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研究成果の概要（和文）： 
 環状ジグアニル酸（c-di-GMP）および人工修修飾体の①生理活性探索と②生理活性発現
機構の解明研究を行い、①については、c-di-GMP 類は、肺炎双球菌、Ehrlichia chaffeensis
菌、Anaplasma phagocytophilum 菌、Borrelia brugdoferi 菌、メチシリン耐性黄色ブド
ウ球菌（MRSA）などの感染力を、主に免疫活性化作用によって低下させることを発見、
②については、c-di-GMP 類が示すいくつかの生理活性の中でも最も重要な免疫活性化の
機能発現機構解明の鍵となる、「免疫は、c-di-GMP が哺乳動物に存在する免疫タンパ
ク”stimulator of interferon genes (STING)”と結合する事によって発現される」という証
拠を発見した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  We have carried out this work aiming to find biological functions of cyclic 
bis(3’–5’)diguanylic acid (c-di-GMP) and related compounds and to elucidate the 
mechanism on occurrence of the functions.  As the result, the work has disclosed that 
c-di-GMP and some of its derivatives bear bioactivities, which include reduction of 
infection of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) by acting as an 
immunomodulator and vaccine adjuvant.  Further, the work has revealed that 
c-di-GMP binds to stimulator of interferon genes (STING), existing in mammals, to 
induce immunity; this discovery will be a keystone for elucidation of mechanism on 
occurrence of functions of c-di GMP and related compounds.   
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１．研究開始当初の背景 
 研究開始当時、c-di-GMP およびその人工
修飾体（以下、c-di-GMP 類）は黄色ブドウ
球菌、緑膿菌、大腸菌などのバイオフィルム
の形成を調節する機能、宿主の免疫力を増大
させる機能、大腸ガン細胞の増殖を阻止する
機能などをもつことが我々によってすでに
明らかにされていたが、これらの機能以外に
も多くの重要な生物機能をもつ事が予想さ
れ、それらの発見が待たれていた。また、薬
理的に有用な機能をもつが故に、c-di-GMP
をリード化合物とする創薬の期待が高まり
つつあり、そのためには c-di-GMP 類の生理
活性機能発現機構を分子レベルで知る事が
不可欠であった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、研究全体の最終目的である
「c-di-GMP をリード化合物とする医薬品の
創製」を達成するための基礎と成る二つの課
題、すなわち、①c-di-GMP 類の未知の生理
活性の発見と②生理活性発現機構の解明を
主たる目的とした。 
 
３．研究の方法 
 主たる二つの研究目的のうち①c-di-GMP
類（c-di-GMP の構造は下記）の未知の生理
活性の発見に関しては、これまで調査した事
がない肺炎双球菌、Ehrlichia 菌、Anaplasma
菌、Berrelia 菌、現在院内感染すると最もシ
リアスな問題を引き起こすメチシリン耐性
黄色ブドウ球菌（MRSA）などを対象に、ま
た、②c-di-GMP 類の生理活性・生物機能発
現機構の解明に関しては、本目的達成に不可
欠な、c-di-GMP が結合するタンパク質の発
見、特定、とくに、c-di-GMP がもつ生理活
性の中でも最も注目を浴びている“免疫誘
起・活性化”に関わるレセプタータンパクの
特定・発見を、研究組織内および複数の海外
共同研究者と共同で行った。具体的には、核
酸化学合成を専門とする研究代表者が
c-di-GMP およびその人工修飾体を合成し、
それを用いて、分子生物学・医学・細菌学を
専門とする研究分担者および海外共同研究
者が上記目的①および②の研究を行った。 

