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The RNA sensor RIG-I dually functions as an innate sensor and direct antiviral factor for hepatitis B virus.
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〈要 約〉

　ウイルスを排除するのに重要な宿主の免疫応答のうち，ウイルスの認識は重要な過程である．DNAウイルスであるB型肝炎ウイルスに対する認識機構や，その下流のシグナル伝達経路については，いまだ不明な点が多い．この研究において，筆者らは，B型肝炎ウイルスに感染したヒトの肝細胞において，RIG-IがB型肝炎ウイルスのプレゲノムRNAにあるε構造を認識することにより，I型インターフェロンではなくIII型インターフェロンの発現を優先的に誘導することを見い出した．さらに，RIG-IはB型肝炎ウイルスのポリメラーゼとプレゲノムRNAとの結合を阻害するという，直接的な抗ウイルスタンパク質としての機能をもつことも見い出した．これらの結果にもとづき，ヒトの肝臓を移植したキメラマウスを用いたin vivoのB型肝炎ウイルス感染モデルにおいて，ε構造をもつRNAを肝臓に選択的に輸送させたところ，B型肝炎ウイルスの複製の抑制が認められ，ε構造をもつRNAの治療への応用の可能性が示唆された．今回の研究により，RIG-IはB型肝炎ウイルスに対し，センサータンパク質としてのみならず，直接的な抗ウイルスタンパク質としてもはたらくという2つの機能により，感染防御に機能していることが明らかにされた．

はじめに

　B型肝炎ウイルスは，ヘパドナウイルス科オルソへパドナウイルス属に属する3.2 kbほどの環状の不完全な2本鎖ゲノムDNAをもつウイルスで，プレゲノムRNAの逆転写反応を介し複製される．ヒトの肝細胞に感染し，慢性的な感染により肝炎ならびに肝硬変および肝臓癌をひき起こす危険性がある1)．世界全体で約4億人が持続感染していると推定され，わが国においては100万人をこえる患者がおり，社会的にも解決すべき重要な疾患である．しかし，その病態は十分には解明されていない．現在，B型肝炎ウイルスに対してはおもにインターフェロンや核酸アナログ製剤が使用されているが，薬剤耐性株の出現などの問題が表面化しており，治療はいまだ難航している．B型肝炎ウイルスの感染の際の宿主における免疫応答の解明は，病態やウイルスの排除を理解するうえで重要な課題である．

　ヒトは侵入した微生物を排除する免疫機構を備えている．ウイルスや細菌への感染が起こった際にその最前線として活性化されるのが自然免疫である．自然免疫応答の活性化は，感染の最前線でパターン認識受容体（pattern recognition receptor：PRR）が病原微生物に由来する病原関連分子パターン（pathogen-associated molecular pattern：PAMP）を認識することにより発動する．ウイルスの感染においては，細胞に侵入したRNAおよびDNAが病原関連分子パターンになり，これらをRIG-I，MDA5，cGAS，IFI16などのセンサータンパク質が認識する2)．なかでも，RIG-Iはインフルエンザウイルス，C型肝炎ウイルス，麻疹ウイルスなどヒトに甚大な被害を及ぼすウイルスの感染においてウイルスに由来するRNAを認識することが報告されており，活性化されたRIG-Iは下流のアダプタータンパク質MAVS（別名IPS-1，Cardif，Visa）を介し，キナーゼTBK1および転写因子IRF-3の活性化，あるいは，転写因子NF-κBの活性化を誘導することにより，抗ウイルス作用をもつサイトカインであるI型インターフェロンあるいはIII型インターフェロンの発現を誘導する3)．I型インターフェロンとIII型インターフェロンに対する受容体は異なるが，それぞれのシグナルの下流においてインターフェロン誘導遺伝子の発現を誘導することにより，同様に抗ウイルス活性が発揮される4)．さらに，このような自然免疫応答の活性化はあとにつづく獲得免疫系を活性化し，ウイルスに対する特異的な生体防御能の発揮においても重要な過程である．このような免疫応答により病原微生物は効果的に排除される．

　C型肝炎ウイルスの感染によっても，RIG-Iを介し自然免疫応答が誘導される．RIG-IはC型肝炎ウイルスのゲノムRNAの3’側非翻訳領域に存在するポリU/UCモチーフを認識してI型インターフェロンの発現を誘導する5)．しかしながら，B型肝炎ウイルスが肝細胞においてどのように認識され，また，III型インターフェロンがどのような役割をもつかについては，いまだ十分には明らかにされていない．この研究では，B型肝炎ウイルスの感染による自然免疫応答の解析をつうじRIG-IがB型肝炎ウイルスの感染における自然免疫系のセンサータンパク質であることを同定し，さらに，RIG-IによるB型肝炎ウイルスの認識機構およびその応用に焦点をあてて解析を進めた．

