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研究成果の概要（和文）： 

インターロイキン-27（IL-27）は Th1 誘導に中心的な役割を果たすサイトカインであ

るが、抗ウイルス自然免疫応答への関与は知られていない。我々は IL-27 が心筋細胞に

直接作用して encephalomyocarditis virus（EMCV）の感染および増幅を強力に抑制する

ことを見出した。そのメカニズムとして、IL-27 シグナルが細胞内ウイルスセンサー分

子の制御と、感染早期のインターフェロン誘導の増強に寄与することを明らかにした。

本研究の成果は、新しいワクチンの開発などにつながる可能性がある。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 Interleukin-17 (IL-27) plays a central role in induction of Th1 immune response, 

while its contribution to anti-virus innate immunity remains unknown. We found 

that IL-27 directly acts on cardiomyocytes and strongly inhibits infection and 

amplification of the encephalomyocarditis virus (EMCV). The antiviral activity 

of IL-27 is mediated through regulation of virus sensor molecules and acceleration 

of type I interferon induction. The present results may lead to development of 

a novel antiviral vaccine. 
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１．研究開始当初の背景 

 IL-27 は，p28 蛋白と，Epstein-Barr 

virus-induced gene 3（EBI3）のヘテロダ

イマーからなるサイトカインである．その

レセプターは WSX-1 と gp130 によって構成

され，ナイーブ CD4 陽性細胞に発現してい

る．IL-27 は Th1 免疫応答に必須の分子で

あり，ナイーブ CD4 陽性細胞に作用して Th1

分化の最初期段階を誘導すること、IL-12

と協調的にはたらいてIFN-γの産生を促進

することが知られている．また最近になっ

て、IL-27 は Th1 系への影響のみならず、

STAT1 依存的に Th-17 細胞を、また非依存

的に制御性Ｔ細胞の分化を抑制することが

報告されている。 

 これらの多彩な生理作用により、IL-27

は発癌、アレルギー、炎症など種々の病態

に広く関わっている重要なサイトカインで

あると考えられている。しかしながら、ウ

イルス感染症における IL-27 の役割は、こ

れまで報告されていない。 

  我々は IL-27 の新しい作用として、ウ

イルス感染に対する防御効果を世界に先駆

けて見出した。すなわち、脳心筋炎ウイル

ス（EMCV）を感染させた C57BL/6 マウスに

種々のサイトカイン遺伝子を in vivo 導入

し、その後のマウスの生存を観察したとこ

ろ、遺伝子非導入群生存率が有意に亢進し

た。この抗ウイルス効果の機序として、さ

まざまな in vivo、および in vitro の感染

実験を行なって検討を加えた。 

その結果、IL-27 は、獲得免疫機構を介す

るのではなく、ウイルス感染した心筋細胞

に直接作用することによってウイルス複製

を抑制する、非常にユニークなサイトカイ

ンであることが分かった。この知見は、

IL-27 シグナルが、細胞内の何らかの抗ウ

イルス自然免疫応答機構とリンクしている

可能性を示唆していた。 

 さらに、研究代表者らは、IL-27 シグナル

が心筋細胞内に入力されると、MDA5 と RIG-I

の発現が亢進し、ウイルス感染によって惹起

される MDA5 パスウェイと RIG-I パスウェイ

の活性化が増強され、その結果、感染初期か

らの強力なインターフェロン産生の誘導と、

ウイルス複製の抑制がもたらさる可能性を

示した。 

 

２．研究の目的 

これまでの研究において、研究代表者らは

最近、IL-27 シグナルが RIG-I/MDA5 の発現

を亢進すること、I型 IFN の産生を誘導す

ること、抗ウイルス作用を惹起することを

見出した。しかしながら、IL-27 レセプタ

ーを介するシグナルが如何にして

RIG-I/MDA5の発現誘導にリンクするのかに

関しては、未だブラックボックスである。

そこで本研究では、まずこのブラックボッ

クスに関与する可能性が想定しうる既知の

分子群について、分子生物学的手法によっ

て解明する。 

IL-27 刺激細胞、または非刺激細胞に、非

感染、または EMCV を感染させて培養後、RNA

と蛋白を調整する。WSX-1、gp130 下流のシ

グナル分子群である STAT1、STAT3、SOCS3、

p38MAPK、T-bet 、LFA-1、ERK1/2 の発現

量の変化と活性化を、リアルタイム RT-PCR

とウェスタンブロッティングをもちいて解

析する。さらに、これらの分子をターゲッ

トとした siRNA を、初代培養心筋細胞に導

入後、EMCV を感染させることにより、IL-27

の抗ウイルス作用における各分子の貢献度

を検証する。それらの結果を総合し、IL-27

が RIG-I/MDA5 を亢進させる細胞内シグナ

ル伝達機構の理解につなげる。 

 
３．研究の方法 

（動物）C57BL/6 マウス、SCID マウスは清水

実験材料より購入し。京都府立医科大学の実

験動物規定に基づいて SPF 環境で飼育した。

(心筋細胞の採取）妊娠 16 日目の C57BL/6 マ

ウスから胎仔を採取。実体顕微鏡下で胎仔の

心臓を摘出したのちトリプシン、ディスパー

ゼ処理して心筋細胞を回収した。（ウェスタ

ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ ） 総 た ん ぱ く 質 を

Qproteome Mammalian Protein Prep Kit 

(Qiagen, Hilden, Germany).を用いて回収し

て、10% SDS ポリアクリルアミドゲルを用い



 

