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研究成果の概要（和文）：核酸認識TLRs 3,7,8,9はウイルスや自己由来の核酸をエンドソームで認識し自然免疫と獲得
免疫応答を誘導するが、実際のウイルス感染や炎症の場でどのような核酸が取り込まれTLRを活性化するか不明である
。本研究では、細胞外からTLR3を活性化するRNAの構造解析を行い、不完全なステム領域をもつ安定な構造の一本鎖RNA
(structured RNA)がpoly(I:C)と同様な機序で細胞内に取り込まれTLR3で認識されることを明らかにした。更に、TLR3
のリガンド認識とRNAの取り込み機構に基づきTLR3のみ活性化する新規リガンドを開発した。また、TLR8によるRNA認識
機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Endosomal Toll-like receptor (TLR) 3 serves as a sensor of viral infection and ste
rile tissue necrosis and activates innate and adaptive immunity. Although TLR3 recognizes double-stranded 
(ds) RNA, little is known about structural features of virus- or host-derived RNAs that activate TLR3 in i
nfection/inflammatory states. In this study, we demonstrate that single-stranded RNAs harboring stable inc
omplete stem structures are potent TLR3 agonists. Like poly(I:C), a synthetic dsRNA, these structured RNAs
 were internalized into cells via raftlin-mediated endocytosis and activated TLR3. Based on the ligand rec
ognition mode of TLR3 and uptake mechanism of extracellular nucleic acids, we have generated novel TLR3 li
gand that activates endosomal TLR3 but not cytoplasmic RNA sensors. 
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１．研究開始当初の背景 
 核 酸 認 識 Toll-like receptor 
(TLR)3,7,8,9 はウイルスや自己由来の核酸
をエンドソームで認識し、自然免疫と獲得免
疫応答を誘導するが、実際のウイルス感染や
炎症の場でどのような核酸が取り込まれ
TLRs を活性化するか不明である。ウイルス
dsRNA の合成アナログである poly(I:C)は、
初期エンドソームに局在する1型膜タンパク
質の TLR3 と細胞質 RNAヘリケースの MDA5 で
認識され、タイプ I IFN、炎症性サイトカイ
ン産生を誘導することが明らかとなったが、
細胞外のdsRNAがどのような機構でエンドソ
ーム TLR3 と細胞質 RNA センサーへ配送され
るか不明である。一方、骨髄系樹状細胞の
TLR3 シグナルは、NK 細胞活性化、CTL 誘導な
どの細胞応答を誘起することから、TLR3 リガ
ンドはがんや感染症ワクチンにおける有望
なアジュバント候補となっている。しかし
poly(I:C)は TLR3 と MDA5 両経路を活性化す
ることから副作用も強く臨床応用に至って
いない。我々は poly(I:C)の取り込み機構を
解析し、細胞外 poly(I:C)はクラスリン依存
的経路でエンドサイトーシスされること、あ
る種のオリゴデオキシヌクレオチドと取り
込みレセプターを共有すること、取り込みに
は細胞質分子Raftlinが必須であることを見
いだした。 
 
２．研究の目的 
 TLR3 はウイルス特有の RNA 構造である
dsRNA を認識するが、実際のウイルス感染で
どのようなRNAを認識しているかは不明であ
る。更に、ネクローシス細胞からの自己由来
のRNAを認識し炎症応答を誘起するとの報告
もあり、TLR3 のリガンド構造は未だ不明な点
が多い。本研究では、細胞外から TLR3 を活
性化するRNAの構造と取り込み機構を明らか
にする。更に、TLR3 シグナルと RIG-I/MDA5
シグナルの選別による TLR3 特異的リガンド
の開発を行う。また、TLR8 による RNA 認識機
構を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1) TLR3 が認識する RNA 構造の解明 
 TLR3 が感染防御に重要な働きをするポリ
オウイルスのゲノム cDNA をテンプレートに
して〜800bp の連続した sense, antisense 
RNA segments, それらのdsRNAをin vitro 転
写合成し、TLR3 活性化能を調べた。TLR3 活
性化能の測定は、1. TLR3 を発現させた
HEK293 細胞を用いた IFN- promoter の活性
化、2. TLR3 を発現する HeLa 細胞や繊維芽細
胞を刺激した時の IFN-β産生の有無、 3. 野
生型と TLR3 欠損マウスからの脾臓 CD11c 陽
性樹状細胞刺激によるタイプ I IFN, 炎症性
サイトカイン産生の有無で査定した。TLR3 活
性化メカニズムの解析には、リガンド結合活
性がない TLR3 変異体を用いたレポーターア
ッセイ、共焦点レーザー顕微鏡による標識

RNAの細胞内への取り込みとTLR3との共局在
解析を行った。構造解析として、1. FCS によ
る分解抵抗性の有無、2. TLR3 の細胞外ドメ
インタンパクとの結合の有無、3. コンピュ
ーター解析による二次構造予測、4. RNase 処
理による活性の変化の有無など調べた。 
 
