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研究成果の概要（和文）：我々は、細胞外病原体認識機構の一つであるTLR3が眼表面上皮細胞に強く発現しそのリガン
ドであるウイルス由来二本鎖RNAに対して、タイプIインターフェロンを強く誘導する事を解明してきた。一方、近年、
RIG-Iファミリーなどの細胞内病原体認識機構が存在し機能していることが明らかとなった。RIG-Iファミリーとは、RI
G-I、MDA5で構成され、ウイルス感染細胞内においてウイルス由来RNAを検知し、抗ウイルス性サイトカインの産生シグ
ナルを伝達する分子群である。本研究では、眼表面上皮においてTLR3だけではなくこれらのRIG-I、MDA5も強く発現し
細胞内病原体認識機構として機能していた。

研究成果の概要（英文）：Ocular surface epithelium expressed TLR3 and its ligand, polyI:C, stimulation indu
ced the secretion of inflammatory cytokines and type I IFN.  It was recently reported that RIG-I and MDA5 
also recognize viral dsRNA mimicking polyI:C. In this study, we investigated whether RIG-I and/or MDA5 con
tribute to polyI:C-inducible responses in conjunctival epithelium. Human conjunctival epithelial cells als
o expressed RIG-I, MDA-5 and TLR3 mRNA and protein.  The expression of RIG-I and MDA-5, but not of TLR3, w
as markedly up-regulated upon polyI:C stimulation. We also examined the function of IPS-1 and TLR3 in conj
unctival epithelium using IPS-1 KO and TLR3 KO mice. Cxcl10, Mx1, Ifi44, Ifi203, Iigp2 and Rtp4 were domin
antly regulated by IPS-1, Ccl5 by TLR3, and Rsad2, Mx2 and Cmpk2 were regulated by TLR3 and IPS-1.  Our re
sults showed that conjunctival epithelial cells express RIG-I and MDA5,which contributes to polyI:C-induci
ble cytokine production in conjunctival epithelial cells.
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１． 研究開始当初の背景 
 

1997 年、細胞外やエンドゾーム内におい
て病原体構成成分を検知する Toll like 
receptor (TLR)が同定され、その機能解析
が大きく進んでいる。研究代表者は、角・
結膜上皮細胞に各種 TLRｓが発現している
ことを報告してきた。また、TLRs のうち、
特に TLR3 については、角・結膜上皮細胞で
強く発現しそのリガンドであるウイルス由
来二本鎖 RNA に対して、IFN-や IL-6、IL-8
を強く誘導する事を解明した。TLR3 をはじ
めとする TLRｓは、細胞膜あるいは、細胞
膜で構成されるエンドゾームに発現して、
細胞外に存在する細菌やウイルスなどの病
原体を認識し免疫反応を惹起する。しかし、
ウイルスは細胞内にも侵入する。この細胞
内に侵入したウイルスに対する防御機構に
ついては、長い間、謎に包まれていた。そ
して、近年、RIG-I ファミリーなどの細胞
内病原体認識機構が存在し機能しているこ
とが明らかとなった(Kawai Int Immunol 
2009)。RIG-I ファミリーとは、RIG-I、MDA5
で構成され、ウイルス感染細胞内において
ウイルス由来 RNA を検知し、抗ウイルス性
サイトカインの産生シグナルを伝達する分
子群である。また、RIG-I と MDA5 は、よく
似た構造をしており、共にアダプター因子
IPS-1 を介する。研究代表者が、ヒト培養
角・結膜上皮細胞に、ウイルス由来二本鎖
RNA を加え、網羅的遺伝子発現解析を行っ
たところ、抗ウイルス分子やアレルギー関
連分子の発現が上昇するとともに、RIG-I
や MDA-5 の遺伝子発現も著明に上昇する事
が判明した。この結果は、眼表面上皮細胞
では、ウイルスに対する感染防御機構とし
て TLR3 だけではなく、細胞内病原体認識機
構である RIG-I や MDA-5 が大きく関与して
いる可能性を示している。 
 
