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研究成果の概要（和文）：本研究では、「HSV感染におけるTLR3リガンド探索」と「RNaseによるTLR3リガンドの
制御機構の解明」の大きく分けて2つの点に着目して研究を進めた。HSV感染後にTLR3リガンドであるdsRNAの量
が増加していることが示された。また、リソソームに局在するRNaseの一つであるRNaseT2 欠損細胞では、TLR3
応答が上昇しており、TLR7応答が減少していた。これらのことから、RNaseT2はエンドリソソームに到達した
ssRNAやdsRNAを分解することによりTLR3及びTLR7応答を制御することが示された。

研究成果の概要（英文）：This study focused on two main aspects: "Exploration of TLR3 ligands in HSV 
infection" and "Elucidation of the regulatory mechanism of TLR3 ligands through RNases." It was 
demonstrated that the amount of dsRNA, a TLR3 ligand, increased after HSV infection. Additionally, 
in RNaseT2-deficient cells localized in the lysosomes, TLR3 response was enhanced while TLR7 
response was reduced. These findings suggest that RNaseT2 controls TLR3 and TLR7 responses by 
degrading ssRNA and dsRNA that reach the endolysosomes.

研究分野： 免疫学

キーワード： RNase　TLR　HSV

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
自然免疫は脂質や核酸のようなリガンドをセンサーが認識してサイトカインを産生し、抗菌・抗ウイルス反応を
行うと行った単純なものだと思われていた。しかし、これらの応答は様々な分子によって緻密に制御されている
ことがわかってきた。先行研究では、各センサーの下流のシグナル伝達分子の解明、応答を制御する分子、各セ
ンサーの局在についての研究などリガンドを認識した後の分子機構の解明が主流であった。本研究によりRNase
が免疫応答を制御することを証明できたので、リガンドである核酸の分解、代謝を理解することで免疫応答の制
御機構を解明するという新たなコンセプトが打ち立てられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

自然免疫系では、Toll 様受容体(TLR)をはじめとする病原体センサーが、ウイルスや病原体の

侵入を察知し、転写因子 NF-kB を活性化して、感染防御反応を誘導する。これらの反応が過剰

に応答すると、自己炎症、自己免疫疾患様を呈することから厳密にコントロールされる必要があ

る。2 本鎖 RNA(dsRNA)センサーである TLR3 は免疫細胞だけでなく線維芽細胞、神経細胞な

ど多岐にわたる細胞に発現しウイルス感染に対する生体防御を行っている。ヒトにおいて、

TLR3 およびその下流シグナル分子の機能低下遺伝子変異は、単純ヘルペスウイルス(HSV)が引

き起こすヘルペス脳炎に対する感受性を高めることが報告されている (Lafaille et al. Nature 

2012)。よって、TLR3 応答制御機構の解明は重要な課題である。申請者は代謝センサーである

mTORC2 が炎症性サイトカイン、I 型インターフェロン産生、細胞内移行といった TLR3 応答

の全てを制御しているマスター制御因子であることを見出した(Sato et al. Nat Immunol. 2018)。

このように下流のシグナルについて研究が進んでいるが、dsRNA センサーであるTLR3 が DNA

ウイルスである HSV をどの様にして認識しているのか不明である。 

緻密なコントロールがされるのは、センサーの下流に限ったことではない。自然免疫センサー

の応答は、リガンドの代謝によってもコントロールされている。近年は DNA や RNA リガンド

もヌクレアーゼ(RNase)やデオキシリボヌクレアーゼ(DNase)による修飾を受けることが必要な

ことがわかってきた。DNase II の欠損マウスでは、代謝されない DNA がリソソームに蓄積し、

DNA センサーある STING を活性化し、関節炎が誘導される。一方、DNA センサーである TLR9

はリソソームに局在する DNase II による DNA のプロセシングが応答に必要であることが示さ

れている(M.P. Chan et al. Nat Commun. 2014)。よって、このように、核酸の分解・代謝は核

酸応答を抑制する役割と、核酸応答に必要なプロセシングの役割の両面がある。RNA センサー

においては、RNase T2 が ssRNA センサーの一つである TLR8 の RNA リガンドのプロセシン

グを行うことがわかっている(W. Greulich et al. Cell. 2019)。しかし、他の RNase と免疫セン

サーの関係性については報告がなく、特に 2 本鎖 RNA を分解、代謝し免疫応答を制御するのか

不明である。 
 
２．研究の目的 

ヒトで HSV はヘルペス脳炎や皮膚炎を引き起こす。

DNA ウイルスであるため、DNA センサーである STING

が重要と考えられていたが、STING-インターフェロン

(IFN)シグナルが HSV 感染防御に重要ではないことも分

かってきている(LH Yamashiro et al. Nature Commun. 

