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研究成果の概要（和文）：本研究では、Toll-like receptor 7 (TLR7)を中心とした核酸認識系TLRの応答制御機構を解
明するために、ファンクショナルクローニングを行ってTLR7の応答を制御する分子の探索を行った。また、TLR7の応答
が亢進して自己免疫疾患を発症するマウス（Unc93 homolog B1のD34A変異マウス。以下D34Aマウス）において、その表
現型に関与する分子を探索した。
その結果、後者のアプローチから、I型インターフェロン受容体のシグナルがD34Aマウスの発症に関わることを明らか
にした。また、I型インターフェロンが特定の細胞におけるTLR7発現の維持に関わることを示した。

研究成果の概要（英文）：We tried functional cloning to find new molecules controlling the response of 
nucleic acid-sensing Toll-like receptors (TLRs), like TLR7. As the other way, we analyzed the phenotype 
of Unc93 homolog B1 (Unc93B1) D34A mutant mice, which suffer from systemic inflammation caused by TLR7 
hyperactivation
As results, we found that the phenotype of D34A mice was attenuated by lacking type I interferon receptor 
(IFNAR1). Type I IFN signaling maintained the expression of TLR7 in B cells, and the number of 
TLR7-expressing conventional dendritic cells, respectively.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
（１）自然免疫系の受容体は、病原体に共通
する構造を認識して免疫応答を惹起する、生
体防御の最前線を担う分子である。その一方、
自己（宿主）に由来する分子をも内因性リガ
ンドとして認識し、非感染性の慢性炎症であ
る「自然炎症」を誘導することが知られてい
る。特に、核酸は病原体と宿主との間で高度
に保存された構造を持つことから、核酸を認
識する自然免疫系受容体の応答性は厳密に
制御されなくてはならない。 
 
（２）核酸認識系受容体の一つである
Toll-like receptor 7 (TLR7)の過剰な応答は、
全身性エリテマトーデスや乾癬などの因子
として考えられていた。また、我々は TLR7
の応答制御にUnc93 homolog B1 (Unc93B1)
が必要であり、Unc93B1 に D34A 変異を加
えると応答制御機構が破綻してTLR7の応答
性が亢進することを見出していた。Unc93B1
に D34A 変 異 を 持 つ マ ウ ス は
（Unc93b1D34A/D34A、以下 D34A マウス）、
TLR7 の応答性が亢進する結果として全身性
の自己免疫疾患を自然発症する。 
 
（３）D34A マウスは系統によって表現型が
異なる。すなわち、C57BL/6バックグラウン
ドでは血小板減少や脾腫などの表現型が見
られるのに対して、BALB/c バックグラウン
ドではこれらの表現型が弱い（下図）。しか
しながら、TLR7 の応答亢進については両方
の系統で認められたため、D34A マウスで見
られるような表現型の誘導には、TLR7 の過
剰な応答に加え、遺伝子背景依存的な調節因
子の存在が予測された。 
 また、D34A マウスの細胞は活性化され、
様々なサイトカインやインターフェロンが
誘導されていることから、これらサイトカイ
ンの表現型に対する関与が考えられた。 

 
 
２．研究の目的 
 D34A マウスの表現型は脾腫、肝炎、血小
板減少症、自己抗体の産生など多岐に及ぶ。
しかたがって、TLR7 の応答制御は生体の恒
常性維持に必須であると考えられるが、応答

制御機構には未知の部分が大きく残されて
いる。 
 また、TLR7の応答制御破綻による炎症と、
表現型とを結びつける因子も多様に存在す
ることがうかがえる。そこで本研究では、
TLR7 の応答制御機構を解明するべく、新規
関連分子の探索と解析を目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）Unc93B1の N末端側は可塑性に富む
天然変性領域であると推測されることから、
様々な分子との相互作用を持つ可能性があ
る。Unc93B1 の D34A 変異体は「機能欠損
型」であるとするならば、野生型の Unc93B1
は特定の分子と結合し、TLR7 の応答性を抑
制しているとの仮説を立てた。したがって、
この分子を欠損させることができれば、
TLR7の応答は亢進すると予測された。 
 この仮説に基づき、shRNA ライブラリと
レポーターアッセイを組み合わせたファン
クショナルクローニングを行った（下図）。
この系では、特定の分子に対する shRNA に
よってTLR7の応答性を抑制する分子がノッ
クダウンされると仮定している。また、研究
期間の終盤には、sgRNA ライブラリ（遺伝
子ノックアウト型）に切り替えて探索を継続
した。 

