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要旨  

 

	 Toll-like receptor 3 (TLR3)はライソソームに局在し、刺激依存的にケモカイン

RANTESを産生するとともに細胞内を移行するが、この両方に mTORC2が関与

していることが示された。脂肪酸欠損条件下では、mTORC2活性が減弱し、

RANTES産生およびTLR3の細胞内移行も認められなかった。脂肪酸はmTORC2

の活性化を介して、TLR3応答に関わる可能性が示された。Herpes Simplex Virus 

(HSV)感染においても TLR3は mTORC2依存的に細胞膜方向へ移行した。HSV

感染による I型インターフェロン産生はライソソームの移行に関わるRab7aに依

存することから、TLR3の細胞内移行を必要とすることが示唆された。これらの

結果より、mTORC2は TLR3応答における RANTES産生、および TLR3の細胞

内移行を介した I型インターフェロン産生に寄与することが示された。 
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序論  

(1) 自然免疫と獲得免疫  

	 生物は生体内で自己成分か、細菌やウイルスのような非自己成分かどうかを

認識し、排除することで自己同一性の維持を行っている。この機構は免疫系と

呼ばれ、バクテリアのような単細胞生物からヒトを含む脊椎動物まで様々な生

物が保持している。単細胞生物はウイルス感染に対する防御機構として酵素系

などの簡素な免疫を持つのに対し、多細胞生物は生体内機構が複雑化するにつ

れて、免疫系もより複雑に進化してきた。特に、ヒトを含む脊椎動物では多く

の病原体及びウイルスに対抗する免疫機構として獲得免疫と呼ばれる機構が生

まれた。この機構では、膨大な多様性を持つ抗体や T細胞受容体が、ウイルス

や細菌が持つタンパク質などの構成成分を特異的な抗原として認識する。一度

応答した抗原に対しては再度侵入してきた場合に、初めての抗原よりもより迅

速に応答を開始することができるようになる（免疫記憶）(1)。 

	 このような膨大な多様性を持つ獲得免疫を有していない無脊椎動物は、ゲノ

ムにコードされたタンパク質が病原体成分を認識する(2)。ショウジョウバエの

Tollは発生の段階において背腹軸の決定に関わる一方、成虫においては真菌に

対して応答し、シグナル伝達経路が活性化され抗菌ペプチドが産生される(3)。
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このような機構は自然免疫と呼ばれ、脊椎動物においても獲得免疫とともに機

能している。 

	 様々なパターンの非自己を認識できる獲得免疫に比べ、特定のパターンしか

認識できない自然免疫は、原始的な免疫機構であると言われていた。しかし、

獲得免疫が応答を開始するのに比較的時間を要するのに対し、自然免疫は迅速

に応答を立ち上げることが可能であり、初期段階の免疫応答としての利点を持

つ。また、その初期応答によって、獲得免疫の惹起に寄与することも知られて

いる(4, 5)。さらに、自然免疫は感染症から身を守る感染防御という正の部分と

誤って自己成分を認識することで自己免疫疾患や動脈硬化、乾癬などに関わる

負の部分が存在することが明らかになってきている。したがって、この自然免

疫機構の分子機構解明は生命科学においても非常に重要なだけでなく、様々な

感染症や内因性炎症性疾患の治療にもつながると考えられる。 

 

(2) Toll-like receptor（TLR）  

	 Toll-like receptor (TLR)は自然免疫系に属する分子であり、細菌やウイルスなど

の病原体に特異的な構造を認識することで感染の初期応答および活性化による

獲得免疫系の惹起に関わっている(6)。前項で述べたように、自然免疫は獲得免
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疫と異なり、遺伝子の再構成が行われず、認識の多様性には限度がある。ヒト

の場合、TLRは 10種類しかない。そこで、一つの受容体がヒトやマウスにはな

く、病原体に共通する構造をリガンドとして認識することで、より多くの病原

体を認識できるようになっている。 

	 TLRは一回膜貫通タンパク質であり、樹状細胞、マクロファージ、B 細胞な

どの免疫担当細胞を中心に、そのほか皮膚や上皮細胞など、外界と接し病原体

と接触する可能性のある細胞に広く分布している。このファミリーに属する分

子はヒトでは 10種類、マウスでは 12種類知られている。その中でも 9種類は

共通しており、これらは主に脂質やタンパク質を認識し、細胞表面に局在する

グループと、細胞内に局在し、核酸を認識するグループにわけることが出来る 

(Fig. 1)(7)。前者のグループに含まれる TLR1,2,6はリポタンパク質を、TLR4は

リポ多糖を、TLR5は細菌の持つフラジェリンをそれぞれ認識する。後者のグル

ープに含まれる TLR3は二本鎖 RNAを、TLR7や TLR8は一本鎖 RNAを、TLR9

は CpGモチーフを持つ一本鎖 DNAを認識することが知られている。基本的に

ホモ二量体を形成することで応答するが、TLR2は TLR1 や TLR6 とヘテロ二

量体を形成し応答する(8, 9)。 

	 TLRには応答を制御する分子が数多く報告されている。MD-2は LPSを認識
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するTLR4に必須の分子であり、MD-2非存在下では応答することができない(10)。

また、Protein Associated with Tlr4A (PRAT4A)はほとんどの TLRの細胞内輸送に

関わることが知られており、PRAT4A非存在化では TLRが応答出来ないことも

報告されている(11)。これらの TLR応答制御分子の探索は TLR応答の分子基盤

を解明するうえで非常に重要である。活性化された TLRは細胞内シグナル伝達

経路を介して転写因子である IRFや NF-kBを活性化し、インターフェロン

(Interferon: IFN)やサイトカイン、ケモカイン産生を誘導する (Fig. 2)(12, 13)。  

また、細胞質内には TLR以外にも DNAセンサーや RNAセンサー（STING、

MDA-5、RIG-Iなど）が機能しており、細菌感染やウイルス感染の場合には、こ

れらも TLRと共に働くことで生体防御に貢献している(14-17)。 
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Fig. 1 TLRファミリーの分類 

各種 TLRの局在および代表的なリガンドを模式的に示す。TLR1、2、4、5、6、
は細胞表面に主に局在するのに対し、TLR3、7、8、9は小胞体、エンドソーム
およびライソソームなどの細胞内に局在する。TLR1/2および TLR6/2はヘテロ
ダイマーで応答する。他の TLRはホモダイマーを形成する。 
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Fig. 2自然免疫とシグナル伝達 

自然免疫レセプターを介したシグナル伝達経路を示す。ウイルスや病原体から

細胞が刺激を受けると、TLR、RIG-I、NODや STINGが認識し Ikkα/βを介す
る経路と TBK1、IRFを介する経路が活性化される。前者は最終的に NF-κBを

活性化されることで炎症性サイトカインの産生を誘導する。また、後者は最終

的に IRF3や IRF7を活性化することでインターフェロン産生を誘導する。 
 
 
 



１１ 

(3) 核酸認識 TLRの認識機構  

	 核酸認識 TLRは病原体由来成分だけでなく内因性リガンドにも応答すること

が明らかになりつつある。特に、核酸は病原体から宿主に至るまで、基本構造

は変わらないため、宿主由来か病原体由来かの識別を厳密に行う事は容易では

ない。そのため、核酸における宿主と病原体の識別には、核酸の局在が重要で

あることが分かっている。例えば、ウイルス由来の核酸は細胞に取り込まれる

際、周囲をウイルス由来の膜タンパク質などに覆われているため、分解されに

くく、エンドライソソームまで運ばれる。一方、宿主由来の核酸は、通常核内

に保存されており、死細胞から遊離した核酸などは細胞外やエンドソーム内で

DNaseや RNaseによりただちに分解されてしまうため、エンドライソソームま

で運ばれず、細胞内にいる核酸センサーは活性化されない。しかし、自己抗体

が結合し核酸が分解に抵抗性となった場合、宿主由来の DNAでも TLR9を活性

化しうる。すなわち、TLR9における自己、非自己の区別は核酸の配列やメチル

化などの修飾の違いに加えて、TLRの局在するコンパートメントまで核酸が運

搬されるかが重要であると考えられている。また、TLR側の細胞内局在の変化

も応答には必須である。核酸認識 TLRは、ウイルス感染などの刺激を受けると、

エンドソーム、ライソソーム内を移動すると考えられている(18, 19)。 
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このような各 TLRの細胞内移動には多様な分子が関連しており、応答制御認識

制御がなされていると考えられる (Fig. 3)。これまでの研究で、TLR3、TLR7お

よび TLR9の小胞体からエンドソーム、ライソソームへの細胞内移動には

Unc93B1と呼ばれる分子が不可欠であることが明らかとなった(20)。Unc93B1

の機能欠損マウスでは 3種類の TLRの小胞体からの細胞内輸送ができなくなっ

ており、これらの TLRの応答がすべて欠損していることがわかった(19, 21, 22)。

また、当研究室で作成した Unc93B1変異体（以下、D34A変異体）は TLR7の

応答性を亢進させ TLR9の応答性を抑制することが示された。この変異体におい

て、細胞内で刺激依存的な TLR7の細胞内移動を増強し、TLR9の細胞内移動を

減弱していることから、Unc93B1による TLRの細胞内移動は TLR応答性に強く

影響していることがわかる(23)。また、D34A変異体マウスでは糸球体腎炎を自

然発症し、自己免疫疾患様病態を呈する(24)。MRL/lprは、皮膚病変、リンパ節

腫脹、脾腫および糸球体腎炎などの自己免疫病態を呈するマウスとして用いら

れてきたが、これらの病態形成に TLRが関与していることが報告されている(25, 

26)。さらに TLR7を強制的に発現させても自己免疫疾患様の病態を呈する。こ

れらの結果は、核酸に対する自然免疫応答が自己免疫疾患の一つの原因となり

うる可能性を示している(Fig. 4)。 
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	 このように、核酸 TLRは自己免疫疾患を引き起こし得ることからも、緻密な

