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183. 抗ウイルス応答における新規自然免疫モジュールの同定 
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緒 言 

 
ウイルスが感染した際に、最前線において微生物を認識する機構は感染防御応答を惹起する上で最も初めの重要なプ

ロセスである。DNAウイルスが感染した際には、ウイルス由来の核酸（ゲノムDNA）が宿主のセンサー分子によって

認識され、下流にシグナルが伝達されることで、Ⅰ型インターフェロン（IFNs）や各種サイトカインの遺伝子発現が誘

導し抗ウイルス効果が発揮される［1］。この認識に細胞内で関わるDNAセンサーとして、cGAS、IFI16、DDX41な

どが報告されており、下流の共通アダプター分子であるSTINGの活性化を介して、抗ウイルス応答が誘導される［1］。
このうち cGASはDNAを認識すると、自身の酵素活性依存的にセカンドメッセンジャーである低分子化合物 cGAMP
を産生し、STINGと結合することで活性化させることが知られているが、その他のDNAセンサーがどのようにSTING
を活性化させるかについては詳細に知られていない。 
一方、ヒトサイトメガロウイルス（HCMV）は、健常人に広く潜伏感染しながら、とくに免疫不全の患者で致死的な

感染症を引き起こすヘルペスウイルス科に属するDNAウイルスであり、実際に重篤な肺炎や網膜炎、肝炎などの原因

となる、臨床的に注意すべき日和見病原体として知られている。現在、HCMV 感染症の治療には、長期にわたる抗

HCMV 薬の投与が必要であるが、一方で白血球・好中球の減少などの副作用や薬物耐性株の出現が問題視されており

［2］、HCMV 感染症の克服には免疫学的なアプローチも重要であると考えられるが、しかしながら、その自然免疫認

識機構についてはまだ充分に明らかにされていない。特にこれまで、HCMV 感染時には、そのゲノム DNA が、宿主

DNA センサー分子である cGAS や IFI16 によって認識され、STING の活性化を介した抗ウイルス応答が誘導される

ことが示唆されている［3，4］。我々はそのような背景の中、cGASは核酸（HCMVゲノムDNA）を認識することが

確認されたが、一方で興味深いことに、IFI16 のターゲットは核酸ではなく、HCMV 粒子中に存在する構造タンパク

質HPP1（HCMV particle containing protein 1）であることが示唆される結果が得られた。さらに詳細に解析したと

ころ、少なくとも cGAS経路（DNA認識）と IFI16経路（HPP1認識）は、それぞれ独立して自然免疫応答の活性化

に寄与しているものと考えられた。細胞質において自然免疫応答を活性化させる微生物由来の因子としては、核酸や糖

が知られてきたが［5，6］、HCMV の構造タンパク質 HPP1 のように、細胞内において外来タンパク質が宿主センサ

ー分子に認識されることはこれまで報告されていない。重要なことに、我々が新たに見出した、IFI16によるHPP1認

識機構を詳細に検討することは、これまで知られてこなかった、細胞内において外来由来のタンパク質を認識するとい

う自然免疫系における新たな局面を見出すことにつながる。 
そこで本研究では、IFI16によるHPP1認識経路に関わる分子機構を明らかにし、IFI16によるシグナルの伝達機構

の詳細を明らかにすることを目的とした。その結果、HPP1によって活性化されるIFI16経路において、IFI16とSTING
を結ぶ新規シグナル因子として、CLP2（cGAS-like protein 2）を同定した。 
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方法および結果 

 
1． CLP2はHPP1によって活性化される自然免疫応答における正の制御因子である 
我々はこれまでの研究で、HPP1と IFI16は、主に核内で共局在していることを確認してきた。さらに、DNA存在

下では IFI16 が STING と結合する報告があるが［7］、少なくとも我々が見出してきた HPP1 認識経路においては、

IFI16とSTINGの会合性は認められていない。このような背景から、HPP1を認識した IFI16が、どのようにして細

胞質（小胞体）に局在する STING へシグナルを伝達するかについては不明である。DNA センサーである cGAS は

DNA を認識するとセカンドメッセンジャーとして低分子化合物 cGAMP を産生し、STING の活性化を誘導する［1，
8］。そこで、IFI16 経路もまた、cGAS 経路と類似した機構をもつのではないかと仮説を立てた（図 1A）。cGAS は

Nucleotidyltransferase 活性をもつMab21 ファミリーに属し、そのMab21 ドメインが cGAMP の産生に重要である

ため、まずは、Mab21ファミリーに属する因子の中から、HPP1認識 IFI16経路に関与する因子の同定を試みた。我々

はHPP1認識 IFI16がヒト胎児肺線維芽細胞（human embryonic lung fibroblasts：HELF）で存在するのに対し、ヒ

ト包皮線維芽細胞（human foreskin fibroblasts：HFF）では存在しないことを確認したことから（図1B）、HFFと比

較しHELF で発現が高い因子を定量的RT-PCR 法で測定し、その候補因子を探索した。その結果、10 種類のMab21
ファミリーのうち、CLP2の発現がHELFで約80倍高いことを見出した（図1C）。そこで次に、このCLP2がHPP1
認識 IFI16経路に関与する因子であるかを検討するため、siRNA（small interfering RNA）を用いたノックダウンの

