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序章

生物は、微生物などの外来異物が体内に侵入すると、これを排除し、微生物感染

から生体を防御しようとする。また、体細胞変異などで生じてしまった異常な細胞

を排除し、個体の同一性を保持しようとする。このように、自己非自己の識別・排

除は、生命を維持するうえで非常に重要なシステムであり、現在までの研究から、

主に免疫系が担っていることが示されている。

免疫系は、全ての生物が有している基本免疫と、軟骨魚類よりも高等な生物だけ

が有している獲得免疫から構成される（1）。異物が体内に侵入すると、異物特有の成

分により基本免疫担当細胞のマクロファージや樹状細胞などが活性化し、炎症メデ

イエーターであるサイトカインを放出することで、基本免疫全体を活性化させる。

また、これらの細胞は、異物を貴食し、その分解産物であるペプチドを抗原として

リンパ球に提示することで、獲得免疫も活性化させる（2）。獲得免疫では、提示され

た抗原と特異的に反応できるレセプターを有するリンパ球のみが活性化されて増殖

し、直接または抗体を介して間接的に、異物を効率良く排除する（図り。

両免疫系の相違はi）特異性、叫多様性、明記憶の方法、にある。獲得免疫は、

遺伝子再編成により、特異性が異なるリンパ球クローンを多数揃えることで、異物

認識に対する多様性を獲得する。また、この多様性は抗原と接触することで記憶さ

れ、同一異物の再侵入に対してより強力な生体防御を提供する。しかし、獲得免疫

の情報は体細胞レベルで得られるため、一代限りで消失してしまう。これに対し、

基本免疫は獲得免疫ほどの特異性・多様性は備えていないものの、その情報が生殖

細胞の遺伝子に蓄積されるため、次世代へと受け継がれていく。
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図L進化系統樹と各動物種が備えている免疫系
各動物種が出現した年代と備えている免疫系を示した。また、それぞれの免疫系で主要な役割
を果たす細胞、レセプターとそれらの認識物を上から順に示した。
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ヒトなどの高等動物においては、基本免疫と獲得免疫が相互作用しながら、効率

良く生体防御にあたっている（3）。一方、円口類よりも下等な動物種では、獲得免疫

が存在しないにもかかわらず、生命を維持していくことができる（4）。この事実は、

生命に普遍的に存在すると考えられる基本免疫の分子が、微生物やガン細胞を識別・

排除するシステムにおいて重要な役割を果たしていることを強く示唆している。

1996年、基本免疫しか持たないショウジョウバエにおいて、微生物感染時に重要

な役割を果たす生体防御因子、Touが報告された。当初、Touはショウジョウバエ

の発生時において背腹決定を行う際に必須の分子として発見された（5）。しかし、シ

ョウジョウバエが成体になると、Touは真菌感染時に抗菌ペプチドの産生を誘導す

るシグナル伝達レセプターとしても働くことが明らかとなり（6）、ショウジョウバエ

における重要な生体防御因子として注目されるようになった。TouはⅠ型の膜タンパ

ク質であり、タンパク質問の相互作用に関与するLeucinerichrepeat（LRR）ドメイン

（7，8）を細胞外に数個持っている。ここに、プロテアーゼカスケードによって活性化

された内因性物質、SPatZleが結合すると、細胞内のTounL－1receptorhomologyCrIR）ド

メイン（9）を介してTube、Pelleさらに転写因子Dorsalが順次活性化され、drosomycin

などの抗真菌ペプチドの産生が誘導される（6，10－12）（図Ⅰ恥さらに、細菌感染時

には、Tollと同様にLRRタンパク質である18－Wheelerが抗菌ペプチドの産生を促す

（13）。このように、To11／18－Wheelerは真菌／細菌感染時に異物の存在を伝え、それを排

除するよう生体に働きかける分子であることが明らかとなった。
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図ⅡⅠ．ヒトTLRとその主なリガンド

現在までに報告されているヒトTLRとその主なリガンドを示した。TLRlと6は、TLR2

と共同して異物認識を行うことが知られている。

dsRNA，doublestrandedRNA

その後の研究から、ヒトにおいてTo11－1ikereceptor（TLR）がクローニングされ、晴

乳類にもショウジョウバエと同じような異物認識機構が存在し、TLRがToll／18－

wheelerのようにシグナル伝達レセプターとして機能している可能性が示された（14）o

TLRは、ショウジョウバエTollに似た構造をしており、細胞外のLRRドメインを介

して外来異物の構成成分を認識し、細胞内のⅥRドメインにより下流の分子と相互

作用して、最終的に転写因子を活性化することが明らかになりつつある（15，16）（図

Ⅰり。几Rは一次構造上のファミリーを形成しており（17）、現在、データベース上で

公開されている10種のヒトTLRのうち、TLR2、3、4、5および9はそれぞれのリ

ガンドがすでに明らかとなっている（図ⅠⅡ）。TLR4はグラム陰性菌の細胞壁成分

1ipopolysaccharide（LPS）を認識する主要なレセプターであり、長年不明であったLPS

の情報伝達は、TLR4を介していることが明らかとなった（18，19）。一方TL鮎は、

グラム陽性菌のpeptidoglycan（PGN）や1ipoteichoicacid（u叫、マイコプラズマやス

ピロヘータ由来のリボペプチドまたはリボプロテイン、細菌の繊毛、酵母の細胞壁

成分ザイモザン、寄生虫のGPIタンパク質など、糖脂質を中心として、幅広い異物

成分を認識する（20－28）。また几R3はウイルスの2本鎖RNA（29，30）を、n鮎は

細菌の鞭毛構成成分flagellin（31）を、TLR9は細菌由来のCpGDNA（32）をそれぞれ

認識する。さらに、TLR2や4は、別のTLRやTLR以外の分子と共同して異物の認

識を行うことも報告されている（33－39）。しかし一方で、リガンドが未だに同定され

ていないTLRも残されている。ヒトmを介した異物認識機構がショウジョウバエ

のそれと異なる点は、活性化した転写因子がサイトカイン産生や抗原提示細胞上の

補助因子の発現を促すことによって、獲得免疫系を活性化することである（40，41）0

つまり、晴乳類におけるTLRは、“基本免疫と獲得免疫の橋渡し役を担う分子”と考

えることができる。基本免疫しか持たないショウジョウバエのTouと両免疫系を持
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つ晴乳類のTLRの機能の違いから、獲得免疫の出現に伴って、基本免疫系が獲得免

疫系とリンクするようになってきたことが推測できる。筆者は、この仮定を検証す
る目的で、本研究を開始した。

現在までに様々な動物種で几Rが単離されているが、機能解析が行われているの

は昆虫類と晴乳類のみである。そこで筆者は、晴乳類よりも下等な動物種である鳥

類（ニワトリ）のTLRを単離し、その機能を晴乳類のものと比較することを試みた。

その結果、卵生動物で初めて乱Rを2種単離することに成功した。また、その機能

解析より、晴乳類と鳥類では、TLRによる異物認識機構が異なることを明らかにし

たので、以下に得られた知見を報告する。

4
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第1章　ニワトリTLRのクローニング

現荏、TLRの機能解析が行われているのは晴乳類と昆虫類のみである。進化の系

統分類上、その中間に位置する動物種のTLRについては、いくつかそのcDNAが単

離されているものの、機能は明らかにされていない。そこで筆者は、晴乳類よりも

下等な動物種のTLRを単離し、その機能を晴乳類のものと比較することを目的とし

た。鳥類は、比較的晴乳類に近い動物種でありながら、その基本免疫系については

ほとんど解析されていない。そこで、鳥類（ニワトリ）におけるTLRのcDNAクロ

ーニングを試みたところ、ニワトリTLRホモログを2種単離することに成功した。

本章では、単離した2種のニワトリTLRの構造、遺伝子座およびmRNAとタンパク

質の組織分布について、得られた知見を述べる。
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1・1・実験材料および試薬

ニワトリファブリキウス嚢のcD阻ライブラリーは、東京理科大学の後飯塚僚博
士より供与された。

ウサギ腎由来繊維芽細胞RK13は、理研細胞バンクより購入した。RK13細胞は、

10％（Vk）の非働化ウシ胎児血清岬CS）、100UhnlpenicillinG、100pg／mlstreptomycin

を含むDulbe∝0，smodi丘edEagle，smedium（DMEM，LifeTechnologies）を用いて

5％CO2存在下で培養した0細胞の回収には、0・02％EDTÅを含むD－PBSを用

Sulねte

370c、

いた。

ウサギ抗ニワトリ几Rポリクローナル抗体は当研究室で作成したものを用いた

（1－2－7参照）0マウス抗触Tag抗体はQiagenより、ペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ウ

サギまたはマウスIgG抗体はBiosourceより購入した。

FISH解析（1－2－3参照）用のプローブの作製、およびRT－PCR（1－2－5参照）に用い

たオリゴヌクレオチドプライマーを以下に示した0なお、プライマーは、北海道シ
ステムサイエンスに依頼して合成した。

FISH解析　Forward，GGCAJTGTGTTTCTCAACACG

Reverse，CACArGTCTGGAATCTCACC

RT－PCR

武豊

細胞

D－PBS

Nor仙ernblot

lOXMOPS

Forward，（Typel）GCmCTCrn払GAAGCCCTGAG

（Type2）TTCACGmACCAAAGAAGCCC

Reverse，GCCTTITGCAGATCÅrGTGTrCGG

137mMNaCl，8・10mMNa2fIPO4，2・68mMKCl，1．49mM

KH2PO4（pH7・4）

0・2MMOPS，50mMsodiumaoetate，10mMEDm匝H7・0）

Nonhemblot用アガロースゲル　agarose（SeaKem），1XMOPS，0・66％formaldehyde
Rumlngbu蝕r

Samplebuffer（5X）

0・74％fbrmaldehyde，1XMOPS

2mMED恥1・3％formaldehyde，16％formamide，10％（Vル）

6
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20ⅩSSC

Denaturebuffer

Neutralizationbuffer

Washsolutionl

Washsolution2

SDS・PAGE

Lysisbu蝕r

（組織、細胞溶解用）

Runningbuffer

SamPlebuffer（5X）

Wesbmblot

Anodelbu鮎r

Anode2bu蝕r

Cathodebu蝕r

Washingbuffer

Blockingbuffer

ル結合型糖鎖処理

Lysisbu蝕r

gly∝rOl，2XMOPS，BPB

3MNaCl，0・3MsodiumCitrate（pH7・0）

50mMNaOH

O・2Msodiumacetate（pH4．0）

2XSSC，0．05％SDS

O．1XSSC，0．1％SDS

1％（Wル）NP－40，0・15MNaCl，10mMEDIA，1mg／mi

iodoacetamide，1mMPMSF，20mMTris－HCl（pH7．4）

50mMTris，38mMglycine，0．1％SDS

312・5mMTris－HCl（pH6・8），50％（Vル）glycerol，10％SDS，BPB

0・3MTris－HCl，20％methanOl（pHlO．4）

25mMTris－HCl，20％methanOl（pHlO．4）

25mMTris－HCl，40mMglycine，20％methan01（pH9．4）

20mMTris－HCl，0・5MNaCl，0・1％（Vル）Tween20（pH7．4）

10％skimmedmilk（雪印乳業），WaShingbuffer

1％（Wル）NP－40，10mMED℃A，1mg／mliodoacetamide，1mM

PMSF，50mMTris－maleate（pH8．6）

7
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1・2．方法

（1）縮重プライマーを用いたニワトリ几RcDNA断片の単離

マウス几鮎と4、およびショウジョウバエTo山の細胞内領域（¶R）において、

比較的アミノ酸が保存されている部分に対応する縮重プライマーを作製した（図1－1）0

この縮重プライマーとライブラリーのベクターに対するプライマーを用い、ニワト

リファブリキウス嚢のcDNAライブラリーを鋳型としてnestedPCR反応を行った（図

1－2）。反応条件は以下に示した0また、反応にはuTaq（TaKaRa）を用いた。

（PME18s－1または3とdqgenerateprimeT）
l940c　2min

†940c30sec

550clmin

720c　90sec
†40c

］ 20cycles

匝ME18s－2または4と晦飢e柑鹿p血叫

1stPCRproductl匹1を鋳型として
1940c　2min
l940c30sec

550clmin

720c　90sec

l40c

］

得られた様々な大きさのcDPu断片をTAcloningvector（Invitrogen）にサブクローニ

ングし、各大きさのcDNA断片を含むクローンについて、最低2個ずつ塩基配列を

決定した0さらに、BLASTsearch（NCBDにより、これらのクローンとヒトおよびマ

ウス几Rとの相同性を調べた0なお、塩基配列の決定は、亜Ⅰ310シークェンサー
を用いて行った。

（2）ニワトリTLRcDNA全長の塩基配列の決定

（1）より、ヒトおよびマウス几鮎と相同性のあるcDNA断片を1つ得た。これに

対するプライマーを作製し、まずニワトリファブリキウス嚢のd罰廿Aライブラリー

を鋳型として、RACE法によりこの断片を含む分子（ニワトリTLR）OcDNA全長を

クローニングした0次に、正確な塩基配列を得るため、開始メチオニンと思われる

部分よりも5，側と終止コドンよりも3，側、およびORF中央部にそれぞれプライマー

を作製し、ニワトリ肝臓のmRNAより作成したcDNAを鋳型として、勒turbo

POlymerase（Stratagene）を用いたPCR反応により、ORF領域を前半部と後半部に分

けて増幅させた0得られたクローンのうち前半部、後半部それぞれ4個をシークェ

ンスし、ニワトリ乱RcDNA全長の塩基配列を決定した。

〝ニ　l　　－　、告　　　同件β

2種のニワトリ几Rのモチーフ検索は、SM亜丁他・［］。］－］］

より行った0また、他の動物種の几Rとの相同性は、
により解析した。
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－－　－　1mRのケリ　マ、、ピ、　や

