示した．統計学的
有意差の検定にはStudent t検定を用い，P<0.05を有意差
ありとした．

結　　　　　果

１．FOXO3aはIFN-β発現を抑制する
　はじめに，細胞質におけるウィルスRNAセンシングシ
ステムであるRIG-I/MDA5-MAVS経路（図１）で誘導さ
れるIFN-β mRNA発現に対するFOXO3aの効果を検討し
た．FOXO3aを過剰発現させた293T細胞にpolyICをトラ
ンスフェクションした後，６時間培養してIFN-β mRNA発
現量を定量的RT-PCR法により解析した．その結果，polyIC
の細胞質への導入により誘導されるIFN-β mRNA発現は
FOXO3aにより有意に抑制された（図２-Ａ）．
　 次 に，TLR3刺 激 で 誘 導 さ れ るIFN-β mRNA発 現 に
FOXO3aが 及 ぼ す 影 響 を 検 討 し た．293-TLR3細 胞 に
FOXO3aを過剰発現させた後，培地中にpolyICを添加して
６時間培養し，IFN-β mRNA発現量を定量的RT-PCR法に
より解析した．その結果，polyIC刺激により誘導された
IFN-β mRNAがFOXO3aの過剰発現により有意に抑制され
た（図２-Ｂ）．これらの結果から，FOXO3aは既報57）と
合致して，polyICで刺激されるIFN-β mRNA発現を負に制
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御することが確認された．
　以上の結果から，FOXO3aは，RIG-I/MDA5-MAVS経
路およびTLR3経路により誘導されるIFN-β mRNA発現の
負の制御因子として機能することが示唆された．

２．FOXO3aの作用部位の検討
　続いて，FOXO3aがIFN-β発現を誘導するシグナル伝
達経路においてどの部位に作用してIFN-β mRNAの発現
を負に制御するかを検討した．IFN-βプロモーター配列
を有するレポーター遺伝子pIFN-β-Lucを，MAVSおよび
FOXO3aの発現ベクターと共に293T細胞にトランスフェ
クションし，IFN-βプロモーター活性をLuciferase Assay
により解析した．その結果，MAVSの過剰発現により誘
導されるプロモーター活性の上昇は，FOXO3aの共発現に
より用量依存的に抑制された（図３-Ａ）．次に，MAVS
の下流因子TBK1に対するFOXO3aの効果を同様に検討
した結果，TBK1で誘導されるIFN-βプロモーター活性に
おいても，FOXO3aは抑制効果を示した（図３-Ｂ）．ま
た，TBK1，FOXO3aの共発現下でのIFN-β mRNA発現
を測定した結果，IFN-β mRNAはFOXO3a用量依存的に抑
制された（図３-Ｅ）．更に，ISRE （Interferon stimulated 

図１　外来核酸によるIFN-βの誘導
　ウイルス由来の単鎖RNA（ssRNA）や二重鎖RNA（dsRNA），
人工的に合成されたdsRNAであるpoly IC，人工的に合成され
たdsDNAであるB-DNAなどの外来核酸が細胞質へ侵入する
と，それらをRIG-I/MDA5が認識し，ミトコンドリア外膜に局
在するMAVSを活性化させる．活性化したMAVSはTBK1を誘
導し，TBK1のリン酸化が起こる．リン酸化TBK1はIRF3をリ
ン酸化し，リン酸化IRF3は二量体を形成し，核内へ移行する．
核内移行したIRF3は，IFN-β遺伝子の上流に存在するISRE

（IRF結合配列）に結合し，IFN-β mRNAの転写を促進する．

図２　感染刺激下でのIFN-β mRNA発現に対するFOXO3aの影響
Ａ．RIG-I/MDA5-MAVS経路を刺激した場合のIFN-β mRNA

発現に対するFOXO3aの影響：FOXO3aを293T細胞にトラ
ンスフェクション後，更にpolyICを導入し，定量的RT-PCR
にてIFN-β mRNA発現量を測定した（n＝3，*P<0.05）．

Ｂ．TLR3経路を刺激した場合のIFN-β mRNA発現に対する
FOXO3aの影響：FOXO3aをトランスフェクションした293-
TLR3細胞にpolyICを培地中に添加することで感染刺激を加
え，定量的RT-PCRにてIFN-β mRNA発現量を測定した（n
＝3，*P<0.05）

