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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞内ウイルス感染センサーであるRIG-I-like receptor (RLR)による
ウイルスリボ核蛋白質複合体（RNP）の認識機構について、主にRIG-Iに注目してin vitroの再構成系を用いて解
析することで、宿主によるウイルス感染検知の分子機構を詳細に明らかにすることを目的とした。人工A型イン
フルエンザウイルス（IAV）RNPをモデルとし、RIG-Iによる認識について検討した結果、IAV RNPがRIG-Iを活性
化し得ることが明らかになった。一方で、宿主因子の関与を示唆する結果も得られており、その同定と機能解析
が重要な課題であることが考えられた。

研究成果の概要（英文）：In order to understand how viral RNA sensors, RIG-I-like receptors (RLRs), 
recognize viral ribonucleoprotein complexes (RNPs) in virus-infected cells, we assessed activation 
of RIG-I-mediated signaling by viral RNPs using in vitro reconstitution assay system.  As a model 
RNPs, we prepared artificial RNPs of influenza A virus (IAV).  In vitro assay indicated that 
RIG-I-mediated signaling is activated by IAV RNPs, however the data also suggest that host factor(s)
 is required for full-activation of the signal.  The observations would help us to reveal a 
molecular machinery of activation of anti-viral innate immune responses.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) ウイルス感染症は、ウイルス増殖と宿主
の生体防御を介したウイルス増殖抑制の平
衡の破綻によるものと理解できる。従って、
多くのウイルス感染症に対する治療法や予
防法を開発するためには、個々のウイルスの
生活環や病原性を理解すると同時に、感染に
よって惹起される生体防御機構およびウイ
ルスと宿主との相互関係を明らかにするこ
とが必須である。感染初期に発動する自然免
疫システムは、感染を速やかに検知してウイ
ルス排除を行うという点で重要であると同
時に、その後に誘導されてくる獲得免疫シス
テムの制御にも深く関わっているため、その
解析は広く“生体防御”を理解するうえで必
須である。近年、細胞内外で働く種々の自然
免疫系感染パターン認識受容体分子
（Pattern recognition receptor: PRR）が
同定され、それらによる感染検知の分子機構、
シグナル制御、免疫制御における生理機能な
どが明らかにされてきた。ウイルス感染の場
合、感染は主にウイルス由来の核酸がパター
ンとして認識され、I 型インターフェロン
（IFN）などのサイトカインの発現誘導を介
して、ウイルスの排除および免疫制御が行わ
れることが明らかになっている。 
 
(2) 申請者はこれまでに、ウイルス感染に応
答した自然免疫誘導に必須な役割を担って
いる PRR として、非自己 RNA センサーである
RIG-I-like 受容体(RLR)を同定し、その生理
機能を明らかにしてきた(Yoneyama et al., 
Nat. Immunol., 2004)。DExD/H 型 RNA ヘリカ
ーゼである RLR は、ウイルス感染によって細
胞質に出現する非自己RNAとして特徴的な二
重鎖 RNA 構造を認識し、ATP 依存的な分子内
構造変化を介して活性化状態へ移行し、ミト
コンドリア外膜に発現するアダプター分子
である IPS-1 との会合を介して、核内へシグ
ナルを伝達する。また三種のRLR（RIG-I, MDA5, 
LGP2）のうち、RIG-I と MDA5 はそれぞれが異
なった基質特異性を持ち、異なったウイルス
種を検知することを明らかにしてきた
(Yoneyama et al., J. Immunol., 2005; Kato 
et al., Immunity, 2005; Kato et al., Nature, 
2006)。一方で、我々を含めた解析の多くは、
主に合成 RNA やウイルス感染細胞由来の RNA
といった精製したRNAを基質として用いたも
のであり、実際にウイルス感染細胞内でどの
ようにウイルスRNAが検知されているのかに
ついては未だ不明な点が多い。特に、RNA ウ
イルスはそれぞれが多様な増殖様式を持ち、
感染細胞内では固有の RNA-タンパク質複合
体（RNP）として異なる場所に存在すると考
えられ、それらがわずか三種の RLR によって
認識されているという事実は、そこにウイル
ス種に依存しない普遍的な外来性ウイルス
RNP 検知の分子機構が存在することが想像さ
れる。 
 

(3) 申請者らは、基盤研究（B）（2011〜2014）
「感染センサーによるウイルスリボ核タン
パク質複合体（RNP）認識機構の解析
（23390108）」において、RIG-I によるウイル
ス RNP 認識機構を明らかにする目的で、in 
vitro での再構成実験系を構築し、そこに A
型インフルエンザウイルス(IAV)のモデルウ
イルス RNP を導入することにより、RIG-I シ
グナルの活性化を検出することができるこ
とを明らかにし、本研究の基礎となる報告を
行っている。 
 
