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研究成果の概要（和文）：エンドソームに局在する Toll-like receptor 3 (TLR3)はウイルス由

来の二重鎖RNA(dsRNA)を認識し、タイプIインターフェロンや炎症性サイトカイン産生の誘導、

樹状細胞の成熟化を介して抗ウイルス応答を誘起する。しかしながら、どのように細胞外 dsRNA

をエンドソームで認識するか不明である。本研究では合成 dsRNA の poly(I:C)による TLR3 活性

化機構を解析し、poly(I:C)の取り込みとエンドソームTLR3への配送に細胞質タンパクRaftlin

が必須であること、Raftlin はクラスリンーAP-2 複合体と協調して dsRNA の取り込みに働くこ

とを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：The synthetic virus double-stranded RNA analogue, poly(I:C), 

extracellularly activates both the endosomal Toll-like receptor (TLR) 3 and the 

cytoplasmic RNA helicase, melanoma differentiation-associated gene 5, leading to the 

production of type I interferons (IFNs) and inflammatory cytokines, and dendritic cell 

(DC) maturation. The mechanism by which extracellular poly(I:C) is delivered to 

TLR3-positive organelles and the cytoplasm remains to be elucidated. In this study, we 

demonstrate that the cytoplasmic lipid raft protein, Raftlin, is essential for poly(I:C) 

cellular uptake in human myeloid DCs and epithelial cells. When Raftlin was silenced, 

poly(I:C) failed to enter cells and induction of IFN-β production was inhibited. Upon 
poly(I:C) stimulation, Raftlin was translocated from the cytoplasm to the plasma membrane 

where it colocalized with poly(I:C), and thereafter moved to TLR3-positive endosomes. 

Raftlin physically associated with clathrin at the plasma membrane in response to poly(I:C). 

Thus, Raftlin cooperates with the clathrin-AP-2 complex to mediate cell entry of poly(I:C), 

which is critical for activation of TLR3. 
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1. 研究開始当初の背景 
 樹状細胞による細胞外核酸認識はエンド
ソームに局在する１型膜タンパク質の
Toll-like receptor(TLR) 3,7,8,9 によって
担われ、タイプ I インターフェロン(IFN)や
炎症性サイトカイン産生、樹状細胞の成熟化
が誘導される。TLR3 は維芽細胞や上皮細胞,
マクロファージでは細胞表面と初期エンド
ソームに、骨髄系樹状細胞では初期エンドソ
ームにのみ存在し、ウイルス由来の dsRNA を
エンドソームで認識しアダプター分子
TICAM-1(別名 TRIF)を介してシグナルを伝達
する。しかしウイルス感染時、どのようにウ
イルス dsRNAをエンドソームで認識するかは
明らかでない。また、合成 dsRNA の poly(I:C)
は細胞外から骨髄系樹状細胞のエンドソー
ム TLR3 と細胞質 RNA ヘリケースの MDA5 を活
性化し強力な免疫応答を誘起するが、細胞内
への取り込み機構は不明である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、樹状細胞による細胞外核酸の取
り込みと樹状細胞応答を分子レベルで明ら
かにするため、 
（１）骨髄系樹状細胞における細胞外核酸の
取り込み経路を同定する。 
（２）細胞外 dsRNA の取り込みに関与する分
子を同定する。 
（３）Poly(I:C)の輸送機構を解明する。 
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト骨髄系樹状細胞におけるdsRNAの取

り込みを TLR7,8,9 リガンド、エンドサイト

ーシス阻害剤、スカベンジャーレセプター阻

害剤等を用いて解析した。 

(2)①Poly(I:C)結合活性を有するヒト細胞

株（HEK293 細胞、Raji 細胞）の可溶化物を

大量に調製し、poly(I:C)結合タンパク質を

polyU-, poly(I:C)-Sepharose を用いてそれ

ぞ れ ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た 。

PolyU-Sepharose, poly(I:C)-Sepharose か

らの溶出蛋白を SDS-PAGE で分離後、バンド

の切り出し、ゲル内トリプシン消化を行なっ

て differential Ms ／ Ms 解析を行い、

poly(I:C)に特異的に結合する膜蛋白質ある

いは膜結合活性を有するタンパク質を選別

した。Ms 解析は、北海道大学大学院先端生命

科学研究院小布施教授に依頼した。 

②機能査定のため候補タンパク質を siRNAで

ノックダウンし、poly(I:C)刺激による IFN-β 
産生誘導への関与をTLR3発現HEK293 細胞を

用いたレポーターアッセイ、HeLa 細胞とヒト

骨髄系樹状細胞における IFN-β  mRNA 量の測

定で判定した。更に Texas Red 標識 poly(I:C)