　Ａ，Ｂいずれにおいても，発現量の比率はβ-actin遺伝子を内
部標準としてΔΔCtにより算出し，未刺激条件に対する相対値
を平均値±標準偏差で示した．

図３　ルシフェラーゼアッセイによるFOXO3aの作用部位の検討
　Ａ-Ｄ：pIFN-β-LucまたはpISRE-Luc，pGL 4.75［hRluc-CMV］
と共にFOXO3a，及びMAVS（A），TBK1（B，Ｃ），IRF3 5D

（D）を293T細胞に導入，24時間培養後にプロモーター活性を
解析した．
　レポーター活性の比率は，empty vectorを導入した条件に
対する相対値として，平均値±標準偏差でグラフに示した．

（ｎ=3，**P<0.01，*P<0.05）
　Ｅ：293T細胞におけるFOXO3aとTBK1（E）共発現下での
IFN-β mRNA発現量を定量的RT-PCRにより測定した（ｎ=4，
**P<0.01，*P<0.05）．

｜ 39 ｜



加　島　裕　基　ほか162

responsive element） プロモーター活性も測定した結果，
TBK1で誘導されるISREプロモーター活性もまたFOXO3a
により有意に抑制された（図３-Ｃ）．しかしながら，TBK1
の下流因子であるIRF3の構成的活性化型変異体（IRF3 
5D）58）で誘導されるIFN-βプロモーター活性に対しては，
FOXO3aの共発現は抑制効果を示さなかった（図３-Ｄ）．
これらの結果から，IFN-β発現誘導に対するFOXO3aの作
用部位は，TBK1である可能性が示された．

３．FOXO3aはTBK1と結合し，IRF3のリン酸化を抑制す
る．

　次に，FOXO3aの作用部位がTBK1である可能性をさら
に検証するために，FOXO3aとTBK1の物理的相互作用
を検討した．293T細胞にFLAG-FOXO3aとT7-TBK1を共
発現させ，細胞溶解液を調製したのち，抗FLAG-tag抗体
で免疫沈降を行い，沈降物に対し抗T7-tag抗体を用いて
western blottingを行った．その結果，FOXO3aとTBK1

の共沈降が観察され（図４-Ａ），両者が複合体を形成し
うることが示唆された．また，TBK1の共発現により，
FOXO3a のSDS-PAGEにおける移動度の遅延が観察され
た（図４-Ａ）．一方，FLAG-IRF3とT7- FOXO3aを用い
た共発現系を用いて，免疫沈降法により両者の物理的相
互作用を同様に検討したが，IRF3とFOXO3aの結合性は
観察されなかった（図４-Ｂ）．FOXO3aはTBK1と複合体
を形成してIFN-β発現誘導を抑制する可能性が示唆された
ため，次に，FOXO3がTBK1依存的なIRF3のSer396のリ
ン酸化にどのような影響を及ぼすのかを検討した．293T
細胞にTBK1，IRF3，FOXO3aを過剰発現させ，そのラ
イゼートに対して抗リン酸化IRF3抗体を用いてwestern 
blottingを 行 っ た． そ の 結 果，FOXO3aはTBK1で 惹 起
されるIRF3のリン酸化を抑制した．（図４-Ｃ）．更に，
FOXO3aとTBK1との相互作用が細胞内在性のIRF3に対し
ても同様に抑制的に働くかを検討した．293T細胞にTBK1
とFOXO3aを共発現させ，図４-Ｃと同様にして解析を行
った．その結果，内在性のIRF3においてもリン酸化が抑
制されることが確認できた（図４-Ｄ）．しかし，FOXO3a
の過剰発現は，TBK1活性化の指標であるTBK1のSer172
のリン酸化には有意な変化を与えなかったことから（図４
-Ｄ），FOXO3aは，TBK1の活性化自体には影響を及ぼさ
ないことが示唆された．

