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研究成果の概要（和文）：RNA結合蛋白質(RBP)はmRNAの運命決定を司る中心的役割を果たしている。炎症応答に
おけるRBP-RNA結合のダイナミズムを理解することは、新たな転写後制御機構の開拓にとって不可欠である。本
研究では、T細胞株を用いて活性化に伴うRNA-蛋白質結合を網羅的に解析した。この結果７５０個のRBPを同定
し、この中から特に細胞活性化によってダイナミックにRNA-蛋白質結合が変化しうるRBP群を同定した。さら
に、機能未知な特定の遺伝子に関して免疫応答との関連を明らかにした。結果、炎症誘導の観点から細胞内で起
こるRBPのダイナミックなRNA制御に関して、網羅的にRBP-RNA結合を捉えることに成功した。

研究成果の概要（英文）：RNA binding proteins (RBPs) play a central role in the fate decision of 
mRNA. Better understanding of dynamic changes in RBP-RNA interaction during inflammation is 
important for discovery of new post-transcriptional mechanisms. In this study, RBP-RNA interactome 
was determined using T cell line post-activation. I found that 750 RBPs were detected and that a 
gene cluster related to inflammatory responses was identified from among them. RBPs that are 
presumably involved in inflammatory responses were selected and I obtained preliminary data that 
these RBPs regulate inflammation including cytokine production. Collectively, I demonstrated that 
RBPs underwent a dynamic change in RNA interaction status during inflammation.

研究分野：免疫学

キーワード： RNA結合蛋白質　転写後制御　炎症制御

  ２版



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
 
（１）遺伝子発現は、遺伝情報がコードされ
た塩基配列を転写し mRNAとなり、これが翻
訳過程を経て蛋白質となる、いわゆるセント
ラルドグマに従っている。このような過程に
おいて、転写後制御機構は、RNA誕生から分
解に至るあらゆる RNA 代謝を司る遺伝子制
御システムである。特に、RNA 結合蛋白質
（RBP）は転写後制御において中心的な役割
を果たしている。ゲノム上にはおよそ１５０
０個の RBPが存在するとされる。これらRBP
の機能異常は、神経・筋変性疾患や悪性腫瘍
などとの関連が指摘されているが、免疫制御
に与える影響に関しては十分には解明され
ていない。 
 
（２）申請者らはこれまでに RNA 分解を誘
導する因子として Regnase-1（別名 Zc3h12a）
を同定し炎症制御に関して解析を行ってき
た。Regnase-1 は免疫細胞に恒常的に発現し
ており、炎症性サイトカインなどをコードす
る mRNAを不安定化する。Regnase-1欠損マ
ウスでは、著しい脾腫・リンパ節腫大が認め
られ、免疫細胞の活性化や抗核抗体や抗
dsDNA抗体といった自己抗体が出現する。こ
のことは、Regnase-1 が免疫細胞の活性化を
厳密に制御していることを示唆している。実
際に、Regnase-1 蛋白質は細胞の活性化によ
りダイナミックに発現量が変化することを
報 告 し て き た （ Iwasaki et al., Nature 
Immunology 2011, Uehata et al., Cell 2013）。興
味深いことに、マクロファージやT細胞では、
それぞれ LPS や T 細胞受容体刺激により
Regnase-1 蛋白質は速やかに分解し、数時間
後には発現量は元の状態まで回復する。これ
により、Regnase-1 は免疫細胞の活性化状態
に合わせて mRNAの安定性を変化させ、炎症
誘導及び収束をコントロールしていること
が伺える。 
Regnase-1以外にも、これまでに Tristetraprolin
や Roquinといった RNA結合蛋白質が炎症制
御に重要な RBPとして報告されているが、細
胞の活性化により蛋白質修飾や分解など
様々な様式で、その機能が制御されているこ
とが明らかとなっている。 
 
