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略語一覧 

AIM2   absent in melanoma 2 

ANT3  adenine nucleotide translocator 3 

AMP   adenosine monophosphate 

ASC  apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD 

Bax  Bcl-2 associated X protein 

BSA  bovine serum albumin 

CARD  caspase-recruitment domain 

Cardif  CARD adaptor inducing interferon-β 

Cas9          CRISPR-associated protein 9 

CBX          carbenoxolone 

cDNA         complementary DNA 

cGAMP        cyclic GMP-AMP 

cGAS          cyclic GMP-AMP synthase 

COX1         cytochrome c oxidase I 

CRISPR       clustered regularly interspaced short palindromic repeats 

CsA           cyclosporine A 

CX43          connexin 43 

DAMPs        damage-associated molecular patterns 

DDX41         DEAD-box helicase 41 

DEPC         diethylpyrocarbonate 

DMEM         Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DNA           deoxyribonucleic acid 

dsDNA         double-stranded DNA 

dsRNA        double-stranded RNA 

DTT            dithiothreitol 

EGFP          enhanced green fluorescent protein 

ERIS           endoplasmic reticulum interferon stimulator 

GAPDH        glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GMP   guanosine monophosphate 

gRNA          guide RNA 

HA             hemagglutinin 

HSV-1          herpes simplex virus type 1 

IFN-α         interferon-alpha 
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IFN-β         interferon-beta 

IKK-ε         i-kappa B kinase epsilon 

IL-1β          interleukin-1 beta 

ISG   interferon-stimulated gene 

IPS-1          interferon-β promoter stimulator 1 

IRF3           interferon regulatory factor 3 

MAVS  mitochondrial antiviral signaling 

MEM         minimum essential medium 

Mfn2           mitofusin 2 

MITA          mediator of IRF3 Activation 

MPTP          mitochondrial permeability transition pore 

mRNA          messenger RNA 

mtDNA         mitochondrial DNA 

M1             matrix protein 1 

M2             matrix protein 2 

NA             neuraminidase 

NEP           nuclear export protein 

NLRP3         nod-like receptor pyrin domain containing 3 

NP             nucleoprotein 

NS1            nonstructural protein 1 

OAS  2’-5’-oligoadenylate synthetase 

PA             polymerase acidic protein 

PAGE          polyacrylamide gel electrophoresis 

PAMPs         pathogen-associated molecular patterns 

PBS            phosphate buffered saline 

PB1            polymerase basic protein 1 

PB2            polymerase basic protein 2 

PCR            polymerase chain reaction 

pDC            plasmacytoid dendritic cell 

PI3K           phosphatidylinositol-3-kinase 

PKR  double-stranded RNA-dependent protein kinase 

PRRs           pattern recognition receptors 

PVDF          poly vinylidene di-fluoride 

RIG-I          retinoic acid inducible gene-I 

RNA           ribonucleic acid 

ROS           reactive oxygen species 
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rRNA          ribosomal RNA 

SDS           sodium dodecyl sulfate 

siRNA          small Interfering RNA 

ssRNA        single-stranded RNA 

STING         stimulator of interferon genes 

TANK          TRAF family member associated NF-kappa B activator 

TBK1          TANK-binding kinase 1 

TFAM          transcription factor A, mitochondrial 

TLR7          toll-like receptor 7 

Tom20   translocase of outer mitochondrial membrane 20 

Tom40  translocase of outer mitochondrial membrane 40 

TRIM25       tripartite motif containing 25 

VDAC1  voltage-dependent anion channel 1 

VISA          virus-induced signaling adaptor 

vRNP          viral ribonucleoprotein 
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要旨 

パターン認識受容体によるウイルス感染の認識とそれに続く自然免疫応答は、感染

初期のウイルス増殖の抑制に重要であるだけではなく、獲得免疫応答の誘導にも必要

である。細胞質中の RNA センサーである retinoic acid inducible gene-I（RIG-I）は

インフルエンザウイルスのゲノム RNAを認識し、ミトコンドリア上のアダプター分

子である mitochondrial antiviral signaling（MAVS）を介して interferon-beta

（ IFN-β）遺伝子の転写を誘導し、抗ウイルス状態を引き起こす。ヘルペスウイル

スの感染細胞ではミトコンドリア DNA（mtDNA）が細胞質中に流出し、細胞質中の

DNA センサーである cyclic GMP-AMP synthase（cGAS）と、下流のアダプター分子

である stimulator of interferon genes（STING）依存的な自然免疫応答を誘導するが

1、インフルエンザウイルス感染時の自然免疫応答における mtDNA や DNA センサー

の役割は不明である。そこで本研究ではインフルエンザウイルス感染における

mtDNA や DNA センサーの役割を明らかにすることを目的として以下の結果を得

た。（1）インフルエンザウイルスの感染により細胞質中に mtDNA が放出された。

（2）インフルエンザウイルスの感染による mtDNA の放出は MAVS 欠損細胞におい

て大幅に低下し、活性酸素種またはミトコンドリア膜透過性遷移孔の阻害剤処理によ

って阻害された。（3）インフルエンザウイルスの M2 タンパク質を細胞に発現させる

だけで mtDNA の流出を引き起こした。（4）M2 タンパク質のイオンチャネル活性を
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欠損させた組換えインフルエンザウイルスの感染細胞では mtDNA の流出が有意に低

下した。（5）インフルエンザウイルスの PB1-F2 タンパク質は合成二本鎖 RNA やウ

イルス RNA の刺激を加えることで mtDNA の流出を引き起こした。（6）cGAS 安定

発現細胞株において、インフルエンザウイルス感染後の IFN-β遺伝子の転写が増強さ

れた。（7）cGAS または STING 欠損細胞ではインフルエンザウイルス感染後の IFN-

β遺伝子の転写が低下した。（8）ギャップ結合の阻害剤処理や、ギャップ結合構成因

子である Connexin 43 のノックダウンにより、インフルエンザウイルス感染後の

IFN-β遺伝子の転写が低下した。（9）インフルエンザウイルス NS1 タンパク質は二

本鎖 DNA 刺激による IFN-β応答を抑制した。（10）インフルエンザウイルス NS1 タ

ンパク質は mtDNA と相互作用していた。（11）NS1 タンパク質の RNA 結合ドメイ

ンに変異を加えると mtDNA との相互作用が減弱した。（12）インフルエンザウイル

ス感染マウスの肺胞洗浄液中に mtDNA が検出された。（13）cGAS または STING 欠

損マウスでは、肺組織中のインフルエンザウイルス感染後の IFN-β遺伝子の転写が野

生型と比較して低下した。以上の結果は、インフルエンザウイルスの感染に伴って細

胞質中に流出した mtDNA が DNA センサー依存的な IFN-β産生を誘導していること

を示している。さらに、インフルエンザウイルス NS1 タンパク質の新しい役割とし

て、mtDNAと相互作用することにより DNA センサー依存的な IFN-β産生を抑制し
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ていることが明らかとなった。本研究は、インフルエンザウイルスが DNA センサー

依存的な IFN-β産生を制御するメカニズムを世界で初めて明らかにしたものである。 
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序論 

（1）インフルエンザウイルス 

インフルエンザウイルスはオルソミクソウイルス科に属し、８本に分節化したマイナ

ス極性の一本鎖 RNA をゲノムとする。現在までに A、B、C、D 型の存在が知られてい

るが 2、ヒトの間で流行を引き起こすのは主に A 型と B 型である 3。 

A 型インフルエンザウイルスの８本の各ゲノム RNA 分節は PB2、PB1、PA、HA、

NP、NA、M1、NS1 をコードしており、さらに選択的スプライシングにより発現する

M2とNEPを含めた 10個のウイルスタンパク質の存在が 1980年頃までに明らかにな

っている 4,5。また近年までに、PB1-F2 を代表とする新たなウイルスタンパク質が次々

と同定されている 6 7。 

A 型インフルエンザウイルスの各ゲノム RNA 分節は核タンパク質（NP）、RNA ポ

リメラーゼ複合体を形成する PA、PB1、PB2 サブユニットとともに vRNP を形成して

いる。ウイルス粒子表面は糖タンパク質のヘマグルチニン（HA）とノイラミニダーゼ

（NA）、イオンチャネルタンパク質である M2 を含む脂質二重膜のエンベロープで覆わ

れており、粒子構造はマトリクスタンパク質（M1）に裏打ちされることで保たれてい

る 8。 

A 型インフルエンザウイルスの感染は標的細胞表面のシアル酸と HA が結合するこ

とにより開始し、ウイルス粒子はエンドサイトーシスによって細胞内に取り込まれる 9。
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エンドソーム内の pH の低下に伴い、ウイルス粒子表面の M2 は水素イオンをウイルス

