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研究成果の概要（和文）：本研究は、細胞質内ウイルス感染センサーであるRIG-I-like receptor (RLR)による
ウイルスRNA検知に重要なストレス顆粒様凝集体(antiviral stress granule :avSG)を解析し、抗ウイルス自然
免疫に関わる新規制御分子同定しその機能を解明することを目的として行った。その結果、ウイルス感染時に
avSGに局在し、抗ウイルス自然免疫応答を制御するRNA結合タンパク質を複数同定した。またPKRの活性化を制御
する分子であるTRBPがLGP2と結合し、特定のmicroRNAの発現を制御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 focused on antiviral stress granules (avSG), which is 
important for detecting viral RNA and induce antiviral innate immune signals via cytoplasmic viral 
RNA sensors, RIG-I-like receptor (RLR). We identified that several novel antiviral proteins which 
localized in avSG and enhanced RLR-mediated signal activation in viral infected cells. We also found
 that TAR RNA-binding protein (TRBP) interacted with LGP2 and regulated microRNA expression.

研究分野：自然免疫

キーワード： 自然免疫　ウイルス感染　ストレス応答
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、翻訳制御以外のSGの生理的機能や疾患との関連性は殆ど明らかになっておらず、ウイルス感染時に形
成されるavSGの形成メカニズム及びその機能が解明できれば、ウイルス学のみならず、免疫学、RNA学などの複
数の分野においても新たな知見をもたらすことが考えられる。また、本研究結果によりRLRによるウイルス感知
システムへの機能解析が進み、薬剤によりavSG形成を誘導できればウイルス感染症や炎症性疾患に対する新たな
治療薬及び診断薬の開発へつながる可能性が期待でき、学術的意義だけでなくウイルス感染症の克服のためにも
非常に重要であると考えている。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ウイルス感染に応答した生体防御反応の 1つである抗ウイルス自然免疫は、パターン認識受
容体(pattern recognition receptors：PRRs)と呼ばれる感染センサーによるウイルス検知によ
って発動される。我々の研究グループは PRR の１つとして RIG-I, MDA5, LGP2 の 3 つからなる
RLR を同定し、これまでに RLR が細胞質内のウイルス RNA を感知し、I・III 型 Interferon(IFN)
を中心とした抗ウイルス自然免疫応答を発動するための必須な分子群であることを明らかにし
てきた(Nat.Immunol,2004, J.Immunol,2005)。これらの知見は、ウイルス感染に対する生体防
御への理解を飛躍的に進展させた。一方で細胞はウイルス感染をストレスとしても認識し、ス
トレス顆粒(stress granule:SG)と呼ばれる mRNA, RNA 結合タンパク質などからなる凝集体を一
過的に形成し翻訳を抑制することが知られている。しかし、これまでに RLR の細胞内局在につ
いての研究報告は殆どなく、RLR によるウイルス RNA 検知と SG形成との関連性及びその重要性
も明らかとなっていない。そこで申請者は、RLR がウイルス RNA を感知する『場』に着目し、
これまでに RLR がウイルス感染時に一過的に凝集しウイルス RNA と共局在していることを明ら
かにした(図 1)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1：IAVΔNS1 感染時の RIG-I 及びウイルス RNA (Segment 1)の局在解析 

 
さらに興味深いことに、この顆粒は SG のマーカータンパク質や種々の抗ウイルスタンパク質
と共局在しており、SGの抗ウイルス応答への関与が予想された。実際にこの顆粒形成を阻害す
ると IFN 産生を含む抗ウイルス応答が著しく抑制されたことから、RLR によるウイルス RNA 検
知とシグナル活性化に重要な顆粒であることが明らかとなり、これを“antiviral SG (avSG)”
と命名した(PLoS ONE, 2012)。また、申請者はインフルエンザウイルス(IAV)や脳心筋炎ウイル
ス(EMCV)などのウイルスタンパク質が avSG 形成を阻害し抗ウイルス自然免疫を回避している
ことやニューカッスル病ウイルス(NDV)感染細胞内ではウイルスの RNA 及びタンパク質などか
らなる複製複合体(viral replication complex:vRC)と呼ばれる異種の顆粒が形成され、vRC が
感染初期、avSG が感染後期の RIG-I を介した IFN 産生に重要であることを明らかにした(PLoS 
Pathog,2016)。さらに、複数の研究グループにより Riplet や TRIM25, OASL, MEX3C,DHX36, 
PUM1/2 などの RLR シグナルを制御する様々な分子が SG に局在することが明らかになり、SGの
翻訳制御以外の生理的機能が明らかにされつつある(Trends Immunol. 2014)。一方で、SG 形成
は一過的且つ可逆的なため、個々のウイルス感染時における SGの詳細な分子機構や構成因子を
網羅的に解析した報告は殆どなく、SGの抗ウイルス免疫応答制御に果たす役割は明らかとなっ
ていない。 
 