応答制御が必要であることは明らかである。Unc93B1、Protein Associated with 

TLR4 A (PRAT4A)のような様々な分子が関わることで応答制御が行われている

ことが報告されているが、まだ不明な点も多く、今後も TLR応答制御を解明す

るために TLR制御分子の探索は必須であると考えられる。 
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Fig. 3核酸 TLRとアクセサリー分子 

核酸認識レセプターにおいて多くのアクセサリー分子の関連が知られている。

PRAT4Aや Unc93B1は TLR7や TLR9を小胞体から応答の場であるライソソー
ムへ細胞内移行を行う。また、TLR3は Unc93B1によって小胞体からエンドソ
ームやライソソームに移行される。移行された TLRはウイルスやバクテリアが
持つ DNAや RNAを認識し応答する。 
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Fig. 4 TLR7と TLR9のバランス破綻 

TLR関連分子であるUnc93B1分子にD34A変異を挿入することで、TLR7とTLR9
のバランス破綻が起きる。TLR7と TLR9バランスが破綻し、TLR7活性が強く
なると、B細胞が活性化され、それに伴い、T細胞の活性化も起きる。これによ
り、自己免疫疾患などの全身性疾患が誘導される。TLR7と TLR9とのバラン
スの破綻は生体の恒常性の維持に著しく不利益をもたらすことが D34Aマウス
の解析から明らかになった。 
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(4) TLR3応答制御  

	 TLR7や TLR9については前章の序論でも述べたように応答制御の重要性につ

いて多くの報告がなされている。しかし、TLR3についてはまだ不明な部分が多

い。 TLR3のシグナル伝達経路は、他の核酸特異的 TLRとは異なる下流分子

(TRIFなど) が機能していることが報告されており、TLR3の応答が他の核酸

TLRと異なる制御を受ける可能性がある(27)。また、TLR7や 9と同様に、カテ

プシンファミリーによって細胞外ドメインが切断されることでリガンドに応答

しうる状態になることが知られている。TLR3の細胞外ドメインが切断された後

も、N末断片は C末断片と会合しており、リガンド認識に必要であることが報

告されている(28)。TLR3は免疫細胞だけでなく線維芽細胞などにも発現してい

ることから、初期免疫応答に関わる一つと考えられる。 

	 TLR3が関わる病態としては、ウイルス感染がある。西ナイルウイルスやヘル

ペスウイルスに対する応答について多くの研究がなされているが、近年、内因

性リガンドである自己由来 RNAへの TLR3応答も報告されている(29-31)。これ

は、紫外線や放射線により傷害を受けた細胞由来の自己 RNAに TLR3が応答し

てしまうため、病態を増悪させる原因となる(32)。しかし、TLR3のリガンド認

識やサイトカイン及び IFN産生の場についてほとんどわかっておらず、ウイル
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ス感染時における宿主細胞における感染防御システムや自然免疫における初期

免疫応答への理解を深めるためにも、今後 TLR3認識機構解明が必要であると考

えられる。 

 

(5) 代謝センサーmTOR 

	 免疫抑制剤の一つである Rapamycinのターゲット分子として発見された代謝

センサーmammalian target of Rapamycin (mTOR)は、複数の分子と会合することで

複合体を形成し、生体内では複合体として機能している (Fig. 5)。mTORはイン

スリンを含む成長因子などの細胞外からの刺激を統括し、多様なタンパク質の

転写翻訳を制御することで細胞内の骨格系や増殖に寄与している(33)。mTOR 

の複合体(mTORC)には、2種類存在することが知られており、それぞれ特異な機

能を持ち合わせている。mTORC1は、mTOR、Raptor、mLST8および Deptorか

ら構成される複合体であり、Rapamycinによって部分的に阻害される。また、

mTORC1は、増殖因子、栄養素、などから受ける多くの環境要因を統合し、細

胞の代謝状態を決定する分子であるため、アミノ酸などの栄養が十分である時

には細胞増殖を促進し、ストレス条件下や飢餓状態では不足したアミノ酸を補

うためにタンパク質分解を亢進させる(34)。増殖因子やインスリンは PI3キナー
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ゼによる Aktのセリン残基リン酸化を通じて mTORC1にシグナルを伝える。ま

た、アミノ酸による活性化では、Ragタンパク質関連シグナルを経て mTORC1

が活性化される(35, 36)。活性化された mTORC1によって、下流にある 4EBP1

および p70 S6キナーゼのリン酸化を介した mRNAの翻訳、オートファジーの抑

制、リボソームの生合成、ライソソームやミトコンドリアの代謝など、数多く

の代謝に関連した応答を誘導される。 

mTORC2は、mTOR、Rictor、mLST8、Sin1、及び Deptorから構成され、Akt

の Thrをリン酸化し、活性化することによって細胞の生存を促進する。また、

PKCαの活性化によって細胞骨格の動きを調節し、SGK1のリン酸化を通じてイ

オンの透過性や増殖を調節することが報告されている(37, 38)。しかし、mTORC2

シグナルにおいては、mTORC1におけるアミノ酸のような上流のシグナルはほ

とんど分かっていない。 

	 mTORは免疫シグナルに関連するという報告もされており、アミノ酸輸送体

SLC15A4は B細胞において mTORC1を介した TLR7の IFN産生に関わること

が知られている(39)。しかし、mTORC1による他の TLR応答への影響や mTORC2

の免疫系への関与については分かっておらず、代謝と免疫の関連性を究めるた

めにも詳細な解析が求められている。  
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Fig. 5 代謝センサーmTORシグナル伝達経路 

	 代謝センサーである mTORは複合体を形成することで機能している。
mTORC1は成長因子やアミノ酸から刺激を受け、主に転写翻訳を制御すること
で細胞の生存、分裂、増殖を促している。mTORC2は細胞骨格や細胞間接着に
関与している。成長因子から刺激を受けることは報告されているが、他のリガ

ンドについてはわかっていない。 
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(6) ヘルペスウイルスと TLRs 

	 ヘルペスウイルスは DNAウイルスの一種であり、2本鎖 DNAを持つことで

知られている。単純ヘルペスウイルス(Herpes Simplex Virus : HSV)はヒトに感染

するヒトヘルペスウイルスの一種であり、HSV-1と HSV-2に分類される。HSV-1

は口唇ヘルペス、ヘルペス口内炎、角膜炎、単純ヘルペス脳炎(HSE)の原因とな

る。HSV-2は主に性器ヘルペス、髄膜炎、脊髄炎の原因となる。前者は三叉神

経節に後者は脊髄神経節に潜伏することが知られている(40, 41)。ヘルペスウイ

ルスは感染力の強いウイルスであり、潜伏期間も長いため、ウイルス感染機構

やウイルスに対する宿主側の免疫機構の解明が急務である。 

	 ヘルペスウイルスと自然免疫については多数報告されており、TLR2はウイル

スエンベロープタンパク質を認識することでサイトカイン産生を行い、TLR9は

pDC (plasmacytoid DC)においてウイルスDNAを認識して I型 IFNを産生する(Fig. 

6)(42-44)。また、TLR3はウイルス由来の RNAを認識し、サイトカインや I型

IFNを産生する(45)。特に、神経細胞や線維芽細胞においては他の TLRの発現

量が低いことから TLR3が感染に対する免疫応答に重要な役割を果たしている

と考えられる。ヘルペス脳炎を患った人の疫学調査を行い、遺伝子変異を調査

した結果、TLR3のみならず TLR3の応答に必要な分子であるUnc93B1や TRAF3



２１ 

に変異が認められている(31, 45, 46)。これらの患者の線維芽細胞ではヘルペスウ

イルス感染によって誘導される I型 IFN産生の低下が見られたことから、HSV

に対する TLR3応答が欠損すると、I型 IFN産生が低下し、ヘルペス脳炎に対す

る感受性が高くなる可能性が示された。このことから、宿主における TLR3応答

は HSV感染防御において非常に重要な役割を果たしているがと考えられるが、

その分子基盤については、不明な点が多い。血液細胞ではなく、非血液細胞に

おける TLR3応答制御を解明することでヘルペス脳炎発症の原因を究明できる

可能性が高い。 

また、ヘルペスウイルス感染に前項で紹介した mTORの関与が認められてい

る。ウイルスタンパク質 Us3はリン酸化酵素として働き、宿主細胞の様々な遺

伝子を修飾することで宿主細胞におけるウイルスタンパク質の発現をコントロ

ールしているが、基質の一つに mTORが知られている(46)。しかし、宿主細胞

におけるヘルペスウイルスに対するmTORの機能や TLR応答への寄与に関して

は全く分かっておらず、早急な解析が求められている。 

本研究では、HSV-1に対する宿主細胞における TLR3の免疫制御機構を詳細に

解析した。 
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Fig. 6 ヘルペスウイルスと TLR 

	 ヘルペスウイルスが宿主細胞に感染すると、各 TLRが認識して炎症性サイト
カインや I型 IFNを産生する。細胞表面では TLR2が、細胞内では TLR3や 9が
認識する。免疫細胞では全 TLRが発現しているが、線維芽細胞や神経細胞では
TLR3と 4しか発現していないため、HSV感染の際、TLR3が免疫応答を誘導す
る。 
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方法  

