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1.

1-1

PBS 137 mM NaCl, 8.10 mM Na2HPO4, 2.68 mM KCl,

1.47 mM KH2PO4

Trypsin 0.25% (w/v) trypsin, 10 mM EDTA, solved by PBS

HEK293 293FT Vero Hep2

293 Vero 

HeLa Hep2 RIKEN

BRC Cell Bank (RIKEN, Japan) 293 Vero

10%(v/v)   FCS (Bio-WHITAKER, Walkersville, MD

JRH Biosciences) 100 U/ml penicillin G (GIBCO-Invitrogen, Rockville, MD) 100

μg/ml streptomycin (GIBCO-Invitrogen) Dulbecco’s modified Eagle’s

Medium (1 g/L, glucose. DMEM, GIBCO-Invitrogen) 37 5% CO2

Trypsin 

confluent 293FT Invitrogen 

10 %(v/v) 293

Penicillin G / Streptomycin DMEM (4.5 g/L, glucose. DMEM)

37 5% CO2

RAW264.7

RAW264.7 Japanese Cancer Research

Resources Bank 10 % FCS 100 U/ml penicillin G 100

μg/ml streptomycin (GIBCO-Invitrogen) RPMI 1640(GIBCO-Invitrogen)
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37 5% CO2 0.02% EDTA PBS

HeLa L929

HeLa

L929 RIKEN BRC Cell Bank

(RIKEN, Japan) 10% FCS L-glutamine 2 mM(GIBCO)

Eagle’s MEM (Nissui, Japan) 37 5% CO2

Trypsin confluent

1-2 Accession Number

Yeast ; pGBKT7 (Clontech) pGBD-C1(1)

pGADT7 (Clontech )

 ; pEF-BOS(2)

pCDNA3.1 ( )

Accession Number

TICAM-1 ; AB086380

TICAM-2 ; NM_021649

TLR4 ; NM_138554

TIRAP/Mal ; AF378129

MyD88 ; NM_002468

TBK1 ; AF174536

IKKe ; AB016590

TANK ; NM_004180

NAP1 ; AY151386

TRAF1 ; BC021138

TRAF2 ; NM_021138

TRAF6 ; NM_145803

RIG-I ; AL161783

MDA5 ; NM_022168

IPS-1 ; BC044952
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1-3

LPS DIFCO PBS 1 mg/ml

Poly(I:C) Amersham Biosciences Biotech

10 μg / ml RAW264.7 poly(I:C)

polymyxin B (Sigma-Aldrich) polymyxin B

1-4

HEK293 HEK293FT

Lipofect AMINE 2000 reagent Invitrogen Life Technology HeLa

Lipofect AMINE Plus reagent Invitrogen

Life Technology RAW264.7

FuGENE6 Roche

1-5

Respiratory syncytial virus (  RSV2177 subgroup B)

(3) RSV Hep-2

titer Hep-2 TCID50

RSV titer

RSV

Hep-2

Mock

Vesicular stomatitis virus (VSV) Indiana L929

titer Vero plaque assay

2.

2-1 Yeast two-hybrid
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AH109 Prey Vector pGADT7 (Clontech, USA)

Bait Vector pGBKT7(Clontech) pGBD-C1 (1) Bait

MATCHMAKER Gal4 Two-hybrid System3 (Clontech)

cDNA library Carrier DNA

(Clontech) SD-WLHA Yeast synthetic dextrose

medium Trp, Leu, His, Ade SD-

WLH Trp, Leu, His

3-amino-1,2,4-triazole (3-AT ; Sigma)

2-2

HEK293  (24 well plate) LipofectAMINE 2000 reagent (Invitrogen)

DNA 0.8 μg empty / pEF-BOS

IFN-  promoter (  ) NF-

B (Stratagene) AP-1 (Stratagene) IRF-3 activation (  

)

-Galactosidase  Renilla luciferase

24

24 6

PicaGene ( ) -Galactosidase Enzyme

Assay System (Promega) Dual-Luciferase reporter gene assay

system (Promega)

3well

2-3

Lysis buffer 50 mM HEPES (pH 7.5), 100 mM NaCl, 1 mM

EDTA (pH 7.4), 10% (v/v) glycerol, 0.5% (v/v) NP-

12



40, 30 mM NaF, 5 mM Na3VO4, 20 mM IAA, 2 mM

PMSF.

anti – HA ; rabbit pAb (Sigma)

anti – c-Myc ; (Westren blot)   rabbit pAb (Santa Cruz)

(Immunofluoresce) mouse IgG mAb (BabCO, CA)

(IP)  mouse IgG mAb (NeoMarkers,CA)

anti- Flag ; M2, mouse IgG mAb (Sigma), rabbit pAb (Sigma)

anti-IRF-3 ; anti-IRF3 rabbit IgG (Amersham Biosciences and IBL)

anti-TRAF2 ; anti TRAR2(H-249) rabbit pAb (Santa Cruz)

anti-TRAF6 ; anti-TRAF6(D-10) mouse mAb (Santa Cruz)

anti- -actin ; anti-b-actin mouse mAb (Sigma)

anti-p-JNK ; Phospho-pJNK rabbit pAb #9251S (Cell Signaling)

anti-p-P38 ; Phospho-p38 rabbit pAb #9211S (Cell Signaling)

anti-P38 ; p38 rabbit pAb #9212 (Cell Signaling)

anit-NAP1 ; anti-NAP1 mouse mAb (  )

anti-RIG-I ; anti-RIG-I rabbit pAb ( )

anti-TICAM-1 ; anit-TICAM-1 rabbit pAb ( )

HRP-conjugated goat anti-mouse IgG antibody (PharMingen, San Diego ,CA)

HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG antibody (PharMingen)

HEK293  (60 mm dish / confluent 6 well plate / confluent)

LipofectAMINE 2000 reagent (Invitrogen)

DNA 7 μg 4 μg

empty / pEF-BOS

24 300

μl 150 μl lysis buffer 4 15,000

13



rpm 20 50 μl 15 μl

Lysis Buffer Protein G Sepharose (Amersham Pharmacia) 10 μl

4 4 5,000 rpm 30

tube 4 2

Protein G Sepharose 20 μl

Lysis Buffer 3 20 μl 2 x Sample Buffer 5

4 10,000 rpm 30

SDS-PAGE Western blot

2-4 Western blot

 < SDS-PAGE >

Running buffer 25 mM Tris, 0.19 M glycine, 0.1% SDS

Sample buffer (4X) 0.2 M Tris-HCl (pH 6.8), 40% (v/v) glycerol, 8%

(w/v) SDS, BPB

< Western Blot >

Anode 1 buffer 0.3 M Tris-HCl, 20% methanol, pH 10.4

Anode 2 buffer 25 mM Tris-HCl, 20% methanol, pH 10.4

Cathode buffer 25 mM Tris-HCl, 40 mM glycine, 20% methanol, pH 9.4

Washing buffer 0.1% (v/v) Tween20, 0.5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl (pH

7.4)

���������	
��� �������������������������������	����������	
���

  Western blot

SDS-PAGE PVDF  (MILLIPORE, Bedford, MA) 

 (6.5 5cm) cathode

buffer 10 PVDF

anode buffer 2 5

anode buffer 1 3 mm 2 anode buffer 2 3MM

14



1 buffer PVDF 1 cathode buffer

buffer 3MM 4 90 mA 90

blocking buffer 90 washing buffer wash

HRP ECL

 (Amersham Pharmacia) 

2-5

In vitro ubiquitination assay pET system

(Novagen) TRAF2 TICAM-1

pET20a E1 E2 pET

His

pET BL21 (DE3) pLysS

Rosetta Isopropyl- -D-thiogalactopyranoside (IPTG)

Ni-NTA

IPTG

20 % -80

2-6 In vitro ubiquitination assay

Buffer (30 mM HEPES (pH 7.5), 2 mM ATP, 5

mM MgCl2, 0.2 mM Dithiothreitol, 1 mM creatine phosphate, 10 U/20 μl

Phosphocreatine kinase, 10 mM Phosphocreatine) 30 12

E1 E2 Buffer

E3

TICAM-1

30

15



In vitro

2-7 Native PAGE

HeLa  293 6 well plate

HeLa poly (I:C) 10 μg/ml VSV(MOI

10) 8 Native

PAGE Lysis Buffer 50 mM Tris (pH8.0), 1% NP-40, 150 mM NaCl, 100 μg/ml

Leupeotin, 1mM PMSF, 5 mM orthovanadate Native PAGE

Native PAGE (4, 5)

IRF-3

anti-IRF3 rabbit IgG (Amersham Biosciences and IBL)

2-8 

Washing buffer 3 % BSA in PBS

0.5% Saponin solved by washing buffer

HeLa  (1.5 x 105 cells / well) poly-L-lysine

24 well plate

24 PBS 3 %

30 0.5 % Saponin 30

Washing buffer

Alexa Fluor 488 monoclonal  polyclonal  Alexa Fluor 594

polyclonal Abs (Molecular Probes) 30 3% BSA 3

MitoTracker (Molecular Probes, Netherlands)

16



24 250 nM Mito Tracker Red 37 1

OLYMPUS Fluoview

Zeiss LSM510 

2-9 siRNA knock down

( )

RAW264.7 oligofectAMINE reagent (Invitrogen)

siRNA (6) TICAM-2 siRNA

site B

1 2

siRNA 3 FuGENE 6 (Roche)

24

6

2-2

( )

siRNA

siTICAM-1S ; 5’-GACCAGACGCCACUCCAACTT-3’

siTICAM-1AS ; 5’- GUUGGAGUGGCGUCUGGUCTT-3’

siTBK1-S ; 5’- GACAGAAGUUGUGAUCACATT - 3’

siTBK1-AS ; 5’- UGUGAUCACAACUUCUGUCTT - 3’

siIKK -S ; 5’- GAGCUAUCUCACCAGCUCCTT - 3’

siIKK -AS ; 5’- GGAGCUGGUGAGAUAGCUCTT - 3’

siGFP-S ; 5’- GCAGCACGACUUCUUCAAGTT - 3’

siGFP-AS ; 5’- CUUGAAGAAGUCGUGCUGCTT - 3’

siRIG-I-S ; 5’- AAUUCAUCAGAGAUAGUCATT - 3’

siRIG-I-AS ; 5’- UGACUAUCUCUGAUGAAUUTT - 3’

siMDA5-S ; 5’- AAAUACCAUAAUGGAGCAAUA- 3’

siMDA5-AS ; 5’- UUGCUCCAUUAUGGUAUUUCU - 3’

siIPS-1-S ; 5’- CAGAGGAGAAUGAGUAUAATT - 3’

siIPS-1-AS ; 5’- UUAUACUCAUUCUCCUCUGTT - 3’

