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研究成果の概要（和文）：ウイルスや細菌などの感染に際し、病原体由来核酸は自然免疫受容体によって認識され、免
疫応答を強く活性化する。この応答は感染防御に必須であり、その詳細を明らかにすることは重要である。我々は、病
原体由来核酸を模した核酸アナログと結合する分子（NAS1及びNAS2）を同定した。これらの分子についてコンディショ
ナルノックアウトマウスを作製し、NAS1が核酸による刺激時のI型IFNやIL-12p40の産生に関与することを明らかにした
。また、NAS1欠損マウスではヘルペスウイルス感染、リステリア感染時の生存率が顕著に低下する。本研究から、NAS1
は感染防御に重要な役割を果たしていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Pathogen infection induces robust innate immune responses. Nucleic acids from 
pathogens such as viruses and bacteria are recognized by nucleic acid-recognition receptors and evokes 
the activation of innate immune responses. We searched for host cell molecules which are involved in the 
responses and identified two RNA-binding motif-containing molecules, namely NAS1 and NAS2. In this 
research we established conditional knockout mice lines of NAS1 and NAS2 and analyzed the contribution of 
NAS1 and NAS2 to nucleic acid-mediated innate immune responses. Interestingly, we have found that the 
activation of type I IFN genes and IL-12p40 gene by B-DNA or CpG-B stimulation were impaired in NAS1 KO 
dendritic cells. In addition, NAS1 KO mice were easily succumbed to HSV-1 infection and Listeria 
monocytegenes infection. These results indicate that NAS1 is critical to host defense against pathogen 
infection.

研究分野：分子免疫学

キーワード： 自然免疫　シグナル伝達　サイトカイン　核酸　ノックアウトマウス
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 生体は、病原体などの異物を排除するため
の機構として免疫系を備えている。免疫系の
うち、自然免疫系は生体防御の最前線を担
うシステムであり、病原体の侵入を察知し
て迅速に免疫応答を惹起する。自然免疫系
における病原体認識は病原体認識受容体
によって担われており、リポポリ多糖等、
特有の分子パターンを認識することによ
って下流のシグナル伝達経路を活性化し、
免疫系を発動する。これまでに多数の分子
パターンが報告されており、TLR (Toll-like 
receptor)をはじめとしてそれぞれの分子パ
ターンに対する受容体が同定されている。
DNA、RNA など核酸も分子パターンの一
つとして考えられており、実際、病原体由
来核酸によって免疫系活性化が誘導され
ることが知られている。核酸による免疫応
答の活性化は、細菌やウイルスなどに対す
る生体防御において重要である一方、自己
の核酸によって活性化される過剰な免疫
応答による自己免疫疾患とも密接な関連
がある。全身性エリテマトーデス
（Systemic lupus erythematosus: SLE）を一
例とする自己免疫疾患においては、抗核抗
体複合体中の DNA、RNAによって惹起さ
れる免疫応答が病態の増悪に作用するこ
とが報告されている（Stetson, DB., Curr. 
Opin. Immunol. 21, 244-250, 2009）。また、
アポトーシスなどによる死細胞中の DNA
を適切に処理できない DNase 遺伝子欠損
マウスにおいては、腎炎などの SLE タイ
プの自己免疫疾患を発症することが知ら
れている（Napirei, M. et al., Nat. Genet. 25, 
177-181, 2000: Kawane, K. et al., Science 
292, 1546-1549, 2001）。核酸認識受容体を
含め、核酸による免疫系活性化に関与する
シグナル伝達系を明らかにすることは、感
染防御における分子メカニズムの理解す
ることにとどまらず、自己免疫疾患の発症
機構の解明にも寄与し、さらにはそれら分
子の活性化を制御することで、疾患に対す
る治療法の分子基盤を供することも可能
になると期待される。 
 核酸認識受容体としては、これまで、RNA
を認識する受容体について詳細な検討が為
されており、TLR3、TLR7などの膜型受容
体の他、細胞質内 RNA 認識受容体として
RIG-I（retinoic acid-inducible gene-I）及び
MDA5（melanoma-differentiation associated 
protein 5）が同定され、そのシグナル伝達
機構の概要も明らかになりつつある。一方、
DNAを認識する受容体としてはTLR9が知
られていたが、DNAウイルスの一つである
単純ヘルペスウイルスやリステリア菌の感
染において、TLR9 非依存的な免疫系の活
性化が認められることから、TLR9 以外に
も DNA 認識受容体の存在が示唆されてお
り、その詳細は不明であった。最近、申請

