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【第４６回 小島三郎記念文化賞】

はじめに

早いものでインターフェロン（IFN）に関する研究

に携わって三十数年が過ぎました。今回、栄えある

小島三郎記念文化賞を受賞するにあたり、IFN研究

の歴史、並びに受賞対象となりました RIG-Iファミ

リー（RIG-I-like Receptors, RLR）の発見の経緯、そ

の生理的役割について紹介させていただきます。

Ⅰ. IFNの発見

ウイルスの干渉（interference）という現象、すな

わち一つの種類のウイルス（たとえば紫外線等で不

活化したウイルス）が感染した後では別のウイルス

の増殖が抑制されるということが知られていた。こ

れは感染後数時間から観察されることから、活性化

まで数週間かかる抗体による免疫とは明らかに異な

る現象であった。この現象を引き起こしている因子

について長野、小島によって 1954 1）、そして Isaacs、

Lindenmannによって 1957 2）に独立に報告された。

特に後者はその因子をインターフェロンと命名し、

現在もその名前は使われている。発見の経緯から、

これらの因子は現在のⅠ型 IFN（さまざまな種類の

分子量約 2万のタンパク質）に属するものと考えら

れる。

Ⅱ. IFN蛋白質、遺伝子の同定

しばらくの間 IFNの実体は不明であったが、IFN

蛋白質の精製、遺伝子クローニングが ’70年代の後

半に行われるに至って一群の蛋白質（サイトカイン

と総称される）のひとつであることが明らかとなっ

た。IFNには大別してⅠ型、Ⅱ型および今世紀に

なって発見されたⅢ型があり、それぞれ独立して進

化したものと考えられている。Ⅰ型にはイントロン

が無いがⅡ型およびⅢ型はイントロンのある遺伝子

にコードされている。Ⅰ型とⅢ型はウイルス感染な

どによって活性化される。Ⅱ型は T細胞の活性化や

IL -18によって誘導されるため、直接ウイルス感染

による誘導応答というよりは獲得免疫の応答として

捉えられるのが普通である。IFN遺伝子ファミリー

での分類によれば、α, β, τ, ο, κ, εはⅠ型であり、γ

のみがⅡ型である。Ⅲ型には λ（IL28, 29とも呼ば

れる）が含まれる。

Ⅲ. IFNの作用機序の解明

Ⅰ型、Ⅱ型およびⅢ型 IFNは共通して抗ウイルス

活性を細胞に誘導する。IFNの作用機序について

は’80～ 90年代に解明された。IFNは細胞表面に発

現する受容体に結合することで細胞にシグナルを与

える（図 1）。それぞれの型の IFN受容体は特異的

な 2種類の受容体鎖より形成されていて、IFNが結

合すると細胞内で JAKファミリーのキナーゼが活性

化され、それらが転写因子 STATファミリーの活性

化を行う。最終的にはⅠ型、Ⅲ型 IFNでは STAT1/

STAT2/IRF9複合体（ISGF3とも呼ばれる）が、Ⅱ型

では STAT1のホモダイマー（GAFとも呼ばれる）

が主として活性化される。活性化されたこれらの転

写因子は数百ある IFN-stimulated genes（ISGs）を

活性化して、それらの一部がウイルス増殖のさまざ

まなステップを抑制するものと考えられている。



Ⅳ. IFN遺伝子発現機構の研究

IFNは普段発現していないが、感染によって発現

誘導される。その際に最も効率の良いインデュー

サーはウイルスである。バクテリアのエンドトキシ

ンや二重鎖 RNAが非ウイルス性のインデューサーと

して機能することも古くから知られていた。Ⅰ型

IFN遺伝子自体の発現制御については IFN遺伝子が

クローンされた後に解析が開始され、’80年代半ばに

はウイルスによる誘導に応答するエンハンサー配列

の同定、そこに結合する転写因子である Interferon

Regulatory Factor（IRF）ファミリーが発見されてい

る。ヒトゲノムの解析が終了した’90年代には IRF

ファミリーのうち、IRF-3が通常、細胞質に蓄積し

ており、ウイルス感染によって誘導されるシグナル

によってリン酸化されて核移行して IFN遺伝子の

活性化を担っている事が明らかとなった 3, 4）。転写

因子活性化から IFN遺伝子活性化に至る経路の概

要はこのようにして解明されたが、どのような機構

でウイルス侵入を細胞が感知するのかについては

IFN発見以来の謎であった。

Ⅴ. 哺乳類におけるTLRの自然免疫反応の

センサーとしての役割の発見

’90年代後半の研究によって哺乳類における Toll-

like Receptor（TLR）の機能がノックアウトマウスの

解析によって明らかとなった。TLRは細胞表面や

エンドソームに発現しており、病原体由来分子パター

ン、Pathogen Associated Molecular Pattern（PAMP）

を認識する。その刺激によってシグナルが伝達され、

最終的に転写因子の活性化、IFNを含むサイトカイ

ン遺伝子群の活性化が誘導される（図2）5）。ウイル

ス由来の PAMPsである 2重鎖 RNAは TLR3によっ

