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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。一方、TLR3 はネクローシス細胞由来の

RNAを認識し炎症性サイトカイン産生を誘導するとの報告もあり、TLR3によって認識されるRNA

構造は明らかでない。本研究では TLR3 による細胞外ウイルス RNA 認識機構を解析し、以下のこ

とを明らかにした。1.TLR3 は、dsRNA 以外に、ウイルス由来の特定の二次構造を有する ssRNA

を認識しシグナルを伝達する。2. dsRNA や特定の構造をもつ ssRNA の細胞内取り込みとエンド

ソーム TLR3 への配送に、細胞質タンパク Raftlin が不可欠である。3. Raftlin は dsRNA 刺激

で細胞表面に移行し、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。これらの

結果は、TLR3 活性化は取り込みレセプターによる細胞表面での認識と TLR3 によるエンドソー

ムでの認識というふたつの側面で制御されることを示唆しており、アジュバントとして TLR3

リガンドを考案する際の有用な知見になる。 

 
研究成果の概要（英文）： Toll-like receptor (TLR) 3 recognizes dsRNA in the endosomes and 
induces type I interferon and proinflammatory cytokine production, and dendritic cell 
(DC) maturation via the adaptor protein TICAM-1. The mechanism by which extracellular 
dsRNA is delivered to TLR3-positive organelles remains to be elucidated. In this study, 
we demonstrate that TLR3 recognizes virus-derived ssRNAs with stable stem structures, 
in addition to dsRNA, and that the cytoplasmic lipid raft protein, Raftlin, is essential 
for dsRNA/ssRNA cellular uptake in human myeloid DCs and epithelial cells. Raftlin 
physically associates with clathrin at the plasma membrane in response to dsRNA and 
mediates cell entry of dsRNA/ssRNA, which is critical for activation of TLR3. Hence, both 
cell-surface and endosomal recognition of RNAs by the uptake receptor and TLR3, 
respectively, is required for TLR3 activation. 
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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。核酸に対する免疫応答は、ウ
イルス感染防御のみならず、自己免疫疾患の
発症や増悪と関連することから、特に TLR7, 
TLR9 に関して細胞内局在制御やリガンド認
識機構の解析が主に国外で進められていた。
一方 TLR3 は、ウイルス由来の二重鎖
RNA(dsRNA)や合成 dsRNA の poly(I:C)をエン
ド ソ ー ム で 認 識 し 、 ア ダ プ タ ー 分 子
TICAM-1(別名 TRIF)を介してタイプ I IFN、
炎症性サイトカイン産生、樹状細胞の成熟化
を誘導するが、細胞外 dsRNA がどのような機
構でエンドソーム TLR3 へ運搬されるか不明
であった。また、TLR3 は dsRNA を生じないウ
イルス感染や組織傷害の場において炎症性
サイトカイン産生を誘導するが、認識される
RNA 分子は解析されていなかった。細胞外の
dsRNAはエンドソームTLR3のみでなく細胞質
のRIG-I-like receptors(RLRs)も活性化し強
力な樹状細胞応答を惹起する。TLR3 シグナル
は骨髄系樹状細胞に NK 細胞,CTL 活性化能を
付与するため、次世代アジュバントとしてが
ん免疫、感染症の領域で注目を浴びており、
TLR3とRIG-Iシグナルの区分けや副作用の少
ない TLR3 リガンドの開発が世界的な競争と
なっている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、TLR3 リガンドの細胞内取り込
みと樹状細胞応答を分子レベルで明らかに
するため、（１）TLR3 リガンドの構造解析（２）
核酸取り込みレセプターの単離・ 同定を行
う。また、樹状細胞応答における TLR3 と RLR
シグナルを区分けするため、（３）TICAM-1 シ
グナル伝達機構の解明（４）TLR3-TICAM-1 経
路のみ活性化する新規 TLR3 リガンドの開発
を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）TLR3 リガンドの構造解析 
 TLR3により認識される基本的なRNA構造を
明らかにするため、感染細胞内に(+)鎖 ssRNA
とdsRNAが検出されるポリオウイルスのcDNA
をテンプレートに 500〜1800bpの断片化され
た(+)鎖、(-)鎖の ssRNA、 それらの dsRNA
を in vitro 転写で作製し、TLR3 活性化能を
①TLR3 発現 HEK293 細胞を用いた IFN-  
promoter の活性化②内在的に TLR3 を発現す
るヒト繊維芽細胞、上皮系細胞、野生型ある