・試薬と抗体 

polyI:C及び polyI:C-Rhodamineは、Invivogenから購入した。RNA9.2sは

FASMACに合成を依頼した。LipidAは Sigma Aldrichから購入し、0.2% 

trimethylamineに調製した滅菌水で溶かした。 

RPMI培養液、DMEM培養液、OPTI-MEMは Gibcoから購入した。ELISAキ

ット RANTES/CCL-5 は R&D Systemsから、IFN-beta は PBL Assay Scienceから

購入した。 

タンパク質 IFN-alpha、betaは pblから購入した。 

抗 TLR3モノクローナル抗体 (PaT3) は当研究室の村上によって作製された(28)。

TLR3の N末端側断片（TLR3N）を抗原とするポリクローナル抗体は、Millipore

から購入した。抗 Arl8抗体(47)は紺谷圏二博士（東京大学）から供与された。

proA抗体-HRPは GE healthcare、抗マウス抗体-HRPは Santa Cruz Biothechnology

から購入した。抗 Lamp1抗体は abcamから購入した。他の抗体については全て

Cell Signaling Technology (CST) から購入した。Alexa Fluor 568 Phalloidinは Life 

Technologiesから購入した。 

	 Real time PCRで用いたプローブは全て Applied Biosystemsから購入した。 



２４ 

	 HSV-1 gB-RFP変異体ウイルスは川口研究室 (東京大学)にてサル腎臓上皮細

胞株である Vero細胞を用いて培養、multiplicity of infection (MOI)を測定した。	  

 

	 ・細胞株 

	 マウス繊維芽細胞株である NIH3T3細胞およびマウス胚線維芽細胞である

MEFは、DMEM培養液に 10% FBS、ペニシリン/ストレプトマイシン/1–グルタ

ミン混合液、50µM 2-MEを加えた培養液で培養した。培養は Incubator内にて37℃、

5％CO2の条件下で行った。 

	 NIH3T3細胞株やMEF細胞は Cellmatrix Type I-P (新田ゼラチン株式会社)でコ

ラーゲンコートしたプレートを用いて培養を行った。 

Rab7aノックアウトMEFは和田洋博士 (大阪大学)から供与いただいた Rab7a 

floxed/floxedのMEF(48)に Creタンパク質を発現させることで作製した。 

 

・遺伝子のクローニング 

マウス TLR3および Unc93B1は PCRによって増幅され pMX、pMXpuroベク

ターに導入された。また、各遺伝子に対する gRNAは CRISPR-directにより検索

し、Addgeneで購入した pkLV-U6gRNA(BbsI)-PGKpuro2ABFPベクターに導入し
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た。遺伝子のベクターへの導入には、Gibson Assembly Mixを使用した。 

 

・レトロウイルスによる遺伝子導入 

HEK293パッケージング細胞株である Plat-E細胞に、FuGene6で TLR3および

Unc93B1遺伝子を導入した。遺伝子は、pMX系ベクターに導入したものを使用

した。遺伝子導入後 24時間で培養上清を交換し、新たな培養液を加えて、さら

に 24時間培養した。回収した上清をウイルス懸濁液とした。このウイルス懸濁

液と DOTAPを混ぜ合わせて、遺伝子導入先の細胞に加えた。 

 

・レンチウイルスによる遺伝子導入 

	 HEK293FT細胞株に、ViraPower Lentiviral Packaging Mixで TLR3-gRNAを導

入した。導入には PEIを使用した。gRNAは、pKLVベクターに導入したものを

使用した。遺伝子導入後 24時間で培養上清を交換し、新たな培養液を加えて、

さらに 24時間培養した。回収した上清をウイルス懸濁液とし、遺伝子導入先の

細胞に加えた。 
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・realtime PCR 

細胞回収後、RNeasy (Qiagen)を用いて RNAを抽出し、ReverTra Ace (TOYOBO)

によって逆転写反応を行い、cDNAを合成した。FastStart Universal Probe Master 

(ROX) (Roche)を用いて 7300 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems)によ

り行った。Taqmanプローブは Unc93B1(Mm00457643)、HPRT1(Mm01545399)を

用いた。得られた結果は、HPRT1発現量との比で正規化した。 

 

・細胞の染色とフローサイトメトリー 

NIH3T3細胞株を、FACSCaliburで解析した。細胞表面染色の場合は staining 

bufferで懸濁、細胞内染色の場合、saponine buffer (0.1% Saponine、2.5% FBS、0.1% 

NaN3、1xPBS)で懸濁し、室温で 5分静置した。細胞染色は、staining bufferで希

釈されたビオチン化抗体で、4℃、15分静置した。二次染色として、staining buffer 

で希釈された PE-streptavidin（BD Bioscience）で、4℃、15分静置した。そして、

staining bufferで洗浄後、FACSCalliburまたは FACSAria（BD Biosciences）で解

析された。 
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・各阻害剤、脂肪酸、BSA-FFA処置 

mTORC1阻害剤 Rapamycinは Sigma Aldrich、mTORC1&2阻害剤 Torin1は

Calbiochem、FASN阻害剤 C75は Sigma Aldrichから購入した。これらの阻害剤

を 2時間前処置後、poly(I:C)刺激を行い、24時間後に応答を検証した。 

BSAや BSA-FFA(Fatty acid free)は Sigma Aldrichから購入し、最終濃度 2%で

RPMI培養液に添加した。これらは前日から処置することで、細胞を飢餓状態と

した。各脂肪酸は Nacalai Tesqueから購入し、それぞれ最終濃度 100µMとし、

PEIを用いて BSA-FFA培養液中の細胞に導入した。脂肪酸導入後に poly(I:C)刺

激を行う際は、一度、PBSで洗浄し、PEI非存在下で刺激を行った。 

 

・シグナル解析 

NIH3T3細胞(1×106)を poly(I:C)及び HSV-1で経時的にリガンドで刺激を行っ

た。poly(I:C)刺激の場合は、前日に無血清培養液で飢餓状態にした細胞を用いた。

回収した細胞を、1xPBSで洗浄し、SDS PAGEサンプルバッファー( 50mM 

Tris-HCl (pH7.4)、1% SDS、10% glycerol、1% SDS、10% 2-ME、BPB)で溶解し電

気泳動後、サンプルは PVDF膜に転写され、Western blottingを行った。 
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・免疫沈降 

	 NIH3T3細胞を poly(I:C)で 24時間刺激を行った。回収した細胞を、1xPBSで

洗浄し、lysis buffer（1µM CaCl2、1µM MgCl2、10% Glycerol、150mM NaCl、20mM 

Tris–HCl（pH 7.4）、0.5% CHAPS、1xcOmplete EDTA（－）Cocktail（Roche）） で

溶解した。氷中で 30分間おいた後、溶解物を遠心分離して、上清を抽出した。

同時に、DynaBeads ProteinG (Life Technologies) 15µl、抗 TLR3モノクローナル抗

体 (PaT3) 3µgを 1×PBS 500µlに加えた TLR3抗体ビーズおよび抗RP105モノク

ローナル抗体 (MHR73) 3µgを 1×PBS 500µlに加えた抗 RP-105抗体ビーズを

4℃で 1時間転倒混和を行い、1×PBSで洗浄した。細胞溶解物を、抗 TLR3抗

体ビーズおよび抗 RP-105抗体ビーズに加えて、4℃で 2時間、転倒混和を行っ

た。その後、ビーズを、3回、wash buffer (20mM Tris–HCl（pH 7.4）、150mM NaCl、

1mM CaCl2、1mM MgCl2、10% Glycerol) で洗浄した。Sample bufferで溶解後、

SDS–PAGEを行った。電気泳動後、サンプルは PVDF膜に転写され、Western 

blottingを行った。 
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・ELISA 

NIH3T3を 96-well plateに培養し、TLR3リガンドで刺激した。刺激から 24時

間後、培養上清を回収し、DuoSet ELISA Development Systems CCL5 / RANTES

（R&D systems）で、濃度を測定した。また、MEFを 24-well plateに培養し、HSV-1

を感染させた。感染から 24時間後、培養上清を回収し、IFN-beta ELISA kit (pbl)

で濃度を測定した。HSV感染細胞培養上清を用いた実験においては川口研究室

にて行った。 

 

・共焦点レーザー顕微鏡 

Micro Cover Glass (MATSUNAMI)を 99%エタノールで消毒後、コラーゲンコー

トした。その上に NIH3T3細胞を播種し、無刺激サンプル、poly(I:C)刺激サンプ

ルともに一晩培養した。無血清培養液や脂肪酸欠損培養液(BSA-FFA)で培養する

場合は、その培養液で一晩培養後、poly(I:C)刺激を行い、さらに一晩培養した。 

刺激後、カバーガラスごと 1×PBSで洗浄し、4%PFA/PBSを用いて室温で 10

分間固定した。次に、最終濃度 0.2% Saponineの PBSで室温 30分間透過処理を

行い、Blocking buffer (50% Blocking One (Nacalai Tespue)、2.5%BSA、0.01%NaN3、

0.5×PBS)で室温 30分間ブロッキングを行った。 
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	 PBSで洗浄後、2µg/mlの各抗体を Blocking bufferで希釈した 1次抗体反応液

をパラフィルム上に置き、細胞が播種された面のカバーガラスをかぶせ、

Incubator内で 37℃ 90分間細胞内染色を行った。1次抗体は抗 TLR3抗体、抗

Lamp1抗体、抗 Rab7a抗体、抗 Arl8抗体、抗 alpha-tubulin抗体、抗 phospho-mTOR

抗体、抗 phospho-Rictor抗体、Alexa Fluor 568 Phalloidinを使用した。PBSで洗

浄後、二次抗体を 2000倍および DAPIを 3000倍に Blocking bufferで希釈した 2

次抗体反応液をパラフィルム上に置き、細胞が播種された面のカバーガラスを

かぶせ、Incubator内で 37℃ 90分間反応させた。2次抗体は Goat anti-mouse Alexa 

488 (Sigma Aldrich)および Goat anti-rabbit Alexa 568 (Sigma Aldrich)を用いた。PBS

で洗浄後、PermaFluorTM Aqueous Mounting Medium (Thermo Fisher Scientific)にて

マウントし、一晩乾燥後、共焦点レーザー顕微鏡 LSM710 (Carl Zeiss)で観察し、

Software ZEN lite(Carl Zeiss)で解析した。 

 

