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〈要 約〉

　Toll様受容体（Toll-like receptor：TLR）のひとつであるTLR3は，脳における単純ヘルペスウイルス1型に対する感染防御に不可欠な2本鎖RNAのセンサーである．しかし，TLR3の応答を制御する機構や脳においてTLR3が機能する細胞については不明だった．この研究において，筆者らは，TLR3がニューロンおよびアストロサイトにおける単純ヘルペスウイルス1型に対する感染防御に必要であることを明らかにした．また，単純ヘルペスウイルス1型の感染において，TLR3が代謝のセンサーであるmTOR複合体2と結合し活性化されることにより，ケモカインの発現およびTLR3の細胞の辺縁部への輸送がひき起こされた．このTLR3の細胞内輸送により，mTOR複合体1を含むI型インターフェロンの発現に関連するタンパク質の活性化が可能になった．マウスを用いた単純ヘルペスウイルス1型の感染実験において，mTORの阻害剤によるTLR3応答の阻害により生存率が低下した．また，アゴニスト性の抗TLR3抗体によりTLR3応答は増強され生存率は改善した．これらの結果から，TLR3-mTOR複合体2シグナルが単純ヘルペス脳炎に対する治療の標的になりうることが示唆された．
はじめに

　自然免疫のセンサーであるToll様受容体（Toll-like receptor：TLR）は細菌やウイルスを構成する物質を認識しそれらの侵入をふせぐ1)．Toll様受容体のひとつであるTLR3は，細胞内の小胞に局在し2本鎖RNAを感知することによりI型インターフェロンやケモカインの発現を促進する．ヒトにおいて，TLR3，TLR3を制御するタンパク質，あるいは，I型インターフェロンの発現に関連するタンパク質における変異は，単純ヘルペスウイルス1型によりひき起こされる単純ヘルペス脳炎に対する感受性を上昇させる2,3)．このことから，脳におけるTLR3に依存性のI型インターフェロンの発現が単純ヘルペス脳炎に対する応答に必要であることが知られていた．中枢神経系においては，ミクログリアにおけるcGAS-STING経路の活性化が単純ヘルペスウイルス1型に対する感染防御にかかわる4)．ミクログリアに由来するI型インターフェロンは，アストロサイトにおけるTLR3の発現を誘導して単純ヘルペスウイルス1型に対する応答を促進する．単純ヘルペスウイルス1型はニューロンに感染するが，ニューロンにおけるTLR3の発現や単純ヘルペスウイルス1型に対する応答については十分に理解されていなかった．生体におけるヘルペスウイルスに対する防御機構を理解するうえで，ヘルペスウイルスに対しTLR3が応答する細胞の解明や，TLR3をとおしたI型インターフェロンの発現シグナルの詳細な制御機構の解明は重要な課題である．
　これまでに，Toll様受容体の細胞内輸送はI型インターフェロンシグナルの活性化に重要であることが報告されている．CD11aの活性化に依存するTLR7の輸送やAP-3依存性のTLR9の輸送は，シグナルタンパク質との相互作用を促進することによりI型インターフェロンの発現を制御する5,6)．しかし，TLR3の輸送についてはほとんど知られていなかった．また，Toll様受容体によるI型インターフェロンの発現の誘導においては，代謝のセンサーであるmTORの活性も重要である．細胞の代謝，増殖，活性化をつかさどるmTORは，2つの複合体，mTOR複合体1およびmTOR複合体2の構成タンパク質である7)．mTOR複合体1は栄養素を感知し，翻訳，核酸および脂質の合成，リソソームの生合成およびオートファジーに影響を及ぼす．mTOR複合体2はPI3Kの下流において活性化され，細胞骨格のリモデリング，増殖および生存を制御する．mTOR複合体1はToll様受容体の応答におけるI型インターフェロンの発現の誘導に必要であることが報告されている8)．一方，Toll様受容体の応答におけるmTOR複合体2の役割については不明であった．
