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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞内ウイルス RRNNAA センサーである RRIIGG--II 	 lliikkee 	 rreecceeppttoorr 	 

((RRLLRR))によるRRNNAA認識機構および内在性RRNNAA認識を介した細胞機能制御を明らかにすることを目

的として、複数の観点から解析を行った。その結果、RRLLRR がストレス顆粒様の凝集体に集積す

ることで自然免疫応答を制御していること、ある種の mmiiccrrooRRNNAA の発現を誘導することでウイル

ス感染を負に制御していること、さらに RRIIGG--II が一部の内在性 RRNNAA と会合して機能している可

能性があることなどの知見が得られ、RRLLRR を介した細胞機能制御の理解が進んだ。 	 

 
研究成果の概要（英文）：RIG-I-like receptors (RLRs) are viral RNA sensors, which initiate 
antiviral innate immunity.  In this work, we tried to elucidate molecular machinery 
underlying RNA recognition by RLRs and physiological significance of RLR-mediated 
signaling.  We revealed 1) accumulation of RLRs in stress granule-like aggregates to 
trigger antiviral signaling, 2) inhibition of viral infection via induction of specific 
microRNA, which downregulates viral receptor expression and 3) possible interaction of 
RIG-I with endogenous self RNA.  These observations made substantial progress for 
understanding of biological function of RLRs. 
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１．�研究開始当初の背景 
 	 内在性 RRNNAA は高度な多様性と正確性をもっ
て生命活動の維持に深く関与している。一方
で、細胞は外来 RRNNAA の侵入すなわちウイルス
などの感染に曝されている。ウイルスは、宿
主細胞の機能を巧みに利用することで増殖
するが、宿主細胞はそれらウイルス由来の外

来 RRNNAA を特異的に検知し、自然免疫系を働か
せることで対処している。この RRNNAA 検知にお
ける分子メカニズムと生理機能の解明は、ウ
イルス感染に対する生体防御の理解や新規
抗ウイルス薬剤開発につながる可能性があ
り、また内在性 RRNNAA との差別化あるいは逆に
相互作用という観点からの細胞運命決定に
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おいて重要な知見をもたらすことが期待さ
れた。 	 
 	 高等脊椎動物において、抗ウイルス自然免
疫で中心的な役割を担っているのは、II 型イ
ンターフェロン（IIFFNN）システムである。細
胞にウイルスが感染すると、細胞はウイルス
由来の核酸などを異物＝感染として検知し、
速やかに IIFFNN の発現を誘導する。分泌された
IIFFNN は周囲の細胞に発現する IIFFNN 受容体を介
したシグナルにより、強力な抗ウイルス作用
をもたらす。この IIFFNN 誘導に必須な役割を担
うウイルスセンサーとして、我々は世界に先
駆けて、rreettiinnooiicc 	 aacciidd 	 iinndduucciibbllee 	 ggeennee 	 II 	 
((RRIIGG--II))--lliikkee 	 rreecceeppttoorr((RRLLRR))を同定し、その
機能を明らかにした（ NNaatt.. 	 IImmmmuunnooll..,, 	 
22000044:: 	 JJ.. 	 IImmmmuunnooll..,, 	 22000055）。哺乳類がもつ
RRLLRR は、RRIIGG--II、MMDDAA55,, 	 LLGGPP22 の三種からなり、
いずれも RRNNAA ヘリカーゼ分子である。これら
うち RRIIGG--II と MMDDAA55 は、NN 末端に ccaassppaassee 	 
rreeccrruuiittmmeenntt 	 ddoommaaiinn 	 ((CCAARRDD))を持ち、ミトコ
ンドリア外膜上に発現するアダプター分子
IIFFNN--β 	 pprroommootteerr 	 ssttiimmuullaattoorr((IIPPSS--11))との CCAARRDD
同志での会合により、下流へと IIFFNN 誘導シグ
ナルを伝達することが示された。さらにノッ
クアウトマウスを用いた解析などから、
RRIIGG--IIとMMDDAA55はそれぞれ異なったウイルスの
検知に関わっており、それはそれぞれが認識
する RRNNAA 構造の違いによることなどが明らか
にされた。また我々は、本研究の開始直前ま
でに、RRIIGG--II の基質となる RRNNAA 構造の特異性
の詳細を解明するとともに、RRIIGG--II の RRNNAA 結
合に関与するドメインを同定し、その三次元
立体構造を報告した（MMooll.. 	 CCeellll,, 	 22000088）。ま
た他のグループの報告などから、MMDDAA55 による
RRNNAA 認識機構も明らかになりつつあった。従
って、その機能が明らかになっていなかった
LLGGPP22 を含めて、RRLLRR ファミリー分子群による
RRNNAA 検知の分子機構の解明と、それによって
もたらされる生理的な細胞機能の制御につ
いてのさらなる検討が求められる状況にあ
った。特に、RRLLRR が認識する RRNNAA 構造が明ら
かになったことは、ウイルス由来の外来性
RRNNAA と細胞内に発現する内在性 RRNNAA とがどの
ように識別されているのか、RRLLRR が認識する
内在性 RRNNAA は存在しないのか、もし存在する
ならばそれはどのような役割を担っている
のかといった疑問を解明するため、本研究の
計画提案を行うに至った。 	 
 	 
