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研究成果の概要（和文）： ビス(3'-5')環状ジグアニル酸（c-di-GMP）および類似の構造をもつ環状ジヌクレオチドの
生理活性探索を行い、c-di-GMPが乳がん転移抑制作用、実験的自己免疫性脳骨髄炎減弱作用などの重要な活性をもつこ
とを発見した。また細胞質DNAに対する免疫応答として、これまで考えられていたcyclic-GMP-AMP (cGAMP) ではなく、
天然では珍しい(2'-5')インターヌクレオチド結合をもつ2',3'-cGAMPがSTINGを活性化し、I型インターフェロン産生が
誘導されることを明らかにした。
これらは、今後の研究の発展と最終目的「有用な免疫賦活剤の創製」に向けて大いに役立つ成果である。

研究成果の概要（英文）：We analyzed the physiological activity of bis (3'-5') cyclic diguanylic 
acid（c-di-GMP）and other cyclic dinucleotides having similar structure. Our results demonstrated the 
important bioactivity of c-di-GMP to inhibit the metastases of breast cancer and to attenuate 
experimental autoimmune encephalitis. During the immune response against cytosolic DNA, cyclic-GMP-AMP 
(cGAMP) was proposed to bind to an immunoreceptor called STING. Here we demonstrated that non-canonical 
cyclic dinucleotides 2',3'-cGAMP, which contains a single 2’-5’ phosphodiester bond, activated STING 
and induced the production of type I interferons.
These are valuable findings for the development of the research and our final goal ”invention of useful 
immunostimulator”.

研究分野： 核酸有機化学
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１．研究開始当初の背景 
1978 年に細菌情報伝達のセカンドメッセンジ
ャーとして細菌細胞から発見されたビス(3’-5’)
環状ジグアニル酸（c-di-GMP）は、本研究代表
者によってその大量化学合成法が開発されたこ
とをきっかけに、その後、本研究代表者と国内
外の複数の研究者との共同研究をはじめ、他の
多くの研究によって、細菌のバイオフィルム生
合成調節機能、それに基づくバイオフィルム感
染阻害作用、がん細胞増殖阻害作用、免疫活性
化作用など、多くの有用な生理活性・生物機能
を有する事が明らかにされた。さらに近年、
c-di-GMP と類似の構造をもつ環状ビス(3’-5’)ジ
グアニル酸（c-di-GMP）、環状ビス(3’-5’)ジアデ
ニル酸（c-di-AMP）、環状ビス(3’-5’)アデニル
酸・グアニル酸（c-ApMp）、環状グアニル酸(2’-5’)
アデニル酸酸（c-GAMP）（総じて環状ジヌクレ
オチド）が相次いで自然界から発見され、その
いずれもが c-di-GMP と同じような生理活性・
生物機能をもつことが確認されたことから、現
在、これらの環状ジヌクレオチドのみならずそ
の人工誘導体について、新規生物機能の探索や
機能発現機構解明研究、なかでも、重要な生理
活性である免疫機能に関する研究が盛んに行な
われている。このような背景を基に、本研究は
企画、実施された。 
 
２．研究の目的 
上記のように、c-di-GMP に代表される環状ジヌ
クレオチドは、これまで発見された種々の生理
活性・生物機能の他にも、未発見の有意義な生
理活性・生物機能が多々存在する可能性が高い
ことが強く示唆されている。そこで、本研究で
は、既知の環状ジヌクレオチドはもちろん、未
知の人工修飾環状ジヌクレオチドを化学合成し、
それらの新規生理活性、生物機能を探索する。
くわえて、生物機能が発現されるメカニズムを
解明する。なかでも、全ての疾病の症状軽減や
予防に有効な免疫活性化についての機能発現機
構解明を重点的に行い、本研究のゴールと位置
付けている「環状ジヌクレオチドをリード化合
物とした新規免疫賦活剤の創製」に繋がる知見
を得る。 
 
３．研究の方法 
核酸化学合成の専門家である本研究代表者が、
天然から発見された上記環状ジヌクレオチドを
はじめ、天然には存在しない、あるいは未だ発
見されていない種々の環状ジヌクレオチドを人
工合成し、それらの新規生理活性・生物機能探
索を分子生物学、細菌医学を専門とする研究分
担者が行なった。くわえて、環状ジヌクレオチ
ドの医薬品としての実用化を考えた場合に解決
しなければならない大きな問題の一つである
「環状ジヌクレオチドの Drug Delivery 
System (DDS)」の開発を、DDS 研究を専門と
する研究分担者が検討した。さらに、環状ジヌ
クレオチドの新規生理活性・生物機能探索およ
び同機能発現機構解明に関しては、広く国内外
の研究協力者と共同で研究を実施した。 