（３）このように RBPによる mRNA代謝は
細胞活性化によって大きく変化するが、これ
には RBP 発現量の変化や蛋白質修飾などが
関与しており、これによって標的 RNA に対
する結合状態の量的・質的変化が機能的に重
要と考えられる。さらにこのことが、mRNA
のスプライシング、修飾、翻訳、分解など、 
様々な RNA代謝が RBPを介して制御されて
いる（図１）。これまでに、免疫細胞の機能
に関わる RBPの報告は多くなされているが、
炎症制御に関与するRBPの全貌を RNA-蛋白
質結合の観点から明らかにしたものはほと

んど報告はない。 

図１ RNA 結合蛋白質は細胞種や細胞の状態
によって大きく変化することが予想される。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、免疫恒常性維持に重要な RBP
を RNA interactome 解析によって網羅的に同
定し、新たな RNA 制御機構を解明する。ま
ず、1.免疫細胞における RNA interactome解析
による網羅的 RBP同定を行う。このために、
mRNA を標的とした免疫沈降法を用いて
RNA-蛋白質複合体を抽出し、その後定量的質
量分析を行う。 
次に、2.免疫機能制御に関連する新規 RBPの
同定を行う。免疫細胞に特徴的なRNA制御、
即ち RNA-蛋白質結合は、定常状態よりもむ
しろ、多くの炎症に関連した遺伝子群の発現
が認められる活性化状態に起こると考えら
れる。そこで、1.で得られた情報をもとに、
特に活性化状態において認められる RBP に
着目し、その中から免疫機能制御に関連した
RBPを同定する。 
3. 2.で同定された RBPに関して、in vivoでの
役割を明らかにするために遺伝子欠損マウ
スを作製する。これを用いて、 RBP がどの
ように免疫恒常性維持にとって重要である
かについて、個体レベルで明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
（１）免疫細胞における RNA interactome 解
析による網羅的 RBP同定。T細胞として代表
的な免疫細胞株である Jurkat 細胞を用いて
mRNAと結合する蛋白質の同定を行った。具
体的に、Jurkat細胞を PMAとイオノマイシン
で４時間刺激したのち細胞を回収し、254nm
あるいは 4SU 存在下で 365nm の UV 照射を
行い RNA-蛋白質結合を架橋する。UV照射後、
細胞を溶解し oligo(dT)ビーズを加え磁気分
離により poly(A)+RNAを免疫沈降する。この
免疫沈降サンプルを定量的質量分析を行う
ことにより RNA interactome解析を行った（図
２）。この結果に基づき、T細胞の活性化によ
って起こる RNA-蛋白質結合の変化を明らか
にする。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２網羅的 RBP同定に関するワークフロー 
 
（２）免疫機能制御に関連する新規 RBPの同
定。RBP は RNA と結合することにより様々
な転写後制御機構に関与することから、免疫
応答において重要な RBPは、免疫細胞が活性
化した状態において、RNAと結合が増加する
と予想される。そこで、細胞刺激によって
RNA-蛋白質結合が増加する RBP に着目する。
この中から選択された候補遺伝子に関して
ノックダウンなどによる in vitro解析により、
サイトカイン産生などの免疫応答を検討す
る。 
 
（３）免疫機能制御 RBP における新規 RNA
制御機構の解明。（２）において免疫細胞の
炎症応答に影響を与えうる候補遺伝子に関
して、個体レベルでの解析を可能にするため
遺伝子欠損マウスを作製する。これを用いて、
候補遺伝子が RBPとしてどのように RNA制
御に関与するのかを、ex vivo及び in vivoの
解析を通じて明らかにする。 
 
４．研究成果 
 
（１）Jurkat 細胞に対して、254nmで UV ク
ロスリンク、あるいは 4SU添加１２時間後に
365nm で UV クロスリンクを行ったところ、
両方の条件において良好なクロスリンク効
率が認められた（図３）。次に、254nm UVク
ロスリンクにより oligo(dT) capture法を行い、
免疫沈降サンプルに関して定量的質量分析
を行ったところ、RNAと結合状態にあった７
５０個の蛋白質を同定した。このうち大部分
は免疫沈降前のプロテオームにおいても同
定された蛋白質であったが、１５％程度は免
疫沈降サンプルにのみ認められた。この中で
有意に RNA 結合が認められた３２４の蛋白
質においてクラスター解析を行ったところ、
４つのクラスターを同定することができた
（図４）。中でも、クラスター１は PMA+イ
オノマイシン刺激によって RNA 結合が増加
した蛋白質であり、クラスター２は逆に RNA
結合が低下する群であることがわかった。こ
れらのクラスターにおいて GO解析を行った