粒子内に汲み入れることにより M1 と vRNP の解離を促す 10。また pH の低下は HA の

構造変化を誘発し、エンドソーム膜とウイルスエンベロープの膜融合を引き起こす 11。

これによりウイルス RNP が細胞質中に放出され（脱殻）、宿主細胞の核内においてゲ

ノムの複製と転写が行われる。核内で形成された vRNP は非構造タンパク質の NEP と

M1 により核外に輸送され 12,13、細胞表面に集合した RNP は HA、NA、M1、M2 とと

もに宿主細胞膜から出芽し、ウイルス粒子を形成する。NAは出芽した新生ウイルス粒

子の HA と細胞表面のシアル酸の結合を切断し、ウイルスは細胞表面から放出される

14。 
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（2）A 型インフルエンザウイルスの認識機構 

宿主の自然免疫系は病原体の侵入を感知し早期に排除するために重要な役割を果た

している。またウイルスの感染に対する自然免疫応答は感染初期のウイルス増殖の抑制

に重要な役割を果たしているだけではなく、その後の獲得免疫応答の誘導にも必要であ

る。パターン認識受容体（pattern recognition receptors, PRRs）は病原体固有の分子

パターン（pathogen-associated molecular patterns, PAMPs）や、感染などにより損傷

した細胞から放出されるダメージ関連分子パターン（damage-associated molecular 

patterns, DAMPs）を認識することで病原体の侵入を感知している 15。最も典型的なウ

イルス由来の PAMPs はウイルスゲノム由来の核酸である 16。ウイルス感染細胞では多

くの場合、エンドソーム内や細胞質中に二本鎖 RNA（dsRNA）や DNA（dsDNA）、ま

た 5’末端が三リン酸化された一本鎖 RNA（ssRNA）などの特徴的な PAMPs が生じ、

PRRs によって認識される。 

A 型インフルエンザウイルスの感染は、少なくとも 3 つの PRRs によって認識され

る（図 1）16 17。第一に、エンドソーム内の ssRNA センサーである Toll-like receptor 

7（TLR7）は形質細胞様樹状細胞（plasmacytoid dendritic cell, pDC）において、エ

ンドサイトーシスされたインフルエンザウイルス粒子内のゲノム ssRNA を認識し、

大量の IFN-αを誘導する 18 19。 

第二に、細胞質中の RNA センサーである RIG-Iは 5’末端が三リン酸化されたイン
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フルエンザウイルスのゲノム ssRNA を認識する 20 21 22。RIG-I は E3 ユビキチンリガ

ーゼである TRIM25 による N 末端 caspase-recruitment domain（CARD）のユビキ

チン化を受けて活性化し 23、ミトコンドリア外膜上のアダプター分子である MAVS

（または IPS-1、Cardif、VISA として知られる）を足場として TANK-binding 

kinase 1（TBK1）や I-kappa B kinase epsilon （IKK-ε）を集合させる。これらの

キナーゼにより、転写因子である Interferon regulatory factor 3（IRF3）がリン酸化

され、二量体化したリン酸化 IRF3 が核内に移行して IFN-β遺伝子の転写を誘導する

24 25 26。 

第三に、細胞質中の Nod-like receptor pyrin domain containing 3（NLRP3）はイン

フルエンザウイルスの M2 タンパク質がトランスゴルジ内の水素イオンを汲み出すこ

とによる細胞内イオンバランスの変化を認識している 27。NLRP3 はアダプター分子で

ある apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD（ASC）や未成熟型

caspase-1 とともに NLRP3 inflammasome と呼ばれる複合体を形成する。これにより

活性化した caspase-1 が細胞質中の未成熟型 interleukin-1β（IL-1β）を切断し、活性

化型 IL-1βの細胞外放出を引き起こす 28。 

また近年、小胞体上のアダプター分子である STING（または MITA、ERIS、MPYS

として知られる）がインフルエンザウイルスの膜融合を認識していることが報告された

29。 
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図 1．インフルエンザウイルス認識機構 

インフルエンザウイルスはエンドサイトーシスにより細胞内に取り込まれ、エンドソ

ーム内のゲノム RNA は TLR7 によって認識される。小胞体上のアダプター分子であ

る STING は膜融合の刺激を認識している。細胞質中に放出されたゲノム RNA は

RIG-I により認識される。インフルエンザウイルスの M2 タンパク質は酸性条件のト

ランスゴルジ内の水素イオンを細胞質中に汲み出し、NLRP3 を活性化させる。 
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（3）A 型インフルエンザウイルス NS1 タンパク質による自然免疫系の制御 

A 型インフルエンザウイルスの NS1 タンパク質は多くの宿主タンパク質や dsRNA

と相互作用することで多岐にわたる機能を有している 30。その機能は大まかに、（1）

宿主タンパク質発現の抑制、（2）ウイルスタンパク質発現の増強、（3）抗ウイルス応

答の抑制である 30 31。特に、NS1 タンパク質と dsRNA との相互作用は IFN の誘導自

体を抑制するだけでなく、dsRNA-dependent protein kinase（PKR）や 2’-5’-

oligoadenylate synthetase （OAS）といった抗ウイルス応答の実行因子である

interferon-stimulated gene（ISG）の直接的抑制に働く 32 33。また PRRs を介したイ

ンフルエンザウイルス認識機構に対して、NS1 タンパク質は多段階的な回避戦略を持

っている。RIG-I 経路に対しては、RNA 結合ドメイン（38 番目のアルギニンと 41 番

目のリジン）を介してウイルスゲノム RNA と結合することで、RIG-I によるゲノム

RNA の認識を阻害する 21。また、TRIM25 結合ドメイン（96 番目と 97 番目のグルタ

ミン酸）を介して TRIM25 による RIG-I の活性化を阻害することが知られている 34。

NLRP3 inflammasome に対しては、NS1 タンパク質が NLRP3 と相互作用すること

によって NLRP3 inflammasome の形成を阻害し、caspase-1 の活性化やそれに続く

IL-1β産生を抑制している 35 36。この NS1 タンパク質による NLRP3 inflammasome

依存的 IL-1β産生の抑制には RNA 結合ドメインと TRIM25 結合ドメインが重要な役

割を果たしている 37 36。 
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（4）細胞質 DNA センサーによるミトコンドリア DNA認識機構 

mtDNA は酸化的リン酸化に必須の 37 個の遺伝子をコードする全長 16,569bp の環

状 dsDNA である 38。ミトコンドリアは共生細菌由来の細胞小器官であることから、

mtDNA は病原体固有の非リン酸化 CpG モチーフを含んでいる。また、複製過程でユ

ニークな高次構造を示すことからウイルスの感染や細胞障害に伴い細胞質中や細胞外

へ放出された mtDNA は DNAセンサー依存的な自然免疫系を活性化させる 38。 

細胞質中に放出された mtDNAは、細胞質中の DNA センサーである cGAS によって

認識され、セカンドメッセンジャーである cyclic GMP-AMP（cGAMP）の生成を誘導

する 39 40 41。下流のアダプター分子である STING は cGAMP と結合することにより

活性化し、TBK1/IRF3 を介して IFN-β遺伝子の転写を誘導する 42 43。この

cGAS/STING による自己 DNAの認識は、エカルディ・グティエール（Aicardi-

Goutières）症候群を始めとする自己免疫疾患の病態発現に関与する 38。 
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目的 

 細胞質 RNA センサーである RIG-I によるインフルエンザウイルス認識機構につい

てはよく理解されているが、細胞質 DNA センサーによる認識機構は不明な点が多

い。また単純ヘルペスウイルス 1 型（Herpes simplex virus type 1, HSV-1）の感染細

胞ではミトコンドリアストレスが引き起こされ、細胞質中に放出された mtDNAが

cGAS/STING 依存的な自然免疫応答を引き起こしているが 1、インフルエンザウイル

ス感染時の自然免疫応答における mtDNA の役割は未知である。そこで本研究では、

インフルエンザウイルスに対する自然免疫応答における mtDNA や DNA センサーの

役割を明らかにすることを目的とした。 
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実験方法 

（1）マウス 

野生型の C57BL/6J 系統は日本エスエルシー株式会社より購入した。また、

C57BL/6J-STINGgt/gt、C57BL/6J-cGAS-/-は The Jackson Laboratory より購入し、週

齢と性別を揃えて実験を行った。本研究において実施された動物実験計画は、東京大

学医科学研究所の動物実験委員会より承認を得た。 

 

（2）細胞とウイルス 

HEK293FT 細胞（Invitrogen）は 37℃、5% CO2環境のもと、10% FBS

（Gibco）、ペニシリン（100 U/ml）・ストレプトマイシン（100 µg/ml）（P/S、ナカラ

イテスク）、を含むダルベッコ変法イーグル培地（DMEM）（ナカライテスク）で維持

した。 

インフルエンザウイルス A/PR/8/34 株（H1N1）は 10 日発育鶏卵に接種後、35℃で

2 日間培養して増やした 44。組換えインフルエンザウイルスはイヌ腎臓上皮細胞由来

の MDCK 細胞に感染させ、37℃で 2 日間培養した。NS1 欠損インフルエンザウイル

ス A/PR/8/34 株（H1N1）45は NS1 安定発現 MDCK 細胞を用いて培養を行った 36。

これらのウイルスはそれぞれ、MDCK 細胞または NS1 安定発現 MDCK 細胞を用い

たプラークアッセイ法によりウイルス力価を決定後、ウイルスストックを-80℃に保存
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した。具体的には、0.1%BSA-PBS 溶液でウイルス液を 10 倍段階希釈し、6 well-

plate に播種したコンフルエントの MDCK 細胞または NS1 安定発現 MDCK 細胞にウ

イルス液を吸着させた。1 時間後に細胞を PBS で洗浄し、アセチルトリプシンを添加

した 1×MEM-アガロース培地を重層し、37℃で培養した。2 日後、クリスタルバイ

オレット溶液で固定・染色を行い、プラーク数からウイルス力価（PFU/ml）を算出し

た。 

Human Adenovirus 5 は ATCC より購入した。HEK293FT 細胞に感染させて培養

し、TCID 50 法でウイルス力価を決定後、−80℃に保存した。具体的には、ウイルス

液の 3 倍段階希釈系列を作製し、96 well-plate に播種した HEK293FT 細胞にウイル

ス液を吸着させ、10%FBS-DMEM 培地を添加した。細胞変性効果が認められた時点

で 50％細胞変性終末点（TCID50）を算出した。 

 