２．研究の目的 
 
近年、ウイルスに対する新たな生体防御

機構として、細胞内ウイルス認識機構であ
る RIG-I ファミリーが着目されている。
RIG-I ファミリーとは、RNA ヘリカーゼ（RNA
の構造をほどく酵素）である RIG-I、MDA5
で構成され、ウイルス感染細胞内において
ウイルス由来二本鎖 RNA を検知し、インタ
ーフェロン(IFN)等の抗ウイルス性サイト
カインの産生を誘導する分子群である。研
究代表者は、ヒト培養角・結膜上皮細胞に
ウイルス由来二本鎖 RNA を添加すると、

RIG-I ならびに MDA5 が強く誘導されること
を解明している。この結果は、眼表面のウ
イルス感染防御機構に、RIG-I ファミリー
が大きく関与している可能性を示している。
本研究では、細胞内ウイルス認識機構 RIG-I
ファミリーを介した眼表面の感染防御機構
に焦点を当て、その機能ならびに作用機序
を解明する。 
 
２． 研究の方法 
 
A. ヒト眼表面上皮細胞を用いた解析とし

て以下を行った。 
①  in vivo 健常ヒト結膜上皮細胞の遺

伝子発現解析。 
健常ボランティアからbrush cytologyを用
いて採取したヒト正常結膜上皮における
RIG-Iファミリー関連遺伝子（RIG-I, MDA5
等）の発現をRT-PCRにて解析した。 
② 培養ヒト結膜上皮細胞を用いた遺伝子

発現、タンパク発現解析。 
初代培養ヒト結膜上皮細胞にウイルス由来
二本鎖RNA(polyI:C)を添加し、RIG-Iファミ
リーの発現変化をｍRNAレベルならびにタ
ンパクレベルで解析した。 
 
B. IPS-1 欠損マウスを用いた解析 
細胞内病原体認識機構である RIG-I や
MDA-5 の共通のアダプター因子である
IPS-1 を欠損したマウスを用いて、これら
の機能を解析した。具体的には、IPS-1 欠
損マウスの眼部にウイルス由来二本鎖 RNA
を点眼ならびに結膜下注射し、6 時間後に
眼部組織を採取、dispase にて結膜上皮の
みを分離回収し、RNA 抽出定量 PCR を行い、
野生型マウスとその遺伝子発現を比較解析
した。 
 
３． 研究成果 
 
A. ヒト眼表面上皮細胞を用いた解 
① In vivo 健常ヒト結膜上皮細胞の遺伝

子発現解析では、in vivo ヒト結膜上皮
にRIG-I mRNAならびにMDA5 mRNAが、発
現していることが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 



② 培養ヒト結膜上皮細胞を用いた遺伝子
発現、タンパク発現解析では、初代培養
ヒト結膜上皮細胞において、ウイルス由
来二本鎖RNAによりRIG-I mRNAならびに
MDA5 mRNAの発現が、刺激後6時間で著明
に上昇した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また、タンパク発現も刺激後１２時間で
著明に上昇することが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

これらの結果は、眼表面上皮に発現してい
るRIG-Iファミリー、特にRIG-Iならびに
MDA5が眼表面の感染防御機構に重要な働き
をしていることを示唆するものである。 
 
B. IPS-1 欠損マウスを用いた解析 
細胞内病原体認識機構である RIG-I や
MDA-5 の共通のアダプター因子である
IPS-1 を欠損したマウスを用いて、これら
の機能を解析した。その結果、ウイルス由
来二本鎖 RNA を点眼した IPS-1 欠損したマ
ウスの結膜上皮では、ウイルス由来二本鎖
RNA を点眼した野生型マウスを比較して、
Rsad2, Mx2, Cmpk2, Iigp2, Ifi44, Cxcl10, 
Mx1, If9203, Rtp4 などの遺伝子発現が有
意に低下していた。 
 
これは、ウイルス感染における眼表面上皮
の生体防御に RIG-I や MDA-5 が貢献してい
ることを示している。 
さらに、TLR3 がプロスタグランジンと相互
作用があるのと同様に、RIG-I や MDA-5 に
ついてもプロスタグランジンと相互作用を
示すことが示唆される研究成果も得ている。 
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