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研究成果の概要（和文）：形質細胞様樹状細胞(pDC)は、取り込んだDNAをToll-like receptor 9 (TLR9)で感知し、莫
大な量のインターフェロン(IFN)-alphaを産生して、自己免疫性・炎症性疾患を引き起こす。広汎なキナーゼを阻害す
る薬剤ダサチニブはpDCのIFN-alpha産生を抑制する。その責任キナーゼと基質を同定するために、標的キナーゼがわか
っているさまざまなキナーゼ阻害剤の添加とキナーゼmRNAのノックダウンにてLIMK1, TESK1, RIPK2の3つまで候補キナ
ーゼを絞り込んだ。

研究成果の概要（英文）：Plasmacytoid dendritic cells (pDC) produce a vast amount of IFN-alpha by 
recognizing exogenous DNA through TLR9, and provoke autoimmune and inflammatory disorders. A multi-kinase 
inhibitor dasatinib suppresses the IFN-alpha production by pDC. To identify the responsible kinases and 
their substrates, we used various kinase inhibitors and mRNA knockdown, and selected 3 kinases as 
candidate kinases.

研究分野：血液学、免疫学

キーワード： 樹状細胞
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１．研究開始当初の背景 
形質細胞様樹状細胞(plasmacytoid dendritic 
cells; pDC)は、エンドサイトーシスで取り込
んだ核酸を早期エンドソームの長時間滞留
させるという際だった特徴をもつ。これによ
り早期エンドソームの核酸受容体 Toll-like 
receptor 7 (TLR7), TLR9にシグナルを入れ
続け、莫大な量のインターフェロン
(IFN)-alpha を産生する。そして、この
IFN-alphaがいくつかの自己免疫性・炎症性
疾患を引き起こすことが報告されている。し
たがって、pDCにおける核酸の早期エンドソ
ームへの滞留は、抗炎症薬開発の新たな標的
となり得る。 
われわれは、広汎なキナーゼを阻害する薬剤
ダサチニブが pDC における核酸の早期エン
ドソームへの滞留を阻害し、IFN-alpha産生
を抑制することを見いだした。このことから、
pDC内の特異な小胞輸送（早期エンドソーム
への滞留）を起こすキナーゼが抗炎症薬の標
的になり得る。 
 
２．研究の目的 
(1) DNAをpDCのエンドソームに滞留させ
る責任キナーゼを、キナーゼに対する
siRNA ライブラリまたは複数のキナー
ゼ阻害剤を用いて同定する。 

(2) このキナーゼの基質をリン酸化プロテ
オーム解析により同定する。 

以上により、①pDCに起因する炎症性疾患の
新たな創薬標的を見いだすとともに、②小胞
輸送に働く新規の分子メカニズムを明らか
にし、細胞生物学上の新知見を得ることを目
指す。 
 
３．研究の方法 
ダサチニブは、pDCに発現する何らかのキナ
ーゼを阻害することにより、CpG DNAの早
期エンドソームへの滞留を阻害し、
IFN-alphaの産生を抑制する。 
この早期エンドソーム滞留シグナルの経路
を阻害するためには、酵素（キナーゼ）、基
質（リン酸化蛋白）という 2つの標的がある。
ダサチニブは多数のキナーゼ（主としてチロ
シンキナーゼ、一部セリン・スレオニンキナ
ーゼ）を阻害することから、きわめて多くの
リン酸化基質があり、しかもその大部分が機
能不明と考えられるため、最初に基質を標的
にすると候補を絞り込めない可能性が高い。
したがって、まず pDCによる IFN-alphaの
産生に必要なキナーゼを絞り込む。そのとき
に用いる細胞として、ヒト末梢血 pDC はき
わめて少数（末梢血単核球の 0.1-0.5%）で、
解析に十分な数得るのが不可能であること
から、pDC細胞株が必要になるが、最近われ
われは、pDC白血病患者から細胞株 P716を
樹立した。これまで 3 つのヒト pDC 細胞株
が報告されているが、いずれも IFN-alpha産
生能をほとんど失っている。これに対し、
P716 は primary pDC と 同様の高 い

IFN-alpha産生能を保持しており、世界で唯
一の IFN-alpha高産生性pDC細胞株である。
この細胞株を用いる点が本研究で絶対的に
有利な点である。 
この細胞株を用いて、以下の事項を解析する。 
(1) CpG DNA 刺激を受けた pDC が

IFN-alpha を産生する際に必要なキナ
ーゼを、ヒトキナーゼに対する siRNA
ライブラリまたは複数のキナーゼ阻害
剤を用いて網羅的に検索する。 

(2) そのうち pDC に発現特異性が高く、し
かも CpG DNA の早期エンドソームへ
の滞留に必要なキナーゼを siRNA によ
るノックダウンで同定する。 

(3) 上記キナーゼの基質をリン酸化プロテ
オーム解析にて同定することにより、
pDCにおける CpG DNAの早期エンド
ソームへの滞留を引き起こすシグナル
経路を明らかにする。 

以上の実験により、①pDC関連炎症に対する
創薬の標的キナーゼを見いだすとともに、②
小胞輸送の新規分子メカニズムという細胞
生物学的新知見を得る。 
 
４．研究成果 
ダサチニブが pDCによる IFN-alphaの産生
を阻害する際の責任キナーゼを絞り込むた
めに、さまざまなキナーゼ阻害剤の存在下に
ヒト pDC腫瘍由来細胞株P716をCpG DNA
で刺激し、培養上清の IFN-alpha を ELISA
にて測定した。まず，キナーゼを SFK と
non-SFKに分けて考えた。ダサチニブで強く
抑制されるキナーゼのうち、SFK、及びイマ
チニブ・ニロチニブで阻害されないキナーゼ
のうち、5種類以上を阻害する阻害剤として、
EGFR/ErbB-2/ErbB-4 inhibitor (HDS 029), 
Gö6976, Cdk1/2 inhibitor III, GSK3beta 
inhibitor XII (TWS119), 
EXEL-2880/GSK-1363089 (Foretinib), 
Staurosporineの 6つのキナーゼ阻害剤を選
択した。これらの阻害剤を用い、候補キナー
ゼを 35 に絞り込んだ。そのうち、①ダサチ
ニブによる阻害程度が強いと報告されてい
る、②pDCに強く発現する、③小胞輸送に重
要なアクチン重合に関連すると報告されて
いる、という基準で、候補キナーゼを 11 に
絞り込んだ。さらに、これらのキナーゼを
siRNA でノックダウンし IFN-alpha 産生が
低下するキナーゼとして、TESK1, LIMK1, 
RIPK2の 3つを同定した。 
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