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要旨 
【背景と目的】 
全身性強皮症は全身組織の線維化と血管障害を特徴とする膠原病性疾患であり、皮

膚硬化・消化管症状等により生活の質が低下するのみならず、肺線維症・肺高血圧症

や腎クリーゼといった重篤な疾患を合併するなど、多彩な症状を引き起こす。病態と

しては血管障害及び免疫系が関与し最終的に異常な線維化が起こると考えられている

が、完全には解明されていない。そのため、治療は疾患修飾療法および対症療法が主

体であり、根治的治療法は未だ開発に至っていない。近年ゲノムワイド関連解析によ

り、本疾患における複数の疾患関連 SNPs、およびその関連遺伝子が報告されてお

り、多くは免疫・細胞死などに関与する遺伝子だが、一部はその分子機序が明らかで

はない遺伝子群がある。 
これまでに、我々のグループでは組織非免疫細胞において Interleukin-6 (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によりNF-κB が過剰に活性化し、サイトカイン・ケモカイ

ン・増殖因子が相乗的に産生される炎症増幅機構である『IL-6 アンプ (炎症回路)』
を報告している。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 アンプ制御遺伝子と、既報の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代謝に重要な

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 necrosing factor-α (TNFα)の同時刺激下において
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誘導される IL-6 や各種ケモカインのmessenger RNA (mRNA)発現を quantitative real-
time Polymerase Chain Reaction (qPCR)で解析した。また、DDX6 complementary DNA 
(cDNA)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 p65 response element を用いてレポーター活性を測定した。また、DDX6 のヘリ

カーゼ活性が IL-6 アンプに関与するかを検討するため、ヘリカーゼ活性を失活させ

た DDX6変異体を用いてレポーターアッセイを行った。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。 
また、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。 
【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-kB p65 response element の活性が有意に亢進

した。さらに、ヘリカーゼ活性を失活させたDDX6変異体についても野生型DDX6
と同様に NF-κB p65 response element 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 IkBa, SKP1, p65 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 IkBaのリン

酸化および分解、NF-κB Ser536 のリン酸化が抑制された。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 の核内移行が抑制された。 
【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-kB を介した炎症反応が抑制されること、(iv) DDX6
は NF-κB経路分子、特に IkBa, SKP1, p65 と強い親和性を持って結合すること、(v) 
DDX6 ノックダウンにより、NF-kB核内移行に関与するプロセスが阻害されるこ

と、以上を明らかにした。我々は DDX6 の RNAヘリカーゼ活性失活変異体を構築

し、NF-kB応答エレメント上でのレポーター活性を解析した。その結果、DDX6 は

RNAヘリカーゼ活性に関係なく、NF-kB応答エレメント上のレポーター活性を増強
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することが示され、DDX6 が IkBa、SKP1、 p65 など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 IkBa分解及び NF-κB核内移行を促進

すると仮説を立て、予想通りDDX6 knockdown によって IkBa分解及び NF-κB核内

移行が抑制された。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経路を介して 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NF-κB経路分子に直接結合し、IkBa分解及び NF-κB核内移行

という一連のNF-κB シグナル伝達における分子間の介在タンパク質として働き、NF-
kB経路活性化に関与している可能性が考えられた。 
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略語表 
本文中、および図中で使用した略語は以下の通りである。 

 
cDNA complementary DNA 
cIAP1/2 Cellular inhibitor of apoptosis protein 1/2 
DDX6 Dead-Box helicase 6 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 
EPDR1 ependymin-related protein 1 
FBS fetal bovine serum 
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
GWAS Genome wide association study 
HDF Human dermal fibroblast 
HEK293T Human Embryonic Kidney cells 293 T cell 
HSF Human synovial fibroblast 
IκBα Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor alpha 
IKK IκB kinase 
IL-1 Interleukin-1 
IL-6 Interleukin-6 
IL-6R Interleukin-6 receptor 
IL-17 Interleukin-17 
IP Immunoprecipitation 
JAK Janus kinase 
LUBAC Linear UBiquitin Assembly Complex 
mRNA messenger ribonucleic acid 
NEMO NF-kB Essential MOdulator 
NF-κB Nuclear factor-kappa B 
p-body Processing body 
PBS Phosphate buffered saline 
qPCR quantitative real-time Polymerase Chain Reaction 
RBX1 Ring-Box 1 
RIG-I Retinoic acid inducible gene-I  
RIP Receptor interacting protein 
RNAi ribonucleic acid interference 
shRNA short hairpin ribonucleic acid 
siRNA small interfering ribonucleic acid 
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SKP1 S-phase kinase associated protein 1 
SNP Single nucleotide polymorphism 
STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3 
TLR7 Toll-like receptor 7 
TNF-α Tumor necrosis factor-α 
TNFR1 Tumor necrosis factor receptor 1 
TRADD Tumor necrosis factor receptor type 1-associated death domain  
TRAF2 Tumor necrosis factor receptor-associated factor 2 
WB Western blotting 
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緒言 

全身性強皮症は皮膚や内臓の線維化と血管障害を特徴とする、免疫介在性の膠原病

性疾患である (Denton and Khanna, 2017)。欧米では、全身性強皮症の有病率は 10万
人に 7.2-44.3人と推定されている (Bergamasco et al., 2019)。皮膚硬化を主症状とし、

末梢血管障害としてレイノー症状や手指尖端の潰瘍が出現する。また消化管、腎、

肺、心臓などの全身臓器に病変が出現し、それぞれ逆流性食道炎・吸収不良・便秘・

下痢・イレウス、腎クリーゼ、肺線維症・肺高血圧症、心筋障害・心外膜炎・不整脈

など、多彩な症状が出現する。皮膚硬化の範囲で 2つの病型に分けられ、皮膚硬化が

四肢末梢及び顔面に止まり、体幹や肘や膝より中枢側には病変が出現しない限局皮膚

硬化型全身性強皮症(limited cutaneous systemic sclerosis; lcSSc)と、肘や膝、体幹を含む

全身に皮膚硬化が出現するびまん皮膚硬化型全身性強皮症(diffuse cutaneous systemic 
sclerosis; dcSSc)がある。 
膠原病性疾患の中では最も死亡率が高い疾患の一つとされていたが (Elhai et al., 

2012)、近年の治療の進歩に伴い、その生存率は改善傾向であり、5 年生存率は dcSSc
において 1990 年代は 65%に留まっていたが、2000 年代には 84%まで上昇している 
(Nihtyanova et al., 2010)。 
全身性強皮症の治療は、各臓器病変の進行抑制による機能障害の軽減・生命予後改

