
 

 

博士論文 

 

 

	 	 論文題目    抗腫瘍・感染防御における IRF転写因子群の役割 

 

 

	 	 氏	 	 	 	 名	 	 	 	 千葉  志穂 



 2 

 

目次  

要旨 3 

はじめに 4 

第 1部    『IRF5の抗腫瘍応答における役割』 12 

1.1  序文 12 

1.2  結果 15 
1.2.1   IRF転写因子群のがん排除における役割 15 

1.2.2   骨髄移植を用いた IRF5の抗腫瘍応答における役割の検討 16 

1.2.3   マクロファージ・樹状細胞における IRF5を介した NK細胞の殺傷力亢進作用

についての検討 20 

1.2.4   がん細胞の刺激による IRF5の活性化の検討 22 

1.2.5   NK細胞の殺傷力を亢進させる細胞間相互作用 24 

1.3  考察 27 

1.4  方法 47 

第 2部    『Flox-IRF3マウスの作製とコンディショナルノックアウトに向けた解析』

 59 

2.1  序文 59 

2.2  結果 63 
2.2.1   Flox-IRF3マウスの作製 63 

2.2.2   Flox-IRF3マウスにおける Bcl2L12の機能 65 

2.2.3   樹状細胞・マクロファージにおける IRF3依存的 I型 IFN誘導 66 

2.3  考察 70 

2.4  方法 85 

謝辞 95 

略語一覧 96 

引用文献 99 

 

 



 3 

要旨 

 

 

自然免疫系の研究はパターン認識受容体群の発見と機能解析により大きく進展

し、さらにこれらの受容体シグナルの下流で活性化され、自然免疫応答に必須

の役割を果たす転写因子として、IRF転写因子群が注目を浴びている。私は、自

然免疫系の制御に関る典型的な二つの IRF についてそれぞれこれまでとは異な

る視点に基づいた解析を行なった。まず、IRF5 がマクロファージ・樹状細胞に

おいて Dectin-1を介したがん細胞の認識によって活性化され、NK細胞の抗腫瘍

活性の増強に寄与することを明らかにした。さらに、IRF3 コンディショナルノ

ックアウトマウスを作製し、細胞特異的な IRF3の機能解析に向けた新たな基盤

を構築した。 
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はじめに	 

 

免疫応答は、外来から侵入した病原体およびがん細胞のような異常な細胞を

排除すべく誘導され、生体の恒常性維持に不可欠の役割を果たす。この応答は、

脊椎動物において、自然免疫系および適応免疫系と呼ばれる性質の異なる 2 つ

のシステムによって達成される。自然免疫系の大きな特徴のひとつは、自己と

非自己の見分けを「パターン認識受容体 (Pattern recognition receptors; PRRs)」と

呼ばれるシグナル伝達性の受容体により行う点である。PRRsは、外来の病原体

に特有の分子パターン (Pathogen-associated molecular patterns; PAMPs)、あるいは

自己の死細胞由来の分子パターン  (Damage-associated molecular patterns; 

DAMPs) を認識することが報告されている 1。この特異性の低い認識機構は、I

型インターフェロン (I型 IFN; IFNα/β) や炎症性サイトカイン・ケモカインの迅

速な誘導、および抗原提示などを行い、T 細胞や B 細胞に担われるより特異性

の高い応答を行う適応免疫系の活性化をも促進し、その結果、病原体や感染し

た宿主細胞の速やかな排除に寄与することが知られている 2,3。 

PRRsによって認識される分子パターンの中でも、ウイルスや細菌、および自

己に由来する DNAや RNAなどの核酸は、自然免疫応答を強力に惹起すること
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が知られている 4-7。この応答の異常は感染症や自己免疫疾患と密接な繋がりが

あることから、核酸認識に関わる自然免疫受容体やそのシグナル伝達機構につ

いて精力的に解析がなされてきた。 

実際、核酸を認識する自然免疫受容体がこれまでに数多く同定されている。

例えば、エンドソームにおいては、膜貫通型核酸認識受容体である Toll 様受容

体 (Toll-like receptor; TLR) 3, 7, 9がそれぞれ、2本鎖 RNA、1本鎖 RNAおよび

非メチル化 CpGモチーフを含む DNAを認識することが知られている 1。また一

方で、細胞質内には RNAを認識する RIG-I (retinoic acid-inducible gene-I), MDA5 

(melanoma differentiation-associated protein 5) といったRIG-I様受容体 (RIG-I-like 

receptors; RLRs) が存在する 8-10。RLR は 2 本鎖 RNA (double-stranded RNA; 

dsRNA) や 5′-末端に三リン酸を有する RNA (5′-pppRNA)11,12 といったウイルスに

特異的な核酸の分子パターンを検出し、アダプター分子 IPS-1 (IFN-β promoter 

stimulator-1)13-16 依存的に下流のシグナル伝達経路を活性化する 17-20。さらに近

年、細胞質内において病原体由来の DNAを認識する仕組みが複数同定されてい

る 21,22。その中には DAI (DNA-dependent activator of IRF)23 をはじめとする細胞

種特異的に核酸認識受容体として機能する分子が含まれる他、DNA が cGAS 

(cyclic GMP-AMP synthase) と呼ばれる分子に認識されることにより cGAMP 
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(cyclic GMP-AMP) と呼ばれる低分子メディエーターが産生され、それが STING 

(stimulator of IFN genes protein) 17-20 に認識され、下流のシグナル伝達経路が活性

化される 24,25という間接的な細胞質内DNA認識の仕組みも明らかにされている。 

これらの核酸認識 PRRsのシグナルによって活性化され、I型 IFNやその他サ

イトカインの発現誘導を担っている重要な転写因子として、当研究室において

同定された IRF (interferon regulatory factor) 転写因子群が知られている 26。IRF

転写因子群は、哺乳類において 9つのファミリー分子（IRF1 – 9）からなり 27、

中でも IRF3, IRF7はウイルス・バクテリア感染時の I型 IFNの誘導に、IRF5は

TNF-α (tumor necrosis factor-α), IL-6 (interleukin-6), IL-12p40といった炎症性サイ

トカインの遺伝子の転写誘導に不可欠であることが知られている 26。 

より詳細には、IRF3 は、ウイルス・バクテリア由来 DNA/RNA を認識する

RIG-I やMDA5, cGASなどの細胞質内核酸認識受容体の下流において、IPS-1あ

るいは STING依存的に TBK1 (TANK-binding kinase 1) によってリン酸化され、

核内移行し、I 型 IFN の誘導に不可欠の役割を果たす（序・図 1）1,26,28。また、

IRF3 は TLR3 (Toll-like receptor 3) や TLR4 の下流でアダプター分子 TRIF 

(Toll-interleukin 1 receptor domain-containing adaptor protein inducing IFN-β) に依存

して、IRF7は TLR7, 9の下流において、MyD88 (myeloid differentiation primary 



 7 

response gene 88) に依存して I型 IFNの誘導を行う 26。一方、IRF5は、TLRsの

下流でMyD88を介して活性化され核内移行し、炎症性サイトカイン遺伝子を転

写誘導することが明らかにされている 29,30。またさらに最近、IRF5 は、真菌由

来の β グルカンを認識するC型レクチン受容体 (C-type lectin receptors; CLRs) 31

である Dectin-1の下流においても活性化を受け、I型 IFNや炎症性サイトカイン

の誘導を担うことが示されている 32。 

このように、IRF 転写因子の感染防御における不可欠の役割が明らかにされ

つつある一方、抗腫瘍免疫応答においてどのような役割を果たしているか、と

いう課題についてはこれまで詳細な検討が為されていなかった。そこで本研究

において私は、まず、自然免疫受容体の下流で活性化を受ける IRF 転写因子群

の抗腫瘍免疫応答における役割を明らかにすることを目的として解析を行った。

その結果、自然免疫担当細胞内在の IRF5が、がん細胞自体を刺激として自然免

疫受容体である Dectin-1 を介して活性化を受け、その活性化が NK 細胞のがん

細胞殺傷活性の増強に帰結することを明らかにした。この新たに見出された知

見について「IRF5の抗腫瘍応答における役割」と題し、第 1部にまとめた。 

また一方で、先に述べた通り IRF3 の自然免疫応答における役割については、

その機能の重要性ゆえに注目され詳細な研究がなされており、PubMedデータベ
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ースでのキーワード検索 (2014年 11月現在) において、“IRF3”の該当数は 1,300

報以上にのぼる。また当研究室において作製された Irf3 遺伝子欠損マウス 33を

用いてなされた研究も数多く、“IRF3”および“mouse”での検索ヒット数は 600

報を超える。このように自然免疫応答における役割について多くが解析されて

きた IRF3 であるが、一方で適応免疫系における IRF3 の機能についてはほとん

ど解析されていない。その理由として、自然免疫応答に必須である IRF3を欠損

したマウスでは、適応免疫応答の活性化が必然的にその影響を受けるため、T

細胞またはB細胞における IRF3の機能のみを検討することが非常に難しいこと

が挙げられる。興味深いことに、IRF3 は免疫系にとどまらず、循環器系の恒常

性維持に関係するとの報告もあることから 34、この転写因子には免疫系のみなら

ず、より広汎に生体恒常性維持を担う未知の機能の存在が予想される。 

一方で、当研究室において作製された Irf3 遺伝子欠損マウスは世界的に広く

利用されているものの、このマウスには以下に述べる問題があることが判明し

た。すなわち、欠損マウスの作製当時 33は同定されていなかった近接して存在

する別の遺伝子 Bcl2l12の転写及び翻訳開始領域が、Irf3 遺伝子欠損マウスにお

いて同時に欠失していることが後に明らかにされていた 35。すなわち、既存の

Irf3 遺伝子欠損マウスは実際には、Irf3-/-Bcl2l12-/-マウスであり、これを用いて得
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られた知見では、IRF3および Bcl2L12のいずれの欠損がその表現型に寄与して

いるか、区別が困難であった 35。 

そこで私はこのような課題を追求する手段として、隣接する Bcl2l12遺伝子に

影響を与えず、かつ細胞・組織特異的に Irf3 遺伝子の欠失させることを可能に

するため、新たに IRF3 コンディショナルノックアウトマウスの作製・解析を目

指した。この研究は、「Flox-IRF3 マウスの作製とコンディショナルノックアウ

トにむけた解析」と題し、当マウスを用いた今後の IRF3研究の展望も含め、第

2部としてまとめた。一連の成果は IRF研究に新しい展開をもたらすとともに、

今後の IRF研究の基盤構築にも貢献するものと考えられる。
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序・図 1    パターン認識自然免疫受容体と IRF転写因子群 

IRF転写因子群の関与する自然免疫受容体シグナル経路を示す。エンドソームに

おいては、膜貫通型核酸認識受容体である Toll様受容体 (Toll-like receptor; TLR) 

3, 7, 9がそれぞれ、2本鎖 RNA、1本鎖 RNAおよび非メチル化 CpGモチーフを

含むDNAを認識する 1。また一方で、細胞質内にはRNAを認識するRIG-I (retinoic 

acid-inducible gene-I), MDA5 (melanoma differentiation-associated protein 5) といっ

た RIG-I様受容体 (RIG-I-like receptors; RLRs) が存在する 8-10。RLRはアダプタ

ー分子 IPS-1 (IFN-β promoter stimulator-1)13-16 依存的に下流のシグナル伝達経路

活性化を惹起する。細胞質内 DNA認識受容体は複数同定されている 21,22。その

中には DAI (DNA-dependent activator of IRF)23 をはじめとする細胞種特異的に核

酸認識受容体として機能する分子が含まれる他、DNAが cGAS (cyclic GMP-AMP 
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synthase) と呼ばれる分子に認識されることにより cGAMP (cyclic GMP-AMP) 

と呼ばれる低分子メディエーターが産生され、それが STING (stimulator of IFN 

genes protein) 17-20  に認識されて下流のシグナル伝達経路が活性化される 24,25と

いう間接的な認識機構も明らかにされている。これらの細胞質内核酸認識受容

体から IPS-1や STINGといった共通のアダプター分子を経由して、さらにその

下流で、I型 IFNやその他サイトカインの発現誘導を担っている転写因子が、当

研究室において同定された IRF (interferon regulatory factor) ファミリー転写因子

である 26。中でも IRF3, IRF7はウイルス・バクテリア感染時に I型 IFNの誘導

に、IRF5は TNF-α (tumor necrosis factor-α), IL-6 (interleukin-6), IL-12p40といった

炎症性サイトカイン遺伝子の転写誘導に不可欠である。より詳述すると、IRF3

および IRF7は、RIG-I や MDA5、cGASなどの細胞質内核酸認識受容体の下流

で IPS-1あるいは STING依存的に TBK1 (TANK-binding kinase 1) によってリン

酸化され、核内移行し、I型 IFNの誘導に不可欠の役割を果たす 1,26,28。また、IRF3

は TLR3 (Toll-like receptor 3) や TLR4の下流で、IRF7は TLR7, 9の下流におい

ても、それぞれアダプター分子 TRIF (Toll-interleukin 1 receptor domain-containing 
adaptor protein inducing IFN-β), MyD88 (myeloid differentiation primary response 

gene 88) に依存して I型 IFNの誘導を行う 26。一方、IRF5は、種々の TLRsの

下流において、アダプター分子MyD88を介して活性化され、核内移行し、炎症

性サイトカイン遺伝子を転写誘導することが明らかにされている 29,30。また IRF5

は、真菌由来の β グルカンを認識する C 型レクチン受容体 (C-type lectin 

receptors; CLRs) 31である Dectin-1の下流においても活性化を受け、I型 IFNを誘

導する 32。 (図中略称、dsRNA: double-stranded RNA, ssRNA: single-stranded RNA, 

ER: endoplasmic reticulum) 

 

 



 12 

第 1部    『IRF5の抗腫瘍応答における役割』 

 

 

1.1  序文  

 

