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「生体と制御」研究領域 領域活動・評価報告書 

－平成 16 年度終了研究課題－ 

 

  研究総括 竹田 美文 

 

１． 研究領域の概要 

 本領域は、感染症、アレルギー、免疫疾患などの発症メカニズムを生体機能や病原微生物との

関わりに着目して、分子レベル、細胞レベルあるいは個体レベルで解析することにより、これらの

疾患の新しい予防法、治療法の基盤を築く研究を対象としている。 

 具体的には、病原微生物のゲノム解析によって明らかになった情報や、ヒトゲノム計画の進展に

よって得られたゲノム情報を利用したワクチンの開発や遺伝性疾患の解析、あるいは生体防御反

応・免疫応答に関わる分子の生体レベルでの解析による免疫系疾患の病因解明、およびそれら

に対する新しい治療方法の探索を目指す研究等が含まれる。 

 

２． 研究課題・研究者名 

 別紙一覧表参照 

 

３． 選考方針 

１） 選考は「生体と制御」領域に設けた選考委員 8 名と研究総括で行う。 

２） 選考方法は、書類選考、面接選考及び総合選考とする。 

・ 書類選考では 1 提案につき 3 名の選考委員が査読評価を行う。 

・ 書類選考の査読評価にあたっては、選考委員が応募者と近しい関係にある場合に

は査読担当とならないように配慮する。 

・ 面接選考では、書類選考の順位と関係なく、改めて評価を行う。 

・ 面接選考において選考委員が候補者と近しい関係にある場合には、その候補者の

評価は棄権する。 

３） 選考の基本的な考えは以下の通り 

① 「生体と制御」領域の趣旨に合致していること。 

② 独創性に富む発想が含まれていること。 

③ 独立して研究を進めることができ、活力・統率力に富み、研究グループを構成して研

究を推進できる研究者であること。 

④ 提案された研究が予算的にも、期間的にも実施可能であること。 

 

４． 選考の経緯 

上記選考方針に基づき、書類選考会議において面接選考の対象者を選考した。続いて、面接

選考および総合選考により、採用候補者を選定した。 

 

選 考 書類選考 面接選考 採用者 

対象者数 97 名 20 名 10 名 

                        

５． 研究実施期間 

平成 13 年 12 月～平成 16 年 11 月(1 名）→研究終了後、速やかに発展継続研究を推進。 

  平成 13 年 12 月～平成 17 年 3 月（9 名） 
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６． 領域の活動状況 

領域会議を 6 回開催し、研究者は研究進捗状況の報告を行い、研究総括・領域アドバイザーの

批判、討論、アドバイスを通じて研究の更なる進展を図った。また、研究分野を異にする研究者同

士が討論の中で交流を深め、個々の研究者の視野が広がり、新しい研究の着想が得られるよう

に留意した。研究報告会（東京国際フォーラム）を 1 回開催し、3 年間の研究成果を広く公表し、一

般の評価を受けた。   

研究総括は研究開始に際し、全研究者を訪問し、所属部署の長に協力を要請すると共に研究

環境の確認を行った。その後、研究期間内に研究者が研究実施場所を移った際には新たな研究

実施場所を訪問し、研究環境と研究進捗状況の確認を行った。 

 

７． 評価の手続き 

  研究総括が研究者からの報告・自己評価を基に、必要に応じて領域アドバイザーの協力を得 

て行った。 

（評価の流れ） 

平成 16 年 11 月     研究期間終了(1 名) 

平成 16 年 12 月    研究報告会を東京国際フォーラムで開催 

平成 17 年 3 月     研究期間終了(9 名) 

平成 17 年 3 月     研究課題別評価(自己評価)提出 

平成 17 年 3 月     研究総括による評価 

 

８． 評価項目 

（１） 外部発表(論文、口頭発表等)、特許、その他公表に至っていない新しい知見の取得等の研

究成果の状況 

（２） 得られた研究成果の科学技術への貢献度 

 

９． 研究結果 

「生体と制御」領域は生物現象の広い分野と関連しているが、テーマの採択に当たってはその

中でも免疫を中心とした生体の防御反応の基本的な理解につながるものおよびそれと関連した

病原微生物に対する防御、特にワクチンの開発につながる期待の高い研究を対象とし、単なる技

術開発だけのものは除外した。平成１３年度に採択した研究者は細菌学分野の研究者が２名、ウ

イルス学分野２名、寄生虫・原虫学分野２名、免疫学分野４名であるが、本研究領域はポスドク参

加型であり、研究員（ポスドク）や技術員数名とチームを構成し、提案者の構想の実現のために厚

みを持った研究を推進できる特徴がある。各研究者はそれぞれに高い目標を掲げて研究を開始

した。3 年間の研究期間の研究はおおむね順調に進み、ほぼ全員が初期の目標に近づく成果を

挙げたといえる。中でも 5 名（川端、高柳、田中、野崎、吉田）の挙げた大きな成果は、それぞれの

分野の研究の飛躍的展開の基盤となり、その意義は極めて大きい。これらはポスドク参加型の研

究支援体制が有効に働いたものと評価される。 

一期生１０名の研究成果と当初研究目標に対する達成度は以下の個々人の研究成果報告な

らびに自己評価および 8 名の領域アドバイザー諸先生方の評価を踏まえた研究総括の見解に示

されている通りである。 

    

１０． 評価者 

研究総括 竹田 美文   実践女子大学 教授 
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領域アドバイザー氏名（肩書きは現職） 

笹川 千尋 東京大学医科学研究所 教授 

鈴木 守 群馬大学 学長 

竹田 泰久 日本製薬工業協会理事長付部長 

光山 正雄 京都大学大学院医学研究科 教授 

湊 長博 京都大学大学院医学研究科 教授 

宮村 達男 国立感染症研究所ウイルス第二部 部長 

山西 弘一 大阪大学大学院医学系研究科 研究科長 

渡邊 武 理化学研究所免疫・アレルギー科学総合研究センター 

ユニットリーダー 
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（参考） 

（１）外部発表件数                                       

 国 内 国 際 計 

論 文 0 99 99 

口 頭 146 69 215 

出版物 28 2 30 

合 計 174 170 344 

                                     ＊平成 17 年 3 月 現在 

 

（２）特許出願件数 

国 内 国 際 計 

1 0 1 

 

（３）受賞等 

・川端 重忠 

❀日本細菌学会 小林六造記念賞（平成 17 年 4 月）  
・高柳 広    

  ❀International Cytokine Society, Young Investigator Award (平成 14年 10 月) 

❀Amersham Biosciences and Science Prize for Young Scientists（平成 14 年 11 月） 

❀日本骨粗鬆症学会 研究奨励賞（平成 14 年 11 月） 

❀ノバルティス・リウマチ医学賞（平成 16年 4月） 

❀日本リウマチ学会賞（平成 16 年 4 月） 

❀アメリカ骨代謝学会, Fuller Albright Award（平成 16 年 10 月） 

❀第１回日本学術振興会賞、日本学士院学術奨励賞（平成 17 年 2 月） 

・宮沢 孝幸 

❀６th International Feline Retrovirus Research Symposium  Best Oral Presentation
賞（平成 14 年 12 月） 

❀日本獣医学会賞（平成 16 年 4 月） 
 

（４）招待講演     

   国際 16 件 

   国内 52 件 
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別紙 

「生体と制御」領域 研究課題名および研究者氏名 

 

研究者氏名 

（参加形態） 

研 究 課 題 名 

（研究実施場所＊） 

現 職＊ 

（応募時所属） 

研究費 

(百万円) 

上田 啓次 

 

（兼任） 

 

ウイルス潜伏感染機構の解明とその

制御法確立の試み 

（大阪大学大学院医学系研究科） 

 

大阪大学大学院医学系研究科 

助教授 

（同上） 
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川端 重忠 

 

（兼任） 

 

ゲノム情報を応用したＡ群レンサ球菌

感染症の制御法の確立 

(大阪大学大学院歯学研究科) 

大阪大学大学院歯学研究科 

助教授 

（同上） 
125 

鈴木 敏彦 

 

(兼任) 

 

粘膜病原細菌の感染に対するワクチ

ン開発を目指した新戦略の構築 

(東京大学医科学研究所) 

東京大学医科学研究所 講師 

 

（同大学           助手） 
92 

高柳 広 

 

(兼任) 

 

自己免疫性関節炎における骨破壊の

分子機構の解明とその制御法の確立 

（東京医科歯科大学大学院医歯学総

合研究科） 

東京医科歯科大学大学院医歯学総

合研究科 教授 

（東京大学大学院医学系研究科 

助手） 

90 

田中 義正 

 

(兼任) 

 

感染および抗腫瘍免疫における交差

性生体制御機構の意義 

（京都大学大学院生命科学研究科） 

 

京都大学大学院生命科学研究科 

助手 

（同上） 83 

野崎 智義 

 

(兼任) 

 

プロテオーム解析による赤痢アメーバ

の病原機構の解明 

（群馬大学大学院医学系研究科） 

群馬大学大学院医学系研究科 

教授 

（国立感染症研究所寄生動物部 

室長） 

93 

三田村 俊秀 

 

(兼任) 

 

赤血球期マラリア原虫の細胞増殖と脂

質代謝・輸送の分子機構の解明 

（大阪大学微生物病研究所） 

大阪大学微生物病研究所 助教授 

 

（同大学 講師） 
96 

宮沢 孝幸 

 

(兼任) 

 

ウイルスとの共生：生まれながらにして

持つ自然抵抗性機構の解明 

（帯広畜産大学畜産学部） 

帯広畜産大学畜産学部 助教授 

 

（大阪大学微生物病研究所 助手） 101 

牟田 達史 

 

(兼任) 

 

自然免疫による微生物認識の分子機

構の解明 

（九州大学大学院医学研究院） 

九州大学大学院医学研究院 

助教授 

（同上） 
108 
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研究者氏名 

（参加形態） 

研 究 課 題 名 

（研究実施場所＊） 

現 職＊ 

（応募時所属） 

研究費 

(百万円) 

吉田 裕樹 

 

(兼任) 

サイトカイン受容体による初期Ｔｈ１誘

導機構の解明 

（佐賀大学医学部） 

佐賀大学医学部 教授 

 

（九州大学生体防御医学研究所 

助手） 

77 

*研究終了時 
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研究課題別評価 

 

１ 研究課題：ウイルス潜伏感染機構の解明とその制御法確立の試み 

 

２ 研究者氏名：上田 啓次 

グループメンバー：都 銀珠（研究期間：H14.4.1～H16.3.31） 

木下 みさ（研究期間：H13.12.14～H16.11.30） 

 

３ 研究の狙い： 

   ウイルス潜伏感染はその存在によって生体に様々な影響をもたらす。それは特に移植や癌治

療、或は他の病原微生物（特にヒト免疫不全症ウイルス：HIV）の感染によってひき起こされる免

疫不全状態で時に重篤な病態となって現れる。ヒトγヘルペスウイルスはこの状態にあって

種々の悪性腫瘍の発生に関わるとされ、その制御法の確立は重要な課題である。本研究では

ヒトγヘルペスウイルスの一つであるカポジ肉腫関連ヘルペスウイルスをモデルとしてその潜

伏感染のメカニズムを明らかにし、ウイルスを自在に制御するにはどのような分子を標的とすべ

きかを明らかにすることを目的とする。 

 

４ 研究成果： 

  カポジ肉腫関連ヘルペスウイルス（KSHV）の潜伏感染ではその遺伝子発現はごく一部の遺伝

子に限られ、大部分の遺伝子はその発現が抑制されている。この機構に関し、LANA（latency 

associated nuclear antigen）がヘテロクロマチン化に関る宿主因子 Suv39H1 と相互作用し、ウイル

スゲノムをヘテロクロマチン化することを示した。Suv39H1 はヒストン H3 のメチラーゼで特に９番目

のリジンをメチル化することが知られている。このメチル化されたヒストンはヘテロクロマチン因子、

HP1 によって認識され、HP1 がリクルートされる。HP1 はさらに Suv39H1 をリクルートすることによ

りヘテロクロマチン領域がゲノム全般に徐々に広がってくることが想定される。溶解複製（lytic 

replication）／再活性化において極めて重要なはたらきをするウイルス遺伝子 RTA（replication 

and transcription activator）の制御領域でも潜伏感染状態ではヘテロクロマチン化されていること

を同時に示した。これは潜伏感染状態におけるウイルス遺伝子発現抑制維持機構をよく説明して

いる。 

  ウイルスゲノムの末端には GC に富む末端反復配列（terminal repeat=TR）が存在する。潜伏

感染ではこの部分は閉じられ、ウイルスゲノムは閉環状のプラスミド状態として存在している。そし

てこの TR には潜伏感染の樹立・維持に必須の因子 LANA が結合している。つまり TR はそれ自

体で或いは LANA との結合により、潜伏感染の樹立・維持に重要な機能を果たしていると考えら

れる。そこでこのTRに結合する因子の分離同定を試みた。その結果TR結合因子の一つとして宿

主因子 PARP1 を分離した。この結合は LANA に非依存性であるが実際の感染細胞では近傍に

LANA が結合しており、ADP-リボシル化されることが示された。また PARP1 の活性に影響する薬

剤処理によって潜伏感染細胞内でのウイルスゲノムコピー数が調節されていることが示された

（PARP1 の活性を上げるとコピー数は減少し、下げると増加する）。また宿主の複製因子である

ORC などは LANA 依存性に TR に集合することを示した。このプロセスが潜伏感染時の細胞周期

依存性のウイルスゲノム複製を遂行させるものと考えられる。 

 

５ 自己評価： 

  潜伏感染機構には未だ謎も多くそのすべてを解明した訳ではない。中間報告での評価も低く

また最終目標としては制御法の確立であったので目標に対しては 40～50%程度の達成率かと自

己評価する。様々な理由（ここではいちいちそれに関して述べることは避ける）で思ったように研究
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は進まなかったことは否めない。 

  制御法という観点では LANA の結晶解析を通じてのドラッグデザインを進めている。また LANA

のノックダウン、PARP1 のノックダウンの実験が進行中である。そして今後の研究を進めるに当た

っての材料の蓄積はかなり進んだと思う。今後の自らの研究の発展に期待したい。 

 

６ 研究総括の見解： 

ヒトγヘルペスウイルスに属するカポジ肉腫関連ヘルペスウイルスの潜伏感染のメカニズムを明

らかにし、その制御を目指した研究である。潜在感染の樹立・維持に必須の因子である LANA が

ウイルスゲノムの末端に存在する GC に富む末端反復配列（TR）に結合するのに関与する宿主因

子 PARP1 を分離するなど、一定の成果を挙げた。しかしながら潜伏感染のメカニズムの本質を明

らかにするには至っていない。今後 LANA や PARP1 の解析を進めることにより潜伏感染の機構と

その制御を明らかにすることを期待する。 

 

７ 主な論文等： 

論文 

1. Eriko Ohsaki, Keiji Ueda, Shuhei Sakakibara, Eunju Do, Kaori Yada, Koichi Yamanishi.  

PARP1 (poly(ADP-ribose) polymerase 1) Binds with Kaposi’s sarcoma-Associated 

Herpesvirus (KSHV) Terminal Repeat Sequence and Modulates KSHV Replication in 

Latency.  J. Virology.  in press 

2. Nishimura, K., Ueda, K., Guwanan, Edihi, Shuhei Sakakibara,  Eunju Do, Eriko Osaki,  

Kaori Yada,  Toshiomi Okuno, Koichi Yamanishi.  A Posttranscriptional Regulator of 

Kaposi's Sarcoma-Associated Herpesvirus Interacts with RNA-binding Protein PCBP1 

and Controls Gene Expression through the IRES. Virology 325: 364-378, 2004.   

