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研究成果の概要（和文）：形質細胞様樹状細胞（plasmacytoid dendritic cells; pDC）は、ウイルス感染初期
に迅速かつ大量にI型IFNを産生分泌することができる。しかしながら、pDCによるI型IFN産生の詳細な分子メカ
ニズムは未だに明らかになっていない。我々は、shRNAライブラリーを用いた網羅的解析から、転写因子である
HS01に注目した。本研究によって転写因子HS01がI型IFN産生を負に制御していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Plasmacytoid dendritic cells (pDC) secrete type I IFNs, which play an 
important role in antiviral immune responses. However, the molecular mechanisms of type I IFNs 
production in pDC are still not completely understood. Here we show that transcription factor HS01 
regulates the production of type I IFNs in pDC.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 形質細胞様樹状細胞（ plasmacytoid 
dendritic cells; pDC）は、迅速でかつ極めて
大量に I型 IFNを産生・分泌することができ
る専門的な細胞として知られている。pDCが
産生する I型 IFNは、ウイルス感染時の生体
防御として作用する一方で、全身性エリテマ
トーデス（SLE）のような自己免疫疾患の病
態形成の一因にもなりうる。したがって、
pDC による I 型 IFN 産生は生体内で厳密な
調節システムによって適度に産生・分泌され
るように制御されなければならない。 
 
 これまでに pDCの I型 IFN産生メカニズ
ムは、多くの研究者により解析され様々な機
能分子が明らかにされている。pDCのエンド
ソームに発現している Toll 様受容体
（Toll-like receptor; TLR）7はウイルスなど
の一本鎖 RNAを、また TLR9は非メチル化
CpG DNAを認識することによって IFN遺伝
子を発現誘導している（1）。これらの誘導には
転写因子として知られる IFN 制御因子
（Interferon regulatory factor; IRF）7の活
性化が必須であり、IRF-7の活性化調節には
セリンスレオニンキナーゼである IKKが関
与する（2）。さらに pDC に高発現している転
写因子 Spi-B は、DNA 結合領域である Ets
ドメインを介して IRF-7と会合し、IRF-7と
協調的に I型 IFN遺伝子プロモーターの活性
化を増強させることが明らかになっている
（3）。興味深いことに、申請者らのグループで
は、Spi-B を構成している他のドメインであ
る PEST（プロリン、グルタミン酸、セリン、
スレオニン高含有）ドメインを変異させた
Spi-Bでも IFN-の産生が顕著に低下するこ
と、また一方で TA ドメインを欠損させた
Spi-Bでは IFN-の産生が亢進することを示
唆させるデータを得ている。このことは
Spi-B/IRF-7 複合体をプラットフォームとし
た、I型 IFN遺伝子プロモーターを活性化も
しくは不活性化させる新規調節因子の存在
を示唆させる（図 1）。 
 

 
（図 1）I型 IFN遺伝子プロモーター活性化
モデルおよび不活性化モデル 

 
 

２．研究の目的 
 pDC による I 型 IFN 産生の詳細な分子制
御メカニズムは未だ不明な点が多い。そこで
本研究では、I型 IFN産生を亢進もしくは抑
制させる新規調節因子を探索・特定すること
を目的とし、それらの調節因子の生体外およ
び生体内での役割を明らかにする。さらに遺
伝子欠損マウスを用いた生体内での機能解
析を可能にするために、CRISPR/Cas9 法を
用いた遺伝子ターゲティングマウス作製シ
ステムを立ち上げる。 
 
３．研究の方法 
（1）本研究では、pDCによる I型 IFN産生
に関与することが知られている転写因子
Spi-B/IRF-7 複合体と相互作用する新規調節
因子の同定を目的としている。これまでに、
Spi-B と相互作用して転写活性化を促進する
分子について、酵母ツーハイブリッド法によ
りスクリーニングを試みたが、実験の条件設
定の確立が困難であったため候補分子の特
定には至らなかった。そこで新しい方法とし
て、shRNA ライブラリーを用いて、培養細
胞にSpi-Bと IRF-7を共発現させた場合にみ
られるプロモーター活性化を亢進もしくは
抑制する shRNA を網羅的に探索することに
よって、pDC による I 型 IFN 産生の制御に
関わる遺伝子を特定する。また候補分子に関
して、どのような刺激によって発現誘導され
るかなど in vitroでの役割について解析を行
なう。 
 