ニワトリTLR（Typel、Type2）それぞれに特異的なORF中央部を含む、プローブ

（約800bp）を作製し、これを用いてFluorescenceinsituhybridizadon（nS＝）法を行っ

た（42，43）。なお、プローブの蛍光標識およびⅢSH解析は、北海道大学理学部附属

動物染色体研究施設の松田洋一博士と山田和彦博士のご協力のもと行った。

1「24．Nor血em切趣

様々なニワトリの臓器のtotalRNAをTTuZOLReagent（u血Technologies）により添

付書類に従って調製したoTotalRNAlOpgに、泳動用samplebufferを加え、65。cで

5分間熱処理した後、氷上に静置し、1．2％のNo仙emblot用アガロースゲルで分離し

た○その後、ゲルを1匹g／miのEtBrを含むdenaturebufferに室温で25分間振とうさ

せ、続いてneutralizationbufEerで室温、20分間の振とうを2度行った。UVランプで

RNAの泳動状態を確認し、一晩かけてニトロセルロース膜（叫bond－N・，Amersham

Phamada）へMを転写させた。転写後の膜を50mMNaOHで5分間振とうした

後、2XSSCで1分間ほど洗い、吸引しながら80。cで2時間インキュベー卜するこ

とでRNAを膜に固定化した0膜をハイプリバツクに入れ、ExpressHybSolution

（CLONTECH）を加えて680cで1時間ブロッキングした後、32p標識済みのプローブ

を1Ⅹ10旬叩仙になるように加え、680cで2時間さらに反応させた。反応後の膜

をwashsoludonlにより室温で、溶液の交換を行いながら棚分間ほど洗浄した。次

に、WaShsolution2で500c、3分間洗浄した0膜上のバンドをフイルムPype瓜mMP，

AmershamPharmaCia）に一800cで感光させ、5日後にそのフイルムを現像した。なお、

プローブの32p標識にはAmershamPharmaciaのMegaprimeDNAlabellingsystemを用

い、リブローブは、転写膜を沸騰した0．1％SDSで数回洗浄することにより行った。

u－5．RT－PC畏

様々なニワトリの臓器から採取したtotdRNAを鋳型とし、それぞれのニワトリ

几Rのタイプに特異的な領域で、イントロンを跨そ、もしくは挟むように設定した

プライマー（1－1参照）を用いて、RT－PCRを行った0反応には、SuperscriptIIP．ife

Teclm0logies）およびExTaq（TaKaRa）を用い、940c30秒、590cl分、72。cl分で35

サイクル行った0コントロールとして、ニワトリβ－adnに対するプライマーを用い
て同様の条件で反応を行った。

ーー　　、こ　●－　　、　　一ニ　I Rのリコンビナント佐の作製

PCR法により、ニワトリTLRTypel、Type2それぞれのC末端にHis－tag（6XHis

（CAC））の配列を付加した0これを晴乳類用の発現ベクターPME18sに、TypelはXho

I伸eIサイトで、Ty匹2はj仇0Ⅰサイトで挿入した。なお、発現プラスミドは

Endotoxin－ffeePlasmidMaxikit（Qiagen）で精製した。

9

▲

l

盲

篭

岳

㌢

l



ウサギ抗ニワトリ几Rポリクローナル抗体の作製は、井上らの方法に従った（叫0

1－2－6で作成したリコンビナントニワトリ几RType2の発現プラスミドを旺13細胞

にLipofectAMINEPLUS（LiftTechnologies）でトランスフェクションし、48時間後に

細胞を回収、D－PBSで3回洗った後、Fruendcompleteaquvand（DIFCO）と混ぜ合わ

せて作製したエマルジョンを免疫原とした010cmdish3－4枚分のRK13細胞を1回

分の免疫原とし、3週にわたり週1Blの免疫を行った04週目に細胞とFruendincomplete

adjuvand（DIFCO）を混ぜ合わせて作製したエマルジョンで追加免疫し、5日後に採

血を行った0採取したウサギの血液は、低温室に一晩放置し、4。c、3卿叩で10

分間遠心して血清を回収した0血清に硫酸アンモニウムを終濃度33引こなるように

撹拝しながら加え、低温室で一晩さらに撹拝した後、4。c、瑚00叩で30分間遠心

し、沈殿したIgG画分をD－PBS（血清の1／10量）に溶解した。この溶液を、D＿PBS

に対して透析し、硫酸アンモニウムを除去した0抗体溶液の濃度は、OD卸を測定し、

比吸光係数匹1％）を13・5として求めた0なお、ニワトリTLRの発現は、トランスフ

エクション後48時間の細胞を可溶化し、1－2－8（2）に従ってSDS－PAGE（7．5％アクリ

ルアミド）で分離した後、マウス抗H如喝抗体（0・5相加1）を用いて検出、確認し
た。

－－・ニ　l　　　、パ　　　、拐

（1）ニワトリ組織のタンパク試料の作製

ニワトリの各臓器に100mghnlになるように1ysisbufftrを加え、ポッター型のホ

モジナイザ一により被砕した。4。cで1時間撹拝した後、4。c、坊000叩で30分間

遠心し、その上清を組織のタンパク試料とした0各組織のタンパク試料の濃度は、

PrOteinassaykit（Bio－Rad）により測定し、BSA当量で求めた。

（2）SDS－PAGEおよびWesternbl。t

SDS－PAGEはLaemmliの方法に従った（45）0各ニワトリ組織のタンパク試料500pg

鱒SA当量）を還元条件下で陥のアクリルアミドゲルにより分離した。ゲルから

PⅧF膜（M拙p叫へのタンパク質の転写は、セミドライ法により行った。まず、

泳動終了後、ゲルをC血debu肋中で5分間振とうさせた0転写装置の陽極側から

順にAnodelbufftrを浸した濾紙（3MM，Whatman）2枚、Anode2bufftrを浸した濾紙

1枚、Anode2b曲rで平衡化したPVDF膜、ゲル、Cathodeb此rを浸した濾紙3枚

を重ね、90mAで錮分間通電した0その後、非特異的な抗体の吸着を防そためPⅧF

膜をblockingbufhrで一晩以上振とうさせた0その後、PVDF膜をblockingbufferで

5桐山山に希釈した抗ニワトリmポリクローナル抗体と室温で2時間反応させ、

WaShingb曲rで10分間の洗浄を3回行った後、blockingbufftrで1万倍希釈したペ

ルオキシダーゼ標識ヤギ抗ウサギIgGと室温で1時間反応させた0再びwashingbu鮎r

で10分間の洗浄を3回行った後、ECL試薬（血ershamPharmacia）により膜上のバ
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ンドを検出した。

－一口　n－、。合刑割消几目目

ニワトリTLRのNl結合型糖鎖処矧まNlglycosidase（Genzyme）を用いて、添付書類

に従って行った。まず、ニワトリTLRTypelおよびType2をRK13細胞に

LipofectAMINEPLUSによりトランスフェクションした。48時間後に細胞を回収し、

D－PBSで3回洗った後、ル結合型糖鎖処理用の1ysisbu鮎rを1XlO7cells／miになる

ように加えて可溶化した0この可溶化溶液30plを100pUのneuramimidase（Sigma）と

370cで1時間反応させた後、250mUのNlglycosidaseを添加して、37Ocで16時間さ

らに反応させた0これをSDS－PAGE（7・5％アクリルアミド）で分離し、ウサギ抗ニワ

トリTLR抗体を用いてWesternblot解析により検出した。
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1・3．実験結果

1・ニワトリTLRcDNAのクローニング

2・ニワトリ几Rの一次構造

3・ニワトリTLRの組織分布

4・ル結合型糖鎖量の検討

皿Aのクローニンゲ

（1）PCR法によるニワトリTLRcDNAのクローニング

ニワトリの几RをPCR法でクローニングするため、縮重プライマーを数種作製し

た。現在、機能が報告されているマウスn鮎と4、およびショウジョウバエTouに

おいて、一次構造上、比較的保存されている細胞内のTounL－1receptorhomologyCTTR）

ドメイン内で、アミノ酸が連続して保存されている領域を選び、5種の縮重プライマ

ーを作製した（データは示さない）0このうち、mドメインの3，末端側のプライマ

ー（図1－1）を用いたnestedPCRにおいて、晴乳類のTLR2と相同性の高いcDNA断

片（卸bp）が1つ得られた（図1－2）。この断片に対してプライマーを作製し、ニワ

トリファブリキウス嚢のライブラリーを鋳型とした払CE法により、この断片を含

む分子の全長cDNAをクローニングしたところ、2種類のcDNAクローンが得られ

た0これらは、予想される一次構造より、Leucinerichrepeat（LRR）ドメインおよび

mドメインを有していたため、ニワトリにおける几Rであると考えられた。クロ

ーニングした2種のニワトリTLRをそれぞれTypel、Type2と名付けた。

さらに、ニワトリ几Rの正確な塩基配列をニワトリ肝臓から採取したt血RM

を用いて決定した0その結果、Typelは793アミノ酸をコードする0penreadingffame

（ORF，2，382bp）を含んでいた（図1－3A）0一方、Type2は781アミノ酸をコードす

るORF（2，346bp）を含んでいた（図1－3B）0両タイプのORF全体の相同性は88．5％

と高いが、開始メチオニン付近Crypel，62bp；Type2，29bp）と終止コドン付近Crype

1、Type2共に13bp）、およびOR叩央部の約600bp（Typel，574bp；Type2，570bp）が
互いに異なっていた（図1－4A）0特に、ORF中央部での相同性は57．0％と低く、それ

ぞれに特異的な配列になっていた0また、両タイプとも、ORFは1つのエクソンで

コードされており、開始メチオニンよりもType1は11bp、Type2は32bp上流にそ

れぞれ500bpと1・8kbのイントロンが存在していた（図1－4A）o以上の結果より、Type

lとType2はオルタナティブスプライシングフォームではなく、別々の遺伝子でコ
ードされていると予想された。

（2）2種のニワトリ几RのⅢSH解析

次に、ニワトリTLRTypelとType2の遺伝子座を決定するため、FISH解析を行

った0プローブは、それぞれのタイプに特異的なORF中央部を用いた。FISH解析

の結果、両タイプともニワトリ第4染色体の長腕側、セントロメア近傍（4ql・1）に

位置することが明らかとなった（図1－4B）0またこの結果は、別のグループによって
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報告された、ニワトリTLRを含むBACクローンをプローブとしたFISH解析の結果

と一致した（46）。このクローンは、TypelとType2に共通の配列を含んでいるが」

4ql・1の1カ所でしか検出されていない。これらのことから、TypelとType2の遺
伝子座は非常に近いことが示された。

ーー　＿　l R¢一、闇、告

（1）2種のニワトリTLR間での比較

予想される一次構造から、2種のニワトリTLRのドメイン検索をSMARTにより

行ったところ、Type1は12個の、Type2は13個のLRRドメインを有しており、そ

れぞれのタイプに特異的なORF中央部でLRRドメインの個数が異なっていた（図

1－5）。また、終止コドン付近の塩基配列の相違は、アミノ酸配列には反映されず、m

ドメインは両者で全く同じであった。また、膜貫通領域よりもN末端側には、TLR

ファミリーに特有のC－terminalflankingregionが存在しており、8カ所存在するNl結

合型糖鎖付加可能部位のうち7カ所は両タイプに共通であった（図1－3A，B）0

（2）ニワトリTLRとヒトTIR間での比較

ニワトリTLRとヒト几Rのアミノ酸配列における相同性を表1＿1に示した。ニワ

トリTLRType1、Type2は共に、ヒトTLR2と最も相同性が高かった。ニワトリ

とヒトTL紀聞の相同性をドメイン別に比較すると、細胞外のLRRドメインにおけ

る相同性が50％弱であったのに対して、細胞内のmドメインは80％と非常によく

保存されていた。この結果より、2種のニワトリTLRはヒト几鮎のホモログであ

ると考えられた。

ーー　ー　l［Rロ、目織刀

（1）mRMの組織分布

ニワトリTLRのmRNAの組織分布をNorthemblot解析により検討した。プローブ

としてTy匹2のORF全長を32p標識したものを用いた。その結果、検討したほぼ全

ての臓器において3・4kbのバンドが検出された（図1－6A）0プローブには、Typelと

2に共通の配列が含まれるため、このバンドは両者のmRNA由来のものと考えられ
た。

さらに、それぞれのタイプのmRNAの組織分布を明らかにするため、タイプ特異

的な領域に対するプライマーを用いてRT－PCRを行った○その結果、Type2のm

が全ての臓器において発現していたのに対し、Ty匹1は脳、牌臓、筋肉ではほとん

ど発現していなかった。また、心臓、肺、肝臓、卵巣では、両タイプのmRNAが共

に強く発現していた（図1－6B）。

（2）タンパク質の組織分布

次に、ニワトリTLRのタンパク質の組織分布をWesternblot解析で検討した。ま
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ずコントロールとして、一過的にニワトリ几Rのリコンビナント体（C末端に撤廃