先に述べたように、免疫系は、PRRsによるウイルスやバクテリアの認識と下

流のシグナルの活性化、サイトカインの誘導といった自然免疫応答に端を発し、

これらの病原体の排除に寄与する。一方、免疫系は、外来からの異物だけでな

く、宿主自身の細胞に由来する“内なる非自己”である、がんの排除にも重要

であることが知られている。がんに対する免疫応答として、細胞傷害性 T 細胞 

(cytotoxic T lymphocyte; CTL) によるがん細胞の殺傷作用が古くから知られてお

り 36、この細胞の機能を利用してがん細胞の効率的排除に導くために、がん特

異抗原を用いた免疫療法等の研究が進んでいる 37。また、抗腫瘍応答を担う自

然免疫担当細胞として、やはりがん細胞を直接殺傷する機能を持つ NK (natural 

killer) 細胞の働きがよく知られている 38,39。NK 細胞には MHC (major 

histocompatibility complex) クラス I分子を認識することで細胞傷害活性が抑制さ

れる機構が備わっており、MHCクラス I分子を発現する自己の正常細胞に対し
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ては攻撃しないがMHCクラス I分子を失ったがん細胞のような異常な細胞を攻

撃対象とする 40。そしてパーフォリンやグランザイムといったエフェクター分

子によってがん細胞をアポトーシスに導く 41。また、NK細胞にはNKG2D (natural 

killer cell group 2D) と呼ばれる受容体が発現しており、NKG2Dリガンド (マウ

スでは Rae-1, Mult1, H-60 ヒトではMICA, MICB, ULBP) を過剰発現しているが

ん細胞を攻撃対象として認識する 42,43。また、NK細胞の細胞傷害活性を増強さ

せるとの報告がある分子として、I型 IFNや IL-12といったサイトカインに加え、

細胞表面で機能する INAM, IL-15および IL-15Rαが知られている 44-49。INAMは、

樹状細胞, マクロファージ, および NK細胞において発現しており、さらに樹状

細胞においては TLR3-IRF3シグナル依存的に発現誘導され、樹状細胞と NK細

胞表面の INAMがホモフィリック相互作用を行うことにより、NK細胞の活性化

に寄与する 46。IL-15は、樹状細胞表面に発現する IL-15Rαと安定して複合体を

形成し、細胞間相互作用を介してその受容体  (IL-2/15Rβと  common 

cytokine-receptor γ-chainから成る) を発現する NK細胞を活性化する 48,50。 

このように、免疫系はがんの排除にも重要な役割を果たしていることが知ら

れている。しかしながら、感染防御に不可欠の役割を果たす自然免疫系、特に

先に紹介した IRF 転写因子群が、がんの排除においてどのような役割を果たし
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ているか、という問題についてはこれまで詳細な検討がなされていなかった。 

本研究では、抗腫瘍応答における IRF ファミリー転写因子群の役割を明らか

にすることを目的として解析を行い、その結果、樹状細胞やマクロファージに

よるがん細胞認識によって IRF5が活性化を受けること、その活性化が NK細胞

のがん細胞に対する殺傷活性の亢進に繋がることを明らかにし、IRF5 が抗腫瘍

応答において重要な役割を果たすことを新たに見出した。 
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1.2  結果  

 

1.2.1   IRF転写因子群のがん排除における役割 

IRF転写因子群の中でも IRF3, IRF5 および IRF7は、ウイルス・バクテリア

の感染時に TLRや細胞質内核酸認識受容体といったパターン認識受容体の下流

で活性化し、I型 IFNや炎症性サイトカインの誘導に必須の役割を果たすことが

知られている 26,30,33。ではこれらの転写因子は、抗腫瘍自然免疫応答には関与す

るであろうか。そこで、これらの転写因子の抗腫瘍免疫応答への寄与を解析す

るために以下のアプローチを試みた。IRF3, IRF5 および IRF7 それぞれの遺伝

子欠損マウス (Irf3-/-, Irf5-/-, Irf7-/-マウス)、および野生型マウスに対し B16F1メラ

ノーマ細胞を尾静脈注射し、14 日後に肺に形成されたコロニー数を定量した 

(以下、B16F1メラノーマ細胞肺転移モデルと称する)。その結果、Irf5-/-マウスに

おいて、野生型マウスと比較して、肺に形成されたコロニー数に顕著な増加が

見られた (図 1.1)。一方、Irf3-/-マウス, Irf7-/-マウスにおいては、肺転移コロニー

数にそのような増加は見られなかった (図 1.1)。これらの結果から、B16F1細胞

の肺転移モデルにおけるがんの転移コロニー形成抑制に IRF3, IRF5, IRF7 のう

ち IRF5が選択的に寄与していることが示された。また、B16F1メラノーマ細胞
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をマウスに皮下注射し、皮下に形成された腫瘍の体積を測定したところ、Irf5-/-

マウスにおいて、野生型マウスと比較して、腫瘍増殖に著明な増悪が見られた 

(図 1.2)。この結果と合わせ、IRF5はがんの肺組織への浸潤抑制等に影響するの

ではなく、がん細胞の排除に寄与している可能性が強く想定された。そこで、

IRF5 の関与する抗腫瘍応答に着目し、その機構の詳細を明らかにすべく、さら

なる検討を行うことにした。 

 

1.2.2   骨髄移植を用いた IRF5の抗腫瘍応答における役割の検討  

前節の結果から、IRF5が B16F1メラノーマ細胞肺転移モデルにおいて、がん

細胞の排除に寄与していることが明らかになった。IRF5 は全身の細胞で発現が

認められるため、IRF5 がどの細胞において機能することががんの排除に寄与し

ているのか、さらなる知見を得るために骨髄移植と B16F1 メラノーマ細胞肺転

移モデルを組み合わせて行った。Ly5.1 陽性 C57BL/6 コンジェニックマウス

（Ly5.1-C57BL/6）に γ線を照射した後、Irf5-/-マウス（Ly5.2 陽性）由来骨髄細

胞を尾静脈注射により移植し、骨髄由来細胞においてのみ IRF5を欠損するマウ

スを作製した。また、その対照群としては、同様の手順で野生型マウス（Ly5.2

陽性）由来骨髄細胞を移植した Ly5.1-C57BL/6マウスを用意した。同時に、Irf5-/-
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マウスに γ線を照射した後、Ly5.1-C57BL/6マウス由来骨髄細胞を移植し、骨髄

細胞由来細胞以外の細胞において IRF5を欠損するマウスを作製した。この対照

群としては、野生型マウスに Ly5.1-C57BL/6 マウス由来骨髄細胞を移植したマ

ウスを用意した。上記 4群のマウスを前節と同様の B16F1メラノーマ細胞肺転

移モデルに供したところ、Irf5-/-マウス由来骨髄細胞を移植したマウスでは、野

生型マウス由来骨髄細胞を移植した対照群に比べ、B16F1 メラノーマ細胞の肺

転移数に著明な増加が見られた (図 1.3 A)。一方、レシピエントとして Irf5-/-マ

ウスあるいは対照群として野生型マウスを用いた場合には、肺転移コロニー数

に有意な差は見られなかった (図 1.3 B)。これらの結果から、IRF5は骨髄由来の

細胞において機能することで、がんの排除に寄与していることが示された。 

これまでの報告から、B16F1 メラノーマ細胞肺転移モデルにおいては、抗ア

シアロ GM1抗体の投与により NK細胞を除去したマウス個体において、転移コ

ロニー数が顕著に増大することから、このモデルにおけるがん細胞の排除には

NK細胞が必須であることが既に知られている 38。このことから、NK細胞中の

IRF5 の欠損によって、がんの排除に異常を来す可能性が考えられた。そこで次

に、野生型および Irf5-/-マウス由来の NK細胞のがんに対する殺傷力の比較を試

みた。NK細胞の殺傷力の定量には、51Cr遊離法を採用した 51。放射性同位体 51Cr
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を殺傷の標的となるがん細胞に取り込ませ、この標的細胞を NK 細胞等の殺傷

のエフェクターとなる細胞と共培養すると、共培養中に標的がん細胞が殺傷さ

れ、死細胞から培養上清中に 51Cr が放出される。よってこれらの細胞を共培養

した後、培養上清中の 51Cr の放射能を定量することにより、標的細胞の被殺傷

率、すなわちエフェクター細胞の殺傷力を定量的に評価することができる。 

まず、NK 細胞を含む脾細胞を用いての検討を行った。Irf5-/-マウス脾細胞中

における細胞集団は、野生型マウスと同様であることが既に確認されている 30。

野生型および Irf5-/-マウス由来の脾細胞をエフェクター細胞として用い、B16F1

細胞に対する殺傷を定量した。その結果、IRF5 が欠失した脾細胞を用いた場合

には野生型細胞の場合と比較し、がん細胞の殺傷率に減弱が見られた (図 1.4A)。

また、野生型および Irf5-/-マウスそれぞれに抗アシアロ GM1 抗体を予め投与す

ることにより NK 細胞を除去し、これらのマウス由来の脾細胞をエフェクター

細胞として用いて殺傷を定量したところ、いずれの場合にも標的細胞の殺傷は

検出されなかった (図 1.4B)。これらのことから、脾細胞中において IRF5が機能

することにより、NK細胞によるがん細胞の殺傷に促進的に寄与することが明ら

かとなった。そこで次に、野生型あるいは Irf5-/-マウスの脾臓から NK細胞をネ

ガティブセレクションにより精製し（本研究に用いる NK 細胞の殺傷アッセイ



 19 

においては、NK1.1や DX5などの受容体に刺激を与えないよう、ネガティブセ

レクションによって NK細胞を調製した）、これらをエフェクター細胞として用

いて B16F1 細胞に対する細胞傷害活性を定量した。その結果、NK 細胞に内在

する IRF5がその細胞傷害活性に寄与するのではないかとの予想に反し、野生型

NK 細胞と Irf5 遺伝子欠損 NK 細胞の傷害活性には有意な差が見られなかった 

(図 1.4C)。これらの結果から、脾細胞による B16F1 細胞の殺傷には NK 細胞が

必須であること、その殺傷活性に IRF5が関与すること、しかしながら NK細胞

に内在する IRF5 は NK 細胞のがん殺傷能力に影響を与えないことが示された。

なお、脾細胞に含まれる NK細胞の割合が 3%程度であることを踏まえると、NK

細胞のみを精製してエフェクター細胞として用いた場合の NK 細胞 1 個あたり

の細胞傷害活性は、脾細胞を丸ごとエフェクター細胞として用いた場合のそれ

と比較し、非常に低い値であることがわかる (図 1.4A, C)。すなわち、脾細胞中

の NK細胞以外の細胞が NK細胞の抗腫瘍活性を増強しており、それらの細胞に

おいて IRF5が機能することが重要である可能性が考えられる。 
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1.2.3   マクロファージ・樹状細胞における IRF5 を介した NK 細胞

の殺傷力亢進作用についての検討 

前節までの結果より、IRF5 は骨髄由来の細胞において機能し、また、B16F1

細胞の排除にはNK細胞が必須であることが明らかとなり、骨髄由来細胞の IRF5

は NK 細胞を介してのがんの排除に寄与していることが示唆された。しかしな

がら一方で、NK細胞に内在する IRF5は NK細胞によるがん細胞の殺傷に必要

ではないことが示された。このことから、私は NK 細胞以外の骨髄由来の何ら

かの細胞の作用により NK 細胞の殺傷機能が増強されており、この作用に対し

て IRF5の機能が寄与しているのではないか、という仮説を立てた。では、いず

れの細胞が NK 細胞の殺傷を亢進させる効果を持っているのか。この問題につ

いて知見を得るために、骨髄細胞に由来する免疫担当細胞である T細胞, B細胞, 

マクロファージ, 樹状細胞について、それらの細胞が豊富な脾細胞中より個々に

精製し、各々が NK 細胞によるがん細胞の殺傷に対して与える影響について検

討することにした。まず、脾細胞から精製した各種細胞を用いて in vitroで殺傷

の条件を再構築する実験系を確立した。C57BL/6マウス由来脾細胞からT細胞, B

細胞, マクロファージ, または樹状細胞を精製し、同じく脾細胞から精製した

NK細胞を用いて、B16F1細胞との共培養を行い、NK細胞によるがん細胞の殺
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傷を 51Cr 遊離法にて定量した。その結果、NK 細胞と B16F1 細胞との共培養に

マクロファージまたは樹状細胞を加えた場合には、加えた細胞数の増加に依存

して、NK 細胞によるがん細胞の殺傷活性が増強されることが見出された (図

1.5)。一方、T細胞, B細胞を加えた場合には、そのような増強は見られなかった

ことから、マクロファージ, 樹状細胞が NK細胞の抗腫瘍応答の増強に選択的に

関与することが示された (図 1.5)。この結果と前節までの結果を総合すると、

IRF5 がマクロファージ, 樹状細胞において機能することが NK 細胞の殺傷を亢

進させるために重要であると考えられた。そこで、Irf5-/-マウス由来の脾細胞よ

りマクロファージおよび樹状細胞を調製し、野生型 NK 細胞を用いて上記と同

様に B16F1 細胞の殺傷を定量した。その結果、Irf5 遺伝子欠損マクロファージ

および樹状細胞は、野生型のそれらの細胞と比較し、NK細胞の殺傷力を亢進さ

せる機能が有意に低下していることが見出された (図 1.6)。以上の一連の結果よ

り、マクロファージ, 樹状細胞が NK細胞の殺傷効果の増強に関与する細胞群で

あり、これらの細胞において IRF5が機能することが、その効果を最大限に発揮

するために重要であることが示された。 
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1.2.4   がん細胞の刺激による IRF5の活性化の検討 

