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研究成果の概要（和文）：TRAX分子は、miRNA（siRNA）の取り込み・相補的RNAの切断に関わるRISC (RNA-induced sil
encing complex)の構成因子である。我々は、RNA干渉に係わるTRAXの役割に着目し、HCVの持続感染機構への関与を解
析して以下の事実を明らかにした。1)TRAX分子は、単独では細胞内で存在できない。2)TRAXは、通常Translinと複合体
を形成して存在し、ユビキチン非依存的なプロテアソーム分解を回避している。3) TRAXのC末端領域が分解に重要であ
る。更に様々な検討を行ったが、研究期間内にTRAXのHCV持続感染への影響を明確に結論づけるに至らなかった。

研究成果の概要（英文）：TRAX (Translin-associated factor X) is known as a component of RISC (RNA-induced s
ilencing complex) that is involved in RNA interference (RNAi). Given the significant role of TRAX on RNAi 
machinery, we analyzed its effect on the mechanism of persistent infection of hepatitis C virus (HCV). Alt
hough we could not prove the involvement of TRAX in HCV infection during the study period, we obtained the
 following results for the nature of TRAX molecule: 1)TRAX protein alone cannot be cellularly expressed. 2
)TRAX protein usually exists as a complex with Translin protein to escape from ubiquitin-independent prote
asome degradation pathway 3) The C-terminal region of TRAX protein is susceptible to degradation.
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１．研究開始当初の背景 

C 型肝炎ウイルス (hepatitis C virus, 
HCV)感染者数は、国内で 200 万人、全世界
で 1 億 7,000 万人以上と推測されている。 
HCV 感染によって急性肝炎を発症した後、
その 70-80%では持続感染が成立して慢性肝
炎へ移行する。さらに 20-30年の年月を経て、
肝硬変や肝がんへと病態悪化の道をたどる
ことが知られている。肝疾患の進行を防ぐた
めには、慢性肝炎の段階でウイルスを排除す
ることであるが、HCV 持続感染成立機構が
明らかになっていないことが大きな障害と
なっている。また、ウイルス envelope アミ
ノ酸の易変異領域の存在によって HCV が宿
主の免疫監視機構から逃れていると考えら
れるため、最も有効な予防法と考えられてき
た HCV ワクチン開発は暗礁に乗り上げてい
る。 
一般に、哺乳類では、ウイルスが感染する
と宿主側はウイルス核酸を感知して増殖抑
制効果を持つインターフェロンを産生する
ことが知られている。一方、下等生物では、
塩基配列特異的なRNA分解機構であるRNA
干渉(RNA interference, RNAi)を主体とした
抗ウイルス反応が働くと考えられている。し
かし、RNA 干渉がウイルス抑制あるいは排
除機構として、哺乳類においても機能してい
ることを示唆する結果は、Dicer の発現抑制
による抗ウイルス応答の低下などの実験か
らも示唆されている。このように、RNA 干
渉の研究は、HCV 持続感染成立機構を解明
する上で期待されるアプローチの一つであ
る。 
 
２．研究の目的 
本研究の最終目的は、HCV の持続感染成立
に関わる分子機構の一端を明らかにするこ
とである。申請者らが発見した DNA, RNA
結合タンパク質である Translin およびその
類 似 タ ン パ ク 質 で あ る TRAX は
Translin/TRAX 複合体を形成し、miRNA
（siRNA）の取り込み・相補的 RNA の切断
に関わる RISC (RNA-induced silencing 
complex)の構成タンパク質となることが明
らかにされ注目されている。そこで本研究で
は、RNAウイルスであるHCV持続感染にお
いて、Tarnslin/TRAXの関与する RNA干渉
(RNAi)の役割に着目して検討を行うことを
計画した。 
 
