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研究成果の概要（和文）： 

培養アストログリア細胞において、IFN-β、IL-1βおよび TNF-αを処置すると濃度依存的に
IFITM3 遺伝子の発現が増加した。PolyI:C 誘発性 IFITM3 の遺伝子発現増加は、NFκB の阻害剤
である helenalin を前処置しても抑制されなかった。一方、IRF3 の上流に存在する TBK-1 の阻
害剤の前処置により PolyI:C 誘発性 IFITM3 の遺伝子発現増加は有意に抑制された。以上の結
果より、PolyI:C により誘導される IFITM3 の遺伝子発現には TBK-1 から IRF3 を介した経路が
重要であることが示唆された。 
研究成果の概要（英文）： 

Treatment with IFN-β、IL-1β, or TNF-α dose-dependently induced IFITM3 gene 
expression in cultured astrocytes. Pretreatment with helenalin, an NFκB inhibitor, had 
no effect on PolyI:C-induced IFITM3 gene epression. In contrast, PolyI:C-induced IFITM3 
gene expression was significantly inhibited by pretreatment with BX795, a TBK-1 inhibitor. 
These results suggest that PolyI:C induces IFITM3 gene expression through TBK-1-IRF3 
pathway in cultured astrocytes. 
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１．研究開始当初の背景 

 統 合 失 調 症 な ど の 精 神 疾 患 は 、
disrupted-in-schizophrenia 1 (DISC1) な
どの複数の発症脆弱性遺伝子と周産期のウ
イルス感染や思春期の社会的・心理的ストレ
スなどの環境因子が加わることにより発症
すると考えられている。しかし、周産期のウ
イルス感染による神経発達障害の分子機構
は不明な点が多く、有効な予防・治療法がな
いのが現状である。 
  我々は、擬似ウイルス感染を誘発する二
本鎖 RNA 様物質であり、toll-like receptor 
3 (TLR3) ア ゴ ニ ス ト の
polyriboinosinic-polyribocytidylic acid 

(PolyI:C)を生後 2 日目から連続 5 日間新生
児マウスに投与することにより、擬似周産期
ウイルス感染モデルマウスを作製した。本モ
デルマウスは、学習記憶障害、情動行動異常
およびグルタミン酸神経伝達障害を呈し、統
合失調症の臨床症状生理を兼ね備えており、
発達障害仮説に基づく新しい統合失調症動
物モデルである (Ibi et al., Neurosci. Res. 
2009)。本モデルマウスの脳内遺伝子発現の
変化をマイクロアレイ法によって網羅的に
解 析 し た 結 果 、 interferon-induced 
transmembrane protein 3 (IFITM3) 遺伝子
の発現がコントロール群と比較して顕著に
増加していた。また、免疫組織染色法により
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IFITM3 の発現を調べると、アストログリア細
胞に限局していたが、その機能は未解明であ
る。IFITM3 はタイプⅠ(α、βなど)およびタ
イプⅡ(γ)インターフェロンによって誘導
され (Liu et al., Mol. Cell Biol. 2002)、
生殖細胞では細胞の遊走や分化などを制御
していることが知られている (Tanaka et al. 
Dev. Cell 2005)。神経精神疾患との関連で
は、統合失調症、双極性障害､自閉症患者の
死後脳で IFITM3 の発現増加が報告されてい
るが (Iwamoto et al. Mol. Psychiatry 2004; 
Arion et al., Biol. Psychiatry 2007; 
Garbett et al. Neurobiol. Dis. 2008)、そ
の病態生理学的意義はほとんどわかってい
ない。また、IFITM3 結合タンパク質としては、
乳腺および肺血管細胞において osteopontin
および pre-B-cell colony-enhancing factor
が同定されているが (El-Tanani et al., 
Oncogene 2010; Zhang et al., FEBS lett 
2008)、アストログリア細胞や神経細胞にお
ける報告はなく、中枢神経系における IFITM3
の機能や下流シグナルは明らかにされてい
ない。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、PolyI:C 誘発性神経発達障
害に関連する IFITM3 の誘導シグナルおよび下
流シグナルを明らかにし、IFITM3 の神経発達に
おける機能を解明することである。 
 
