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研究成果の概要（和文）： RNA分解酵素 Zc3h12a（Regnase-1）の自己免疫疾患発症抑制機構、
及び炎症時の Regnase-1 制御メカニズムに関し検討を行い、Regnase-1 蛋白質が感染に対し
IkBキナーゼによりリン酸化を受け、分解されること、また、Regnase-1が自然免疫細胞のみ
でなく T細胞の制御に重要な役割を果たしていることを明らかにした。 
 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we examined the role of an RNase Regnase-1 (also 
known as Zc3h12a) in the prevention of the development of autoimmune diseases, and 
found that Regnase-1 expressed in T cells as well as macrophages is critical for this task. 
Furthermore, Regnase-1 protein expression is dramatically regulated in the course of 
inflammation in these cells. 
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１．研究開始当初の背景 
病原体の感染は自然免疫により認識され、初
期感染防御応答が惹起される。マクロファー
ジや樹状細胞などの自然免疫担当細胞は、病
原体に特徴的な分子パターンを Toll-like 
receptor (TLR)などの受容体を用いて認識す
る。また、自然免疫システムは獲得免疫系の
活性化にも深く関わっている。自然免疫細胞
が TLR を介して病原体感染を検知すると、
細胞内シグナル伝達経路を活性化し、NFkB
や IFN-regulatory factor (IRF)など転写因子
の核移行が起こり、様々な遺伝子の発現を促
す。これら遺伝子群からサイトカインやケモ

カイン、異なる転写因子など多様な蛋白質が
生成され、炎症応答を制御している。過剰な
免疫応答は敗血症性ショックや自己免疫疾
患などにつながるのに対し、免疫応答が十分
に起こらないと易感染性となる。免疫応答は
様々な分子により調節されているが、この制
御機構は十分に明らかとなっていない。 
私は、マクロファージにおいて TLR によ

り発現誘導される遺伝子群を microarray を
用い網羅的に解析し、TLR刺激により早期に
発現誘導される遺伝子として Zc3h12a を同
定した（Matsushita, Takeuchi et al. Nature 
2009）。Zc3h12aは CCCH型 Zinc finger (Zf)
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モチーフを持つ蛋白質で、Zc3h12a遺伝子欠
損マウスを作製すると、このマウスは自己免
疫性炎症性疾患を自然発症し、ほとんどのマ
ウスが生後 12 週までに死亡した。Zc3h12a
欠損マウス由来マクロファージは TLR 刺激
に対する IL-6や IL-12p40を始めとしたいく
つかの遺伝子発現が野生型と比較して著明
に増加していた。このメカニズムを解析する
と、Zc3h12a が IL-6 や IL-12p40 などの
mRNA をその 3’ -untranslated region 
(UTR)を介して不安定化していることを明ら
かにした。 Zc3h12a の強制発現は IL-6 
mRNA 3’-UTRの stem-loop領域を介して
mRNA の発現を低下させた。Zc3h12a は Zf
モチーフを介して RNA と結合した。また、
Zc3h12aは新規 nuclease領域を持 ち、実際
に IL-6 3 ’ -UTR RNA を 切 断 す る
endonuclease活性を持つ事を明らかにした。
この RNase 活性は Zc3h12a による IL-6 
mRNAの不安定化に必須であった。この様に、
TLR により発現誘導される Zc3h12a が自然
免疫応答制御に重要であることから、この分
子を Regulatory RNase (Regnase)-1と命名
した。 
 
２．研究の目的 
Regnase-1は自然免疫だけではなく獲得免疫
系の調節にも関わっている事が示唆される。
実際に Regnase-1欠損マウスは、野生型と比
較してエフェクター/メモリーT 細胞やプラ
ズマ細胞、クラススイッチ後の B細胞の著明
な増加を認め、血中の様々なクラスの抗体産
生が野生型と比べ増加していた。Regnase-1
は T細胞や B細胞においても発現しており、
直接 T、B細胞において遺伝子発現を mRNA
分解を介して調節している可能性が考えら
れる。しかしながら、実際にどのような遺伝
子をコントロールしているか、またそのメカ
ニズムも分かっていない。獲得免疫活性化に
おける mRNA 制御の役割は若干ではあるが
解析されている。これまでの報告により
RINGフィンガー領域と CCCH型 Zfを持つ
蛋白質である Roquin は共刺激分子である
ICOS の発現を制御することで follicular T
細胞の過剰な増殖を抑制し自己免疫疾患の
発症を制御している事が明らかとなってい
る。 
更に、Regnase-1がどのように制御を受け、

炎症応答を制御しているかのメカニズムも
不明であった。本研究では、Rengase-1の獲
得免疫系における役割、Rengase-1の制御機
構解析から、免疫応答の RNA 制御による調
節メカニズムを明らかにする事を目的とし
た。 