４．細胞質に局在するFOXO3aがIFN-β発現抑制に関与す
る．

　最後に，FOXO3aの局在を変化させた場合のIFN-βの発
現変化を解析した．FOXO3aはPI3K-Akt経路により核移
行が抑制されることから，PI3K-Akt経路の阻害により細
胞内局在を変化させることが可能である．はじめに，局
在観察が容易なHeLa細胞を用いて，PI3K阻害剤である
LY29400255）による処理がFOXO3aの局在性に及ぼす影
響を免疫蛍光染色法により確認した．その結果，未処理
のHeLa細胞では，FOXO3aは細胞質および核内の両方に
局在していたが，LY294002処理によりFOXO3aの核内へ
の蓄積が観察された（図５-Ａ）．LY294002処理により
FOXO3aの核移行が促進されることが確認できたため，
次に，LY294002処理を行った293T細胞に対しB型DNA 
polydAdT59）を導入した際のIFN-β mRNA発現変化を解析
した．B型DNA polydAdTは細胞質のRNAポリメラーゼ
IIIの作用により二重鎖RNAに変換されることでIFN-βの
発現を誘導する事が知られている59）．定量的RT-PCR法に
よる解析の結果，polydAdT刺激により誘導されるIFN-β 
mRNAレベルはLY294002処理により増強した（図５-Ｂ）．
これらの結果から，FOXO3aによるIFN-β mRNA発現抑制
は細胞質で生じている可能性が示唆された．

図４　免疫沈降法，ウエスタンブロットによるFOXO3aの作用
部位，作用機序の検討

Ａ．FOXO3とTBK1の結合性の検討：293T細胞にFLAG-FOXO3a
とT7-TBK1を導入した．調製した細胞溶解液に抗FLAG抗
体での免疫沈降（IP），FLAG peptideでの抗原溶出により免
疫沈降物を回収し，各種tagの抗体を用いてwestern blotting

（WB）を行った．
Ｂ．FOXO3とIRF3の結合性の検討：293T細胞にFLAG-IRF3と

T7-FOXO3aを導入し，Aと同様に抗FLAG抗体によるIP，各
種tagの抗体によるWBを行った．

Ｃ．FOXO3がIRF3のリン酸化に及ぼす影響の検討：293T細胞
にFLAG-IRF3，FLAG-TBK1とT7-FOXO3aを導入し，調製
した細胞溶解液に抗リン酸化IRF3（Ser392）抗体，各種tag
の抗体によるWBを行った．

Ｄ．FOXO3aがTBK1及び細胞内在性のIRF3のリン酸化に及ぼす
影響の検討：293T細胞にFLAG-TBK1とT7-FOXO3aを導入し，
調製した細胞溶解液にIRF3抗体，抗リン酸化IRF3（Ser392）
抗体，抗リン酸化TBK1抗体（Ser396）及び各種tagの抗体
によるWBを行った．
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考　　　　　察

　本研究の結果から，FOXO3aは，TLR3経路およびRIG-I 
/MDA5-MAVS経路で誘導されるIFN-β遺伝子の発現を負
に制御することが明らかとなった．また，その機序とし
て，FOXO3aは，TBK1と物理的相互作用を介してTBK1
によるIRF3のリン酸化を低下させることにより，IFN-β遺
伝子の発現を抑制するという可能性が示唆された．
　これまでに，Luronらは，単球由来樹状細胞や293-TLR4
細胞において，FOXO3aの過剰発現は，LPSで惹起される
IFN-βプロモーターの活性化を抑制することを報告してい
る56）．さらに彼らは，FOXO3aがIRF3と物理的に相互作
用することを示し，FOXO3aがIFN-βの誘導に関わる転写
因子群と直接的に結合することによりIFN-βプロモーター
の活性化を抑制する可能性を示している56）．しかし，我々
がFOXO3aとIRF3の物理的相互作用について免疫沈降法
により検討を行ったところではこれらの因子間で結合性は
確認できなかった（図４-Ｂ）．本研究において彼らの報告
と異なる結果となった原因は不明だが，実験に使用した細
胞株の違いや免疫沈降の際の条件（塩濃度や界面活性剤濃
度など）の違いが影響している可能性があり，FOXO3aと
IRF3との結合性についてはさらなる検討が必要であると
考える．
　一方，本研究では，レポーター遺伝子アッセイの結果か
ら，FOXO3aは，TBK1の過剰発現で惹起されるIFN-βプ
ロモーターの活性化については抑制効果を示すのに対し，
IRF3の構成的活性化体IRF3 5Dの過剰発現によるIFN-βプ
ロモーターの活性化に対しては抑制効果を示さなかった