善が目標となっている。全身性強皮症の進行自体を遅らせる疾患修飾療法として、間

質性肺疾患合併症例に対して Interleukin-6 (IL-6)受容体阻害薬トシリズマブや抗CD20
モノクローナル抗体リツキシマブといった分子標的薬やシクロホスファミド、ミコフ

ェノール酸モフェチルといった免疫抑制薬が使用される。また、各臓器病変への対症

療法として、レイノー症状に対するジヒドロピリジン系カルシウム拮抗薬や皮膚潰瘍

に対するプロスタサイクリン製剤、肺高血圧症に対する肺血管拡張薬、逆流性食道炎

に対するプロトンポンプインヒビター、腎クリーゼに対するACE阻害薬などが挙げ

られる。しかしながら現在のところ全身性強皮症の根治的治療は確立されておらず、

本疾患のさらなる病態解明と、より特異的な治療法が望まれる。 
本疾患の病態は完全には解明されていないが、血管障害、自然免疫および獲得免疫

系の異常が関与し、最終的に組織における異常な線維化がおこると考えられている。

また、素因となる遺伝子変異やエピジェネティックな変化と、2 次的な環境因子が相

互作用し、その発症に影響を及ぼしている可能性が高い。 
 環境因子として、シリカ・溶剤・農薬・エポキシ樹脂などの暴露が潜在因子として

挙げられており (Rubio-Rivas et al., 2017)、これらの環境因子がエピジェネティックな

修飾を介して、遺伝的感受性が高い個体において疾患発症を引き起こすとされる。 
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 遺伝的素因を探索する研究として、近年、強皮症におけるゲノムワイド関連解析 
(Genome wide association study : GWAS) の結果、70種類を超える一塩基多型 (single 
nucleotide polymorphism : SNP) が明らかとなっている (Lopez-Isac et al., 2019)。その内

の多くは免疫系や細胞死、線維化に関わる分子だが、一部の分子については詳細な機

能や全身性強皮症に関与する分子機構が明らかになっていない (Ota and Kuwana, 
2021)。 
我々は自己免疫疾患を始めとした様々な疾患における慢性炎症誘導機構として

『IL-6 アンプ (炎症回路)』を同定している (Ogura et al., 2008; Murakami et al., 2019)。
この機構は，非免疫細胞において Nuclear factor-kappa B kinase (NF-κB) 経路と Signal 
transducers and activator of transcription 3 (STAT3) 経路が同時に活性化することにより

NF-κB経路が過剰に活性化され，種々の炎症性サイトカイン，ケモカイン，増殖因子

を含む炎症回路標的遺伝子群が相乗的に過剰発現し，免疫細胞浸潤によって恒常性が

破綻し慢性炎症が引き起こされるものである。そして本機構はサイトカイン誘導性関

節炎モデル，多発性硬化症モデル，移植片慢性拒絶モデル等の疾患モデル及び様々な

炎症性疾患における臨床検体において存在していることが明らかとなっている (図 1) 
(Ogura et al., 2008; Murakami et al., 2011, 2013; Arima et al., 2012, 2015; Lee et al., 2013; 
Arima et al., 2017; Lee et al., 2012, 2013; Atsumi et al., 2014, 2017; Harada et al., 2015; Meng 
et al., 2016; Okuyama et al., 2018; Tanaka et al., 2018, 2019; Stofkova et al., 2019; Fujita et al., 
2019; Ota et al., 2020; Takada et al., 2020; Higuchi et al., 2020; Shimoyama et al., 2021)。さら

に我々は、RNAi を基盤としたゲノムワイドスクリーニングを行い、IL-6 アンプに関

する約 1200種類の正の制御因子及び約 500種類の標的遺伝子を同定した (Ogura et 
al., 2008; Murakami et al., 2013)。 
これにより同定された IL-6 アンプの正の制御因子群と、強皮症 GWAS で判明した

疾患関連遺伝子の中で強皮症の病態に対する分子機序が解明されていない遺伝子群を

照らし合わせ、共通した遺伝子としてDDX6 (Dead-Box helicase 6)が挙げられた。 
DDX6 は DEAD-box (D-E-A-D はアミノ酸配列Asp-Glu-Ala-Asp を示す) helicase 

family のメンバーであり、機能として、DDX6 knockdown により P-body(細胞質に特

徴的にみられる、RNA-タンパク質複合体により形成される粒子用の構造で、mRNA
の貯蔵、分解、翻訳抑制、miRNA を介した silencing に関与している)が形成されなく

なることが報告されており、DDX6 が P-body形成に中心的な役割を持つと考えられ

ている (Serman et al., 2007)。また、t(11; 14)(q23;q32)転座を持つB 細胞リンパ腫では

DDX6 の変異は認めないが発現が増加しており (Akao et al., 1995)、ヒト大腸癌検体に

おいてDDX6 が過剰発現していることなどが報告されており (Nakagawa et al., 
1999)、腫瘍形成への関与が示唆されている。 
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しかしながら、これまで慢性炎症に対する DDX6 の直接的な関与は示されていな

い。 
 
本研究において、DDX 6 が IL-6 アンプに関与し、強皮症等の慢性炎症性疾患の発

症に寄与するという仮説を立て、本仮説を検証するために、IL-6 アンプにおける

DDX6 の分子制御機構を解明することを目的とし研究を行った。 
本研究では、機能的解析により非免疫細胞において DDX6 が NF-κB の核内移行を促

進し、IL-6 や種々のケモカインの発現に関わることを示した。さらに、DDX6 は

IκBαと直接結合することで NF-κB経路を活性化し、炎症を惹起していた。これらの

ことから、非免疫細胞における DDX6 を介した IL-6 アンプ活性化が強皮症の病態形

成に関与することが示唆されたのでここに報告する。 
 
 

  



 10 

 
図 1．IL-6 アンプの模式図 
非免疫細胞において NF-κB と STAT3 の同時に活性化により NF-κB の過剰な活性化

が引き起こされ、種々の炎症性サイトカイン、ケモカイン、増殖因子が大量に発現す

ることで恒常性が破綻し慢性炎症性疾患が引き起こされる。(Ogura et al., 2008; Lee et 
al., 2012, 2013; Murakami et al., 2013; Atsumi et al., 2014, 2017; Harada et al., 2015; Meng et 
al., 2016)より一部改変。 
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実験方法 
1 細胞と刺激条件 
ヒト脳腫瘍細胞 H4 は、ATCC (Sumitomo Dainippon Pharma, Osaka, Japan)よりそれぞ