3. Sakakibara, Shuhei, Keiji Ueda, Ken Nishimura, Eriko Ohsaki, Eunju De, Koichi Yamanishi.  

Accumulation of heterochromatin components on the terminal repeat sequence of 

Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus mediated by the latency-associated nuclear 

antigen.  J. Virology.  78: 7299-7310, 2004.   

4. Nishimura, K., Ueda, K., Sakakibara, S., Do, E., Ohsaki, E., Okuno, T., and Yamanishi, K.  A 

Viral transcriptional activator of Kaposi's sarcoma-associated herpesvirus (KSHV) 

induces apoptosis, which is blocked in KSHV-infected cells.  Virology 316: 64-74, 2003.   

 

日本語総説 

1. 上田啓次．カポジ肉腫とひとヘルペスウイルス 8．秀潤社刊 Visual Dermatology 3: 

164-167, 2004． 

2. 上田啓次．エイズ流行で危惧されるカポジ肉腫関連ヘルペスウイルス感染と腫瘍発生．最

新医学社刊 最新医学 60(2): 252-259, 2005． 

 

学会発表等 

国内 4 件、国際学会 4 件 
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研究課題別評価 

 

１ 研究課題名：ゲノム情報を応用した A 群レンサ球菌感染症制御法の確立 

 

２ 研究者氏名：川端 重忠 

グループメンバー：寺尾 豊（研究期間：H14.4.1～H16.3.31） 

 

３ 研究の狙い： 

 A 群レンサ球菌（group A streptococci: GAS）は、ヒトの咽頭部より感染し、咽頭炎、扁桃炎、肺

炎などの上・下気道炎を引き起こす。本来は咽頭炎などの局所の炎症にとどまるが、無菌である

べき血液や筋肉、内臓に GAS が侵入する侵襲型レンサ球菌感染症が報告されるようになった。こ

の致死率は 10%程度とされる。さらに、軟部組織壊死や多臓器不全等を引き起こす劇症型 A 群レ

ンサ球菌感染症（streptococcal toxic shock syndrome: STSS）が新たに出現してきた。同感染症

は感染症法の5類感染症に分類され、STSS患者の致死率は40%を越える。急速な病態進行や発

症の機構が不明なことから、予防法や治療法は今のところ確立されていない。2001 年に米国オク

ラホマ大学のグループにより GAS の全ゲノム情報が公開された。そこで、グラム陽性菌の膜貫通

型タンパクにみられる LPXTG モチーフなどの配列をプローブとし、未知の機能性タンパクを同定し、

侵襲型感染症の発症機構の解明をめざした。同時に劇症化 GAS 感染症のマウスモデル実験系

を確立し、劇症化に関わる GAS 以外の因子についても検討を加えた。 

 

４ 研究成果： 

 我々は、GAS の組織侵襲因子や感染拡散因子などについて、GASゲノムデータベース（M タン

パクの血清型である M1 型、M3 型、M18 型）を活用して、新規の機能性タンパクを同定し、解析を

行った。たとえば、STSS発症患者から分離されたM3型菌の菌体表層には、グラム陽性菌の表層

タンパクの C 末端に存在する LPXTG モチーフをもつ未知のタンパクが認められた。このタンパク

FbaB はフィブロネクチンと強い親和性を有し、M3 型菌における主要な細胞侵入因子であること、

世界各地から分離された M3 型 GAS 菌株を調べたところ劇症型分離株のみに FbaB タンパクの

発現が認められたことなどから、FbaB は M3 型菌の劇症化因子のひとつであることが明らかとな

った。GAS の菌体表層抽出画分より、新規の IgG 結合タンパクである Sib35 を同定した。Sib35 は

その中央領域から C 末端側にかけてロイシンジッパー様モチーフを有しており、同部分を含めた

領域に IgG が結合することが認められた。Sib35 は IgG に対して高い親和性を示した。Sib35 は直

接 B 細胞に会合し、細胞分裂を促した。完全なロイシンジッパー構造（LXXXXXXLXXXXXXL）を有

するタンパクをデータベース検索した結果、候補タンパク LZP を見いだした。LZP は Sib35 よりもさ

らに強力な B 細胞マイトジェン活性を有しており、その活性は LPS とほぼ同等であった。マウス脾

臓細胞に LZP を添加すると、IFN-γ、 TNF-α、 IL-6、 IL-12 の産生が非添加群と比較して明らか

に亢進した。 

呼吸器感染症の代表的な原因微生物であるインフルエンザウイルスと GAS の重感染モデル系

の構築と侵襲因子の解析を行った。マウスに非致死量のインフルエンザウイルスを経鼻感染後、

同じく非致死量の GAS を感染させたところ、90%以上のマウスが感染死した。同ウイルスと細菌の

重感染は、抗ウイルスヘマグルチニン抗体で完全に阻害され、マウスの致死も回避された。電子

顕微鏡および共焦点レーザー顕微鏡によって、GAS 菌体周辺には多数のインフルエンザウイル

スが付着することを明らかにした。インフルエンザウイルスが肺において感染の足場をつくり、二

次的に GAS が感染することにより、微生物の病原性が相乗的に亢進することを示した。この重感

染モデル系を用いて、GAS 菌側の致死因子を探索した。各病原因子欠失株をインフルエンザウイ
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ルス感染マウスに感染させ致死率を算定したところ、莢膜を欠失させた GAS はインフルエンザウ

イルス感染上皮細胞への付着が最も減弱し、さらにウイルスとの直接結合も低下した。これらの

事実は、GAS 莢膜はインフルエンザ感染細胞への付着と感染動物の致死作用において極めて重

要な機能を果たしていることを示している。 

 

５ 自己評価： 

 GAS 感染症の重症化因子の一つとして、インフルエンザウイルスによる先行感染が重要である

という成果は、当初目標よりもかなり早く達成できた。さらに、細菌とウイルスとの結合に関与する

双方のリガンド（レセプター）も同定できた。インフルエンザウイルス以外の呼吸器感染に関わるウ

イルスと GAS との混合感染系についても詳細に検討を加える必要がある。 

 GASゲノム情報から新規病原因子を同定する計画について、初期の段階（１年目）で、候補遺伝

子（タンパク）を数多く抽出、選択した。大腸菌による組換えタンパクや不活化変異株などの作製

に苦労したターゲット遺伝子もあったものの、総じて順調に新規遺伝子群の機能解析を遂行でき

た。３年の研究期間は過ぎたが、性状解析中の遺伝子もいくつか残っており、今後継続して研究

を進める予定である。 

 GAS の全ゲノム解析によると、1,750 の遺伝子が存在すると推定されるが、未だその 1/3 につい

ては機能が未知である。GAS のように炎症性疾患から非炎症疾患まで幅広い疾患を引き起こす

細菌は、病原性を発揮する術を幾通りも備えていると思われる。また、ゲノムサイズも大腸菌の半

分程度であり、各種細菌のなかでもかなりコンパクトである。１つのタンパクが複数の機能を有し

ている例も珍しくなく、GASにおいても限られたタンパクを有効に作用させている様子が想像され、

これらの機構をさらに解明したいと考えている。 

 

６ 研究総括の見解： 

 A 群レンサ球菌の中でヒトに重篤な症状を起こす侵襲型レンサ球菌及び劇症型 A 群レンサ球菌

について、発症機構や劇症化に関わる宿主因子の解明を目指した研究である。A 群レンサ球菌

の重症化因子の１つとして、インフルエンザウイルスによる先行感染が重要であることを示したこ

とは高く評価できる。またA群レンサ球菌の全ゲノム情報から新規病原因子を同定することにも成

功しており、今後さらなる発展が期待できる。 

 

7 主な論文等： 

主な論文 
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Biophys Res Commun 296: 1329-1333. 

2. Terao Y, Kawabata S, Nakata M, Nakagawa I, and Hamada S. (2002) Molecular   

characterization of a novel fibronectin-binding protein of Streptococcus pyogenes strains 

isolated from toxic shock-like syndrome patients. J Biol Chem 277: 47428-47435. 

3. Okahashi N, Sakurai A, Nakagawa I, Fujiwara T, Kawabata S, Amano A, and Hamada S. (2003) 

Infection of Streptococcus pyogenes induces receptor activator of NF-κB ligand expression 
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4. Okamoto S, Kawabata S, Nakagawa I, Goto T, Sano K, Okuno Y, and Hamada S. (2003) 
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infections in mice. J Virol 77: 4104-4112. 

5. Okamoto S, Kawabata S, Fujitaka H, Uehira T, Okuno Y, and Hamada S. (2004) Vaccination 

with formalin-inactivated influenza vaccine protects mice against lethal 



 
 
 
 

 - 695 -
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6. Okamoto S, Kawabata S, Terao Y, Okuno Y, and Hamada S. (2004) Streptococcus pyogenes 
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研究課題別評価 

 

１ 研究課題：粘膜病原細菌の感染に対するワクチン開発を目指した新戦略の構築 

 

２ 研究者氏名：鈴木 敏彦 

グループメンバー：光田 輝彦（研究期間：H14.4.1～H15.3.31） 

            吉田 整（研究期間：H14.4.1～H15.12.31） 

            赤倉 麗子（研究期間：H15.1.1～H16.8.31） 

 

３ 研究の狙い： 

 細菌性赤痢は、現在でも発展途上国の乳幼児の下痢症による死亡原因の約 5 割を占めている

重要な感染症である。実際の統計においても全世界で年間 1 億 6500 万人が罹患し、そのうち 110

万人が死亡している（WHO、1999 年）。社会基盤が脆弱な開発途上国においては抗生物質による

治療は経済的に困難を伴い、またその乱用により多剤耐性菌が蔓延しており、したがって効果的

で安全なワクチンの開発が切望されている。これまで赤痢ワクチンの研究から現時点では生菌に

よる O-多糖抗原に対する免疫誘導が感染防御に最も有効であり、上皮細胞への侵入性を保持し

たまま細胞内での増殖と拡散を不能にした二重変異株が多く作製されてきた。しかしこのようなワ

クチン株は依然として発熱と軽度の下痢原性を有し、特に乳幼児に対する安全性が解決されてい

ない。このような背景から、次世代の安全性に優れた赤痢弱毒ワクチン開発に必要な分子基盤を

確立することを本研究の目標とした。特に赤痢菌から分泌され粘膜感染に必須な役割を果たすエ

フェクター蛋白機能および抗原提示細胞の細胞死誘導機構に焦点を当てその分子機構を解明す

ることを目指し、さらに得られた知見をもとに弱毒でかつ高い防御免疫誘導能を有するワクチン株

の試作を行った。 

 

４ 研究結果： 

(1)赤痢菌のアクチン重合機構と宿主細胞特異性 

 赤痢菌は細胞内に侵入後菌の一極にアクチンの重合を誘導して細胞質中を運動し、さらに隣接

細胞へ拡散する。このアクチン重合に基づく細胞間拡散は菌のエフェクター蛋白 VirG と N-WASP

との結合を介したArp2/3 complex の活性化機構による。N-WASPはN-WASP、WASP、WAVE-1、

-2、-3 からなる WASP ファミリーの 1 分子であるが、我々は赤痢菌の VirG が N-WASP とのみ特

異的に結合することを見い出した。またマクロファージ等の血球系細胞では特異的に WASP が発

現しているが N-WASP の発現は抑制されており、そのためマクロファージ内では赤痢菌はアクチ

ンコメットを形成しない。このことから VirG-N-WASP の特異的結合が赤痢菌の細胞内運動機構に

おける宿主細胞特異性を決定していることが明らかとなった。 

 

(2)宿主細胞侵入性に関与する VirA エフェクターの機能の解明 

 赤痢菌のエフェクターの 1 つ VirA の宿主標的分子は宿主細胞のチューブリンであることを見い

出した。試験管内で VirA は微小管の不安定性を増大する活性をもっていたが、VirA の細胞内発

現や細胞への微量注入を行うと VirA は微小管に局在し細胞辺縁からラッフル膜の形成を認めた。

一方赤痢菌の感染や VirA の細胞内発現によって低分子量 GTP 結合蛋白 Rac1 の活性化がみら

れた。したがって VirA は微小管の不安定性を増大させることによって Rac1 を活性化し、これによ

って細胞による菌の貪食を誘導することが明らかとなった。 

 

(3)抗原提示細胞に対する細胞死誘導機構の解明 

 赤痢菌が樹状細胞（DC）やマクロファージといった抗原提示細胞に侵入する（あるいは貪食され

る）と、ファゴゾームを溶解して細胞質へ離脱し、その後細胞死を誘導することが知られている。菌

による細胞死誘導はカスパーゼ-1 の活性化によると報告されてきたが、我々はカスパーゼ-1 の
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活性化は菌の細胞死誘導に促進的に働くが必須ではないことを明らかにした。各種赤痢菌変異