前節の結果から、がんと共培養したマクロファージ・樹状細胞において IRF5

が機能することが示された。IRF5は TLRシグナル経路の下流で活性化し、炎症

性サイトカインの発現誘導に必須の役割を果たすことが知られている 30。また

最近、真菌由来 βグルカンを認識する C 型レクチン受容体 (C-type lectin-like 

receptor; CLR) である Dectin-1の下流で活性化し、IFN-β 等の遺伝子発現を誘導

するとの報告がなされている 32。しかしながら、PRRsによってがん細胞由来分

子が認識され IRF5を活性化する、というような報告はなく、かつ上記のような

がん細胞との共培養という系において IRF5が活性化を受けるというようなこと

は、俄には信じ難く思われた。そこで、脾細胞と B16F1 メラノーマ細胞との共

培養を in vitro殺傷アッセイと同様の細胞比で行い、IRF5が活性化されるかどう

か検証を試みた。活性化の指標として、IRF5 の細胞質から核内への移行を

immunoblottingによって特異的に検出することで検討した 30。その結果、共培養

前の脾細胞の核内画分からは IRF5が検出されなかったが、がん細胞との共培養

後には核内に IRF5 が検出された (図 1.7)。この結果から、がん細胞と出会うこ

とにより、IRF5 が活性化を受け核内へ移行することが示された。では、がんを

認識し、IRF5の活性化に関与する PRRは一体何であるか。先述の通り IRF5の
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活性化に寄与する PRR としては、TLR および CLR の一つである Dectin-1 が知

られている 30,32。しかしながら TLRの共通アダプター分子であるMyD88の遺伝

子を欠損したマウス由来の脾細胞は、野生型脾細胞とほぼ同等の細胞傷害活性

を示すという知見 52があり、TLRシグナルは in vitro殺傷アッセイにおける NK

細胞によるがんの排除に寄与していないことが考えられた (この知見について、

植木紘史氏 学位論文にて言及) ため、ここでは Dectin-1に注目した。興味深い

ことに、Dectin-1欠損脾細胞を B16F1メラノーマ細胞と共培養した際には、IRF5

の核内への移行は見られなくなることが判明した (図 1.8)。このことから、がん

細胞が IRF5 の活性化を引き起こす際に上流に位置する PRR は Dectin-1 である

ことが示された。Dectin-1 下流の主要なシグナル経路の一つとして NFAT 

(Nuclear factor of activated T-cells) 経路が知られていることから 53、NFATの阻害

剤である FK506を加えて同様の共培養を行ったところ、IRF5の核内への移行が

確認された (図 1.9)。IRF5の活性化は Dectin-1に依存しているが、下流の NFAT

経路はこの活性化には関与しないことが示唆された。Dectin-1 の下流において

IRF5 がどのように活性化を受けるのか、その分子機構は現在のところ明らかで

はなく、今後の検討が必要である。なお、本結果から予想されるように、Dectin-1

遺伝子欠損マウスは、B16F1 メラノーマ細胞肺転移モデルにおいて著明な転移
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コロニー数の増加を示すことも明らかとなっている 52。 

 

1.2.5   NK細胞の殺傷力を亢進させる細胞間相互作用 

1.2.3の結果から、Dectin-1-IRF5経路によるシグナルを介してマクロファージ

および樹状細胞が NK細胞の殺傷を亢進させることが示された。では IRF5依存

的に NK 細胞の殺傷を亢進させるその実体は何なのか。私は、がん細胞と接触

したマクロファージや樹状細胞において、NK細胞の殺傷力を活性化する因子が

IRF5 依存的に発現誘導される、という仮説を立てた。そこでこの仮説を検証す

るため、野生型マウスおよび Irf5-/-マウスの脾細胞から調製した樹状細胞を B16

メラノーマ細胞と共培養した際、NK細胞の活性化との関連性が報告されている

分子の遺伝子発現の変化について検討した。これまでに、刺激によって誘導さ

れ、NK細胞の活性化に関与するとの報告がある分子としては、サイトカインで

ある I型 IFNや IL-12、および細胞表面に結合した状態で機能する IL-15および

IL-15Rα, そして INAMが知られている 44-49。そこで、野生型マウスもしくは Irf5-/-

マウス由来樹状細胞を B16F1細胞と共培養し、トータル RNAを抽出して、IFN-β, 

IL-12p40, IL-15, IL-15Rα, および INAMの mRNAの発現レベルを qRT-PCR法に

より解析した。その結果、IFN-β, IL-12p40の mRNAの発現レベルは、野生型マ
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ウス由来もしくは Irf5-/-マウス由来のいずれの樹状細胞を共培養に用いた場合で

も、共培養の前後で大きな変化を示さなかった (図 1.10)。またさらに、NK細胞

と樹状細胞、および B16F1細胞を共培養させた際、IFN-αおよび IFN-βに対する

中和抗体、あるいは IL-12に対する中和抗体を添加し、樹状細胞による殺傷亢進

活性が低下するか否か検討した。その結果、これらの中和抗体の投与は樹状細

胞による殺傷亢進効果を減弱させないことが判明し、やはり I型 IFN及び IL-12 

は関与しないことが明らかとなった (図 1.11)。一方で、qRT-PCR の結果から、

IL-15, IL-15Rα, INAMは野生型樹状細胞とがん細胞との共培養により mRNAの

発現が誘導されることが見出された (図 1.10)。またこのとき Irf5 遺伝子欠損樹

状細胞を B16F1細胞と共培養した場合には、INAM mRNAの発現は野生型細胞

を用いた際と比較して顕著な減弱が見られ、IL-15, IL-15Rαの mRNAの発現にも、

わずかに減弱が認められた (図 1.10)。前節の結果と合わせて、これらの結果か

ら、がん細胞の認識に伴って活性化された IRF5 によって誘導され、NK 細胞の

活性化を行っている実体は、INAM、および IL-15と IL-15Rαといった細胞膜表

面に存在するタンパク質による細胞間相互作用を介していることが示唆された。 

以上の結果のうち、図 1.4 – 1.6の実験については、医学系研究科博士課程 4

年 (生産技術研究所 炎症・免疫制御学) 植木紘史氏の協力を得て行った。また、
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私が行なった研究の一部は植木氏らが得た実験データと共に、eLife誌に学術論

文として発表した 52。 
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1.3  考察  

 

本研究における解析から、(i) 感染防御において不可欠の役割を果たしている

ことが知られている転写因子 IRF5が、抗腫瘍応答においても重要であり、Irf5-/-

マウスでは B16F1 メラノーマ細胞の肺への転移、増殖が顕著に亢進すること、

(ii) がん細胞との共培養により、マクロファージおよび樹状細胞において IRF5

が Dectin-1シグナルを介した活性化を受け核内移行し、INAMや IL-15、IL-15Rα

などの NK 細胞の殺傷能を増強する分子群の遺伝子発現を誘導し、がん細胞の

排除に寄与することが明らかとなった。これまで自然免疫シグナルの抗腫瘍応

答における役割については不明であったが、本研究において、自然免疫応答に

重要な役割を果たすことが知られている IRF5が抗腫瘍応答においても重要な役

割を果たしていることが明らかとなり、IRF5 の活性化を担う自然免疫受容体が

想定され、実際その一つとして Dectin-1（後述）によるがんの認識機構 52が明ら

かになる契機となった重要な知見であると位置づけられる。一方で、何故、IRF3

や IRF7ではなく、IRF5が抗腫瘍応答を担うことになったのか、がんを認識する

受容体とともにどのように進化してきたのかを知ることは、自己の細胞を認識

するようになった経緯を考える上で重要であるのではないかと思われる。本研
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究においては IRF5がB16F1メラノーマ細胞の排除に重要であることを見出した

が、その他のがん細胞に対しても同様に排除に機能するのかどうか、関与しな

い際には他の IRF 転写因子の関与はどうかなどを検討していくことで、対応す

るがん種の傾向等が明らかになるのではないかと思われる。実際、野生型マウ

スおよび Irf5-/-マウス由来脾細胞をエフェクター細胞とし、YAC-1 (マウスリンパ

腫細胞株) に対する殺傷活性を定量したところ、Irf5-/-マウス由来脾細胞では、

野生型マウス由来細胞と比較し殺傷活性の減弱が認められた（図 1.12）。このよ

うに IRF5が複数種のがんの排除に重要である知見が得られていることから、他

のがん種に対する、PRR および自然免疫シグナル経路と NK 細胞の活性化機構

との関連を明らかにすることで抗腫瘍自然免疫応答の全貌に迫ることができる

と期待される。 

IRF5は従来、外来の病原体由来の PAMPsを認識する TLRシグナルによって

活性化され、炎症性サイトカイン等の遺伝子の誘導を行う転写因子として知ら

れていた 30。本研究において新たに、がん細胞と共培養されたマクロファージ、

樹状細胞といった自然免疫担当細胞において、がん細胞そのものを刺激として

転写因子 IRF5が活性化する、ということが見出された。では、どのような受容

体によって、がん細胞の何を認識し、シグナルを活性化しているのか。当研究
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室における解析により、がん細胞を認識し IRF5 の活性化を導く受容体として、

真菌由来 βグルカンを認識する CLRである Dectin-1が同定され 52、がん細胞上

に発現している N 結合型糖鎖構造を Dectin-1 が認識すること、また、Dectin-1

遺伝子欠損樹状細胞では、がん細胞との共培養を経ても IRF5の活性化による核

内移行が検出されないことが見出された 52。Dectin-1による βグルカンの認識に

より、IL-12を含め種々のサイトカインが産生されること、また、Dectin-1-IRF5

依存的に I型 IFNが誘導されるとの報告がなされている 32。	 

本研究で明らかになった、Dectin-1によるがんの認識を介した IRF5依存的な

NK細胞の活性化機構において I型 IFNや IL-12の関与が見られないとの知見を

考え合わせると、Dectin-1による βグルカンの認識、およびがん細胞由来分子の

認識それぞれによって活性化される下流のシグナル伝達経路には違いがある可

能性も大いに考えられる (図 1.13)。マクロファージや樹状細胞におけるがん細

胞認識の際に IRF5 を活性化し、NK 細胞のがん殺傷能を効率良く増強させる機

構を明らかにできれば、抗腫瘍自然免疫応答を利用したがんの予防・治療法へ

の応用が強く期待されることから、Dectin-1依存的な IRF5の活性化機構につい

ては興味深い今後の課題であると考えている。 

本研究における NK細胞の in vitroでの殺傷アッセイの実験系においては、中
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和抗体を用いた検討により、I型 IFNや IL-12といった NK細胞の活性化を誘導

するサイトカインが、樹状細胞による NK 細胞の活性化促進に関与していない

ことが明らかにされた。また、この結果と一致して、殺傷アッセイを行う共培

養条件において、IFN-β, IL-12p40 の誘導は認められなかった。また別の解析か

ら、樹状細胞と B16F1 メラノーマ細胞とを 4 時間共培養した、その上清を NK

細胞に処理しても、細胞傷害活性に亢進が見られないことも分かっており、上

清中に放出される液性因子はこの機構に関与しないと考えられた 52。そこで、

マクロファージや樹状細胞と NK細胞の細胞間相互作用が、NK細胞の活性化亢

進に関与するのではないかと考えた。過去の報告から、そのような機構に関与

する分子として、INAMや IL-15, IL-15Rαなどが報告されていた。これらの分子

の発現について qRT-PCR法により解析した結果、がん細胞の刺激による INAM

の誘導が Irf5 遺伝子欠損樹状細胞において顕著に低下することが分かった。ま

た、さらに、前述の Dectin-1 遺伝子欠損樹状細胞を用いてマイクロアレイ解析

を行っており、細胞膜表面に発現する分子をコードする遺伝子として、Inam 以

外に Chrnb2, Fzd6, Lrrc19, Crtam, Adora2a, Ly6i, Tnfsf10 が Dectin-1依存的に誘導

されることが判明している 52。これらの遺伝子については、NK細胞やがんとの

関連について報告がなされていなかったため、私はレンチウイルスを用いた発
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現系により骨髄細胞から分化させた樹状細胞においてこれらの分子を発現させ、

NK細胞の活性化に寄与するか検討を行ったが、NK細胞の活性化を見出すこと

が出来なかった。個々の遺伝子をそれぞれ単独で導入して検討したため、これ

らの膜表面タンパク質が NK 細胞の殺傷亢進に関与していないのか、あるいは

複数の分子が同時に発現した時にのみ機能するのか、という点については明ら

かでない。あるいはその他の可能性として、INAMが樹状細胞と NK細胞の両者

に発現しホモフィリックな相互作用をすることにより、2細胞間の接着を強化す

るとの機能の報告 46を鑑みると、ごく近傍でのみ他の細胞に作用し得る液性因

子が INAMとともに発現して、「免疫シナプス」のような近接する細胞間の間隙

においてのみ受け渡されて NK 細胞を活性化しているということもあり得るか

も知れない。樹状細胞やマクロファージによる、細胞間相互作用を経た NK 細

胞の活性化の分子メカニズムについては、今後の興味深い検討課題であると考

えられる。 

本研究の結果から、自然免疫系のシグナル、すなわち Dectin-1シグナルが IRF5

の活性化を介して抗腫瘍応答に重要な役割を果たすことが明らかとなった。が

んの排除を導くシグナル経路の詳細、および NK 細胞の活性化促進機構を明ら

かにすることで、がんの予防・治療法への応用に向けた薬剤開発における分子
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基盤の確立に繋がることが期待されるため、これらについて今後の解析により

明らかにしていきたい。 
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図 1.1  B16F1メラノーマ細胞の肺転移における IRF転写因子の関与 

(A) 野生型 (WT), Irf3-/-, Irf5-/-, および Irf7-/-マウスに 1 × 106 個の B16F1メラノ

ーマ細胞を尾静脈注射した。注射後 14日目に各マウスから肺を摘出し、形成さ

れたコロニーを計数した。黒線は各群の平均値を示す。  (B) WT および Irf5-/-

マウスに 2 × 106 個の B16F1メラノーマ細胞を尾静脈注射し、注射後 14日目に

各マウスから肺を摘出した。アステリスクは P < 0.05 で有意差があることを示す。 
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図 1.2  B16F1メラノーマ細胞の皮下増殖への IRF5の関与 

野生型 (WT) および Irf5-/-マウスに 1 × 105 個の B16F1メラノーマ細胞を皮下

注射し、皮下の腫瘍体積を測定した。データは平均値と標準偏差（n = 3）を表す。 
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図 1.3  がん細胞の排除に対する骨髄由来細胞内在の IRF5 の寄与の検討 

