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研究成果の概要（和文）：身体の中で分解されずに蓄積したDNAは炎症を惹起し、貧血や関節炎の原因となる。
本研究では、DNAの蓄積に伴い、新規炎症誘導物質cyclic GMP-AMP（cGAMP）が細胞内で生成されることを見出し
た。さらに、cGAMPの合成酵素であるcGAS遺伝子を欠損させると、cGAMPの生成量が低下し、DNAによる炎症を防
げることがわかった。したがって、cGASおよびcGAMPはDNAの分解異常によって引き起こされる炎症性疾患の新た
な治療ターゲットとなる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Self-DNA accumulating in the body causes inflammation, leading to 
development of lethal anemia or polyarthritis. In this study, I found that the novel 
pro-inflammatory molecule cyclic GMP-AMP (cGAMP) was produced in cells by accumulation of DNA. In 
addition, DNA-induced production of cGAMP and inflammatory cytokines were prevented by deletion of 
cGAMP synthase (cGAS). Thus, cGAS and cGAMP would be useful therapeutic target for the DNA-induced 
inflammatory diseases.

研究分野：自然免疫
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１．研究開始当初の背景 
DNA は生命の根源ともいえる重要な物質で
あるにもかかわらず、我々の生体内では DNA
を積極的に分解する機構が存在する。赤芽球
より脱核して不要となった核やアポトーシ
スを起こした死細胞はマクロファージによ
って貪食され、それらの DNA はマクロファー
ジ内のリソソームに存在する DNase II によ
って分解される。しかしこの機構を失った
DNase II 遺伝子欠損マウスでは自己の DNAが
マクロファージに蓄積し、インターフェロン
や炎症性サイトカインが過剰に産生される
ことによって重篤な貧血やヒトの関節リウ
マチに酷似した慢性多関節炎を発症する。す
なわち、DNA は適切に分解されないと炎症を
惹起し自己免疫疾患を引き起こす原因とな
ることが明らかになってきた。従って DNA に
よる炎症誘導機構を明らかにすることは炎
症性疾患の病態を理解するために重要な課
題である。 
 私はこれまでに、DNA によって活性化され
る細胞内シグナル伝達系の解析を進め、（１）
小胞体膜タンパク質 STING が二量体を形成
すること、（２）低分子化合物 cyclic GMP-AMP 
(cGAMP)が STING を二量体化すること、を明
らかにした。以上より、自己の DNA がリソソ
ームに蓄積するとcGAMP-STINGシグナルが活
性化し、炎症が惹起されると考えられた（図
１）。 

 
 
２．研究の目的 
上記の背景から、自己 DNA による炎症誘導
機構におけるcGAMP-STINGシグナルの重要性
が示唆された。そこで本研究では、cGAMP の
病態的意義を個体レベルで検証する。そして、
cGAMP が細胞内でどのように産生されるのか、
cGAMP が STING を介してどのように炎症性サ
イトカインを誘導するのか、といった根本的
な問題に取り組み、DNA の異常蓄積が引き起
こす炎症性疾患の発症機構を解明する予定
である。 
 
 
３．研究の方法 
本研究では、cGAMP に焦点を当てた次の３
つの研究を行なった。 
 
(1) cGAMP が合成される分子機構の解明 
cGAMP 合成酵素が DNA センサー分子 cGAS
である可能性を検討した。まず、DNase II 欠
損マウス胎児繊維芽細胞 (MEF)において

cGAS 遺伝子をCRISPR/Casシステムでノック
アウトした。そして、DNase II 欠損 MEF に
死細胞を貪食させ、死細胞由来の DNA がリソ
ソーム内に蓄積した時、野生型とノックアウ
ト細胞における cGAMP 産生量を比較した。そ
の際、cGAMP の量を正確に測定するため、
STING の二量体化を指標とした独自の検出法
を開発した。 
 
(2) STING の下流因子の同定 
STING を活性化させるため、cGAMP 類似化
合物のDMXAAでマクロファージ細胞を刺激し
た。細胞抽出液を取り出し、カラムを用いて
リン酸化ペプチドを精製し、TMT 標識と
LC-MS/MS 解析を組み合わせた定量リン酸化
プロテオミクスを行なった。 
同定したタンパク質について、リコンビナ
ントタンパク質を精製し、in vitro kinase 
アッセイ、phos-tag ウエスタンブロット法を
用いてリン酸化の確認実験を行なった。 
 