２．�研究の目的 
 	 本研究では、RRLLRR ファミリー分子の機能に
焦点をあて、外来ウイルス RRNNAA と内在性 RRNNAA
の識別についての分子メカニズムを解明す
ると共に、RRIIGG--II ファミリー分子による内在
性 RRNNAA 認識を含めた細胞機能制御について検
討することを目的とした。 	 
 	 

((11))RRLLRR の機能を理解するうえで、それらによ
る RRNNAA 認識の分子機構を理解することは必要
不可欠である。我々は、22000088 年までの解析か
ら、RRIIGG--II が認識する RRNNAA 構造が 	 55’三リン
酸を持つ一本鎖 RRNNAA および 55’一リン酸を持
つ二本鎖 RRNNAA であること、その認識に関与す
るドメインとして CC--tteerrmmiinnaall 	 ddoommaaiinn 	 ((CCTTDD))
が必須であることを明らかにし、その三次元
構造を決定した。これらに知見を基に、三種
の RRLLRR による基質特異性と RRNNAA 認識様式を生
化学的に明らかにする。また、ウイルス感染
刺激�の有無などにおける RRLLRR の細胞内での挙
動について細胞生物学的に検討することに
より、RRLLRR の機能と細胞内局在変化を明らか
にする。これらの解析を通じて、RRLLRR による
RRNNAA 認識の分子メカニズムを明確にする。 	 
 	 
((22)) 	 RRLLRR による細胞制御機構を明らかにする
ために、人工的なシグナル誘導系を用いた検
討を行う。既に我々は、RRIIGG--II のシグナル伝
達ドメインである CCAARRDD の多量体形成を薬剤
で誘導することで、RRIIGG--II を介したシグナル
を人為的に誘導する実験系を確立していた。
この実験系を培養細胞あるいはマウス個体
に導入し、ウイルス感染なしにこのシグナル
の生理機能を検討することで、RRLLRR シグナル
による細胞制御機能を解析する。主に細胞周
期制御と mmiiccrrooRRNNAA を介した細胞機能制御に
注目した解析を行う。 	 
 	 
((33)) 	 RRLLRR の基質特異性の解析から、多くの内
在性 RRNNAA は転写後修飾などによって RRLLRR に認
識されない構造をとると考えられている。し
かし一方で、RRIIGG--II ファミリーの基質となり
得るような構造をもつ内在性 RRNNAA も細胞内に
存在する可能性があり、それらがどのように
差別化されているのかについては明確な説
明がなされていなかった。また、RRIIGG--II の遺
伝子破壊マウスが胎生致死あるいは大腸炎
を発症すること、MMDDAA55 遺伝子内の変異が II型
糖尿病発症に関与する可能性などが報告さ
れており、RRIIGG--II が内在性 RRNNAA と何らかの関
係を持って機能している可能性が示唆され
ていた。そこで、RRLLRR の基質となり得るよう
な内在性 RRNNAA が存在しているのか、もしそう
であれば、それらがどのような細胞機能に関
与しているのかについて検討し、RRLLRR による
細胞運命決定について新たな知見を得るこ
とを目指す。 	 
 	 