を付加したニワトリTLR）を発現させたRK13細胞の可溶化試料をSDS－PAGEで分

離し、Westernblot解析を行ったoリコンビナント体は、作製した抗ニワトリTLRポ

リクローナル抗体および抗His－tag抗体の両方で検出され、その分子量は、Typelが

102kDa、Type2が97、99kDaであった（図1－7A）o次に、各組織に発現するニワト

リnRのタンパク質を、抗ニワトリ几Rポリクローナル抗体を用いて検出したとこ

ろ、肝臓、牌臓以外に、心臓、砂のうおよび筋肉で強く発現していた。一方、肺、

腎臓、精巣および卵巣では発現が非常に弱かった0また、これらニワトリ几Rのタ

ンパク質は、リコンビナント体とほぼ同じ分子量の位置に認められた。しかし、用

いた抗体は、両タイプのニワトリ几Rを認識できるため、各組織で発現するニワト

リ几Rのタイプを区別することはできなかった。

ーー　n－、。合型賠掛乱射鮎、

1－3－3で求められたニワトリ几Rのリコンビナント体の分子量は、シグナルペプチ

ドを除いた一次構造から予想される分子量よりも大きかった。両タイプは共に、8カ

所のル結合型糖鎖付加可能部位を有しており、そのうち1カ所だけがそれぞれのタ

イプに特異的な配列内に存在する0そこで、叶如00Sidase処理を行い、各タイプに

おけるル結合型糖鎖量を調べた0その結果、Nlglycosidase未処理のリコンビナント

体と処理後のリコンビナント体の分子量の差から、Typelには19kDa相当の、Type2

には14－17kDa相当のル結合型糖鎖が付加していることが明らかとなった（図1－7B）0

また、図1－7Aで見られたType2の2本のバンドは、Nlglycosidase処理後に一本の
バンドとして検出された。
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mTIR2　728：¶NDAAIもVl乙EpIERXAIpQRFCXLRR川N℡R℡YLEWplDEGQQEVFWVNLRTAIXS－　784

mでLR4　760：SRSGIIFIVLERVERS工止RQOVELYR－もムSRⅣTY工．EWEDNplGREIFWRR工．RNAI止DG　835

d℡011　946；GRSRIIVIIYSDIG…DVERIDEELXAY工一R班Ⅳ℡Y工一RWGDp＿＿…＿WFWDXLRf・AI．pER　996

★ ★★★　★　　　　　　　　　　★★　　★　　★
＿　　　　　＿　　　＿　　　　＿　　　　　　＿　　　　＿　　　　　　　＿

5，　　／＼
mTLR2：翫翫紘軸豪華蕗葦G独稚ccc TT
m℡1R4…撫率守妊農顆
dToll：鵜C

3一

撃w 乳鋸㌣ぺ耀協軋鮎賦；婚協　GGC GA慧濫芸GAGGA
丸ム：ふ妄　　　　心血．小．〃∧〉．“、1

3－

51degenerateprlmer

Degenerateprimer：5一匹OrTXAorC）NS（CorG）CCA（Cor¶A（CorT）CAGGTAGGT31

N，AorCorGorT

S，CorGorT

図1・1．鮨重プライマーの作成

マウスTLR2（mTLR2，GenBankAcαSSionNo．，AF124741）とマウスTLR4（mTLR4，

AAC99411）およびショウジョウバエToll（dToll，M19969）の細胞内領域TTRドメインの
C末端側のアミノ酸配列を比較した。3つのToll几R間で同一のアミノ酸をアステリ

スクで示し、縮重プライマーに対応する配列箇所を下線で示した。アミノ酸が連続

して保存されている配列に対応する縮重プライマーを3－→5一方向で設定した（矢印）。
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2一寸←　β∫古刀
1→ト

β∫fXIイ　ト4

pME18s且coR潮
insertDNA

イ　ト3

P正merl，pME18s－1

2，pME18s－2

3，pME18s－3

4，pME18s－4

ユ　2

■－

pME18s〟bJI側

（ChickenbursaofFabriciusCDNAlibrary）

5しTAGGCCTGTACGGAAGTGTTACTTCT＿3－

5しTACTTCTGCTCTAAAAGCTGCGGAAT＿3－

5．－TAGACTAGTCTAGCGGCCGCACCTG＿3T

5’－GCACCTGCAGGCGCAGAACTGGTAG＿3■

Lanel，Degenerateprlmer／18s－1and2prlmer

Lane2，Degenerateprlmer／18s－3and4prlmer

図1・2．NestdPCR

ニワトリファブリキウス嚢のライブラリーを鋳型とし、図1－1で示した縮重プライ

マーを用いてnestedPCRを行ったoライブラリーのベクター匝ME18s）に対応するプ
ライマーは、インサートが挿入されている助Ⅲサイトの外側に2種類ずつ、それぞ
れが重なるように作製したopcR産物をアガロース電気泳動したところ、矢印で示
したバンドから、ヒト¶u㍑に相同性を示すcDNAクローンが1つ得られた。
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CTGGAAAGGC℡Cl●℡GC℡CA℡CA℡門C℡CAGでC℡CCCÅGl・AAGAACAGCÅGCACAAGAGGCG℡TCAGAGCAl！GGA℡GC℡GCCA士GCCGG℡G　－154

GAAAGGGAGAAAGGGGGGGAC℡GCCでGCAACGGTCATCTCAGAGでA℡TTAAAAGGG℡GTGCCAGGAGTGGAC℡CAGCTで℡GCTCt■℡TAGA　－64

AGCCCTGAGGC℡CTGGGAGACGCCAGGATC℡CTTCAGCAAAGワC℡GCCACACGC℡ACACCAAAATG℡℡CAACCAAAGでAAACAGAAACCA　　27

畑折瀦灘禰指摘蹄酢郵葦　！

言C蘭姦悪惹壷鵠霞G芸G闇壷暴君芸G闇置丁闇琵CA…CC：℡G…C℡三CG：AC…TC；門…舶…AA…姐；CC；でG…GA…AG三CC…G℡；でで1173，

℡CÅ℡GCGA℡GCCAC℡CAG℡CAl！GCÅÅC℡GCでCでTTCAでGGG℡℡℡GGAC℡℡CA℡℡CCCCCGGGGC℡CACAGGCAAAAでCACGG℡GつコTAAAC　207

S C D A T Q S C　Ⅳ　C S F　比　G I－　D F I p p G I一　℡　G R I　で　V L　Ⅳ　　　6，

▲

C℡GGCCCACAACA

GG；℡誓A闇頁；℡C…GA；CA…AT…A℡…でG…A？G…薫
LRR
℡GAACC℡GAGAÅCCC℡GCTGCTGCAGでCCAACCAAATC

y　　乙　　R

297

℡　1　1　も　Q S N Q I　　　門

AGCTCCAでAGACGAGGAC℡CG℡℡℡GGC℡Cl－CÅGGGGAAÅCTGGAGC℡C℡℡GGAC℡TG℡CAAATAATAGCC℡GGC℡CACT℡GTCCCCAGでG　387

5　S I D　ヱ　D S F G S Q G R　も　E I．も　D I。　S N　Ⅳ　S I．A E I．S p V　　129

▲

℡GG℡℡TGGGCCCCl－TⅢ℡TCGCTCCAACACC℡℡CGCATでCAAGGCAAで℡CC℡ACAGCGACC℡GGGGGAAAGウコ℡CCCCC℡℡℡TCCÅGCC℡G　477

V F G P L F S L Q H L R I O G N S Y S D L G E S S P F S S I－　　159

AGAAACTTGAGCTCCCTCCACCTGGGCAACCCÅCAGTTCTCCATCATCAGGCAAGGAAACTTTGÅGGGCATTGTGTTTCTCAACACGCTG　567

R　Ⅳ　L S S I－　E I G y p Q F S I I R Q G y F E G I V F　工．y T l　189

▲

AGGAでCGACGG℡GACA且っコCTCAGTCAG℡ATGAGCC℡GGAAG℡C℡GAAA℡CGA℡CAGGAAGATAAA℡CACA℡GA℡CA℡AAGCA℡AAGAAGG　‘57

R I D G D　Ⅳ　L S Q Y E p G S I．R S I R R I　Ⅳ　召　出　ⅠI S I R R　　219

；T℡≡AC：℡A；℡C…CA三CA：TC；℡C…GG…AC…m≡℡G；AC；C℡三CC；m芸GG：℡蘭写℡℡…G闇試売姦桑磁族蚕桑還…A闇㌫；；；

AAACTGG℡℡CAGAAC℡C℡AC℡C℡℡CC℡℡℡GACGAl！ACAGAAAC℡℡ACA℡℡℡ACCGG℡GCT℡CAT℡CACAGA℡AAAt，A℡ATでAGCCAAAてPA　837

毒躯軌　範葦喜凍害僻僻雅撃新堀蓮華劉敢R　畿㈱鮮F　℡　D　桁髄鞘標練絹転Ⅰ　2門
▲

GCAG℡GC℡A℡℡GAAGGAAA℡℡AGA℡Cで℡℡GAGAGAG℡℡AGAAGCAA℡AGA】コ℡G℡GTGC℡℡GAGGGGAAAGGAGC且っフGGGA℡A℡GACAGAA　927

審芸柵1藁粥珊紡玉　葉幸E昭蔑みわ　C　術数　縮G粟詩G藩学獅　藩閥礁禁∧　309

A門GCAAGAAG℡AAGCAAAG℡℡C℡A℡でGAAACAC℡A℡CAA℡AACAAA℡A℡GAC℡A℡TC℡GGA℡℡℡℡℡A℡℡でGT℡C℡℡℡GACC℡GGAAGG℡1017

工　準璧畢琴紺八¢　S S醐1鞍藁Ⅰ宥隼甘　樹幹Ⅰ解凍蘇F Y：L F　肇橙D L　筆警凍葦≡　339
▲

A℡AGAGACACAGGl－AGG℡AAGC℡GA九九AGAC℡CAGCA℡℡GCAAGC℡C℡AAAGl■Cで℡CA℡GG℡ACCA℡GCAGAC℡AGCAAGATA℡℡℡℡℡CAllO7

R V F　搬紗　p c　褒野馳　軒漸毒窒雛㌍軒消耗　3‘9

℡CACT℡℡℡A℡At－CT℡GAT℡℡CCA℡GA℡AA℡T℡GC℡℡G℡AAATAA℡CGC℡℡AGGAGÅGACAA℡C℡G℡GAAG且っTGCATGGCC℡でC℡℡℡ACAAl197

s　も藩顎Y　乙　D　蒸御疑甘1乙　棚も　塞酬c　師維幣A W p S　も　Q　399
ACTC℡AÅA℡C℡AAG℡AAAAA℡℡C℡C℡G姐A℡CCC℡AAAACAGGC℡GCAAGA℡A！A℡AAGつ！AA℡C℡ACACAAAC℡GA℡℡AA℡C℡でGACAl！℡1287