株を用いた実験の結果、赤痢菌や大腸菌といったグラム陰性細菌に共通の因子がマクロファージ

の細胞質へ移行することによって細胞死の誘導が起きることが示された。さらに細胞死誘導因子

の同定を行い最終的に Lipid A が細胞死誘導分子の 1 つであることを明らかにした。実際に Lipid 

A (あるいは LPS)が TLR4 を介してアポトーシス活性あるいは抗アポトーシス活性を誘導すること

は広く知られている。しかし、TLR4 欠損マクロファージに赤痢菌が感染しても依然細胞死の誘導

が認められた。したがって感染細胞の細胞質において赤痢菌から放出される lipid A が TLR4 を介

さない全く別の細胞死誘導シグナルを刺激していることが示唆された。 

 

(4)新規弱毒ワクチン株の作製とその評価 

 赤痢菌がマクロファージに侵入し細胞質に遊離すると細胞死の誘導とそれに伴い IL-1βの分泌

が引き起こされる。これらによる強い炎症は細胞侵入性を有する赤痢菌株であれば誘導される。

したがってマクロファージの細胞死は従来の細胞侵入性弱毒ワクチン株でみられる炎症（ひいて

は発熱といった副作用）の誘導に関わると考えられた。そこで細胞侵入能は有するがマクロファー

ジに感染後のファゴゾーム膜溶解能を欠失した変異株を作製できれば低炎症性の新規のワクチ

ン株になる可能性があると考えられた。エルシニアの細胞侵入因子 invasin の遺伝子を細胞侵入

能欠損株（IpaB エフェクター欠損株）に導入した。本変異株は細胞侵入性を持つがマクロファージ

に感染後細胞死を誘導せず、細胞死に伴って大量に分泌される IL-1βおよび IL-18 量も低下して

いた。次にマウスに対する肺炎惹起モデルを用い、invasin 発現変異株のワクチンとしての効果の

有無を検討した。投与後の血清中および気管支肺洗浄液中の抗赤痢菌 LPS-IgG, -IgA の有意な

上昇がみられ、さらに致死量の赤痢菌野生株感染に対する感染防御効果が示された（投稿準備

中）。  

 

５ 自己評価： 

 本研究の期間に赤痢菌が有しているエフェクターの多彩な機能の一部を明らかにすることがで

きたが、新規に開始した未知のエフェクターの解析が思うように進行しなかったことは反省すべき

点である。その一方で、赤痢菌が誘導する細胞死のメカニズムの一端を明らかにし、その応用と

して新たに作製したワクチン株による感染防御誘導は、低炎症性新規赤痢ワクチン株のプロトタ

イプとして有用な基礎知見となりえた。 

 

６ 研究総括の見解： 

 赤痢菌の新世代ワクチンの開発を目指した研究である。赤痢菌の感染は粘膜細胞に侵入して

成立するが、この粘膜感染に必須のエフェクター蛋白が数多く報告されている。これらエフェクタ

ー蛋白の機能の一部を明らかにしたことは評価に値する。また、赤痢菌は抗原提示細胞の細胞

死を誘導するが、この細胞死の分子機構の一端を明らかにした。さらに、これらの成果を踏まえて

新たなワクチン候補株を作製し感染防御を誘導することを示した。今後の新世代ワクチン開発の

基礎を示したものとして期待される。 

 

７ 主な論文等： 
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2.  Yoshida, S., Katayama, E., Kuwae, A., Mimuro, H., Suzuki, T., and Sasakawa, C. 2002. Shigella 

deliver an effector proteins to trigger host microtubule destabilization, which promotes Rac1 

activity and efficient bacterial internalization. EMBO J. 21: 2923-2935. 
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研究課題別評価 

 

１ 研究課題：自己免疫性関節炎における骨破壊の分子機構の解明とその制御法の確立 

 

２ 研究者氏名：高柳 広 

グループメンバー：磯部 美穂（研究期間：H14.4.1～H16.11.30） 

            古賀 貴子（研究期間：H14.4.1～H16.7.31） 

 

３ 研究の狙い： 

 関節リウマチに代表される自己免疫性関節炎は全世界の人口の約 1％の患者を有する最

も頻度の高い自己免疫疾患の一つである。滑膜の炎症に伴い骨破壊を生じるため、患者の運

動機能は著しく制限されるが、この骨破壊を防止する治療法は確立されていない。これまで

の研究で、関節炎性骨破壊において破骨細胞が重要な役割を果たし、この破骨細胞の誘導に

は TNF ファミリーのサイトカインである破骨細胞分化因子（receptor activator of NF-κB 
ligand: RANKL）が重要であることを解明してきた。そこで、PRESTO においては、この RANKL

の細胞内シグナル伝達に注目し、破骨細胞分化を制御する分子メカニズムを解明し、新たな

骨破壊治療法への分子基盤を確立することをめざして研究を行った。 

 特に重点を置いたのが RANKL 誘導遺伝子の網羅解析である。従来 RANKL の細胞シグナル伝

達に関与すると考えられている分子は、NF-κB, MAP kinase, AP-1 などが知られていた。しかし、

これらのシグナル分子は多くの他のサイトカイン等によっても活性化されることから、RANKL 下流

には、未知の特異的なシグナル伝達分子が存在するはずであると予想して、RANKL 誘導遺伝

子のトランスクリプトーム解析を行った。この網羅的解析にはマウス全遺伝子をカバーする

Affymetrix GeneChip を用いてゲノムワイドでのスクリーニングを行った。ここで得られた

知見をもとに、骨吸収と骨形成の制御に必須の分子を同定し、ノックアウトマウスや遺伝子

欠損 ES 細胞を利用して機能解析を行った。 

 

４ 研究成果： 

【IFN-βの RANKL シグナルの自己制御因子として意義の解明】 

 トランスクリプトーム解析の結果、RANKL によってインターフェロン(IFN)-α/β誘導遺伝

子として知られる遺伝子が多数誘導されることが明らかになった。これまで、IFN-α/βは抗

ウイルス作用をもつ免疫制御分子であると考えられてきたが、IFN-α/β受容体欠損マウス由

来の骨髄細胞からは通常の 2 倍もの破骨細胞が形成されることから、IFN-α/βが破骨細胞分

化を抑制する重要な因子であることが示唆された。IFN-α/βの中でも、破骨細胞前駆細胞に

おいては、RANKL は IFN-βを特異的に誘導することが明らかになり、IFN-βの遺伝子欠損マ

ウスの骨組織を検討したところ、破骨細胞の数が異常に増え、骨粗鬆症様の症状を呈するマ

ウスであることがわかった。以上より、IFN-βが骨代謝の制御でも必須の役割を担うことが

明らかになった。また、IFN-βによる RANKL シグナルの抑制標的が転写因子 c-Fos であるこ

とも解明した。さらに、IFN-βを投与することで、in vivo においてもマウスの炎症性骨破

壊モデルの治療に成功した。これらの結果から、IFN-βや IFN-β誘導剤あるいは、c-Fos 経

路の抑制剤の研究開発を進めれば、炎症性骨疾患の治療に新たな道を拓く可能性が示された。

（Nature  416：744, 2002）。 

 

【破骨細胞の分化のマスターレギュレーター転写因子 NFATc1 の発見】 
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 トランスクリプトーム解析による最大の成果は、転写因子 NFATc1 が、破骨細胞の分化の

マスターレギュレーター（分化決定分子）であることを解明した点である(Dev Cell  3： 889, 

2002)。これは、NFATc1 欠損 ES 細胞が破骨細胞に分化できないこと、骨髄マクロファージ

系細胞にレトロウイルスで NFATc1 を過剰発現して破骨細胞を誘導可能であったことから証

明された。RANKL は NFATc1 を大量に誘導することで破骨細胞の分化を促進することが明ら

かになり、はじめて破骨細胞分化特異的な転写プログラムの一端が解明された。さらに、こ

の破骨細胞分化における NFATc1 の活性化には細胞内カルシウムシグナルの活性化やカルシ

ウム依存的に活性化されるフォスファターゼであるカルシニューリンが重要であることが

明らかになった。これらの新規シグナル経路を詳細に解析することで、破骨細胞分化機構の

全貌が明らかになり、それを利用した新規骨疾患治療の可能性が拓かれたと言える。 

 

【RANKL によるカルシウムシグナル活性化に必須の DAP12/FcRγ会合免疫グロブリン様受容

体群の同定】 

 上記の結果を発展させ、RANKL 下流におけるカルシウムシグナルの活性化機構の解析を続

けた。特に、RANKL 受容体である RANK がカルシウムシグナルを直接活性化できないことに

着目し、破骨細胞分化過程においてカルシウムシグナルを活性化する新たな受容体系を探索

する過程で、DAP12 と FcRγのダブルノックアウトマウスにおいて破骨細胞分化が障害され、

大理石骨病を呈することを発見した。DAP12 や FcRγと会合する免疫グロブリン様受容体群を

介したシグナルが破骨細胞分化に必須であることを示しており、破骨細胞分化における新た

な必須受容体を同定し、NFATc1 上流のカルシウムシグナル伝達経路の解明に道を拓く重要

な成果といえる（Nature  428：758, 2004）。 

 

【関節リウマチの病態における NFATc1 の関与と治療標的としての重要性】 

 NFATc1 の関節リウマチの病態への関与についても検討を行った。関節リウマチの病理組

織学的検討を行うと、骨破壊部に見られる破骨細胞において NFATc1 は非常に高く発現して

おり、治療標的として有望であることが示唆された。そこで、既存の抗リウマチ薬の破骨細

胞分化系への作用を指標にしてスクリーニングを行い、骨破壊抑制効果をもつ抗リウマチ薬

レフルノミドが NFATc1 を標的として破骨細胞分化を抑制すること、またこの抑制作用が生

体レベルにおける骨破壊抑制作用にも重要であることを明らかにした（Arthritis  Rheum  

50：794,  2004）。NFATc1 の活性化機構の解析が臨床的にも応用可能であることを示唆する

重要な成果と言える。 

 

【Stat1 の骨形成抑制機能の発見とその分子メカニズムの解析】 

 骨破壊を効率良く制御するには、骨吸収抑制だけではなく、骨形成を促進することも重要

な側面である。すでに述べたように IFN-βが意外にも骨代謝制御の必須分子であったことか

ら、IFN-β下流で活性化される転写因子複合体の構成分子の骨代謝における意義を遺伝子欠

損マウスを用いて解析した。そして、転写因子 Stat1 が骨芽細胞分化を制御する転写因子

Runx2 の抑制因子であることを見いだした。Stat1 による抑制を解除することで、人為的に

骨形成を促進する方法が開発できる可能性が示された（Genes Dev 17：1979, 2003）。 

 

このように、免疫系の制御分子による骨代謝制御という視点から、サイトカインや転写因

子などの関与を分子レベルで解明した一連の報告は、osteoimmunology（骨免疫学）と呼ば
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れる分野を開拓したとして、主要国際誌において論評をうけている（Nature  416：686, 2002, 

Nat Med  10：458, 2004）。 

 

５ 自己評価： 

骨破壊の原因となる破骨細胞の分化制御機構の解析に関しては、サイトカイン RANKL の発

見の後、世界的な競争が激化していた。特に、網羅的に下流のシグナル分子を探索する手法

は比較的容易に着想できるため、その方法で重要な標的を発見し世界に先駆けて報告できる

かどうかは楽観できない状況にあった。本研究においては、PRESTO の予算を重点的に網羅

解析に利用することで、適切なコントロールを置いた大規模な検索を行うことができた。そ

の結果、破骨細胞の分化のマスター転写因子 NFATc1 を同定し、世界に先駆けて発表するこ

とができた。この発見によって破骨細胞分化の研究は大きく発展し、新たな治療標的経路を

示すことにも結びついた。また、NFATc1 を活性化するカルシウムシグナルの解析から、RANKL

が機能するためには、共刺激シグナルを伝える免疫グロブリン様受容体が必須であることが

解明された。この発見は、免疫系の制御に関わる受容体群が、広く骨代謝に関与することを

初めて示した報告となり、われわれが推進する骨代謝学と免疫学の境界領域である骨免疫学

の重要性を示すことができた。遺伝子改変マウスを用いた解析などを多用した煩雑な研究計

画の遂行においては、ポスドク参加型による人的なサポートが不可欠であった。本研究期間

においては、幸運にも当初の目標を概ね達成することができたと考えている。今後は、本研

究で明らかになったメカニズムを発展させ、破骨細胞をモデルとした細胞分化機構全貌の解

明を目指すと同時に、新たな骨破壊制御のための手法を探索し、臨床応用に向けた知見を集

めることが重要と考える。 
 

６ 研究総括の見解： 

関節リウマチなどの自己免疫性関節炎における骨破壊の分子機構の解明のために、骨吸収と

骨形成の制御に必須の分子を同定し、その機能を明らかにすることを目的とした研究である。破

骨細胞の分化のマスター転写因子の発見や同シグナルを伝える免疫グロブリン様受容体の発見

などにより、骨代謝学と免疫学の境界領域である骨免疫学を確立し、骨破壊制御による治療の基

盤を樹立した極めて独創的かつ発展性豊かな研究である。 

  

７ 主な論文等： 

【論文】 

1. Gohda, J., Akiyama, T., Koga, T., Takayanagi, H., Tanaka, S. and Inoue, J. RANK-mediated 

amplification of TRAF6 signaling leads to NFATc1 induction during osteoclastogenesis. 

EMBO 24(4)790-799 (2005) 

 

2. Takatsuna, H., Asagiri, M., Kubota, T., Oka, K., Osada, T., Sugiyama, C., Saito, H., Aoki, K., Ohya, 

K., Takayanagi, H. and Umezawa K. Inhibition of RANKL-induced Osteoclastogenesis by 

(-)-DHMEQ, a Novel NF-κB Inhibitor, through Downregulation of NFATc1. J Bone Mineral 

Res 20(4) 653-662 (2005) 

 

3. Matsumoto, M., Kogawa, M., Wada, S., Takayanagi, H., Tsujimoto, M., Katayama, S., Hisatake, K., 

Nogi, Y.  Essential role of p38 MAP kinase in cathepsin K gene expression during 

osteoclastogenesis through association of NFATc1 and PU.1.  J Biol Chem. 