２．研究の目的 
 本研究計画では、ウイルス感染細胞内にお
ける RLRによるウイルス RNP認識の分子機構
をさらに解析し、そこに存在する分子機構を
明らかにすることを目的とする。特に、複数
の in vitro 実験系を用いた解析により、IAV 
RNP をモデルとして、RIG-I によるウイルス
RNP 認識を再構成すると共に、そこに関与す
る可能性のある宿主タンパク質の同定と機
能解析へつながる知見を得ることにより、ウ
イルスRNP認識を標的とした新たな創薬開発
へつながる知見を得ることを目指す（図１）。 
 

      図１：研究目的 
 
３．研究の方法 
(1) モデル RNP を作成するため、IAV のゲノ
ム RNA及び RNP構成タンパク質（NP, PA, PB1, 
PB2）をコードする発現プラスミドを HEK293T
細胞に導入し、細胞内で形成されるウイルス
RNP を PB2 タンパク質に付加したエピトープ
タグを利用して精製した。精製した RNP は、
原子間力顕微鏡（AFM）により可視化を実施
した。 
 
(2) RIG-I活性化のin vitro再構成系として、
以前に報告されている方法（Zeng et al., 
Cell, 2010）を改変して用いた。リコンビナ
ント RIG-I を基質 RNAと混合して活性化した
後、細胞抽出液とミトコンドリア画分、35S
ラベルした下流転写因子であるIRF-3を混合
した後、Native-PAGE電気泳動で活性化IRF-3
の二量体を検出することにより、RIG-I の活
性化を評価した。基質として、合成 RNA に加
えて(1)で作成した IAV RNP を用いることで、
ウイルス RNPによる RIG-I 活性化について検
討した。 



 
(3) RIG-I 活性化を検出するための代替法と
して、RNAヘリカーゼである RIG-I が基質 RNA
と会合することで活性化される ATPase 活性
を測定する方法を検討した。また、RIG-I が
基質 RNAと会合し活性化して形成される安定
な RNP 構造を、トリプシン抵抗性を指標とし
て検出する方法（Takahasi and Yoneyama et 
al., Mol Cell, 2008）で検討することによ
り、RIG-I 活性化についてさらに検討を加え
た。 
 
４．研究成果 
(1) モデルウイルス RNP としての IAV RNP の
調整は、基盤研究（B）（2011〜2014）「感染
センサーによるウイルスリボ核タンパク質
複合体（RNP）認識機構の解析（23390108）」
において、必要な因子を発現させた HEK293T
細胞抽出液からのアフィニティ精製に遅延
が生じたため、本研究計画と半年間平行した
研究遂行となった。結果として得られた RNP
は、AFM によってその構造を確認した。過去
の報告と同様に、IAV RNP は馬蹄形の構造と
して検出された（図２）。 

 図２：AFM によるモデル IAV RNP の観察 
 
(2) 調整した IAV RNP を用い、研究の方法（2）
で樹立した in vitro の再構成系に導入し、
ウイルス RNPによる RIG-I の活性化を検討し
た。その結果、5’三リン酸の RNA と同様に、
ウイルス RNPによっても RIG-I を介したシグ
ナルの活性化が検出された（図３）。 

図３：IAV RNP による RIG-I シグナル活性化 
 
この結果は、ウイルス由来 RNP によっても

RIG-I が活性化され得ることを強く示唆して
いる。しかし、この実験方法では、細胞抽出
液とミトコンドリア画分を反応に加えてい
ることから、RIG-I が単独で RNP を認識し活
性化しているかどうかは明らかではない。 
 
(3) そこで次に、細胞抽出液を添加しないで
RIG-I活性化を in vitro で検出する方法とし
て、研究の方法（3）で示した複数の方法に
より、IAV RNP による RIG-I 活性化を検討し
た。その結果、精製した RNP による RIG-I 
ATPase の活性化及びトリプシン抵抗性の指
標は、いずれも検出することができなかった。
このことは、RIG-I 単独では IAV RNP に直接
アクセスすることが困難であることを強く
示唆している。従って、細胞抽出液などに含
まれる内在性の因子がRNP認識に関与するこ
とが予想される。 
 
(4)本研究では、in vitro で RIG-I 活性化を
検出する実験系を確立し、ウイルス RNP が
RIG-I を活性化することを検出することに成
功した。さらに、この RIG-I によるウイルス
RNP 認識には補助的に働く因子の介在が必要
である可能性が示唆された。平行して実施し
ている研究成果から、ウイルス感染検知には
細胞の翻訳抑制とリンクしたストレス応答
が重要な役割を担っていること、またそこに
は複数の宿主RNA結合タンパク質が関与して
いることを報告しており、本研究で得られた
知見は、抗ウイルス自然免疫誘導に関与する
新たな宿主因子の同定へつながる可能性が
あり、また細胞内での自己—非自己 RNA 認識
の分子基盤のさらなる理解の進展、さらには
これらのウイルス認識機構や細胞機能制御
を利用した新たな抗ウイルス薬の開発へと
つながる可能性が期待される。 
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