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研究成果の概要（和文）：IFN シグナル伝達系が阻害された細胞株を樹立することでウイルスの

感染、増殖、生存が容易である環境を作り、特に分離が困難な新興・再興感染ウイルスハンテ

ィングへの道を開くことを目的とした。IFN シグナル伝達系を阻害するためにその経路に重要

な種々の伝達因子の dominant negative 変異体や特異的な shRNAを作成し 293 T細胞を用いて

その効果を確認したが最終的に目指しているのは iPS 細胞を用いた系である。iPS 細胞を使用

することで、一旦 IFNシグナル伝達系が阻害された安定株が得られればいろいろな組織に分化

させることにより組織指向性の高いウイルスの分離に威力を発揮するからである。現在、IFN

シグナル伝達経路の欠失した安定株を得る努力を続けているので近い将来、臨床の現場にウイ

ルスハンティングに有用な細胞株を提供できると考えている。 
 
研究成果の概要（英文）：The goal of our project is to establish interferon (IFN) 
signaling-deficient cell lines that are highly susceptible to viral infection, proliferation and 
survival. In particular, we target those viruses which are proven difficult to isolate by 
established protocols. We transformed 293T cells with plasmids that have negative effects 
on various IFN-signal transduction molecules, and subsequently confirmed by monitoring 
IFN-stimulated genes. Our final goal is to establish iPS cells deficient in IFN signaling. As 
iPS cells are pluripotent, we hypothesized that once established, we can manipulate these 
iPS cells to differentiate into different tissue types. This will become a very powerful tool 
for the isolation of tissue-specific viruses. Currently, we focus our effort in generating iPS 
cells deficient in IFN signaling. We expect these cells will become available soon and hope 
to translate it for clinical use in the near future. 
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１．研究開始当初の背景 
申請者はこれまで抗ウイルス作用を持つ

とされる腫瘍壊死因子（TNF）やインターフ
ェロン（IFN）の研究を行ってきた。特にイ
ン タ ー フ ェ ロ ン 制 御因 子 （ Interferon 
Regulatory Factor, IRF）に関しては東京大
学の谷口維紹博士らのグループからの協力
を得て IRF-1, IRF-2, IRF-3, IRF-4, IRF-5
について遺伝子欠損マウスを中心とした解
析を行ってきた。IRF は IFN 受容体からの刺
激 で 誘 導 さ れ る と と も に Toll-like 
receptor(TLR)からのシグナル伝達の標的で
あることから自然免疫系において鍵となる
因子である。近年、種々のウイルスがウイル
ス自身で dominant negative IRF をコードし
て、あるいは間接的に IRFを阻害して宿主の
自然免疫系のシグナル伝達経路を遮断する
ことでウイルスの生存、増殖を図っているこ
と が わ か っ て き た （ Viral interferon 
regulatory factors, Lee HR et al, J 
Interferon Cytokine Res,2009,29,621）。
またウイルスによっては IRF以外の IFNシグ
ナル伝達因子である PKR、RNaseL、OAS を阻
害するものがある。一方、遺伝的に IFNシグ
ナル伝達因子に機能喪失変異があればウイ
ルスへの感受性が増すと考えられる。実際、
SNPs の解析から前立腺癌患者では RNaseL 遺
伝子の機能喪失変異型 R462Q variantとの関
連があることが見つかり、そのような患者で
はマウス由来のレトロウイルスが高率に感
染していることが明らかにされた（Urisman A 
et al., PLoS Pathog,2006,2,e25）。 

以上のことは、IFN シグナル伝達系が阻害
された細胞ではウイルスの感染、増殖、生存
が容易であることを示唆している。すなわち
IFN シグナル伝達系を阻害した細胞を作成す
れば、今まで困難を極めてきたウイルス分離
が容易になると考えられる。 
 
２．研究の目的 
通常は宿主細胞が感染したウイルスを排

除するために活性化させる IFNのシグナル伝
達経路に関わる分子（IRF1, IRF3, IRF7, IRF9, 
PKR, RNaseL 等）の DN:ドミナントネガティ
ブ変異体、あるいはそれらの遺伝子を特異的
にノックダウンする shRNA を用いて、IFN シ
グナル伝達経路を意図的に阻害し、ウイルス
が増殖しやすい安定細胞株を作成すること
が目的である。その際、iPS 細胞を使用すれ
ば、安定株を樹立した後に、いろいろな細胞
に分化させることにより、細胞指向性の高い
ウイルスの分離に威力を発揮するものと期
待される。それらは、新興ウイルスの分離や、
これまでウイルス感染が疑われながら、ウイ

