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研究成果の概要（和文）：C型肝炎ウイルス（HCV）は慢性肝炎や肝細胞癌のほかに、Bリンパ腫などの疾患を引き起こ
すが、その発症機構は不明であった。HCVはB細胞でチロシンキナーゼと相互作用するために、本研究ではチロシンキナ
ーゼによるHCVのライフサイクルへの影響について解析した。その結果、HCVのウイルス粒子形成過程はチロシンキナー
ゼc-Ablによって制御されていることを見出した。
さらに並行して感染免疫応答の新しいメカニズムについての研究を進め、Dectin-1とSykを介するマスト細胞の新たな
抗真菌免疫応答のメカニズムや、Sykの基質である3BP2のB細胞における新しい調節メカニズムを解明した。

研究成果の概要（英文）：Hepatitis C virus (HCV) infects B lymphocytes and induces B cell lymphoma, in 
addition to chronic hepatitis and hepatocellular carcinoma. However, molecular mechanism for the 
pathogenesis of HCV infection-mediated disorders remains unclear. In this study, we investigated the role 
of protein-tyrosine kinases on HCV lifecycle, because HCV interacts with protein-tyrosine kinases in B 
cells. As a result, we found that HCV particle assembly involves phosphorylation of NS5A (non-structural 
protein of HCV) by the c-Abl protein-tyrosine kinase.
In parallel with this study, we investigated the molecular mechanism of infection immunity. We identified 
the novel mast cell anti-fungal immunity through Dectin-1 and Syk, and novel regulatory mechanism of Syk 
substrate 3BP2 (c-Abl SH3 domain-binding protein-2) in B cells.

研究分野： ウイルス学、生化学
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１．研究開始当初の背景 
(1) C 型肝炎ウイルス（HCV）は慢性肝炎や肝
細胞癌のほかに、Bリンパ腫(non-Hodgkin’s 
lymphoma) や混合型クリオグロブリン血症
などの疾患を引き起こすが、その発症機構は
不明であった。我々は以前、HCV のウイルス
蛋白質の一つである NS5A （nonstructural 
5A）が B細胞チロシンキナーゼ Syk と Fyn に
会合することを見出し、報告を行った
（Inubushi et al. J. Gen. Viol. 2008、
Nakashima et al. PLoS One 2012）。また HCV
感染によるプロテオーム解析を行い、AMP キ
ナーゼやグルコース濃度によるHCV複製の調
節機構を明らかにした（Nakashima et al. 
Microbiol. Immunol. 2011）。 
 
(2) Syk (Spleen Tyrosine Kinase)は脾臓か
ら単離された非受容体型チロシンキナーゼ
で、B細胞受容体や Fc 受容体に会合し、感染
免疫応答に重要な役割を担っている。最近で
は臨床医学の分野で、エピジェネティックな
調節異常による網膜芽細胞腫の発症や
（Zhang et al. Nature 2012）や、前骨髄球
性白血病の分化誘導療法（Hahn et al. Cancer 
Cell 2009）、関節リウマチ（Weinblatt et al. 
New Eng. J. Med. 2010）に対する Syk 阻害
薬の有効性が報告されている。我々は、Syk
の基質としてアダプター蛋白質 3BP2 を同定
し、B 細胞やマスト細胞における新しいシグ
ナル調節メカニズムを報告した（Shukla et 
al. J. Biol. Chem. 2009、Chihara et al. 
Genes Cells 2011）。 
 
２．研究の目的 
これらの背景をもとに、本研究では HCV がチ
ロシンキナーゼを介するシグナル伝達経路
にどのような影響を及ぼしているのか、また
チロシンキナーゼによるHCVの感染と複製へ
の影響を解析し、HCV による様々な疾患の発
症機構を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
本研究では様々なウイルス学的・生化学的研
究手法が用いられた。具体例としては以下の
通りである。 
 
