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研究成果の概要（和文）：本研究計画では、細胞質内ウイルスRNAセンサーであるRLRを介した抗ウイルス自然免
疫応答におけるantiviral stress granule (avSG)の生理的機能を解析し、その分子メカニズムを明らかにする
ことを目的として研究を行った。その結果、３つの新規分子がRLRシグナルまたはSG形成を介した抗ウイルス自
然免疫応答を制御しているのが明らかとなった。さらにそのうちの１つの標的分子のKOマウスを作製し、生体内
における生理機能を解析した。
また、新型コロナウイルス(SARS-CoV-2)を用いてIFN産生とavSG形成との関連性についての解析を行った。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to understand the function of antiviral stress 
granule (avSG) in RLR-mediated innate immune response. avSGs are membrane-less cytoplasmic 
aggregates that serve as a platform for foreign viral RNAs by RLRs. However, the molecular function 
of avSG formations remains unclear in antiviral innate immunity. To elucidate the role of avSG, we 
identified several novel molecules that regulated avSG formations and RLR-mediated IFN signals using
 both in vivo and in vitro approaches. Moreover, we also investigated the role of avSG formations in
 SARS-CoV-2 infected cells.

研究分野： 抗ウイルス自然免疫

キーワード： ウイルス感染　ストレス顆粒　自然免疫

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、細胞内凝集体であるStress Granule（SG）が細胞の恒常性の維持やアルツハイマー病などの神経変性疾患
にも関与していることが明らかになり、その形成制御機構が注目を集めている。本研究によりウイルスRNAによ
り形成されるSGを介した抗ウイルス免疫応答の制御機構がin vitro及びin vivoの双方から解明できれば、これ
まで内在性のRNAの機能制御に関与していると考えられていたSGが抗ウイルス自然免疫とクロストークしている
という新たな抗ウイルス免疫制御機構を提示することができ、将来的なSGを標的とした抗ウイルス薬の開発につ
ながる可能性もあり、非常に重要であると考えている。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 これまで抗ウイルス自然免疫応答は非特異的な免疫応答であると考えられてきた。しかし、ウ
イルス由来の核酸 (DNA/RNA)を感知する細胞内外に発現している様々な感染センサーが同定
されたことで、自己と非自己由来の分子を特異的に認識することで発動し、I 及び III 型
Interferon (IFN)を中心としたサイトカインの産生を誘導する厳密に制御された免疫機構である
ことが明らかとなった。我々の研究室では、細胞質内ウイルス RNA センサーである RIG-I, 
MDA5, LGP2 の 3 つの分子からなる RIG-I-like receptor (RLR)を同定し、その生理的機能とシ
グナル伝達機構を明らかにしてきた。一方で、RLR が細胞質内のどこでウイルス RNA を感知
しているかについては明らかとなっていなかった。そこで申請者は、RLR がウイルス RNA を
感知する『場』に主眼をおき、RLR の細胞質内局在の解析を行い、ストレス適応機構の 1 つで
ある Stress Granule (SG)と呼ばれる mRNA, RNA 結合タンパク質などからなる細胞内凝集体
が RLR のウイルス RNA 検知とそれに伴い誘導される IFN を中心とした抗ウイルス自然免疫誘
導に重要であることを明らかにし、これを antiviral SG (avSG)と命名した。複数のウイルスタ
ンパク質が avSG 形成を阻害することで RLR を介した抗ウイルス免疫応答から逃れていること
も明らかにした。これらの知見は、これまで同じ生体防御反応の 1 つでありながら、それぞれ独
立した経路であると考えられてきた内在性の mRNA の翻訳制御に関与している SG と RLR を
介した抗ウイルス自然免疫応答が密接にクロストークし、RLR シグナルが時空間レベルで制御
されていることを示唆している。さらに近年、SG 形成異常がアルツハイマー病などの神経変性
疾患や癌などに関与していることが報告され、SG の翻訳抑制以外の生理機能が注目され始めて
いる。一方で、SG はストレス環境下で一過的に形成される膜を持たない動的且つ可逆的な凝集
体であり、その形成メカニズムや詳しい構成因子などについて未だ不明な点が多く残されてい
る。また、RLR の細胞内局在変化に伴うシグナル活性化の制御機構についての研究報告は我々
以外には殆どなく、個々のウイルス感染時における avSG 形成の重要性及びその生理機能につ
いてはよく分かっていない。 
 
