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研究成果の概要（和文）：ヒト免疫不全ウイルス-1（HIV-1）とマウス白血病ウイルス（MLV）

は、それぞれヒトにおける後天性免疫不全症候群とマウスにおける癌の発症要因となる病原体

である。自然免疫機構は、HIV-1や MLVの感染から宿主の身を守る役割を果たす。本研究では、

これらのレトロウイルスに対して誘導される自然免疫応答の分子機序を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：HIV-1 and MLV are causative agents of AIDS and murine cancer, 
respectively. Innate immune system protects hosts from infection of HIV-1 and MLV. In 
the present study, we have demonstrated molecular mechanisms underlying innate immune 
responses to these retroviruses.  
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１．研究開始当初の背景 
 
宿主の細胞は RNAウイルスの特徴的な RNA構
造をパターン認識受容体により感知し、自然
免疫を誘導する。しかしながら、レトロウイ
ルスの RNAを認識して活性化する自然免疫応
答には、不明な点が多く残されていた。 
(1) マウス白血病ウイルス（MLV）は、宿主で
あるマウスに感染した際に、腫瘍形成を引き
起こすレトロウイルスである。一本鎖 RNAを
感 知 す る パ ター ン 認 識 受容 体 で ある
Toll-like receptor 7 (TLR7)が、細胞外部（例
えばエンドソーム内）の MLVゲノム RNAを認
識して自然免疫応答を誘導することが、近年
の解析から明らかになっている。一方で、細
胞質内に進入した MLVゲノム RNAを感知する
パターン認識受容体に関してはよく分かって
おらず、その同定が求められていた。 

(2) 後天性免疫不全症候群の発症要因となる
ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス Human 
Immunodeficiency Virus (HIV)-1に対する感
染防御機構は、感染症分野における極めて重
要な研究課題となっている。好中球は、ミエ
ロパーオキシダーゼやアルファデフェンシン
などの強力な抗 HIV-1因子を産生することが
知られている。一方で、好中球がこれらの因
子により細胞外の HIV-1 を失活させる機序に
ついてはよく分かっておらず、その解明が求
められていた。 
 
 
２．研究の目的 
 
前述の背景を踏まえて、次の二つの研究課題
の達成を目指した。 
(1) ZAPによる MLV排除の分子機序解明 
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Zinc finger Antiviral Protein (ZAP：正
式名は ZC3HAV1)は、MLVの RNAを認識し、過
剰発現により MLVの RNAの分解を促す因子と
して同定されている。しかしながら、内在性
の ZAPが MLVの複製を抑制することが出来る
かについては定かではなかった。また、ZAP
による MLVの RNAの分解が細胞質内のどのよ
うな場所で起こっているのかについては、ま
ったく不明であった。本研究では ZAP に着目
することで、細胞質内に進入した MLV に対す
る自然免疫応答の空間制御のメカニズムを明
らかにした。 
 
(2) NETによる HIV-1排除の分子機序解明 

Neutrophil Extracellular Traps (NET)は、
活性化した好中球から放出されるクロマチン
（主成分はゲノム DNAとヒストン）により形
成される高粘着性の網目状構造体である。NET
は、細菌や真菌を捕捉してこれらの病原体に
対する感染防御に関わることが知られている
が、ウイルス感染に関わるかどうかは不明で
あった。また、好中球は HIV-1 の認識に関わ
る Toll-like receptor 7 (TLR7)や TLR8を発
現しているが、その役割についても不明であ
った。本研究では、NETに着目した解析から、
自然免疫機構が細胞外に存在する HIV-1 を排
除するメカニズムを明らかにした。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) ZAPによる MLV排除の分子機序解明 

①細胞質内においてウイルス二重鎖 RNAを
認識してＩ型インターフェロンを介した感染
防御を誘導する RIG-I-like receptor (RLR)
が、MLVの排除に関わるかどうかを検討した。
実験には、RIG-I/MDA5を共に欠損したマウス
繊維芽細胞を用いた。また、MLVによりＩ型
インターフェロンの産生が誘導されるかどう
かについて、検討した。MLV感染によりＩ型
インターフェロンが誘導される際には、ZAP
の産生が誘導されるかどうか、そしてインタ
ーフェロン応答に RLRが関わっているかどう
かについて検討した。 
②MLVに対して、内在性の ZAPが抗ウイル

ス因子として働くかどうかを検討した。 
実験には、ZAPを欠損したマウス繊維芽細胞
を用いた。ZAPが MLVの複製に関わっていた
ので、CCCH型 Zinc-finger ドメインと WWE 
ドメインの中から、MLVの排除に関わるドメ
インを決定する。 
③ZAPが MLVの RNAの排除を行うコンパー

トメントを同定した。ZAPは RNA結合蛋白質
であるので、P-bodyやストレス顆粒といった
RNA顆粒に局在する可能性が示唆された。ZAP
がどのような細胞質内局在をとるのか、特に
RNA顆粒に存在する可能性について、免疫蛍

光染色法を用いた解析を行った。さらに、ZAP
の細胞質内局在に大きく関わるドメインを、
CCCH型 Zinc-finger ドメインと WWE ドメイ
ンの中から決定した。 
④ZAPはヒト細胞株において、RIG-I依存的

なインターフェロン応答を促進することが報
告されている。そこで、RIG-Iのシグナル伝
達を制御することにより、ZAPがインフルエ
ンザウイルスをはじめとした RNAウイルスに
対する感染防御に与える影響を解析した。実
験には、ZAPを欠損したマウス繊維芽細胞と
樹状細胞を用いた。 
 