 
４．研究成果 
 (1)実施した研究の目的の一つである
c-di-GMP および人工修修飾体の生理活性探
索においては、以下のような事を発見した
（主なもののみ。［ ］内は研究組織以外の
共同研究機関）。 
 ①c-di-GMP は、肺炎球菌感染に対して有
効な免疫賦活剤として働き、同感染を弱める
ことを明らかにした［Intragenics Research 
Institute（米）］。 
 ②c-di-GMP の二つのリン酸基をチオリン
酸基に置き換えたもの、グアノシンの一つを
デオキシグアノシンに置き換えたもの、二つ
のグアノシンをイノシンに置き換えたもの
などいくつかの人工修飾体は、黄色ブドウ球
菌や腸炎ビブリオ、緑膿菌において、
c-di-GMP そのものよりもバイオフィルム形
成を強く阻害することを見出した。 
 ③c-di-GMPの2’-水酸基に tert-ブチルジメ
チルシリル基を導入した人工修飾体、
2’-O-TBDMS-c-di-GMP は 、 Anaplasma 
phagocytophilum 菌のヒト細胞 HL-60 への
ヒト顆粒球アナプラズマ感染を阻害する事
を明らかにした［オハイオ州立大学（米）］。 
 ④c-di-GMP 類は c-di-GMP のアンタゴニ
ストとして働き、Ehrlichia chaffeensis 菌の
生体への侵入に関与するタンパク質の機能
を阻害すること、その結果同菌のヒト白血球
への侵入を抑制し、同菌の感染を弱めること
を突き止めた［オハイオ州立大学（米）］。 
 ⑤ 2’-O-TBDMS-c-di-GMP は Ehrlichia 
chaffeensis 菌の凝集、吸着性、および成長を
抑制する事を明らかにした［オハイオ州立大
学（米）］。 
 ⑥MRSA 感染において、予め c-di-GMP と
抗原（mSEC あるいは CifA）で処理したマ
ウスは、同処理をしていないマウス（に比べ
て感染１週間後の生存率がはるかに高い（処
理マウスの生存率 87.5%；無処理マウスの生
存率 33.3%）ことを実証した。また、この結
果は、c-di-GMP が免疫賦活剤として働いた
結果である事が分かった。その証拠として、
c-di-GMP は、免疫グロブリン抗体、とくに
IgG1 抗体の産生、およびインターフェロン
IFNβの産生を促進することを同時に見出し
た［Intragenics Research Institute（米）］。 
 上記の結果のうち⑥は最も重要な結果と
捉えている。なぜならば、この結果は、
c-di-GMP が予防薬（ワクチン）として使用
できる可能性を示唆しており、c-di-GMP の
ワクチンとしての可能性を示した初めての
例であるからである。 
 (2)実施研究のもう一つの目的である
c-di-GMP 類が関与する生理活性の同発現機
構解明においては、以下のような事を発見し



 

 

た（主なもののみ。［ ］内は研究組織以外
の共同研究機関）。 
 ⑦c-di-GMP の免疫活性化機能を評価する
ため行った実験から、c-di-GMP は細胞質内
で、TBK1、IRF3、NFkB、MAP キナーゼ
などの誘導に伴いながら、これまで知られて
いない伝達経路を経由して免疫を活性化し
ている事を明らかにした［カリフォルニア大
学バークレー校（米）］。 
 ⑧N 末端側にセンサードメイン、C 末端側
に diguanylate cyclase（DGC）をもつタン
パ ク質を 有する 嫌気性菌 Desulfotalea 
psychrophila において、センサードメインの
ヘムタンパク質に酸素が結合している場合
のみ DGC が活性を示し、c-di-GMP 生合成が
行われること、また、このタンパク質の活性
中心はチロシン 55とグルタミン 81である事
を突き止めた。この発見は二成分制御系によ
る細菌環境への応答を示す興味深い発見で
ある［岡崎自然科学研究機構］。  
 ⑨Borrelia brugdoferi（ライム病ボレリア
菌）中において、以前われわれが発見した
c-di-GMP と結合するタンパク質 PilZ と相同
性の高い配列を有するタンパク質 PizA が、
PilZ 同様 c-di-GMP と結合することを発見し
た。また、このタンパク質を失活させると細
菌の移動度、感染力が減少し、菌の生存数も
減少する事を明らかにした。この発見は、
Borrelia brugdoferi 菌のライフサイクルに
おいて、c-di-GMP が PizA や PilZ タンパク
質に結合する事が重要、不可欠である事を示
す。したがって、c-di-GMP よりも強くこれ
らのタンパク質と結合する誘導体を創製し、
投与すれば、c-di-GMP とこれらのタンパク
質との結合を阻害し、同菌の感染を防ぐこと
ができると期待される有意義な発見である
［イーストカロライナ大学（米）］。 
 ⑩c-di-GMPは哺乳動物に存在するタンパ
ク質STING（stimulator of IFN genes）と結
合し、同タンパク質の機能発現スイッチをオ
ンにして免疫機能尾を発現させることを以下
の様にして明らかにした。すなわち、まず、
何もしないマウスはc-di-GMPを投与すると
免疫が活性化されるのに対し、N-エチル-N-
ニトロソ尿素（ENU）処理したマウスは
c-di-GMPを投与しても免疫が活性化されな
い事を見出した。この違いは、ENU処理した
マウスでは、同処理によってc-di-GMPを受容
して免疫を発現するレセプタータンパクが破
損されたことに起因するのではないかと推測
し、ENU処理によって損壊したタンパク質を
探した所、それがSTINGであることを突き止
めた。これを受け、次に正常なSTINGを取り
出し、STINGが実際にc-di-GMPを受容するか
否か（c-di-GMPがSTINGと結合するか否か）
をin vitro実験で確かめた所、STINGは
c-di-GMPを受容する事が分かった。さらに、