 
３．研究の方法 
（１）Regnase-1の獲得免疫系における役割

の解析 
Regnase-1の獲得免疫細胞、特に T細胞にお
ける役割を解析するために Cre-loxP システ
ムを用い、まず、Regnase-1 floxマウスを作
製した。このマウスを、T 細胞特異的に Cre
を発現する CD4-Cre もしくは Lck-Cre マウ
スと交配し、T細胞特異的 Regnase-1欠損マ
ウスを作製した。このマウスを用いて、組織
学的解析を行ったほか、免疫細胞の分布やそ
の活性化状態を、フローサイトメトリーを用
いて解析した。また、このマウスの脾臓もし
くはリンパ節より CD4+T 細胞を調整し、T
細胞受容体（TCR）刺激に対する応答を解析
したほか、T 細胞より RNA を抽出し、次世
代シークエンサーを用いて遺伝子発現解析
を行った。 
 
（２）Regnase-1蛋白質制御機構の解析 
Regnase-1 に対する抗体を作製し、Western 
blot 法を用いて様々な臓器や細胞における
Regnase-1発現を検討すると共に、マクロフ
ァージや T 細胞において、それぞれ TLR 刺
激や TCR 刺激後の時間経過に対する
Regnase-1 発現を同様に解析した。また、
Regnase-1 発現変化の分子メカニズムを、
IkBキナーゼ、Bcl10、MALT1/paracaspase
などを欠損する細胞を用いて解析した。また、
TLR 刺激に対する、IL6 mRNA の半減期を
Actinomycin Dで細胞を処理することにより
転写を停止させ、その後の mRNA の発現変
化を QPCR法で追うことにより解析した。 
	
 
４．研究成果	
 
（１）Regnase-1 の獲得免疫系における役割
の解析	
 
Regnase-1の Exon 4を 2つの LoxPサイト
で取り囲んだ Floxマウスの作製に成功した。
このマウスを CD4-Cre もしくは Lck-Cre マ
ウスと掛け合わせることにより、T 細胞にお
いて特異的に Regnase-1 が欠失しているこ
とを確認した。この T細胞特異的 Regnase-1
欠損マウスは、全身性に Regnase-1を欠損す
るマウスと同様に、脾腫、リンパ節腫脹を認
め、約 8週移行に死亡していった。このマウ
スは、抗核抗体などの自己抗体を産生すると
共に、プラズマ細胞の増多、様々な臓器への
炎症細胞浸潤を認めた。また、脾臓における
T 細胞を解析すると、そのほとんどが
CD44hiCD62L-のエフェクター細胞であり、
TCRやPMA/ionomycin刺激に対して多量の
IFN-gなどエフェクターサイトカインを産生
した。この Regnase-1を欠損する CD4 T細
胞をレシピエントマウスに移入すると 3ヶ月
後にドナー細胞の生着、レシピエント B細胞
の活性化などを認め、Regnase-1欠損 T細胞
のみで炎症性疾患を発症しうる事が示され
た。従って CD4 T細胞に発現する Regnase-1



が自己免疫疾患発症抑制に重要である事が
明らかとなった。 
次に Regnase-1欠損 CD4 T細胞において

どのような標的 mRNA を制御しているかト
ランスクリプトーム解析を行いコントロー
ル T細胞と比較した。Regnase-1欠損 T細胞
では、Il6 に加えて c-Rel や ICOS、OX40、
IL2 をコードする mRNA が上昇していた。
また、Regnase-1 強制発現によりこれら
mRNAの分解が亢進し、Regnase-1はこれら
mRNA を直接の標的として分解していると
考えられた。また、Regnase-1 と c-Relを共
に欠損するマウスを作製したところ、
Regnase-1単独欠損マウスに比較してエフェ
クターT細胞、プラズマ細胞の増加が改善し 

ており、c-Rel が Regnase-1 の標的として T
細胞活性化に一定の役割を果たしている事
が示された。 

 
このように、Regnase-1 は CD4 T 細胞で

特異的標的 mRNA を分解することにより自
己免疫性炎症性疾患の発症を抑制している
ことが明らかとなった（発表論文（１））。	
 
	
 
（２）Regnase-1蛋白質制御機構の解析 
Regnase-1の発現を検討する目的で、マウス
Regnase-1抗体を作製した。Western blot解
析の結果 Rengase-1 蛋白質は未活性化マク
ロファージにも発現しているが、TLR刺激に
対し、急速に発現が低下する事が明らかとな

った。更なる解析により Regnase-1 は
IRAK-IkB kinase 経路によりリン酸化を受
けユビキチンプロテアソーム型により分解

されることを見出した。このシステムにより

TLR刺激に対し IL-6 mRNAが安定化するこ
とで迅速で十分な IL-6 産生が起こると考え
られた（発表論文（７））。 
次に、T細胞においても同様の Regnase-1

制御システムが存在するかを検討した。T 細
胞では、IL-18 などのサイトカイン刺激に対
しては IkB キナーゼ経路により分解された
が、T 細胞による抗原認識に対しては全く異
なるメカニズムにより制御を受けている事

が明らかとなった。T 細胞受容体刺激に対し
Regnase-1はプロテアーゼであるMALT1に
より切断を受け、分解を受けていた。MALT1
の活性を阻害するとT細胞受容体刺激に対す
る Regnase-1標的 mRNAの半減期が短くな
ることから、MALT1による Regnase-1分解
は mRNA 安定性の調節にも重要であると考
えられた。結果として T細胞の活性化関連遺
伝子の発現を促進することが明らかとなっ

た。 
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