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要旨 

 

【背景】 ウイルス感染に対する宿主の多様な生体防御機構の中にはインターフェロン

(Interferon; IFN)産生による感染初期応答機構が存在する。しかし、本来、肝炎ウイルスが

感染するヒト肝細胞における抗ウイルス性自然免疫機構は未だ解明されておらず、本研究

では特にRNAウイルス感染初期における IFNシグナル応答機構の解明を目的として以下の

研究を進めた。 

【手法】まず、不死化ヒト肝細胞(HuS-E/2 細胞)と初代培養ヒト肝細胞(PHH)のセンダイウ

イルス(SeV)感染後における、抗ウイルス自然免疫関連遺伝子の発現変化を比較した。PHH

とよく似た自然免疫反応を示す HuS-E/2 細胞を PHH のモデル細胞として用い、RNA ウイ

ルス感染に対する初期自然免疫機構の解析をおこなった。IFN とその受容体それぞれに対す

る中和抗体による恒常発現 IFN-α の不活性化が抗ウイルス反応に与える影響について検討

した。また、Ⅰ型およびⅢ型 IFN 受容体シグナル阻害によるウイルス感染後の下流シグナ

ルの遺伝子発現変動およびウイルス感染効率の比較解析をおこなった。 

【結果】 HuS-E/2 細胞は PHH の抗ウイルス自然免疫応答とよく似た遺伝子発現変動を示

したことから、HuS-E/2 細胞をヒト肝細胞のウイルス感染モデル細胞として自然免疫応答

機構の解析を進めた。その結果、ウイルス非存在下にも関わらず、PHH と HuS-E/2 細胞に

おいて、低レベルではあるが、IFN-α1 遺伝子が恒常的に発現しているという新たな知見が

得られた。一方、他の IFN-α サブファミリーや IFN-β、そして IFN-λs 遺伝子の恒常発現は

認められなかった。このような恒常発現 IFN-α の抗ウイルス効果を検討するため、IFN-α と

IFN-α/β receptor 2(IFNAR2)に対する中和抗体を用いて恒常発現 IFN-α シグナルを阻害する

ことで、ウイルス感染または非感染時における恒常発現 IFN-α の機能解析をおこなった。

その結果、恒常発現 IFN-α を阻害することで、ウイルス非感染細胞における IFN 誘導性遺

伝子群(ISG)の発現量の減弱、ならびに C 型肝炎ウイルスやセンダイウイルス(SeV)感染後
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の ISG 発現誘導効率の低下、それに伴うウイルス感染複製の増強が観察された。続いて、

ウイルス感染初期における IFN-λ の役割を解明するため、Ⅰ型およびⅢ型 IFN 受容体シグ

ナルの阻害後ウイルス感染による下流シグナルの遺伝子発現変動およびウイルス感染効率

の比較解析をおこなった。その結果、ウイルス感染後に誘導される IFN-α, IFN-β, IFN-λ3, 

IRF-7そしてRIG-I遺伝子発現誘導は各受容体を単独で阻害するよりも同時阻害することで

顕著な減尐が認められた。また、SeV 感染初期段階では、Ⅰ型またはⅢ型 IFN 受容体の単

独阻害によるウイルス感染複製への影響は尐ない一方、同時阻害により有意なウイルス感

染複製の増強が確認できた。また、ウイルス感染後誘導される因子の中には、Ⅲ型 IFN 受

容体シグナル阻害時にのみ、発現誘導が抑制されるものが存在することを見出した。 

【考察】肝臓は主要なフィルター臓器であり、体内に侵入する病原体の極初期の防御線で

あることから、肝細胞は病原体の侵入を防ぐための特異的な防御機構を備えていると考え

られる。本研究で得られた結果から、ヒト肝細胞では RNA ウイルス感染に対する迅速な初

期自然免疫機構として、恒常的に産生されている IFN-α が、感染を検出し、IFN シグナルを

増幅させる ISG の発現を恒常的に誘導することで機能している可能性が示唆された。また、

ヒト肝細胞が病原体に対する初期の防御線として、Ⅰ型とⅢ型 IFN が協調的に相互作用す

ることで迅速、且つ効果的な初期自然免疫機構を形成していることが示唆された。 
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略語表 

 

BSA :  Bovine serum albumin 

CARD :  Caspase recruitment domain 

cDNA :  complementary DNA 

DAA : Direct-acting antiviral agents 

DMEM :  Dulbecco’s modified Eagle medium 

DMSO :  Dimethyl sulfoxide 

dsRNA :  double stranded RNA 

EDTA :  Ethylenediaminetetraacetic acid 

ELISA :  Enzyme-linkedimmunosorbent assay 

FBS :  Fetal bovine serum 

GAPDH :  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

HCV :  Hepatitis C virus 

HCVcc : HCV from cell culture 

HEPES :  N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid 

HNF :  Hepatocyte nuclear factor 

IF :  Indirect immunofluorescence assay 

IFIT1 :  IFN-induced protein with Tetratricopeptide 1 

IFN :  Interferon 

IFNAR :  IFN-α/β receptor 

IFN-λR :  IFN-λ receptor 

IκB :  Inhibitor of NF-κB 

IKK :  IκB kinase 

IL :  Interleukin 
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IPS-1 :  IFN-β-promoter stimulator-1 

IRF :  IFN regulatory factor 

ISG :  IFN stimulated gene 

ISGF :  IFN stimulated gene factor 

ISRE :  IFN-stimulated response elements 

JAK :  Janus kinase 

MyD88 :  Myeloid differentiation primary-response protein 88 

NEAA :  Non-essential amino acid 

NF-κB :  Nuclear factor κ B 

NS :  Non-structural 

PAMP :  Pathogen-associated molecular patterns 

PBS :  phosphate-buffered saline 

PCR :  Polymerase chain reaction 

pDC :  Plasmacytoid dendritic cell 

PEG-IFN:  Polyethylene glycol-conjugated IFN 

PHH :  Primary human hepatocyte 

PRR :  Pattern recognition receptor 

pSTAT1 :  phosphorylated STAT1 

PVDF :  Polyvinilidene difluoride membrane 

RIG-I :  Retinoic acid inducible gene-I 

RLR :  RIG-I like receptor 

RT :  Reverse transcription 

RT-PCR :  Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction 

qRT-PCR:  Quantitative RT-PCR 
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SDS :  Sodium dodecyl sulfate 

SDS-PAGE : SDS-Polyacrylamide Gel Electrophoresis  

SeV :  Sendai virus 

siRNA :  Small interfering RNA 

STAT :  Signal transducer and activator of transcription 

TIR :  Toll/IL-1 receptor 

TLR :  Toll like receptor 

TRAF :  Tumor necrosis factor receptor-associated factor 

WCL :  Whole cell lysate 

 

  



- 6 - 

 

序論 

 

抗 RNA ウイルス自然免疫応答機構 

ヒトは免疫機構として自然免疫と獲得免疫を備えており、自然免疫は病原体の侵入に対

抗する宿主細胞の最初の防御機構として機能する。獲得免疫は後天的に形成され、病原体

の刺激に応じて長期的な免疫応答をおこなう。ウイルス感染に対する宿主細胞の多様な生

体防御機構の中では、抗ウイルスサイトカインであるインターフェロン(Interferon; IFN)に

よる抗ウイルス遺伝子群の発現誘導系が、ウイルス感染初期における自然免疫において主

要な役割を担っている。センダイウイルス(Sendai virus; SeV)、水疱性口炎ウイルス、ニュ

ーカッスル病ウイルス、シンドビスウイルス、そして C 型肝炎ウイルス(Hepatitis C Virus; 

HCV)などの RNA ウイルスは宿主細胞へ感染した後、感染細胞から早期に産生されるⅠ型

IFN(IFN-α と IFN-β)によってその増殖が抑制される(1,2)。この抗ウイルス応答において、IFN

は、直接ウイルスを攻撃するのではなく、ウイルス感染細胞及び周囲の非感染細胞に細胞

表面にある受容体を介して作用して、その抗ウイルス遺伝子の発現を誘導することで、そ

れらの細胞を抗ウイルス状態に変化させ、感染増殖の抑制をおこなうことが知られている。

RNA ウイルスに対する IFN 応答は細胞内に侵入した非自己の RNA のウイルス RNA 特異的

な構造を認識して活性化されるシステムであるとされている(3-8)。IFN はⅠ型、Ⅱ型およ

びⅢ型に区分され、Ⅰ型とⅢ型はウイルス感染などによって活性化される一方、Ⅱ型は獲

得免疫の応答として捉えられている。また、Ⅰ型 IFN はウイルス増殖の抑制以外にも細胞

増殖の抑制や獲得免疫および炎症の調節に機能していることが報告されている(9)。Ⅲ型 IFN

はその受容体がⅠ型やⅡ型 IFN（IFN-γ）とは異なり、ユニークな IFN-λR1 と IL-10R2 か

ら構成されていることから異なる遺伝子ファミリーに分類されている(10)。IFN 遺伝子ファ

ミリーのうちⅠ型は、α、β、ω、ε、κ 等で構成されており、α には 13 のサブファミリー(1、

2、4、5、6、7、8、10、13、14、16、17、21)が、Ⅲ型の IFN-λ には 4 つのアイソフォー
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ム(IFN-λ1、IFN-λ2、IFN-λ3, IFN-λ4)が存在する。Ⅰ型 IFN はウイルス感染に応答した免疫