れ購入した。また、マウス 1型コラーゲン陽性血管内皮細胞 (BC-1) は大阪大学 宮
坂氏より譲渡を受けた。いずれの細胞もDulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 
(Gibco)に 10%ウシ胎児血清 (fetal bovine serum ; FBS)  (CORNING)を添加したものを

用いて、37℃かつ 5% CO2の条件下において継代、培養した。また培養に使用した器

具類はすべてオートクレーブによる滅菌処理を施し、すべての操作をクリーンベンチ

内で無菌的に行った。実験により，以下のサイトカイン刺激を行った。2 時間の血清

飢餓処理の後、ヒト IL-6 (Toray Industries) 100 ng/mL 及び可溶性ヒト IL-6受容体 
(Toray Industries) 100 ng/mL、マウスもしくはヒトTNF-α (PeproTech) 50 ng/mL で刺激

した。 
 

2 抗体 
以下に示す抗体は western blotting (WB)、免疫沈降法 (immunoprecipitation ; IP)、蛍光
組織化学染色、免疫組織化学染色 (immunohistochemistry ; IHC)、および免疫細胞染色 
(Immunocytochemistry ; IC)に用いた。 
抗DDX6抗体 (14632-1-AP、Proteintech)、抗 p65抗体 (C-20、Santa Cruz)、抗リン酸

化 p65抗体 (Sigma-Aldrich)、抗リン酸化 STAT3抗体 (Cell Signaling Technology)、抗
FLAG M2抗体 (Sigma-Aldrich)、抗リン酸化 IκBα抗体 (Cell Signaling Technology)、抗
IκBα抗体 (Cell Signaling Technology)、抗 α-tubulin抗体 (Sigma-Aldrich)、抗TRADD
抗体 (Cell Signaling Technology)、抗TRAF2抗体 (Cell Signaling Technology)、抗RIP
抗体 (Cell Signaling Technology)、Peroxidase AffiniPure Donkey Anti-Mouse IgG 
(H+L)( Jackson Immuno Research Laboratories, Inc.) 、Peroxidase AffiniPure Donkey Anti-
Rabbit IgG (H+L) ( Jackson Immuno Research Laboratories, Inc.) 
 

3 プラスミド 
Flagタグ融合 DDX6 発現プラスミド DNA を、次の手順で作成した。 
ヒト DDX6 をコードする cDNA は human fetal brain より制限酵素を付加し cloning を

行った。これを制限酵素処理し (Bam HI, Sal I in high buffer; Takara)。また pEF-BOS-
Exベクターも同様に制限酵素処理した。処理した DDX6 及び pEF-BOS-Ex を

Ligation high Ver 2 (TOYOBO) を用いて Ligation し、コンピテントセル (ECOS DH5, 
NIPPPON GENE) にTransfection した後、Ampicillin含有 LB培地に植え付け、37℃で

一晩培養した。 
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発生したコロニーを pick up して、Ampicillin含有 LB培養液に懸濁し、再度 37℃で

一昼夜培養した。 
GenEluteTM Plasmid Midiprep Kit (Sigma-Aldrich) を用いて、培養液から Flagタグ融

合 DDX6 発現プラスミドDNA を抽出した。なお，抽出したDNA は BigDye Direct 
Sequencing Kit (Applied Biosystems) を用いた標準プロトコールで、シーケンスが正し

いことを確認した。 
 

4 quantitative real-time Polymerase Chain Reaction (qPCR) 
各種細胞は、96 well plate に 1 x 104 個/well で播種して一晩培養した。翌日、実験に

より先に記載した条件で細胞刺激を行った後、SuperPrep® II Cell Lysis & RT Kit for 
qPCR (TOYOBO) を用いた標準プロトコールでmRNA を抽出し、M-MLV Reverse 
Transcriptase (Promega) を用いた標準プロトコールで cDNA を作成した。 
標的 mRNAレベルは、ABI Prism7300 fast real-time PCR system (Applied Biosystems) 
と SYBR Green FAST qPCR master mix (KAPA Biosystems) を用い、初期熱変性 94℃・

10 分、熱変性 94℃ 15秒，アニーリング/伸長反応 60℃ 60秒 x 40 サイクルのプロト

コールで qPCR を行った。内在性コントロールとして、ヒト由来細胞では GAPDH 
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)を使用した。なお，用いたプライマー配列

は表 1 の通りである。 
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表 1  qPCR で用いたプライマー配列の一覧 
Gene Sequence  
Mouse HPRT Forward 5’-GAAGCGAGAGAACCAGG-3’ 
 Reverse 5’-CC CCCACCCCAGACA-3’ 
Mouse IL-6 Forward 5’-GAGGAACCACCCCAACAGACC-3’ 
 Reverse 5’-AAG GCACACG GCAACA-3’ 
Mouse STAT3 Forward 5’-CACCTTGGATTGAGAGTCAAGAC-3’ 
 Reverse 5’-AGGAATCGGCTATATTGCTGGT-3’ 
Mouse CCL20 Forward 5’-CGACTGTTGCCTCTCGTACA-3’ 
 Reverse 5’-GAGGAGGTTCACAGCCCTTT-3’ 
Mouse CXCL1 Forward 5’-ACCCGCTCGCTTCTCTGT-3’ 
 Reverse 5’-AAGGGAGCTTCAGGGTCAAG-3’ 
Mouse DDX6 Forward 5’-CGAAATGGCTTATGCCGCAA-3’ 
 Reverse 5’-AGATGACCAAAGCGACCTGA-3’ 
Human GAPDH Forward 5’-GAGCAACGGAGGCG-3’ 
 Reverse 5’-CGCCCGGAAGAGGG-3’ 
Human IL-6 Forward 5’-GGAGACTTGCCTGGTGAAAA-3’ 
 Reverse 5’-GTCAGGGGTGGTTATTGCAT-3’ 
Human CCL2 Forward 5’-CAGCCAGATGCAATCAATGCC-3’ 
 Reverse 5’-TGGAATCCTGAACCCACTTCT-3’ 
Human STAT3 Forward 5’-ACCAGCAGTATAGCCGCTTC -3’ 
 Reverse 5’-GCCACAATCCGGGCAATCT -3’ 
Human DDX6 Forward 5’-CCGAAATGGCTTATGCCGCAATC-3’ 
 Reverse 5’-GGAGATAGGTCTCTGCCAGCTT-3’ 
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5 ヒト DDX6 に対する small interfering RNA (siRNA)を用いた遺伝子ノックダウン 
H4(ヒト神経膠腫由来細胞株)、Human dermal fibroblast(HDF)、または Human 

synovial fibroblast(HSF)細胞を 96-well plate に 1×104個/well で播種し、Lipofectamine 
RNAiMAX (Thermo Fisher Scientific)を用いて siRNA (5 µM) 0.5 µl をトランスフェクシ