17



HeLa 1.8 x 105/well 12 well plate siRNA

OligofectAMINE reagent (Invitrogen)

24

RSV MOI 48

RNeasy (QIAGEN)  RNA RT-PCR

Mock RSV Mock

2-10 RNAi vector Knock down

NAP1 site-A ; 5’-AAGCTAATAGCTCGATTTGAAGA -3’

NAP1 site-B ; 5’-AAGTGATAATATGCAGCATGCAT -3’

GFP ; 5’-AACCACTACCTGAGCACCCAG -3’

pH1-Vector (7) (8)

in vitro

pH1-Vector

HeLa 24

Puromycine 1 μg/ml

pH1-Vector GFP

pH1-GFP NAP1-siteA

pH1-NAP1-A NAP1-siteB

pH1-NAP1-B 4 5

NAP1 RT-PCR

18
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TLR4 IFN-

Toll-like receptor (TLR) family TLR4

 (lipopolysaccharide : LPS) LPS

TLR4 LPS IL-12, IL-6 TNF-

IFN- T

TLR

(1, 2) TLR4

IFN-

TLR family

TIR I

TLR family TLR

TLR

(3-5) TLR4

MyD88 (6) MyD88 N FADD TRADD

Death domain C TLR TIR

domain MyD88 LPS

NF- B

TLR4 IFN- MyD88 Adaptor

 (7) TLR4 MyD88 TIR domain

TIR domain

TIR domain TLR4

TIRAP / Mal

(8, 9) TLR4 IFN-

(10)

TLR family TLR3 MyD88

TLR TIRAP TLR3

TLR3

Yeast two-hybrid TLR3
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TIR domain TICAM-1

(11, 12) TICAM-1  712

TIR domain

TICAM-1 IFN-  IRF-3

TLR3 IFN-

(11, 13) TICAM-1 LPS

LPS NF- B IFN-

(13) TICAM-1 TLR4

TICAM-1 TICAM-1 TIR

domain 33.78 % TIR domain TIR-

domain containing adaptor molecule (TICAM) –2 (14)

TLR4 IFN- TICAM-2 TLR4

TICAM-1 TLR4 TICAM-1

TICAM-1 IRF-3
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<  >

1-1.          TICAM-2 TLR4

TICAM-2 TICAM-1

10 TLR family TLR4 TIR domain

(14) TIR domain BOX I, BOX II,

BOX III  (Fig. 1-1 a) TLR4  BOXII

LPS

(1, 15) TLR4 BOX II LPS

TICAM-2 TLR4 TIR

domain TLR4 TICAM-2

TLR4 664 840 TLR4 (TLR4)

BOXII TLR4 (TLR4 PH)

TICAM-2 Yeast two-hybrid

TLR4 TICAM-2 TLR4 PH TICAM-2

 (Fig. 1-1 b) TICAM-2 TLR4

TLR4 BOX II

1-2.          TICAM-1 IFN-  promoter TICAM-2

TICAM-2 TICAM-2 IFN-

promoter NF- B (14)

TICAM-1 IFN-  promoter (11)

TICAM-2 (14) TICAM-1 TICAM-

2 TICAM-2 IFN-  promoter

TICAM-1 (14) TICAM-2

IFN-  promoter TICAM-1

TICAM-1
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TICAM-1 TICAM-2

IFN-  promoter TICAM-2

TICAM-1 IFN-  promoter TICAM-1

TICAM-2

IFN-  promoter

TICAM-1 TICAM-2 TICAM-1

IFN-  promoter  (Fig. 1-2) TICAM-2

TICAM-1 IFN-

promoter

1-3.          TICAM-2 IRF-3

IFN- AP-1 (ATF-2 / c-Jun) NF- B

IRF-3 IRF-3 IFN- (16, 17) IRF-3

TICAM-2 IRF-3

TICAM-2 TICAM-2 IRF-3

 (Fig. 1-3 a) TICAM-2 TICAM-1

IRF-3 TICAM-1

TICAM-2 TICAM-1 IRF-3

 (Fig. 1-3 b) TICAM-2 TICAM-

1 IRF-3

1-4           TICAM-1 / TICAM-2 IRF-3

TLR4 IFN- TICAM-2

RAW264.7 RNAi

TICAM-1 TICAM-2

LPS IRF-3

LPS IRF-3 TICAM-2
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TICAM-1

 (Fig. 1-4 a) TLR3

poly(I:C) IRF-3 TICAM-1

IRF-3

TICAM-2 (Fig. 1-4 b)

LPS IFN- TICAM-1, TICAM-2

poly(I:C) IFN- TICAM-1

TICAM-2
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TLR4 IFN-

TICAM-2 TLR family TLR4 TIR domain (14)

TLR4 TIR domain BOX II

 (Fig. 1-1) TLR TICAM-2

(14) TICAM-2 TLR4

TIRAP (8) TIRAP TICAM-2

TLR4 (9)

TLR4 TIR domain TIRAP TICAM-2 TLR4

BOX II TICAM-2

TLR4 C3H/HeJ

C3H/HeJ LPS

TLR4 TICAM-2

TLR4 PH TIRAP Yeast two-hybrid

TLR4PH TIRAP

IFN- TICAM-2

TICAM-2 IFN-  promoter TICAM-1 IFN-

promoter  (Fig. 1-2)

TICAM-1 TICAM-2 TICAM-1

TICAM-2 IFN-  promoter (14) TICAM-2

TICAM-1 IFN-  promoter

IFN-  promoter IRF-3

TICAM-2 TICAM-1 IRF-3

TICAM-2 TICAM-1 IRF-3

TLR4 IRF-3 TICAM-1 TICAM-2 RNAi

TICAM-1 TICAM-2

LPS IRF-3 TLR4

IRF-3 TICAM-1 TICAM-2

TLR3 IRF-3 TICAM-2
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TICAM-2 TLR4 IRF-3

 (Fig. 1-4)(18) TICAM-2

TICAM-2 TLR4 IFN-

(19)

Type-I IFN TLR family TLR3,

TLR4, TLR7/TLR8, TLR9 TLR4 TLR

(20)

TLR family

type-I IFN TLR

TLR4 LPS

IFN- TLR4

Respiratory syncytial virus Fusion protein (F protein) NF- B

IFN-

(21) TLR4 IFN-

TLR4 TIR domain

MyD88 TIRAP/Mal TICAM-1 TICAM-2

(22) TLR4

TLR4

(Fig. 1-5) LPS

NF- B  ( 2 ) TIRAP - MyD88

TICAM-2 – TICAM-1 IRF-3

IFN- TICAM-2 – TICAM-1

(10, 13) LPS

CD86

LPS CD86

MyD88 TIRAP

(10, 23) TICAM-1 TICAM-2 CD86

(13, 19) CD86

TIRAP-MyD88 TICAM-1 – TICAM-2
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TIRAP MyD88 TICAM-2

N TLR4 TICAM-2

(24) TIRAP

, 4, 5 (PIP2) PIP2

TIRAP TLR4

(25) TLR4

TLR TICAM-2

TIRAP TLR4

TLR4

CD86
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AD - 
BD - TLR4PH

AD - TICAM-2 
BD - TLR4PH
AD - TICAM-2 
BD - TLR4

AD - 
BD - TLR4

< SD - WLHA >

Fig. 1-1  TLR4とTICAM-2の結合

a ) ヒトのTLR３, TLR４, TICAM-1, TICAM-2のTIR domainのアミノ酸配列比較
　TIR domainにはシグナル伝達に重要な保存された領域、BOX I, BOX II, BOX IIIが存在する。
　TLR4の BOX IIに存在するプロリンをヒスチジンに変換した。
b ) TLR4の細胞内領域とTICAM-2との結合
　TLR４の細胞内領域(664-840 a.a) (TLR4)、その領域のプロリンをヒスチジンに変換したもの 
   (TLR4PH)、とTICAM-2との結合を、Yeast two-hybrid法を用いて解析した。

( a )

 ( b )

hTICAM-2        FLKFVILHAEDDTDEALRVQNLLQDDFGIKPGIIFAE--MPCGRQHLQNLDDA-VNGSAW
hTICAM-1        FYNFVILHARADEHIALRVREKLEA-LGVPDGATFCEDFQVPGRGELSCLQDA-IDHSAF
hTLR3           EYAAYIIHAYKDKDWVWEHFSSMEK-EDQSLKFCLEERDFEAGVFELEAIVNS-IKRSRK
hTLR4           IYDAFVIYSSQDEDWVRNELVKNLEEGVPPFQLCLHYRDFIPPGVAIAANIIHEGFHKSRK
                     ::::  * . . .                :       *      : .  .. *  

hTICAM-2        TILLLTENFLRDTWCNFQFYTSLMNSVNRQHKYNSVIPMRPLNN------PLPRERTPFA
hTICAM-1        IILLLTSNFDCR-LSLHQVNQAMMSNLTRQGSPDCVIPFLPLESS-----PAQLSSDTAS
hTLR3           IIFVITHHLLKDPLCKRFKVHHAVQQAIEQNLDSIILVFLEEIPDYKLNHALCLRRGMFK
hTLR4           VIVVVSQHFIQSRWCIFEYEIAQTWQFLSSRAGIIFIVLQKVEKT-----LLRQQVELYR
                 *.::: ::     .          .   .     .: :                     

hTICAM-2        LQT-INALEEESRG-----FPTQVERIFQES--
hTICAM-1        LLSGLVRLDEHSQI-----FARKVANTFKPHR-
hTLR3           SHCILNWPVQKERIG---AFRHKLQVALGSK--
hTLR4           LLSRNTYLEWEDSVLGRHIFWRRLRKALLDGKS
                          ..       *  ::   :     

BOX I BOX II

BOX III

H

 *  同一アミノ酸
 :  相同アミノ酸
 ・  類似アミノ酸
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IFN-β promoter activation
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Fig. 1-2 TICAM-2 は TICAM-1 を介して IFN-β promoter を活性化する

HEK293 細胞に TICAM-1 と TICAM-2 を、IFN-β promoter(p125-Luc) と β-galactosidase を共
発現させ、発現後 24 時間の細胞を回収し、解析を行った。横軸は用いた TICAM-1 及び
TICAM-2 の量を示す。縦軸は空ベクターを強制発現させた細胞におけるルシフェラーゼ活性化
量を 1 としたとした際の各条件の活性化量を相対値で示した。上記の結果は二回行ったうちの
一回の結果で、どちらの回も同様の傾向が見られた。
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IRF-3 activation
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Fig. 1-3 TICAM-2 による IRF-3 の活性化

a ) TICAM-2 単独強制発現時の IRF-3 の活性化
b ) TICAM-2 存在下での TICAM-1 による IRF-3 活性化

HEK293 細胞に TICAM-1(b) 及び TICAM-2(a, b) を、IRF-3 reporter 及び GAL4 - DBD または
GAL4 - IRF-3 と共発現させ、発現後 24 時間の細胞を回収して解析を行った。横軸は強制発現し
た cDNA の種類と量を示し、縦軸は GAL4 - DBD と空ベクターを強制発現した細胞におけるルシ
フェラーゼ活性化量を 1 とした時の各条件でのルシフェラーゼ活性化量を相対値で示した。上記
の結果はいずれも三回行ったうちの一回の実験結果で、どの実験回においても同様の傾向が観察
された。

