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研究成果の概要（和文）：ウイルスに対する免疫応答において重要な役割を果たすサイトカインI型インターフ
ェロンの産生調節機構を調べる過程において新規の細胞間接触依存シグナル伝達経路を発見し、その分子機構を
詳細に調べた。結果、当該シグナル伝達を惹起するのに必要な分子や、その下流に位置する分子、またそのシグ
ナルにより誘導される遺伝子発現プログラムを網羅的に明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We found a novel cell-cell contact dependent mechanism which controls 
production of type I interferon, a cytokine important for antiviral immune response. We investigated
 molecular mechanism of the cell-cell contact dependent signaling. Molecules inducing the cell-cell 
contact signaling, required downstream molecules, and gene expression program evoked by the 
signaling have been elucidated.

研究分野： 免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
IFNの制御は抗ウイルス自然免疫応答のみならず、IFNのアジュバントとしての機能に関連した獲得免疫系の制
御、自己免疫疾患への関与など非常に重要であり、今回の研究によって明らかになった新規の分子機構により今
までできなかった治療、予防等へ繋がる可能性がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 I 型 IFN はウイルス感染時に産生され多様な抗ウイルス応答を引き起こすサイトカインであ
り、その産生または機能の異常はウイルス感染に対する重大な脆弱性を引き起こすことが分か
っている。我々は I 型 IFN 産生をモニタリングできるマウス、Ifna6gfp マウスや Ifnb1gfp マウ
スを作製し、IFN 産生細胞の同定や産生に必要なシグナル伝達経路の同定を行ってきた。プラ
ズマサイト様 DC (pDC)が TLR-MyD88 のシグナル伝達経路を用いて、コンベンショナル DC 
(cDC)が RLR-IPS-1 のシグナル伝達経路を用いてウイルス認識、I 型 IFN 産生を行うことを生体
内で初めて示し、かつ肺でのウイルス感染に対して I 型 IFN を産生し抗ウイルス免疫応答を引
き起こす細胞として肺胞マクロファージを初めて同定した(Kumagai et al, Immunity, 2007)。また、
pDC, cDC において、ウイルスの増殖や I 型 IFN による正のフィードバックシグナルの抗ウイル
ス免疫応答への必要性を解析し、cDC においてはウイルスの増殖および I 型 IFN 受容体(IFNR)
を介したフィードバックシグナルなしには IFN を産生し得ないこと、一方 pDC においては IFN
の正のフィードバックによってウイルス増殖の必要性がなしに IFN を産生し得ることなどを示
した(Kumagai et al, J. Immunol, 2009)。 
 
２．研究の目的 
 このように IFN の発現制御に必要な分子機構は、
病原体の認識に関わる pattern recognition receptor 
(PRR)から下流のシグナル伝達経路、さらには重要な
転写因子(IRF3, IRF7)などが同定されており、かつ
IFN を産生する細胞についても各種同定されている。
しかしながら各細胞がどのように協同して IFN 産生
を行い、抗ウイルス免疫応答を制御しているのか、
IFN 産生の経時的なダイナミクスはどのように制御
されているのかなどについてはよくわかっていない。 
 我々は I 型 IFN 産生を GFP の蛍光によってモニタ
リングできるマウスを利用し I 型 IFN 発現の顕微鏡下において経時的に追跡する研究を行う途
上において、樹状細胞が細胞間接触依存的に I 型 IFN を産生する新規のシグナル伝達経路が存
在することを示した（右上図）。本研究においては細胞間接触による相互作用を実現するシグナ
ル伝達機構とそれを媒介する分子機構を同定し、同定された分子による抗ウイルス応答の誘導
法の探索を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 野生型(WT)マウス由
来 cDC と IFNR 欠損
(IFNR KO) Ifna6gfp マ
ウス由来の cDC を混合
し、ウイルスに感染させ
る実験を行った（右図）。 
 すると、IFNR KO 細胞のみ
では GFP 陽性細胞は見られな
かったが（図右）、WT 細胞と
混合すると GFP 陽性細胞が見
られた（図左）。WT 細胞は GFP
をもたないマウスから調製し
ているので、GFP 陽性になりう
る細胞は IFNR KO 細胞由来の
もののみであり、これは IFNR 
KO 細胞が IFN を産生していることを意味する。さらに、可溶性タンパク質等は通過できる 0.4 
m のポアを持つ膜で WT cDC と Ifna6gfp IFNR KO cDC を隔てて培養した場合においては GFP
陽性細胞が見られなかった（図中央）。これは IFNR KO cDC からの IFN 産生には可溶性メディ
エーターによる相互作用によっては起こらず、細胞間接触による相互作用が必要であることを
示唆している。これらの結果から、cDC は IFNR を介した正のフィードバック以外に細胞間接
触による抗ウイルス免疫応答、IFN 産生促進機構があることが示唆される。 
 この実験系を用い、以下の実験を行った。 
（1）上記実験系において IFNR KO Ifna6gfp 細胞を別の遺伝子の欠損細胞に置き換え、細胞間
接触シグナル伝達による IFN 誘導に必要な遺伝子を同定する。 
（2）上記実験系において WT 細胞を種々の遺伝子の欠損細胞に置き換え、細胞間接触シグナ
ル伝達を引き起こすために必須の分子を同定する。 
（3）上記実験系において IFNR KO 細胞を経時的にソーティングによって回収し、トランスク
リプトーム解析を行うことで細胞間接触シグナル伝達により引き起こされる応答を特徴づける。
特に、必須の転写因子等を同定する。 
 



