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緒緒  言言  

 
非メチル化CpG DNAは、マクロファージや樹状細胞のToll-like receptor 9（TLR9）を活性化するリガンドとして、

感染症やがんに対する免疫防御に重要な役割を担っている。我々は、CXCタイプのケモカインの1種であるCXCL14
が低濃度のCpG oligodeoxynucleotide（ODN）と高親和性で結合し、それをマクロファージや樹状細胞内のTLR9に

リレーすることで Th1 型サイトカイン（IL-12、IL-6、TNFα）の産生を強力に誘導することを発見し、2017 年に      
報告した［1，2］。我々の発見がきっかけとなり、現在ではDNA運搬はCXC型ケモカインの新たな生理的機能である

ことが認知されている［3，4］。CXCL14 ノックアウト（KO）マウスでは、皮膚の主要常在菌である黄色ブドウ球菌

が野生型マウスより多く繁殖し［5］、B16F10メラノーマ細胞を皮下移植したときの生存日数が野生型マウスと比べて

短くなった。したがって、CXCL14 はCpG DNA の増感剤として感染症や癌に対する皮膚の免疫監視に重要な役割を

果たしている。 
CXCL14は全長77アミノ酸から成り、アミノ酸1-12がCpG DNAとの結合に、41-47がCXCL14受容体との結合

に必須である。CXCL14 は黄色ブドウ球菌の DNA に結合し、それを樹状細胞内に運び入れることで TLR9 を活性化

した［5］が、CXCL14 に認識される DNA の配列や構造特性はまだ解明されていない。メラノーマ細胞についても

CXCL14 結合物質の実体は不明である。CXCL14 は魚類から哺乳類まで高度に保存されていること、マウスやヒトで

は粘膜組織や脳にも大量に発現していることから、CXCL14は黄色ブドウ球菌だけでなく、細胞内外に存在する様々な

「警告物質」のセンサーとして働いていると推察される。 
本研究では、1）CXCL14 が結合する黄色ブドウ球菌の DNA 配列を同定し、それを手掛かりにして、類似の DNA

配列を有する共生微生物や体内遺伝子を探索すること、そして、2）DNA-CXCL14 受容体の役割分担を解明すること

を目標に掲げた。我々は最近、最終糖化産物AGEの受容体であるRAGEがCpG ODN-CXCL14の細胞内取込み受容

体として働いていることを発見した。RAGEと構造的に類似した Igsf8や Igsf3タンパク質も、CpG ODN-CXCL14複

合体に結合する。さらに我々は、脂質の取込み受容体であるCD36もCpG ODN-CXCL14に結合することを見出した

が、RAGE、Igsf8、Igsf3と異なり、CD36はTLR9経路を弱める働きを担っていた。Igsf8やCD36がCpG DNAを

受け取った後、細胞内のどこへ運ばれていくのかを明らかにすれば、TLR9自然免疫系の新たな制御機構を証明できる

と期待される。本研究の実施によって、CXCL14に結合する「警告物質」の実体と、CpG DNAの細胞内送達の生理的

意義を解明することを目指した。 
 

方方  法法  

  
11．．動動物物実実験験  

Igsf8 -knockout（KO）マウスは、C57BL/6Nマウスの受精卵にgRNAとCas9タンパク質を注入することで得られ

た第 1 エクソンに 10 bp の欠失を持つヘテロ個体を交配することにより産出した。CD36 -KO マウスはジャクソン研

究所より購入した。マウスは 12 時間間隔の明暗サイクルを持つ Specific pathogen free の動物飼育室にて維持し、    
すべての動物実験プロトコルは、東京都医学総合研究所の動物実験倫理委員会にて事前承認を受けた。 
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22．．細細胞胞培培養養  
293T細胞株は、10％ heat-inactivated fetal bovine serum（FBS、Biosera）と1％ Penicillin/Streptomycin （PS、

Sigma）を添加した Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium（DMEM）培地（Nacalai tesque）を用いて培養した。

RAW264.7細胞株は、10％ FBSと1％ PSを添加したRoswell Park Memorial Institute（RPMI）1640培地 （Nacalai 
tesque）を用いて培養した。培養は、37℃、 5％ CO２の条件下で行った。Bone marrow-derived macrophage （BMDM）

