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研究成果の概要（和文）：宿主に侵入したウイルスRNAは細胞質でRIG-I like receptor (RLR) によって感知され、抗
ウイルス自然免疫応答が誘導されるしかし、RLRがどこでウイルスを感知するかは不明であった。本研究ではウイルス
感染がウイルスRNA／蛋白質凝集体を誘導しその中でRLRが感染を感知することを見出し、この凝集体をantiviral stre
ss granule (avSG)と命名した。一方ウイルスはavSG形成を阻害して免疫応答から逃れていることを発見した。多くの
ウイルス感染では宿主の二重鎖RNAセンサーである PKRならびにDHX36がavSG形成誘導に重要であることを明らかにした
。

研究成果の概要（英文）：Invading viral RNA is sensed by RIG-I-like receptor (RLR) in the cytoplasm and ant
iviral innate immunity, including production of interferon, is induced.  It was unclear where RLR senses v
iral RNA.  We found that viral infection induces RNA-protein aggregates, in which RLR is recruited and act
s as a platform for viral RNS sensing.  We termed this aggregate as antiviral stress granule (avSG).  We a
lso found that several viruses actively inhibit avSG to facilitate their replication.  Our findings also i
nclude that the double-stranded RNA sensors, PKR and DHX36 play critical roles in the formation of avSG.
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１．研究開始当初の背景 
2004 年に我々が RIG-I とそのファミリー

（MDA5 および LGP2：RIG-I like 

receptor, RLR と総称される）が細胞質の

ウイルス RNA センサーとして機能してい

ることを発表して以来、RLR は世界的に注

目され、多くのウイルス学者、免疫学者に

よって研究が行われた。多くのウイルスが

作り出すRNA分子がRLRによって認識さ

れ、インターフェロン（IFN）産生をはじ

めとする抗ウイルス自然免疫応答が引き起

こされることが明らかになっている。すな

わちRLRはウイルスRNAに特徴的な構造

（宿主の細胞質に存在する RNA にはない

特徴、例えば二重鎖構造や 5’-ppp 構造、非

自己 RNA とも呼ばれる）を認識して一連

のシグナルを伝達するセンサーであること

が明らかとなった。ウイルスの種類によっ

て産生される非自己 RNA の構造は必ずし

も同一ではなく、複数の構造パターンが認

識されていると考えられている。また RLR

のファミリーが異なるパターンの認識に関

与することも明らかとなっている。RLR の

シグナルに関しては IPS-1 をはじめとして

多くのシグナルアダプターが機能している

ことが明らかになった。しかしながら複製

しているウイルスをどのようにして RLR

が感知するかについては不明な点が多い。

特にウイルスは細胞のオルガネラを乗っ取

ることによって特定の場所で複製を行うこ

とが知られているが、RLR がどのようにし

てその「場」へたどり着き、認識を行うの

かは全くの謎であった。 
 
２．研究の目的 
感染したウイルスが複製する細胞内の「場」

と自然免疫の RNA センサーがウイルス

RNA を捉える「場」の関係を明らかにす

ること、またその結果誘導される抗ウイル

ス応答がどのようにウイルス増殖を制御し

ているかを明らかにすることを目的とした。

更にウイルスは免疫応答を阻害することに

よって自らの増殖を保証している。ウイル

スのどのような機構が細胞の免疫カスケー

ドのどこを阻害するのかを解明することを

目的とした 
 
３．研究の方法 
RLR を特異的に認識する抗体を作成し、細

胞内局在、免疫沈降法に用いて解析を行な

った。また市販の抗体のうち特異的にスト

レス顆粒構成成分を認識する抗体を購入し

て解析を行なった。免疫応答で機能する各

種制御蛋白質をプラスミドを用いた過剰発

現、あるいは siRNA を用いたノックダウ

ン、ノックアウトによってその機能を解析

した。ストレス顆粒の生細胞での動態は蛍

光蛋白質とストレス顆粒マーカー蛋白質の

融合蛋白質を作製し、ウイルス感染後の動

態を高解像度顕微鏡によって解析した。 

 

４．研究成果 

RLR と PKR は抗ウイルスストレス顆粒

（avSG）に共局在し、ウイルス感知と自然

免疫誘導に重要な機能を果たしている。 

 

RLR に対する特異抗体を用いて細胞内局

在を解析した所、RLR は通常細胞質全体に

分布しているがウイルス感染細胞では顆粒

状の凝集体に局在することが明らかとなっ

た。子の下流を更に分析した所、多くのス

トレス顆粒マーカー、抗ウイルス蛋白質

（PKR, OAS, RNaseL など）ウイルス

RNA が共に凝集していた。このことから

ウイルスによって形成されるこの下流を

antiviral stress granule (avSG)と名付け

た。非構造蛋白質１（NS1）を欠くインフ

ルエンザウイルス A（IAV）は効率良く IFN

産生、avSG 誘導を引き起こしたが、NS1

を発現するウイルスはいずれの応答も強く

減弱していた。ストレス顆粒形成に重要な

分子であるG3BP1やPKRをノックダウン



するとavSG形成および IFN産生が強く阻

害されウイルス増殖が促進された。さらに

二重鎖 RNA をトランスフェクションで細

胞内に導入して IFN 誘導を行なう系で検

討したところ、avSG 誘導は効率的な IFN

産生に必要であることが明らかとなった。

これらのことより avSG は RLR がウイル

ス RNA を非自己と認識する場であること

が強く示唆された。 

 

