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研究成果 の概要(和 文):サ イ トカイ ン産生制御 におい てRac2が 関与す る細胞 内情報伝達経路

を特定 した。また、その産生パター ンか らHIV-1感 染抵抗性 の分子機 序 として、Rac2に よる炎

症性サイ トカイ ン発現制御機構 の関与 が示唆 され た。Nefと 同様 にオー トファジー制御 因子 と

して働 くウイル スタンパ ク質 を同定 した。 さらに、Rac2は ウイル スタンパ ク質 との相互作用 を

介 してオー トファジー に影響 を与 え、結果 として ウイル ス増殖 の制御 に関与 しうる ことが示唆

され た。

研究成果の概要(英 文):
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1.研 究 開始 当初 の背景

　　 HIV-1感 染者 か らウイルス を完全に排 除

す る方法 は未 だ に開発 されて いない。一方 、

HIV-1感 染者 に対 して用い られ てい る抗 レ

トロウイル ス薬 を使用 した多剤併 用療法 は、

ウイル ス の複製 を抑 える こ とで エイ ズ発症

遅延 に成績 の極 めて 良い効果 を発 揮 して い

る。 しか し、服用の 中断に伴い ウイル ス複 製

は再 開 しエ イ ズ発症 の経 過 を とるこ とが 報

告 され ている。 この ことは抗 レ トロウイル ス

薬 によるHIV-1複 製抑制下 において もHIV排

除の ため の宿 主免疫 応答 が有 効 に誘 導で き

てい ない こ とを示 してい る。従 って、発 症遅

延 のためには長期 にお よぶ投薬が必要 とな

り、結果 として深刻な副作用の原因となって
いる。 さらに多剤併用療法下において薬剤耐

性 ウイルスの出現事例がこれまでに世界 中

で数多く報告 され、現存の薬剤のみでは近い

将来 ウイルスを制御 できなくなる可能性が
顕在化 している。そのため、新たな作用機序

を持つ低分子抗 ウイルス薬の開発が急務の

課題 となっている。また、これまでに試行 さ

れたワクチン開発の失敗事例から、感染防御

能 を持つ ワクチン開発のためには強力な免

疫賦活化法の確立が必要であることが示唆
されている。新規抗HIV-1薬 の開発および合



理 的 な免 疫 賦 活 化 法 の確 立 の た め に は 、

HIV-1感 染動態 を制御 してい る宿主因子 を新

たに同定 し、それ らの因子が どの よ うな分子

機 序 で ウイ ル ス に干 渉す るのか理 解す る必

要 がある。

HIV-1感 染が成立す ると考 えられ る高い頻 度

で非 防御 的な性 接触 を繰 り返 してい るに も

かか わ らず な お感 染 が成 立 しない ヒ ト集 団

が存在 し、彼 らはHIV曝 露非感 染者 と して知

られ てい る。HIV曝 露非感 染者 か らは ウイル

スゲノムお よびHIV-1に 特異的 な抗IgG抗 体

がそ の」血中に検 出 され ない ものの、HIV-1抗

原 に対 して明 らかな反応性 を持つlgA抗 体が

生殖器粘膜等 に認 め られ る。HIV-1曝 露非感

染者 のHIV-1感 染 に対す る抵抗性 は、曝露非

感染 者 が持 つ遺 伝 的要素 に依 存 して い る と

予想 され てお り、実際に これまで幾つかの抵

抗性 に関与 す る責任 遺伝 子 が報告 され て い

る。

我 々は以前 に、HIV-1曝 露非感 染者 群 と感 染

者群 の末梢」血単核球 をHIV-1抗 原で刺激 した

条件 下にお い て両者 間 で発現 に差 異 の あ る

遺伝子 をマイ クロア レイ解析 し、HIV曝 露非

感染 者 群 にお いて のみ有 意 に発現 が増 強 し

た遺伝子 の一つ としてRac2を 同定 した。 さ

らに両群 におい てRac2と その近傍 のゲ ノム

領域 の配列 を網羅 的に解 析 した結果 、HIV-1

曝露非感染者群 に集 中す る3箇 所の一塩基多

型(SNP)をRac2の イ ン トロン領域 に同定 し

た。その後、同定 したSNPがHIV-1曝 露非感

染者 に認 め られ るRac2高 発現の責任 配列 で

あるこ と、 さらに、HIV-1曝 露非感 染者 に集

中 して認 め られ るSNP(感 染抵抗性型SNP)