279(44),45969-79 (2004) 
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4. Koga, T., Inui, M., Inoue, K., Kim, S., Suematsu, A., Kobayashi, E., Iwata, T., Ohnishi, H., Matozaki, 

T., Kodama, T., Taniguchi, T., Takayanagi, H.*, and Takai, T.*  Costimulatory signals mediated 

by the ITAM motif cooperate with RANKL for bone homeostasis. Nature 428,758-763 (2004) 

*Corresponding authors 

 

5. Urushibara, M.*, Takayanagi, H.*, Koga, T., Kim, S., Isobe, M., Morishita, Y., Nakagawa, T., 

Loeffler, M., Kodama, T., Kurosawa, H., and Taniguchi, T.  The antirheumatic drug leflunomide 

inhibits osteoclastogenesis by interfering with receptor activator of NF-κB ligand-stimulated 

induction of nuclear factor of activated T cells c1. Arthritis Rheum 50(3), 794-804 (2004) 

*Equal contributors 

 

6. Kim, S., Koga, T., Isobe, M., Kern, B. E., Yokochi, T., Chin, Y. E., Karsenty, G., Taniguchi, T., and 

Takayanagi, H. Stat1 functions as a cytoplasmic attenuator of Runx2 in the transcriptional 

program of osteoblast differentiation.  Genes Dev 17(16), 1979-91 (2003) 

 

7. Takayanagi, H., Kim, S., Koga, T., Nishina, H., Isshiki, M., Yoshida, H., Saiura, A., Isobe, M., 

Yokochi, T., Inoue, J-I, Wagner, E. F., Mak, T. W., Kodama, T., and Taniguchi, T. Induction and 

activation of the transcription factor NFATc1 (NFAT2) integrate RANKL signaling for terminal 

differentiation of osteoclasts. Dev Cell 3, 889‐901(2002) 

 

8. Takayanagi, H., Kim, S., Matsuo, K., Suzuki, H., Suzuki, T., Sato, K., Yokochi, T., Oda, H., 

Nakamura, K., Ida, N., Wagner, E. F. & Taniguchi, T. RANKL maintains bone homeostasis 

through c-Fos-dependent induction of IFN-β. Nature 416, 744-49 (2002) 

 

9. Nakamura, I., Kadono, Y., Takayanagi, H., Jimi, E., Miyazaki, T., Oda, H., Nakamura, K., Tanaka, S., 

Rodan, G. A. & Duong le, T. IL-1 regulates cytoskeletal organization in osteoclasts via TNF 

receptor-associated factor 6/c-Src complex. J Immunol 168, 5103-9 (2002) 

 

10. Yamamoto, A., Miyazaki, T., Kadono, Y., Takayanagi, H., Miura, T., Nishina, H., Katada, T., 

Wakabayashi, K., Oda, H., Nakamura, K. & Tanaka, S. Possible involvement of IκB kinase 2 

and MKK7 in osteoclastogenesis induced by receptor activator of nuclear factor κB ligand. J 

Bone Miner Res 17, 612-21. (2002) 

 

11. Ogasawara, K., Hida, S., Weng, Y., Saiura, A., Sato, K., Takayanagi, H., Sakaguchi, S., Yokochi, T., 

Kodama, T., Naitoh, M., De Martino, J. A. & Taniguchi, T. Requirement of the 

IFN-α/β-induced CXCR3 chemokine signalling for CD8+ T cell activation. Genes Cells 7, 

309-320 (2002) 

 

【総説】 

1.  Takayanagi H. Inflammatory bone destruction and osteoimmunology.  J Periodontal Res (in 

press) 

 

2.  Takayanagi H. Mechanistic insight into osteoclast differentiation in osteoimmunology.  J Mol 

Med 83(3), 170-179 (2005) 
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他、英文 3 編/邦文 17 編 

 

【特許】 

発明の名称：大理石骨病発生症モデル非ヒト動物（出願番号：2004－108206） 

  ①発明者：高井俊行、高柳広、乾匡範、古賀貴子 ②出願日：2004 年 3 月 30 日 

  ③出願人：科学技術振興機構 

 

 

【受賞】 

2002 年  

国際サイトカイン学会 International Cytokine Society, Young Investigator Award 2002.10.6 

サイエンス誌若手科学者賞 Amersham Biosciences and Science Prize for Young Scientists 

2002.11.20（Science 298 p. 1568 (2002)） 

平成 14 年度日本骨粗鬆症学会研究奨励賞 2002.11.22 

 

2004 年  

ノバルティス・リウマチ医学賞 2004.4.14 

日本リウマチ学会賞 2004.4.15 

アメリカ骨代謝学会, Fuller Albright Award 2004.10.2 

 

2005 年  

第１回（平成 16 年度）日本学術振興会賞 2005.3.22 

第 1 回日本学士院学術奨励賞 2005.3.22 

 

 

【招待講演】 

Hiroshi Takayanagi: Integration of RANKL Signaling by NFATc1 in Osteoclastogenesis. 

26th Annual Meeting of American Society for Bone and Mineral Research, 2004.10.3, 

Seattle 

 

Hiroshi Takayanagi: Leflunomide inhibits bone destruction by interfering with RANKL 

signaling and osteoclastogenesis 

Annual European Congress of Rheumatology "EULAR 2004", 2004.6.11, Berlin 

 

他、国際 6 件/国内 27 件
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研究課題別評価 

 

１ 研究課題：感染および抗腫瘍免疫における交差性生体制御機構の意義 

 

２ 研究者氏名：田中 義正 

グループメンバー：喜多 祥一（研究期間：H14.4.1～H17.3.31） 

 

３ 研究の狙い： 

現在行われているがんに対する治療法は、手術、放射線照射、化学療法などいずれも侵襲性

の高いものが多く、患者の QOL がきわめて悪い。これに対して、がんに対する免疫療法は、侵襲

性が低く、QOL も良好であるが、治療効果の面で期待されているほどの成績は出ていない。本研

究課題においては、ヒトγδ型Ｔ細胞の有する感染免疫作用と抗腫瘍免疫作用との交差性を利

用した新しい腫瘍標的免疫療法を確立するための基盤解析を行うことを目的とした。 

一般に、免疫療法は大きく２つに分類することができる。一つは、サイトカインなどを用いた非特

異的免疫療法であり、他方は、細胞傷害性Ｔ細胞を利用した特異的免疫療法である。前者におい

ては、IL-2 を利用した LAK 療法などが代表的なものである。これらの治療法においては、具体的

な手技として、サイトカインの投与といった既存の一般的技術しか利用しないため、治療法の標準

化が容易である。しかし、その治療効果はメラノーマなど一部の腫瘍に限定され、一般化が困難

である。後者においては、特異的なペプチド性抗原認識が期待されるため、理論的には治療の標

準化が可能であるが、実際的には、腫瘍特異的ペプチドの同定や抗原特異的Ｔ細胞の大量培養

などの高度な免疫学的手法を駆使するため、臨床的な標準化が困難である。また、腫瘍細胞に

ＭＨＣの発現抑制があると、効果がなくなるため、適用症例にも限界がある。 

一方、γδ型Ｔ細胞は、結核菌、マラリア原虫、ピロリ菌など病原性微生物の産生するピロリン

酸モノエステル系代謝産物、プロテウスなどの病原性細菌の産生するアルキルアミン系代謝産物、

また、それら天然微生物抗原の類縁体である窒素含有型ビスホスホン酸などを認識する。すなわ

ち、微生物に特異的なパターン抗原を認識するという点で、機能的には自然免疫系の細胞群に

分類されるが、抗原認識に遺伝子の再構成を経て構築されたγδ型Ｔ細胞受容体を利用してお

り、構造学的には適応性免疫にも分類されうる。このことから、γδ型Ｔ細胞は自然免疫と適応性

免疫との交差性を有していることが考えられる。また、病原性微生物の産生する抗原を認識し、感

染直後に増殖誘導がみられることから、γδ型Ｔ細胞は感染免疫に関与していることが明らかで

あるが、一方、増殖誘導をうけ活性化されたγδ型Ｔ細胞は強い腫瘍細胞傷害性を有するという

点において、腫瘍免疫にも関与していると考えられる。実際に、腎臓がんにおいては、約４分の１

の患者においてγδ型Ｔ細胞の増加がみられ、原発巣の摘出後にはγδ型Ｔ細胞の減少が観察

されている。このようにγδ型Ｔ細胞は、感染免疫と抗腫瘍免疫との交差性をも有する。 

本研究課題においては、γδ型Ｔ細胞の感染免疫的側面を利用して、ピロリン酸モノエステル

系化合物によりγδ型Ｔ細胞の増殖誘導を行い、また、その細胞の腫瘍免疫的側面を利用して、

窒素含有型ビスホスホン酸処理により感作した腫瘍細胞を効率よく傷害するという、新しい腫瘍

標的免疫療法を確立するための基盤解析を行った。 

 

４ 研究成果： 

（１）γδ型Ｔ細胞受容体依存的非ペプチド性抗原の認識機構の解析 

αβ型Ｔ細胞は、主要組織適合性抗原(MHC)クラスⅠあるいはⅡ／抗原性ペプチド複合体を

αβ型Ｔ細胞受容体(TCR)で認識し、その際、その相互作用を CD4 あるいは CD8 分子が補助す

る。一般に、γδ型Ｔ細胞は CD4、CD8 分子を欠落しており、抗原もペプチドではなく、ピロリン酸

モノエステル、アルキルアミン、窒素含有型ビスホスホン酸のような非ペプチドである。このような
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ことから、γδ型Ｔ細胞の非ペプチド性抗原認識機構がγδ型 TCR 依存的かどうかは明らかで

はなかった。そこで、Jurkat 細胞の系を用いて TCR 依存性を検討した。まず、TCR 欠損株の

Jurkat 細胞にγ鎖およびδ鎖の遺伝子を導入し、γδ型 TCR を発現する Jurkat 細胞を確立した。

そして、αβ型 Jurkat、ＴＣＲ欠損型 Jurkat、γδ型 Jurkat のそれぞれに、３種の非ペプチド性抗

原を作用させた結果、γδ型 Jurkat 細胞だけが反応性を示し、IL-2 を産生した。このことから、ピ

ロリン酸モノエステル、アルキルアミン、窒素含有型ビスホスホン酸の非ペプチド性抗原は、いず

れもγδ型 TCR により認識されることが明らかとなった。 

次に、γδ型 TCR によりどのようにして非ペプチド性抗原が認識されるのか明らかにするため

に、γδ型 TCR の立体構造解析を行った。まず、γ鎖およびδ鎖の細胞外領域をコードする遺伝

子を大腸菌用の発現ベクターに組み込んだ。このままでは、いずれも発現が見られなかったため、

RBS 領域の改変、ステムループの除去、ホルミルメチオニンの効率的除去、リボソームの可動性

誘導、レアーコドンの除去などを行い、大腸菌１リットル培養において 300mg 程度の封入体を得る

ことができた。次に、これら封入体を DTT 加尿素・グアニジン溶液に溶解し、アルギニン加トリスベ

ース緩衝液に迅速希釈した。さらに、低濃度尿素加トリス緩衝液に対して透析を行い、陽イオン交

換カラムクロマトグラフィーにより精製を行った。γδ型ＴＣＲ細胞外領域タンパク質の純度検定に

ついては電気泳動、ゲル濾過、光散乱により行い、免疫グロブリンフォールドの形成は円偏光二

色性により確認した。得られたタンパク質標品を結晶化スクリーニングに供した結果、２種類の緩

衝液で結晶が確認され、0.2mm 程度の単結晶が得られた。これをインハウスのＸ線発生装置で解

析した結果、４Åの解像度でデータが得られ、さらに、SPring8 の放射光を用いた解析により、1.9

Åの解像度のデータセットが得られた。次に、結晶の軸を決定し、分子置換法により分子モデル

を構築し、精密化した結果、2.4Åの解像度でγδ型 TCR の構造を決定することができた。 

次に構造解析の結果、および、遺伝子配列解析の結果から、非ペプチド性抗原認識に関わる

と考えられるアミノ酸残基を推定したところ、γK108、δR51、δL97 が重要であると考えられた。

そこで、この３つのアミノ酸残基をアラニン置換して、それらをコードする遺伝子を、Jurkat 細胞の

システムで再構成したところ、いずれの点変異においても非ペプチド性抗原に対する反応性は消

失した。このことから、非ペプチド性抗原の認識機構は、次のようになると考えられた。まず、ピロ

リン酸モノエステル系抗原の場合、γK108 およびδR51 のポジティブチャージしたアミノ酸側鎖に

環境中の無機リン酸などのネガティブチャージしたイオンが相互作用する。ここにピロリン酸モノエ

ステル系抗原が入ってくると、無機リン酸が排除され、ピロリン酸残基のネガティブチャージがγ

K108 およびδR51 のポジティブチャージと相互作用する。そして、ピロリン酸モノエステル系抗原

の炭化水素鎖とδL97 のアミノ酸側鎖が疎水相互作用する。このようにして、ポジティブ・ネガティ

ブの相互作用と疎水相互作用により、ピロリン酸モノエステル系抗原が認識される。一方、ポジテ

ィブチャージを有しているアルキルアミン系抗原の場合には、環境中の無機リン酸はそのままで、

そのネガティブチャージとアルキルアミンのポジティブチャージが相互作用する。すなわち、γ

K108 およびδR51 のポジティブチャージ、無機リン酸のネガティブチャージ、アルキルアミンのポ

ジティブチャージの電荷ブリッジが形成される。そして、ピロリン酸モノエステル系抗原の場合と同

様、アルキルアミン系抗原の炭化水素鎖とδL97 のアミノ酸側鎖が疎水相互作用する。このように

して、アルキルアミン系抗原が、ピロリン酸モノエステル系抗原の認識部位と同一の部位で認識さ

れる。また、窒素含有ビスホスホン酸系抗原の場合には、基本的には、アルキルアミン系抗原と

同様の作用様式で認識されると考えられる。以上のように、本研究により、γδ型ＴＣＲの結晶構

造が高解像度で解析され、さらに、遺伝子工学的手法を用いた機能解析の結果から、構造・機能

相関が明らかとなり、γδ型Ｔ細胞による非ペプチド性抗原認識機構を詳細に解析することが可

能になった。 

 

（２）γδ型Ｔ細胞による腫瘍細胞認識に関与する副刺激シグナル分子の解析 
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γδ型Ｔ細胞は、高活性化状態にあるときには、ナチュラルキラー様の活性により、γδ型ＴＣ