IRF-3 activation

( a )

( b )
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LPS stimulation
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Fig. 1-4 TICAM-1 / TICAM-2 ノックダウン細胞における IRF-3 の活性化

a ) LPS (100 ng/ml) 刺激による IRF-3 活性化への TICAM-1 / TICAM-2 の影響
b ) poly(I:C)( 10 µg/ml) 刺激による IRF-3 活性化への TICAM-1 / TICAM-2 の影響

マウスマクロファージ由来 RAW264.7 細胞において横軸に示してある各遺伝子の siRNA を二回
導入させた後、IRF-3 reporter 及び GAL4 - DBD または GAL4 - IRF-3 と共発現させ、発現後 24
時間の細胞をそれぞれのリガンドで 6 時間刺激し、細胞を回収して解析を行った。横軸は発現さ
せた siRNA を示し、縦軸は GAL4 - DBD、siRNA mock、未刺激の細胞におけるルシフェラーゼ
活性化量を 1 とした時の、各条件でのルシフェラーゼ活性化量を相対値で示した。上記の結果は、
a ) は 4 回、b ) は二回行ったうちの一回の結果で、どの実験回も同様の傾向が見られた。

( a )

( b )
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Fig. 1-5 TLR4 を介したシグナル伝達機構の概略図
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Fig. 2-1 TICAM-1 と TBK1, TANK との結合

a ) TICAM-1 の断片化模式図
b ) TICAM-1 N 末端領域と TBK1, TANK との結合
c ) TICAM-1 C 末端領域と TBK1, TANK との結合
d ) TANK と TBK1との結合
TICAM-1 と TBK1 及び TANK との結合を、Yeast two-hybrid 法を用いて解析した。
Yeast AH109 に各プラスミドを共発現させ、SD 培地から Trp, Leu を欠損させた培地で一度
生育させてから、それぞれの選択培地下で生育を確認した。W ; Trp, L ; Leu, H ; His, A ; Ade 

TIR
394 533 712 ( aa )

TICAM-1

S1 ( 1 - 359) S2 ( 368 - 712)

( a )

( b )

( c )

( d )

< SD - WLHA >

AD - 
BD - TBK1

AD - TANK
BD - 

AD - TANK
BD - TBK1 

47



TICAM-1(HA)
TANK (Myc)

WB : anti - HA

< Whole-cell lysate >

WB : anti - Myc

-
-
1

+
-
2

-
+
3

+
+
4

116

42

116

42

TANK

TICAM-1

TANK

Mr (kDa)

< IP ; anti - Myc >

WB : anti - HA

WB : anti - Myc

Fig. 2-2 TICAM-1 と TANK の哺乳類細胞内での相互作用

HEK293細胞に TICAM-1 (C-terminal HA tag) と TANK (C-terminal Myc tag) を強
制発現させ、24時間後に細胞を回収し、免疫沈降を行った。上部二段が免疫沈降を行っ
たもの、下部二段が発現確認である。panel の左には免疫沈降及び検出に用いた一次抗
体を示し、右にはバンドの予想される分子について矢印で示した。

48



TICAM-1(HA)
NAP1 (Myc)

< Whole-cell lysate >

WB : anti - HA

WB : anti - Myc

TICAM-1

*IgG heavy chain   

NAP1

TICAM-1

NAP1

116

116

66

+
+
4

-
+
3

+
-
2

-
-
1

Mr (kDa)

< IP : anti - Myc >
WB : anti - HA

WB : anti - Myc

1 2 3 4

( a )

( b )

IP : rabbit IgG
IP : anti - TICAM-1 +

4

+

3
+
2

+

1

NAP1

TICAM-1

WB : anti - NAP1

116
WB : anti - TICAM-1

- +

66

Mr (kDa)

poly (I:C)

Fig. 2-3 NAP1 と TICAM-1 の哺乳類細胞内での相互作用

a ) 強制発現による TICAM-1 と NAP1 の相互作用 
　293 細胞に TICAM-1(C-terminal HA tag ) と NAP1(C-terminal Myc tag) を共発現させ、24 時間
後の細胞を回収し、免疫沈降を行った。上部二段が免疫沈降を行ったもの、下部二段が発現確
認である。panel の左には免疫沈降及び検出に用いた一次抗体を示し、右にはバンドの予想され
る分子について矢印で示した。

b ) 内在性タンパク質での TICAM-1 と NAP1 の相互作用
　HeLa 細胞を 10 µg/ ml の poly(I:C)（lane 3, 4)、または等量の PBS（lane 1, 2) で 20 分間刺激
した後に細胞を回収し、免疫沈降を行った。記載は (a) と同じ。
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- +
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49



35

30

25

20

15

10

5

0
ー     100    400     ー     100    400   (ng)

NAK (TBK1) (10 ng)

6

5

4

3

2

1

0 ー    100     400     ー     100    400     (ng)

NAK (TBK1) (10 ng)

IFN-β promoter
R

el
at

iv
e 

lu
ci

fe
ra

se
 a

ct
iv

ity

   NAP1 
Full length

TICAM-1 (10 ng)

160

120

80

40

0
0     50  100    0     50   100 (ng)

160

120

80

40

0

TICAM-1 (10 ng)

IFN-β promoter

NAP1
158 - 270

0     50   100 200  400   0     50  100  200  400  (ng)

( a ) ( b )

( c ) ( d )IFN-β promoter IFN-β promoter

NAP1
 158 - 270

R
el

at
iv

e 
lu

ci
fe

ra
se

 a
ct

iv
ity

   NAP1 
Full length

Fig. 2-4 TICAM-1 および NAK(TBK1) による IFN-β promter 活性化への NAP1 の影響

a ) TICAM-1 による IFN-β promoter 活性化への NAP1 全長の影響
b ) TICAM-1 による IFN-β promoter 活性化への NAP1 158-270 の影響
c ) TBK1 による IFN-β promoter 活性化への NAP1 全長の影響
d ) TBK1 による IFN-β promoter 活性化への NAP1 158-270 の影響

HEK293 細胞に TICAM-1(a, b)、NAK(TBK1)(c, d) と NAP1 全長 (a, c)、NAP1 158 - 270(b, d)
をそれぞれに加え、IFN-β promoter(p125-Luc)、pTK-Renilla を強制発現し、24 時間後に細胞
を回収して解析を行った。横軸は添加したプラスミドの条件を示し、縦軸は空ベクターを強制
発現させた際のルシフェラーゼ活性化を 1 とした際の、各条件でのルシフェラーゼ活性化量を
相対的に示した。全ての結果は独立した三回の実験のうちの一回の結果であり、全ての実験で
同様の傾向が見られた。
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Fig. 2-5 TICAM-1 による NF-κB ならびに AP-1 活性化への NAP1 の影響

a ) NAP1 全長及び NAP1 ドミナントネガティブ体 の TICAM-1 による NF-κB 活性化への影響
b ) NAP1 全長及び NAP1 ドミナントネガティブ体の TICAM-1 による AP-1 活性化への影響

HEK293 細胞に TICAM-1 と NAP1 全長または NAP1 158 - 270 を、NF-κB reporter (a) または
AP-1 reporter (b) を共発現させ、発現後 24 時間の細胞を回収して解析を行った。横軸は添加し
たプラスミドの条件を示し、縦軸は空ベクターを強制発現させた際のルシフェラーゼ活性化を 1
とした際の、各条件でのルシフェラーゼ活性化量を相対的に示した。全ての結果は独立した二回
の実験のうちの一回の結果であり、全ての実験で同様の傾向が見られた。
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Fig. 2-6 TICAM-1 による IRF-3 活性化への NAP1 ドミナントネガティブ体の影響

a ) TICAM- による IRF-3 活性化への NAP1 の影響 (GAL4-IRF-3 reporter を用いた解析 )
　HEK293 細胞に NAP1 158 - 270 と TICAM-1 を、IRF-3 reporter 及び GAL4 - DBD または
GAL4 - IRF-3 と共発現させ、発現後 24 時間の細胞を回収して解析を行った。横軸は添加した
プラスミドを示し、縦軸は空ベクターを強制発現させた際のルシフェラーゼ活性化を 1 とした
際の、各条件でのルシフェラーゼ活性化量を相対的に示した。全ての結果は独立した三回の実
験のうちの一回の結果であり、全ての実験で同様の傾向が見られた。

b ) TICAM- による IRF-3 活性化への NAP1 の影響 (Native PAGE を用いた解析 )
　HEK293 細胞に TICAM-1 と NAP1 158-270 を強制発現させ、強制発現の 24 時間後に細胞を
回収し、Native PAGE を用いて IRF-3 の活性化型である二量体形成量について、ウエスタンブ
ロッティングを用いて解析した。二回の独立した実験を行い、どの回も同様の傾向が得られた。
上記は二回のうちの一回の結果を示した。数値は Vector 強制発現時の IRF-3 二量体付近の泳動
像を 1 として時の他の条件のバンドの濃さを、NIH Image Scan を用いて相対的に示した。
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Fig. 2-7 リガンド刺激による IRF-3 活性化への NAP ドミナントネガティブ体の影響と
  リガンド刺激による IFN-β promoter 活性化への NAP1 全長の影響

a ) poly(I:C) 10 µg/ml 刺激による IRF-3 活性化への NAP1 ドミナントネガティブ体の影響
b ) LPS 100 ng/ml 刺激による IRF-3 活性化への NAP1 ドミナントネガティブ体の影響
c ) poly(I:C) 10 µg/ml 刺激による IFN-β promoter 活性化への NAP1 Full の影響
d ) LPS 100 ng/ml 刺激による IFN-β promoter 活性化への NAP1 Full の影響

