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研究成果の概要（和文）：細胞質内に存在する Raftlin は HeLa 細胞とヒト単球由来樹状細胞に

おいて、合成二重鎖 RNA である poly(I:C)の細胞内取り込みと細胞質内拡散に必須な分子であ

ることを明らかにした。また、マウスにおいても raftlin ファミリーである raftlin-2 が poly(I:C)
の細胞内取り込みと細胞質内拡散に必須な分子であることも明らかにした。以上のことから、

ヒトとマウスの両者において Raftlin は poly(I:C)の細胞内輸送に関わる分子の一つであると考

えられる 
 
研究成果の概要（英文）：we show that the cytoplasmic lipid raft protein, Raftlin, is essential 
for poly(I:C) cellular uptake in human myeloid DCs and epithelial cells. When Raftlin was 
silenced, poly(I:C) failed to enter cells and induction of IFN-beta production was inhibited. 
In addition, cellular uptake of B-type oligodeoxynucleotide that shares its uptake receptor 
with poly(I:C) was suppressed in Raftlin knockdown cells. Upon poly(I:C) stimulation, 
Raftlin was translocated from the cytoplasm to the plasma membrane where it colocalized 
with poly(I:C), and thereafter moved to TLR3-positive endosomes. Thus, Raftlin cooperates 
with the uptake receptor to mediate cell entry of poly(I:C), which is critical for activation of 
TLR3. 
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１．研究開始当初の背景 
(1)1990 年代の後半、病原体特有の構造を認
識 し 自 然 免 疫 を 誘 導 す る Toll-like 
receptor(TLR）が発見された。TLR の発見
によりヒトの免疫研究において自然免疫が
再び脚光を浴びることになった。現在までに、

ヒトでは 10 種類の TLR が発見されている。 
 侵入病原体の一種であるウィルスは自己
で増殖せず、動物、細菌、真菌、植物などの
侵入した生細胞の代謝機能を借りることで
自己の複製を行っている。ウィルスに侵入さ
れた細胞は、ウィルス特有の保存された構造
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を認識することで自然免疫応答を誘導する。
ウィルス侵入によって生じるウィルス由来
の二重鎖核酸 (dsRNA) を認識するのが
Toll-like receptor 3(TLR3)である。TLR3 は
エンドソームに局在するため細胞外の
dsRNA を細胞内の TLR3 へ受け渡すことが
TLR3 を介したウィルス認識には必須事項に
なる。しかし、細胞外の dsRNA を細胞内に
取り込み細胞内のエンドソーム上にある
TLR3 に受け渡す機構は未だに明らかになっ
ていない。 
(2) 2006年Leeらによりマウス骨髄由来マク
ロ フ ァ ー ジ (BMDMs  ;  bone 
marrow-derived macrophases) に お い て
CD14 が dsRNA の取り込みおよびサイトカ
イン誘導に関与していると報告された
(Immunity, 24, 153-163, 2006)。その中で、
CD14 はライソゾームに移行した TLR3 にｄ
ｓＲＮＡを輸送する役割を担っていること
を明らかにし、細胞内への dsRNA の取り込
みは細胞表面分子を介して行われることを
示唆した。CD14 は直接合成二本鎖 RNA で
ある poly(I:C)に結合することが示され、さら
に CD14 ノックアウトマウス BMDMs で
poly(I:C)による炎症性サイトカイン生成量
が 20-50%に低下することが示された。また、
CD14 に poly(I:C)が結合することによって
TLR3 はライソゾームに移行し、CD14 およ
び poly(I:C)と共局在することも示されてい
る。 
 
２．研究の目的 
本研究では、「細胞外 dsRNA を細胞内に取り
込む受容体が細胞表面に存在し、TLR3 を介
した生体防御機構に関与している」ことを示
し、「細胞表面に存在する細胞外 dsRNA を取
り込む受容体によってTLR3を介した生体防
御機構がはたらき、dsRNA の生体内からの
排除という重要な生体防御機構の一端」を明
らかにすることができる。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞表面に存在すると予想されるdsRNA
受容体をヒト細胞から単離し、遺伝子配列、
アミノ酸配列を明らかにする。すなわち、ヒ
ト胎児腎細胞由来の HEK293 細胞の細胞膜
タンパク質を精製分離し、dsRNA 受容体と
推測されるタンパク質の dsRNA に結合する
という性質を利用し、合成 dsRNA である
poly(I:C)を用いて Affinity精製を行い単離す
る。単離した新規 dsRNA 受容体のアミノ酸
配列を質量分析計(MS)によって明らかにす
る。また、明らかになった dsRNA 受容体ア
ミノ酸配列を用いて既存のアミノ酸配列と
比較し構造の予測及び、dsRNA 結合以外の
機能に関して推測する。 
(2)(1)によって明らかにした poly(I：C)に結