３．�研究の方法 
((11))RRLLRR による RRNNAA 認識機構の解析 	 
 	 22000088年までに明らかにしてきたRRIIGG--IIのリ
コンビナントタンパク質を用いた RRNNAA 認識の
分子メカニズムについての検討を、MMDDAA55 と
LLGGPP22 についても行うことで、RRLLRR による RRNNAA
認識メカニズムを明確にする。特にこれまで



解析を続けている CCTTDD に注目し、RRNNAA 認識に
関与する可能性のあるアミノ酸残基などに
変異を入れた RRLLRR 変異体を作製し、RRNNAA 結合
能や分子の活性化状態への移行などについ
て、生化学的に検討する。また、核磁気共鳴
（NNMMRR）を用いた CCTTDD の三次元構造解析を行
う。 	 
 	 
((22))RRLLRR の細胞内局在変化の検討 	 
 	 ウイルス感染などの刺激�に応答した RRLLRR の
細胞内局在変化を、免疫染色法や蛍光iinn 	 ssiittuu
ハイブリダイゼーション法((FFIISSHH))などの細
胞生物学的な手法を用いて検討する。また、
下流のアダプター分子である IIPPSS--11 について
も同様に検討を加え、RRLLRR シグナルの細胞内
での動的な変化を理解する。 	 
 	 
((33))RRLLRR シグナルによる細胞機能制御の解析 	 
 	 22000088 年までに開発した人工的なシグナル
誘導系を培養細胞に導入した場合に、RRLLRR シ
グナルの細胞増殖、細胞分化、細胞死などへ
の影響について検討する。またマイクロアレ
イを用いたシグナルの標�的遺伝子の検討を
行い、このシグナルの生理機能を理解する。 	 
 	 
((44))RRLLRR と内在性 RRNNAA の介護の検討 	 
 	 RRIIGG--II の基質が 55’三リン酸を持つ RRNNAA で
あることが明らかになっていたことから、内
在性に 55’三リン酸 RRNNAA が存在することを分
子生物学的に検討したうえで、それらを iinn 	 
vviittrroo で合成することで、RRLLRR との会合やシ
グナルへの影響を検討する。また、RRLLRR と結
合する RRNNAA を網羅的に同定することで、RRLLRR
と内在性 RRNNAA との会合の可能性を検討する。 	 
 	 
４．�研究成果 	 
((11))RRLLRR 	 CCTTDD による RRNNAA 認識 	 
 	 RRLLRR による RRNNAA の認識ドメインである CCTTDD
に注目した解析を行った。NNMMRR による三次元
立体構造解析の結果、いずれの CCTTDD も片側に
塩基性アミノ酸に富んだ溝状の構造をとり、
基質 RRNNAA と結合し得ることが予想された（図
１）。このうち RRIIGG--II と LLGGPP22 の CCTTDD は、比較
的閉じた溝状構造をとっているのに対して、
MMDDAA55 の CCTTDD は開いた構造をとっているため、

単独での RRNNAA 結合は困難であることが予想さ
れた。実際に、リコンビナントタンパク質を
用いた RRNNAA 結合実験によって RRIIGG--II と LLGGPP22
の CCTTDD は強く RRNNAA に結合するのに対して、
MMDDAA55の CCTTDDは単独でほとんどRRNNAA結合能を持
たないことが確認された。これらの知見は、
RRLLRR間でRRNNAA認識機構に違いがあること、MMDDAA55
は RRNNAA 結合に補助的に働く因子が関与する可
能性があることなどを示唆している。 	 
 	 