を持つ健常人 とそれ以外 の多型(感 染感 受性

型)を 持つ健 常人の末梢血単核 球にHIV-1を

感染 させ た ところ、前者 にお ける感染 効率が

後者 に比べ て著 しく減少 す る こ とを見い だ

した。以上 の結果 は、多型 に依 存 したRac2

発現制御機構が存在 し、感 染抵 抗性型 の多型

ア リル をも とに高発現 したRac2がHIV-1,感

染 を抑制 してい る事 を強 く示唆 して いた。そ

こで さらに我 々はsiRNAに よ りRac2の 発現

を減少 させ たRac2発 現抑制細胞、感 染抵 抗

性型お よび感受性型 のRac2ア リル をそれぞ

れ持つ健常人 の末梢」血単核球 を用い て、Rac2

が発 揮 す る感 染 抵抗 性 の分子 メカニ ズ ムに

つい て解析 を行 った。その結果 、Rac2はMAPK

の主要 な経路 の1つ であるp38経 路の活性 化

を通 してHIV-1感 染 に必須 のCCR5の 発現 を

抑制 し、 またCCR5の リガ ン ドであ りHIV-1

感染 を阻害す るこ とが報告 されてい るCCL5

の発現 を上昇 させ てい るこ とが分 かった。従

って、Rac2の 抗HIV-1活 性 の基盤 とな る分子

機 構 の1つ は 、CCR5を 利 用 して感 染 す る

HIV-1(R5HIV-1)が 感 染標 的細胞上のCCR5に

結合 す る過 程 を阻 害す る もので あ る こ とが

示唆 され た。しか しなが ら一方で、CCR5で な

くCXCR4を 利 用 し て 感 染 す るHIV-1(X4

HIV-1)をRac2発 現抑制細胞 に感染 させた場

合 も、親細胞 に感染 させた場合 と比較 して ウ

イル スの増殖 が明 らかに上昇 した。 この結果

か らCCR5・CCL5が 関与す る機構 とは別 に、

さらな る第2、 第3の 未知の メカ ニズムによ

って もRac2はHIV-1の 複製 を阻害 してい る

ことが考 え られ た。

Rac2はRhoフ ァミ リーに属す る低 分子量G

タ ンパ ク質であ り、宿主 の 自然免疫お よび獲

得 免疫 の両 システ ム に重要 な役 割 を担 って

い ることが知 られ てい る。Rac2が 担 ってい る

抗HIV-1活 性 のた めの作用機序 の全容解 明は、

新 規抗 ウイル ス薬 開発 のた め の新 しい標 的

過程 の発 見、お よび合理的 な免疫賦活化法の

確 立 にっ な が るこ とが予想 され る。 ま た、

Rac2は 、HIV-1以 外 の ヒ トレ トロ ウイル スや

ヒ ト以外 の動 物 レ トロウイ ル ス に も抗 ウイ

ル ス効果 を発 揮す る可能性 があ る。従 って、

感染抵抗性 因子 としてRac2を 解析す るこ と

は、広範 囲に及ぶ ウイルス感染症制圧 に向け

た基礎研 究 となる事 が期待 され る。

2.研 究 の 目的

(1)本 研 究では、Rac2が 担 う抗HIV-1活 性

の うち未 知 の分子機 序 に焦 点 を 当てそれ を

解 明 し、HIV-1感 染 にお けるRac2機 能 の全容

を理解す ることを 目的 とした。Rac2が 中心的

役割 を担 いHIV-1感 染 に対 し抵抗性 を発揮す

る具体的な分子機序 の候補 として、Rac2に よ

る種 々 のサイ トカイ ン産生 の制御 が考 え ら

れ た。予備的 な実験 の結果か ら感染初期 に応

答す る炎症性 サイ トカインの発現 がRac2の

発現 に よ り、サイ トカイ ンの種類 によって正

または負 に変動す ることを認 めていた。そ こ

で、いずれの細胞 内情報伝達経路 を利用す る

ことでRac2は これ らサイ トカイ ンの産生 を

制御 してい るのか明 らかにす る。

(2)別 の未 知分子機 序 の候 補 として、Rac2

のオ ー トファジー誘 導 に よ る機 序 が予想 さ

れ た。ウイルス感染時、Rac2が 直接オー トフ

ァジー経 路 に働 くこ とを示 した報告 はない

が、NADPHoxidaseは オー トファジー誘導能

