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To analyze IBP of unknown function, which is induced by interferon stimulation, we generated anti-IBP 

polyclonal antibody and found that IBP is an unstable protein with a half-life of approximately 10 minutes. The 

accumulation of IBP by the proteasome inhibitor MG132 suggested that IBP is induced by interferon stimulation but is 

rapidly degraded by the ubiquitin-proteasome pathway. 

To elucidate the physiological role of IBP, IBP-binding proteins were analyzed by immunoprecipitation and 

mass spectrometry. Interferon-induced transmembrane protein 1 (IFITM1), whose expression is induced by interferon 

stimulation, is one of the candidate proteins, and IFITM1 has been shown to prevent Kaposis sarcoma-associated 

herpesvirus (KSHV) and Related rhesus monkeyrhadinovirus (RRV) infection. It has also been reported that IFITM1 

localizes to lysosomes. Immunostaining analysis suggested that a small fraction of IBP localizes to lysosomes. 

Immunoprecipitation experiments showed that overexpressed IBP coimmunoprecipitates with endogenous IFITM1 and 

lysosomal protein LAMP1. Furthermore, it has been suggested that knockdown of IBP increases the rate of certain viral 

infections, which is being analyzed in detail. 

 

 

研究目的 

ウイルスや細菌感染などで発現誘導される ISG15 

は様々なタンパク質を修飾する。タンパク質の

ISG15 修飾は自然免疫に寄与していると示唆されて

いるが、詳細は不明である。最近、新型コロナウイ

ルス（SARS-CoV-2）のプロテアーゼ PLpro は脱 ISG15

酵素であることが相次いで報告されており、SARS-

CoV-2 の増殖には「ISG15 修飾」を除去することが必

要なのかもしれない(1-3)。 

本申請課題では、メッセンジャーRNA（mRNA）

キャップ構造結合タンパク質 4EHP の ISG15 修飾に

焦点を絞り解析し、ISG15 修飾による自然免疫応答

の制御メカニズムを明らかにする。 

4EHP は ISG15 修飾を受けるとキャップ構造結合

力が増し、特定の mRNA に結合することで、そのタ

ンパク質翻訳を選択的に抑制すると考えられる(4)。

予備実験の結果より、その候補遺伝子として IBP を

同定しており、本申請課題でさらに解析する。IBP は



機能未知であるため、まず IBP の結合タンパク質を

同定し、IBP の生理的役割を解明する。その後、ISG15

修飾を受けた 4EHP による選択的な IBP 翻訳の抑制

が、どのような生理的役割を担うのかを明らかにす

る。 

 