ョンした。使用した siRNA は以下のとおりである。human si-DDX6 (1: s4011, 2: s4012 , 
Invitrogen)、 human si-p65 (SASI_Hs01_00171090; Sigma-Aldrich) 及び human si-
nontarget (Sigma Mission SIC-001s; Sigma-Aldrich)。トランスフェクションした細胞は、

37℃ 5% CO2 下で 48 時間培養し、サイトカイン刺激後に qPCR を行った。 
 

6 ヒト DDX6 に対する short hairpin RNA (shRNA)を用いた遺伝子ノックダウン 
96-well plate にH4 細胞を 1.5×103個/well で播種し 24 時間培養した。目的の遺伝子

に対する shRNA を含むウィルス粒子 non-target shRNA, Sigma Mission SHC002V; 
DDX6 shRNA-1, TRCN0000074695, CCCACTAGAGAACTTGCTCTA; and DDX6 shRNA-
2, TRCN0000074697, GAGCCTGTAGAAGATGAGAAA for H4 cells) を氷上で緩徐に解

凍し、multiplicity of infection (MOI)が約 50程度になるように polybrene (8 µg/ml) を加
えた DMEM で調整して、40 µl/well ずつ細胞に添加した。37℃、5% CO2 下で 24 時

間培養した後、puromycin (1 µg/ml) を加えた DMEM を 100 µl ずつ加えて 3日間培養
した。この薬剤選択により生存した細胞を一過性のノックダウン細胞株とし、培養条

件を 24-well plate、12-well plate、および 100 mm dishへと段階的にスケールアップさ

せながら、puromycin含有DMEM でさらに 3-4日間培養かつ薬剤選択を行なった。

この過程で確立したクローンについてWB を行い、目的遺伝子のノックダウン効率

の検証を行い、安定ノックダウン細胞株として以降の実験に用いた。 
 
7 Western blotting (WB) 

WB に用いる細胞は、10 cm dish または 6-well dish に播種して培養した。必要に応

じてサイトカインで刺激した後に細胞を氷上に置き、培養液を吸引除去した後に氷冷

した Phosphate buffered saline (PBS) で洗浄し、適量の PBS とセルスクレーパー

（BIOLOGIX）を用いて細胞を回収した。1,500 rpm、4℃、5 分間の遠心により上清

を除き、細胞ペレットを適切なバッファーで溶解処理した。すべての工程において、

細胞溶解バッファーには 1/100量の protease inhibitor（Sigma Aldrich）、phosphatase 
inhibitor cocktail 2（Sigma Aldrich）、および phosphatase inhibitor cocktail 3（Sigma 
Aldrich）を添加した。得られたサンプルは全て 2-メルカプトエタノールを含む SDS 
sample buffer で 95℃、5 分間煮沸させ、氷冷後に WB に供試した。5-12%濃度勾配の

SDS-PAGE ゲル（和光純薬工業）で Bio-Rad のウエットウエスタンブロットシステム

を用いてポリアクリルアミド電気泳動 (SDS-PAGE) を行い、泳動分離したタンパク
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質を Immobilon®-P （Millipore）に転写した。転写膜は、5% Bovine serum albumin; 
BSA, Nacalai tesque)あるいは 5% Skim milk を用いて 1 時間ブロックした。その後、標

的分子に対する一次抗体反応を 12 時間、続く HRP標識した二次抗体反応を 1 時間行

った。全細胞分画および細胞質分画の内部コントロールとして、tubulin に対する抗体

を用いた。一次抗体、二次抗体を加えた後はTBS-T (Tris-Buffered Saline with Tween 
20)液で 5 分間 3回洗浄し、Chemi-Lumi One L for HRP (nacalai tesque)、または Pierce 
ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher)を用いた基質反応を行った。反応後、現

像機 FPM100 (富士メディカルフィルム)を用いて化学発光産物をフィルムに感光させ

タンパク質バンドの検出を行った。 
 

8 マウス 
実験に使用したマウス (C57BL/6)は日本 SLC株式会社より購入して用いた。マウ

スは北海道大学遺伝子病制御研究所において室温管理された specific-pathogen-free ル
ームで飼育した。動物の取り扱いについては「北海道大学動物実験に関する規定」に

則り、北海道大学の動物実験倫理審査の承認を受けて行った。実験には開始時に 6-8
週齢のマウスを用いた。 

 
9 皮膚炎モデルと炎症スコアの評価 
皮膚炎モデルにおける炎症スコアは、既報にある評価方法に従って行った (Kanada 

et al., 2011)。マウスの耳に siRNA を耳の表裏に塗布し (day 0) 、その後、day1, 2, お
よび 3 において、Toll-like receptor 7 (TLR7) アゴニストであるイミキモド (Mochida 
Pharmaceuticals, Japan) とともにDDX6 に特異的な siRNA、NF-κB p65 に特異的な

siRNA 、あるいは non-target siRNA (Dharmacon、SMARTpool)を塗布した。なお、塗

布にあたっては、クリーム (Johnson and Johnson) 5.6 µl に siRNA 9.4 µl と生理食塩水

あるいはイミキモド 5.0 µl を混合した液を用いた。皮膚炎は耳の皮膚の厚さをマイク

ロキャリパーで計測し、元の厚さからの変化量で評価した。 
 

10 免疫沈降法 (Immunoprecipitation Assay : IP) 
IP に用いる細胞はすべて 10 cm dish に播種、培養した。バッファーで溶解されたサ

ンプルはプロテイン Gセファロースビーズ (Pharmacia)をサンプル 1mgタンパク質

相当量に対して 10 µg添加し、4℃下で 1 時間緩徐に転倒混和しプレクリアを行っ

た。その後、9,000 rpm、1 分間、4℃で遠心した後に上清を回収し、目的に応じて

FLAGビーズ (Sigma Aldrich) を加えて 2 時間 4℃下で緩徐に転倒混和した。サンプル

とビーズ・抗体複合体は 24 時間、4℃で混和した後、細胞溶解バッファーで 5回洗浄
した。IP後において、FLAG融合タンパク質は 3×FLAGペプチド (Sigma Aldrich)を
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用いて溶出し、プロテイン Gセファロースビーズは 2-メルカプトエタノールを含む

