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研究成果の概要（和文）：パンデミックインフルエンザやエボラ出血熱など、ウイルス感染症の問題は個人の健康だけ
ではなく、社会の停滞やパニックを引き起こす親告な問題である。強い抗ウイルス作用を持つI型インターフェロン（I
FN）は、ウイルス感染後に、自然免疫応答により産生される。本研究では、この自然免疫応答の分子機構の研究を進め
、ウイルス感染時にはRipletユビキチンリガーゼやRIOK3キナーゼ分子が自然免疫応答を制御することを発見した。こ
れらの成果は、創薬の為の新たな分子標的の同定に繋がる。

研究成果の概要（英文）：Innate immune response is essential for controlling viral infection. Cytoplasmic 
viral RNA is recognized by RIG-I-like receptors (RLRs) including RIG-I and MDA5. RLRs trigger the signal 
to induce type I IFN production, which possesses strong antiviral activities. We revealed that the Riplet 
ubiquitin ligase mediates K63-linked polyubiquitination of RIG-I C-terminal region, resulting in type I 
IFN expression. Interestingly, we found that Hepatitis C virus, which is a major cause of hepatocellular 
carcinoma, suppress Riplet activity in order to escape host innate immune response. RIOK3 is a protein 
kinase, and our study revealed that RIOK3 phosphorylates MDA5 C-terminal region, which resulted in 
abrogation of MDA5 multimer formation required for type I IFN expression. These findings provided an 
important insight into the molecular mechanism of antiviral innate immune response.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 パンデミックインフルエンザやエボラ出
血熱、また、ヒトの肝癌の約７割の原因とし
て知られる C 型肝炎ウイルス等、ウイルス感
染症は個人の健康と生命を脅かすだけでな
く、社会の停滞や混乱を引き起こす深刻な問
題である。  
 I 型インターフェロンは強い抗ウイルス作
用を持つサイトカインであり、自然免疫応答
により産生される。一方で、ウイルスはこの
自然免疫応答を抑制するため、宿主に感染で
きる。しかし、このウイルスに対する自然免
疫応答と、ウイルスによるその抑制のメカニ
ズムは十分には解明されていない。このメカ
ニズムを解明することは、創薬の新たな分子
標的の同定と、新たな治療法の開発に繫がる
と期待される。 
 C 型肝炎ウイルスは、ヒトの肝癌の約７割
の原因として知られる。肝癌の治療薬として
使用されている I 型インターフェロンは、副
作用の為、これに変わる治療法が模索されて
いる。このウイルスは、ヒトの自然免疫応答
を抑制することで持続感染することが知ら
れている一方で、その詳細なメカニズムには
不明な点がまだ残っている。また、最近、C
型肝炎の治療成績と III 型インターフェロン
遺伝子の多型に相関があることが報告され
た。しかし、この III 型インターフェロンの
産生機序や、その作用機序については十分に
解明されていない。 
 細胞質内のウイルス RNA は RIG-I 様受容
体と呼ばれる RIG-I と MDA5 により主に認
識される。C 型肝炎ウイルス、A 型インフル
エンザウイルス等は主にRIG-Iにより認識さ
れ、麻疹ウイルス等は MDA5 により認識さ
れる。この RIG-I や MDA5 の異常な活性化
は、自己免疫疾患の原因となることが報告さ
れており、その活性化が厳密に制御されてい
る。我々はこれまで、RIG-I の翻訳後修飾を
になう Riplet ユビキチンリガーゼを単離し、
これが、K63-ポリユビキチン鎖を RIG-I に結
合することでRIG-I活性化を誘導することを
報告した。一方で、MDA5 分子はリン酸化に
よる活性制御が重要であることが報告され
ているが、そのリン酸化酵素は未知である。 
 ヘルペスウイルス等の DNA をゲノムに持
つウイルスは、細胞質内の DNA センサー分
子により認識され自然免疫応答が誘導され
る。これまで、RNA の認識に関与する RIG-I
が、ヒト細胞ではウイルス DNA の認識を行
うとの報告がある一方で、cGAMP を合成す
る cGAS 分子のノックアウトマウスでは、
DNA ウイルスに対する自然免疫応答が消失
することが報告されるなど、不明な点が多く
残っている。 
  
