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研究成果の概要（和文）：Gain-of-function cDNAライブラリースクリーニング法によって，デングウイルスの
複製を抑制する細胞性因子としてIFI27とDNAJC14を同定した。IFI27はインターフェロン誘導性因子であったの
に対し，DNAJC14はインターフェロン反応に連動しない因子であったが，ともにデングウイルスだけでなく黄熱
ウイルスやジカウイルスに対しても阻害活性を示す細胞性タンパクであった。これらの結果より，細胞には共通
の機構を介して様々なフラビウイルスを抑制する分子が存在しており，その一部はインターフェロン反応による
抗ウイルス状態の確立において重要な役割を果たしていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：By employing a gain-of-function screen using a cDNA library derived from 
interferon-treated cells, IFI27 and DNAJC14 were identified as cellular factors inhibiting the 
replication of dengue virus. Gene expression analysis revealed that IFI27 was upregulated in 
interferon-treated cells, whereas the expression level of DNAJC14 was unchanged upon the interferon 
treatment. Importantly, the expression of these cellular factors suppressed the replication of not 
only dengue virus, but also other flaviviruses such as yellow fever virus and Zika virus. Results 
obtained in this study indicate that host cells intrinsically harbor antiviral factors, which may 
inhibit the infection of flaviviruses with shared mechanisms-of-action, and some of the factors play
 an essential role in the establishment of the antiviral state in an interferon response.

研究分野： 分子ウイルス学

キーワード： デングウイルス　インターフェロン　細胞性ウイルス抑制分子　cDNAライブラリースクリーニング　IFI
27　DNAJC14　黄熱ウイルス　ジカウイルス

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
デングウイルス感染症は，国内流行が懸念される熱帯感染症のひとつであるが，有効な抗ウイルス薬が存在せ
ず，現在では対症療法に頼らざるを得ない。一方，ヒトの免疫機構の主体をなすインターフェロン反応は，デン
グウイルスの複製を強く阻害することが報告されている。しかし，細胞内のどのような分子がデングウイルスを
抑制するのかについては明らかになっていない。本研究では，デングウイルスの複製を阻害する細胞性タンパク
としてIFI27とDNAJC14を同定した。これらのウイルス抑制分子の詳細な機能を明らかにすることで，デングウイ
ルス感染症に対する治療法の確立において有益な情報が得られるものと期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
デングウイルス（dengue virus：DENV）は，ヒトにデング熱やデング出血熱などの熱性疾患を

引き起こす一本鎖 RNA ウイルスである。DENV 感染症は蚊によって媒介され主に熱帯・亜熱帯地
域で流行するが，我が国でも DENV を媒介できる蚊は生息していることより，国内での流行が懸
念されている。実際に，2014 年には東京都で 100 例を超えるデング熱の国内発生が確認された。
また，数百もの輸入症例が毎年報告されていることを考えても，DENV は決して我々にとって無
縁の病原体とは言えない。しかしながら，デング熱やデング出血熱に対しては有効な治療法が存
在せず，現在では輸液や解熱を中心とした対症療法に頼らざるを得ない。したがって，世界規模
の温暖化による媒介蚊の北上や，海外からの渡航者の急増に伴って危惧される DENV 感染症の流
行に備えて，有効な治療戦略を確立することは急務であると考えられる。 
インターフェロン（IFN）反応は，宿主の自然免疫における感染防御の主体をなすシステムで

ある。以前より，IFN で培養細胞を処理すると DENV の複製効率が 100 倍以上も低下することが
報告されている。このことは，DENV がヒトに感染しても，IFN 反応を介して何らかの形でウイル
ス複製が積極的に抑えられていることを示唆するものである。しかし，IFN は細胞内に抗ウイル
ス状態を確立するためのサイトカインにすぎず，IFN 反応によって誘導されるどのような細胞性
因子が実行（エフェクター）分子となって DENV の感染を制御しているのかについてはまだ完全
には明らかになっていない。 
 
２．研究の目的 
細胞表面に存在する特異的レセプターに結合した IFN は，細胞内の Jak-STAT 経路を介してイ

ンターフェロン誘導性因子（IFN-stimulated genes：ISGs）と呼ばれる一群の遺伝子の発現を誘
導する。これまでに数百種類の ISGs が同定されているが，DENV 感染阻害のエフェクター分子と
して同定されているものは数少ない。しかし，DENV の複製に抑制的に働く ISG を同定しその分
子メカニズムを解明することは，生体がもつ抗ウイルス作用を応用した新しい治療法の確立に
おいて極めて有用な情報を提供するものと考えられる。そこで，本研究では，IFN 反応によって
誘導され抗 DENV 活性をもつ ISG を同定し，その機能を解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）I型 IFN（IFN-α）を処理した HeLa 細胞の mRNA より作製した cDNA ライブラリーをレンチ
ウイルスベクターに挿入し，Huh7.5 細胞にトランスダクションした。次に，この Huh7.5 細胞に
DENV をチャレンジ感染し，DENV 感染による細胞死を示さない細胞を単離した。そして，それぞ
れの DENV 耐性細胞株に導入された HeLa mRNA 由来の cDNA をシークエンス解析した。 
 
