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研究成果の概要（和文）：サイトカイン産生制御において Rac2が関与する細胞内情報伝達経路
を特定した。また、その産生パターンから HIV-1感染抵抗性の分子機序として、Rac2による炎
症性サイトカイン発現制御機構の関与が示唆された。Nef と同様にオートファジー制御因子と
して働くウイルスタンパク質を同定した。さらに、Rac2はウイルスタンパク質との相互作用を
介してオートファジーに影響を与え、結果としてウイルス増殖の制御に関与しうることが示唆
された。                                
 

研究成果の概要（英文）：We identified a new function of human Rac2. Rac2 negatively or 
positively regulates several cytokines production at transcriptional level. The 
transcriptional regulation by Rac2 involves specific molecules acting in cellular signal 
transduction pathway. The regulation of inflammatory cytokines would be the one of 
mechanisms by which Rac2 mediates the anti-HIV-1 activity. We found that Rac2 associates 
with viral proteins which can control autophagy. These interactions implied that Rac2 
suppresses HIV-1 replication thorough modification of cellular autophagy activity 
controlled by viral proteins.                         
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１．研究開始当初の背景 
  HIV-1 感染者からウイルスを完全に排除
する方法は未だに開発されていない。一方、
HIV－１感染者に対して用いられている抗レ
トロウイルス薬を使用した多剤併用療法は、
ウイルスの複製を抑えることでエイズ発症
遅延に成績の極めて良い効果を発揮してい
る。しかし、服用の中断に伴いウイルス複製
は再開しエイズ発症の経過をとることが報
告されている。このことは抗レトロウイルス
薬による HIV-1複製抑制下においても HIV排
除のための宿主免疫応答が有効に誘導でき
ていないことを示している。従って、発症遅

延のためには長期におよぶ投薬が必要とな
り、結果として深刻な副作用の原因となって
いる。さらに多剤併用療法下において薬剤耐
性ウイルスの出現事例がこれまでに世界中
で数多く報告され、現存の薬剤のみでは近い
将来ウイルスを制御できなくなる可能性が
顕在化している。そのため、新たな作用機序
を持つ低分子抗ウイルス薬の開発が急務の
課題となっている。また、これまでに試行さ
れたワクチン開発の失敗事例から、感染防御
能を持つワクチン開発のためには強力な免
疫賦活化法の確立が必要であることが示唆
されている。新規抗 HIV-1薬の開発および合
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理的な免疫賦活化法の確立のためには、
HIV-1 感染動態を制御している宿主因子を新
たに同定し、それらの因子がどのような分子
機序でウイルスに干渉するのか理解する必
要がある。 
HIV-1 感染が成立すると考えられる高い頻度
で非防御的な性接触を繰り返しているにも
かかわらずなお感染が成立しないヒト集団
が存在し、彼らは HIV曝露非感染者として知
られている。HIV 曝露非感染者からはウイル
スゲノムおよび HIV-1に特異的な抗 IgG抗体
がその血中に検出されないものの、HIV-1 抗
原に対して明らかな反応性を持つ IgA抗体が
生殖器粘膜等に認められる。HIV-1 曝露非感
染者の HIV-1感染に対する抵抗性は、曝露非
感染者が持つ遺伝的要素に依存していると
予想されており、実際にこれまで幾つかの抵
抗性に関与する責任遺伝子が報告されてい
る。 
我々は以前に、HIV-1 曝露非感染者群と感染
者群の末梢血単核球を HIV-1抗原で刺激した
条件下において両者間で発現に差異のある
遺伝子をマイクロアレイ解析し、HIV 曝露非
感染者群においてのみ有意に発現が増強し
た遺伝子の一つとして Rac2 を同定した。さ
らに両群において Rac2 とその近傍のゲノム
領域の配列を網羅的に解析した結果、HIV-1
曝露非感染者群に集中する 3箇所の一塩基多
型（SNP）を Rac2のイントロン領域に同定し
た。その後、同定した SNPが HIV-1曝露非感
染者に認められる Rac2 高発現の責任配列で
あること、さらに、HIV-1 曝露非感染者に集
中して認められる SNP（感染抵抗性型 SNP）
を持つ健常人とそれ以外の多型（感染感受性
型）を持つ健常人の末梢血単核球に HIV-1を
感染させたところ、前者における感染効率が
後者に比べて著しく減少することを見いだ
した。以上の結果は、多型に依存した Rac2
発現制御機構が存在し、感染抵抗性型の多型
アリルをもとに高発現した Rac2 が HIV-１感
染を抑制している事を強く示唆していた。そ
こでさらに我々は siRNA により Rac2 の発現
を減少させた Rac2 発現抑制細胞、感染抵抗
性型および感受性型の Rac2 アリルをそれぞ
れ持つ健常人の末梢血単核球を用いて、Rac2
が発揮する感染抵抗性の分子メカニズムに
ついて解析を行った。その結果、Rac2は MAPK
の主要な経路の１つである p38経路の活性化
を通して HIV-1 感染に必須の CCR5 の発現を
抑制し、また CCR5 のリガンドであり HIV-１
感染を阻害することが報告されている CCL5
の発現を上昇させていることが分かった。従
って、Rac2の抗 HIV-1活性の基盤となる分子
機構の１つは、CCR5 を利用して感染する
HIV-1(R5 HIV-1)が感染標的細胞上の CCR5に
結合する過程を阻害するものであることが
示唆された。しかしながら一方で、CCR5でな