を持 っ と知 られ ている。 また、Rac2はNADPH

oxidaseの 構成要素 として も機能す るこ とが

知 られ てい る。 そ こでRac2の オー トファジ
ー誘 導能 を調 べ

、Rac2発 現量 に依存 したオー

トフ ァジー経 路の活性化 、お よびそれ に続 く

HIV-1粒 子 のオー トフ ァゴ ソーム/リ ソソー

ム内 にお け る分解 が認 め られ るのか検討 し、

この機構 がHIV-1感 染抵抗性 に寄与す るのか

明 らかにす る。

3.研 究の方 法

(1)Rac2発 現抑制細胞、Rac2過 剰発現細胞

お よび それ らの親細胞 を菌 体成 分(LPS)で



刺激 した際、培養 上清に分泌 され るサイ トカ

イ ン量 がその種類 に応 じてRac2発 現依存的

に増減 す る ことをこれ まで に観察 してい る。

Rac2の 発現量 を抑 える と、IL-6発 現は減少

し、TNFalpha発 現は著 しく上昇 した。サイ

トカイ ン発現量 はHIV-1感 染病態に関与 して

お り、Rac2に よる発 現制御 が抗HIV-1活 性 の

実体 である可能性 がある。発 現制御 の分子メ

カニズムを明 らかにす るためにまず 、刺激後

に分泌 され た サイ トカイ ン量が 対応 す る各

サイ トカイ ンmRNA量 を反 映 してい るのか調
べ た。具体的には上記細胞 をLPSで 刺激 して

経 時的 にRNAを 抽 出 した後 、サイ トカイ ン

mRNA量 をReal-TimeRT-PCR法 に よ り定量 し

た。次 に、転写産物 の分解 にRac2が 影 響す

るのか調べ た。上記細胞群 をLPS刺 激 してサ

イ トカイ ンmRNAの 転写 を一定時間誘 導 した

後 、転写阻害剤 を培地 に加 え転写 を止 め、そ
の後 引き続 き培養 した細胞 か ら経時 的にRNA

を抽 出 した。 これ らRNAを 用いてReal-Time

RT-PCR法 に よ りサイ トカイ ンmRNAを 定量 し、

分解速度 を評価 した。TNFalphamRNAの 分解

にはTTP、IL-6mRNAの 分解 にはZc3h12aが

働 くこ とが知 られ てい る。そ こで分解 因子の

発 現量 をReal-TimePCR法 お よびWestern

blotting法 によ り調べた。 また、Rac2に よ

るサイ トカイ ン発現 制御 が何 れ の細胞 内情

報伝 達経路 に依存 してい るのか調 べ た。LPS

刺 激 は情 報 伝 達 経路 の うち、 皿PK経 路 、

NFkappaB経 路、お よびIRF経 路 を主 に活性 化

す る。MAPK経 路に働 く因子群はLPS刺 激後に

リン酸化 を受 けるこ とで活性化 して いる。そ

こでまずRac2の 発現量がMAPKの リン酸化 に

影響 す るのか調 べた。 上記細胞群 を刺激後 、

経時 的に細胞 を回収 ・破砕 し、そ こに含 まれ

てい る リン酸化MAPKの 量 を特異的抗体 を用

い たWesternblotting法 によ り調べた。IRF

とNFkappaB経 路の下流で働 く転写因子は標

的遺 伝 子 の最適 な発 現 のた め に核 へ の局在

が厳密 に制御 され ている。そ こで、 これ ら転

写 因子 の核局在 がRac2に よ り影 響 を受 けて

い るのか調べ るた めに上記細胞群 を刺激 後、

経 時 的に細 胞 を回収 し核 と細 胞質 とを分 画

した。その後各転写因子に特異的な抗 体 を用

いたWesternblotting法 に よ り各分画の転

写 因子量 を測定 した。

(2)Rac2の オー トファジー制御 への関与は

明 らかでない ものの、Rac2が 構成要素 とな り

うるNADPHoxidaseは オー トファジー を活性

化す る と報告 され てい る。また近年、Rac2は

HIV-1が コー ドす るタンパ ク質Nefと 機 能的

に相互作用す るこ とが報告 され た。Nefは オ
ー トリソ ソー ムへ の成熟 を抑 制 す る こ とで