c-di-GMPと結合したSTINGは、免疫機能発現
の証拠となるインターフェロンを生産する事
も分かった。すなわち、c-di-GMPのレセプタ
ーはSTINGであり、c-di-GMPはSTINGに取
り込まれると同タンパク質の免疫機能発現ス
イッチをオンにする事を明らかにした。あわ
せて、c-di-GMP同様に天然超微量物質で、
c-di-GMPと類似の構造をもつ環状ジアデニ
ル酸（c-di-AMP）もSTINGと結合し、STING
の免疫活性化機能発現スイッチをオンにし、
同機能を誘起させる事も見出した。この発見
はc-di-GMPのような環状ジヌクレオチドに
よる免疫発現に関わるレセプタータンパク質
がSTINGであることを世界で初めて特定し
たもので、c-di-GMPがもつ生理活性のなかで
も特に重要視されている免疫誘起・活性化の
機能発現機構解明の鍵になる極めて重要な発
見である。その重要性が故に、この研究成果
を表した論文は”Nature”に掲載され、多くの
注目を浴びた［カリフォルニア大学バークレ
ー校（米）］。 
 このように、実施研究の大きな目的であっ
た「c-di-GMP類の生理活性発現機構の解明」
については、残念ながら達成できたとは言い
難いが、成果⑪において、c-di-GMPはSTING
と結合する事によってSTINGの免疫機能ス
イッチをオンにするという発見は本目的達成
の鍵ともなるべき発見で、近い将来、本目的
が達成される事が大いに期待される。 
 (3)その他、実施研究の目的とは直接関係は
ないが、以下のような発見もした。 
⑪Anaplasma phagocytophilum 菌の PleD
タンパク質が、GTP を原料にして c-di-GMP
を生合成する酵素である diguanilate cyclase
（DGC）の活性を有し、この菌の感染力に大
きな影響を与えている事を発見した［オハイ
オ州立大学（米）］。 
 
 結論として、本実施研究では、所期の目的
の一つである c-di-GMP 類の未知の生理活性
探索については、満足すべき成果が、もう一
つの c-di-GMP の生物機能発現機構解につい
ても、今後に繋がる有意義な経過が得られた
と思っている。 
 研究成果の中での特に有意義なものは、
c-di-GMP の免疫活性化能に関するいくつか
の発見であろう。 
 免疫は、生物が、外的病原に抵抗するため
あるいは外的病原によって不幸にして発病
した場合、自力で治癒するために生来持って
いる力で、細菌性疾患のみならず、ウイルス
性疾患やガンなど、ほとんど全ての疾病に有
効な天賦の治癒力である。したがって、免疫
活性化による免疫療法は、現在、有効な特効
薬や治療法が少ないウイルス性疾患やガン
の治療に有望あるいは不可欠な方法として
大きな注目を浴びており、それに必要な医薬



 

 

品、すなわち“免疫賦活剤”開発が強く望ま
れている。 
 このような状況下、本実施研究で、
c-di-GMP に免疫活性化機能があること、
c-di-GMP は STING と結合して免疫を誘起
することが発見された事は極めて大きな意
義をもつ。とくに後者は、c-di-GMP をリー
ド化合物とした医薬品の開発を行う場合、必
須となる c-di-GMP が関わる免疫活性化機能
の発現機構解明研究において、その鍵となる
大きな発見である。今後、c-di-GMPとSTING
との複合体を何らかの方法（いくつかの具体
策有り）で単離し、その詳細な構造解析を行
ない、c-di-GMP のどの官能基が，どのよう
な様式で STING の機能発現スイッチをオン
にするかを特定、ついで、得られた知見を基
に、c-di-GMP の各種官能基のうち免疫活性
化機能発現に必要な官能基は残し、あるいは、
それらをより効果的に機能を発現できる官
能基に改善し、一方不必要な官能基・部位は
削除した、医薬的に真に有効な人工化合物を
設計、創製したい。すなわち、本研究で得ら
れた結果を基に研究をさらに発展させ、最終
的には c-di-GMP に基づく実用可能な免疫賦
活剤を開発したい。 
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Nucleosides in Biochemistry, Biotechnology 
and Medicine", Piet Herdewijn, Ed.. 2008, pp 
343–363. 

 
〔産業財産権〕 
○出願状況（計３件） 
名称：核酸固相合成用リンカー及び担体 
発明者：塚本眞幸、鈴木紀尊、早川芳宏、前  
田恵里、森健二郎、味呑憲二郎 
権利者：名古屋大学、日東電工（株） 
種類：特許 
番号：特願 2012-016895 
出願年月日：24 年 1月 30 日 
国内外の別：国内 
 
名称：核酸固相合成用リンカー及び担体 
発明者：早川芳宏、塚本眞幸、森健二郎、味
呑憲二郎、前田恵里、小西達也 
権利者：日東電工株式会社、名古屋大学 
種類：特許 
番号：特願 2009-242445 
出願年月日：21 年 10 月 21 日 
国内外の別：国内 
 
名称：核酸固相合成用リンカー及び担体 
発明者：早川芳宏、塚本眞幸、森健二郎、味
呑憲二郎、前田恵里、小西達也 
権利者：名古屋大学、日東電工（株） 
種類：特許 
番号：12/908,676 
出願年月日：22 年 10 月 20 日 
国内外の別：外国 
 
○取得状況（計０件） 
 
 

〔その他〕 
ホームページ等 
① http://www.ait-news.jp/111011/index.html 
② http://aitech.ac.jp/ac/bc.html 
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