℡1Ⅳ　L S離Ⅳ　Sl某舗置乙　R　観潮録工僻穣千弘　鮨萎軒数　DI　429
▲

AGl－GAAAACAAT℡T℡GG℡GAGA℡℡CCAGACÅTG℡G℡GAAでGGCC℡GAAAACC℡GAAA℡A℡C℡GAA℡C℡C℡CCAGCACTCAAATTCCCAAA1377

S　ヱ　y　Ⅳ　F G E I p D　黒　C E W p E　Ⅳ　ム　Ⅹ　Y I．　甘　乙　S S　℡　0　I p R　　　459

▲

T℡AACAAC℡℡GCAⅢCCC℡CAAC℡C℡℡GAAG℡GC℡GGACG℡でAG℡GC℡AACAACCTGCAGGA℡℡℡℡GGAC℡GCAAC℡GCCAT℡℡C℡CAAG1467

1　℡　℡　C I p S　℡　L E V I D V S A　甘　甘　1　Q D F G I．¢　L P F L R　　48，

GAGCてPG℡ACCTGACAAAAAACCA℡C℡GAAGACC℡℡GCC℡GAAGCCACAGACA℡℡CC℡AAC℡℡AG℡GGCCA℡G℡CGA℡CAGCAGAAACAAG1557

E I．　Y L　で　R　Ⅳ　E I．　R　℡　エ　ア　玉　A　℡　D I p　Ⅳ　も　V A　且　S I S R　Ⅳ　R　　　519

C℡CAACAGCでTCTCCAAGGAAGAG℡℡℡GAG℡CC℡℡CAAGCAAA℡GGAGC℡GC℡GGATGCCAGCGC□AA℡AACl！℡℡A℡C℡GC℡CCTG℡GAAl糾7

L　¶　S F S R　ヱ　E F　五　S F R Q X　五　エ　L D　Å　S A　Ⅳ　Ⅳ　F I C S C E　　549

T℡CC℡C℡CC℡℡CA℡℡CACCA℡GAGGCAGGGA℡AGCCCAGG℡GC℡℡G℡GGGG℡GGCCÅGAAAGC℡ACA℡C℡G℡GACl！C℡CCGC℡GACAGでG1737

F I S F I E E E A G I A Q V L V G W p E S Y I C D S I，1　T V　　579

CGAGGGGCACAGG℡℡GGGAG℡G℡GCAGC℡GICAC℡GA℡GGAG℡GCCA□CGG℡CCCでCC℡AG℡G℡CC℡℡GA℡C一丁GCACCC℡GG℡GT℡CC℡G1827

R G A Q V G S V　¢　エ　S I．搬　E C E R S I．1　V S I．I C　で　乙　Ⅴ　ア　L　　‘09

℡℡CA℡CC℡CA℡CC℡GG℡GG℡CG℡℡GGG℡ACAAG℡ACCA℡GCAG℡C℡GG℡ACA℡GÅGAA℡GACC℡GGGCA℡GGCでCCAAGCCAAGCGGAAG1917

ど＿J＿ユ＿J＿J」＿℃＿℃＿甘＿色＿Y R Y E A V W Y　且　R X　℡　W A W I Q A R R R　‘39

CCCAAGCGAGCCCCCACGAAAGÅCA

p X R A p T R D I華m
GC℡ACGACGC℡℡℡℡G℡C℡CC℡ACAG℡GAGAACGAC℡CCAACTGGG℡GGAAAACATCA℡GGTG　2007

Y D A F V S Y S E　Ⅳ　D　5　y V V E y I　比　Ⅴ　　　‖9

CAGCAGC℡GGAGCAGGCAl－G℡CCCCCC℡℡℡AGGC℡G℡GCC℡CCA℡AAGCGGGAC℡℡℡G℡GCC℡GGGAAG℡GGA℡℡G℡GGACAACATCAでで　20，7

¢　¢　L E Q A C p p F R L C I．E R R D F V p G R W I V D　Ⅳ　ⅠⅠ　　699

GAC℡CCA℡℡GAGAAGAGCCÅCAAGACGC℡C℡℡TG℡GCTA℡CAGAGCAC門℡G乎GCAGAGCGAG？GG℡GCAAG℡A℡GAGC℡GGAmTC℡CG　2日7

D S I E R S E R　℡　L F V I S E E F V O S E W C R Y E I．D F S　　729

CAC℡℡℡CGCC℡ⅢⅢGACGAGAACAACGA℡G℡GGCGA℡CC℡CATCCTGC℡GGAGCCCA℡でCAGAGCCAGGCGA℡CCCCAÅGAGGで℡CTGC　2277

E f●　R I．F D E　甘　甘　D V A I L I　乙　1　E p I Q　5　Q A I p R R F C　　759

AAAC℡GCGGAAGA℡AAでGAACACCAA

L＿．．

GA℡GAAGAGCAACAGCAGA℡G℡℡℡℡GGGAAAAC℡℡GAAAGCA　23‘7

R I R X I　撫　甘　℡　R　℡　Y I E W p p D　玉　E O Q O　光　F W E　Ⅳ　L X A　　789

GCC℡℡GAAG℡CA℡AGGACAGG℡℡AGGAGC℡CGT℡℡CAG℡A℡A℡℡℡CCAGAAAG℡Å℡A℡℡℡A℡A℡A℡且っ！℡℡ACAGA℡ACA℡AAGA℡AA℡GG　2457

A I．　R S　＊　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　793

ATA℡A℡ACA℡G℡GでA℡A℡GAG℡℡GCGCA℡G℡℡℡AGウコGAG℡C℡℡G℡GGCAACC℡GAAG℡CG℡C℡C℡GGAAGGA℡AAAG℡℡ATA℡G℡GAC℡℡　2547

で℡℡C℡AÅG℡℡TGでGmGC℡GGAGCA℡AAGCGCAGAGGAATG℡ÅAA℡GAA℡GTG℡CAG℡G℡A℡℡℡CCACAA℡GG℡CAG℡G℡”　　　　　　2‘29

図1・3A．ニワトリTLRTy匹1の塩基配列および予想されるアミノ酸配列

詳細は、図1－3Bを参照。（GenBankAccessionNo・，ABO50005）
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GAGAGAAGAAACA℡AAAGCAGGA℡AAACAGCCでGCAGGCACmGAGATGGAGCACCAGGGÅA℡GGm℡CTGCACAGAGCCAGC門CACGT　－71

AACCAAAGAAGCCCCA℡抽旭GCC℡CAGCCAGACAGCAGG℡A℡門CAAAGm℡AGGCA揖℡AAACAAC℡ATGCA℡ACmGGAAAA℡GでG　20

山　都∧‡で　W　軽重蕪最w　　7

GGCAA℡mGCACAGCCmGGC℡GCGCACCTCCC℡GAAGAACAAGCCC℡GAGACAGGCC℡G℡C℡mCA℡GCGA℡GCCAC℡CAGでCATGCAAllO

慧慧三二≡三三≡安二ニラ二きこき：至二￥：プチ：：苧：：至：？芸GT：TT；C・還芸笠芸言GC㌻1；写
C℡GC℡C℡門CA℡GGGm℡GGACmCAmCCCCCGGGGCでCACAGGCAA姐℡CACGG℡G門AAACCTGGCCCA℡姐CAGGA℡姐AGGTGA℡　200

C S　一　光　G　ム　D FIp p G　乙　℡　G RI℡　V L　Ⅳ　工　A E　Ⅳ　RIX着京Ⅰ　67
LRR

GAACC℡GAGAACCCTGC℡GC℡GCAG℡CCAACCAAA℡CAGC℡CCA℡AGACGAGGACでCGT門GG HO

y L：R　で］L　乙】L Q　5；y G I5　SID E D S F G　　97

380

127

470

157

軒
CCGAACACA：PGÅTC℡GCAÅAAGGC

CでCTCAGGGGAAACでGGAGCTCmGG椚℡G℡C姐AT旭℡AGCC℡GGC℡CACmGTCCCCAG℡GTGG℡ⅢGGGCCCCm℡mTCGCTCCA

S Q G R　乙　E LIDIS　Ⅳ　Ⅳ　S L A E L S p V V F G p　も　F SIQ

ACACCmCGCAmCAAGGCAAmCC℡ACAGCGACC℡GGGGGAAAG℡℡CCCCC叩”CCAGCC℡GAGAAACmGAGC℡CCC℡CCACC℡GGG

E L RIQ G　Ⅳ　S Y S D L G　ヱ　S S p F S S L R y　乙　S SIEIG

CAACCCACAG門C℡CCATCA℡CAGGCAAGGA揖C℡mGAGGGCAmG℡Gm℡C℡CAACACGCTGÅGGA℡CGACGG℡GACAA℡C℡CAGTCA　560

N：P（）flSIIR Q G　Ⅳ　F E GIV F　乙　Ⅳ　℡　乙　RID G D y　コL　王；Q187

G℡A℡GAGC

Y E P

C℡GGAAG℡C℡GAAÅ℡CGAt・C

G S I．　R S I

▲

AGGAAGA℡A姐TCACA℡GA℡CA℡姐GCA℡貼GAAGGAmGACG℡AmC℡CAGCAG℡CA℡

R RIⅣ　正　光ⅠIS IR RID V F S A VIR

℡GAC℡℡AAAAA℡GACAGG℡AAAAGCmG℡mCA℡C

CAG　‘50

GGACC℡でCTGCAC℡C℡GCCÅTT℡GGmAGATGT貼GAAAAC℡ÅGCAmCAG℡GmCC℡GAA山地℡ACAAC℡℡mGAGAA℡℡A℡GTCmC　740

D L乙E5AIWl擬掛R♯幕磯義軍譲蓑軒数鯨嫁珊瑚誉掛斬　247

二；＝こ；二＝三＝主…苧；＝…＝＝…こ主…よ主三等＝三＝主…ニ＝享＝苧三＝＝…＝＝言＝……＝＝…竿＝諾＝…干…iユ三3＝…＝；…こ主…主≡三三

主；＝＝≡＝…喜＝主きこi…ユミ主＝三＝主三＝＝き＝主…主ょ…苧…主二三＝……二＝主＝主…主＝三二三主……＝＝…＝よ三＝主三享諾こ三＝＝諾；；主二三三三

主；＝＝…＝主言＝＝…主主三等＝；主＝享＝＝…＝＝三＝…享こ…三＝ユ…寺主三＝＝…＝主孟主主…ょこ主＝こ三＝五言＝主三二；；主苧三こ＝…主＝三二＝…＝＝三＝主…主二三三三

＝三＝主三二＝……主孟主二諾デ…主；…主こ…＝よ三＝＝…＝＝諾＝三＝主三；……＝二三＝主三二主…主主享＝＝三二主…主＝三等二…等＝三＝主三こ；…；二三…三
▲

℡AAGAAACCTAAA℡C℡C叩AGACAでCAG℡GAAAACAA℡叩℡GG℡GAGAT℡CCAGA1280

幣雑粉▲　績深謝　DIS　ヱ　Ⅳ　Ⅳ　F G EIp D　427祷涼も　Ⅹ

CA℡G℡G℡GAA℡GGCC℡GAAAACC℡GA姐℡A℡C℡GAA℡C℡C℡CCAGC椚CA姐mCCCAAA門地CAACで℡GCAmCCC℡CAAC℡CmGA1370

厳　C　ヱ　V p E　Ⅳ　エ　R YlⅣ　L S　5　℡　¢Ip Xl℡　℡　CIp S　℡　L E　457

A即GC℡GGACGmAG℡GC℡旭CAACC℡GCAGGA叩mGGAC℡GCAAC℡GCCAm℡C℡CAAGGAGC℡G℡ACC℡GACAAÅA旭CCÅT門GAA1460

V　工　D V S A　Ⅳ　Ⅳ　L　¢　D F G L O　も　p F　エ　Ⅹ　ヱ1Y L　℡　Ⅹ　y E　ム　R　487

GACCmGCC℡GAAGCCACAGACA門CC℡旭C℡℡ⅢGGCCA℡G℡CGA℡CAGCAGAAÅCAAGC℡CAACAGC℡℡C℡CCAAGGAAGAGT℡TGA1550

で　L p E A　℡　DIp　Ⅳ　L V A　光　SIS R　Ⅳ　Ⅹ1Ⅳ　S F S　文　王　ヱ　ア　E　517

G：C亡三℡C㌣G：山王！G≡AG！℡Gヲ℡G竺▲℡チCCチGCチC函盲ii示mmGC℡CCTG℡GAⅢCC℡C℡CC”Cl再c▲C。▲℡。芯汀1…
S F R Q　∬　Elも　D　Å　S A　□　Ⅳ　FIC　5　C　ヱ　FIS FIエ　コ　E A G　547

Gモ℡▲≡CC：▲G≡℡Gヲ℡T≡℡G三GG三GG≡C▲竺旭モGC竺▲C！℡C！GTGicicTCCGC℡G▲C▲G℡G⊂G▲GGGGC▲C▲面左もG▲G℡。，。。エ。訂1丁30

し杢」し▼1VJ」一軍・p‡S TIC D S p＿．主二卓二亘二室二亘二二主二二宣二二蔓二二萱二；V‘；川；几叩こ⊥⊥；；；

G℡CAC℡GA℡GG那℡GCCA□CGG℡CCC℡CC℡AG℡G℡CC℡℡GA℡C℡GCACCC℡GG℡G℡℡CC℡GmCA℡CC℡CA℡CC℡GG℡G椚CG℡℡GGG℡A
S　工　比　E C E R S

11V S LIC　℡　L V F　も　FIもIlV V V G Y

CAAG℡ACCA℡GCAG℡C℡GG℡ACA℡GAGAAでGACC℡GGGCA℡GGC℡CCAAGCCAAGCGGAAGCCCAAGCGAGCCCCCACGAAAGACA

X Y E A V V Y　且　R　絨　℡　W A W L Q A R R E p R R A p　℡　Ⅹ　DI曹

1820

‘07

TIR
1，10

CでÅCGACGCm℡℡GTCTCC℡ACA椚GAGAACGAC℡CCAAC℡GGGTGG姐姐CA℡CA℡GG℡GCAGCAGC℡GGAGCAGGCA℡G℡CCCCCCm2000

Y D A F V S Y　5　E　Ⅳ　D S　Ⅳ　W V　ヱ　ⅣⅠ月　V Q Q L E Q A C p p F　‖7

℡AGGC℡G℡GCC℡CCA℡旭GCGGGAC叩℡G℡GCC℡GGGAAG℡GGA℡℡G℡GGACAACA℡CA門GAC℡CCAⅢGAGAAGAGCCACAAGACGCT20，O

R　工　C　乙　ヱ　R R D F V p G R WIV D　ⅣⅠID　5IE R　5　E R　℡　L　∽7

Cm℡G℡GC℡A℡CAGAGCACmTG℡GCÅGAGCGAG℡GG℡GCAAG℡A℡GAGC℡GGAm℡C℡CGCACm℡CGCC℡℡m℡GACGAGAACAACGA2180

F V L S E E F V Q S E V C R Y E L D F S　ヱ　F RIF D　ヱ　Ⅳ　Ⅳ　D　727

℡G℡GGCGA℡CC℡CA℡CC℡GCTGGAGCCCAT℡CAGAGCCAGGCGA℡CCCCAAGAGGmC℡GCA兢CTGCGGAAGA℡通℡GAACACCAAG由2270

V AIlIム1E pIQ S O AIp R R F C R L R EI艶　y　℡　E T　757

〒〒禦戸〒〒T竺1一三姐竺▲Gヲ山号▲G9▲G▲T閉門℡GGG仙址C門札姐GC▲GC℡C℡▲舶▲℡C卯▲G▲℡▲GGA℡。▲m山A
Y L E V p p D E‡¢　Q Q　比　F W E　Ⅳ　L X A A　乙　R S　＊

