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１．研究実施の概要

遺伝子欠損マウスを作製することにより、炎症や免疫反応にかかわる分子の生体

における役割を研究している。本年度はToll-like receptor（TLR）ファミリー欠損マ

ウスの作製とその解析をおこない、TLR2、TLR4がそれぞれ微生物細胞膜成分の異

なる分子を認識する受容体であることをあきらかにした。さらに新規のTLRファミ

リーを同定し、10以上のTLRファミリーメンバーの存在をあきらかにした。今後こ

れらのメンバーの遺伝子欠損マウスを作製し、TLRファミリーの全貌をあきらかに

したい。

２．研究実施内容

　グループＡ

１．Toll-like receptor 2（TLR2）ノックアウトマウスを作製し、その解析をおこなっ

た。TLR2はTLR4と同様にLPSシグナルに関わることが示唆されていたが、TLR2

ノックアウトマウス由来のマクロファージは、LPSに応答して正常マクロファー

ジと同程度のサイトカインやNOを産生し、LPSシグナル伝達に関与しないことが

判明した。しかしグラム陽性菌由来のペプチドグリカンにまったく反応せず、

TLR2は、LPS以外の細菌菌体成分を認識する受容体であることがあきらかとなっ

た。

２．TLR2が、マイコプラズマ菌のリポペプチドを認識する受容体であることがあき

らかとなった。

３．マクロファージにおけるLPSトレランスのメカニズムを検討した。その結果、

マクロファージにおけるLPSトレランスは、おもにTLR4受容体のダウンレギュ

レーションに起因することをあきらかにした。

４．LPSとマイコプラズマ菌のリポペプチドのマクロファージに対する作用におい

て相乗効果とクロス・トレランスをあきらかにした。

５．MyD88ノックアウトマウス由来のマクロファージが、LPS、グラム陽性菌由来

のペプチドグリカン、グラム陽性菌膜成分、結核菌膜成分など多くの細菌菌体成

分に反応しないことが判明した。MyD88はIL-1、LPS、また多くの細菌菌体成分
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に対する反応に必須の分子であることがあきらとなった。

６．TLR1とTLR6ノックアウトマウスを作製した。ホモマウスはどちらも生存し、

現在各種の細菌菌体成分に対する反応を検討している。

７．データーベースを用いて新規なTLRファミリーメンバーを５つ同定した。これ

らをTLR7、TLR8、TLR9、TLR10、TLR11と命名した。各メンバーのノックアウ

トマウスを作製するためにゲノムのクローニングをおこなった。

８．MyD88欠損マクロファージでは、LPS刺激に対して、なおもNF- κBとMAP 

kinaseファミリーの活性化が認められ、TLR4シグナル伝達においてMyD88非依存

性経路の存在があきらかとなっている。われわれは、MyD88欠損樹状細胞がLPS

によって成熟することを認めた。しかし、この樹状細胞からはサイトカインの産

生がマクロファージの場合と同様に認められなかった。このことから、樹状細胞

においてLPSによるサイトカイン産生にはMyD88依存性経路が必須であるが、樹

状細胞の成熟にはMyD88非依存性経路だけで十分であることが判明した。

９．さきにIKKαノックアウトマウスを作製し、IKKα欠損マウスが、四肢、皮膚

の発達に障害をもち、出生直後に致死であることを報告した。今回IKKαノック

アウトマウス由来の骨髄細胞をRAGノックアウトマウスに移入し、免疫系におけ

るIKKαの役割を検討した。IKKα欠損B細胞は、分化障害とアポトーシスの亢進

が認められ成熟B細胞が著明に低下していた。IKKαがB細胞分化に必須であるこ

とがあきらかとなった。

１０．NF-IL6の組織特異的欠損マウスを作製した。現在マクロファージにおける役割

を検討している。

１１．昨年、LPSによってマクロファージに誘導される、IκBキナーゼと相同性があ

る新規遺伝子をクローニングした。今回、yeast two hybridシステムによって新規

IKKに結合する分子としてI-TRAF(TANK)をクローニングした。新規IKKは従来の

IKKと異なり、I-TRAFをリン酸化させることによりTRAF2を活性化させ、NF- κ

BおよびJNKの活性化を引き起すことが判明した。  

　グループＢ

　１．IL-18による好塩基球の活性化

骨髄細胞をIL-3とともに培養するとIL-18受容体陽性の好塩基球が誘導される。

そしてこの細胞をさらにIL-18で刺激すると、この細胞からIL-4とIL-13が大量に産

生される。これはIL-18の新たな活性で、IL-18がアレルギーにも関与しているこ

とを示している。

　２．IL-18ノックアウトマウスの感染抵抗性の解析

BALB/CマウスにLeishmania majorを感染させると、感染は致死性に経過する。

ところが、外来性にIL-12とIL-18を投与することで感染は阻止され、マウスは感
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染から完全に回復した。Leishmania major感染抵抗性のC57BL/6 backgroundのIL-18

ノックアウトマウスにLeishmania majorを感染させると、正常マウスより感染回復

が著明の遅延した。このことは、IL-18がLeishmania major感染の回復に重要であ

り、この感染症における治療のよい適応薬になる可能性を持っている。

　３．IL-18の急性肝障害における関与

P.acnes感作後のマウスは、LPS投与により致死性の急性肝障害をきたす。このと

き肝臓のマクロファージではFasの発現が亢進し、Fas ligand依存性にIL-18を分泌す

る。この現象はIL-18を成熟型に換えるCaspase-1のノックアウトマウスでも認められ

る。しかしIL-18ノックアウトマウスでは、Fas ligand投与による肝障害が認められな

い。この結果は、Caspase-1非依存性のIL-18分泌がFas ligandによる肝障害の誘導に

重要であることを示している。
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