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外 来病原微生物や腫癌細胞 な ど, 生 体の 恒常性 の 維持 (生命 の 維持) の 障

害に対す る生体防御機構と して 生物 に は免疫機構 が備わ っ て い る . 特 に 晴乳類

な どの 高等生物 で は 複雑 か つ 効率 的な免疫系が存在する が , こ の 免疫系は 大別

して 生 体防御 の 初期反応 で ある自然免疫と , リ ン パ 球系 を 中心 と した抗原 特異

的な防御反応 で ある獲得免疫とに分 かれ る . T oll -lik e r e c e p t o r ( T L R) は 主と し

て 自然免疫に 関与す る重要 な受容体で あ る が
, 近年の 研 究で は獲得免疫 も含め

た免疫系全体で の T L R の 幅広 い役割が解明 され つ つ ある .

病原微生物に よ る感染が起こ る と, 直ち に局所にお ける炎症反応が生 じ る .

こ の 反応に引き続 い て , 病原微生物を広く認識する機構 が働く . こ の
一

連 の免

疫反応が自然免疫と呼ばれる . 自然免疫は , T L R の ほ か , 補体系 , N K 細胞 な

どに よる自己 ･ 非自己 の 認識 ,
マ ク ロ フ ァ

ー ジに よ る会食, 細胞 内受容体に よ る

認識機構 な どか ら構成 され て い る .

T L R は病原微生物 に特異的で , か つ 共通 の p a 血 o g e n - a s s o ci at e d m ol e c ul a r

p att e r n s ( P A M P s) を認識 する こ とで病原微生物の 侵入 を探知 して い る . T L R

フ ァ ミリ
ー

の
一

つ で ある T L R 4 は グラム 陰性菌壁 由来の リボポリサ ッ カ ライ ド
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( リボ 多糖類, L P S) を認識する . L P S は微生物 由来 の 物 質の 中で非常に 強 い 炎

症反応 を惹起 し, 感 染症 で宿主が 曝 され る機会が最も多 い も の の
一

つ で ある ･

T L R 4 が L P S を認識するた めに は L P S b in d in g p r ot e in ( L B P) , C D 1 4
,
M D - 2( T L R 4

に結合 して細胞 膜外 に存在す る糖蛋 白) が 重要 な役割 を果た して い る こ とが知

られて い る . しか し, 相互 の 結合様式や個別 の 作用 な ど未だ に不明 な点も多い
･

T L R 4 の シ グナ ル 伝達経路は ほ とん どの T L R で共 通 の a d a p t o r p r o t ei n で

ある M y D 8 8 を介す る M y D 8 8 依存性経路と,
M y D 8 8 を介さな い M y D 8 8 非依

存 性 経 路 に 大 別 で き る . T L R 4 で は ,
M y D 8 8 依 存 性 経 路 は 各 種

m it o g e n
-

a cti v at e d p r ot ei n k i n a s e ( M A P K ) の 活性化 や T N F などの 炎症 性サ

イ トカイ ン の 産生 に 関与 して い る . M y D 8 8 非依存性経路が活性化 され ると免疫

担当細胞 で は Ⅰ型イ ン タ
ー

フ ェ ロ ン の産生が起こ る .

T L R 4 は免疫系 の 多く の 細胞 で は 細胞膜に発現 して おり , M D - 2 がそ の 細胞

膜 - の発 現に は 必要 で ある こ と ,
M D - 2 は T L R 4 と結合 して細胞 膜外 に存在 し,

こ の M D - 2 と T L R 4 の 結合 には T L R 4 の 細胞外 ドメ イ ン の ア ミノ 酸の い く つ か の

gly c o syl a 血 n が必要 で あ る こ と などが明らか とな っ て い る ･

一

方 ,
T L R 4 は L P S

と細胞質内で共在す る こ とも観察され て お り , 細胞質内 にお い て も T L R 4 に何 ら

か の 役割があ る こ とが 予想 され る .