((22))RRLLRR の細胞内局在変化と機能解析 	 
 	 RRIIGG--II 	 CCTTDD の NN 末側のペプチドを抗原とす
る抗 RRIIGG--II 抗体を新たに作成し、細胞内での
RRIIGG--II の挙動を検討した。モデル系として、
既に RRIIGG--II によって検知されることが明らか
になっている AA 型インフルエンザウイルス
((IIAAVV))を用いた。その結果、野生型の IIAAVV 感
染では特に顕著な変化は見られなかったが、
IIFFNN 系に強力な抑制効果を持つことが知られ
るウイルスタンパク質 NNSS11 を欠失したウイル
ス((IIAAVV 	 ΔNNSS11))を感染させた場合、RRIIGG--II が細
胞質で凝集することが観察された（図２）。
また、FFIISSHH 法を用いてウイルス RRNNAA を検出し
たところ、ウイルス RRNNAA も同じ凝集体に集ま
っていることが明らかになった。さらに、こ
の凝集体の構成成分を検討したところ、様々
なストレスに応答して形成されることが知
られているストレス顆粒（SSGG）を構成するタ
ンパク質が共局在していることが検出され
た。SSGG は、ストレスに応答して翻訳が停止し
た mmRRNNAA--タンパク質複合体を“保管”してお
く危機管理的な機能が知られており、我々が
見いだした結果は、ウイルス感染による翻訳
抑制がストレスとして作用することで、宿主
RRNNAAとともにウイルスRRNNAAと RRIIGG--IIが凝集し、
そこでウイルス検知を行っている可能性が
強く示唆された。実際に、ssiiRRNNAA を用いて SSGG
形成に必須であることが明らかになってい
る分子の発現を抑制し SSGG 形成を阻害した場
合に、IIFFNN の産生が強く抑制されたことから、
ウイルス感染に応答した SSGG 形成が、自然免
疫制御に重要な役割を担っていることが明
らかになった。これらの知見は、RRLLRR による
ウイルス RRNNAA 検知と自己 RRNNAA の管理機構が密
接に関連していることを示している。 	 



 	 一方で、下流のアダプター分子 IIPPSS--11 の局
在変化について検討したところ、通常はミト
コンドリア上に広く発現している IIPPSS--11 が、
センダイウイルス((SSeeVV))感染に応答して大き
く局在を変え、核膜周辺のミトコンドリアに
集積すると共に、ウイルス誘導性 SSGG と近接
して集合することでシグナルの増強に関与
していることが明らかになった（図３）。ま
た、この IIPPSS--11 の局在変化には、MMiittooffuussiinn--11
と呼ばれるミトコンドリアの融合に関与す
る分子が重要な役割を担っていることが明
らかになった。上記の成果は、RRLLRR シグナル
が細胞内の大きな局在変化によって制御さ
れていることを示しており、RRLLRR による細胞
機能制御において重要な要素であることが
考えられた。 	 
 	 
((33))mmiiRRNNAA を介した新たな抗ウイルス作用 	 
 	 我々が開発した人工的な RRLLRR シグナル誘導

系を用い、RRLLRR を介した細胞制御機構を検討
した。細胞周期への影響について検討したと
ころ、RRLLRRシグナルがIIFFNN誘導とは独立して、
細胞周期の進行を直接阻害していることが
明らかになった。このことは、RRLLRR シグナル
による新たな細胞増殖抑制の作用機序を示
唆している。一方で、RRLLRR シグナルによって
誘導される遺伝子をマイクロアレイ法を用
いて網羅的に検討したところ、複数の
mmiiccrrooRRNNAA 	 ((mmiiRRNNAA))の発現が増強されることを
見いだした。それらの中から mmiiRR--2233bb に注目
して解析したところ、mmiiRR--2233bb と呼ばれる
mmiiRRNNAA が、風邪ウイルスとして知られるライ
ノウイルスの細胞への感染に必要な VVLLDDLL 	 
rreecceeppttoorr 分子の発現を抑制することで、抗ウ
イルス活性を誘導していることが明らかに
なった。この結果は、mmiiRRNNAA の誘導を介した
新たな抗ウイルス作用を初めて明らかにた
ものである。 	 
 	 
((44))RRIIGG--II と内在性 RRNNAA の会合 	 
 	 内在性の 55’三リン酸 RRNNAA を検出したとこ
ろ、複数の RRNNAA の存在が示唆された。これら
の RRNNAA を合成して細胞に導入したところ、IIFFNN
誘導が検出されたことから、内在性 RRNNAA によ

る RRIIGG--II 活性化の可能性が示唆された。これ
らの知見は、今後の RRLLRR に結合する RRNNAA の網
羅的な解析やそれによる細胞機能への影響
についての検討を通じて、RRLLRR を介した新た
な細胞制御機構の解明へつながることが期
待される。 	 
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