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研究成果の概要（和文）：I 型 IFN は自然免疫応答に重要であるが、その産生細胞は生体内で同

定されていなかった。本研究では Ifnb1 遺伝子プロモータ制御下に GFP を発現する遺伝子改変

マウスを作製し、その GFP 蛍光を観測することによって IFN-b 産生細胞の同定に成功した。ウ

イルス感染に対する IFN-b 産生細胞と、細菌感染に対する細胞とに違いが見られた。種々のシ

グナル伝達分子の遺伝子欠損マウスと交配することで、細菌感染時における生体内での IFN-b
産生に関与するシグナル伝達経路を同定した。 
 
研究成果の概要（英文）：Type I IFN is important for innate immune response. However, cells 
producing type I IFN have not been fully identified yet. We generated a knock-in mouse strain where 
GFP is under control of Ifnb1 gene promoter. Observation of GFP expressing cells on viral or bacterial 
infection identified IFN-b-producing cells in vivo. IFN-b-producing cells in response to bacterial 
infection were different from that in viral infection. By crossing with various knock-out mouse strains 
for signaling molecules, we have identified signaling pathways essential for IFN-b production in 
response to bacteria in vivo. 
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１．研究開始当初の背景 
 

近年、ウイルス感染によって I 型 IFN の産
生が誘導される分子機構が明らかとなった
が、生体内での I 型 IFN 産生細胞については
未知であった。研究代表者は生体内で I型 IFN
の産生をモニタリングするために Ifna6gfp ノ
ックインマウスを作製した。その解析から、

TLR のシステムと RLR のシステムがそれぞ
れプラズマサイト様樹状細胞 (plasmacytoid 
dendritic cell, pDC)とコンベンショナル樹状
細胞(conventional DC, cDC)によって使われて
いることを見出した。また、ウイルスの静脈
内投与による全身感染と経鼻投与による肺
感染においては、最初に応答する細胞群に違
いがあることも示した。すなわち、全身感染
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においては pDC, cDC およびマクロファージ
が、肺感染においては肺胞マクロファージ
(alveolar macrophage, AM)が I 型 IFN を産生す
ることを示した。また、AM がウイルスの排
除を行っていることもあわせて示した。AM
は RLR 依存的にウイルスを認識するが、この
シグナルが障害される IPS-1 欠損マウスにお
いては、野生型では反応しない pDC が I 型
IFN を産生することが示された。すなわち、
RLR/AM のシステムが第一線の防御を担い、
TLR/pDC がそれを補助しているという描像
が得られた。 
しかしながら、これらの知見にも関わらず、

抗ウイルス免疫応答の全容が明らかになっ
たとは言い難い。いくつかの細胞種が I型 IFN
を産生することが示唆されているが、異なる
細胞種でどのように I 型 IFN の誘導が制御さ
れているかは不明であった。 
 
２．研究の目的 
 

I 型 IFN 産生を含む抗ウイルス免疫応答を
理解するには IFN-b の挙動を調べることは非
常に重要であり、かつ IFN-b はバクテリア感
染においても重要な役割を持つことが示唆
されている。I 型 IFN のシグナル伝達が抗バ
クテリア免疫応答において重要な役割を果
たしているということを示唆するデータも
あり、ウイルスおよびバクテリア感染に対す
る生体防御反応を理解する上で、IFN-b の挙
動を調べることは必須である。 

一方、バクテリア感染に対する IFN-b 産生
細胞は、in vitro においてマクロファージ、cDC、
繊維芽細胞などが Listeria 感染時に IFN-b を
産生することが知られているが、生体内でこ
れに対応する細胞種、現象は見つかっていな
い。 

研究代表者はこの IFN-b の発現を生体内で
モニタリングできるノックインマウスを
Ifna6gfp マウスと同様の方法で作製し、解析
することを目指した。また、この Ifnb1 ノッ
クインマウスを用いることで、ウイルス感染
時およびバクテリア感染時の IFN-b 産生細胞
の同定とその役割の解明を目標とした。ウイ
ルス感染に関しては、Ifna6gfp マウスの解析
と平行して行うことで、IFN-a と IFN-b の挙
動の違いを調べることとした。また、MyD88、
IPS-1、I 型 IFN 受容体といった種々のシグナ
ル伝達分子の欠損マウスと掛け合わせるこ
とで、TLR, RLR および I 型 IFN 受容体によ
る I 型 IFN 産生の制御機構を解明でき、さら
に、バクテリア感染時の生体内での IFN-b 産
生細胞を同定とこれらのシグナル伝達経路
の役割を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 

Ifnb1 遺伝子座に蛍光タンパク質 GFP をコ
ードする遺伝子を相同組換によって導入す
る。Ifnb1 遺伝子のタンパク質をコードする配
列を GFP をコードする配列でマウス胚性幹
細胞（embryonic stem cell, ES 細胞)中で置き換
え、その後ネオマイシン耐性を指標に得られ
た相同組換体 ES 細胞に Cre リコンビナーゼ
を導入する、もしくは germline transmission
を得たキメラマウスと全身に Cre を発現する
CAG-Cre マウスと掛け合わせることで、ネオ
マイシン耐性遺伝子を切り出し、目的の Ifnb1
ノックイン遺伝子座を得る。 