　この研究において，筆者らは，単純ヘルペスウイルス1型の感染におけるmTOR複合体2によるTLR3応答の制御機構を明らかにした．さらに，TLR3応答の増強が単純ヘルペス脳炎の治療の標的になりうることが示された．
1．ニューロンにおけるTLR3応答は単純ヘルペスウイルス1型に対する感染防御に不可欠である

　TLR3ノックアウトマウスを用いた単純ヘルペスウイルス1型の感染実験において，野生型のマウスと比べTLR3ノックアウトマウスは生存率が低下した．また，TLR3ノックアウトマウスにおいては野生型のマウスと比べ脳におけるウイルスの力価が高く，感染により発現するI型インターフェロンの量も少なかったことから，ヒトと同じく，マウスにおいてもTLR3応答が単純ヘルペス脳炎に対する抵抗性に重要であることが示された．
　中枢神経系における単純ヘルペスウイルス1型に対する応答について検証した．マウスの大脳皮質から得たニューロンにおいて，抗TLR3抗体を用いてTLR3の発現が検出された．TLR3のリガンドであるpoly(I:C) は，単純ヘルペス脳炎において白血球の遊走に必須のケモカインであるCCL5，および，I型インターフェロンであるインターフェロンβの発現を誘導した．一方，cGAS-STING経路のリガンドであるcGAMPあるいはISDはCCL5およびインターフェロンβの発現を誘導しなかったことから，ニューロンにおいてcGAS-STING経路は機能しないことがわかった．単純ヘルペスウイルス1型の感染におけるインターフェロンβの発現はTLR3に依存していたことから，TLR3がニューロンにおいて単純ヘルペスウイルス1型の主要なセンサーとしてはたらくことが強く示唆された．同様に，大脳皮質から得たミクログリアおよびアストロサイトにおけるTLR3の発現は，ニューロンよりもはるかに高かった．アストロサイトにおいてはTLR3のリガンドあるいはcGAS-STING経路のリガンドによる刺激に依存してCCL5が発現した．単純ヘルペスウイルス1型の感染に依存的なインターフェロンβの発現は，TLR3を欠損したアストロサイトおよびSTINGを欠損したアストロサイトにおいて低下した．これらの結果から，TLR3応答およびcGAS-STING経路の両方が，アストロサイトにおいて単純ヘルペスウイルス1型の感染に依存的なインターフェロンβの発現に必要であることが示唆された．
　一方，ミクログリアにおける単純ヘルペスウイルス1型に依存的なCCL5およびインターフェロンβの発現は，STINGを欠損したミクログリアにおいては消失したが，TLR3を欠損したミクログリアにおいては消失しなかった．これらの結果から，これまでの報告と同様，アストロサイトやニューロンとは対照的に，cGAS-STING経路がミクログリアにおける単純ヘルペスウイルス1型のセンサーであることが示唆された．TLR3ノックアウトマウスを用いた単純ヘルペスウイルス1型の感染実験の結果とあわせて，ミクログリアにおけるcGAS-STING経路だけでなく，ニューロンやアストロサイトにおけるTLR3応答が単純ヘルペスウイルス1型に対する感染防御に重要であることが示された．
2．mTORシグナルの活性化はTLR3応答に必要である

　Toll様受容体とmTORとの関連性について，2つのmTOR阻害剤を使用することにより検証した．ラパマイシンはmTOR複合体1のみを阻害し，Torin1はmTOR複合体1およびmTOR複合体2の両方を阻害する．ニューロンおよびアストロサイトにおいて，TLR3のリガンドの刺激に依存的なCCL5の発現はTorin1により阻害されたが，ラパマイシンによっては阻害されなかった．これらの結果から，ニューロンおよびアストロサイトにおいて，TLR3に依存的なCCL5の発現のシグナル伝達に，mTOR複合体1は不要であるがmTOR複合体2は必須であることが示された．