HEK293 細胞に NAP1 158 - 270( 記載量 )と TLR3 (50 ng) (a, c) または TLR4 / MD2 / CD14　
（それぞれ 50 ng) (b, d) を、IRF-3 reporter 及び GAL4 - DBD または GAL4 - IRF-3(a, b), また
は IFN-β promoter(c, d) と共発現させ、発現後 24 時間の細胞に poly(I:C) (10 µg/ml) (a, c) また
は LPS (100 ng/ml) (b, d) を含む培地と置換し、その 6 時間に細胞を回収して解析を行った。
横軸は添加したプラスミドを示し、縦軸は GAL4 - DBD または IFN-β promoter と空ベクター
を強制発現させた際のルシフェラーゼ活性化を 1 とした際の、各条件でのルシフェラーゼ活
性化量を相対的に示した。全ての結果は独立した四回の実験のうちの一回の結果であり、全て
の実験で同様の傾向が見られた。
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Fig. 2-8 リガンド刺激による NF-κB 活性化への NAP ドミナントネガティブ体の影響

a ) poly(I:C) 10 µg/ml 刺激による NF-κB 活性化への NAP1 ドミナントネガティブ体の影響
b ) LPS 100 ng/ml 刺激による NF-κB 活性化への NAP1 ドミナントネガティブ体の影響

HEK293 細胞に NAP1 158 - 270( 記載量 )と TLR3 (50 ng) (a) または TLR4 / MD2 / CD14　（そ
れぞれ 50 ng) (b) を、NF-κB reporter と共発現させ、発現後 24 時間の細胞に poly(I:C) (10 
µg/ml)  (a) または LPS (100 ng/ml) (b) を含む培地と置換し、その 6 時間に細胞を回収して解析
を行った。横軸は添加したプラスミドを示し、縦軸は空ベクターを強制発現させた際のルシフェ
ラーゼ活性化を 1 とした際の、各条件でのルシフェラーゼ活性化量を相対的に示した。全ての
結果は独立した二回の実験のうちの一回の結果であり、全ての実験で同様の傾向が見られた。
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　HeLa 細胞に pH1-Vector, pH1-GFP（コントロール細胞群として ), pH1-NAP1-A, pH1-NAP1-B の
それぞれを強制発現し、発現後 24 時間目から Puromycine (1µg/ml) を含む培地と置換し、それぞれ
耐性となった単一細胞集団を、各条件 4 から 5 クローンづつ単離し、NAP1 ノックダウンについて
RT-PCR で確認した (b)。NAP1 stable ノックダウン HeLa 細胞 (pH1-NAP1-A, pH1-NAP1-B） 及び
コントロール HeLa 細胞 ( pH1-Vector 又は sih-GFP) を poly(I:C) (10 µg/ml) で 1 時間 (c) または 6
時間 (d) 刺激した際に誘導される、IRF-3 の二量体形成量 (c) および IFN-β mRNA 量 (d) を、Native 
PAGE(c) および定量 PCR(d) 法を用いて解析した。Native PAGE に関しては Fig. 2-6 と同様に解析
した。定量 PCR については、poly(I:C) 刺激を行った細胞群から RNA を抽出して逆転写を行い、横
軸はノックダウンに用いたベクター名を、縦軸は各細胞群の poly(I:C) 刺激によって誘導される
IFN-β mRNA 量を未刺激時に含まれる IFN-β mRNA 量で相対的に示した。各実験は c に関しては独
立した三回の実験、d に関しては独立した四回の実験をそれぞれ行い、どの実験回も同様の傾向が
得られた。上記はそれらのうちの一回の結果を示した。また、どの実験回においても NAP1 のノッ
クダウンは RT-PCR にて確認した。
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Fig. 2-9 poly(I:C) 刺激によって誘導される IRF-3 活性化及び IFN-β mRNA への NAP1 の影響

a ) NAP1 ノックダウンによるに用いたターゲットサイトの模式図
b ) RT-PCR による NAP1 ノックダウン確認
c ) NAP1 ノックダウン細胞での poly(I:C) 刺激による IRF-3 活性化 (Native PAGE 法を用いて )
c ) NAP1 ノックダウン細胞での poly(I:C) 刺激による IFN-β mRNA 量
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Fig. 2-10 NAP1 と TBK1 及び IKKε との共発現による NAP1 のリン酸化

　293 細胞に NAP1 (C-terminal Myc tag ) と TBK1, TBK1 KM (C-terminal Flag tag) 及び
IKKε (N-terminal Flag tag) を共発現させ、24 時間後の細胞を回収し、免疫沈降を行った。
上部二段が免疫沈降を行ったもの、下部二段が発現確認である。panel の左には免疫沈降
及び検出に用いた一次抗体を示し、右にはバンドの予想される分子について矢印で示した。
TBK1 KM とは TBK1 のセリン・スレオニンキナーゼ活性に重要な 38 番目のリジン残基を
アラニンに置換したもので、キナーゼ活性が欠損しているコンストラクトである。
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a, b) HeLa 細胞に GFP, TICAM-1,TBK1, IKKε (a) 及び RIG-I, MDA5, IPS-1 (b) に対する siRNA を導入し、48 時間
後に RSV (MOI = 1 (a) 及び 2.5 (b)) および poly(I:C)(10 µg/ml)(a) で刺激し、48 時間後の細胞より RNA を抽出して解
析を行った。左側は RT-PCR によるノックダウン確認。右側は各刺激によって誘導された IFN-β の mRNA 量を定量
PCR にて数値化し、si-GFP 導入時の Mock で刺激した際の IFN-β mRNA 量を 1 とした際の相対値で示した。
c ) NAP1 及び GFP に対する siRNA vector を stable に発現した HeLa 細胞に、RSV (MOI = 1) を感染させ、48

時間後の細胞より RNA を抽出して解析を行った。データの示し方は a, b に同じ。
d ) HEK293 細胞に NAP1 及び Mal のドミナントネガティブ体（NAP1 158-270, Mal  P125H) を強制発現し、
24 時間後に RSV(MOI = 1) で刺激し、36 時間後の細胞より RNA を抽出して解析を行った。RSV 感染による IFN-β 

mRNA 量は a と同じ方法で定量した。a, b, c については二回、d については３回の独立した実験を行い、全ての実験
回において同様の傾向が得られた。上記はそれぞれ一回の独立した実験のデータである。

Fig.3-1 　RSV ウイルス感染による IFN-β 産生は RIG-I 経路である

a ) TICMA-1, TBK1, IKKεノックダウン細胞での RSV 感染によって誘導される IFN-β mRNA 量
b ) RIG-I, MDA5, IPS-1 ノックダウン細胞での RSV 感染によって誘導される IFN-β mRNA 量
c ) NAP1stable ノッックダウン細胞での RSV 感染によって誘導される IFN-β mRNA 量
d ) NAP1 ドミナントネガティブ体存在下での RSV 感染によって誘導される IFN-β mRNA 量
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Fig. 3-2 NAP1 は RIG-I 及び MDA5 と相互作用を示す

a ) NAP1 全長と RIG-I および MDA5 との相互作用
b ) 細胞内在性の NAP1 と RIG-I との相互作用
c ) NAP1delition 体の模式図 . aa : amino acid 
d ) ΔNAP1 と RIG-I および MDA5 との相互作用

a. d) 293 細胞に記載のプラスミドを強制発現させ、24 時間後に細胞を溶解し、免疫沈降を行った。
それぞれ上二段が免疫沈降を行ったもの、下二段が発現確認である。panel 左は検出に用いた一
次抗体を示し、panel 右は分子量から予想されるバンドについて矢印で示した
b) HeLa細胞を1000 IU/mlの IFN-βで24時間処理した細胞群と未処理の細胞群をそれぞれ溶解し、
抗 NAP1 抗体及び IgG コントロール抗体で免疫沈降を行った。表記については a ) と同様である。
a, d については三回、 b については二回の独立した実験を行い、それぞれ同様の傾向を得た。上
記はそのうちの一回の結果を示した。
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Fig. 3-3 RIG-I 及び MDA5 を介したシグナル伝達経路への NAP1 の影響

a ) RIG-I 及び MDA5 を介した IFN-β promoter 活性化への NAP1 の影響
b ) RIG-I 及び MDA5 を介した IRF-3 活性化への NAP1 の影響
c ) RIG-I 及び MDA5 を介した NF-κB 活性化への NAP1 の影響
　HEK293 細胞に NAP1 Full と RIG-I 及び MDA5(100 ng) ( 右側 ) 及び NAP DN と RIG-I 及び MDA5 (300 
ng)( 左側 ) ( 各 NAP1 濃度 : 200 ng, 400 ng) を、IFN-β promoter (a), IRF-3 reporter (b), 及び NF-κB 
reporter と共発現させ、発現後 24 時間の細胞を回収して解析を行った。横軸は添加したプラスミドを示
し、縦軸は空ベクターを強制発現させた際のルシフェラーゼ活性化を 1 とした際の、各条件でのルシフェ
ラーゼ活性化量を相対的に示した。全ての結果は独立した三回の実験のうちの一回の結果であり、全て
の実験で同様の傾向が見られた。

( a )

( b )

( c )
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Fig. 3-4 NAP1 は IPS-1 と相互作用を示し、そのシグナル伝達経路に関与する

a ) NAP1 の IPS-1 を介したシグナル伝達経路への影響
HEK293 細胞に NAP1 DN（200 ng, 400 ng) と IPS-1(300 ng) を、IFN-β promoter( 上段 ) または
IRF3 reporter( 下段 ) と共発現させ、発現後 24 時間の細胞を回収して解析を行った。横軸は添加
したプラスミドを示し、縦軸は空ベクターを強制発現させた際のルシフェラーゼ活性化を 1 とし
た際の、各条件でのルシフェラーゼ活性化量を相対的に示した。全ての結果は独立した三回の実
験のうちの一回の結果であり、全ての実験で同様の傾向が見られた。

b ) NAP1 と IPS-1 との相互作用
293 細胞にN末端に Flag タグを付加した IPS-1, およびC末端にMycタグを付加したNAP1を
強制発現させ、24 時間後に細胞をRIPA buffer で溶解し、免疫沈降を行った。それぞれ上二段
が免疫沈降を行ったもの、下二段が発現確認である。panel 左は検出に用いた一次抗体を示し、
panel 右は分子量から予想される分子について矢印で示した
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Fig. 3-5 NAP1 は IPS-1 と共局在した

HeLa細胞をpoly - L-Lysin coatしたカバーガラス上に播種し付着後、各プラスミドを強制発現した。
強制発現の 24 時間後に細胞を回収して抗体反応を行った。MitoTracker 染色を行った a, b に関し
ては、強制発現の 24 時間後に、　250 nM MitoTracker を添加し、37℃で 1 時間処理をした。各実
験は独立したものを２回行い、各実験回においても同様の傾向が得られた。上記データはその中
の代表的なものの一つである。

TANK-Myc Mito Tracker Merge Transmission

( a )
NAP1-Myc Mito Tracker Merge Transmission

IPS-1-Flag NAP1-Myc Merge Transmission

IPS-1-Flag Mito Tracker Merge Transmission
( b )