(1) 感染性の HCV を用いた感染実験 
(2) 分子標的治療薬を用いた阻害実験 
(3) RNA 干渉法によるノックダウン実験 
(4) 蛍光顕微鏡による細胞内局在の解析 
(5) 遺伝子クローニング、点突然変異の導入 
(6) 安定発現株の樹立 
(7) FACS による発現解析 
(8) 免疫沈降実験などの生化学的解析実験 
(9) DNA マイクロアレイ 
(10) real-time PCR 
(11) ELISA 
 
組換え DNA 実験は P1 レベル、組換え HCV を

用いた実験は P2 レベルの拡散防止措置をと
って行った。また本研究は福井大学遺伝子組
換え実験安全管理規定・共同利用施設放射線
障害予防規定に基づく届出と承認を得て行
った。研究試料についての MTA（Material 
Transfer Agreement）は事前に全て締結済み
であり、組換え HCV を用いた実験は大臣確認
実験の承認済みである。また本研究には患者
から直接提供を受けた試料は含まれない。 
 
４．研究成果 
(1) HCV の粒子形成過程にはチロシンキナー
ゼ c-Abl が含まれる。 
従来 HCV の非構造タンパク質 NS5A はそのセ
リン/スレオニンリン酸化依存性にウイルス
ゲノムRNAの複製とウイルス粒子形成を調節
すると考えられてきた。ところが、そのリン
酸化を担う宿主のキナーゼは完全には同定
されていなかった。 
 
本研究ではウイルスの粒子形成にc-Ablチロ
シンキナーゼによる NS5A のリン酸化が含ま
れることを新たに見出した。白血病治療薬と
しても用いられるc-Ablの分子標的阻害薬で
あるイマチニブを用いた実験やRNA干渉法に
よるノックダウンによりc-Ablの発現量を減
少させると、HCV の感染性粒子産生が顕著に
減少するが、その際 RNA の翻訳や複製には影
響が見られなかった（図 1）。 
 

 
図 1：イマチニブ処理による HCV ウイル
ス粒子形成の減少 Huh7.5 細胞に HCV
を感染させ、イマチニブ処理と未処理
の条件下で細胞外（■）と細胞内（□）
の感染性粒子の量を比較したところ、
イマチニブ処理の条件下では両者とも
顕著な減少が見られた（左）。一方、HCV
の RNA 量には有意な変化は認められな
かった。 

 

実際に NS5A は HCV に感染した細胞でチロシ
ンリン酸化されており、この現象は c-Abl の
ノックダウンにより同様に減少することが
確認された。 
 
部位特異的な点突然変異を用いた実験では、
NS5A 全体のチロシンリン酸化にはチロシン
330 が、少なくとも部分的には、関与するこ



とが明らかとなった。このチロシン残基をフ
ェニルアラニンに置換した組換えウイルス
を用いた実験では、HCV 粒子形成は抑制され
るが、ウイルス全体ではなく、一部のゲノム
を有するサブレプリコン（HCV の構造蛋白質
部分のゲノムは欠失するが、宿主細胞内での
複製能は有する）では複製に影響しなかった。 
 
以上の結果は、c-Abl が NS5A のチロシン 330
をリン酸化することによりHCVウイルス粒子
形成を促進することを示唆するものである。
（雑誌論文業績 1） 
 
(2) マスト細胞では、Dectin-1 を介するシグ
ナルが、Syk を介して特徴的な遺伝子発現や
サイトカイン産生を誘導する。 
 
HCV の研究と並行し、我々は新しい抗真菌免
疫の分子メカニズムを見出した。Dectin-1 は
真菌の細胞劇成分である β-グルカンを認識
し、樹状細胞やマクロファージにおいてはチ
ロシンキナーゼSykの活性化を介する抗真菌
免疫に重要な役割を担っていることが知ら
れている。近年、ヒトやマウスのマスト細胞
においてもDectin-1の発現が報告されたが、
その生理的役割は不明のままであった。 
 