実験により検討を行った。CLP2 mRNAのそれぞれ異なる部位を標的とする siRNAを3種類用い、HELFにsiRNA
を導入後、HPP1過剰発現による IFNB1 mRNA発現誘導を定量的RT-PCR法で測定すると、いずれの siRNAを導入

した HELF でもその IFNB1 mRNA 発現誘導が有意に減少した（図 1D、E）。このことから CLP2 は、HPP1 認識

IFI16 経路を正に制御する因子であることが示唆された。実際の HCMV 感染時の IFN-β産生応答へ関与するかにつ

いても検討した。その結果、CLP2 に対する siRNA を導入したHELF では、その IFN-β産生が有意に減少した（図

1F）。次に、このCLP2 のシグナル特異性について検討するため、HCMV ゲノムDNA を認識する cGAS 経路への関

与や、別のシグナル経路として細胞内RNA認識経路であるRIG-Iを介したシグナル伝達経路への関与について検討し

た。CLP2のノックダウンしたHELFでも、HCMVゲノムDNA刺激、またはRIG-Iリガンドである3pRNA刺激を

行った際に産生される IFN-β産生に変化が認められなかった（図 1G）。これらの結果から、CLP2 は、核酸を介した

自然免疫応答ではなく、HPP1によって誘導される応答に特異的に関与する正に制御する因子であることが明らかとな

った。 
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図1．CLP2はHPP1によって活性化される自然免疫応答を正に制御する 

（A）本研究における仮説。 
（B）HFFまたはHELFにFlag-HPP1を過剰発現させ、48時間後の IFNB1 mRNAをqRT-PCRで測定した。 

Flag-HPP1タンパク質発現量をウエスタンブロットで確認した。 
（C）HFFまたはHELFにおける定常状態でのCLPsのmRNA発現量をqRT-PCRで測定した。 
（D）3種類のCLP2に対するsiRNAをそれぞれHELFに導入し、48時間後のCLP2タンパク質発現量をウエスタ

ンブロットで確認した。内部標準としてβ-Actinを使用した。 
（E）HELF にHPP1 と 3 種類の CLP2 に対する siRNA をそれぞれ導入し、48 時間後の IFNB1 mRNA を qRT-

PCRで測定した。STINGに対するsiRNAはポジティブコントロールとして用いた。 
（F）HELFにCLP2に対するsiRNAを導入し、その48時間後にHCMVをMOI. 3で感染させ、48時間後の培養

上清に含まれる IFN-βタンパク質をELISAで測定した。STING に対する siRNAはポジティブコントロール

として用いた。 
（G）HELFにCLP2に対するsiRNAを導入し、その48時間後にHCMV-DNAまたは3pRNAをそれぞれ1μg/ml

の濃度で導入し、24時間後の培養上清に含まれる IFN-βタンパク質をELISAで測定した。 
STING、RIG-Iに対するsiRNAはポジティブコントロールとして用いた。ND; not detected。NS; not significant、
*P < 0.05、**P < 0.01（Student t-test）。 
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2．CLP2はウイルス由来タンパク質によって活性化される自然免疫応答における正の制御因子である 
これまで我々は、HCMV 以外のヘルペスウイルスにおいても、自然免疫の標的となるウイルス由来タンパク質が標

的となることかを検討したところ、ヒト単純ヘルペスウイルス I 型（HSV-1）のウイルス粒子中に含まれる HSVPP
（HSV-1 particle containing protein）もまた、IFI16依存的に IFN応答を誘導することを独自に見出している。そこ

で CLP2 が、HSVPP によって誘導される IFN 応答においても関与するかを検討した。その結果、CLP2 をノックダ

ウンした HELF では、HSVPP によって誘導される IFNB1 mRNA 発現が有意に減少した（図 2A）。このことから

CLP2は、HPP1のみならず、外来タンパク質を認識するシグナル経路に関与する、ユニバーサルな因子であることが

示唆された。そこで、様々なウイルスに対する CLP2 の作用について検討した。それぞれ HSV-1、アデノウイルス 3
型（HAdV-3）、インフルエンザウイルス（FluV）、水疱性口内炎ウイルス（VSV）を感染させた時の IFN-β産生応答

への CLP2 の関与を検討したところ、HSV-1 に対する応答への関与が認められたが、その他のウイルスには関与が見

られなかった（図2B）。これらの結果より、CLP2はある種のウイルス（おそらくヘルペスウイルス科）にコードされ

ているウイルス由来タンパク質を認識する IFI16経路を正に制御する因子であることが示唆された。 

 

