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Toll-1ike receptor (TLR)の単離と機能解析

要旨

自己･非自己の認識は､個体の同-性を保持し､種を保存していくために重要
なｼｽﾃﾑである｡これまでの研究から外来異物などの非自己成分の排除は､主
に免疫系が行っていると考えられている｡免疫系は､仝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て
いる｡ﾋﾄなどの高等動物においては､基本免疫､獲得免疫の両方が相互作用し
ながら生体防御にあたっており､生命を推持していく上で重要な役割を果たして
いる｡ -方､無顎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､生命を推持していくことができる｡この事実は､異物を識別･排除するｼ
ｽﾃﾑが生物に普遍的に存在しており､基本免疫の分子がこのｼｽﾃﾑに関与し
ていることを示唆している｡

近年､ﾋﾄにおいて､基本免疫分子の-つであるToll-1ikereceptor(TLR)がｸ
ﾛ-ﾆﾝｸﾞされた｡ TLRは､ｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴにおける細菌感染時に重要な生体
防御分子､ Tollの構造的､機能的ﾎﾓﾛｸﾞとして報告された｡ﾋﾄTLRは､ -次

構造上でﾌｱﾐﾘ-を形成しており､複数のTLRが細胞外のLeucinerichrepeat
(LRR)ﾄﾞﾒｲﾝを介して様々な外来異物の構成成分を認識し､細胞内のToll〝L-1

receptorhomology(TIR)ﾄﾞ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(NF-1d)を活性化することが明らかになりつつある｡しかし､ﾋﾄTLRを

介した異物認識機構は､基本免疫系しか存在しないｼｮｳｼﾞｮｳﾊﾞｴのそれとは
異なり､括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､獲得免疫系を括性化する｡基本免疫しか持たないｼｮ
ｳｼﾞｮｳﾊﾞｴのTollと両免疫系を持つ晴乳類の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と推測
できる｡そこで筆者は､この仮走を検証する目的で､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､卵生動物において初めてその機能を解
析し､晴乳類のものと比較した｡

まず､現在までに機能が報告されているﾏｳｽTLR2とTLR4およびｼｮｳｼﾞｮ
ｳﾊﾞｴTollのTIRﾄﾞﾒｲﾝにおいて､比較的ｱﾐﾉ酸が保存されている部分に対
応する縮重ﾌﾟﾗｲﾏ-を作製し､ﾆﾜﾄﾘﾌｱﾌﾞﾘｷｳｽ嚢のcDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ

-を鋳型としてPCRを行った｡その結果､ 2種のﾆﾜﾄﾘTLR(Typel､ Type2)
を単離することに成功した｡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ﾄﾞﾝ付近およびoRF中央部の連続した約600
bp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仝く同じである
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-つ



のｴｸｿﾝでｺ-ﾄﾞされていることが挙げられる｡これらのことから､ﾆﾜﾄﾘ

TLRTypelとType2は､ｵﾙﾀﾅﾃｲﾌﾞｽﾌﾟﾗｲｼﾝｸﾞによってできたものでは
な

よ

く

う

､異なる遺伝子でｺ-ﾄﾞされていると推測された｡晴乳類においては､この
なTLRの報告はない｡また､ﾆﾜﾄﾘTLRは､両ﾀｲﾌﾟ共にﾋﾄTLR2に最

も相同性が高く､特にTIRﾄﾞﾒｲﾝは80%と非常によく保存されてし1た｡ -方､
LRRﾄﾞﾒｲﾝが連続して存在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､ TLRの細胞内ｼｸﾞﾅﾙ伝達系が種を越えて保存されているのに対し､
認識できるﾘｶﾞﾝﾄﾞは動物種によって異なることが示唆された｡
次に､ RT-PCRとwesternblot解析により､ﾆﾜﾄﾘTLRのmRNAおよびﾀﾝﾊﾟ

ｸ質の発現分布を調べた｡その結果､ mRNAは種々の臓器に発現していることが

明らかとなり､ﾆﾜﾄﾘTLRが多機能ﾀﾝﾊﾟｸ質である可能性が示された｡ -
方､ﾀﾝﾊﾟｸ質は肝臓､牌臓に加え､心臓､砂のう､筋肉に強い発現が認めら
れ､免疫関連臓器のみならず､結合組織を多く含む臓器にも強く発現しているこ
とが明らかとなった｡
さらに､ﾆﾜﾄﾘTLRが異物認識/ｼｸﾞﾅﾙ伝達ﾚｾﾌﾟﾀ-として機能するか

どうかをﾙｼﾌｪﾗ-ｾﾞを用いたﾚﾎﾟ-ﾀ-ｼﾞ-ﾝｱｯｾｲにより､ NF-kBの活
性化を指標にして検討した｡その結呆､ﾆﾜﾄﾘTLRは､両ﾀｲﾌﾟ共にﾋﾄ
TLR2のﾘｶﾞﾝﾄﾞであるﾏｲｺﾌﾟﾗｽﾞﾏ由来のﾘﾎﾟﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞ､ MALP-2を認識し

