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研究成果の概要（和文）：ウイルス感染は，歴史的にもこれまで我々人類に対して大きな問題であり，ウイルス
感染に対して生体がどのように生体防御機構を発揮するかについて解明することは，感染症制御という観点から
重要な課題である．本研究では， PARP13のshort isoformであるZAPSがIFNによって誘導される遺伝子群(ISGs)
として知られている RSAD2 mRNAの安定性に寄与することを見いだした．これはこれまで知られていたmRNAの転
写によって発揮される抗ウイルス応答とは異なった，RNA転写後によって制御される新しい抗ウイルス応答であ
ることが考えられた.

研究成果の概要（英文）：Viral infection is one of the most critical problems for our health. 
Elucidation of host immune response against invading viruses is crucial for better understanding of 
the pathological processes and viral elimination to control viral infection. In this study, we 
reveal that PARP-13 shorter isoform (ZAPS) is involved in the post-transcriptional regulation of 
RSAD2 mRNA, one of the interferon-stimulated genes, which provide a novel host defense mechanism for
 elimination of viruses.

研究分野： 免疫学

キーワード： 自然免疫　ウイルス感染　抗ウイルス効果　RNA転写後制御
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１．研究開始当初の背景 
感染は，歴史的にもこれまで我々人類に対

して大きな問題として捉えることができる.
なかでもウイルス感染は，近年のインフルエ
ンザウイルスの流行をはじめ，麻疹・風疹ウ
イルス，新興ウイルスの問題など，その影響
力は甚大であり，ウイルス感染のコントロー
ルに対する社会的な要求性も高い.ウイルス
感染は，耐性出現の問題など，有効な抗ウイ
ルス薬の開発には大きな問題も多い.このよ
うな背景の中で，研究代表者はこれまでの自
然免疫研究の成果を生かし，感染防御機構の
分子メカニズムを明らかにすることで，ウイ
ルス感染のコントロールにつながる新しい
切り口を見出したいと考えている. 
 これまで研究代表者は，とくに I型インタ
ーフェロン（IFN）に着目して研究を進めて
参りました(Takaoka, A. et al., Science, 
288, 2357-60, 2000；Takaoka, A. et al., 
Nature, 424, 516-26, 2003；Takaoka, A. et 
al., Nature, 434, 243-9, 2005；Takaoka, A. 
et al.,  Nature, 488, 501-505, 2007).ま
た，ポリ（ADP-ribose）ポリメラーゼスーパ
ーファミリー（Schreiber, V. et al., Nat. 
Rev. Mol. Cell Biol., 7, 517–528, 2006）
に属する PARP-13 の short isoform が，ウイ
ルス認識に関与する重要な細胞質RNAセンサ
ーである RIG-I と会合することを見出し，新
たに「ZAPS（ZAP, short form）」という形で
報告しました（Hayakawa, S., et al. Nat. 
Immunol., 12, 37-44, 2011）.ZAPS は RIG-I
及び下流のシグナル経路の活性化を強力に
誘導する正の制御因子であることを明らか
にしました.一方，さらに解析を進めていく
過程で，ZAPS は，RIG-I シグナルでの役割以
外に，自然免疫系におけるウイルス防御での
新たな役割が見えてきました.とくにZAPSは
miRNA 活性を誘導させるための Argonaute 
(AGO)分子と会合していることを見出してお
り，RNA サイレンシングの制御を介した抗ウ
イルス状態の誘導に関わる ZAPS のユニーク
な作用メカニズムを明らかにし，これまでと
は異なった視点から抗ウイルス応答を誘導
し，ウイルス感染制御につながるアプローチ
を提案したいと考えた. 
 
