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研究成果の概要（和文）：TLR7およびTLR8は一本鎖RNAを認識するセンサーとして知られます。一方、これらのTLRには
CL075やR848などの人工合成低分子リガンドも存在しますが、天然の低分子リガンドの存在はこれまで知られていませ
ん。我々はTLR7が一本鎖核酸存在下でグアノシンを認識することを発見しました。またグアノシンに加え、TLR7は疾患
マーカーとして知られる修飾型グアノシン類にも応答性を示しました。我々の結果は、TLR7の内因性低分子リガンドを
明らかにすると共に、これまで機能不明であった生体内グアノシンアナログに自然免疫応答を誘導する役割があること
を示してます。

研究成果の概要（英文）：Toll-like receptor 7 (TLR7) and 8 were considered to recognize single-strand RNA 
(ssRNA). Although these receptors also respond to synthetic small chemical ligands, such as CL075 and 
R848, it remains to be determined whether these receptors sense natural small molecules or not. We find 
that TLR7 work as the sensor for guanosine (G) /2’-deoxyguanosine (dG) in the presence of ORN where ORN 
strengthens TLR7 interaction with G/dG. In addition, modified nucleosides such as 7-methylguanosine, 
8-hydroxyguanosine and 8-hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG), activated TLR7 with ORNs. Importantly, 8-OHdG -a 
well-known oxidative DNA damage marker with unknown function- induced strong cytokine production 
comparable to G and dG both in mouse and human immune cells. Our results shed light on the biological 
function of guanosine and modified guanosines in innate immune response.
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１． 研究開始当初の背景 
 
免疫細胞に高発現する病原体レセプターの
Toll Like Receptor (TLR) は侵入病原体を感
知し、早期の炎症およびその後の獲得免疫応
答を誘導することで侵入病原体を効率的に排
除する役割を担う。その為、TLR を標的とした
アジュバントなどの免疫賦活化剤の開発が数
多く進められている。しかし、過剰な TLR応答
は自己免疫疾患の発症につながり、生体にと
っての脅威にもなり得る。このことから、認識す
るリガンドを含めて TLR 応答を正確に理解す
ることが必要不可欠である。 
ウイルス由来の一本鎖 RNA（ssRNA）を
認識する TLR7や TLR8 (TLR7/8)は、ウイ
ルス感染防御に必要不可欠である。また、
TLR7/8 には強力に免疫応答を誘導する人
工の低分子合成リガンド (CL097, R848, 
Loxoribineおよび Imiquimodなど)も知られ
ており、Imiquimod のように免疫賦活化剤
として市販されているものもある。しかし、
病原体内や生体内に TLR7/8 の低分子リガ
ンドが存在するという報告はなく、低分子
リガンドの生理的な意義は全く不明である。 

 
２． 研究の目的 
 
申請者らは TLR8/ssRNAの結晶構造解析結
果を基に ssRNAがTLR8による低分子リガ
ンド応答を相乗的に増強する可能性を見出
した。本研究では、ssRNA による TLR7/8
の応答制御機構を解明すると共に、これま
でに報告のない TLR7/8 の内因性低分子リ
ガンドを同定する。 
 
３． 研究の方法 
 
TLR7や TLR8は ssRNAに対するセンサー
である。一方、低分子リガンドに対しても
応答する。TLR8/ssRAN の構造解析結果よ
り、TLR8は Uridine (U) に結合する事、オ
リゴヌクレオチド（分解された ssRNA）が
Uridine とは異なる部位に結合する事で
Uridine(U)と TLR8 の結合を強くすること
が明らかになっている。本研究では、主に
TLR7 の Nucleoside に対する応答性を中心
に調べた。以下に検討方法を記す。 
 
TLR7と Nucleosideとの応答性の検討 
 
 TLR8 の ssRNA 認識において、実際に
TLR8が認識していたのは Uとオリゴヌク
レオチドあったことより、TLR7 も ssRNA
の分解産物を認識している可能性が考えら
れた。この点を検討するために、HEK293
細胞を用いた NF-κB レポーターアッセイ
を行った。構造解析結果に一致して、TLR8
と NF-kB luciferase レポーターを発現した
細胞では ssRNA と U を加えた時にのみ強
い NF-kB シグナルの活性化が認められた。

（図１） 

一方、TLR7/Unc93B1と NF-kB luciferaseを
発現させた細胞において様々な Nucleoside
と一本鎖 RNA の共刺激に対する応答性を
検討した結果、TLR7 は U ではなく
Guanosine (G)に応答することが明らかとな
った。（図２） 

 
修飾型 Nucleosideに対する応答性の検討 

TLR7，TLR8は病原体に特異的に応答す
るために、病原体と宿主の核酸の違いを認
識仕分けている事が報告されている。例え
ば、宿主はメチル化など、核酸を修飾する
ことが多いが、細菌などの病原体ではその
様な修飾まれである。興味深いことに、
TLR7，TLR8 は修飾された RNA に対する
応答性が低い。その為、自己と非自己を認
識可能であると考えられている。 
我々の研究結果より、ssRNA存在下にお
いて TLR7と TLR8は Nucleosideに応答す
る事が明らかとなった。そこで、様々な修
飾型UやGに対する応答性をレポーターア
ッセイやマクロファージなどの免疫細胞を
用いて検証した。その結果、一部の修飾型
Gや Uがそれぞれ TLR7と TLR8のリガン
ドになり得ることが判明した。特に酸化型
の Guanosineや 2’-deoxyguanosineは ssRNA
存在下において強力な TLR7 リガンドであ
った。以上の結果より、TLR7/8は修飾の有
無に関わらず遊離 Nucleosideをリガンドと
して認識し得ることが証明された。 



 
４． 研究成果 
 
これまで TLR7/8は ssRNAセンサーである
と考えられてきたが、ssRNA単独では非常
に弱い免疫応答しか誘導することができな
かった。また、強力に TLR7/8 応答を誘導
する人工低分子リガンドの存在は知られて
いたが、実際に低分子リガンドが存在する
のか否かは不明であった。 
本研究成果より、TLR7/8はオリゴヌクレオ
チドと低分子リガンドの両方が共存する際
に非常に強い免疫応答を誘導し得るレセプ
ターであることが判明した。またオリゴヌ
クレオチド存在下において、TLR7と TLR8
はそれぞれGとUのレセプターであること
も判明した。特に酸化ストレスマーカーで
あり、様々な疾患において血中および尿中
濃度の上昇が報告されている 8-OHdG に
TLR7が応答したことより、TLR7が生体内
において酸化ストレスセンサーとして機能
する可能性が示唆された。今後、今回発見
された TLR7/8 の低分子リガンドが実際に
疾患の発症と関わるか否かの検証が必要で
ある。 
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