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研究成果の概要（和文）：ウイルス核酸を認識するToll-like receptors、RIG-I-like receptors、cGASといっ
た自然免疫受容体は、抗ウイルス自然免疫応答惹起の起点としてサイトカイン産生や獲得免疫活性化を誘導する
ことで感染防御に必須の役割を果たしている。 一方、これら認識システムの破綻は自己免疫疾患や炎症性疾患
発症に関わることも知られている。本研究では、これら受容体を介するシグナル伝達経路の解明や、そこに位置
する新規制御因子の同定を行うとともに、疾患モデルや感染モデルを適用した解析を通して、それらの生体防御
や疾患における役割を中心に解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Members of innate immune receptors such as Toll-like receptors, RIG-I-like 
receptors and cGAS mediate recognition of viral nucleic acids and play a critical role in host 
defense by promoting inflammation and shaping adaptive immune system. However, dysregulation of this
 recognition system causes autoimmune and inflammatory disorders. In this study, we identified 
several key molecules that regulate innate immune responses induced by these receptors, and analyzed
 their roles in host defense as well as immune diseases. 

研究分野：免疫学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
自然免疫受容体を介するウイルスや自己の核酸認識受容体を介する情報伝達経路の解析を中心とする本研究は、
感染防御における自然免疫システムの役割を明らかにすることに繋がり学術的に重要である。同時に、自然免疫
系を基盤とした研究は、ワクチン開発において必要である。一方、自然免疫系の破綻により自己免疫疾患が発症
することがわかっているが、その詳細は明らかにされておらず、本研究を通して疾患治療に繋がることも期待さ
れる。中でも、抗がん剤により死滅したがん細胞から放出されたDNAが免疫賦活化活性を持つことを示した本研
究成果は新たな腫瘍ワクチンの開発への足がかりになるものと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景                                                         
 ウイルスの侵入が宿主の自然免疫系により察知されると、抗ウイルス作用をもつ I 型インター
フェロン（IFN）や炎症性サイトカインが産生され、ウイルス増殖抑制や炎症反応が惹起される。
こうした自然免疫応答はウイルスの排除に加え、T 細胞や B 細胞によるウイルス特異的な獲得
免疫の成立においても必須の役割を果たす。自然免疫応答の発動には、自然免疫受容体によるウ
イルス核酸（RNA、DNA）の認識が必須であり、ウイルス認識に関わる自然免疫受容体として
Toll-like receptor (TLR)ファミリー、RIG-I-like receptor（RLR）ファミリー、細胞内 DNAセ
ンサー群が知られている。TLRファミリーの中でエンドソームに局在する TLR3、TLR7、TLR9
は、細胞内小胞に取り込まれた核酸（二本鎖 RNA、一本鎖 RNA、DNA）を認識する受容体と
して主に自然免疫細胞である樹状細胞やマクロファージで機能する。一方、ウイルス核酸が細胞
質内に侵入した場合、RLRや細胞内 DNAセンサー群が機能する。RLRは RIG-Iや MDA5か
らなる細胞質内 RNAヘリカーゼであり、宿主の細胞質内へ遊離した RNAウイルス由来の RNA
を認識する。DNAウイルス由来の二本鎖 DNAが細胞質内に遊離した場合、Cyclic GMP-AMP 
synthase（cGAS）が DNAの認識において中心的な役割を果たす。これら受容体を介するシグ
ナル伝達経路は転写因子 IRFファミリー（主に IRF3、IRF7）および NFκBを活性化して、I