脳心筋炎ウイルス（EMCV） 

 

avSGは前述の様にRLRがウイルスRNAを

感知する場として重要と考えられる。IAV

のNS1はavSGの形成を強く阻害してウイル

スの増殖を促進している。蛍光蛋白質で標

識したavSGマーカーであるG3BP1を安定に

発現する細胞株を作製し、各種ウイルス感

染に対するavSG形成応答を検討した。その

結果ウイルスによって次の４つの結果が観

察された。1) 形成されない, 2) 安定的な形

成, 3) 一過性の形成, 4) 形成消失を繰り返

す。そのうち、一過性のavSG形成を示す

EMCVについて詳しく解析を行なった。そ

の結果、EMCVは感染後期(>8 h)にG3BP1を

切断することによってavSGの形成を阻害し

ていることが明らかとなった。変異を導入

し切断抵抗性になったG3BP1を安定に発現

した細胞を樹立し、EMCV感染した所、avSG

は恒常的に形成され、同時にIFN産生も特に

感染後期で増加していた。さらにG3BP1を

ノックダウンすると、IFN産生が低下し、ウ

イルスの増殖が増加することが明らかとな

った。以上の結果よりavSGは抗ウイルス自

然免疫の要であることを示している。また

各種のウイルスは宿主のストレス応答 並

びに自然免疫応答を阻害する術を獲得する

ことによりその増殖を保証していると考え

られた。 

 

抗ウイルス自然免疫におけるDHX36の新た

な機能 

 

RLRはDExD/H-box RNAヘリカーゼスーパ

ーファミリーに属する。このスーパーファ

ミリーに属する別の蛋白質であるDHX36 

に注目して解析を行なった。その結果、

DHX36はウイルス感染時にavSGを誘導す

るPKRの制御に関わっていることが判明し

た。 

二重鎖RNA存在下でDHX36とPKRは複合体

を形成する。この複合体形成の結果、PKR

の二重鎖RNAへの結合ならびに燐酸化が強

く促進された。またこの促進にはDHX36の

触媒活性（ATPase/helicase activity）が必要

であることが強く示唆された。DHX36のノ

ックアウト細胞はIFN産生が著しく低下す

るとともにRNAウイルスに対する抵抗性も

低下しており、生理的に重要な機能を果た

していると考えられた。以上より、DHX36

の新たな機能、すなわち、ウイルス感染細

胞でPKRを活性化することによってavSGを

形成し、RLRによるウイルスRNAの感知を

促進することが明らかとなった。 

 

抗ウイルスシグナルアダプタ分子IPS-1の

活性制御機構 

 

RLRsは下流のアダプター分子であるInterfe

ron- promoter stimulator-1 (IPS-1、別名MA

VS、VISA、Cardif)を通じて転写因子である

IRF3やNF-κBなどを活性化し、I型インター

フェロン(IFN)や炎症性サイトカインの産

生を介して抗ウイルス自然免疫応答を惹起

する。IPS-1は膜貫通 (transmembrane : TM)

ドメインによってミトコンドリアに局在し

ており、ウイルスを認識し活性型となったR

LRとそれぞれのcaspase activation and recr

uitment domain (CARD)を通じて結合した

のち多量体化し、相互作用分子と複合体を



形成して転写因子の活性化を誘導している

と考えられているが、そのシグナル伝達機

構の詳細は議論の余地が多く残されていた。 

そこで、IPS-1のシグナル伝達機構の詳細を

明らかにするため、IPS-1の多量体形成を薬

剤を用いて誘導する実験系を確立した。こ

れを用いた解析により、IPS-1の薬剤依存的

な多量体化によって抗ウイルス応答を誘導

できることを示した。さらにIPS-1のシグナ

ル伝達に必須な最小領域については多くの

報告がなされているが、統一した見解に至

っておらず、この実験系を用いてその解明

を試みた。その結果、CARDおよびTMドメ

インを欠損した変異体IPS-1、すなわち細胞

質に存在しミトコンドリア膜上の蛋白質と

の相互作用のない状態においても、強制的

な多量体形成下では抗ウイルス応答誘導能

を持つことを明らかにした。そこで、下流

へのシグナル伝達に必須の領域を特定する

ため、CARDおよびTMドメイン以外の領域

の欠損変異体を同様に解析した。その結果、

TMを含まないC端側領域（400~465アミノ

酸）をもつような変異体では多量体化依存

的にIFN-β及びIL-6の発現が誘導され、この

領域に存在するTRAF6の結合モチーフに点

変異を導入するとIFN-βおよびIL-6の発現が

消失することを見出した。このことは、C

端側領域のTRAF6結合モチーフがIPS-1の

下流へのシグナル伝達に必須な最小限の領

域であることを示唆している。以上の結果

から、IPS-1の多量体化の重要性が確認され、

そのシグナル伝達機序が明らかとなった。 
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