2020)。一方で、ヘルペス脳炎の患者に TLR3 シグナル欠

損が見つかっており、我々の結果からも TLR3-TypeI 

IFN 産生シグナルが HSV 感染防御に非常に大きな役割

を果たしていると考えられる。HSV 感染により細胞にお

いてリガンドである dsRNA が増えると考えられるが、

これまでに報告はなく、2 本鎖 RNA センサーである

TLR3 がどうやって DNA ウイルスを認識しているのか

不明である。そこで、本研究では、まず、HSV 感染における TLR3 リガンドの探索を行う。ウ

イルス由来の dsRNA の可能性、ストレス応答によって誘導された宿主由来の核酸を認識する可

能性の 2 つについて検討する。同定できれば、世界初であり、HSV 感染防御機構を解明する上

で非常に有用である。 



核酸リガンドは、ヌクレアーゼにより常に分解、代謝が行われている。ヌクレアーゼと自然免

疫については、Regnase-1 が IL-12p40 や IL-6 などをコードする mRNA を安定化していること

で過剰な応答が抑えられていることが報告されている(Akira et al. Nature. 2009)。近年では、

DNase が DNA リガンドを正にも負にも制御し、免疫応答自体も制御することが分かってきて

いる。本研究では、合成リガンドである Poly(I:C)もしくは、同定した TLR3 のリガンドを RNase

がどのようにプロセシング、分解するのか TLR3 応答をアウトプットにして解析を進める。本

研究により RNase が免疫応答を正負に制御することを証明し、リガンドである核酸の分解、代

謝を理解することで免疫応答の制御機構を解明する。 
 
３．研究の方法 

本研究では、「HSV 感染における TLR3 リガンド探索」と「RNase による TLR3 リガンドの制

御機構の解明」の大きく分けて 2 つの点に着目して研究を進めた。 

(1) HSV 感染における TLR3 リガンドの同定 

HSV 感染時の TLR3 応答の挙動は繊維芽細胞と神経細胞が同じであるため、線維芽細胞を用

いて検証を行った。具体的には、非感染、感染細胞から total RNA を抽出後、dsRNA 精製キ

ットを用いて dsRNA を精製した。得られた RNA をライブラリ化、次世代シーケンサーによ

り配列解析を行う。HSV のゲノム配列と比較することで、ウイルス由来のどこの配列か同定

する。また、ウイルス感染はストレス応答により細胞死を引き起こす。それにより放出された

核酸が免疫センサーを刺激することがあるため、HSV 感染においてもストレス応答依存的に

増幅された宿主の dsRNA が TLR3 を刺激することが考えられる。次世代シーケンスで得られ

た配列をマウスのゲノム配列と比較解析し、宿主由来 TLR3 リガンド配列の同定を行う。 

 