( c )
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Fig. 3-6 NAP1 DN は細胞質内 poly(I:C) 及び VSV 感染による IFN-β 産生に影響を与える

a ) 細胞質内二重鎖 RNA による IFN-β promoter 活性化への NAP1 の影響
HEK293 細胞に、NAP1 DN (200 ng, 400 ng) と RIG-I 及び MDA5(100 ng) を、IFN-β promoter
と共発現させ、発現 24 時間後、poly(I:C) 10 µg/ml を DEAE-Dextran を用いて細胞質に移入し
た。poly(I:C)移入の6時間後に細胞を回収し、解析を行った。横軸は添加したプラスミドを示し、
縦軸は空ベクター強制発現で未刺激でのルシフェラーゼ活性を 1 とした際の、各条件でのルシ
フェラーゼ活性化量を相対的に示した。全ての結果は独立した二回の実験のうちの一回の結果
であり、全ての実験回で同様の傾向が見られた

b ) VSV 感染による IRF-3 活性化への NAP1 DN の影響
HEK293 細胞に NAP1 DN を強制発現させ、強制発現の 24 時間後に VSV (MOI = 10) で 8 時
間感染させた。感染させた細胞を回収し、Native PAGE を用いて IRF-3 の活性化型である二
量体形成量について、ウエスタンブロッティングを用いて解析した。二回の独立した実験を行
い、どの回も同様の傾向が得られた。上記は二回のうちの一回の結果を示した
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Fig. 3-7 VSV 感染によって誘導される IRF-3 活性化及び IFN-β mRNA への NAP1 の影響

a ) RT-PCRによるNAP1 ノックダウン確認およびVSV感染によって誘導される IFN-β mRNA 
b ) VSV 感染による IRF-3 二量体形成における NAP1 ノックダウンの影響
c ) NAP1 ノックダウン細胞での VSV 感染による IFN-β mRNA 量

NAP1 stable ノックダウン HeLa 細胞 (pH1-NAP1-A, pH1-NAP1-B） 及びコントロール HeLa 細胞
( pH1-Vector又はsih-GFP)(第二章Fig. 2-9参照 )にVSV( MOI = 10)を8時間 (b)または12時間 (a, 
c) 感染させた際に誘導される、IRF-3 の二量体形成量 (b) および IFN-β mRNA 量 (c) を Native 
PAGE、定量 PCR を用いて解析した。Native PAGE に関しては Fig. 3-6 に、定量 PCR は Fig. 
3-1 と同様に解析し、結果は各細胞条件の Mock 感染細胞における IFN-β mRNA 量に対する相対
値で示した。各実験は b に関しては独立した三回の実験、c に関しては独立した二回の実験をそ
れぞれ行い、どの実験回も同様の傾向が得られた。上記はそれらのうちの一回の結果を示した。
また、どの実験回においても NAP1 のノックダウンは RT-PCR にて確認した。
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Fig.  3-8
 RIG-I、MDA5 及び IPS-1 による NF-κB 活性化への TBK1 及び IKKε のキナーゼ活性の影響

HEK293細胞にΔRIGI、MDA5及び IPS-1 (300 ng) とTBK1 KM(K38M)(上段)またはIKKε(K38A)
( 下段 )（それぞれ 400 ng) を、NF-κB reporter と共発現させ、発現後 24 時間の細胞を回収して
解析を行った。横軸は添加したプラスミドを示し、縦軸は空ベクターを強制発現させた際のルシフェ
ラーゼ活性化を 1 とした際の、各条件でのルシフェラーゼ活性化量を相対的に示した。全ての結果
は独立した二回の実験のうちの一回の結果であり、全ての実験で同様の傾向が見られた。
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(2) TICAM-1

Yeast two-hybrid Bait

TICAM-1

TICAM-1 Yeast pGBKT7

SD Trp, Leu, His, Ade 3- AT

15 mM TICAM-1

 (Fig. 3-1 a) pGBKT7 pGBD-C1

TICAM-1

 (Fig. 3-1 b) TICAM-1

4-2           TICAM-1

TICAM-1 N TIR domain C

TICAM-1 TIR domain

N Segment 1 (S1) C Segment

2 (S2)  (Fig. 4-2 a) S1 S2

S1 pGBD-C1 SD Trp, Leu, His

S2 pGBKT7 SD Trp, Leu,

His, Ade  3-AT 15 mM 10

 (Fig. 4-2 b, c) S1 S2
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4-3           N S1
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13 (Fig. 4-3)
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RING –finger domain Zn-finger 
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TRAF domain  (Fig. 4-4)
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LMP-1 LMP-1 NF- B

(11, 12) splicing

variant BS69 C MYND domain

BS69 MYND domain

TICAM-1 N BS69 MYND domain TICAM-1 NF- B
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 Fig. 4-1 TICAM-1 全長と選択条件検討

a ) Bait vector pGBKT7 での選択条件検討
b ) Bait vector pGBD-C1 での選択条件検討

Yeast AH109 に各プラスミドを共発現させ、SD 培地から Trp, Leu を欠損させた培地で一
度生育させてから、選択培地下で生育を確認した。Positive contorl は既に相互作用の報告さ
れているものを使用した。SD - WLHA + 3-AT 15 mM は SD 培地から Trp, Leu, His, Ade を
抜いた所へ、3-AT を 15 mM 添加した培地である。

< SD - WLHA + 3-AT 15 mM >

Positive
    control

BD - 
AD -

BD = pGBKT7

BD - TICAM-1
    Full length
AD - 

( a )

( b )

< SD - WLHA + 3-AT 15 mM >

Positive
    control

BD - 
AD -

BD = pGBD-C1

BD - TICAM-1
    Full length
AD - 
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 Fig. 4-2 TICAM-1 の断片化とスクリーニングの条件検討

a ) TICAM-1 の断片化模式図
b ) TICAM-1 S1 の選択条件検討
c ) TICAM-1 S2 の選択条件検討

Fig. 4-1 と同様に、条件検討を行った。

TIR

394 533 712 ( aa )

TICAM-1

S1 ( 1 - 359) S2 ( 368 - 712)

BD - S1
AD - 

BD -
AD - 

Positive
    control

BD = pGBD-C1< SD - WLH >

    BD = pGBD-C1

BD - S2
AD - 

BD -
AD - 

Positive
    control

( a )

( b )

( c )

< SD - WLHA + 3-AT 15 mM >
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 Fig.4-3 TICAM-1 S1 を用いたスクリーニングの結果

a ) 得られたクローンの遺伝子名と数
b ) TICAM-1 S1 との結合の再確認

Fig. 4-1 と同様に Yeast に各プラスミドを発現させた後、SD培
地から Trp, Leu, His を抜いた培地で生育させた。

 No   　　　                                   個数　　   retest
 1 Homo sapiens collagen, type VIII, alpha 1 (COL8A1), mRNA.        2  +
 2 Homo sapiens adenovirus 5 E1A binding protein (BS69), mRNA.      12   +
 3 Homo sapiens lamin A/C (LMNA), transcript variant 3, mRNA      15  +
 4 Homo sapiens solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; adenine nucleotide 
           translocator), member 6 (SLC25A6),nuclear gene encoding mitochondrial protein, mRNA    2   -
 5 Homo sapiens TNF receptor-associated factor 2 (TRAF2), transcript variant 1, mRNA    6   +
 6 Homo sapiens TNF receptor-associated factor 1 (TRAF1), mRNA             1  +
 7 Homo sapiens sterol regulatory element binding transcription factor 1 (SREBF1), mRNA    1     -
 8 Homo sapiens chromosome 19 clone CTD-2561J22, complete sequence      1   -
 9 Homo sapiens, CDK4-binding protein p34SEI1           1      -
 10 Homo sapiens ubiquitin B (UBB), mRNA            1   -
 11 Homo sapiens proapoptotic caspase adaptor protein (PACAP), mRNA       1   -
 12 Homo sapiens RANBPM mRNA, complete cds           2   -
 13 Similar to cofilin 1, non-muscle, mRNA, complete cds          1   - 

AD-TRAF1
BD-

AD-TRAF2
BD-

AD-TRAF2
BD-TICAM-1S1

AD-TRAF1
BD-TICAM-1 S1

AD-BS69
BD-

AD-BS69
BD-TICAM-1 S1

( a )

( b )

< SD- WLH >
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TRAF
C-C

TRAF

( a )

( b )

( 1 )

( 5 )

( 2 )

RING Zn C-C

Fig. 4-4 スクリーニングにより得られた TRAF1, TRAF2 の領域

a ) TRAF1 の分子模式図
b ) TRAF2 の分子模式図

上段は各 TRAF のドメイン構造の模式図を示し、下段にスクリ−ニングにより得られた領域とそ
の数を示した。
RING : Ring domain, Zn : zinc-finger domain, C-C : coiled-coil domain, TRAF : TRAF domain
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AD - BS69 AD - BS69

AD - BS69

BD - 

AD - 
BD - TICMA-1 S1

AD - 
BD - TICMA-1 S1

L319A

BD - TICMA-1 S1
L319A

BD - TICMA-1 S1

< SD - WL > < SD - WLHA >

Fig. 4-5 BS69 結合motif と結合確認

a ) TICAM-1N末端領域にあるBS69結合モチーフ
b ) 結合モチーフ欠損 TICAM-1 と BS69との結合

Fig. 4-1 と同様、Yeast に各プラスミドを発現させた後、SD 培地から Trp, Leu を抜いた培地（SD 
- WL) と ,Trp, Leu, His, Ade （SD - WLH) を抜いた培地で生育させた。

( a )

( b )

P Q S L P L P I L E P V K N P C Sh TICAM-1

h TICAM-1 L319A

311 328

BS69 binding motif             P x L x P
P Q S L P L P I A E P V K N P C S

92



  

1. Yamamoto, M., S. Sato, K. Mori, K. Hoshino, O. Takeuchi, K. Takeda, and S.

Akira. 2002. Cutting edge: a novel Toll/IL-1 receptor domain-containing adapter

that preferentially activates the IFN-beta promoter in the Toll-like receptor

signaling. J Immunol 169:6668-6672.

2. Oshiumi, H., M. Matsumoto, K. Funami, T. Akazawa, and T. Seya. 2003.

TICAM-1, an adaptor molecule that participates in Toll-like receptor 3-mediated

interferon-beta induction. Nat Immunol 4:161-167.

3. Yamamoto, M., S. Sato, H. Hemmi, K. Hoshino, T. Kaisho, H. Sanjo, O.

Takeuchi, M. Sugiyama, M. Okabe, K. Takeda, and S. Akira. 2003. Role of

adaptor TRIF in the MyD88-independent toll-like receptor signaling pathway.

Science 301:640-643.

4. Oshiumi, H., M. Sasai, K. Shida, T. Fujita, M. Matsumoto, and T. Seya. 2003.

TIR-containing Adapter Molecule (TICAM)-2, a Bridging Adapter Recruiting to

Toll-like Receptor 4 TICAM-1 That Induces Interferon-{beta}. J Biol Chem

278:49751-49762.

