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研究成果の概要（和文）： 

最近我々が新規に同定した細胞質内 DNAセンサー分子、DAI（DNA-dependent activator of IRFs）

の細胞質内 DNA による活性化機構について詳細な解析を行い、DAI タンパク内の新規 DNA 認識

ドメインや DNA依存性の自然免疫応答惹起に重要なリン酸化修飾サイトを明らかとした。また

in vivo においてさらに詳細に生理的機能を解析するため、Dai遺伝子欠損マウスを作製した。

このマウスは正常に成長し、リンパ器官における細胞群の構成も野生型マウスと比較して正常

であったがDai遺伝子欠損細胞ではいくつかの抗ウイルス遺伝子のmRNA誘導が起こらないこと

を見出した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

Recently, we had identified a novel cytosolic DNA sensing molecule, DAI (DNA-dependent 

activator of IRFs). We analyzed the activating mechanism of DAI by cytosolic DNA 

stimulation and we found a new DNA binding domain and phosphorylation sites in DAI protein. 

These domain and amino acid residues are turned out to be important for DNA-mediated 

activation of innate immune responses. To investigate further the role of DAI in innate 

immune responses in vivo, we generated mice deficient in Dai gene. Dai-/- mice grew normally 

with normal cellular population in lymphoid organs compared to those of wild-type control 

mice. We analyzed the role of DAI in innate immune responses and found defects in mRNA 

induction levels of some antiviral genes in Dai-/- cells.  
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１．研究開始当初の背景 

免疫による生体防御は生命の維持において
きわめて重要な機構であり、これら免疫応答
系メカニズムは自然免疫系と適応免疫系に
大別されてきた。近年の研究により、これら
自然免疫系受容体が適応免疫系の活性化に
も重要であることが明らかになりつつある。
このことから、上述した二つの免疫系の連携
による生理作用とその分子機序の解明が大
きな注目を集めている。自然免疫応答の活性
化機構においてはウイルスやバクテリアに
含まれる病原体由来分子パターン、PAMPs 
(pathogen-associated molecular patterns)
が自然免疫系受容体に認識され、これによっ
て下流のシグナル伝達系が活性化、インター
ロイキン(IL)-6, IL-12p40などの炎症性サイ
トカインや、インターフェロン(IFN)、ケモ
カインなどの発現を誘導する。 
 
それぞれの自然免疫受容体は各々に特異的
な分子パターンを認識するが、いまだ未知の
受容体およびシグナル経路が存在しており、
これら自然免疫受容体に関する研究は現在
きわめて注目度の高い分野である。さらに、
自然免疫系受容体の新たなグループとして
細胞質内の受容体(cytosolic PRRs)が見出さ
れており、このうち特に核酸を認識する分子
が脚光を浴びている。 
これまでに核酸のうちウイルス由来二本鎖
RNA を認識する受容体である RIG-I や MDA5, 
PKR などが同定されているが、ウイルスやバ
クテリアに含まれる DNAを認識する受容体に
ついては、B 型 DNA などの類似物質を用いて
自然免疫系を活性化する経路の存在のみが
示される一方で、その応答を担う分子機構は
未知であった。このことから、DNA に対する
センサー分子の研究が注目されていた。 

 

 

２．研究の目的 

我々は細胞に IFN刺激を施すことにより誘導
される遺伝子を網羅的に解析し、その過程で
DNA 認識による自然免疫応答に関与する遺伝
子候補として、DNA-dependent activator of 
IRFs (DAI)を見出している。さらにこの分子
が DNA特異的に免疫応答に関与していること
を示唆する予備的知見も得た。よって本研究
では DAIの生理機能および DNA認識における
分子機構の解明を行うことを目的とする。 
そのために、本研究においては DAI と DNA の
結合メカニズムおよびその活性化制御機構
や、DNA 刺激による DAI のインターフェロン
誘導機序におけるシグナル伝達機構につい
て詳細な解析を行う。 
 
また生体内での DAIの免疫応答制御における

総合的役割について解明するため、Dai 遺伝
子を欠損したノックアウトマウス等を作製
および解析する。 
このほか DAIと同様にインターフェロン誘導
性遺伝子としてスクリーニングされてきた
ADAR1 についても DNA 認識に対する自然免疫
応答への制御機能の解析および検討を行う
こととした。 
 
これらの研究結果を総合して、DAI を中心と
した DNA認識分子による自然免疫応答の活性
化と、その調節機構について統合的な理解を
めざす。 
 
 
３．研究の方法 
研究初年度にあたる平成 19年度においては、
細胞へ導入した DNAが認識され自然免疫応答
を惹起する過程にどのように DAIが関与する
かについて明らかとするため、DAI 変異体分
子を細胞系に発現させて、DNA 刺激によるイ
ンターフェロン誘導に対する影響を検討。こ
の手法により、まず DAIを構成するアミノ酸
への欠損導入によって、これまで機能が未知
であったドメインの役割についての解析を
進めた。 
 
また、DNA刺激を行った細胞でにおいては DAI
のセリン残基がリン酸化修飾を受けている
という予備的知見が得られたことから、標的
と予想されるセリン分子を、リン酸化修飾を
受けないアラニンに置換した変異体を作成
し、これらの変異体についても同様に DNA 刺
激によるインターフェロン誘導への影響を
検討して DAIの自然免疫応答活性化における
セリンリン酸化の機能について調べた。 
 