SDS sample buffer で 95℃、 5 分間煮沸し溶出した。溶出液はWB に供試し、その際

に全細胞分画サンプルの一部を IP の input として用いた。 
 

11 Luciferase Reporter Assay 
レポーター活性の測定は、Dual Luciferase Reporter Assay System (Promega) を用いて

標準プロトコールに従い行った。96-well plate に 2×104 cells/well で播種した

HEK293T 細胞を 24 時間培養した後、PEI (Polyethylenimine)を用いて pEF-BOS 
(Mock)、DDX6 発現プラスミドを 100 ng/well で導入、加えて pGL4.32 [luc2P/ NF-κB -
RE/Hygro] (4.5 ng/well、Promega)、pGL4.32 [luc2P/ IL-6 -promoter/Hygro] (4.5 ng/well、
Promega)、および pGL4.74 [hRluc/TK] (0.25 ng/well、Promega) を導入した。各遺伝子

導入を導入してから 24 時間培養後に培養液を除去し、ヒトTNF-α (50 ng/ml)を含有し

た培養液で 6 時間刺激した。PBS で細胞を洗浄し、Passive lysis buffer (40 µl/well)を加
えて 4℃で 20 分間穏やかに振盪して細胞を溶解した。その後、その細胞溶解液 5 µl
と発光基質 25 µl を混合し、ホタルルシフェラーゼ活性をルミノメーター 
（GloMax®-Multi Detection System、Promega）で測定した。なお、細胞間の導入効率

の補正のために、遺伝子導入の際に同時に導入した pGL4.32由来のウミシイタケル

シフェラーゼ活性を内部コントロールとし、これとの比を算出して NF-κB あるいは

IL-6 ルシフェラーゼ活性とした。 
 

12 共焦点レーザー顕微鏡による細胞内タンパク局在の観察 
TNF-α刺激による p65 の核内移行を確認するため、BC-1 細胞を使用して shRNA を

用いたDDX6 ノックダウン細胞およびコントロール細胞を作成し、TNF-α 50 ng/ml で
0 分、15 分、および 30 分間刺激した。刺激後の細胞は 4% パラホルムアルデヒドで

20 分間固定し、Perm/Wash solution (Cytofix/Cytoperm kit、BD Biosciences)で透過処理

を施した後に、2% FBS で 30 分間ブロックした。次に、一次抗体として抗 p65抗体

を 1 時間反応させ、細胞を洗浄して余分な一次抗体を除いた後、二次抗体として抗ウ

サギAlexa Fuor-488標識抗体と Hoechst 33342 nuclear stain で 30 分間反応させた。また

細胞内の DDX6 の局在評価のため、BC1 を使用し shRNA を用いた DDX6 ノックダウ

ン細胞およびコントロール細胞を作出し、4% パラホルムアルデヒド、100%メタノ

ールおよびメタノール・アセトン混合固定液 (100%メタノール:アセトン=1:1)を用い

て、4% パラホルムアルデヒドでは 10 分間、その他の固定法については-20℃で 15
分間固定し、4% パラホルムアルデヒド固定においては Perm/Wash solution による透

過処理を施した後、2% FBS により 1 時間ブロッキングを行った。次に、一次抗体と

して抗DDX6抗体を 1 時間反応させ、細胞を洗浄した後、二次抗体として抗ウサギ
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Alexa Fuor-488標識抗体を 30 分間反応させ、Vectashield mounting medium with DAPI 
(Vector Laboratories)を用いて封入を行った。 
これらの細胞内タンパク質の局在について、共焦点レーザー顕微鏡（LSM980, Carl 

Zeiss）を用いて観察を行った。 
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13 統計処理 
実験データは平均値±標準誤差 (Mean±SEM)で示した。本研究では、2 群間の有意

差検定に Student’s t検定を用いた。3 群間以上の有意差検定には analysis of variance 
(ANOVA) 検定を用いた。p値は 0.05 未満のものを有意とし、*p < 0.05、**p < 0.01、
および***p <0.001 で示した。 
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結果 
1 DDX6 の IL-6 アンプへの関与についての検討 

DDX6 遺伝子の IL-6 アンプへの関与を明らかにするために、DDX6 ノックダウン細

胞を作製した。まず、H4 細胞(ヒト神経膠腫由来細胞株)に si-DDX6 あるいは si-
nontarget をトランスフェクションさせることにより DDX6 ノックダウン細胞及びコン

トロール細胞 (Mock) を作出した。これらの細胞は、qPCR により DDX6 mRNAレベ
ルを測定してノックダウン効率を測定した (図 2左図上段) 。また WB によりDDX6
ノックダウン細胞において DDX6タンパク質発現が抑制されることも確認した。 

IL-6 アンプへの関与について IL-6 とTNF-αのサイトカイン刺激により誘導される

IL-6 mRNA 発現量を qPCR 法で測定し、DDX6 のノックダウンにより、NF-κB p65 ノ

ックダウン細胞(si-p65)と同等に IL-6 mRNA の発現誘導が抑制されることを確認し

た。 
 
皮膚や関節滑膜での炎症に対する DDX6 の関与を間接的に検討する目的で、同様

に Human dermal fibroblast (HDF)及びHuman synovial fibroblast (HSF)に si-DDX6 あるい

は si-nontarget (Mock)をトランスフェクションさせ、IL-6 とTNFαのサイトカイン刺

激により誘導される IL-6 mRNA 発現量を qPCR 法で測定したところ、HDF における

siDDX6-2 については有意差はつかなかったものの IL-6 発現が低下する傾向にあり、

その他については, H4 細胞と同様に有意に IL-6 mRNA 発現が抑制された。DDX6 の

ノックダウン効率については qPCR により確認を行った (図 3) 。 
 これにより、複数のヒト非免疫細胞株において、DDX6 knockdown が同様の効果を

表すことが示された。 
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図 2．ヒト H4 細胞における DDX6 ノックダウンによる IL-6 mRNA 発現誘導に対す

る抑制効果 
ヒト H4 細胞に si-DDX6 あるいは non-targeting siRNA をトランスフェクションさせ

ることによりDDX6 ノックダウン細胞及びコントロール細胞 (mock) を作出した。

DDX6 の mRNA 発現量を qPCR により評価することで、DDX6 ノックダウンを確認し

た (左図上段) 。また WB により DDX6 ノックダウン細胞においてタンパク質発現が

抑制されることを確認した(左図下段) 
これらの細胞を IL-6 及び TNF-αで刺激し、IL-6 の mRNA 発現量を qPCR により評

価した (右図) 。データは 3回の実験結果の平均値と標準誤差を、内在性コントロー

ルとしての GAPDH に対する相対値で示し、*は、t検定で比較した際の p値が 0.05
未満のものを示す。 
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図 3. HDF、HSF 細胞における DDX6 ノックダウンによる IL-6 mRNA 発現誘導に対