（3）プラスミド 

ヒト TFAM の cDNA は非感染細胞から、またインフルエンザウイルス A/PR/8/34

株の HA、NA、M1、NS1、NEP タンパク質の cDNA は、感染細胞から抽出した

total RNA をテンプレートとし、オリゴ dT を用いた逆転写反応と特異的なプライマ

ーを用いた PCR 増幅によって得た。上述のように得た A/PR/8/34 株の NS1 タンパク

質の cDNA をテンプレートとし、標準的な変異導入法により NS1 タンパク質の 38 番
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目のアルギニンと 41 番目のリジンをアラニンに置換した RNA結合ドメイン変異体

（NS1 38/41A）cDNA を得た 36。チャネル活性を欠損したインフルエンザウイルス

A/PR/8/34 株の M2 遺伝子（M2del29-31）は人工合成によって得た。これらはすべて

真核生物の発現ベクターpCA7 にクローニングした 46。Enhanced green fluorescent 

protein (EGFP)、HA-human IRF3、Flag-M2 またはタグ無しのインフルエンザウイ

ルス PB1-F2 タンパク質を発現するプラスミドについては既報を参照した 27,47-49。 

 

（4）抗体 

ヒトリン酸化 IRF3（Ser396; 4D4G）、STING（D2P2F）、ヒト cGAS（D1D3G）

に対する抗体は Cell Signaling Technology より購入した。EGFP（GF200）に対する

抗体はナカライテスクより購入した。Calnexin、Flag（M2）に対する抗体は Sigma-

Aldrich より購入した。α-tubulin（DM1A）、Tom20（XX-1）、HA（F-7）に対する

抗体、またマウス Control IgG1 は Santacruz より購入した。Myc（9E10）に対する

抗体は Covance より購入した。 

 

（5）細胞質 mtDNA の定量 

細胞質 mtDNA の定量は既報に準じて行った 1。具体的には、HEK293FT 細胞また

はマウス肺線維芽細胞を回収し、細胞懸濁液の 20 分の 1 量を取り分け、QIAamp 
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DNA mini kit（QIAGEN）を用いて mtDNA 量の補正用として total DNA を回収し

た。残りの細胞を 500µl のジギトニンバッファー（150 mM NaCl、50 mM HEPES 

pH7.4、15-25 µg/ml digitonin）で懸濁し、細胞膜のみが透過化するようマイクロチ

ューブローテーターを用いて室温で 10 分間インキュベートした。その後 980×g、3

分間で遠心し、新しい 1.5 ml エッペンチューブに上清を移す操作を 3 回繰り返し、最

初の沈殿を Pellet としてウェスタンブロットに供した。上清を新たな 1.5 ml エッペン

チューブに移してさらに 17,000×g、10 分間遠心し、純粋な細胞質分画を得た。この

純粋な細胞質分画から QIAquick Nucleotide Removal Columns（QIAGEN）を用い

て DNAを抽出した。抽出した細胞質 DNA とヒトまたはマウス mtDNA 特異的なプ

ライマーを用いて定量 PCR を行った（表 1）。Total DNA に対しても同様に定量 PCR

を行い、標準化のコントロールとして用いた。測定結果はΔΔCt 法により解析し、非

感染細胞または EGFP 発現プラスミドを導入した細胞（ネガティブコントロール）を

１とした相対値を算出した。 

 

（6）組換えインフルエンザウイルスの作製 

6 well-plate に HEK293FT 細胞を播種し、0.1 µg のインフルエンザウイルス

A/PR/8/34 株 vRNA 発現用プラスミド（pPolI-PB1、pPolI -PB2、pPolI-PA、pPolI-

HA、pPolI-NA、pPolI-NP、pPolI-M、pPolI-NS）とともに、ウイルス RNA ポリメ
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ラーゼ発現用プラスミド（0.1 µg pCAGGS-PA、1 µg pCAGGS-PB1、1 µg pCAGGS-

PB2、1 µg pCAGGS-NP）を 7.8 µl TransIT 293（タカラバイオ）を用いたリポフェ

クション法により導入した 50。変異組換えウイルス作成のため、任意の変異を加えた

vRNA 発現用プラスミド（pPolI-PB1-ΔPB1-F2、pPolI-M-M2del29-31、pPolI-M-

M2N31S、pPolI-NS-ΔNS1）を用いた 45,51。48 時間後に最終濃度が 1 µg/ml になるよ

うにトリプシン（Sigma）を加え、37℃で 15 分間インキュベートした。培養上清を

MDCK 細胞に 1 時間吸着させ、2 ml OPTI-MEM（Gibco）を加えて 48 時間～72 時

間培養を行い、必要に応じて新しい MDCK 細胞に培養上清の継代を行った。作成し

たウイルスは 225 cm2 フラスコに播種した MDCK 細胞に接種してストックウイルス

とし、プラークアッセイによりウイルス力価を決定した。 

 

（7）siRNAを用いた遺伝子ノックダウン 

cGAS-293FT 細胞を 6well-plate に播種し、ヒトの Connexin43 特異的な siRNA

（Silencer Select s531800, s531801）各 25 pmol またはネガティブコントロール

siRNA（Silencer Select Negative Control No.1, No.2）各 25pmol を 5 µl 

Lipofectamine 2000（Invitrogen）を用いたリポフェクション法により細胞に導入し

た。6 時間後培養上清を DMEM に置換し、48 時間後に細胞ライセートを回収してウ

ェスタンブロットに供した。 
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（8）CRISPR/Cas9 法によるゲノム編集 

 CRISPR direct（https://crispr.dbcls.jp/）を用いてヒト MAVS（Gene ID: 57506）、

ヒト STING（Gene ID: 340061）に特異的な gRNA を設計した（表 2）。gRNA 発現

プラスミドを作製するため、アンチセンス鎖 3 µl とセンス鎖 3 µl を混合し、サーマル

サイクラーを用いて 95℃で 10 分間、さらに 50℃で 10 分間反応させた（アニーリン

グ）。制限酵素 BpiI で処理した pSpCas9(BB)-2A-GFP（pX458; Addgene）とアニー

リングしたオリゴ DNA を Ligation high ver.2（東洋紡）を用いてライゲーション

し、標準的なクローニング法を用いてプラスミドを作製した。作製した gRNA 発現用

pX458 プラスミドをリポフェクション法により HEK293FT 細胞に導入し、FACS 

Aria（BD）を用いて EGFP 陽性細胞を 96 well-plate にシングルセルソーティングし

た。コロニーを形成した細胞の MAVS、STING の発現をウェスタンブロットで確認

し、検出されなかったものを欠損細胞株とした。 

 

（9）EGFP, cGAS 安定発現細胞株の樹立 

ヒト cGAS タンパク質を発現するレンチウイルスを作製するため、ヒト cGAS をコ

ードする cDNA を pLenti6.3/V5-TOPO vector（Invirtogen）にクローニングした。3 

µg の pLenti6.3/V5-TOPO-cGAS と ViraPower Packaging Mix（Invitrogen）をリポ

フェクション法により HEK293FT 細胞へ導入した。15 時間後に培養上清を新たな
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DMEM 培地に置換し、72 時間後の培養上清を回収し、cGAS 発現レンチウイルスと

して用いた。コントロールには EGFP 発現レンチウイルスを使用した。HEK293FT

細胞にレンチウイルスを 10 µg/ml の polybrene 存在下で感染させた。感染 24 時間後

に培養上清を DMEM に置換した。さらに 24 時間後から 10 µg/ml の blasticidin を含

む DMEM で 2 週間培養し、cGAS 安定発現細胞株を樹立した。 

 

（10）マウス肺線維芽細胞の誘導 

 マウスの肺を PBS で洗浄して切込みを入れ、10 ml の Digestion buffer（0.25% 

Trypsin、400 nM EDTA in DMEM）を用いて 37℃で 30 分振とう反応させた 52。セ

ルストレーナーを用いて細胞懸濁液とし、1,100 rpm、5 分遠心した沈殿を新たな

DMEM で再懸濁し、10 cm dish に播種した。10 日間培養し、肺線維芽細胞として実

験に用いた。 

 

（11）共免疫沈降とウェスタンブロッティング 

HEK293FT 細胞を 24 well-plate に播種し、0.5 µg の pCA7-Flag-NS1 とともに

0.5 µgの pCA7-Myc-human TFAM をリポフェクション法を用いて導入した。24 時間

後に細胞を PBS で洗浄し、500 µl の 1×TNT バッファー（50 mM Tris (pH 7.5), 150 

mM NaCl, 1% Triton X-100, 1 mM EDTA, 10% glycerol）で溶解した。細胞溶解液を
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11,000 rpm で 10 分間遠心し、遠心後の上清を 27 µl 取り、sodium dodecyl sulfate 