 
４．研究成果 
(1)環状ビス(3’–5’)ジグアニル酸（c-di-GMP）を認
識して転写制御などの重要な機能を示す
c-di-GMP Riboswitch I および II が、c-di-GMP
の人工修飾体（非天然型 c-di-GMP）を認識して機
能を発現するかどうかを、研究代表者らが化学合
成した種々の非天然型 c-di-GMP を用い、米国
Yale 大学、R. R. Breaker のグループと共同で調
べた[ACS Chem. Biol., 7, 1436–1443 (2012)]。その結
果、c-di-GMP Riboswitch I は、c-di-GMP は認識 
し、非常に強い結合体を形成するが、非天然型
c-di-GMP はあまり認識せず、結合しないこと、一
方、c-di-GMP Riboswitch II は c-di-GMP だけで
なく、様々な非天然型 c-di-GMP をも認識、結合
し、機能を発揮する事を見出した。換言すると、
c-di-GMP Riboswitch I は基質特異性が高いが、
c-di-GMP Riboswitch II は基質特異性が低い事を
明らかにした。 
 
(2)未解決で、重要な課題である“バクテリアが光
を感知するメカニズム”について、研究代表者と
東工大松田真二研は以前、共同でバクテリアに光
を照射すると、PapA タンパク質と PapB タンパ
ク質が相互に作用し、セカンドメッセンジャーで
ある c-di-GMP を分解することを見出し、この事
が上記メカニズムに何らかの関係がある事を示唆
した。今回本メカニズム解明の更なる研究として、
PixD-PapB 融合タンパク質を創製し、その機能を
調べた。その結果 PapB の C 末端側のタンパク質
が光を感受し、PapA の活性を制御していること
を、研究代表者が合成した c-di-GMP を用いて発
見した[Plant Cell Physiology, 53, 1638–1647 (2012)]。 
 
(3)生体は、リステリア菌が感染すると免疫応答を
引き起こし、この菌を排除するよう働くが、この
生体反応のメカニズムを知る事は重要な課題であ
る。今回、本メカニズム解明の一助と成る事柄と
して、リステリア菌が哺乳細胞に感染すると細胞
外に放出される DNA および RNA が、細胞内にお
いて RIG-I, MDA5, STING 等に認識され、インタ
ーフェロン産生を誘起し、このことが免疫応答誘
起に重要であることを、研究代表者が合成した
c-di-GMP を用いて、ドイツ、ミュンヘン工科大学、
P. A. Knolle らと共同で見出した[EMBO J., 31, 
4153–4164 (2012)]。 
 
(4) 2013 年に Chen らによって発見された「細胞
質に侵入した DNA を認識して免疫応答を行なう
際に、シグナル伝達を担い、STING に結合する新
規小核酸化合物」について、発見当初、
c-G(3’-5’)pA(3’-5’)p であろうと考えられていた化
合物の構造は誤りであり、正しくは、天然には珍
しい (2’-5’)インターヌクレオチド結合をもつ
c-G(2’-5’)pA(3’-5’)p [2’,3’-GAMP]である事を、米国、
California 大学 Berkley 校の R. E. Vance らと共
同で明らかにした。さらに、この化合物は、
c-di-GMP をはじめ、それまで発見された環状ジヌ
クレオチドが全て細菌細胞内で生合成されるのに
対し、哺乳動物細胞内で生産され、ヒト由来の



STING タンパク質にも効率よく結合する事を
見出した。また、この結果と、以前報告した研
究成果[Nature, 478, 515–519 (2011)]とを考え
合わせ、これまで不明であった DNA による免
疫応答のメカニズム、すなわち、細胞内へ外来
DNA が侵入すると、それが cGAS タンパク質に
認識され、その結果同細胞内で 2’,3’-GAMP が
合成され、この化合物が STING に結合するこ
とにより TBK1-IRF3 経路を介し I 型インター
フェロンを誘導するというメカニズムを解明し
た。この成果は、免疫研究における重要な発見
として日本経済新聞、中日新聞をはじめとする
多くの新聞やインターネット上で広く紹介され、
一 般 社 会 に 発 信 さ れ た [Cell Reports, 3, 
1355–1361 (2013)]。 
 
