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【目的】

生体 内に侵 入 してきた細菌からは菌体膜脂質など菌体成分 が遊 離する .
T o " -一ik e r e c e p to rs

(T L R s) は菌体成分を認識することで生体の免疫応 答を誘導する｡ T L R s は T L R l からT L R 1 3 ま

で報告されており､ 認識するリガンドに つ いて研究が進ん で いる｡ 菌体膜成分 の 中でも G r a m 陰

性細菌の 外膜を構成するLip o p oly s a c c h a rid e (L P S) の 活性は最も強力である｡ L P S は T L R 4

によっ て認識される｡ T L R 4 は M D - 2 と会合しT L R 4/ M D - 2 複合体となる事で細胞表面 へ の 発現

とL P S の 認識が可能になる｡ しか し近 年 ､ 気道上 皮細胞や H E K 2 9 3 細胞 など M D -2 を発現して

い ない細胞でも T L R 4 が細胞表面 に発 現すると報告された ｡ 本研究では M D - 2 以外にもT L R 4

の発現を制御する分子が存在する可能性を考えその ような分 子の 検索を行なっ た ｡

【結果】

①T L R 4 単独で の細胞表面 へ の 発現と､ その 発現を制御する分 子の 同定

マ ウス T L R 4 ( m T L R 4) を単独で発現させ た H E K 2 9 3 細胞( H E K 2 9 3/ m T L R 4 - G F P 細胞) を

m T L R 4 に対する抗体で細胞表面の 染色をした結果 ､
m T L R 4 が検出された ｡ M D - 2 -/ - m o u s e 骨

髄由来の樹状細胞およぴマクロ フ ァ
ー ジでも同様の 結果を得た｡ これら結果 から T L R 4 が M D - 2

非存在 下 でも細胞表面 に発現し得る辛が確認された｡

上 記 の結果からT L R 4 を細胞表面 に発現させる分 子が M D - 2 以 外 にも存在する可能性を考え



た｡ H E K 2 9 3 / m T L R 4 - G F P 細胞 から m T L R 4 - G F P を免疫沈降し､
m T L R 4 - G F P と共 沈する分子

を検 索した結果4 0 k D 付近 に単
一 の バンドを検出した ｡ この 分子 の N 末端アミノ酸配列 はh u m a n

C A G r e p e at c o nt ai ni n g p r ot ei n の 3 8 - 4 7 番 目の アミノ酸配 列と
一

致した ｡
この 分子を私 は

p R A T 4 A ( P r ot ei n a s s o ci a te d with T L R 4 A)と名付けた ｡ P R A T 4 A の マ ウスの 臓器での 発現を

調 べ た結果 ､ P R A T 4 A は調 べ た臓器全て に発 現して いた ｡ P R A T 4 A の 細胞 内局在を共焦 点レ
ー

ザ
ー

顕微鏡で検討したところ P R A T 4 A は小胞体とゴル ジ体に局在してい た ｡

p R A T 4 A の機能を解析するため に ､ s iR N A によりP R A T 4 A の発現を低下させ ､
m T L R 4 - G F P

の 発 現を検討したところ細胞 表面 の m T L R 4 - G F P 発 現 量 が減少 した ｡ siR N A を導入しても

m T L R 4 - G F P タン パ クの 発 現 主 に 影 響 はな か っ た ｡
コ ン トロ ー ル として 用 い た s e q u e n c e

s c r a m bl e d R N A は何の 影響も及 ぼさなかっ た . 以上 の結果から T L R 4 の 発現 には今回新たに

同定した P R A T 4 A が重要である辛が分か った ｡

②P R A T 4 A の 機能に つ い ての 更なる検討

P R A T 4 A が T L R 4/ M D -2 複合体に 対しても機能するの か 次 にを検討した ｡ m P R A T 4 A は

m T L R 4 と特異 的に会 合したが m M D - 2 や m T L R 2 ､ m R P I O 5 ､
m M D - 1 とは会合しなか っ た｡

m p R A T 4 A を免疫沈降すると m T L R 4 の i m m at u r e f o r m の みが共 沈した｡
このとき m M D - 2 もサ

イズの 小さい ､ i m m at u r e f o r m と考えられるバ ンドが共沈した｡ P R A T 4 A は M D -2 とは会 合しない

辛からP R A T 4 A と共沈するi m m at u r e T L R 4 にはi m m atu r e M D - 2 が会合してい ると考えられ る.

m P R A T 4 A に対する s h o rt h airpi n R N A ( s h R N A)を作製し､ T L R 4 - F H / M D - 2 - F H を安定発現

する B a/F 3 細胞( B a/ m T L R 4 - F H / m M D - 2 - F H ) に導入した ｡ 導入した s h R N A は m P R A T 4 A

m R N A 発現を抑制したが m T L R 4 ､ m M D - 2 の m R N A の 発現に影響は無か っ た ｡ m P R A T 4 A

s h R N A 導入細胞では細胞表面の T L R 4/ M D -2 が顕著に低 下してい たがT L R 2 ､ C D 4 3 の 発現量

に影響はなか った ｡
この sh R N A をマ ウス 骨髄由来樹状細胞に導入し､ P R A T 4 A を抑制すること

で ､ 同様に細胞表面の T L R 4 / M D - 2 が低下 する事も確認した ｡

s h R N A を導入した B a/ m T L R 4 / m M D -2 細胞から m T L R 4 を免疫沈降したところ細胞表面に発

現するサイズの 大きな m T L R 4 の みが低 下していた ｡ この結果は P R A T 4 A の 発現低 下 により

T L R 4 の m at u r ati o n が障害された事に起因すると考えられる.

この 細胞を T L R 4/ M D - 2 のリガンドである L P S で刺激し, 転写 因子 N F - K B の 活性化をル シフ

ェラ
ー ゼアツセイで測定した｡ s h R N A 導入細胞で は L P S 応答性が低下 した｡

コ ントロ ー ルとして

用 い た発現 ベクタ
ー の み 導入した細胞はその ような低下 は認められなか っ た ｡ これら結果から

P R A T 4 A の 抑制が T L R 4/ M D -2 複合体の細胞表面 へ の 発現を減少させる事で L P S 応 答に影響

を及ぼす可能性が示された ｡

【結論】

T L R 4 は M D - 2 が無くても細胞表面に発現する事を示した ｡ T L R 4 に会合しその 発現を調節す

る新規分子 P R A T 4 A を同定した ｡ P R A T 4 A は T L R 4/ M D - 2 複合体にも会合し､ 細胞表面 へ の 発

現を調 節する事を示 した ｡ P R A T 4 A を抑制することで L P S 応答性が低 下 す ることを示 した 0

P R A T 4 A はエ ンドトキシン ショックに対する新たな創薬のタ ー ゲットとなり得ると考える ｡