1．B型肝炎ウイルスの感染によりIII型インターフェロンの発現が誘導される

　B型肝炎ウイルスの感染により活性化される自然免疫系におけるウイルスの認識機構を探るため，肝がん細胞株であるHepG2細胞およびHuh-7細胞にB型肝炎ウイルス1.24倍長ゲノムを導入する系を用いて，インターフェロンの発現を定量RT-PCR法により解析した．以前の報告により，in vivoのB型肝炎ウイルス感染モデルにおいて，C型肝炎ウイルスの感染と比べI型インターフェロンの発現が観察されにくいことが示されていたが6)，これと一致し，I型インターフェロンのmRNAレベルでの発現の上昇は認められなかった．一方で，III型インターフェロンであるインターフェロンλ1（インターロイキン29）のmRNAレベルでの発現の誘導が認められた．HepG2細胞において，ELISA法により弱いながらインターフェロンλ1のタンパク質レベルでの産生が確認され，また，このB型肝炎ウイルスの感染により発現したインターフェロンλ1は，水疱性口内炎ウイルスおよびB型肝炎ウイルスの複製を阻害したことから抗ウイルス活性をもつことが確認された．さらに，初代ヒト肝細胞およびヒト肝細胞を保持したキメラマウスを用いたB型肝炎ウイルス感染系でも同様に，I型インターフェロンのmRNAレベルでの発現の上昇は認められなかったが，インターフェロンλ1の発現の上昇が認められた．また，インターフェロン誘導遺伝子の産物であるCXCL10，OAS2，RSAD2の発現の誘導がみられた．以上の結果より，B型肝炎ウイルスの感染により，肝細胞においてI型インターフェロンではなくIII型インターフェロンの発現が優先的に誘導されることが示された．

2．B型肝炎ウイルスの感染によるIII型インターフェロンの発現の誘導はRIG-Iを介する

　B型肝炎ウイルスの感染に関与する自然免疫系におけるセンサータンパク質を同定するために，RIG-I，IFI16，cGASといった既知のセンサータンパク質がB型肝炎ウイルスの感染によるインターフェロンλ1の発現の誘導に関与するかどうか調べた．HepG2細胞およびHuh-7細胞に各種のsiRNAを導入し，そののち，B型肝炎ウイルス1.24倍長ゲノムを導入して，インターフェロンλ1の発現について解析した．その結果，RIG-Iをノックダウンした場合のみインターフェロンλ1の発現の誘導は有意に阻害されたが，IFI16あるいはcGASのノックダウンにより発現は阻害されなかった．また，RIG-Iの遺伝子に変異をもちRIG-Iからのシグナルが発生しないHuh-7.5細胞においては，インターフェロンλ1の発現は誘導されなかった．さらに，初代ヒト肝細胞を使用したB型肝炎ウイルス感染系においても，RIG-Iに依存してインターフェロンλ1のmRNAレベルでの発現が誘導されていることがわかった．RIG-Iの下流のシグナルタンパク質であるTRIM25，MAVS，TBK1，IRF-3が関与していることも明らかにされた．以上の結果より，B型肝炎ウイルスの感染によるインターフェロンλ1の発現の誘導はRIG-Iを介することが示された．
3．B型肝炎ウイルスのプレゲノムRNAにあるε構造がRIG-Iのリガンドである

　RIG-IはRNAおよびDNAの認識との関連性が報告されている7-9)．B型肝炎ウイルスに由来するRNAを標的とするsiRNAを導入することにより，B型肝炎ウイルスのゲノムの導入によりひき起こされるインターフェロンλ1の発現の誘導が低下したことから，B型肝炎ウイルスに由来するRNAがRIG-Iの活性化に関与していることが考えられた．そこで，B型肝炎ウイルスに由来する4種類のRNAをそれぞれHEK293T細胞に過剰に発現させたところ，もっとも長いRNAであるプレゲノムRNAを発現させたときのみインターフェロンλ1の発現の誘導が観察された．さらに，プレゲノムRNAの変異体を用いて解析したところ，5’末端側に存在するε構造がインターフェロンλ1の発現の誘導に重要であることが示された．ε構造を含む領域をin vitroにて転写したRNAを細胞に導入する系においても，これを支持する結果が得られた．さらに，RNA免疫沈降法および蛍光共鳴エネルギー移動（fluorescence resonance energy transfer，FRET）法により，RIG-IがプレゲノムRNAおよびそのε構造と結合することが示された．以上の結果より，B型肝炎ウイルスのプレゲノムRNAにあるε構造がRIG-Iのリガンドであることが示された．
4．RIG-IはB型肝炎ウイルスのポリメラーゼとε構造との結合を阻害する