Ly5.1-C57BL/6マウスにγ線 (5 Gy, 2回) を照射し、野生型 (WT), もしくは Irf5-/- 

マウス由来骨髄細胞 (5 × 106 個) を尾静脈注射により移植した (A)。  一方、

WT および Irf5-/-マウスにγ線 (5 Gy, 2回) を照射し、それぞれに Ly5.1-C57BL/6

マウス由来骨髄細胞 (5 × 106 個) を尾静脈注射により移植した (B)。  骨髄移植

から 3ヶ月後に、移植レシピエントマウスに対し 1 × 106 個の B16F1メラノー

マ細胞を尾静脈注射した。B16F1細胞注射後 14日目に各マウスから肺を摘出し、

形成されたコロニーを計数した。黒線は各群の平均値を示す。アステリスクは P < 

0.05 で有意差があることを示し、NS は P > 0.05 で有意差がないことを示す。 
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図 1.4  Irf5-/- マウス由来 NK細胞を用いた細胞傷害活性の検討 

野生型 (WT) マウスもしくは Irf5-/- マウス由来の脾細胞 (A), 同マウス由来の

NK 細胞を除去した脾細胞 (B), および同マウスの脾細胞から精製した NK 細胞 

(C),をエフェクター細胞とし、B16F1メラノーマ細胞に対する殺傷を 51Cr遊離法

により検討した。予め 51Crで標識した B16細胞とエフェクター細胞を、図中に

示した細胞数の比率で混合し共培養した。共培養開始から 4 時間後に培養上清

を回収し、標的細胞から放出された培養上清中 51Cr放射活性をγカウンタにより

定量した。全ての検討において 1 × 104個の 51Cr標識 B16F1細胞を用いた。デー

タは平均値と標準偏差（n = 3）を表す。脾細胞からの NK細胞の除去は、抗アシア

ロ抗体をマウスに腹腔内注射することにより行った。抗アシアロ抗体では NK

細胞および好塩基球が除去されるとの報告がある 54。しかしながら、図 1.5, 1.6

の in vitro殺傷アッセイでは精製 NK細胞を用いており、その purityの確認には

抗 NK1.1 抗体を使用して、安定して purity 95%以上を示した。したがって、本

研究において見出された IRF5 依存的ながん殺傷の亢進効果は、NK 細胞の細胞

傷害活性を介するものと考えられる。 



 37 

 
 

 

 

図 1.5  マクロファージおよび樹状細胞のがん排除における役割の検討 

野生型マウス由来脾細胞から精製した NK細胞 (1 × 105 個) に対し、野生型マ

ウス脾細胞から調製した CD11b+細胞, CD11c+細胞, B細胞, T細胞をそれぞれ 1 × 

105, 2 × 105, 4 × 105 個添加し、予め 51Crで標識した B16F1細胞 (1 × 104 個) と

共培養した。共培養開始から 4 時間後に培養上清を回収し、標的細胞から放出

された培養上清中 51Cr放射活性をγカウンタにより定量した。なお、CD11b+細胞, 

CD11c+, B細胞, T細胞を添加することによる B16F1細胞の被殺傷数を除外する

ため、NK細胞を加えず、野生型マウス脾細胞由来 CD11b+細胞, CD11c+, B細胞, 

T細胞 1 × 105, 2 × 105, 4 × 105 個を 51Cr標識 B16F1細胞 (1 × 104 個) と共培養

した場合の培養上清中 51Cr 放射活性を測定し、この値をバックグラウンドとし

て差し引いたデータを Net lysis (%)として示した。データは平均値と標準偏差（n = 

3）を表す。なお、これと同様の主旨の実験を独立して行った結果が、植木紘史氏の学

位論文にも記載されている。 
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図 1.6  マクロファージおよび樹状細胞内在の IRF5 のがん排除における役割

の検討 

野生型マウスの脾細胞から精製した NK細胞 (1 × 105 個) に対し、野生型マウ

スもしくは Irf5-/- マウス脾細胞由来 CD11b+細胞, CD11c+細胞をそれぞれ 1 × 105, 

2 × 105, 4 × 105 個添加し、予め 51Crで標識した B16F1細胞 (1 × 104 個) と共培

養した。共培養開始から 4 時間後に培養上清を回収し、標的細胞から放出され

た培養上清中 51Cr放射活性をγカウンタにより定量した。なお、図 1.5と同様に、

CD11b+細胞, CD11c+細胞を添加することによる B16F1細胞の被殺傷数を除外す

るため、CD11b+細胞, CD11c+細胞を 51Cr標識 B16F1細胞 (1 × 104 個) と共培養

した場合の培養上清中 51Cr 放射活性を測定し、この値をバックグラウンドとし

て差し引いたデータを Net lysis (%) として示した。データは平均値と標準偏差（n 

= 3）を表す。アステリスクは P < 0.05 で有意差があることを示す。 
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図 1.7  がん細胞との共培養による脾細胞における IRF5の活性化の検討 

野生型 (WT) マウス由来あるいは Irf5-/- マウス由来脾細胞 (1 × 108 個) を、 1 × 

106 個 (細胞数は脾細胞に対し 1/100) あるいは 2 × 106 個 (同 1/50)のB16F1細

胞と共培養した。共培養開始から 6 時間後に細胞を全て回収し、それらの細胞

の核内画分を抽出して、核内の IRF5 を抗 IRF5 抗体を用いて検出した。USF-2

は核画分のマーカーとして用いた。 
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図 1.8  Dectin-1遺伝子欠損が脾細胞における IRF5活性化に与える影響の検討 

野生型 (WT) マウス由来あるいは Dectin-1-/- マウス由来脾細胞 (1 × 108 個) を、 

1 × 106 個 (細胞数は脾細胞に対し 1/100) あるいは 2 × 106 個 (同 1/50)の

B16F1 細胞と共培養、もしくは Dectin-1 のリガンドとして知られているカード

ラン (終濃度 30 ng/mL) により刺激した。培養開始から 6時間後に細胞を全て

回収し、それらの細胞の核内画分を抽出して、核内の IRF5 を抗 IRF5抗体を用

いて検出した。USF-2は核画分のマーカーとして用いた。 
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図 1.9  FK506が脾細胞における IRF5活性化に与える影響の検討 

野生型 (WT) マウス由来脾細胞 (5 × 107 個) を 1 × 106 個 (細胞数は脾細胞に

対し 1/50) の B16F1細胞と共培養した。50 nM あるいは 500 nM の FK506を培

地に添加した。培養開始から 6 時間後に細胞を全て回収し、それらの細胞の核

内画分を抽出して、核内の IRF5 を抗 IRF5 抗体を用いて検出した。USF-2 は核

画分のマーカーとして用いた。 
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図 1.10  樹状細胞とがん細胞の共培養系における遺伝子発現誘導の検討 

野生型 (WT) マウスもしくは Irf5-/- マウスから調製した脾細胞由来CD11c+細胞 

(1 × 106 個) を B16F1細胞 (1 × 104 個) と共培養した。共培養開始前 (0 hr) 及

び共培養から 4 時間後 (4 hr) に全細胞を回収し、トータル RNA を抽出して

IFN-β (Ifnb1), IL12p40 (Il12b), INAM (Fam26f), IL15 (Il15), IL15Rα (Il15ra) の

mRNAの発現レベルを qRT-PCR 法により解析した。IFN-β, IL-12p40 mRNAに

ついては検出限界に近い低い値であったため、陽性対照としてそれぞれ poly(I:C), 

LPSで 4時間刺激した野生型 CD11c+細胞での発現レベルを示した。データは平

均値と標準偏差（n = 3）を表す。アステリスクは P < 0.05 で有意差があることを示す。

NS は有意差がないことを示す。 
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図 1.11  NK細胞によるがん細胞の殺傷に対する I型 IFNおよび IL-12の寄与の

検討 

野生型 (WT) マウスから調製した脾細胞由来 NK細胞 (1 × 106 個) および脾細

胞由来CD11c+細胞 (3 × 106 個) を、予め 51Crで標識したB16F1細胞 (1 × 104 個) 

と図中に示した細胞数の比率で混合し共培養した。このとき培地に、抗 IFN-α

抗体および抗 IFN-β抗体, もしくは抗 IL-12p40抗体を加えた。共培養開始から 4

時間後に培養上清を回収し、標的細胞から放出された培養上清中 51Cr 放射活性

をγカウンタにより計測し定量した。なお、図 1.5と同様に、CD11c+細胞を添加

することによる B16F1細胞の被殺傷数を除外するため、CD11c+細胞を 51Cr標識

B16F1細胞 (1 × 104 個) と共培養した場合の培養上清中 51Cr放射活性を測定し、

この値をバックグラウンドとして差し引いた値を示した。データは平均値と標準

偏差（n = 3）を表す。NS は P > 0.05 で有意差が見られないことを表す。 
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図 1.12  Irf5-/- マウス由来脾細胞を用いた YAC-1 細胞に対する細胞傷害活性の

検討 

野生型 (WT) マウスもしくは Irf5-/- マウス由来の脾細胞をエフェクター細胞と

し、YAC-1リンパ腫細胞株に対する殺傷を 51Cr遊離法により検討した。予め 51Cr

で標識した YAC-1細胞とエフェクター細胞を、図中に示した細胞数の比率で混

合し共培養した。共培養開始から 4 時間後に培養上清を回収し、標的細胞から

放出された培養上清中 51Cr 放射活性をγカウンタにより定量した。1 × 104個の
51Cr標識 YAC-1細胞を用いた。データは平均値と標準偏差（n = 3）を表す。 
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図 1.13  βグルカンおよびがん細胞を認識した Dectin-1 下流における IRF5 活性

化機構の仮説の模式図 

Dectin-1 による真菌由来βグルカン (A)、およびがん細胞 (B) の認識の際の、下

流のシグナル伝達経路の差異に関する仮説を示す。Dectin-1 がβグルカンを認識

すると (A)、Dectin-1の細胞内ドメインのモチーフ (YxxL配列; hemITAMと呼

ばれる) に Syk チロシンキナーゼがリクルートされる。その下流において、

NFAT (Nuclear factor of activated T-cells) 経路およびアダプター分子 CARD9 

(caspase recruitment domain-containing protein 9) を介して NFκB経路が活性化さ

れ、IL-2, IL-6, IL-23, TNF-α, pro-IL-1βといったサイトカインの遺伝子が発現誘導

される 53。また、CARD9-IRF5依存的経路の下流では IFN-βの発現が誘導される
32。一方、本研究において、樹状細胞に発現する Dectin-1ががん細胞を認識した

際には (B)、IRF5が活性化することにより INAM mRNAの発現が誘導されるこ

とが明らかになった。また、IL-15及び IL-15Rα mRNAの誘導も、一部が IRF5

に担われていることが分かった。樹状細胞と NK 細胞の共培養による B16F1 細

胞殺傷活性定量の実験系においては、Irf5遺伝子欠損樹状細胞を用いた場合にも、
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樹状細胞による NK 細胞の殺傷活性の増強が完全に無くなる訳ではないことか

ら、NK 細胞の活性化に寄与する IRF5 非依存的シグナル経路が存在することも

示唆された。また、樹状細胞と B16F1細胞の共培養では IFN-β, IL-12p40の誘導

が認められないこと、および I型 IFN, IL-12が NK細胞の活性化に関与しない

ことが見出された。これらのことから、Dectin-1 の認識するリガンドの違いが、

受容体下流のシグナル経路の活性化機構の違いにつながる可能性が考えられる。 
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1.4  方法  

 

[培地] 

・DMEM 培地  

4.75 g のダルベッコ変法イーグル培地 (日水製薬) を MilliQ 水に溶解しオートクレ

ーブ処理 (120℃, 15 min) した後、終濃度 0.12% 炭酸水素ナトリウム (和光純薬), 4 

mM L-グルタミン (和光純薬), 10% 加熱非働化ウシ胎児血清 (fetal calf serum; FCS, 

HyClone) をシリンジフィルター (孔径 0.2 µm, Corning) を通して加えて終容量 500 

mL とした。 

 

・RPMI 培地 

RPMI medium 1640 (ナカライテスク) に終濃度 100 µM の MEM 非必須アミノ酸溶

液 (ナカライテスク), 100 µM MEM ピルビン酸ナトリウム溶液 (ナカライテスク), 50 µM 

2-メルカプトエタノール (2-ME, ナカライテスク), 10% FCSを加えて終容量 500 mL と

した。 

 

・PFE 
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PBS pH 7.2 (ナカライテスク) に 1 mM EDTA (GIBCO), 2% FCS をシリンジフィルター 

(孔径 0.2 µm) を通して加えた。 

 

・DNase I･collagenase D 入り PBS 

DNase I (Roche), collagenase D (Roche) を PBS に懸濁してシリンジフィルター (孔径 

0.2 µm) に通し、それぞれ終濃度 0.2 µg/mL, 1.0 µg/mL に調製した。 

 

[試薬] 

カードランは和光純薬から購入し、1N NaOH (和光純薬) 水溶液で溶解した後、

使用した。FK506は Enzo Life Scienceより購入した。 

 

[細胞] 

・ 細胞株 

B16F1 メラノーマ細胞 (B16 細胞) は理研バイオリソースセンターより購入し、DMEM

培地で培養 (37℃, 5% CO2) した。YAC-1 細胞は過去に報告のあるものを使用し 55、

RPMI 培地で培養 (37℃, 5% CO2) した。 
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・ 骨髄細胞の調製 

マウスから後肢大腿骨および脛骨をとり、その内腔に PFE を注入して細胞を回収した。

得られた細胞浮遊液をセルストレイナー (メッシュサイズ40 µm、BD） に通し1× RBC 

Lysis Buffer (eBioscience) に懸濁して赤血球を溶血させ、さらに PFE で二度洗浄し

た後、再度セルストレイナーに通した。 

 

・ 脾細胞の調製 

マウスの脾臓を細切しセルストレイナー (メッシュサイズ 40 µm) 上ですり潰した。通

過した細胞を 1× RBC Lysis Buffer に懸濁し赤血球を溶血させた後、さらに二度 

PFE で洗浄しセルストレイナー (メッシュサイズ 40 µm) に通した。NK 細胞を除去し

た脾細胞の調製のためには、マウスに 200 µg 抗アシアロ GM1 抗体 (和光純薬) 

を腹腔内注射し、翌日その脾細胞を調製した。 

 