　TLR3およびTLR3を制御するタンパク質であるUnc93B1を強制発現させたNIH3T3細胞およびマウス胎仔線維芽細胞を用いて，TLR3応答におけるmTOR複合体1およびmTOR複合体2の役割についてさらに解析した．下流のシグナル伝達経路の生化学的な解析により，mTOR複合体2の下流のタンパク質であるAktやPKCの活性化がTLR3のリガンドの刺激に依存的に検出されたことから，TLR3の下流においてmTOR複合体2が活性化することが示唆された．Torin1により，これらの活性化だけでなく，CCL5の発現に必要なp65，p38，Erk1/Erk2のリン酸化も消失した．また，mTOR複合体2の構成タンパク質であるRICTORを欠損したマウス胎仔線維芽細胞において，TLR3のリガンドの刺激に依存的なCCL5の発現およびp38，p65，Aktのリン酸化が消失した．これらの結果から，TLR3応答にはmTOR複合体2の活性化が必要であることが示唆された．
　インターフェロンβの発現について検討した．ニューロンおよびマウス胎仔線維芽細胞において，単純ヘルペスウイルス1型の感染に依存的なインターフェロンβの発現はラパマイシンおよびTorin1により阻害された．生化学的な解析において，単純ヘルペスウイルス1型の感染は，mTOR，RICTOR，AktのようなmTOR複合体2に関連するタンパク質だけでなく，mTOR複合体1に関連するRAPTORやS6のリン酸化を促進した．RICTORを欠損したマウス胎仔線維芽細胞において単純ヘルペスウイルス1型の感染に依存的なインターフェロンβの発現が低下したことから，mTOR複合体1およびmTOR複合体2の両方の活性化が単純ヘルペスウイルス1型の感染に依存的なインターフェロンβの発現に必要であることが示唆された．
　近接リガーゼ反応アッセイ（proximity ligation assay：PLA）や共免疫沈降実験により，TLR3はリガンドによる刺激に依存的に，mTOR，RICTOR，CCL5の発現に関連する重要なタンパク質であるTRAF6と結合することが示された．Torin1はTLR3とmTORおよびTRAF6との結合を阻害したことから，mTOR複合体2の活性化がTLR3とmTOR複合体2あるいはTRAF6とのあいだの結合に必要であることが示唆された．インターフェロンβの発現が高い単純ヘルペスウイルス1型の感染において，TLR3はmTOR，RICTOR，TRAF6にくわえ，I型インターフェロンの発現に関連する重要なタンパク質であるRAPTORやTRAF3と結合した．マウス胎仔線維芽細胞あるいはニューロンにおけるTLR3のリガンドの刺激によるインターフェロンβの発現の上昇は非常に弱く，TLR3とRAPTORあるいはTRAF3との結合ははるかに弱かった．対照的に，ミクログリアや骨髄由来マクロファージにおいてはTLR3のリガンドの刺激によるインターフェロンβの発現の上昇が強く，TLR3とRAPTORあるいはTRAF3との結合も検出された．これらの結果から，TLR3による刺激に依存性のインターフェロンβの発現は，TLR3とI型インターフェロンシグナルの発現に関連するタンパク質との結合の強弱により決定されることが示唆された．
3．インターフェロンβの発現はmTOR複合体2-PKC経路に依存的なTLR3の細胞内輸送に依存する

　mTOR複合体2はPKCをリン酸化してアクチンの重合などの細胞骨格のリモデリングをひき起こすことが知られている9)．TLR3のリガンドの刺激によるPKCα/PKCβおよびPKCδのリン酸化はアクチンおよび微小管の重合をひき起こした．Torin1およびPKC阻害剤はこれらの変化をすべて阻害したことから，細胞骨格のリモデリングがTLR3-mTOR複合体2-PKC経路によりひき起こされることが示唆された．ほかの核酸センサーの細胞内輸送はインターフェロンβの発現と関連のあることから，細胞骨格のリモデリングがTLR3の輸送に影響し，インターフェロンβの発現に影響をおよぼしうると仮定した．TLR3はリソソームのマーカーであるLAMP-1および低分子量GTPaseであるRab7aと共局在しており，定常な状態ではTLR3は核の周囲に存在するが，TLR3のリガンドの刺激により細胞の周縁部へと輸送された．この細胞の辺縁部へのTLR3およびLAMP-1の輸送は，PKC阻害剤，Torin1，微小管の重合の阻害剤によりほとんど完全に阻害されたが，ラパマイシンではほとんど阻害されなかった．さらに，RICTORを欠損したマウス胎仔線維芽細胞においても，TLR3のリガンドの刺激に依存的なTLR3の細胞内輸送は消失した．これらの結果から，TLR3-mTOR複合体2-PKCシグナルにより微小管の重合が起こり，TLR3を含むリソソームの輸送がひき起こされることが示唆された．