型 IFN や炎症性サイトカインの転写を促進する。一方、これら核酸認識受容体による自己核酸
の認識や核酸受容体シグナルの破綻が自己免疫疾患や炎症性疾患と関連していることが示され
ている。障害や感染等により死滅した細胞から放出された自己 DNA は核タンパク質 HMGB1
や抗核抗体と結合し、樹状細胞のエンドソームへと取り込まれ、TLR9の活性化を促し全身性エ
リテマトーデス（SLE）の悪化に寄与する。また、DNase を欠損したマウスは、SLE、糸球体
腎炎、多発性関節炎、炎症性心筋炎を発症することが知られている。いずれも DNA分解異常に
より蓄積した長鎖DNAが細胞内DNAセンサーである cGAS経路を介して活性化することが起
因と考えられている。また、紫外線や放射線照射で生じる細胞障害により細胞外へ遊離した自己
RNAが TLR3のアゴニストとして作用し、感光性皮膚病や皮膚ガン、急性放射性症候群の発症
に起因する。また、RLR ファミリーを介した過剰シグナル誘導による脳疾患エカルディ・グテ
ィエール症候群や動脈の石灰化や骨粗鬆症などを特徴とするシングルトン・マーテン症候群な
どの自己免疫疾患との関与も示唆されている。したがって、こうした疾患の機序を理解する上で
も、核酸受容体による核酸認識機構、それらを介するシグナル伝達経路の解明や、転写ネットワ
ーク、翻訳後修飾を含め包括的に理解する必要がある。特に、疾患に関連したサイトカインの産
生維持機構は機序解明においても重要な課題である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、独自に同定を行った複数の分子を中心に、核酸認識機構の詳細や、自然免疫受容体
を起点したシグナル伝達経路に位置する制御因子の同定や炎症制御における役割の解析、また、
炎症性疾患や自己免疫疾患との関連を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）TLR3、TLR7、TLR9 を介したウイルス核酸認識の分子機構について解析を行った。これら
TLR はエンドソームに局在しており、ここに取り込まれたウイルス核酸を認識する。そこで、エ
ンドソーム内 pH 制御が核酸認識制御に関わると考え、これを担う V型 ATPase の ATP6V0D2 サブ
ユニットを欠損するマクロファージ細胞株RAW264.7細胞をCRISPR/Cas9システムにより樹立し、
自然免疫応答の解析を行った。 
（２）I 型 IFN のひとつである IFNβの発現を指標とした発現スクリーニングを行い、RNA 結合
タンパク質である Hu antigen R（HuR、または elavl1）を得た。HuR は 3 つの RNA 認識モチーフ
を有する RNA 結合タンパク質であり、主に標的 mRNA の 3’非翻訳領域に結合することで mRNA の
安定性の維持に寄与する。本研究では、HuR を欠損する RAW264.7 細胞を樹立し、ウイルス核酸
に対する自然免疫応答を中心に解析を行った。 
（３）我々は、これまで脂質リン酸化酵素 PIKfyve が RLR を介する I 型 IFN 産生誘導を制御す
ることを報告した（Kawasaki T, Cell Host Microbe, 14:148, 2013）。また、その基質としてイ
ノシトール５リン酸を見出した。そこで、本研究ではイノシトール脂質脱リン酸化酵素
Myotubularin Related Protein (MTMR) 3 および MTMR4 に着目し、自然免疫受容体を介した自然
免疫応答制御における役割についてそれぞれ欠損する RAW264.7 細胞（以下、MTMR3 KO、MTMR4 
KO）を樹立し核酸リガンドに対する自然免疫応答の解析を行った。 
（４）PIKfyve の生理機能を明らかにするため、マクロファージ特異的 PIKfyve 欠損マウスを樹
立した。ウイルスに対する自然免疫応答ならびにマクロファージ分化を中心に解析を行った。 
（５）低分子 GTP アーゼである ADP-ribosylation factor（ARF）ファミリーに対する GTPase 
activating protein （GAP）であり、肺線維症への関与が示唆されている ELMOD2 遺伝子の自然
免疫応答における役割を理解するため、ELMOD2 欠損する RAW264.7 細胞ならびに欠損マウスを樹
立し解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）エンドソーム内 pH 制御を担う V型 ATPase の ATP6V0D2 サブユニットを欠損する RAW264.7
細胞（以下 V0D2 KO）を樹立し、解析を行った。その結果、KO細胞では、TLR3、TLR7、TLR9 刺激



