
論文内容の要旨

申請者氏名上堀淳二

免疫ｱｼﾞｭﾊﾞﾝﾄとは､免疫応答の調節括性を有する物質として定義されている｡

従来､免疫ｱｼﾞｭﾊﾞﾝﾄには微生物成分(PAMPs)が広く用いられており､古くから腫

癌に対する非特異的な免疫療法として臨床応用されてきている｡なかでもMycolic

acid､ Arabinogalactan､ Peptidoglycan (PGN)を基本骨格とするBCG-CWS (celﾄwall

skeleton)は､早くから臨床応用され､術後に単独で用いる免疫療法において好結果

が得られている｡しかし､ BCG-CWSを含む多くのPAMPsは直接ﾘﾝﾊﾟ球に応答しないた

め､その抗腫疲機構は全くの謎であった｡近年､自然免疫の中心的役割を担う樹状紬

胞(DC)やﾏｸﾛﾌｱ-ｼﾞ(Md))の1'D Vl'tI･0における分化誘導系の確立､さらには多

くのPAMPsを認識するTolﾄ1ike receptor (TLR)ﾌｱﾐﾘ-の発見に伴い免疫機構の

解明が飛躍的に進んだ｡同時に､自然免疫が免疫応答全体の開始や方向付けにおいて

重要な位置を占めると認識されている｡

しかしBCG-CWSを含む免疫ｱｼﾞｭﾊﾞﾝﾄによる抗腰疲免疫機構に関しては､未だ分

子ﾚﾍﾞﾙでの解明には至っておらず､自然免疫の基礎的な分子性状を明らかにするこ

とが求められる｡従って､本研究ではBCG-CWSによる免疫応答の最初のﾀ-ｹﾞｯﾄに

なりうるDCおよびM¢に焦点を絞り､ BCG-CWS認識機構の解明を試みたo

まず､ DCに対するBCG-CWS括性部位の同定を検討したoその検定方法として､

immature DCから抗原提示能の高いmature DCへの移行に伴い発現上昇する成熟化ﾏ-

ｶ-と炎症性ｻｲﾄｶｲﾝの産生を指標に解析を行った. BCG-CWS各成分と単球由来

I)Cを共培養した結果､ BCG-PGNでのみI)C成熟化ﾏ-ｶ-の発現上昇とTNF-α､ IL-6､

IL-12p40の産生が認められた｡ BCG-CWS､ BCG-PGNによるDC成熟化がどのような機序

で起こるのかを解明するため､TLR欠損ﾏｳｽM¢を用いてTNF-αの産生を指標に解析

を行ったところ､ BCG-CWS､ BCG-PGNともTLR2およびTLR4の両方を介してｼｸﾞﾅﾙを

伝えることが明らかとなったoさらに､ TLR2/4共通のｱﾀﾞﾌﾟﾀ-分子であるMyl)88欠

損ﾏｳｽM¢においてもTLR欠損ﾏｳｽの結果と同様にTNﾄαの著しい減少が認めら

れた｡また､ﾋﾄDCにおいてもTLR2/4を阻害することでTNF-αの産生が減少するこ

とが明らかとなった｡

TLRがPGNのどのような構造を認識しているかについては不明であるため､ﾘｶﾞﾝﾄﾞ

の同定を試みた｡まず､ PGNのｱｼﾞｭﾊﾞﾝﾄ括性を有する最小構造単位であるﾑﾗﾐﾙ

ｼﾞﾍﾟﾌﾟﾁﾄﾞ(MI)P)を用いて検討したところ､ PGNで起こるTLRを介した応答やl)C成熟



化は認められなかった｡これをうけ､ MDPにはなく､ PGNだけに含まれる様々な修飾が

TLR認識に関係しているのではないかと推測された｡そこで､修飾のなかでもTLR2/4

に対する多くのPAMPsに存在する脂肪酸付加に着目し､MDPに脂肪酸を付加したｱｼﾙ

化MDPを合成した｡ｱｼﾙ化MDPでDCを刺激したところ､ DC成熟化ﾏ-ｶ-の発現上

昇､ｻｲﾄｶｲﾝの産生が確認された｡さらにTLR2/4を阻害することで両者とも減少

するという結果も得られた｡また､ MyI)88欠損ﾏｳｽM?においてはｻｲﾄｶｲﾝ産生

が全く認められなかった.これらのｱｼﾙ化MI)Pを用いた解析の結果は､ BCG-CWS､

BCG-PGNの結果と同じ傾向を示した｡従って､ TLRによるPGN認識には､ PGNに対する

脂肪酸修飾が-つの標的にされると考えられる｡

TLRを介したDCの応答だけではその後の免疫応答､すなわち獲得免疫括性化は成り

立たず､抗腫癌作用を誘起するには抗原提示細胞による抗原の取り込みが必須の過程

である｡ -般にTLRはPAMPsに対する親和性が弱く､異物を細胞内に取り込むﾚｾﾌﾟ

ﾀ-には成り得ないと考えられており､膜への結合および食食には別のﾚｾﾌﾟﾀ-の

存在が示唆されている｡従って､ DCによるBCG-CWS認識および食食機構を明らかにす

