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研究成果の概要（和文）：新型インフルエンザや SARS など多種多様なウイルスが日々出現し

ており、ウイルス感染症は人々の健康を脅かす重大な疾患である。ウイルス感染センサーであ

る RLR は細胞質内のウイルス RNA を感知し自然免疫応答を発動する。しかし RLR がどうや

ってウイルス RNA を検知しているのかはよく分かっていない。本研究では、RLR が細胞質内

に一過的に顆粒状に集積しウイルス RNA を検知し抗ウイルス応答を誘導していることを明ら

かにし、これを avSG と命名した。 
 
研究成果の概要（英文）：Emergence of new epidemic viruses such as swine flu and SARS 
spread rapidly and sometimes causes devastating impact. Innate immune system detects 
viral infection and protects host with viral sensors. Cytoplasmic viral RNA sensors, RLRs, 
sense viral RNA and initiate antiviral response, however it has been unclear how RLRs 
encounter viral RNA in cytoplasm. We revealed that RLRs localized in virus-induced 
granules together with viral RNA and trigger antiviral signal. We termed these aggregates 
as antiviral stress granules (avSGs). 
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１．研究開始当初の背景 
 高等脊椎動物では自然免疫と獲得免疫と
いう 2 種類の免疫機構がそれぞれ協調しなが
らウイルス感染症に対する防御システムと
して働いている。ウイルス感染に対する自然
免疫応答は、細胞がウイルス由来の核酸
(DNA/RNA)を感知することによって発動す

る。近年、細胞内外にあるウイルス感染セン
サーの研究が盛んに行われ、その生理的機能
やシグナル伝達機構が明らかにされてきた。
我々の研究グループは、2004 年に細胞質内
のウイルス RNA センサーとして RNA ヘリ
カーゼである RLR (RIG-I, MDA5, LGP2)を
同定し、その機能及びドメイン構造などを明
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らかにしてきた(図 1)。 

 
図 1. RLR のドメイン構造 

 
 
これまでの研究から、RIG-I/MDA5 は RNA
および DNA ウイルスの感染によって細胞質
内に産生・放出されるウイルス特異的な二重
鎖や 5’三リン酸構造を持つ RNA などを C 末
端側の CTD を介して結合する。その後 N 末
端側の CARD を介してミトコンドリアや小
胞体に局在するアダプター分子である IPS-1
と結合し、IFN や炎症性サイトカインを産生
することが明らかとなっている。また、それ
ぞれのノックアウトマウスを用いた解析か
ら RIG-I と MDA5 はそれぞれ異なった構造
のウイルス RNA を認識することが明らかと
なった。LGP2 は、CARD を持っておらず、
単独ではシグナルを伝達出来ないと考えら
れているが、その詳細な機能はよく分かって
いない。 
一方でウイルスはその種類によって異な

る増殖・複製様式を持っており、RLR が細胞
質内で複製中のウイルス RNA をどこで感知
しているかについてはいまだ不明な点が多
く残されている。抗ウイルスタンパク質とし
て知られるPKRやOASなどの分子は宿主の
タンパク質や RNA には殆ど影響を与えずウ
イルスタンパク質の翻訳阻害やウイルス
RNA の分解を行っていることが知られてい
る。これは PKR や OAS の活性化が細胞質内
のごく限られた場所でのみ起っていること
を示唆しており、ウイルスが細胞質内の特定
の場所で感知されていることが考えられる。 
 
２．研究の目的 
 上記の通り、これまで RLR がどこでウイ
ルス RNA を感知しているかについての研究
報告は殆どなく、その重要性も明らかになっ
ていなかった。RLR を特異的に認識する抗体
を作製し、RIG-I/MDA5/LGP2 それぞれの細
胞質内局在を蛍光顕微鏡や電子顕微鏡を用
いて解析した。その結果、ウイルス感染によ
り RLR が細胞質内に顆粒状に集積している
ことが明らかとなった。そこで本研究計画で
は、ウイルス感染細胞内での RLR 及びウイ
ルス RNA の局在を明らかにし、顆粒形成の
メカニズムとその生理的機能の解明を目的
とした。 