は、マウス頸骨の骨髄細胞をM-CSF（20 ng/mL、Peprotech）存在下で7日間分化誘導したものを用いた。 
 

33．．実実験験試試薬薬  
Interferon stimulatory DNA（ISD）として知られているdouble strand DNA（dsDNA）は、5’-CTACATACAGATCTA 

CTAGTGATCTATGACTGATCTGTACATGAT-3’と5’-ATCATGTACAGATCAGTCATAGATCACTAGTAGATCTGT 
ATGTAG-3’ のアニーリングによって調製した。ヒト CXCL14（77 アミノ酸残基）は、ペプチド研究所で受託合成し

た。Alum はLSL社、クロロプロマジン（Chl）と酸化Titan粒子はSigma社より、それぞれ購入した。 
 

44．．IIggssff分分子子結結合合実実験験  
pcdna3-GFPにマウス Igsf2、Igsf3、Igsf8、Rage cDNAを挿入したベクターを、PEI-Max（Polysciences）を用い

て 293T 細胞に導入した。トリプシン処理した細胞をCy3-ISD、あるいはCy3-ISD/CXCL14 複合体と 4℃で 30 分間

反応させた。GFP＋細胞のうち、Cy3-ISDに結合した細胞の割合をFACS LSR-FortessaX-20（BD Bioscience）を用い

て測定した。 
 

55．．ddssDDNNAAのの取取りり込込みみ実実験験  
RAW264.7 を Chl 有無の条件下、37℃で 30 分間前処理し、Chl 処理を継続したまま、Cy3-ISD、あるいは Cy3-

ISD/CXCL14複合体と37℃で1時間反応させた。その後、細胞をFITC anti-mouse/human CD11b Antibody （M1/70、
Biolegend）で染色し、CD11b＋細胞のうち、Cy3-ISDに結合した細胞の割合をFACS LSR-FortessaX-20を用いて測

定した。 
 

66．．EEnnzzyymmee--lliinnkkeedd  iimmmmuunnoossoorrbbeenntt  aassssaayy（（EELLIISSAA））  
播種したBMDMをNanoparticle存在または非存在下で37℃で6時間処理し、培養上清を回収した。培養上清中の

IFN-βの濃度検定にはMouse IFN-beta DuoSet ELISA（R＆D systems）を用いた。マウスの抗体価測定実験では、

SARS-CoV-2 S1 タンパク質（Biolegend）をコートした ELISA plate に 2 倍ずつ段階希釈したマウス血清を入れて    
1時間反応させた後、Anti-mouse IgG1-biotin （RMG1-1、Biolegend）抗体と反応させた。Avidin-POD （BD Bioscience）
と反応させた後、TMB の発色による吸光度を Varioskan マイクロプレートリーダー（Thermo）を用いて測定した。

吸光度がbackground（血清なし）の2倍以上になる最大希釈率を抗体価とした。 
 

77．．統統計計解解析析  
細胞株の解析では継代数の異なる細胞を用いた実験、初代細胞の実験では別個体から調製した細胞を用いた実験を、

それぞれbiological replicatesとして統計解析した。FACS、顕微鏡画像、抗体価測定の統計解析にはPrism 8 software 
（GraphPad）を用い、Two-way ANOVAによる分散解析後、コントロール群に対するDunnett’s multiple comparison
によって統計的有意差を検定した。 
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結結  果果  

 
11．．CCXXCCLL1144ははddssDDNNAAににもも結結合合すするる  
当初、CXCL14が結合する黄色ブドウ球菌のDNA配列を特定することを試みたが、ゲノムDNAのサイズが巨大で

あり、配列上の手掛かりも得られなかったため断念した。そこで、CXCL14が非メチル化CpG DNAだけでなくdsDNA
にも結合するかどうかを調べることにした。dsDNA は、TLR9 とは別の自然免疫系である cGAS/STING 経路を活性

化することが知られている。dsDNAの代表として ISDをCy3-標識して結合実験を行った。293T細胞に Igsf8あるい

は類縁の Igsfを発現させ、CXCL14有る無しの条件下で結合実験を行った結果、CpG ODNの場合と異なり、CXCL14
非存在下では、ISD は Igsf8、Igsf3、Rage タンパク質にほとんど結合しなかった。一方、CXCL14 存在下では、ISD
は Igsf8、Igsf3、Rageタンパク質と強く結合した。CpG ODNと結合しない Igsf2は、CXCL14存在下でも ISDと結