機構全般の制御に関わっていることから、Ⅰ型 IFN システムを中心とした自然免疫が、感

染したウイルスにとってその効率的な増殖のために抑制すべき重要な標的となっているこ

とがわかっている。 

古くから非ウイルス性の IFN 誘導因子として、バクテリアのエンドトキシンや二本鎖 RNA

が機能することが知られている。近年の研究によって、病原体にはそれぞれ固有の分子パ

ターンが存在し、細胞にはその病原体由来分子パターン(Pathogen associated molecular 

patterns; PAMPs)を認識する受容体( Pattern recognition receptor; PPR）が存在することが

わかった。細胞はその受容体を介して PAMPs により刺激されることによってシグナルが活

性化され、最終的に転写因子の活性化によって、IFN 遺伝子発現が誘導されることが明らか

となっている (11) 。 RNA ウイルスでは一本鎖 (single-stranded; ss)RNA 、二本鎖

(double-stranded; ds)RNA および poly-Uridine(PU)などが PAMPs として認識されることが

知られている。Toll 様受容体(Toll like receptor; TLR)は細胞表面およびエンドソームにおい

てバクテリア、ウイルス由来の PAMPs を認識するレセプターであり、RNA ウイルス由来

の PAMPs である dsRNA は TLR3 によって、ssRNA は TLR7、8 によって、バクテリア由

来の非メチル化 DNA (CpG DNA)は TLR9 によってそれぞれ認識される(12)。全ての TLR は

細胞内に Toll/IL-1 receptor (TIR)ドメインを保有し、TIR を持つアダプター分子との相互作

用を介して下流にシグナルを伝える。TLR3 は貧食細胞や一部の繊維芽細胞に発現しており、

エンドサイトーシスによってエンドソームに取り込まれた dsRNA を認識し、TIR ドメイン

の会合を誘導し、Toll/IL -1 receptor domain-containing adaptor inducing IFN-β(TRIF)、

TNFR-associated factor-3 (TRAF3)、TRAF6 などと複合体を形成することによってタンパ

ク質リン酸化酵素である TANK binding kinase1 (TBK1)、lipopolysaccharide inducible IκB 

kinase (IKKi)または IKK を活性化する(13,14)。その後、転写因子である Interferon regulatory 

factor 3 (IRF-3)、IRF-7、NF-κB あるいは MAPK 経路を活性化することによって IFN 遺伝子
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の発現誘導を引き起こす(15)。TLR7、8、9 は特に形質細胞様樹状細胞 (plasmacytoid 

dendritic cell; pDC)で多く発現しており、Myeloid differentiation primary-response protein 88 

(MyD88)、IL-1 receptor-associated kinase (IRAK)、TRAF6 を介して大量の IFN-α を産生し

て血液中に分泌している。上記 TLR に加えて細胞質内において RNA ウイルス由来の RNA

を検出する分子が存在する。 Retinoic acid-inducible gene-I (RIG-I) や Melanoma 

differentiation associated gene 5 (MDA5)、そして Laboratory of genetics and physiology 2 

(LGP2)は RIG-I 様受容体 (RIG-I like receptor; RLR)と呼ばれ、広範囲にわたる細胞種の細胞

質に存在する PRR として認識されている(16)。RIG-I は C 末端側に RNA ヘリカーゼドメイ

ンを、N 末端側にカスパーゼ結合領域 (Caspase recruitment domain; CARD)を持つ(17)。

RIG-I は dsRNA をその RNA ヘリカーゼドメインによって認識し、CARD を介してミトコ

ンドリア外膜状に局在する IPS-1 (IFN-β promoter stimulator-1, 別名; MAVS、VISA、Cardif)

と相互作用することによって、シグナル伝達する(17)。IPS-1 に結合する分子には TRAF3、

TRAF6 などのシグナル分子が多数報告されており、これらのシグナル分子が転写因子 IRF

や NF-κB を活性化させるリン酸化酵素 TANK binding kinase 1 (TBK1)や IKK ファミリーを

活性化することで、IFN や炎症性サイトカインを誘導することが分かっている(18)。 

 

 

Ⅰ型 IFN 産生機構 

TLR、RLR ファミリーは RNA ウイルス感染に対するⅠ型 IFN 産生において必須の受容体

システムである。これらの使い分けは細胞種特異的に働いており、TLR を介したシグナル

伝達は主に pDC において用いられ、それ以外の自然免疫細胞において RLR を介したシグ

ナル伝達が機能してⅠ型 IFN の産生を制御していると考えられている。多くの細胞種に適

応されるRLRを介したⅠ型 IFN発現制御機構は一般的に下図のような2段階産生モデル(初

期感染応答、後期感染応答)が提唱されてきた。 
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ウイルス感染に対して RIG-I が非自己核酸を認識し、下流転写因子 IRF-3、NF-κB を活性

化することで IFN-β が産生、分泌される。分泌された IFN-β は感染細胞（オートクリン）

ならびに周囲の非感染細胞（パラクリン）表面に発現している IFN-α/β receptor(IFNAR)に

結合し、タンパク質チロシンキナーゼ Janus kinase(JAK) 1 および Tyk2 を活性化する。こ

れらのキナーゼ活性により転写因子 Single-transducer and activator of transcription 

(STAT)1、STAT2 がリン酸化された後、二量体形成し、さらに別の転写因子である IRF-9 と

会合して転写活性化複合体 IFN-stimulated gene factor 3 (ISGF3)を形成する。ISGF3 は標的

遺伝子の転写プロモーター／エンハンサー領域に存在する IFN-stimulated response 

elements(ISRE)に結合することで多様な IFN stimulated gene(ISG)群の発現を誘導する(9)。

IFN によって誘導される ISG は 200 以上の存在し、ウイルス感染によって誘導された ISG

産物には抗ウイルス作用、増殖抑制作用などの機能を有するものが多数報告されている(19)。

代表的な ISG 産物として dsRNA dependent protein kinase(PKR)や 2’-5’オリゴ(A)合成酵素

(2’-5’ Oligodenylate synthetase; OAS)があり、それぞれタンパク質の翻訳抑制やウイルス

RNA の分解に働くことでウイルスの増殖を抑制する機能を有することが知られている。同

様に IRF-7 遺伝子や RIG-I 遺伝子も ISG に含まれている。IRF-7 は IFN-α 遺伝子発現プロモ

ーターを制御し、多くの細胞において未刺激下で恒常発現レベルが低く、IFN-β 刺激後に発

現誘導されることから、ウイルス感染後の比較的後期での IFN 産生に関与すると考えられ

てきた。一方、pDCs においては IRF-7 が恒常的に高い発現レベルを保っており、IRF-7 に

依存したⅠ型 IFN の産生が確認されている。IRF-7 遺伝子の欠損したマウスの結果から、

IFN-αおよび IFN-βの両方の転写が IRF-7に依存していることが明らかになっていることか

ら、Ⅰ型 IFN 産生における IRF-7 の重要性が注目されている。しかし、これら自然免疫機

構の解析は関連する種々の因子のノックアウトマウスやそれに由来する培養細胞を用いて

おこなわれているため、特にヒト肝細胞における抗ウイルス自然免疫応答機構はほとんど

明らかになっていない。 
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RNA ウイルスに対するⅠ型 IFN 応答機構概略図 

 

 

HCV の臨床と自然免疫応答機構 

HCV は 1989 年にその遺伝子がクローニングされ、フラビウイルス科に属する＋鎖 RNA

ウイルスであることが明らかになった(20)。現在、世界中で約 1.7 億人が HCV に慢性感染

していると推定されている(21)。HCV は血液を介して感染するため、輸血や注射器の連続

使用、血液製剤などが主な感染経路とされている。日本においては新規感染者数が減尐し

ているが、アメリカ合衆国においては薬物中毒者を中心としてなお一年に約 3 万人の新規

感染者数の増加している(22)。また、発展途上国などの医療技術整備が十分でない地域でも
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依然として HCV の感染拡大が続いている。HCV が感染し、急性肝炎を生じた患者の約 70%

以上が慢性肝炎に移行する。これらの多くの慢性肝炎患者が 20~30 年間の時間経て、その

病状を肝硬変や肝がんへと進行させる(23)。現在の慢性 C 型肝炎患者に対する標準治療法

は、ポリエチレングリコール結合型(PEG)-IFN-α と核酸誘導体であるリバビリンの併用療法

である。慢性 C 型肝炎患者全体の平均治癒率は約 60%であるが、HCV の遺伝子型によって

著効率が大きく異なる傾向にある。日本において、患者の約 3 割を占める遺伝子型 2 型で

約 80-90%、約 7 割を占める遺伝子型 1 型では約 50%に留まる。近年、特定の HCV タンパ

ク質分子を標的としたウイルス直接作用型薬剤(direct-acting antiviral agents; DAAs)の一つ

である HCV プロテアーゼ阻害剤が認可され、適応患者において高い著効率を示している

(24)。しかしながら DAA 単独使用による治療はウイルスの遺伝子変異により薬剤耐性が生

じやすく、生じた耐性変異株には、DAA による治療が無効になることがわかっている(25)。

これに対して IFN を併用することにより、DAA 耐性変異株の増殖を抑制することで HCV

除去が可能になると考えれている(25)。IFN-λ3 や IFN-λ4 は、その遺伝子がコードされた領

域の近傍および遺伝子領域に、C 型慢性肝炎に対する PEG-IFN とリバビリン併用療法の治

療効果を規定し、C 型慢性肝炎の治療効果に強く関係する一塩基多型(Single nucleotide 

polymorphism; SNP)が存在することが報告されている(26-29)。IFN-λ による治療は、最小

限の副作用であることと血球減尐が尐ないことにより幅広い患者層に対してより安全であ

り、難治性 HCV に対してより高い抗ウイルス作用が確認されている(30)。それゆえ、薬剤

治療による副作用を軽減し、治療期間を短縮できる IFN-λ が IFN-α に置き換わる薬剤として

期待されている(30)。しかし、ヒト肝臓における IFN-λ の作用機序の全貌は未だ明らかでは

ない。またヒト肝癌細胞株 Huh-7.5 細胞において、IFN-λ1 が IFN-α と異なる作用機序で HCV

感染複製を阻害することが報告されている(31,32)。さらに、HCV を含む多くのウイルスに

対して IFN-α と IFN-λ の併用療法は単独療法より効率的であると報告されている。しかしな

がら、in vivo または生理的条件下における IFN-α と IFN-λ の抗ウイルス効果の関係は解明
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されていない。 