 
３．研究の方法 
抗ウイルス自然免疫応答を分子及び時空

間的レベルで解析し、その普遍的な分子メカ
ニズムを明らかにするために、以下の方法で
実験を行った。またウイルスは RIG-I によっ
て認識される事が既に報告されているイン
フルエンザウイルス(IAV) (PR8 株)とその変
異体 IAV ∆NS1 (NS1 タンパク質欠損株)を主
に用いた。 
1) 蛍光顕微鏡・電子顕微鏡を用いた顆粒形

成の構成成分の解析。 
① RLR や PKR、OAS などの抗ウイル

スタンパク質及びウイルスタンパ
ク質に対する抗体を用いた免疫染
色法による局在解析。 

② FISH 法によるウイルス RNA の局
在解析。 

③ 既存の細胞内顆粒形成マーカータ
ンパク質や細胞小器官マーカーと
の局在解析 

④ 蛍光ラベルしたタンパク質を発現
する細胞株を用いたライブイメー
ジによる顆粒形成メカニズムの解
析 

2) ウイルスタンパク質による顆粒形成の阻
害とその機能解析。 

3) RLR と共局在が確認された分子に対し
て、遺伝子発現抑制実験により顆粒形成
への関与及び抗ウイルスシグナルへの影
響を解析 

 
４．研究成果 
1) RLR を特異的に認識する抗体を用いた免
疫染色の結果、通常細胞質に広く分布してい
る RLR が IAVΔNS1 感染させた細胞では顆
粒状に集積していた。さらにこの顆粒は IAV
の RNA と共局在を示した(図 2)。 

 
図 2. IAV vRNA と RIG-I の局在解析 

 
 
また、ミトコンドリア上に発現している RLR
のアダプター分子である IPS-1もウイルス感
染に伴い一部のミトコンドリア上に集積し、
RIG-I の周囲に集まっていた。さらに PKR
や OAS などの抗ウイルスタンパク質もウイ



ルス感染に伴い顆粒状に集積し、RIG-I と共
局在を示した。さらに IAVΔNS1以外のRNA
ウイルスである NDV や HCV 感染によって
も RIG-I の顆粒形成が観察された。 
 次にRIG-Iの顆粒を電子顕微鏡で観察した
結果、どの細胞小器官とも共局在せずに細胞
質内に集積していることが明らかになった。
以上からRLRの顆粒がHeat shockや酸化ス
トレスなどによって誘導される stress 
granule (SG)と構造が非常に類似していると
推測されたため、SG マーカータンパク質に
特異的な抗体を用いて RLR との局在を解析
した。その結果、IAVΔNS1 感染で一過的に
SG が形成され、RIG-I とウイルスタンパク
質(NP)が SG マーカータンパク質(TIAR)と
共局在を示した (図 3)。 

 
図 3. IAV 感染細胞の局在変化 

 
 
2) RLR の顆粒は野生型の IAV 感染細胞では
形成されず、IAVΔNS1 の感染細胞でのみ形
成されるため、IAV の非構造タンパク質 1 つ
である NS1 がこの RLR の集積を阻害してい
ることが推測された。そこで、NS1 の機能の
解析を行った結果、NS1 の N 末端側にある
RNA binding domain が RIG-I の顆粒形成及
び IFN 産生を抑制していることが明らかに
なった。 
 
3) RLR を介した抗ウイルスシグナルと SG
形成について解析を行った。siRNA を用いて
SG マーカータンパク質の 1 つである G3BP
の発現を抑制し SG 形成を阻害すると、IAV
ΔNS1 感染時の RIG-I の顆粒形成も阻害さ
れ、同時に IFN の産生が顕著に抑制された。
さらに解析の結果 IAVΔNS1 感染では PKR
を介して eIF2αがリン酸化されSG及びRLR
の顆粒が形成されることが明らかになった。
G3BP 同様に siRNA により PKR の発現を抑
制した細胞では、 IAVΔNS1 感染による
RIG-Iの顆粒形成及び IFN産生が抑制された。
これらの結果から、この顆粒状の集積を
avSG と命名し、avSG 形成は RLR による、
IAV の RNA 認識及び IFN 産生に必須な役割
を担っていることが明らかになった(図 4)。 
 
 
 
 

 
図 4 avSG 形成と抗ウイルス反応のモデル 
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