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緒 言 

 

温暖化による生態系の変化や交通手段の発達により、これまで風土病と考えられていたジカウイルス、エボラウイル

ス、デングウイルスなどによるウイルス感染症が急速に世界中に広まりつつある。これらウイルス感染症に対する第一

の防御機構である抗ウイルス自然免疫応答はパターン認識受容体（pattern recognition receptors：PRRs）と呼ばれる

感染センサーによるウイルス検知によって発動し、I 及び III 型 Interferon（IFN）を中心としたサイトカインの産生

を誘導する。我々の研究グループはPRR の1つとして細胞質内でウイルスRNAを検知する retinoic acid inducible 
gene-I（RIG-I）、melanoma differentiation-associated gene 5（MDA5）、laboratory of genetics and physiology 2
（LGP2）の3つからなるRIG-I-like receptor（RLR）を同定し、そのドメイン構造やシグナル伝達機構を明らかにし

てきた［1，2］。しかしその一方で、ウイルス感染時における RLR の局在についてはミトコンドリアに局在する下流

のアダプター分子と結合してシグナルを伝達していること以外の詳しいことは明らかにされていない。そこで我々は、

RLR がウイルスRNA を感知する『場』に着目し解析を行い、これまでに通常細胞質内に分散して局在しているRLR
が、ウイルス感染時に一過的にウイルスRNA及び抗ウイルスタンパク質と共にストレス顆粒（Stress Granule : SG）

に局在することを明らかにした。さらにSG形成を阻害すると、RLRを介した I型 IFN産生を含む抗ウイルス応答が

著しく抑制されたことなどから、SGがRLRによるウイルスRNA検知とシグナル伝達に重要な役割を担うことが明ら

かとなり、これをantiviral SG（avSG）と命名した［3，4］。しかし、個々のウイルスにおけるavSG形成メカニズム

及びその構成因子に関しては、殆ど明らかになっていない。そこで本研究計画では、avSG形成に関与する分子の同定

及びavSG形成メカニズムの時空間的解析により、抗ウイルス自然免疫におけるavSGの機能を解明することで、新規

抗ウイルス治療薬や予防薬への開発につながる知見を見出すことを目的とし研究を行った。 
 

 
方法および結果 

 
まず外来遺伝子を 1 コピーのみゲノムに挿入できるFlp-in システムとテトラサイクリン誘導性プロモーターを組み

合わせた発現系により RIG-I の発現量を一定化した細胞株を樹立し、この細胞株を用いて RIG-I 発現誘導時に RIG-I
によって認識されるウイルスであるNS1タンパク質を欠損したインフルエンザウイルス（IAVΔNS1）またはニューカ

ッスル病ウイルス（NDV）を感染させ、感染細胞から avSG を単離・抽出し、抗タグ抗体を用いた免疫沈降法により

RIG-Iと結合するタンパク質群をウイルスタンパク質（nucleocapsid protein:NP）との結合を指標に精製した（図1）。
精製したこれら標的候補分子群を質量分析により解析した結果、ウイルス感染特異的にRIG-Iと結合する分子を62個

同定することができた。これら標的分子群の中には既知のSG構成分子の他にRNA helicaseなど複数のRNA結合タ

ンパク質が含まれていた。 
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図1．RIG-Iと相互作用する分子の探索 
GFP（negative control）または FLAG-HA-SBP タグを付加した RIG-I を安定的に発現する 293 flp-in-T-Rex 細胞に

NDVまたは IAVΔNS1を10時間感染させた。細胞溶解液に対して抗FLAG抗体（M2）アガロースビーズを用いて免

疫沈降を行い、HA、IAV NP及びNDV NP抗体を用いてWestern blottingにより検出した。 
 

また抗ウイルス応答への関与が報告されていない既知の SG 関連タンパク質及び RNA 結合タンパク質に対する

siRNAライブラリーなどを用いて IFNシグナルに関与する分子のスクリーニングを行った。その結果、RLRを介した

IFN産生シグナルへの関与を示唆する標的候補分子X（未発表データ）を得た。そこでまず、ウイルス感染時における

標的候補分子の局在を免疫染色により解析した（図 2）。その結果、IAVΔNS1 感染細胞においてX が細胞質に顆粒状

に集積し、SG マーカータンパク質である G3BP1 と共局在を示したことから、avSG に局在する分子であることが明

らかとなった。 
 

 
 