合しなかった。 
 

22．．CCXXCCLL1144ははddssDDNNAAのの細細胞胞内内取取りり込込みみをを増増強強すするる  
ISDはCXCL14存在下でのみ Igsf8と結合した。次に、CXCL14存在／非存在下でのCy3-ISDの細胞内取り込みに

ついて解析した。RAW264.7 細胞にクラスリン依存性エンドサイトーシスの阻害剤である Chl 有り無しの条件下で   
30 分間培養した後、Cy3-ISD±CXCL14 を添加し、37℃で 1 時間反応させてから FACS 解析を行った。その結果、

Cy3-ISDの取り込みはCXCL14存在下でのみ有意に上昇した。また、Cy3-ISDの取り込み上昇はChl処理によって完

全に阻害されたため、ISD＋CXCL14の取り込みは、CpG ODNの場合と同様にクラスリン依存性エンドサイトーシス

であることが示唆された。 
 

33．．CCXXCCLL1144はは水水酸酸化化アアルルミミニニウウムム（（AAlluumm））にに結結合合すするる  
ワクチンアジュバントとして使用されているAlum は、その効果がDNase I 消化によってキャンセルされることか

ら、自己 dsDNA がAlum を介した免疫反応に関与していることが示唆されている。そこで、Alum のCXCL14 およ

び ISDに対する結合能を調べた。Alumにビオチン、あるいはビオチン化CXCL14を添加して4℃で30分間反応させ

た後、Streptavidin-PEと反応させてからFACS解析した結果、AlumはCXCL14にも結合した。次にCXCL14存在

下でのAlumと ISDの結合能を解析した結果、Alumは ISDと単体でも有意に結合したが、CXCL14存在下では ISD
との結合が増強されることが判明した。したがって、CXCL14 は dsDNA だけでなく Alum アジュバントの細胞内送

達をも増強する免疫賦活剤であることが示された。 
 

44．．AAlluumm//CCXXCCLL1144//IISSDDにによよるる IIFFNN応応答答のの活活性性化化ととワワククチチンンアアジジュュババンントト活活性性  
Alum/CXCL14/ISD複合体が IFN応答を誘導するかどうかを知るために、BMDMをAlumあるいはTitanium（免

疫活性化能が低い無機塩）±ISD±CXCL14 存在下で 6 時間培養し、培養上清中の IFN-β濃度をELISA によって定

量した。その結果、BMDM にAlum/CXCL14/ISD の 3 者を同時に添加した場合だけ、IFN-βの分泌量が有意に増加

した（図1）。 
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図1．dsDNAはCXCL14とAlm共存下でのみ、IFN-β分泌を誘導する 
表記の条件下でマウス BMDM を処理したときに分泌された IFN‐βの量を、

ELISA法によって測定した。Two-way ANOVA解析の後、各群間の差をDunnett’s 
multiple comparisonにより有意差検定した（**P＜0.01、 *P＜0.05）。 

 
次に、このAlum/CXCL14/ISDに対する in vivo免疫応答にCXCL14/dsDNA受容体である Igsf8が関与しているか

どうかを調べるために、Igsf8 -KO マウスを用いて免疫実験を行った。野生型 （WT）マウスと Igsf8 -KO マウスに

SARS-CoV-2 Spike タンパク質＋PBS、あるいは＋Alum のワクチンミックスを 3 週おきに 2 回皮下注入し、14 日後

の血清の抗体価を測定した。WTマウスにおいて、AlumはSARS-Co-V2 Spikeタンパク質に対する IgG1抗体価を上

昇させたが、Igsf8 -KO マウスではこの抗体価上昇は起こらなかった。以上の結果は、Alum/CXCL14/dsDNA 複合体

が、細胞表面で Igsf8と結合して細胞内へ取り込まれ、IFN-β分泌経路を活性化している可能性を示唆している。 
 
55．．CCDD3366欠欠損損にによよっってて、、IILL--1100産産生生量量がが減減弱弱すするる  

C57BL/6 マウスの同系メラノーマ細胞株 B16F10 の皮下移植実験系において、高活性型 ODN である ODN602A 
（投稿準備中）を腫瘍内に投与すると腫瘍のサイズは劇的に縮小したが、その後癌は再増殖してきた。一方、CD36 -KO
マウスを用いて同様の実験を行ったところ、メラノーマの再増殖が WT マウスと比べて有意に抑制された。そこで、 
この同系メラノーマ移植マウスモデルを用いて、WT マウスと CD36 -KO マウス腫瘍の遺伝子発現比較を行った。    
その結果、炎症抑制サイトカインをコードする Il-10 mRNA の発現レベルが、CD36 -KO マウスの腫瘍では有意に低