後のⅠ型 IFN や炎症性サイトカイン産生量が減少しており、エンドソームの pH制御がこれら核
酸認識 TLR の機能に重要であることが示された。一方、解析過程において、V0D2 KO 細胞では、
TLR4 のリガンドである細菌のもつリポ多糖（LPS）刺激後の炎症性サイトカイン量が増加しⅠ型
IFN 発現が減少していることを見出した。TLR4 は細胞膜上で LPS を認識後、転写因子 NFκBを
介した炎症応答を誘導すると同時に内在化され、別の転写因子 IRF3 を介したⅠ型 IFN の産生を
誘導する。実際、V0D2 KO 細胞では LPS 刺激後の NFκB のリン酸化が増加し、IRF3 のリン酸化量
が減少していた。また、V0D2 KO 細胞では TLR4 の内在化が減少し、細胞膜上での発現が増加し
ていた。次に、LPS の内在化を指標とした発現スクリーニングにより、細胞内小胞輸送を担う ARF
ファミリーARF6 を同定した。ARF6 欠損 RAW264.7 細胞（以下 ARF6 KO）を新たに樹立し解析を行
ったところ、ARF6 KO 細胞では TLR4 の細胞膜上での発現が強く維持されていた。また、ARF6 と
V 型 ATPase の相互作用を見いだし、ARF6 がエンドソーム内 pH環境を介した TLR4 の内在化の制
御に関与することが示唆された。TLR4 の内在化は、細胞膜上で継続的に LPS を認識し過剰な炎
症応答が誘導されるのを防ぐ「LPS トレランス」として定義付けられている。そこで、V0D2 KO
細胞に 2 度の LPS 刺激を施し LPS トレランスを誘導したところ、炎症性サイトカインの産生能
が依然保持され LPS トレランスが破綻していることが明らかとなった。 
以上のことから、V型 ATPase は核酸認識型 TLR を介する自然免疫応答に加え、TLR4 を介した過
剰な炎症の抑制にも重要な役割を果たすことが明らかとなった。また、その欠損は LPS トレラン
スの破綻に繋がることから、LPS による敗血症の発症機序の理解や V 型 ATPase が敗血症治療標
的になりうることを示唆している（J Immunol. 200:2798-2808, 2018）。 
 
（２）HuR を欠損するマクロファージ細胞株 RAW264.7 細胞を樹立した。この細胞を RLRs のリガ
ンドである人工二本鎖 RNA の poly(I:C)や RNA ウイルスであるニューカッスル病ウイルスを感
染刺激したところ、HuR 欠損細胞で IFNβや IFN 誘導性遺伝子である CXCL10 の産生量が減少し
ていた。さらに、マイクロアレイ解析を行ったところ、HuR 欠損細胞においては Polo-like kinase 
2（PLK2）の発現量が減少していた。PLK2 は転写因子 IRF3 の核移行を制御することで、抗ウイ
ルス応答に関与することが示唆されていた。そこで、PLK2 に着目し解析を進めたところ、PLK フ
ァミリーの阻害剤を投与した細胞や新たに樹立した PLK2 欠損 RAW264.7 細胞においても
poly(I:C)により誘導される IFNβや CXCL10 発現の抑制が見られた。また、ウエスタンブロット
や免疫染色の結果から、HuR 欠損細胞においては、IRF3 の核への移行が抑制されていることが分
かった。さらに、RNP-IP や転写阻害剤を用いた実験の結果から、HuR は Plk2 mRNA の 3’-UTR と
結合し、その安定性の維持に寄与していることが示された。これらの結果から、RNA 結合タンパ
ク質 HuR は Plk2 mRNA の安定性を調節することを介して、RNA ウイルスに対する自然免疫応答に
寄与していることが考えられた（J Immunol. 200:3814-3824, 2018）。 
 
