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緒　言

　1979 年に Interferon-stimulated gene 15 (ISG15) はインターフェロン刺激で誘導されるユビキチン様分子として発
見された 1)．その後現在に至るまで，ISG15 修飾が担う生理的役割はほとんど解明されていない．しかしながら，ISG15
欠損マウスを用いた研究により ISG15 修飾は特定のウイルス（インフルエンザやヘルペスウイルスなど）に対する抗
ウイルス活性があることが報告され，免疫制御に関与することが示されている 2)．
　一方で，ショウジョウバエにおいてメッセンジャー RNA のキャップ結合タンパク質 eIF4E homologous protein
(4EHP) は選択的に Caudal のタンパク質翻訳を抑制する 3)．哺乳類においてはインターフェロンやウイルス感染など
によって ISG15 が誘導されていない場合は，4EHP は非常に弱いキャップ結合活性しか有していないために eIF4E 依
存性の一般的なタンパク質翻訳に影響を与えることはない 4,5)．
　しかしながらわれわれは，インターフェロンなどの刺激により 4EHP は ISG15 修飾を受け，強いキャップ構造結合
活性を獲得することを既に報告した 6)．このことは ISG15 修飾を受けた 4EHP が eIF4E と競合してキャップ構造を奪
い合い，タンパク質翻訳を抑制する可能性を示唆している．ISG15 修飾を受けた 4EHP はショウジョウバエで報告され
ているように，ある特定の遺伝子のタンパク質翻訳を選択的に阻害する可能性があり，その標的となる遺伝子の同定を
試みた．この遺伝子の同定により，ISG15 修飾を受けた 4EHP が担う自然免疫における役割が明らかになると考えられ
る．

方法および結果

１．4EHP ノックダウン RAW264.7 細胞株の樹立
　われわれは既に ISG15 修飾を受けた 4EHP により選択的にタンパク質翻訳が抑制される遺伝子として，マイクロア
レイを用いた網羅的解析によりインターフェロン応答タンパク質 IFI を候補遺伝子として同定している．本研究では
詳細に検討するために RAW264.7 細胞を用いることとした．RAW264.7 細胞は大腸菌細胞壁構成成分リポポリサッカ
ライド (LPS) に反応し，ISG15 の発現とさまざまな基質分子の ISG15 修飾を誘導する．また，IFI も LPS 刺激により
発現誘導すると考えられた．コントロール細胞あるいは，4EHP や ISG15 をノックダウンした細胞株を樹立し，LPS
で刺激後，各タンパク質をウェスタンブロッティングで比較定量した（図 1）．
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図 1． 4EHP あるいは ISG15 のノックダウンにより IFI の発現量が増加する．
コントロール，あるいは 4EHP，ISG15 をノックダウンした RAW264.7 細胞を LPS で刺激後，ウェスタンブロ
ッティングにより IFI，4EHP，ISG15 の発現を確認した．ISG15 は約 15 kDa．

　通常培養条件では LPS 刺激なしでも弱い ISG15 の発現と ISG15 修飾が認められたが，それは LPS 刺激により著しく
増加していた．コントロール細胞においては，IFI の発現は LPS 刺激により低下する傾向があったが，ISG15 のノック
ダウンによりあまり制御されなくなった．また，4EHP のノックダウンにより IFI の発現は増加していたが，LPS 刺激
により発現抑制がみられた．したがって 4EHP と ISG15 により IFI の発現が抑制されている可能性が示唆された．

２．4EHP 複合体の解析
　われわれは既に免疫沈降と質量分析器を用いることで 4EHP 結合タンパク質として Cep を同定した（図 2）．
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図 2． FLAG-4EHP と Cep-Myc-His6 は結合する．
FLAG-4EHP と結合する候補タンパク質である Vimentin，Cep，また既に結合が報告されている GIGYF2 の C
末端側に Myc-His6 タグを付加し，293T 細胞に発現させ抗 Myc 抗体で免疫沈降し，4EHP との結合をウェスタ
ンブロッティングにより調べた．