３．研究の方法 
(１)培養アストログリア細胞における炎症
性サイトカインおよびリポポリサッカライ
ド(LPS)による IFITM3 の誘導 
 実験には ICR 系マウスを使用した。生後２
ー３日の新生仔マウスから海馬および大脳
皮質を取り出し、髄膜を剥がし dispase およ
び DNase を用いて酵素処理をした後、初代培
養としてフラスコに播いた。90-95%コンフル
エントになった時点で二次培養を行った。全
ての実験には二次培養アストログリア細胞
を用いた。培養アストログリア細胞にインタ
ーフェロンーβ（IFN—β）、腫瘍壊死因子
（TNF-α）、インターロイキンー１β（IL-
１β）あるいは LPS を処置し、２４時間後に
細胞を回収し、リアルタイム PCR 法により
IFITM3 遺伝子発現量の解析を行った。培養
アストログリア細胞から抽出した RNA を
SuperscriptIII (Invitrogen)を用いて cDNA
に変換した後、7300 real-time PCR (Applied 
Biosystem)を用いて IFITM3 mRNA 量を定量し
た。データは平均±標準誤差で示した。統計
解析は以下のように行った。独立多群間の比
較には一元配置分散分析（one-way analysis 
of variance, ANOVA）を用い、有意差が認め
られた場合には Tukey の検定を行った。いず
れの検定においても危険率 5%以下の場合を

有意差ありと判定した。 
 
(２)細胞内シグナル伝達分子に対する阻害
剤を用いた解析 
 NFκB, IFN-regulatory factor 3 (IRF3), 
ERK, p38 kinase, c-Jun N-terminal kinase 
(JNK), PI3K, Janus-activated kinase 
(JAK)/signal transducer and activator of 
transcription (STAT)等、PolyI:CおよびIFN-
β、IL-1β等のサイトカインにより活性化さ
れる細胞内シグナル分子に対する阻害剤を
用いて、PolyI:C による IFITM3 の発現増加に
関与する細胞内シグナル伝達経路を検討し
た。NFκB の阻害剤 helenalin および
TANK-binding kinase (TBK-1)の阻害剤 BX795
は PolyI:C 処置の１時間前にアストログリア
細胞に処置した。 
 
４．研究成果 
(１) 培養アストログリア細胞における炎症
性サイトカインによる IFITM3 の誘導 
 培養アストログリア細胞において PolyI:C
処置により発現が誘導されたサイトカイン
である IFN-β、IL-1βおよび TNF-αをアス
トログリア細胞に処置すると濃度依存的に
IFITM3 遺伝子の発現が増加した（図１−３）。 
 
 

 



 

 

 

 

 さらに、TLR4 アゴニストであり、炎症性サ
イトカインを誘導する LPS 処置により、培養
アストログリア細胞において IFITM3 の遺伝
子発現が誘導された（図４）。LPS の処置に
より炎症性サイトカインの遺伝子発現は上
昇していた。 

 これらの結果より、培養アストログリア細
胞における IFITM3 の遺伝子発現増加に炎症
性サイトカインの関与が示唆される。 
 
 (２)細胞内シグナル伝達分子に対する阻害
剤を用いた解析 

PolyI:C は TLR3, melanoma 
differentiation-associated gene 5 (MDA5) 
および retinoic acid-inducible gene I 
(RIG-I) の 3つの分子により認識され、転写
因 子 で あ る NF κ B お よ び
interferon-regulatory factor 3 (IRF3)を
介して、IFN-β、IL-1βおよび TNF-α等の
遺伝子発現を誘導する事が知られている
（Kawai and Akira, 2006）。 
 そこで、PolyI:C 誘発性 IFITM3 の遺伝子
発現増加に対する NFκB阻害剤 helenalin お
よび IRF3 の上流に存在する TANK-binding 
kinase (TBK-1)の阻害剤 BX795 の効果につい
て検討した。NFκBの阻害剤である helenalin
を前処置しても PolyI:C 誘発性 IFITM3 の遺
伝子発現増加は抑制されなかった（図５）。 

 

 

一方、TBK-1 の阻害剤である BX795 の前処置
により PolyI:C 誘発性 IFITM3 の遺伝子発現
増加は有意に抑制された（図６）。 
 

 



 

 

 

 また、IFN-βの中和抗体を前処置すること
により、PolyI:C 誘発性 IFITM3 遺伝子発現は
顕著に抑制された。さらに、LPS 処置により
誘導される IFITM3遺伝子発現も同様に、IFN-
βの中和抗体の前処置により抑制された。 
 以上の結果より、培養アストログリア細胞
において PolyI:C により誘導される IFITM3
の遺伝子発現には TBK-1 から IRF3 を介した
経路が重要であることが示唆された。さらに、
PolyI:CおよびLPS誘発性IFITM3遺伝子発現
増加は転写因子である IRF3 を介して誘導さ
れるサイトカインである IFN-βが関与する
ことが示唆された。 

IFITM3 がクラスリン依存性およびクラス
リン非依存のエンドサイトーシスを抑制し、ア
ストログリア細胞からの分泌因子を制御する
事により神経発達障害を引き起こす事が明ら
かとなっているが (Ibi et al., 2013)、今後は、
IFITM3 相互作用タンパク質の同定、IFITM3 に
よるエンドサイトーシス制御機構の解明およ
び IFITM3 によりその分泌が制御され神経発達
障害を引き起こす因子の同定が課題である。 
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