℡AC℡A℡AA℡℡GC℡G℡℡AC門GC門℡GAAAmGmC℡AmCG℡GTC℡G℡GA℡CA℡G

23‘0

AA℡GGAGAC℡G℡AGCCA℡CC℡C℡AC℡GGA℡mA℡門CCA℡℡GCCmⅢ℡G℡CCC℡mA℡C℡A℡CでGでA℡C℡ATC℡ACCAGAGATC℡GAGC2450

図1・3B・ニワトリTLRTy匹2の塩基配列および予想されるアミノ酸配列

シグナル配列を下線で、膜貴通領域を点線で、ル結合型糖鎖付加可能部位のアミノ酸を矢先で示した。

また、各ドメインの開始位置を矢印で示し、C－teminalnankingregionは四角で囲ったoType1とType2で
異なるアミノ酸は、色をつけて示した（灰色）。なお、縮重プライマーに対応する配列を白抜きで示した。
（GenBankA∝eSSionNo・，ABO46533）
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図1・4．ニワトリTLRTy匹1とTy匹ヱの塩基配列の比較（A）とその遺伝子座（B）

A）ニワトリTLRTypelとType2の塩基配列を模式的に示した0図中の数値は、塩基
レベルでの両タイプ間の相同性を示している。矢印で示したORF中央部は、それ

ぞれのタイプに特異的な塩基配列になっており（斜線またはドットで示した領
域）、この領域における相同性は57・0％であったo
B）ニワトリTLRのそれぞれのタイプに特異的なORF中央部に対するプローブを用
い、FISH解析を行った。両タイプは共に、ニワトリ第4染色体の長腕側、セント

ロメア近傍ql．1に検出された。
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図1・5・ニワトリmの一次構造

ニワトリmの予想されるアミノ酸配列よりドメイン構造を推定した。ニワトリ

TuType1とType2は、細胞外にそれぞれ12個、13個のLeucinerichrepeat（L蝕）ド
メインを有し、細胞内のTou〝し1receptorhomology（¶R）ドメインは両タイプで完全
に一致した0図中の数値は、細胞外および細胞内における両タイプ間の相同性を示
している0なお、括弧内の相同性は、それぞれのタイプに特異的な部分（斜線また
はドットで示した部分）のみを比較したものである。
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表1・1．ニワトリmとヒトTLRのアミノ酸配列における相同性

huTLR

ChTLR　　　　　1　　2　　　3　　　4　　　5　　　6　　　7　　　8　　　9　　10

TypelTota1　30．3　52．6　21．7　24．9＿21．6　29．3　24．5　23．2　21．1　30．2

LRR　　25．8　45．3　23．1　26．1　20．3　24．6　22．1　23．4　29．0　18．7

（39・8）

Ty匹2　To也1　29．5　53．0　23．1　24．9　22．0　29．2　23．6　23．1　22．7　29．2

LRR　　24．8　46J　23．1　20．0　20．9　24．6　22．0　21．1　29．0　19．3

（45・0）

m　　52．4　別I．7　27．3　39．9　28．3　51．7　38．8　35．8　34．0　50．3

ニワトリTLR（ChTLR）と現在までに報告されているヒトTLR（huTLR）1－10をアミノ酸
レベルで比較し、全体汀Ot叫またはLRRドメインが複数個存在する細胞外領域¢RR）、
細胞内のmドメインのみでそれぞれ比較した場合の相同性を示した。また、括弧内の
相同性は、Typel、Type2に特異的なORF中央部のみを比較した場合を示している。
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図1・‘．ニワトリTLRmRNAの組織分布

A）ニワトリTLRのmRNAの組織分布をNorthernblot解析により検討した。［α－32p］dCTP
で標識したType2のORF全長をプローブとして用いた。なお、コントロールとし
て、ニワトリGAPDHに対するプローブを用いて、同様に検出した。

B）ニワトリTLRTypel、Type2について、それぞれのmRNAの組織分布をRT－PCRに

より検討した。なお、コントロールとして、β－aCtinに対するプライマーを用いて、
同条件で反応を行った。
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図1・7．ニワトリTLRタンパク質の組織分布（A）と糖鎖付加量（B）の検討

A）ニワトリTLRのタンパク質の組織分布をWesternblot解析により検討した0各ニワ
トリ組織から採取したタンパク試料500pg（BSA当量）をSDS－PAGE（6％アクリル

アミド）で分離した。これをPVDF膜に転写した後、抗ニワトリTLRポリクローナ
ル抗体を用いて検出した。なお、コントロールとして、ニワトリTLRのリコンビ

ナント体（C末端にHis－tagを付加したニワトリTLR）を発現させたRK13細胞の可溶
化試料を用いた（右の2レーン）。

B）ニワトリTLRに付加するN一結合型糖鎖量を検討した。ニワトT）TLRを発現させた

RK13細胞を可溶化後、N－glycosidaseで処理した（＋）可溶化試料と未処理（－）の可

溶化試料をSDS－PAGE（7．5％アクリルアミド）で分離したo pvDF膜に転写した
後、抗ニワトリポリクローナル抗体を用いて検出した。図の右側に分子量マーカ
ーを示した。
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1・4．考察

現在までに機能が報告されているTo11〃LRは晴乳類と昆虫類のみである。本研究

では、晴乳類よりも下等な鳥類における几Rの単離および機能解析を行い、晴乳類
のそれと比較することを目的とした。

まず、ニワトリ几Rのクローニングを試みたところ、ファブリキウス嚢のcDNA

ライブラリーから2種類のニワトリTLR（Typel、Type2）のcDNAを単離すること

に成功した0ニワトリTLRTypelとType2のcDNAの特徴として、1）開始メチオ

ニン付近と終止コドン付近およびORF中央部の約600bpの塩基配列が互いに異なっ

ているだけで、その他の塩基配列は全く同じであること、2）両者のイントロンは共

に開始メチオニンの直前に存在し、ORFが一つのエクソンでコードされていること

が挙げられる0これらのことから、ニワトリTLRTypelとType2は、オルタナティ

ブスプライシングによってできたものではなく、異なる遺伝子でコードされている

と推測された0配列の一部が異なるだけであるにもかかわらず、別々の遺伝子でコ

ードされている几Rは、今までに報告されていない。ニワトリのゲノムサイズはヒ

トの約3分の1しかなく、岨Cに至っては10分の1であると報告されている（47）0

そのため、ニワトリでは遺伝子産物に多様性を持たせるために、遺伝子の重複と組

換えが頻繁に起こっていると考えられる0実際、ニワトリにおける物理的ゲノムサ

イズ当たりの染色体組換え頻度は、ヒトの約2・5倍、マウスの約6倍であることが示

されている（48）0本研究の1－3－1（2）のFISH解析において、両タイプのニワトリTLR

が同一染色体上の近傍に検出されたことから（図1－4B）、TypelとType2は、重複

した遺伝子の組換えによって、分子の多様性を遺伝子レベルで獲得したものである
可能性が示された。

ニワトリTLRは、その予想されるアミノ酸配列より、細胞外領域は12（Typel）ま

たは13（Type2）個のLRRドメインで、細胞内領域はTIRドメインで構成されるI

型の膜タンパク質であることが明らかとなった○また、ニワトリ几Rは、両タイプ

共にヒト几鮎に最も相同性が高く、特に、Tmドメインは80％と非常によく保存さ

れていた0一方、LRRドメインが連続して存左する細胞外領域の相同性は50％弱に

とどまっていたことから、几Rの細胞内シグナル伝達系が種を越えて保存されてい

るのに対し、認識できるリガンドは動物種によって異なることが示唆された。この

相違は、晴乳類と鳥類の生活空間や食生活の違いによるものであると思われる。

NorthemblotとRT－PCR解析から、ニワトリTLRのmRNAは種々の臓器に発現し

ていることが明らかとなった0これは、脳、肺、牌臓、筋肉、末梢血リンパ球にそ

の発現が局荏しているヒトやマウス乱鮎（17，49－51）とは異なり、ニワトリ几Rが

多機能タンパク質である可能性を示している0一方、タンパク質は肝臓、牌臓に加

え、心臓、砂のう、筋肉といった結合組織を多く含むような臓器に強い発現力溜め

られた0これまで几Rのタンパク質レベルでの組織分布は不明であったが、本研究

において初めて、免疫関連臓器のみならず、結合組織を含む臓器にも強く発現して
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いることが明らかとなった。ショウジョウバエTollが筋組織の分化に関わっている

という報告もあり（52）、結合組織におけるTLRの発現意義について興味が持たれる。

また、mRNAとタンパク質の発現分布が一致していない点について、本研究で明ら

かにすることはできなかった。しかし、TLRのタンパク質の発現量が極端に低いこ

とや（53）、ある種の細胞株ではTLRのmRNAが発現していても、タンパク質の発

現は確認できないことが報告されている（30）。几Rのタンパク質の発現調節機構は

不明な点が多く、これからの解析が期待される。

また、ニワトリTLRのタンパク質は、両タイプともに糖鎖修飾されており、Typel

はType2よりも多く糖鎖が付加していることがわかった。最近、ヒトTLR4におい

てル結合型糖鎖がその機能に関わっていることが報告されたことから（54）、ニワト

リ　TLR両タイプにおける糖鎖量または糖鎖付加部位の違いが、それぞれの機能に影

響を及ぼす可能性が考えられる。また、Type2で検出された2本のバンドは、N－

glycosidase処理後に一本のバンドとして検出されたことから、糖鎖付加量の異なる2

種のType2の存在が明らかとなった。

＿＿＿」L＿



第2章　ニワトリTLRの機能解析

第1章で単離したニワトリTLRTypelとType2の異物認a／シグナル伝達レセプ

ターとしての機能を検討したoHEK293細胞とニワトリ几Rを発現させたHEK封招

細胞において、種々の刺激を加えた時の肝－KBの活性化をレポ一夕ージーンアツセ

イにより測定し、比較検討したので、以下に報告する。
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2・1．実験材料および試薬

組胞

ヒト腎由来HEK293細胞は、10％（Vk）非働化FCS、100U／mlpemici11inG、100LAg／mi

StrePtOmyCinsulfateを含むDMEMを用いて370c、5％CO2存在下で培養した。

抗鐘

抗ヒトCD14モノクローナル抗体（3ClO）および抗ヒトCD14ポリクローナル抗体

（55）は、九州大学医学部牟田達史博士より供与された。FACS解析用の抗ヒトCD14

モノクローナル抗体（MO52）はIMMUNOTECHより購入した。また、FITC標識ヤ

ギ抗マウスまたはウサギIgGF（ab，h抗体は、AmericanQualexAntibodiesのものを用

いた。マウス抗FuGモノクローナル抗体M2は、Sigmaより購入した。ヤギ抗ビ

オチン抗体およびブタ抗ヤギIgG抗体は、それぞれVectorおよびBiosourceより入

手した。

細菌、細菌構成威令

∫廟わcocc比ゞ甲肋椚最ねP・甲痛卵液触，ATCC12228）、∫叫妙わcocc比！α〟reMド・

α〟re那，ATCClO832）、ぶか甲加OCC鮎〝Oge乃e∫P・メサOge〝e∫）、∫打甲わでOCC比ゞク乃e〟〝抑乃加（且

PtWumOniae，ATCC49619）、mSSeriameningitidisqmeningitidis，ATCC13090）、Candidd

α肋cα那（C・α肋cα那，ATCC5527）、上由一融α㈲㈲甲わge〃朗¢．〝∽㈲甲わge乃q髄膜炎患

者分離株）、叫′CObacterium bovis（鱒bovis，Bacillus Calmette－Guerin岬CG））および

叫′COみαCf由Ⅶ椚α血椚（肱α血叫、は、大阪府立公衆衛生研究所の鈴木定彦博士より供

与された。∫cゐお0∫αCCゐαrO叩Ce∫CαeV由加ド．cαe血加，L㈹）は、北海道大学の山本隆

晴博士より供与された。Escherichiacoli鱒．coltDH5α）は、LifeTeclmologiesより購

入した。

E・COliO127：B8LPSはLifeTeclmologiesより購入した。Sabnonellaminnesota（S．

椚加乃郎0呵Re595、∫α肋∽眠肋りp砂椚〟わ〟椚ド・押卸椚〟血叫および且押砂∽〟血∽Re

LPSはSigmaのものを用いた（図2－10参照）。S．aureusのpePtidoglycanげGN）およ

び1ipoteichoicacidP・TA）はそれぞれFUけKAとSigmaより購入した。また、MALP－2

は、文献（56）に従って合成されたものを用いた。

発現プラス＋ミ＋ド

ヒトCD14の発現プラスミド（ベクター：pME18s）は、筑波大学の西村仁博士より

（57）、ヒトMD－2の発現プラスミド（ベクター：PEFBOS，C末端にHis－tagとFuG－tag

が導入されている）は、東京大学医科学研究所の三宅健介博士から（33）それぞれ供

与された。ニワトリMD－1およびヒトTLR2は、当研究室において単離したものを、

発現ベクターPME18sとpEFBOSにそれぞれ組み込んだ。
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武豊

Fl珊CytOmetry仲ACS）解析

FACSbuffer

免疫沈降

TBS

lmMDTSSP

Lysisbuffer

0・1％BSA，0・1％NaN3，D－PBS

0・1MTris－HCl（PH7．4），0．75MNaC1

3mgDTSSP，5mlD－PBS

l％（Wル）NP－40，0・15MNaCl，10mMEDTA，1mg／ml

iodoacetamide，1mMPMSF，20mMTris－HCl（PH7・4）
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2・2．方法