た｡さらに､ Type2はﾋﾄcD14共存下で､ﾋﾄTLR4のﾘｶﾞﾝﾄﾞである
Lipopolysaccharide (LPS)を認識したことから､ Type 2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｡また､ TypelとType2での認識物の相違
は､分子中央部に存在する､それぞれのﾀｲﾌﾟに特異的な-次構造部位に起因す
るものと考えられた｡また､ﾋﾄcD14共存下で､ﾆﾜﾄﾘTLRを介したNF-kB

の括性化が増強されたことから､ﾋﾄcD14がﾆﾜﾄﾘTLRの異物認識時の強力
なｺﾌｱｸﾀ-として働くことを明らかにした｡このことから､ﾆﾜﾄﾘにもﾋ
ﾄcD14と似た働きをする分子が存在し､ﾆﾜﾄﾘTLRの機能を制御している可
能性が考えられた｡
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｡しかし､ 1)本研究で単離したﾆﾜﾄﾘTLRは､ oRFの-部の配列の相違

で､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､免疫応答を起こす細菌がﾋﾄよ
りも限走されているという報告が成されていることを考え合わせると､ﾆﾜﾄﾘ
TLRの多様性はﾋﾄよりも少ないことが予想される｡こうした多様性が少ないと
いった弱点を補強するため､ﾆﾜﾄﾘでは､ﾋﾄcD14の機能的ﾎﾓﾛｸﾞが存在
し､ﾆﾜﾄﾘTLRが適所で､最大の機能を発揮やきるように制御している可能性
が考えられる｡



論文審査結果の要旨

申請者氏名福井理

免疫は微生物の多様性の識別と排除を通して宿主生体防御を司る｡遺伝子の同-性､

種の保存性は-部これによって維持される｡免疫系は長い間ﾘﾝﾊﾟ球の遣伝子再編成に

よって微生物の多様性に対抗する多様なｸﾛ-ﾝを獲得すると信じられてきた｡これが

高等生物のみの特殊化された系であること､ 120万種の動物のうち110万種以上はこれ

以外の生体防御系を持つ故に感染症･がんなどから免れることがごく最近明らかになっ

た｡即ち､生物に普遍的な微生物の認識･排除機構は既知の獲得免疫とは別に存在し､

この生物に普遍的な生体防御系を基本免疫と呼ぶ｡基本免疫はgermline-encodedであり

子孫に伝わり種を越えて比較対応が可能である｡さらに､ﾋﾄでも基本免疫が保持され

ており､ﾘﾝﾊﾟ球の獲得免疫と連動して宿主保存に働くことが判明したのは3年前であ

る｡今日でも生命の進化史でﾋﾄの免疫系が確立した過程は不明であるが､高等動物の

基本免疫系の発見によって､ 1)免疫系が生物の進化の-環として5憶年以上の歴史を

もつこと､ 2)さらに､難治性免疫疾患は基本免疫を含めた｢免疫系｣の異常として根

本から見直す必要があることが判明してきている｡申請者はこの観点からﾄﾘの免疫系

の解析を行ったもので､以下の成果を上げている｡

1) 2種のﾆﾜﾄﾘTi.RをcDNAｸﾛ-ﾆﾝｸﾞした｡ﾆﾜﾄﾘTLRのmRNAは､幅

広い臓器で発現しており､特に心臓､肺､肝臓､卵巣では両ﾀｲﾌﾟが強く発現していた｡

-方､ﾀﾝﾊﾟｸ質は肝臓､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｡

2)ﾆﾜﾄﾘTLRの-次構造は､両ﾀｲﾌﾟ共にﾋﾄTLR2に最も相同性が高く､細胞

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

のｼｸﾞ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｡

3)ﾆﾜﾄﾘ¶JRは､両ﾀｲﾌﾟ共にﾋﾄⅥJR2と共通の微生物のﾘｶﾞﾝﾄﾞ(LPS,ﾘﾎﾟ

蛋白質､ぺﾌﾟﾁﾄﾞｸﾞﾘｶﾝ)を認識した｡ﾆﾜﾄﾘTLRは両方ともNF-1<Bを強く括性

化した.異物におけるrILRの認識ﾓﾁ-ﾌが種を越えて保存されており､微生物に特

有のﾊﾟﾀ-ﾝ･糖や脂質であることを示した｡

以上､本論文で申請者はﾄﾘのﾊﾟﾀ-ﾝ認識ﾚｾﾌﾟﾀ-を世界で最初に報告し､その

構造･機能をは乳類の相同ﾚｾﾌﾟﾀ-と詳細に比較検討し､ﾎﾆﾕｳ類と鳥類の共通性

と独自性を推諭した｡本研究は生命の進化と生体防御の関連など学術的視点に止まらず

畜産･人畜共通感染など応用科学の領域にも広く貞献が見込まれる｡よって蕃査委員-

同は､本論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)の学位論文として価値あるものと認めた｡