・ NK 細胞の調製 

マウスの脾臓を摘出し、これに DNase I・collagenase D 入り PBS を 25G の注射針 

(ニプロ) で注入し、滲出した細胞浮遊液を回収した。さらに脾臓を新たな DNase I・
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collagenase D 入り PBS 中で細切し、これを回収して 37℃でインキュベーション (30 

min) した。両者をセルストレイナー (メッシュサイズ 40 µm) に通し、1× RBC Lysis 

Buffer に懸濁し赤血球を溶血させた後、さらに二度 PFE で洗浄しセルストレイナー 

(メッシュサイズ 40 µm) に通した。得られた細胞をナイロンウール (和光純薬) カラム

中でインキュベーション (37℃, 60 min) し、これを通過した細胞に対して NK cell 

isolation kit II (Miltenyi Biotec) を用いて添付のプロトコル通りに操作を行い、NK 細

胞をネガティブセレクションにより調製した。精製度は安定して 95%以上を示すことを

フローサイトメーターを用いた解析により確認した。 

 

・ T細胞, B細胞, CD11b+細胞, CD11c+細胞の調製 

マウスの脾臓を摘出し、これに DNase I・collagenase D 入り PBS を 25G の注射針 

で注入し、滲出した細胞浮遊液を回収した。さらに脾臓を新たな DNase I・collagenase 

D 入り PBS 中で細切し、これを回収して 37℃でインキュベーション (30 min) した。

両者をセルストレイナー (メッシュサイズ 40 µm) に通し、1× RBC Lysis Buffer に懸

濁し赤血球を溶血させた後、さらに二度 PFE で洗浄しセルストレイナー (メッシュサ

イズ 40 µm) に通した。得られた細胞に対し、Pan T cell isolation kit II mouse 

(Miltenyi Biotec), CD45R (B220) MicroBeads mouse (Miltenyi Biotec), CD11b 
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MicroBeads mouse (Miltenyi Biotec), CD11c MicroBeads mouse (Miltenyi Biotec) を

用いて添付のプロトコル通りに操作を行い、それぞれ T 細胞, B 細胞, CD11b+細胞, 

CD11c+細胞を調製した。 

 

[マウス] 

野生型 C57BL/6J マウスは日本クレアより購入した。Irf3, Irf5 および Irf7 遺伝子欠損

マウスは本研究室において作製された 30,33,56。Ly5.1-C57BL/6J マウスはジャクソン研

究所より購入した。Clec7a (Dectin-1)遺伝子欠損マウスは岩倉洋一郎博士から御供与

頂いた 57。マウスを用いた実験においては、東京大学医学系研究科動物実験委員

会により実験の承認を頂いており（医—P10-122及び医-P10-123）、「東京大学動物

実験実施規則」並びに「東京大学動物実験実施マニュアル」を遵守しながら、

動物愛護の観点に基づき遂行した。 

 

[手順] 

・ マウス肺転移モデル 

マウスに 1 × 106 もしくは 2 × 106 個の B16F1 細胞を尾静脈注射し、14 日後に肺に

形成されたコロニーを計数した。 
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・ 皮下増殖モデル 

マウスに 1 × 105 個の B16F1 細胞を皮下注射し、32 日間にわたり皮下の腫瘍体積を

計測した。腫瘍体積は、長軸を a, 短軸を b としてπab2/6 の式により算出した。 

 

・ 骨髄移植 

レシピエントマウスに 5 Gy のγ線を 3 時間の休止をはさみ二度照射した後、5 × 106 個

のドナーマウス由来骨髄細胞を尾静脈注射した。移植から 3 ヶ月後にレシピエントマウ

スを肺転移モデルに供した。キメラ率は 90 – 95% であることをフローサイトメーターを

用いた解析により確認した。 

 

・ 51Cr 遊離法による NK 細胞の殺傷活性の定量 

脾細胞 (エフェクター細胞) は野生型マウスあるいは Irf5 遺伝子欠損マウスから調製

した。B16F1 メラノーマ細胞  (ターゲット細胞) は  0.01% トリプシン溶液  (Life 

Technologies) を用いて回収し、あるいは YAC-1 細胞をターゲット細胞として用いる場

合には浮遊細胞を回収して、それぞれ 5 × 106 個/mL の細胞濃度で RPMI 培地に

懸濁した。これに終濃度 500 µCi/mL の Na2
51CrO4 (PerkinElmer) を添加し、37℃で

インキュベーション (1 hr) した後、PBS で 3 回洗浄した。エフェクター細胞およびター
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ゲット細胞を、各実験について表記のエフェクター/ターゲット比になるように平底 96 穴

細胞培養プレート (BD Biosciences) にプレーティングし、インキュベーションした 

(37℃, 4 hrs)。全ての殺傷活性アッセイにおいて、1 ウェルあたりの RPMI 培地の終容

量は 200 µL, ターゲット細胞は 1 × 104 個とした。インキュベーションの後、培養プレ

ートを遠心処理 (1,300 rpm, 5 min) し、各ウェルから慎重に培養上清のみを 170 µL

回収して、その 51Cr 放射活性を γカウンタ (Packard COBRA II; PerkinElmer) で測定

した。エフェクター細胞を加えずターゲット細胞のみをプレーティングした場合の培養

上清の放射活性を spontaneous release、ターゲット細胞を終濃度 0.5% NP-40 (和光純

薬) で全て溶解した場合の上清の放射活性を maximum release とし、各サンプルの

experimental release から、以下のように細胞傷害活性を算出した: specific lysis (%) = 

(experimental release −  spontaneous release)/(maximum release −  spontaneous 

release) × 100。また、エフェクター細胞として精製 NK 細胞とこれに添加する脾細胞由

来細胞 (CD11b+細胞, CD11c+細胞, T 細胞, B 細胞) を用いた場合には、NK 細胞を

加えず脾細胞由来細胞のみをターゲット細胞と共培養した際の培養上清の放射活性

を別に測定し、これをバックグラウンドとして引いた値を算出した。 

 

・ Immunoblotting による IRF5 の核内移行の検出 
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- 緩衝液 A 

10 mM HEPES-KOH (pH 7.5) (ナカライテスク), 10 mM KCl (ナカライテスク), 1.5 mM 

MgCl2 (ナカライテスク), 0.5 mM 4-aminophenyl-methylsulfonyl fluoride (APMSF) (和

光純薬) 

- 緩衝液 B 

10 mM HEPES-KOH (pH 7.5), 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.5 mM APMSF, 0.4% 

NP-40 (ナカライテスク) 

- 緩衝液 C 

20 mM HEPES-KOH (pH 7.5), 600 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 25% glycerol (和光純

薬) 

(i) 核内タンパク質の分画 

培養ディッシュから培地中の浮遊細胞および底面に接着している細胞の両者を回収

し、PBS で洗浄した後 90 µL の緩衝液 A に懸濁し、等量の緩衝液 B を加えて穏やか

に混和し氷上に 5 分静置した。これを遠心分離 (3,000 rpm, 4℃, 5 min) して得たペレ

ットを 500 µL の緩衝液 A で洗浄、遠心 (3,000 rpm, 4℃, 5 min) し上清を除き、40 µL

の緩衝液 C で懸濁して、10 分ごとにタッピングしながら氷上に 30 分静置した。これを

遠心分離 (14,000 rpm, 4℃, 15 min) し、上清を核内画分として回収した。 
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(ii) SDS-PAGE, immunoblotting 

- 1× Running Buffer 

25 mM Tris-HCl (pH 8.0) (ナカライテスク), 192 mM グリシン (関東化学), 0.1% 

SDS (ナカライテスク) 

- Transfer Buffer 

50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 80 mM グリシン, 0.04% SDS, 20% メタノール (和光純

薬) 

- 1× TBS 

200 mM Tris-HCl (pH 8.0), 150 mM NaCl (関東化学) 

- TBS-T 

1× TBS に Polyoxyethylene (20) sorbitan monolaurate (Tween 20, 和光純薬) を

加え終濃度 0.1%とした。 

- ブロッキング溶液 

TBS-T にスキムミルク (Difco) を加え終濃度 5%とした。 

- 一次抗体 

ウサギ 抗 IRF5 ポリクローナル抗体 (Cell Signaling), ウサギ 抗 USF2 ポリクロ

ーナル抗体 (SantaCruz) 



 56 

- 二次抗体 

抗 ウサギ IgG HRP 結合抗体 (GE Healthcare) 

- ECL 試薬 

Western Lightning Plus-ECL (PerkinElmer) の  Enhanced luminal reagent, 

Oxidizing reagent を使用直前に等量混合して用いた。 

Immunoblotting により IRF5, USF2 を検出した。核内タンパク質分画によって得たサン

プルを、12.5% アクリルアミドゲルで SDS-PAGE (40 mA, 定電流) した。ポリフッ化ビ

ニリデン (PVDF) 膜 (Millipore) をメタノール に浸けた後 Transfer Buffer 中で振

盪 (1 min) し、泳動後のゲルとともに Transfer Buffer で膨潤させた濾紙に挟みブロ

ッティングを行った (200 mA, 定電流, 90 min)。PVDF 膜はブロッキング溶液中にて

振盪 (室温, 60 min) した後一次抗体希釈液 (4℃, 一晩)、二次抗体希釈液 (室温, 

60 min) 中で振盪し (その都度 TBS-T により 3 回洗浄)、ECL 試薬 により発光を行い

X 線フィルム (富士フィルム) にて検出した。 

 

・定量的 Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR) 法 

細胞からのトータル RNA の抽出は、RNAiso plus (TaKaRa) を用いて添付のプロトコ

ルに従って行った。トータル  RNA からの相補的 DNA (cDNA) の合成は、
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PrimeScript RT reagent with gDNA Eraser (TaKaRa) を用いて添付のプロトコルに従

って行った。 

qRT-PCR 解析には SYBR Premix Ex Taq II (TaKaRa) 及び  LightCycler 480 

(Roche) を用いた。SYBR Premix Ex Taq II 5 µL に 10 µM Forward primer と 10 

µM Reverse primer を各 0.5 µL, 及び脱イオン水 2 µL を混合して終容量 8 µL とし、

ここに、40 倍希釈した cDNA サンプルを 2 µL 添加した。各遺伝子の mRNA 発現量

は 、 グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド 3 リ ン 酸 脱 水 素 酵 素  (Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase; GAPDH) の遺伝子の mRNA 発現量によって標準化した。本研究に

おいて使用した PCR プライマーの配列は表 1 の通りである。 

 

・統計解析 

コントロール群とサンプル群の値に有意差があるか否かは、Student の t 検定によって

評価した。 
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 表 1  qRT-PCR プライマー配列 

遺伝子  配列 

Ifnb1 Forward 鎖 5'- ACGCCTGGATGGTGGTCCGA -3' 

 Reverse 鎖 5'- TGCCTGCAACCACCACTCATTCT -3' 

Il12b Forward 鎖 5'- ATCGTTTTGCTGGTGTCTCC -3' 

 Reverse 鎖 5'- ACTGTTTCTCCAGGGGCATC -3' 

Fam26f Forward 鎖 5'- GACACAGTTGGCCGAAGAGA -3' 

 Reverse 鎖 5'- AACGCTGAGATTTCCTGCCA -3' 

Il15 Forward 鎖 5'- CATCCATCTCGTGCTACTTGTG -3' 

 Reverse 鎖 5'- GCCTCTGTTTTAGGGAGACCT -3' 

Il15ra Forward 鎖 5'- GCTGACATCCGGGTCAAGAA -3' 

 Reverse 鎖 5'- CACTTGAGGCTGGGAGTTGT -3' 

Gapdh Forward 鎖 5'- CTCATGACCACAGTCCATGC -3' 

 Reverse 鎖 5'- CACATTGGGGGTAGGAACAC -3' 
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第 2部    『Flox-IRF3マウスの作製とコンディショ

ナルノックアウトに向けた解析』 

 

 

2.1  序文  

 

IRFファミリー転写因子は、哺乳類において 9種類（IRF1 – 9）が報告されて

おり 27、中でも IRF3は、ウイルス・バクテリア由来 DNA/RNAを認識する RIG-I 

(retinoic acid-inducible gene-I) やMDA5 (melanoma differentiation-associated protein 

5)、cGAS (cyclic GMP-AMP synthase) などの細胞質内核酸認識受容体の下流で

IPS-1 (IFN-β promoter stimulator-1) あるいは STING (stimulator of IFN genes 

protein) 依存的に TBK1 (TANK-binding kinase 1) によってリン酸化され、核内移

行し、I型 IFNの誘導に不可欠の役割を果たすことが知られている (序・図 1)1,26,28。

また、IRF3は、TLR3 (Toll-like receptor 3)の下流において、アダプター分子 TRIF 

(Toll-interleukin 1 receptor domain-containing adaptor protein inducing IFN-β) 依存的

に TBK1によるリン酸化を経て I型 IFNの誘導を行う 26。すなわち IRF3は、ウ

イルス感染時に宿主細胞に曝露されるウイルス由来核酸によって速やかに活性
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化され、宿主に有益な抗ウイルス応答を惹起するのに不可欠である。一方、IRF3

は、宿主細胞内に取り込まれたバクテリア由来核酸によっても活性化し I型 IFN

の発現誘導に寄与すること、またグラム陰性細菌の細胞壁成分であるリポ多糖 

(lipopolysaccharide; LPS) を認識する TLR4の下流においても TRIF依存的に I型

IFNを誘導することにより 58、マクロファージの細胞死を惹起し、抗バクテリア

応答には却って不利益をもたらすという側面を併せ持つ 59,60。 

このように自然免疫応答における役割が多く解析されてきた IRF3 であるが、

一方で適応免疫系において、T細胞分化や抗体産生等への直接の関与については

ほとんど解析されていない。その理由として、自然免疫応答に必須である IRF3

を欠損した個体では、樹状細胞やマクロファージといった自然免疫担当細胞に

よる応答が低下することから、自然免疫系の活性化により制御される適応免疫

応答が必然的にその影響を受けるため、T細胞または B細胞における IRF3の機

能を直接検討することが困難であることが挙げられる。 

また、IRF3が全身の多くの組織・細胞において恒常的に発現しているという

ことを鑑みると、免疫系細胞以外においても様々な遺伝子を発現誘導すること

で多彩な機能を発揮することが大いに考えられる。実際、当研究室における解

析から、心臓線維芽細胞において、アンジオテンシン IIの刺激により ERKシグ
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ナル経路依存的に IRF3が活性化され、心筋線維症の病態進行に寄与することが