て 6）、一本鎖 RNAは TLR7, 8によって 7）、非メチル

RNA（CpG DNA）は TLR9によって認識される 8）。

TLR3は貪食細胞や一部の繊維芽細胞に発現してお

り、エンドサイトーシスによってエンドソームに取

り込まれた 2重鎖 RNAを認識してシグナルを伝え

る。核酸認識の TLRでは TLR3が最も良く解析され

ている。2重鎖 RNAと TLR3の結合は TLR3の細胞

内ドメインである TIRドメインの会合を誘導し 9）、

アダプター TRIF, TRAF3, TRAF6などを巻き込むこ

とによって蛋白質キナーゼである TBK-1, IKK-iあ

るいは IKK kinaseを活性化する。その結果転写因

子 IRF-3, -7, NF-κBあるいはMAPK経路を活性化す

ることによってインターフェロン遺伝子の活性化を

引き起こす。TLR7, 8, 9は特殊な細胞 plasmacytoid

dendritic cellや一部の B細胞で発現しており10）、こ

の細胞は大量の IFNαを産生して血流中のインター

フェロンを上昇させることに貢献している。エンド

ソームでの認識はエンドソームの酸性化が認識に必

要であるため、クロロキンのような薬剤によってそ
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図1 IFN受容体とシグナル伝達 

　Ⅰ型、Ⅱ型、Ⅲ型 IFNはそれぞれの受容体に結合して細胞内に
シグナルを伝達する。
　それぞれ下流で活性化されるキナーゼ、転写因子を示す。 
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の認識が強く阻害される 11, 12）。このことによって細

胞質での認識（後述）と区別される。

TLRの機能が明らかになったことで宿主細胞が

ウイルス感染を感知するメカニズムが解明されたか

のように思われたが、原理的に TLRは（ウイルス

感染細胞が死ぬことによって）細胞外に放出された

核酸を認識する受容体であり、ウイルスの細胞内へ

の侵入をいち早く感知する分子ではないと考えられ

た。事実 TLR3を欠失する細胞はウイルス感染によ

る IFN産生は正常であった。

Ⅵ. 発現ライブラリースクリーニングと

RIG-Iの機能の発見

われわれのグループは’93年より東京都臨床研で

研究を行っており、’98年に IRF-3がウイルス感染

の刺激の結果、リン酸化されて活性型になることを

見出してから、そのリン酸化酵素の探索を行ってい

た。その目的のためさまざまなアプローチを試みた。

その中には酵母を用いた 2-hybrid法で IRF-3に結合

する分子のスクリーニング、二重鎖 RNAと結合す

る分子の精製とペプチド配列の決定、IRF-3と結合

する分子の抗 IRF-3抗体による免疫沈降による単離

などが含まれていた。しかしこれらの探索の結果、

何も目ぼしいものは得られなかった。物理的に結合

するということで得られたものでも機能の解析を改

めて行わなければならず、二度手間であることを痛

感し、発現 cDNAライブラリーを機能を指標にス

クリーニングすることを決めた。当時研究員であっ

た米山光俊君（現、千葉大学真菌医学研究センター

教授）と相談してストラテジーを練った。すでに他

の目的でさまざまな細胞の検討によって、赤芽白血

病細胞の K562細胞はウイルス感染をしても IRF-3

が活性化されないことを見出していた。この細胞は

Ⅰ型 IFN遺伝子が脱落していて自ら IFNを作るこ

とができないが IFN応答性は保持されていて、IFN

処理してからウイルスを感染させると IRF-3の活性

化が誘導されることがわかった。そこで発現ライブ

ラリーを IFN処理したK562細胞から調製すること

にした。また、とりあえず 10万クローンの cDNAを

スクリーニングすることにした。スクリーニングは

細胞に発現 cDNAライブラリーをウイルス応答性

のルシフェラーゼレポーター遺伝子とともに培養細

胞にトランスフェクションし、次の日に人工二重鎖

RNAであるポリ I : Cをさらにトランスフェクション

した後にルシフェラーゼの活性を測定するというや

や複雑なものであった。単一クローンを 10万回

アッセイするのはいかにも大変なのでコロニーを

20ずつプールして（ポジティブクローンを他の 19

クローンと混ぜてアッセイしてシグナルが検出され

る最低限であることは確認した）プラスミドを調製

してそれを 5000回トランスフェクションによって調

べることにした。96穴プレートで 1穴/20クローン

として約 50枚分であり、ポジティブが出た場合は

（ 6 ）

34

図2 TLRによる核酸認識と IFN産生 

　プラズマ細胞様樹状細胞（pDC）および、一部の B細胞では
TLR7/8および 9が、その他の樹状細胞や TLR3の発現する細
胞では TLR3が外来性の核酸を認識して IFN産生を誘導する。 
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その再現性のチェック、さらには含まれるクローン

