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自然免疫 細胞 は、Toll・LikeReceptors（TLRs） な どのパ ター ン認識受容体 を介 して病

原体成 分 を認識 し、1型 イ ンター フェロン （IFN） や炎症性 サイ トカイ ンの産生 を誘

導す る。TLRは エ ン ドソームに局在 しウイル ス核酸認識 を行 うTLR3、TLR7、TLR9

や 、細胞膜 に局在 し主に細菌成分の認識 に関わ るTLR2、TLR4、TLR5に 大別 され る。

本 研 究 で は 、エ ン ドソー ム 内p且 制御 を担 うV型ATPaseのATP6VOD2又 は

ATP6VlB2サ ブユ ニ ッ トを欠損 す るマ クロフ ァー ジ細 胞株RAW264．7細 胞 （以下

VOD21（0、VIB2KO） を樹立 し、解析 を行 った。 その結果 、 これ らKO細 胞 では、

TLR3、TLR7、TLR9刺 激後の1型IFNや 炎症性サ イ トカイ ン産 生量が減少 してお り、

エ ン ドソー ムのpH制 御 が これ らTLRの 機能発揮 に重 要で あるこ とが示 された。興味

深 い こ とに、VOD2KO細 胞では、TLR4の 合成 リガ ン ドである リボ多糖 （LPS） 刺激

後 の炎症性 サイ トカイ ン量が増加 し1型IFN発 現が減少 していた。TLR4は 細胞膜上

でLPSを 認識 後 、転写因子NF・ κBを 介 した炎症応答 を誘導す ると同時 にエ ン ドサイ

トー シス され別 の転写因子IRF3を 介 した1型IFNの 産 生 を誘導す る。実際、VOD2KO

細胞 で はLPS刺 激後 のNF・ κBの リン酸化 量が増加 し、IRF3の リン酸化量が減少 し

ていた。ま た、VOD2KO細 胞 ではTLR4の 細胞膜 上での発 現が増加 してい た。次 に、

LPSの 内在化 を指標 とした発現ス ク リーニ ングに よ り、細 胞 内小胞輸送 を担 うARF

フ ァ ミリーARF6を 同定 した。ARF6欠 損RAW264．7細 胞 （以下ARF6KO） を樹立

し解析 を行 った ところ、ARF6KO細 胞 ではTLR4の 発 現が強 く維持 され てい た。ま

た、ARF6とV型ATPaseの 相互作用 を見いだ し、ARF6が エ ン ドソーム内pH環 境

を介 したTLR4の 内在化 の制御 に関与す るこ とが示唆 され た。TLR4の 内在化 は、細

胞膜 上で継続 的 にLPSを 認識 し過剰な炎 症応答 が誘導 され るのを防 ぐ 「1．PSトレラン

ス」として定義付 け られてい る。そ こで、VOD2KO細 胞 に2度 のLPS刺 激 を施 しLPS

トレランスを誘 導 した ところ、炎症性サイ トカイ ンの産 生能 が依然保 持 されLPSト レ

ランス が破綻 して い ることが明 らか となった。

以上 の こ とか ら、V型ATPaseは 核酸認識 型TLRを 介す る自然免疫応答 に加 え、

TLR4を 介 した炎 症制御機構 に重要 な役割 を果 たす ことが明 らか となった。 また、そ

の欠損 はLPSト レランスの破 綻に繋が るこ とか ら、LPSに よる敗血症 の発症機 序の理

解 やV型ATPaseが 敗血症治療標 的にな りうるこ とを示唆 してい る。
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Toll・likereceptors（TLRs） は細菌や ウイル ス等 の構成成分 である分子パ ターンを認

識 し、炎症 とい った 自然免疫応 答誘 導の起点 とな る受容体 ファ ミリーで ある。TLRフ

ァ ミ リー は細胞表 面 に発現 し主 として細菌 の細胞壁成 分 の認識 に関わ る もの と、エ ン

ドソーム等 の細胞 内小胞 に発現 しウイルス の核酸成 分 を認 識す るもの に大別す る こと

がで き るが 、それ らの細胞 内局在制御機 構や生理 的意義 にっ いては不 明な点 が多 い。

申請者 はエ ン ドソー ム内pH制 御 の中心 的役割 を担 うV型ATPaseに 着 目し、TLRを

介 す る 自然免 疫応答 に関す る解析 を行った。
へ

申請者 は、V型ATPaseの サブユニ ッ トで あるATP6VOD2又 はATP6VIB2を 欠損

す るマ クロファー ジ細胞株RAW264．7細 胞 （以下VOD2KO、VIB2KO） をゲ ノム編

集 技術 に よ り樹立 し、TLRリ ガ ン ドに対す る 自然免疫応答 を検討 した。そ の結果 、欠

損 細胞 では、エ ン ドソー ム局在す る核酸認識型TLRを 介す る自然免疫応 答が減 弱 して

い る一方 、グ ラム陰性細菌構成成分 の一っ であ り敗 血症の原 因 となる リボ多糖 （LPS）

で刺激 後 の炎症性 サイ トカイ ン量 が顕著 に増加す るこ とを新 たに見い だ した。興 味深

い こ とに、V（OD2KO細 胞 では、野生型細胞で見 られ るLPS刺 激後 のTLR4の 内在化

が障害 され てお り、刺激後 も細胞表面 に持続 的に発現 し下流 シ グナル経路 を強 く活性

化 してい た こ とか ら、 これ が過剰 な炎症応答 の要 因 の一つ であ る と考 え られ た。 この

内在 下は、LPSに よ り過剰 に産生 された炎症性サイ トカイ ンが原 因 となる敗血症 を抑

制 す る機構 の一つ と して注 目され てい る。 実際 に、LPSで プ ライ ミング したマ クロフ

ァー ジは、二度 目のLPSに 不応答 を示す ことが知 られてお り、 この現象 はLPSト レ

ランス と呼 ばれ る。VOD2欠 損細胞 では二度 目のLPS刺 激 時において も炎症性サイ ト

カイ ンの産生 が認 め られ 、LPSト レランスが破綻 していた。 この ことは、VOD2依 存

的 なTLR4の 内在 下 がLPSト レランスの誘 導 に重要 な役割 を果 た してい る ことを強 く
へ

示唆す るもので ある。 さらに、TLR4内 在下 を制御す る分子機 構 につ いて の解析 を深

め、細胞 内小胞輸 送 を担 うARFフ ァ ミリー の一つARF6を 同定 した。ARF6欠 損細胞

で は、TLR4の 細胞表面発現が充進 してお り、LPS刺 激後 の内在化 も認 め られ なか っ

た。 また、ARF6がV型ATPaseと 相互作用す る可能性 を示す結果 も得 られ 、V型

ATPase依 存 的 なTLR4の 内在 下 にARF6が 関与 してい るこ とが示唆 され た。

以上 の よ うに、本論文 はV型ATPaseがTLR4の 細胞 内局在 を制御す ることで敗血

症 の抑制 やLPSト レランスの維持 におい て中心的な役割 を果た してい る ことを強 く示

唆す る もので 、学術 上、応 用上貢献す る ところが少 な くない。よって審査委員一 同は、

本 論文 が博 士 （バ イオサイエ ンス） の学位 論文 として価値 あ るもの と認 めた。