見出されている 34。 

これらの背景を踏まえ、IRF3を細胞種・組織特異的に発現を欠損させること

ができるコンディショナルノックアウトマウス (IRF3 cKO マウス)を新たに作

製することで、IRF3の細胞種特異的な生理的機能、中でも T細胞や B細胞など

による適応免疫応答にどのように関与しているか、より詳細に検討することが

可能であると考えられた。また同時に、これと独立した問題点として、当研究

室において作製された既存の Irf3 遺伝子欠損マウス 33は、当時は同定されてい

なかった近接して存在する別の遺伝子 Bcl2l12 の転写開始領域を同時に欠失さ

せてしまっており、その発現が欠損していることが後に明らかにされた経緯が

ある 35。すなわち、本マウスは実際には、Irf3-/-Bcl2l12-/-マウスであり、本マウス

およびその細胞を用いて得られた知見では、IRF3および Bcl2L12のいずれの欠

損が表現型に寄与しているか、区別することが厳密には不可能であった。この

問題についても、新規に作製した IRF3 cKOマウスを用いて解決がなされること

が期待された。本研究では上記のような目的を持って、IRF3 cKOマウスを作製

し、IRF3 の細胞・組織特異的な機能解析に向けた基盤構築を目指すとともに、

ウイルス感染等により惹起される自然免疫応答について、これまでに用いられ
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てきた全身性欠損マウス (Irf3-/-Bcl2l12-/-マウス) 由来細胞と新たな IRF3 cKOマ

ウスとの比較解析を行った。 
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2.2  結果  

 

2.2.1   Flox-IRF3マウスの作製 

序文にて述べた理由から、Cre/loxP システムを導入し組織・細胞種特異的に

Irf3 遺伝子を欠損させることができるコンディショナルノックアウト (cKO) マ

ウスの作製を試みた。Cre/loxP システムは、P1 バクテリオファージ由来の Cre

リコンビナーゼおよびその認識配列 (loxP配列) を利用したものである。Creリ

コンビナーゼは2つの loxP配列間の相同組換えを触媒するので、同じ向きに loxP

配列が存在する場合、loxPに挟まれた部位が切り出される。よって IRF3の遺伝

子上に 2つの loxP配列を導入した変異マウスを作製し、これに組織特異的に Cre

リコンビナーゼを発現する変異マウスを交配することにより Cre リコンビナー

ゼを発現する細胞においてのみ IRF3の発現を欠損する仕組みを構築した。IRF3

の mRNAは 8つのエクソンから構成される (図 2.1A)。ゲノム上で IRF3の第 1

エクソンに相当する部位は、IRF3遺伝子と逆向きに転写される Bcl2L12の遺伝

子の第 1 エクソンに相当する部位と重複する 61。したがって Bcl2L12 の遺伝子

の転写に影響を及ぼすことを避けるため、IRF3 mRNAの翻訳開始点を含む第 2

エクソン、および第 3, 第 4エクソンを loxP配列ではさむこととした。胚操作に
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ついては、理研バイオリソースセンターに依頼した。キメラマウスと C57BL/6J

マウスとの交配により ES 細胞のクローン#92, #155 の 2 ラインにおいて F1 マウスが得ら

れ、以下の解析はクローン#92の変異マウスを用いて行った。まずマウスゲノムに

変異アリルが導入されたことをサザンブロットにより確認した (図 2.1B; 以下、

Irf3遺伝子に関し、野生型のアリルを “Wt”, この変異アリルを “Flox” と表記す

る)。また、CAG プロモーターにより全身で Cre リコンビナーゼを発現する

CAG-Creマウスとの交配を行い、これにより得られた Flox/Flox CAG-Cre(+) の

遺伝子型をもつマウスを用いて、導入された変異アリルの loxP配列間の相同組

換えが Creリコンビナーゼによって in vivoで正常に行われることをサザンブロ

ットにより確認した (図 2.2A, B)。CAG-Cre マウスとの交配により,マウス胎児

由来線維芽細胞 (mouse embryonic fibroblast; MEF) において Irf3遺伝子を欠損さ

せ  (Flox/Flox CAG-Cre(+) MEF)、同時に対照群として野生型  (Wt/Wt 

CAG-Cre(+)) のMEF（以下、野生型MEFと称する）を調製し、各細胞での IRF3

の発現を immunoblotting により解析したところ、野生型 MEF では IRF3 の発現

が見られたが、Flox/Flox CAG-Cre(+) の MEF では発現が見られなかった (図

2.2C) ことから、タンパク質レベルでも IRF3 の発現が欠失していることが確認

された。 
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2.2.2   Flox-IRF3マウスにおける Bcl2L12の機能 

当研究室において以前に作製された Irf3遺伝子欠損マウス (Irf3-/-Bcl2l12-/-) 33

は、Bcl-2ファミリー分子でありアポトーシス促進機能を持つ Bcl2L12を同時に

欠損させてしまっていることが明らかになり、実際に Irf3-/-Bcl2l12-/- MEF では野

生型 MEF に比べ紫外線 (UV) 照射により誘導されるアポトーシスの割合が著

明に減少すること、および Irf3-/-Bcl2l12-/- MEFにレトロウイルスベクターの発現

系を用いて Bcl2L12を発現させることで、UV誘導性のアポトーシスの割合が野

生型MEFと同様の割合まで回復することが、当研究室における先行研究により

明らかにされている 35。そこで新たに作製された IRF3 cKOマウスでは Bcl2L12

の発現および機能が正常であるか検討する目的で、以下のような実験を行った。

まず、Irf3遺伝子を欠損させた (Flox/Flox CAG-Cre(+)) MEF（以下、IRF3欠損

MEFと称する）、および対照群として野生型のMEFを調製した。また、コント

ロールとして、Irf3+/+Bcl2l12+/+, および Irf3-/-Bcl2l12-/- MEF も調製した。これら

の MEF における Bcl2l12 mRNA の発現を qRT-PCR により解析したところ、

Irf3-/-Bcl2l12-/- MEF ではこれまでの報告通り、Bcl2l12 mRNAは全く検出されな

かったが、Irf3+/+Bcl2l12+/+ MEF, および野生型 MEF, IRF3 欠損 MEF において
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Bcl2l12 mRNAの発現が確認され、今回作製したコンディショナルノックアウト

マウスでは、Irf3 遺伝子の発現が欠失し、Bcl2l12 遺伝子の発現には影響を及ぼ

さないことが明らかとなった (図 2.3)。さらに Bcl2L12の機能についても検討す

るため、上記のMEFそれぞれに UVを照射し、18時間後に細胞を回収し Annexin 

Vで染色することにより、アポトーシス細胞を検出し、定量した。Irf3+/+Bcl2l12+/+, 

および Irf3-/-Bcl2l12-/- MEFについて、UV照射によってアポトーシス誘導された

細胞の割合を比較したところ、これまでの報告通り、野生型 MEF に比べ、

Irf3-/-Bcl2l12-/-において大きな減少が見られた (図 2.4A)。一方で、野生型および

IRF3欠損の MEFとの間では差異は見られなかった (図 2.4B)。これらの結果か

ら、新たに作製した IRF3 cKOマウスにおいてはBcl2l12 mRNA が発現しており、

UV刺激によるアポトーシスも正常に誘導されることから、Bcl2L12の機能は正

常であることが示唆された。また、Irf3-/-Bcl2l12-/- MEFで見られた UV誘導性ア

ポトーシスの異常は、過去に報告された通り 35、 IRF3ではなく Bcl2L12の欠損

に起因するものであることが確認された。 

 

2.2.3   樹状細胞・マクロファージにおける IRF3 依存的 I 型 IFN 誘
導 

全身性に IRF3を欠損する Flox/Flox CAG-Cre(+) マウスおよび野生型 (Wt/Wt 
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CAG-Cre(+)) マウスから、骨髄細胞由来樹状細胞 (bone marrow derived dendritic 

cell; BMDC) を調製した。まず IRF3の発現を immunoblottingにより解析したと

ころ、Flox/Flox CAG-Cre(+) マウス由来 BMDC では、期待通りに IRF3の発現

が欠失していることが確認された (以下、これを IRF3欠損 BMDCと称する) (図

2.5)。次に IRF3欠損 BMDC および野生型 BMDCを用いて、細胞質内核酸認識

受容体を活性化させた際の I型 IFN、および IRF3依存性に誘導されることが知

られている RANTES, IP-10について、その遺伝子発現誘導に対する IRF3の関与

を検討した。まず、細胞質内核酸認識受容体を活性化することが知られている、

B 型らせんを形成する 2 本鎖 DNA である B-DNA62、または 2 本鎖 RNA の

poly(I:C)63,64 をリポフェクション法によって細胞内に導入して刺激を行い、

qRT-PCR法にて IFN-β, RANTES, IP-10 の mRNAの誘導について検討した。そ

の結果、IRF3欠損 BMDCでは、野生型 BMDCと比較し、これら遺伝子の mRNA 

の誘導が有意に減弱することが見出された (図 2.6A)。次に、1 本鎖マイナス鎖

RNA ウイルスである Newcastle disease virus (NDV) または vesicular stomatitis 

virus (VSV) を野生型、及び IRF3欠損 BMDCに感染させ、IFN-β, RANTES, IP-10 

の mRNA の誘導を検討したところ、やはり IRF3 欠損 BMDC では、野生型

BMDC と比較し、それらの mRNA の誘導が顕著に低下することが見出された 
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(図 2.6A)。一方で、IRF3がその誘導に関与しないことが知られている TNF-αの

mRNAの発現レベルは、IRF3欠損 BMDCおよび野生型 BMDCの間で有意な差

が見られなかった (図 2.6B)。また、上記と同様の結果は、Flox/Flox CAG-Cre(+) 

マウスから調製した、IRF3 欠損骨髄細胞由来マクロファージ (BMMφ) を用い

ての検討からも得られている (図 2.7)。これらの結果から、細胞質内核酸認識受

容体下流において、これまでの報告通り、IRF3 は I 型 IFN および RANTES や

IP-10などの遺伝子の mRNAの誘導に重要であることが確認された。 

また、グラム陰性細菌の細胞壁成分であるリポ多糖 (lipopolysaccharide; LPS) 

により野生型 BMDCおよび IRF3欠損 BMDCを刺激した際、および細胞内寄生

細菌 Listeria monocytogenesを感染させた際の IFN-β の mRNAの発現レベルを

定量したところ、やはりこれまでの報告と一致して、IRF3欠損 BMDCでは野生

型 BMDCと比較し、顕著に IFN-β の mRNAの誘導が低下することを見出した 

(図 2.8)。同様の結果が、IRF3 欠損 BMMφ を用いての検討からも得られた (図

2.9)。バクテリア感染時の I型 IFNの誘導は、マクロファージなどのアポトーシ

スを誘導し、抗バクテリア応答としては不利であることが知られている 59。こ

の刺激の際の I型 IFNの誘導がやはり IRF3に依存的であることが確認されたこ

とにより、本マウスは個体レベルでもリステリア菌の感染に対して抵抗性を示



 69 

すことが示唆される。 

これらの一連の解析結果から、新たに作製された IRF3 cKOでは Bcl2L12が正

常に発現しており、これまでの報告にあった UV 刺激誘導性のアポトーシスの

誘導には、IRF3ではなく Bcl2L12が寄与することが確認された。また、細胞質

内核酸刺激時、およびウイルス感染時の I型 IFNや他の IRF3依存性サイトカイ

ンの mRNAの誘導が、改めて IRF3そのものに起因することが IRF3 cKOマウス

を用いた解析により再確認された。 
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2.3  考察  

 

本研究において、新たに IRF3 cKOマウスを作製した。既存の Irf3遺伝子欠損 

(Irf3-/-Bcl2l12-/-) マウスでは、IRF3 に加え、Bcl2L12 の遺伝子も欠損してしまっ

ていたが、全身で IRF3を欠損する Flox/Flox CAG-Cre(+) マウスから調製された

MEF、BMDC、BMMφにおいては IRF3の欠失が確認され、一方で、Bcl2L12の

発現および機能は正常であることを示す結果を得た。また、これまで既存の Irf3

遺伝子欠損マウスを用いて示されてきた I型 IFN及び他の IRF3依存性遺伝子の

mRNAの誘導について、IRF3欠損 BMDC, BMMφを用いて検討した結果、細胞

質内核酸刺激時、ウイルス感染時のこれらの遺伝子の誘導は、やはり IRF3に強

く依存していることが再確認された。IRF3は I型 IFNの誘導をはじめとし、様々

な免疫応答に関与することが報告されており、注目がなされている分子である。

本 IRF3 cKO マウスを用いて、今後さらに、IRF3 の詳細な機能解析が可能にな

るものと期待される。 

今後の研究の展望としては、T細胞特異的、および B細胞特異的 IRF3を欠損

する cKOマウスを作出し、IRF3の適応免疫応答へ関与の解析を行いたいと考え

ており、実際に Lck-Creマウス、mb.1-Creマウスとの交配を行っている。これま
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で T細胞、B細胞中の IRF3の機能については詳細な解析がなされてこなかった

