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論文内容の要旨

【目的】

ショウジョウパエ Toll ファミリーは、真菌や細菌に対する感染防御に必須の分子である o 近年、晴乳類における

Toll ホモログ、 Toll-likereceptor (TLR) ファミリーが発見された。 TLR は細胞外領域にロイシンリッチリピート、

また細胞内領域に 1L-1 R の細胞内領域と相向性のある Toll/1L-1 R homology (T1R) ドメインを持つ。 TLR

を介するシグナルは、転写因子 NF一 κB を活性化させ様々な炎症に関わる遺伝子を誘導する o 現在までに我々の報

告も含め 9 つの TLR がクローニングされている o このうち、 in vitro の解析で TLR2 がグラム陰性菌菌体成分であ

るリポポリサッカライド (LPS) を認識する受容体であると報告された。これに対し C3H/HeJ マウスは以前より

LPS に対し不応答性であることが知られているが、この原因が TLR4 分子の点突然変異にあることが明らかとなっ

た。また、我々の作製した TLR4 欠損マウスも LPS に不応答性であった。我々は TLR2 の生体内における機能を

明らかにするため、 TLR2 欠損マウスを作製し解析を行った。

【方法ならびに成績】

定法に従い TLR2 欠損マウスを作製した。 TLR2 欠損マウスはメンデルの法則に従い出生し外見上明らかな異常

を認めなかった。まず、このマウスの LPS に対する反応を検討した。野生型、 TLR2 及び TLR4 欠損マウスに l 略

の LPS を腹腔投与しその後の生存を検討した。野生型及び TLR2 欠損マウスは投与 5 日以内に80%死亡したのに対

し、 TLR4 欠損マウスは全例生存した。次にマクロファージ (Mφ) の LPS に対する反応性を検討した。腹腔Mφ

を LPS で刺激すると野生型及び TLR2 欠損Mゅはほぼ同程度の TNFα を産生し、 1FNr との共刺激で1L- 6 、 NO

を産生したが TLR4 欠損Mφではこれらの産生を認めなかった。次に牌細胞の LPS に対する反応性を検討した。野

生型及び TLR2 欠損牌細胞は LPS 存在下で培養すると濃度依存的に増殖したのに対し、 TLR4 欠損牌細胞は LPS

に対する増殖反応を認めなかった。従って、 LPS に対する反応には TLR4 が必須であり TLR2 は必要でないことが

明らかとなった。

LPS 以外にも様々な細菌菌体成分がマクロファージを直接活性化させることが知られているo 次にいくつかのグ

ラム陽性菌由来細胞壁成分に対する反応性を検討した。野生型、 TLR 2 及び TLR4 欠損Mφ を Staphylococcus

aureus、 Corynebacterium diphtheriae などいくつかのグラム陽性菌細胞壁成分で刺激すると野生型Mゅは濃度依存性に

TNFα を産生したのに対し、 TLR2 欠損Mφ では TNFα 産生の低下を認めた。 TLR4 欠損Mφ は S. 仰陀us 由来細
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胞壁に対する TNFα産生の若干の低下を認めたが C. d伊h的eriae 細胞壁に対しては野生型と同様に反応した。

グラム陽性菌細胞壁に存在しMφ を活性化する成分としてはペプチドグリカン (PGN) やリポタイコ酸 (LTA)

が知られている o 次にS. aureus 由来 PGN 標品、 LTA を用いて TLR2 、 TLR4 欠損Mゅの反応性を検討した。 I

aureωPGN に対し、野生型、 TLR4 欠損Mゅはほぼ同程度に TNFα 、 1L- 6 、 NO を産生したのに対し、 TLR2 欠

損マクロファージはほとんどこれらサイトカインを産生しなかった。また LTA を用いて細胞を刺激すると TLR4

欠損Mゆにおいて反応性が欠如していた。

TLR はアダプタ一分子 MyD88、 1RAK を介して NF-κB を活性化することが知られている。次に LPS、 PGN

によるシグナル伝達系路の活性化を 1RAK 活性化を invitro kinase assay、 NF一 κB 活性化を gel-shift assay を用

いて検討した。 LPS に反応して野生型、 TLR2 欠損M ゅでは 1RAK、 NF-κB の活性化を認めたのに対し TLR4

欠損Mφ では反応を認めなかった。これに対し、 PGN の刺激に対しは TLR2 欠損Mφ においてこれらシグナル分子

の活性化が欠加していた。

【総括】

本研究により TLR2 が LPS レセプターではなく、 L、くつかのグラム陽性菌細胞壁成分や s. aureus 由来 PGN 標品

の認識に必須であることが明らかとなった。その後の解析により TLR2 欠損マウスが実際に s. aureω 感染に対し易

感受性であることや、 TLR2 が更に細菌由来リポプロテインの認識に必須であることが明らかとなっている。この

ように TLR2 が PGN やリポプロテイン、 TLR4 が LPS というように、異なった TLR が異なった菌体成分を認識

し自然免疫機構を活性化していると考えられる。

論文審査の結果の要旨

Toll-like receptor (TLR) は、ショウジョウバエにおいて感染防御に関わる Toll 分子の晴乳類ホモログとしてク

ローニングされた。現在までに 9 種類のファミリーの存在が知られ、これまで TLR2 及び TLR4 が、グラム陰性菌

菌体成分である LPS の認識に関与することが示唆されていた。本研究においてノックアウトマウスを用いた解析か

ら、 LPS は TLR4 により認識され、 TLR2 は LPS ではなくいくつかのグラム陽性菌細胞壁成分、特にペプチドグ

リカンの認識に必須であることが明らかとなった。本研究は、マクロファージが異なった TLR を用いて異なった菌

体成分を認識することを明らかにし、自然免疫が侵入する細菌を識別するメカニズムを解明する上で大きな貢献をし

た。また、 TLR を介したシグナルは敗血症性ショックを引き起こすトリガーとしても重要である。従って TLR2 や

TLR4 をターゲットにした薬剤の開発は敗血症性ショックの治療においても大きな意義を持つものと考えられるo

よって本論文は博士(医学)の学位授与に値するo
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