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申請者氏名辻田忠志

ﾋﾄはｸﾞﾗﾑ陰性紬菌のﾘﾎﾞﾎﾟﾘｻｯｶﾗｲﾄﾞ(LPS)に強く応答してｴﾝﾄﾞﾄｷｼ

ﾝｼｮｯｸを起こす｡重篤な場合､死に至る｡ -方､魚類はLPSではなく､ﾊﾞｸﾃﾘ

ｱの鞭毛蛋白皿agellinに強く応答して､ｴﾝﾄﾞﾄｷｼﾝｼｮｯｸを起こす｡ -般に､

微量のnagellin (>1jl g)で死に至る.近年､ nagellinの認識がToll様受容体のTLR5

によって行われることがﾋﾄ･ﾏｳｽで判明した｡魚類にTLR5 orthologが存在する

ことがﾌｸﾞｹﾞﾉﾑﾌﾟﾛｼﾞｪｸﾄから判明した｡これとは独立に､申請者は四年前にﾆ

ｼﾞﾏｽからTLR5 orthologをcDNA cloningした｡驚くべきことに､このTLR5

ortholo嘗は細胞内ﾄﾞﾒｲﾝを欠く可溶型蛋白をｺ-ﾄﾞしていた｡そこで､申請者は

RT-PCR, 3'RACE, 5'RACEを用いて膜型TLR5 orthologをﾆｼﾞﾏｽからcloning

することを試みた. Southern解析の結果､ﾆｼﾞﾏｽには三種のTLR5 orthologsが存

在し､ -つはpsoidogene､ -つは可溶型TLR5 (rtTLR5S) ､もう-つが膜型TLR5

(rtTLR5M)であることが判明した｡すなわち､魚類の皿agellin認識機構は晴乳類の

それより複雑であることが予想された｡

rtTLR5Mを種々の細胞に発現させて､flagellin応答を調べた. TLR5発現を欠くﾋ

ﾄ細胞でNFKBのﾚﾎﾟ-ﾀ-括性化が見られたoﾆｼﾞﾏｽのflagellin認識機構を分子

ﾚﾍﾞﾙで解析するため､ﾊﾞｷｭﾛｼｽﾃﾑを用いて大量のrtTLR5S蛋白を作製した｡

rtTLR5M発現細胞(他のTLRを発現していないCHOまたはHeLa)に且agellinを

かけると､わずかなNFKBの括性化が観察された. rtTLR5S蛋白をこの系に加えると､

皿agellinによるNFKB応答が飛躍的に増強した.この括性化は皿agellinの種類

(nagellinA, Cetc･)によらず観察されたo従って､魚類は噛乳類と異なり､ nagellin

の増幅的応答機構を発達させ､これによって微量の鞭毛細菌類を感知し宿主免疫応答

を誘導するｼｽﾃﾑを保有することが証明された｡

ﾒｯｾ-ｼﾞ解析の結果､ rtTLR5Mはすべての臓器でconstitutiveに発現が見られた

が､ rtTLR5Sは肝臓のみに弱いﾒｯｾ-ｼﾞが確認できた｡なお､ rtTLR5Sは微量の

菌体成分によって発現誘導がかかることが､ﾆｼﾞﾏｽ肝細胞RTH-149の微生物(ﾋﾞﾌﾞ

ﾘｵ菌)や皿agellinの刺激実験によって証明された｡従って､可溶型rtTLR5Sは肝

臓で特異的に発現誘導するacute phase proteinであることが示喋された｡
㌧

以上から､魚類は鞭毛微生物に弱く応答する-次応答と､増幅経路(rtTLR5S誘導)

を介する強力な二次応答からなる生体防御反応を誘起しうるo魚類のnagellinｼｮｯ
ｸは強力な二次応答の副作用と考えられる｡



論文審査結果の要旨

申請者氏名辻田忠志

申請者は魚類の凸agellinｼｮｯｸの原因が､魚類に特有の可溶型rtTLR5Sの

且agellinによる発現誘導とそれに続くrtTLR5Mの強力な二次応答の結果によること

を初めて明らかにした｡

申請者はﾆｼﾞﾏｽrtTLR5Sのorthologが他の魚類(ﾌｸﾞ､ﾒﾀﾞｶ､ｾﾞﾌﾞﾗﾌｲﾂ

ｼｭ)にも存在することをESTやｹﾞﾉﾑﾃﾞ-ﾀから明らかにした｡従って､本ｼｽﾃ

ﾑは広く魚類全般に保持される感染防御機構であることが推定された.この且agellin

認識機構は陸生の脊椎動物(ﾋﾄ､ﾏｳｽ､ﾄﾘ)では喪失している｡従って､水棲

脊椎動物に特有な系と推定され､その証明をｶｴﾙなどで試みる予定である｡

なお､ﾌｸﾞとﾋﾄのｹﾞﾉﾑ比較から推定できるTLRｼｽﾃﾑの構造的な差異は①

TLR4がﾋﾄにあってﾌｸﾞにない､ ②TLR5にｻｶﾅ特有の可溶型が存在する､ ③ﾌ

ｸﾞのみに存在するTLRﾌｱﾐﾘ- (TLR21,TLR22)がある､の三点であった｡これ

らのﾋﾄとの相違点を明らかにすることから､ﾋﾄと魚類の共通祖先がもっていた

TLRﾌｱﾐﾘ-のﾌﾟﾛﾄﾀｲﾌﾟを類推できる.進化の過程でﾋﾄはTLR21, TLR22,

TLR5の可溶型を失ったが､魚類はLPS応答性のTLR4を失った｡この点も検証中で

ある｡

以上の①ｻｶﾅTLR5可溶型の機能解析とflage11in応答のｼｽﾃﾑ解明､ ②進化史

におけるﾋﾄとｻｶﾅのTLRﾌｱﾐﾘ-の相違点と生活環境への適応､は申請者に

よって初めて解明された生体防御の機構で､本論文の骨子をなすものである｡本結果

は魚類の生体防御機構の解明に資するのみならず､養殖産業や人魚共通型の感染症対

策に学術上責献するところが少なくない｡よって､審査委員-同は本論文がﾊﾞｲｵｻ

ｲｴﾝｽ博士の学位論文として価値あるものと認定した｡


