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論文内容の要旨

【目的】

Tol1-1ike receptor (TLR) は、もともとショウジョウバエ Tol1のヒトホモログとして同定された分子である。ショ

ウジョウパエ Tol1は、その初期発生において背腹軸の決定に関与し、また、成虫においては真菌感染時における抗真

菌ペプチドの誘導にも関与している。これまでの研究により TLR ファミリーは微生均特異的な物質を認識し、マク

ロファージ (Mφ) や樹状細胞 (DC) などの免疫細胞を活性化し、生体防御機構において重要な働きを担っているこ

とが明らかにされている。ほ乳類免疫細胞を活性化する微生物菌体構成成分としてリポポリサッカライド (LPS) や

ペプチドグリカン (PGN) 、細菌由来リポペプチド、細菌由来 DNA などが知られている。 LPS は TLR4 によって、

また、 PGN や細菌由来リポペプチドは TLR2 を介して免疫細胞に認識され、それを活性していることが明らかにさ

れている。しかしながら、免疫細胞による認識機構が不明な菌体構成成分もあり、また、その機能が不明な TLR フ

ァミリ一分子も存在している。本研究では、新規に同定した TLR ファミリ一分子 TLR9 の機能を探ることを目的と

し、そのノックアウトマウスの作成を通してその生理的機能の解析を行った。

【方法ならびに成績】

新規 TLR ファミリ一分子を同定する目的で TLR4 を query にして BLAST サーチを行い、 TLR9 を同定した。

Northel'n blot により TLR9 の発現分布を検討したところ牌臓での強し 1発現が認められた。 TLR9 の機能を明らかに

するために常法にて TLR9 ノックアウトマウス (TLR9十)を作成した。 TLR9十マウスは、メンデルの法則に従って

出生し、また、外見上の異常は認められなかった。 TLR9十マウスより腹腔細胞を調整し TLR4 のリガンドである LPS

や TLR2 のリガンドである PGN などにより誘導される炎症性サイトカインの濃度を検討したが、正常マウスと同程

度の産生が認められた。細菌由来 DNA は、それに多く含まれる非メチル化 CpG モチーフによりほ乳類免疫細胞を活

性化する。 TLR ファミリ一分子の活性化は、アダプタ一分子 MyD88 を介して細胞内へ伝えられることが知られてお

り、また、 MyD88十マウスは CpG モチーフを含む DNA (CpG DNA) に対する反応が消失していたことから、 TLR

ファミリ一分子の関与が堆測されていた。そこで、 CpG DNA によって誘導される牌細胞の増殖を検討したところ、

TLR9十牌細胞は LPS 刺激には反応して増殖するにも関わらず CpG DNA 刺激による増殖は全く誘導されなかった。
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また、チオグリコレートで誘導した腹腔細胞を CpGDNA で刺激したところ炎症性サイトカインの産生が全く認めら

れず、さらに DC の細胞表面マーカーの発現増強も TLR9十マウスで全く認められなかった。次に、細胞内シグ、ナル

伝達分子の活性化を検討した。正常マウス細胞では CpG DNA 刺激により、 NF-κB や c-Jun N -terminal kinase 

(JNK) 、 IL-lreceptor associated kinase (IRAK) の活性化が認められる。しかしながら、 TLR9十細胞では、 LPS

刺激によるこれらシグナル伝達分子の活d性化は認められるのに対し、 CpGDNA刺激による活性は全く認められなか

った。さらに、 TLR9十マウスは、 CpG DNA と D-ガラクトサミンとの同時投与によって誘導されるショックに耐性

を示し、また、そのときの血中の炎症性サイトカインの上昇も認められなかった。さらに、 CpGDNA によって誘導

される Th 1 反応も誘導されなかった。

【総括】

CpG DNA は、現在、その強い Th 1 反応誘導能を利用したアレルギー・癌・感染症に対する治療薬への応用が期

待され、実際、臨床試験もなされている。しかしながら、これまで CpGDNA がどのようにして宿主免疫細胞に認識

され、それを活性化しているのは不明であった。本研究により、 CpGDNA は TLR9 を介して免疫細胞を活性化して

いることが明らかとなった。他のク、ループの研究により CpGDNAが免疫細胞を活性化するには細胞内に取り込まれ、

エンドゾームの成熟が必要であると報告されている。このことから、 CpG DNA は、細胞に取り込まれた後に TLR9

に認識され、シグナルを伝えるものと考えられる。

論文審査の結果の要旨

申請論文は、 Toll-likereceptor 9 (TLR9) 遺伝子を同定し、その遺伝子欠損マウスの作成・解析を行ったものであ

る。その結果、 TLR9 欠損細胞およびマウスは、細菌由来 DNA への反応性が欠損していることが判明した。このこ

とは、細菌 DNA が TLR9 を介して免疫細胞を活性化していることを示している。現在、細菌 DNA のもつ免疫賦活

作用を応用したアレルギー・感染症・がんなどに対する予防・治療薬が開発されつつありその作用機序の解明は重要

である。細菌由来 DNA による免疫賦活作用の作用機序を明らかにしたこの成果は、学位の授与に値すると考えられ

る。
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