・ウイルス力価 (MOI) 測定 

	 ウイルス液を 1%FCS含有 199培養液(Thermo Fisher Scientific)を用いて 102か

ら 108倍に段階希釈し、そのうち 103から 108倍のウイルス希釈液を Vero細胞に

感染させた。1時間吸着後、160µg/ml ヒトγ-グロブリン(Sigma Aldrich)を含む
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新しい 199培養液に変え、37℃で培養した。細胞をメタノール固定し、クリス

タルバイオレット(Nacalai Tesque)で染色後、実体顕微鏡 Stemi DV4 (Carl Zeiss)

により wellごとのプラーク数をカウントし、ウイルスの力価を算出した。これ

らは、全て川口研究室にて行った。 

 

・HSV感染実験 

	 NIH3T3細胞株およびMEFをコラーゲンコートしたプレートに播種し、一晩

培養した。翌日、阻害剤処理サンプルには阻害剤処理を 2時間行い、HSV-gB-RFP

変異体を感染させた。この時、HSVのMOIが 10になるようにした。共焦点顕

微鏡で検証するサンプルにおいては 6時間後、シグナル解析に用いるサンプル

においては計時的に、ELISAサンプルにおいては 24時間後サンプル回収を行っ

た。これらの作業は全て川口研究室にて行った。 

 

・統計処理 

	 すべての ELISAおよび Realtime PCRのデータにおいて有意差検定をおこなっ

ている。有意差検定は Student t検定を用いて行い、危険率が 0.05未満のとき、

差が有意であるとした(* < 0.05)。エラーバーは標準偏差の値としている。 
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結果  

(1) 細胞株 NIH3T3における TLR3の応答  

	 序章で述べたように HSV-1感染によってヘルペス脳炎(HSE)が起きる。TLR3

は、HSV-1に対する中枢神経系における感染防御に必須であることが知られて

いるが、HSV-1に対する TLR3応答の分子基盤については、不明な点が多い。

TLR3および Unc93B1の遺伝子に変異を持つヒトにおいて、HSV-1に対する応

答の低下は、免疫細胞では認められず、線維芽細胞において報告されているこ

とから(49)、線維芽細胞株 NIH3T3における TLR3応答について検討した。 

	 まず、NIH3T3野生型にリガンドである poly(I:C)を刺激したが、サイトカイン

産生が見られなかった。そこで、TLR3の発現を抗 TLR3抗体 (PaT3)で細胞内染

色し FACSで検出したところ、TLR3の発現が見られた(Fig. 7a)。しかし、TLR3

応答及び細胞局在に関連する分子である Unc93B1の発現量を realtime PCRで確

認したところ、ほとんど発現していないことがわかった(Fig. 7b)。そこで

Unc93B1-FLAG強制発現細胞株を作製し、Poly(I:C)に対する応答を見たところ、

RANTES産生が認められた(Fig. 7c)。Unc93B1の発現に関しては、FLAG抗体で

細胞内染色し、FACSによって検出した。poly(I:C)には RIG-IやMDA5などの他

のセンサーも応答することから、この応答性が TLR3依存的かどうかを検証する
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ために、TLR3ノックアウト細胞を CRISPR-Cas9システムによって作製した。

TLR3に対する gRNAを作製し、hCas9及び Unc93B1強制発現株にレンチウイル

スで感染させた。gRNAのベクターには、BFPが挿入してあるため、BFPソー

トを行った細胞群を軟寒天培地にてクローン化した。細胞内染色による TLR3

発現の減少が認められたため、poly(I:C)刺激を行ったところ、RANTES産生が完

全に欠失した。さらに、Unc93B1強制発現細胞に TLR3を強制発現させた細胞

株では、RANTES産生量が上がったことから、Unc93B1 強制発現 NIH3T3細胞

のpoly(I:C)刺激におけるRANTES産生はTLR3依存的であることが示された(Fig. 

7c)。 
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Fig. 7 NIH3T3細胞株における TLR3応答 

	 (a)TLR3および Unc93B1の発現量を FACSによって検出した。黒いヒストグ
ラムは二次抗体のみで染色したサンプルを表し、赤いヒストグラムは TLR3抗体
(PaT3)または FLAG抗体で染色したサンプルを表す。(b)野生型および Unc93B1
強制発現株の Unc93B1 mRNA相対量を realtime PCRを用いて解析した。HPRT
遺伝子を用いて標準化した。(c)各サンプルにおけるリガンド刺激後の RANTES
産生量を ELISAにより解析した。横軸はリガンド刺激濃度、縦軸に RANTES産
生量(ng)を表す。* は p <	 0.05を示す。 
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(2) リガンド応答における TLR3局在変化  

	 TLR3の局在については、これまで小胞体から Unc93B1によって運ばれ、エ

ンドソームやライソソームにて応答すると報告されてきた。しかし、親和性の

強い TLR3抗体が存在しなかったことから、HAや FLAGなどの tagを付加した

TLR3を用いた実験が多い。我々のこれまでの結果から、これらのタグが TLR

の局在に大きく影響する可能性があることが分かっており、タグのついていな

い TLR3の局在を検討する必要がある。また、リガンド応答前後の局在変化につ

いては報告がない。そこで、TLR3及び Unc93B1強制発現細胞株における TLR3

の局在について検討した。抗 TLR3抗体及びライソソームに局在する Lamp1に

対する抗体を用いて染色した後、共焦点顕微鏡による観察を行った。すると、

TLR3と Lamp1との共局在が認められた(Fig. 8a)。このことから、TLR3はライ

ソソームに局在することがわかった。 

	 次に、poly(I:C)刺激による TLR3の局在変化について検討した。Poly(I:C)で刺

激し 16時間後に TLR3及び Lamp1の局在を観察すると、興味深いことに TLR3

は無刺激では核の周辺に検出され、刺激を受けると細胞膜方向に展開していた。

さらに、Lamp1も共局在していたことから TLR3が局在しているライソソーム

自体がリガンド刺激依存的に核周辺から細胞膜方向に移動することがわかった。
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TLR4/MD-2リガンドであるLipidA及びTLR7リガンドであるRNA9.2sで刺激を

行っても TLR3細胞内移行は起こらないことから、TLR3刺激依存的な現象だと

示唆された。 

	 また、リガンドである poly(I:C)と TLR3の局在を観察した。蛍光タンパク質で

ある Rhodamineを付加した Poly(I:C)を用いて検証を行った。刺激を受けた移動

した TLR3と poly(I:C)は共局在をすることが示された(Fig. 8b)。 

	 ライソソームが移動するには、Arl8や Rab7のような Gタンパク質が必要で

あると報告されている(50, 51)。そこで、どちらの Gタンパク質が TLR3移動に

関わるのか検討するために、抗 Rab7及び抗 Arl8抗体で染色を行ったところ、

TLR3はArl8と比べてRab7と高い共局在を示した(Fig. 9)。さらに刺激後は、Rab7

も細胞膜方向に移動していることから、Lamp1及び Rab7発現ライソソームに

TLR3が発現していることが証明された。 

	 また、TLR3と Gタンパク質が複合体を形成するかどうか TLR3を免疫沈降し

て検証すると、TLR3はエンドソームに局在する Rab5やArl8とは会合しないが、

Rab7と TLR3との会合が確認された(Fig. 10)。この結果から、TLR3は Rab7発

現ライソソームに局在し、会合することが示された。 
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Fig. 8 TLR3はライソソームに局在する 

	 (a)TLR3および Unc93B1強制発現 NIH3T3株の無刺激時、poly(I:C) 25µg/ml、
Lipid A 1µg/ml、RNA9.2s 25µg/ml刺激後 16時間における TLR3および Lamp1の
局在を共焦点レーザー顕微鏡により解析した。赤はLamp1で緑はTLR3を示す。
白点線は細胞膜を示す。(b) TLR3および Unc93B1強制発現 NIH3T3株を
poly(I:C)-Rhodamine 25µg/ml刺激後 16時間における TLR3および poly (I:C)の局
在を共焦点レーザー顕微鏡により解析した。赤は poly(I:C)で緑は TLR3を示す。
白点線は細胞膜を示す。白実線は強拡大図を表す。 
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Fig. 9 TLR3は Rab7aと共局在する 

	 TLR3および Unc93B1強制発現 NIH3T3株の無刺激時、poly(I:C) 25µg/ml刺激
後 16時間における TLR3、Rab7a及び Arl8の局在を共焦点レーザー顕微鏡によ
り解析した。(a)赤は Rab7aで緑は TLR3を示す。 (b)赤は Arl8で緑は TLR3を
示す。白点線は細胞膜を示す。白実線は強拡大図を表す。 
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Fig. 10 TLR3は Rab7aと会合する 

	 TLR3および Unc93B1強制発現 NIH3T3株の無刺激時、poly(I:C) 25µg/ml刺激
6時間後の細胞を用いて、抗 TLR3抗体および、ネガティブコントロールとして
抗 RP-105抗体による免疫沈降を行い、ウェスタンブロッティングを行った。IP
は免疫沈降後のサンプルを、WCLは全細胞溶解液のサンプルを示す。 
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(3) 二本鎖 RNA刺激による細胞骨格の変化  

	 Rab7aはライソソームに局在し、微小管との結合を調節することで、ライソソ

ームの移動を制御している(52)。TLR3が細胞内を移動し、さらに TLR3は Rab7a

発現ライソソームに局在するという結果から、微小管による細胞内小器官の移

動が関わる可能性が示唆された。そこで、微小管を構成する分子アルファチュ

ーブリンに対する抗体で染色した。すると、リガンド刺激後には微小管の量が

増えており、さらに、TLR3は微小管上にも在していることが観察された(Fig. 