２．研究の目的 
研 究 代 表 者 が 独 自 に 報 告 し た ポ リ

(ADP-ribose)ポリメラーゼスーパーファミ
リーメンバーである ZAPS 分子の新たな役割
としてRNAサイレンシングの制御因子として
機能する可能性が示唆された．ZAPS に着目し
て更に解析を進め，ウイルス感染防御の今ま
でに無いメカニズムとして，RNA サイレンシ
ン グ の 脱 制 御 に よ る “ antiviral 
transcriptome”の活性化という新たな概念
を提示したい．更に感染以外のストレス刺激
に対する細胞応答時に作動するRNAサイレン
シング制御因子をZAPS以外にも探索し，様々
な“sub-transcriptome”の存在を追求した

い．ひいては，細胞応答時のタンパク質発現
誘導の基盤的な機序として知られている転
写因子による制御とは別に，特定のサブセッ
トのタンパク質誘導をもたらす新しい転写
後制御機構の存在を示すことを目指した. 
 
３．研究の方法 
ZAPS の RNA との会合性についての解析： 

ここでは２つの方法で確認する.１つは，
ZAPS を免疫沈降して RNA を抽出する RIP 
(RNA-IP)アッセイを行う.もう１つは，RNA を
ビオチン化させ，アビジンビーズを用いて
RNA で pull down させることで RNA に ZAPS タ
ンパク質が結合する pull down assay を行う
ことで ZAPS と RNA との会合性を確認する. 
ZAPS と会合する宿主由来の mRNA サブセッ

ト の 網 羅 的 同 定 ： HITS-CLIP 
(high-throughput RNA sequencing of cross- 
linked immunoprecipitation) のアプローチ
を用いて，ZAPS に結合・制御されていると考
えられる mRNA を網羅的に解析する. 
同定された mRNA 群と ZAPS との会合特性に

ついての解析：得られた同定された mRNA 群
と ZAPS との会合について，まず，各 mRNA 側
のどの領域を介して結合するのかについて
調べる.一方で，RNA との会合に必要な ZAPS
側の領域についても各種 deletion mutants
を作製し，免疫沈降などの解析を行って決定
する. 
  
４．研究成果 
 まずはじめに ZAPS と RNA 結合性について，
検証した.HEK293T 細胞に，HA タグを融合し
た ZAPS を過剰発現した lysate を用いて，RIP 
assay を行った.HA 抗体で免疫沈降し，免疫
沈降したサンプルよりRNA抽出を行ったとこ
ろ，コントロールにおいては，ほとんど RNA
が認められなかったが，ZAPS を HA 抗体で免
疫沈降したサンプルは多くのRNA量が得られ
た.一方で，細胞の total RNA をビオチン標
識し，アビジンビーズを用いた RNA pull down
を行った.コントール(ビーズのみ)において
は ZAPS の結合は認められなかったが，total 
RNA に対しては ZAPS の結合が認められた.以
上の結果から，ZAPS は細胞内の RNA が結合す
ることが示唆された. 
次に，ZAPS のどのドメインが RNA 結合性に

関与するのかについて，ZAPSの各種 deletion 
mutant を用いて同様に検証したところ，ZAPS
の N 末端側にある Zinc finger domain を含
む領域で RNA と会合することが示された. 
ZAPS は IFN によって誘導される遺伝子であ
ることから，IFN 誘導遺伝子(interferon 
stimulated genes; ISGs)が ZAPS に結合する
ことが予想された.そこで，RIP assay にて精
製した RNA 中に ISGs が含まれるかについて
定量的 RT-PCR 方にて解析を行った. 
その結果，ZAPS は，IFN-α処理 8時間後に，
RSAD2, PKR, IFIT1, IFIH1 といった複数の
ISG mRNAとの結合性が増強することが観察さ



れた． 
ZAPSを過剰発現したHEK293T細胞を用いた

マイクロアレイ解析の結果から，RSAD2 の発
現が顕著に上昇していたことから，本研究で
は RSAD2 mRNA に着目し，ZAPS が RSAD2 mRNA
の安定性に寄与する可能性を考えた． 
はじめに，ZAPS が RSAD2 mRNA のどの領域

