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本研究は M D 1 2 を発現 して い ない細胞でも T o‖-lik e r e c e pt o r 4 (T L R 4) が

細胞表面 に 発現する可能性があると いう報告を受 け ､ M D -2 以外 に

T L R 4 の 細胞表面 へ の発現を調節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い ､ その結果同定した分子の機能解析を試み

たもの で あり､ 下記の結果を得て いる ｡

1 . 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)を抗 T L R 4 抗体で染色するこ とで M D - 2 非存在下で も T L R 4 が

細胞表面 に発現する事を確認 した ｡ M D - 2 ｢/ - マ ウ ス の 骨髄由来樹状

細胞およぴマク ロ フ ァ ー ジに おいて も T L R 4 が単独で細胞表面に

発現する事を確認した ｡ 上記の結果か ら T L R 4 は単独で細胞表面に

発現 し得る事を明らかと した ｡

2 . T L R 4 が単独で細胞表面に発現する細胞を用 い て T L R 4 と共沈する

分子の検索を行な っ たと こ ろ ､ 4 0 k D 付近に単
-

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 ｢ o t 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

P R A T 4 A ( P r ot ei n a s s o ciat e d w ith T L R 4 A)と名付け , その機能を解
析するために si R N A によりP R A T 4 A の発現を抑制したところH E K 2 9 3/

m T L R 4 - G F P 細胞の細胞表面に単独で発現している T L R 4 の 発現量
が減少したが ､ こ のとき細胞表面に発現している他の分子 の発現量に



影響は無か った ｡ 上 記 の結果からT L R 4 が単独で細胞表面に発現する

には P R A T 4 A が重要であることを明らかとした ｡

3 . P R A T 4 A と T L R s との物理的会合の特異性を検討した ｡ P R A T 4 A は

T L R 4 と会合したが M D - 2 や T L R 2 との会合はみられなか った ｡ また

p R A T 4 A と会合する T L R 4 はサイズの小さなi m m a t u r e f o r m で あり､

同時にサイズの 小さなi m m at u r e f o r m と考えられる M D -2 も会合して

いたが m at u r e T L R 4/ M D - 2 複合体とは会合しなか った ｡ P R A T 4 A は

i m m at u r e T L R 4 およぴi m m at u r e T L R 4/ M D - 2 複合体と会合すること

を明らかとした ｡

4 . P R A T 4 A T L R 4/ M D - 2 を安定発現する B a/ F 3 細胞に s h R N A 発現 ベク

タ ー を導入 し , P R A T 4 A の 発現を抑制すると T L R 4/ M D - 2 複合体の

細胞表面 の発現が顕著に低下 したが ､
こ の とき細胞表面の T L R 2 ､

C D 4 3 の 発現主には影響が無か っ た ｡ こ の s h R N A 発現 ベクタ ー

を

野生型マ ウス 骨髄由来樹状細胞に導入 したと こ ろ同様の結果を得

た｡ T L R 4/ M D - 2 を安定発現する B a/ F 3 細胞に sh R N A 発現 ベクタ
ー を導入 し 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 活性化を測定したと こ ろ s h R N A 導入細胞で は L P S 応答

性が低下 して いたが ､
コ ン ト ロ ー

ル として用 いた発現 ベクタ
ー

の み

導入 した細胞の L P S 応答性は元の細胞と変わらなか っ た ｡ 上記の

結果からP R 〝I
~

4 A の 抑制がT L R 4/ M D - 2 複合体細胞表面 へ の発現を

減少させる ことで L P S 応答性を調節する可能性を示 した ｡

以 上 , 本論文は H E K 2 9 3 細胞に T L R 4 を単独で発現させ た細胞を用 い

るこ とで T L R 4 と特異的に会合しその細胞表面 へ 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 の 細胞表面 へ の発

現も調節する事を明らか とした ｡ 本研究は臨床に おいて重要な疾患で あ

る エ ン ドトキシン シ ョ ッ ク の 予防 ､ 治療法を開発する上で重要な貢献を

なし ､ 免疫学の発展に寄与すると こ ろが大きいと思われる｡ したが っ て ､

本論文は学位の授与に催するもの と考えられる｡