（図３Ａ-Ｅ）．さらに，免疫沈降およびwestern blot解析
の結果から，FOXO3a は，TBK1と物理的に結合し（図
４-Ａ），TBK1依存的なIRF3のリン酸化を抑制すること
が示された（図４-Ｃ，Ｄ）．これらの結果から，我々は，
FOXO3aは，TBK1と物理的に相互作用することでTBK1
依存的なIRF3のリン酸化を抑制し，IRF3の活性化を低下
させることによりIFN-β mRNAの発現を抑制すると予想し
ている．しかしながら現在のところ，FOXO3aはTBK1と
結合することにより，どのような機序を介してIRF3のリ
ン酸化を抑制するのかについては不明である．TBK1は，
RIG-I/MDA5-MAVSシグナルやTLRシグナル依存的にダ
イマーを形成し，その結果自己リン酸化により活性化さ
れることが知られているが60），我々のwestern blot解析の結
果からは，FOXO3aの共発現によりTBK1のSer172のリン酸
化は影響を受けていなかった（図４-Ｄ）．よって，FOXO3a
はTBK1の活性化自体を抑制するのではなく，TBK1による
IRF3のリン酸化の過程を負に制御すると考えられる．その
機序として，FOXO3aは，TBK1と相互作用することにより
TBK1によるIRF3のリン酸化を競合的に阻害する可能性を考
えている．これまでの研究から，TBK1と配列上相同性が高

図５　FOXO3aの細胞内局在変化がIFN-β mRNA発現量に及ぼ
す影響の解析

Ａ．FOXO3a細胞内局在に対するPI3K阻害剤の効果：HeLa細
胞に0.4 % DMSOあるいはLY294002（40 μM）を培地に添加
して６時間培養し，抗FOXO3a抗体を用いた免疫蛍光染色に
よりFOXO3aの細胞内局在を比較した．FOXO3a（緑），ファ
ロイジン（細胞骨格マーカー：赤）DAPI（核マーカー：青）．
スケールバーは100 μmを示す．

Ｂ．PI3K阻害剤によるIFN-β mRNA発現量変化：293T細胞に
LY294002を添加後，B-DNA（人工的に合成したB型DNA，
polydAdT）を1.0 μg/ml導入して６時間培養した．定量的
RT-PCRによりIFN-β mRNA発現量を測定した．発現量の比
率は，β-actin遺伝子を内部標準として用いたΔΔCtにより算
出し，未刺激条件に対する相対値を平均値±標準偏差で示し
た．（ｎ=3，**P<0.01）
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いSer/ThrキナーゼであるIKKεによりFOXO3aがリン酸化さ
れることが明らかになっており61），さらに，本研究の結果
からもTBK1の共発現により，FOXO3aのSDS-PAGEの移
動度の遅延が観察されることから，FOXO3aはTBK1によ
るリン酸化の基質であることも予想される．したがって，
IRF3とFOXO3aはTBK1によるリン酸化反応に対して競合
する可能性は高いと思われる．しかしながら，FOXO3a
は，TBK1と結合することによりアロステリックにTBK1
のキナーゼ活性を阻害する可能性も除外できないことか
ら，今後，TBK1およびFOXO3aの組換えタンパク質を用
いてin vitroで キナーゼアッセイを実施し，速度論的解析
を行い，阻害様式を決定する必要がある．
　本研究の結果から，FOXO3aは，TBK1によるIRF3のリ
ン酸化を抑制することにより，IFN-β mRNAの発現を負
に制御するという新規の知見が得られた．しかしながら，
本研究は過剰発現系を用いた解析であり，細胞内在性の
FOXO3aタンパク質の機能に関しては検証できていない．
我々は，複数の配列の異なるsiRNAを用いたRNA干渉法
により内在性FOXO3aのノックダウンした場合のIFN-β 
mRNAの発現を確認したが，その効果は用いたsiRNAの
配列により異なり，一定の傾向を得ることが出来なかっ
た．その理由は現在のところ不明であるが，siRNAによ
るoff target効果ではないかと予測している．今後，より
off target効果の少ないFOXO3a siRNAをデザインするこ
とや，CRISPR/Cas9システムを用いたゲノム編集により
FOXO3aノックアウト細胞を作成することなどにより，内
在性FOXO3aのIFN-β mRNA発現に対する効果を解析し，
本研究で得られた知見が生理的条件下においても起こりう
ることを実証する必要がある．
　また，FOXO3aとTBK1が細胞内のどの部位で相互作
用するかについても考慮する必要がある．PI3キナーゼ
阻害剤であるLY294002処理によりPI3K-Akt経路を阻害
すると内在性FOXO3aの核移行が促進され（図５-Ａ），
polydAdT誘導性のIFN-β mRNAの発現が上昇したこと
から（図５-Ｂ），FOXO3aによるIFN-β発現抑制は，主に
細胞質で起こっていると考えられる．これらの結果から，
我々は，FOXO3aは，主に細胞質でTBK1と物理的に相互
作用することによりIFN-β mRNAの発現を抑制していると
予想しているが，そのことを更に検証するためにAktによ
るリン酸化部位への変異導入により常に核内に局在してい
るFOXO3a T32A，S253A，S315A変異体51）を用いてIFN-β
抑制効果を解析することが必要である．
　炎症は生体防御において非常に重要な反応である一方，
制御から逸脱した過剰な炎症反応は生体にとってかえって
有害となる．したがって，炎症反応のメディエーターであ
る炎症性サイトカインの発現は厳密に制御される必要があ
り，ウィルスや細菌の感染応答において重要な役割を果
たすTypeI IFNにおいても，その過剰な発現は全身性エリ

