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【背 景と目 的】我 々の体 内に は，自 然免疫 系と適 応免 疫系と いうニ つの免疫システムが存在する．自然免

疫系 は，マ クロフ ァージ や樹 状細胞 などに よって 担わ れ，微 生物の 侵入初期における免疫応答に重要であ

る． 体内へ の微生 物の侵 入は ，自然 免疫系 に属す る認 識受容 体が微 生物由来の様々な構成分子の構造，す

な わ ち 糖 や 脂 質 ， タ ン パ ク 質 ， 核 酸 か ら な る 分 子 パ タ ー ン （ 病 原 体 関 連 分 子 パ タ ーン ： PAMPs，

pathogen-associated molecular patterns)を認識 して いるこ とが示 されて おり， 「パ ターン認識受容体

(PRRs; pathogen-associated molecular receptors)」 と総称 される ．ヒト にお けるPARPフ ァミリー分子

は 現 在17種 類 が 知ら れ ， DNA修 復， 中心 体複製 ，テロ メアの 維持 ，細胞 死誘導 および 遺伝子 発現 調節な

どの 生理的 機能を 担い， PARP活性 には 依存的 /非 依存的 に炎症 や変性 疾患の 発生 過程に 関わる，我々は，

PARP-13/ZAP (Zincfinger antiviralprotein; ZAP)のisoformであ るZAP short form (ZAPS)が，ヒトの細

胞に おいて 細胞質 型PRRsで あるRIG-I (retinoic acid-inducible gene-I; RIG-I）と結合しRIG-Iの機能を

活性 化する ことで ，I型イン ターフ ェロ ン（I型IFNs)遺伝子や炎症性サイトカイン遺伝子の発現を増強し，

RIG-Iによっ て認識 され るNewcastle disease virus (NDV)や ，イン フル’エンザウイル′スなどの一本鎖

RNA(-)ウ イル ス に 対 す る抗 ウ イ ル ス 作用 を も た ら すこ と を ， ヒ ト 由来 の 細 胞 を 用い て 明 ら か にし た

(Nature immunologypublished online 21 November 2010).し か し ， むdVOに お ける ZAPSの ウ イ ル ス

感染 防御に おける 役割に っい ては， これま で明ら かに されて いなか った．

【 材 料と 方 法 】 マ ウス ZAPSの cDNAを組 み 込 ん だ べク タ ーを胚 に注入 し，誕 生し たマウ スの尾 でタイ ピ

ン グ を行 っ た ， そ の結 果 ， #A6， #Bl0の 2系 統 の HA-ZAPSト ラン スジェ ニック マウス を作製 した ．mouse

embryonic fibroblasts (MEFs)に対し ，RIG-Iのり ガンド である ，5’末端に3リン酸構造を持つ一重鎖RNA

(RNA carrying5’ -triphosphatemodmcation； 3pRN心 の 細 胞 質 内投 与 や ， NDV感染を 行った ．3pRNA刺

激 後 ，NDV感 染後 の 細 胞 か ら totalRNAを 回収 しquantitativereal・timePCR（ q．RT．PCR）法を 用いて I

型 IFNsお よ び 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 遺伝 子 の mRNA発 現 を 検討 し た ， NDV感 染 で は ，感 染 後 の 培 養上 清

中 の IFN． DをELISA法 で 測 定 し た． 続 い て 血 Wwに お い て，経 鼻的に インフ ルエ ンザウ イルス （strains

剛 X31（ H3N2） ） 感 染 を 行 い ，感 染 36時 間後 の 肺 よ り total恥ぬ を 抽 出 し ，qRTlPCR法 に て IFN． pの

mRNAを測 定し た．
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【結果】マウス尾より抽出したDNAを用いてHA-ZAPSの遺伝子タイピングを行った．その結果，#A6，

#Bl0の2系統のHA-ZAPSトランスジェニックマウスを樹立した．尾のHAーZAPSのコピー数は，#A6

マウスと比較し，#Bl0マウスにおいて高い傾向を示した．続いて，各マウスよりMEFsを作製した(ZAPS

#A6 MEFs，ZAPS #Blo MEFs).  MEFsよりtotal RNAを抽出し，ZAP/ZAPSの相同配列部位に設計し

たプライマーペアでqRT-PCR法を行った．C57BL/6Jマウス由来のMEFs (C57BLI6J MEFs; WT MEFs)