本研究ではマスト細胞株 RBL-2H3 を用いて、
Dectin-1 を介するマスト細胞の活性化と応
答の分子メカニズムを詳細に解析した。マス
ト細胞を Dectin-1 特異的なアゴニストであ
る Curdlan で処理すると、細胞内蛋白質のチ
ロシンリン酸化、Dectin-1 と Syk の SH2 ドメ
インの会合が誘導された。この現象は
Dectin-1 の細胞内テール領域にある hemi 型
ITAM (immunoreceptor tyrosine-based 
activation motif) のチロシンリン酸化に依
存するが、高親和性 IgE 受容体の γ サブユ
ニットには無関係であった。 
 
DNA マイクロアレイ解析や real-time PCR を
用いた解析から Dectin-1 を介するシグナル
は転写因子 Nfkbiz や MCP-1 (monocyte 
chemoattractant protein-1)、IL-3、IL-4、
IL-13、tumor necrosis factor (TNF)-α な
どの炎症性サイトカインの遺伝子発現を増
強した。この反応は Syk 阻害薬を用いて細胞
を前処理することにより消失した（図 2）。 
 

 
図 2：IL-3、MCP-1、IL-13 の mRNA は
Curdlan により誘導されるが、Syk 阻害
薬（R406）による前処理により誘導効
果が消失した（real-time PCR）。 

これらの結果は Syk が Dectin-1 を介するマ
スト細胞の活性化に不可欠であることや、
Dectin-1 を介するシグナルが、高親和性 IgE
受容体を介するものとは異なることを示唆
するものである。Curdlan によるこれらの遺
伝子発現はマスト細胞に特異的に観察され
るものである。よって、Dectin-1 によるマス
ト細胞シグナルの発見は、新たな抗真菌免疫
の仕組みを解明するものである。（雑誌論文
業績 2） 
 
(3) DT40 細胞では 3BP2 のチロシンリン酸化
に Vav3 との相互作用が不可欠である。 
 
我々がチロシンキナーゼSykの基質と同定し
た ア ダ プ タ ー 蛋 白 質 3BP2 (c-Abl SH3 
domain-binding protein-2) について新たな
知見を見出した。3BP2 は免疫系のシグナル伝
達を調節することが知られている。従来我々
は 3BP2 のチロシン 174、183、446（マウス
3BP2）が Syk によりリン酸化され、チロシン
183 と SH2 ドメイが B 細胞受容体を介する
NFAT の活性化に重要であることを報告した。
本研究では様々なチロシンキナーゼ欠損B細
胞を用いて Syk が 3BP2 のチロシンリン酸化
に必須であることを見出した。（図 3） 
 

 
図 3：Lyn、Syk、Abl、Arg の各チロシ
ンキナーゼ欠損 B細胞を用いて、B細胞
受容体刺激（Anti-IgM）による 3BP2 の
チロシンリン酸化を比較したところ、
Syk 欠損細胞にて 3BP2 のチロシンリン
酸化が消失することが観察された。 

 
点突然変異を用いた解析によりチロシン 174、
183、426（ニワトリ 3BP2）が Syk によりリン
酸化されることや、SH2 ドメインがリン酸化
に必要であることを明らかにした。さらにチ
ロシン 426 のリン酸化が Vav3 の SH2 ドメイ
ンとの会合に必要であることを見出した。チ
ロシン 426 をフェニルアラニンに置換した
3BP2 の発現は、野生型に比して B細胞受容体
を介する Rac1 の活性化を減弱させることが
明らかとなった。 
 
これらの結果から、3BP2 の Syk 依存性の 3BP2
チロシン 426 のリン酸化は、Vav3 との会合を
通じて Rac1 の活性化を調節することが明ら
かとなり、3BP2 を介する新しい免疫応答調節
メカニズムが明らかとなった。（雑誌論文業
績 3） 
 
(4) Syk 阻害薬について報告を行った。 
関節リウマチの新しい分子標的治療薬とし
ての期待が高まっていたSyk阻害薬について
の和文総説を発表した。（雑誌論文業績 4-6） 
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