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緒 言 
 
細菌やウイルスが感染すると、生体は免疫応答という生体防御機構を引き起こす。免疫応答には、自然免疫応答と獲

得免疫応答があるが、自然免疫応答は免疫応答の初動で重要な役割を果たす即時対応型のシステムであり、サイトカイ

ンの誘導を伴う。哺乳類細胞にウイルスが感染すると、細胞外ではToll like receptors（TLRs）、細胞内ではRetinoic 
acid-inducible gene I（RIG-I）like receptors（RLRs）といったウイルスセンタータンパク質がウイルス特有の構成成

分を認識し、I 型インターフェロン（IFN）を誘導する。RLRs として RIG-I、Melanoma differentiation-associated 
protein 5（MDA5）、Laboratory of genetics and physiology 2（LGP2）が知られるが、RIG-IとMDA5はそれぞれ異

なる特徴を持つウイルス性RNAを認識し IFNを誘導するのに対し、LGP2はこれまでその機能が明確ではなかった。

我々はこれまでの研究により、LGP2が、RNAサイレンシングの主要因子であるTAR-RNA binding protein（TRBP）
と相互作用することを見出した。本研究では、LGP2とTRBPの相互作用を介した、自然免疫応答とRNAサイレンシ

ングのクロストーク機構の分子メカニズムの解明を目指した。その結果、これまでウイルスセンサーであるとされなが

らも機能が不明であったLGP2が、RNAサイレンシングの主要因子であるTRBPとの相互作用を介して、microRNA 
（miRNA）による遺伝子発現ネットワークを制御することを見出した。IFNにより発現量が増加したLGP2はTRBP
との相互作用を介して、TRBP が結合する特定の miRNA の成熟化を抑制し、その標的遺伝子群を発現上昇させた。

LGP2 と TRBP の相互作用を介した特定の miRNA とその遺伝子群の発現制御は、ウイルス感染細胞において生体防

御機構として機能していると考えられる［1，2］。 
 

方 法 
 
1． 細胞内ウイルスセンサーLGP2とRNAサイレンシング促進因子TRBPの免疫沈降法による相互作用の解析 

TRBPはRNAサイレンシングにおいて、DicerというRNA切断酵素と相互作用し、miRNAの成熟化を促進する。

これまでの我々の研究により、Dicer 以外にTRBP と相互作用し、RNA サイレンシング活性を制御する未知の因子の

存在が示唆されていた［3］。そこでDicerにおけるTRBPとの相互作用領域（ATPase/Helicaseドメイン）をProtein-
BLAST で検索したところ、RLRs の ATPase/Helicase ドメインが良く似ていた。さらに RLRs の中でも LGP2 が最

もDicerとよく似ていた。そこでヒト培養細胞にFLAGタグを融合したTRBP発現プラスミド（FLAG-TRBP）を導

入し、抗FLAG 抗体を用いて免疫沈降を行ったところ、TRBP はDicer だけでなく、LGP2 とも相互作用することが

明らかとなった（図1）。さらに、LGP2は IFN誘導遺伝子群（IFN-stimulated genes、ISGs）の1つであり、IFNに

より発現量が増加すると TRBP と相互作用する量も増加していた。一方、RIG-I と MDA5 は TRBP と相互作用しな

かった。 
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2．LGP2とTRBPの相互作用がRNAサイレンシング活性に与える影響の解析 
TRBPはRNAサイレンシングにおいて、miRNA前駆体（pre-miRNA）に結合し、そこにDicerをリクルートする