する抑制効果 
ヒト HDF/HSF 細胞に si-DDX6 あるいは non-targeting siRNA をトランスフェクショ

ンさせることにより DDX6 ノックダウン細胞及びコントロール細胞 (mock) を作出
した。DDX6 のmRNA 発現量を qPCR により評価することで、DDX6 ノックダウン

を確認した (左図) 。これらの細胞を IL-6 及びTNF-αで刺激し、IL-6 の mRNA 発現

量を qPCR により評価した (右図) 。内因性コントロールにはGAPDH を用いた。デ

ータは 3回の実験結果の平均値と標準誤差を示す。*、 **は、t検定で比較した際の

p値がそれぞれ 0.05、0.01 未満のものを示す。  
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2 DDX6 の NF-κB経路への関与の同定 
次に DDX6 が NF-κB経路と STAT3経路のいずれに強く関与するかを検討するた

め、qPCR を行った。具体的には、先に作成した siRNA によるDDX6 ノックダウン細

胞およびコントロール細胞 (Mock) に対して IL-6 とTNF-αのサイトカイン刺激を行

い、NF-κB経路の標的遺伝子である CCL2 と、STAT3経路の標的遺伝子である STAT3 
(Narimatsu et al., 2001)のmRNAレベルを qPCR にて測定した。結果、siRNA によるノ

ックダウン細胞では、コントロール細胞 (Mock) に比してNF-κB経路の標的遺伝子

の発現が有意に抑制された。一方で STAT3経路の標的遺伝子の発現には変化が見ら

れなかった (図 4) 。以上から、DDX6 はN F-κB経路に関与すると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  



 23 

 
図 4. DDX6 ノックダウン細胞におけるサイトカイン刺激後の CCL2、STAT3 mRNA
発現量の変化 

DDX6 siRNA によりノックダウンした H4 細胞をTNF-αと IL-6 で 3 時間共刺激

し、細胞を溶解後に RNA を回収した。回収した RNA を qPCR に供試し、CCL2 (左
図)および STAT3 mRNA (右図)の発現量を評価した。CCL2 の発現量はNF-κB経路の

活性化に伴って増強されるのに対し、STAT3 の発現は JAK-STAT経路の活性化で制御

される。データは 3回の実験結果の平均値と標準誤差を示す。*は、t検定で比較した

際の p値が 0.05 未満のものを示す。 
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3 DDX6 過剰発現が NF-kB転写活性に与える影響の検討 
次に DDX6 の過剰発現下における IL-6 プロモーターおよび NF-κB p65 response 

element の活性をレポーターアッセイにより評価したところ、DDX6 遺伝子導入によ

りいずれの活性も亢進することがわかった (図 5)。 
これらの結果から、DDX6 は IL-6 アンプ活性化において重要な役割を示している

ことが示唆された。 
 
また DDX6 の IL-6 アンプ活性化作用について、DDX6 が本来持つ helicase 活性が

必要かどうか検討を行うため、DDX6 の helicase 活性が失活しているとされる変異体

(DDX6 E247Q) (Qi et al., 2012)をmutagenesis により作成した。この変異した DDX6 遺

伝子を導入し、NF-κB response element の活性を評価したところ野生型DDX6 と同程

度に、NF-κB response element の活性が亢進した(図 6)。以上から、DDX6 の helicase
活性を失活させても IL-6 アンプ活性化作用は失われないことを確認した。  
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図 5. DDX6 を強制発現させた HEK293T 細胞でのレポーターアッセイ 
HEK293T 細胞へDDX6 発現プラスミドをトランスフェクションし、TNF-α刺激
後の IL-6 プロモーター (左図)および NF-κB response element (右図)の活性の変化を

dual luciferase assay により評価した。 
これらは、ホタルルシフェラーゼ活性に対するウミシイタケルシフェラーゼ活性 

(内部コントロール)で補正し算出した。データは 4回の実験結果の平均値と標準誤

差を示す。* は、t検定で比較した際の p値が 0.05 未満のものを示す。 
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図 6. DDX6 の helicase 活性の有無による IL-6 アンプへの影響の検討 

HEK293T 細胞へ、helicase 活性を失活させた DDX6(DDX6 E247Q)発現プラスミド

をトランスフェクションし、TNF-α刺激後の NF-κB response element の活性の変化を

dual luciferase assay により評価した。 
これらは、ホタルルシフェラーゼ活性に対するウミシイタケルシフェラーゼ活性 

(内部コントロール)で補正し算出した。データは 4回の実験結果の平均値と標準誤差

を示す。*および** は、t検定で比較した際の p値がそれぞれ 0.05、0.01 未満のもの

を示す。 
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4 in vivo における DDX6 の生理学的役割についての検討 
in vivo における DDX6 の生理学的役割について、これまでの当研究室の研究から

IL-6 アンプの関与が示されているマウス皮膚炎モデルを用いて検討を行った。TRL7
アゴニストであるイミキモドをマウスの耳に塗布し炎症をおこし、数日で出現する炎

症性変化 (耳の腫脹・発赤・落屑)について観察を行い、炎症の程度について耳の厚

さを測定することで代替的に半定量評価を行った。当該モデルに対して si-DDX6 を塗

布することで positive control である si-p65 と同程度に耳の肥厚を抑制し、炎症が抑制

されていることが示唆された。  
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図 7. 皮膚炎モデルマウスの炎症活性におけるDDX6 の役割 
マウスの耳に non-target siRNA および DDX6 siRNA (si-DDX6)、p65 siRNA (si-p65)を

day 0、day 1、day2 および day 3 に塗布し、day 1、day 2、および day 3 にイミキモド

を塗布し、各個体における耳の肥厚をマイクロキャリパーで測定することによって皮

膚炎病態を定量評価した。各群 n=6 でデータは平均値と標準誤差を示す。** および 
*** は p値がそれぞれ 0.01 および 0.001 未満のものを示す。 
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5 DDX6 は IkBa、SKP1、p65 と結合する 
これまでの結果から、DDX6 がNF-κB経路において機能していると推測された。

