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研究成果の概要（和文）：TBK1(TANK Binding kinase 1)は、病原体感染におけるサイトカインの産生において必須な
役割を果たすキナーゼで、その活性化制御メカニズムは全く不明である。本研究では活性化因子のスクリーニングを通
じて、TBK1の活性化メカニズムを明らかにした。スクリーニングの結果、ホスファチジルイノシトール５リン酸がシグ
ナル制御に重要な役割を果たしていることを明らかにした。また、ホスファチジルイノシトール５リン酸を抗原と共に
免疫すると、ＴＢＫ１シグナルを直接活性化することでアジュバンド効果を発揮し、抗原特異的抗体を誘導することを
明らかにした。

研究成果の概要（英文）：TBK1 (TANK Binding Kinase 1) is important gene for host defence against virus or m
icrobes infection. Activation mechanism for TBK1 is still unclear. Here we investigated activation mechani
sm by screening cellular component, and found that Ptdins5P works as signaling mediator for innate immune 
response during virus infection. Furthermore, synthetic Ptdins5P immunization with antigen induced antigen
 specific antibody production by TBK1 signaling activation. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
 

はじめに病原体が細胞に感染すると、細
胞はインターフェロンをはじめとする炎症
性サイトカインを産生し、細胞から放出さ
れたサイトカインは引き続きT細胞など獲
得性免疫による生体防御の誘導などに重要
な役割を果たす。病原体の認識には、まず、
病原体の特徴的な部位を細胞内のそれぞれ
のレセプターが認識し、その後、様々なシ
グナルたんぱく質をへて、シグナルが転写
因子にまで伝わることでサイトカインの産
生が開始される。各々の病原体由来のリガ
ンドに対する細胞内のレセプターとレセプ
ターからサイトカイン産生までに至るシグ
ナリングの全容は明らかになりつつあるが、
依然として不明な点も数多く残されている。
TANK Binding kinase 1(TBK1)は、活性化
し 、 転 写 因 子 Interferon Regulatory 
Factor(IRF)3 を直接リン酸化する。リン
酸化された IRF3 は核内に移行し、IP10 を
はじめとするサイトカインや１型インター
フェロンの発現を誘導する。TBK1 による
IRF のリン酸化が、外来 DNA の応答に必
須であることは、in vitro、 in vivo の研究
により明らかになったものの、どのように
TBK1 の活性化が制御されているか？は依
然不明であった。 

 
本研究では、TBK1 の活性化のメカニズ

ムを明らかにするため、その活性化を制御
する因子の探索と制御ドメインの構造を解
明することを目的にしている。本研究は単
にTBK1の活性化メカニズム理解だけでな
く、将来の臨床応用に役立つ情報を提供す
ると期待できる。TBK1 はある種の細胞の
がん化に必須であると報告されており、
TBK1 の活性化を抑制するような化合物の
開発は、新しいがん治療薬につながる可能
性を秘めている。また、現在、効果的なア
ジュバンドの作成は非常に重要な課題であ
る。TBK1 を特異的に活性化することがで
きれば、サイトカインの産生が得られるの
で、TBK1 の活性化剤にはアジュバンド効
果を期待できる。これらのことから本研究
で得られるTBK1の活性化メカニズムの理
解が、将来の薬剤開発などの応用研究に役
立つと考えられる。 
 
２． 研究の目的 

 
TBK1(TANK Binding kinase 1)は、病原

体感染におけるサイトカインの産生におい
て必須な役割を果たすキナーゼで、その活
性化制御メカニズムは全く不明である。本
研究では活性化因子のスクリーニングおよ

び、構造解析を通じて、TBK1 の活性化メ
カニズムを明らかにすることとした。活性
化メカニズムの理解はシグナリングへの理
解を深めるだけでなく、今後、癌研究やア
ジュバンドの作成などにも応用可能な知見
を与えると期待できる。 
 