(2) TLR3 経路のみ活性化する新規 TLR3 アジ
ュバントの開発 
 TLR3 のリガンド認識機構と細胞外核酸の
取り込み機構を考慮し、28種類の RNA 誘導体
を合成した。In vitro assayとして、1. HEK293
細胞を用いての TLR3 を介した IFN- 
promoter の活性化、2.細胞質内 RIG-I/MDA5
経路の活性化、3. マウス骨髄系樹状細胞に
よるサイトカイン産生について検討した。ま
た、in vivo assay として、1.マウス腹腔内
投与後の炎症性サイトカイン産生の経時的
測定、2. B16 メラノーマ細胞を用いたマウス
移植がんモデルにおける NK 細胞依存的抗腫
瘍効果の査定、3. EG7 細胞を用いたマウス移
植がんモデルにおけるCTL依存的抗腫瘍効果
の 査 定 を 行 っ た 。 マ ウ ス は B57BL/6 
(wild-type, TLR3 KO, TICAM-1 KO)を使用し
た。 
 
(3) TLR8 による RNA 認識機構の解明 
 HEK293細胞にFlag標識ヒトTLR8を強制的
に発現させ、分解の有無を western blotting
で確認した。TLR7,8,9 の細胞外ドメインは
26 個のロイシンリッチリピート（LRR）で構
成され、TLR7,9 は LRR14 と LRR15 の間に存在
する insertion loop で切断されることから、
insertion loop を欠損した TLR8 変異体を
HEK293 細胞に発現させ、分解の有無とリガン
ドへの応答性を調べた。また、TLR8 の細胞外
N 末側ドメインを認識する抗体は市販されて
いるが、C 末側を認識する抗体はないためウ
サギでポリクローナル抗体を作製した。単球
様細胞株 THP-1 細胞、ヒト末梢血より分離し
た単球、GM-CSF で単球から分化させたマクロ
ファージを用いて内在性 TLR8 の構造とシグ
ナルを解析した。更に、種々のプロテアーゼ
阻害剤を用いて、RNA による TLR8 を介した炎
症性サイトカイン産生誘導への影響を調べ、
分解に関与するプロテアーゼを同定した。 
 
本実験は、北海道大学が定める遺伝子組み換
え実験、動物実験、微生物利用実験などの安
全管理規定に基づいて行った。 

 
４．研究成果 
(1) TLR3 が認識する RNA 構造の解明 
 ポリオウイルス(PV)感染細胞と非感染細
胞から RNA を調整し、野生型及び TLR3 欠損
マウスの脾臓から採取した樹状細胞を刺激



したところ、PV 感染細胞からの RNA において
のみ TLR3 依存的なタイプ I IFN、炎症性サイ
トカイン産生が誘導された。PV 感染細胞から
の RNA は〜8,000nt のゲノム由来 ssRNA とそ
の複製産物が主で、活性を測定する溶液中で
は〜1,000nt 前後の長さの RNA に分解されて
いた。従って、細胞外のポリオのウイルス由
来 RNA は細胞内にとりこまれ、TLR3 を活性化
することが明らかとなった。 
 TLR3 が認識する PV-RNA 構造を明らかにす
るため、ポリオウイルスゲノムの cDNA をテ
ンプレートにし〜800nt の連続した sense 
RNA segments(PV1〜 PV10), complementary 
RNA segments (cPV1〜cPV10), それらをアニ
ールした dsRNA(dsRNA1〜 dsRNA10) を in 
vitro 転写合成し TLR3 活性化能をレポータ
ージーンアッセイで調べた結果、dsRNA 以外
にいくつかの PV 由来の ssRNA segments が
TLR3 依存的に IFN- promoter を活性化する
ことが明らかとなった。TLR3 活性化能を有す
る PV-ssRNA は FCS を含む溶液中で分解抵抗
性であり、安定な構造であることがわかった。 
 これら機能性 PV-RNA（〜600nt）は合成
dsRNA である poly(I:C)の細胞内取り込みと
同様に Raftlin-clathrin 依存的経路で取り
込まれ、HeLa細胞やヒト繊維芽細胞からIFN-
β産生を誘導した。また、dsRNA 同様、TLR3
細胞外ドメインの N 末と C 末に存在する
dsRNA結合サイトを介してTLR3と結合するこ
とが判明した。更に、PV-RNA はマウス脾臓
CD11c陽性樹状細胞からTLR3依存的にタイプ
I IFN, 炎症性サイトカイン産生を誘導した。
PV-RNA を dsRNA 特異的 RNaseIII で処理する
と IFN-誘導活性が消失することから、ssRNA
中の dsRNA領域が活性に重要であると考えら
れた。 
 コンピューター解析によるRNA二次構造予
測と dsRNA 領域のマッピング実験から、機能
性 PV-RNA は bulge/internal loop をもつ比
較的長い不完全なdsRNA領域を有することが
明らかとなり、TLR3 はこの領域を認識すると
考えられる。興味深いことに、マウス樹状細
胞の TLR3 は短い長さの incomplete stem を
もつssRNA(〜300nt)も認識しIFN-産生を誘
導するがヒト細胞では誘導しないことから、
マウス樹状細胞ではより柔軟にRNAを認識す
る可能性が示唆された。こうした安定構造の
RNA(structured RNA)はウイルス感染細胞の
みでなく非感染性のネクローシス細胞から
も放出され炎症応答を誘導すると考えられ、
持続的なウイルス感染やがんによる慢性炎
症への TLR3 の関与が示唆された(Tatematsu 
et al., Nat. Commun. 4:1833, 2013)。 