チンパンジーを動物モデルとした系以外に患者血清由来 HCV を増殖させ、分離できる細

胞培養系が存在しなかったために、HCV のウイルス学的な研究は、長い間非常に困難な状

況であった。しかしながら、1999 年に HCV の部分 RNA ゲノムを恒常的に維持するレプリ

コン細胞が開発され、HCV ゲノム複製を解析することが可能になった。さらに 2005 年に、

限定されたクローンではあるが、組換え体 HCV の感染増殖が解析できる、培養細胞に馴化

したHCV(HCV from cell culture; HCVcc)産生系が構築された。これらの系を用いることで、

現在 HCV の生活環に関する多くの知見が得られるようになってきている。また近年、マウ

スの肝臓をヒト肝細胞に置換したキメラマウスが開発され、これにより患者血液由来 HCV

の感染増殖を容易に再現することができるようになった。このヒト肝細胞キメラマウスに

より、これまで調べることが困難であった患者血液由来 HCV に対する抗ウイルス剤の薬効

を動物実験で調べることが可能になった(33)。HCV と宿主自然免疫機構の相互作用につい

ても、上記の系を使って研究が進められてきた。その結果、HCV のゲノム RNA には TLR

および RLR に認識される PAMP が存在し、HCV の RNA により宿主細胞の IFN 産生が誘導

されることが明らかとなった。HCV 感染の主な宿主細胞である肝細胞において、RIG-I と

TLR3 は HCV の dsRNA により誘起される PRR であると報告されている(34)。これに対し

て、HCV の非構造(NS; non-structural)タンパク質複合体である NS3/4A は、前駆体ポリプ

ロテインとして産生される HCV タンパク質の切断・成熟に働くセリンプロテアーゼ活性を

持つが、これは同時に RIG-I 下流の IPS-1 を切断し、その下流へのシグナル伝達を阻害する

役割を持つことが報告されている(35)。IPS-1 は PRR の直近のアダプター分子で、シグナ

ルの分岐点でもあるため、NS3/4A による IPS-1 の切断はⅠ型 IFN のみでなく NF-κB や

MAPS 経路の活性化阻害も同時に達成することができ、効率的にウイルス複製環境を整え

ることが出来る。小胞体に局在する HCV タンパク質 NS4B はⅠ型 IFN 産生誘導に関与する

stimulator of IFN genes(STING)と相互作用し、STING による IFN 産生を阻害するという報
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告もある(36)。他に、NS5A、HCV のコアタンパク質およびエンベロープタンパク質 E2 に

よる抗ウイルス作用の抑制などが既に報告されているが(34)、HCV は RNA ウイルスでは稀

な慢性感染を成立させるウイルスであり、他にも宿主の免疫機構から逃れる優れた機構を

有していると推測される。 

 

 

患者血清由来 HCV が複製可能な新規ヒト不死化肝細胞の樹立 

抗 HCV 自然免疫応答の解析におけるこれまでの多くの知見は主に、遺伝型 2a の非常に

限定された組換え体 HCV 株と、ヒト肝癌由来細胞 HuH-7 細胞をはじめとした肝癌由来細

胞を用いて得られたものである。近年、本研究室において、PHH と類似した性質を保有し

たヒト不死化肝細胞の樹立に成功した(37)。このヒト不死化肝細胞 HuS-E/2 細胞は患者血

清由来の天然型 HCV が感染増殖可能な細胞株であることが明らかとなり、この細胞株と天

然型 HCV を用いて転写因子 IRF-3 および IRF-7 の抗 HCV 応答における機能解析をおこな

った。その結果、肝細胞における天然型 HCV の感染増殖抑制に対してより効果的に役割を

果たしているのは IRF-3 ではなく IRF-7 である可能性が示唆された(37)。これまでの先行研

究ならび当研究室が報告した結果から、ヒト肝細胞においては IRF-7 が恒常的に発現して

いることが示され、従来より考えられてきたⅠ型 IFN 産生機構とは異なる自然免疫応答機

構が存在する可能性が示唆された(37)。HCV 感染によって発症する各肝疾患は HCV の持続

感染が重要な原因のひとつとなっている。しかし、RNA ウイルスである HCV の持続感染

機構は全く不明である。その原因のひとつはヒト肝細胞における自然免疫機構が明らかに

なっていないことである。そこで HCV の持続感染機構の解明のため、この研究ではヒト肝

細胞における自然免疫機構を明らかにしそのHCV感染との相互作用について解明すること

を目的とした。 
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恒常発現 IFN の生理機能 

 近年、病原性因子による刺激を伴わず、様々な組織において低発現ではあるが恒常的に

Ⅰ型 IFN が産生されていることが分かってきている(38)。IFN の微量産生モデルとしてレビ

ングアップ（Revving-up）モデルと呼ばれており、従来はウイルス感染細胞でだけ産生さ

れると考えられていた IFN が非感染細胞においても微量に産生されていることが分かり、

生体防御系のシグナル伝達が常に増幅している状態だと考えられている(39,40)。また、非

感染状態において恒常発現する IFN の生理的機能について抗ウイルス作用だけでなく、免

疫調節、細胞増殖制御、細胞分化などの方面で解析がおこなわれている(38,41)。正常肝組

織においては、IFN-α mRNA の発現が確認されている一方、肝臓を構築するどの細胞が

IFN-α を産生しているのか不明であり、生理的役割についても明らかにされていない(42)。

本研究において私は、正常ヒト肝細胞および不死化ヒト肝細胞において恒常発現する IFN-α

を見出し、その機能解析を検討した。 
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材料、方法 

 

細胞 

ヒト肝癌由来細胞 HuH-7 細胞は脇田隆字博士(国立感染症研究所)より分与された。ヒト

肝臓由来不死化細胞 HuS-E/2 細胞は本研究室で樹立した。PHH は Gibco(NY、USA)より購

入した。肝臓提供者はヒトサイトメガロウイルス、ヒト免疫不全ウイルス、ヒト B 型肝炎

ウイルスならびに HCV の感染陰性であり肝臓に異常の見られない白人男性である。 

 

 

形質転換と大腸菌培養 

プラスミド DNA は Competent Quick (ToYoBo、Osaka、 Japan)への形質転換により増

幅させた。Competent QuickのDH5α 45 μlと0.01 μg/ml量のプラスミドDNA 5μlを混合し、

氷上で 5 分間静置し、その後 42℃の恒温槽で 30 秒間インキュベートした。200 μl の LB 溶

液 (1 L 中に Bacto trypton 10 g、乾燥酵母エキス 5 g、NaCl 5 g、 グルコース 1 g を加え、

pH7.2 に調整)を加え、アンピシリン添加 LB 寒天プレート(1 L 中に Bacto trypton 10 g、乾

燥酵母エキス 5 g、NaCl 5 g、 グルコース 1 g、アガロース粉末 15 g、アンピシリン 50 

μg/ml を加え、10 cm プラスチックシャーレ中に固定)に播種し、37℃に一晩静置した。プ

レート上の形質転換体のコロニーを爪楊枝を用いて、3 ml のアンピシリン( 50 μg/ml )含有

LB 溶液に加え、37℃で一晩震盪培養した。次にその大腸菌混合液 200 μl を 200 ml のアン

ピシリン( 50 μg/ml )含有 LB 溶液中へ添加し、一晩培養した。大腸菌からのプラスミド DNA

抽出は JetStar 2.0 キット(Genomed、Löhne、Germany)を用いておこなった。 

 

 

細胞培養 
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 HuH-7 細胞、Huh-7.5 細胞、HepG2 細胞、293FT 細胞は 10% fetal bovine serum(FBS)

(EQUITECH-BIO、Texas、USA)および 100 units/ml Antimycotic Mixed Stock Solution、

Streptomycin 100 μg/ml、Amphotericin B 0.25 μg/ml、100 U/ml nonessential amino ac

id solution(以上 Nacalai Tesque、Kyoto、Japan)を添加したダルベッコ変法イーグル培地(D

MEM)(Nacalai Tesque、Kyoto、Japan)を用いて、37 ℃、5%CO2、飽和水蒸気温槽中で培

養した。 

 HuS-E/2 細胞は 5% FBS (EQUITECH-BIO、Texas、USA)、250 mg/ml insuline、50 nM 

Dexametazone、5 % human serum (以上 Sigma-Aldrich、Missouri、USA)、10 mM 

nicotinamid、44 mM HaHCO3、0.1 mM ascorbic acid、100 IU/ml penicillin、100 μg/ml 

streptomycin、20 μg/ml selenium、8 μg/ml L-proline、5 ng/ml EGF、1% DMSO (以上 Nacalai 

Tesque、Kyoto、Japan)、20 mM HEPES、2 UG/ml Fungizoneを添加したDMEM (以上Nacalai 

Tesque、Kyoto、Japan)を用いて、37℃、5% CO2、飽和水蒸気温槽中で培養した。 

 PHH は各実験を開始する 1 週間、ヒト肝細胞無血清培地(Gibco、NY、USA)を用いて、3

7℃、5% CO2、飽和水蒸気温槽中で培養した。 

 