　Rab7aは一般的にリソソームと微小管とのあいだを媒介することが知られている10)．したがって，TLR3の細胞内輸送におけるRab7aの役割について調べた．その結果，TLR3はRab7aとつねに共局在するだけでなく，TLR3とRab7aは刺激の有無にかかわらず結合することが示された．Rab7aを欠損したマウス胎仔線維芽細胞においてTLR3のリガンドの刺激に依存的なTLR3の細胞内輸送は野生型のマウス胎仔線維芽細胞と比べ有意に損なわれたことから，TLR3を含むリソソームが重合した微小管と相互作用するRab7aを介して輸送されることが示唆された．単純ヘルペスウイルス1型に感染した細胞においても同様に，単純ヘルペスウイルス1型に感染するとTLR3-mTOR複合体2-PKCシグナルにより微小管の重合を起こり，Rab7aに依存的なTLR3を含むリソソームの細胞内輸送をひき起こすことが明らかにされた．
　TLR3の細胞内輸送とTLR3応答の関連性について検証を進めた．TLR3の細胞内輸送が消失するPKC阻害剤により処理したマウス胎仔線維芽細胞およびRICTORを欠損したマウス胎仔線維芽細胞において，TLR3のリガンドの刺激に依存的なCCL5の発現は変化せず，単純ヘルペスウイルス1型の感染に依存的なインターフェロンβの発現は低下した．これらの結果から，TLR3の細胞内輸送が単純ヘルペスウイルス1型の感染に依存的なインターフェロンβの発現に必要であることが示唆された．I型インターフェロンの発現に関連する重要なタンパク質であるTRAF3とTLR3との共局在を共焦点顕微鏡により調べたところ，TLR3はリガンドによる刺激あるいは単純ヘルペスウイルス1型への感染によりTRAF3との共局在を示した．TLR3とTRAF3の共局在は単純ヘルペスウイルス1型への感染において有意に高く結合が検出されたのに対し，TLR3のリガンドによる刺激においてTLR3とTRAF3の結合は検出されなかった．これらの結果から，単純ヘルペスウイルス1型への感染におけるTLR3の細胞内輸送により，TLR3はTRAF3およびmTOR複合体1のようなI型インターフェロンの発現に関連するタンパク質に接近し相互作用が可能になり，インターフェロンβの発現が誘導されることが示された．
4．TLR3-mTORシグナルは単純ヘルペスウイルス1型に対する感染防御にはたらく

　ニューロンにおける内在性のTLR3の細胞内輸送について検討した．マウス胎仔線維芽細胞と同様に，ニューロンにおいてTLR3は刺激のまえには核の周囲に局在し，TLR3のリガンドによる刺激あるいは単純ヘルペスウイルス1型の感染により樹状突起にそって輸送された．このTLR3の細胞内輸送はTorin1の処理により阻害された．mTORの阻害剤であるTorin1の処理はTLR3のリガンドの刺激によるCCL5およびインターフェロンβの発現の上昇を阻害したのに対し，mTORの活性化剤である8-CPT-2Me-cAMPの処理はTLR3のリガンドの刺激によるCCL5およびインターフェロンβの発現の上昇を増強した．これらの結果から，マウス胎仔線維芽細胞と同様に，ニューロンにおけるTLR3応答においてmTOR複合体1およびmTOR複合体2が重要な役割を担うことが示唆された．