者らは RNA認識に関わる RIG-I、MDA5に
DNA センサーとしての新たな側面を見い
だ し た （ Choi, MW. et al. PNAS 106 
17870-17875, 2009）。しかしながら、それら
の役割は特定の細胞、遺伝子誘導に限定さ
れており、DNAによる免疫系活性化の全体
像は説明出来るものではなかった。また、
RNAポリメラーゼ III（pol-III）が外来 DNA
を認識し、pol-IIIによって転写された RNA
が RIG-I 依存的なシグナル伝達経路を活性
化することが示されたが（Ablasser, A. et al., 
Nat. Immunol. 10, 1065-1072, 2009; Chiu, YH. 
et al., Cell 138, 576-591, 2009）、特に A、T
に富む DNA のみに pol-III の寄与が限定さ
れることから、G、Cに富む DNAやランダ
ムな配列の DNA による活性化については
pol-III では説明がつかず、pol-III 以外にも
これらの応答を担っている受容体が存在す
ると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 
 上記のように、DNA認識受容体と免疫系
活性化機構は、その一端が垣間見えつつあ
るものの、RIG-I、MDA5などを受容体とす
る RNA のケースと異なり、複数の受容体
が存在しており、それぞれが異なったシグ
ナル伝達系を活性化する、複雑なシステム
によって担われていると考えられる。これ
らについて、全体像を明らかにするため、
私達は新規の受容体を探索すべく解析を行
っていた。その結果、最近、私達は
HMGB(high-mobility group box)タンパク群
を中心とした、DNA、RNA を問わず核酸
認識を司る機構が存在することを見出した
（Yanai, H. et al., Nature 462, 99-103, 2009）。
さらに、人工的に合成した核酸アナログ
PS(ホスホロチオエート骨格を有すること
から PS と名付けられている)によって
HMGB タンパク質による核酸機構を阻害
することで、様々な核酸刺激による免疫応
答を抑制することが出来ることも明らかと
なった。これらのことから、核酸による免
疫系活性化機構には、RIG-I、MDA5やその
他の DNA 認識受容体によって個々に核酸
が認識される以前に、前段階において共通
に核酸を認識する、新しい機構が存在して
いるのではないかと考えられた 
 そこで我々は、核酸アナログに結合する
分子群のスクリーニングを行った。その結
果、核酸認識機構に関わる可能性のある分
子として NAS1（Nucleic acid sensor 1）およ
び NAS2 を同定した。NAS1 および NAS2
は、HMGBタンパク質が担っていると考え
られる、個々の核酸認識受容体に共通する
核酸認識に関与している可能性が考えられ
る。そこで、本研究課題においてはまず、
①NAS1 および NAS2 の核酸認識機構にお
ける役割について明らかにしていきたい。
NAS1 および NAS2 について、コンディシ



ョナルノックアウトマウスを作製する。こ
のマウス由来の細胞等を用いて NAS1、
NAS2 の核酸による応答への役割について
解析する。また、②NAS1 および NAS2 の
ウイルス感染応答、自己免疫疾患との関わ
りについて解析する。前述のように、核酸
認識機構は感染防御のみならず、自己免疫
疾患とも密接な関わりがある。これらと
NAS1、NAS2が関与する、恐らく新規の核
酸認識機構との関わりについてノックアウ
トマウスを用いて検討を行う。 
 