(2) TLR3 応答制御に関わる RNase の同定 

宿主細胞における RNase の役割を検討する。合成 TLR3 リガンド poly(I:C)および、1.で同定

した HSV 感染における TLR3 リガンドを使用し検証を進める。 

a. RNase 欠損または強制発現細胞における TLR3 応答 

予備的な解析で real time PCR により RNase4,6,T2 の発現がマクロファージ細胞株 J774 で

確認できた。CRISPR/Cas9 の系を用いて各 RNase の機能欠損株を作成する。TLR3 が応答す

る場であるリソソームに局在する RNaseT2 に着目して解析したところ、poly(I:C)刺激におけ

る応答が RNaseT2 の機能欠損株において増強された。これは、マクロファージにおいて

RNaseT2 が 2 重鎖 RNA を分解することで TLR3 応答が過剰に応答しないよう制御している

と推測できる。RNA 染色により、RNaseT2 の機能欠損株において TLR3 リガンド刺激後の

RNA蓄積量を検討する。また、TLR3とRNaseT2が共局在するかどうか共焦点顕微鏡または、

細胞内小器官分画法により TLR3 リガンド刺激後に継時的に観察する。RNase4 や 6 の機能欠

損株、強制発現株についても同様の検討を行う。 

b. TLR3 における RNase 活性の重要性 

TLR 応答に関与している RNase を in vitro で精製し、TLR3 リガンドと混合、電気泳動する

ことで RNase のリガンド分解・代謝能について検証する。a.で行なった TLR 応答変化と照合

することで、リガンド分解・代謝能と TLR 応答の関係性を明らかにする。 

RNaseT2 は 3 つ、RNase4 や 6 は 2 つの RNase 活性部位が予測されている。RNase 活性部

位をアラニン置換した変異体を作成し、リガンド刺激における TLR3 応答の検討を行い RNase

活性の有無による TLR3 応答への寄与を検証する。また、in vitro 実験において精製した RNase

野生型及び活性部位変異体とリガンドを混ぜ、RNA 分解の違いを電気泳動により検出する。 

c. RNaseT2 変異における TLR3 応答の変化 



RNaseT2 の遺伝子欠損はヒトで脳炎の一種である Cystic Leukoencephalopathy の原因で

あるが、原因については解明されていない。RNaseT2 変異により、神経細胞における TLR3

応答が変化することで脳炎様の症状を呈していることが考えられる。そこで、RNaseT2 の変

異株を作成し、TLR3 応答、RNA 染色、RNase 機能の検証、TLR3 および RNaseT2 変異体の

局在を検証する。 

 

(3) HSV に対する免疫応答における RNase の役割 

MEF 細胞では、HSV 感染における Type I IFN 産生は TLR3 依存的であることがわかって

いるので、MEF RNase 機能欠損株を用いて HSV 感染における TLR3 応答を検証する。 
 
４．研究成果 

(1) HSV 感染における TLR3 リガンドの同定 

HSV感染時のTLR3応答の挙動は繊維芽細胞と神経細胞が同じであるため、線維芽細胞を用

いて検証を行った。非感染、感染細胞からtotal RNAを抽出後、dsRNA精製キットを用いて

dsRNAを精製したところ、感染後にdsRNAの量が増加していた。次世代シーケンスによる解

析では、HSVおよび宿主細胞の配列どちらも確認できていることから、ウイルス、宿主細胞

ともにリガンドとなる可能性があることが示唆された。しかし、特異的な配列は濃縮されて

いなかった。 

 

(2) TLR3 応答制御に関わる RNase の同定 

予備的な解析でマクロファージ細胞株J774においてreal time PCRによりRNase4,6,T2の発

現が確認できた。J774細胞において、RNase4,6,T2の欠損細胞におけるTLR応答を検証した

ところ、RNaseT2欠損細胞において、TLR3応答が上昇、TLR7応答は減弱した。RNaseT2欠

損細胞にRNaseT2の野生型を強制発現した細胞では、上昇していたTLR3応答が減弱し、減

弱していたTLR7応答が上昇した。酵素活性がTLR応答に重要かどうか検証するために、

RNase活性部位アラニン置換変異体を作製した。野生型では、TLR3リガンドであるdsRNA

およびTLR7リガンドであるssRNAが分解されたのに対し、変異体では分解が見られなかっ

た。RNaseT2欠損細胞に活性部位変異体を強制発現した細胞では、TLR応答が変化なかった

ことから、RNase活性がTLR応答に重要だということが示された。共焦点顕微鏡により

RNaseT2の局在を観察したところ、TLR3や7と同様、エンドリソソームに局在していること

がわかった。これらのことから、RNaseT2はエンドリソソームに到達したdsRNAやssRNAを

分解することによりTLR3応答やTLR7応答を制御することが示された。 

 

(3) HSV に対する免疫応答における RNase の役割 

MEF 細胞では、HSV 感染における Type I IFN 産生は TLR3 依存的であることがわかって

いるので、MEF RNaseT2 欠損細胞を作製した。HSV 感染させ、realtimePCR 解析を行った

ところ、Type I IFN 産生が減弱していた。このことから、HSV 感染において、RNaseT2 が

TLR リガンド制御することで、TLR3 応答を制御することがわかった。 
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