を用い、取り込みへの関与を共焦点レーザー

顕微鏡で調べた。 

③同定したタンパクの生理的役割を明らか

にするため、Raftlin ノックアウトマウスの

骨髄系樹状細胞を用いて poly(I:C)刺激によ

る IFN-β産生を測定した。ノックアウトマウ

スは慶応大学吉村教授から供与された。 

(3)抗 Raftlin 抗体を用いて、Raftlin の細胞

内局在、poly(I:C)刺激後の細胞内動態、TLR3

やオルガネラマーカー分子との共局在など

共焦点レーザー顕微鏡で解析した。また、共

免疫沈降実験でクラスリンとの相互作用を

調べた。 

 

４．研究成果 

(1) 種々のエンドサイトーシス阻害剤と TLR

核酸リガンドを用いた実験より、以下の事が

明らかになった。①ヒト骨髄系樹状細胞は合

成dsRNAのpoly(I:C)を効率よく取り込むが、

in vitro transcribed dsRNA は取り込まず、

この違いは５‘末端のリン酸基の有無に依存

しない ②poly(I:C)はクラスリン依存的エ

ンドサイトーシスで取り込まれる ③

poly(I:C)の取り込みは TLR9 リガンドの B-, 

C-type oligodeoxynucleotide (ODN) や

control ODN の取り込みと拮抗する ④取り

込まれた poly(I:C)や B-type ODN は初期エン

ドソームに局在する TLR3 と共局在する。以

上より、ヒト骨髄系樹状細胞では細胞外核酸

を 選 択 的 に 取 り 込 む 機 構 が 存 在 し 、

poly(I:C)と B−、C-type ODN は共通のレセプ

ターを介して取り込まれエンドソームへ運

搬されることが明らかとなった（Itoh et 

al.,J. Immunol. 2008） 。 

(2)細胞外核酸の取り込みに関与する分子, 

Raftlin を同定した。 

①質量分析で同定された 127個のタンパク

の中から、膜タンパクあるいは膜結合活性を

有するタンパクを選び、siRNA によるノック

ダウンとTLR3発現HEK293 細胞を用いたレポ

ーターアッセイ、および HeLa 細胞における

IFN-β  mRNA 発現解析を行った結果、lipid 

raft protein として報告されていた Raftlin

が poly(I:C)刺激による TLR3を介した IFN-β
産生に重要であることが明らかとなった（図

１）。ヒト単球由来樹状細胞の Raftlin をノ

ックダウンすると、poly(I:C)刺激による

IFN-β産生が著しく低下し、Raftlin が上皮系

細 胞 お よ び 骨 髄 系 樹 状 細 胞 に お い て

poly(I:C)刺激による IFN-β産生に必要であ



ることが判明した（図２）。 

 
図１.Raftlin と Raftlin-2 の構造 

 

 
図２.A. ヒト単球由来樹状細胞における Raftlin

とRaftlin-2のmRNA発現. B.Poly(I:C)刺激によ

る IFN-β mRNA の発現.□control 樹状細胞、■

Raftlin ノックダウン樹状細胞 

  

②Poly(I:C)取り込みへの Raftlin の関与 

 Poly(I:C)を Texas Red で標識し、HeLa 細

胞内への取り込みを経時的に共焦点レーザ

ー顕微鏡にて観察した。Control 細胞では細

胞膜に線状に結合した poly(I:C)は３７度５

分で点状に集積し、１５分ですべて細胞内に

取り込まれ、３０分でエンドソーム TLR3 と

共局在したが、Raftlin ノックダウン細胞で

は、細胞膜上で点状に集積したままで全く取

り込まれなかった。poly(I:C)同様クラスリ

ン依存的エンドサイトーシスで取り込まれ

るトランスフェリンの取り込みは、Raftlin

をノックダウンしても影響がなかった（図

３）。 

 
 