　siRNAによりRIG-Iをノックダウンした初代ヒト肝細胞にB型肝炎ウイルスを感染させたところ，B型肝炎ウイルスの量が増加したことから，RIG-IはB型肝炎ウイルスの感染において抗ウイルス活性を上昇させることが示された．一方で，B型肝炎ウイルスのプレゲノムRNAにあるε構造は，ウイルスの複製において重要な逆転写反応を導くポリメラーゼ（Pタンパク質）の結合部位であることが明らかにされていた10)．そこで，RIG-Iはポリメラーゼとε構造との結合を阻害するのではないかと仮説をたてた．実際に，in vitroの系において，RIG-Iの量に依存してポリメラーゼとプレゲノムRNAとの相互作用が阻害された．さらに，RIG-IのRNA結合ドメインをHuh-7.5細胞に発現させるとB型肝炎ウイルスの複製は抑制されたが，RNAとの結合能のないRIG-I変異体はその能力を失ったことから，B型肝炎ウイルスの感染において，RIG-IはポリメラーゼとプレゲノムRNAのε構造との結合を直接的に阻害する抗ウイルスタンパク質であることが明らかにされた．
　以上の結果にもとづき，ε構造をもつRNAの治療への応用の可能性について検討した．in vitroにおいて，ε構造をもつRNAはポリメラーゼとプレゲノムRNAとの相互作用を阻害し，B型肝炎ウイルスの複製を特異的に阻害した．また，多機能性エンベロープ型ナノ構造体（Multifunctional envelop-type nanodevice，MEND）というリポソームにε構造をもつRNAの発現ベクターを内封し，ヒトの肝細胞を移植したキメラマウスにおいて肝臓に選択的に輸送させ，in vivoのB型肝炎ウイルス感染系を用いてその効果を解析した．その結果，ε構造をもつRNAの発現ベクターを投与したマウスにおいて，対照と比べ，血清におけるB型肝炎ウイルスのゲノムの量の減少，および，肝臓におけるB型肝炎ウイルスのコアタンパク質の発現の低下が認められた．

おわりに

　今回の研究により，RIG-IはB型肝炎ウイルスの感染においてIII型インターフェロンの発現を誘導するセンサータンパク質であることが示された．また，RIG-IはB型肝炎ウイルスのポリメラーゼとプレゲノムRNAのε構造との結合を阻害することによりウイルスの複製を阻害する直接的な抗ウイルスタンパク質であることが示された．これらの結果は，RIG-IはB型肝炎ウイルスに対するセンサータンパク質として自然免疫応答を活性化するのみならず，直接的な作用により抗ウイルスタンパク質としても機能し，この両面からの作用を介してB型肝炎ウイルスに対する自然免疫による感染防御にはたらくことが明らかにされた（図1）．さらに，RIG-IによるB型肝炎ウイルスの複製の阻害のしくみにもとづいた新たな視点からε構造をもつRNAを作製し，ヒトの肝臓を移植したキメラマウスを用いたB型肝炎ウイルス感染系において，ε構造をもつRNAによりウイルスの量が抑制されることが示された．この研究は，B型肝炎ウイルスの感染におけるセンサータンパク質の同定やその認識機構の一端を明らかにしたのみならず，デコイ核酸によるウイルスの抑制の可能性を示唆する結果も得られたことから，今後は，B型肝炎ウイルスの治療において新たな視点からの創薬や予防の展開が期待される．
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〈図説明〉

図1　B型肝炎ウイルスに対するRIG-Iの2つの機能
1）B型肝炎ウイルスのセンサータンパク質として，ウイルスの複製の過程においてB型肝炎ウイルスのDNAから転写されるプレゲノムRNAを認識し，III型インターフェロンの発現の誘導をつうじ抗ウイルス作用を発揮する．2）B型肝炎ウイルスに対する直接的な抗ウイルスタンパク質として，ウイルスの複製にかかわるB型肝炎ウイルスのポリメラーゼとプレゲノムRNAとの結合を直接的に阻害する．この2つの機能により，RIG-IはB型肝炎ウイルスに対する自然免疫による感染防御においてはたらく．