が、最近、T細胞における IRF3が機能する可能性を示唆する知見が報告されて

いる 65。Th17応答が病態進行に関与する実験的自己免疫性脊髄炎 (Experimental 

autoimmune encephalomyelitis; EAE) において、Irf3遺伝子欠損マウスでは野生型

マウスに比べ病態の軽減が見られている 65。EAE モデルにおいては I 型 IFN 受

容体欠損 (Ifnar1-/-) マウスは野生型マウスより病態が悪化することが報告され

ており 66、I 型 IFN シグナルは EAE の病態進行に対し抑制的に寄与すると考え

られている。自然免疫担当細胞において IRF3依存的に I型 IFNが誘導されるこ

とを踏まえると EAEモデルにおいては Irf3遺伝子欠損マウスで病態が悪化する

ことが予想されるが、それに反する結果であり、I型 IFNの誘導以外に、T細胞

内在の IRF3が T細胞分化に影響を与えている可能性も考えられる。勿論、免疫

系細胞以外の細胞中の IRF3 が EAE の病態進行に関与している可能性もあり、

それがどのような細胞なのか、また IRF3のどのような機能であるのか、大変興

味深い。一方、B細胞中の IRF3の機能については、これまで全く知見が得られ

ていない。同じファミリー分子である IRF4 や IRF5 が、B 細胞における抗体の

クラススイッチに関与する等の報告 67,68があるため、IRF3も B細胞応答に関与

している可能性も充分考えられるのではないだろうか。このような可能性につ
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いて、B細胞特異的に IRF3を欠損させたマウスにおいて、種々の抗体産生モデ

ルを用いた検討により明らかにしていきたいと考えている。 

今後、IRF3 cKOマウスを用いた解析を通じ、これまで解析することが困難で

あった IRF3の適応免疫応答における機能の解明、また同時に、免疫系細胞以外

の組織・細胞における IRF3の機能の解明に繋がるものと考えられる。これらの

一連の解析から、IRF3 による自然免疫系・適応免疫系の制御についての総合的

な理解や、自然免疫応答以外の生命現象における多様な機能について、理解が

進むものと期待される。私の今回の IRF3 cKOマウス作製及び解析の成果が今後、

生命体の恒常性維持あるいは破綻による疾患など、IRF3 研究の更なる新機能の

解析に向けた基盤構築となることを期待したい。 
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図 2.1  Flox-IRF3変異マウス作製における概略図 

(A) IRF3-Flox マウス作製の概略図を示す。IRF3 遺伝子の第 2 エクソン (図中、

exon2と表記; 開始コドンを含む) 直前、および第 4エクソン直後に相当するゲ

ノム上の箇所に loxP 配列を挿入するターゲティングベクターを設計した (図中、

ScaI : 制限酵素 ScaIの認識配列, Mc1 DT-A pA : ジフテリアトキシン Aサブユ

ニット遺伝子, Pr Neo pA : ネオマイシン耐性遺伝子, loxP : loxP配列, frt : frt配列

の位置を示す。frt配列は、出芽酵母 S. cerevisiae由来のリコンビナーゼ flippase

の認識配列であり、CAG プロモーター下流で flippase を発現するトランスジェ

ニックマウス・CAG-Flp マウスと交配することで、Frt-FLP システムにより frt

配列間で相同組換えを起こし、ネオマイシン耐性遺伝子を切り出すことが可能

である)。  (B) 野生型ホモ (Wt/Wt) マウスあるいは Flox-IRF3 変異アリルへテ

ロ (Wt/Flox-IRF3) マウスからゲノムDNAを抽出して制限酵素 (ScaI) で処理し、

図 2.1A に示した箇所 (Probe と表記) に相補的な配列を持つ DNA プローブを

用いてサザンブロッティングにより解析した。 
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図 2.2  Flox-IRF3変異マウスにおける Cre/loxPシステムを利用した遺伝子欠損 

(A) Flox-IRF3マウスにおける loxP配列間の相同組換えの概略図を示す。(図中、

NdeI : 制限酵素 NdeIの認識配列, Pr Neo pA : ネオマイシン耐性遺伝子, loxP : 

loxP配列, frt : frt配列の位置を示す)。  (B) CAG-Creトランスジーンを持ち Irf3

遺伝子座に関し野生型ホモ (Wt/Wt CAG-Cre(+)) のマウス、あるいは CAG-Cre

トランスジーンを持ち Flox-IRF3 変異アリルホモ (Flox/Flox CAG-Cre(+)) のマ

ウスからゲノム DNAを抽出して制限酵素 (NdeI) 処理し、図 2.2(A) に示した箇

所 (Probe と表記) に相補的な配列を持つ DNA プローブを用いてサザンブロッ

ティングにより解析した。   (C) Wt/Wt CAG-Cre(+)あるいは Flox/Flox 

CAG-Cre(+) の遺伝子型をもつ MEFを調製し、IRF3の発現を immunoblottingに

より解析した。 
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図 2.3  IRF3 cKOマウス由来細胞における Bcl2L12の発現の検討 

野生型 (Irf3+/+Bcl2l12+/+) あるいは Irf3-/-Bcl2l12-/- の遺伝子型をもつ MEF、およ

び CAG-Cre トランスジーンを持ち Irf3 遺伝子座に関し野生型ホモ (Wt/Wt 

CAG-Cre(+)) あるいは CAG-Creトランスジーンを持ち Flox-IRF3 変異アリルホ

モ (Flox/Flox CAG-Cre(+)) の遺伝子型をもつ MEF を調製した。また、Wt/Wt 

CAG-Cre(+) あるいは Flox/Flox CAG-Cre(+) の遺伝子型のマウスから骨髄細胞

由来樹状細胞 (BMDC) および骨髄細胞由来マクロファージ (BMMφ) を調製し

た。それぞれの細胞におけるBcl2l12 mRNAの発現を qRT-PCRにより検討した。

データは平均値と標準偏差（n = 3）を表す。ND はシグナルが検出されなかったことを

示す。 
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図 2.4  Flox-IRF3 変異マウスにおける導入変異が UV 誘導性アポトーシスに与

える影響の検討 

(A) 野生型 (Irf3+/+Bcl2l12+/+) あるいは Irf3-/-Bcl2l12-/- のMEFに UV (254 nm, 200 

µJ/m2) を照射 (UV(+)) あるいは無照射 (UV(–)) の後 18時間 37℃で培養し、全

細胞を回収してAnnexin V-APC 陽性細胞の割合をフローサイトメトリーで定量

した。  (B) CAG-Cre トランスジーンを持ち Irf3 遺伝子座に関し野生型ホモ 

(Wt/Wt CAG-Cre(+)) あるいはCAG-Creトランスジーンを持ち Flox-IRF3 変異ア
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リルホモ (Flox/Flox CAG-Cre(+)) の遺伝子型をもつ MEF に UV (254 nm, 200 

µJ/m2) を照射 (UV(+)) あるいは無照射 (UV(–)) の後 18 時間培養し、全細胞を

回収して Annexin V-APC で染色し、陽性細胞の割合をフローサイトメトリーに

より定量した。各パネル中の数値は、それぞれのサンプルにおける Annexin 

V-APC 陽性細胞の割合 (%) を示す。 
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図 2.5  IRF3 cKOマウス由来細胞における IRF3の発現の検討 

CAG-Cre トランスジーンをもち Irf3 遺伝子座に関し野生型アリルホモのマウス 

(Wt/Wt CAG-Cre(+))、 あるいは CAG-Creトランスジーンをもち Flox- IRF3アリ

ルホモのマウス (Flox/Flox CAG-Cre(+)) から骨髄細胞由来樹状細胞 (BMDC) 

および骨髄細胞由来マクロファージ (BMMφ) を調製し、それぞれの細胞におけ

る IRF3の発現を immunoblottingにより検討した。 
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図 2.6  IRF3 欠損骨髄細胞由来樹状細胞における細胞内核酸刺激時のサイトカ

イン誘導の検討 

CAG-Cre トランスジーンをもち Irf3 遺伝子座に関し野生型アリルホモのマウス 
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(Wt/Wt CAG-Cre(+))、 あるいは CAG-Creトランスジーンをもち Flox- IRF3アリ

ルホモのマウス (Flox/Flox CAG-Cre(+)) から骨髄細胞由来樹状細胞を調製し、

B-DNA, poly(I:C) のリポフェクションによる細胞内導入  (各々終濃度 2.5 

µg/mL)、および NDV, VSV感染 (各々 1 MOI (Multiplicity of Infection) で感染) 

により刺激した。各刺激から 3, 6時間後に細胞を回収し、トータル RNAを抽出

して、(Α) IFN-β (Ifnb) , RANTES (Ccl5),  IP-10 (Cxcl10)  および (B) TNF-α (Tnf) ,

の発現レベルを qRT-PCRにより定量した。データは平均値と標準偏差（n = 3）を

表す。アステリスクは P < 0.05 で有意差があることを示す。ND はシグナルが検出され

なかったことを示す。 
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図 2.7  骨髄細胞由来マクロファージにおける細胞内核酸刺激時のサイトカイン

誘導の検討 

CAG-Cre トランスジーンをもち Irf3 遺伝子座に関し野生型アリルホモのマウス 

(Wt/Wt CAG-Cre(+))、 あるいは CAG-Creトランスジーンをもち Flox-IRF3アリ

ルホモのマウス (Flox/Flox CAG-Cre(+)) から骨髄細胞由来マクロファージを調

製し、B-DNAのリポフェクションによる細胞内導入 (終濃度 2.5 µg/mL)、およ

び VSV感染 (1 MOI (Multiplicity of Infection) で感染) により刺激した後 3, 6時

間後の細胞からトータル RNA を抽出し、  IFN-β (Ifnb) , RANTES (Ccl5),  
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IP-10 (Cxcl10) の発現レベルを qRT-PCR により定量した。データは平均値と標準

偏差（n = 3）を表す。アステリスクは P < 0.05 で有意差があることを示す。ND はシグナ

ルが検出されなかったことを示す。
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図 2.8  IRF3欠損骨髄細胞由来樹状細胞におけるバクテリア刺激時の I型 IFN誘

導の検討 

CAG-Cre トランスジーンをもち Irf3 遺伝子座に関し野生型アリルホモのマウス 

(Wt/Wt CAG-Cre(+))、 あるいは CAG-Creトランスジーンをもち Flox-IRF3アリ

ルホモのマウス (Flox/Flox CAG-Cre(+)) から骨髄細胞由来樹状細胞 (BMDC) 

を調製し、LPSで刺激 (200 ng/mL) あるいは Listeria monocytogenesを感染させ

た (1 MOI)。Listeria monocytogenesを感染させた細胞では、感染から 2時間後に

細胞培養培地を交換した。LPS刺激から 2, 6時間、および Listeria monocytogenes

感染から 3, 6 時間の後に細胞を回収し、トータル RNA を抽出して IFN-β (Ifnb) 

mRNAの発現レベルを qRT-PCRにより定量した。データは平均値と標準偏差（n = 

3）を表す。アステリスクは P < 0.05 で有意差があることを示す。ND はシグナルが検出

されなかったことを示す。 
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図 2.9  IRF3欠損骨髄細胞由来マクロファージにおけるバクテリア刺激時の I型

IFN誘導の検討 

CAG-Cre トランスジーンをもち Irf3 遺伝子座に関し野生型アリルホモのマウス 

(Wt/Wt CAG-Cre(+))、 あるいは CAG-Creトランスジーンをもち Flox- IRF3アリ

ルホモのマウス  (Flox/Flox CAG-Cre(+)) から骨髄細胞由来マクロファージ 

(BMMφ) を調製し、LPSで刺激 (200 ng/mL) あるいは Listeria monocytogenesを

感染させた (1 MOI)。Listeria monocytogenesを感染させた細胞では、感染から 2

時間後に細胞培養培地を交換した。LPS 刺激から 2, 6 時間、および Listeria 

monocytogenes感染から 3, 6時間の後に細胞を回収し、トータル RNAを抽出し

て IFN-β (Ifnb) mRNA の発現レベルを qRT-PCR により定量した。データは平均

値と標準偏差（n = 3）を表す。アステリスクは P < 0.05 で有意差があることを示す。ND 

はシグナルが検出されなかったことを示す。 
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2.4	 	 方法	 

 

[培地] 

DMEM培地, RPMI培地の作製については、 「1.4 方法」の項に準ずる。 

 

[リガンド] 

B 型らせんを形成する 2 本鎖 DNA である poly(dA-dT):poly(dT-dA) (B-form 

DNA62; 本研究では B-DNAと称する) は SIGMA-Aldrichから、2本鎖 RNAであ

る poly(I:C)63,64 は Invivogen から購入した。 CpG-B ODN (ODN 1668)69,70 は

FASMACから購入した。 Lipopolysaccharide (LPS; Escherichia coli O55:B5由来) 

は SIGMA-Aldrichから購入した。Newcastle disease virus (NDV), vesicular stomatitis 

virus (VSV; NJ株) は以前から研究室で使用されているものを用いた 33。Listeria 

monocytogenes は笹川千尋博士 (東京大学) から御供与頂いた 60。  

B-DNA, poly(I:C) の細胞内導入には、リポフェクション試薬 Lipofectamine 2000 

(Invitrogen) を使用した。具体的には、核酸と、核酸 1 µg に対し 1 µL の

Lipofectamine 2000 を個別に無血清培地 Opti-MEM (Life Technologies) に懸濁し静

置 (室温、5 min) した後、両者を混合してさらに 20 分間静置し、これを細胞培養培地
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に添加した。 

 

[細胞] 

・ 骨髄細胞の調製 

マウスから後肢大腿骨および脛骨をとり、その内腔に PFE を注入して細胞を回収した。

得られた細胞浮遊液をセルストレイナー（メッシュサイズ 40 µm、BD）に通し 1 × RBC 

Lysis Buffer (eBioscience) に懸濁して赤血球を溶血させ、さらに PFE で二度洗浄し

た後、再度セルストレイナーに通した。 

 

・骨髄細胞からのマクロファージ及び樹状細胞の分化 

骨髄細胞を終濃度 100 ng/mL の (macrophage colony-stimulating factor; M-CSF, 

Peprotech) を含む RPMI培地で 6日間培養することにより、骨髄細胞由来マクロ

ファージを得た。骨髄細胞由来樹状細胞は、骨髄細胞を終濃度 20 ng/mL の 

(granulocyte macrophage colony-stimulating factor; GM-CSF, Peprotech) を含む

RPMI培地で 6日間培養することにより得た。それぞれ、M-CSF, GM-CSFを含

む RPMI培地は 2日おきに交換した。 
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・マウス胎児由来線維芽細胞 (mouse embryonic fibroblast; MEF) の調製 