Ｒ非依存的に種々の腫瘍細胞を傷害する。しかし、定常状態においては、非常に限られた細胞株

だけをγδ型ＴＣＲ依存的に傷害する。これらの中には、RPMI8226 などのマルティプルミエローマ

細胞や Daudi などのバーキットリンパ腫が含まれる。これは、RPMI8226 や Daudi にγδ型 TCR

の抗原が発現されているためだと考えられる。一方、腎臓がん、膀胱がん、肺がんを含むほとん

どの腫瘍細胞株において、窒素含有型ビスホスホン酸処理を行うと、定常状態のγδ型Ｔ細胞が

γδ型 TCR 依存的に腫瘍細胞傷害性を呈するようになる。この際、腫瘍細胞表面上の窒素含有

型ビスホスホン酸がγδ型 TCR 依存的に認識されると考えられる。しかし、そのシグナル伝達を

サポートする副刺激シグナル分子については、ほとんど明らかになっていなかった。そこで、本研

究において、ほとんどの腫瘍細胞上に発現している正の副刺激シグナル分子の探索を行った。ま

ず、膀胱癌の一種である EJ-1 と肺癌の一種である LK-2 をマウスおよびラットに免疫し、それらを

認識するモノクローナル抗体をスクリーニングした。この際、他に６種類の腫瘍細胞の染色も行い、

計８種類の腫瘍細胞をクロス染色できるモノクローナル抗体を選択した。その結果、８種類の独立

したモノクローナル抗体が樹立でき、ウェスタンブロティング解析、免疫沈降解析、質量分析を行

い、樹立された８種類のモノクローナル抗体がいずれも CD166 を認識していることを確認した。

CD166 の発現分布を解析した結果、ほとんどのヒト腫瘍細胞にその発現がみとめられ、正常細胞

では、CD14 陽性のモノサイト系の細胞にその発現が確認された。ここで、CD166 の受容体は CD6

であることが明らかとなっているので、γδ型Ｔ細胞上の発現を確認したところ、CD6 の強い発現

が認められた。 

以上の結果から、CD166/CD6 の相互作用がγδ型Ｔ細胞の抗腫瘍活性に影響を与えている

可能性が示唆されたので、機能解析を行うことにした。まず、CD166 の発現の認められないエリス

ロリュ－ケミアである K562 にモックのベクターあるいは CD166 の遺伝子を組み込んだ発現ベクタ

ーを遺伝子導入し、K562/Mock および K562/CD166 細胞を樹立した。これらの細胞に窒素含有型

ビスホスホン酸をパルスし、γδ型Ｔ細胞を作用させた。その結果、CD166 の発現があると、γδ

型Ｔ細胞の抗原認識能が明らかに上昇した。このことは、CD166/CD6 の相互作用が、γδ型Ｔ細

胞の腫瘍細胞傷害性において、明らかに正の制御を行っていることを示唆している。また、逆に

CD166 の発現を抑制した場合にγδ型Ｔ細胞の機能にどのような影響を与えるか検討を行った。

まず、CD166 分子を発現している LK-2 にモックのベクターあるいは CD166 の RNA 干渉用のベク

ターを組み込んだ。そして、窒素含有型ビスホスホン酸パルスを行い、γδ型Ｔ細胞の反応性の

違いを検討した。その結果、CD166 の発現を抑制すると、γδ型Ｔ細胞のエフェクター作用が抑制

されることが明らかとなった。以上の結果より、CD166/CD6 の相互作用が、γδ型Ｔ細胞の抗腫

瘍作用において、正の副刺激シグナルとして作用していることが明らかになった。 

 

（３）新しい腫瘍標的免疫療法における安全性の確立 

上記のγδ型Ｔ細胞のエフェクター作用に関する基礎的解析結果をもとに、新しい腫瘍標的免

疫療法を開発するための基盤解析を行った。この腫瘍標的免疫療法は、病原性微生物抗原の合

成誘導体である 2-メチル-3-ブテニル-1-ピロリン酸により、in vitro でγδ型Ｔ細胞を増殖誘導す

る局面と、がん細胞を窒素含有型ビスホスホン酸で標識して、γδ型Ｔ細胞で傷害する局面とに

分かれる。このうち、最初の局面においては、まず、健常人末梢血単核球で検討したところ、抗原

処理により１０３倍から１０４倍の増殖効果が見られた。また、がん患者においても、同様の結果が

得られたことから、γδ型Ｔ細胞の増殖誘導に関しては問題のないことが明らかになった。次に、

がん細胞を窒素含有型ビスホスホン酸で標識する局面に関しては、窒素含有型ビスホスホン酸

投与の安全性が確立しているため問題は生じない。そこで、最後の局面である、γδ型Ｔ細胞の

投与に関してその安全性を検討した。すなわち、がん患者において、抗原処理によりγδ型Ｔ細

胞を増殖誘導し、それをがん患者に投与することに関して、その安全性を検討した。その結果、γ
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δ型Ｔ細胞を１０１０から１０１１程度移入しても、重篤な副作用はみとめられず、その安全性が確認

された。以上の臨床的結果より、今後、新しい腫瘍標的免疫療法を開発するための基盤が確立さ

れた。 

５ 自己評価： 

本研究課題に採択された際に、掲げた目標は、γδ型TCRの構造解析を行い、それをもとにし

て、構造・機能相関からγδ型Ｔ細胞の非ペプチド性抗原認識機構を明らかにするとともに、その

作用様式を利用して、新しい腫瘍標的免疫療法を開発するための基盤解析を行うというものであ

った。まず、最初の目的である、結晶解析による三次構造の決定であるが、これは、三次構造解

析技術を習得することと、実際得られた構造をもとにして構造・機能相関解析を行うことの２つの

目的があった。技術の習得に関しては、タンパク質の発現制御、リフォールディング、結晶化、コン

ピューター解析と一連の手技を習得することができ、今後の研究において重要な意味を持つと考

えられる。また、実際に得られた結果に関しては、γδ型 TCR による非ペプチド性抗原認識機構

の概要が明らかになり、それをもとに、構造・機能相関解析ができるようになった。しかし、より明

確な結論を出すためには、γδ型 TCR と非ペプチド性抗原との共結晶解析、点変異体γδ型

TCR の結晶解析が必要であり、今後の課題となっている。しかし、技術的問題はクリアーされてい

るので近い将来結果を出すことができると思われる。また、本研究の基礎面における結果を応用

する試みとして、もう一つの課題であった実際の臨床応用研究の基礎構築を試みた。その結果、

臨床応用のための前臨床治験も終了し、その安全性が確立されたので、これから、がんトランス

レーショナルリサーチへと進み、本研究課題で提唱した新しい腫瘍標的免疫療法の確立を目指し

ていきたい。 

 

６ 研究総括の見解： 

ヒトγδ型 T 細胞の感染免疫作用と抗腫瘍免疫作用との交差性を利用した新しい腫瘍標的免

疫療法を確立するための基盤解析を目標とした研究である。γδ型 T 細胞の感染免疫学的側面

を利用したピロリン酸モノエステル系化合物によるγδ型 T 細胞の増殖誘導やその細胞の腫瘍

免疫的側面を利用した窒素含有型ビスホスホン酸処理により感作した腫瘍細胞の効率の良い傷

害など、新しい腫瘍標的免疫療法を確立するための基盤解析を行い、今後の発展が期待される

成果を挙げている。 
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研究課題別評価 

 

１ 研究課題：プロテオーム解析による赤痢アメーバの病原機構の解明 

 

２ 研究者氏名：野崎 智義 

グループメンバー：佐藤 暖（研究期間：H16.4.1～H16.8.31） 

            繁田 泰男（研究期間：H15.5.1～H17.3.31） 

            岡田 麻美（研究期間：H14.4.1～H15.3.31） 

 

３ 研究の狙い： 

嫌気性原虫赤痢アメーバはヒトの大腸に寄生し、複数の病原因子を細胞外に放出して免疫細

胞を融解したり、感染局所の組織破壊を起こすとともに、破壊された細胞・組織を活発に貪食（フ

ァゴサイトーシス）・除去して寄生を成立させる。病原因子の分泌や貪食は赤痢アメーバの寄生に

不可欠であり、その分子機構を解明することは、赤痢アメーバの病原機構を理解するために不可

欠である。我々は分泌や貪食を調節する細胞機構としての小胞輸送に注目し、赤痢アメーバの小

胞輸送の特殊性を分子レベルで明らかにすることにより、赤痢アメーバの小胞輸送が病原機構に

どう関与するかを解明することを目指した。 

 

４ 研究成果： 

1. プロテオーム解析によるファゴソームタンパク質の網羅的同定 

 貪食過程に関わる分子を網羅的に同定することを目的として、貪食胞（ファゴソーム）を分離・精

製し、ファゴソームに存在するタンパク質をプロテオーム解析により同定した。これによりファゴソ

ームの形成、成熟の過程でファゴソームに動員される 160 を超えるタンパク質とそれぞれのタンパ

ク質の動態を明らかにした。赤痢アメーバに特異的な細胞表面レクチン、システインプロテアーゼ

(CP)を含む様々な加水分解酵素、Rab タンパク質などが同定された。約 40％のタンパク質はいか

なる既知のタンパク質とも有意な同一性をもたない新規タンパク質であり、赤痢アメーバ特異的な

ファゴソーム成熟機構が示唆された。また、これまで細胞表面やミトコンドリアに存在すると予測さ

れていたタンパク質がファゴソームに構成的に見られた。以上の結果をもとに赤痢アメーバのバ

ーチャルファゴソームを構築することができ（図 1）、赤痢アメーバのファゴソーム形成・成熟に関与

するタンパク質群の全体像とその詳細な動態が解明された。同時に、赤痢アメーバのファゴソー

ム成熟過程の特殊性の一端が分子レベルで明らかになった。 

 

2. 赤痢アメーバの貪食における Rab タンパク質の役割の解明 

 低分子量 GTPase Rab タンパク質は特定の小胞間の特異的な結合と融合(docking/fusion)に機

能する重要なタンパク質である。我々は貪食の際に機能する数種類のRabタンパク質の特異的な

役割を明らかにした。赤痢アメーバがほ乳動物の赤血球に接着すると、貪食が開始する前に、フ

ァゴソームと独立した 2-3µm の空胞(prephagosomal vacuole, PPV)が形成された。この空胞の形

成には少なくとも Rab5 と Rab7A の 2 種類の Rab が関与していた。Rab5 は PPV 形成に、Rab7A

は PPV の形成と PPV を介するリソソーム分解酵素のファゴソームへの輸送に機能していた。PPV

は他種生物に見られないユニークなオルガネラであり、リソソーム由来の分解タンパク質である

CP やアメーバポア(AP)などを活性化し貯蔵する準備空胞であると予想された（図 2）。 

 更に Rab7A の機能を調節するタンパク質として Rab7A 結合タンパク質を生化学的精製により単

離したところ、他種生物でレトロマー(retromer)と呼ばれている複合体と似た構造を示す複合体を

獲得した。赤痢アメーバのレトロマー様複合体は赤痢アメーバ Rab7A と特異的に結合し、リソソー

ム酵素の輸送をネガティブに制御していた（図 2）。複合体との結合を介した Rab7A の調節機構は
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他種生物と異なった前例のない制御機構であった。 

 赤痢アメーバの小胞輸送の特殊性として、Rab の高度の多様性が挙げられる。一般に酵母など

の単細胞生物では 7-11 種、多細胞生物のハエ、線虫、植物、ヒトでも 29-57 種の Rab が存在す

るに過ぎないのに対して、単細胞生物である赤痢アメーバは少なくとも 90 種の Rab タンパク質を

有する。赤痢アメーバの Rab の多様性を示す１つの例としてヒトでは存在しない Rab7 のアイソタイ

プの存在が挙げられる。赤痢アメーバでは少なくとも 8 種類の Rab7 アイソタイプが存在する。我々

は上記 Rab7A に続いて Rab7B, Rab7D の貪食の小胞輸送における役割を明らかにした（図 2）。こ

れらの一連の成果により赤痢アメーバの貪食における Rab7 アイソタイプの貪食における特異的

な役割が明確になった。 

 

3. 赤痢アメーバにおける貪食過程の可視化 

貪食におけるファゴソームの成熟過程をリアルタイムで追跡するシステムを構築した。赤痢アメ

ーバのファゴソーム内腔はファゴソームの形成後 2 分以内に pH4.5 まで低下し、少なくとも数時間

酸性化されたまま維持された。また、貪食胞における緑色蛍光タンパク質(GFP)を発現した酵母や

リーシュマニア原虫の分解も半減期10分以内であり、効率的な酸性化と分解が急速に起こってい

ることが明らかになった。病原性の効率の異なる複数の赤痢アメーバ株と非病原性関連種である

E. diapar を用いてファゴソームの酸性化と分解の比較を行った。ファゴソームの酸性化の効率とフ

ァゴソームでの GFP 分解は良く相関していたが、酸性化・分解の効率は必ずしも見かけの病原性

と相関していなかった。以上のことはファゴソームの酸性化が分解機構と密接に相関していること

を示していると同時に、ファゴソームの酸性化・分解・成熟の効率だけが赤痢アメーバ原虫の病原

性を規定しているのではなく、分解酵素の細胞内での分別輸送・分泌の調節がより密接に病原性

に関与していることが予想された。 

 

図 1 プロテオーム解析によるバーチャルファゴソーム 
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図 2 赤痢アメーバにおけるファゴソームの形成と成熟過程 

 

 

５ 自己評価： 

赤痢アメーバの病原機構を小胞輸送という観点からとらえた研究を目指し、充分な成果を挙げ

ることができたのではないかと考えている。第１に貪食過程に関与する分子を網羅的に同定する

ことにより、他種生物との相似及び赤痢アメーバにおける特殊性が明らかにされただけでなく、今

後病原性と直接リンクするタンパク質を解明する基盤を構築することができた。第２に病原機構の

一部である貪食の小胞輸送に関与する個別のタンパク質の機能を解明する過程で、赤痢アメー

バ原虫に特異的な細胞内オルガネラの同定と空胞の成熟機構の発見に至った。第３に赤痢アメ

ーバにおける小胞輸送を分子プローブを用いて可視化することに成功した。また、本報告書には

記載しないが、赤痢アメーバに選択的に存在するアミノ酸代謝酵素メチオニンガンマリアーゼ、並

びに、低分子量 GTPase の脂質修飾酵素の発見とこれら標的酵素に対する創薬も達成しており、

目指した研究提案の多くを達成することが出来たのではないかと考える。しかしながら、命題の中

心である貪食・分泌の病原機構における必須性に関しては、今後の研究で明らかにしたい。特に、

貪食に関与するどの分子が病原性と最も高く相関しているかを、病原性株・非病原性分離株間、

及び赤痢アメーバ・非病原性アメーバ間での量・動態の比較により発見し、その機能を逆遺伝学

的手法を用いて解明する予定である。また、赤痢アメーバ全遺伝子を網羅した DNA マイクロアレ

イを作製し、病原性に強く相関する小胞輸送、或いはそれ以外の経路に関与する遺伝子を網羅

的に同定したいと考えている。 

 

