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【序】

T oll -lik e - r e c e pt o r ( T L R) フ ァ ミ リ
ー

は微生物構成成分を察知 し ､ す ばやく免疫

応 答を引き起 こす 自然免疫 にお ける病原 体認 識分子 で ある｡ T L R 4 は グラム 陰性

菌の 菌体膜 を構成す る リボ多糖 の活 性中心 で あ る リ ビ ド A を認識 す る 0 M D - 2

は T L R 4 の 細胞外 ドメイ ン に結合 し､ T L R 4 の L p S 応答性 に必 須の 分子 で あ る ｡

L P S は菌体膜 か らL P S 結合蛋 白お よび C D 1 4 を介 して T L R 4/ M D - 2 に受け渡され ､

T L R 4 か ら活性化 シ グナ ル が 伝達 され る｡ T L R 4 の L P S 認識過 程に つ い て は ､

T L R 4/ M D -2 とリ ビ ド A が特異 的な結合を した 後 に
､

T L R 4 が 刺激依存的に
一

過

性 に ク ラ ス タ ー を形成 し ､ シ グナ ル 伝達が誘導され る こ とが報 告され て い る｡

M D - 2 に つ い て は これ ま で に L P S 結合に重 要な部位や ､ 応答性 に 関わる ア ミ ノ

酸等 の 解析 が な され て い る｡ しか し
､

M D - 2 の T L R 4 ク ラ ス タ ー

形成に お け る役

割に つ い て は 全くわ か っ て い なか っ た ｡ 私 は M D - 2 点変異体を用 い て L P S 結合

や L P S 刺激 に よ る T L R 4 の ク ラ ス タ ー 形成を調 べ
､

L P S 認識 にお ける M D _ 2 の

役割 を検討 した ｡

【方法 と結果】

① L P S 藩識 にお ける M D - 2 の 役割

私 は ､ T L R 4/ M D - 2 の 細胞 表面 の 発 現に は 影響 しな い が L P S 低応 答性 を示す

M D - 2 点変異体 1 2 個に着目 し､ M D - 2 変異体の L P S 低応答性 の 原因が L P S の 結



合性 も しく は T L R 4 ク ラ ス タ
ー

形成 - の 影響で ある可能性 を仮定 し ､ これ ら の

M D -2 点変異体 に つ い て 検討を行 っ た ｡

抗 T L R 4 抗体 M T S 5 1 0 は L P S 刺激後 に T L R 4 に対す る結合性 を失 う｡

一

方 ､

も うひ と つ の 抗T L R 4 抗体s a1 5 - 2 1 は L P S 刺激後 も細胞表 面 の T L R 4 を認 識す る ｡

こ の 結果 は L P S 刺激 に より T L R 4 の 構 造変化が 誘導され ､
S a1 5 - 2 1 は構 造変化 し

た T L R 4 に 結合で き るが
､

M T S 5 1 0 は 結合で き な い こ と を示 唆す る ｡ ま た
､

T L R 4/ M D - 2 に結合で き るが T L R 4 の ク ラ ス タ
ー

形 成を誘導 しな い L P S の 括抗剤

で は M T S 5 1 0 の 染色性 は低下 しない こ とか ら､ M T S 5 1 0 の 染色性低下に よ っ て検

出され る T L R 4 の 構造変化 は
､
リ ガ ン ド結合より は T L R 4 の ク ラ ス タ

ー

形成に よ

る構造変化 を反 映 して い ると考えられ る ｡ そ こ で T L R 4 の ク ラ ス タ
ー

形成に重要

なア ミ ノ酸 を検出す る方法と して ､ まず M T S 5 1 0 の 染色 を用 い る こ と に した｡

こ れ らの M D - 2 変異体と T L R 4 , C D 1 4 を恒常発現 した B aF /3 細胞 を用 い
､ リ ビ

ド A 刺激後の M T S 5 1 0 の 染色性 の 変化 を観察 した｡ G ly 5 9
､
P b e 1 2 6 およ び G ly 1 2 9

の ア ラ ニ ン 変異 体( 以下 G 5 9 A
､
F 1 2 6 A お よび G 1 2 9 A と示す) を発現 した B a/F 3 細

胞 は リ ビ ド A 刺激後 の M T S 5 1 0 の 染色性 の 低下が 不完全だ っ た ｡
これ ら M D - 2

点変異体 の L P S 応 答性 を次 に検討 した ｡ 変異 M D -2 遺伝子 を ト ラ ン ス フ ェ ク シ

ョ ン した H E K 2 93/ T L R 4 の リ ビ ド A 刺激に よるI し8 産 生や
､ 変異 M D -2 遺伝子

を導入 した M D 1 2 欠損骨髄 由来樹状 細胞 の リ ビ ド A 刺激に よ る T N F -

α お よ び

IF N - β産 生を調 べ
､ 野生型 M D - 2 導入細胞 と比 し M D - 2 点変異 体導入細胞 で は

L P S 応 答が 低下 して い る こ と を確認 した ｡

これ らの M D - 2 点変異体が ､ L P S 結合や L P S 刺激 に よ る T L R 4 ク ラ ス タ ー

形成に どの よ うに影響 を及 ぼす か を検討 した ｡ リ ビ ド A の 結合性 を【
3
H] 標識 リ

ビ ド A また はリ ビ ドA 前駆体で ある[
3
H】標識 リ ピ ドⅠⅦ を用 い ､ T L R 4/ M D - 2 変