　Cep は細胞内の局在から核酸結合活性があることが示唆されているので，特異的に IFI の mRNA を認識している可
能性があるが，機能未知の分子である．過剰発現状況下では 4EHP との結合を確認できたので，内在性の結合を確認
するために各タンパク質を免疫沈降できる抗体を探索した（図 3）．
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図 3． 各種抗体の確認．
A) ウェスタンブロッティングに使用できる抗 4EHP 抗体は既に入手していたが，免疫沈降にはあまり適してい
ないので他の市販抗体を試した．サンタクルズ社の抗体はウェスタンブロッティングには適していないが免疫
沈降には適していることが分かった．B) Cep に対する抗体をサンタクルズ社より入手した．免疫沈降には適し
ていなかったが，ウェスタンブロッティングには使用できることが分かった．

　サンタクルズ社の抗 4EHP 抗体は免疫沈降に適していること，また抗 Cep 抗体は感度が弱いながらもウェスタンブ
ロッティングに使用できることが分かったので，現在それらを用いて内在性の 4EHP と Cep の結合を確認中である．

３．IFI の選択的翻訳阻害が担う生理的役割を解析する
　IFI は機能未知の分子であるが過去の報告ではミトコンドリアに局在することが示されており，アポトーシスへの関
与が示唆されている．しかしながらこの報告は過剰発現した IFI で検討されており，生理的な役割を反映しているのか
は不明である．現在使用している抗 IFI 抗体はウェスタンブロッティングの結果より，免疫染色に使用できないことが
考えられたので，質の良い抗 IFI 抗体の作製を試みた．
　検討の結果，IFI はその大部分が疎水性アミノ酸で構成されており，免疫するための抗原ペプチドの合成が困難なこ
とが分かった．したがって，His6 タグを付加した IFI を，大量培養した大腸菌から 8M 尿素存在下で精製し免疫を試
みた．これまでに２回試みたが，いずれにおいても抗 IFI 抗体は作製できなかった．また，他の市販抗体を試したがい
ずれもウェスタンブロッティングや免疫染色に適していなかった．したがって IFI が生理的な条件下でミトコンドリ
アに局在しアポトーシスを制御しているのかはいまだ不明である．今後はポリエチレングリコール (PEG) 修飾により
抗原となる合成ペプチドの親水化を図り，抗体の作製を再度行っていきたい．

考　察

　ISG15 修飾を受けた 4EHP により IFI の発現量が制御されていることを明らかにすることで，ISG15-4EHP の自然免
疫における生理的な役割を明らかにすることができると考えられる．持続的な IFI の発現がアポトーシスを介して慢
性炎症などに関与していた場合，新たな治療法方法の確立を試みることができる．すなわち，図 4 に示しているよう
に，IFI の持続的な発現が慢性炎症などの疾患につながっている場合，4EHP の ISG15 修飾を受けるリジン残基に変異
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があることや，ISG15 の発現や ISG15 修飾機構に異常があることなどが考えられる．この場合はそれらを補う遺伝子治
療が有効であると考えられる．また，IFI の活性を抑制するような化合物･手法が得られれば，有効な治療方法を確立
できる．

図 4． ISG15 修飾を受けた 4EHP による IFI の発現制御が担う役割の仮説．
通常状態では 4EHP はキャップ構造結合活性が弱いので，eIF4E による翻訳を阻害しない．ISG15 誘導条件下で
は 4EHP は ISG15 修飾を受け，強力なキャップ構造結合活性を獲得し，Cep と複合体を形成することで選択的
に IFI のタンパク翻訳を阻害する．この過程に異常があると持続的に IFI が発現し慢性炎症を引き起こす可能
性がある．

　一方で，ISG15 修飾の生理的な役割を解明する一つの大きな手掛かりとなるので，多くの研究者の ISG15 ワールドへ
の参入を促すことができ，自然免疫を理解するにあたってさまざまな知見が得られる可能性がある．

本研究の遂行に当たりご支援を賜りました上原記念生命科学財団に心より感謝いたします．
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