5. Honda, K., and T. Taniguchi. 2006. IRFs: master regulators of signalling by Toll-

like receptors and cytosolic pattern-recognition receptors. Nat Rev Immunol

6:644-658.

6. Sasai, M., M. Matsumoto, and T. Seya. 2006. The Kinase Complex Responsible

for IRF-3-Mediated IFN-{beta} Production in Myeloid Dendritic Cells (mDC). J

Biochem (Tokyo) 139:171-175.

7. Chung, J. Y., Y. C. Park, H. Ye, and H. Wu. 2002. All TRAFs are not created

equal: common and distinct molecular mechanisms of TRAF-mediated signal

transduction. J Cell Sci 115:679-688.

8. Fotin-Mleczek, M., F. Henkler, A. Hausser, H. Glauner, D. Samel, A. Graness, P.

Scheurich, D. Mauri, and H. Wajant. 2004. Tumor necrosis factor receptor-

associated factor (TRAF) 1 regulates CD40-induced TRAF2-mediated NF-

kappaB activation. J Biol Chem 279:677-685.

9. Hateboer, G., A. Gennissen, Y. F. Ramos, R. M. Kerkhoven, V. Sonntag-Buck, H.

G. Stunnenberg, and R. Bernards. 1995. BS69, a novel adenovirus E1A-

associated protein that inhibits E1A transactivation. Embo J 14:3159-3169.

93



10. Ansieau, S., and A. Leutz. 2002. The conserved Mynd domain of BS69 binds

cellular and oncoviral proteins through a common PXLXP motif. J Biol Chem

277:4906-4910.

11. Kurozumi, K., M. Nishita, K. Yamaguchi, T. Fujita, N. Ueno, and H. Shibuya.

1998. BRAM1, a BMP receptor-associated molecule involved in BMP signalling.

Genes Cells 3:257-264.

12. Chung, P. J., Y. S. Chang, C. L. Liang, and C. L. Meng. 2002. Negative

regulation of Epstein-Barr virus latent membrane protein 1-mediated functions

by the bone morphogenetic protein receptor IA-binding protein, BRAM1. J Biol

Chem 277:39850-39857.

13. Wan, J., W. Zhang, L. Wu, T. Bai, M. Zhang, K. W. Lo, Y. L. Chui, Y. Cui, Q.

Tao, M. Yamamoto, S. Akira, and Z. Wu. 2006. BS69, a specific adaptor in the

latent membrane protein 1-mediated c-Jun N-terminal kinase pathway. Mol Cell

Biol 26:448-456.

94



TICAM-1 TRAF family

TICAM-1 N TRAF1 TRAF2 Yeast

two-hybrid TLR NF- B

TRAF family TRAF6

TRAF family TLR

TLR TRAF6

TRAF family TLR

TRAF family TRAF2 TICAM-1

TICAM-1 N TRAF1 TRAF2

TNF- NF- B

(1, 2) TNFRI TNF-

TRADD RIP1 TRAF2 TRAF2 N

RING-domain (E3) TRAF2

RIP1 TNF-

NF- B (3) TRAF1 TRAF2 TNFRI

TRAF1 N RIGN-domain TNFRI

TRAF2 TNF- NF- B

(4, 5)

TLR family MyD88 NF- B

TRAF6 MyD88 IRAK1-IRAK4

TRAF6 TRAF6

TAK1-TAB2 NF- B (6)

MyD88 TLR

MyD88 TICAM-1

(7, 8) TICAM-1 NF- B

TICAM-1 N TRAF6

TICAM-1 NF- B TLR3

NF- B TRAF6 (9, 10)

TRAF6 TLR3 poly(I:C)

NF- B TRAF6

95



TICAM-1 NF- B TRAF6 (11)

TNF- NF- B RIP1

TICAM-1 C TICAM-1 NF- B

(12)

TICAM-1 NF- B TRAF6 RIP1

TICAM-1

TICAM-1 NF- B IRF-3

MAP IRF-3

NAP1 (13) NAP1 TICAM-1

TICAM-1 NAP1

TICAM-1 MAP

NAP1 

TICAM-1 MAP

TICAM-1 N

TRAF2 TICAM-1 TICAM-1

96



<  >

5-1           TICAM-1 TRAF1, TRAF2, TRAF6

TICAM-1 N TRAF1, TRAF2 Yeast two-hybrid

TRAF1 TRAF2 TICAM-1

TICAM-1

293 TICAM-

1 TRAF1 TRAF2 Fig. 5-

1 a , b  TLR TRAF family

TRAF6 TICAM-1 N TRAF6

TRAF6 TICAM-1 (9, 10)

TICAM-1 TRAF6 Yeast two-hybrid

TRAF6 TICAM-1 N  (Fig. 5-1 c)

TICAM-1 TRAF6

Fig. 5-1 d TICAM-1

TRAF family TRAF1, TRAF2, TRAF6

5-2           TRAF2 TRAF6 TICAM-1

TRAF family C family

TRAF-C domain N

Ring domain Zinc-finger domain coiled–coil Fig. 5-2

a (1) TRAF1 Ring domain TRAF1 TRAF domain

TRAF family TRAF family

(5, 14) TRAF1 TRAF2

TRAF6 TICAM-1

TICAM-1 TRAF2 Yeast two-hybrid

TRAF2 C

TRAF domain TRAF2 C TRAF-C domain

TICAM-1 ( ) TRAF2 C

TICAM-1 293
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TICAM-1 Fig. 5-2 b

TRAF6 TRAF2 C TICAM-1

Fig. 5-1 d TICAM-1 N

TRAF2 TRAF2 TICAM-1 N

TRAF2 TICAM-1 N

TICAM-1 N TIR domain TICAM-1 N+TIR

TRAF2 293

TICAM-1 N+TIR TRAF2

TICAM-1 Fig. 5-2 c

5-3           TRAF2 TICAM-1

TRAF2 TNF-  RIP1 RIP1

(3) TRAF2 TICAM-1

TRAF2 TICAM-1

293 HA-

TICAM-1 TICAM-1 CFP

GFP HA—

TICAM-1 2.6 TRAF2

7.1 TICAM-1 Fig.

5-3 a

76 7

48
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(3) TRAF family TRAF2 TRAF6 63

(E3)

(15, 16) TICAM-1 TICAM-1

TICAM-1 48 63

48 63

(K48R-Ub, K63R-Ub) TICAM-1
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(15) 6.2

TICAM-1 K48R-Ub 4.4

K63R-Ub 1.4 TICAM-1

K63R-Ub  (Fig. 5-3 b)

E1 E2

E3 ATP

(3, 17) TRAF2 K63

TICAM-1 K63

Fig. 5-3 TRAF2

TICAM-1 in vitro ubiquitination assay

TRAF2 Mms2(Uev1A) Ubc13 E2

(16) In vitro ubiquitination assay E1, E2 (Mms2/Ubc13), E3

(TRAF2), TICAM-1 His

Ni-NTA  (Fig. 5-3 e) in

vitro TICAM-1 E2

TRAF2 TICAM-1

TICAM-1

TICAM-1  (Fig. 5-3 f)

TICAM-1 TRAF2
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TICAM-1 TRAF2 TICAM-1

TRAF2 TRAF2 motif

Yeast two-hybrid TICAM-1

TRAF2 motif 100-150 AYQE motif, 300-386

PxQxT/S motif  (Fig. 5-4 a) (18-22) TICAM-1

TRAF2 motif TICAM-1 N TRAF2

Yeast two-hybrid  (Fig. 5-4 a)

TICAM-1 N300-359  (dN300) TRAF2

 (Fig. 5-4 b) dN300 PxQxT/S motif EB

LMP-1  motif

CD40 motif

TRAF2 (23, 24)  dN300 TRAF2 
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(AAS PQA )  (Fig. 5-4 c) Yeast two-hybrid

TRAF2 TICAM-1dN300 TRAF2

 (Fig. 5-4 d)

TICAM-1 PxQxS motif TRAF2

5-5           TICAM-1 TRAF2

Yeast two-hybrid TICAM-1 TRAF2

TRAF2

Yeast two-hybrid TRAF2 AAS

PQA TRAF2

PQA TRAF2  (Fig. 5-5 b lane 2, 3, 4)
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TICAM-1 N TRAF6
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TICAM-1 PQA TICAM-1 E252A TICAM-1
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TICAM-1 TRAF
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TRAF6-C TICAM-1

TRAF2-C TRAF6-C TICAM-1

 (Fig. 5-5 c) TICAM-1 TRAF2 TRAF6

E3

TICAM-1 C RHIM domain

domain RIP1 NF- B
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 (Fig. 5-5 e)
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TICAM-1 E252A TICAM-1 PQA / E252A

 (Fig. 5-6 c) NF- B MAP
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TICAM-1 E252A  (Fig. 5-6 e)

TICAM-1 IFN-  promoter TRAF2 TRAF6
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 Fig. 5-1   TRAF1/TRAF2/TRAF6 と TICAM-1 との結合

a ) 哺乳類細胞内での TICAM-1 と TRAF1 の相互作用  
b ) 哺乳類細胞内での TICAM-1 と TRAF2 の相互作用 
c ) TRAF6 と TICAM-1 S1 との結合 　　
d ) 哺乳類細胞内での TRAF6 と TICAM-1 との相互作用

a, b, d) 293 細胞に記載のプラスミドを強制発現させ、24 時間後に細胞を溶解し、免疫沈降を行っ
た。それぞれ上二段が免疫沈降を行ったもの、下二段が発現確認である。panel 左は検出に用いた
一次抗体を示し、panel 右は分子量から予想されるタンパクについて矢印で示した。
c ) 上段 -使用した TICAM-1 の領域。下段 -Yeast AH109 に各プラスミドを共発現させ、SD 
培地から Trp, Leu を欠損させた培地で一度生育させてから、選択培地下で生育を確認した。
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Fig. 5-2 TRAF2 と TICAM-1 との結合領域

a) TRAF family の模式図 
 R; Ring domain, Z; zinc-finger domain, C-C; coiled-coil domain, TRAF-C; TRAF-C domain.
b) TRAF2-C と TICAM-1 との相互作用 
c) TICAM-1 N+TIR と TRAF2 との相互作用
b, c) 293細胞に記載のプラスミドを強制発現させ、24時間後に細胞を溶解し、免疫沈降を行った。
それぞれ上二段が免疫沈降を行ったもの、下二段が発現確認である。panel 左は検出に用いた一
次抗体を示し、panel 右は分子量から予想されるタンパクについて矢印で示した。
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Fig. 5-3 TRAF2 による TICAM-1 のユビキチン化
a ) TICAM-1 のユビキチン化  b ) K48R/K63R を用いた TICAM-1 のユビキチン化
　293 細胞に記載のプラスミドを強制発現させ、24 時間後に細胞を溶解し、免疫沈降を行った。それぞれ上二段が
免疫沈降を行ったもの、下二段が発現確認である。panel 左は検出に用いた一次抗体を示し、panel 右は分子量から
予想されるタンパクについて矢印で示した。数値はHA-Ub または TICAM-1 単独発現時のポリユビキチン化付近の
泳動像を 1 として時の他の条件のバンドの濃さを、NIH Image Scan を用いて相対的に示した。