６ 研究総括の見解： 

 腸管寄生原虫赤痢アメーバの小胞輸送の特殊性を分子レベルで明らかにすることにより、赤痢

アメーバの小胞輸送が病原機構にどう関与するかを解明することを目的とした研究である。赤痢

アメーバの貪食の特殊性を明らかにするとともに病原性に直接関与する蛋白因子を解明した。ま

た貪食の小胞輸送に関与する蛋白の機能を解明して、赤痢アメーバに特異的な細胞内オルガネ

ラの同定と空胞の成熟機構を発見した。さらに小胞輸送を分子プローブを用いて可視化すること

に成功し、初期の研究目的を達成した。 
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１ 研究課題：赤血球期マラリア原虫の細胞増殖と脂質代謝・輸送の分子機構の解明 

 

２ 研究者氏名：三田村 俊秀 

グループメンバー：Nirianne Marie Q. Palacpac (研究期間：H14.4.1～H16.11.30) 

            瀬戸 真太郎（研究期間：H15.4.1～H16.3.31） 

 

３ 研究の狙い： 

地球規模の問題であり、未だ人類に脅威を与えつづけている寄生虫感染症マラリアの臨床症

状、ならびに複雑な病理は、病原因子であるマラリア原虫がその生活環中の赤血球サイクルに

入った時のみ生じる。熱帯熱マラリア原虫は、人に感染する原虫種の中で最も悪性な種であり、

かつ、汎用されている抗マラリア薬に対する耐性株が蔓延している。さらにはこの原虫種に対す

る有効なワクチンが実用化されていない。このような現状において、新規抗マラリア薬の開発は、

ワクチン開発と同様急務の課題である。 

本研究では、熱帯熱マラリア原虫が呈するモデル生物、特に哺乳動物には見られない細胞増

殖と細胞内物質輸送に関するユニークな現象に着目し、赤血球期熱帯熱マラリア原虫の細胞増

殖に必須な血清中脂質成分の代謝・輸送の分子機構の解析を通して、感染症マラリアの治療・

予防に資する新規抗マラリア薬開発につながる標的分子の提供を目指した。 

 

４ 研究成果： 

（１）トリアシルグリセロールのユニークな代謝・輸送 

赤血球期熱帯熱マラリア原虫におけるトリアシルグリセロール（ＴＡＧ）の代謝・輸送については、

原虫細胞が、赤血球サイクル後期にＴＡＧを蓄積するということがほぼ 20 年前に報告されて以来、

長らく報告がなかった。そこで、我々は、TAGの代謝・輸送が感染赤血球内で実際に機能している

のかを検証し、その生物学的意義を考察した。赤血球サイクル全体にわたる精査の結果、以下の

4 点が明らかとなった。1）ＴＡＧの見かけの蓄積速度は、原虫細胞の主要な膜構造の構成成分で

あるホスファチジルコリン、ホスファチジルエタノールアミンのそれらに比べて、明らかに遅れて、

かつより急速に増加すること。さらに、赤血球サイクルの後期に蓄積が最大となるＴＡＧは、感染

赤血球の壊裂直前から分解が進行し、それにともない遊離脂肪酸が培地中に放出されること。２）

ＴＡＧが濃縮される細胞内脂質滴を可視化し、赤血球サイクルの各ステージでその数が増加する

とともにそれらの局在を変え、赤血球壊裂直前のステージにおいては、寄生液胞膜と原虫細胞の

周りに集中すること。また、その数と局在の変化は、ブレフェルディン A に感受性であること。３）Ｔ

ＡＧ合成の最終酵素として知られるジアシルグリセロールアシルトランスフェラーゼ(DGAT)活性は、

１）、２）の結果と一致して、赤血球サイクル後期に上昇すること。４）TAG をエネルギー貯蔵体とし

て利用する上で重要な位置を占める脂肪酸の酸化分解系、その代表である s-酸化について、熱

帯熱マラリア原虫の活性は、哺乳動物のミトコンドリア内に存在するそれと比較し、少なくとも

1/300 以下であること。 

今回明らかにした赤血球期熱帯熱マラリア原虫の TAG 代謝・輸送に関する上記の知見は、一

般に言われている TAG の機能であるエネルギー貯蔵体として、もしくは脂質代謝のアシル供与体

として、生体の恒常性の維持に関与しているという概念では説明できない。つまり、赤血球期原虫

において、TAG は、これまでにない新規の機能、我々の解析結果から考えると感染赤血球の壊裂、

または感染赤血球からの娘細胞の遊離の段階において、原虫特異的な重要な機能を果たしてい

るという可能性が考えられる。この仮説を支持するひとつの証拠として、DGAT 活性を担う酵素の

１つとして知られる DGAT1 の熱帯熱マラリア原虫オルソログ遺伝子(PfDGAT1)を破壊した原虫株
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を樹立しようと試みたが、PCR 法による遺伝子破壊はできているという証拠は得ることができたに

もかかわらず、遺伝子破壊株を濃縮することはできなかった。この結果は、PfDGAT1 が、赤血球

期熱帯熱マラリア原虫の細胞増殖において必須の役割を果たしている可能性が高いと解釈でき

る。 

（２）血清中細胞増殖必須脂肪酸の感染赤血球内への取り込み・輸送に関与する原虫側因子 

マラリア生物学において遺伝学的手法が使用できる HB3 株と Dd２株、さらにはこれらの親株か

ら派生した 26 種類のキメラ子孫細胞株を用いて、赤血球期熱帯熱マラリア原虫の細胞増殖に必

須な血清中脂肪酸であるパルミチン酸とオレイン酸の取り込み・輸送に関与する原虫因子の同定

につなげることができないかを検討した。結果、以下の 3 点が明らかとなった。１）パルミチン酸と

オレイン酸を会合させた脂質フリーのウシ血清アルブミン(FA)に対する細胞増殖応答は、HB3 株

は通常の対数増殖をするのに対して、Dd２株は明らかな異常を示すこと。そして、Dd２株が呈した

異常は、用いた FA の量的問題ではなく、細胞機能そのものの違いである可能性が高いこと。２）

全てのキメラ子孫細胞株の FA に対する細胞増殖応答は、親株である HB3 株型、もしくは Dd２株

型のどちらかに分類できることから、FAに対する細胞増殖応答の違いを規定する原因遺伝子は、

1 遺伝子である可能性が高いこと。３）Dd 株が呈する FA に対する細胞増殖応答異常は FA の代

謝系における異常ではなく、むしろ、FA の取り込み、もしくは輸送に何らかの異常が生じたことに

より、結果として細胞増殖応答異常という表現型となった可能性が高いこと。ここで、2002 年に発

表された熱帯熱マラリア原虫の全ゲノム配列中には、これまで他種生物で確認されている脂肪酸

トランスポーターや脂肪酸輸送蛋白質の原虫オルソログは存在しないことから、今回その存在が

示唆された脂肪酸の取り込み、もしくは輸送に関与する原虫因子は、マラリア原虫固有な新規な

ものである可能性が強く示唆された。 

 

５ 自己評価： 

我々自身が明らかにしてきた赤血球期熱帯熱マラリア原虫の細胞増殖に必須な血清中脂質成

分であるパルミチン酸とオレイン酸の代謝・輸送について、モデル生物、特に哺乳動物細胞には

見られないユニークな点を明確にするという研究の方向性のもとに、新規抗マラリア薬創製につ

ながる標的分子の提供を目指し、本さきがけ研究を提案した。3 年間の成果としては、 

（１） これまでほとんど手がつけられていなかった TAG の代謝・輸送が、確かに熱帯熱マラリア原

虫感染赤血球内において機能しているという証拠を複数の方法により示すことができた。さら

に、我々の実験結果から、熱帯熱マラリア原虫において、TAG は、これまでに確立されてきた

機能ではなく、原虫特有の機能を提唱することができた。 

（２） 細胞増殖に必須な血清中脂肪酸であるパルミチン酸とオレイン酸の熱帯熱マラリア原虫感染

赤血球内への取り込み、もしくは輸送に関与する因子の分子同定がより現実的であることを

示す証拠が示せた。さらに、熱帯熱マラリア原虫のゲノム情報から、この候補遺伝子は、これ

までに報告されていない新規の脂肪酸トランスポーター、もしくは脂肪酸輸送蛋白質である可

能性が高いと判断できた。 

以上のように、一定の成果を上げることはできたが、細胞レベルでの解析に思った以上に時間

をとられてしまい、全体としては赤血球期熱帯熱マラリア原虫特有のユニークな現象を明確にさせ

たというところにとどまり、当初目標としていた各項目について、分子同定とそれらの機能解析に

よるユニークな現象を分子レベルで説明するというところまでは踏み込めなかった。また、成果を

正式な形で公表する前の投稿準備段階の論文を幾つかかかえてしまったことは反省点として残っ

た。今後は、分子レベルでの解析を継続させ、脂質代謝・輸送に関して、熱帯熱マラリア原虫と哺

乳動物細胞との違いを明確にすることにより、マラリア化学療法の新規標的分子となりえる因子

の提供、さらには新規抗マラリア薬の創製につなげるよう研究を発展させたい。 
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６ 研究総括の見解： 

赤血球期マラリア原虫の細胞増殖に必須な血清中脂質成分の代謝・輸送の分子機構を解析し、

マラリアの治療・予防のための新規抗マラリア薬開発につながる標的分子の発見を目指した研究

である。熱帯熱マラリア原虫のトリアシルグリセロールが熱帯熱マラリア原虫感染赤血球内にお

いて機能している分子であり、また血清中脂質成分であるパルミチン酸とオレイン酸の熱帯熱マラ

リア原虫感染赤血球内への取り込みもしくは輸送に関与する因子を同定することが出来た。しか

しながら、初期の目的を達成する成果を挙げることは出来ていない。今後の発展に期待したい。 

 

７ 主な論文等： 

論分・総説 

1. N. M. Q. Palacpac, Y. Hiramine, S. Seto, R. Hiramatsu, T. Horii, and T. Mitamura. Evidence that 

Plasmodium falciparum diacylglycerol acyltransferase is essential for intraerythrocytic 

proliferation. Biochem. Biophys. Res. Commun. 321; 1062-1068, 2004. 

2. N. M. Q. Palacpac, Y. Hiramine, F. Mi-ichi, M. Torii, K. Kita, R. Hiramatsu, T. Horii and T. 

Mitamura. Developmental-stage-specific triacylglycerol biosynthesis, degradation and 

trafficking as lipid bodies in Plasmodium falciparum-infected erythrocyte. J. Cell Sci. 117; 

1469-1480, 2004. 

3. T. Mitamura and N. M. Q. Palacpac. Lipid metabolism in Plasmodium falciparum-infected 

erythrocyte: possible new targets for malaria chemotherapy. (Review) Microbes Infect. 5; 

545-552, 2003. 

 

学会発表 

国内 13 件（招待講演 4 件を含む） / 国際 5 件 
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研究課題別評価 

 

１ 研究課題：ウイルスとの共生：生まれながらにして持つ自然抵抗性機構の解明 

 

２ 研究者氏名：宮沢 孝幸 

グループメンバー：辛 璘実（研究期間：H14.2.4～H15.3.31） 

            森 嘉生（研究期間：H14.4.1～H15.3.31） 

            山岸 潤也（研究期間：H16.4.1～H16.11.30） 

            中村 理加（研究期間：H16.4.1～H17.3.31） 

 

３ 研究の狙い： 

人はヒト免疫不全ウイルス（HIV）に対して感受性であるが、アカゲザルやアフリカミドリザルは

HIVに対して抵抗性である。この事実を説明するために我々は、サルがHIVに対して細胞内で働く

抵抗性因子をもっているが、人はもっていないという仮説をたてた。本研究では、その物質的基盤

を明らかにすることを第一の目的とした。研究を開始してまもなく、ロンドン大学のグループにより、

人やサルが N 指向性のマウス白血病ウイルス（N-MLV）に対して抵抗性因子（Ref-1）をもち、さら

にサルの Ref-1 が、HIV に対しても抵抗性を発揮すること（Lv-1 活性をもつこと）が報告された。そ

こで、人がもつ Ref-1 因子の cDNA クローニングを試みた。また、動物がもっているさまざまなレト

ロウイルスの宿主特異性決定機構および病原性発現機構の解明を行った。 

 
４ 研究成果： 
１）マウス以外にも、サルやウサギなど、さまざまな動物が N-MLV に対して細胞内で働く抵抗性

因子（Ref-１活性）をもっていることを明らかにした。また、アフリカミドリザルやアカゲザルなどの

サル類が HIV-1 に対して抵抗性(Lv-1 活性)をもっていることを明らかにした。この抵抗性を担う

蛋白の cDNAのクローニングを、レトロウイルスを用いた新規発現クローニング法で試みた。感染

の指標として EGFP を用いる方法、アポトーシスを誘導する BimS 遺伝子を用いる方法、ジフテリ

ア毒素レセプターとジフテリア毒素を用いる方法、リボザイムライブラリーを用いる方法など、さま

ざまな方法を試みた。いくつかの候補遺伝子をクローニングしたが、解析の結果、我々が追い求

めている Ref-1 遺伝子ではなく、非特異的にウイルス増殖を抑えるものであった。 
２）豚のトランスジェニック技術およびノックアウト技術の進歩により、豚から人への異種間臓器移