(SDS) loading buffer （50 mM Tris (pH 6.8), 100 mM DTT, 2% SDS, 0.1% 

bromophenol blue, 10% glycerol）と混合して 100℃で 5 分間煮沸した。残りの上清に

15 µl の protein G-Sepharose (GE Healthcare AB)を加えて 4℃で 30 分間プレトリー

トを行い、5,000 rpm で 1 分間遠心した上清に 0.5 µg の抗 Flag 抗体または normal 

mouse IgG1 を加えて 4℃で一晩反応させた後、protein G-Sepharose を加えて 4℃で

1 時間インキュベートした。反応液を 5,000 rpm で 1 分間遠心して複合体を沈殿さ

せ、co-immunoprecipitation buffer （50 mM Tris (pH 7.5), 150 mM NaCl, 1% 

Triton X-100, 1 mM EDTA）で 3 回洗浄した。SDS loading buffer と混合して 100℃

で 5 分間煮沸し、サンプルを 10%ポリアクリルアミドゲル SDS-PAGE で泳動し、

PVDF メンブレン（Immobilon-P; Millipore）に転写した。メンブレンを 5%スキムミ

ルクで 1 時間ブロッキングし、マウス抗 Flag抗体、マウス抗 Myc 抗体で一晩インキ

ュベーションした。2 次抗体を反応させた後、メンブレンを 0.05% Tween-PBS で 3

回洗浄し、Chemi-Lumi One Super （ナカライテスク）で 1 分間反応させ、シグナル

を LAS-4000mini （GE Healthcare）で検出した。免疫沈降サンプルからのミトコン

ドリア DNA の検出には、抗体を反応させた後、protein G-Sepharose を加えてインキ

ュベートした複合体から QIAquick Nucleotide Removal Columns（QIAGEN）を用

いて DNA を抽出し、実験方法（5）にしたがって定量 PCR を行った。 
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（12）IFN-βレポーターアッセイ 

HEK293T 細胞を 24 well プレートに播種し、レポータープラスミド p125-luc（100 

ng)、phRL-TK（2.5 ng）、合成二本鎖 DNA の Poly(dA:dT)（100 ng）とともに 500 

ng の pCA7-Flag-NS1 または pCA7-EGFP をリポフェクション法により導入した。24

時間後に passive lysis buffer（Promega）100 µl で細胞を溶解し、dual-luciferase 

reporter assay system（Promega）を用いて発光強度をルミノメーター（GloMax; 

Promega）で測定した。 

 

（13）Total RNA の抽出と定量 PCR 

 細胞を 1 ml TRIZOL reagent（invitrogen）で溶解し、1.5 ml エッペンチューブに

回収した。マウス肺組織を用いる場合は肺を二つに分け、解剖ばさみで細かく切って

TRIZOL と混合した。200 µl のクロロホルムを加えて混合し、11,000 rpm で 15 分間

遠心した。三層に分かれた中間層が混ざらないよう上層を新しい 1.5 ml エッペンチュ

ーブに回収し、500 µl の 2-プロパノールを加えて転倒混和し、10 分間静置した。

11,000 rpm で 10 分間遠心し、上清を捨て、1 ml 75%エタノールを加えて 9,000 rpm

で 5 分遠心した。エタノールを完全に除き、50 µl DEPC 処理水で沈殿を溶解したも

のを total RNA とした。SuperScript III 逆転写酵素（Invitrogen）とオリゴ dTプラ

イマーを用いて total RNA から cDNA を作製した。インフルエンザウイルス NP また
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はヒト、マウスの IFN-β特異的なプライマー（表１）と SYBR premix Ex Taq II

（タカラバイオ）を用いて定量 PCR を行った。Ct 値はヒトβ-actin、マウス GAPDH

特異的なプライマーを用いた定量結果でそれぞれ補正した（表 1）。 

 

（14）インフルエンザウイルスの経鼻感染と肺胞洗浄液の回収 

 マウスにソムノペンチルを腹腔内投与したのち（深麻酔）、インフルエンザウイルス

A/PR8 株を 1000 PFU/30 µl で経鼻投与した。感染 1~5 日後、マウスを安楽死させて

肺を取り出し、2.5 ml シリンジと 21G ノンベベル針を用いて 2 ml 0.1% BSA-PBS を

気管から肺に注入した。これをもう一度繰り返し、肺と洗浄液を 15 ml チューブに回

収して 2,000 rpm で遠心し、上清を−80℃で保存した。肺胞洗浄液中の mtDNA 定量

のため、QIAquick Nucleotide Removal Columns（QIAGEN）を用いて DNA を抽出

した。 

 

（15） 統計解析 

エラーバーは Triplicate で行った実験の標準誤差を示した。統計的有意性は

Tukey’s test を用いて解析し、P value < 0.05 を統計的に有意とした。図中の記号はそ

れぞれ * P < 0.05、** P < 0.01、*** P < 0.001 を示している。解析には Graph Pad 

Prism software を使用した。 
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表 1．定量 PCR に用いたプライマー配列 

 

Influenza virus NP            Forward 5’-AGAACATCTGACATGAGGAC-3’ 

                              Reverse 5’-GTCAAAGGAAGGCACGATC-3’ 

 

Human IFN-β53              -Forward 5’-CTCCTGGCTAATGTCTATCA-3’ 

Reverse 5’-GCAGAATCCTCCCATAATAT-3’ 

Human β-actin 53            -Forward 5’-CTGGAACGGTGAAGGTGACA-3’ 

-Reverse 5’-AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA-3’ 

 

Mouse IFN-β54               Forward 5’-GCACTGGGTGGAATGAGACTATTG-3’ 

-Reverse 5’-TTCTGAGGCATCAACTGACAGGTC-3’ 

Mouse GAPDH 54             -Forward 5’-ACCACAGTCCATGCCATCA-3’ 

-Reverse 5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’ 

 

Mouse mtDNA (COX1) 1        Forward 5’-GCCCCAGATATAGCATTCCC-3’ 

                              Reverse 5’-GTTCATCCTGTTCCTGCTCC-3’ 

 

Human mtDNA (16S rRNA) 55  Forward 5’-CCTAGGGATAACAGCGCAAT-3’ 

Reverse 5’-TAGAAGAGCGATGGTGAGAG-3’ 
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表 2．gRNA 発現プラスミド作製用オリゴ配列 

 

Human MAVS gRNA   Target sequence   5’-cccatcaactcaacccgtgctgg-3’ 

Sense strand         5’-CACCGcccatcaactcaacccgtgc-3’  

Anti-sense strand     5’-AAACgcacgggttgagttgatgggC-3’ 

 

Human STING gRNA   Target sequence   5’-ccaaatgcggtcggcccgccctt-3’ 

Sense strand         5’- CACCGaagggcgggccgaccgcatt-3’  

Anti-sense strand     5’-AAACaatgcggtcggcccgcccttC-3’   
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結果 

（1）インフルエンザウイルスは MAVS 依存的に mtDNA を細胞質中へ流出させる 

インフルエンザウイルスの感染が mtDNA の細胞質中への流出を引き起こす可能性

を検討するため、まず HEK293FT 細胞においてインフルエンザウイルスが増殖する

ことを確認し（図 2a-b）、また遠心分離法によりミトコンドリア膜成分を含まない純

粋な細胞質分画を抽出できることを確認した（図 3a）。続いて HEK293FT 細胞また

はマウス肺線維芽細胞にインフルエンザウイルスを感染させ、感染 24 時間後に細胞質

分画から DNAを抽出した。この細胞質 DNA を用いて、mtDNA 特異的プライマーを

用いた定量 PCR を行った。その結果、野生型インフルエンザウイルス感染 24 時間後

の細胞質分画に mtDNA が検出された（図 3b-c）。興味深いことに、NS1 タンパク質

を欠損したインフルエンザウイルス（ΔNS1 ウイルス）感染細胞の細胞質中の

mtDNA 量は野生型と比較して有意に高かった（図 3b-c）。インフルエンザウイルスの

NS1 タンパク質は RIG-I 経路を阻害するため、ΔNS1 ウイルスの感染細胞では高いレ

ベルの IFN-βプロモーター活性が誘導される 45。このことから、ΔNS1 ウイルスが

引き起こす RIG-I/MAVS 依存的な抗ウイルス応答が mtDNA の流出に関与していると

考えられた。そこで、CRISPR/Cas9 ゲノム編集法により MAVS 欠損 HEK293FT 細

胞を樹立し、ΔNS1 ウイルス感染 24 時間後の細胞質中の mtDNA 量を測定した。す

ると、MAVS 欠損細胞ではインフルエンザウイルス感染後の mtDNA の流出量が有意
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かつ大幅に低下した（図 4a）。活性酸素種（reactive oxygen species, ROS）や過剰な

カルシウムイオン濃度はミトコンドリア膜透過性遷移孔（mitochondrial permeability 

transition pore, MPTP）の開口を促し、mtDNA の放出を引き起こす 56。HEK293FT

細胞にΔNS1 ウイルスを感染させ、MPTP の阻害剤であるシクロスポリン A

（CsA）、またはミトコンドリア抗酸化剤である Mito-TEMPO で処理すると、感染 24

時間後の細胞質中の mtDNA 量が有意に低下した（図 4b）。 

以上の結果は、インフルエンザウイルスの感染による RIG-I/MAVS 経路の活性化や

ROS の産生が、MPTP を介した mtDNA の放出を引き起こしていることを示してい

る。 
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図 2．HEK293FT 細胞におけるインフルエンザウイルス増殖曲線 

