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【序】  

 病原体による感染症に抵抗する上で、個体内における免疫応答の制御は大変重要である。ヒトの疾患にお

いて特に感染症は、未だなお死亡原因の上位を占め、多くの問題を孕んでいる。 

 この１０年で、ヒトやマウスの大規模なゲノム解析が進み、タンパク質をコードしない non-coding RNA (ncRNA)

の存在が明らかとなった。この中でも核内に存在する２００塩基以上の長さをもつ核内 long-ncRNA(long 

ncRNA, lncRNA)がガンなどの疾患に関与すること、遺伝子発現制御に直接関与していることなどが明らかとな

りつつある。核内 lncRNA は進化的に新しい分子であることから、遺伝子発現などを調節する因子として、免疫

応答などのストレス刺激時の制御に働いていることが予想されるが、免疫応答における lncRNA の関与につい

ては全く知見がなかった。 

 核内 lncRNA NEAT1v2 は転写制御などに関与することが知られている SFPQ や NONO と結合し、核内構造

体パラスペックルを形成していることは知られているが、機能は分かっていない。私は、様々なストレス刺激下

での核内 lncRNA の発現を調べていく中で、ウイルス感染を模擬する２本鎖 RNA poly I:C が NEAT1v2 の発現

上昇を引き起こしていることを見出した。lncRNA は様々なタンパク質と相互作用することで、複雑なゲノム情報

発現ネットワークを形成すると考えられることから、私は lncRNA によるサイトカイン産生制御が複雑な免疫シス

テムを作り出しているのではないか、つまり核内構造体パラスペックル及び NEAT1v2 がウイルス感染時のサイ



トカインの発現を制御するのではないかと仮説を立てた。 

【結果・考察】 

1. polyI:C 刺激による核内 lncRNA NEAT1v2 の発現上昇及び核内構造体パラスペックルの肥大化 

 私はウイルス感染を模擬する２本鎖 RNA polyI:C の添

加により、lncRNA NEAT1v2 の発現上昇が引き起こされ

ることを RT—qPCR の結果から見出した(図１A)。さらに、

poly I:C 添加時における NEAT1v2 のプロモーター活性

を調べたところ、転写活性の誘導が見られた(図１B)。一

方で、poly I:C 添加時における NEAT1v2 の分解速度は

変化がなかったことから、poly I:C による NEAT1v2 の発

現上昇は転写段階による制御であると考えられた。さら

に、poly I、poly C 刺激や IFN-α, βを添加時においては

NEAT1v2 の発現上昇は引き起こされないことから、

NEAT1v2 の発現上昇は二重鎖 RNA である poly I:C 特

異的な現象であり、poly I:C 刺激の直接的な制御である

と考えられた。次に私は、TLR3 によって認識される poly 

I:C による NEAT1v2 の発現上昇が TLR3 を介しているか

否かをノックダウン実験を用いて検討した結果、TLR３を

介していることが分かった。 

 NEAT1v2 は核内構造体パラスペックル(転写調節因子等が局在化している核内に局在するタンパク質-RNA

複合体)の形成に必須な因子であることから、poly I:C 添加時における NEAT1v2 の発現上昇がパラスペックル

にどのような影響を引き起こしているかを RNA-FISH 法及び免疫染色法によって顕微鏡観察した結果、poly 

I:C 添加によりパラスペックルの肥大化が観察された(図２A)。一方で、poly I:C を添加してもパラスペックル構成

タンパク質である SFPQ や NONO の発現量に変化は見られなかった(図２B)。また、poly I:C 刺激におけるパラ

スペックル構成タンパク質である SFPQ の挙動について光褪色後蛍光回復法を用いて解析したところ、poly 

I:C 刺激の有無に関わらず、SFPQ の挙動の変化がなかったことから、SFPQ の質的変動はないと考えられた。

以上の結果は、poly I:C 添加により NEAT1v2 の発現量が増え、その結果パラスペックル以外の核質に存在し

ている SFPQ や NONO がパラスペックルへ集まっていることを示唆している。 

 