植の際の、超急性拒絶反応を回避する豚が作出できるようになった。しかし、その実用化の前に

大きく立ちはだかっている問題が、豚がもっている内在性レトロウイルス（豚内在性レトロウイルス

（PERV））である。人に感染する可能性のあるPERVは少なくとも２種類（PERV-AおよびPERV-B）

存在する。我々は、PERV のレセプター遺伝子のクローニングを試み、PERV-A のレセプター遺伝

子のクローニングに成功した。さらに、PERVの感染が、他のレトロウイルスのエンベロープ蛋白の

一部の助けを借りて、非特異的に感染を成立させてしまうことも明らかにした。 

３）HIV やサル免疫不全ウイルス（SIV）は、レトロウイルス科レンチウイルス属に分類される。レン

チウイルス属に分類されるウイルスは、馬、羊、山羊、牛や猫などの家畜にも存在する。その中で

HIV 感染に酷似した免疫不全を引き起こすのは、ネコ免疫不全ウイルス（FIV）のみである。レンチ

ウイルスの感染機構を明らかにするために、FIV のレセプターのクローニングを試みた。その結果、

CD134（OX40）がプライマリーレセプターとしてクローニングされ、FIV が CD134 をプライマリーレセ

プターに、CXCR4 をコレセプターとして使用することが明らかとなった。興味深いことに、コレセプタ

ーには、種特異性はなく、種特異性をエントリーレベルで規定しているのは、プライマリーレセプタ

ーであることがわかった。 
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５ 自己評価： 

本研究では、HIV に対して細胞内で働く抵抗性因子が様々な動物に存在する、という仮説のも

とで研究を開始した。研究開始早々から、抵抗性因子の存在に気づき、その本体の蛋白の遺伝

子クローニングに専念した。さらに研究の過程で、人がもっている N 指向性 MLV に対する抵抗性

因子（Ref-1）と HIV に対する抵抗性因子（Lv-1）が同一であるという可能性を知り、何としてもそ

の遺伝子を世界に先駆けてクローニングしたかったのであるが、他のグループに先を越された形

となった。しかしながら、Ref-1 と同定されたTRIM5αが、我々が追い求めていたものと異なるとい

う実験結果も出ており、TRIM5αの作用機序も依然として不明である。Ref-1 および Lv-1 に関す

る研究は今後継続する必要があると考えている。 
一方、レトロウイルスを用いた発現クローニング法の改良を行い、ウイルスのレセプターを効率

よくクローニングする系を確立することができた。この系を応用して、FIV のレセプターのクローニ

ングに成功し、Science 誌に発表することができたことには満足している。他に、異種間臓器移植

実用化の際に問題となっている PERV の、レセプター遺伝子のクローンニングにも成功したことは、

大きな成果であると考えている。現在、カリシウイルスのレセプター遺伝子のクローニングにも成

功しており、今後、様々なウイルスのレセプター遺伝子のクローニングに、我々が開発した発現ク

ローニング法が応用できると考えている。 
 
６ 研究総括の見解： 
 ヒト免疫不全ウイルス（HIV）に対してヒトは感受性があるがアカゲザルやアフリカミドリザルは

抵抗性であるのは、サルが HIV に対して細胞内で働く抵抗因子を持っていることを示すことによ

り、動物のレトロウイルス宿主特異性決定機構および病原性発現機構の解明の手がかりとするこ

とを目的とした研究である。ヒトやサルがマウス白血病ウイルスに対して抵抗性因子を持ち、サル

のこの抵抗性因子は HIV に対しても抵抗性を発揮することを証明し、その遺伝子をクローニング

した。さらにレトロウイルスを用いた発現クローニング法の改良を行い、ウイルスのレセプターを効

率よくクローニングする系を確立し、今後のウイルスレセプター遺伝子の効率良いクローニングへ

の道を拓いた。 
 
７ 主な論文等： 
（１） 論文 
１． Mariko Kohmoto, Yasuhiro Ikeda, Eiji Sato, Yorihiro Nishimura, Yasuo Inoshima, Masayuki 

Shimojima, Takeshi Mikami, and Takayuki Miyazawa (2003) Experimental mucosal infection with 

molecularly cloned feline immunodeficiency virus. Clin.Diagn. Lab. Immunol. 10: 185-188. 

２． Kazuya Nakamura, Yosiyuki Suzuki, Yasuhiro Ikeda, Eiji Sato, Ninn T. P. Nguyen, Kazuho 

Ikeo, Takashi Gojobori, Takeshi Mikami, and Takayuki Miyazawa (2003) Phylogenetic analysis of 

Vietnamese isolates of feline immunodeficiency virus: genetic diversity of subtype C. Arch. Virol. 

148: 783-791.. 

３． Takashi Kurihara, Takayuki Miyazawa, Shuji Miyakawa, Keizo Tomonaga, Kenji Hazama, 

Junko Yamada, Ryota Shirakura, and Yoshiharu Matsuura (2003) Sensitivity to human serum of 

gammaretroviruses produced from pig endothelial cells transduced with glycosyltransferase genes. 

Xenotransplantation 10: 562-568. 

４． Masayuki Shimojima, Takayuki Miyazawa, Yumiko Sakurai, Yorihiro Nishimura, Yukinobu 

Tohya, Yoshiharu Matsuura, and Hiroomi Akashi (2003) Usage of myeloma and panning in 

retrovirus-mediated expression cloning. Anal. Biochem. 315: 138-140. 

５． Masayuki Shimojima, Yorihiro Nishimura, Takayuki Miyazawa, Kentaro Kato, Yukinobu 
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Tohya, and Hiroomi Akashi (2003) CD56 molecules in feline lymphoid cells. J. Vet. Med. Sci. 65: 

767-773. 

６． Hang T. T. Phung, Yukinobu Tohya, Masayuki Shimojima, Kentaro Kato, Takayuki 

Miyazawa and Hiroomi Akashi (2003) Establishment of a GFP-based indicator cell line to 

quantitate feline foamy virus. J. Virol. Meth. 109: 125-131. 

７． Thomas A. Ericsson, Yasuhiro Takeuchi, Christian Templin, Gary Quinn, Shelli F. 

Farhadian, James C. Wood, Beth A. Oldmixon, Kristen M. Suling, Jennifer K. Ishii, Yoshinori 

Kitagawa, Takayuki Miyazawa, Daniel Salmon, Robin A. Weiss, and Clive Patience (2003) 

Identification of receptors for pig endogenous retrovirus. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 100: 

6759-6764. 

８． Risa Nakata, Takayuki Miyazawa, Yeon-Shil Shin, Rie Watanabe, Takeshi Mikami, and 

Yoshiharu Matsuura (2003) Reevaluation of host ranges of feline leukemia virus subgroups. 

Microbes Infect. 5: 947-950. 

９． Masayuki Shimojima, Yorihiro Nishimura, Takayuki Miyazawa, Yukinobu Tohya and Hiroomi 

Akashi (2003) Phenotypic changes of CD8+ peripheral blood lymphocytes in cats infected with 

feline immunodeficiency virus. Microbes Infect. 5: 1171-1177. 

１０． Kenji Hazama, Shuji Miyagawa, Takayuki Miyazawa, Junko Yamada, Keizo Tomonaga, 

Mitsunori Ota, Hikaru Matsuda, and Ryota Shirakura (2003) The significance of N-linked 

glycosylation in pig endogenous retrovirus infectivity. Biochem. Biophys. Res. Commun. 310: 

327-333. 

１１． Masato Nakamura, Kazuya Nakamura, Takayuki Miyazawa, Yukinobu Tohya, Masami 

Mochizuki, and Hiroomi Akashi (2003) Monoclonal antibodies that distinguish antigenic variants of 

canine parvovirus. Clin. Diagn. Lab. Immunol. 10: 1085-1089. 

１２． Rie Watanabe, Takayuki Miyazawa, and Yoshiharu Matsuura (2004) Comparison of serum 

sensitivity of pseudotype retroviruses produced from newly established packaging cell lines of 

human and feline origins. Virus Res. 99: 89-93. 

１３． Yasuhiro Ikeda, Takayuki Miyazawa, Yorihiro Nishimura, Kazuya Nakamura, Yukinobu 

Tohya, and Takeshi Mikami (2004) High genetic stability of TM1 and TM2 strains of subtype B 

feline immunodeficiency virus in long-term infection. J. Vet. Med. Sci. 66: 287-289. 

１４． Yumiko Sakurai, Masayuki Shimojima, Takayuki Miyazawa, Kohta Masuoka, Yukinobu 

Tohya, and Hiroomi Akashi (2004) Identification of the feline CD63 homologue using 

retrovirus-mediated expression cloning. 98: 185-191. 

１５． Masayuki Shimojima, Yorihiro Nishimura, Takayuki Miyazawa, Yukinobu Tohya and Hiroomi 

Akashi (2004) T cell subpopulations mediating inhibition of feline immunodeficiency virus 

replication in mucosally infected cats. Microbes Infect. 6: 265-271. 

１６． Masayuki Shimojima, Takayuki Miyazawa, Yasuhiro Ikeda, Elizabeth L. McMonagle, Hayley 

Haining, Hiroomi Akashi, Yasuhiro Takeuchi, Margaret J. Hosie, and Brian J. Willett (2004) Use of 

CD134 as a primary receptor by the feline immunodeficiency virus. Science 303: 1192-1195. 

１７． Yorihiro Nishimura, Masayuki Shimojima, Eiji Sato, Yoshihiro Izumiya, Yukinobu Tohya, 

Takeshi Mikami, and Takayuki Miyazawa (2004) Down-modulation of CD3ε expression of CD8α+β- 

T cells of feline immunodeficiency virus-infected cats. J. Gen. Virol. 85: 2585-2589.   

１８． Masato Nakamura, Yukinobu Tohya, Takayuki Miyazawa, Masami Mochizuki, H. T. T. 

Phung, N. H. Nguyen, L. M. T. Huynh, P. N. Nguyen, P. V. Nguyen, N. P. T. Nguyen, and H. Akashi 

(2004) A novel antigenic variant of Canine parvovirus from a Vietnamese dog. Arch. Virol. 149: 

2261-2269. 
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１９． Naho Nagashima, Masaharu Hisasue, Kazuo Nishigaki, Takayuki Miyazawa, Rui Kano, and 

Atsuhiko Hasegawa (2005) In vitro selective suppression of feline myeloid colony formation by a 

molecularly cloned strain of feline leukemia virus with unique long terminal repeat. Res. Vet. Sci. 

78: 151-154. 

２０． Rie Wanabate, Takayuki Miyazawa, and Yoshiharu Matsuura Cell-binging properties of the 

envelope proteins of porcine endogenous retroviruses. Microbes Infec (in press) 

２１． Hang T. T. Phung, Yukinobu Tohya, Takayuki Miyazawa, and Hiroomi Akashi 

Characterization of Env antigenicity of feline foamy virus (FeFV) using FeFV-infected cat sera and 

a monoclonal antibody. Vet. Microbiol. (in press) 

２２． Shuji Miyagawa, Junko Yamada, Kenji Hazama, Aki Yamamoto, Katsuyoshi Matsunami, 

Keizo Tomonaga, Takayuki Miyazawa, and Ryota Shirakura Prevention of PERV infections in pig to 

human xenotransplantation by the RNA interference silences gene. J. Biochem. (in press) 

 

（２） 総説 
１．下島昌幸、宮沢孝幸：ネコ免疫不全ウイルスのプライマリーレセプター、細胞工学、VOL. 23、

458-459. 
２．宮沢孝幸：ネコ免疫不全ウイルスのレセプター、医学のあゆみ、VOL.209、No.11, 907-908. 
３．宮沢孝幸：レンチウイルスの受容体、膜、2005（印刷中） 
（３） 受賞 
１．Best Oral Presentation 賞、6th International Feline Retrovirus Research Symposium, 
2002 年 12 月 フロリダ、USA 
２．日本獣医学会賞（第 95 号）、2004 年 4 月 
 
（４）招待講演 

国内会議・シンポジウム等 ３件 
 

（5）その他学会発表 
国内 １５件／国際 ３件 
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研究課題別評価 

 

１ 研究課題：自然免疫による微生物認識の分子機構の解明 

 

２ 研究者氏名：牟田 達史 

グループメンバー：砂川 優子（研究期間：H14.4.1～H16.3.31） 

横山 照史（研究期間：H14.5.1～H14.6.30） 

 浅井 大輔（研究期間：H15.4.1～H17.3.31） 

             

３ 研究の狙い： 

多細胞生物が 1 個体として成立するためには、異なる細胞間の認識を介して、それぞれの場に

おける反応の制御により、同一のゲノムからなる多機能の自己を確立することが必要である。自

己細胞を認識する初期発生と、外来の異物・微生物を認識する生体防御系はその代表的な例で

ある。全ての多細胞生物がもつ生体防御系である自然免疫系は、体内に侵入した病原微生物表

層の特異的な分子パターンを認識し、適切な炎症反応を、適切な場所で、適切な程度、惹起す

る。 

本研究では、異物認識の物質的基盤、シグナル増幅システム、及び反応の“場”を限定する機

構に関する新しい概念の提唱を目指し、自然免疫系において受容体として機能する Toll-like 

receptor（TLR）による微生物表層物質に対する分子認識機構とともに、我々が見出した新規誘導

型核タンパク質 IκB-ζによる細胞応答制御機構を明らかにすることを目的とした。 

 

４ 研究成果： 

（１） 哺乳動物の真菌に対する自然免疫機構 

哺乳動物では、リポ多糖（LPS）に代表される様々な細菌由来成分、あるいはウイルス由来の

成分が、TLR を介して自然免疫担当細胞を活性化することが明らかにされている。一方、細菌と

並んで重要な病原微生物である真菌に対する細胞応答反応については、未だ不明な点が多い。

研究者が以前研究していた節足動物カブトガニの体液凝固系は、真菌に由来する（1 3）-β-D-

グルカンによって活性化される。本研究では、β-グルカンの哺乳動物マクロファージ活性化能に

ついて解析した。 

様々なβ-グルカンのマクロファージ活性化能を、炎症応答において中心的な役割を果たす転写

因子 Nuclear Factor (NF)-κB の活性化を指標に検討したところ、直鎖状(1→3)-β-D-グルカンであ

るカードランに最も強い活性を見出した。中性の水溶液中で不溶性のカードランは、その三重らせ

ん構造を基本とした高次構造を破壊する 50-300 mM のアルカリ溶液を用いて溶解することによっ

て、その活性が著しく増強され、マクロファージ様細胞株において、腫瘍壊死因子(TNF-α)、ケモ

カイン（MIP-2）、誘導型NO合成酵素 (iNOS)の発現を誘導した。カードランに対する細胞応答は、

TLR／インターロイキン(IL)－1 受容体に共通するアダプター分子 MyD88 の変異体の遺伝子導入

により抑制された。従って、直鎖状(1→3)-β-D-グルカンは、その高次構造に依存してマクロファー

ジ刺激活性をもち、その受容体は、TLR のような Toll/IL-1 receptor-like (TIR)ドメインを含む膜タ

ンパク質であることが強く示唆された。また、我々は、β-グルカンによるマクロファージ活性化には、

細胞膜上の分子に加え、血清成分が必須であることを明らかにしており、血清中、あるいは細胞

表面でβ-グルカンと直接相互作用する因子を介して、β-グルカンの高次構造変換が誘導され、

TLR の活性化が惹起されていると考えられる。 

（２） 自然免疫応答を制御する新規転写制御因子 IκB-ζの分子機能 

我々は、自然免疫系の強力な活性化剤であるグラム陰性菌由来のリポ多糖(LPS)でマクロファ

ージを刺激した際に誘導される分子を検索し、非刺激の細胞ではほとんどその発現が観察されな

いが、LPS 刺激によって強く誘導される新規分子を見出し、IκB-ζ (zeta)と命名した。この分子は C

末端側に IκB タンパク質ファミリーにみられるアンキリンリピート構造をもつが、その N 末端側は、
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既知のタンパク質と相同性を示さない。典型的な IκB タンパク質と異なり、核内に局在する IκB-ζ
は、炎症応答において中心的な役割を果たす転写因子 NF-κB の p50 サブユニットとその C 末端