下していた。CD36 -KOマウスから調製したBMDMにおいても、CpG ODN±CXCL14刺激による Il-10 mRNAの

発現誘導が有意に減弱していた（図2）。以上の実験結果は、CD36は IL-10の分泌誘導を介して、CpG ODN-CXCL14
刺激によるTLR9経路の活性化（＝抗がん免疫）を負に制御していることを示唆する。 

 
図2．CpG ODN-CXCL14による Il-10の発現誘導は、CD36によって負に調節される 

WTマウスとCD36 -KOマウスのBMDMをCpG ODN±CXCL14の条件下で刺激した際の II-10 
mRNA の発現レベルを定量的RTP-PCR によって決定した。Two-way ANOVA 解析の後、各群間

の差をDunnett’s multiple comparison により有意差検定した（**P＜0.01）。 
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考考  察察  

 
本研究では、これまで我々が解明してきたケモカインCXCL14によるCpG DNAの細胞内取り込み促進が、CpG配

列がないdsDNAでも起こることを証明した。さらに、Alum粒子の存在下ではCXCL14/dsDNAがマクロファージの

IFN-β分泌を誘導することを明らかにした。そして最後に、Alum アジュバントを使った SARS-CoV-2 Spike タンパ

ク質に対する抗体価の上昇が、Igsf8 に依存していることを示した。これまで、Alum のDNA 依存的な I 型 IFN 誘導

能に関しては、Alum による好中球の活性化に伴った DNA 放出によってマクロファージ等が活性化して IFN-βが誘

導される、というモデルが提唱されてきた。しかし、本研究で示した通り、dsDNA 単体の取り込み効率は低く、この

モデルでは Alum アジュバントの活性を十分に説明できない。また、CXCL14 は dsDNA の取り込みを増強できるが

IFN-β誘導には至らなかったことから、細胞質への DNA 送達が必要な cGAS/STING 経路の活性化には、

Alum/CXCL14/dsDNA/Igsf8が複合的に働くことが重要であると推察される。Alumは粒子径が100 nm程度であり、

CXCL14/dsDNA のみを加えた時におこる取り込み様式とは異なり、Phagocytosis によって細胞内に取り込まれる可

能性がある。今後、Alum 存在／非存在下での CXCL14/dsDNA の細胞内動態を詳しく調べることで、

Alum/CXCL14/dsDNAによる IFN-β誘導の分子メカニズムに迫れるのではないかと考えている。 
CD36 は、Igsf8 とは異なるタイプの CpG DNA-CXCL14 受容体である。本研究によって、CD36 -KO マウスでは

CpG ODNによる Il-10誘導が弱くなっていることが初めて明らかとなった。CXCL14によってendosomeへ運ばれた

CpG ODN はTLR9 経路を活性化することで IL-6 やTNFαといったTh1 型の炎症性サイトカインを分泌誘導する。

一方、TLR9経路からは炎症応答にブレーキをかける IL-10の分泌も同時に誘導されている。CD36がこの IL-10誘導

の役割を担っているとすれば、CD36 が抑制性のCpG DNA-CXCL14 受容体として働くことを示す強い証拠となる。

CD36は脂肪を細胞内に取り込むスカベンジャー受容体の代表的膜タンパク質である。脂肪酸酸化は抗炎症作用を持つ

ことが示されており、CD36 と Il-10 遺伝子の転写誘導との関係を正確に証明できれば、学術的に重要な発見となる。

さらに、CD36 アンタゴニストががん免疫活性化剤として役立つ可能性も浮上してくる。本研究の成果に基づいて、 
CpG DNA-CXCL14 や dsDNA-CXCL14 複合体によって惹起される自然免疫反応における CD36 の生理的な役割に 
ついて、詳細に検討を重ねていく計画である。 
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