ことでmiRNA の成熟化を促進する。LGP2 とTRBP の相互作用は、TRBP と pre-miRNA の結合に影響を与えるの

かを、ヒト培養細胞にFLAG-TRBP発現プラスミドを導入し、抗FLAG抗体を用いて免疫沈降を行った後、TRBPに

結合していたRNA を回収し、ノザンブロットすることで調べた。その結果、FLAG-TRBP のみを発現させた時には、

TRBP と pre-miRNA の結合が検出されたが、LGP2 も共発現させた場合には TRBP と pre-miRNA の結合は検出さ

れなかった。 
次に、ゲノム編集ツールであるCRISPR/Cas9 システムによりLGP2－/－細胞とTRBP－/－細胞を樹立した。これらの

細胞株における成熟 miRNA 量をノザンブロットまたは定量 RT-PCR で測定したところ、TRBP－/－細胞では、成熟

miRNA量が減少したのに対し、LGP2－/－細胞では成熟miRNA量が増加していた。さらにこの条件でのRNAサイレ

ンシング活性をルシフェラーゼ遺伝子を用いたレポーターアッセイ系により測定したところ、成熟miRNA量と一致し

て、TRBP－/－細胞ではRNA サイレンシング活性は減少しており、LGP2－/－細胞では増加していた。以上より、LGP2
は TRBP と相互作用することで、TRBP と pre-miRNA の結合を阻害し、そのmiRNA の成熟化とRNA サイレンシ

ングを抑制することを見出した。 
3．TRBPが結合しやすいpre-miRNAのRNAシークエンスによる同定とその二次構造的特徴の抽出 
これまで TRBP はヒト細胞で発現するすべての pre-miRNA に結合するのか、もしくは特定の特徴を持つ pre-

miRNAに結合するのかは明らかではなかった。そこでまずドキシサイクリンにより発現誘導可能なFlp-In 293 FLAG-
TRBP発現細胞株を樹立し、抗FLAG抗体を用いて免疫沈降を行った後、TRBPに結合していたRNAを回収し、RNA
シークエンス解析を行った。その結果、TRBPには結合しやすいpre-miRNAと結合しにくいpre-miRNAがあること

が明らかとなり、我々は今回の解析で、TRBP が結合しやすい40 種のpre-miRNA とTRBP が結合しにくい10 種の

pre-miRNAを同定した。また、これらのTRBPと結合しやすいmiRNA の標的遺伝子群がLGP2 とTRBPの相互作

用を介して制御されていると推定された。 
さらにこれまでの我々の生化学的な解析では、TRBPは二本鎖RNAに結合し、一本鎖RNAやDNAには結合しな

いこと、また、結合する二本鎖RNAの塩基配列に特異性はないことが明らかになっていた［4］。そこで、TRBPが結

合しやすいpre-miRNA とTRBP が結合しにくいpre-miRNA の二次構造について解析するために、CentroidFold を

用いて塩基対合確率 （Base-paring probability、BPP）を計算したところ、TRBP が結合しやすい pre-miRNA はそ

のステム領域の塩基対合確率が高いという二次構造的特徴をもつことが明らかとなった。 
4．LGP2－/－細胞におけるTRBPが結合しやすいmiRNAの標的遺伝子群の発現変動 

TRBP が結合しやすい miRNA の標的遺伝子群が LGP2 により発現を制御されているのかを解析するために、野生

型細胞と LGP2－/－細胞を用いてマイクロアレイ解析を行った。その結果、TRBP が結合しやすい miRNA の標的遺伝

子群は LGP2－/－細胞において有意に発現量が減少していたのに対し、TRBP が結合しにくい miRNA の標的遺伝子群

は発現が減少していなかった。 
 

考 察 
 
本研究により明らかとなったLGP2 とTRBP によるRNA サイレンシングを介した特定の遺伝子の発現制御は、ウ

イルス感染細胞において生体防御機構として機能していると考えられる（図 2）。さらにウイルスなどの外来核酸によ

り誘導される免疫応答と、miRNA といった内在核酸により誘導されるRNA サイレンシングはこれまで独立した経路

であると考えられてきたが、本研究により、これらは独立した経路ではなく、相互に制御する関係にあることを見出し

た。本研究の成果は、抗ウイルス治療や、近年臨床応用への期待が非常に高い核酸医薬開発への応用が期待される。 
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図1．免疫沈降法によるLGP2とTRBPの相互作用の解析 

ヒト培養細胞にFLAG-TRBP発現プラスミドを導入し、抗FLAG抗体を用いて免疫沈降を行った後、

ウエスタンブロットによりそれぞれのタンパク質を検出した。 
 
 

 

図2．LGP2によるRNAサイレンシングを介した遺伝子発現制御 
細胞にウイルスが感染すると、ウイルスセンサータンパク質によりウイルスの侵入が感知され、IFN
が産出される。IFN により発現誘導されたLGP2 は、RNA サイレンシングの促進因子であるTRBP
と相互作用することでその機能を阻害し、TRBP が結合するmiRNA の成熟化とRNA サイレンシン

グを阻害する。 
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