(3) cGAMP の病理的役割の解明 
野生型またはDNaseII遺伝子欠損マウスか
ら肝臓や脾臓を取り出し、上記(1)で開発し
たcGAMP検出法を用い、cGAMP量を測定した。
また、本病態モデルで惹起される炎症が
cGAMP によるものか否かを明らかにするため、
cGAMP合成酵素とDNaseIIの二重欠損マウス、
あるいは、STING と DNaseII の二重欠損マウ
スを作製した。ノックアウトマウスは
CRISPR/Cas9 システムと、受精卵エレクトロ
ポレーション法を利用し、ワンステップでの
二重欠損マウスの作製を行なった。胎生 14.5
～17.5 日目の貧血が回避されるか、あるいは、
炎症性サイトカインの過剰誘導が抑制され
るかを q-PCR 法で確認した。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) cGAMP が合成される分子機構の解明 
cGAMP と STING タンパク質を試験管内で混
合し、Native PAGE によって STING の二量体
化を観察した結果、cGAMP の濃度依存的に
STING が二量体化する様子が観察された(図
２)。すなわち、STING の二量体化を指標に
cGAMP の濃度を測定することができる簡便な
アッセイ系の開発に成功した。 
 

 
 



次に、この検出法を利用し、野生型と cGAS
欠損細胞における cGAMP 量を測定した結果、
cGAS欠損細胞ではcGAMPが全く検出されなか
った(図３)。この結果から、自己 DNA が細胞
内に蓄積した際にcGAMPを合成する責任因子
が cGAS であることが明らかとなった。 
 

 
(2) STING の下流因子の同定 
TMT 標識 LC-MS/MS 解析法により約 17,000
個ものリン酸化ペプチドを定量することに
成功した。コントロール群と比較して DMXAA
刺激によって２倍以上リン酸化が亢進し、か
つ有意差（P<0.01）が認められたペプチドが
18 個あり、IRF3 や STING、TBK1 など既知の
TBK1 基質に加え、オートファジー関連因子
GABARAPL2 を見出した (図４)。 

 
STING の下流では、TBK1 キナーゼが活性化
することが知られており、実際に本スクリー
ニングにおいてもその基質である IRF3 のリ
ン酸化が強く認められた。そこで、GABARAPL2
が TBK1 の直接の基質であるか否かを in 
vitro kinase アッセイにて確認した。精製し
た GABARAPL2 と TBK1 を直接反応させ、
phos-tag ウエスタンブロットを行なったと
ころ、GABARAPL2 のリン酸化のバンドシフト
が認められた (図５)。したがって GABARAPL2
は TBK1 の直接の基質であると考えられた。
また、GABARAPL2 の 10 番目のセリン残基をア
ラニンに置換した変異体で同様のアッセイ
を行ったところ、リン酸化によるバンドシフ
トが起きなかった(図５)。すなわち、TBK1 は
GABARAPL2の10番目のセリンを直接リン酸化

することが判明した。現在 STING の下流で
GABARAPL2 がリン酸化される生理的意義につ
いて解析を進めている。 

 
(3) cGAMP 合成酵素の病理的役割の解明 
 貧血を引き起こす DNaseII 欠損マウス（胎
生１４日目胚）の肝臓において、cGAMP が特
異的に検出された。一方、野生型マウスでは
全く検出されなかった（図６）。また、関節
炎を引き起こす生後２ヶ月齢のDNaseII欠損
マウスにおいても同様にcGAMPが検出された。
したがって、生体内での cGAMP 生成量とこれ
らの病態との関連性が示唆された。 
 

 
 DNaseII 欠損マウスはインターフェロンの
過剰産生によって重度の貧血となる。このマ
ウスにおいて cGAMP 合成酵素 cGAS や cGAMP
の下流因子 STING を欠損させると、インター
フェロンの発現誘導や、貧血が改善された
（図７）。以上の結果から、自己の DNA が異
常蓄積すると、cGAS-cGAMP-STING シグナルを
介して炎症が惹起され、貧血や関節炎を引き
起こすことが明らかとなった。 
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