 

中和抗体処理と組換え体 IFN 

組換え体 IFN 刺激または感染実験 2 日前に HuS-E/2 細胞を 12 wel コラーゲンプレート

に 8×10
4になるよう播種した。感染実験の際、前もって 12 時間の中和抗体処理をおこなっ

た。そして中和抗体を含む培養培地を除去し、PBS(-)で細胞を洗浄後、SeV 含有また HCV

cc 含有の新鮮な培地に交換した。SeV の調製はこれまでに報告している論文に準拠した(4

3)。組換え体 IFN-α は Merck (New Jersey、USA)より購入した。IFN-α (MMHA-2)、IFN-

β (Rabbit polyclonal antibody)、IFNAR2 (MMHAR-2)を標的とした中和抗体は PBL Biome

dical Laboratories (Piscataway、 NJ、USA)より購入した。 
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Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)と Quantitative RT-PCR (q

RT-PCR) 

 Total RNA は、Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH、Hilden、Gemany)により抽

出した。RT-PCR は、調製した total RNA 200 ng を鋳型として One-Step RT-PCR kit (T

akara、Kyoto、Japan)を用いて細胞内 mRNA を検出した。qRT-PCR は One-Step SYBR 

PrimeScript PLUS RT-PCR Kit (Takara、Kyoto、Japan)を用い、7500 Real-time PCR sy

stem(Applied Biosystems、Carlsbad、CA)により細胞内 mRNA を検出した。操作手順は付

随のプロトコールに従った。RT-PCR の条件と各プライマーの配列を表.1 に示した。Real-

time quantitative RT-PCR は 42℃で 5 分間、続いて 95℃で 10 秒間、その後、95℃で 5 秒

間と 60℃で 34 秒間の組み合わせを 40 サイクルという条件でおこなった。評価方法は ΔΔc

t 法を用いた。 

 

 

IFN プライマー設計と選択 

IFN 検出用は各種 IFN 遺伝子における特異的な配列をもとにPrimerBLAST(National Cen

ter for Biotechnology Information、USA)を用いて作製した。デザインしたプライマーセッ

トの感度と特異性は、in vitro 合成した各種 IFN RNA を鋳型として RT-PCR 法により評価

した。IFN サブタイプ発現プラスミドを作製するため、IFN-α 刺激誘導後 HuS-E/2 細胞の t

otal RNA を回収し RT-PCR により IFN サブタイプフラグメントを増幅し、pcDNA3 のマル

チクローニングサイトにサブクローニングした。IFN サブタイプの RNA フラグメントは M

EGAscript T7 kit(Ambion、Austin、USA)を用いて in vitro で合成した。操作手順は付随の

プロトコールに従った。合成 RNA に DNase I(Ambion、Austin、USA)処理をおこない、a



- 18 - 

 

cid phenol extraction により残存する鋳型 DNA を除去後、one-step RNA PCR kit(Takara、

Kyoto、Japan)を用いてプライマーセットの評価をおこなった。RT-PCR は、94℃で 2 分間

の後に、94℃で 10 秒間、55℃で 30 秒間、その後 72℃で 1 分間という組み合わせを 25 か

ら 35 サイクルという条件でおこなった。 

 

 

センダイウイルス(SeV) 

 SeV (cantell 株)を含む MEM 溶液(SeV 溶液)は、藤田尚志教授(京都大学ウイルス研究所)

より分与された。感染実験に用いた SeV は、あらかじめ HuS-E/2 細胞に感染させ、感染細

胞数を抗 SeV 抗体による間接蛍光抗体法によって測定し、感染価を計測した後に使用した。 

 

 

HCVcc の調製 

 HCVcc は Jikei Fulminant Hepatitis(JFH1) E2FL RNA を試験管内転写により合成し、H

uH-7 細胞または Huh-7.5 細胞に遺伝子導入することで作製した(44)。試験管内転写には M

EGAscript T7 kit (Ambion、Austin、USA)を用いた。合成した JFH1 E2FL RNA 10 μg は

Electroporation cuvvettes (Molecular Bioproduct、Massachusetts、USA)と GenePulser X

cell (BioRad、California、USA)を用いて、1×10
7個の細胞に対して、250 V、950 μF の条

件下でエレクトロポレーションをおこない、導入した。遺伝子導入後の細胞は 5% FBS 含

有の HuH-7 細胞培地を用いて、2 枚の 140 mm ディッシュで 1 日培養をおこなった。その

後、新鮮な 5% FBS 含有 DMEM に交換し、4 日間培養を続けた。遺伝子導入後 5 日目の

培養上清を回収し、10 mM HEPES (Nacalai Tesque、Kyoto、Japan)を加え、ポアサイズ

20 μm のシリンジフィルター(Iwaki、Tokyo、Japan)を用いて濾過をおこなった。この培養

上清は、次にAmicon Ultra-15 centrifugal filter with Ultracell 100 membranes (Millipore、
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Massachusetts、USA)を用いて、3500 rpm 4℃ 2 時間遠心して限外濾過することで濃縮し

た。濃縮培養上清は-80℃で保存し、感染実験の際には室温で凍結融解して使用した。 

 

 

Ⅰ型 IFN 定量用レポーターアッセイ 

細胞培養上清中の活性型Ⅰ型 IFN の定量は HEK-Blue IFN-α/β cells (InvivoGen、San Di

ego、USA)を用いて付随のプロトコールに従い、分泌型アルカリホスファターゼ(Secreted 

Alkaline Phosphatase; SEAP) レポーターアッセイによりおこなった。96 well プレートに

HEK-Blue IFN-α/β cells 5×10
4 個/well を播種した。培地交換 1 日後の培養上清または中和

抗体処理後の培養上清 80 μl をレポーター細胞の培地中へ添加し、37℃で 24 時間インキュ

ベートした。その培養上清 20 μl を 180 μl Quanti-Blue reagent (InvivoGen、San Diego、

USA)を混合し、620 nm の波長を検出後、比色法により解析をおこなった。Ⅰ型 IFN 濃度(U

/ml)は濃度既知の組換え体 IFN-α (Merck、New Jersey、USA)を使用し、検量線から算出し

た。 

 

 

タンパク質の調整 

 60 mm プレートに播種した細胞を 2 回 PBS(-)で洗浄し、200 μl lysis buffer(50 mM Tri

s-HCl(pH8.8)、0.1% Sodium dodecyl sulfate (SDS)、0.5% sodium deoxycholate、150 

mM NaCl、5 mM Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)、1 mM Orth vanadate (Sigm

a-Aldrich、Missouri、USA)、10 mM sodium fluoride (NaF)、Protease Inhibitor Cocktail(S

igma-Aldrich、Missouri、USA))を添加した後、セルスクレイパー(Sumilon、Tokyo、Japan)

を用いて細胞を回収した。超音波破砕装置 Biorupter (Cosmo Bio、Tokyo、Japan)を用い

て核酸を断片化した後、15,000 x g、4℃で 20 分間遠心した。遠心後、回収した上清を wh
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ole cell lysate(WCL)とした。タンパク質の定量は bovine serum albumin (BSA)(ThermoFi

sher Scientific、Massachusetts、USA)を標準として用いて BCA protein assay(ThermoFis

her Scientific、Massachusetts、USA)によりおこなった。 

 

 

イムノブロット法  

 調製した WCL(30 μg)を 2×sample buffer (BioRad、California、USA)と混合し、100℃で

5 分間加熱処理後、SDS-PAGE によりタンパク質を分画した。SDS-PAG により分画したタ

ンパク質はタンパク質転写装置  Mini protean II (BioRad、California、USA)を用いて

polyvinilidene difluoride membrane (PVDF 膜)(Perkin Elmer、Boston、USA)に転写した。こ

の PVDF 膜をブロッキング溶液(2% ECL Advance blocking agent (GE Healthcare、

Buck-inghamshire、England)/ 0.05% TBS-T(TBS、0.05% Tween-20(Nacalai Tesque、Kyoto、

Japan))またはリン酸化タンパク質 pSTAT1 検出時には 3% BSA (Nacalai Tesque、Kyoto、

Japan) / 0.05% TBS-T(TBS、0.05% Tween-20(Nacalai Tesque、Kyoto、Japan)))に浸し、

室温にて 1 時間穏やかに振盪した。ブロッキング溶液に 1000 倍希釈した抗 RIG-I 抗体、抗

IRF-7 抗体、抗 STAT1 抗体、あるいは抗 phosphorylated (p) STAT1 抗体(以上 Cell Signaling 

technology、Danvers、USA)を 1 次抗体として添加し、4℃でオーバーナイトインキュベー

トした。PVDF 膜を 0.1% TBS-T で 3 回洗浄後、ブロッキング溶液で 1000 倍に希釈した

horseradish peroxidase(HRP) (GE Healthcare、Buck-inghamshire、England)標識抗体を 2

次抗体として室温にて 1 時間反応させ、免疫複合体を形成させた。続いて PVDF 膜を

0.1%TBS-T で 3 回洗浄後、Western Lightning (Perkin Elmer、Boston、USA)を用いて、化

学発光により目的タンパク質の検出をおこなった。化学発光検出器は LAS-4000 

mini(Fujifilm、Tokyo、Japan)を用いた。 
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IFN-αタンパク質 ELISA 