ルスが分離できなかった症例等からのウイ
ルス分離（ウイルスハンティング）、ウイル
スそのものの研究、ワクチン製造にも活用で
きると考えられる。 
 
３．研究の方法 
１）ウイルス感染時に宿主細胞において誘

導される IFNのシグナル伝達経路に関わる分
子（IRF-1, IRF-3, IRF-7, IRF-9, PKR, RNaseL
等）の DN: ドミナントネガティブ変異体、及
びそれらの遺伝子を特異的にノックダウン
する shRNAを発現するプラスミド・コンスト
ラクトを作成する。 
２）これら DN変異体を iPS 細胞で安定に

発現させるため各種プロモーターの比較解
析を行い、最終的にハウスキーピング遺伝子
の一つである EF1αプロモーターを選択した。
その下流に上記の目的遺伝子及び、IRES-GFP
をつなぎ、目的遺伝子の発現を GFP の蛍光で
簡便にモニターできるようにした（EF1α-各
DN 変異体-IRES-GFP）。さらに PGK のプロモ
ーターの下流 Puror（ピュロマシン耐性遺伝
子）をつなぎ、安定株の薬剤選択ができるよ
うにした（PGK-Puror）。プラスミドを用いた
一過性発現実験でこれらのプロモーターが
iPS細胞内で機能することを確認することに
した。また、shRNA発現は U6 プロモーターが
iPS細胞内で機能することが知られているの
で、U6プロモーターを使うこととした。 

３）安定株作成のためのウィルスベクター
構築を行う。これらのプロモーターがウィル
スベクター内在性のプロモーターと競合す
ることなく使われるように、また安全性を考
慮してレトロウィルスベクターの内在性の
プロモーターを不活化するコンストラクト
（クローンテック社の pQC）を基にしてプラ
スミドを構築した。 
４）ウィルスベクター・コンストラクトを

パッケージング細胞にトランスフェクトし
て、ヒト培養細胞に感染性のあるレトロウイ
ルス液を調製後、iPS細胞に感染させ、安定
株を得るようにした。 
 
ウィルスベクターによる iPS安定細胞株の

樹立がうまくいかなかった場合の対策とし
て 

５）まず一般によく使用されている培養細
胞(HeLa細胞、293T細胞等)で一過性の発現
ではなく、安定株を効率よく樹立できる DN
変異体発現プラスミド、あるいは shRNA発現
プラスミドのコンストラクトを作成する。そ
の後に、iPS 細胞にこれらのプラスミドを導
入することにより安定株を樹立することに
した。 



 

 

６）これまで使いろいろなウイルス分離に
よく使用されてきた Vero細胞（IFR3欠損）
に、これら IFNのシグナル伝達経路に関わる
分子の DN変異体、あるいは shRNA 発現プラ
スミドを導入し、さらにウイルスが増殖しや
すい super-sensitive Vero 細胞を得ること
にした。 
 
 
４．研究成果 
１）IRF-1, IRF-3, IRF-7, IRF-9, PKR, 

RNaseL等の DN変異体を作成し、293T細胞に
一過性に発現させ、内在性の各分子の機能を
抑制することを確認した。また、shRNA の特
異的なノックダウン効果も 293T細胞への一
過性発現実験で確認した。 
２）EF1αプロモーターを使って作成したこ

れらの DN変異体プラスミドを一過性に iPS
細胞に導入し、iPS 細胞内で機能することを
確認した。 
３）クローンテック社の pQC を基にしてプ

ラスミドを構築安定株作成のためのウィル
スベクター構築を行った。 

４）ウィルスベクター・コンストラクトを
パッケージング細胞にトランスフェクトし
て、ヒト培養細胞に感染性のあるレトロウィ
ルス液を調製後、iPS細胞に感染させたが、
安定株を得ることができなかった。 
その対策として、 
５）一般の培養細胞(HeLa細胞、293T細胞

等)で効率よく安定株を樹立できる DN変異体
発現プラスミドのコンストラクトを決めた。
DN 変異体の発現に関しては、全体のユニット
をレトロウイルス由来の LTR で挟み、さらに
EF1-αプロモーター-各 DN変異体
-IRES-GFP/PGK-Purorとつないだコンストラ
クトが、より効率よく安定株を作成すること
ができた。この場合は IRES-EGFP の発現が DN
変異体の発現の程度をよく反映し、細胞を選
び出すのに好都合だった。また、shRNA の発
現に関しては、U6プロモーター
-shRNA/PGK-Purorのみを発現させるシンプル
な構造が最も効率良く、安定株を得ることが
できた。現在、これらの発現プラスミドの iPS
細胞への導入を行っている。 
６）Vero細胞（IFR3 欠損）に、これら IFN

のシグナル伝達経路に関わる分子の DN 変異
体、あるいは shRNA発現プラスミドを導入し、
薬剤耐性コロニーを分離した。現在、それぞ
れの内在性の分子に対する DN変異体と shRNA
の効果を確認中である。 
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