３．研究の方法 

1）Translin ノックダウンによる TRAX 分子へ
の影響 
48wellプレートにHEK293T細胞を播種して
37℃で一晩培養した後に siRNA を 1日おきに
2 回トランスフェクションした。2 回目のト
ランスフェクションから1日後に細胞溶解液
を調製し、イムノブロット解析によって
Translin のノックダウン及び TRAX の発現を
確認した。 
2) TRAX 分子の分解に対するリソソーム阻害
剤、プロテアソーム阻害剤の処理 
 FLAG タグまたは 6xHis タグを付加した
TRAX分子の発現ベクターをHEK293T細胞にト
ランスフェクションした。トランスフェクシ
ョンから2日後にプロテアソーム阻害剤であ
る MG132(50μM), Lactacystin (25μM)また
はリソソーム阻害剤であるE64d (28μM)等を
含む血清培地に置換して 16 時間処理した。 
3）TRAX のプロテアソーム分解の評価方法 
HEK293T細胞にTRAX発現プラスミドをトラ
ンスフェクションした。トランスフェクショ
ンから 2 日後に MG132 を 10μM 添加して 16
時間 37℃で処理した。TRAX 分子の発現はイ
ムノブロット解析により行った。 
4）TRAX の HCV 感染への影響 
siRNA を用いて Huh7 細胞の Translin, TRAX
の発現をノックダウンさせたときのHCV感染
への影響を調べた。48well プレートに Huh7
細胞を播種して 37℃で一晩培養した後に
siRNA を 2 日おきに 2 回トランスフェクショ
ンした。2 回目のトランスフェクションから
2日後に HCV を感染させ、4－5日後に細胞内
の HCV RNA のコピー数を逆転写定量 PCR によ
って測定した。 
 
４．研究成果 
Translin/TRAX の HCV感染における機能解
析を行うために、siRNA を用いて Huh7.5.1 細
胞における Translin 分子のノックダウンを
行ったところ、Translin だけでなく TRAX ま
で蛋白質レベルで発現が減少していた。これ
は TRAX が Translin と複合体を形成する時は
細胞内で安定に存在しているが、Translin 非
存在下では TRAX は速やかに分解されてしま
うことが原因であることが考えられた。そこ
でまず、この TRAX の分解のメカニズムを調
べることにした。この分解現象は Huh7.5.1
細胞に限らず、HEK293T 細胞など様々な細胞
で起こることがわかった。まずは、どのよう
な経路で TRAX が分解しているかを調べるこ
とにした。HEK293T 細胞に TRAX を単独で過剰



発現させ、リソソーム阻害剤またはプロテア
ソーム阻害剤の影響を検討した。その結果、
TRAX の発現はリソソーム阻害剤では変化が
見られず、プロテアソーム阻害剤では蛋白質
の蓄積が見られた。このことから単独の TRAX
分子はプロテアソーム依存的に分解を受け
ることが判明した。そこで次に、TRAX の欠失
変異体を作製し TRAX の分解に重要な部位の
探索を行った。その結果、C末側にプロテア
ソーム分解系の認識に重要な部位が存在す
ることが判明した。プロテアソーム分解系は
一般に基質のリジン残基のポリユビキチン
化を介して進行する。そこで、C末にあるリ
ジン残基をアラニンに置換した TRAX 分子を
用いて、プロテアソーム分解系に対する感受
性を調べた。予想外に、この TRAX 変異体は
プロテアソーム依存的に分解を受けていた。
このことから、TRAX 分子はユビキチン非依存
的に分解していることが判明した。 
以上のことから 1)TRAX 分子単独では肝培
養細胞内で存在できないこと、2)TRAX は
Translin と複合体を形成しており、単独では
プロテアソーム分解系によりタンパク質レ
ベルで分解を受けること、3) TRAX の C末端
領域が分解に重要であること、4)TRAX はユビ
キチン非依存的に分解できること、がわかっ
た。 
この分解現象は,肝細胞以外の複数の細胞で
も観察された。ユビキチン非依存的なプロテ
アソーム分解系は最近注目されており、TRAX
は当該分解系の性状を解析するツールとし
ても有望であると考えられた。 
HCV 感染が可能である複数のヒト肝培養細
胞系を用いて、TRAX 分子の siRNA によるノッ
クダウンを行い HCV 感染･増殖を検討した結
果、当初すべての場合で有意に HCV 増殖抑制
が見られたが、複数の siRNA コンストラクト
を検討した結果、TRAX の発現低下を示すもの
の有意なHCV増殖抑制が見られないものも存
在した。TRAX/Translin の共発現による効果
も検討したが、HCV 増殖に有意な変化は見ら
れなかった。これらの結果から、残念ながら、
現在のところ TRAX の HCV 持続感染への影響
の有無は明確に結論づけられなかった。 
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