  SeV 感染後 3、12 時間の HuS-E/2 細胞の培養培地を回収後、ヒト IFN-α enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA) kit (PBL Biomedical Laboratories NJ、USA)を用いて付

随のプロトコールに従い測定をおこなった。ELISA による IFN-α 濃度の測定には 1420AR

VO.SX(Perkin Elmer、Boston、USA)を使用した。 

 

 

間接蛍光抗体法(indirect immunofluorescence assay; IF) 

 感染実験後の HuS-E/2 細胞を PBS(-)で 2 回洗浄し、4% Paraformaldehyde(PFA) /PBS(-)

(Nacalai Tesque、Kyoto、Japan)を用いて室温で 20 分間固定した。PBS(-)で 2 回洗浄し、

0.05% TritonX-10/PBS(-)を添加後、室温で 15 分間膜透過処理をおこなった。その後、PB

S(-)で 3 回洗浄し、抗体希釈液(10% FBS、1% BSA/ PBS(-))で 1000 倍希釈した 1 次抗体

を添加し、室温で 1 時間反応させた。PBS(-)で 3 回洗浄後、抗体希釈液で 1000 倍希釈した

2 次抗体を添加して、室温で 30 分間反応させた。PBS(-)で 3 回洗浄後、封入剤(0.1% p-ph

enylendiamine、50 mM Tris-HCl(pH8.0)、10% polyvinylalcohol、10% glycerol)をスライ

ドに添加し、カバーガラスで封入した後、蛍光顕微鏡(BioZero、Keyence、Osaka、Japan)

による観察をおこなった。1 次抗体には抗 SeV 抗体(MBL、Nagoya、Japan)、2 次抗体には

Alexa-546 標識抗 Rabbit 抗体(Molecular Probes、invitrogen、California、USA)および核染

色用に 4’,6’-diamidino-2-phenylindole(DAPI)(Sigma-Aldrich、St.Louis、USA)を用いた。 

 

 

細胞内 HCV ゲノム数の絶対定量 

 Total RNA は、Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH、Hilden、Gemany)により抽出
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した。200 ng 量の total RNA を用いて HCV ゲノム量の絶対定量をおこなった。RevTra A

ce (ToYoBo、Osaka、 Japan)により、HCV ゲノムの 5’- untranslated region(UTR)に対す

る特異的なプライマーを用いて下記条件下で鋳型 RNA の逆転写反応をおこなった。逆転写

反応は、37℃ 15 分間おこない、その後 98℃ 5 分間の処理をおこなった。逆転写後の cD

NA を鋳型として、Thunderbird Probe qPCR Mix (ToYoBo、Osaka、 Japan)を用いて下

記条件のもと、7500 Real-time PCR system (Applied Biosystems、Carlsbad、CA)による

HCV ゲノム量の定量をおこなった。逆転写反応の条件を以下に示した。条件；37℃ 15 分、

98℃ 5 分、4℃∞。Realtime-PCR 反応の条件を以下に示した。条件; 95℃ 1 分、(95℃ 1

5 秒、62℃ 30 秒)×40 サイクル 

 

 

siRNA の培養細胞へのトランスフェクション 

  Stealth RNAi
TM

 Pre-designed siRNA(IRF-7(20 nM)、IFNAR2(20 nM)、IL28RA(20 nM))

は Life technologies (Massachusetts、USA)より購入した。HuS-E/2 細胞への siRNA のト

ランスフェクションは Lipofectamine RNAi MAX(invitrogen、Massachusetts、USA)を用い

ておこなった。操作は付随の推奨プロトコールに従った。12 well コラーゲンコート培養プ

レートに HuS-E/2 細胞 8×10
4細胞を播種し、培養 2 日後に Lipofectamine RNAi MAX によ

る遺伝子導入をおこなった。12 時間後、新鮮な HuS-E/2 細胞培養培地 に置換後、48 時間

37℃ CO2インキュベータで培養を続けた。 
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目的遺伝子 プライマー配列 5'-3' 
PCR 産物

大きさ(bp) 

IFN-α1 
sense CTGAATGACTTGGAAGCCTG 

167 
antisense ATTTCTGCTCTGACAACCTC 

IFN-α4 
sense ATGGCCACCAGTTCCAGAAG 

197 
antisense AGTCTCTTCCACCCCAACCT 

IFN-α6 
sense TTTCCCCAGGAGGAGTTTGATG 

152 
antisense TCAGTATAGAGTTTGTCTAGAAGCC 

IFN-α8 
sense GCAGCTGAATGACCTGGAGT 

152 
antisense CCCAGGCACAAGAGCTGTAT 

IFN-β 
sense CATTACCTGAAGGCCAAGGA 

178 
antisense CAGCATCTGCTGGTTGAAGA 

IFN-λ1 
sense GTGACTTTGGTGCTAGGCTTG 

214 
antisense GCCTCAGGTCCCAATTCCC 

IFN-λ3 
sense TAAGAGGGCCAAAGATGCCTT 

205 
antisense CTGGTCCAAGACATCCCCC 

RIG-I 
sense GCTCCTACAGGTTGTGGAAA 

417 
antisense CAGTGGGCCTGAAGATCCTC 

IRF-7 
sense GAGCCGTACCTGTCACCCT 

146 
antisense GGGCCGTATAGGAACGTGC 

IRF-9 
sense GTGCTGGGATGATACAGCTAAG 

169 
antisense CAGGCGAGTCTTCCAGACAG 

STAT1 
sense AGGAAAAGCAAGCGTAATCTTCA 

139 
antisense TATTCCCCGACTGAGCCTGAT 

IFIT1 
sense TCTCAGAGGAGCCTGGCTAA 

283 
antisense AAGCTCTTCAGGGCTTCCTC 

IFNAR2 
sense TCATGGTGTATATCAGCCTCGT 

208 
antisense GCACAGTTCTTAACCACCTTC 

IL28RA 
sense CCTGGGTGGAGTCCGAATAC 

239 
antisense AGCTGGCTGGAGAGTGATCT 

GAPDH 
sense ATGGGGAAGGTGAAGGTCGG 

250 
antisense TGGAGGGATCTCGCTCCTGG 

 

表.1 RT-PCR および qRT-PCR に使用したプライマー配列、PCR 産物の大きさを示した。 
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結果 

 

PHH と HuS-E/2 細胞における IFN-α遺伝子の恒常発現 

IRF-3 や RIG-I 遺伝子は恒常発現レベルで多くの細胞で発現を確認されている(45)。これ

までの報告から、IRF-7 遺伝子の高い恒常発現は PHH や HuS-E/2 細胞において確認されて

いたが、HuH-7 細胞ではその発現が認められなかった(43)。そこで、これらの細胞について、

Table 1 に示したプライマーセットを用いて、各種インターフェロン遺伝子(IFN-α1、IFN-α4、

IFN-α6、IFN-α8、IFN-β、IFN-λ1、IFN-λ3 遺伝子)の発現について解析したところ、今回新

たに、PHH と HuS-E/2 細胞において IFN-α1 遺伝子が低いレベルではあるが恒常的に発現

誘導されていることを見出した(図 1A)。一方、RT-PCR 法による IFN-α1 遺伝子の検出にお

いて HuH-7 細胞や HepG2 細胞では、PHH や HuS-E/2 細胞と比較してさらに低い発現量を

示したが、不明瞭なものであった(図 1A)。また、これらの結果は、定量的 RT-PCR 法によ

っても、確認することができた(図 1B)。しかしながら、他の IFN サブタイプの恒常発現を

測定したが、全ての細胞種において、これらの遺伝子発現を確認することはできなかった(図

1A)。これら各種 IFN サブタイプの mRNA 検出用プライマーセットを用いた RT-PCR の感

度と特異性は、事前に in vitro 転写により合成した各 IFN サブタイプの合成 RNA 100 コピ

ーを鋳型とした RT-PCR 法により評価した(図 1C)。その結果、各 mRNA は 100 コピー存

在すれば、RT-PCR において 35 サイクルの反応により容易に検出することが可能であった

(図 1C)。これらの結果から、IFN-β や IFN-λ ではなく、IFN-α1 がウイルス非感染時におい

てヒト肝細胞で恒常的に低発現していることが示唆された。 
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PHH と HuS-E/2 細胞における SeV 感染後 IFN 遺伝子および ISG 発現変動 