３． 研究の方法 

 
TBK1 の活性化メカニズムを明らかにす

るため、本研究ではその制御因子の同定を
おこなった。制御因子がどのようなものか
不明であることから、主に２つ独立した方
向からスクリーニングを行い同定を試みた。
１つ目はハイスループットに in vitro で
TBK1 の活性化を直接測定する系を立ち上
げ、スクリーニングを行った。細胞から抽
出した破砕液は分画し、TBK1 の活性化を
指標に活性化因子が含む細胞分画を回収し、
精製と濃縮段階を経て、最終的には活性化
因子を同定することを試みた。また、分画
と濃縮による同定とは別に生理活性化合物
ライブラリーを用いて活性化因子の同定を
試みた。２つ目は、TBK1 の C 末端領域側
の制御ドメインの構造解析を行い in silico
で結合候補分子を探索し、候補分子が in 
vitro 系を用いて実際に活性化に寄与する
か検討することを試みた。最終的には活性
化因子と制御ドメインとの高次構造を解析
し、分子レベルで活性化メカニズムを明ら
かにすることが目的である。 
 
４． 研究成果 

 
TBK1 の活性化因子の探索のため、in 

vitro での TBK1 の活性化測定系を立ち上
げた。測定系を用いて、様々な候補物質が
TBK1 の活性化に寄与するかを検討したも
のの、そのいずれも影響を与えなかった。
そこで細胞を分画し、どの分画に TBK1 を
活性化する物質を含んでいるのかを検討し
た。その結果、細胞膜成分を含む分画に活
性化する因子が存在することが明らかにな
った。さらに詳しく調べるため、TBK1 に
結合する膜成分を探索したところ、結合す
る脂質を同定することに成功した。 

 
それら脂質のうち、TBK1-IRF3 の活性

化に寄与する脂質を、合成脂質を用いて同
定した。さらに細胞内でのその脂質の役割
を検討するため、脂質合成酵素を同定し、
酵素の機能阻害が TBK1-IRF3 シグナルを
抑制することを明らかにした。さらに細胞
内でのその脂質の役割を検討するため、ホ
スファチジルイノシトール５リン酸の合成
酵 素 を 同 定 し 、 酵 素 の 機 能 阻 害 が
TBK1-IRF3 シグナルを抑制することを明
らかにした。また、どのようなメカニズム
で TBK1-IRF3 シグナルを制御しているか
検討したところ、ホスファチジルイノシト



ール５リン酸はTBK1の活性化を制御して
いるというより、IRF３と結合することに
より、IRF3の構造変化をもたらすことで、
シグナル伝達を制御しているとう知見が得
られた。また、IRF3 とホスファチジルイ
ノシトール５リン酸との結合は、in silico
によるシミュレーションにおいても結合を
確認することができた。また、抗原を合成
ホスファチジルイノシトール５リン酸とと
もにマウスに免疫すると抗原特異的な抗体
が産生されることから、ホスファチジルイ
ノシトール５リン酸が新規アジュバンドと
して働くことを見出した。ホスファチジル
イノシトール５リン酸は、TBK1-IRF3 シ
グナルを直接的な標的にすることにより免
疫応答を誘導することから、これまですで
に報告されているアジュバンドとは異なる
作用機序であり、また、元来生体内由来の
物質であることから、より安全性の高いア
ジュバンドの開発に役立つと考えている。 

 
これらの研究成果は論文発表し、また特

許の出願を行った。 
 
一方、TBK1 の構造を解明する研究は、

TBK1 の制御ドメインと考えられる部位を
大腸菌に発現させたものの、発現がうまく
いかなかったため、全長の TBK1 たんぱく
質を昆虫細胞系を用いて精製した。精製は
うまくいくものの過剰発現による細胞毒性
のためか発現量が向上しないため、たんぱ
く質の量が確保できなかった。また、その
後、TBK1 のホモログである IKKi の構造
が解明され、また直後に TBK1 の構造も解
明されたため、構造を解明する研究につい
ては断念した。 
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