11a)。Rab7aが FYCO-1及び kinesinという分子と複合体を作り、順行性に微小

管上を移動することが報告されていることから、TLR3局在ライソソームは Rab7

によって、微小管に沿って核から細胞膜の方向に輸送されている可能性が考え

られる(53)。	 また、ファロイジンは、タマゴテングタケから単離された 7アミ

ノ酸ペプチドで重合アクチン（F-actin）に対し、特異的な高い結合能を示す(54)。

そこで、微小管以外の細胞骨格の変化を見るためにファロイジンを用いて F-ア

クチンを染色した。すると、poly(I:C)刺激後にアクチンの重合が進み、ストレス

ファイバー状になっていることが観察されたことから、TLR3刺激依存的に細胞

骨格が再構築されることが認められた(Fig. 11b)。TLR3とアクチンとの共局在は

認められなかった。 
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Fig. 11 TLR3刺激依存的な細胞骨格再構築 

	 TLR3および Unc93B1強制発現 NIH3T3株の無刺激時、poly(I:C) 25µg/ml刺激
後 16時間における TLR3、alpha-tubulin及び F-actinを共焦点レーザー顕微鏡に
より解析した。(a)赤は alpha-tubulinで緑は TLR3を示す。 (b)赤は actinで緑は
TLR3を示す。白点線は細胞膜を示す。Actinは phalloidinで染色した。白実線は
強拡大図を表す。 
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(4) TLR3応答及び細胞内輸送における mTORC2の重要性  

	 mTORは代謝センサーとして知られており、mTORC1と mTORC2の二つの

複合体のタイプがある。mTORC1は TLR7や TLR9の I型 IFN産生に関与するこ

とが知られている(39, 55)。しかし、TLR3についての報告はない。mTORC1は

細胞生存のための翻訳制御をおこなっており、mTORC2は細胞骨格再構築や細

胞接着に関与することが知られている(33)。TLR3刺激依存的に細胞骨格の再構

築が認められたことから、細胞骨格を変化させる代謝センサーとして mTORの

関連性が示唆された。そこで、mTORC1の阻害剤である Rapamycinや mTORC1

及び C2双方の阻害剤である Torin1を前処置した細胞にリガンド刺激を行い、

RANTES産生量を確認した。すると、Rapamycin前処置では無処置と比べ変化

ないが、Torin1前処置において産生量が減少していた(Fig. 12a)。したがって、

mTORC2が TLR3応答に関与する可能性が示された。mTORC2が RANTES転写

量と翻訳量のどちらを制御しているかを検証するため、realtime PCRで poly(I:C)

刺激後の RANTESの mRNA量を調べたところ、Torin1を加えた細胞ではリガン

ド刺激依存的な RANTESの mRNA量増加が有意に低下していた(Fig. 12b)。この

ことから、mTORC2が TLR3応答による RANTES産生を転写レベルで制御して

いる可能性が示された。 
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	 次に、mTORC2活性の細胞内移行への影響について検討するために、阻害剤

前処置後にリガンド刺激を行い、TLR3の局在変化を見たところ、Torin1を加え

た細胞のみ TLR3の局在変化が見られなくなっていたため、TLR3応答及び局在

変化について mTORC2活性が必要である可能性が示された(Fig. 12c)。 
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Fig. 12 TLR3応答および細胞内移行における mTORC2活性 
	 (a)TLR3および Unc93B1強制発現 NIH3T3株の無処理、Rapamycin、Torin1処
理 2時間後、poly(I:C)刺激時における RANTES産生量を ELISAによって検出し
た。横軸はリガンド濃度、縦軸は RANTES産生量(ng)とした。(b) 同様に RANTES
産生量を realtimePCRで検出した。HPRT遺伝子を用いて標準化した。* は p <	
0.05を示す。(c) TLR3およびUnc93B1強制発現NIH3T3株の無処理、Rapamycin、
Torin1処理 2時間後、poly(I:C) 25µg/ml刺激後 16時間における TLR3及び Lamp1
を共焦点レーザー顕微鏡により解析した。赤は Lamp1で緑は TLR3を示す。白
点線は細胞膜を示す。Rapamycinは 200nM、Torin1は 250nMを最終濃度とした。
白実線は強拡大図を表す。 



４５ 

(5) TLR3下流シグナル伝達経路  

	 TLR3応答におけるシグナル伝達経路を見るために、poly(I:C)刺激後 15min、

30min、60min、２hours、3hoursの時間経過に伴うMAPKシグナルや NF-κB シ

グナルについて検討した (Fig. 13)。血清の影響を無くすために無血清培養液に

て検討を行った。MAPKシグナル伝達分子である Erk1/2や p38、NF-κB シグナ

ルである p65は活性化に伴い、リン酸化されるため、各分子のリン酸化を調べ

た。p65の Ser-536リン酸化は 15minをピークに、Erkの T202/Y204リン酸化は

30minをピークに、p38の T180/T182リン酸化は 30 minをピークに誘導されてい

た。Torin1で処理した細胞においては、刺激依存的な Erkのリン酸化は変わら

ないが、p38や p65のリン酸化が減弱していた。この結果から、p38および NF-kB

の活性化に mTORC2が関与する可能性が示された。 

	 次に、mTORのシグナルについて検証を行った。mTORシグナル伝達分子に

ついてもMAPKシグナルなどと同様に、活性化に伴いリン酸化されるため、各

分子のリン酸化を検討した。mTORの S2448残基は、Rhebや Aktからをリン酸

化される(33)。この mTORの S2448残基は刺激後 1hourをピークにリン酸化され

ていた。また、mTORC2の構成成分である Rictor の T1135残基のリン酸化は

30minをピークに検出されていた。さらに mTORC2下流シグナル伝達分子であ
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る PKCαのリン酸化は 15minをピークにリン酸化され、同じく mTORC2下流シ

グナル伝達分子である Akt S473のリン酸化は時間経過に伴って増加した。 

	 mTORの S2481残基はmTORC1活性化に伴って自己リン酸化されることが知

られている(56)。mTOR S2481残基は刺激前からリン酸化されており、リガンド

刺激後は、経時的に減弱することが認められた。mTORC1活性は mTORC2活性

が上昇すると減少する報告がある(57)ことから、mTOR S2481のリン酸化の減弱

は mTORC2活性化による可能性がある。これらの結果より、poly(I:C)刺激依存

的に mTORC1ではなく、mTORC2が活性化され、p38や NF-kBの活性化に必要

である可能性が示された。 
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Fig. 13 poly (I:C)刺激によるシグナル伝達 

無血清培養液で 16時間培養した TLR3および Unc93B1強制発現 NIH3T3株に無
処理、Torin1処理 2時間後、poly(I:C)刺激におけるシグナル伝達について経時的
にウェスタンブロッティングで検出した。Torin1は最終濃度 250nMで処理した。
ローディングコントロールとして、grb2を検出した。 
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(6) 血清による mTOR活性および TLR3応答への影響  

	 第 5項では、血清非存在下においてリガンド刺激依存的な mTORC2活性化が

p38や NF-kBシグナル活性化を介して RANTES産生に変化をもたらす可能性が

示された。mTORは代謝センサーとして、血清中に含まれるアミノ酸や成長因

子から刺激を受けることが知られており、これらの刺激を受けて下流のシグナ

ルを活性化することで、細胞の代謝や生存、増殖を行っている(33)。そこで、血

清存在下における poly(I:C)刺激後の mTORシグナルへの影響について検討した

(Fig. 14)。mTOR S2448のリン酸化は血清非存在下では 1 hourをピークに活性化

するのに対し、血清存在下では 2 hourをピークに活性化されることが示された。

Rictorのリン酸化は血清非存在下では 1 hourをピークに活性化するのに対し、血

清存在下では刺激後 30分をピークに一過性に減弱した。mTORC2下流シグナル

伝達分子である Akt の S473残基は血清非存在下ではリガンド刺激後、時間経過

に伴ってリン酸化されるのに対し、血清存在下では活性の上昇が認められなか

った。これらの結果から、血清成分が、TLR3による mTORの活性化に大きく

影響することが示唆された。 

	 血清が TLR3応答に及ぼす影響を調べるために、poly(I:C)刺激における

RANTES産生を検討した。Poly(I:C) 5µg/ml刺激においては、血清非存在下の方
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が血清存在下よりも応答が高くなったが、poly(I:C) 25µg/ml刺激においては、血

清存在、非存在における変化はなかった(Fig. 15a)。poly(I:C) 25μg/ml刺激後の

RANTESの mRNA量を realtime PCRで調べたところ、血清存在、非存在におい

て変化はなかった(Fig. 15b)。 

	 次に、血清非存在下における TLR3細胞内移行について検証したところ、血清

非存在下ではリガンド刺激による TLR3の細胞内移行が起こっていないことが

示された(Fig. 15c)。TLR3の細胞内移行には mTORC2が関与しており、TLR3に

よる mTORC2の活性化は血清によって大きく影響された。そこで血清が

mTORC2の活性化を介して TLR3の細胞内移行に影響している可能性が考えら

れる。したがって、TLR3の細胞内移行における mTORC2の役割を検討する必

要があると考えて、mTORC2の構成分子である Rictorの活性化型(リン酸化型)

の局在を調べた (Fig. 16a)。血清非存在下では活性化型 Rictorは poly(I:C)刺激後

にのみ検出され、TLR3との共局在を示した。興味深いことに、血清存在下では

無刺激時から細胞質に活性型 Rictorが検出され、核周囲に局在する TLR3との共

局在は認められなかった。リガンド刺激後は、TLR3が核周囲から細胞膜に方向

に移行し、活性化型 Rictorと TLR3の共局在が認められた。リン酸化型 mTOR

は、血清存在下でリガンド刺激前から TLR3と共局在を示しており、リガンド刺
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激後も TLR3と共局在が認められることから、TLR3と共に移行している可能性