まずヒト肝細胞における自然免疫反応を解明するため、ヒト肝臓由来細胞における抗ウ

イルス反応を比較した。モデルウイルスとしてマイナス鎖 RNA ウイルスである SeV を用

い、SeV 感染後の PHH、HuS-E/2 細胞ならびにヒト肝癌由来細胞 HuH-7 細胞における抗ウ

イルス自然免疫関連遺伝子の発現誘導について解析した。IFN-α1 とその刺激によるシグナ

ルの標的遺伝子である IRF-7 遺伝子の mRNA 発現量は、PHH と HuS-E/2 細胞において SeV

感染後 6 時間をピークに一過性に誘導された(図 2B、2C)。また、IFN-β と IFN-λ3 遺伝子発

現誘導も、SeV感染後12時間をピークに同様の変化が確認できた(図2D、2E)。IFN-λ1 mRNA

は、PHH と HuS-E/2 細胞において SeV 感染後 12 時間まで上記同様の増加を確認すること

ができた。しかしこの遺伝子発現の変化は、SeV 感染後 12 時間以降において、PHH では

感染後 24 時間まで増加傾向が見られる一方、HuS-E/2 細胞では 24 時間後まで減尐し続け

ているという相違があることが分かった(図 2F)。多くの細胞において RNA ウイルス感染に

対する自然免疫反応の要となる RIG-I も同様に検討をおこなった(46,47)。PHH において、

RIG-I mRNA 量の変化は、SeV 感染後 1 時間から 6 時間において増加が認められた。一方、

HuS-E/2 細胞においても、感染後 3 時間から 12 時間において増加が見られるものの、PHH

と同等の遺伝子発現変動パターンを示すことがわかった(図 2A)。同様の解析を組換え体

HCV の感染や増殖を再現することが可能である HuH-7 細胞を用いておこなった。しかしな

がら、HuH-7 細胞において RIG-I、IRF-7、そして IFN 遺伝子の SeV 感染後経時的な発現変

動は、尐なくともその感染初期においては、全く検出されなかった(図 2)。これらの結果か

ら、RNA ウイルス感染後初期自然免疫反応が惹起されないことが、HuH-7 細胞における組

換え体 HCV の高率な感染複製に寄与している可能性が示唆された。また、HuS-E/2 細胞に

おける SeV ウイルス感染初期自然免疫反応が PHH のものと類似していることから、

HuS-E/2 細胞が PHH の抗ウイルス自然免疫機構を良く保存していると考えられた。このこ

とから以降、HuS-E/2 細胞をヒト肝細胞のモデル細胞として用いて、その抗ウイルス自然
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免疫機構の解析を進めた。 
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ウイルス非感染 HuS-E/2 細胞における活性型 IFN-αの低レベル産生 

上述のように、私は、PHH と HuS-E/2 細胞において IFN-α1 遺伝子が恒常的に発現して

いることを見出した。先行研究において、健常者の肝組織 RNA を用いたノーザンブロット

解析の結果、IFN-α1 mRNA の発現が検出されているが、その機能は未だ明らかになってい

ない(42)。まず、タンパク質レベルで HuS-E/2 細胞の培地中に恒常的に IFN-α が分泌され

ているのか検討をおこなった。最初に抗 IFN-α 抗体による ELISA 法で検出を試みたが、

ELISA 法では十分な感度を得られず検出に至らなかった。そこで、上清中に分泌されたⅠ

型 IFN を高感度に検出できる系として HEK-Blue type I IFN assay system を導入した。この

検出系では、培養上清中に含まれるⅠ型 IFN により、Ⅰ型 IFN 受容体が活性化され、その

シグナルに依存して分泌型アルカリホルファターゼを産生するように設計されたレポータ

ー細胞を用いている。この検出系を用いて各種細胞株によるⅠ型 IFN 産生量を測定したと

ころ、PHH および HuS-E/2 細胞の培養液中に含まれるⅠ型 IFN タンパク質量は Huh-7.5 細

胞、HuH-7 細胞、HepG2 細胞、そしてヒト胎児腎臓由来細胞の 293FT 細胞のそれと比較し

て著しく高い値を示した(図 3A)。このことから PHH 培養液と同様に、HuS-E/2 細胞の培養

液中には活性を有するⅠ型 IFN が産生されていることがわかった。次に、この HuS-E/2 細

胞から産生されるⅠ型 IFN が IFN-α であるか否かを検討するため、以下のように IFN-α お

よび IFN-に対する中和抗体を利用した。HuS-E/2 細胞から得られた培養液に抗 IFN-α また

は抗 IFN-β 中和抗体を添加し前処理を施し、レポーター細胞でそれぞれの培養液中のⅠ型

IFN 活性を測定した。その結果、図 3B に示すように、抗 IFN-β 中和抗体処理では大きな変

化は観察されず、抗 IFN-α 中和抗体処理時にのみ IFN 受容体シグナル活性化の効果的な抑

制が観察された。これらのことから、HuS-E/2 細胞の培養培地中に含まれるⅠ型 IFN は IFN

受容体シグナルを活性化する能力を持っており、そのⅠ型 IFN の多くは IFN-α であること

がわかった。以上の結果と mRNA 発現解析結果から、HuS-E/2 細胞はウイルス非感染状態

にも関わらず培養液中に生理活性をもつ IFN-α1 を産生していることが示唆された。 
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Ⅰ型 IFN 受容体シグナル依存的な IFN-α1 と ISG 遺伝子の恒常発現レベル 

 ウイルス非感染時において恒常発現 IFN-α がオートクラインまたはパラクラインシグナ

ルを介して細胞に与える影響について以下のように検討した。HuS-E/2 細胞を、Ⅰ型 IFN

の受容体の構成因子である IFN-α/β 受容体 2(IFNAR2)に対する中和抗体によって処理した

時のこの細胞内における IFN-α1 と ISG(RIG-I、IRF-7、IRF-9、STAT1、IFN-induced protein 

with Tetratricopeptide(IFIT) 1 遺伝子)の mRNA 発現量を qRT-PCR 法により解析した。その

結果、図 4A に示すように IFN-α1、RIG-I、IRF-7、IRF-9、STAT1、IFIT1 の各 mRNA 発現

量はコントロールと比較して 40-60%に低下した。また抗 IFN-α 中和抗体処理によっても同

様の減尐が確認できた(図 4A)。次に、タンパク質産生レベルにおいて同様検討をおこなっ

た。HuS-E/2 細胞に対して抗 IFN-α 中和抗体処理をおこない、その細胞内における RIG-I

と IRF-7 のタンパク質発現量をウエスタンブロット法によって解析した。図 4B に示すよう

に、HuH-7 細胞、Huh-7.5 細胞では、抗 IFN-α 中和抗体未処理の状態でも両タンパク質は

検出限界以下であったが、HuS-E/2 細胞においては、未処理の状態では両タンパク質は検

出可能なレベルの産生が確認された。しかし、抗 IFN-α 中和抗体で処理した HuS-E/2 細胞

では両タンパク質量が明らかに低下していることが認められた(図 4B)。以上の結果から、

HuS-E/2 細胞における IFN-α1 遺伝子、ISG の恒常発現はⅠ型 IFN 受容体シグナルを介して

制御されていることが示唆された。そこで、次に恒常発現している IFN-α 遺伝子の転写制

御について以下の検討をおこなった。これまでに、ヒト肝細胞においては IRF-7 が恒常的

に発現していることが示されている(37)。そのため、ヒト肝細胞の恒常発現 IFN-α が IRF-7

によって転写制御されている可能性を考え、IRF-7 に対する siRNA を用いて HuS-E/2 細胞

の IRF-7 を一過性にノックダウンし、これを解析に用いた。siRNA 処理後 2 日目の HuS-E/2

細胞における IRF-7 および IFN-α1 mRNA 発現量を qRT-PCR 法によって比較した。その結

果、IRF-7 によって自己制御されることが知られる IRF-7 遺伝子発現は顕著に低下したが、

IRF-7 ノックダウンによる IFN-α1 遺伝子の発現低下は認められなかった(図 4C)。このこと
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から、ヒト肝細胞において高発現する IRF-7 は恒常発現レベルでの IFN-α 転写制御に関わ

っていないと考えられた。 
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恒常発現 IFN-αによるウイルス初期感染時の迅速な抗ウイルス反応 

 次に HuS-E/2 細胞における恒常発現 IFN-α1 の機能的な役割を明らかにするため、RNA

ウイルス感染に対する抗 IFN-α 中和抗体ならび抗 IFNAR2 中和抗体処理 HuS-E/2 細胞の自

然免疫反応を解析した。実験手順を図 5A に示した。まず、あらかじめ感染実験開始 12 時

間前に HuS-E/2 細胞に対して中和抗体処理をおこない、恒常発現 IFN シグナリングを阻害

した。次に中和抗体を除去し、洗浄後、30 分間 SeV に暴露した。それから新鮮な培地に交

換して、3 時間培養をおこなった後、続く実験操作をおこなった(図 5A)。また、SeV 感染

前における IFN-α シグナルの活性化のみが中和抗体処理により抑制されていることを確認

するため、RIG-I 遺伝子を ISG の指標として用いて、組換え体 IFN-α 添加後のその発現誘導

の確認をおこなった。図 5B に示すように、中和抗体前処理 HuS-E/2 細胞においても、中

和抗体未処理細胞と同程度に、組換え体 IFN-α の添加により RIG-I 遺伝子が発現誘導されて

いたことから、中和抗体前処理によって、培養液中の I 型 IFN による IFN 受容体シグナル

活性化への影響は実質的に認められず、恒常発現 IFN-α によるシグナル活性化のみが抑制

されていることが確認された。まず、SeV 非感染（感染後 0 時間）または感染後 3 時間時

の中和抗体前処理細胞における RIG-I、IRF-7、IFN-α1、IFN-β、IFN-λ1、そして IFN-λ3 の

mRNA 発現量の変化を qRT-PCR 法によって解析した。中和抗体未処理細胞において、SeV

感染後の IRF-7、IFN-α 遺伝子発現変化は非感染時と比較して大きなものではなかったが、

ウイルス感染後の RIG-I、IFN-β、IFN-λ1、IFN-λ3 の遺伝子発現は全て顕著に誘導されてい

た(図 5C)。しかしながら、中和抗体処理細胞においては、比較的 IFN-λ1 遺伝子発現に対す

る効果は低いものの、検討したすべての遺伝子の発現誘導が抑制されていることがわかっ

た。また ELISA 法によって、SeV 感染後 12 時間の中和抗体処理細胞においては、分泌型

IFN-α タンパク質産生量が低下していることが確認できた(図 5D)。 

 次に、恒常発現 IFN-α シグナル抑制細胞におけるウイルス感染後の STAT1 活性化を評価

するため、SeV 感染後の中和抗体処理細胞内のリン酸化 STAT1 タンパク質の経時的な観察
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をおこなった。中和抗体未処理細胞と比較して、SeV 感染後 3、6、12 時間における STAT1