３．研究の方法 
 
 核酸による免疫系の活性化に関与する分
子を、活性化を抑制する核酸アナログに着
目して探索を行い、核酸認識に関わる新規
分子・メカニズムについて明らかにするこ
とを目指す。この機構を明らかにすること
で、核酸による免疫系活性化を調節する新
しい分子基盤を明らかにし、感染症や自己
免疫疾患の治療応用にむけた分子基盤の提
供につなげていきたい。具体的には、免疫
系活性化を抑制する核酸アナログと会合す
る分子として得られた２つの分子について、
その機能解析を行う。遺伝子欠損マウスを
作製し、核酸による免疫応答、感染防御に
おける役割、および自己免疫疾患との関連
について検討する。 
 研究方法としては、核酸刺激による免疫
系活性化を核酸アナログが抑制する現象
に着目し、核酸アナログの核酸認識受容体
シグナル伝達系への作用点を明らかにす
る。(i)核酸アナログと結合する分子を網羅
的に解析した結果得られた二つの分子
（NAS1 および NAS2）について、強発現
系、ノックダウンシステムを用いて核酸認
識受容体シグナル系への関与を定量的
qRT-PCR法、レポーターアッセイ、ELISA
等でサイトカイン誘導への影響を検討し、
また、核酸刺激時やウイルス感染時の局在、
NAS1、NAS2の誘導、タンパク質の修飾に
ついて検討する(ii)候補分子のコンディシ
ョナルノックアウトマウスを作製し、これ
らのマウスより調製した細胞及び、マウス
個体レベルにおいて、核酸刺激時の免疫応
答について、サイトカイン誘導、感染応答
について検討を行う。 
 
 
４．研究成果 
 
 我々は、病原体由来核酸を模した核酸アナ
ログを用い、この核酸アナログと結合するタ
ンパクのスクリーニングから、核酸の認識に
関与すると思われるRNA結合モチーフを有す
る候補分子２種類（Nucleic acid sensor 1 
(NAS1) 及び NAS2）を同定した。平成 24-25
年度において、RAW 細胞、およびマウス胎児
線維芽細胞（mouse embryonic fibroblasts; 

MEFs）において、これら２つの遺伝子発現を
siRNA 法を用いてノックダウンし、B-DNA な
どの核酸刺激を行ったところ、これら２つの
発現が低下すると、I 型 IFN などのサイトカ
イン mRNA の誘導が顕著に低下することがわ
かった。そこで、これら２つの分子について
コンディショナルノックアウトマウスの作

製を行った（図１、２）。 
   図１ NAS1 遺伝子欠損マウスの作製 

   図 2 NAS1 遺伝子欠損マウスの確認 
野生型及び NAS1 遺伝子欠損 MEFs からゲノム
DNA、RNA、タンパク質を調製し、それぞれ、
サザンブロット法、ノザンブロット法、イム
ノブロット法にて解析した。 
 
マウスは順調に作出された。NAS1 については、
元々の ES 細胞が 129Sv 系統由来であったた
め、C57BL/6 マウスとの交配を行い、全身性
に欠損させたところ、3 代の交配の後、生後
すぐに致死となることが判明した。NAS1 は発
生に重要な遺伝子であることが明らかとな
った。NAS1 は定常状態において核内に局在す
るタンパクであるが、MEFs において、ヘルペ
スウイルス（HSV-1）、および水疱性口内炎
ウイルス（VSV）感染を行うと、DNA ウイルス
である HSV-1 感染時において NAS1 は細胞質
に移項し、スポット様構造を形成することが
分かった。NAS1 は DNA 応答になんらかの関与
を示すものと考えられた（図３）。 
 
 
 
 
 
 



 
  図 3 ウイルス感染時の NAS1 の局在変化 
野生型 MEFs に HSV-1、VSV 感染（1 m.o.i）
し、NAS1 の局在について蛍光免疫染色を行っ
た。定常状態では NAS1 は核に主に局在して
いるが、HSV-1 感染時において細胞質に移項
し、スポット状に集積が認められた。 
 
実際、NAS1 KO マウス由来樹状細胞、マクロ
ファージにおいて、B-DNA 刺激、TLR9 刺激時
の I 型 IFN や IL-12p40 の産生を qRT-PCR 法
を用いて検討したところ、これら遺伝子の誘
導が顕著に減弱することが明らかとなった。
このようにサイトカイン産生に減弱が認め
られたため、次に、マウス個体レベルにおい
て病原体感染時の NAS1 の役割について検討
を行った。HSV-1 感染に加え、DNA 応答が誘
導されることが知られているリステリア感
染も行った。その結果、コントロールの野生
型マウスと比較し、NAS1 遺伝子欠損マウスは、
単純ヘルペスウイルス感染、リステリア感染
時において生存率が顕著に低下することが
判明した。NAS1 は DNA 刺激による免疫応答に
関与し、これら病原体の感染防御に重要な役
割を果たしていることが明らかとなった。 
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