が示された(Fig. 16b)。これらの結果より、血清による Rictorの活性化が TLR3

細胞内移行に重要である可能性が示唆された。 

	 これまでの結果から、TLR３リガンド刺激による mTORC2活性化は血清非依

存性で、p38やNF-κB 活性化を介して RANTES産生誘導に必要であるが、TLR3

の刺激依存性細胞内移行には、血清による Rictor活性化が重要である可能性が

示された。また、poly(I:C)刺激による RANTES産生には TLR3の細胞内移行が

必ずしも必要ではないことも示された。TLR3応答における TLR3の細胞内移行

の役割については第 8項にて述べる。 
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Fig. 14 TLR3応答依存的な mTORC2活性上昇 

	 TLR3および Unc93B1強制発現 NIH3T3株の血清存在下、非存在条件下での
poly(I:C)刺激におけるシグナル伝達について経時的にウェスタンブロッティン
グで検出した。ローディングコントロールとして、grb2を検出した。 
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Fig. 15 血清非存在下における TLR3応答と細胞内移行 

(a) 無血清培養液で 16時間培養した細胞の poly(I:C)刺激時における RANTES産
生量を ELISAによって検出した。横軸はリガンド濃度、縦軸は RANTES産生量
(ng)とした。(b) poly(I:C)25μg/ml刺激後に RANTES産生量を realtimePCRで検
出した。HPRT遺伝子を用いて標準化した。* は p <	 0.05を示す。(c) TLR3お
よび Unc93B1強制発現 NIH3T3株を無血清培養液で 16時間培養し、poly(I:C) 
25µg/ml刺激後 16時間における TLR3及び Lamp1を共焦点レーザー顕微鏡によ
り解析した。赤は Lamp1で緑は TLR3を示す。白点線は細胞膜を示す。白実線
は強拡大図を表す。 
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Fig. 16 TLR3と mTORC2の局在 

	 TLR3および Unc93B1強制発現 NIH3T3株の無血清条件下、血清条件下におけ

る無刺激時、poly(I:C) 25µg/ml刺激後 16時間における TLR3、p-mTOR及び

p-Rictorの局在を共焦点レーザー顕微鏡により解析した。(a)赤は p-rictor T1135

で緑は TLR3を示す。(b)赤は p-mTOR S2448で緑は TLR3を示す。白点線は細胞

膜を示す。白実線は強拡大図を表す。 
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(7) 脂肪酸による mTORC2シグナルの活性化  

	 TLR3の細胞内移行が血清の存在に依存することから、何らかの血清因子が

TLR3の細胞内移行に必要である可能性が示唆される。mTORC1は、成長因子だ

けでなく、アミノ酸やグルコースでも活性化される。しかし、TLR3の細胞内移

行に関与する mTORC2では、成長因子以外に活性化する血清因子が報告されて

いない。我々の用いた無血清培養液にはすでにアミノ酸や糖が含まれているが、

脂肪酸は含まれていないことから、脂肪酸が mTORC2を活性化する可能性につ

いて検討した。そこで、血清非存在下で TLR3の細胞内移行は認められなくなっ

たが、さらに細胞内の脂肪酸も除去した時の TLR3の局在を検討した。BSAは

脂肪酸に結合する特性を持つ。細胞由来の脂肪酸を BSAで吸収させるために、

脂肪酸が結合していない BSA (BSA-Free Fatty Acid, BSA-FFA)を無血清 RPMI培

養液に添加し、リガンド刺激後の TLR3細胞内移行について検討したところ、血

清非存在下に比べて、TLR3は核の周辺にさらに強く集積していた(Fig. 17)。脂

肪酸を除去していない BSAを添加してもそのような変化は認められなかった。

さらに、RPMI-BSA-FFAの条件下で、飽和脂肪脂肪酸の一つであるステアリン

酸をリポフェクション試薬である PEIと共に加えると、TLR3のリガンド依存性

細胞内移行が回復した。この結果から、脂肪酸が TLR3の細胞内移行に重要であ
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ることが示された。 

	 次に、脂肪酸存在下、非存在下における TLR3応答について検討した(Fig. 18a)。

血清非存在下では TLR3刺激で RANTES産生は認められたが、BSA-FFA添加に

より、細胞内の脂肪酸を除去すると、RANTES産生量が低下した。この条件下

でラウリン酸、ミリスチン酸、パルミチン酸、ステアリン酸などの飽和脂肪酸

を添加すると、ラウリン酸を除く脂肪酸でリガンド刺激による RANTES産生が

回復した。脂肪酸は生体内で Fatty acid synthase (FASN)を介する経路によって合

成される。細胞内の脂肪酸合成を減少させるもう一つの方法として、無血清の

条件下で FASN inhibitorで処理したところ、TLR3依存性の RANTES産生は著明

に低下した。これらの結果から、TLR3刺激による RANTES産生誘導にも脂肪

酸が関わることが示された。血清非存在下では TLR3刺激による RANTES産生

は認められることから、RANTES産生は細胞内の脂肪酸に依存する可能性が考

えられる。 

	 次に、脂肪酸を除去した細胞での TLR3シグナルを調べた。リガンド刺激後の

Rictorのリン酸化は、無血清の条件下で低下し、ステアリン酸添加で部分的では

あるが、回復が認められた(Fig. 18b)。また、NF-κB p65のリン酸化も、脂肪酸

除去による低下、ステアリン酸添加での回復が認められた。これらの結果から、
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TLR3刺激によるmTORC2及びNF-κBの活性化は脂肪酸の存在に依存する可能

性が示された。 
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Fig. 17 脂肪酸非存在下における TLR3細胞内移行 

	 TLR3および Unc93B1強制発現 NIH3T3株を血清添加培養液、無血清培養液、
BSA添加無血清培養液、脂肪酸欠損培養液(BSAFFA)、それにステアリン酸を添
加した培養液で 16時間培養し、poly(I:C) 25µg/ml刺激後 16時間における TLR3
及び Lamp1を共焦点レーザー顕微鏡により解析した。赤は Lamp1で緑は TLR3
を示す。白点線は細胞膜を示す。白実線は強拡大図を表す。 
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Fig. 18 脂肪酸非存在下における TLR3応答とシグナル伝達 
	 (a)無血清培養液に FASNinhibitorを添加した細胞および脂肪酸欠損培養液
(BSAFFA)、それに各脂肪酸添加し培養した細胞の poly(I:C)刺激時における
RANTES産生量を ELISAによって検出した。FASNinhibitorは最終濃度 1µg/ml
および 5µg/mlで 2時間前処理し、各脂肪酸は最終濃度 100µMになるように添加
した。* は p <	 0.05を示す。(b)無血清、脂肪酸欠損、ステアリン酸添加した細
胞の poly(I:C)刺激におけるシグナル伝達について計時的にウェスタンブロッテ
ィングで検出した。Torin1は最終濃度 250nMで処理した。コントロールとして、
grb2を検出した。 
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(8) HSV感染における TLR3応答制御  

	 無血清の条件下での TLR3は、RANTES産生を誘導しうるが、細胞内移行は

示さなかった（Fig. 15）。この結果は、TLR3の細胞内移行が RANTES産生とは

直接関係しないことを示している。TLR9のリガンド依存性細胞内移行が I型 IFN

産生に重要であることが報告されている(58, 59)。TLR3の細胞内移行も、I型 IFN

産生に関与する可能性がある。しかしながら、用いた 3T3細胞では poly(I:C)で

刺激しても、I型 IFN産生が検出されなかったことから、TLR3を刺激するヘル

ペスウイルス感染における I型 IFN産生と細胞内移行について検証した。HSV-1

は共焦点顕微鏡でも用いることができるようにウイルス由来の糖タンパク質 gB

に RFP蛍光タンパク質を付加したウイルスである gB-RFP HSV-1変異体ウイル

スを用いて実験を行った(60)。HSVタンパク質である ICP4は経時的に発現量が

上昇することから、感染が成立していることが確認された。TLR3下流シグナル

を検証したところ、Rictorや Aktのリン酸化が認められ、感染依存的に mTORC2

が活性化されていることが示された(Fig. 19)。mTORC1の会合分子 Raptorのリ

ン酸化が認められたことから、ヘルペスウイルスは mTORC1の活性化も誘導し

うることが示された。これは、HSVタンパク質の一つであるリン酸化酵素 Us3

による mTORシグナル活性化が関与している可能性が考えられる。 
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	 ヘルペスウイルス感染における TLR3細胞内移行について検証したところ、

HSV感染 6時間後で細胞膜周辺まで TLR3が移行していた(Fig. 20a)。このこと

から、poly(I:C)刺激と同様に TLR3が刺激依存的に核周辺から細胞膜方向に移行

していることが示された。また、微小管や F-アクチンの重合も HSV感染によっ

て増大していることも確認された(Fig. 20b)。これらの現象は全て、mTORC1阻

害剤 Rapamycinでは阻害できず、mTORC1、C2阻害剤 Torin1で阻害することが

確認されたことから、HSV感染におけるTLR3の細胞内移行や細胞骨格変化も、

poly(I:C)刺激と同様に mTORC2活性依存的である可能性が示された。 

	 HSV感染防御における TLR3応答について検証した。HSV感染においては、

TLR3だけでなく、TLR2や他の免疫レセプターが HSV構成成分を認識して

RANTESを産生することが知られている(42)。HSV感染における I型 IFN産生

は TLR3依存的であることが報告されていることから、TLR3および Unc93B1

強制発現 NIH3T3株における HSV感染時の I型 IFN産生について検討したが、

NIH3T3細胞では IRF3発現量が少なく I型 IFN産生が検出できなかった。そこ

で、マウス由来線維芽細胞であるMurine Embryonic Fibroblast (MEF)を使って I

型 IFN産生を調べたところ、HSV依存性の I型 IFN産生が誘導された(Fig. 21)。

また、野生型MEFに阻害剤 Rapamycinまたは Torin1を処理したサンプルは、無
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処理と比べて HSV感染における I型 IFN産生が低かった(Fig. 21a,b)。この結果