本研 究で は 遺伝子操作に より T L R 4 変異株を作成 し,
ヒ ト由来 の 細胞株 に

一

過性に 強制発 現 させ る こ とで T L R 4 の機能に関与す る新た な部位 を特 定 し
, そ

の部位に 関連する現象を解明す る こ とを試み た . T L R 4 の 細胞 内に は TI R ドメ イ

ン と呼 ばれ る部分が あり , こ れ が シ グナ ル 伝達に 重要 な役割 を示す こ とが わ

か っ て い る . しか し, T L R 4 の 細胞 内の 分布や 細胞 内物質輸送 に 対する細胞 内 ド

メ イ ン の 関与 は 明 らか で は な い . シ グナ ル 伝達 と細胞 内分布の 両方 に 関与す る

共通機構の 解明は T L R 4 の機能 の 理解に必要 で あり , T L R 4 の 細胞内の 分布と シ

グナ ル 伝達の 双方 に 関連する機能性 の 構造 の 存在を探 る べ く , 遺伝子 変異 の標

的を T L R 4 の 細胞 内 ドメイ ン に絞 っ て解析を行 っ た .

は じめに , T L R 4 の 細胞質内 に切断点 をも つ トラ ン ケ
-

シ ョ ン変異体 を 5

通 り作成 した . 切 断点の 決定に 際 して は T L R 4 の 細胞 内 の ア ミノ 酸配列 の うち,

既知 の 細胞内物質輸送に関連する s o rtin g m otif との 相同性 の ある配列 を参考に
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した . T L R 4 の 遺伝子 導入 に よ る 実験 で は 広 く 用 い られ て い る ヒ ト胎児 腎

(h u m a n e m b r y o n i c kid n ey) 由来細胞 H E K 2 9 3 T に作成 した遺伝子 を
一

過性 に

導入 して表 現型 を確認 した . そ の 結果 , 少 なく とも 8 1 5 番目 か ら 8 2 6 番目 の ア

ミノ 酸が失われ ると , シ グナ ル伝達と細胞 内局在に 異常が生 じる こ とが 明 らか

と な っ た . 引き続き , 8 1 5 - 8 2 6 番 目 の ア ミ ノ酸配列 を標的に して 単ア ミ ノ酸変

異体を複数作成 した . こ れ らを用 い て 同様の 検討を行 い
,

T L R 4 の 細胞質内 の ア

ミ ノ 酸の うち, L P S に対する反応性 と, 細胞 内分布に 関与すると考え られ るも

の を抽 出 した . T L R 4 の 細胞内分布 の 確認 は T L R 4 と蛍光蛋 白E G F P と の 融合蛋

白を作成す る こ とで 行 い
,

L P S に対 す る反応性 は N F - k B の 転写活性 をデ ュ ア ル

ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー ア ッ セ イ で 行 っ た .

結果 をま とめ ると次の ように なる . まず , 野生型 T L R 4 を蛍光蛋 白で あ る

E G F P と融合させ て発現させ ると , H E K 2 9 3 T 細胞 にお い て は細胞 内の 局在及 び

シ グナ ル 伝達 に 関する特徴は 既知 の 知見 と
一 致する結果 が得 られた . すなわち ,

T L R 4 - E G F P は M D - 2 とともに発 現させ る こ と で 細胞表面 に発 現 し, 血清存在下

で L P S 刺激 によ っ て N F -

1 ( B の 転写活 性 の
I

JI J 進 が みられ た .

一

方 , 8 1 5 番 目の ア

ミ ノ酸 の ロ イ シ ン をア ラ ニ ン に変異 させ た変異型 T L R 4 ( L 8 1 5 A ) - E G F P で は ,

M D - 2 の 発現 の 有無に か か わらず, T L R 4 は細胞表 面 に発 現す る こ となく細胞 内

にと どま っ た . ま た, L P S 刺激に も反応 を示 さなか っ た . しか し
,
C D 1 4 を M D - 2

と ともに , 同時に遺伝子導入 して や る こ とで , L P S に 対する反応性 を再獲得 し

た . こ の 場合で あ っ て も,
T L R 4 ( L 8 1 5 A ) の 細胞表面 で の発 現は認 め られ なか っ

た . 野生型お よび変異型 T L R 4 の 細胞膜表面 - の 発現 は T L R 4 - E G F P 融合蛋 白を

共焦点 レ ー ザ ー 顕微鏡 に よ り観察 したほ か ,
ビ オ チ ン 化 に よ り精製 した細 胞表

面蛋 白 の ウ エ ス タ ン プ ロ ッ トで も確認 した .

