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研究成果の概要（和文）：本研究では、ウイルス感染センサーであるRIG-I-like receptor (RLR)による内在性
RNAの認識とその相互作用による生理機能の可能性を検討し、新たな抗ウイルス自然免疫制御機構を提示するこ
とを目的とした解析を実施した。その結果、RNAポリメラーゼIIIで転写される翻訳制御に関与する一部のRNAが
RIG-Iと会合し、抗ウイルスシグナルを誘導できることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to examine whether the viral RNA sensor molecule, 
RIG-I-like receptor (RLR), can recognize endogenous RNA(s) and trigger anti-viral innate immune 
responses to regulate an unknown physiological activity.  Our results demonstrate that several kinds
 of 5’ppp-containing endogenous RNAs, which are transcribed by RNA polymerase III, induce type I 
interferon-activating signal in RIG-I-dependent manner, suggesting an possible importance of 
interaction between viral RNA sensor molecule and self-RNA.

研究分野： 分子生物学

キーワード： 免疫学　RNA
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）ウイルス感染に応答した生体防御は、
感染センサーであるパターン認識受容体
（Pattern recognition receptor: PRR）に
よるウイルス検知によって発動される。哺乳
類の PRR の中で、RIG-I 様受容体（RLR）は、
ウイルス感染細胞内でウイルス由来非自己
RNA を特異的に検知し、I 型及び III 型イン
ターフェロン（IFN）等のサイトカインの一
過性の発現誘導を介してウイルスを排除す
る。これまで研究代表者らは、ヒトの３種の
RLR を同定し（Nat Immunol, 2004; J Immunol, 
2005）、それらのウイルス RNA 認識の分子機
構と細胞内局在変化によるシグナル活性化
機構を明らかにしてきた（Mol Cell, 2008; 
PLoS One, 2012）。また多数の研究報告から、
多くのRNAウイルスの検知に関与することが
知られる RLR である RIG-I は、ウイルスゲノ
ムが持つ 5’末端三リン酸（5’ppp）を有す
る比較的短い二本鎖RNA構造を特異的に認識
すること、またこの基質特異性が細胞質内で
の自己と非自己RNA識別の分子基盤であるこ
とが明らかにされていた。 
 
（２）一方で、哺乳類細胞内には３種の RNA
ポリメーラーゼ (pol)が存在し、それぞれが
異なるRNA転写産物を産生することが知られ
ている。RNA pol II によって転写される mRNA
は、転写後に Cap（5’）と poly(A)（3’）が
付加され、明確に RIG-I の基質とはなり得な
い構造をとる一方で、RNA pol III によって
転写される tRNA などは、転写後切断や修飾
により同様にRIG-Iの認識から逃れると考え
られてきた。しかし、同じく RNA pol III に
より転写される一部の RNA は 5’ppp 構造を
持つと考えられており、実際に我々の解析で、
細胞内に発現する 5’ppp を保持する内在性
RNA を検出していた（未発表）。しかし、これ
らの内在性 RNAが RIG-I に認識されか否かは
明確になっていなかった。また、我々の解析
から、これらの RNA を in vitro で合成し細
胞内へ導入した場合、RIG-I 依存的な I型 IFN
産生シグナルが誘導される可能性がある結
果を得ていたことから、ある特定の局面にお
いては、内在性 RNA も RIG-I の基質となり、
何らかの生物活性を有することを予想して
いた。すなわち、これまでは厳密に非自己 RNA
を認識するとされていたRIG-Iを介したシグ
ナルが、これまでとは全く異なる制御を受け
ている可能性が予想された。研究開始当初は、
これら内在性 RNAと RIG-I の会合の可能性や
それによる細胞機能制御についての報告は
なく、本研究では、この内在性 RNA がウイル
スセンサーによって認識され、それにより何
らかの生物機能を発揮する可能性はあるの
か？を学問的な問いとして設定した。 
 
２．研究の目的 
上記のような知見を背景として、RLR による
非自己RNAの認識メカニズムについての理解

が進み、内在性 RNA は“自己”として RLR に
は検知されないと理解されていたが、一部の
内在性 RNAが RIG-I の基質となり得る可能性
があったことから、本研究では、萌芽研究と
して、内在性 RNA と RIG-I の相互作用を介し
た新たな自然免疫制御メカニズムの存在を
示す知見を得ることを目的とすることとし
た（図１）。その結果から得られる生物学的

な重要性としては、内在性 RNA を介した微量
の IFN 産生による IFN 誘導遺伝子群（RLR を
含む）の構成的な発現が、ウイルス感染に応
答した効率良いIFN産生に重要な役割を担う
可能性である。また、遺伝子変異などによる
恒常的な IFN 産生が、ある種の自己炎症性疾
患の発症に深く関与することも明らかにな
っていることから、内在性 RNA を介し IFN 産
生が疾患発症に関与することも十分に考え
られた。従って、本研究による自己 RNA によ
る抗ウイルス自然免疫の制御についての知
見は、IFN 系の誘導についての新たな制御メ
カニズムを提示すると共に、IFN が関与する
ウイルス感染症や炎症性疾患に対する新た
な治療法開発へつながる可能性があると考
えられた。 
 
