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研究成果の概要： 
 本研究はDNAワクチンなどの核酸をベースとした免疫療法において、今まで知られていたTLR9

を介したDNAの自然免疫反応やその後の獲得免疫などを含めた生体の防御反応にと比較して各々

がどのような役割を担っているかを解明することを目的としている。 

 ワクチンの効果にはアジュバントになる分子または因子が必須であることが知られている。
DNA ワクチンに関しては、プラスミドに存在する CpG モチーフという特殊な DNA 配列が
Toll-like receptor 9（TLR9）に認識されて起こる自然免疫の活性化がアジュバント効果を担
っていると考えられていた。しかし、今回の研究でそのアジュバントの因子とは、CpG などの
配列ではなく、DNA の右巻きの二重らせん構造（B-form DNA）であり、それが TLR9 を「介さず
に」、細胞内で Tank-Binding Kinase 1 (TBK1)という酵素（シグナル伝達分子）が活性化され
ることで DNA ワクチンの効果が誘導されていることを遺伝子欠損マウスを使った実験で突き止
めた。 
 さらに、骨髄移植の実験を用い、細胞ごとの TBK1 の役割を検討した結果①DNA ワクチンによ
る CD4T 細胞、B 細胞（抗体）の誘導には樹状細胞などの免疫細胞での TBK1 依存性の自然免疫
活性化経路が重要であること、②細胞性免疫誘導のためには DNA が主に取り込まれる筋肉細胞
などにおける、TBK1 依存性の自然免疫活性化シグナルが重要であることなどが明らかになった。 
最後に、最近 TLR に依存しない DNA のセンサー分子として発表された DAI（ZBP1）という分子
の遺伝子欠損マウスを作製し、同様にDNAワクチンを投与したが、TLRに依存しないDNA（B-DNA、
DNA ワクチン）の認識に DAI は必須ではないことが判明、さらに未知の受容体分子の存在が示
唆された。                                                                                  
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１．研究開始当初の背景 
 
免疫システムが核酸を認識し感染症や自己
免疫疾患において重要な役割を担っている
ことが明らかになりつつある（Ishii and 
Akira Trends In Immunol. 2006 
27:525-532）。応募者らは最近 TLR非依存
性に抗ウイルス作用を特徴とする自然免疫
賦活化作用を持つ二本鎖B型（右巻き螺旋）
DNA の同定とその新規のシグナル伝達経
路を解明したが(Ishii et al Nat. Immunol. 
2006 7:40-4)、DNAワクチンなどの核酸を
ベースとした免疫療法において、今まで知
られていた TLR9を介した DNAの自然免
疫反応やその後の獲得免疫などを含めた生
体の防御反応にと比較して各々がどのよう
な役割を担っているかを解明されていなか
った。 
 
２．研究の目的 
本研究は DNA ワクチンなどの核酸をベース
とした免疫療法において、今まで知られてい
た TLR9を介した DNAの自然免疫反応やそ
の後の獲得免疫などを含めた生体の防御反
応にと比較して各々がどのような役割を担
っているかを解明することを目的としてい
る。 
 
３．研究の方法 
まず、In vitroの実験系として、プラスミド
DNA による樹状細胞などの抗原提示細胞を
野生型、TBK1欠損マウス由来の細胞を比較
することにより、樹状細胞の成熟、活性化を
検討する。In vivoの実験系として、DNAワ
クチンには Beta-ガラクトシダーゼ蛋白をコ
ードしたものを用い、野生型、TBK1欠損マ
ウスに 100mg を２回免疫した後液性免疫の
指標として抗原特異的 IgG（サブタイプ）の
血中濃度、細胞性免疫の指標として抗原特異
的 CD4陽性ヘルパーT細胞の IFNg産生、抗
原特異的細胞傷害性 CD8 陽性 T 細胞の定量
（テトラマーアッセイ）、定性（CTL アッセ
イ）を行う。また、DNA は筋肉にエレクト
ロポレーションにて投与するため、トランス
フェクトされると予想される筋肉細胞や繊
維芽細胞などの非免疫細胞の自然免疫活性
化と、組織や血中に存在する樹状細胞などの
抗原提示細胞の活性化のどちらが獲得免疫
に重要な役割を担うか検証する必要がある。
これはTLR9が樹状細胞など免疫細胞に発現
は限局しているのに対し、二重鎖 B 型 DNA
による TLR 非依存性の自然免疫活性化はユ
ビキタスであり、繊維芽細胞、筋肉細胞など

の非免疫細胞にも起こるという知見（Ishii et 
al. Trends Immunol. 2006 27, 525-532）に
よる。さらにこの実験により、ウイルス感染
やそれを模倣するといわれている DNA ワク
チンの細胞障害性 CD８T 細胞の誘導に特異
的なクロスプライミングのメカニズムの解
明に迫れるものとして期待されることにも
よる。 
野生型マウスに TBK1 欠損マウスの骨髄移
植、またはその逆の移植を行う。その後 DNA
ワクチンを免疫後上記と同様に抗原特異的
な液性、細胞性免疫を計測し、それぞれの細
胞の自然免疫活性化がその後の獲得免疫に
どのように関わっているかを検討する。 
 
４．研究成果 
 
今回の研究でそのアジュバントの因子とは、
CpG などの配列ではなく、DNA の右巻きの二
重らせん構造（B-form DNA）であり、それが
TLR9 を「介さずに」、細胞内で Tank-Binding 
Kinase 1 (TBK1)という酵素（シグナル伝達
分子）が活性化されることで DNA ワクチンの
効果が誘導されていることを遺伝子欠損マ
ウスを使った実験で突き止めた。 
さらに、骨髄移植の実験を用い、細胞ごとの
TBK1 の役割を検討した結果①DNA ワクチンに
よる CD4T 細胞、B 細胞（抗体）の誘導には樹
状細胞などの免疫細胞での TBK1 依存性の自
然免疫活性化経路が重要であること、②細胞
性免疫誘導のためには DNA が主に取り込まれ
る筋肉細胞などにおける、TBK1 依存性の自然
免疫活性化シグナルが重要であることなど
が明らかになった（図１）。 
最後に、最近 TLR に依存しない DNA のセンサ
ー分子として発表された DAI（ZBP1）という
分子の遺伝子欠損マウスを作製し、同様に
DNA ワクチンを投与したが、TLR に依存しな
い DNA（B-DNA、DNA ワクチン）の認識に DAI
は必須ではないことが判明、さらに未知の受
容体分子の存在が示唆された。                                                                                  
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