C D 1 4 の 遺 伝子 導入 に よ り 膜結 合型 C D 1 4 が発 現 する よ う に な っ た

H E K 2 9 3 T で は T L R 4 の L P S に対する感受性が克進 して い る可能性 が考えられ た .

そ こ で 膜結合型 C D 1 4 が発現 しな い ( C D 1 4 の 遺伝子 導入 を しな い) 条件で想定

され る L P S に対する低感受性 を補う べ く L P S 濃度を通常の 実験濃度よりも高く

して 刺激実験 を行 っ た . つ ま り, H E K 2 9 3 T に T L R 4 ( L 81 5 A ) - E G F P と M D - 2

を
一

過性に 強制発現させ て 刺激する 際の L P S 濃度 を1 0 n g/ m l か ら 1 ′0 0 0 n g/ m l
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まで 上昇させ て L P S 刺激実験を行 っ た . しか し,
い ずれ の濃度で も N F -

7C B の 転

写活性 の 克進 は認 め られ なか っ た .
これ は , 膜結合型 C D 1 4 の 役割が 単に T L R 4

の L P S 感受性克進 に ある わけで は な い こ とを示唆す る と考 えられ る ･

本研 究に お ける
一 連 の 実験 の 結果 ,

T L R 4 の 主要 な細胞 内 ドメイ ン で ある

T I R ドメイ ン の C 末端近傍 の 8 1 5 番 目 の ロ イ シ ン の
-

ア ミノ 酸変異が T L R 4 の

細胞 膜 - の 発現 と N F -1( B の 活性化 を著 しく 障害す る こ とが 明 らか とな っ た I

T L R 4 の 変異体で シ グナ ル 伝達が 障害され るも の が こ れま で にも報告 され て い

るが , 今回 の ように 条件に よ っ て シ グナ ル 伝達が起 こ る場 合と起 こ らな い 場令

がある変異体は他に類 を見 な い も の で ある . また , T L R 4 の 細胞 膜 - の 発現 に 関

して は ,
こ れま で M D - 2 と T L R 4 の 共発現 が必 要 で ある こ とや細胞外 ドメ イ ン

の 特定部位 の ア ミノ 酸の gly c o syl a 血 n が必 要と され る な ど,
い く つ か の 条件が

明らか に な っ て い る . 今回 の発 見 に よ り , こ れ ら以外 に も, 細胞膜発 現に 関与

する機構の 存在が示 唆された . 今後は T L R 4 ( L 8 1 5 A ) が関与する細胞 内輸送お

よび シ グナ ル 伝達の メ カ ニ ズ ム の分子 レ ベ ル で の 具体的解明が望 まれ る . また,

膜結合型 C D 1 4 の 有無に よ る T L R 4 ( L 8 1 5) の シ グナ ル 伝達にお け る差異は膜結

合型 C D 1 4 の未知 の機能の 存在をう かが わ せ る . これ まで T L R 4 の シ グナ ル 伝達

にお い て 膜結合型 の C D 1 4 と血清中の 可溶性 C D 1 4 の差は あま り注 目され て こ

なか っ た . 今回 の結果 は こ の 点で も新 たな研 究の 方 向性を示 して い る と考 えら

れ る .

T L R 4 は , そもそも ,
エ ン ドトキ シ ン - の 感受性が異なる マ ウ ス の 系統の 存

在が発 見 の き っ か けとな っ た . そ の マ ウ ス に お い て は T L R 4 の
-

ア ミノ 酸変異が

認 め られ L P S に よ る シ グナ ル の 活性化 の 低 下 が 認 められ る .
ヒ トに お い て も

T L R 4 の 多型 が 知 られ て お り , こ れ らの 多型 と, 感染症, 特 に敗血症 などの 重症

感染症 に お ける 臨床 経過と の 関連は 大 い に 注目 され て い る . 本研究で 明 らか と

な っ た変異体の 自然界で の 存在は 明 らか に は な っ て い な い が, さらに解析が進

むみ , T L R 4 の 構造と機能 の 関連や関係する蛋 白質な どが解明され る こ とで , 感

染症 にお ける宿主側 の 免疫反応 の 理解が進 み , 病態 の コ ン ト ロ
ー

ル に つ ながる

新たな治療戦略 の
一 端とな る こ とが期待 され る .
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