HEK293FT 細胞に野生型のインフルエンザウイルス A/PR8 株を感染させ、1、9、

24、48 時間後の細胞内のインフルエンザウイルス NP mRNA 量（a）を定量 PCR 法に

より、また培養上清中のウイルス量（b）をプラークアッセイ法により測定した。*** P 

<0.001 
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図 3．インフルエンザウイルス感染は mtDNA を細胞質中へ流出させる 

（a）HEK293FT 細胞から遠心分離により細胞質分画を抽出し、ウェスタンブロットに

より各細胞小器官のマーカー（α-tubulin, Calnexin, Tom20, Mfn2）を検出した。（b）

HEK293FT 細胞または（c）マウス肺線維芽細胞に野生型のインフルエンザウイルス

A/PR8 株、または NS1 欠損インフルエンザウイルス A/PR8 株（ΔNS1）を感染させ

た。感染 24 時間後に細胞質分画を抽出し、mtDNA 量を定量 PCR 法により測定した。

*** P <0.001 
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図 4．インフルエンザウイルス感染に伴う mtDNA 流出における MAVS、活性酸素種、

ミトコンドリア膜透過性遷移孔の役割 

（a）野生型の HEK293FT 細胞、または MAVS 欠損 HEK293FT 細胞に NS1 欠損イ

ンフルエンザウイルス A/PR8 株（ΔNS1）を感染させた。感染 24 時間後に細胞質分画

を抽出し、mtDNA 量を定量 PCR 法により測定した。（b）HEK293FT 細胞に NS1 欠

損インフルエンザウイルス A/PR8 株（ΔNS1）を吸着させ、CsA（50 µM）または Mito-

TEMPO（500 µM）を含む培地を加えた。感染 24 時間後に細胞質分画を抽出し、mtDNA

量を定量 PCR 法により測定した。*** P <0.001 
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（2）インフルエンザウイルス M2 タンパク質のチャネル活性が mtDNA の流出に重要

である 

次にインフルエンザウイルス感染による mtDNA の流出に重要なウイルス側因子を

同定するため、HEK293FT 細胞に N 末端 Flagタグ付きのインフルエンザウイルスタ

ンパク質（HA, NA, M1, M2, NS1, NEP, PB1-F2）発現プラスミドを導入し、24 時間

後の細胞質中の mtDNA 量を測定した。その結果、M2 タンパク質を発現させた細胞

の細胞質中にのみ、高いレベルの mtDNA が検出された（図 5）。M2 タンパク質は四

量体を形成することで水素イオンチャネルとして機能する 57。そこで M2 タンパク質

膜貫通ドメインの 3 アミノ酸を欠損させてチャネル活性を持たない変異 M2 タンパク

質（M2del29-31）発現プラスミドを作製したところ、細胞に導入して 24 時間後の

mtDNA の放出が完全に消失した（図 6a）。同様に M2 タンパク質のチャネル活性を

欠損した組み換えインフルエンザウイルス（rgPR8/M2del29-31）をリバースジェネテ

ィクス法で作出し、感染 24 時間後の細胞質中 mtDNA 量を測定すると、野生型の組

み換えインフルエンザウイルス（rgPR8）と比較して mtDNA の放出が有意に減少し

た（図 6b）。アマンタジンは M2 イオンチャネルの孔に特異的に結合するチャネル活

性阻害剤である 58。本研究で用いているインフルエンザウイルス A/PR8 株はアマンタ

ジン耐性であるため 59 60、M2 タンパク質の 31 番目のアスパラギンをセリンに置換し

たアマンタジン感受性ウイルス（rgPR8/M2N31S）をリバースジェネティクス法で作出

した。このアマンタジン感受性ウイルス感染細胞において、アマンタジン存在下で感
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染 24 時間後の mtDNA 放出の有意な低下が認められた（図 6c）。 

以上の結果から、インフルエンザウイルスは M2 タンパク質のチャネル活性を介し

て mtDNA を細胞質中に流出させていることが明らかになった。 
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図 5．mtDNA 流出におけるインフルエンザウイルスタンパク質の役割 

HEK293FT 細胞にインフルエンザウイルスタンパク質発現プラスミド（HA, NA, M1, 

M2, NS1, NEP, PB1-F2）を導入し、24 時間後に細胞質分画の mtDNA 量を定量 PCR

法により測定した。** P <0.01 
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図 6．mtDNA 流出における M2 タンパク質のイオンチャネルの役割 

（a）HEK293FT 細胞に Flag タグ付きの野生型 M2 タンパク質またはチャネル活性欠

損 M2 タンパク質（M2del29-31）発現プラスミドを導入し、24 時間後に細胞質分画の

mtDNA 量を定量 PCR 法により測定した。（b）HEK293FT 細胞に野生型の組換えイン

フルエンザウイルス A/PR8 株（rgPR8）または M2 チャネル活性欠損インフルエンザ

ウイルス A/PR8 株（rgPR8/M2del29-31）を感染させた。感染 24 時間後に細胞質分画

を抽出し、mtDNA量を定量 PCR 法により測定した。（c）HEK293FT 細胞にアマンタ

ジン感受性組換えインフルエンザウイルス A/PR8 株（rgPR8/M2N31S）を吸着させ、ア

マンタジン（100 µM）を含む培地を加えた。感染 24 時間後に細胞質分画を抽出し、

mtDNA 量を定量 PCR 法により測定した。P <0.001 
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（3）インフルエンザウイルス RNA と PB1-F2 タンパク質は相乗的に mtDNA の流出

を引き起こす 

インフルエンザウイルス感染による細胞質中への mtDNA の放出は MAVS 依存的に

引き起こされていたことから（図 4a）、ウイルスゲノム RNA による RIG-I/MAVS 経

路の活性化が mtDNA の放出に寄与していると考えられた。そこで、ウイルスゲノム

RNA とウイルスタンパク質が相乗的に mtDNA の放出を引き起こしている可能性を検

討するため、HEK293FT 細胞に RIG-I/MAVS 経路のリガンドである poly(I:C)ととも

にインフルエンザウイルスタンパク質（HA, NA, M1, M2, NS1, NEP, PB1-F2）発現

プラスミドを導入し、24 時間後の細胞質中の mtDNA量を測定した。その結果、M2

タンパク質だけでなく、PB1-F2 タンパク質を発現させた細胞の細胞質中にも高いレ

ベルの mtDNA が検出された（図 7a）。M2 タンパク質の場合とは異なり、PB1-F2 タ

ンパク質による mtDNA の放出には poly(I:C)が必要であった（図 7b）。また、PB1-

F2 タンパク質が mtDNA の放出を引き起こすためには非感染細胞から抽出した total 

RNA の刺激では不十分で、インフルエンザウイルス感染細胞から抽出した total RNA

の刺激が必要であった（図 7c）。インフルエンザウイルス感染細胞から抽出した total 

RNA に含まれる RIG-Iリガンドは 5’末端が三リン酸化されたウイルスゲノム RNA で

あるため 61、PB1-F2 タンパク質はインフルエンザウイルスゲノム RNA と相乗的に

mtDNA の流出を引き起こしていることが示唆された。続いて PB1-F2 タンパク質を

欠損した組み換えインフルエンザウイルス（rgPR8/ΔPB1-F2）を作出し、感染 24 時
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間後の細胞質分画を用いた mtDNA の定量を行った。すると、野生型の組み換えイン

フルエンザウイルス感染細胞と比較して、PB1-F2 欠損インフルエンザウイルス感染

細胞では細胞質中の mtDNA 量が有意に低下した（図 8）。 

以上の結果から、M2 タンパク質のみならず、PB1-F2 タンパク質もインフルエンザ

ウイルス感染による mtDNA の放出に重要であることが明らかとなった。 
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図 7．mtDNA 流出におけるウイルス RNA と PB1-F2 タンパク質の役割 

（a）HEK293FT 細胞にインフルエンザウイルスタンパク質発現プラスミド（HA, NA, 

M1, M2, NS1, NEP, PB1-F2）とともに、Poly(I:C)（2 µg）を導入し、24 時間後に細胞

質分画の mtDNA 量を定量 PCR 法により測定した。（b）HEK293FT 細胞に PB1-F2

タンパク質発現プラスミドとともに、Poly(I:C) （2 µg）を導入し、24 時間後に細胞質

分画の mtDNA 量を定量 PCR 法により測定した。（c）HEK293FT 細胞に PB1-F2 タ

ンパク質発現プラスミドとともに、非感染細胞またはインフルエンザウイルス A/PR8

株の感染細胞から抽出した total RNA を導入し、24 時間後に細胞質分画の mtDNA 量

を定量 PCR 法により測定した。*** P <0.001 
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図 8．インフルエンザウイルス感染に伴う mtDNA 流出における PB1-F2 タンパク質の

役割 

HEK293FT 細胞に野生型の組換えインフルエンザウイルス A/PR8 株（rgPR8）または

PB1-F2 欠損インフルエンザウイルス A/PR8 株（rgPR8/ΔPB1-F2）を感染させた。感

染 24 時間後に細胞質分画を抽出し、mtDNA 量を定量 PCR 法により測定した。*** P 

<0.001 
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（4）インフルエンザウイルスは cGAS/STING 依存的な IFN-β産生を誘導する 