（2）同定された候補遺伝子をプラスミド DNA にクローニングし，さらにゲートウェイクローニ
ング法を用いて FLAG エピトーグタグを N末端に付加するレンチウイルス発現ベクターに挿入し
た。293T 細胞へのトランスフェクションによって作製した VSV-G シュードタイプレンチウイル
スベクターを用いて Huh7.5 細胞にトランスダクションした後，ブラストサイジン Sを用いて各
候補遺伝子が安定に発現する細胞株の樹立をおこなった。それぞれの細胞株における候補分子
の発現は FLAG 抗体を用いたイムノブロッティング法によって確認した。 
 
（3）樹立した安定発現細胞株を用いて DENV の感染実験をおこなった。感染は MOI=1 でおこな
い，感染から 2日後の培養上清におけるウイルス量をプラークアッセイ法，もしくは定量 RT-PCR
法によって調べた。DENV 以外の RNA ウイルス（ジカウイルス，黄熱ウイルス，チクングニアウ
イルス，麻疹ウイルス，コクサッキーウイルス）の感染も同様におこない，各ウイルスの複製効
率は定量 RT-PCR 法によって解析した。 
 
４．研究成果 
（1）I 型 IFN を処理した HeLa 細胞の mRNA から
作製したcDNAライブラリーを導入したHuh7.5細
胞より，DENV 感染に抵抗性を示す細胞クローン
を約 50 株得た。そして，それらの細胞に導入さ
れている cDNA の配列をシークエンス解析したと
ころ，23 種類の異なる遺伝子が同定された。DENV
耐性細胞クローンのうち，43%は IFN 誘導性抗
DENV 因 子 と し て す で に 報 告 し た RyDEN
（C19orf66）遺伝子，そして 23%の細胞クローン
にはリボソーム関連遺伝子が導入されていた。一
方，16%の耐性細胞には,いくつかの機能性をもつ
と推測される遺伝子がそれぞれ導入されている
ことが明らかとなった（図 1 の ORF sequences 
Full-length，ORF sequences partial，そして
Non-coding RNA）。 
 

図 1. IFN cDNA ライブラリースクリーニング法によ

って分離された候補遺伝子群 



（2）これらの同定された遺伝子群のうち，RyDEN/C19orf66 については，DENV に対する抑制効果
がすでに確認されている。また，リボソーム関連遺伝子は抗 DENV 活性を示す可能性が低いと考
えられたため，本研究では，それ以外の候補遺伝子として LINC00052,C19orf53，Interferon-
alpha inducible protein 27（IFI27）,DNAJC14，および RNA-binding motif protein 28（RBM28）
の 5 種類を選択した。これらのうち，
C19orf53 と IFI27 は全長のタンパク読み取
り枠（ORF）領域が cDNA として耐性細胞クロ
ーンに導入されていたが，DNAJC14 と RBM28
は N 末端領域が欠損した ORF が導入されて
いた（それぞれ DNAJC14ΔN304 および RBM28
ΔN38）。これらの候補遺伝子の抗 DENV 活性
を調べるため，各遺伝子を発現プラスミド
DNA にクローニングし，それらをトランスフ
ェクションした HeLa 細胞に DENV を感染さ
せ，ウイルスの複製を解析した。その結果、
IFI27ならびにDNAJC14ΔN304発現プラスミ
ドをトランスフェクションした細胞におい
て，DENV の複製効率の有意な低下がみられ
た（図 2）。 
 
（3）一過性の発現実験において DENV を抑制する傾向のみ
られた IFI27 と DNAJC14ΔN304 について，FLAG タグとの融
合タンパクとして発現するレンチウイルスベクターに挿
入し，作製したレンチウイルスベクターを Huh7.5 細胞に
トランスダクションすることによりそれぞれのタンパク
を恒常的に発現する細胞株を樹立した。そして，それらの
細胞に DENV を感染させウイルスの複製効率を調べたとこ
ろ，DNAJC14ΔN304 発現細胞ではコントロールタンパク
（FLAG 融合 BAP）発現細胞に比べて，DENV の複製が 100 倍
以上も低下することが確認された。一方，IFI27 発現 Huh7.5
細胞における DENV の複製効率は，コントロールの半分程
度であった（図 3）。 
 