さらに、われわれは免疫沈降実験によって
DAI が DNA 刺激時に多量体を形成するという
予備的知見を得ていることから、DAI の多量
体形成が下流シグナルの活性化にいかなる
働きをするのかについて解析するため、上記
のセリン残基に近接した二箇所のアミノ酸
を、S-S 結合を形成しうるシステイン分子に
置換して、恒常的に二量体を形成しうる変異
体についても作成し、同様に検討を進めた。
これらの検討によって DAIの DNA認識および
インターフェロン誘導メカニズムについて
詳細な解析を行い、仮説モデルを構築した。 
 
続く平成 20 年度には、それまでの in vitro
解析の結果を踏まえ、in vivo における DAI
の生理的機能を明らかとするため、Dai 遺伝
子を欠損したノックアウトマウスの作製を
進めた。この他に、昨年度の解析において、
DAI 以外の DNA センサー分子を介した自然免



 

 

疫応答惹起経路の存在が示唆される結果が
得られたことから、他の DNA センサー分子の
探索および機能解析を進めた。この候補とし
て、DAI と同時に、IFN 誘導遺伝子の網羅的
解析においてスクリーニングされてきた
ADAR1 を検討した。さらに RNA センサー分子
として知られる RIG-I 等の分子についても
DNA に対する認識について機能の再検討を行
った。 
一方、新たな DNA認識分子について探索する
ため、DNA 結合タンパクの沈降解析によって
未発見分子の同定を進展させた。 
 
研究最終年度に当たる平成 21 年度には昨年
までの研究により得られた Daiノックアウト
マウスを用いて、その個体発生及びリンパ球
のサブセット構成において野生型との差を
検討した。 
 
また、より詳細な DAI の機能解析のために、
ノックアウトマウスとは反対に Dai遺伝子を
恒常的に高発現する Daiトランスジェニック
マウスの作成についても検討を進めた。 
 
一方で、平成 20 年度の解析の結果、主要な
DNA 結合分子として HMGB1,2,3 が同定された
ことから、細胞への shRNA 発現ベクター導入
による HMGBs のノックダウンを行い、DAI と
同様にインターフェロン誘導への影響など
この分子の DNA認識による自然免疫応答への
作用について、詳細に機能解析を行った。 
 
各年度において、得られた成果は複数の論文
にまとめ、学術誌にて発表した。 
 
 
４．研究成果 
(1)DAIの DNA認識メカニズムおよび活性化機
構の解析； 
研究初年度にあたる平成 19 年度には、DAI の
変異体を作成し、これを細胞内に発現させて
DAI を構成するドメインについての機能解析
を行った。その結果 Zαドメインおよび Zβ
ドメインに加えて、新たな DNA結合ドメイン
（D3 ドメイン）を同定し、このドメインが
DAI による DNA 認識に必須であることを明ら
かとした。 
 
また、DAI分子に含まれるセリン残基（Ser352, 
Ser353）をアラニンに置換してアミノ酸残基
へのリン酸化を阻害した変異体を発現させ
ると DNA刺激時のインターフェロン産生誘導
増強が認められなかったことから、これらの
セリン残基のリン酸化修飾が DAI を介した
DNA 刺激に対する免疫応答惹起において重要
な働きをすることが示唆された。 
 

このほか、免疫沈降実験により DAI は DNA の
刺激時に多量体を形成することが示唆され
たことから、恒常的に二量体を形成しうる
DAI 変異体を作成、発現させたところ、この
変異体は DNA刺激に依存せずインターフェロ
ンを誘導することを見出した。 
 
これらの結果から、DAI は DNA と会合すると
Zα, Zβ, D3ドメインを介して DNAを認識し、
この DNAを介して多量体を形成してインター
フェロン誘導に必要な IRF3や TBK1などの因
子をリクルートするという、モデル仮設が考
えられた。上記の経路において DAI のセリン
残基リン酸化がどの段階において起こるか
は不明ではあるが、DAI セリン残基のリン酸
化は IRF3や TBK1のリクルートに必要である
ことが明らかとなった。 
 
(2)ADAR1の DNA認識自然免疫応答反応におけ
る機能解析； 
IFN 誘導遺伝子の網羅的な解析によってスク
リーニングされた分子であり、DAI と同じく
Zα, Zβドメインを有する分子である ADAR1
についても機能の解析を進めた。ADAR1 を欠
損した細胞を用いて DNA刺激時のインターフ
ェロン誘導を検討した結果、ADAR1 が DNA に
よるインターフェロン誘導等の自然免疫応
答を負に制御する因子であることを見出し
た。 
 
(3)DAI ノックアウトマウスの作成およびフ
ェノタイプ解析； 
平成 20年度および 21年度には Dai遺伝子を
欠損したノックアウトマウスの作製を進め、
これを確立するに至った。Dai 遺伝子欠損マ
ウスは正常に成長し、リンパ器官における細
胞群の構成も野生型マウスと比較して正常
であった。この DAI ノックアウトマウスより
様々な免疫担当細胞群を調製し、DNA 刺激、
及びウイルス感染時の免疫系活性化におけ
る DAIの役割を解析した。その結果、ウイル
ス感染時において、種々の遺伝子の誘導に
DAI が重要であるという興味深い現象を見出
した。個体レベルでの DAIの感染防御におけ
る役割についても検討しており、重要な知見
を報告出来ると思われる。 
 
 
(4)細胞質内 RNA 受容体 RIG-I の新規機能に
ついての解析； 
また、RIG-Iについても解析を進めたところ、
本分子が RNAのみならず壊死細胞由来の DNA
を認識するセンサーとしても機能すること
を示唆する結果を得た。この RIG-I の新たな
機能については、今後も解析を継続すること
とした。 
 



 

 

これらの研究成果により、DNA を中心とした
核酸センサー分子による自然免疫応答機構
の理解について著しい進展が達成され、その
成果は 15 本の学術論文にまとめられて高い
国際的評価を得た。 
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