　生体において単純ヘルペスウイルス1型に対する防御におけるmTORの重要性について検証した．Torin1のマウスの頭蓋内への投与は毒性を示さなかったが，中枢神経系におけるmTOR，RICTOR，および，mTORの下流のタンパク質であるAktのリン酸化を阻害した．野生型のマウスを用いた単純ヘルペスウイルス1型の感染実験において，Torin1の処理により生存率は低下，中枢神経系におけるウイルスの収量が有意に増加し，感染に依存的なCCL5およびインターフェロンβの発現の上昇は低減した．TLR3ノックアウトマウスにおいてTorin1の処理による生存率の変化はなかったことから，TLR3-mTORシグナルは中枢神経系における単純ヘルペスウイルス1型に対する感染防御に重要な役割をもつことが明らかにされた．
5．抗TLR抗体によるTLR3応答の増強は単純ヘルペス脳炎に対する抵抗性を示す

　中枢神経系における単純ヘルペスウイルス1型に対する感染防御にTLR3-mTORシグナルが重要であることを考えると，中枢神経系におけるTLR3応答の増大は単純ヘルペス脳炎の治療に効果のある可能性がある．以前に筆者らが構築したアゴニスト性の抗TLR3モノクローナル抗体は，マクロファージにおいてTLR3応答を増強したことから11)，同様の実験をニューロンにおいて実施した．その結果，この抗TLR3抗体は，ニューロンにおいてもTLR3のリガンドの刺激によるCCL5の発現の上昇，および，単純ヘルペスウイルス1型の感染に依存的なインターフェロンβの発現の上昇を増強した．そこで，抗TLR3抗体を単純ヘルペスウイルス1型とともに野生型のマウスの頭蓋内に投与したところ生存率が改善された．また，抗TLR3抗体は中枢神経系におけるウイルスの収量を減少させ，単純ヘルペスウイルス1型の感染に依存的なCCL5およびインターフェロンβの発現の上昇を増強した．抗TLR3抗体はTorin1を処理したマウスおよびインターフェロンα受容体1ノックアウトマウスを救済することはできなかったことから，抗TLR3抗体はTLR3-mTOR複合体2-インターフェロンβシグナルに作用することが示唆された．これらの結果から，TLR3-mTOR複合体2シグナルが単純ヘルペスウイルス1型に対する感染防御を増強し，単純ヘルペス脳炎の治療の標的になりうることが示唆された．
おわりに

　この研究において，単純ヘルペスウイルス1型に対する感染防御においてニューロンにおけるTLR3応答が重要であることが示唆された（図1）．また，代謝のセンサーであるmTOR複合体2がTLR3応答のマスター制御因子であることが見い出された．mTOR複合体2はリガンドにより刺激されたTLR3と結合して活性化され，CCL5の発現およびTLR3の核の周囲から細胞の辺縁部までのRab7aに依存的な輸送を促進した．TLR3の細胞内輸送はTLR3とI型インターフェロン発現に関連するタンパク質との結合を可能にすることによりI型インターフェロンの発現を促進した．したがって，mTOR複合体2はケモカインの発現，I型インターフェロンの発現，細胞内輸送といったTLR3応答のすべてを制御することが明らかにされた．マウスを用いた感染実験により，TLR3-mTOR複合体2-インターフェロンシグナルが単純ヘルペスウイルス1型に対する感染防御において重要であることが示唆された．今後は，さらに研究を発展させ，TLR3-mTORシグナルが単純ヘルペス脳炎の治療の標的として選択肢のひとつになるようにしたいと考えている．
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〈図説明〉
図1　TLR3-mTOR複合体2シグナルによるヘルペスウイルス1型に対する感染防御
TLR3はRab7aと結合し，核の周辺のリソソームに局在する．単純ヘルペスウイルス1型の感染によりTLR3は活性化され，mTOR複合体2と結合しCCL5の発現を誘導する．TLR3に依存性のmTOR複合体2の活性化は微小管の伸長をひき起こし，TLR3を含むリソソームはRab7aおよび微小管を介して細胞の辺縁部へと輸送される．この細胞内輸送は，TLR3とインターフェロンβの発現に関連するタンパク質とのあいだの相互作用に必要である．TLR3に対するモノクローナル抗体はTLR3応答を増強することにより単純ヘルペス脳炎に対する治療の効果を示す．