に結合するかについて RIP assay を用いて検
証したところ，RSAD2 mRNA の 3’UTR の 3’
側の境域側であることが示唆された．  
次に，ZAPS が RSAD2 mRNA の安定性に関与

するかを検証するために，siRNA を用いて
ZAPS をノックダウンし IFN-αによって誘導
される RSAD2 mRNA がどのように変化するか
を定量的 RT-PCR 法を用いて検証した．その
結果，ZAPS のノックダウンによって IFN 処理
8時間後 RSAD2 mRNA の発現が約半分に低下す
ることが分かった．またこれに相関して IFN
処理 24 時間後のタンパク量が減ることが見
出された．一方で，RSAD2 promoter領域(-1597
から+136 まで)を cloning して，ルシフェラ
ーゼアッセイを行ったところ，IFN 処理によ
って活性化される RSAD2 promoter 活性は，
ZAPS のノックダウンによって変化しなかっ
た． 
以上のことから，ZAPS は，RSAD2の 3’UTR

に結合することで発現を制御していること
が示唆された． 
さらに詳細な発現調節機構を解析するた

めに，アクチノマイシン D を用いて RSAD2 
mRNA の安定性を検証したところ，ZAPS のノ
ックダウンによって RSAD2 mRNA の安定性が
低下することが観察された．一方で，RSAD2 
mRNA の前駆体である pre-mRNA を測定したと
ころ，ZAPS のノックダウンで，pre-mRNA の
発現量に顕著な差がなかったことから，
pre-mRNA 下流で ZAPS は作用していることが
示唆された．一方で，細胞を細胞質と核に分
画し，それぞれの分画中に含まれる RSAD2 を
含む ISGs mRNAs の量を定量したところ，ZAPS
のノックダウンにより大きな変化が認めら
れなかったことから，ZAPS は mRNA の核外輸
送に制御する可能性は低いと考えられた． 
そこで，ZAPS が RSAD2 mRNA の 3’UTR 領域

を介して mRNA の安定性に寄与するのかを調
べる目的で，RSAD2 mRNA の 3’UTR 領域をレ
ポーター遺伝子下流につなぐことで，どこの
領域を介して ZAPS が制御しているかについ
て検証したところ，ZAPS は，3’UTR の 3’側
の境域を介して mRNA の安定性に寄与してい
ることが考えられた． 
またこれまで ZAPS のノックダウンの実験

系で検証してきたが，より詳細な解析を行う
ために， A549 細胞を用いて Crispr/Cas9 シ
ステムで細胞内RNA認識経路のアダプター分
子であるMAVSをノックアウトした細胞(KO細
胞)を作製した．さらにこの KO 細胞から
ZAP/ZAPS をノックアウトしたダブルノック
アウト細胞(DKO 細胞)を樹立した．これらの
細胞を用いて IFN-α処理によって誘導され

る ISG mRNA の誘導について比較検証してい
る． 
さらに本研究では ZAPS に結合する RNA が

どのような種類のRNAなのかを網羅的に同定
するために，HITS-CLIP assay を用いて ZAPS
に結合するRNAを次世代シークエンサーを用
いて同定することを試みた.ZAPS を過剰発現
した HEK293T 細胞に UV クロスリンカーを用
いて UV 照射を行い，ZAPS とそこに結合する
RNA をクロスリンクした.その後，免疫沈降法
にて ZAPS を精製した.この ZAPS に結合した
RNA を RI を用いてラベリングを行い精製し，
5’と 3’側にアダプターを ligation した.
この RNA を逆転写し，PCR にて増幅し
CLIP-tag を PAGE 精 製 し た . 精 製 し た 
CLIP-tag は illumina HiSeq 2500 を用いて
sequence解析を行った.現在このdataを用い
てシークエンスの詳細を解析しているとこ
ろである.  
これらの成果を現在まとめつつ論文の投

稿にむけて準備を進めているところである． 
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