（2）生体内での機能解析を可能にするため
に、CRISPR/Cas9 法を用いた遺伝子ターゲ
ティングマウス作製システムを立ち上げる。 
 
４．研究成果 
（1）shRNAライブラリーを用いた網羅的探
索 

pDC の I 型 IFN 産生に関与する転写因子
Spi-B と相互作用する新規調節因子を同定す
るために、shRNA ライブラリーを用いて網
羅的解析を行なった。shRNA を導入した細
胞ラインに、Spi-B発現ベクターと I型 IFN
遺伝子プロモーターの下流に GFP 遺伝子を
連結させたベクターを同時に導入し、遺伝子
導入 24時間後に FACS解析によって発光強
度を測定した。発光強度がコントロールより
2倍以上強い分子群（336個）と 2倍以上弱
い分子群（455個）から、当研究室が作成し
た各種樹状細胞のマイクロアレイ解析デー
タおよび公的データベース（BioGPS）を用
いて候補分子の絞込みを行なった。その結果、
pDC の I 型 IFN 遺伝子プロモーターを活性
化させる因子の候補として 11 分子が、抑制
させる因子の候補が 6分子見つかった。 
 
（2）in vitroでの機能解析 
 shRNA ライブラリーによる網羅的解析で
I型 IFN産生の抑制に関わると思われる分子



のうちSpi-B同様に転写因子として知られて
いるHS01という分子に注目し、その分子の
機能解析を行なった。 
 
① mRNAの発現誘導 
Flt-3L でマウス骨髄を樹状細胞に分化させ、
さらにその樹状細胞からソーティングによ
って pDC を単離した。その pDC を用いて
TLR7（R848）および TLR9（CpG DNA）
リガンドで刺激し、経時的に mRNA の発現
について解析した。その結果、TLR刺激によ
って転写因子Spi-Bの発現は亢進されるのに
対して、転写因子HS01の発現は減少してい
た（図 2, 3）。 
 

 
（図 2）TLR刺激による Spi-B mRNAの発
現誘導 

 
 

 
（図 3）TLR刺激による HS01 mRNAの発
現誘導 

 
 
② HS01による I型 IFN抑制作用 
Luciferase Assay 法を用いて HS01 の I 型
IFN抑制作用について解析した。遺伝子導入
に適したヒト胎児由来腎臓上皮細胞（293T
細胞）に各発現ベクターおよび I型 IFN遺伝
子プロモーターの下流に高輝度ルシフェラ
ーゼ遺伝子を連結させたレポーターを同時
に導入し、遺伝子導入 24 時間後に細胞を溶
解し、発光強度を測定した。その結果、I 型
IFNの転写活性は IRF-7存在下でSpi-B濃度
依存的に亢進された。一方で、HS01 を加え
るとその転写活性はHS01濃度依存的に減少
していた（図 4）。 
 
 
 
 

 
（図 4）I型 IFNの転写活性 
 
 
次に、CRISPR/Cas9 法を用いて HS01 欠損
293T細胞を作製し、HS01欠損細胞および野
生型細胞を用いて同様に I型 IFNの転写活性
を測定した。その結果、HS01欠損細胞では 
野生型細胞に比べて、Spi-Bによる I型 IFN
転写活性の増加率が大幅に高くなっていた
（図 5）。 

 
（図 5）I型 IFNの転写活性増加率 
 
 
（3）遺伝子ターゲティングマウス作製シス
テムの立ち上げ 
近年 CRISPR/Cas9を用いたゲノム編集に
より様々な生物の狙った遺伝子を操作する
技術が発展しており、マウスにおいても従来
の方法に比べて簡便に低予算で効率的に遺
伝子欠損マウスを作製することができるた
め、強力なツールになることが予想される。
そこで当研究室でも CRISPR/Cas9法を用い
た遺伝子ターゲティングマウス作製システ
ムを立ち上げ、既にマウス胚操作および受精
卵へのマイクロインジェクション技術を確
立した。 
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