ところ、クラスター１ではクラスター２より
も多くのmRNA代謝に関連したGO termが含
まれていた。さらに、このクラスター１には、
mRNA分解因子である Regnase-1も含まれて
おり炎症制御に関連した遺伝子の存在が示
唆された。クラスター３もまた、クラスター
１よりも程度は低いものの、細胞活性化によ
って RNA との結合が増加する群であること
がわかった。以上より、RBPは細胞活性化に
よって RBPによる RNA結合能がダイナミッ
クに変化していることが明らかとなった。 
 

図３	 oligo(dT)ビー
ズを用いた免疫沈降
によってRNA結合蛋
白質は効率的に得ら
れる。 
 
 
 

 
 
図４	 活性化前後で
同定された RBPは４
つのカテゴリーに分
類される。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（２）まず、（１）で認められたクラスター
１に着目したところ、 RNA 結合能が
Regnase-1 と非常に良く似た挙動を示す遺伝
子 X を同定した。この遺伝子を初代 CD4 陽
性 T細胞を用いてノックダウンを行い、T細
胞分化及びサイトカイン産生を検討した。ノ
ックダウンした細胞を Th17 分化条件で培養
したのち、PMA+イオノマイシン刺激後のサ
イトカイン産生を評価したところ、IL-17A、
IL-17F 産生がコントロールと比較して低下
していた（図４）。このことから、遺伝子 X
はT細胞の活性化によって炎症を制御する因
子であることが示唆された。 
 
図４ IL-17A 産生細胞における sh-Control、
sh-RORgt、sh-X間での比較。 

 
 
 
 
 
 

 
一方、クラスター３にも、炎症応答を制御す
る RBPが存在すると考えられた。この中から



特に細胞刺激によって、RBP自身の発現が誘
導される遺伝子に着目したところ、poly(I:C)
によって誘導される遺伝子 Yを同定した。特
に、肺において高発現を示し、 in vivo で
poly(I:C)刺激すると、著明に発現誘導が認め
られた。そこで、HeLa 細胞に対して siRNA
を用いてノックダウンを行い、NDV感染で I
型インターフェロン産生を評価したところ、
コントロールと比較し IFNb の発現上昇が認
められた。このことから、遺伝子 Y は RNA
ウイルス感染において I型 IFN産生に関与す
る RBPであることが示唆された。 
 
（３）遺伝子 Xにおける遺伝子欠損マウスは
機能的な面を考慮し胎生致死に陥る可能性
が高いと考えられた。一方、遺伝子 Yに関し
ては、CRISPR/Cas9システムにより遺伝子欠
損マウスを作製することができた。このマウ
スより骨髄由来マクロファージを単離し、
NDVで刺激したところ、野生型と比較して遺
伝子 Y欠損細胞は IFNbの発現上昇が認めら
れた（図５）。さらに遺伝子 Y ヘテロにおい
ても若干の上昇が認められた。このことから、
遺伝子 Yはウイルス応答に関与し、I型イン
ターフェロンの発現に寄与していることが
示唆された。 
今後引き続き、遺伝子機能解析を遺伝子欠損
マウスを用いることにより、これら新規遺伝
子が免疫恒常性維持にとって重要であるか
を個体レベルで検討する。これらの研究成果
により、新たな RNA 制御機構の発見につな
がることが期待される。 
 
図５ 骨髄由来マクロファージを単離し、
NDVによる刺激後の IFNb1の発現を野生型、
遺伝子 Yヘテロ及びホモ間で比較した。 
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