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研究成果の概要（和文）：　医療技術が進歩しているにも関わらず、重症敗血症の致死率の改善がみられない。
申請者らは重症敗血症の本態であるサイトカインストームの原因として、新たなターゲットの検索を模索し、細
菌特異的RNAに注目をした。本課題では細菌特異的RNAのサイトカイン誘導能を検証した。
　精製した細菌特異的RNAは樹状細胞のサイトカイン産生を誘導し、その誘導はパターン認識受容体に依存する
ことが判明した。また、その結果はマウスモデルでも観察され、個体レベルでも強力なサイトカイン誘導能を含
む炎症性因子であるとこが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Despite advances in medical technology, case fatality rate of severe sepsis 
does not improve we sought to explore novel targets for the cause of cytokine storms, which are the 
main cause of severe sepsis caused by bacterial infection, and focused on bacterial-specific RNA. In
 this study, we verified the cytokine-inducing ability of bacterial-specific RNA.
We found that the purified bacterial-specific RNA induces cytokine production in dendritic cells, 
and the induction depends on the pattern recognition receptor. The results were also observed in a 
mouse model, revealing that such RNA is an strong inflammatory factor including cytokine induction.

研究分野： 免疫学（自然免疫応答）

キーワード： 感染症　自然免疫応答　細菌学

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本課題の結果から、これまで知られていたエンドトキシン以外にも、細菌由来の成分である細菌特異的RNAが強
力なサイトカイン誘導能を有することが明らかになった。この成果はサイトカインストームに対する新たな治療
戦略の基盤となる可能性がある。
敗血症治療において重症化の予兆を早期に発見することは生命予後に直結することが知られている。本課題の成
果の応用は、サイトカインストーム発症の予兆発見に向けた診断技術開発につながる可能性を示した。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

サイトカインは感染免疫において必須の情報伝達物質である。サイトカインの発現は厳格に制

御されており、その制御の破綻は、本来局所で作用するサイトカインの全身への作用によって、

極めて重篤な病態への進展につながる。従来、細菌感染症に合併した高サイトカイン血症の原因

としてエンドトキシンの重要性が提唱されてきた。しかし動物実験で見られるエンドトキシン

誘導高サイトカイン血症の所見は、ヒトボランティアによるエンドトキシン投与試験のものと

一致しなかった。そこで、エンドトキシンはサイトカインストームの一因ではあるが、主要因で

はないと考えられていた。 

これまで抗 TNF 抗体や IL-1 受容体アンタゴニストを投与する臨床試験が行われたが、いず

れも敗血症患者の死亡率を改善しなかった。また、エンドトキシンの受容体である、TLR4 に対

する抗体の投与も同様の結果に終わっている。 

申請者らは、サイトカインの発現調節に関する研究を進めてきた。その中で、サイトカイン

の制御は極めて複雑であることから、高サイトカイン血症の治療標的としてサイトカイン自身

の発現制御を行うことは困難であると考えられた。 

申請者らは、宿主が菌体成分に暴露されると、細胞内核酸センサーの発現が増強することを

見出した。また、宿主の非自己核酸認識システムや、非自己核酸依存的なサイトカインの産生メ

カニズムの解明をおこなってきた。 

細菌中にはプラスミド以外の細菌特異的核酸の存在が知られていたが、申請者は細菌特異的

RNA が他の細菌由来成分と比較して、強力なサイトカイン誘導活性を有することを見出した。

以上のことから、申請者は、細菌特異的 RNA による過剰なサイトカイン産生への関与を着想し

た。 

 

２．研究の目的 

本課題では細菌特異的な RNA に依存した過剰なサイトカイン産生メカニズムの解明を目指
し、以下の項目を明らかにすることを研究目的とした。 

（１）菌由来 RNA 中の核酸種の同定 

（２）菌由来 RNA による免疫担当細胞活性化機構 

（３）菌由来 RNA による高サイトカイン血症発症メカニズム 
 

３．研究の方法 

粗抽出 RNA から電気泳動法によって、細菌特異的 RNA を分画・精製した。精製した RNA が

骨髄由来樹状細胞に対するサイトカイン誘導能を ELISA 法で検証した。 

次に自然免疫関連パターン認識受容体欠損マウス由来の樹状細胞を用い、細菌特異的 RNA の

サイトカイン誘導能に対するパターン認識受容体の影響を ELISA 法で検証した。 

 最後に動物モデル実験を行った。マウス腹腔内に細菌特異的 RNA を投与し、経時的に採血



を行った。全血から遠心操作によって血清を回収し、血清サイトカイン量を ELISA 法で測定し

た。また、マウス臓器を摘出後、HE 染色した標本を光学顕微鏡下に観察し、炎症の程度を評価

した。 

 