 
２．研究の目的 
 これまでの研究により RLR 及び RLR シグナルを制御する複数の分子が avSG に局在するこ
とが報告されたことから、avSG が RLR によるウイルス RNA 認識及び下流のアダプター分子
との結合に重要なプラットフォームとして機能していることが明らかとなった。しかし、RLR
による非自己 RNA 認識とストレス応答機構の 1 つである SG がどのように分子レベルで相互作
用し、SG という細胞内凝集体内で制御されているのかについての詳細はほとんど明らかとなっ
ていない。そこで本研究では『avSG の形成制御及びその構成因子が抗ウイルス免疫応答の普遍
的な分子メカニズムに関与しているのか？』を核心的な問いとして設定し研究を行う。特に本研
究計画期間では、生化学・分子生物学・細胞生物学的に avSG を解析し、抗ウイルス自然免疫に
関わる新規分子を同定し、その詳しい生理機能を in vitro 及び in vivo の実験系を用いて明らか
にすることで、抗ウイルス免疫応答の空間的制御メカニズムの解明と新規抗ウイルス治療薬や
予防薬への開発につながる知見を見出すことを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) avSG 形成及び抗ウイルス自然免疫応答に関わる分子の同定 
インフルエンザウイルス(IAV)やニューカッスル病ウイルス(NDV)などのウイルス感染時に
RLR と特異的に結合する分子を精製し、質量分析により網羅的に解析した。また既知の SG 関
連分子を標的にした siRNA ライブラリー及び発現クローニング法を用いて新規制御分子のスク
リーニングを並行して行った。 
 
(2) 同定した新規制御分子の機能解析 
同定した標的候補分子群の中から、avSG 形成または RLR シグナルへの関与が強く疑われた 3
つの分子（分子①, 分子②, 分子③）に着目し、それぞれの発現ベクターを用いた過剰発現また
は siRNA による発現抑制を行った際のウイルス感染時の avSG 形成への影響を超解像顕微鏡に
よる蛍光免疫染色を用いて、IFN シグナルへの影響をレポーターアッセイ、Real Time PCR、
Western Blotting などにより解析した。また、それらの分子メカニズムを解明するために RLR
シグナルとのタンパク質間の相互作用を免疫沈降法による解析を行った。さらに CRISPR/Cas9
システムを用いてノックアウト(KO)細胞株を樹立し、その機能を上記と同様な方法で解析した。
さらに、分子①においては生体内における生理機能を解析するために CRISPR/Cas9 システム
を用いて KO マウスを作製し、ウイルス感染時の IFN 及び炎症性サイトカインの産生量及び生
存率などの解析を行った。 
 



(3) 新型コロナウイルス(SARS-CoV-2)感染時の avSG 形成及び抗ウイルス応答の解析 
国立感染症研究所から分与された SARS-CoV-2 (JPN/TY/WK-521 株)を用いて、感染細胞におけ
る IFN 産生、avSG 形成及び培養上清中のウイルス量を Real Time PCR、蛍光免疫染色、TCID50
などを用いて解析した。また SARS-CoV-2 のウイルスタンパク質の発現ベクターを作成し、細
胞に強制発現させた際の機能解析を行った。 
 
 

 
 

 
４．研究成果 
 同定した新規制御分子の機能解析
研究方法(1)により同定した標的候補分子群の中から、これまでに RLR を介した抗ウイルス応

答への関与が明らかになっておらず且つ IFN 産生への関与が強く疑われた分子①、②、③に着
目し、それらの機能解析を行った。 
まず、これらの分子の発現を発現ベクターによる過剰発現または siRNA 及び CRISPR/Cas9