図2．ウイルス感染時の細胞内局在 

HeLa GFP-G3BP1細胞にIAVΔNS1を9時間感染させた後、IAV NP及びX抗体を用いてそれぞれの局在を解析した。

核はDAPIを用いて染色した。スケールバー ＝ 25 μm 
 
 
 

2



上原記念生命科学財団研究報告集、xx（20xx） 

 
3 

次に、標的候補分子の発現ベクターを作製し、IFNシグナルへの影響を IFN-βのレポータープラスミド（p-125Luc）
を用いて解析した（図3 a）。その結果、過剰発現によりNDV及び IAVΔNS1感染時の IFN-βのレポーター活性が増加

した。IFN-β遺伝子の転写は、転写因子である IFN regulatory factor（IRF）-3/7 及び nuclear factor-κB（NF-κB）
によって制御されていることから、IRF および NF-κB それぞれのレポータープラスミド（p-55C1BLuc, p-55A2Luc）
を用いて同様にレポーター活性を測定した（図3 b,c）。 
 

 

図3．ウイルス感染時におけるReporter活性の測定 
L929細胞にp-125Luc （a）、p-55C1B（b）またはp-55A2Luc（c）と共にempty（negative control）、RIG-I（positive 
control）または遺伝子Xの発現プラスミドを transfectionし、ウイルス感染12時間後の各レポーター活性を測定した。 

 

最後に標的候補分子 X の I 型 IFN 発現誘導における機能を詳細に解析するため、CRISPR/Cas9 システムを用い

てKO細胞株（2株 KO1、KO2）を樹立し、NDV及び IAVΔNS1感染時の IFN-β mRNA量をReal Time PCRを用

いて測定した（図4）。その結果、KO細胞ではWT細胞と比較してウイルス感染時の IFN-β mRNA発現量が減弱した。

以上より標的候補分子XはRLRを介した IFN産生を正に制御する分子であることが明らかとなった。 

 
図4．ウイルス感染時の IFN-β mRNA発現量の解析 

HeLa WT またはKO 細胞（KO1、KO2）にNDV または IAVΔNS1 を9 時間

感染させた際の IFNB mRNA量をReal Time PCRにより測定した。 
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考 察 

 
avSG は SG 同様に mRNA や様々な RNA 結合タンパク質などが凝集した膜を持たない構造体であり、その詳しい

形成メカニズムや構成分子については明らかとなっていない。今回我々は、ウイルス感染細胞からavSGを単離・抽出

し、RIG-Iと会合する新規タンパク質を生化学的に解析し、ウイルス感染特異的にRIG-Iと結合する既知のSG構成分

子や複数のRNA結合タンパク質を同定することに成功した。さらに並行して行った標的候補分子のスクリーニングか

らウイルス感染時にavSGに局在しRLRシグナルを正に制御する分子を同定した。今後は、本標的候補分子の様々な

変異体作製し IFN シグナルに重要なドメインの同定やその詳細な分子メカニズムを明らかにしていく。また生体内に

おける機能の解明を目指しノックアウトマウスの作製を進めていく予定である。これまでSGの翻訳制御以外の詳細な

生理機能については殆ど明らかとなっておらず、本研究によりavSGの抗ウイルス免疫応答制御に果たす役割を解明で

きればウイルス学・免疫学全体の飛躍につながると期待できる。さらにavSG形成メカニズムが解明できれば、将来的

にavSG形成を誘導する薬剤などにより新規抗ウイルス治療薬及び診断薬への開発につながる可能性がある。 
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