く CXCR4 を利用して感染する HIV-1(X4 
HIV-1)を Rac2 発現抑制細胞に感染させた場
合も、親細胞に感染させた場合と比較してウ
イルスの増殖が明らかに上昇した。この結果
から CCR5・CCL5 が関与する機構とは別に、
さらなる第 2、第 3 の未知のメカニズムによ
っても Rac2 は HIV-1 の複製を阻害している
ことが考えられた。 
 Rac2は Rhoファミリーに属する低分子量 G
タンパク質であり、宿主の自然免疫および獲
得免疫の両システムに重要な役割を担って
いることが知られている。Rac2が担っている
抗 HIV-1活性のための作用機序の全容解明は、
新規抗ウイルス薬開発のための新しい標的
過程の発見、および合理的な免疫賦活化法の
確立につながることが予想される。また、
Rac2は、HIV-1以外のヒトレトロウイルスや
ヒト以外の動物レトロウイルスにも抗ウイ
ルス効果を発揮する可能性がある。従って、
感染抵抗性因子として Rac2 を解析すること
は、広範囲に及ぶウイルス感染症制圧に向け
た基礎研究となる事が期待される。 
                     
２．研究の目的 
(1) 本研究では、Rac2 が担う抗 HIV-1 活性
のうち未知の分子機序に焦点を当てそれを
解明し、HIV-1感染における Rac2機能の全容
を理解することを目的とした。Rac2が中心的
役割を担い HIV-1感染に対し抵抗性を発揮す
る具体的な分子機序の候補として、Rac2によ
る種々のサイトカイン産生の制御が考えら
れた。予備的な実験の結果から感染初期に応
答する炎症性サイトカインの発現が Rac2 の
発現により、サイトカインの種類によって正
または負に変動することを認めていた。そこ
で、いずれの細胞内情報伝達経路を利用する
ことで Rac2 はこれらサイトカインの産生を
制御しているのか明らかにする。 
 
(2) 別の未知分子機序の候補として、Rac2
のオートファジー誘導による機序が予想さ
れた。ウイルス感染時、Rac2が直接オートフ
ァジー経路に働くことを示した報告はない
が、NADPH oxidase はオートファジー誘導能
を持つと知られている。また、Rac2は NADPH 
oxidase の構成要素としても機能することが
知られている。そこで Rac2 のオートファジ
ー誘導能を調べ、Rac2発現量に依存したオー
トファジー経路の活性化、およびそれに続く
HIV-1 粒子のオートファゴソーム/リソソー
ム内における分解が認められるのか検討し、
この機構が HIV-1感染抵抗性に寄与するのか
明らかにする。    
                     