４．研究成果 
（1）細胞間接触シグナル伝達による IFN 誘導には IPS-1 が必須である。 
 cDC がウイルスを認識し I 型 IFN を産生するには RIG-I-like receptor (RLR)とその下流に位置
するアダプター分子 IPS-1 が必須であることが知られている。細胞間接触シグナル伝達がこれ
ら分子の必要性を回避しうるか、すなわち、IPS-1 欠損細胞においても細胞間接触シグナル伝
達があれば IFN を産生しうるかを調べるために、WT 細胞と IPS-1 欠損 Ifna6gfp 細胞を混合し、
ウイルスに感染させた後 GFP を FACS によって観測した。すると、GFP は産生されなかったこ
とから、RLR-IPS-1 経路は細胞間接触シグナル伝達によって補われることはなく、当該経路に
よるウイルス認識は IFN 産生に必須であることが確認された。 
 
（2）細胞間接触シグナル伝達の誘導には IRF3, IRF7 が必須である。 
 細胞間接触によりシグナルが伝達される際、伝達する側の細胞に必須の遺伝子を調べるため、
種々の KO 細胞と IFNR 欠損 Ifna6gfp 細胞とを混合しウイルス感染させた後に GFP を FACS に
より観測する実験を行った。すると、IRF3欠損によってはGFP産生が障害されなかったが、IRF7
欠損により若干減少し、IRF3/IRF7 二重欠損によって完全に消失した。すなわち、ウイルス感
染により細胞間接触シグナル伝達を司る分子（前ページ「２．研究の目的」の項の図中のリガ
ンド Y）が発現すると考えられるが、この発現には IRF3/IRF7 が関与していることを示唆して
いる。 
 
（3）細胞間接触シグナル伝達による IFN 誘導に必要な転写因子の同定。 
 細胞間接触シグナル伝達により誘導される遺伝子発現を網羅的に調べる目的から、WT 細胞
と IFNR KO 細胞を混合し、ウイルス感染させた後に IFNR KO 細胞を経時的に回収し RNA-seq
解析に供した。すると、I 型 IFN 刺激によって誘導される典型的な遺伝子群の一部を含む極め
て限定的な遺伝子発現のみが亢進していることが判明した。そこで、上記の IRF3/IRF7 だけで
なく、IFN 応答に関与する転写因子である Stat1 の関与を調べるために、WT 細胞と IFNR KO
細胞を混合、ウイルス感染した後に p-STAT1 (Y701)抗体による FACS 解析を行った。すると、
WT 細胞においてはリン酸化が見られたが、IFNR KO 細胞においてはリン酸化が見られなかっ
た。すなわち、Stat1 は遺伝子発現に関与していないことを示唆している。 
 さらに、IFNR/Stat1 二重欠損 Ifna6gfp マウスを作製し、このマウス由来の細胞と WT 細胞を
混合しウイルス感染後に GFP を観測することで Stat1 の役割を調べた。上記の結果から予測さ
れたものと違い、Stat1 欠損によって GFP の発現は消失した。すなわち、細胞間接触シグナル
伝達による IFN の産生誘導に Stat1 は必須であることを意味する。 
 Stat1 の Y701 リン酸化が見られなかったことから、通常の IFN 応答における Jak/Tyk ではな
いキナーゼの関与が推測される。そこで、種々のキナーゼ阻害剤を混合培養に添加し GFP 発現
を調べたところ、Syk の阻害剤である piceattanol, R406 によって GFP の発現が阻害されること
が示された。 
 
 以上の結果をまとめると右図のようシグナル
伝達経路の存在が推測される。ウイルスは樹状
細胞に感染すると RLR-IPS-1 依存シグナル伝達
を活性化し、IRF3, IRF7 依存的に IFN とリガン
ド Y を発現する。一方、リガンド Y はその受容
体を通じて隣接する細胞の細胞間接触シグナル
伝達経路およびその下流に位置する Stat1 を活
性化し、IFN 産生を誘導する。 
 今後はシグナル伝達経路の全容を明らかにす
るために、受容体、リガンドの分子実態を補足
する研究を進める予定である。 
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