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研究成果の概要（和文）：パラミクソウイルスのV蛋白質は、Toll様受容体（TLR）-7/9依存性インターフェロン（IFN
）-α産生経路を阻害することが知られていたが、その機構は未詳であった。本研究では、パラミクソウイルスの一つ
であるヒトパラインフルエンザ2型ウイルス（HPIV2）のV蛋白質がTRAF6と結合することを見いだした。さらに、V蛋白
質がTRAF6によるIRF7のK63結合型ポリユビキチン化と、その後のリン酸化を阻害することを明らかにした。以上の結果
から、HPIV2のV蛋白質は、TRAF6によるIRF7のK63結合型ポリユビキチン化を阻害することで、TLR7/9依存性IFN-α産生
を抑制することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Paramyxovirus V proteins block Toll-like receptor 7 (TLR7)- and TLR9-dependent sig
naling leading to alpha interferon production. However, the detailed mechanisms remain unclear. Here we re
vealed that the human parainfluenza virus type 2 (HPIV2) V protein interacted with TRAF6 and inhibited not
 only TRAF6-mediated lysine 63 (K63)-linked polyubiquitination but also subsequent phosphorylation of IRF7
. These results suggest that the HPIV2 V protein prevents TRL7/9-dependent interferon induction by inhibit
ing TRAF6-mediated K63-linked polyubiquitination of IRF7.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1) ウイルスなどの病原体の侵入を感知し

て、細胞はI型インターフェロン（IFN）を

産生する。その中でもIFN-αは、形質細胞

様樹状細胞（pDC: plasmacytoid dendrit

ic cell）によって大量に産生されることが

知られていた。 

(2) pDCにはエンドソームに存在するToll

様受容体(TLR)7/9をセンサー分子とする

シグナル伝達経路が発達しており、TLR7/

9がウイルス核酸を認識することにより大

量のIFN-αを産生することが知られていた

（図１）。 

 