と比較し，ZAPS #A6 MEFs，ZAPS #Blo MEFsの双方で，ZAP/ZAPSのmRNA発現がZAPS #A6 MEFs

で2.8倍，ZAPS #Blo MEFsで5.8倍に上昇した．ZAPS #Bl0マウスの臓器（脳，胸腺，肺，心臓，胃，

肝臓，脾臓，腎臓，大腸，卵巣）においてトランスジーン由来のHA-ZAPS mRNAの発現を確認した．続

いて，MEFsのcell lysateを用いて，抗HA抗体で免疫沈降法を行った．Western-Blot法でZAPS #A6

MEFs，ZAPS #Blo MEFsの双方におけるHA-ZAPSの発現をタンパク質レベルで確認した，さらに，ZAPS

#A6 MEFs，ZAPS #Blo MEFsに対し3pRNAの細胞質内投与を行った．その結果，刺激後6時間におけ

るIFN-pのmRNA発現が，WT MEFsと比較しZAPS #A6 MEFsでは2倍，ZAPS #Blo MEFsでは13.3

倍に，炎症性サイトカイン遺伝子TNF-aのmRNA発現が，刺激後6時間でZAPS #A6 MEFsでは9倍，

ZAPS #Blo MEFsでは5.3倍に増強された．ZAPS #Blo MEFsに対しNDV感染を行った結果，ZAPS

#Blo MEFsにおけるI型IFNsや炎症性サイトカイン遺伝子のmRNA発現が顕著に増強され，ZAPSに

よるRIG-Iシグナルの増強効果が示された．また，NDV感染24時間後の培養上清を用いたIFN-pのELISA

法では，ZAPS #Blo MEFsにおいてIFN-pの産生量が増加した．続いて，マウス個体に対し経鼻的にイ

ンフルエンザウイルス(strains A/X31(H3N2))感染を行い，感染36時間後の肺よりtotal RNAを抽出し，

qRT-PCR法にてIFN-pのmRNAを測定した，その結果，C57BL/6Jマウスと比較し，ZAPS #Bl0マウ

スにおいて，IFN-pのmRNAが有意に上昇した．

【考察】HA-ZAPSトランスジェニックマウスより作製したMEFsに対する3pRNAの細胞質内投与と，

NDV感染において，I型IFNs遺伝子や炎症性サイトカイン遺伝子のmRNA発現が顕著に増強した，こ

の結果は，我々がヒト由来の細胞を用いて見出した，ZAPSがRIG-Iシグナルの調節因子であるという結

果を再現した．むガ VOにおけるx-31インフルエンザウイルス感染においてもIFN-pのmRNA発現誘導

はHA-ZAPSトランスジェニックマウスにおいて顕著に増強されたことから，今後は血VI VOにおけるRNA

ウ イ ル ス 感 染 実 験を 進め ，ZAPSの RIG-Iシグ ナル 調節 機構 の解 明を 行う 予定 であ る．

【結諭】

1）2系統のHA-ZAPSトランスジェニックマウスを樹立し，各臓器でのトランスジーンの発現を確認した．

2） 2系 統の HA-ZAPSトランスジェニックMEFsに 対し3pRNAの細胞質内投与を 行った結果，

  WT MEFsと比較し，IFN-pやTNF-aのmRNA発現が顕著に増強された．

4） ZAPS #Blo MEFsではNDV感染にお いて，I型IFNs遺伝子や炎症性サイトカイン遺伝子の

  mRNA発 現 が 増 強 さ れ ， タ ン パ ク 質 レ ベ ル でIFN-f3の産 生量 が有 意に 増強 され た，

5）むW VOにおける肺へのインフルエンザウイルス感染において，感染36時間後の肺における

  IFN-[3のmRNAがZAPS #Bl0マウスにおいて有意に上昇した，
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

RIGーIシグナル調節因子ZAPSの

ウイルス感染防御における生体内の役割

  自然免疫系において，パターン認識受容体は病原体由来の分子パターンを認識し，下流
のシグナル伝達を誘導する重要な分子であるが，そのなかでもRIG-I (retinoic
acid-inducible gene-I; RIG-I）は，細胞内に侵入したウイルス由来のRNAを認識する．本