異体 の リ ガ ン ド結合能 を測定 した ｡ 細胞 は M D -2 変異体と T L R 4
､ C D 1 4 を恒常

発 現 した B aF/3 細胞 を用 い た｡ G 5 9 A 発現細胞 で は ､ 著 しい リガ ン ド結合の 低下

を示 した ｡

一

方 ､ M D - 2 の L P S 結合部位と される ア ミ ノ 酸配列 に存在す る F 1 2 6

お よ び G 1 2 9 の 変異 M D - 2 発現細胞 は 野生型 と 同程度 の リガ ン ド結合を示 した ｡

次 に リ ビ ド A 刺激によ る T L R 4 ク ラ ス タ ー 形成を , M D - 2 変異体と T L R 4 ､ C D 1 4

を恒常発現 した B aF/3 細胞 を用 い て検討 した ｡ リガ ン ド結合は 異常の な い F 1 2 6 A

お よ び G 1 2 9 A 発現 細胞 は著 しく ク ラ ス タ ー

形成が低 下 して い た ｡

② L P S 刺激に よ る T L R 4 ク ラ ス タ ー 細胞 内移行と ク ラ ス タ ー 解離

抗 T L R 4 抗体で ある S a1 5 -2 1 は L P S 刺激後も T L R 4 を認識 で き る抗体で あ る ｡

しか し
､ 長 時間 の 刺激 に よ り S a1 5 - 2 1 の 染色性 は徐 々 に 失 われ て いく ｡ L P S 刺激

に より T L R 4 は
､
L P S 刺激後 に 細胞 内に凝集す る こ と が画像解析で 明らか に な っ

た ｡ こ の とき T L R 4 は 取 り 込 ま れた 脂 質膜 と共 局在 して い た ｡ 抗 T L R 4 抗体

S a1 5 - 2 1 に よ る L P S 刺激後の 細胞表 面 の 染色性低下は T L R 4 の 細胞 内 - の 取 り 込



み を示 して い る と考えられ た ｡ L P S 応答性 の 低 下 して い る M D - 2 変異体を発現 し

た細胞 で は ､
L P S 刺激依存性 T L R 4 細胞 内移行 が 低下 され て い た ｡

T L R 4 ク ラ ス タ ー

の 細胞 内移行 が シ グナ ル 依存性 で あ る か を確認す る た め に

シ グナ ル を伝 えない T L R 4 変異体を用 い検討 した ｡ T L R 4 変異体は L P S 刺激 に よ

る S a1 5 - 2 1 の 染色性低下 が認 め られず､
T L R 4 の 細胞 内移行 が シ グナ ル 依存的な

現象で あ る こ とが示唆され た｡ L P S 刺激 に よる T L R 4 の ク ラ ス タ ー 形成は
一

過 性

の 現象 で あり ､ 時間経過 ととも に T L R 4 ク ラ ス タ
ー

は解離 し ､ L P S も T L R 4/ M D - 2

か ら解離する ｡ T L R 4 変異体で は L P S によ り T L R 4 の ク ラ ス タ
ー

形成は誘導され

るが
､

リガ ン ド結合お よび ク ラ ス タ ー が持続 して い た ｡ T L R 4 の ク ラ ス タ
ー

形成

は シ グナ ル に依存 しな い が
､

ク ラ ス タ ー 解離 に は シ グナ ル 依存的な細胞 内移行

が 必要で ある こ とが 明 らか と な っ た｡

T L R 4 の L P S 刺激後 の 画像解析で は細胞膜と T L R 4 が とも に細胞 内に 取 り込 ま

れ て お り ､ T L R 4 の ク ラ ス タ ー

形成が 一

過性で ある の は エ ン ド ソ
- ム に移行 して

分解 され る こ とに よ る と推測 され た ｡ L P S - T L R 4 ク ラ ス タ ー が エ ン ドソ
- ム で 解

離す る か を エ ン ドソ
-

ム の 酸性化 を抑制する N H 4 C l やク ロ ロ キ ン を用 い 検討 し

た ｡ これ らの 薬剤は T L R 4 の 細胞 内移行 に 影響 しな い が ､ L P S 刺激 に よる T L R 4

ク ラ ス タ
ー

形成は持続 し､ そ の 解離を抑制 して い る こ とが 明 らか とな っ た ｡

【結論】

L P S 結合 にお い て重要 なア ミ ノ 酸 G 5 9 を ､ また T L R 4 の ク ラ ス タ ー

形成を制

御す る ア ミ ノ酸 F 1 2 6 お よ び G 1 2 9 を新た に 同定 した ｡ L P S 結合と T L R 4 ク ラ ス

タ
ー

形成 は M D - 2 の 制御 を受け
､

これ らの 現象は異な る ア ミ ノ 酸が重 要 で ある

こ とが 明 らか に な っ た｡ こ の こ とは L P S 結合と T L R 4 ク ラ ス タ
ー

形成は 異な る

制御 を受けて い る こ と を示唆 して い る｡

L P S 結合 による T L R 4 ク ラ ス タ
ー

形成は シ グナ ル に依存 しな い が ､ T L R 4 ク ラ

ス タ ー

の 細胞 内移行 は シ グナ ル に依存す る現象で ある こ とが 分 か っ た ｡ さ らに ､

T L R 4 は L P S 結合に よる ク ラ ス タ
ー

形成後､ シ グナ ル 依存的に細胞内 の エ ン ドソ

- ム に取 り込 まれ ､
エ ン ドソ

-

ム 内酸性化 に よ り L P S - T L R 4 ク ラ ス タ ー が解離

す る こ とが 明らか とな っ た ｡