(5)近年大きな興味がもたれている細胞質にお
ける DNA の免疫応答に関して、これまで知ら
れていた、STING により産生される I 型インタ
ーフェロンが大きく関わって誘起される免疫応
答とは異なり、インドールアミン 2,3-ジオキシ
ナーゼ（IDO）が細胞質の DNA を認識するこ
とにより誘起される免疫抑制があることを見出
した。さらに、c-di-GMP 等の環状ジヌクレオチ
ドによる STING の活性化において、I 型インタ
ーフェロンの誘導だけでなく、Th1 経路の抑制
も起こっている事を明らかにした。これらの事
により、環状ジヌクレオチドが DNA sensing に
おいて重要な役割を果たしている可能性がある
事を示唆した [J. Immunology, 191, 3509–3513 
(2013)]。 
 
 (6)マウスを用いる腹腔ガンの治療において、
c-di-GMP免疫活性化とDDSを複合化した癌治
療法を用いると、抗ガン剤の投与量を大幅に減
少させても十分な効果が得られる事を、北海道
大学、原島秀吉研究室との共同研究により見出
した。この結果は、環状ジヌクレオチドの DDS
に関するはじめての発見であり、今後の発展が
期待される [J. Controlled Release, 184, 20-27 
(2014)]。 
 
(7) c-di-GMP のレセプタータンパク質として本
研究代表者らが California 大学 Berkley 校の
R. E. Vance と共同で発見した STING が、実験
的自己免疫性脳骨髄炎を減弱させる効果を持つ
事を明らかにした。実験的自己免疫性脳骨髄炎
は多発性硬化症のモデルとして実験室で使用さ
れている疾病モデルであり、これを減弱させる
という事を明らかにした事は、c-di-GMP による
STING の活性化が多発性硬化症の治療法とし
て使用できる可能性があると言う事を示すとと
もに、それ以外の様々な自己免疫疾患の治療法
としても有望である事を示す重要な発見である
[J. Immunology, 192, 5571–5578 (2014)]。 
 
(8) c-di-GMP が乳がんの転移予防に効果がある
事を米国、Albert Einstein College of Medicine
の C. Gravekamp らとの共同研究により、また、
腹腔ガンの治療に有効である事を、北海道大学

原島秀吉研究室との共同研究により見出した
[Cancer Immunology Research, 2, 901–910 (2014)]。こ
れ以前にも、本研究代表者は、c-di-GMP がヒト大
腸がん細胞の増殖を抑制することを Maryland 大
学の D. K. R. Karolis らと共同で見出しており、
環状ジヌクレオチドの抗ガン作用は一般的なもの
であると思われる。がんは、現在地球上で最も深
刻な病気であり、有効な抗ガン治療法の開発が強
く望まれている。したがって、今回の発見を機に、
今後環状ジヌクレオチドの抗ガン作用研究に拍車
がかかるものと予想される。 
 
(9)マウスモデルにおいて、c-di-GMP を用いる免
疫活性化が百日咳の治療に有効であることを、カ
ナダ、Alberta 大学、S. Elahi らと共同で見出した
[PLOS ONE, 9, e109778 (2014)]。 
 
(10)細菌感染に対する免疫応答において、造血幹
細胞/前駆細胞（HSPCs）の活性化は重要な鍵とな
る。これまでに HSPCs の活性化に病原体由来分
子が関わっていることは知られていたが、詳細な
機構は不明であった。我々は共同研究の成果とし
て、細菌のセカンドメッセンジャーである
c-di-GMP が STING を介して HSPC やそのニッ
チの調節に関わることを示した[Cell Reports, 11, 
71-84 (2015)]。c-di-GMP は HSPCs の細胞周期開
始や移動を促進する一方、長期造血幹細胞
（LT-HSCs）の数や再増殖性を減少させる。これ
らの知見から、c-di-GMP が細菌感染時において必
須の HSPCs 調節因子であることが示された。 
 
(11)c-di-GMP は免疫療法における新しいアジュ
バントとしての効果が期待されているが、細胞膜
を透過しにくいため、効率よく細胞質に到達させ
る技術が必要となる。我々は共同研究として開発
した YSK05 lipid を含むリポソームに c-di-GMP
を封入することで（c-di-GMP/YSK05-Lip）、NK
細胞を効率よく活性化し、悪性メラノーマに対す
る抗腫瘍活性を得られることを示した[J. Control. 
Release, 216, 149-157(2015)] 。 c-di-GMP 
/YSK05-Lip のマウスへの投与により、I 型インタ
ーフェロンの産生と NK 細胞の活性化が誘導され、
悪性メラノーマにおいても抗腫瘍活性が得られた。
これは、c-di-GMP が NK 細胞の活性化を介して
MHC-I 非依存的に悪性メラノーマに対する抗腫
瘍活性を発揮することを示した初めての報告であ
る。このことから、c-di-GMP/YSK05-Lip はがん
免疫療法において MHC-I 依存的・非依存的に抗
腫瘍活性を示すアジュバントとして期待される。 
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