c ) 精製タンパク質の CBB 染色 d ) in vitro ubiquitination assay 
　各タンパク質に His タグを付加させたものを大腸菌に発現させ、そのタンパク質を Ni-NTA セファロースを用い
て精製した。全て 20 % グリセロールを添加し、-80℃保存のものをストックとした。( c ) は各ストックを 1 µl づつ
（TICAM-1 のみ 5 µl）泳動し、ゲルを CBB 染色した。精製したタンパク質を記載の組み合わせで混合し、30℃で 12
時間反応させた。Reaction ( - ) は混合する前から SDS を添加し、30℃反応時間中は 4℃で保存した。12 時間後、
7.5 % アクリルアミドゲルで泳動し、TICAM-1 抗体を用いて、TICAM-1 のユビキチン化について解析した。d の実
験は独立した５回の実験を行い、どの回も同様の傾向が得られている。上記はそのうちの一回の結果を示した。
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Fig. 5-4 TICAM-1 における TRAF2 結合サイトの同定

a) TICAM-1 N 末端領域欠損体の概略図 （黒丸は TRAF2結合可能なサイトを示した )
b) TRAF2 と TICAM-1 N 末端欠損体の結合
Yeast AH109 に各プラスミドを共発現させ、SD 培地から Trp, Leu を欠損させた培地で一度生育
させてから、各選択培地下で生育を確認した。
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Fig. 5-4 TICAM-1 における TRAF2 結合サイトの同定

c ) TICAM-1 300 - 386 aa の TRAF2 結合 motif とその変異
d ) TICAM-1 変異体と TRAF2 との結合
Yeast AH109 に各プラスミドを強制発現させ、SD 培地から Trp, Leu を欠損させた培地で一度生
育させてから、各選択培地下で生育を確認した。
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Fig. 5-5 TRAF 結合変異 TICAM-1 のユビキチン化

a ) TICAM-1 の TRAF6 結合 motif と変異体の模式図
 （白丸は N 末に存在する TRAF6 binding motif を , 黒丸は変異部分を示した )
b ) TICAM-1 TRAF binding 変異体のユビキチン化
c ) TICAM-1 N+TIR のユビキチン化に対する TRAF2-C 及び TRAF6-C の影響

　293FT 細胞に記載のプラスミドを強制発現させ、24 時間後に細胞を溶解し、免疫沈降を行っ
た。それぞれ上二段が免疫沈降を行ったもの、下二段が発現確認である。panel 左は検出に
用いた一次抗体を示し、panel 右は分子量から予想されるタンパクについて矢印で示した。
全ての実験は少なくとも独立した三回の実験を行っており、全ての実験回において同様の傾
向が得られた。上記はそのうちの一回の実験結果を示した。
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Fig. 5-5 TRAF 結合変異 TICAM-1 のユビキチン化

d ) RIP 結合 domain である RHIM domain の概略 (Clastal Wを用いて )
 と RHIM 変異による TICAM-1 蛋白量の変化
　HEK293 細胞に各 TICAM-1 変異体 (200 ng) を強制発現し、発現後 24 時間の細胞を回収し、
　ウエスタンブロッティングを行った。

e ) RHIM 変異 (VQLG→AAAA) 及び TRAF 結合変異 TICAM-1 のユビキチン化

　293FT 細胞に記載のプラスミドを強制発現させ、24 時間後に細胞を溶解し、免疫沈降を行っ
た。それぞれ上二段が免疫沈降を行ったもの、下二段が発現確認である。panel 左は検出に用
いた一次抗体を示し、panel 右は分子量から予想されるタンパクについて矢印で示した。全て
の実験は少なくとも独立した二回の実験を行っており、全ての実験回において同様の傾向が得
られた。上記はそのうちの一回の実験結果を示した。ユビキチン化に関しては NIH image 
scan を用いて定量化し、各 TICAM-1 の whole cell lysate で相対化して RHIM 変異体のユビキ
チン化量を 100 とした時の Triple 変異体のユビキチン化量について示した。
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Fig. 5-6 TRAF 結合変異 TICAM-1 によるのシグナル伝達

a ) TICAM-1 欠損体による IFN-β promoter 活性化
b ) TRAF 変異体による IFN-β promoter 活性化
c ) TRAF 変異体による IRF-3 の活性化 d ) TRAF 結合変異体による NF-κB 活性化
HEK293 細胞に TICAM-1 欠損体（a, 50 ng, 200 ng) または TICAM-1 N+TIR の TRAF 変異体 (b, 
c, 10 ng、d, 200 ng) を、IFN-β promoter (a, b), IRF-3 reporter (c), NF-κB reporter (d) と共発現さ
せ、発現後 24 時間の細胞を回収して解析を行った。横軸は添加したプラスミドを示し、縦軸は
空ベクター (a, b, d) または GAL4-DBD に空ベクター (c) をそれぞれ強制発現させた際のルシフェ
ラーゼ活性化を 1 とした際の、各条件でのルシフェラーゼ活性化量を相対的に示した。全ての結
果は独立した二回の実験のうちの一回の結果であり、全ての実験で同様の傾向が見られた。
b, c) の下段は、ルシフェラーゼ活性を測定したサンプルの一部を取り、各コンストラクトの発
現状況ウエスタンブロッティングで確認した。

1600

1200

800

400

0
 ー  WT  PQA  E252A  PQA/ 

E252A

IFN-β promoter activation

R
el

at
iv

e 
st

im
ul

at
io

n

 E252A  PQA/ 
E252A

80

60

40

20

0

IFN-β promoter activation

3000

2500

2000

1500

1000

500

0

R
el

at
iv

e 
st

im
ul

at
io

n

Full length N + TIR C + TIR
ー

116
TICAM-1
  N+TIR

1 5432

β - actin

1400
1200

800

400

0
 ー  WT  PQA  E252A  PQA/ 

E252A

IRF-3 activation

R
el

at
iv

e 
st

im
ul

at
io

n

1000

600

200

1 5432
TICAM-1
  N+TIR

β - actin

( a ) ( c )

( b )

16

14

6

12

8

10

4

2

0
 WT  PQA  E252A  PQA/ 

E252A
AAS

R
el

at
iv

e 
st

im
ul

at
io

n
NF-κB activation

( d )

116

114



( e )

( f )

( g )

WT RHIM Triple

IFN-β promoter activation

2000

1600

1200

800

400

0
ー

R
el

at
iv

e 
st

im
ul

at
io

n

RHIM PQA/
RHIM

E252A/
RHIM

IFN-β promoter activation

1000

800

0

600

400

200R
el

at
iv

e 
st

im
ul

at
io

n

ー

Fig. 5-6 TRAF 変異による TICAM-1 のシグナル伝達機構への影響

e ) TRAF 結合変異体による AP-1 活性化 
f ) TICAM-1 全長での TRAF 変異による IFN-β promoter の活性化
g ) RHIM 変異条件下での TRAF 変異による IFN-β promoter 活性化

　HEK293 細胞に各 TICAM-1 変異体（e, 200 ng、f, 5 ng, 25 ng, 50 ng、g, 10 ng ) を、
AP-1 reporter (e) または IFN-β promoter (f, g) と共発現させ、発現後 24 時間の細胞を回収し
て解析を行った。横軸は添加したプラスミドを示し、縦軸は空ベクターを強制発現させた際
のルシフェラーゼ活性化を 1 とした際の、各条件でのルシフェラーゼ活性化量を相対的に示
した。全ての結果は独立した二回の実験のうちの一回の結果であり、全ての実験で同様の傾
向が見られた。
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Fig. 5-7 TICAM-1 を介したシグナル伝達機構へのユビキチン化と TRAF 結合の寄与

a ) TLR のアダプター分子と TRAF2 との相互作用
b ) poly(I:C) 刺激による MAP キナーゼ活性化への Ubc13C87A の影響
c ) TICAM-1 変異体による IFN-β mRNA 誘導

a) 293FT 細胞に記載のプラスミドを強制発現させ、24 時間後に細胞を溶解し、免疫沈降を行った。
それぞれ上二段が免疫沈降を行ったもの、下二段が発現確認である。panel 左は検出に用いた一
次抗体を示し、panel 右は分子量から予想されるタンパクについて矢印で示した。全ての実験は
少なくとも独立した二回の実験を行っており、全ての実験回において同様の傾向が得られた。上
記はそのうちの一回の実験結果を示した。
b ) HeLa 細胞に Ubc13C87A または空ベクターを強制発現させ、24 時間後に細胞を溶解し、ウエ
スタンブロッティングを行った。panel 左は検出に用いた一次抗体を示し、panel 右は分子量から
予想されるタンパクについて矢印で示した。
c ) RAW264.7 細胞に上記プラスミドを等量づつ強制発現させ、24 時間後に RNA を回収し、
RT-PCR を行った。
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Fig. 5-8  TRAF3 と TICAM-1 の結合