研究経過 

HEK293T 細胞に FLAG タグを付加した IBP-

3FLAG を発現させ、抗 FLAG 抗体を用いて IBP-

3FLAG を免疫沈降した。共沈降した IBP 結合タンパ

ク質を質量分析機を用いて同定した。それらの IBP

結 合 タ ン パ ク 質 の う ち 、 Interferon-induced 

transmembrane protein 1 (IFITM1)は特定のウイルス感

染を抑制することが知られており(5)、その発現制御

は抗ウイルス活性に重要であるため、さらに解析し

た。 

HEK293T 細胞に HA タグを付加した IFITM1-3HA

と、IBP-3FLAG を発現させた。抗 FLAG 抗体を用い

て IBP-3FLAG を免疫沈降した結果、IFITM1-3HA が

共沈降することを確認した。次に内在性発現レベル

での結合を解析するために市販の抗 IBP 抗体をいく

つか試したが、いずれも IBP を検出あるいは免疫沈

降出来なかった。そこで抗 IBP 抗体を作製し、以降

の解析に用いた。 

IBP はインターフェロン刺激により発現が誘導さ

れることが知られている。そこで、MCF10A 細胞を

インターフェロン刺激し、作製した抗 IBP 抗体を用

いてウェスタンブロッティングにより確認したとこ

ろ、想定される分子量にバンドを検出した。次に、

IBP ノックダウン MCF10A 細胞株を作製し、抗 IBP

抗体の特異性を確認した。IBP ノックダウン細胞溶

解液を、抗 IBP 抗体を用いて解析した結果、IBP ノ

ックダウン細胞では IBP に相当するバンドが検出で

きなかった。一方、HEK293T 細胞に発現させた IBP-

3FLAG を検出できたことから、作製した抗 IBP 抗体

は内在性 IBP を検出できることを確認した。しかし

ながら、この抗 IBP 抗体は IBP を免疫沈降出来なか

った。したがって、作製した抗 IBP 抗体が認識する

エピトープは立体構造の内部に位置するか、別のタ

ンパク質との相互作用により表面に露出していない

可能性などが考えられる。 

IBP が安定タンパク質である場合、仮に 4EHP が

IBP の翻訳を抑制してもその発現量はすぐには減ら

ないため、細胞に与える影響は少ないと考えられる。

そこで、内在性 IBP の半減期を、リボソーム阻害剤

であるシクロヘキシミドを用いて解析した結果、約

10 分と非常に不安定であることを見出した。また、

プロテアソーム阻害剤は IBP の分解を抑制した。し

たがって、IBP はインターフェロン刺激依存的に発

現誘導されるが、急速にプロテアソーム依存的に分

解されるタンパク質であることが示唆される（Figure 

1）。 

IFITM1 はリソソームに局在することが知られて

いるため(6, 7)、IBP ノックダウンが IFITM1 の局在

に影響を及ぼすのかを解析した。IBP ノックダウン

細胞をインターフェロン刺激し、IFITM1 の局在を共

焦点顕微鏡を用いて解析したところ、IBP ノックダ

ウンは IFITM1 の局在に影響を及ぼさないことが明

らかとなった。次に、IBP の細胞内局在を解析した。

抗 IBP 抗体は免疫染色に適さなかったため、

HEK293T 細胞に IBP-3FLAG を発現させ、抗 FLAG

抗体を用いてその局在を解析した。IBP-3FLAG は過

剰発現状況下で、一部 IFITM1 と共局在する可能性

Figure 1. A schematic diagram of the antiviral activity 

by interferon-induced IBP and IFITM1. 

Production of interferon by viral infection induces 

expression of IBP and IFITM1. The IBP and IFITM1 

complex partially localizes to lysosomes, which may 

include virus. The IBP and IFITM1 complex may 

suppress certain viral infections. IBP is rapidly 

degraded in a proteasome-dependent manner. 



があるが、主に細胞質に局在することが判明した。

そこで、IBP-3FLAG を安定発現する MCF10A 細胞

株を作製し、IBP と内在性 IFITM1 との結合を解析し

た。その結果、安定発現した IBP-3FLAG と内在性

IFITM1 が共沈降することを見出した。また、リソソ

ームに局在することが知られている Lysosomal-

associated membrane protein 1 (LAMP1)も IBP-3FLAG

と共沈降したため、IBP と IFITM1 はリソソーム膜上

で共局在する可能性が示唆される（Figure 1）。  

Alexander S. Hahn らのグループは、 IFITM1 が

Kaposis sarcoma-associated herpesvirus (KSHV) と

Rhesus monkey rhadinovirus (RRV) の感染を抑制する

ことを報告している(5)。IBP ノックダウンはこれら

の感染抑制に影響を及ぼす可能性があるため、

Alexander S. Hahn らとの共同研究を開始し、数種類

のウイルス感染に対する IBP ノックダウンの影響を

解析した。その結果、IBP ノックダウンにより、特定

のウイルス感染率が増加した。すなわち、IBP はこれ

らのウイルス感染を抑制することが明らかとなった

（Figure 1）。現在、IFITM1 ノックアウト細胞株を用

いて解析を行っている。 

 

考察 

IBP は疎水性アミノ酸に富むタンパク質であり、

細胞膜やオルガネラ膜などに埋もれている可能性が

高い。このため、抗 IBP 抗体を作製することは容易

ではなく、現在用いている抗 IBP 抗体は特定の条件

下でのみ内在性 IBP を検出できる。これらのことが

IBP を生化学的に解析することを困難にしている。

また、内在性 IBP の細胞内局在を未だ明らかにでき

ていないため、CRISPR-Cas9 システムを用いて、内

在性 IBP にタグを付加して、抗タグ抗体を用いて解

析する必要がある。 

IBP がいくつかのウイルス感染を抑制することが

判明しているが、それが IFITM1 依存的なのかは明

らかとなっていないため、IFITM1 と IBP ダブルノッ

クダウン／ノックアウト細胞株を用いて解析するこ

とは重要である。IBP と IFITM1 複合体が抗ウイルス

活性に重要である場合、どのような分子メカニズム

でウイルス感染やウイルス増幅を抑制するのか解析

することは、新規治療薬の開発にもつながる。 
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