オー トファジー によるHIV-1粒 子の分解 を防

い でいる と報告 され てい る。以上か ら、Rac2

はオー トファジー経路 を促進 しHIV-1増 殖 を

制 限す るものの、Nefが その効果 を抑制す る

可能性 が考え られ た。そ こでまず、Rac2が オ
ー トファジー の制御 に関与 す るの か につ い

て検討 した。 オー トファジー 関連 因子で ある

LC3タ ンパ ク質の脂 質修飾 お よび修飾LC3の

オー トフ ァゴ ソー ム膜 へ の局在 はオー トフ

ァジー を追跡 す るマー カー と して知 られ て
い る。前者 はWesternblotting法 によ り、

また後 者 は 間接 免 疫蛍 光法 に よ り検 出で き

る。 オー トフ ァジーにおけ るRac2の 関与 を

評価す るために、Rac2過 剰発現細胞等 にお け

るオー トフ ァジーについて、上記 の通 りLC3

をマーカー として調 べた。次 に、オー トファ

ジー制御 が認 め られ ているHIV-1の タンパ ク

質 とRac2と の結合 を共免疫沈降法 によ り調
べた。次 に、Rac2と ウイルス タンパ ク質 を細

胞 に共発 現 した条 件 下で細 胞 のオ ー トフ ァ

ジー活性 が変動す るの かLC3を マ ーカー に

Westernblotting法 に よ り調 べた。以上 によ

り、Rac2の オー トファジー にお ける機能が抗

HIV-1作 用 として機能 してい るのかについ て

検討 した。

4.研 究成果

(1)Rac2に よる抗HIV-1活 性 の分子機序 の
一つ と して炎症 性 サイ トカ イ ンの産 生制 御

が考 え られ たた め、それ について解析 した。

Rac2発 現 を抑制 した細胞 と親細胞 にLPSを 加

え培養 し、経 時的に上清 中のTNFalphaとIL6

を定量 した結果 、Rac2抑 制 によ りTNFalpha

発現 量が数 千倍 上昇 し、IL6は1/20程 度 に低

下 していた。 一方、2本 鎖DNAを 細胞刺激 に

用 いた際のIL6は 、む しろRac2発 現抑制細

胞 において多量に産 生 され た。 このこ とか ら

IL6産 生 にお けるRac2の 効果 はシグナル伝達

経 路毎に異なる ことが示 唆 され た。またRac2

お よび恒 常活性型 のRac2変 異体 を過剰 に発

現 させ た細胞 ではIL6発 現量 に明 らかな増加

を認 めた。次 に、上記細胞群 の細胞 内サイ ト

カインmRNAを 定量 した ところ、上清 中のサ

イ トカイ ン量 と正に相 関 した。 一方、LPS刺

激後 に転 写を抑制 し、経時的 にmRNAを 回収 ・

定量を した ところ、Rac2発 現 に依存 したサイ

トカイ ンmRNA分 解速度 に変化 は認 め られ な

かった。 つま り、Rac2に よるmRNA発 現調節

は転 写後 のmRNAの 分解 にあるのではな く、

転 写 自体 の段 階にある ことが分かった。次 に、

LPS刺 激時 に活性化 され るシグナル伝達分子

について解析 した結果 、Rac2の 発現量 によ り

変化す るサイ トカイ ンmRNA量 とMAPKフ ァ ミ

リーに属 す るp38、JNK、ERKの リン酸化状態

に明確 な相 関関係 はない ことが分かった。 こ

れ らの ことか ら、Rac2はMAPKの 活性化 には

寄与 しない ことが考え られ た。 また、IRFフ

ァミ リータ ンパ ク質 についてLPS刺 激 に応答

した核局在 にRac2は 影響 を与 えない こ とが

分 かった。 一方 で、Rac2はNFkappaB活 性 に



影響 を及 ぼ して いるこ とが分 かった。Rac2に

よるNFkappaB活 性 化が下流の幾つかの遺伝

子群 の発現 に必要 であ り、結果 としてサイ ト

カイ ンmRNAの 転写が制御 されてい ると分か

った。 以上 か らサ イ トカイ ン産 生 にお け る

Rac2の 新 機能 が発見 でき学術 的に意義 が深