より、HSV感染における I型 IFN産生には mTORC1、mTORC2の両方が関与す

る可能性が示された。 

	 TLR3の細胞内移行がmTORC2によって制御されている可能性を考慮すると、

mTORC2の活性化が TLR3の細胞内移行を介して、IFN産生に関与している可

能性がある。第 7項にて、TLR3の細胞内移行には脂肪酸による mTORC2の活

性化が重要であることを示した。そこで、FASN阻害剤処置のMEFについて IFN

産生量を検証したところ、無処理と比べて産生量が完全に阻害されることが示

された(Fig. 21c)。また、TLR3の細胞内移行には Rab7aタンパク質が関与する可

能性が示されたことから、Rab7 a遺伝子欠損細胞を用いて、HSV感染による I

型 IFN産生を検討したところ、野生型細胞に比べて産生量が欠損していること

が分かった(Fig. 21d)。これらの結果から、HSV感染による I型 IFN産生には脂

肪酸が必要であり、mTORC2依存性の TLR3細胞内移行が必要である可能性が

示された。	  
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Fig. 19 HSV感染におけるシグナル伝達 

	 (a) TLR3およびUnc93B1強制発現NIH3T3株のHSV感染におけるシグナル伝
達について経時的にウェスタンブロッティングで検出した。培養は血清入り

DMEMで行った。gBタンパク質にRFPが付加されたHSV-1変異体(HSV-gBRFP)
を使用した。ローディングコントロールとして、grb2を、HSV感染のコントロ
ールとして ICP4を検出した。moiは 10とした。 



６３ 

 

 

Fig. 20 HSV感染における TLR3細胞内移行と細胞骨格変化 

 (a)TLR3および Unc93B1強制発現 NIH3T3株の無処理、Rapamycin、Torin1処
理 2時間後、HSVgB-RFP感染 6時間における TLR3を共焦点レーザー顕微鏡に
より解析した。緑は TLR3を示す。(b)同様の条件で alpha-tubulin及び F-actinを
共焦点レーザー顕微鏡により解析した。緑は alpha-tubulin、赤は F-actinを示す。
白点線は細胞膜を示す。Rapamycinは 200nM、Torin1は 250nMを最終濃度とし
た。白実線は強拡大図を表す。 
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Fig. 21 HSV感染における IFNβ産生 

	 マウス線維芽細胞株(MEF)野生型の無処理、 (a)Rapamycin、(b)Torin1、(c)FasN
阻害剤処理 2時間後および(d)Rab7ノックアウト細胞の HSV感染 24時間におけ
る IFNβ産生量を ELISAによって検出した。縦軸は IFN-beta産生量(pg)とした。
Rapamycinは 500nM、1µM、Torin1は 250nM、1µMを最終濃度とした。* は p <	
0.05を示す。 
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考察 

(1) TLR3応答制御機構  

	 核酸 TLRはこれまで応答制御について多くの研究がなされている。Unc93B1

によって TLRが ERからエンドライソソームに移行し、移行した先でリガンド

に応答しサイトカインを産生することが報告されている。また、TLR7や TLR9

に関しては、AP-3によってライソソームに移行することで I型 IFN産生が行わ

れることが知られている(59)。このように TLRの応答制御には TLRの細胞内移

行が重要であるが、TLR3については、詳細な解析が進められていなかった。ま

た、HSV感染の際には、TLR3応答依存的な I型 IFN産生が重要であり、TLR3

依存的 I型 IFN産生がないとヘルペス脳炎にかかりやすいことも報告されてい

る(31)。そこで、TLR3および Unc93B1強制発現 NIH3T3を用いて実験を進める

ことで、線維芽細胞における TLR3の局在と応答の関係を詳細に検討した。この

細胞における TLR3の局在を確認したところ、Lamp1と共局在していた(Fig. 8)。

この結果から Unc93B1を強制発現している細胞においては、Unc93B1によって

小胞体からライソソームに移行されていることが示された。TLR3は核周辺に局

在していることも観察された。脂肪酸欠損条件下では、TLR3は核膜周辺に移行

し、リガンド刺激刺激依存的な RANTES産生が低下した。そこに飽和脂肪酸を
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加えた条件下では細胞内移行、RANTES産生どちらも回復することが示された

(Fig. 17, 18a)。また、脂肪酸欠損条件下においてはリガンド刺激依存的な p65活

性化が無血清培養液に比べ低いのに対し、脂肪酸を加えた条件下では回復した

(Fig. 18b)。無血清の条件下では RANTES産生は認められ(Fig. 15)、BSA-FFAに

よる細胞内の脂肪酸除去や脂肪酸合成阻害剤では RANTES産生が阻害されたこ

とから、RANTES産生には細胞内の脂肪酸が重要である可能性が示された。 

	 TLR3リガンドで刺激すると、TLR3は核近傍から、細胞膜方向に移動してい

ることが示された(Fig. 8)。この現象は、他の TLRリガンドである LipidAや

RNA9.2sでは起こらず、poly(I:C)刺激だけで起こったことから、TLR3応答依存

性であることが示された(Fig. 8a)。また、HSV感染においても TLR3の細胞内移

行が認められた(Fig. 20)。微小管の伸長やアクチンの重合が TLR3リガンド刺激

後に増強されており、TLR3は微小管の上を伝って順行性移行している可能性が

示唆された(Fig. 11)。さらに、Rab7aと TLR3が会合し共局在していたことから、

TLR3はリガンド刺激により核周辺から細胞膜方向に重合された微小管の上を

Rab7aを介して移行する可能性が示された(Fig. 9-11)。 

	 微小管重合の増強およびライソソームの細胞内移行はmTORC1およびmTOR 

C2阻害剤である Torin1によって阻害され、mTORC1阻害剤である Rapamycin



６７ 

では阻害できないことから、mTORC2活性が重要である可能性が高い(Fig. 12, 

20)。mTORC2は、これまで細胞骨格の制御に重要であることが報告されている

ことから、mTORC2活性化が、微小管重合に関わることが考えられる。また、

Torin1処理によってTLR3刺激によるRANTES産生が減少した(Fig. 12)。さらに、

Torin1処理細胞ではリガンド刺激依存的な p38や p65のリン酸化の活性化が阻

害された(Fig. 13)。これらのことから、poly(I:C)刺激依存的に mTORC2が活性化

され、p38や NF-kBの活性化に関わることで、RANTES産生を誘導する可能性

が示された。 

	 mTORC2構成分子である mTORや Rictorは血清非存在下におけるリガンド刺

激によって活性化が見られたことより、TLR3のシグナル伝達経路で機能してい

ることが示された(Fig. 13)。血清存在下では無刺激時でも Rictorのリン酸化が検

出され、リガンド刺激後に TLR3の細胞内移行によって TLR3と共局在する可能

性が示された(Fig. 14)。無血清の条件下では TLR3刺激依存性の細胞内移行が認

められなかったことから(Fig. 15) 、血清依存性にリン酸化された Rictorが TLR3

の刺激依存性細胞内移行に関わる可能性が示された。 

TLR3の細胞内移行には血清成分の中でも脂肪酸が関わる可能性が本研究によ

り示された。無血清培養液にさらに BSA-FFAを加えることで、細胞内の脂肪酸
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も低下させると、無血清の条件下に比べてさらに TLR3が核膜付近に集積し、リ

ガンド刺激による細胞内移行も認められなかった。この条件下で、飽和脂肪酸

であるステアリン酸を添加すると、リガンド刺激による TLR3の細胞内移行が検

出された(Fig. 17)。さらに、リガンド刺激依存性の Rictor活性化も部分的ではあ

るが回復した。ラウリン酸では TLR3の細胞内移行の回復が認められなかったこ

とから、脂肪酸の炭素鎖の長さが C12より長い必要がある可能性が示唆された。	  

	 TLR7や 9は AP-3により、エンドライソソームからライソソームへ運ばれる

ことで、I型 IFN産生を行うことができるようになると報告されている(58, 59)。

しかし、TLR3については I型 IFN産生に細胞内移行が関わる報告はまだない。

そこで、MEF細胞において HSV感染実験を行ったところ、Rapamyicin処理およ

び Torin1処理細胞において I型 IFN産生が低下していた。このことから、IFN

産生には mTORC1および mTORC2の活性化が関わる可能性が示された。Rab7a

遺伝子を欠損した細胞や細胞内の脂肪酸合成を阻害する薬剤を用いて I型 IFN

産生への影響を検討したところ、HSV感染による I型 IFN産生誘導には、Rab7a、

脂肪酸合成の両方が必要であることが示された。これらの結果は、TLR3の細部

内移行がHSV感染による I型 IFN産生誘導に必要である可能性を示しているが、

実際に TLR3の局在を調べて確認する必要がある。 
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	 TLR3および Unc93B1強制発現線維芽細胞における実験を通して、線維芽細

胞における TLR3応答制御機構として以下の可能性が示唆された。細胞内の脂肪

酸がないと、TLR3は mTORC2を活性化できず、RANTES産生は誘導されない。

細胞外に脂肪酸が存在すると、mTORC2が TLR3刺激なしでも恒常的に活性化

される。この恒常的な mTORC2の活性化が TLR3の細胞内移行に関与する可能

性がある。この TLR3の細胞内移行が、TLR3による I型 IFN産生に重要である

可能性も示された。mTORC1も TLR3による HSV感染による I型 IFN産生誘導

に重要である可能性が示された(Fig. 22)。今後、TLR3の細胞内移行と mTORC1

活性化の関係を検討する必要がある。 

脂肪酸の存在は、TLR3が I型 IFN産生を誘導する際のチェックポイントとな

っている可能性がある。また、mTORC1もアミノ酸によって活性化されること

から、アミノ酸も TLR3による I型 IFN産生のチェックポイントとして機能して

いる可能性がある。本研究での結果は、TLR3による I型 IFN産生誘導における

代謝機構からのチェックシステムの理解に貢献しうる可能性がある。 
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Fig. 22線維芽細胞における TLR3応答制御機構の概念図 