そこで、本節では DDX6 が結合する NF-κB経路関連分子について調べた。 
一般的にTNF-αが TNFR1 (Tumor necrosis factor receptor 1) に結合すると、TNFR1
受容体は細胞質領域にあるデスドメインを介して三量体化し、この凝集によって

tumor necrosis factor receptor type 1-associated death domain (TRADD）アダプタータンパ

ク質の局在化が起こる。さらに、TRADD によって誘導された Receptor Interacting 
Protein (RIP) が凝集する。そして TRADD は、アダプター分子の１つであるTumor 
necrosis factor receptor-associated factor (TRAF2）と結合し、さらにTRAF2 は Cellular 
Inhibitor of Apoptosis 1 and 2 (cIAP1/2)をリクルートし、TNFR1 複合体Ⅰを形成する。 
これにより下流の IKK (IkB kinase)複合体が活性化され、IκBα (Nuclear factor of 

kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor alpha) の 32番目及び 36番目の

Serine残基がリン酸化される (Brenner et al., 2015)。 
リン酸化された IκBαは Cullin1 (Cul1)、β-transducin repeat-containing protein 

(βTrCP)、Skp1 (S-phase kinase associated protein 1)、RBX1 (Ring-Box 1)から構成される

Skp, Cullin, F-box containing complex (SCF complex) と結合することでユビキチン化を

受け、26 S プロテアソームにより分解される。 
定常状態では細胞質内で IκBαと結合し非活性化状態で存在する NF-κB p65 分子

は、IκBαが分解されることで 536番目の Serine (Ser536) リン酸化を受け活性化し、

核局在シグナルが露出することにより核内へ移行して転写活性を有するようになる 
(Ghosh and Hayden, 2008)。 
我々はDDX6 が上記NF-κB経路のいずれの段階で関与するかを確認するため、

HEK293T 細胞に FLAGタグを融合させた DDX6 を強制発現させ、その細胞溶解液を

抗 FLAGビーズで免疫沈降に供試し、得られた沈降物を用いて NF-kB経路に関わる

分子についてWB を施行したところ、DDX6 は IkBa、SKP1、p65 と強い親和性を持

って結合し、また IKKaについても親和性は弱いが結合する結果であった(図 8)。  
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図 8. 免疫沈降法による DDX6 結合分子の探索 

HEK293T 細胞に DDX6-FLAG を過剰発現させ、細胞溶解液を抗 FLAGビーズで免

疫沈し、NF-κB経路の上流分子との結合を調べた。複数回施行したデータのうち、代

表的なデータを示す。  

IB: p65

IB: TRAF2

,%��,ț%Į

IB: RIP
IB: TRADD

IB: SKP1
IB: RBX1

Input IP: FLAG-DDX6

,%��,..Į

IB: FLAG

FLAG-
DDX6 Mock
- + - +

15
15

70

35

30

35

55

100

40

70
55

FLAG-
DDX6 Mock
- + - +

kDa



 31 

6 DDX6 は NF-κB経路における IκBαのリン酸化および分解に関与する 
DDX6 が IkBa、SKP1、p65 と結合することから、IkBa Ser32/36 リン酸化・分解及

び、引き続いて起こる p65 Ser536 リン酸化について評価を行った。siRNA により

DDX6 をノックダウンしたH4 細胞を TNF-αで 0、5、15 分間刺激し、タンパク質を

抽出した後に IκBαや Ser536 のリン酸化または分解についてWB で確認したところ、

non-targeting siRNA を transfection した細胞(Mock)と比較して、DDX6 ノックダウン細

胞では IκBαのリン酸化・分解および Ser536 のリン酸化が抑制されていた(図 9) 。 
また同様に DDX6 をノックダウンした H4 細胞をTNF-αにより 0、15、30 分刺激

し p65 の核内移行を共焦点顕微鏡で観察したところ、上記から予想された通り、p65
の核内移行も抑制された(図 10) 。これらの結果から、DDX6 がNF-κB経路において

IκBαのリン酸化、分解、及び引き続いて起こる p65核内移行の過程に関与すると考

えられた。 
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図 9. DDX6 ノックダウンによる TNF-α刺激依存的な IκBαおよび Ser536への影響 
 

si-DDX6 を transfection した H4 細胞(siDDX6-1、2)および non-targeting siRNA を

trnsfection した細胞(Mock)を 6 well dish で培養し、TNF-αで 0、15、60 分間刺激した

後に細胞を溶解した。細胞溶解物を WB に供試し、刺激依存的な IκBαのリン酸化・

分解および Ser536 のリン酸化を評価した。図は複数回行った実験のうち代表的なデ

ータを示す。 
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図 10. DDX6 ノックダウンによる p65 の核内移行の変化 

H4 細胞に対して shRNA を用いて DDX6 をノックダウンした細胞(shDDX6-1、2)、
及び non targeting shRNA を transfection した細胞 (Mock）を作出し 24 時間血清飢餓状

態で培養し、TNF-αで 0、15、30 分間刺激した後に共焦点顕微鏡で p65 の核内移行を

観察した。固定には 4% パラホルムアルデヒドを使用し、p65 は間接抗体法を用いて

Alexa488 で標識した。また核を標識するためDAPI で共染色を行った(紫：p65、青：
DAPI)。 
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考察 
本研究により、In vitro 実験及びマウス皮膚炎モデルを用いた解析から、DDX6 が

慢性炎症誘導機構である IL-6 アンプの活性化に関与することを見出した。また NF-
κB経路に関わる分子である IkBa、SKP1、p65 と結合することを確認し、予想される

メカニズムとして IkBaリン酸、分解、p65 の核内移行という一連の反応に関与する

と考えられた。 
 
DDX6 は DEAD-box helicase family のメンバーで、当初、様々な造血器腫瘍に関連

する t(11; 14)(q23;q32)転座を持つB 細胞リンパ腫細胞株RC-K8 からクローニングさ

れた (Akao et al., 1991)。DDX6 mRNA は成体組織では広く発現しており、ヒトとマウ

スの組織でユビキタスに検出されたが、タンパク質発現についてはヒトとマウスの脳

で低く、肺と筋肉では検出されなかった。 (Akao et al., 1995)。DDX6 の細胞内局在に

ついて、同分子を強発現させた HEK293 細胞の観察では DDX6 は細胞質及び核に

diffuse に分布し (Cougot et al., 2004)、さらにHeLa 細胞における免疫電子顕微鏡によ

る観察から、特に P-body において細胞質と比較し 170倍程度多く存在すると報告さ

れている (Ernoult-Lange et al., 2012)。 
P-body形成におけるDDX6 の中心的な役割は Serman らによって初めて報告され、

P-body 構成要素である cytoplasmic polyadenylation element binding protein (CPEB1)、
GW108、DDX 6 の他複数の分子の knockdown によって p-body形成が抑制されること

を示した。さらに p-body形成を促進する物質である亜砒素 (Wilczynska et al., 2005)を
投与することで、CPEB1 や GW108 knockdown 細胞では p-body が再形成されるのに