３．研究の方法 
(1) Rac2発現抑制細胞、Rac2過剰発現細胞
およびそれらの親細胞を菌体成分（LPS）で



 

 

刺激した際、培養上清に分泌されるサイトカ
イン量がその種類に応じて Rac2 発現依存的
に増減することをこれまでに観察している。
Rac2 の発現量を抑えると、IL-6 発現は減少
し、TNF alpha 発現は著しく上昇した。サイ
トカイン発現量は HIV-1感染病態に関与して
おり、Rac2による発現制御が抗 HIV-1活性の
実体である可能性がある。発現制御の分子メ
カニズムを明らかにするためにまず、刺激後
に分泌されたサイトカイン量が対応する各
サイトカイン mRNA 量を反映しているのか調
べた。具体的には上記細胞を LPSで刺激して
経時的に RNA を抽出した後、サイトカイン
mRNA 量を Real-Time RT-PCR 法により定量し
た。次に、転写産物の分解に Rac2 が影響す
るのか調べた。上記細胞群を LPS刺激してサ
イトカイン mRNA の転写を一定時間誘導した
後、転写阻害剤を培地に加え転写を止め、そ
の後引き続き培養した細胞から経時的に RNA
を抽出した。これら RNA を用いて Real-Time 
RT-PCR法によりサイトカイン mRNAを定量し、
分解速度を評価した。TNF alpha mRNAの分解
には TTP、IL-6 mRNA の分解には Zc3h12a が
働くことが知られている。そこで分解因子の
発現量を Real-Time PCR 法および Western 
blotting 法により調べた。また、Rac2 によ
るサイトカイン発現制御が何れの細胞内情
報伝達経路に依存しているのか調べた。LPS
刺激は情報伝達経路のうち、MAPK 経路、
NFkappaB経路、および IRF経路を主に活性化
する。MAPK経路に働く因子群は LPS刺激後に
リン酸化を受けることで活性化している。そ
こでまず Rac2の発現量が MAPKのリン酸化に
影響するのか調べた。上記細胞群を刺激後、
経時的に細胞を回収・破砕し、そこに含まれ
ているリン酸化 MAPK の量を特異的抗体を用
いた Western blotting法により調べた。IRF
と NFkappaB 経路の下流で働く転写因子は標
的遺伝子の最適な発現のために核への局在
が厳密に制御されている。そこで、これら転
写因子の核局在が Rac2 により影響を受けて
いるのか調べるために上記細胞群を刺激後、
経時的に細胞を回収し核と細胞質とを分画
した。その後各転写因子に特異的な抗体を用
いた Western blotting 法により各分画の転
写因子量を測定した。    
 
(2) Rac2 のオートファジー制御への関与は
明らかでないものの、Rac2が構成要素となり
うる NADPH oxidaseはオートファジーを活性
化すると報告されている。また近年、Rac2は
HIV-1 がコードするタンパク質 Nef と機能的
に相互作用することが報告された。Nef はオ
ートリソソームへの成熟を抑制することで
オートファジーによる HIV-1粒子の分解を防
いでいると報告されている。以上から、Rac2
はオートファジー経路を促進し HIV-1増殖を

制限するものの、Nef がその効果を抑制する
可能性が考えられた。そこでまず、Rac2がオ
ートファジーの制御に関与するのかについ
て検討した。オートファジー関連因子である
LC3 タンパク質の脂質修飾および修飾 LC3 の
オートファゴソーム膜への局在はオートフ
ァジーを追跡するマーカーとして知られて
いる。前者は Western blotting 法により、
また後者は間接免疫蛍光法により検出でき
る。オートファジーにおける Rac2 の関与を
評価するために、Rac2過剰発現細胞等におけ
るオートファジーについて、上記の通り LC3
をマーカーとして調べた。次に、オートファ
ジー制御が認められている HIV-1のタンパク
質と Rac2 との結合を共免疫沈降法により調
べた。次に、Rac2とウイルスタンパク質を細
胞に共発現した条件下で細胞のオートファ
ジー活性が変動するのか LC3 をマーカーに
Western blotting法により調べた。以上によ
り、Rac2のオートファジーにおける機能が抗
HIV-1 作用として機能しているのかについて
検討した。 
                     