  実際にインフルエンザウイルス感染において cGAS/STING 依存的な IFN-β産生

が誘導されているかどうか検証するため、まず初めに cGAS の発現が確認されない

HEK293FT 細胞にレンチウイルスベクターを用いて cGAS 遺伝子を導入し、cGAS 安

定発現細胞株（cGAS-293FT）を樹立した（図 9a）。この cGAS-293FT 細胞または

EGFP-293FT 細胞にインフルエンザウイルスを感染させ、24 時間後の IFN-β 

mRNA 量を定量 PCR で測定した。その結果、cGAS-293FT 細胞では、EGFP-293FT

細胞と比較してインフルエンザウイルス感染 24 時間後の IFN-β mRNA 量が有意に

増加した（図 9b）。続いて、野生型、cGAS または STING 欠損マウス肺線維芽細胞を

誘導し、アデノウイルスまたはインフルエンザウイルスを感染させて 24 時間後の

IFN-β mRNA量を定量 PCR で測定した。dsDNA ゲノムを持つアデノウイルスの感

染に対する IFN-β遺伝子の転写は、cGAS/STING に完全に依存していた（図 10a）。

一方で、インフルエンザウイルスの感染においても、cGAS または STING 欠損細胞の

IFN-β mRNA量が野生型と比較して有意に減弱していたことから、cGAS/STING 依

存的な IFN-β遺伝子の転写が引き起こされていることが明らかとなった（図 10b）。 

以上の結果は、インフルエンザウイルスの感染が cGAS/STING 依存的な IFN-β遺

伝子の転写を誘導していることを示している。 
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図 9．cGAS はインフルエンザウイルス感染に対する IFN-β遺伝子の転写を増強する 

（a）cGAS-293FT 細胞または EGFP-293FT 細胞における cGAS、EGFP、α-tubulin、

STING の発現をウェスタンブロットで検出した。（b）cGAS-293FT 細胞または EGFP-

293FT 細胞にインフルエンザウイルス A/PR8 株を感染させ、24 時間後の IFN-β 

mRNA 量を定量 PCR で測定した。** P <0.01 
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図 10．インフルエンザウイルス感染に対する IFN-β遺伝子の転写における

cGAS/STING の役割 

（a-b）野生型（WT）、cGAS または STING 欠損（cGAS-/- または STINGgt/gt）マウス

肺線維芽細胞を誘導し、（a）アデノウイルスまたは（b）インフルエンザウイルス A/PR8

株を感染させて 24 時間後の IFN-β mRNA 量を定量 PCR で測定した。*** P <0.001 
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（5）インフルエンザウイルス感染に対する IFN-β応答はギャップ結合を介して拡散

される 

cGAS が dsDNAを感知することにより生成される cGAMP は細胞間のギャップ結

合を介して隣接した細胞に拡散し、ワクチニアウイルス感染細胞のみならず周囲の非

感染細胞の STING 依存的な IFN-β応答を増幅させている 62。インフルエンザウイル

スの感染に対する IFN-β応答におけるギャップ結合の重要性を検証するため、ΔNS1

ウイルス感染 cGAS-293FT 細胞をギャップ結合の阻害剤である Carbenoxolone

（CBX）で処理した。すると、感染 24 時間後の IFN-β応答が有意に低下していた

（図 11a）。また、ΔNS1 ウイルス感染 24 時間後の IRF3 のリン酸化が抑制されてい

た（図 11b）。続いて、siRNA を用いてギャップ結合の構成因子である Connexin 43

（CX43）をノックダウンし（図 12a-b）、ΔNS1 ウイルスを感染させた。感染 9 時間

後に非感染 HEK293FT 細胞を加え、さらに 16 時間共培養して IFN-β mRNA 量を

定量 PCR で測定した（図 12a）。その結果、ΔNS1 ウイルス感染細胞の CX43 をノッ

クダウンすることによって、IFN-β mRNA 量の有意な低下が認められた（図 12b）。

非感染細胞の STING の役割を検討するため、cGAS-293FT 細胞にΔNS1 ウイルスを

感染させて 9 時間後に非感染の野生型 HEK293FT 細胞、または CRISPR/Cas9 法に

より作製した STING 欠損 HEK293FT 細胞を加え、16 時間共培養して IFN-β 

mRNA 量を定量 PCR で測定した（図 13a）。すると、後から加えた非感染細胞が野生

型の場合と比較して、STING 欠損細胞の場合では IFN-β mRNA 量が有意に低下し
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た（図 13b）。 

以上の結果は、CX43 からなるギャップ結合がインフルエンザウイルス感染細胞そ

のものだけでなく、隣接した細胞に STING 依存的な IFN-β応答を増幅させているこ

とを示唆している。 
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図 11．インフルエンザウイルス感染に対する IFN-β応答におけるギャップ結合の役割 

（a）cGAS-293FT細胞に NS1 欠損インフルエンザウイルス A/PR8 株（ΔNS1）を吸

着させ、CBX を含む培地を加えた。感染 24 時間後の IFN-β mRNA量を定量 PCR で

測定した。（b）cGAS-293FT 細胞に HA タグ付きの IRF3 発現プラスミドを導入し、

NS1 欠損インフルエンザウイルス A/PR8 株（ΔNS1）を吸着させ、CBX を含む培地を

加えた。感染 12 時間後のリン酸化 IRF3、HA-IRF3 の発現をウェスタンブロットで検

出した。** P <0.01 
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図 12．インフルエンザウイルス感染に対する IFN-β遺伝子の転写における Connexin 

43 の役割 

（a-b）cGAS-293FT 細胞に Connexin 43（CX43）特異的な siRNA を導入し、48 時間

後に NS1 欠損インフルエンザウイルス A/PR8 株（ΔNS1）を感染させた。感染 9 時間

後に非感染 HEK293FT 細胞を加えて 16 時間共培養し、IFN-β mRNA量を定量 PCR

で測定した。siRNA 導入から 48 時間後の CX43 の発現をウェスタンブロットで検出

した。** P <0.01 
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図 13．インフルエンザウイルス感染に対する IFN-β遺伝子の転写における STING の

役割 

（a-b）cGAS-293FT 細胞に NS1 欠損インフルエンザウイルス A/PR8 株（ΔNS1）を

感染させた。感染 9 時間後に野生型の非感染 HEK293FT 細胞、または STING 欠損

HEK293FT 細胞を加えて 16 時間共培養し、IFN-β mRNA 量を定量 PCR で測定し

た。*** P <0.001 
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（6）インフルエンザウイルス NS1 タンパク質は mtDNA を標的として cGAS/STING

経路を阻害する 

ここまでの結果から、インフルエンザウイルスは mtDNA を細胞質中に放出させる

ことによって細胞質 DNA センサー依存的な IFN-β応答を引き起こしていることが明

らかになった。本来、RNA ウイルスであるインフルエンザウイルスはゲノム RNA を

介して細胞質 RNA センサー依存的な IFN-β応答を引き起こす 20 21。そのため、イン

フルエンザウイルスの NS1 タンパク質はゲノム RNA に結合することによって RIG-I

による認識を阻害している 21。細胞質 DNA センサー依存的な IFN-β応答における

NS1 タンパク質の役割を明らかにするため、IFN-βプロモーターの下流にルシフェラ

ーゼを組み込んだレポータープラスミドを用いてレポーターアッセイを行った。興味

深いことに、NS1 タンパク質は cGAS のリガンドである poly(dA:dT)の刺激による

IFN-β応答を抑制した（図 14a）。次に NS1 タンパク質が dsDNA 依存的な IFN-β応

答を阻害するメカニズムとして、NS1 タンパク質が mtDNA と相互作用する可能性を

検討した。Flag-NS1 または Flag-M2 タンパク質発現プラスミドを HEK293FT 細胞

に導入し、ΔNS1 ウイルスを感染させて 24 時間後に抗 Flagタグ抗体で免疫沈降を行

い、免疫沈降したサンプル中の mtDNA 量を定量 PCR で測定した。驚くべきこと

に、Flag-NS1 タンパク質を免疫沈降したサンプル中には Flag-M2 タンパク質と比較

して有意に高いレベルの mtDNA が検出された（図 14b）。環状 dsDNA である

mtDNA は通常、ミトコンドリア転写因子 A（TFAM）に収納されたヌクレオイドと
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して存在している 63。NS1 タンパク質と TFAM が相互作用する可能性を検証するた

め、Flag タグ付きの NS1 タンパク質と Myc タグ付きの TFAM の共免疫沈降実験を

行った。すると、NS1 タンパク質と TFAM の相互作用は認められなかった（図

14c）。このことから、NS1 タンパク質は直接 mtDNA と相互作用していると考えられ

た。NS1 タンパク質と mtDNA の相互作用が特異的であることを確認するため、同様

の実験でコントロール抗体と抗 Flag 抗体を用いた免疫沈降を行ったところ、抗 Flag

抗体で免疫沈降したサンプルにのみ mtDNA が検出された（図 14d）。さらに、NS1

タンパク質の RNA 結合ドメインをアラニンに置換した変異体（NS1 38/41A）では、

免疫沈降したサンプル中の mtDNA 量が有意に低下した（図 15a）。また NS1 タンパ

ク質の 38/41A 変異は、合成 dsDNA である poly(dA:dT)の刺激による IFN-β応答の

抑制効果を有意に低下させた（図 15b）。 

これらの結果から、インフルエンザウイルスの NS1 タンパク質は RNA 結合ドメイ

ンを介して直接 mtDNA と相互作用することで、cGAS による mtDNA の認識を阻害

していることが示唆された。 
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図 14．インフルエンザウイルス NS1 タンパク質は mtDNA と相互作用し、dsDNA に