（３）MTMR3、MTMR4 をそれぞれ単独で欠損する細胞において、核酸リガンドに対するサイトカ
イン遺伝子発現に野生型とは有意な差は認められなかった。そこで、MTMR3、MTMR4 の二重欠損
株（Double KO；DKO）を樹立し解析を行ったところ、DNA に対するサイトカイン産生が野生型と
比して有意に増強していた。また、IRF3 の活性化亢進も認めた。そこで、DNA に対する自然免疫
応答において中心的役割を果たすシグナル伝達分子 STING に着目し解析を行った。STING は DNA
刺激に伴い小胞体（ER）からゴルジ体へと移動し、ゴルジ体において IRF3 のリン酸化酵素 TBK1
をリクルートすることで活性化される細胞内因子である。STING の動態を観察したところ、DKO
細胞では DNA 刺激後の STING のゴルジ体への移動が野生型細胞より早期に誘導されており、こ
の早期の移動がサイトカイン産生の増強の要因の一つであることが示唆された。一方、
MTMR3/MTMR4はホスファチジルイノシトール3リン酸(PtdIns3P)をホスファチジルイノシトール
(PtdIns)へ、ホスファチジルイノシトール 3,5 ビスリン酸(PtdIns3,5P2)をホスファチジルイノ
シトール 5 リン酸(PtdIns5P)へと変換することから、これら脂質の細胞内局在を細胞染色によ
り検討したところ、DKO 細胞で PtdIns3P 陽性の細胞質内ドット様構造が認められ、ここに STING
と一部のエンドソームマーカーが含まれることを認めた。したがって、MTMR3/MTMR4 の欠損によ
り PtdIns3P 陽性の細胞質内構造体が誘導され、ここに STING がリクルートされることがサイト
カイン産生の増強に関与していることが示唆された。以上のことから、MTMR3/MTMR4 はマクロフ
ァージにおいてイノシトール脂質代謝を制御することで DNA に対する自然免疫応答を負に制御
する機能を有していることが示唆された（J Biol Chem. 294:8412-8423, 2019）。 
 
（４）組織特異的 PIKfyve 欠損マウスを作成し解析を行った。マクロファージ特異的 PIKfyve 欠
損マウスにおいて、ウイルス感染後の IFNβの産生や IRF3 の活性化が減弱しており、ウイルス
核酸に対する重要性が示された。さらに解析すると、興味深いことにこのマウスでは肺胞マクロ
ファージの分化が障害されており、その結果ダニによる肺喘息が悪化していることがわかった。
肺胞マクロファージは侵入してきた病原体や粒子を貪食し排除する。この時、過剰な炎症応答を
抑える働きも合わせ持つことで恒常性を維持している。ダニ成分暴露の場合、肺胞マクロファー
ジがこれらを取り込むとレチノイン酸を産生し、制御性 T 細胞の活性化を誘導することで過剰
な炎症を抑えることが知られている。PIKfyve 欠損マウスではレチノイン酸の産生が低下してお
り、制御性 T細胞の活性化が低下していた。これにより炎症が過剰となり喘息症状が悪化したと
考えらえる。また、PIKfyve 欠損マウスでは肺胞マクロファージの発生、分化に必要なサイトカ



イン GM-CSF に対する応答が低下しており、これが分化障害の原因と考えられた。以上のことか
ら、PIKfyve は RLR のみならず GM-CSF 受容体下流にも位置し、炎症応答を制御する因子である
ことが明らかとなった（EMBO J. 36:1707-1718, 2017）。 
 
（５）ELMOD2 欠損 RAW264.7 細胞を樹立し解析を行った結果、ウイルス RNA 認識に関わる TLR3
に対するサイトカイン遺伝子発現が減弱していた。また、細胞内局在解析の結果より、EKMOD2 が
エンドソームに局在し TLR3 と共局在する可能性を見出した。このことから ELMOD2 は TLR3 の細
胞内局在を制御することで TLR3 を介する自然免疫応答を制御する可能性が示唆された。また、
欠損マウスを樹立し、現在欠損マウスから樹状細胞を調整し、ウイルスに対する応答について検
討を行っているところである。また、ブレオマイシン投与後の肺線維化の重症度について検討を
行っている。 
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