テマトーテス（SLE）など自己免疫疾患の発症につながる
ことが示唆されている1-5）．本研究では，FOXO3aに着目
し，FOXO3aによるIFN-β mRNA発現抑制の新規機序を提
示した．すでに述べたようにFOXO3aは，生体の栄養状態
によりその活性が制御される転写因子であり，本研究から
得られた知見と考え併せると，ウィルスや細菌感染で誘導
されるIFN-β mRNAの発現は，生体の栄養状態により影
響を受ける可能性が考えられる．さらに，栄養状態による
FOXO3aの活性の変動が，SLEをはじめとする自己免疫疾
患の発症の制御に関与している可能性も考えられることか
ら，FOXO3aを介したIFN-β mRNA発現抑制機構の全容の
解明は，これら疾患の原因究明や治療法開発につながるこ
とが期待される．

結　　　　　論

　FOXO3aはTBK1と結合し，IRF3のリン酸化を抑制する
ことでIFN-β mRNAの発現を負に制御する可能性が考えら
れた．
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Regulation of interferon-β gene expression by forkhead transcription
factor FOXO3a

Hiroki Kashima1), Naoto Okubo2), Koji Nakagawa2), Hiroshi Takeda2)and Yoshimasa Kitagawa1)

ABSTRACT : Interferon-β (IFN-β) plays a pivotal role in immune response induced by viral infection. Previous reports 
have shown that the forkhead transcription factor FOXO3a negatively regulates IFN-β expression. However, mechanisms 
underlying the FOXO3a-mediated regulation of IFN-β gene expression are largely unknown. In this study, we aimed to 
elucidate regulatory mechanisms of the IFN-β gene expression by FOXO3a. At first, we examined the effect of FOXO3a 
overexpression on polyIC-induced IFN-β gene expression. FOXO3a-transfected 293T or 293-TLR3 cells were stimulated 
with polyIC and a quantitative RT-PCR (qRT-PCR) analysis was performed. We found that overexpression of FOXO3a 
reduced IFN-β mRNA induced by polyIC treatment. Next, we performed IFN-β promoter reporter gene assay in 293T 
cells and found that FOXO3a reduced MAVS- and TBK1-induced IFN-β reporter activity. However, FOXO3a had no 
effect on the reporter activity induced by IRF3 5D, a constitutively active form of IRF3. Furthermore, we examined 
molecular interaction between FOXO3a and TBK1. Immunoprecipitation analysis showed that FOXO3a physically 
associated with TBK1. In addition, western blot analysis revealed that overexpression of FOXO3a reduced the TBK1-
meditaed phosphorylation of IRF3. Finally, we examined the effect of the PI3K inhibitor LY294002 on FOXO3a subcellular 
localization and IFN-β gene expression. Using immune fluorescent staining, we found that LY294002 treatment induced 
nuclear translocation of FOXO3a. In addition, qRT-PCR analysis showed that LY294002 treatment promoted IFN-β mRNA 
levels stimulated with polydAdT treatment in 293T cells. Taken together, these results suggest that FOXO3a negatively 
regulates IFN-β gene expression by physically interacting with TBK1 and reducing the phosphorylation of IRF3. 
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