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本研究 は 自然免疫に お い て 重要 な役割 を演 じて い ると考えられ る T bll -lik e

r e c e p t o r 4 ( T L R 4) の 細胞 にお け る分布 と シ グナ ル 伝達経路に 関与す る因子 を明

らか にす るた め , 遺伝子操作によ り ヒ ト n R 4 の変異体を多数作成 し,
こ れ を ヒ

ト胎児 腎由来細胞 H E K 2 9 3 T に強制発現 させ る方法 で そ の 発現形質 の 解析 を試

みたもの で あり , 下記 の 結果 を得て い る .

1 .
ヒ ト T L R 4 の 8 1 5 番目 の ロ イ シ ン をアラ ニ ン に 置換 した単ア ミノ酸変異体で

あ る T L R 4 ( L 8 1 5 A ) をヒ ト M D - 2 ととも に発 現させ た H E K 2 9 3 T は , 大腸菌

由来 の リボ ポリサ ッ カ ライ ド ( L P S) に よ る刺激 を加 えて も, 野生型 T L R 4

の 場合と異なり N F - K B の 転写活性 の 克進 を示 さな か っ た .

2 . T L R 4 ( L 8 1 5 A ) に蛍光蛋白で ある E G F P を融合させ た T L R 4 ( L 8 1 5 A ) - E G F P

を M D - 2 とともに H E K 2 9 3 T に発現させ たも の を共焦点 レ ー ザ ー 顕微鏡 で観

察 した とこ ろ, 野生型 で は見 られ る細胞外 周の 明瞭な蛍光パ タ ー ン が認 め ら

れず, T L R 4 ( L 8 1 5 A ) は細胞膜 に は発現 して い ない と考えられ た .

3 . T L R 4 ( L 8 1 5 A ) - E G F P を M D -2 とともに発 現 させ た H E K 2 9 3 T の 細胞表面 を

ビ オ チ ン化 して精製 しウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法で T L R 4 ( L 81 5 A ) - E G F P の 細

胞膜上 で の発現 を検討 したが , T L R 4 ( L 8 1 5 A ) - E G F P は雷 められ な か っ た .

4 . T L R 4 ( L 8 1 5 A ) , M D - 2 に加 えて ヒ ト C D 1 4 を H E K 2 9 3 T に遺伝子導入 して 膜

結合型 C D 14 = が発 現 して い る状態で は H E K 2 9 3 T は L P S 刺激 に対 して N F - K B
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の 転写活性 の 克進 を示 した .

一

方 , 共焦点 レ ー ザ ー 顕微鏡お よび 細胞表面蛋

白 の ピ オ チ ン化 に よ る精製法で は こ の 条件で も T L R 4 ( L 8 1 5 A ) の 細胞 膜 - の

発 現 は観察され なか っ た .

以 上 本論文 は ヒ ト T L R 4 にお い て 8 1 5 番目 の 位置に あ る ロ イ シ ン が ,

T L R 4 の 細胞膜 - の 発現 と L P S 刺激に よ る シ グナ ル 伝達経路の 活性化に 重要 な

役割を果 た して い る こ と を明 らか に した . さらに こ の 8 1 5 番 目 の ロ イ シ ン が 関

与する機構 に は C D 1 4 も重要な関係 がある可能性が示唆され た . こ の ような,

シ グナ ル 伝達経路と細胞 内の物質輸送の 双方 に 関与する細胞 内 m otif は これ ま

で知 られて い なか っ た . 本研 究 は感染症の 免疫反応で 重要 な役割を果 た して い

る T oll ･1ik e r e c e p t o r 4 の 機能解明とそ の 知見 の 臨床 に重要 な貢献を なすと考え

られ , 学位 の 授与 に値する も の と考えられ る .
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