ロ　コ　　　　□　　　　閂

ニワトリ乱Rを一過的に発現させたHEK293細胞をピペッティングによりはがし、

FACSbufferで3回洗浄した。1XlO6個の細胞に対し、FACSbufferで50匹g／miに調

製したウサギ抗ニワトリTLR抗体またはウサギIgGを30匹l加え、40cで1時間反応

させた。細胞をFACSbufEer500匹1で3回洗浄し、同bufferで25LAg／miに調製したFITC

標識ヤギ抗ウサギIgGF（め，）2抗体30匹1を加えて40cで30分さらに反応させた。再

び細胞をFACSbuffer500plで3回洗浄した後、同buffer500LAlで再懸濁し、細胞の

蛍光強度をFACSCalibur（駄cton－Dickinson）で測定した。なお、ヒトCD14検出の際

は、1次抗体にぉぃ釘血の抗ヒトCD14モノクローナル抗体（MO52）30匹1を用い、

2次抗体として25匹g／miに調製したFrrC標識ヤギ抗マウスIgGF（ab，）2抗体を30pl
使用した。

レ～　ェ‾－ゼー　ノ、－　－～つ－、閂。

（1）トランスフェクション

HEK293細胞を3XlO5cells／2mi／wellで6－Wellプレートにまいた。翌日、1well当

たり発現プラスミド5pg、NF－1dレポ一夕ープラスミド匝NFkB－Luc，Stratagene）0．5

LAg、PSV－β－Galactosidaseコントロールベクターげromega）0．025LAgをリン酸カルシ

ウム法（MammalianTranSfectionkit，Stratagene）によりトランスフェクションした。24

時間以内にD－PBSで1回洗浄後、培地交換を行った。解析には、トランスフェクシ

ョン後40－48時間の細胞を用いた。なお、ニワトリTLR、ヒトCD14、ヒトMD－2を

含む発現プラスミドはそれぞれ2．5帽トランスフェクションし、ヒトn鮎を含む

発現プラスミドは0・25帽用いた。インサートの入っていない空のベクター匝ME18s）

で、トランスフェクションに用いるDNA総量を5帽に調製した。

十

（2）ルシフェラーゼアツセイ

トランスフェクション後の293細胞を6－Wemプレートから24＿Wellプレートにまき

直した。その際、6－Wellプレートの1we11分の細胞を24－Wellプレートの5または6we11

に均等にまき、培地は1weu当たり0．5mlまたは1mlとした。様々な刺激物を漆如

した後、370c、5％CO2存在下で6時間培養し、細胞を回収した。回収した細胞は、

D－PBS500plで2回洗浄し、1Xlysisbuffer（β－GalactosidaseEnzymeAssaySystem，

Promega）100tLlを加えて－800cで凍結させた。その後、室温で15－20分間インキュベ

ー卜し、12，000叩mで2分間遠心して上清の可溶化試料を回収した。可溶化試料中

のルシフェラーゼ量は、PicaGene（東洋インキ）のルシフェラーゼ基質を用いて、

ALOKAルミネッセンスリーダーPLR－201）で測定した。また、可溶化試料中のβ－

Galactosidase量をβ－GalactosidaseEnzymeAssay Systemによって測定し、トランスフ

エクション効率を求めた。なお、ルシフェラーゼアヅセイの原理を図2－1に示した。
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臥1・批足労細胞を用いたルシフェラーゼレポータージーンアツセイ

肛氾93細胞にニワトリmの発現プラスミド、肝一畑レポ一夕ープラスミド、およびトランス

フェクション効率測定用のβ－Galactosidaseコントロールベクターを同時にトランスフェクションし

た040－4綿間後の細胞を各刺激物で錦間刺激し、可溶化した後、試料中のルシフェラーゼ量を測定した。

（3）刺激物の調製

各種LPSは、市販の粉末を滅菌済みのD－PBSで1mghnlに調製して用いた。MM＿2

は、2－1で示した方法に従って合成し、25mMOocty1－glucoside－D－PBSで200pMに

なるように可溶化して用いた0且紺e揖由来のPGNまたはLTAは、市販の粉末を

D－PBSで1m如1に調製し、使用直前にソニケーションを行った。また、各種細菌

は、Wまたは加熱処理（刷rC、30分）で死菌にした後、D胡Sで洗浄し、同バッ

ファーでOD㈱が0・5または1・0になるように懸濁したものを反応系に加えた。なお、

LPS、細菌以外の刺激物は、常にpolymyXinB（Sigma）処理してから用いた。刺激物

のpolymyXinB処理は、D－PBSで1mghnlに調製し、フィルター滅菌したpolymyXinB

を刺激物に対して等量加え、37。cで1時間インキエペー卜することにより行った。

つ－－　　ニ　l　　　　ビ　、＿妻

D－PBSで1mghnlに調製した抗ニワトリTLRポリクローナル抗体を0・1MNaHCO3

bH8・5）バッファーに対して透析した0使用直前にSulfo－NHS－BiotinⅣector）を0．1M

NaHCO3bH8・5）バッファーで1mか山に調製し、この溶液6叫1を抗体溶液1血に

加え、室温で2時間撹拝した0反応後、溶液をD胡Sに対して透析し、4。c、10，∝旧叩m
で10分間遠心して、上清の抗体溶液を回収した。
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2－2－4．免疫沈降

HEK293細胞にリン酸カルシウム法でニワトリTLRType2単独、もしくはType2

とヒト　CD14をそれぞれ含む発現プラスミドを同時にトランスフェクションし、48

時間後に且押砂〝∽血∽uS（終濃度1匹釘血）を加えて370cで1時間インキュベー

卜した0その後、回収した細胞をD－PBSで3回洗浄し、1mMDTSSP（PIERCE）を1X

lO7ceus／血になるように加え、40cで1時間撹押して細胞膜上の分子を架橋した。そ

の後、細胞をTBSで1回、続いてD－PBSで2回洗浄し、IysisbufEerを加え、1XlO7cells／mi

の濃度で可溶化した。これを40c、15，000叩mで20分間遠心し、その上清を可溶化

試料とした。可溶化試料150匹1ずつをマウスおよびウサギIgG合わせて5帽を予め

吸着させたProteinGSepharose（AmershamPharmacia）10匹1に加え、氷上で時々vortex

しながら非特異的に吸着するタンパク質を取り除いた。1時間後、可溶化試料と

ProteinGSepharoseの入った1・5miチューブの底にマイクロインジェクターCrerumO）

で穴を開け、3，000叩mで1分間遠心して上清とゲル（プレクリア画分）を別々に回

収した0この上清に抗ヒトCD14モノクローナル抗体（3ClO）3L＾gを加え、40cで一

晩反応させた。これを、1ysisbufferで洗ったProteinGSepharoselO匹1に加え、40cで

1時間撹拝し、吸着画分としてゲルを、非吸着画分として上清を回収した。吸着画分

およびプレクリア画分のゲルについて、Iysisbu鮎rで3回洗浄した後、2XSDSsample

bu鮎rを10pl加え、1000cで5分間処理して泳動サンプルとした。一方、非吸着画

分は、30匹1（1／5量）を泳動サンプルとした。これらのサンプルは、還元条件下で

SDS－PAGE（7・5％アクリルアミド）後、ビオテン標識ウサギ抗ニワトリTLR抗体（5

t＾g／mi）、続いてヤギ抗ビオチン抗体、さらにブタ抗ヤギIgG抗体を用いたWesternblot

解析で、ニワトリTLRを検出した。
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2・3．実験結果

1・ニワトリnRの異物認詠シグナル伝達分子としての機能

2・ニワトリ几Rを介したシグナル伝達におけるヒトCD14依存性
3・異物におけるニワトリ乱Rの認識部位

4・ニワトリ几Rが認識する細菌および細菌成分の検討

l　一畳　講書、ヾノノブ　レー、　　　の　能

ヒト几鮎または几R4発現細胞では、リガンドとなる刺激物の添加により転写因

子肝－kBが活性化する（15－16）0そこで、ニワトリ几Rの異物認識／シグナル伝達分

子としての機能を検討するため、ニワトリ几R発現細胞における肝－kBの活性化を

ルシフェラーゼを用いたレポ一夕ージーン解析により測定した。この解析に、ヒト

由来の蛇足93細胞を用いた理由として、ニワトリnRの細胞内領域¶Rドメイン

がヒト几鮎のそれと80％の相同性を示し（表1－1）、両動物種間においてシグナル伝

達系が類似している可能性が考えられたことが挙げられる○なお、蛇足93細胞に

は、ヒト几R2と4がmR阻レベルで発現していないことが明らかになっている（55）0

まず、ヒト几鮎のリガンドとされているマイコプラズマ由来のリボペプチド

M山一2で両ニワトリ几R発現細胞を刺激したところ、両者において肝一KBの活性

化が認められた（図2－4A）0次に、蛇足93細胞上での両タイプの鯛量をFACSと

Westernblot解析により調べたところ、Type2はTypelよりも発現量が低かったが（図

2－3A）、肺－kBの活性化を強く引き起こしていることがわかった。また、両タイプを

共発現させると、それぞれの単独発現時よりも活性化が若干強まったが、顕著な正

の相乗効果は認められなかった（図2－4A）0

次に、ヒト几R4のリガンドであるLPSで刺激した場合も同様に検討した。ヒト

TLR4はLPSの情報を伝達する際に、LPSレセプターとして知られるCD14（58）と

コファクターである岨－2の両方を必要とすることが今までに報告されている（34）
（図2－2）。そこで、ニワトリTLRとヒトCD14またはヒトMD－2を共発現させた

細胞（ニワトリTLR－CD14／293、ニワトリTLR－MD－2／293）における、LPS刺激時の

NF－kBの活性化を調べたoE・COHLPS刺激の場合、Type2では、Type2－CD14／293ま

たはType2－MD－2／293において肝．kBの活性化がみられた0特にType2－CD14／293

では、コントロールの約3倍の活性化が引き起こされた0一方、Typel発現細胞で

は、ヒトCD14や岨－2の共存にかかわらず肝－KBは活性化しなかった（図2－4B）o

TypelまたはType2とヒトCD14やMD－2との共発現細胞におけるヒトCD14とMD＿2

の発現量を調べたところ、その発現量は両タイプ間で差が認められなかった（図2－3

B）0なお、ニワトリ几R－0014一犯－2′293についても検討したが、3分子の共発現に

よる顕著な正の相乗効果は確認できなかった（データは示さない）0

さらに、ニワトリ岨一1共発現細胞における肝－kBの活性化についても検討した

（図2－5）。ヒト岨－1は、LRRタンパク質肌05のコファクタ一分子で、肌05およ

び几R4と分子集合体を形成し、B細胞上でLPSを認識している言われている（59－61）
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（図2－2）。一方、ニワトリでは、MD－1がMyb誘導遺伝子としてすでにクローニング

されているが（62）、RPlO5の存在は不明である。そこで、ニワトリMD－1が、本研

究で単離したニワトリTLRの直接的なコファクターと成り得るかどうかを検討した。

その結果、MALP－2、LPSのいずれで刺激した場合も、ニワトリMD－1はTypelお

よびType2を介したNF－KBの活性化に影響を与えなかった。なお、ニワトリMD－1

の発現は、どちらのタイプのニワトリTLR発現細胞においてもほぼ同等であった（図

2－3B）0

2，3－2．ニワトリTLRを介したシグナル伝達におけるヒトCD14依存性

2－3－1（図2－4B）で述べたように、E．coliLPS刺激の場合、ニワトリTLR－CD14／293

においてNF－KBの活性化が増強されることを見いだした。そこで、様々な刺激物を

用いたときのヒトCD14による増強効果について調べた。

MAW－2刺激では、Typel－CD14／293、Type2－CD14／293の両方において、ニワトリ

TLR単独発現時に比べNF－KBの活性化が3－5倍に増強された（図2－6上）。次に、由

来の異なる3種のLPSを用いて同様に実験を行ったところ、且coJfと且りp砂椚〟血椚

LPSの刺激により、Type2－CD14／293においてType2単独発現細胞の約3倍の応答

がみられた（図2－6下）。一方、Typel発現細胞はヒトCD14の存在にかかわらず、LPS

には応答しなかった。また、ヒト　CD14単独発現細胞では、いずれの刺激を加えた

場合もNF－kBの活性化は起こらなかった。

ヒトの場合、CD14へのLPSの輸送には血清中のLPS－bindingprotein（IBP）が必要

であることが知られている（63，6り（図2－2）。そこで、先に見られたヒトCD14によ

るNF－kB活性化の増強効果に、FCS中のLBPが関与しているかどうかを調べるため、

これまでの実験系であるFCS添加培地条件下をコントロールとし、FCS非添加培地

条件下でのNF－kBの活性化を比較した。FCS非添加培地条件では、LPS刺激による

NF－KBの活性化が、Type2／293、Type2－CD14／293のどちらにおいてもほとんど消失

した（図2－7下）。同様に、M－2刺激によるNF－kBの活性化も、ニワトリTLR－

CD14／293において低くなり、ヒトCD14による増強効果が弱まった。しかし一方で、

ニワトリ　TLR単独発現細胞では、FCS非添加培地条件の方がM－2刺激による

NF－KBの活性化が強かった（図2－7上）。

次に、ヒト　CD14共発現によるニワトリ　TLRの発現量の変化を調べた。MM－2

またははS刺激時、未刺激時において、ヒトCD14の共発現によりニワトリTLRの

発現量が大きく変化することはなかった（図2－8）。この結果から、ヒトCD14はニワ

トリTLRの発現量に影響を及ぼさないことが明らかとなった。

さらに、ニワトリTLRType2とヒトCD14の細胞膜上での相互作用を、免疫沈降

法により検討した。その結果、S．りPhymuriumLPSで刺激したType2－CD14／293の可

溶化試料を抗ヒトCD14抗体で免疫沈降したが、ニワトリ1LRは共沈してこなかっ

た（図2－9）。この結果から、ヒトCD14がニワトリTLRと直接、強力に相互作用し

ている可能性は低いと考えられた。なお、抗ヒト　CD14ポリクローナル抗体を用い
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て、ヒトCD14が1％Ⅳ－40を含むIysisbufftrで細胞膜から可溶化されていることを