対して、DDX6 knockdown 細胞では亜砒素投与によっても p-body の再形成を認め

ず、このことから DDX6 が p-body形成に必須であることが示唆されている (Serman 
et al., 2007)。また、DDX6 のヘリカーゼ活性は DDX6 が持つmRNA翻訳抑制機能に

必要であることが明らかになっている (Minshall et al., 2001)。 
興味深いことに、本研究においては、DDX6 のヘリカーゼ活性を失活させた変異体

(DDX6 E247Q) (Minshall et al., 2001)も野生型と同程度にNF-κB response element 活性を

上昇させた。このことから、DDX のヘリカーゼ活性はNF-κB経路に直接的には影響

しないと推察された。 
 
最近、Dana-Farber Cancer Institute から発表された、17,000 分子以上のヒトタンパク

質における相互作用をスクリーニングして得られた 50,000 以上の 2 分子間相互作用

を記したインタラクトームである HuRI において、DDX6 と TRAF2 が結合すること

が示されており (Luck et al., 2020) (http://interactome-atlas.org)、この報告を元に、当初

は特にDDX6-TRAF2 連関に着目し、実際に DDX6 およびTRAF2 について co-
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overexpression を行うことで、両者が結合することを確認した。また FLAG-DDX6 
overexpressing 細胞において抗 FLAG抗体を用いて免疫沈降を施行することで、

TRAF2 が強免疫沈降されることを確認したが、免疫沈降実験の実験者を変更する、

また WB の撮影条件を変更することで、DDX6-TRAF2 の結合親和性は弱く、むしろ

IkBa、SKP1、p65 と強く結合することを見出した。 
 
IkBaは IkB protein family のメンバーで、定常状態の細胞では細胞質においてNF-

kB二量体と結合し、NF-kB を細胞質に留めている。IkBaは炎症性の刺激に伴い IKK
複合体によりリン酸化され、その後 SCF complex によりユビキチン化を受け、プロテ

アソーム系によって分解される。結果、IkBaに結合していたNF-kB が解放され、細

胞質から核に移行し、NF-kBターゲット遺伝子の転写を誘導する (Ghosh and Hayden, 
2008)。IkBaは NF-kBターゲット遺伝子の一つであり、NF-kB 活性化に伴い発現が上

昇する。新規に合成された IkBaは核内のNF-kB と結合し、exportin-1 (Chromosome 
Region Maintenance 1 Protein Homolog: CRM1)を介した核外輸送を促進し (Johnson et 
al., 1999)、これがNF-kB による転写活性化を終結させるのに重要と考えられている 
(Sun et al., 1993)。 

SKP1 は SCF complex の主要な構成要素であり、種々の F-box protein を結合させる

アダプタータンパク質として重要な役割を担う (Bai et al., 1996)。SKP1 は F-box 
protein family の一員であるb-TrCP と結合し、b-TrCP はリン酸化 IkBaの destruction 
motif を認識して結合し (Yaron et al., 1998)、これにより IkBaは SCF complex によって

ユビキチン化され、その後 26S プロテアソームによる分解を受ける。また、SKP1 と

の結合に重要な F-box モチーフを欠損したb-TrCP変異体を強発現させると IkBaユビ
キチン化・分解、及びその後の NF-kB 活性化が抑制されることが報告されている 
(Spencer et al., 1999; Winston et al., 1999) 。 
今回DDX6 が IkBa及び SKP1 と結合し、さらに shRNA を用いた DDX6 knockdown

実験から DDX6 が IkBa分解及びリン酸化、引き続いて起こるNF-κB核内移行が抑制

されたことから、DDX6 が IkBaと SKP1 のアダプター分子として働き、SCF complex
による IkBaのユビキチン化及び分解に促進的に働いている可能性があると考える。 
 
本研究では、DDX6 の発現を抑制することにより、IL-6 とTNF-αのサイトカイン

刺激による NF-κB標的遺伝子の発現が抑制され、またDDX6 過剰発現により IL-6 プ

ロモーター活性が上昇した。このことから、DDX6 が NF-κB経路を介して、慢性炎

症の誘因となりうる種々の炎症性サイトカイン，ケモカインを過剰産生させる可能性

が推察される。 
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 本研究の限界として、各分子における結合ドメインを解明できていないこと、また

DDX6 と各分子が細胞内で核または細胞質のいずれの画分でより多く結合しているか

を特定できていないことが挙げられる。DDX6 は細胞質のみならず核内にも存在して

いることから、核内において IkBaや p65 と結合し、その機能に関与している可能性

が考えられ、こちらについては更なる検討が必要である。 
 また、DDX6 が SCF complex による IkBaユビキチン化を促進する可能性について

は、今後DDX6knockdown 細胞における IkBaユビキチン化の程度の検討などを行っ

ていきたいと考えている。 
 さらに、今回はTNFa刺激による検討のみであったが、DDX6 knockdown により

NF-kB シグナリングにおける IkBa以下の反応を抑制していたことから、TNFa のみ

ならず、その他の IL-1b受容体やTLR受容体を介したNF-kB経路の賦活化にも関与

している可能性が考えられ、今後 IL-1bや Lipopolysaccharide 等その他の刺激における

DDX6 の関与も検討していきたい。 
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総括および結論 
l DDX6 は NF-κB経路を活性化する。 
l DDX6 のノックダウンは、in vitro、in vivo ともにサイトカイン刺激による炎症活

性を有意に抑制する。 
l DDX6 の helicase 活性は NF-kB経路活性化に関与しないと考えられる。 
l DDX6 は IkBa、SKP1、p65 と結合する。 
l DDX6 は IκBαリン酸化、分解及び p65 リン酸化、核内移行に関与する。 

 
本研究では、RNA helicase として P-body形成、及び mRNA の貯蔵、翻訳抑制、分

解への寄与また腫瘍の進行や抑制、RNAウイルスにおける遺伝子発現の制御に関与

する機能を持つとされているDDX6 について、炎症の増幅に寄与するという新たな

機能を明らかにした。これまで炎症との関連は明らかとなっていなかった DDX6
が、その helicase 活性とは関係なく NF-κB経路を賦活化し炎症性サイトカイン等の過

剰産生に繋がる重要な分子であるという可能性を示した。 
しかしながらその分子メカニズムは完全には解明できておらず、更なる検討の余地

がある。 
本分子は強皮症、さらには関節リウマチ・全身性エリテマトーデスといった慢性炎

症性疾患の疾患感受性遺伝子として挙げられており、今後ヒト検体におけるDDX6
の発現や機能解析を行うことで、これらの慢性炎症性疾患の発症や進行について新た

な機序を解明できる可能性があると考える。 
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