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研究要旨：細胞性免疫応答惹起のシグナルを伝達するToll-like receptor 3 (TLR3)は次世代免
疫アジュバントとして有望視されている。本研究では、二本鎖RNA以外にTLR3を活性化す
るRNA構造について解析し、不完全なステム構造を有し細胞外で安定な構造をとるRNA 
(structured RNA)がTLR3リガンドとなることを明らかにした。Structured RNAはpoly(I:C)と
共通の取り込みレセプターで認識され、Raftlin依存的経路でエンドソームに運ばれTLR3を
活性化したが、細胞内RNAセンサーは活性化しなかった。TLR3特異的なアジュバント開発
において、TLR3で認識されるRNA構造とともに取り込みレセプターにより認識されエンド
ソームTLR3に送達されるが細胞質RNAセンサーを活性化しない構造であることが重要であ
る。 

 

A. 研究目的 

 核酸認識自然免疫レセプターのひとつであるToll-

like receptor 3 (TLR3)は、抗原提示能の高い骨髄系

樹状細胞のエンドソームに高発現し、アダプター分

子TICAM-1（別名TRIF）を介してCTL, NK細胞活性

化のシグナルを伝達する事から、TLR3リガンドは

次世代アジュバントとして期待されている。TLR3

リガンドとしてはウイルス由来の二本鎖RNA 

(dsRNA)や合成dsRNAのpoly(I:C)が報告されている

が、poly(I:C)はエンドソームのTLR3以外に細胞質の

MDA5やDDX familyも活性化し強い炎症応答を誘導

するなど、dsRNAの細胞内への送達機構は不明な点

が多い。また、TLR3は非感染性の炎症応答にも関

与することが知られており、dsRNA以外のRNA構造

も認識すると考えられる。本研究では、TLR3によ

って認識されるRNA構造と細胞外核酸のデリバリー

システムを明らかにし、副作用が少なく効果的に細

胞性免疫応答を誘導するTLR3アジュバントを開発

することを目的とした。 

 

B. 研究方法 

 TLR3 が dsRNA 以外の RNA 構造を認識するかど

うか明らかにするため、感染防御に TLR3 が重要な

役割を果たすポリオウイルスの cDNA をテンプレ

ー ト に し 〜 800nt の 連 続 し た sense RNA 

segments(PV1 〜 PV10), complementary RNA 

segments (cPV1〜cPV10), それらをアニールした

dsRNA(dsRNA1〜dsRNA10)を in vitro 転写合成し

TLR3 活性化能をレポータージーンアッセイで調べ

た。TLR3 活性化能を有する RNA の FCS 存在／非

存在下での安定性を調べるとともに、コンピュータ

ー解析で二次構造予測を行った。また、野生型およ

び TLR3 欠損マウスの脾臓 CD11c 陽性樹状細胞を

用い、RNA 刺激による IFN-, 炎症性サイトカイ

ン産生を測定した。更に、標識 RNA を用いて樹状

細胞、上皮系細胞における RNA の取り込みを解析

し、poly(I:C)の取り込みに必須の分子ラフトリンが

機能性 RNA の取り込みにも関与するか否かノック

ダウン実験で確認した。RNA 二次構造予測と

dsRNA 領域のマッピング実験より、TLR3 を活性

化できるコアな RNA 構造を明らかにした。 

 

（倫理面の配慮） 

 動物実験は北海道大学動物実験に関する指針に基

づき行った。 
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C. 研究結果 

 PV-ssRNAのなかで一部のssRNAにTLR3活性化能

があることが判明した。TLR3活性化能を有する

RNAはFCSを含む溶液中で分解抵抗性であり、安定

な構造をとることがわかった。こうした構造RNA 

(structured RNA)はpoly(I:C)の細胞内取り込みと同様

にRaftlin-clathrin依存的経路で取り込まれ、ヒト上

皮系細胞や繊維芽細胞からIFN-β産生を誘導した。

ノックアウトマウスを用いた解析から、structured 

RNAによるマウス脾臓CD11c陽性樹状細胞からのタ

イプI IFN, 炎症性サイトカイン産生はTLR3依存的

であることが明らかになった。また、structured 

RNAはdsRNA同様、TLR3細胞外ドメインのN末とC

末に存在するdsRNA結合サイトを介してTLR3と結

合することが判明した。dsRNA特異的RNaseIIIで処

理すると IFN-誘導活性が消失することから、

structured RNA中のdsRNA領域が活性に重要である

と考えられた。コンピューター解析によるRNA二次

構造予測とdsRNA領域のマッピング実験から、

structured RNAはbulge/internal loopをもつ比較的長

い不完全なdsRNA領域を有することがわかった。興

味深いことに、マウス樹状細胞のTLR3は短い長さ

のincomplete stemをもつRNAも認識しIFN-産生を

誘導するがヒト細胞では誘導しないことから、マウ

ス樹状細胞ではより柔軟にRNAを認識する可能性が

示唆された。 

 

D. 考察 

 TLR3 が認識する RNA 構造に関して、ウイルス

由来の dsRNA 以外に、 in vitro 転写ウイルス

mRNA,非感染性のネクローシス細胞からの自己由

来の RNA, UV-damaged noncoding RNA などが報

告されていたが、詳細は不明であった。本研究より、

不完全な dsRNA 領域をもち細胞外で安定な構造の

RNA (structured RNA)が TLR3 のリガンドとなりう

ることが明らかになった。Structured RNA は TLR3

エクトドメインの N 末と C 末側に存在する dsRNA

結合部位に結合し TLR3 をオリゴマー化する。

TLR3 と 46bp-dsRNA 複合体の結晶構造解析から判

断すると、structured RNA 内に存在する 11bp 以

下の短い dsRNA が bulge や internal loop で分断さ

れタンデムに並んだ領域で TLR3 と結合していると

考えられた。細胞外から TLR3 を活性化するには、

取り込まれて TLR3 が存在するエンドソームに送達

されることが必要であるが、structured RNA は

poly(I:C)と共通の取り込みレセプターで認識され

Raftlin 依存的に取り込まれた。TLR3 特異的アジュ

バント開発においては、TLR3 で認識される RNA

構造とともに取り込みレセプターで認識されエンド

ソーム TLR3 に送達されるが細胞質 RNA センサー

を活性化しない構造であることが重要である。また、

リガンド構造によるヒトとマウス細胞での応答性の

違い、さらには細胞種間での違いなどを注意深く調

べることが必要であると考えられた。 

 

E. 結論 

 細胞外から TLR3-TICAM-1 経路のみ活性化し、

自然免疫応答を誘導する新規 TLR3 リガンド, 

structured RNA を同定した。 
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