側を介して結合し、その転写活性を阻害することが当初の解析によって示された。 

IκB-ζは、LPS 刺激のみならず、ペプチドグリカン、CpG DNA などの TLR 刺激物質、さらには

IL-1βによる刺激によっても強く発現が誘導された。一方、同様な炎症性サイトカインである

TNF-α刺激の場合には、その誘導はほとんど見られなかった。IκB-ζ誘導に関わる細胞内シグナ

ル伝達系について検討したところ、この分子の誘導には、NF-κB 自身の活性が必須であるが十

分ではないことが判明し、TLR、IL-1 受容体に共通して存在する細胞内ドメインである TIR ドメイン

の活性化に由来する、特異的な mRNA 安定性の上昇が重要であることが明らかになった。 

他のタンパク質と相同性を示さない IκB-ζのＮ末端側の機能について検討した結果、この領域

内に核移行シグナル(NLS)とともに、転写活性化活性をもつ領域が存在することを明らかにした。

この領域の示す活性は、全長のIκB-ζには検出されず、共に転写活性をもたないNF-κB p50サブ

ユニットと全長の IκB-ζを共発現した際に、転写活性が検出されるようになることを見出した。従っ

て、IκB-ζの転写活性化能は、NF-κB との結合を介した構造変換によって発揮されると考えられ

た。実際の遺伝子の転写に及ぼす影響を調べるため、繊維芽細胞やマクロファージにレトロウイ

ルス発現系を用いて IκB-ζを過剰発現したところ、LPS 刺激に伴う IL-6 の産生が亢進する一方、

TNF-αの産生が抑制されることを見出した。 

さらに、IκB-ζの生体内での機能を明らかにする目的で、大阪大学の審良教授のグループと共

同で IκB-ζ遺伝子欠損マウス由来の細胞の自然免疫応答について検討したところ、LPS や他の

TLR 刺激物質による刺激、あるいは IL-1β刺激に対する IL-6 mRNAの誘導がほとんどみられない

ことが判明した。一方、TNF-α刺激に伴う IL-6 産生は正常であった。さらにこの細胞では、IL-6 の

みならず、IL-12 などを含む一群の LPS 誘導性の遺伝子の発現が著しく障害されていることが判

明し、IκB-ζは自然免疫活性化時におけるこれらの遺伝子発現に必須の因子であることが明らか

になった。さらに、LPS 投与後のマウス個体レベルでのサイトカイン産生について検討したところ、

IL-12 の産生は減弱しているものの、TNF-αの産生が著しく亢進していることが明らかになった。 

以上の結果より、IκB-ζは、自然免疫活性化時に、NF-κB 活性化と特異的な mRNA 安定化を介

して細胞内に出現する分子であり、NF-κB やその他の因子との相互作用を介して、ある一群の遺

伝子の転写の亢進に必須な役割を果たす一方、別の遺伝子群の転写に対しては抑制的に機能

する二面性をもち、炎症の方向性を左右する極めて重要な因子であることが判明した。 

 

５ 自己評価： 

 微生物由来物質による TLR 活性化の分子基盤に関しては、真菌の構成成分であるβ-グルカン

にその高次構造依存的に細胞刺激活性があることを示すことができたが、分子認識の本質に迫

るには至らなかった。しかし、本分野は、ＴＬＲの biology の解析が非常に進んだ現在でも、世界的

に未解決の分野であり、今後も解析を進める必要がある。一方、IκB-ζによる細胞応答制御につ

いては、in vitro の解析によって、この分子のもつＮＦ-κＢ結合性および転写活性化能、さらにその

特異的誘導機構について明らかにするとともに、その炎症の転写制御における生理機能につい

ても遺伝子欠損マウスの解析により示すことができた。本研究の成果により、本因子が転写を正

と負、双方向に制御する極めて重要な転写制御因子であることを確立することができた。さらに、

これまで NF-κB などの単一の転写因子によって制御されていると考えられていた多くの転写反応

に、刺激に伴い初めて誘導されるＩκＢ-ζが必須であることが示されたことにより、炎症反応が、複

数の活性化ステップにより誘導される転写制御因子によって、時系列および遺伝子特異的に巧妙

に制御されていることを示すことができ、シグナル増幅とともに、反応の「場」および「質」を規定す

る転写反応制御において新たな概念を提唱することができたと考える。 

 

６ 研究総括の見解： 

 自然免疫系において受容体として機能する Toll‐Like Receptor（TLR）による微生物表層物質に

対する分子認識機構を解明するとともに新規誘導型核蛋白質 IκB-ζによる細胞応答制御機構を
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明らかにすることを目的とした研究である。微生物由来物質による TLR 活性化に関しては、真菌

の構成成分であるβ-グルカンがその高次構造依存的に細胞刺激活性があることを示した。また

IκB-ζによる細胞応答制御については、in vitro の解析によって、この分子の NF-κB 結合性およ

び転写活性化能、さらにその特異的誘導機構について明らかにした。今後これらの成果を基に一

層の発展が期待される。  
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研究課題別評価 

 

１ 研究課題：サイトカイン受容体による初期 Th1 誘導機構の解明 

 

２ 研究者氏名：吉田 裕樹 

グループメンバー：山中 篤志（研究期間：H14.4.1～H15.3.31） 

            宮崎 義之（研究期間：H15.4.1～H16.4.30） 

            王 森（研究期間：H16.7.2～H17.3.31） 

 

３ 研究の狙い： 

サイトカインは、免疫反応を制御する重要な分子群である。このなかで、インターロイキン

(IL)-12 は、細胞内寄生性病原体の排除に重要な役割を果たす Th1 反応の誘導に必須のサイトカ

インである。近年、IL-12 に類似したサイトカイン、IL-23 および IL-27 が同定された。研究者はリガ

ンド不明のサイトカイン受容体｢WSX-1｣のノックアウトマウスの解析により、この受容体が Th1 反

応の誘導に必須の役割を果たしている事を明らかにしており、このWSX-1のリガンドがIL-27であ

ることが示唆されるようになった。そこで、本研究では WSX-1 ノックアウトマウスの解析を中心に、

この分子の生体内における役割を解明し、また WSX-1 のリガンドの同定やシグナル伝達経路の

解析を行うことを目的とした。さらにこの経路を恣意的に制御することによる新規疾患治療法の開

発を目指した。具体的には、以下の４つの項目を目標として設定した。 

１． WSX-1 のリガンドの同定、副受容体の同定、および下流のシグナル伝達経路の解明。 

２． 種々の病原体に対する、サイトカインを介した感染防御機構における WSX-1 の役割の

解析 

３． サイトカイン産生異常や過剰な免疫反応により引き起こされる自己免疫疾患の病態形

成における WSX-1 の役割の解明 

４． １-３により得られた知見に基づき、抗体やサイトカイン投与による WSX-1 シグナル制御

法の確立と疾患治療への応用 

 

４ 研究成果： 

1） WSX-1 のシグナル伝達機構の解明に関しては、その Th1 反応誘導能に注目し、シグナル伝

達因子の結合・活性化に注目して実験を行った。WSX-1 の下流では、Jak1/STAT1 が活性化する

事を確認し、この STAT１の活性化を介して Th1 細胞特異的転写因子 T-bet の発現が誘導される

ことを明らかにした。また IL-27 が WSX-1 の生理的リガンドである事を明らかにした。一連の実験

結果から、IL-27/WSX-1 が、IL-12 よりも早期に Th1 細胞分化を決定付ける重要な因子であるこ

とを示した。このことは、WSX-1 が感染早期の Th1 反応の誘導に重要であるという研究者の報告

を裏付けるものであった。副受容体に関しては、IL-6 受容体のシグナル伝達因子 gp130 がその候

補であると考えられるが、以下に述べる、「WSX-1 シグナルによる炎症反応の抑制」、という観点

からの詳細な確認が必要である。 

2） WSX-1 欠損マウスでは、Th1 反応の障害により原虫 Leishmania major 感染に対する抵抗性

が減弱するという知見に基づき、さまざまな感染実験を行ったところ、WSX-1 の新しい役割が浮か

び上がってきた。腸管内寄生性線虫 Trichuris muris 感染では、ノックアウトマウスにおいて予想通

り Th1 反応の減弱とそれに伴う Th2 反応の亢進により虫体の排除能が高まっていた。しかしなが

ら、細胞内寄生性原虫 Trypanosoma cruzi や Toxoplasma gondii 感染においては、ノックアウトマウ

スにおいて予想に反して Th1 関連サイトカインに加えさまざまな炎症性サイトカインの過剰産生が

生じ、マウスが炎症による肝障害などで死亡することが明らかになった。最も興味深い例は、結核

菌感染実験のもので、ノックアウトマウスにおいて、防御に関するサイトカインが過剰に産生され
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るために感染後の菌数自体は減少するもののこの過剰なサイトカイン産生により個体は炎症によ

り死亡してしまう、という結果が得られている。これらの結果から、免疫反応が病原体を排除する

反応と自己に対する障害の抑制という微細なバランスの上に成り立っていることが推察された。 

3) WSX-1 を欠損するマウスでは、自己抗原により引き起こされる Th1 サイトカイン依存性実験的

ぶどう膜炎に対する抵抗性が認められた。また、ヒト SLE に類似した病態を示すマウスと交配した

WSX-1 欠損マウスにおいては、糸球体腎炎の病態変化が認められ、病態解明、および治療薬の

開発という点から新しい糸球体腎炎のモデルマウスが得られた。WSX-1 欠損マウスでは、サイト

カインによる実験的炎症性腸炎の症状が軽減しており、ヒトの炎症性腸炎にも IL-27/WSX-1 の関

与が示唆された。マウスにおけるアレルギー性喘息のモデル実験では、WSX-1 ノックアウトマウス

は炎症性サイトカインの過剰産生のため病状・組織像の悪化を示した。 

4） シグナル伝達阻止型の抗 WSX-1 受容体抗体作成を試みたが、抗原性の低さのため有効な

抗体を得られていない。リコンビナント IL-27 や IL-27 発現プラスミドは一部の感染に対して Th1

反応誘導により防御能を亢進させる働きが確認できた。 

 

５ 自己評価： 

当初の目的であった、Th1 反応の誘導における WSX-1 の役割、という観点からは、１）WSX-1

の下流におけるシグナル伝達経路の解明、リガンドの同定、副受容体(候補分子)の同定、２）いく

つかの感染実験において WSX-1 欠損により Th1 反応の減弱と感染抵抗性の減弱が認められた

こと、３）ある種の自己免疫疾患の病態形成における IL-27/WSX-1 の役割が明らかにできたこと、

４）IL-27 により感染防御能の亢進効果が認められたこと、などから一定の成果が得られたものと

考えている。 

IL-27/WSX-1 に炎症・免疫反応抑制効果があるという知見は予想外であったが、この

IL-27/WSX-1 の新しい役割の発見は、IL-23 も含めて｢IL-12 関連サイトカインによる炎症制御｣と

いう新しい研究分野の確立につながった。本研究の対象ではない IL-23 に炎症惹起作用があるこ

とが明らかにされたこととあわせて、IL-12サイトカインファミリーによる、Th1/2という概念とは異な

るあたらしいパラダイムの確立が予感される。また実際面でも IL-27/23 シグナルの制御によるさ

まざまな炎症性疾患の治療法が期待されている。しかしながら、IL-27 による炎症抑制機構の詳

細は明らかではなく、本研究でも感染実験においてこの抑制作用が明らかになった後、その分子

メカニズムの解明を目指したが、研究期間内にはその全貌を示すことはできなかった。今後、本

研究において得られた結果をもとに、免疫反応の誘導と抑制の使い分けのメカニズムが明らかに

できるものと考えている。 

IL-27/WSX-1 シグナル制御による疾患治療法の確立、という目標に関しては、リガンド投与によ

る Th1 反応の誘導、あるいは WSX-1 シグナル抑制による Th1 型自己免疫疾患の予防･治療に対

する実験的レベルにおける道筋が得られたものと考えている。しかしながら、同じ IL-27/WSX-1

が炎症反応を抑制する働きも有することが示されたことから、単純にリガンドや阻止抗体などを投

与すると期待と逆の効果が得られる可能性が浮かび上がってきた。したがって、IL-27/WSX-1 の

シグナル伝達系ーTh1 誘導能、および炎症抑制能の両面に関してーの解明、そしてさまざまな病

態におけるそれぞれの機能の使い分けのメカニズムを解明することが必須であり、この理解をも

って初めて WSX-1 シグナル制御の治療応用が可能になるものと考えられた。 

総体的には、研究開始当初に掲げた目標はおおむね達成できたものと考えるが、研究の過程で

得られた WSX-1 の役割に関する新しい知見に関しては、現象面の解析が多くなり、抗体作製がう

まく行かなかったことなどのため、その分子レベルでの解明が進まなかったことが残念である。し

かし、新しい研究分野、あるいは概念を確立できたことは一定の評価に値するものと考えており、

引き続き分子レベルでの解析、およびさまざまな病態における IL-27/WSX-1 の役割の解析を行

い、最終的には治療応用を目指した研究を続けて行きたい。 
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６ 研究総括の見解： 

リガンド不明のサイトカイン受容体 WSX-1 の生体内における役割を解明し、WSX-1 のリガンド

を同定し、シグナル伝達経路を解析することを目的とした研究である。WSX-1 のリガンドが IL-27

であることを示し、WSX-1 が Th1 反応の減弱と感染抵抗性の減弱に関与することを証明した。

IL-27/WSX-1 が炎症反応を抑制することを明らかにしたことは、今後、新しい研究展開があるも

のと期待される。 
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