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研究成果の概要（和文）：cGASはサイトゾルDNAに対する自然免疫応答に重要なDNAセンサーである。cGASはセカ
ンドメッセンジャーのcGAMPを合成し、cGAMPはアダプタータンパク質STINGに結合して活性化し、I型インターフ
ェロンの発現を誘導する。PQBP1はレトロウイルスDNAに対する自然免疫応答においてcGASの補助受容体として機
能する。しかし、サイトゾルDNAに対する自然免疫応答がPQBP1によって阻害されると報告している研究もある。
本研究では、PQBP1のDNA結合特性を明らかにするとともに、PQBP1がさまざまな種類のDNAと相互作用することを
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Cyclic guanosine monophosphate (GMP)-adenosine monophosphate (AMP) synthase 
(cGAS) is a DNA sensor that is essential for innate immune responses to cytosolic DNA. cGAS 
synthesizes the second messenger cyclic GMP-AMP (cGAMP), which binds and activates the adaptor 
protein STING, leading to the expression of type I interferon. Polyglutamine tract binding protein 1
 (PQBP1) has been shown to act as a co-receptor along with cGAS in innate immune responses to 
retroviral DNA. However, another study demonstrated controversy results showing that PQBP1 inhibits 
the innate immune responses to cytosolic DNA. In the present study, we examined the interaction 
between PQBP1 and various types of DNA. The present study revealed the DNA-binding properties of 
PQBP1, and demonstrated its ability to interact with various types of DNA in vitro.

研究分野： 構造生物学、生物物理学、タンパク質科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細菌やウイルスが細胞に感染すると、パターン認識受容体であるcGASがサイトゾルDNAを認識することによっ
て、STING依存性シグナル伝達経路が活性化され、I型インターフェロン産生が誘導される。PQBP1はリンパ系及
び骨髄系細胞で高発現するcGASの補助受容体である。PQBP1はHIV-1由来DNAと直接結合し、cGASと相互作用する
ことで自然免疫応答に関与すると報告されている。本研究では、PQBP1のDNA結合特性を明らかにするとともに、
PQBP1がさまざまな種類のDNAと相互作用することを明らかにした。本研究成果は自然免疫応答の制御を理解する
ために有用な情報を与える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 

 細菌及びウイルス感染から生じるサイトゾル DNAの認識は、適切な宿主免疫応答を開始する

ために重要である。例えば、HIV-1が細胞に感染すると、パターン認識受容体（PRR）がサイト

ゾルDNAを認識することによってシグナル伝達経路が活性化され、I型インターフェロン（IFN）

産生が誘導される。そのサイトゾル DNA の PRR としてサイクリック GMP-AMP 合成酵素

（cGAS）が同定された [1]。サイトゾルDNAに結合し活性化した cGASは、サイクリックGMP-

AMP（cGAMP）を合成し、その cGAMP がセカンドメッセンジャーとして IFN 遺伝子の刺激因

子である STING に結合し、結果として STING 依存性シグナル伝達経路を活性化し、I 型 IFN 発

現が誘導される [1,2]。Polyglutamine tract binding protein 1（PQBP1）はリンパ系及び骨髄系細胞

で高発現するタンパク質であり、cGAS の補助受容体として同定された [3]。PQBP1 は逆転写さ

れた HIV-1 DNA に直接結合し、cGAS と相互作用することで自然免疫応答に関与すると報告さ

れている [3]。一方で、PQBP1 がサイトゾル DNA に対する自然免疫応答を阻害すると報告して

いる研究もあり [4]、自然免疫応答における PQBP1 の機能については不明な点が残されている。 

 

２．研究の目的 

 細菌及びウイルス DNA に対する自然免疫応答における PQBP1 の機能について理解するため

に、cGAS 依存性の I型 IFN 産生を誘導する DNAと PQBP1 の相互作用について明らかにするこ

とを本研究の目的とした。 

 

３．研究の方法 

 ゲルシフトアッセイを用いて PQBP1 と DNA の相互作用を調べた。PQBP1 と DNA を混合し

た後、氷上で 30 分間インキュベートし、8%アクリルアミドゲルを用いて電気泳動を行った。

サンプルをアプライする前に定電圧（100V）で 10 分間のプレランを行い、その後サンプル を

アプライした。泳動後にゲルを臭化エチジウムで染色し、DNA のバンドを観測した。 

 

４．研究成果 

 本研究では、PQBP1 の DNA 結合特性を明らかにするとともに、PQBP1 がさまざまな種類の

DNA と相互作用することを明らかにした。 

 最初に、26 mer、70 mer の一本鎖 DNA、50 mer の二本鎖 DNA を用いて PQBP1 と DNA の相

互作用解析を行った。26 mer の一本鎖 DNA は Y-form DNA と呼ばれ、一本鎖でステムループ構

造をとる配列が含まれている [5]。また、Y-form DNA には不対のグアノシンが含まれており、

このような DNA 配列が cGAS を高度に刺激し、その酵素活性を特異的に高めると報告されてい

る [5]。70 mer の一本鎖 DNA は、ステムループ構造をとる HIV-1 由来の DNA 配列である。HIV-

1 由来の DNA 配列は、SL1、SL2、SL3 と呼ばれる 3 つのステムループ構造を持つが、SL2 が

cGAS 依存性の免疫応答を最も強く誘導する [5]。今回の実験では SL2 に相当する 70 mer の一本

鎖DNAを用いた。50 merの二本鎖DNAは、枯草菌（Bacillus subtilis）由来のDNA配列であり、

ヒト単球細胞株 THP-1 細胞において I 型 IFN 産生を誘導することが示されている [6]。この二本

鎖 DNA は通常の二重らせん構造をとる。本研究では、PQBP1 がこれらの DNA と相互作用する

のかを調べるために、ゲルシフトアッセイを用いた相互作用解析を行った。その結果、PQBP1

は用いた 3 つの DNA のいずれとも結合し、HIV-1 由来の一本鎖 SL2 (70 mer)、枯草菌由来の二

本鎖 DNA (50 mer)、一本鎖 Y-form DNA (26 mer) の順に結合親和性が高いことが分かった。 

 PQBP1 の DNA 結合が DNA の配列及び長さに依存するのかについても調べた。その結果、



PQBP1 と DNA の相互作用に配列依存性はないが、長さ依存性があり、DNA が長くなるに伴い

結合親和性が高くなることが分かった。また、全ての長さの DNA において、一本鎖 DNA は同

じ長さの二本鎖 DNAより結合親和性が高いことが分かった。さらに、反応溶液中の塩濃度を変

えてゲルシフトアッセイを行った結果、PQBP1 と DNA の結合には静電的相互作用が重要であ

ることが示された。 

 PQBP1 は、WW ドメイン（WWD）、極性ドメイン（PRD）及び C 末端ドメイン（CTD）の 3

つの機能ドメインを有する [7]。PQBP1 は天然変性タンパク質（intrinsically disordered protein; 

IDP）であり、生理的条件下において WWD は構造をもつが、PRD と CTD を含む C 末端側の

180 残基以上の領域は長い天然変性領域（intrinsically disordered region; IDR）であることが分か

っている [7]。265残基の全長PQBP1、PQBP1(1-94)、PQBP1(94-265)のDNA結合を調べた結果、

N 末端側の 1-94 残基と C 末端側の 94-265 残基の両方が一本鎖 DNA および二本鎖 DNA の結合

に関与するが、構造をもつ N 末端側 1-94 残基よりも IDR の 94-265 残基のほうが DNA 結合に重

要であることが示された。 
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