システムにより発現抑制した細胞株を用いて、これら分子の細胞内局在及び avSG 形成への関
与について蛍光免疫染色法により解析した。その結果、分子①と②はウイルス感染時に avSG に
局在していたが、KO 細胞でも avSG が形成されたことから avSG 形成に必須な分子ではなく、
受動的に avSG 内に取り込まれている分子であることが示唆された。一方で、興味深いことに分
子③を過剰発現させた細胞では顕著に avSG 形成が阻害されていたことから avSG 形成の抑制
因子であることが明らかとなった。次に、RLR を介した IFN シグナルへの影響を同様に解析し
た結果、分子①と②は抗ウイルス自然免疫応答を正に、分子③は負に制御するする分子であるこ
とが明らかとなった。 
そこで、これら分子の制御機構を明らかにするために RLR シグナル分子との結合について免

疫沈降法により解析した。その結果、分子①と③は RLR と、分子②は RLR の下流のシグナル
伝達分子の 1 つとそれぞれ特異的に結合していることが明らかとなった。さらに分子①は RNA
結合タンパク質であることからウイルス RNA との結合を RNA 免疫沈降法により解析した結
果、ウイルス RNA と直接結合していた。さらに RNA 結合ドメインの欠損変異体を用いた解析
からウイルス RNA との結合が IFN シグナルへの増強及び avSG への局在に重要であることが
明らかとなった。そのため分子①は avSG 内でウイルス RNA と結合し avSG 内で RLR と協調
的に機能している可能性が示唆された。また分子②はウイルス感染時に標的分子との結合が増
強したことから、このタンパク質同士による複合体形成が IFN シグナルの増強に重要であるこ
とが示唆された。一方、分子③は avSG 形成の制御因子の 1 つとも特異的に結合し、その分子の
活性化を抑制していることで avSG 形成を阻害していることが明らかとなった。現在、これらの
分子の生理機能を詳細に解析するために、それぞれのドメイン欠損変異体など作製し avSG 形
成及び IFN シグナルへの影響についての研究を進めている。 
さらに、分子①については生体内おける機能を解析するために CRISPR/Cas9 システムを用い

て KO マウスを作製した。KO マウスはメンデルの法則に従って生まれ、胎生致死などの顕著な
表現系を示さなかった。そこで次にこれら KO マウスを用いてウイルス感染時における抗ウイ
ルス応答への影響について解析した。その結果、IAV 感染時に KO マウスでは野生型(WT)のマ
ウスに比較し、生存率、体重変化が優位に減少し、肺における IFN 及び炎症サイトカインの産
生量が著しく減少していた。一方で、肺におけるウイルス量は WT に比較して増加していた。
さらに KO マウス由来の腹腔マクロファージにおいても WT と比較して、複数のウイルス感染
時の IFN 及び炎症性サイトカインの産生が減少した。以上の結果から分子①は in vivo におい
ても RLR を介した抗ウイルス応答を正に制御する分子であることが示唆された。現在、IAV 感
染マウスから摘出した肺の病理学的解析及び IAV 以外の RNA ウイルス感染時の生理機能の解
析を進めている。 
 

実験方法の概略図 



(2) SARS-CoV-2 感染時の avSG 形成及び抗ウイルス応答の解析 
まず、SARS-CoV-2 の培養細胞を用いた in vitro での実験系を構築するため、SARS-CoV-2 の受
容体である ACE-2 を恒常的に発現する細胞株を複数の細胞株で樹立し、avSG 形成及び抗ウイ
ルス応答についての解析を行った。その結果、SARS-CoV-2 感染細胞では avSG が形成されず
IFN の発現量も他の RNA ウイルス感染細胞に比べて殆ど増加していなかった。そこで次に、
SARS-CoV-2 のウイルスタンパク質の発現ベクターを構築し、細胞に強制発現させた際の avSG
形成及び IFN シグナルの阻害効果を検討した。その結果、一部のウイルスタンパク質が avSG
形成を阻害し、RLRを介した IFN産生を強く抑制していることを示唆する知見を得た。さらに、
本実験計画で同定した分子①の SARS-CoV-2 感染時の機能についても過剰発現及び KO 細胞を
用いて検討を加えた。今後は avSG 形成阻害の詳細な分子メカニズムについて解析を進め、将来
的な創薬ターゲットに繋がる知見を得ることを目指していく予定である。 
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細胞内ウイルスセンサーLGP2はRNAサイレンシングを介してウイルス感染細胞の細胞死を制御する