(2) NETによる HIV-1排除の分子機序解明 

①NETが HIV-1を補足するかどうかを検討
した。PMAで刺激した好中球から産生された
NETと HIV-1を共に培養し、NET上に HIV-1
が補足されているかどうかについて、免疫蛍
光染色法により検討した。HIV-1が補足され
ていたため、NETがエンベロープ糖蛋白質を
認識しているのか、ウイルス粒子そのものを
捕捉しているのかについての検討をさらに行
った。続いて、NETによる補足が HIV-1を失
活させるか否かについて検討した。 

②好中球が野生型の HIV-1を認識し NETの
産生を誘導するかどうかについて、免疫蛍光
染色法を用いた解析を行った。好中球は
HIV-1に反応したので、既に樹状細胞におい
て HIV-1を認識することが知られている TLR7
およびTLR8が好中球を介したNET産生に関わ
るかどうかを検討した。好中球に対するウイ
ルスベクターを用いた遺伝子導入やトランス
フェクション法による遺伝子導入は困難であ
ると予想されたため、阻害剤を中心にした解
析を行った。 
③TLR7/8の刺激によりNETの産生が誘導さ

れる機序を解明した。NADPHオキシダーゼを
介した活性酸素種の産生は NETの放出に関わ
ることが知られている。そこで、HIV-1によ
り誘導される NETの放出に対して NADPHオキ
シダーゼ阻害剤や抗酸化剤が与える影響を検
討した。NADPHオキシダーゼの関与が認めら
れた際には、NADPHオキシダーゼ複合体の活
性とよく相関する NCF1のリン酸化状態につ
いて、ウエスタンブロット法を用いて解析し
た。さらに、NETの放出には好中球エラスタ
ーゼが重要な役割を果たすことが知られてい
るため、免疫蛍光染色法を用いて、TLR7/8刺
激前後の好中球エラスターゼの細胞質内局在
を解析した。 
 
 
４． 研究成果 
 
(1) ZAPによる MLV排除の分子機序解明 

二本鎖 RNAを感知するパターン認識受容体
である RLRは、細胞質内に進入した様々な RNA



ウイルスを認識してＩ型インターフェロンを
介した抗ウイルス応答を促進することが知ら
れている。しかしながら、細胞質内に進入し
た MLV に対する感染防御には関わっていなか
った。そこで、他の RNA センサーについての
解析を進めた結果、Zinc finger Antiviral 
Protein (ZAP)が細胞質内に進入した MLV の
RNAを感知し、RNA分解機構であるエキソソー
ムを介してその分解を誘導することを見出し
た。ZAP を欠損したマウス繊維芽細胞におい
ては MLVの増殖が亢進し、一方で ZAPを過剰
発現した細胞においては MLVの増殖が抑制さ
れた。ZAPは、自身の CCCH 型 Zinc finger ド
メインを介して、P-bodyやストレス顆粒のマ
ーカータンパク質が集まる細胞質内 RNA 顆粒
に局在した。ZAPは、MLVの RNAやエキソソー
ム構成因子をこの RNA顆粒へ引き寄せること
で、MLV の RNA の分解を誘導すると考えられ
た。また、マウスの胎生繊維芽細胞や樹状細
胞において、ZAP は RIG-I を介したインター
フェロン応答には関わっていなかった。以上
から、ZAP は細胞質内に進入した RNA ウイル
スを感知する新たなパターン認識受容体であ
り、TLR や RLR の認識から逃れたウイルスの
排除を行う役割を担うことが明らかとなった
（図１．Lee H et al, Proc Natl Acad Sci U 
S A, in press）。 
 
 

 
図１．ZAPによる MLV排除 
   
 
(2) NETによる HIV-1排除の分子機序解明 

100 nmの空間分解能を有する超解像度顕微
鏡 SR-SIMを用いて、NET上に存在する一つ一
つの HIV-1粒子を可視化することに成功し、
NET がウイルス粒子などの非常に小さな病原
体をも捕捉することを明らかにした。野生型
の HIV-1 粒子と同様に、Gag 蛋白質のみから
形成される HIV-1様粒子が NETに捕捉されて
いたことから、NET はエンベロープ糖蛋白質
ではなくウイルス粒子そのものを捕捉すると
考えられる。ゲノム DNAと共に NETを形成し
ているヒストンは、プラスの電荷をもつ構造
体であるため、表面にマイナスの電荷をもつ

ウイルス粒子を引き付けると予想された。パ
ターン認識受容体である TLR7 と TLR8 は、
HIV-1のゲノム RNAを認識し、NADPHオキシダ
ーゼを介した活性酸素種の産生を誘導した。
活性酸素種は、分泌小胞・リソソームの膜に
脂質過酸化による障害を与え、様々な基質を
分解する強力なプロテアーゼである好中球エ
ラスターゼの細胞質内流入を惹起した。好中
球エラスターゼは、核膜や細胞膜、さらには
ヒストンの障害を引き起こして、NET の形成
を誘導した。NET に捕捉された HIV-1 の感染
力は、NET 上に存在しているミエロパーオキ
シダーゼやアルファデフェンシンの抗ウイル
ス作用により、大幅に低下した。これらの解
析結果から、よく知られている B 細胞による
抗体産生（獲得免疫応答）に加えて、好中球
による NET産生（自然免疫応答）が、細胞外
HIV-1 の排除に関わることが明らかとなった
（図２．Saitoh T et al, Cell Host Microbe, 
2012）。 
 

 
図２．NETによる HIV-1排除 
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