く、また、Rac2が 担 うHIV-1感 染抵抗の分子

機序 として、Rac2に よる炎症性 サイ トカイ ン

の発現制御 が示唆 され た点 、重要な知見 を得

るこ とができた(論 文作成 中)。

(2)Rac2がHIV-1感 染抵 抗性 因子 と して機

能す るための分子作用機序候補 として、Rac2

のオー トフ ァジー制 御 に よる ウイル ス分解

の促進 が考 え られ た。そ こで、Rac2に よるオ
ー トファジー制御 の検 出を試み た。Rac2過 剰

発 現細 胞 な どにお いて オー トフ ァジーマ ー

カー であるLC3の 脂 質修飾 等 を追跡 した結 果、

Rac2は 顕著 なオー トフ ァジー制御 活性 を有

してい ない ことが示 唆 され た。 一方 、HIV-1

が コー ドす る種 々の制御/ア クセサ リー タ ン

パ ク質 を用 い た解析 お よび オー トフ ァジー

制御 にお ける機能解析 の結果 、Rac2はVprと

結合す るこ と、 またNefと 同様 、Vprが オー

トファジー を制御 す る活 性 を持 つ こ とな ど

が明 らか となった。 これは本研 究で初めて明

らかに され たVpr活 性 であ る。その後、Vpr

がRac2の 活性 に影響す るこ と、お よびVpr

がRac2の 細胞内局在 を変化 させてい ること

が分 かった。Rac2自 身にオー トファジー制御

能 は認 め られ ないものの、制御 能を持 っ ウイ

ル ス タ ンパ ク質 との相互 作用 を介 して 間接

的 にオ ー トファ ジー に関与す る可能性 が示

唆 された。Rac2/ウ イル ス タンパ ク質 の機 能

的相 互 作用 を世 界 に先駆 けて明 らか にで き

た点 で意義深 く、ウイルス制御 に向 けた新 た

な展 開に繋 がる重要 な知見 が得 られ た。

5.主 な発表論文等

(研究代表者、研究分担者及び連携研究者 に

は下線)

〔雑 誌 論 文 〕(計1件)

①LiJ,HakataY*,TakedaE,LiuQ,Iwatani

Y,KozakCA,MiyazawaM*.(*corresponding

author)、TwoGeneticDeterminants

AcquiredLateinMusEvolutionRegulate

theInclusionofExon5,whichAlters

MouseAPOBEC3TranslationEfficiency、

PLoSPathogens、 査 読 有 、8巻 、2012、

e1002478

doi:10.1371/journal.PPat.1002478.

〔学会発表〕(計2件)

①博 多 義之、Vpr依 存 的G2期 停 止 にお ける

Vprと 宿 主因子 との分子 間相互作 用、 第60回

日本 ウイル ス学 会学術 集会 、2012年11.月13

日～11.月15日 、 大 阪 国 際 会 議 場

②Miyazawa,M.,S.Tsuji-Kawahara,Y.

Hakata,J.Li,E.Takeda,andC.Ishihara、

FunctionalconsequencesofmouseAPOBEC3

genepolymorphismsandmultiplegenetic

factorsthatinfluencetheproductionof

virus-neutralizingantibodiesinFriend

virus-infectedmice、The23rdWorkshopon

RetroviralPathogenesis、2011年11月2

日 ～11.月5日 、Montpellier,France

〔その他 〕

ホームペ ージ等

http://www.med.kindai.ac.jp/immuno/

6.研 究組織

(1)研 究代表者

博 多 義 之(HAKATAYOSHIYUKI)

近畿大学 ・医学部 ・助教

研 究者番 号:30344500

(2)研 究分担者

()

研 究者番 号:

(3)連携研究者

(

研究者番号:

)