２．研究の目的 
これまでの研究により avSG が RLR によ
るウイルスRNA検知及び抗ウイルスシグナ
ル伝達の足場として機能していることを
強く示唆する結果を得た。そこで本研究計
画では、細胞質内における avSG 及び RLR
とウイルスRNAの局在を時空間的観点から
解析し、その普遍的な分子メカニズムを明
らかにすることを目的とする。特に、avSG
の形成メカニズムを生化学・分子生物学的
に解析し、抗ウイルス自然免疫応答に関与
する新規制御分子を同定し、その生理機能
を解明することで、SG の抗ウイルス免疫応
答制御に果たす役割を明らかにし、SGを標
的とした新規抗ウイルス治療薬及び診断
薬への開発につながる知見を得ることを
目指す（図 2）。 

図 2：研究計画 概念図 



３． 研究の方法 
(1) avSG の構成成分を明らかにするために外来遺伝子を１コピーのみゲノムに挿入できる
Flp-in システムとテトラサイクリン誘導性プロモーターを組み合わせた発現系により
RIG-I の発現量を一定化した細胞株を用いて、種々のウイルス感染細胞から avSG を単離抽
出し、その構成成分を生化学的に解析し、新規構成分子の同定を行った。 
(2) 上記の実験より同定した標的候補分子に対して培養細胞を用いた過剰発現および siRNA や
CRISPR/Cas を用いた遺伝子発現抑制実験を行うことにより、ウイルス感染時における細胞
内局在と avSG 形成への影響を免疫染色で、抗ウイルス免疫応答への影響を Reporter Assay
及び Real Time PCR 法によりそれぞれ解析した。 
(3) 並行して既知の RNA結合タンパク質及び SG関連タンパク質に標的を絞って作製した siRNA
ライブラリーを用いて、各種ウイルス感染時における avSG 形成と IFN シグナルへの影響を
指標にスクリーニングを行い標的候補分子の同定を行った。 
 
４． 研究成果 

(1) まず、培養細胞を用いて上記実験方法により得られた標的分子群のウイルス感染時におけ
る細胞内局在を SG マーカータンパク質に蛍光タンパク質を連結した融合タンパク質
(GPF-G3BP)を恒常的に発現する細胞株を用いて解析した。その結果、IAVΔNS1 感染細胞に
おいて avSG に局在する分子を複数得ることができた（図 3にはそのうちの 1つの標的候補
分子 Xの局在を示す）。 

 
次に、標的候補分子の発現ベクターを作製し、IFN シグナルへの影響を IFN-β及び IRF、
NF-κB それぞれのレポータープラスミド((a)p-125Luc,(b)p-55C1BLuc, (c)p-55A2Luc)を
用いて解析した(図 4)。その結果、過剰発現により NDV 及び IAVΔNS1 感染時のレポーター
活性が増加した。さらに CRISPR/Cas9 システムを用いて KO 細胞株を樹立し、ウイルス感
染時の IFN-β mRNA 量を Real Time PCR を用いて測定した。その結果、KO 細胞では WT 細
胞と比較してウイルス感染時の IFN-β mRNA 発現量が減弱した。以上より標的候補分子 X
は RLR を介した IFN 産生を正に制御する分子であることが示唆された。現在、ノックアウ
ト (KO) マウスの作製に着手しており、KOマウスが作製出来次第、ウイルス感染実験によ
り個体レベルにおける生理機能の解析を推し進める予定である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 3: ウイルス感染時の細胞内局在 
細胞に IAVΔNS1 を 9時間感染させた後、IAV NP 及び 

標的候補分子（X）に対する抗体を用いてそれぞれの局在を解析した。 

図 4: ウイルス感染時における Reporter 活性の測定 
レポーター遺伝子（p-125Luc (a)、p-55C1B (b) または p-55A2Luc (c)）と共に、 

発現プラスミドをtransfectionし、ウイルス感染12時間後の各レポーター活性を測定した。 



(2) 既知のRNA結合タンパク質及びSG局在
分子の中から、標的候補分子のスクリ
ーニングを行い、avSG 形成に重要な
PKR の活性化を制御する分子として
TAR-RNA binding protein(TRBP)に着目
し、その機能解析を行った。これまで
TRBPは RNAサイレンシングの主要分子
の 1 つとして知られていたが、RNA サ
イレンシング機構と RLR を介した抗ウ
イルス免疫応答の関連性については明
らかとなっていなかった。そこで、免
疫沈降法を用いてTRBPとRLRとの結合
を解析した結果、TRBP が RLR の１つで
ある LGP2 と RNA binding domain を介
して特異的に結合していることが明ら
かとなった。さらに、CRISPR/Cas を用
いた KO細胞などを用いて、その生理機
能を解析した結果、LGP2 が TRBP と結
合することで、特定の microRNA を制御
していることが明らかとなった(図 5) 
(Nucleic acids research,2018)。本研
究から、これまで独立した経路である
と考えられてきた自然免疫応答機構と
RNA サイレンシング機構が相互に制御
する関係にあることが示唆された。 
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