について二次スクリーニングを行うのでさらに多く

のアッセイが必要であった。米山君は数カ月の間こ

のアッセイを続け、結局 10ほどの候補クローンを

得ることができた。その中には残念ながら当初目的

とした IRF-3をリン酸化するキナーゼらしきものは

無かった。事実、われわれのスクリーニングが終了

するまでに IRF-3キナーゼはすでに 2つのグループ

によって同定されていた。また明らかにスクリーニ

ング系を非特異的に活性化したと思われるクローン

があり、それを除くと数クローンにまで絞られた。

その中で IRFと NF-κBを再現性良く活性化する 1

つのクローンに注目した。その cDNAは全長では

なく、N末端側の 200ほどのアミノ酸しかコードし

ていなかった。それは短い cDNAが発現している

のではなく合成のプライマーとして用いた oligo dT

が cDNAの中の Aの繰り返しに結合して合成され

たためと考えられた。コードされた短い蛋白質は

caspase recruitment and activation domain（CARD）

というモチーフの 2回繰り返しをコードしていた。

全長はアミノ酸約 900からなる蛋白質であり、すで

に retinoic acid-inducible gene I（RIG-I）として登録

されていたが、その機能は全く不明であった。RIG-

Iは RNAへリカーゼに保存されたモチーフを有して

おり、ヒトゲノム上に存在する数百のへリカーゼ遺

伝子の一つであることが判明した。その中でも

RIG-Iと特に相同性の高いへリカーゼ、MDA5、LGP2

があることがわかった。K562細胞の結果からも想

像されるように、これら 3種のへリカーゼは IFNに

よって合成が誘導されることも判明した。RNAへ

リカーゼは二重鎖 RNAを一重鎖に解く酵素である

ことから、IFNを誘導する二重鎖 RNAの認識に関

わっているのではないかという希望を持ってさらに

解析を進めた。実際に全長の RIG-Iは二重鎖 RNA

結合能を有していた。また興味深いことに CARD

のみを持つクローンはそれを発現するだけで IFN

発現を誘導することが判明した。これに反して全長

の RIG-Iは高発現しても活性化能が低いこと、それ

は抑制ドメインがあり、普段は IFNが作られない

ように制御されているからだということが後に明ら

かとなった。またスクリーニングに用いたポリ I : C

は別のへリカーゼMDA5が認識することがその後

の解析で判明した（後述）。RIG-Iがこのスクリーニ

ングで得られたことは多くの幸運に恵まれたことに

よる。すなわち CARDのみをコードする cDNAが

合成されてクローニングされたこと、その発現に

よって少量の IFNが合成され、その結果MDA5が

合成されてポリ I : Cに反応してより大量の IFNが

できたためと想像できる。

Ⅶ. RLRによる IFN誘導の制御

TLRに習ってこのファミリーはRIG-I-Like Receptor

（RLR）と総称されるようになった。RLRの機能の概

略を示す（図 3）13）。RLRは共通して DExHDのモ

チーフを有する RNAヘリカーゼドメインを有して

いる。またC末端側には保存されたドメイン（CTD）

がある14 ～ 17）。RIG-IとMDA5は N末端側に CARD

ドメインを有している。二重鎖 RNAはCTDによっ

て認識されると考えられている。RIG-Iと LGP2の

CTDは二重鎖 RNAへの結合活性が高く、MDA5の

CTDの結合は著しく低い。このアフィニティの相

違はこれらの CTDの立体構造の相違を反映してい

る。RIG-Iと LGP2のCTDには表面の塩基性のへこ

みがあり、NMRによる滴定実験、さらにはモデリ

ングによってこの構造が二重鎖 RNAとの結合を可

能にしていることが示唆されている。MDA5のCTD

はへこみが浅いこと、そこに存在する RNA結合

（ 7 ）
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図3 RLRのドメイン構造と構造変化による 
RIG -Iの活性化 13）

　RLRのドメイン構造を上に示す。LGP2には CARDを
欠いている。RIG-Iは通常閉じた構造をしていると考えら
れているが、ウイルス由来の二重鎖 RNAなどの結合によって
構造変化を引き起こし、CARDが露出する。CARDは下
流の蛋白質と相互作用しシグナルを伝達する。 
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ループに存在する重要なフェニルアラニン残基がシ