いは TLR3 KO マウス由来の脾臓 CD11c 陽性樹
状細胞、CD8 陽性樹状細胞からの IFN- , 
TNF- , IL-6 産生誘導で査定した。更に、TLR3
を活性化する RNA と活性化しない RNA を用い
て、二次構造予測と生化学的解析を行った。 
 
（２）核酸取り込みレセプターの単離・同定 

① Poly(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、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-  産生誘導、およ

び取り込みへの関与を調べた。 

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- 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。 

④ 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。 

 
（３）TICAM-1 シグナル伝達機構の解明 

① TICAM-1の下流のシグナルは、タイプ IIFN

産生（IRF-3 活性化）、炎症応答誘導（NF- B

活性化）、アポトーシス／ネクロプトーシス

誘導に分かれる。TICAM-1 活性化に関与する

ドメインと活性化制御機構を明らかにする

ため、 種々の TICAM-1 N 末 deletion 体及

びアラニン変異体を作製し、IFN-  promoter, 

NF- B, AP-1 の活性化をレポータージーンア

ッセイで調べた。また、下流のシグナル伝達

分子（TRAF2, TRAF3, TRAF6, NAP1, TBK1, 

RIP1）との会合は、免疫沈降実験と共焦点レ

ーザー顕微鏡による細胞内共局在の観察に

より検討した。 

② TICAM-1 NTD(1-176 a.a.)の機能を明らか

にするため、NTD を TICAM-1 の N 末ドメイン 

(1-386 a.a.)、TIR ドメイン(387-566 a.a.)、

あるいは C末ドメイン(567-712 a.a.)ととも

に HEK293FT 細胞に共発現させて免疫沈降を



行い、分子内で相互作用するかどうか判定し

た。更に、CoralHue Fluo-chase Kit(MBL)を

用いてタンパク質コンプリメンテーション

法によるタンパク質間相互作用の解析を行

った。 

 