胎生 13日目のマウス胎児を母マウスの子宮から取り出し、PBS中で軽く洗浄し

た後メスで細切し、0.05% トリプシン溶液 (Life Technologies) 中で 30分間イン

キュベーション (37℃) し、これを DMEM 培地で培養した。得られた細胞は、

継代回数 3回以内に実験に用いた。 

 

[マウス] 

野生型 C57BL/6J マウスは日本クレアより購入した。 Irf3 遺伝子欠損マウス 

(Irf3-/-Bcl2l12-/-マウス) は本研究室において作製された 33。CAG-Cre マウスは、CAG

プロモーターの下流に Cre リコンビナーゼの遺伝子を持ち、全身で Cre リコンビナーゼ

を発現するトランスジェニックマウスである 71。CAG-Cre マウスは理研バイオリソースセ

ンターから購入した。 

 

[手順] 

・ IRF3コンディショナルノックアウト (cKO) マウスの作製 

C57BL/6Jマウス ES細胞由来のBAC DNA (BAC ID RP23-343L20) をテンプレー
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トとして、以下の配列のプライマーを用いた PCRにより Irf3遺伝子座のゲノム

断片、5 arm, Flox arm, 3 arm 断片を得た。 

5 arm Forward 

5'-ggtgatggtaggaacgctgcatgtctgtcctgactggatgcaatggtctccagagctcagcgtcgacagcctgcttttttgt

acaaacttgtcccctcacagcttgtctgtaagcggatg-3'; 5 arm Reverse 

5'-ttcccgtttgtacacaatggtgaaggaagacctgtgttgtggcgggtcggagaggtttgagcggccgcacccaacttttct

atacaaagttgtccccgctctcctgagtaggacaaat-3'; Flox arm Forward 

5'-ggggtttccatgctctagcctgcgcaccacaggacagttcctgagcctgtctgtcacggggcaaatgcacgtcgactca

cagcttgtctgtaagcggatg-3'; Flox arm Reverse 

5'-ccttctcccgggacctccattcctccaccggttggctgccctcctgactcagctgaagctgttgacagtactgatatcgctc

tcctgagtaggacaaatc-3'; 3 arm Forward 

5'-aggggccccaagatcaggccatcaaataacttcggtaggttttcctgggggaggaggagggtgttagctgcaactttatt

atacaaagttgtcccctcacagcttgtctgtaagcggatg-3'; 3 arm Reverse 

5'-gattgccttcatggaaggaagtggacactccccacgctacactctgtggttctgcatgggggaaatgtgacccagctttct

tgtacaaagtggtccccgctctcctgagtaggacaaatc-3' 

Gateway クローニングテクノロジー (Life Technologies) の利用により、5 arm 

断片をドナーベクター pDONR221 P1-P4 の attL1, attL4 サイト間に、3 arm 断
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片を pDONR221 P2-P3 の attL2, attL3 サイト間に挿入し、Flox arm 断片は attR4, 

attR3配列を持つエントリーベクター pENTR Conditional FWの XhoI/PacIサイ

ト間に挿入した。これらのベクターと、attR1, attR2配列を持つ pDEST DT-ApA 

BSK ベクターとの attR-attL 配列間の特異的組換え反応によりターゲッティン

グベクターを得た。ターゲッティングベクターは SalIサイトの切断により直鎖

化し、ES細胞株 TT2 72にエレクトロポレーション法にて導入した。ES細胞を

G418含有培地にて培養し、G418耐性コロニーのゲノム DNAに対し PCR法に

より導入された変異遺伝子のスクリーニングを行った。PCR法によるスクリー

ニ ン グ に は Forward 5'-gtactcggatggaagccggtcttgtc-3', Reverse 

5'-cacaagcctcttgacccatggctgg-3' の配列のプライマーを用いた。得られた目的のク

ローンを 8細胞期の ICRマウス卵に挿入し、その卵を仮親のマウスに移植して

キメラマウスを産出させた。ES 細胞のスクリーニング、卵へのインジェクシ

ョンは理研バイオリソースセンター 相澤慎一博士との共同研究によってなさ

れた。その後、C57BL/6J マウスとの交配により F1 マウスを得た。 

 

・Southern blotting 

- 5× TBE 緩衝液 
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54 g Tris (ナカライテスク), 27.5 g ホウ酸 (ナカライテスク), 20 mL の 0.5 M EDTA (pH 

8.0, 同仁化学) を蒸留水に溶解して 1 L にメスアップし、終濃度をそれぞれ 445 mM, 

445 mM, 10 mM とした。 

- 20× SSC緩衝液 

175.32 g NaCl (関東化学), 88.23 g クエン酸三ナトリウム二水和物 (ナカライテスク)を

蒸留水に溶解して 1 L にメスアップし、終濃度をそれぞれ 3 M, 0.3 M とした。 

制限酵素 (ScaI あるいはNdeI; TaKaRa) 処理後のゲノム DNA 10 µg 分を 0.5× 

TBE 0.8% アガロース (関東化学) ゲルで電気泳動 (定電圧, 30V, 40 hr) した。泳

動後のゲルを 0.25 N HCl (和光純薬) 溶液中で 20分、0.4 N NaOH (ナカライテス

ク) 溶液中で 30分振盪した後、0.4 N NaOH 溶液に浸した濾紙, ゲル, ナイロン

膜 Hybond N+ (GE ヘルスケア), 濾紙, 大量の紙タオルの順に重層して上から

重しを掛け、DNAをナイロン膜に転写した (室温、12 hr)。ナイロン膜を 2× SSC

中で 15分震盪した後、DNAとナイロン膜とのクロスリンクを目的として UVを

照射 (120,000 µJ) した。 

DNA プ ロ ー ブ は C57BL/6J マ ウ ス の ゲ ノ ム DNA を 鋳 型 と し 、 Forward 鎖 : 

5'-gtagctggtagctgcaggtctttgc-3', Reverse 鎖: 5'-cagatgggaagactgagccttgtag-3'の配列のプ

ライマーを用いて PCR 法によりクローニングした。DNA プローブ 20 ng 分を、5 µL の 
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[32P]-dCTP (10 mCi/mL; PerkinElmer) および BcaBEST Labeling kit (TaKaRa)を用

いて添付のプロトコルに従い 32P 標識し、Probe Quant G-50 Micro Columns (GE 

Healthcare) を用いて精製した。DNA を固定したナイロン膜は 8 mL のハイブリダイゼ

ーションバッファー ULTRAhyb (ABI) 中でインキュベーション (42℃, 1 hr) し、さら

に 32P 標識済 DNA プローブを加えハイブリダイゼーション反応を行った (42℃, 24 hr)。

ハイブリダイゼーションの後、ナイロン膜を 2× SSC, 0.1% SDS 緩衝液中で 2 回 

(42℃, 5 min)、0.1× SSC, 0.1% SDS緩衝液中で 3回 (42℃, 15 min) 洗浄し、β線

を X 線フィルム RX-U (富士フィルム) にて検出した (–80℃, 24 hr)。 

 

・ Immunoblotting による細胞内 IRF3 の検出 

- 細胞溶解緩衝液 

50 mM Tris-HCl (pH 7.4) (ナカライテスク), 500 mM NaCl (関東化学), 20 mM β-グリセ

ロリン酸ナトリウム n 水和物 (和光純薬), 2 mM EDTA (同仁化学), 1.5% NonidetP-40 

(ナカライテスク), 1 mM Na3VO4 (和光純薬), 200 µM Dithiothreitol (DTT, 和光純薬), 

10 µg/mL Aprotinin (TaKaRa BIO), 10 µg/mL Leupeptin (和光純薬), 1 mM APMSF 

(和光純薬) 

(i) Whole cell lysate の調製 
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細胞を PBS で洗浄した後、50 µL の細胞溶解緩衝液に懸濁して穏やかに混和し、5 分

ごとにタッピングしながら氷上に 20 分静置した。これを遠心分離 (10,000 rpm, 4℃, 10 

min) し、上清を whole cell lysate として回収した。 

(ii) SDS-PAGE, immunoblotting 

- 一次抗体 

ウサギ 抗 IRF3 ポリクローナル抗体 (Invitrogen), マウス 抗 βアクチン モノクロ

ーナル抗体 (clone AC-15; SIGMA-Aldrich) 

- 二次抗体 

抗 ウサギ IgG HRP 結合抗体 (GE Healthcare), 抗 マウス IgG HRP 結合抗体 (GE 

Healthcare) 

SDS-PAGE, immunoblotting の手順については「1.4 方法」の項に準ずる。 

 

・アポトーシス誘導アッセイ 

細胞培養ディッシュに播種後 24時間経たMEFを PBSで洗浄し UV クロスリン

カー (CL-100; UVP) により UVを照射 (254 nm, 200 J/m2) した後、DMEM培地

中で培養した (37℃, 18 hr)。培養後の細胞を全て回収し、Annexin V-APC (BD 

Pharmingen) で染色し、陽性細胞の割合をフローサイトメーター (LSRII/Fortessa; 
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BD Biosciences) により解析した。 

 

・定量的 Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR) 法 

細胞からのトータル RNA の抽出, cDNA の合成および qRT-PCR 解析の手順につ

いては、「1.4 方法」の項に準ずる。本研究において使用した PCR プライマーの

配列は表 2 の通りである。 

 

・統計解析 

コントロール群とサンプル群の値に有意差があるか否かは、Student の t 検定によって

評価した。 
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表 2  qRT-PCR プライマー配列 

遺伝子  配列 

Bcl2l12 Forward 鎖 5'- GGTTCTGACGGCCTTCCTTA -3' 

 Reverse 鎖 5'- GCAACCAGGGCATAGAACTC -3' 

Ifnb1 Forward 鎖 5'- ACGCCTGGATGGTGGTCCGA -3' 

 Reverse 鎖 5'- TGCCTGCAACCACCACTCATTCT -3' 

Ccl5 Forward 鎖 5'- ACGTCAAGGAGTATTTCTACAC -3' 

 Reverse 鎖 5'- GATGTATTCTTGAACCCACT -3' 

Cxcl10 Forward 鎖 5'- TGCCTGCTCTTACTGACTGG -3' 

 Reverse 鎖 5'- TCGGTTAGCAGTATGTTGTCCA -3' 

Tnf Forward 鎖 5'- TCATACCAGGAGAAAGTCAACCTC -3' 

 Reverse 鎖 5'- GTATATGGGCTCATACCAGGGTTT -3' 

Gapdh Forward 鎖 5'- CTCATGACCACAGTCCATGC -3' 

 Reverse 鎖 5'- CACATTGGGGGTAGGAACAC -3' 
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略語一覧	 

 
AMP adenosine monophosphate 

APC allophycocyanin  

APMSF 4-aminophenyl-methylsulfonyl fluoride 

BAC bacterial artificial chromosome 

Bcl-2 B-cell lymphoma 2 

BMDC bone marrow derived dendritic cell 

BMMf bone marrow derived macrophage 

CARD9  caspase recruitment domain-containing protein 9 

cDNA  complementary DNA 

cGAMP  cyclic GMP-AMP 

cGAS cyclic GMP-AMP synthase 

cKO conditional knockout 

CLR C-type lectin receptor 

CTL cytotoxic T lymphocyte 

DAI DNA-dependent activator of IRF 

DAMP damage-associated molecular pattern 

dCTP deoxycytidine triphosphate  

DMEM Dulbecco's modified eagle medium 

DNA deoxyribonucleic acid 

dsDNA double-stranded DNA 

dsRNA double-stranded RNA 

DTT dithiothreitol 

EAE experimental autoimmune encephalomyelitis 

EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 

ER endoplasmic reticulum 

ERK extracellular-signal-regulated kinase 

ES embryonic stem 

FCS fetal calf serum 

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GM-CSF granulocyte macrophage colony-stimulating factor 
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GMP guanosine monophosphate 

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

HRP horseradish peroxidase 

IFN interferon 

IgG immunoglobulin G 

IL interleukin 

INAM IRF3-dependent NK-activating molecule  

IP-10 IFN-γ-induced protein 10 

IPS-1 IFN-β promoter stimulator-1 

IRF interferon regulatory factor 

ITAM immunoreceptor tyrosine-based activation motif 

Lck lymphocyte-specific protein tyrosine kinase 

LPS lipopolysaccharide 

M-CSF macrophage colony-stimulating factor 

MDA5  melanoma differentiation-associated protein 5 

MEF mouse embryonic fibroblast 

MEM minimum essential media 

MHC major histocompatibility complex 

MICA MHC class I chain-related gene A 

MICB MHC class I chain-related gene B 

MOI  multiplicity of Infection 

mRNA messenger RNA 

Mult-1 murine ULBP-like transcript 1 

MyD88  myeloid differentiation primary response gene 88 

ND  none detected 

NDV Newcastle disease virus 

NFAT  nuclear factor of activated T-cells 

NFkB nuclear factor k-light-chain-enhancer of activated B cells 

NK natural killer 

NKG2D  natural killer cell group 2D 

ODN  oligodeoxynucleotide 

PAMP pathogen-associated molecular pattern 

PBS phosphate buffered saline 
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PCR polymerase chain reaction 

PRR pattern recognition receptor 

PVDF polyvinylidene difluoride 

qRT-PCR quantative reverse transcription polymerase chain reaction 

Rae-1 retinoic acid early inducible 1 

RANTES regulated on activation, normal T cell expressed and secreted 

RBC red blood cell 

RIG-I retinoic acid-inducible gene-I 

RLR RIG-I-like receptor 

RNA ribonucleic acid 

RPMI Roswell Park memorial institute  

SDS  sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate-Polyacrylamide gel electrophoresis 

SSC saline sodium citrate 

ssRNA single-stranded RNA 

STING  stimulator of IFN genes protein 

Syk spleen tyrosine kinase 

TBK1  TANK-binding kinase 1 

TBS  Tris-buffered saline 

TLR Toll-like receptor 

TNF-a tumor necrosis factor-α 

TRIF  

 

Toll-interleukin 1 receptor domain-containing adaptor protein inducing 
IFN-β 

Tris tris(hydroxymethyl)aminomethane 

ULBP UL16 binding protein 

USF2 upstream stimulatory factor 2 

UV ultraviolet  

VSV vesicular stomatitis virus 
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