 
【図】TLR3 による RNA 認識と TICAM-1 を介し

たシグナル伝達 

 細胞外に存在する dsRNAや structured RNA
は，共通の取り込み受容体で樹状細胞内に取
り込まれ，TLR3—TICAM-1 を介して IRF-3, 
NF-B, AP-1 などの転写因子を活性化し，イ
ンターフェロン・サイトカイン産生，樹状細
胞の成熟化を誘導する。 
 
(2) TLR3経路のみ活性化する新規TLR3アジュ
バントの開発 
 28種類のRNA誘導体のなかからin vitro 
assay により以下の特徴を有するRNA誘導
体を選別した。1. poly(I:C)同様、Raftlin
依存的エンドサイトーシスで細胞外からエ
ンドソームTLR3に運ばれる。2. TLR3—
TICAM-1を介してIFN-産生を誘導する。3. 
細胞質RIG-I,MDA5経路を活性化しない。 
細胞外からTLR3のみを活性化できるRNA誘
導体はこれまで報告がなく、今回の誘導体
がはじめてである。 
 更に、in vivoにおけるアジュバント効果
を調べた結果、１種類のRNA誘導体（RNA X
）がB16メラノーマ細胞を用いたマウス移植
がんモデルにおいて、poly(I:C)とほぼ同等
のNK細胞依存的ながん退縮効果を示した。
ノックアウトマウスを用いて解析した結果
、RNA XはTLR3, TICAM-1依存的にがんの退
縮効果を示すことが明らかとなった。また
、OVA発現EL4細胞(EG7細胞)を用いたマウス
移植がんモデルにおいて、RNA XをOVAとと
もに腫瘍近傍の皮下に投与することでCTL
依存性のがん退縮効果を示すことが判明し
た。治療後のマウス脾臓細胞を用いて、OVA
特異的CD8陽性T細胞の増殖、EG7に対する細
胞傷害活性、IFN-産生を測定したところ、
RNA X+ OVA治療群はPBS投与群、あるいはRNA 
X 単独投与群に比べ高いCTL誘導活性を示
した。これらの効果は、poly(I:C)をOVAと
ともに投与した場合と同等であった。野生
型マウスの腹腔内投与後のサイトカイン産
生量はpoly(I:C)投与と比べ少量であった。
In vitroのマウス脾臓CD11c陽性樹状細胞刺
激においても、サイトカイン産生量は



poly(I:C) 刺 激 よ り 少 な く 、 細 胞 内
RIG-I,MDA5経路を活性化しなかった。ヒト
細胞を用いた評価では、HEK293細胞での
TLR3を介したIFN- promoter 活性化能は
poly(I:C)と同等であったが、RIG-I、MDA5
の活性化は誘導しなかった。 
 以上より、RNA X は、アジュバント活性を
有する新規 TLR3 特異的アゴニストと考えら
れた。Poly(I:C)と RNA X に対する細胞応答
を比較することで、TLR3 シグナルと MDA5 シ
グナルの選別が可能となり、今後の研究の進
展が期待できる。 
 
(3)TLR8 による RNA 認識機構の解明 
 TLR8 は単球、マクロファージにおいて切断
されており、N 末側断片と C 末側断片が非共
有結合で会合した形で存在することが判明
した。細胞外ドメインを構成する 26 個の LRR
のなかで LRR14 と LRR15 の間の loop 構造が
切 断 に必須 で あり、 リ ガンド で あ る
single-stranded (ss) RNA は N 末側断片と C
末側断片の両方に結合することが明らかと
なった。TLR8 の切断は N末側断片で２段階に
おこり、C 末側断片がトリミングされる
TLR7,9 と異なっていた。TLR8 は初期／後期
エンドソームに局在し、エンドリソソームに
局在する TLR7,9 と異なる様式で切断され
ssRNA 認識能を獲得し炎症性サイトカイン産
生のシグナル伝達をすると考えられ、シグナ
ル伝達の場としてのエンドソームの重要性
が示唆された。 
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