Ifnb1 遺伝子のプロモーター制御下で蛍光
タンパク質が発現し、その蛍光を指標に
IFN-b の産生をモニタリングする。得られた
Ifnb1 ノックインマウスにニューカッスル病
ウイルス(Newcastle disease virus)やインフル
エンザウイルスといったウイルスを静脈内、
または経鼻投与し、脾臓や肺における蛍光タ
ンパク質の発現をフローサイトメトリー
(FACS)によって観測する。 
また、バクテリア感染に対する IFN-b 産生

細胞を同定するために、Listeria や B 型溶血
性レンサ球菌(group B streptococci, GBS)、肺炎
双球菌を静脈内または経鼻投与し、脾臓、肺、
リンパ節などにおける蛍光タンパク質を
FACS でモニタリングする。 

Ifnb1 ノックインマウスと TLR のアダプタ
ー分子である MyD88, TRIF、RLR のアダプタ
ー分子 IPS-1、I 型 IFN 受容体 IFNAR1 といっ
た分子のノックアウトマウスを掛け合わせ
ることにより、ウイルス感染やバクテリア感
染時の IFN-b 産生細胞がどのようにして病原
体を認識し IFN-b を誘導しているのかを調べ
る。 
 
４．研究成果 
 
常法に従い、Ifnb1gfp マウスを得た。

Ifnb1gfp マウスから得た細胞は、in vitro での
ウイルス感染に対して GFP 発現細胞の割合
が増加することから、GFP の発現によって
IFN-b の産生がモニタリングできることを示
唆した（下図）。 

Ifnb1gfp マウスに NDV を静脈投与、および
経鼻投与し、脾臓および肺における GFP 陽性



 

 

細胞を観測したところ、脾臓においては pDC, 
cDC に、肺においては AM に GFP 陽性細胞
が認められた。Ifna6gfp マウスを使った結果
との比較から、NDV に対する IFN-a 産生細胞
と IFN-b 産生細胞は同一の細胞群であること
が示された。一方、インフルエンザウイルス
の経鼻投与においては、肺の pDC が GFP 陽
性になったことから、ウイルスによって IFN
産生細胞に違いがあることが示唆された(下
図)。 

バクテリア感染時の IFN-b 産生細胞を同定
するために、Listeria を静脈投与し、脾臓にお
けるGFP陽性細胞を FACSによって観測した
ところ、DC ではない細胞群に GFP 陽性細胞
が見られた。細胞表面抗原の分析から、
Ly6ChiCD11b+単球(Ly6Chi MO)が IFN-b 産生
細胞であることが示された（下図）。 

 Ifnb1gfp マウスを MyD88, TRIF, IPS-1 とい
ったシグナル伝達分子の遺伝子欠損マウス
と交配し、Listeria 感染時における GFP の発
現を調べたところ、MyD88-TRIF の経路、
IPS-1 の経路は Listeria による IFN-b 産生誘導
には関与していないことが示された。また、
I 型 IFN 受容体欠損 Ifnb1gfp マウスの懐石か
ら、IFN によるフィードバックは IFN-b の産
生に必要ないことが示された（Data not 
shown）。 
 一方、IRF3 または IRF7 を欠損した Ifnb1gfp
マウスにおいては、Listeria による GFP 陽性
細胞の誘導が見られなかった。IRF7 欠損細胞
を in vitro で Listeria に感染させると IFN-b を

出すことから、in vivo 特有の制御機構が示唆
された（下図）。 

Ly6Chi MO は、Listeria 感染時に CCR2 依存
的に脾臓に集積することが報告されている。
Ly6Chi MO のトラフィッキングの IFN-b 産生
に及ぼす影響を調べるため、CCR2 欠損
Ifnb1gfp マウスに Listeria を感染させ、脾臓に
おける GFP を観測したところ、絶対数は現象
したものの GFP陽性 Ly6Chi MO を見出した。
よって IFN-b 産生には CCR2 による集積は必
要ないことが示された（下図）。 

次に、肺炎双球菌の肺感染モデルにおいて
IFN-b 産生細胞を同定した。肺炎双球菌を経
鼻投与して 24 時間後に肺における GFP 発現
を FACS によって観測したところ、Ly6Chi 
MO が IFN-b を産生することが判明した（下
図）。 

しかしながら、肺炎双球菌を蛍光色素によ
って染色し、経鼻投与 24 時間後に肺におけ
る蛍光色素の分布を FACS によって解析した
ところ、蛍光色素は主に AM に取り込まれて
いることが判明した。すなわち、肺炎双球菌
を取り込んでいる主な細胞はAMであること
を示唆している（下図）。 

 
 



 

 

Listeriaの場合と違い、IFN-b産生にはCCR2
による集積が必須であることが示唆された
（下図）。その他のシグナル伝達分子の影響
は現在解析を継続している。 
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