４．研究成果 
(1) Rac2 による抗 HIV-1 活性の分子機序の
一つとして炎症性サイトカインの産生制御
が考えられたため、それについて解析した。
Rac2発現を抑制した細胞と親細胞に LPSを加
え培養し、経時的に上清中の TNF alphaと IL6
を定量した結果、Rac2抑制により TNF alpha
発現量が数千倍上昇し、IL6は 1/20程度に低
下していた。一方、2 本鎖 DNA を細胞刺激に
用いた際の IL6 は、むしろ Rac2 発現抑制細
胞において多量に産生された。このことから
IL6産生における Rac2の効果はシグナル伝達
経路毎に異なることが示唆された。また Rac2
および恒常活性型の Rac2 変異体を過剰に発
現させた細胞では IL6発現量に明らかな増加
を認めた。次に、上記細胞群の細胞内サイト
カイン mRNA を定量したところ、上清中のサ
イトカイン量と正に相関した。一方、LPS 刺
激後に転写を抑制し、経時的に mRNAを回収・
定量をしたところ、Rac2発現に依存したサイ
トカイン mRNA 分解速度に変化は認められな
かった。つまり、Rac2 による mRNA 発現調節
は転写後の mRNA の分解にあるのではなく、
転写自体の段階にあることが分かった。次に、
LPS 刺激時に活性化されるシグナル伝達分子
について解析した結果、Rac2の発現量により
変化するサイトカイン mRNA量と MAPKファミ
リーに属する p38、JNK、ERKのリン酸化状態
に明確な相関関係はないことが分かった。こ
れらのことから、Rac2 は MAPK の活性化には
寄与しないことが考えられた。また、IRF フ
ァミリータンパク質について LPS刺激に応答
した核局在に Rac2 は影響を与えないことが
分かった。一方で、Rac2 は NFkappaB 活性に



 

 

影響を及ぼしていることが分かった。Rac2に
よる NFkappaB 活性化が下流の幾つかの遺伝
子群の発現に必要であり、結果としてサイト
カイン mRNA の転写が制御されていると分か
った。以上からサイトカイン産生における
Rac2 の新機能が発見でき学術的に意義が深
く、また、Rac2が担う HIV-1感染抵抗の分子
機序として、Rac2による炎症性サイトカイン
の発現制御が示唆された点、重要な知見を得
ることができた（論文作成中）。 
 
(2)  Rac2が HIV-1感染抵抗性因子として機
能するための分子作用機序候補として、Rac2
のオートファジー制御によるウイルス分解
の促進が考えられた。そこで、Rac2によるオ
ートファジー制御の検出を試みた。Rac2過剰
発現細胞などにおいてオートファジーマー
カーである LC3の脂質修飾等を追跡した結果、
Rac2 は顕著なオートファジー制御活性を有
していないことが示唆された。一方、HIV-1
がコードする種々の制御/アクセサリータン
パク質を用いた解析およびオートファジー
制御における機能解析の結果、Rac2は Vprと
結合すること、また Nef と同様、Vpr がオー
トファジーを制御する活性を持つことなど
が明らかとなった。これは本研究で初めて明
らかにされた Vpr 活性である。その後、Vpr
が Rac2 の活性に影響すること、および Vpr
が Rac2 の細胞内局在を変化させていること
が分かった。Rac2自身にオートファジー制御
能は認められないものの、制御能を持つウイ
ルスタンパク質との相互作用を介して間接
的にオートファジーに関与する可能性が示
唆された。Rac2/ウイルスタンパク質の機能
的相互作用を世界に先駆けて明らかにでき
た点で意義深く、ウイルス制御に向けた新た
な展開に繋がる重要な知見が得られた。 
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