対する IFN-β応答を阻害する 

（a）cGAS-293FT 細胞に IFN-βレポータープラスミド、poly(dA:dT)とともに、EGFP

または Flag タグ付きの NS1 発現プラスミドを導入し、24 時間後にルシフェラーゼ活

性を測定した。（b）HEK293FT 細胞に Flag タグ付きの M2 または NS1 発現プラスミ

ドを導入し、24 時間後に NS1 欠損インフルエンザウイルス A/PR8 株（ΔNS1）を感

染させた。感染 24 時間後に細胞ライセートを回収し、抗 Flag 抗体を用いて免疫沈降

を行った。免疫沈降した各サンプル中の Flag タグ付きのタンパク質をウェスタンブロ

ットで検出し、mtDNA 量を定量 PCR で測定した。（c）HEK293FT 細胞に Flag タグ

付きのNS1発現プラスミドおよびMycタグ付きのTFAM発現プラスミドを導入した。

24 時間後に細胞ライセートを回収し、抗 Flag抗体を用いて免疫沈降を行った。細胞ラ

イセート（INPUT）、Flag IP、Control IP サンプルに含まれる Flag、Myc タグ付きの

タンパク質をウェスタンブロットで検出した。（d）HEK293FT 細胞に Flag タグ付き

の NS1 発現プラスミドを導入し、24 時間後にΔNS1 ウイルスを感染させた。感染 24

時間後に細胞ライセートを回収し、抗 Flag 抗体またはコントロール抗体を用いて免疫
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沈降を行った。免疫沈降した各サンプル中の Flag タグ付きの NS1 タンパク質をウェ

スタンブロットで検出し、mtDNA 量を定量 PCR で測定した。** P <0.01, *** P <0.001 
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図 15．インフルエンザウイルス NS1 タンパク質の RNA 結合ドメインは mtDNA との

相互作用と dsDNA に対する IFN-β応答の阻害に重要である 

（a）HEK293FT 細胞に Flag タグ付きの野生型 NS1 または RNA 結合ドメイン変異型

NS1（38/41A）発現プラスミドを導入し、24 時間後に NS1 欠損インフルエンザウイル

ス A/PR8 株（ΔNS1）を感染させた。感染 24 時間後に細胞ライセートを回収し、抗

Flag 抗体を用いて免疫沈降を行った。免疫沈降した各サンプル中の Flag タグ付きの

NS1 タンパク質をウェスタンブロットで検出し、mtDNA 量を定量 PCR で測定した。

（b）cGAS-293FT 細胞に IFN-βレポータープラスミド、poly(dA:dT)とともに、EGFP

または Flag タグ付きの野生型 NS1 または RNA 結合ドメイン変異型 NS1（38/41A）

発現プラスミドを導入し、24 時間後にルシフェラーゼ活性を測定した。** P <0.01, *** 

P <0.001 
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（7）生体内において mtDNA/cGAS/STING 経路は効果的な抗インフルエンザウイル

ス応答に寄与している 

インフルエンザウイルス感染マウスにおける mtDNA/cGAS/STING 依存的な IFN-

β応答の役割を明らかにするため、まず初めにインフルエンザウイルス感染マウスの

呼吸器において mtDNA の放出が起こっているかどうか検討を行った。野生型の

C57BL6/J マウスにインフルエンザウイルスを経鼻感染させ、経時的に肺胞洗浄液中

の mtDNA 量と、肺組織中の IFN-β mRNA 量を定量 PCR で測定した。すると感染

2 日目以降、肺胞洗浄液中に有意な mtDNA 量の上昇が認められた（図 16a）。一方、

肺組織中の IFN-β mRNA は感染 1 日目から検出されるが、感染 2 日目から 3 日目に

かけて 102～103倍もの上昇が認められた（図 16b）。これらの結果から、インフルエ

ンザウイルス感染マウスの呼吸器において、IFN-β応答に伴って細胞外 mtDNA の放

出が引き起こされていることが明らかとなった。次に、インフルエンザウイルスの感

染が呼吸器における cGAS/STING 依存的な IFN-β応答を引き起こしている可能性を

検討するため、野生型、cGAS または STING 欠損マウスにインフルエンザウイルスを

経鼻感染させ、4 日目の肺組織中の IFN-β mRNA 量を定量 PCR で測定した。その

結果、cGAS、STING 欠損マウスの肺組織において、野生型マウスと比較して有意な

IFN-β mRNA量の低下が認められた（図 17）。 

以上の結果から、生体内において mtDNA/cGAS/STING 経路がインフルエンザウイル

ス感染に対する IFN-β応答に寄与していることが示された。 
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図 16．インフルエンザウイルス感染はマウス肺組織において mtDNA の細胞外流出を

引き起こす 

（a-b）野生型の C57BL6/J マウスにインフルエンザウイルス A/PR8 株（1000 PFU）

を経鼻感染させ、感染 5 日後まで肺胞洗浄液と肺組織を回収した。肺胞洗浄液中の

mtDNA 量（a）と、肺組織中の IFN-β mRNA 量（b）を定量 PCR で測定した。* P 

<0.05, ** P <0.01, *** P <0.001 
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図 17．インフルエンザウイルス感染に対する IFN-β遺伝子の転写における

cGAS/STING の役割 

野生型（WT）、cGAS または STING 欠損（cGAS-/- または STINGgt/gt）C57BL6/J マウ

スにインフルエンザウイルス A/PR8 株（1000PFU）を感染させて 4 日後の肺組織中の

IFN-β mRNA量を定量 PCR で測定した。*** P <0.001 
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考察 

これまで、インフルエンザウイルスの感染に対する IFN-β産生は RNA 認識機構に

よるものだと考えられてきた。本研究では、インフルエンザウイルスの感染が（1）

mtDNA の細胞質中への放出を誘導し、（2）DNA 認識機構依存的な IFN-β産生を引

き起こすとともに、（3）DNA 認識機構を阻害していることを明らかにした。 

 

（1）インフルエンザウイルス感染による細胞質中への mtDNA 放出メカニズム 

インフルエンザウイルスによる細胞質中への mtDNA の放出という現象の裏にはど

のような分子機構が存在するのだろうか。ミトコンドリアマトリックスに局在する

mtDNA が様々な刺激に伴ってミトコンドリア外へ放出されるメカニズムについては

いくつかの仮説が提唱されており、議論の余地がある。その内の一つはミトコンドリ

ア内の ROS やカルシウムイオンの過負荷による MPTP の開口である 56。もう一つ

は、アポトーシス促進因子である Bax や Bak によるミトコンドリア外膜上の孔形成

である 64。また、NLRP3 inflammasome の活性化によるものだという説もある 65。

本研究において、ROS や MPTP の阻害剤処理によってインフルエンザウイルス感染

による mtDNA の流出量が低下したことから、MPTP の関与は明白である。一方で、

mtDNA の細胞質中への流出には、インフルエンザウイルス M2 タンパク質を発現さ

せるだけで十分であり、その水素イオンチャネル活性が必要であった。M2 タンパク
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質はトランスゴルジ内の水素イオンを細胞質中に放出させ、これが NLRP3 

inflammasome を活性化させていることから 27、NLRP3 inflammasome が mtDNA

の流出に関与している可能性も考えられる。しかし、細胞質中の oxidized mtDNA が

NLRP3 に直接結合し、NLRP3 inflammasome を活性化させていることから 66、

mtDNA の流出が NLRP3 inflammasome 活性化よりも先に起こっている可能性もあ

る。少なくともインフルエンザウイルス感染においては mtDNA の流出と NLRP3 

inflammasome 活性化の両方を M2 タンパク質が担っているため、これらの反応はお

およそ同時に起こっていると推察される。このことは別の角度から見れば、これまで

不明であった M2 タンパク質による NLRP3 inflammasome 活性化の具体的メカニズ

ムを、M2 のイオンチャネル活性による細胞質中への mtDNA の流出によって説明で

きる可能性があると考えられる。この点で、今後の課題としてインフルエンザウイル

スの感染によって細胞質中に放出された mtDNA が酸化型となっているか？といった

更なる解析が必要である。 

ミトコンドリアは通常、その機能を正常に保つ為に分裂と融合を繰り返している。

ダメージを受けてミトコンドリア内膜電位が低下したミトコンドリアは切り離され、

選択的オートファジーによって分解される 67。インフルエンザウイルスの M2 タンパ

ク質はオートファジーに必須の分子である LC3 を細胞膜へ局在変化させ、本来の機能

を阻害することから 68、M2 タンパク質が引き起こす高いレベルの細胞質中 mtDNA
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の集積は、オートファジーによるダメージを受けたミトコンドリアの分解が阻害され