（4）IFI27 ならびに DNAJC14ΔN304 の，他の RNA ウイルス
感染における影響を調べるために，各遺伝子の恒常発現
Huh7.5 細胞に黄熱ウイルス（yellow fever virus：YFV），ジカウイルス（Zika virus：ZIKV），
チクングニアウイルス（Chikungunya virus：CHIKV），麻疹ウイルス（measles virus：MeV），そ
してコクサッキーウイルス B1（Coxsackievirus B1：CVB1）を感染させ，それぞれのウイルスの
複製効率を定量 RT-PCR 法によって解析した。その結果，すでに細胞性抗 DENV 因子として報告し
ている RyDEN（C19orf66）と同様に，DNAJC14ΔN304 の発現は YFV と ZIKV の複製を強く抑制する
ことが明らかとなった（図 4）。それに対し，IFI27 の発現は ZIKV に対しては有意な阻害効果を
示したが，YFV の感染に対しては弱かった。一方，RyDEN は CHIKV と MeV の増殖を抑えたが，
IFI27 と DNAJC14ΔN304 はフラビウイルス（YFV，ZIKV）以外の RNA ウイルスに対する抑制活性
を示さず，さらに CVB1 に対してはどの因子の発現も抑制的に働くことはなかった（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. 候補遺伝子の DENV 感染に対する影響 

図 3. IFI27 と N 末端欠損型 DNAJC14 恒
常発現細胞における DENV の複製 

図 4. DENV 以外の RNA ウイルスの複製における IFI27 と N 末端欠損型 DNAJC14 の影響 



（5）DNAJC14ΔN304 がもつ DENV 阻害活性を詳しく検討するため，DNAJC14 の全長（full-length，
野生型）ORF を用いて，レンチウイルスベクターによる恒常的発現細胞株を樹立した。この野生
型 DNAJC14 発現細胞においては，DENV だけでなく YFV や ZIKV の複製も強く抑えられた（図 5）。
つぎに，DNAJC14ΔN304 ならびに全長 DNAJC14 発現細胞に自立増殖型 DENV レポーターレプリコ
ンゲノムをトランスフェクションし，レプリコンの細胞内複製に伴って発現するレポータール
シフェラーゼの量を測定したところ，N末端欠損型および野生型 DNAJC14 の発現細胞ではコント
ロール（BAP）細胞に比べてルシフェラーゼの活性が有意に低かった（図 6）。実験に用いた DENV
レプリコンはその構造タンパク領域を欠損していることから，DNAJC14 はフラビウイルスの細胞
内 RNA 複製機構を標的としていることが強く示唆された。 

 
（6）タンパクの恒常発現細胞を用いた感染実験の結果では，IFI27 の発現は DENV を抑制する傾
向がみられるものの，その阻害効果は DNAJC14 ほど強いものではなかった（図 3 および 4）。そ
こで，IFI27 の抗 DENV 活性を検証するために，合成 siRNA オリゴを用いたノックダウン実験を
おこなった。HeLa 細胞に IFI27 mRNA と相補的な配列をもつ siRNA をトランスフェクションし，
DENVを感染させ，感染48時間後の培養上清中のウイルス量を定量RT-PCR法によって測定した。
その結果，IFI27 siRNA トランスフェクション細胞から産生されるウイルス量は，コントロール
siRNAトランスフェクション細胞からのウイルス量に比
べて優位に高かった。さらに，内在性 IFI27 のノックダ
ウンによって YFV と ZIKV の複製効率も上昇したことか
ら，IFI27 は様々なフラビウイルスに対して抑制的に働
く細胞性因子であることが示された。 
 
（7）IFI27 と DNAJC14 は，IFN-αで処理した HeLa 細胞
の mRNA から合成した cDNA ライブラリーを用いたスク
リーニングによって同定された。そこで，これらの分子
が IFN 誘導性因子（ISGs）であるかどうかを調べた。HeLa
細胞を IFN-αで処理し，24 時間後に mRNA を抽出した。
そして，遺伝子の発現量を定量 RT-PCR 法によって非処
理 HeLa 細胞のそれと比較したところ，IFI27 は IFN-α
処理によってその発現が約 300 倍も上昇する ISG であ
った。それに対し，DNAJC14 の発現量は，IFN-αで処理
しても変化はみられなかった（図 7）。 

図 5.野生型（全長,full-length）DNAJC14 発現によるフラビウイルスの抑制 

図 6. 野生型（full-length）と N 末端欠損型 DNAJC14（ΔN304）の発現による DENV レプリコンの細胞内複製阻害

（下段） 

図 7. I 型 IFN を処理した HeLa 細胞における
IFI27 と DNAJC14 mRNA の発現変化 



（8）本研究においては，IFN 処理細胞由来 cDNA ライブラリーを用いた gain-of-function スク
リーニング法によって，DENVに阻害活性をもつ細胞性因子としてIFI27と DNAJC14を同定した。
IFI27 は IFN 誘導性因子（ISG）であったのに対し，DNAJC14 は IFN 反応に連動しない分子であっ
た。しかし，これらの細胞性因子は，DENV だけでなく YFV や ZIKV といった他のフラビウイルス
に対しても抑制効果を示したことから，宿主細胞には共通の機構を介して様々なフラビウイル
スを阻害する分子が存在し，その一部は IFN 反応による抗ウイルス状態の確立において重要な
役割を果たしていることが明らかとなった。 
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