 
２．研究の目的 
 自然免疫はウイルス増殖の抑制に必須で
ある。しかし、その分子機構は十分には解明

されていない。一方で、ウイルスはこれらの
自然免疫応答を抑制する。 
 このウイルスに対する自然免疫応答と、ウ
イルスによる自然免疫抑制の分子機構を解
明することは、ウイルス感染症の新たな治療
法の開発や創薬の基礎として重要である。
我々はこれまで、細胞質内のウイルス認識の
分子機構の研究を進め、本研究では、我々の
研究成果をさらに発展させ、ウイルスに対す
る自然免疫応答の新たな分子機構の解明と、
ウイルスによる抑制の新たな分子機構の解
明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 ウイルスとして C型肝炎ウイルスや A型イ
ンフルエンザウイルスや水泡性口炎ウイル
スを用い、培養細胞としては、ヒトやマウス
の株化した細胞や、マウスより単離した脾細
胞などを用いた。解析方法として、免疫沈降
や共焦点顕微鏡による細胞内局在の観察な
どの分子生物学的手法に加え、産生されるサ
イトカイン量の定量や、免疫細胞の活性化の
測定などの免疫学的手法により研究を行っ
た。 
 
４．研究成果 
（１）Riplet ユビキチンリガーゼによる
RIG-I 活性化機構 
 細胞質内のウイルス RNA センサーである
RIG-I は、ウイルス由来の二重鎖 RNA を認識
すると、ポリユビキチン修飾を受ける。この
時、ユビキチンの６３番目のリジンを介した
ポリユビキチン鎖が付加されると、RIG-I は
活性化し、I 型インターフェロンの産生が誘
導される。このポリユビキチン化には TRIM25
と呼ばれるユビキチンリガーゼと、我々が
Riplet と名付けたユビキチンリガーゼの両
方が関与する。しかし、その役割分担は不明
確であった。 
 そこで、この役割の違いを詳細に調べたと
ころ、RIG-I がウイルス RNA と結合すると、
まず、RIG-I の C末端が、Riplet によりポリ
ユビキチン化され、その後、TRIM25 によりさ
らに、RIG-I の N 末端の CARDs 領域がポリユ
ビキチン化されることが明らかとなった。 
 
（２）C型肝炎ウイルスによる Riplet ユビキ
チンリガーゼの分解機構の解明 
 この RIG-I は、ヒトの肝癌の約７割の原因
となるC型肝炎ウイルス(Hepatitis C virus: 
HCV)を認識する。RIG-I が HCV の 3’非翻訳
領域に存在する polyU/UC 配列を認識し I 型
インターフェロン産生を誘導するが、HCV の
NS3-4AプロテアーゼはこのRIG-IによるI型
インターフェロン産生を抑制することが知
られている。これまで、この NS3-4A プロテ
アーゼは、RIG-I のアダプター分子である
MAVS 分子を切断し、MAVS をミトコンドリア
外膜上から遊離させることで、RIG-I 依存的
なシグナルを阻害すると考えられ、これが、



HCV がヒトの肝細胞内で数十年に亘り持続感
染する原因であると思われていた。しかし、
最近の研究成果から、持続感染しない A型肝
炎ウイルスのタンパク質も、MAVS タンパク質
を切断することが明らかとなり、HCV の
NS3-4A による MAVS の切断だけでは、HCV が
自然免疫応答を抑制し持続感染する理由を
説明できないことが指摘されていた。 
 そこで、我々はこの詳細なメカニズムを検
討したところ、上記の Riplet ユビキチンリ
ガーゼの活性中心が、HCV の NS3-4A により切
断されることを発見した。これは、HCVが MAVS
だけではなく、Riplet ユビキチンリガーゼ等
の他の分子をも切断することで持続感染で
きるように自然免疫応答を抑制しているこ
とを示唆する。 
 