合する新規タンパク質の中から細胞内の
poly(I：C)輸送に関与すると考えられるタン
パク質機能解析 
・ノックダウン細胞を用いたルシフェラーゼ

アッセイによる poly(I：C)刺激における I
型インターフェロンの測定 

・ノックダウン細胞を用いてラベルした
poly(I：C)の細胞内輸送の可視化 

 
(3)(2)で明らかにしたヒト細胞において
poly(I：C)輸送に関与すると考えられるタン
パク質のマウス細胞における機能比較 
 ※(2)と同様 
 
４．研究成果 
(1)Human Raftlin 
a)HEK293 細胞 
 
①Toll-like receptor 3 と Raftlin 
 HEK293 細胞に Toll-like receptor3 を過剰
発現させ Raftlin をノックダウンし、
poly(I：C)刺による I型インターフェロンと
炎症性サイトカインの誘導への影響をルシ
フェラーゼアッセイで解析した。 
 その結果、Raftlin をノックダウンさせる
と TLR3 を介した poly(I：C)刺激による IFN-
βの誘導を有意に抑制した(A)。 
さらに、炎症性サイトカインである NF-ｋB
の誘導においても有意に抑制した(B)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 



 

 

②Toll-like receptor 2 と Raftlin 
 HEK293 細胞に Toll-like receptor2 を過剰
発現させ Raftlin をノックダウンし、
poly(I：C)刺による炎症性サイトカインの誘
導への影響をルシフェラーゼアッセイで解
析した。 
 その結果、Raftlin をノックダウンさせて
も TLR2 を介した MALP2 刺激による炎症性サ
イトカインである NF-ｋB の誘導を抑制しな
かった(C)。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
b)ヒト単球由来樹状細胞  

 
①ヒト単球由来樹状細胞において定
常状態においてRaftlinは発現してお

り、Raftlin をノックダウンさせると合成二
重鎖 RNA である poly(I：C)刺激による IFN-
βの誘導は抑制された。 

②そこで、Texas-Red を用いてラベルした
poly(I：C)の取り込みを共焦点顕微鏡を用い
て経時的に観察した。その結果、コントロー
ルに比べてノックダウン細胞では明らかに
poly(I：C)の取り込みが抑制 
された。 

 
C)Raftlin 取り込み機序の解析 
 
①Raftlin の膜結合部位の特定 
 
 研究者らが既に poly(I：C)は Clathrin 依
存的に取り込まれることを明らかにしてい
る(J. Immunology, 2008, 181, 5522-5529)。
そこで、Raftlin と Clathrin が poly(I：C)
刺激によって結合するのかを免疫沈降法を
用いて解析を行った。 
 その結果、37℃ 10 分 poly(I：C)刺激を
与えた場合、Raftlin と Clathrin が結合して
いることが明らかとなった。 

 
②Clathrin 依存的取り込みに関与する
Raftlin の機能 
 
 C)の①で示したように、 Raftlin は
poly(I：C)刺激によって Clathrinと結合し、
poly(I：C)を細胞内に取り込んでいることが
明らかとなった。そこで、Clathrin 依存的に
取り込まれる Transferrin も Raftlin が関与
しているのかを明らかにするために Raftlin
をノックダウンさせた HeLa 細胞を用いて赤
色にラベルされた Transferrinの取り込みを
経時的に観察をした。 
 その結果、コントロール細胞と Raftlin ノ
ックダウン細胞では、取り込みには差は見ら
れなかった。 
 

 
 
 以上のことから、ヒト細胞において
Raftlin は poly(I：C)の取り込みに重要なは
たらきをしていると考えられる。 



 

 

(2)Mouse Raftlin 
 
a)マウス骨髄単球由来樹状細胞 
 (Raftlin ノックアウト) 
 
 Raftlin をノックアウトしたマウスの骨髄
から単球を分離し樹状細胞へと分化させた。
Wild type と Raftlin KO の細胞を比較しこれ
らの細胞を用いて poly(I：C)刺激を行い定量
PCR によって誘導された I 型インターフェロ
ンを測定した。 
 その結果、Raftlin がノックアウトされて
いてもマウスにおいて poly(I：C)刺激による
IFN-βの誘導を阻害しなかった。 
 

 
 
 
b)マウス骨髄単球由来樹状細胞 
 (Raftlin ノックアウト /  
  Raftlin-2 ノックダウン) 

 
 マウス細胞はヒト細胞と異なり Raftlinと
78%の相同性を有する Rafltin-2 が発現して
いる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、Raftlin ノックアウトマウス由来の
細胞にRaftlin-2をノックダウンさせa)と同
様の条件で poly(I：C)刺激による I型インタ
ーフェロンを定量 PCR を用いて測定した。 
 その結果、Raftlin ノックアウト細胞にさ
らに Raftlin-2ノックダウンさせることによ
って有意に IFN-βの誘導を抑制した。 

 
 そこで、Raftlinノックアウト / Raftlin-2 
ノックダウン細胞を用いて Texas-Redラベル
した poly(I：C)の取り込みを経時的に観察し
た。 
 その結果、Raftlin-2 をノックダウンした
場合、ヒト細胞と同様に poly(I:C)の取り込
みが阻害された。 

 
 以上のことから、マウス細胞において
Raftlin-2 が poly(I:C)の取り込みに重要な
はたらきをしていると考えられる。 
 
 本研究において、Raftlin が poly(I:C)の
取り込みに関与しているという新規機能を
明らかにすることに成功した。 
さらに、細胞外の二重鎖 RNA の未知の取り

込み機構を解明するにあたり、本研究は起爆
剤になりうると考えられる。 
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