図３. Poly(I:C)取り込みへの Raftlin の関与 

A. Texas Red 標識 poly(I:C)の取り込み.  

B. Alexa568 標識トランスフェリンの取り込み. 

  上段、control HeLa 細胞;下段、Raftlin ノッ  

  クダウン HeLa 細胞 

 

一方、poly(I:C)と取り込みレセプターを共

有する B/C-type ODN は、Raftlin をノック

ダウンすると取り込まれなかったことより、

Raftlin は poly(I:C)や ODN などの非自己核

酸の取り込みに重要な分子と考えられた。更

に、骨髄系樹状細胞において poly(I:C)の取

り込みは Raftlin ノックダウンで阻害され、

Raftlin は poly(I:C)の細胞内取り込みに必

須の分子であることが明らかとなった（図

４）。 
 

 
 

図４. 単球由来樹状細胞における poly(I:C)の取

り込みへの Raftlin の関与. 

Texas Red標識 poly(I:C)の取り込みの時間的経過.

上段、control 樹状細胞;下段、Raftlin ノックダ

ウン樹状細胞 

 

③Poly(I:C)取り込みへの mouse Raftlin の

関与 

 Raftlin の生理的機能を明らかにするため、

Raftlin 欠損マウスの BMDC で poly(I:C)刺激

による IFN-β産生と poly(I:C)の取り込みを

調べた結果、wild-typeマウスと同様にIFN-β
産生と取り込みが見られた。ヒト骨髄系樹状

細胞と異なり、マウス BMDC はファミリー分

子の Raftlin-2 を発現しているため、

Raftlin-2 shRNA-expressing lentivirus を

感染させて Raftlin-2をノックダウンしたと

ころ、poly(I:C)による IFN-β産生が減弱し、

poly(I:C)の取り込みが起きなかった。従っ

て、マウス BMDC では Raftlin と Raftlin-2

が poly(I:C)の取り込みに関与していると考

えられた。 

(3) Poly(I:C)輸送機構 

 Raftlin は HeLa 細胞では細胞質に、ヒト骨

髄系樹状細胞では細胞膜と細胞質に局在し

ており、細胞表面に結合した poly(I:C)が点

状に集積するに伴い細胞質から細胞膜に移

動し poly(I:C)と共局在した。その後、

poly(I:C)の細胞内への取り込みとともに細

胞膜からエンドソームへ移行し、TLR3 および

初期エンドソームマーカーの Rab5 と共局在

した。Raftlin は定常状態ではクラスリンと

相互作用しないが、poly(I:C)刺激で細胞膜



にリクルートされた時クラスリンと相互作

用し、エンドソームに達すると相互作用しな

いことから、Raftlin の機能は、細胞膜でク

ラスリン-AP-2 複合体と協調して poly(I:C)

取り込みレセプターの選別と TLR3 エンドソ

ームへの配送を行うと考えられた(Watanabe 

et al., J Biol. Chem. 2011)（図５）。 

 

 
図５. Poly(I:C)刺激によるRaftlinとクラスリン

の結合 

 

【今後の展望】 
本研究で、ヒト骨髄系樹状細胞や上皮系細

胞における poly(I:C)の取り込みおよび

poly(I:C)が誘起する細胞応答に Raftlin が

必須であることが判明した。Raftlin は B 

cell や T cell では lipid raft に存在し、

BCR, TCR シグナルを modulate することがす

でに報告されているが、骨髄系樹状細胞では

lipid raft marker と部分的にしか共局在し

て お ら ず 、 lipid raft を 破 壊 し て も

poly(I:C)の取り込みは正常であることから、

細胞により局在や機能が異なると考えられ

る。しかし、いずれの細胞においても非自己

認識に関わるレセプターの下流で機能する

点が非常に興味深い。Raftlin は、上皮系細

胞や骨髄系樹状細胞ではクラスリン-AP-2 複

合体と相互作用し、poly(I:C)取り込みレセ

プターの選別と配送に関与する。Poly(I:C)

は骨髄系樹状細胞の TLR3 を活性化し NK細胞

や CTLを誘導することから次世代アジュバン

トとして有望視されており、本研究はアジュ

バント取り込みの分子機構の解明に重要な

知見を与えた。今後、取り込みレセプターの

同定やクラスリン依存的エンドサイトーシ

スにおける Raftlinの機能についての解析を

行い、細胞外核酸取り込みの全体像を明らか

にする。 
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