研究では，PARP-1.3/ZAP (Zincfinger antiviralprotein; ZAP)のアイソフオームであるZAP
short form (ZAPS)が，RIG-Iと結合し，RIG-Iの機能を活性化することで，I型インターフ

ェロン（I型IFNs)遺伝子や炎症性サイトカイン遺伝子の発現を増強し，Newcastle disease
virus (NDV)や，インフルエンザウイルスなどの一本鎖RNA(-)ウイルスに対する抗ウイル
ス作用をもたらすことを，ヒト由来の細胞を用いて示した，続いて，ZAPSトランスジェニ

ックマウスを作製し，mouse embryonic fibroblasts (MEFs)や，マウス個体を用いてRNA
ウイルス感染を中心とした実験を行った．ZAPSトランスジェニックマウスにおけるZAPS
トランスジーンのmRNAおよぴタンパク質での発現を確認した後，MEFsに対し，RNA

carrying5’-triphosphate modification (3pRNA)の細胞質内投与やNDV感染を行った，定
量リアルタイムPCR法を用いた検討の結果，ZAPSトランスジェニックマウス由来の
MEFsにおけるI型IFNsや炎症性サイトカイン遺伝子のmRNA発現が顕著に増強された．

マウス個体に対するウイルス感染では，x-31 (H3N2)インフルエンザウイルス感染36時間
後の肺で，ZAPSトランスジェニックマウスにおけるIFN-＠のmRNA発現が有意に増強さ
れた，致死的なウイルスであるPR8 (HINI)インフルエンザウイルス感染では，ZAPSトラ

ンスジェニックマウス群のみにおける生存例がみられた，
  審査会では，学位論文の発表後，各教授より質問がなされた．最初に，副査志田壽利教
授から実験にMEFsを用いた理由についての質問があった．申請者は，MEFsはRNAウ
イルス感染におけるI型IFNsや炎症性サイトカインのmRNAおよびタンパク質レベルで
の誘導を検討しやすい細胞であり，論文報告も多数あると回答した．っづぃて，PARPフ
ァミリー分子に着目した理由についての質問があった．PARPファミリー分子のうち，
PARP1は核内のみならずミトコンドリアに局在すること，また，自然免疫系の重要なアダ
プター分子はミトコンドリアに局在するものが知られており，自然免疫系におけるPARP
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ファミリー分子の役割を解析するきっかけとなったと回答した，副査有川二郎教授から，
インフルエンザウイルス感染に，x-31(H3Nl)ウイルスとPR8(HINl)ウイルスを用いた理
由にっいての質問があった．申請者は，x-31(H3Nl)ウイルスは感染組織におけるI型IFNs
や各種炎症性サイトカイン遺伝子のmRNA誘導がされ易い型である事から使用したこと，
PR8(HINDはマウスに対し致死的なウイルスであり，生存期間の検討を行うのに適したウ
イルスであること，また，論文報告も多数あることを説明した，有川教授からは，マウス
のウイルス感染の際，衰弱したマウスは動物愛護の観点から安楽死させるべきとの意見が
挙がった．副査佐邊壽孝教授から，トランスジーンされたZAPSが，RIG-Iの機能を増強
することで抗ウイルス効果をもたらしている直接的な証拠を示すべきとの意見が挙がった
また，スライドの総括において，次の実験計画を明確に示すべきであるとの指摘が出た．
申請者は，これらの意見に理解を示した．副査浅香正博教授から，C型肝炎ウイルス(HCV)
感染におけるZAPSのかかわりと，創薬に関するアイディアにっいての質問があった．申
請者は，内在性のZAPSの発現を増強しRIG-Iの機能を活性化することで，I型IFNsの産
生が増強され，HCVの排除にっながる創薬が期待できるのではないかと回答した．
  この論文は，ZAPSがRIG-Iの機能を増強することで，生体内におけるRNAウイルス感
染に対する抗ウイルス効果をもたらすことを示し，今後，この研究成果をもとに臨床的な
応用が期待される．
  審査員一同は，これらの成果を高く評価し，大学院課程における研鑽や取得単位なども
併せ申請者が博士（医学）の学位を取得するのに十分な資格を有するものと判断した．
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