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学位論文内容の要旨  

 

 

   博士の専攻分野の名称  博士（医 学）    氏 名  内 藤 正 一 郎 

 

 

学 位 論 文 題 名 

DEAD-Box helicase 6 分子による炎症誘導の分子機構 

(Analysis of the molecular mechanism of inflammation induction by DEAD-Box helicase 6) 
 

【背景と目的】 
炎症性サイトカインの代表とも言うべき Interleukin-6 (IL-6)は、免疫、炎症反応の他、造血、骨代謝、

胚発生にも関与する。我々のグループは IL-6 シグナルの過剰な活性化の分子機序として、組織非免疫細

胞における IL-6- Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3)シグナルと Nuclear factor-
kappa B (NF-κB)シグナルの同時活性化から生じる過剰な NF-κB 活性化である『IL-6 アンプ(炎症回路)』
を 2008 年に見出し、疾患動物モデルはもとより、ヒトの関節リウマチ(RA)、多発性硬化症などの疾患に

関与すること、いくつかの疾患感受性遺伝子が NF-κB シグナルの増強を通じて IL-6 アンプを活性化す

ることを報告してきた。しかしながら IL-6 アンプの制御因子群・標的遺伝子群による炎症性疾患の病態

形成における作用機序に関して、未だ不明な点が多い。 
本研究では、我々のグループが 2013 年に報告した非免疫系細胞における 1000 以上 の IL-6 アンプ標

的候補遺伝子と、既報の RA、全身性エリテマトーデス、強皮症の疾患関連遺伝子のデータを組み合わせ

て、疾患に関与するメカニズムが未だ解明されていない DEAD-box helicase ファミリーメンバー、DDX6
を選択して解析した。 

DEAD-box helicase ファミリーは、アミノ酸配列 Asp-Glu-Ala-Asp（DEAD）を含む保存されたモチ

ーフを共有するファミリータンパク質群である。これらのタンパク質は RNA 二重鎖を一本鎖にほどく作

用を持つ RNA helicase であり、RNA 代謝の様々な局面で重要な役割を果たしている。その一員である

DDX6 は当初、messenger RNA (mRNA)が分解される過程で重要なステップであるデキャッピング

(mRNA 5'キャップ構造の除去)を促進する翻訳抑制因子として同定された。その他、これまでの研究から、

DDX6 は micro RNA を介した RNA 分解や翻訳阻害、RNA co-sensor として Retinoic acid inducible 
gene-I (RIG-I)のシグナル伝達を亢進する作用を持ち、またストレス顆粒形成、相分離などの生物学的現

象に関与することが明らかになっている。様々な細胞プロセスへの関与を示唆する証拠がある一方で、

DDX6 が炎症性疾患と関連する作用機序については未だ確立していない。 
本研究の目的は、DDX6 の IL-6 アンプ活性化との関連性を明らかにし、その分子機序を解明すること

である。 
【対象と方法】 

IL-6 アンプにおける DDX6 の機能を確認するため、siRNA を用いて DDX6 ノックダウン細胞を作出

し、IL-6 と Tumor necrosis factor-α (TNFα)の同時刺激下において誘導される IL-6 や各種ケモカインの

mRNA 発現を quantitative real-time Polymerase Chain Reaction (qPCR)で解析した。また、DDX6 



complementary DNA を挿入したプラスミドを作製して過剰発現系を構築し、IL-6 プロモーターや NF-
κB response element (RE)を用いてレポーター活性を測定した。また、DDX6 の helicase 活性が IL-6 ア

ンプに関与するかを検討するため、helicase 活性を失活させた DDX6 変異体を用いてレポーターアッセ

イを行った。DDX6 を過剰発現させた細胞を用い、免疫沈降法を行うことで DDX6 と結合する分子の探

索を行った。さらに、分子メカニズムを絞り込むため、DDX6 ノックダウン細胞に対しサイトカイン刺

激を行い、ウェスタンブロッティングおよび免疫細胞染色を用いてシグナルパスウェイに関わる分子の

動態を評価した。次に、同様の現象が in vivo でも観察されるかを確認するため、imiquimod により誘導

される皮膚炎マウスモデルを用いて DDX6 のノックダウン実験を行った。 
【結果】 

siRNA 法により DDX6 の発現制御を行った細胞に、TNF-α と IL-6 による IL-6 アンプ刺激をしたと

ころ、IL-6 の mRNA 発現は低下した。一方で、DDX6 を過剰発現した細胞では IL-6 プロモーターおよ

び NF-κB RE の活性が有意に亢進した。さらに、helicase 活性を失活させた DDX6 変異体についても野

生型DDX6と同様にNF-κB REの活性を有意に亢進させた。また、マウス皮膚炎モデルにおいてもDDX6
のノックダウンにより炎症は抑制された。DDX6 過剰発現系を用いた免疫沈降法により、DDX6 は Tumor 
necrosis factor receptor-associated factor 2(TRAF2)と結合することを見出した。 

ウェスタンブロッティングの結果、DDX6 ノックダウン細胞において IκBα のリン酸化および分解、

NF-κB p65 536 番目の Serine 残基(Ser536)のリン酸化は抑制されなかった。さらに DDX6 ノックダウ

ン細胞を免疫蛍光染色により観察したところ、NF-κB p65 の核内移行は抑制されなかった。 
【考察】 

本研究では、(i) 非免疫細胞において DDX6 の発現を抑制することにより IL-6 アンプの活性化が抑制

されること、(ii) DDX6 を強制発現させると IL-6 アンプの活性化が亢進すること、(iii) DDX6 を siRNA
により抑制することで imiquimod 処理により C57BL/6 マウスで誘導される NF-κB を介した炎症反応

が抑制されること、(iv) DDX6 は TRAF2 の N 末端領域と直接結合すること、以上を明らかにした。従

って、DDX6 は TRAF2 と直接結合することにより、NF-κB 経路における正の制御分子となる可能性が

あると推測された。DDX6 は、その構造から RNA helicase である可能性が報告されている。我々は DDX6
の RNA helicase を構築し、NF-κB RE 上でのレポーター活性を解析した。その結果、DDX6 は RNA 
helicase 活性に関係なく、NF-κB RE 上のレポーター活性を増強することが示され、DDX6 が TRAF2 や

Receptor interacting protein (RIP) 、 Tumor necrosis factor receptor type 1-associated death 
domain(TRADD)などのシグナル伝達分子と結合するアダプター分子として機能していることが示唆さ

れた。 
このことから DDX6 は NF-κB 経路における TRAF2 下流の、IκBα 分解及び NF-κB 核内移行を促進

すると仮説を立てたが、予想に反して DDX6 knockdown によっては IκBα 分解及び NF-κB 核内移行は

抑制されなかった。よって、今後は NF-kB 核内移行後の転写活性の制御など、NF-κB 経路におけるそ

の他のメカニズムへの関与について検討する必要がある。 
【結論】 
DDX6 は NF-κB 経路を介した IL-6 アンプを活性化し、炎症を増悪させる可能性が示唆された。DDX6
は TRAF2 に結合するが、その NF-κB 経路下流の IκBα 分解及び NF-κB 核内移行には影響を与えなか

った。 


