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研究成果の概要（和文）：C 型肝炎ウイルス(HCV)の NS4B 蛋白、インターフェロン(IFN)シグナ

ル分子である Cardif、STING の蛋白—蛋白間相互作用について検討した。その結果、Cardif と

HCV-NS4Bの間に弱い結合が見られた。一方で、STINGについても同様に解析した結果、BiFC解

析で強い結合を認め、NS4Bと STINGの相互作用が示された。同じ結果を免疫沈降法、免役染色

法でも確認下。以上の結果より、NS4Bと STINGは直接結合し、STINGを介した IFN発現誘導を

抑制していることを示した。 

 

研究成果の概要（英文）：We investigated protein interaction between Hepatitis C virus (HCV)-NS4B 

and signaling molecules associated with interferon (IFN) production, including Cardif, and STING. The 

weak interaction between HCV-NS4B and Cardif was observed. Our data, including BiFC analysis, 

immunoprecipitation assay, and immunostaining, demonstrated that HCV-NS4B specifically binds 

STING. We showed that NS4B suppresses STING–mediated IFN production.  
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１．研究開始当初の背景 

 HCV 排除においてインターフェロン(IFN)

の重要性が知られており、チンパンジーを用

いた急性肝炎モデルの報告からも感染経過中

に多数の IFN関連遺伝子が発現することが確

認されている。ウイルスの侵入は toll like 
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receptor や retinoic-inducible gene I (RIG-I)、

melanoma-differentiation -associated gene 5 

(MDA5) などに認識され、宿主の抗ウイルス

反応が活性化され、Ⅰ型或いはⅢ型 IFN が産

生される。RIG-I は短い二重鎖 RNA (dsRNA)

または dsRNA の 5’末端３リン酸化を認識し

Cardif (MAVS/VISA/IPS-1) の caspase 

recruitment domain (CARD) と結合する。その

後 Cardif は TANK binding kinase 1 (TBK1)、I

κB kinaseε(IKKε) kinases と結合し IFN 

regulatory factor 3(IRF3) をリン酸化し活性化

する。またTBK1、IKKεの活性化により IRF-3

または IRF-7 がリン酸化されると核へ移動し

IFN-β mRNA の転写が誘導される。 

 これらの宿主細胞における抗ウイルス反応

を HCV Core 蛋白や NS3/4A 蛋白が抑制する

事がこれまで報告されていた。NS3/4A は

Cardif の Cys-508 を切断することによりミト

コンドリアから遊離し、宿主 IFN 経路を阻害

するとされる一方で、別の研究では Cardif は

ミトコンドリアから離れても二量体を形成し

下流の IFN産生シグナルを活性化することが

可能と報告もされている。 

 これらの結果から下流の IFNシグナル活性

化に際して Cardif のミトコンドリアとの結合

よりも多量体化が重要と考えられ、かつ、

NS3/4A 以外のウイルス由来因子も関与して

いる可能性が考えられた。 

 

２．研究の目的 

 我々はこれまでに、HCV-NS4B が NS3/4A

同様に TBK1-, IKKεを介する

inreferon-stimulated response element 活性 

(ISRE) は抑制しないが、RIG-I, Cardif を介す

る ISRE 活性を抑制する事を報告していた。

これらの結果から NS4B は Cardif または

Cardif と TBK1/IKKεの間の未知の分子を標

的として IFN産生シグナルを抑制する可能性

を考えた。 

 一方近年、RIG-I によって仲介される IFN

シグナルの調整因子として新たに stimulator 

of interferon genes (STING/MITA/ERIS/ 

MPYS/TMEM173)が報告された．この分子は

小胞体に局在して RIG-I, Cardif, TBK1, IKKε

と結合することが知られ、ウイルス感染時に

Cardif/TBK1/IRF-3 複合体の足場になると予

測された。 

 これらの報告を基に、HCV-NS4B が RIG-I

を介する IFN発現系を抑制する分子的機序に

ついて更に詳細に解析することを目的として

実験を行った。 

 