 

て電気泳動をおこなった。ゲル内のタンパク

を PVDF メンブラン上にブロットしたのち抗

マウス STAT1 抗体, 抗マウス pSTAT1 抗体

(pY701), 抗マウス STAT3 抗体, 抗マウス

pSTAT3 抗体(pS727) (BD Pharmingen, San 

Diego, CA)). を用いて標識したのち、

Chemiluminescent Western blot 

immunodetection kit (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA),をもちいてシグナルを検出した。

(リアルタイム  RT-PCR) 細胞から totalRNA

あるいはEMCVウイルスRNAをQuick Gene SP 

kit(FujiFilm  Tokyo Japan)を用いて回収し

た。High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied 

biosystems, Carlsbad , USA)を用いて逆転

写反応を行い DNA を合成した。合成した DNA

を鋳型として TaqMan プローブ(Applied 

biosystems) mMDA5 (Mn00459183_m1) 、 

mIFNb(Mn00459183Mn00439546_s1) 、

EMCV(EMCV-ANY Lot516181) ｂ -actin 

(Mm00607939-m1) と 7300 Real Time PCR 

System (Applied Biosystems)を用いてリア

ルタイム PCR を行った。(リコンビナント蛋

白・代謝阻害試薬・抗体）リコンビナントマ

ウス IL-27(R&D Systems, Inc Minneapolis, 

MN, USA)    リコンビナントマウス

IFNb(PBL Interferon Souse, Piscatway, 

USA)、Fludarabine(LKT Laboratories,Inc) 、

STAT 3inhibitor (Carbiochem, La Jolla, 

USA)M、抗 mouse IFN-α/β R2 抗体(R&D 

Systems)(ELISA アッセイ)mouseIFNb ELISA 

kit (PBL Interferon Souse)を用いて、プロ

トコールに従って行った。(siRNA の導入）

mMDA5 FlexiTube siRNA No.1-No.3(Qiagen)

をもちいて RNAiFect™ Transfection Reagent

（Qiagen）を用いて細胞内に導入した。（プ

ラークアッセイ）EMCV を感染させた細胞を凍

結融解したのち遠心上清を回収。上清を段階

希釈し HeLa 細胞に添加。1%メチルセルロー

スを含む MEM 培地で２日間培養し、クリスタ

ルバイオレットで染色してプラーク数をカ

ウントした。 

 
４．研究成果 

マウス・プライマリー心筋細胞をリコンビナ

ントマウス IL-27 で刺激したのち MDA5 の発

現をリアルタイム PCR を行った。その結果

MDA5 の発現が約 8倍に亢進していた。さらに

同様の系に50μMの Fludarabineあるいは50

μM の STAT 3 inhibitor を添加した。その

結果、Fludarabine を添加した群においては

MDA5 の亢進が抑制されており、この事より

IL-27によるMDA5の亢進作用がSTAT1のリン

酸化が必要であることが示された。 

 

 
次に IL-27によるウイルス抑制効果に対して

I 型 IFN が関与しているか否かを検証する目

的で IL-27 で刺激した心筋細胞を抗 mouse 

IFN-α/β R2 抗体存在下、あるいは非存在下

において EMCV を 1.0moi の濃度で感染し 48

時間後にウイルスの濃度をリアルタイム

RT-PCR を行って検証した。その結果抗 mouse 

IFN-α/β R2抗体を添加した群ではIL-27に

よるウイルス増殖抑制効果は 

解除されていた。その結果より IL-27 の抗ウ

イルス効果は、Ⅰ型 IFN がメディエーターで

あることが示された。 



 

 

 
さらにIL-27のウイルス増殖抑制効果がMDA5

を介しているか否かを検証する目的で、MDA5

をターゲットとする siRNA を設計し、その効

果を検討した。MDA5 をターゲットとする

siRNA を導入した心筋細胞を IL-27 で刺激し

たのち EMCV を感染させ、48 時間後にリアル

タイム PCR とプラークアッセイを行った。そ

の結果、IL-27 のウイルス増殖抑制効果は解

除されていた。それらの結果より IL-27 の抗

ウイルス効果は MDA5 を介していることが示

された。 

 

そこで、IL-27 をマウスに投与したのち心臓

を摘出し、細切し 1mm3の組織片をドナーマウ

スの腎臓被膜下に移植した。その後ドナーマ

ウスに EMCV を 100pfu を尾静脈から感染させ

て移植した心筋片とドナーマウスの心臓の

EMCV の増殖をリアルタイム RT-PCR で検討し

た。その結果、ドナーマウスの心筋と比較し

て移植片ではウイルス増殖抑制が認められ

た。この事より IL-27 の抗ウイルス効果は、

免役を介さなくても IL-27が心筋細胞を直接

刺激することによって発揮されることが示

された。 

 MDA5 は IL-27 シグナルによって発現誘導

され、ウイルス感染によって惹起される MDA5

パスウェイの活性化の増強につながること、

その結果、感染初期からの強力な I 型インタ

ーフェロン産生の誘導と、ウイルス複製の抑

制がもたらされることを明らかにした。 
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