べく解析を行った.FITC標識したBCG-CWSおよびBCG-PGNをDCに加え結合と食食を測

定した結果､BCG-CWSはCa2+依存的にDCに強く結合し細胞内に取り込まれるのに比べ､

BCG-PGNは結合も弱く､細胞内への取り込みも僅かであった｡また､各種単糖を用いて

結合阻害効果について検討したところ､ I)-galactoseとL-rhamnoseにより顕著に阻害

されるという結果が得られたoこれより､ I)Cに対するBCG-CWSの結合および食食には

I)-galactoseを含むarabinogalactanとL-rhamnoseを含む1inker regionの関与が示

唆された.この結果をもとに､生化学的手法を用いてarabinogalactanに結合する分

子の探索を行ったところ､当研究室により可溶型C-type lectinであるhuman

intelectinが同定された｡しかし, human intelectinはarabinogalactanに結合はす

るものの､機能を完全に解明するには至っていない｡従って､ arabinogalactanに結合

する分子(ﾚｾﾌﾟﾀ-)の探索を継続して行っている｡

以上､本研究の結果をまとめると1) DC成熟化におけるBCG-CWSの活性部位は

BCG-PGNであることを同定し､両者ともTLR2およびTLR4を介しMyI)88依存的にｼｸﾞﾅ

ﾙを伝えることを明らかにした｡ 2) TLRによるPGN認識には､ PGNに対する脂肪酸修

飾が-つのﾀ-ｹﾞｯﾄとなりうることを明らかにした｡ 3) DCによるBCG-CWSの結合

および食食はCa2+依存性であり､ D-galactoseを含むarabinogalactanとL-rhamnose

を1inker regionが重要であると示唆された｡



論文審査結果の要旨
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免疫ｱｼﾞｭﾊﾞﾝﾄは古くから腫疲に対する非特異的な免疫療法として臨床応用され

てきている｡しかし､ BCG-CWSを含む多くのPAMPsは直接ﾘﾝﾊﾟ球に応答しないため､

その抗腰療機構は全くの謎であった.本研究において､申請者は､ BCG-CWSによる免疫

応答の最初のﾀ-ｹﾞｯﾄになりうるDCおよびM¢に焦点を絞り､ BCG-CWS認識機構の

解明を試みた｡

まず､ DCに対するBCG-CWS括性部位の同定を検討した｡その結呆､ BCG-PGNでのみ

DC成熟化ﾏ-ｶ-の発現上昇とTNF-α､IL-6､IL112p40の産生が認められたoさらに､

そのｼｸﾞﾅﾙ応答に関わる機構を解析するために､ TLR欠損ﾏｳｽM¢を用いてTNF-

αの産生を指標に解析を行ったところ､TLR2およびTLR4の両方を介してｼｸﾞﾅﾙを伝

えることを明らかにしている｡

次に､そのﾘｶﾞﾝﾄﾞ･受容体認識機構を詳細に理解するために､ TLRが認識するﾘｶﾞ

ﾝﾄﾞの特性を試みた｡その際､ TLR2/4に働く多くのPAMPsに存在する脂肪酸付加に着

目することにより, TLRによるPGN認識には､ PGNに対する脂肪酸修飾が-つの標的に

なり得ることを示唆する結果を得た｡

-方､ TLRを介したDCの応答だけではその後の免疫応答､すなわち獲得免疫括性化

は成り立たず､抗腫療作用を誘起するには抗原提示細胞による抗原の取り込みが必須

の過程である.そこで､申請者は､さらに､ I)CによるBCG-CWS認識および食食機構を

明らかにするための解析を行った｡その結果､ I)Cに対するBCG-CWSの結合および食食

にはI)-galactoseを含むarabinogalactanとL-rhamnoseを含む1inker regionの関与

が示唆された｡現在､この結果をもとに､ arabinogalactanに結合する分子(ﾚｾﾌﾟﾀ

-)の探索を継続して行っている｡

以上､ BCG-CWSによるl)C成熟化機構について､ﾘｶﾞﾝﾄﾞとしての括性部位の同定､

受容体の実体､受容ｼｸﾞﾅﾙの伝達機構などの観点から明らかにした｡

以上のように､本論文は微生物成分による抗腫癌免疫機構を分子ﾚﾍﾞﾙで明らかに

したもので､学術上､応用上員献するところが少なくない｡よって審査委員-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｡