2. NEAT1v2 及び SFPQ による抗ウイルスサイトカイン産生制御メカニズム 

次に、自然免疫応答においての NEAT1v2 の発現上昇の重要性を解明する目的で、コントロール細胞と

NEAT1 ノックダウン細胞において poly I:C 刺激によって発現変動する遺伝子群及び、mNeat1v2 を過剰発現さ

せた細胞において発現変動する遺伝子群をマイクロアレイ及び RT—qPCR によって調べた。その結果、ウイル

ス感染抵抗において重要であると考えられる IL8 や CCL5 などのサイトカイン及びウイルスセンサータンパク質

0
1
2
3
4
5
6
7
8

R
el

at
iv

e 
lu

ci
fe

ra
se

 a
ct

iv
ity

B

poly I:C < 


*
A

R
el

at
iv

e 
N

E
AT

1v
2 

le
ve

l

0

1

2

3

4

5

6

*

poly I:C < 


ᅗ㸯ࠉSRO\�,�& ῧຍࡿࡼ 1($7�Y� ᪼ୖࡢ㌿άᛶࡧⓎ⌧ୖ᪼ཬࡢ

SFPQ

NONO

` -actin

PSPC1

poly I:C 

0 2 4 6 8(hr)

poly I:C <
02 4 6 8

B
SFPQ

NONO

` -actin

PSPC1

(hr)

0

1

2

3

4
a
re

a
 (
+m

  
)
2

*

poly I:C < 


A

ᅗ䠎䚷㼜㼛㼘㼥㻌㻵㻦㻯 ่⃭䛻䜘䜛䝟䝷䝇䝨䝑䜽䝹䛾⫧



である RIG-I や MDA5 の発現上昇に NEAT1v2 が関与していることが明らかとなった(図３A, B)。 

また、IL8 の 5’UTR 中には SFPQ 結合配列があることが TRANSFAC 解析

より見つかった(図４C)。以上の結果から私は、IL8 の発現に SFPQ が転写

抑制因子として働いているのではないかと考えた。さらにこの考えを検証

する目的で、SFPQ が IL8 の 5’UTR に結合しているか、poly I:C 刺激及び

mNeat1v2 過剰発現によってこの結合が抑制されるかをクロマチン免疫沈

降法で検討行った。その結果、通常状態においては、SFPQ は IL8 の

5’UTR に結合しており、poly I:C 刺激及び mNeat1v2 を過剰発現させた細

胞では SFPQ と IL8 の 5’UTR の結合が抑制されていた(図４D, E)。また、

poly I:C 刺激によって SFPQ と NEAT1v2 との結合が上昇していることも明

らかとした(図４F)。以上の結果から、通常 SFPQ は転写抑

制因子として IL8 の 5’UTR に結合しており、poly I:C 刺激

により NEAT1v2 が増えることで結合が抑制されることが示

唆された。 

3. ウイルス感染時における NEAT1v2 の発現上昇及

び抗ウイルスサイトカイン産生制御 

 最後に私は、これまで poly I:C で見られた現象が実際に

ウイルス感染時においても起きているか否かについて検証

した。その結果、HSV-I とインフルエンザウイルス感染によ

って NEAT1v２の誘導が引き起こされることが分かった(図

5A)。また poly I:C の時と同様にウイルス感染時においてパ

ラスペックルの肥大化が観察された。さらに、NEAT1 をノッ

クダウンした細胞においては、インフルエンザウイルス感染

時に発現する IL8 が低下していた(図 5B)。また、マウス個

体に HSV-I とインフルエンザウイルスを感染させたところ、

mNeat1v2 の発現上昇が見られた。以上の結果は実際、ウ

イルス感染においても NEAT1v2 の発現上昇が起きており、

免疫応答制御に関与していることを示唆している。 

【総括】  

 本研究により私は、lncRNA NEAT1v2 が転写抑制因子

SFPQ を介して、免疫応答制御に関与するという新しい知

見を得た。NEAT1v2 は核内構造体パラスペックルの形成

に必須であることは分かっていたが、哺乳類がなぜパラス

ペックル及び NEAT1v2 を有しているか、またその機能は
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不明であった。本研究遂行により、NEAT1 及びパラスペックルがウイルス感染における免疫制御に重要な役

割を果たしていることを明らかに出来たと考えられる。さらにそのメカニズムの解析において、NEAT1v2 がパラ

スペックルを介して転写因子の時空間的制御を行っている

という新たな概念の提唱が出来た。 

 ウイルスは宿主細胞内で宿主翻訳系を乗っ取り、複

製・増殖を行っている結果、ウイルス感染時には宿主の

翻訳が阻害される。そのため、宿主翻訳系を介さない遺

伝子発現制御は利点があると考えられる。そこで私は、

翻訳阻害剤添加時の poly I:C による NEAT1v２の発現

上昇を確認したところ、翻訳阻害時においても poly I:C に

よる NEAT1v２の発現上昇が見られた。以上の結果は、な

ぜタンパク質をコードしない lncRNA を生物は有しているの

か、という疑問に対して理解を進めることが出来ると考えら

れる。 
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