（４）TLR3-TICAM−１経路のみ活性化する新

規 TLR3 リガンドの開発 

 TLR3 のリガンド認識機構を考慮し、28 種

類の RNA 誘導体を合成した。In vitro assay

として、① HEK293 細胞を用いての TLR3 を介

した IFN-  promoter の活性化、②細胞質内

RLR 経路の活性化、③マウス骨髄系樹状細胞

によるサイトカイン産生について検討した。

また、in vivo assay として、1.マウス腹腔

内投与後の炎症性サイトカイン産生の経時

的測定、2. B16 メラノーマ細胞を用いたマウ

ス移植がんモデルにおける NK 細胞依存的抗

腫瘍効果の査定、3. EG7 細胞を用いたマウス

移植がんモデルにおける CTL 依存的抗腫瘍効

果の査定を行った。マウスは B57BL/6 

(wild-type, TLR3 KO, TICAM-1 KO)を使用し

た。 

 
４．研究成果 
（１）TLR3 は dsRNA 以外に、ウイルス由来
の internal loop や bulge の あ る
double-strand 領域をもつ ssRNA を認識する
ことが判明した。 
 この機能性 ssRNA は分解に抵抗性であり、
ヒト繊維芽細胞や上皮系細胞、マウス骨髄系
樹状細胞から IFN- , 炎症性サイトカイン
産生を TLR3-TICAM-1 依存的に誘導した。更
に、ウイルス dsRNA アナログの poly(I:C)同
様、Raftlin 依存的に細胞内に取り込まれ初
期エンドソームの TLR3 と共局在する事、TLR3
エクトドメインの N末、C末に存在する dsRNA
結合領域を介して TLR3 を多量体化させシグ
ナルを伝達することが判明した。二次構造予
測と生化学的解析から、機能性 ssRNA は
internal loop や bulge のある比較的長い
double-strand 構造をもつことが明らかとな
った。TLR3 は、dsRNA のみでなく、ウイルス
感染細胞から漏出した分解抵抗性のステム
構造をもつ RNA も感知し、シグナルを伝達す
ると考えられた。 

 

（２）細胞外非自己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

クのうち、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- 産生に重要であることが

明らかとなった（図１）。ヒト上皮系細胞や

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- 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- 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- mRNA の発現.□control 樹状細胞、■

Raftlin ノックダウン樹状細胞 

  

② Poly(I:C)取り込みへの Raftlin の関与 

 HeLa 細胞やヒト骨髄系樹状細胞において、

Raftlin をノックダウンすると poly(I:C)の

取り込みはおこらないことから、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３、４）。

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。 

 

③Poly(I:C)取り込みへの mouse Raftlin の

関与 

 Raftlin欠損マウスのBMDCは wild-typeマ

ウス由来 BMDC と同様に poly(I:C)刺激で

IFN- を産生し、poly(I:C)の細胞内取り込み

が見られた。マウス BMDC は Raftlin 以外に

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- 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。 

 

④ Poly(I:C)輸送機構 

 Raftlin は poly(I:C)刺激で細胞質から細

胞膜に移行し、細胞膜でクラスリン-AP-2 複

合体と協調して poly(I:C)の取り込みを誘導

し、TLR3 エンドソームへ配送することが明ら

かとなった (Watanabe et al., J. Biol. Chem. 

2011)。 

 

 
 
 

（３）TBK1 との結合に関与し、TICAM-1 によ

る IRF-3 活性化に必須のアミノ酸 L194 を同

定した。TICAM-1 は N 末端側に８個の -helix

からなる新規のドメイン構造(NTD)を有して

いる。タンパク質コンプリメンテーション法

によるタンパク質間相互作用の解析から、

NTD の N 末端側が TIR ドメインの N 末端側に

結合することが判明した。Naïve な TICAM-1

においては、NTD が TIR ドメインの N 末側と

分子内結合することで TBK1 結合領域が覆わ

れ、活性化が制御されていることが示唆され

た。 

(Tatematsu et al., J. Biol. Chem. 2010) 

 

 
 

 

（４）TLR3-TICAM-1 経路を活性化し、RLR 経

路を活性化しない新規 TLR3 リガンドの開発

に成功した。新規 RNA 誘導体は以下の特徴を

有する。1.poly(I:C)同様 Raftlin 依存的に

細胞外からエンドソーム TLR3 にターゲット

される。2.TLR3 を活性化し TICAM-1 を介して

IFN-  promoter を活性化する。3.細胞質

RIG-I,MDA5 経路を活性化しない。4.B16 メラ

ノーマ細胞を用いたマウス移植がんモデル

において、poly(I:C)と同等の NK 依存性抗が

ん活性を示す。5.EG7 細胞を用いたマウス移

植がんモデルにおいて、抗原特異的 CTL を誘

導し抗がん活性を示す。6. マウス生体内投

与 で の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン 産 生 量 は

poly(I:C)投与より少ない。 

 
 細胞外から TLR3 のみを活性化できる RNA
誘導体はこれまで報告がなく、今回の化合物
がはじめてである。Poly(I:C)と新規 RNA 誘
導体に対する細胞応答を比較することで、
TLR3シグナルとRLRシグナルの選別が可能と
なり、今後の研究の進展が期待できる。 
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