３．研究の方法 

(1) HCV-NS4B truncated plasmid, Cardif, 

STING 発現プラスミドの作成、発現解析：

NS4B, Cardif, STING を PCR で増幅しそれぞ

れ断片化した monomeric Kusabira-Green 

(mKG) vector に挿入し、N 末端または C 末端

に truncate された mKG と結合した NS4B, 

Cardif, STING の発現プラスミドを作成した。

相補的な mKG 融合プラスミドを様々な組み

合わせで 293T 細胞に遺伝子導入した。 

(2) HCV-NS4B とCardif, STING の免疫染

色：NS4B は５カ所の膜貫通ドメインを持ち

小胞体膜に局在する。一方、Cardif はC 末端

の膜貫通ドメインでミトコンドリア外膜にア

ンカーしている事が報告されている。これら

の蛋白の相互作用を確認するため、それぞれ

局在をと小胞体膜との位置関係を解析するべ

く共焦点レーザー顕微鏡を用いて免疫蛍光染

色による解析を行った。 

(3) HCV-NS4BとCardif、STINGのBiFC アッセ

イ、免疫沈降：Bimolecular fluorescence 

complementation (BiFC) 法とは、結合能を調べ

ようとする２つの蛋白質のそれぞれと、N末

側半分とC末側半分に分割したYFPの間で融

合蛋白質を作成し、２つの蛋白質が結合する

場合にYFPの立体構造が再生され、蛍光が観

察されるという、原理に基づくものである。

この手法を用いてHCV-NS4BとCardif及び

STINGとの相互作用の解析を行い、解析した。

また免疫沈降法による解析を行った。 

 

４．研究成果 

(1) Cardif と HCV-NS4B の相互作用 

 N-Cardif と NS4B-C、N-Cardif と C-NS4B、

C-Cardif と NS4B-N、C-Cardif と N-NS4B の組

み合わせで弱い蛍光が見られた。また BiFC

シグナル陽性細胞の割合は N-Cardif と

NS4B-C、C-Cardif と NS4B-N の組み合わせで

増加していた。 

 蛍光顕微鏡では mKG-Cardif の一部がミト

コンドリアと共局在していた。この共局在は

Cardif-mKG では見られず、C 末端への mKG

の融合によりミトコンドリア結合ドメインが

障害されたためと考えられた。 

(2) STING と HCV-NS4B の相互作用 



 STING についても切断した mKG 蛋白と N

末端もしくはC末端で融合した蛋白発現プラ

スミドを作成し、様々な組み合わせで遺伝子

導入した。その結果全ての組み合わせで強い

蛍光を認め、NS4B と STING の相互作用が示

唆された。フローサイトメトリーでも NS4B

と STING-mKG 融合蛋白の全ての組み合わせ

強い BiFC シグナルを認めた。またコントロ

ールと比較し NS4B と STING-mKG 群におい

て BiFC 陽性細胞の比率は有意に高かった。 

 またNS4BがSTINGと反応することにより、

CardifとSTINGの直接作用を阻害する可能性

を考え、免疫沈降を用いて検討した。 

まず、NS4B と Cardif または NS4B と STING

を発現するプラスミドを HEK293T 細胞また

は Huh7 細胞に遺伝子導入し免疫沈降した。

NS4B は HEK293T 細胞、Huh7 細胞の両方で

STING と強く結合していた。一方で NS4B と

Cardif との間にはいずれの細胞でも結合はみ

られなかった。また、既報のとおり STING と

Cardif の間に強い結合を確認した。更に興味

深いことに HEK293T 細胞、Huh7 細胞の両方

で、STING と Cardif、NS4B の共発現により

NS4Bの容量依存性に STINGと Cardifの相互

作用は減少し、最終的に完全に阻害された。 

 これらの結果から、HCV-NS4B と STING

は直接結合しうること、NS4B と Cardif の結

合は不安定で有り、むしろ Cardif と STING

の結合によるシグナル伝達を、NS4B は干渉

する形で結合して阻害し、IFN-発現誘導を抑

制していることを明らかにし、発表した

（Hepatology, 2013）。 
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