 
（２）C57BL/6 (B6)および BALB/c (BALB)
背景を持つ D34A マウスを交配させ、F1 マ
ウスを得た。さらに、この F1 マウスを B6
およびBALB系統のD34Aマウスへ戻し交配
して N2マウスを得た。この N2マウスにつ
いて表現型を観察し、連鎖解析を行った。 
 
（３）各種サイトカイン・インターフェロン
のノックアウトマウスとD34Aマウスを交配
させ、それぞれの遺伝子を欠損した D34Aマ
ウスを作成した。また、主に T細胞や B細胞
を欠損する D34Aマウスを作成して、これら
の表現型を観察した。 
 
４．研究成果 
（１）shRNA ライブラリを用いたファンク
ショナルクローニングにより、ノックダウン
することでTLR7の応答性を亢進させる分子
が複数得られた。しかし、これらは全てオフ



ターゲット効果によるものであったことか
ら、shRNA ライブラリによるスクリーニン
グは断念した。 
 しかし、TLR7 の応答性が亢進した細胞を
得られたことから、shRNA のオフターゲッ
ト効果を除けば、ファンクショナルクローニ
ングによる探索系は問題なく機能している
と考えられた。そこで、shRNA よりも特異
性が高いとされる sgRNA ライブラリに切り
替えて、検討を進めた。現時点では予備実験
の段階だが、TLR7 の応答に必要な分子を探
索したところ、一連の既知分子が同定された。
したがって、sgRNA ライブラリを用いたフ
ァンクショナルクローニングを行えば、
TLR7 の応答性を抑制する分子が同定できる
ものと期待している。本研究は、こうした技
術的な基盤を築く上で有用であったと考え
られる。 
 
（２）B6系統と BALB系統の D34Aマウス
を用いて連鎖解析を行ったところ、B6の N2
マウスでは表現系と有意に関連する染色体
領域は得られなかった。この点については、
調節因子の浸透率の低さが考えられる。 
 また、BALBの N2マウスでは表現型を抑
制する領域が見出されたものの、該当する領
域が幅広く、遺伝子の同定には至らなかった。 
 そこで、D34A マウスの系統を変更するべ
く、他の系統の表現型を検討した。その結果、
C3H/HeN (C3H)系統の D34A マウスは、
BALB 系統よりも表現型が弱いことを見出
した。このことから、C3H系統と B6系統を
使用した連鎖解析により、より明確な結果が
得られることが示唆された。 
 
（３）D34Aマウスでは Th1や Th17の顕著
な増殖が見られたため、Ifngおよび Il17a遺
伝子をノックアウトして表現型を観察した
が、これらのサイトカインを欠損させても特
に表現型は影響を受けなかった。また、T細
胞を欠損させた場合も、B細胞を欠損させた
場合と比較して表現型の緩和が弱かった。な
お、B細胞を欠損させると T細胞の活性化が
見られなくなるが、ミエロイド系細胞の増殖
は影響を受けなかった。 
 これらの結果から、D34A マウスの表現型
は B 細胞とミエロイド系細胞の活性化を発
端とするのではないかと考えた。これまでに、
ミエロイド系細胞などから産生される I型イ
ンターフェロンによりB細胞のTLR7発現が
維持・増強されるという報告がなされていた
ため、D34A マウスにおいても I 型インター
フェロン受容体 (IFNAR1)を欠損させ、その
表現型を観察した。 
 その結果、脾腫や肝炎、血小板減少症など
の表現型が緩和された（下図）。IFNAR1 欠
損D34AマウスのB細胞はTLR7の発現が減
弱し、TLR7 の過剰応答が見られなくなって
いた。また、B細胞のみならず、cDCにおい
ても TLR7 の発現が減弱していた。ただし

cDCの場合は、IFNAR1が欠損すると TLR7
陽性のサブセットが減少していたことから、
I型 IFNシグナルはB細胞とは異なる方法で
cDCにおけるTLR7応答の制御をしているこ
とが示された。 
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