図2．CLP2はHSV-1由来HSVPPによって活性化される自然免疫応答を正に制御する 
（A）HELFにHSVPPとCLP2に対するsiRNAを導入し、48時間後の IFNB1 mRNAをqRT-PCRで測定した。 
（B）HELF にCLP2 に対する siRNA を導入し、その 48 時間後にHSV-1、HAdV-3、FluV、VSV をそれぞれ

MOI. 3で感染させ、24時間後の培養上清に含まれる IFN-βタンパク質をELISAで測定した。 
ND：not detected。NS：not significant、**P < 0.01、（Student t-test）。 

 

3．CLP2は IFI16-STING間を結ぶセカンドメッセンジャーを産生する 
次に、このCLP2がどのように IFI16によるタンパク質認識経路を活性化するかを検討した。上述したように、CLP2

は cGASのNucleotidyltransferase活性部位と類似したモチーフを持つため、cGAS経路と類似したセカンドメッセン

ジャーを利用したシグナル機構をもつのではないかと考えた。まず、図3Aに実験の大まかなストラテジーを示す。簡

潔に記述すると、HPP1 を過剰発現した HELF から低分子化合物を抽出し、その抽出した低分子化合物を HFF の細

胞内に導入する方法である。HFFはCLP2の発現が低く、抽出した低分子化合物へのCLP2の関与を抑えるために使

用した。この実験の結果、IFN 誘導能をもつ低分子化合物が、HPP1 を過剰発現したHELFで産生されていることが

示唆された（図3B）。そこで、この低分子化合物の産生にCLP2と IFI16が関与しているかを検討した。すると、CLP2、
IFI16 をノックダウンした HELF ではともに、低分子化合物の産生が減少することが示された（図 3B）。さらに、こ

の低分子が STING シグナルを活性化させるかを検討した。STING をノックダウンした細胞にこの低分子化合物を処

理すると、IFNB1 mRNA発現誘導が有意に減少した（図3C）これらの結果より、CLP2は、HPP1認識における IFI16
経路において、IFI16-STING 間を結ぶセカンドメッセンジャーを産生することでシグナルを伝達するという新たな自

然免疫モジュールに重要な因子であることが示唆された。 
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図3．HPP1を導入したHELFにおいて、CLP2はSTINGを活性化しうる低分子化合物を産生する 

（A）図3で行う実験の概略。HPP1を過剰発現したHELFからBenzonase、熱処理により核酸・タンパク質を除去し

低分子化合物を抽出した。その抽出した低分子化合物を、Digitonin処理により透過処理したHFF に対し添加す

ることで細胞内に導入する。その8時間後に IFNB1 mRNAをqRT-PCRで測定した。 
（B）HELFにHPP1とCLP2に対するsiRNAを導入し、48時間後に低分子化合物を抽出した。その抽出した低分子

化合物をHFFに導入8時間後の IFNB1 mRNAをqRT-PCRで測定した。IFI16に対するsiRNAはポジティブ

コントロールとして用いた。 
（C）HELFにHPP1を導入し、48時間後に低分子化合物を抽出した。STINGに対するsiRNAを導入して48時間後

のHFFに、その抽出した低分子化合物を導入し8時間後の IFNB1 mRNAをqRT-PCRで測定した。 
*P < 0.05、**P < 0.01、（Student t-test）。 

 
考 察 

 
本研究により、自然免疫シグナル伝達において、IFI16とSTINGを結ぶセカンドメッセンジャーを産生することで

シグナルを伝達するという新たな自然免疫モジュールを見出し、その重要な因子として CLP2 を同定した（図 4）。す

なわち、細胞内においてウイルス由来タンパク質を認識するという自然免疫系における新たな局面を見出し、その一部

を明らかにしたといえる。最も重要な課題は、今回その存在が見出された低分子化合物が、実際にどのような分子なの

かを明らかにすることである。我々は、この低分子化合物が cGAMP ではないことを確認するため Cas9-CRISPR シ

ステムによる cGAS欠損HELFの作製を試みたが、HELFをクローン化すると細胞の増殖が止まってしまうという細

胞の性質上、その樹立を行うことができなかった。そのため、この低分子化合物が cGAMPか否かを現在まで確認でき

ておらず、今後のさらなる検討が必要である。今回その存在を見出した低分子化合物を新たに同定することで、自然免

疫応答の新たな知見を得ることに加え、新たなアジュバントとしての可能性の提示につなげたい。 
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図4．本研究により見出された、新たな自然免疫モジュールの予想図 

HPP1やHSVPPなどのウイルス由来タンパク質認識を認識するIFI16経路において、CLP2は、そのIFI16とSTINGを

結ぶ低分子化合物（セカンドメッセンジャー）を産生し、抗ウイルス応答を誘導する。 
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