確認している（データは示さない）○

つ－一　畳　こ、　ニ　　ー　　　認識部持

LPSは、1ipidA、Rコアおよび0抗原多糖部から構成されている（図2－10）○現在

までに、ヒトやマウスTLR4のLPS認識部位として1ipidAが指摘されている（21，33）○

そこで、ニワトリTLRのLPS認識部位を検討した。図2－6の結果をみると、Type2／293

またはType2－CD14／293では、S・OphymuriumLPS刺激で応答が起こるが、同じサル

モネラ属のS・minnesotaRe595LPSでは応答が起こっていない。S．minnesotaRe595LPS

は、Rコアおよび0抗原多糖部を欠損したRe型LPSであることから、ニワトリ几R

がほSの糖鎖を認識している可能性が考えられた0そこで、糖鎖を欠損した且

OphymuriumのRe型LPS（以下St・－ReLPS）を刺激物とし、ニワトリTLRType2を介

した肺一畑の活性化を糖鎖を持つ且輌ぬれPS（以下St－ほS）の場合と比較し

た0その結果、St・－ReLPSで刺激すると、Type2n93では全く活性化がみられず、ま

たType2－CD14／293での活性化はSt－LPS刺激時の約5分の1に減少した（図2－11）0

これらの活性化がus自身によるものであるかどうかを確かめるため、それぞれの

LPSをpolymyXinBで処理し、失汚させてから加えたところ、SL－WSによるNF＿kB

の活性化がほとんど完全に抑制されたのに対して、St・－ReLPSによる活性化は全く抑

制されなかった（図2－11）0菌体から精製したSt・－ReI・PS試料には、LPS以外の菌体

成分も含まれていることが報告されている（35）0従って、St．－ReLPS刺激で見られた

Type2－CD14／293におけるNF－KBO活性化は、LPSではなく、LPS以外の混入物に

より引き起こされたものであることが考えられた0以上の結果から、ばSの糖鎖部

分がニワトリ几RType2の認識部位である可能性が示された。

ヒト几鮎についても同様に、認識部位の検討を行った0ヒト几鮎発現細胞にお

いてもSt－LPS刺激でNF－kBの活性化が見られたが、ニワトリTLRとは異なり、ヒ

ト0014共発現による正の相乗効果はほとんど認められなかった（図2－11上）○一方、

St・－ReLPSで刺激すると、St－LPS刺激時に比べてヒトTLR2n93で約50％、ヒト

几鮎－Cm昭93で若干肝一成の活性化が小さくなるものの、強い活性化が認められ

た（図2－11下）0両LPSをpolymyXinB処理により失活させると、St－IRS刺激時の

ヒト几矧293およびヒト几鮎－0014′293、St・－ReIJS刺激時のヒト几矧293におい

て、画叩y裏nB未処理の時に比べて約50％の活性が抑制された。この結果から、ヒ

トTLR2は、St－LPS、St・－ReLPSのどちらも認識することができ、その認識に糖鎖は

必須ではないことが示された0しかし、どちらのLPSをpolymyXinB処理した場合

も、肝一価の活性化は完全には抑制されなかった0さらに、5倍量の匹1ymy血Bで

LPSを処理しても、活性化の抑制は1倍量のpolymyXinBで処理した場合とほとんど

変わらなかった（データは示さない）。このことから、ヒト几鮎は、ばSを認識で

きるが、LPS試料中に含まれるLPS以外の物質に対しても非常によく反応すること
が示された（図2－11）。
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2－3－4．ニワトリ几Rが認識する細菌ぶよび細菌成分の検討

ニワトリ　TIRのその他のリガンドを模索する目的で、様々なバクテリアに対する

細胞応答を同様な実験方法で検討した。本研究では、ヒト　TLR2が認識する可能性

のあるものを含め、7種類の細菌／真菌を用いた。その結果、グラム陽性細菌である且

画肋血血、∫．α〟re鮎、ム〝∽仰甲f曙e乃e∫の菌体を刺激物として用いた場合に、ニワ

トリ¶uむ293においてNF－kBの活性化が認められた（図2－12）。これらの活性化は、

いずれもヒト　CD14共発現下において増強された。また、グラム陰性菌であるⅣ

meningitidis刺激では、Type2－CD14／293のみで細胞応答が見られた。本研究の今まで

の結果から考えると、この応答はⅣ肋血吻而血のLPSによるものと思われる（図2－

12）。次に、細菌のどの成分をニワトリTLRが認識しているかを調べるため、NF－kB

の活性化を引き起こしたS．aureusについて、その菌体成分であるpeptidoglycanPGN）

と1ipoteichoicacid（u叫に注目し、同様な実験を行った（図2－13）。その結果、PGN

で刺激した場合に、Type2－CD14／293でNF－kBの活性化が見られたことから、PGN

はニワトリTLRで認識される成分の一つであることが明らかとなった。
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LPS LBP

／　＼
RPlO5　　　　　　TLR4

Endotherialcell，fibroblastetc

Bcell

図2・2・ヒト細胞上におけるLPSの認識機構

現在までに報告されている、ヒト細胞上におけるLPS認識機構を示した。内皮
細胞や繊維芽細胞などにおけるばSの認識は、主にTu臥小CD“＝MD－2の分子集合体
が行っている0しかし瑚胞では、細胞特異的に鯛しているL眼タンパク質
肌05とコファクターである分泌タンパク質岨－1がm4と分子集合体を形成し、

LPSを認識していると言われている0また、LPSはLPS－bindingproteinP・BP）によっ
てこれらのレセプターに運ばれると考えられている。
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図2・3．ニワトリTLR仏）およびコファクター（B）のHEX封旧細胞における発現

A）HEK293細胞に発現させたニワトリTLR（ChTLR）について、FACS（左）とWestern

blot解析（右）を行った。1次抗体として抗ニワトリTLRポリクローナル抗体を用い
た。なお、FACS解析後のヒストグラムの下に、3種のラインについて、トランス

フェク卜した発現プラスミドと検出抗体の組み合わせを示している。

B）コファクターとして用いたヒトCD14（huCD14）、ヒトMD－2（huMD－2）およびニワ

トリMD－1（ChMD－1）の共発現細胞におけるそれぞれの発現量を調べた。細胞膜上

のhuCD14の検出は、抗ヒトCD14モノクローナル抗体（RMO52）を用いてFACS解

析を行い（左）、培養上清中のhuMD－2およびchMD－1は抗FLAG抗体を用いWestern

blot解析を行った（右）。＼なお、FACS解析後のヒストグラムの下に、トランスフェ
ク卜した発現プラスミドと検出抗体の組み合わせを示した。
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図2・4・M・2仏）およびL指呼）刺激時のニワトリmを介した抑・畑の活性化

A）MAIR－2（終濃度1pM）で各種cDNAをトランスフェク卜した肥E293細胞を刺激し

た0横軸は、用いたニワトリnRのcDNA、またはインサートを含まない空ベクタ

ー（Ve血r）を示している。縦軸は、空ベクターをトランスフェク卜した細胞の末刺

激時におけるルシフェラーゼ量を1として、それぞれのcDNAをトランスフェク卜

した細胞におけるNF一成の活性化を比活性値で示している。

B）E・COliLPS（終濃度10pg／mi）で各種cDNA％トランスフェクしたHEK293細胞を刺激

した。横軸は、トランスフェク卜したcDNAの組み合わせ（＋，トランスフェク卜し
た；－，トランスフェク卜していない）を示している。また、図中のアステリスクは

有意差を示している（＊＊，p＜0・005；＊，p＜0・01）0

なお、㈹および岬）の結果は、3回の実験から得られた3つ以上の値の平均値を
標準偏差を付けて示した。
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Vector Typel Type2

TransfectedcDNAs

図2－5．ニワトリMD・1を共発現させた細胞におけるニワトリmを介したNF・kB

の活性化

ニワトリmのみを発現させたHEK293細胞（－）およびニワトリTLRと共にニワト

リMD－1（ChMD－1）を発現させた細胞（＋）を、M－2（終濃度丹M）（上）または且coJi

ばS（終濃度10匹釘mり（下）で刺激し、NF－KBの活性化を検討した。NF－kBの活性化

は、コントロール¢ectorの未刺激時におけるルシフェラーゼ量）に対する比活性値で
示した。

なお、これらの結果は、3回の実験から得られた3つ以上の値の平均値を標準偏差
を付けて示した。
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TransfbctedcDNAs

Type2

図2・‘・ヒトCD14を共発現させた細胞におけるニワトリTLRを介したW．畑の
活性化

ニワトリTLRのみを発現させたHEK293細胞0およびニワトリTLRと共にヒト

0014（huCD14）を発現させた細胞（＋）を、M－2（終濃度1岬（上）または3種の

LPS（g・α萬0127‥B8，∫・椚加昭0ねRe595，且励r血椚，終濃度10帽血机下）で刺激

し、肝一成の活性化を検討したoNF一成の活性化は、コントロール（Vedorの末刺激
時におけるルシフェラーゼ量）に対する比活性値で示した。

なお、これらの結果は、3回の実験から得られた3つ以上の値の平均値を標準偏差
を付けて示した。
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図2・7．ニワトリmを介したNF・kBの活性化に及ぼすFCS中の分子の影響

ニワトリmのみを発現させたHEK293細胞HおよびニワトリTLRとヒト

CD14（buCD14）を共発現させた細胞（＋）を、M－2（終濃度0・8LAM）（上）、また

はS．ophymuriumIRS（終濃度1LAghnl）（下）で刺激し、NF－1（Bの活性化を、FCS

存在下げCS（＋））またはFCS非存在下岬CSト））で検討した。NF－kBの活性化

は、コントロールトectorの末刺激時におけるルシフェラーゼ量）に対する比活
性値で示した。なお、3回行った実験のうち、1回の結果を代表で示している。
他の実験結果もほぼ同様な傾向を示した。
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図2・さ．ヒトCD14共発現によるニワトリTLRの発現量の変化

ニワトリTLRのみを発現させた細胞汀ypel、Type2）とニワトリTLRと共にヒ

トCD14を共発現させた細胞（Typel－huCD14、Type2－huCD14）における、ニワト
リTLRの発現量をFACS解析により検討した。それぞれの細胞をMALP－2（終濃度1
匹M）またはLPS（S・typhymuriumLPS，終濃度1pg／ml）で刺激した後に、抗ニワトリ
nRポリクローナル抗体を用いて細胞表面のニワトリTLRの発現量を測定した。
FACS解析後のヒストグラムの下に、トランスフェク卜した発現プラスミドと検
出抗体の組み合わせを示した。なお、図中の数値は、太線のヒストグラムにおけ

るgeo－mean値を示しており、括弧内の数値は、細線のgeo－mean値を示している。
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図2．，．ニワトリTLRとヒトCD14のHEEユタ3細胞上での相互作用

S．碑hymuriumLPS（終濃度1t＾g／ml）刺激（＋）または未刺激（－）のニワトリTLR

（ChTLR）Type2単独あるいはchTLRType2とヒトCD14（huCD14）の共発現細胞を

1％NP－40で可溶化し、抗huCD14モノクローナル抗体（3ClO）を用いて免疫沈降を

行った。マウス／ウサギIgG－ProteinGSepharoseに吸着した非特異的な画分（Pre－

clear）、抗huCD14抗体－PtoteinGSepharoseに吸着した画分（huCD14（＋））また吸着し

なかった画分匹uCD14（－））を還元条件下でSDS－PAGE（7・5％アクリルアミド）後、
PVDF膜に転写し、1次抗体としてビオチン標識抗ニワトリnRポリクローナル抗

体、2次抗体としてヤギ抗ビオチン抗体、さらに3次抗体としてブタ抗ヤギIgG抗

体を用いて、ニワトリTLRを検出した。
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図2・10．Ⅰ∬Sの構造

uSとRe型けSの構造を模式的に示した（上）0且co′fばS（69）と且躯和明〟r血

ばSの構造（70）は、0一抗原、R－コア部分を中心に示した（下）0
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図2・11・糖鎖欠損型LPS、ぶ・相和刑〟血朋ReLPS刺激時のニワトリTLRTy匹2な

らびにヒトⅧを介したNF・kBの活性化

ニワトリTLRType2またはヒトTu2匝uTLR2）のみを発現させたHEK293細胞0

およびType2またはhuTIR2とヒトCD14（huCD14）を共発現させた細胞（＋）を糖鎖を欠
損していないS・押hymuriumuS（St．－LPS）（上）または糖鎖を欠損したS．oIQymurium

Re型us（St・－ReLPS）（下）で刺激し、NF－kBの活性化を検討した。Ⅰ．PS阻害剤である

polymyXinB処理匝01ymyXinB（＋））または未処理bolymyXinB（う）の各IRSは、終濃度

ILAghnlになるように反応系に加えた。NF－KBの活性化は、コントロールトectorの未刺

激時におけるルシフェラーゼ量）に対する比活性値で示した。なお、3回行った実験の
うち、1回の結果を代表で示している。他の実験結果もほぼ同様な傾向を示した。
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図ヱ・u・細菌債菌で刺激した時のニワトリTLRを介したNF・畑の活性化