(3) pDCのIFN-α産生は常に見られるわけ

でなく、感染が侵入局所を超えて全身に広

がるような場合に限られ、感染が呼吸器に

限局するような表在感染では、pDCではな

く肺胞マクロファージや従来型の樹状細

胞がIFN-αを産生するとの報告があった。 

(4) 一方、我々のこれまでの研究から、全

身感染型ウイルスに限らず、局所感染型の

パラミクソウイルスがコードするアクセ

サリー蛋白質にも、pDC特異的なTLR7/9

依存性IFN-α産生経路を阻害する能力が備

わっていることが明らかになっていた。 
 
２．研究の目的 

(1) 局所感染型および全身感染型のパラミ

クソウイルスがコードするアクセサリー

蛋白質について、それぞれのTLR7/9依存性

IFN-α産生シグナルに対する阻害能を評価

し、感染様式と阻害能の程度に相関がある

か検討する。 

(2) pDCにおけるTLR7/9依存性IFN-α産

生を、局所感染型ウイルスが阻害するかど

うか検証する。 

(3) 局所感染型ウイルスのV蛋白質が相互

作用するシグナル伝達分子を探索し、TLR

7/9経路上のどのステップをどのように阻

害しているのかを分子レベルで明らかに

する。 
 
 
３．研究の方法 
(1) パラミクソウイルスV蛋白質のTLR7/9

依存性IFN-α産生シグナル抑制能の評価 

局所感染型パラミクソウイルスである

ヒトパラインフルエンザ2型ウイルス

（HPIV2）（ルブラウイルス属）、センダ

イウイルスおよびウシパラインフルエン

ザ3型ウイルス（レスピロウイルス属）と、

全身感染型ウイルスであるニパウイルス

（ヘニパウイルス属）および麻疹ウイルス

（モルビリウイルス属）のアクセサリー蛋

白質について以下を検討した。pDC特異的

なTLR7/9依存性IFN-α産生経路は、その経

路に関わるシグナル伝達分子（MyD88、

TRAF6、IKKα、およびIRF7）を過剰発

現させることで通常の培養細胞でも再構

成することができる。293T細胞を用いた

再構築系において、IFN-αプロモータ下流

に luciferase 遺伝子を挿入したレポータ

プラスミドと共に各ウイルスのV蛋白質発

現ベクターを細胞内導入することで、V蛋

白質によるIFN-α産生シグナル抑制を評

価した。 

(2) HPIV2感染pDCにおけるTLR7/9依存

性IFN-α産生阻害の検証 



局所感染型ウイルスであるHPIV2が、p

DCにおけるTLR7/9依存性IFN-α産生経路

を抑制するか検証するため、ヒト末梢血か

ら単離したpDCにHPIV2を接種した。その

後TLR7リガンド（R848）で刺激し、上清

中に産生されたIFN-α量を測定した。さら

にHPIV2感染pDCにおけるIFN-α産生量

の低下が、V蛋白質によるものであるか検

討するため、V遺伝子を欠失させた組換え

ウイルス［HPIV2 V(-)］に対するIFN-α産

生量を測定した。 

(3) V蛋白質と相互作用するTLR7/9経路上

のシグナル伝達分子の探索 

HPIV2のV蛋白質の標的分子を探索する

ため、TLR-7/9依存的IFN-α産生経路に関

わるシグナル伝達分子との相互作用を免

疫沈降法により解析した。また、内在性蛋

白質による間接的な相互作用を評価する

ため、シグナル分子特異的なsiRNAを導入

した培養細胞やknockout MEF細胞を用

いた解析を行った。次に、上記で結合する

ことが明らかになったシグナル伝達分子

が、TLR7/9依存性IFN-α産生阻害に関わる

標的分子であることを確認するため、V蛋

白質の欠損あるいは点変異体を作製して、

伝達分子との結合能とIFN-α産生抑制能の

相関を検討した。 

(4) V蛋白質のTLR7/9依存性IFN-α産生阻

害機構の分子学的解析 

V蛋白質がどのステップをどのように阻

害するのか調べるために、伝達分子間の相

互作用や、伝達分子のリン酸化やユビキチ

ン化等の修飾、degradationなどを、免疫

沈降法やウェスタンブロット法にて解析

した。 
 
４．研究成果 

(1) パラミクソウイルスV蛋白質のTLR7/9

依存性IFN-α産生シグナル抑制能の評価 

TLR7/9経路に関わる伝達分子を過剰発

現させた再構築系において、V蛋白質のIF

N-α産生シグナル阻害能を評価した。その

結果、局所感染型あるいは全身感染型に関

わらず、すべてのウイルスの V 蛋白質にI

FN-α産生シグナルを阻害する能力が認め

られた（図2）。この結果は、V蛋白質のT

LR7/9依存性IFN-α産生シグナル抑制能は、

そのウイルスの感染様式とは関係なく、パ

ラミクソウイルス科に保存された能力で

あることが示唆された。 

 

(2) HPIV2感染pDCにおけるTLR7/9依存

性IFN-α産生阻害の検証 

HPIV2を感染させたpDCでは、TLR7リ

ガンドによるIFN-α産生誘導が有意に抑制

されることが明らかになった（図3A）。こ



の産生抑制がV蛋白質によるものか検討す

るため、V遺伝子を欠失させた組換えウイ

ルス［HPIV2 V(-)］に対するIFN-α産生を

検討した。その結果、HPIV2 V(-)を接種し

た場合、野生型に比べて、より大量のIFN-

αが産生されることが示された（図3B）。 

(3) V蛋白質と相互作用するTLR7/9経路上

のシグナル伝達分子の探索 

V蛋白質は、TLR7/9経路に関わるシグナ

ル伝達分子のうち、TRAF6、IKKα、IRF

7、およびMyD88と結合することが示され

た（図4A）。IRAK1、IRAK4およびViper

inとの結合は認められなかった。シグナル

伝達に関わる分子は複合体を形成するこ

とが予想されたので、siRNA導入培養細胞

やknockout MEF細胞を用いた解析を行

った。その結果、V蛋白質とIRF7、IKKα、

あるいはMyD88との各相互作用は、内在性

TRAF6を介した間接的な結合によるもの

であることが明らかになった（図4B、dat

a not shown）。 

 

次に、IFN-α産生阻害におけるV蛋白質

とTRAF6との相互作用の役割を検討する

ため、V蛋白質の欠損あるいは点変異体を

作製し、TRAF6との結合に関わるドメイン

の探索を行った。その結果、V蛋白質のC

末端領域に位置するトリプトファンリッ

チモチーフ（WWモチーフ）に変異を導入

した変異体（VW123）では、TRAF6との結

合が消失し（図5A）、また同時にIFN-α産

生抑制能も消失することが分かった（図5

B）。一方、ヒスチジンーシステインモチ

ーフを形成するシステイン残基に変異を

導入した変異体（VC12、VC345、およびVC6）

では、TRAF6との結合は失われず、IFN-α

産生シグナル抑制も変化はなかった。以上

の結果は、V蛋白質のTRAF6との結合が、

IFN-α産生阻害に重要であることを示唆

している。 

 

(4) V蛋白質のTLR7/9依存性IFN-α産生阻

害機構の分子学的解析 

TLR7/9依存性IFN-α産生経路において、

TRAF6はE3ユビキチンリガーゼとして働

き、転写因子IRF7の活性化に必須なK63

結合型ポリユビキチン化することが知ら

れている。そこで、TRAF6によるIRF7の

翻訳後修飾へのV蛋白質の関与を検討した

ところ、V蛋白質はIRF7のK63結合型ポリ

ユビキチン化とリン酸化を抑制すること



が示された（図6、data not shown）。T

RAF6との結合能を消失したVW123変異体

では、K63結合型ポリユビキチン化は抑制

されなかったことから、V蛋白質はTRAF6

と結合し、IRF7のK63結合型ポリユビキチ

ン化を阻害することで、TLR7/9依存性IF

N-α産生経路を抑制することが示唆された。 
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