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研究成果の概要（和文）：IFN-εは生殖器特異的なⅠ型IFNである。申請者らは以前にimportin 9 (IPO9)がIFN-
εの遺伝子発現に重要な役割を果たしていることを見出した。本研究ではIPO9をはじめとしたIFN-ε局所発現機
構の解明を目指した。IFN-εmRNAの5’非翻訳領域の解析結果から、IPO9はIFN-mRNAの安定化に影響を与えない
ことが分かった。また、IPO9と相互作用するタンパク質の存在が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：IFN-εis unique reproductive-specific type I IFN. We have shown that 
importin 9 (IPO9) regulate IFN-ε. In this study, we focused on local regulation of gene expression 
of IFN-ε. Analysis for 5’ untranslated region of IFN-εmRNA showed that IPO9 unaffected mRNA 
stability of IFN-ε.  In addition we found molecules that can interact with IPO9.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 

インターフェロン（IFN）-εは、女性生殖器

特異的に恒常的に発現している I型 IFNであ

り、IFN-εの発現量と、性感染症関連病原体

に対する宿主の感染抵抗性には正の相関が

あることが実験動物で検証されていた。 

申請者らによるこれまでの知見から、抗ウ

イルスシグナルによる I型 IFNの発現誘導が

必須であり、女性生殖器においては IFN-ε

の発現誘導が抗ウイルス応答に必須である

ことが明らかとなった。 

IFN-εの発現調節機構の解明は、性感染症

に対する宿主の局所免疫応答の理解へ向け

て、極めて重要な検討課題であるが、その詳

細は不明であった。 

申請者は以前、IFN-ε mRNAが転写後調

節を受けていることを報告したが、さらに詳

細な検討を行ったところ、IFN-ε mRNAの

5’非翻訳領域（UTR）は比較的長く、特徴

的なループ構造が 2つ存在することが判明し

た。 

申請者はループ部に作用するタンパク質

の存在を予想して生化学的解析を行い、

Importin 9(IPO9) を同定した。その後の解析

から申請者らは IPO9 による塩基配列や組織

（細胞）に特異的な遺伝子発現調節を予想し

た。 

 

２．研究の目的 

申請者らは、性感染症の克服へ向けた宿主

の局所免疫応答の解明を目指しており、特に

性感染症と密接な関わりがあるとされる

IFN-εの局所特異的な発現機構の解明を研

究目標とした。 

目標達成へ向けて、申請者らが IFN-εの

発現制御分子として同定した IPO9に着目し

つつ、１．IFN-ε mRNAの恒常的な発現調

節機構を明らかにする、２．IFN-εの発現誘

導因子を探索する、３．IPO9 をはじめとす

る、IFN-ε遺伝子発現に関与する分子(群)の

生殖器における発現を検討し、IFN-εの局所

特異性を規定する因子を同定する、以上の項

目を明らかにすることを研究目的とした。 

 

３．研究の方法 

IPO9 による IFN-ε mRNA 5’非翻訳領域

（5’UTR）を介した転写後調節の有無につい

て、5’UTR 依存的な mRNA の安定化（或い

は分解）作用を検討するため、 mRNA の半

減期解析をおこなった。さらに、この半減期

に対する IPO9の影響を、IPO9に対する RNA

干渉法を用いて検討した。5’UTR依存的な作

用の検証には、IFN-εの 5’UTRを外因性の遺

伝子（レポーター遺伝子）の 5’UTRと置換し

たベクターやループ構造に対する各種変異

体の発現ベクターを用いた。 

IPO9とタンパク質相互作用する分子（群）

の同定をおこなった。IPO9の免疫沈降後、タ

ンパク質を電気泳動した。ゲルを染色後、

IPO9 免疫沈降サンプルでのみ特異的にみら

れるバンドを抽出し、質量分析法でタンパク

質を同定した。 

同定された個々のタンパク質につき、HeLa

細胞での遺伝子発現を確認した。発現がみら

れる遺伝子群のタンパク質コード領域をク

ローニングしたのち、哺乳細胞発現ベクター

に組み込んだ。このベクターを IPO9 発現ベ

クターとともに HeLa 細胞内に遺伝子導入し、

IPO9 とのタンパク質相互作用を免疫沈降法

で検討した。 

 

４．研究成果 

IFN-εmRNAの安定化は 5’UTRに依存



した。これに対して IPO9の発現抑制や過

剰発現は内因性 IFN-εmRNA や IFN-ε

5’UTR－luciferase融合mRNAの半減期に

影響を与えなかった。これらの結果から、

IPO9 は IFN-εmRNA の安定化には関与

しないことが示唆された。 

IPO9 と相互作用するタンパク質を同定

するため IPO9に対する免疫沈降抗および、

質量分析法による解析を行ったところ、数

種類のタンパク質が同定された。 

それらのHeLa細胞における遺伝子発現

を確認したところ、一部のタンパク質の発

現が確認できなかった。この原因として、

質量分析法の擬陽性や、HeLa 細胞内での

遺伝子スプライシングなどが考えられた。 

HeLa 細胞内での発現が確認された遺伝

子をクローニング後、IPO9 との結合実験

を行ったところ、タンパク質間相互作用が

認められ、実験的にタンパク質間の IPO9

との相互作用が示された。 
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