ていることによるものかもしれない。M2 タンパク質の 91 番目と 94 番目のアミノ酸

は LC3 の機能阻害に必須であるため 68、今後、M2 タンパク質の 91 番目と 94 番目の

アミノ酸変異によるオートファジー阻害機能の喪失が細胞質中 mtDNA の集積に与え

る影響の解析が求められる。 

さらに本研究において、PB1-F2 タンパク質もインフルエンザウイルス感染による

mtDNA の放出に重要であることが明らかとなった。インフルエンザウイルスの PB1-

F2 タンパク質はミトコンドリア外膜上の Tom40 チャネルを介してミトコンドリア膜

間スペースに局在し、内膜上に集積することでミトコンドリア膜電位を低下させる

48。また、PB1-F2 タンパク質は MPTP 複合体の構成因子であるミトコンドリア内膜

上の adenine nucleotide translocator 3 （ANT3）や外膜上の voltage-dependent 

anion channel 1 （VDAC1）と相互作用することにより、MPTP 複合体の一部として

直接ミトコンドリアの透過性を亢進させている 69。しかしながら M2 タンパク質の場

合とは異なり、PB1-F2 タンパク質を発現させるだけでは不十分で、細胞に PB1-F2

タンパク質とともに RIG-I リガンドである poly(I:C)の刺激を加えてはじめて mtDNA

の放出が引き起こされた。このことから、mtDNA の流出を誘導するには少なくとも

PB1-F2 の過剰発現によるミトコンドリア膜電位の低下や MPTP の開口だけでは不十

分で、RIG-I/MAVS 経路の活性化と相乗的に mtDNA の流出を誘導すると考えられ
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る。過去の報告において、Poly(I:C)刺激は RIG-I/MAVS 経路の活性化のみならず、

IRF3 を介して Bax 依存的なミトコンドリア外膜の透過性を亢進させていた 70。この

ことは、Poly(I:C)による刺激が RIG-I/MAVS/IRF3/Bax 依存的に mtDNA の放出を誘

導していることを示唆している。さらに、MAVS 欠損細胞ではΔNS1 ウイルスの感染

による mtDNA の放出がほとんど起こらなかったことからも、インフルエンザウイル

ス感染による mtDNA の流出には、RIG-I/MAVS/IRF3/Bax 経路が重要であると考え

られる。以上のように、mtDNA の流出という現象にはインフルエンザウイルスの感

染に伴うミトコンドリアダメージ、オートファジー、アポトーシス、NLRP3 

inflammasome、RNA 認識機構といった要素が複雑に絡み合っている。 



60 

 

（2）インフルエンザウイルス感染による DNA 認識機構依存的な IFN-β産生 

本研究において、インフルエンザウイルスの感染が DNA センサー依存的な IFN-β

遺伝子の転写を誘導していることが明らかとなった。インフルエンザウイルスのゲノム

は一本鎖 RNA であり、その複製機構において DNA が生じることはないため、宿主細

胞由来の DNA がインフルエンザウイルスの感染に伴って DNA センサーを刺激してい

ると推察される。実際に、インフルエンザウイルスの感染細胞では細胞質中にミトコン

ドリア由来の DNA 断片が蓄積しており、これが DNA センサー依存的な IFN-β遺伝

子の転写を誘導していると考えられる。 

過去の報告でデングウイルスや HSV-1 の感染細胞で mtDNA が細胞質中に放出され

ており、cGAS 依存的な自然免疫応答を引き起こしていることが知られている 71 72 1。

本研究は、インフルエンザウイルスの感染細胞でも細胞質中 mtDNA により cGAS 依

存的な自然免疫応答が引き起こされていることを世界で初めて明らかにしたものであ

る。mtDNAは核ゲノムと独立して独自の遺伝子をコードしていることから、細胞質

中の mtDNA そのものが DNAセンサーによって認識されうる dsDNA であるという

ことに加え、その遺伝子発現過程で RNA/DNA ハイブリッドが生じる 38。このことか

ら、細胞質中の mtDNA は cGAS のみならず、細胞質中の RNA/DNA ハイブリッドを

認識する DEAD-box helicase 41 (DDX41)によって認識されている可能性もある 73。 

さらに本研究では、DNA センサーによるインフルエンザウイルス感染の認識の生体

内における役割を明らかにするため、マウスモデルを用いた評価を行った。興味深いこ
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とに、インフルエンザウイルス感染マウスの呼吸器には感染の進行に伴って mtDNA が

検出された。この mtDNA 漏出に先立って肺組織における有意な IFN-β遺伝子の転写

が認められ、mtDNA が検出される頃には格段に高いレベルの IFN-β応答が引き起こ

されていた。mtDNA の流出には MAVS が必要であることを踏まえてこの結果を考察

すると、細胞に侵入したインフルエンザウイルスがまず RIG-I/MAVS 経路依存的な

IFN-β遺伝子の転写を引き起こし、続いて細胞質中の mtDNA が DNA センサー依存

的な IFN-β応答を誘導することが、効果的な抗ウイルス応答の惹起に寄与していると

考えられる。実際に cGAS または STING 欠損マウスにおいて、野生型と比較して感染

4 日目の肺組織における IFN-β遺伝子の転写レベルが有意に低下していた。 

また生体内ではインフルエンザウイルスの感染に対して、細胞質中 DNA センサーで

ある absent in melanoma 2（AIM2）が mtDNA を介した過剰な炎症に関与している

可能性がある。過去の報告で、インフルエンザウイルスが細胞質中の二本鎖 DNAによ

って活性化する AIM2 inflammasome 依存的な炎症反応を引き起こし、病態を悪化さ

せていることが知られていたが、そのリガンドは同定されていなかった 74。おそらく細

胞質中や細胞外に流出した mtDNA がこの AIM2 inflammasome の活性化を引き起こ

していると推察される。以上のように、インフルエンザウイルス感染において、mtDNA

による DNA 認識経路の活性化は RNA 認識経路と並んで抗ウイルス応答や炎症反応を

引き起こす重要な分子機構であると考えられる。 
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（3）インフルエンザウイルスによる DNA 認識機構阻害メカニズム 

本研究において、インフルエンザウイルス NS1 タンパク質が mtDNA と相互作用す

ることにより、cGAS 依存的な IFN-β応答を阻害していることを明らかにした。ま

た、NS1 タンパク質の RNA 結合ドメインが dsDNA 刺激による IFN-β応答の阻害

や、mtDNAとの相互作用に必要であることも明らかとなった。NS1 タンパク質は

cGAS と相互作用していなかったことや、先行研究において、RNA 結合ドメインを介

して直接 dsDNA に結合していたことからも 75、NS1 タンパク質は直接 mtDNA と相

互作用することによって、cGAS による mtDNA の認識を回避していると考えられ

る。 

NS1 タンパク質による dsRNA と dsDNA の認識は共通のドメインを介して行われ

75、NS1 タンパク質による dsRNAの認識は二量体化した RNA結合ドメインを介して

行われる 76。NS1 タンパク質は非常に多岐にわたる機能を有し、その多機能性を可能

にしているのは四次構造の立体配置的な可塑性である 77。これらのことから、NS1 タ

ンパク質二量体には立体配置的にある程度の自由度があり、DNA との結合能は NS1

タンパク質二量体構造の至適化により得られたものと推察される。 

本研究の中で最も興味深かった現象のひとつは、ΔNS1 ウイルスの感染細胞では細

胞質中への大量の mtDNA の流出とともに高い IFN-β応答が認められたことである。

ΔNS1 ウイルスは IFN を産生できない Vero 細胞において効率よく増殖するため 45、
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NS1 タンパク質による IFN-β産生抑制効果はインフルエンザウイルスの増殖に極め

て重要であると考えられている。従って、インフルエンザウイルスにとって IFN-β産

生抑制機能を獲得することは必然の生存戦略であったと考えられる。これまで、Δ

NS1 ウイルスが強く IFN-β応答を誘導する主要な理由として NS1 タンパク質が多段

階的にウイルスゲノム RNA 認識機構を阻害していることが挙げられていたが 21,34 32、

本研究結果から、NS1 タンパク質が mtDNA の認識を阻害していることもその一因と

して考えられた。また NS1 タンパク質はホスファチジルイノシトール-3 キナーゼ

（PI3K）を活性化することによりアポトーシスを抑制するため 78、NS1 タンパク質が

Bax を介した mtDNA 流出を抑制している可能性も考慮に入れるべきである。以上の

ように、NS1 タンパク質は従来から知られていた RNA 認識機構阻害メカニズムを巧

みに利用して DNA 認識機構を阻害していると考えられる。 
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（4）今後の展望 

本研究で明らかにした、インフルエンザウイルス感染による mtDNA 放出という現

象は、ウイルス感染で死にゆく宿主細胞が最後に発する危険シグナルと捉えることが

できる。なぜなら、細胞質中への mtDNA の放出を引き起こすインフルエンザウイル

ス側の因子である M2 イオンチャネルや PB1-F2 タンパク質はいずれもアポトーシス

を誘導するため 6,79、その細胞死の過程で mtDNA の放出が引き起こされていると考え

られるからである。この細胞質中や細胞外へ放出された mtDNA は DNA センサー依

存的な抗ウイルス応答の誘導を引き起こすと同時に、AIM2 inflammasome 依存的な

肺組織の炎症を引き起こすことでインフルエンザの病原性に関与している可能性があ

る。そのため、インフルエンザウイルス感染による mtDNA の放出とそれに続く自然

免疫応答活性化の生理学的意義の全貌を理解するためには今後のさらなる検討が必要

である。 
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図 18．本研究のまとめ 

インフルエンザウイルスは M2 タンパク質の水素イオンチャネル活性や、PB1-F2 タン

パク質とウイルス RNA の刺激によって MAVS 依存的に mtDNA を細胞質中へ放出さ

せている。細胞質中に放出された mtDNA は cGAS/cGAMP/STING による DNA 認識

機構依存的な IFN-β産生を引き起こすとともに、ギャップ結合を介して隣接した細胞

のSTING依存的な IFN-β産生を引き起こしている。このDNA認識機構依存的な IFN-

β産生に対して、インフルエンザウイルスの NS1 タンパク質は mtDNA と相互作用す

ることにより、cGAS による認識を阻害している。 
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