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9. 研究実績の概要

ウイルスに対する自然免疫応答におけるRBIF-1の解析を行った。RBIF-1（Mex3c）はRNA結合に関与するKHドメインとユビキチン化に関
わるRINGドメインを持つ分子であり、その過剰発現によりインターフェロンベータ遺伝子プロモーターを活性化することから、ウイル
スに対する自然免疫応答を制御する可能性が示唆された。その為、ウイルスRNA認識センサーであるRIG-IやMDA5の制御に関与すること
が考えられた。その結果、Mex3cがRIG-Iと結合すること、両者がストレス顆粒に局在することを見いだした。さらに、Mex3cがRIG-Iの
活性化に重要なリジン残基のK63型ユビキチン化修飾を施すことを見いだした。Mex3c欠損マウスを樹立し、解析を行ったところ、Mex3
欠損細胞では、RIG-Iで認識されるウイルスに対するサイトカイン産生が現弱しており、ウイルス感染に対して易感染性を示すことを
見いだした。これらのことから、Mex3cがRIG-I経路の活性化に必須の分子であることが明らかとなった。また、Mex3cと相同性を示す
分子（Mex3a, b）や他のRNA結合分子の自然免疫制御における役割にも着目し解析を始めた。その結果、過剰発現によりインターフェ
ロンベータ遺伝子プロモーターを活性化可能な新たな分子を一つ同定することができた。現在、ノックダウンや過剰発現によりウイル
スに対する応答性におけるこの分子の役割を解析している。さらに、MDA5の負の制御因子として新たに低分子量Gタンパク質Arl5Bの同
定を行った。

(1) (2) (3) (4)

(5) (6) (7) (8)
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（2）おおむね順調に進展している。

遺伝子欠損マウスの作成を通して、ウイルス感染に対する自然免疫応答におけるMex3cの役割の解析を行った。その結果、Mex3c欠損マ
ウス由来の細胞においては、RIG-Iで認識されるRNAウイルスに対するインターフェロンベータ産生が減少し、ウイルス感染に対して易
感染性を示すことを見いだし、ウイルスに対する自然免疫応答における重要性を明らかにすることができた。その分子メカニズムとし
て、Mex3cがRIG-Iに結合しユビキチン化を施すE3ユビキチンリガーゼとして機能していることを見いだした。また、Mex3cと相同性を
示す分子やRNA結合分子に着目し解析を行った結果、過剰発現によりインターフェロンベータ遺伝子プロモーター活性化を誘導するこ
とのできる新たな分子を一つ見つけることができた。PIKfyveに関しては遺伝子欠損マウスの樹立に成功することができた。さらに、M
DA5の負の制御因子として新たに低分子量Gタンパク質Arl5Bの同定を行った。Arl5B欠損マウス由来の細胞ではMDA5に対する自然免疫応
答が上昇していた。以上のことから、おおむね順調に研究が進展しているといえる。

（理由）

（区分）

12.

11.現在までの達成度

今後の研究の推進方策　等

Mex3cがRNA結合領域を有することから、ウイルスRNA認識に関わる可能性が考えられる。その為、今後両者の結合を生化学的に解析す
る。また、RIG-IとMex3cの細胞内での挙動を可視化技術により明らかにすることを目指す。RIG-IとMex3cがウイルス感染後にストレス
顆粒と呼ばれる細胞質内顆粒へと細胞質より移動することから、Mex3c欠損マウス細胞におけるRIG-Iの動態を解析することで、Mex3c
がRIG-Iの挙動を制御しているかどうか詳細な検討を行う。また、新たに見いだしたインターフェロンベータ遺伝子プロモーターを活
性化することのできるRNA結合分子について詳しい解析を行う。具体的には、ノックダウンや過剰発現によりウイルス感染に対するサ
イトカイン産生に差が生じるか検討を行う。同時に、遺伝子欠損マウスあるいは細胞を樹立し、これらを用いてウイルスに対する自然
免疫応答を調べる。また、現在樹立に成功しているPIKfyve欠損マウスに関しては、樹状細胞、マクロファージ、繊維芽細胞等を取り
出し、ウイルス感染後の反応を解析する。個体レベルにおいては、ウイルスに対する抗体産生やT細胞応答等を調べることでウイルス
に対する生体防御における役割を明らかにしていく。

（理由）
マウス骨髄由来樹状細胞及びマクロファージを培養中に予想外の雑菌コンタミネーションが起こり、実験の遅延が生じたため。

（使用計画）
マウス骨髄由来樹状細胞及びマクロファージ培養溶液中に加えるサイトカインや培養に必要な器具（ピペット、ディッシュ）を購入す
る。

（今後の推進方策）

（次年度使用額が生じた理由と使用計画）

    （２／７）（注）・印刷に当たっては、Ａ４判（縦長）・両面印刷すること。
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Toll-like receptor signaling pathways.

Negative regulation of melanoma differentiation-associated gene 5 (MDA5)-dependent antiviral innate
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第13回あわじしま感染症・免疫フォーラム
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Arl5B negatively regulates Mda5-mediated innate immune signaling
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