（３）C 型肝炎ウイルスによる III 型インタ
ーフェロン産生機構 
 C 型肝炎の治療効果と相関する SNP の解析
から、抗ウイルス作用を持つ III 型インター
フェロンの遺伝子多型が、治療効果と相関す
ることが報告されている。 
 治療に用いられるI型インターフェロンは
鬱などの副作用がある。そのため、III 型イ
ンターフェロンを用いることで、I 型インタ
ーフェロンの副作用を引き起こさず治療に
用いることができる可能性がある。しかし、
一方で、この III 型インターフェロンの産生
機構やその作用機序は十分には解明されて
いない。 
 我々は、マウス動物モデルを用い III 型イ
ンターフェロン産生機構を調べたところ、細
胞質内の HCV RNA を RIG-I が認識し、III 型
インターフェロン産生を誘導することを発
見した。HCV に感染した肝細胞は、その放出
されるエクソソーム内にウイルスRNAを含む
ことが知られている。興味深いことに我々は、
このエクソソーム内の HCV RNA は古典的樹状
細胞の TLR3 により認識され III 型インター
フェロンが産生されることを発見した。 
 III 型インターフェロンは I 型インターフ

ェロンと同様に抗ウイルス作用を持つ。I 型
インターフェロンは、NK 細胞の活性化等を介
した細胞傷害活性を誘導するが、我々は、III
型インターフェロンにはこの細胞傷害活性
の誘導能は無いことを発見した。一方で、III
型インターフェロンはヒト肝細胞の抗ウイ
ルスヌクレアーゼ等の分子の発現を誘導す
ることで、HCV を排除することを発見した。 
 
（４）MDA5 の活性を抑制する RIOK3 分子の同
定 
 MDA5 分子はリン酸化されることで抑制状
態にある。ウイルスに感染すると、PP1α等
のホスファターゼによる脱リン酸化を受け、
活性化する。一方で、定常状態でのリン酸化
を行うキナーゼ分子は未同定であった。我々
は こ の キ ナ ー ゼ 分 子 の 探 索 を 、 酵 母
two-hybrid 法によるスクリーニングにて実
施し、RIOK3 分子を同定した。 
 この RIOK3 分子は、MDA5 の C末端領域をリ
ン酸化することで、MDA5 の重合を阻害し、そ
の活性化を抑制することを解明した。 

 
（５）自然免疫に於ける細胞特異的な DNA 認
識機構 
 ヘルペスウイルス等のDNAをゲノムに持つ
ウイルスの DNAは細胞質内の DNAセンサーに
より認識される。これまで、DNA センサーと
して、ウイルス RNA を認識する RIG-I や、
cGAMPを合成するcGAS分子が報告されている。 
 RIG-I が、ミトコンドリア上の MAVS 分子を
介してシグナルを伝えるのに対し、cGAS 分子
は小胞体上に存在するSTING分子を介してシ
グナルを伝える。何れの分子も、TBK1 と呼ば
れるリン酸化酵素を活性化しI型インターフ



ェロン産生を誘導する。この TBK1 は活性化
すると自己リン酸化することが知られてい
る。そこで、この TBK1 の自己リン酸化され
る場所を指標に、ヒトやマウス等の細胞で、
TBK1 がミトコンドリア上で活性化するのか、
小胞体上で活性化するのかを調べた。 
 興味深いことに、ヒトの肝細胞や HeLa 細
胞等では、細胞質内の DNA 刺激により、主に
ミトコンドリア上にリン酸化した TBK1 が観
察された。これは、TBK1 が RIG-I 依存的な経
路で活性化していることを示唆している。一
方、マウスのマクロファージ用の細胞や、肝
細胞等では主にミトコンドリア以外の場所
に局在し、STING 分子と共局在することが発
見し、マウス細胞では主に cGAS 経路が活性
化していることが示唆された。これらは、自
然免疫に於ける DNA 認識機構が、ヒトやマウ
スの細胞ごとに異なることを示唆している。 
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