４．研究成果 

本課題では以下の成果を得ることができた。 

（１）自然免疫応答を活性化する細菌特異的 RNA の同定 

 予備実験の結果から、細菌特異的 RNA で処理したマウス樹状細胞は炎症性サイトカインを産

生することが分かっていた。この RNA は細菌から RNA を粗抽出したものである。そこで、精

製した細菌特異的 RNA 中の過剰なサイトカイン産生誘導能をもつ RNA 分画を同定した。 

（２）細菌特異的 RNA による免疫担当細胞活性化機構 

 細菌特異的 RNA による樹状細胞（dendritic cells: DCs）のサブタイプ依存的な自然免疫活性化

能を確認した。マウス骨髄細胞を単離後、FMS-like tyrosine kinase 3 ligand （Flt3L）や granulocyte 
macrophage colony-stimulating factor （GM-CSF）処理により plasmacytoid-like DCs （pDCs）や

myeloid-like DCs （mDCs）にそれぞれ分化させた後、細胞を細菌特異的 RNA で処理したところ、 
pDCs と mDCs では細菌特異的 RNA 刺激に対するサイトカイン産生パターンが異なった。この

ことから、pDCs と mDCs では細菌特異的 RNA に対するセンサーの発現パターンが異なる可能

性が示唆された。 

 上記の現象が菌体成分であるエンドトキシン由来である可能性を除外する目的でいくつかの

確認実験を追加した。まず、エンドトキシン中和剤で前処理した樹状細胞でも細菌特異的 RNA
によるサイトカイン誘導作用を認めた。また、エンドトキシン除去カラムを通した RNA はその

前後で自然免疫応答能に変化を認めなかった。以上から、これまで申請者らが観察してきた作用

は細菌特異的 RNA 特異的なものであると考えられ、動物モデル実験を実施することが可能とな

った。 

 

（３）細胞特異的 RNA に対する受容体の検索 

非自己 RNA は宿主細胞で Toll 様受容体（TLR）や RIG-I 様受容体（RLR）により認識される。

また、1st line defense において重要な免疫担当細胞である樹状細胞は、クラスにより TLR や RLR
の発現パターンが異なっており、骨髄系樹状細胞（mDC）では RLR が、形質細胞様樹状細胞（pDC）
では TLR が非自己 RNA のセンサーとなっている。そこで、mDC、pDC へそれぞれ分化誘導し

た樹状細胞へ細菌特異的 RNA を導入し、I 型 IFN や IL6 の誘導を活性化の指標として測定した。

その結果、細菌特異的 RNA は mDC に対してサイトカインの発現を誘導しなかった。一方、pDC
ではサイトカインの強力な発現誘導が認められた。このことから、細菌特異的 RNA は TLR 依存

的な経路を活性化すると考えられた。  

TLR はヒトでは 10 種類、マウスでは 12 種類が報告されており、このうち RNA を認識する

TLR も知られている。申請者らはいくつかの TLR またはその下流のシグナル伝達分子の欠損マ

ウスより採取した骨髄細胞を用いた実験を行い、細菌特異的 RNA に依存した自然免疫応答活性

化にはアダプター分子 MyD88 が必須であることを突き止めた。 

 

（４）動物モデル実験 

細菌特異的 RNA を in vivo transfection 試薬を用いて腹腔内投与し、経時的に採血を行った。こ



の際、１本鎖 RNA のコントロールとして poly uridine（polyU)を、2 本鎖 RNA のコントロールと

して polyinosinic-polycytidylic acid (polyIC)を投与した。polyU は比較的早期に pro-inflammatory 
cytokines の発現を誘導し、 polyIC は、抗ウイルスサイトカインである I 形 interferon （IFN）の

発現を強力に誘導した。細菌特異的RNAは polyUと同様、投与後早期に pro-inflammatory cytokines
の発現を誘導した。また、I 型 IFN の発現は誘導しなかった。このことから細菌特異的 RNA は

非自己 1 本鎖 RNA であることが推測された。proinflammatory cytokines の発現誘導が最大となる

時点でマウスの肝臓、腎臓、肺、脾臓を観察したところ、肺に炎症性細胞の浸潤が認められた。

なお、エンドトキシン処理マウスの proinflammatory cytokines の発現誘導は比較的遅い（少なく

とも 8 時間以降、24 時間で発現量が増強している）ことからも、本研究で観察している現象は

精製の際のエンドトキシンの混入に由来する反応ではなく、細菌特異的 RNA の影響によるもの

であることが示唆された。 
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