３．研究の方法 
（１）RIG-I と RNA の会合を検討するため
に、ヒト HEK293T 細胞由来の形質転換株を
樹立した。Flag-tag を付加した野生型
RIG-I、RIG-I の RNA 認識に関与する４つの
塩基性アミノ酸をアラニンに置換した変異
体（RIG-I 4M）および非特異的対照である
Green Fluorescent Protein(GFP)をそれぞ
れ発現する細胞 (293 RIG-I WT, 293 RIG-I 
4M, 293 GFP)から細胞抽出液を調整し、抗
Flag 抗体を用いて免疫沈降を行った後、共
沈する内在性RNAをRT-PCRにより検出した。 
 
（２）RIG-I と会合することが確認できた
RNA について、IFN 誘導シグナルを活性化で
きるかどうかについて、複数の細胞株を用
いて確認した。IFN 遺伝子プロモーター制
御下にホタルルシフェラーゼ遺伝子をつな
いだプラスミドをレポーターとして用い、
①in vitroで合成した RNA で刺激した場合、
②RIG-I および基質候補となる RNA 発現ベ
クター（U6 promoter 制御）と共に培養細
胞へ導入した場合に、ルシフェラーゼ活性



を検出することで、それらの RNA による
RIG-I 依存的な IFN 誘導能を検討した。 
 
（３）タンパク質の発現抑制実験には、
short hairpin (sh)RNA を一過的に細胞へ
導入し、（２）と同様に IFN 遺伝子プロモー
ター／ルシフェラーゼレポーターでその影
響を検出した。 
 
４．研究成果 
（１）これまでの解析から、RNA pol III
によって転写される内在性 RNA のうち複数
の RNA が 5’ppp 構造を保持し細胞内に発現
していること、またそれらが IFN 系を誘導
し得る可能性を示唆する結果を得ていた。
本研究ではまず、これらの RNA が RIG-I と
会合し得るかどうかを免疫沈降法により検
討した。HEK293T 細胞に RIG-I および RNA
結合能が低下したRIG-I 4M、対照としてGFP
を発現させた細胞を用いた。抗 Flag 抗体で
免疫沈降して RIG-I に結合している RNA を
定量的 RT-PCR を用いて検討したところ、複
数のnon-coding RNAがRIG-Iと共に沈殿す
ることが検出された。特に、RNA ポリメラ
ーゼ III により転写されることが知られる
7SL RNA, 5S rRNA, Alu RNA, U6 snRNA な
どの RNA が RIG-I に結合し得ることが示唆
された。 
 
（２）これら 5’ ppp を持つ内在性 RNA が、
RIG-I を介したシグナル伝達を誘導し得る
か否かをマウス L929 細胞でのレポーター
アッセイで検討したところ、 RIG-I の基質
として知られる合成 RNA の poly(I:C)刺激
よりは弱いものの、 7SL RNA および 5S rRNA
で処理した場合に、RIG-I との共発現に依
存して、有意な IFN レポーター活性が検出
された（図２）。またこの時、RNA の 5’ppp
を脱リン酸化酵素処理で除くことでレポー 

図２ 
ター活性が減弱したこと、また RIG-I 4M
では活性が見られなかったことから、 
RIG-I を介してシグナルが活性化されてい
ることが示唆された。さらに、基質 RNA を
細胞内で RNA pol III により転写させた場
合でも、Huh7、U2OS、HEK293T など複数の

細胞株においてレポーター活性の上昇が観
察され、これらの内在性 RNA が RIG-I を介
したシグナルを誘導していることが示唆さ
れた。 
 
（３）一方で、内在性 RNA による IFN 誘導
シグナルの活性化は、poly(I:C)などの既知
の RIG-I 誘導 RNA 刺激よりも著しく低かっ
たことから、細胞は内在性 RNA を介したシ
グナル活性化を起こさないメカニズムを持
つことが予想された。また、7SL RNA の場
合、通常の細胞内では signal recognition 
particle (SRP)と呼ばれるタンパク質群と
会合し小胞体膜上での翻訳に関与すること
が知られていたことから、これらの複合体
形成がそこに関与している可能性が予想さ
れた。そこで、7SL RNA の 5’ppp 付近に結
合することが知られる SRP である SRP14 の
発現を減弱させた時の IFN 誘導シグナルに
ついて検討した。その結果, HEK293T, Huh7, 
U2OS など複数の細胞において、SRP14 に対
する shRNA を導入した場合、レポーター活
性が有意に上昇することが明らかになった。
一方で、SRP9 など他の SRP に対する shRNA
処理でそれらのタンパク質発現を抑制した
場合には差がみられなかったことから、
SRP14 が 7SL RNA を RIG-I による認識を阻
害している可能性が示唆された。SRP14 は、
主にこの 7SL RNA の 5’ppp 周囲に結合する
ことが知られていることから、5’ppp 周辺
が露出することで、7SL RNA が RIG-I の基
質となり得ることが示唆された。 
 
（４）本研究から、内在性 RNA による RIG-I
の活性化の可能性についての新たな知見が
得られ、その生理的な機能について解析す
る端緒が開かれたことから、今後の解析が
重要になっている。しかし一方で、本研究
の実施期間中に、複数のグループから 7SL 
RNA を含む内在性の RNA による IFN システ
ムの制御を解析した報告がなされ（Nabet 
et al., Cell, 170, 352-36, 2017; Chiang 
et al., Nat Immunol., 19, 53, 2018; Jiang 
et al., Cell, 173, 906, 2018）、その生理
機能についての解析が進んできている。本
研究で得られた知見についてさらなる解析
を実施することで、内在性 RNA の認識を通
じた新たな機能制御機構を迅速に解明する
必要がある。 
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