 TRAF3 と TICAM-1 N 末端領域 (S1) との結合を、Yeast two-hybrid 法を用いて解析した
 Yeast AH109 に各プラスミドを共発現させ、SD 培地から Trp, Leu を欠損させた培地
　　　で一度生育させてから、各選択培地下で生育を確認した
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Fig. 6-1  TBK1 による TICAM-1 のリン酸化

a ) TBK1 による TICAM-1 のリン酸化
b ) TICAM-1 欠損体の模式図
c ) TICAM-1 欠損体の TBK1 によるリン酸化
HEK293 細胞に TICAM-1 (C-terminal HA tag) と TBK1(a, c) および IKKε(a) (N-terminal Flag tag)
を共発現させ、24 時間後に細胞を回収し、免疫沈降 (a) 及びウエスタンブロッティング (c) を行っ
た。(a) は上部二段が免疫沈降を行ったもの、下部二段が発現確認である。panel の左には免疫
沈降及び検出に用いた一次抗体を示し、右にはバンドの予想される分子について矢印で示した。
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Fig. 6-2 TICAM-1 による IFN-β promoter 活性化と TICAM-1 リン酸化領域との相関

a ) TICAM-1N 末欠損体の模式図
b ) TICAM-1N 末欠損体による IFN-β promoter 活性化
c ) TICAM-1N 末欠損体のリン酸化

b ) HEK293 細胞に各 TICAM-1 N 末欠損体（100 ng) を、IFN-β promoter と共発現させ、発現
後 24 時間の細胞を回収して解析を行った。横軸は添加したプラスミドを示し、縦軸は空ベク
ターを強制発現させた際のルシフェラーゼ活性化を 1 とした際の、各条件でのルシフェラーゼ
活性化量を相対的に示した。結果は独立した二回の実験のうちの一回の結果であり、全ての実
験で同様の傾向が見られた。

c ) 293FT 細胞に各 TICAM-1N 末欠損体 (C-terminal HA タグ ) を TBK1(C-terminal Flag タグ )
と共発現させ、24 時間後に細胞を溶解し、ウエスタンブロッティングを行った。panel 左は検
出に用いた一次抗体を示し、panel右は分子量から予想される分子について矢印で示した。また、
TICAM-1 発現時に、アポトーシス阻害剤であるZ-VAD FMK (20 µM) を添加した。
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Fig. 6-3 TICAM-1 多量体形成による TICAM-1 リン酸化

a ) TBK1 による TICAM-1 リン酸化の予測図
b ) TICAM-1 全長補足時における TICAM-1 N 末欠損体のリン酸化 

b ) 293FT細胞に各 TICAM-1 N末欠損体 (ΔN230, ΔN386, TIR(387-566 aa). C-terminal HAタグ )
を TICAM-1 Full (C-terminal Flag タグ ) と TBK1 (C-terminal Flag タグ ) と共発現させ、24 時
間後に細胞を溶解し、ウエスタンブロッティングを行った。panel 左は検出に用いた一次抗体と
SDS-PAGE のゲル濃度を示し、panel 右は分子量から予想されるタンパクについて矢印で示し
た。また、TICAM-1 発現時に、アポトーシス阻害剤である Z-VAD FMK (20 µM) を添加した。
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BD - 
AD - S4

BD - 
AD - S5

BD - S4
AD - S4

BD - S5
AD - S5

BD - S4
AD -  

BD - S5
AD - 

 < SD-WLH >  < SD-WLHA >

TIR
394 533 712 ( aa )

TICAM-1

S1 ( 1 - 359) S2 ( 368 - 712) ( 第四章参照 )

S4 ( 387 - 556)
S5 ( 534 - 712)

( a )

Fig. 6-4 TICAM-1 同士の結合部位の同定

a ) TICAM-1N 末端領域同士と C 末端領域同士の結合
b ) TICAM-1 TIR domain 同士と C 末端同士の結合

Yeast AH109 に各プラスミドを共発現させ、SD 培地から Trp, Leu を欠損させた培地で一度
生育させてから、それぞれの選択培地下で生育を確認した。W ; Trp, L ; Leu, H ; His, A ; Ade

 < SD-WLH >

BD - 
AD - S1

BD - S1
AD - 

BD - S1
AD - S1

 < SD-WLA >

BD - 
AD - S2

BD - S2
AD - 

BD - S2
AD - S2

( b )
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( a )

Human  FYNFVILHARADEHIALRVREKLEALGVPDGATFCEDFQVPGRGEL
Cattle  FYNFVVLHASADEHIALRVRERLEALGVHDGATFCEDFQVPGRGEL
Mouse  FYNFVVIHARADEQVALRIREKLETLGVPDGATFCEEFQVPGRGEL
Ratte  FYNFVVIHARADEQVALRIREKLETLGVPDGATFCEEFQVPGRGEL
Zebrafish FYAFVILHEAEDADEAQRLREKLEGIISANGATFSEDFAQAGRSTL
Fugu  FYAFVIMHAPEDADVADCVREKVEKVIGCKGATFSDDFRTPGKSTL
               ** **::*   * . *  :**::* :   .****.::*  .*:. *

BOX I BOX II

P434H
H

 < SD-WLH >  < SD-WLHA >

BD - S4 WT 
AD - 

BD - S4 WT
AD - TICAM-2

BD - S4 WT
AD - TLR3

BD - 
AD - TICAM-2

BD - S4 P434H
AD - TICAM-2

BD - S4 P434H
AD - 

BD - S4 P434H
AD - TLR3

BD - 
AD - TLR3

( b )

Fig. 6-5 TICAM-1 P434 変異体による TLR family 間の結合

a ) 下等生物 TICAM とのアミノ酸配列比較　(Clastal W を用いた相同性比較 )
b ) TICAM-1 結合分子との結合に対する P434H 変異の影響

Yeast AH109 に各プラスミドを共発現させ、SD 培地から Trp, Leu を欠損させた培地で一度
生育させてから、それぞれの選択培地下で生育を確認した。W ; Trp, L ; Leu, H ; His, A ; Ade

 *  同一アミノ酸
 :  相同アミノ酸
 ・  類似アミノ酸

 < SD-WLHA >

BD - S4 WT 
AD - 

BD - S4 WT
AD - S4 WT

BD - S4 P434H
AD - S4 WT

BD - S4 P434H
AD - 

BD -
AD - S4 WT
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 < SD-WLHA >

BD - 
AD - S5 WT 

BD - S5 RHIM
AD - S5 WT  

BD - S5 RHIM
AD - 

BD - S5 WT
AD - S5 WT  

BD - F5 WT
AD -   

Fig. 6-6 TICAM-1C 末端領域同士の相互作用

TICAM-1 の C 末端領域にある RHIM domain に変異を入れ (VQLG 　AAAA)、TICAM-1 の C
末端同士の結合について解析を行った

Yeast AH109 に各 cDNA を共発現させ、SD 培地から Trp, Leu を欠損させた培地で一度生育
させてから、それぞれの選択培地下で生育を確認した。W ; Trp, L ; Leu, H ; His, A ; Ade
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Fig. 6-7 TICAM-1 リン酸化サイトの予測

Human TICAM-1、Human IRF-3、　Human IRF-7 のリン酸化予測を NetPhos 2.0 Server
（http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) を用いて行った。

human IRF-3 C-terminal

351   CVGESWPQD  0.072    .
385   VGGASSLEN  0.939  *S*
386   GGASSLENT  0.969  *S*
396   DLHISNSHP  0.007    .
398   HISNSHPLS  0.009    .
402   SHPLSLTSD  0.352    .
405   LSLTSDQYK  0.013    .
427   GPGES----  0.007    .

391   ASPSTPACL  0.210    .
402   RNCDTPIFD  0.223    .
429   SPRYTIYLG  0.735  *T*
465   HLEGTQREG  0.982  *T*

Serine Prediction

ThreoninePrediction
359   DQPWTKRLV  0.808  *T*
370   KVVPTCLRA  0.039    .
390   SLENTVDLH  0.167    .
404   PLSLTSDQY  0.168    .

human IRF-7 C-terminal

471   REGVSSLDS  0.948  *S*
472   EGVSSLDSS  0.857  *S*
475   SSLDSSSLS  0.275    .
476   SLDSSSLSL  0.407    .
477   LDSSSLSLC  0.025    .
479   SSSLSLCLS  0.675  *S*
483   SLCLSSANS  0.013    .
484   LCLSSANSL  0.011    .
487   SSANSLYDD  0.992  *S*

Serine Prediction

ThreoninePrediction

IRF-3 及び IRF-7 を
活性化し、二量体
形成に必須のリン
酸化部位として報
告されている

( b )

379   HLTPSSLFP  0.015    .
380   LTPSSLFPS  0.019    .
384   SLFPSSLES  0.720  *S*
385   LFPSSLESS  0.979  *S*
388   SSLESSSEQ  0.996  *S*
389   SLESSSEQK  0.949  *S*
390   LESSSEQKF  0.276    .
440   RGELSCLQD  0.025    .
449   AIDHSAFII  0.011    .
458   LLLTSNFDC  0.503  *S*
465   DCRLSLHQV  0.104    .
475   QAMMSNLTR  0.002    .
482   TRQGSPDCV  0.869  *S*
494   LPLESSPAQ  0.032    .
495   PLESSPAQL  0.043    .
500   PAQLSSDTA  0.119    .
501   AQLSSDTAS  0.095    .
505   SDTASLLSG  0.156    .
508   ASLLSGLVR  0.023    .
517   LDEHSQIFA  0.970  *S*
553   LREQSQHLD  0.282    .

human TICAM-1 (320 - 640 aa)

Serine Prediction
377   SAHLTPSSL  0.874  *T*
426   PDGATFCED  0.584  *T*
457   ILLLTSNFD  0.015    .
478   MSNLTRQGS  0.020    .
503   LSSDTASLL  0.042    .
527   KVANTFKPH  0.581  *T*
546   KEQDTRALR  0.141    .

PVKNPCSVKDQTPLQLSVEDTTSPNTKPCPPTPTTPETSPPPPPPPPSSTPCSAHLTPSSLFPSSLESSSEQKFYNFVIL     400
HARADEHIALRVREKLEALGVPDGATFCEDFQVPGRGELSCLQDAIDHSAFIILLLTSNFDCRLSLHQVNQAMMSNLTRQ     480
GSPDCVIPFLPLESSPAQLSSDTASLLSGLVRLDEHSQIFARKVANTFKPHRLQARKAMWRKEQDTRALREQSQHLDGER     560
MQAAALNAAYSAYLQSYLSYQAQMEQLQVAFGSHMSFGTGAPYGARMPFGGQVPLGAPPPFPTWPGCPQPPPLHAWQAGT     640

......S....T....S...TT...........TT...S.........ST......T......SS..SS...........     400

.........................T...............................S......................     480

.S..................................S.........T.................................     560

...............................................................................T     640

 

Threonine Prediction

human TICAM-1 (320 - 640 aa)( a )

HLTPSSLFPSSLESSSEQK
375 393

2A 3A
5A

human TICAM-1 
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4. TICAM-1 N TRAF1, TRAF2, BS69

5. TICAM-1 N TRAF2 TRAF6

TRAF2 TRAF6

TICAM-1 IRF-3

6. TICAM-1 TIR domain C TIR
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P434
TICAM-1 の多量体形成に重要

150 - 230
TBK1 相互作用領域

PxQxS motif
TRAF2 結合サイト1 712 ( aa )

　＜ TICAM-1 機能 domain ＞

TIR
533394

TICAM-1

　＜ IFN -β 産生経路 ＞

virus

entry receptor

replication

TLR3

dsRNA

dsRNA
Poly(I:C)

IRF-3

IRF-3

p p

IFN-βIRF-3

IRF domain motif

fusion

TRAF2TRAF2

TICAM-2TICAM-2
TICAM-1TICAM-1

N-terminal

C-terminal

TIR

TRAF6TRAF6

P

NAP1NAP1

TBK1 TBK1 IKKε

NAP1NAP1
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RIG-I

MDA5

IPS-1

NF-κB

NF-κB binding motif

ATF-2/ c-Jun

IκB

MAPK NF-κB
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