ステインに置換されているなどの理由によってア

フィニティが低いものと考えられる。ノックアウト

マウス/細胞の解析により、RIG-I、MDA5のウイル

ス識別には特異性があることが明らかになった 18）。

初期の結果からはMDA5はピコルナウイルスを、

RIG-Iはその他のウイルスの感知を行っていること

が示唆されたが、その後の報告ではウイルスの種類

というよりはウイルスの作り出す RNAの構造の認

識に特異性があることが明らかとなった（図 4）。

LGP2は CARDを持たず、トランスフェクションに

よって過剰発現するとウイルスによるインターフェ

ロン生成を抑制したため、当初は抑制因子と考えら

れた 19）。しかし、ノックアウトマウス/細胞の解析結

果はウイルスの種類によって RIG-IまたはMDA5

と協調的にウイルスの感知を行っていることが明ら

かとなっている 20, 22）。

Ⅷ. RLRの活性化制御

RLRは通常閉じた構造を取っているためにCARD

が隠されることによって不活性型となっていると考

えられている（図3）。CTDに存在する RNA結合ド

メインがウイルス由来の二重鎖 RNAなどと結合す

ると立体構造が活性型に変化し、CARDが露出する。

この CARDはミトコンドリア外膜上に発現する

IPS -127）（MAVS, VISA, Cardifとも呼ばれる）と相互

作用することによってシグナルが伝達される（図5）。

（ 8 ）
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図4 合成、天然の非自己 RNA構造とそれを感知する RLR

詳細は文献参照。 
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図 5 ウイルスの侵入と細胞による 
ウイルスの感知機構 

　ウイルスは細胞内に核酸を導入する事によって複製を
開始する。二重鎖 RNAなどの複製産物は RIG-Iやその他
の RLRによって認識され、シグナルはミトコンドリア外
膜上に発現するアダプター、IPS -1を介して IFN遺伝子
活性化が誘導される。 
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IPS -1はミトコンドリア上に発現することがその機

能に必須であるが、その理由は最近まで良くわから

なかったが、ミトコンドリアの融合を制御する蛋白

質Mitofusin 1（MFN1）が IPS -1の凝集体形成を制

御しており、抗ウイルス反応にミトコンドリアの機

能が深くかかわっていることが明らかになってきた。

IPS -1から先のシグナル伝達には TRAF3, 6など

の多くのアダプター分子が関与している 23～ 31）。ER、

Golgi、ミトコンドリアなどに局在するアダプター

分子の機能は全体としての流れの中で深く理解され

ているとはいえない。RIG-Iを含めたいくつかの分

子のユビキチン化の報告もある 32～ 37）。細菌試験管

内での RIG-Iの活性化と IRF-3のリン酸化による活

性化が報告され、その中で RIG-Iの活性化にはその

直接のユビキチン化ではなく、遊離のポリユビキ

チン鎖が制御に関与するというモデルが提唱されて

いる 38）。

Ⅸ. RLR発見のインパクト

われわれの RIG-Iがウイルスセンサーであるとい

う報告の後、世界中のウイルス研究者によって

RLRが RNAウイルスのみならず DNAウイルスの

感知にも重要である事が明らかにされた。下流のシ

グナル伝達の研究も盛んに行われるようになり、す

でに数十の活性化因子、抑制因子の報告がなされて

いる。また、RLRによるシグナルが抗ウイルス反

応に重要であることはウイルス側から見た場合、そ

の一連の反応を阻害することが生存のストラテジー

となる。RLRとその下流のシグナル分子群がウイ

ルスの標的になっている事も明らかになってきた。

例えばインフルエンザ Aウイルスは NS1蛋白質を

コードしているが、これは RIG-Iの活性を阻害して

いる事が明らかとなった。

おわりに

RLRは侵入してきたウイルスのセンサーとして

機能する事が明らかとなった。今後の研究の展開は

どうなるだろうか。RLRは基本的に RNAを感知す

るが、自己と非自己の相違は絶対的なのだろうかと

いう疑問がある。自己の RNAのメタボリズム、例

えばマイクロ RNAによる制御との接点はあるのだ

ろうか。また植物や無脊椎動物では侵入してきたウ

イルスは主として RNAiのシステムによって排除さ

れる。これまでの研究によって RLRは直接 RNAiの

制御は行っていないと考えられている。それではど

のようにして細胞内の RNAがこれらの異なるシス

テムによって監視、代謝されているのだろうか。こ

れらの問題は今後の研究によって明らかになるであ

ろう。

またウイルスに対する自然免疫反応が過剰に起き

ることがその後の自己免疫発症の引き金になってい

る可能性がいくつか報告されている。1つはコク

サッキーウイルスと細胞質センサーMDA5を介し

た 1型糖尿病発症の関連である。もう 1つは皮膚筋

炎の新たに同定された自己抗原がMDA5であった

という報告である。自己の RNAを認識することに

よって生理的、あるいは病的な反応が起きている可

能性は将来の課題であろう。
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