ニワトリmのみを発現させた＝EK293細胞HおよびニワトリTLRとヒト0014

匝uCD14）を共発現させた細胞（＋）を様々な細菌′真菌（各グラフの上に表示）懸濁液

で刺激し、肝一成の活性化を検討した0各グラフの横軸は、未刺激時のグラフと同

様であるoNF一成の活性化は、コントロール什ectorの末刺激時におけるルシフェラ
ーゼ量）に対する比活性値で示した○また、括弧内の数値は、細菌／真菌懸濁液の
OD600の値を示している0なお、これらの結果は、3回の実験から得られた3つ以上
の値の平均値を標準偏差を付けて示した。
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mを介したNF・kBの活性化

ニワトリTLRのみを発現させたHEK293細胞0およびニワトリTLRとヒトCD14

匝uCD14）を共発現させた細胞（＋）をS．aureus由来のpeptidoglyanげGN）および

IipoteichoicacidO．TA）で刺激し、NF－kBの活性化を検討した。NF－1（Bの活性化は、

コントロールト∝加の末刺激時におけるルシフェラーゼ量）に対する比活性値で示
した。PGNおよびLTAは、ソニケー卜した後にpolymyXinBで処理し、20匹ghnlに
なるように反応系に加えた。なお、これらの結果は、3回の実験から得られた3つ
以上の値の平均値を標準偏差を付けて示した。
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表2・1・ニワトリmとヒト¶uuの微生物に対する認識

ChTLR

Typel
Bacteria

Gmm・pOSitive

∫．α〟柁〟∫

且甲祓椚血払　　　　＋＊

且jツ聯乃e∫

且p乃e比椚0乃ぬe　　　　＿

ム傲耽り呵押頂　　＋＊

G柑m・negative

班藩適

Ⅳ仇如廃墟払　　　＿

Mycobade血

〟二ゐov由　　　　　　　　一

裾烏城融

Fungi

C．α払わα那

Yeast

針顔料壷録

†

l■■

Type2

＋＊

＋＊

－

－

＋＊

＋

＋＊

＋
ト∵

リ　÷

熱

■

く¶■六阜

÷　　：′

㌫圭浩圭

huTLR2

＋（20）

n．d．

n．d．

＋（71）

＋（72）

＋（35）

＋当73）

藩牌

＋（28）

n．d．

＋ヤ24）

ニワトリm（ChnR）が認識する微生物についてヒトnR2仲u¶u㍑）のものと
比較した0アステリスクで示した微生物几Rの組み合わせでは、ヒト0014の共発
矧こよって細胞応答が増強された。また、図2－12では示していない組み合わせを灰色で囲った。

＋，認識する；－，認識しない；n．d．，報告なし
＃，当研究室における未公表結果より
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2・4．考察

ニワトリn．Rが異物認識／シグナル伝達レセプターとして機能するかどうかをルシ

フェラーゼを用いたレポ一夕ージーンアツセイにより、NトKBの活性化を指標にし

て検討した。ニワトリTLRTypel、Type2は共に、ヒトTLR2と最も相同性が高い

ため、まずヒトTLR2のリガンドであるマイコプラズマ由来のリボペプチド、M－2

を刺激物として用いた。その結果、ニワトリTLRの両タイプにおいてNF－1（Bの活性

化が認められたことから、ニワトリTLRはM－2を認識すると考えられた。さら

に、Type2に関しては、ヒトCD14共存下においてE．coliおよびS．りPhymurium由

来のLPSも認識できることが明らかとなった。ヒトTLR2の場合、∫．りp砂椚〟ri〟椚由

来のLPS刺激によりNF－1（Bを活性化させるが、その活性化はpolymyxinBでLPSを

失汚させても約50％しか抑制されなかったことから、残存する50％の活性化は、LPS

試料中に含まれているLPS以外の物質によって起こっていると考えられる（図2－11

上）。一方、ニワトリTLRType2の場合は、POlymyxinB処理により失活させたS．

りPhymurium LPS刺激ではNF－1（Bの活性化をほとんど引き起こさないことから、LPS

そのものを認識していることが示された（図2－11上）。ニワトリTLRType2は、

MAIR－2、LPSの両方を認識できることから、ヒトTLR2と4の機能を併せ持つTLR

であることが明らかとなった。

また、TypelとType2のLPSに対する応答性の違いは、ORF中央部の互いに異な

る部分に起因するものと考えられる。この部分で両タイプは1）LRRドメインの個数

（図1－5）、2）糖鎖修飾（図1－7B）、が異なることから、これらの相違により、分子全

体の立体構造が両者で大きく異なり、認識できるリガンドや相互作用できるコファ

クタ一に違いが生じた可能性が考えられる。

本研究では、いくつかのコファクターをニワトリTLRと共発現させ、ニワトリTLR

の異物認識への影響をみているが、特に興味深い知見が得られたのは、ヒト　CD14

共存下における細胞応答である。MAIR－2およびLPS刺激時のニワトリTLRを介し

たNF－KBの活性化は、ヒトCD14共存下で非常に増強される（図2－6）。この増強効

果は、ヒトTL氾を介した場合では認められない（図2－11上）。2－3－3から得られた以

下の2つの知見、1）ヒトCD14の共発現によってニワトリTLRの発現量は変わらな

いこと、2）ニワトリTLRとヒトCD14は強く相互作用していないことから考えると、

ヒト　CD14は強力な結合力を利用して異物を膜上にひきつけ、それをニワトリ1LR

へ受け渡す“運び屋”の働きをしていると考えられる。最近、ヒト細胞上において、

CD14がLPSを捕らえ、それをシグナルを伝える別の分子集合体に受け渡している

という仮説が報告された（65，66）。これまでに報告された知見と考え合わせると、ヒ

ト　TLR4がこの分子集合体に含まれる可能性が高い。本研究で得られた結果は、こ

のような現象がニワトリ　TLR－ヒト　CD14／293においても起きていることを示唆して

いる。CD14がどのようにして1tRまたはn．Rを含む分子集合体に異物を受け渡す

のか、などの具体的な機構について、今後検討していく必要があると思われる。

49



さらに、このようなヒトCD14による増強作用には、ヒトCD14以外の分子も関わ

っていることがFCSを添加しない実験系から明らかとなった（図2－7）oLPSの場合、

この増強作用にはFCS中のLBPbS必要であり、晴乳類で考えられているLPS輸送

機構と同様に、uSはLBPによりまず0014へ、さらにニワトリ乱Rへ受け渡され

ていると考えられる。興味深いことに、MALP－2の場合もLPS同様、ニワトリTLR＿

CD14／293での細胞応答はFCS依存的であった0このような現象はヒトTLR2では見

られない0しかし、LPSほど依存性が高くないことから、ニワトリTLRは単独で

MALP－2を認識してシグナルを送ることもできるが、ヒトCD14とFCS中の分子が

存在すると、M－2との接触頻度が高くなり、シグナルが大きくなると考えられ

る0一方、ニワトリ几R単独発現細胞では、M－2刺激の場合、FCS非添加時の

方が強い細胞応答が起きた0これは、FCS中にM－2と結合する分子が存在し、

その分子はヒトCD14のようにM－2をニワトリnRに受け渡すことができない
と推測された。

以上の結果から、ニワトリ几Rを介した異物の認識は、CD14によって制御され

ていると考えられる0このような制御には、次のようなメリットが考えられる。

1）CD14が発現している免疫担当細胞において、異物に対する免疫応答を効率よく
惹起することができる。

2）TLRの発現やリガンドが少量であっても、CD14の共存により強い応答を引き起
こすことができる。

ニワトリのCD14ホモログは未だにクローニングされていないが、ニワトリにもヒ

ト0014に似た分子が存在し、TLRの機能を制御している可能性が十分に考えられ

る0今後、ニワトリCD14をクローニングし、nRとの関係を確かめる予定である。

また、どのような種類の細菌をニワトリTLRが認識するのかについても検討した。

その結果、ヒト几鮎と同様、主にグラム陽性菌に対して強い応答を誘導すること

がわかった（表2－1）oさらに、S・aureuSのPGN刺激で、Type2－CD14／293において細

胞応答が見られたことから、ニワトリTLRはグラム陽性菌のPGNを認識している

と考えられた0しかし、同じグラム陽性菌でも、∫か甲加OCC〟∫属には全く反応しな

い0グラム陽性菌のPGNは、菌種によってその構成成分が異なることから、ニワト

リ几Rの認識部位が、PGN全体ではなく、さらに特定のPGN構成物質である可能
性が考えられる。

本研究において、ニワトリ几RはM－2、ばS、PGNといった、菌体構成成分

を認識することが明らかとなった0ヒト几鮎も様々な成分を認識すると報告され

ているが（20一次）、その認識部位は同定されていない。筆者は、2－3－3において、ニ

ワトリTLRType2の認識部位の1つが糖鎖である可能性を示した（図2－11）oType2

は且co〟と且励〟rf肌由来のぴSを認識できるが、両者の刺激によるNFぺ月の

活性化には大差がある0これは、2種のびSにおける糖鎖量、もしくはある種の糖

の含有量の違いによるものと思われる（図2－10）0几Rが糖を認識するという報告は

現荏までになく、本研究で得られた知見は大変興味深い。しかし、M－2は糖を
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含んでいないことから、ニワトリ　TLRの認識部位は、糖鎖だけではないことが考え

られる。TtRの認識部位については、さらに限定した菌体成分の合成品を用いた解

析が必要であると思われる。
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終章

筆者は、異物認軌シグナル伝達レセプターとして異物の排除に関わる、基本免疫

分子几Rに着目し、晴乳類よりも下等な動物においてTLRを単離し、機能解析を行

った0以下に、本研究において明らかにしたことを示す。

1・ニワトリファブリキウス嚢のcDNAライブラリーから、2種のTLRホモログ（ニ

ワトリTLRTypel、Type2）をクローニングした0これらは、ORF内の塩基配列が

ほぼ同じであるにもかかわらず、別々の遺伝子によりコードされており、共に叫1

の位置で近傍に存荏していたことから、遺伝子の重複と組換えによってできたもの
であると予想された。

2・ニワトリ几RのmR甑は、幅広い臓器で発現しており、特に心臓、肺、肝臓、

卵巣では両タイプが強く発現していた。一方、タンパク質は肝臓、牌臓以外に、心

臓、砂のう、筋肉といった結合組織を多く含む臓器で強く発現していることを明ら
かにした。

3・ニワトリ乱Rの一次構造は、両タイプ共にヒト几鮎に最も相同性が高く、細胞

内領域のmドメインは、ニワトリとヒトで非常によく保存されていた。これは、TLR

のシグナル伝達系が種を越えて保存されていることを示唆する。

4・ニワトリ几Rは、両タイプ共にヒト几鮎のリガンドであるM－2を認識した。

さらに、Type2はヒトCD14共存下で、ヒトTLR4のリガンドであるLPSを認識し

たことから、Type2がヒトTLR2と4の機能を併せ持つTLRであることを明らかに

した0また、TypelとType2での認識物の相違は、両タイプに特異的な一次構造部
位に起因するものと考えられた。

5・ヒト0014共存下で、ニワトリTLRを介した肝一成の活性化が増強されたことか

ら、ヒトCm4がニワトリmの異物認識時の強力なコファクターとして働くこと

を明らかにした0このことから、ニワトリにもヒト0014と似た働きをする分子が

存在し、ニワトリ几Rの機能を制御している可能性が考えられた。

6・異物における、ニワトリ几Rの認識部位の一つが、糖である可能性を示した。

52

1　　　■



本研究では、鳥類においてもTLRによる異物認識機構が存在することを明らかに

した。単離した2種のニワトリTLRは、共にヒトTLR2のホモログと考えられた。

また、最近、ヒトTLR3や5と相同性を示すニワトリcDNA断片が別のグループか

ら単離され、データベース上で公開されている。さらに、サルモネラ感染に関与す

る遺伝子座、以PJと刀VCがニワトリにおいて同定されており、これらの遺伝子

座に変異があるとサルモネラ菌に対して不応答性になることが報告されているが

（67）、両遺伝子座は、今回単離したニワトリTLRの遺伝子座とは異なる。これらの

ことから、ニワトリにおいても何種類かのTLR分子がファミリーを形成しており、

それらによって様々な異物の認識が行われていると考えられる。しかし、1）本研究

で単離したニワトリTLRは、ORFの一部の配列の相違により、異なる機能を獲得し

ていたこと、2）ニワトリTLRType2が、ヒトTLR2と4の機能を併せ持っていたこ

と、3）ニワトリでは、免疫応答を引き起こす細菌がヒトよりも限定されていること

（68）、を考え合わせると、ニワトリTLRのレパートリーはヒトよりも少ないことが

予想される。こうしたレパートリーの少なさを補強するため、ニワトリでは、本研

究でその存在が示唆されたヒトCD14の機能的ホモログ分子により、ニワトリ几R

が適所で、最大の機能を発拝できるように制御されている可能性が考えられる。

今後、より下等な動物種のTLRを単離し、コファクタ一因子との相互作用を調べ

ていくことで、生物における異物認識機構の全貌が明らかになり、その機構におけ

る基本免疫系の重要性が示されることを期待する。
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