タンパク質レベルは変化していないが、リン酸化 STAT1 は明らかに減尐していた(図 5E)。

このことから、ウイルス感染後の IFN 受容体シグナル活性化は恒常発現 IFN-α シグナルの

抑制によって阻害されることが明らかとなった。 

以上の結果から、HuS-E/2 細胞から分泌される恒常発現 IFN-α は IFN システムの初期応

答を増強している可能性が示唆された。 
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ヒト肝細胞における恒常発現 IFN-αによる効率的な RNA ウイルス感染複製の抑制 

 次に、恒常発現 IFN-α のヒト肝細胞に対するウイルス感染抑制効果について検討した。

これまでにHuS-E/2細胞に対するウイルス感染複製が確認できているSeVとHCVを用い、

抗 IFN-α または抗 IFNAR2 中和抗体処理後のウイルス感染複製効率を IF または qRT-PCR

法によって解析した。図 5A で示した実験方法を用いて恒常発現 IFN-α を阻害し、SeV 感染

後 6、9 時間における SeV 陽性細胞を IF によって解析した。その結果、コントロールと比

較して、IFNAR2 中和抗体処理 HuS-E/2 細胞では、SeV 陽性細胞が感染後 6 時間から 9 時

間において、時間経過とともに増加していた(図 6A、B)。また、IFN-α 中和抗体処理または

未処理時の HuS-E/2 細胞における SeV 感染複製を評価するため、qRT-PCR 法により細胞

内 SeV ゲノム RNA 量を経時的に定量した。その結果、図 6C に示すように、未処理細胞に

対する中和抗体処理細胞では、SeV 感染後 12 時間まで明らかな SeV ゲノム量の増加が認

められた(図 6C、白丸)。以上の結果から、恒常発現 IFN-α が感染初期における SeV 増殖効

率を抑制する役割を担っている可能性が考えられた。さらに、このヒト肝細胞における恒

常発現 IFN-α の生理的な意義を見出すため、肝指向性ウイルスである HCV を用い、上記同

様に qRT-PCR 法によって感染後の HCV ゲノム量の経時変化を解析した。中和抗体未処理

HuS-E/2 細胞では、これまでに報告されているように、一過性の HCVcc 感染増殖を確認す

ることができた(43)。一方、抗 IFN-α 中和抗体処理 HuS-E/2 細胞においては HCVcc 感染後

24 時間、48 時間において HCV 感染複製効率の有意な増強を確認することができた(図 6D、

白丸)。ここで、抗 IFN-α 中和抗体処理そして未処理の HuS-E/2 細胞において、IFN シグナ

ル関連遺伝子の HCV 感染後における発現の経時変化を解析した。図 6E に示すように、中

和抗体未処理細胞と比較して、中和抗体処理細胞では、HCV感染後の IFN-α1、IFN-β、IFN-λ1、

IFN-λ3、RIG-I、そして IRF-7 mRNA 発現量増加は有意に遅延していることが観察された。

これらの結果から、ウイルス非感染時に HuS-E/2 細胞が産生する恒常発現 IFN-α には、迅
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速かつ効率的に抗ウイルス自然免疫反応を惹起し、HCV 初期感染複製を抑制する効果があ

ると考えられた。 
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ヒト肝細胞におけるⅠ型、およびⅢ型 IFN 受容体による IFN 遺伝子および ISG 発現制

御機構 

これまでの結果から、ヒト肝細胞で恒常発現している IFN-α が RNA ウイルス感染後の迅

速なⅠ型およびⅢ型 IFN 産生に寄与していること、また感染初期におけるウイルス増殖の抑

制に機能することを見出している。しかし、ヒト肝細胞において迅速に産生されるⅠ型とⅢ

型 IFN がそれぞれどのように相関して、抗ウイルス効果をもたらしているのかは明らかでな

かった。そこで、この点を明らかにするために以下の解析をおこなった。IFNAR2 siRNA、

そして IL28RA siRNA を用いた RNAi 法により、それぞれⅠ型そしてⅢ型 IFN 受容体の産生

を一過性に低下させた HuS-E/2 細胞を用いて、各細胞における、ウイルス感染後の自然免疫

関連遺伝子の発現変動およびウイルス増殖効率の解析をおこなった。図 7A にウイルス感染

実験の手順を示した。ウイルス感染 2 日前にそれぞれの siRNA 単独処理または併用処理をお

こない、SeV 感染後、各細胞における IFN-α1、IFN-β、IFN-λ3、RIG-I、IRF-7、IRF-3 遺伝

子発現の経時変化を qRT-PCR 法によって解析した。その結果を図 7B に示した。siRNA に

よる IFNAR2 および IL28RA 遺伝子のノックダウン効率をそれぞれ rIFN-α と rIFN-λ3 による

刺激誘導をおこない確認した(図 7B)。IFNAR2 siRNA 処理細胞および IFNAR2 と IL28RA 

siRNA の併用処理細胞において、SeV 非感染時における IFN-α1、IRF-7 遺伝子の発現低下を

確認することができた。このことは、図 4A ならびに図 5B で示した結果と同様に、これらの

遺伝子の定常レベルの発現がⅠ型 IFN受容体シグナルに依存していることを再び示している。

また、SeV 非感染時における IFN-β、IFN-λ3、RIG-I 遺伝子発現誘導に関しては、各 siRNA

単独処理細胞においてはそれぞれ同程度の抑制が認められ、併用処理細胞においてはさらに

強い発現抑制が観察された。一方、IFN-α1 と IRF-7 遺伝子発現誘導に関しては、IFNAR2 

siRNA 処理細胞において、高い発現抑制効果が認められたが、IL28RA siRNA との併用処理

細胞では IFN-β、IFN-λ3、RIG-I 遺伝子発現で見られた相乗的な効果は認められなかった(図

7B)。これらの結果から、HuS-E/2 細胞において、ウイルス感染による IFN-β、IFN-λ3、そし
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て RIG-I 遺伝子の発現誘導は、その感染後初期段階において I 型および III 型、両 IFN 受容体

シグナリングに協調的に発現制御されており、一方、IFN-α1 や IRF-7 遺伝子の発現は主とし

てⅠ型 IFN 受容体シグナリング制御されていることが考えられた。 
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ヒト肝細胞おけるⅠ型およびⅢ型 IFN 受容体シグナルによる協調的抗 RNA ウイルス応

答 

次に、HuS-E/2 細胞における、Ⅰ型、およびⅢ型 IFN 受容体シグナルのウイルス感染増

殖に対する抑制に関するそれぞれの役割について検討した。図 7A と同様の実験方法を用

いて、IFNAR2 siRNA および IL28RA siRNA で処理した HuS-E/2 細胞に対して SeV を感染

させ、感染 9 時間後におけるウイルス感染複製効率を IF によって解析した。その結果、コ

ントロールと比較して各 siRNAの単独処理または併用処理細胞においてSeV陽性細胞数の

増加が観察された(図 8A、B)。この結果から、ヒト肝細胞における RNA ウイルス感染初期

応答においてⅠ型およびⅢ型 IFN が各 IFN 受容体シグナルを介して協調的に作用し、効率

的にウイルス感染複製を抑制する可能性が示唆された。 
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考察 

 

恒常発現 IFN-αの発現制御機構について 

所属研究室のこれまでの研究から、ウイルス非感染時における HuS-E/2 細胞の自然免疫

関連遺伝子を解析したところ、PHH のそれと似た発現パターンを示すことが報告されてい

る(43)。今回、私の研究により、RNA ウイルスの感染に対する PHH と HuS-E/2 細胞の自

然免疫反応が類似していることまたウイルス非感染時において、両者に共通して IFN-α1 遺

伝子の低レベルでの発現が見出された。これらの結果から HuS-E/2 細胞が PHH と極めて類

似した自然免疫機構を保持していることが考えられた。これまで既に、正常肝組織におい

て IFN-α1 遺伝子の発現が確認されているが、肝臓を構築するどの細胞が IFN-α1 を産生し

ているのか不明であった(42)。本研究の結果から、正常な肝組織に認められる IFN-α1 遺伝

子の恒常発現は、尐なくともその一部は、ヒト肝実質細胞が担っていると考えられた。こ

れまでに、様々な組織においてⅠ型 IFN の恒常的な産生が確認されており、その多くは

IFN-β であった(48-51)。恒常発現 IFN-β の発現制御機構の解析は IFN-α と比較してより進

んでおり、c-Jun や RelA などの複数の転写因子が IFN-β 遺伝子の転写プロモータ領域に複

雑に関与していることが報告されている(38)。しかし、恒常発現 IFN-α の発現制御機構の多

くは未だ不明であった。先行研究において、病原因子感染後の IFN-α1 発現制御機構が解析

されており、転写プロモーター領域の 2 つの制御領域がこれに関与していることが報告さ

れている。一つは IFN-β の positive regulatory domain I(PRDI)と相同性の高い領域(52-54)、

二つ目は TG-like domain である(55,56)。私の所属研究室では以前、HuS-E/2 細胞において

IRF-7 遺伝子が他の肝細胞株よりも比較的高発現していることを見出している(43)。IRF-7

は IRF-3 と共に IFN-α あるいは IFN-β 遺伝子の発現制御に関わっており、ウイルス感染時

には PRDI に結合すること発現誘導を促すことが知られている(57,58)。また、IRF-7 は IRF-3

よりも HuS-E/2 細胞における HCV 初期感染複製抑制に重要であることが示唆されている
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(43)。しかしながら、定常発現レベルにおいて、IFN-α および IFN-β 遺伝子発現はこれら転