	 TLR3は小胞体から Unc93B1によって Lamp1発現ライソソームへ運ばれる。
細胞内に脂肪酸非存在下の場合、核膜付近のリガンド応答できない場(1)へ移行
されるが、脂肪酸存在下では核周辺局在 Rab7a発現ライソソーム(2)に移行され、
mTORC2リガンド依存的なリガンド応答による RANTES産生が可能になる。(2)
で TLR3がリガンド刺激を受けると、mTORC2依存的に細胞表面付近ライソソ
ーム(3)に移行され、mTORC1依存的なインターフェロン産生が可能になる。 
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(2) 線維芽細胞における TLR3の応答  

	 Unc93B1は TLR3の小胞体からライソソームへの細胞内移行に関わり、それ

により、TLR3応答にも関与することが報告されている(22)。しかし、線維芽細

胞株 NIH3T3では Unc93B1発現量が低く、強制発現して初めて TLR3応答が検

出された(Fig. 7)。また、TLR3をノックアウトすると poly(I:C)による RANTES

産生能がなくなる(Fig. 7c)。これにより、TLR3および Unc93B1強制発現 NIH3T3

細胞株における poly(I:C)による RANTES産生は TLR3および Unc93B1依存的で

あることが示された。線維芽細胞MEFにおいてもほとんど Unc93B1は発現して

いないが、I型 IFNやエストロゲンシグナルの活性化によって発現量が上昇する

ことが報告されている(62)。HSV感染においても線維芽細胞による I型 IFN産生

が誘導される(Fig. 21)。このことから、HSV感染によって、Uncc93B1発現量が

高くなる可能性が考えられる。これらの事実から、免疫細胞では、Unc93B1発

現量が十分であることから、TLR3はライソソームまで運ばれており、リガンド

刺激されるとすぐ応答できるように配備されていることが考えられる。それに

対して、線維芽細胞ではウイルス感染などの刺激によって Unc93B1の発現量が

上昇して初めて TLR3が小胞体からライソソームへ移行し、ウイルスに応答でき

るようになる可能性が示唆された。 
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(3) TLR3の細胞内移行  

	 これまで TLRと細胞内移行については多くの報告がなされており、特に、核

酸認識 TLR7や 9は Unc93B1、PRAT4Aによってリガンド認識及び応答が制御

されており、これらのバランスが破綻することで自己免疫疾患様になることが

報告されている(59)。また、Adaptor protein (AP)ファミリーなどのタンパク質に

よってリガンド応答の場へ移行されることも報告されている。しかし、TLR3は

エンドソームに局在するという報告があるが、リガンド刺激がどこでどのよう

に行われているのか、応答後にどのような挙動を示すかについての検討はなさ

れていなかった(63)。今回、線維芽細胞では、Unc93B1強制発現下で TLR3は

Rab7を発現するライソソームに局在している可能性が示された。また、TLR3

リガンドである poly(I:C)で刺激することで TLR3が細胞内を核周囲から細胞膜

の方向に移動することが示された(Fig. 8,9)。 

	 また、mTORC1阻害剤である Rapamycinでは細胞内移行は阻害されず、

mTORC1、C2阻害剤である Torin1によって細胞内移行が阻害されたことから、

mTORC2依存的な細胞内移行である可能性が示された(Fig. 12)。mTORC2の下流

では、PKCなどが活性化することで、微小管など細胞骨格の再組織化が行われ

るが、細胞内小器官の移行に関わることについては報告がなかった(37)。
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mTORC2の活性化は、微小管重合を介して、ライソソームの移行を誘導する可

能性が本研究によって示唆された(Fig. 11,13)。 

	 また、本研究では、TLR3は Rab7aと会合し、核周囲から細胞膜方向に展開す

ることを示した(Fig. 10)。Rab7aはエンドライソソームに局在する GTPaseであ

るが、他にライソソームに局在する GTPaseとして Arl8が報告されている(64)。 

TLR3は Arl8bとは会合しなかったことから、Arl8bを含むライソソームに局在

することは少ないと考えられる。TLR7や TLR9もライソソームに局在すること

から(65)、これらの TLRが Rab7a、Arl8bどちらと共局在を示すのか、興味深い

点である。 

 

(4) 	 mTORによる TLR応答への影響  

	 TLR3および Unc93B1強制発現線維芽細胞株において mTORC2活性は TLR3

刺激依存的に起こっており、p38や NF-κBシグナルを介して RANTES産生を

誘導する可能性が示唆された(Fig. 13)。さらに mTORC2は TLR3の細胞内移行を

介して TLR3による I型 IFN産生誘導にも重要である可能性が示された。一方、

mTORC1については、RANTES産生には関与しないが、I型 IFN産生に関与す

る可能性が示された。 
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先行研究において、mTORC1の活性が TLR7、TLR9による I型 IFN産生誘導に

重要であると報告されている(39)。mTORC1はライソソームに局在しており、

mTORC2はライソソームの細胞内移行に関わることから、これらの mTOR複合

体の間で何らかの相互作用がライソソームにおいて存在している可能性がある。 

 

(5) 脂肪酸による TLR応答への影響  

	 TLR3および Unc93B1強制発現線維芽細胞株において脂肪酸を低下させると、

TLR3応答は誘導されなかった。脂肪酸合成酵素である FASNを阻害した場合も

同様の結果であった。脂肪酸合成を阻害する FASN inhibitorを用いると、PI3K

シグナル伝達分子を阻害することで、オートファジーを誘導することが報告さ

れている(68)。また、ライソソームはオートファゴソームと融合することで、オ

ートライソソームになり、オートファジーが開始されることも既知である(69)。

脂肪酸非存在下のライソソームは核膜近くに局在するが、オートファジーも核

の周囲で誘導されることが分かっている(67, 69)。したがって、脂肪酸を除去す

ることで、TLR3はオートファゴソームに局在するという可能性が考えられる。

今後は、脂肪酸非存在下における核膜近くのライソソームがオートファジー誘

導に関わるかどうかマーカー遺伝子であるLC-3活性に着目して検証を進めると
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ともに、オートファジーと誘導と TLR活性の関連についても検証を進める。 

	 また、脂肪組織において飽和脂肪酸は内因性リガンドとして TLR4/MD-2応答

を誘導する報告がされている(70)。また、TLR4応答に関わる飽和脂肪酸を細胞

内に運ぶキャリアーとして、Fetuin-Aが報告されている(71)。本研究では、キャ

リアーとして、リポソーム試薬である PEIを採用しているが、生体内では他の

物が代替していると考えられる。リポタンパク質と結合し、認識や脂質代謝に

酵素群アポリポタンパク質の Apo-Eは細胞上清中に添加すると、TLR3や 4応答

が減弱することが知られている(72)。これは、通常は細胞内に脂質を運ぶキャリ

アーとして働いているが、過剰に存在することで細胞内の脂質が細胞外へ除去

されることで応答が減弱していると考えられる。脂肪酸を運ぶキャリアータン

パク質については、今後、gRNAライブラリーを用いたスクリーニング系を用い

ることで分子の探索を行う予定である。 

	 また、脂肪酸が TLR3の応答や細胞内移行に非常に重要な役割を果たす可能性

が示唆されたことから、TLR7や TLR9の応答や細胞内移行にも関わる可能性が

考えられる。今後、検証を行う必要がある。脂肪酸が mTORC2を活性化する可

能性が今回の結果で示唆されたことから、脂肪酸による mTORC2の活性化にか

かわる分子基盤を解明する必要がある。脂肪酸認識に関わる分子を探索するた
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め、gRNAライブラリーを用いたスクリーニングを行い、得られた分子について

の検証を行う予定である。それらの遺伝子を線維芽細胞だけでなく、マクロフ

ァージなどの様々な細胞種でノックアウトし、脂肪酸の mTORC2活性化および

TLR応答を検証する予定である。 

 

(6) HSV感染におけるインターフェロン産生  

	 MEF細胞において、poly(I:C)刺激とは違い、HSV感染は I型 IFN産生を誘導

した(Fig. 21)。HSV感染による I型 IFN産生は Rapamycinで阻害されること、

poly(I:C)刺激は mTORC1の活性化を誘導できなかったことを考えると、I型 IFN

産生には TLR3による mTORC1、mTORC2の両方の活性化が重要である可能性

が考えられる。HSVは多くのウイルスタンパク質を保持しており、それらを用

いて宿主細胞内のタンパク質を利用することでウイルスが生体で生存、増殖で

きるようにしている。HSVタンパク質の一つである Us3は宿主細胞内の多くの

タンパク質を活性化、不活化する酵素として知られており、その機能の一つに

IRF3不活化がある(73)。つまり、HSVは Us3を用いて宿主細胞における IFN産

生を妨げている。しかし、同時に Us3は、宿主細部内の mTORC1活性化を誘導

することで、ウイルス由来のタンパク質を転写翻訳させる働きも持つ(74)。この
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HSVによる mTORC1の活性化を宿主細胞は利用して、TLR3依存性 I型 IFN産

生を行っている可能性が今回の結果から示唆された。 

	 線維芽細胞において HSV感染で I型 IFN産生が誘導されることが示され、こ

の I型 IFN産生にmTORC1、ｍTORC2の依存度が高いことが示唆された(Fig. 21)。

線維芽細胞MEFでは、I型 IFNによって Unc93B1の発現量が上昇することが報

告されている(62)。これらのことから、ウイルス感染した細胞は I型 IFNを産生

することで、周りの細胞の Unc93B1発現量を上昇させ、応答性を増加させてい

ることが考えられる。今後は、TLR3や Unc93B1以外の TLR 応答制御分子につ

いても IFN添加による発現量の変化を検証する予定である。 
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