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ウイル スや細菌 といった病原 体 の感染 に対す る生体防御 におい て中心的な役 割 を果 た

す 免 疫 細 胞 の 一 つ マ ク ロ フ ァー一ジ は 、Tbll－LikeReceptors（TLRs） 、RIG－1－1ike

Receptors（RLRs） 、DNAsensors等 の 自然免疫受容体 を介 して病原体成分 を認識す る。

これ ら受容体 を介 す る情報伝 達経路の活 性化 は最終的 に1型 イ ンター フェ ロン （IFN）

や炎症性 サイ トカイ ンの転 写 を促 進す る。本研 究では、イ ノシ トール脂 質脱 リン酸化

酵素MyotubularinRelatedProtein（MTMR）3お よびMTMR4に 着 目し、 自然免疫

受容 体 を介 した 自然免 疫応答 制御 にお ける役割 を明 らか にす るこ とを 目指 した。まず 、

MTMR3お よびMTMR4を それ ぞれ欠損す るマ クロファージ細胞株RAW264．7細 胞

（以下、MTMR3KO、MTMR4KO） をCRISPR／Cas9シ ステ ムを用い て樹立 し解析

を行 った。その結果 、TLR4、RLRs、DNAセ ンサー の リガ ン ドに対す るサイ トカイ ン

発現 は、野生型、KOと もに有意 な差は認 め られ なかった。そ こで、MTMR3、MTMR4

の二重欠損株 （DoubleKO；DKO） を樹立 し解 析 を行 った ところ、DKOで はTLR4や

RLRsに 対す るサ イ トカイ ン産生 は正常 であった ものの、DNAに 対す るサイ トカイ ン

産生が有意 に増強 していた。 また、 これ らサ イ トカイ ン遺伝 子発現 を制御す る転写因

子IRF3の 活性化充進 も認 めた。そ こで、DNAに 対す る 自然免 疫応 答 において 中心的

役割 を果 たす シグナル伝 達分子STINGに 着 目し解析 を行 った。STINGはDNA刺 激

に伴 い小胞体 （ER） か らゴル ジ体へ と移動 し、 ゴル ジ体 においてIRF3の リン酸化酵

素TBK1を リクルー トす るこ とで活性化 され る細胞 内因子で ある。そ こでSTINGの

動態 を観察 した ところ、DKO細 胞で はDNA刺 激後 のSTINGの ゴル ジ体へ の移動 が

野生型細胞 よ り早期 に誘導 されてお り、 この早期 の移 動がサイ トカイ ン産 生の増強 の

要因の一 つであ るこ とが示 唆 された。 一方 、MTMR3／MTMR4は ホス ファチ ジルイ ノ

シ トール3リ ン酸（Ptdlns3P）をホスフ ァチジル イ ノシ トール （PtdIns）へ、 ホス ファチ

ジル イ ノシ トール3，5ビ ス リン酸（PtdIns3，5P2）をホス ファチ ジルイ ノシ トール5リ ン

酸（PtdIns5P）へ と変換す る ことか ら、 これ ら脂質 の細胞 内局在 を細胞染色 に よ り検討

した ところ、DKO細 胞 でPtdIns3P陽 性 の細胞 質内 ドッ ト様 構造が認 め られ、ここに

STINGと 一部 の エ ン ドソー ム マー カ ー が含 ま れ る こ とを認 めた。 した が っ て 、

MTMR31MTMR4の 欠損 に よ りPtdlns3P陽 性 の細胞 質 内構造体が誘 導 され、 ここに

STINGが リクル ー トされ るこ とが サイ トカイ ン産 生 の増強 に関与 して い るこ とが示

唆 され た。

以上 の ことか ら、MTMR3／MTMR4は マ クロファージ においてイ ノシ トール脂 質代

謝 を制御す る ことでDNAに 対 す る自然免疫応答 を負 に制御 す る機 能 を有 してい るこ

とが示唆 され た。



論文審査結果の要 旨
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本研究 はDNAに 対す る自然免疫応答制御 にける脂 質脱 リン酸化酵素Myotubularin

RelatedProtein（MTMR）3とMTMR4の 役 割 を明 らか に した もので ある。 ウイル ス

や細菌 に含 まれ るDNAは 異物 として宿主 自然免疫 系に よ り認識 され、宿主細胞か ら

産生 され る炎症性 サイ トカイ ンや1型 イ ンター フェロンが これ ら病原 体 の排 除 に働 く。

これ らDNAは 自然免疫受容 体の一つであ るcGASと 呼ばれ る細胞 質内 タンパ ク質 で

認識 され る。また、cGASはDNA認 識 後、小胞体 に局在す るSTINGの 活性化 を促 し、

活性化STINGは 小胞 体か らゴル ジ体へ と移行す るこ とで下流 シグナル伝 達経路 を活

性化す る ことが知 られ てい るが、STINGの 移行 を制御 す る分子機構 について は不明 な

点が多かった。今 回、DYANINGTYASDEWIPAMUNGKASPUTRIは 、MTMR3お

よびMTMR4を 欠損す るマ ク ロフ ァー ジ細胞株RAW264．7をCRISPR／Cas9技 術 を

用 いて樹 立 し、MTMR3、MTMR4の 二重欠損 細胞で はDNA刺 激後 のサイ トカイ ン発

現が増強 している ことを見 出 した。 さらに、STINGの ゴル ジ体へ の移行 が二重欠損株

では野生型 よ り早期 に誘導 され るこ とを免疫染織 に よ り確認 した。興味深 い こ とに、

二重欠損株 ではMTMR3／4の 基 質 として知 られ るホス ファチ ジルイ ノシ トール3リ ン

酸（Ptdlns3P）が細胞 質 内で ドッ ト状 に蓄積 してお り、野生型細胞 と比べサイ ズ、数 と

もに増 えてい た。さらに、二重欠損株 では この構造体 にSTINGが 移行す るこ とを見出

した。これ らの結果 は、MTMR3／4欠 損 によ り、正常細胞で は認 め られ ないSTINGを

含むPtdlns3P陽 性 の細胞質 内構造 が誘導 され ること、これ に よ りSTINGの 過剰 な活

性化 が誘導 され ることを示唆す るものであ る。これ らの結果 は、DNAに 対す る免疫応

答 を増強す る免 疫賦活剤 の開発 に繋 が る可能性 もあ り、基礎 、応 用 の両面 か ら興味深

い。また、自己のゲ ノムDNAが 細胞障害やス トレス等で細胞質へ と漏 出す る とcGAS

を活性化 し、 これが恒常的 なサイ トカイ ン産生 を促す ことで 自己免疫疾患 の発症 に寄

与す ることが報告 され てい る。よって、DNAに 対す る応答 を負 に制御 す るこ とはこれ

ら疾患 の抑制 に重要 である。これ ら疾患 においてMTMR3／4の 活性化 異常やPtdlns3P

の蓄積が認 め られ る可能性 もあ る。したが って、MTMR3、MTMR4の 免疫応答 にお け

る制御 機構 の理解 は免 疫制御 の基礎研 究のみ な らず 臨床研 究上で も重要 な意 味 を持っ

と考 え られ る。

以上 の よ うに、本論文 はDNAに よ り惹起 され る 自然免疫応答誘導 にお け るMTMR3，

MTMR4の 役割 を明 らか に した もので、学術 上、応 用上貢献す る ところが少 な くない。

よって審査委員 一同 は、本論文 が博 士 （バイオサイエ ンス） の学位 論文 として価値 あ

るもの と認 めた。