写因子に依存しないという先行報告も存在する(59)。私は、HuS-E/2 細胞における IFN-α1

遺伝子の恒常発現が IRF-7に依存しているのか否かを検討するため、RNAi法を用いて IRF-7

のノックダウン HuS-E/2 細胞を作製した。その結果、IRF-7 ノックダウン細胞においては、

IFN-α1 遺伝子の恒常発現の影響低下は認められなかった。次に、ウェブツールである

JASPAR を用いて IFN-α1 の転写開始点-5000~0 の領域を対象に転写制御プロモーター予測

解析をおこなった。予測解析結果の上位には、肝細胞で比較的特異的な転写因子として知

られる hepatocyte nuclear factor(HNF) 1α、HNF1β、HNF4α、HNF4γ、C/EBP が含まれて

いた。以下に予測スコアの高いものを２つ例として挙げた。代表転写開始点から-4698 ヌク

レオチドに HNF4α 結合配列と相同性の高い“TTAAACTTTGTACTT”という 配列が存在し、

-508 ヌクレオチドには HNF1α結合配列と相同性の高い“GGTTTATGAATACA”という 配

列が存在している。このことから、ヒトの肝細胞では肝細胞特異的に機能する転写制御因

子が恒常発現 IFN-α1 の転写制御を担っている可能性が考えられた。 

 

 

ヒト肝細胞における恒常産生 IFN-αの抗ウイルス応答機構について 

本研究において、ヒト肝細胞における IFN-α の恒常産生が非ウイルス感染下において幾つ

かの ISG を低レベルに発現誘導しておくことで、ウイルス感染時の IFN および ISG の産生

を増強し、抗 HCV 応答に寄与することを明らかにした。迅速に IFN システムを惹起するこ

とはウイルス感染抑制において非常に重要な役割を果たす。これまでに、恒常発現 IFN-β

が様々な組織においてウイルス感染に対する IFN 応答の増強を促していると報告されてお

り、この効果を”revving-up モデル”と称している(40,60)。通常の細胞と比較して、このモデ

ルが成立している細胞ではウイルス感染に対する免疫応答が速く効率的なウイルス感染抑

制がおこなわれる。この IFN 応答の増強メカニズムとして、ウイルス非感染時における
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IRF-7 遺伝子の弱い発現誘導などが述べられている(40)。ヒト心筋細胞ではウイルス非感染

状態において恒常発現する IFN-βが Jak-STAT経路を介して IRF-7遺伝子を高いレベルで発

現誘導しており、迅速な抗ウイルス状態の形成に貢献している(51)。また近年、pDC にお

いて IRF-7 が恒常的高いレベルで発現しており、TLR7、9 の認識シグナルを介して IRF-3

非依存的で MyD88-IRF-7 依存的な IFN の産生をおこなっていることが報告された(61-64)。

さらに IRF-7 KO マウス由来胎児線維芽細胞(MEF)解析結果からⅠ型 IFN の産生において

IRF-7 がマスターレギュレーターとして関与していることが明らかとなったことで自然免

疫応答機構における IRF-7 の重要性が再認識された(64)。しかし、PHH や HuS-E/2 細胞は

IFNの発現に重要な役割を担う IRF-7の恒常発現が高いことが分かっている一方(37)、IRF-7

ノックダウン細胞において IFN-α1 遺伝子の発現低下が認められなかった。このことから、

従来の pDC の結果をもとに構築された revving-upモデル系とは異なる肝細胞特異的な自然

免疫応答機構の存在が示唆された(65)。pDC ではウイルス感染に対する強力な初期応答機

構として恒常的に高い発現量の IRF-7 を介した多量のⅠ型 IFN の産生機構を有している。

肝臓は身体で最も大きな固形臓器で、病原因子の豊富な門脈から流れ着く血液に対するフ

ィルター臓器である。肝臓指向性 RNA ウイルスである A 型肝炎ウイルス(Hepatitis A virus; 

HAV)、E 型肝炎ウイルス(Hepatitis E virus; HEV)など体内に侵入する病原体の最初の防御線

であることから肝細胞は病原体の侵入を防ぐために pDC のような迅速な IFN の産生をおこ

なえる特異的な防御機構を備えている可能性が高いと思われる。しかし、HBV や HCV など

の肝炎ウイルスはそのような宿主の免疫応答機構を巧みに回避して持続感染を成立させる

機能を保有していると考えられている(66-70)。例えば、培養細胞モデルの検討では、HCV

感染後 48 時間までに IPS-1 は完全に失活されることがわかっている(71)。それゆえ、持続

感染化を防ぐためにはウイルス感染後初期段階における効果的なシグナル伝達経路を活性

化する必要がある。このことから、本研究において見出したヒト肝細胞恒常産生 IFN-α は

HCV の初期感染と密接な関係にあり、HCV との相互作用を明らかにすることで肝指向性ウ
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イルスの持続感染機構の解明に向けた新たな可能性を示すものと考えている。また、これ

までの IFN-β の恒常産生の生理機能として、免疫恒常性(72-74)、骨密度の維持(75)、自己

免疫疾患(76)などに関与していることが報告されている。このことから、肝臓における恒常

発現 IFN-α においても IFN-β と同様に抗ウイルス効果以外の生理機能が備わっている可能

性が考えられた。 

 

 

ヒト肝細胞において RNA ウイルス感染後のⅠ型 IFN およびⅢ型 IFN の協調作用について 

私は、in vitro においてⅠ型 IFN とⅢ型 IFN 受容体シグナルによる協調的な抗 RNA ウイ

ルス応答の可能性を見出した。PHH や HuS-E/2 細胞における抗ウイルス自然免疫応答因

子 RIG-I、IRF-7、IFN-α1、IFN-β、IFN-λ1、IFN-λ3 はウイルス感染後数時間の段階で上昇

してくることから、ヒト肝細胞に対する RNA ウイルスの初期感染においてⅠ型だけでな

くⅢ型 IFNの初期誘導もウイルス感染複製の抑制に重要な役割を果たしていることが考え

られた。肝臓においても pDC と類似した機構が備わっていると想定すると、特に IFN-α1、

IFN-βおよび IFN-λ3のウイルス感染後の迅速な産生が生体内における後期 IFN応答または

抗ウイルス状態の形成に寄与するものと思われる。別の報告では、IFN-α と IFN-λ3 の併用

処理による培養細胞における ISRE 活性化効率が比較されたが、協調的な活性化効率の増

強は認めらなかった(77)。また近年、IFN-λ 遺伝子は IFN-α とは異なり、IRF-3 や IRF-7 だ

けでなく Mediator complex subunit 23 (Med23)などの IFN-λ 特異的な転写制御因子の関与

が報告されている(78)。これらのことから、IFN-λ3 には IFN-α とは異なる独立に制御され

る因子が存在する可能性が示唆された。IFN-λ はヒト肝細胞においてウイルス感染を抑制

する働きをもつ主要なサイトカインの一つであるが、この遺伝子の早期レスポンスと HCV

治療との関係性について未だ不明な点が多い。これまで、IFN-λ3 による抗 HCV 応答の役

割について、IFN-α と共通する制御因子のみを標的に研究がおこなわれてきた。しかし、



- 50 - 

 

IFN-λ が IFN-α よりも多くの遺伝子を制御していることが報告されている(79)。しかしな

がら、それらの遺伝子が抗ウイルス効果を有するものであるのかについてでさえ不明であ

る。そのため、今後は、IFN-λ による新たな抗ウイルス自然免疫機構の検討が必要である

と思われる。IFN-λによるHCV治療は、これまでの IFN-α治療よりも多くの患者に適応し、

患者の負担を軽減できる治療法として期待されている。IFN-λ による抗ウイルス応答機構

の解明は、これら薬剤効果の違いを理解する上で必要不可欠なだけでなく、抗 HCV 薬剤

新規ターゲットとして創薬研究開発への貢献、そして慢性感染化の原因を解明するための

新しい手掛かりなる発展性の高い研究と考えられる。 
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総括 

HuS-E/2 細胞を初代培養ヒト肝細胞のモデル細胞として用い、RNA ウイルス感染に対する

初期自然免疫機構の解析をおこなった。本研究における発見は、以下の 2 点である。 

 

1) ヒト肝細胞ではウイルス非感染状態において IFN-α が恒常的に産生されており、下流の

Ⅰ型 IFN 受容体シグナルを介して抗 RNA ウイルス感染初期応答に寄与している。 

 

2) ヒト肝細胞において RNA ウイルス感染後に誘導される迅速なⅠ型 IFN およびⅢ型 IFN

が受容体シグナルを介して協調的に作用し、効果的に RNA ウイルス感染複製を抑制して

いる。 
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