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1.研究実施の概要 

 自然免疫(リンパ球以前の微生物識別・排除系)の分子反応系・細胞応答系を蛋白・遺伝

子レベルで解明し、ウイルス疾患、がんなど難治性免疫疾患の病因・病態にアプローチす

る。微生物成分（PAMP） は一般に貪食とシグナルを担当細胞（ヒトならマクロファージ

と樹状細胞）に誘起する。Toll-like receptor (TLR) ファミリーは代表的なシグナルレ

セプターである。本報告ではまず、ウィルス成分や産物とTLR の応答を特に焦点化し、感

染と防御の機構を自然免疫の視点から解析する。次にTLR のレセプター複合体､特にアダ

プター分子とウィルスの侵入レセプターの関連を貪食・シグナルなどの機能解析を通して

明らかにする。レセプターによって誘起される自然免疫の細胞応答をoutcome （サイトカ

イン、副刺激分子、抗菌物質など）とmicroarray （本研究にて～200の感染誘導性の遺伝

子を撰んだ）によって体系化する。次にがんの場合、がん抗原に加えて自然免疫の先行的

活性化が抗がん免疫誘起に必須であるとの仮説をモデル動物と移植がんの系で検証してい

く。ヒトでは正常人の応答をまず資料化し、次に患者の樹状細胞で細胞応答の相違を検討

する。アレルギーの場合、自然免疫とウィルス感染は増悪因子として働く。SNP情報を駆

使して喘息患者の気道上皮TLR3の発現上昇と気道過敏性の関連を示唆するデータをえた。

これらのSNPはI型IFNの産生を調節することで疾患発症とかかわりがあることが判明した。

これら疾患と自然免疫関連因子の関係をgenechip profile から類推し、病態改善に必須

な試薬(PAMP のアゴニスト・アンタゴニスト)をスクリーンする。これらを動物実験など

で確認し、創薬化を企画する。難治疾患の診断・治療に必要な情報を自然免疫の観点から

データベース化する。 

 

2.研究実施内容 

2-1 分子生化学的解析,リガンド・レセプターの同定と分子間反応 

 ヒトTLRの抗体を作成し、各細胞を染色した。TLR9のみは市販抗体を用いた。Monocyte-

derived DC（mDC）, plsmacytoid DC（pDC）について下記の結果を得た。これまでTLRは

messageのみの推測結果であったが、本研究で樹状細胞における蛋白質の発現として証明

できた。TLR の分布、細胞局在、リガンド認識阻害などを樹状細胞 (DC) を用いて検討し



た。核酸誘導体認識のTLR（3, 7, 9）は細胞内のオルガネラに局在すること、他の産物認

識性のTLR（1, 2, 4, 6）は細胞表面に大部分が局在することが判明した（図１）。 

 一般にmDCは TLR2, 3, 4を蛋白レベルで発現した。pDCはmDCと異なりTLR7,9を蛋白レベ

ルで強発現した。DCはサブセット特異的なTLR の発現プロフィールをもつ。 

 TLR2,4 は細菌成分を認識しNF-kB依存的に急性期蛋白を発現誘導する。TLR3, 7, 8, 9 

は核酸誘導体を認識しinterferon (IFN) α/β を誘導する。その後、TLR3はウイルス

dsRNAを認識し、TLR7,9はG/U-rich なウイルスRNAを認識することが報告された。我々は

主要な抗原提示細胞のmDC がdsRNA, BCG成分で異なった成熟状態に誘導されることを示し

た。一般にmDCはIFN-β誘導刺激でNK活性化能の高いmDCに、NF-kB誘導刺激でCTL活性化能

の高いmDCに分化する（Akazawa et al., Cancer Res 2004）。ウイルス感染実験でIFN-β

誘導性mDCの分化が起こるかを検討中である（Tanabe et al., 投稿中）。 

 昨年、TLR3 のIFNβ誘導を選別するアダプター分子TICAM-1を同定した。今年度は

TICAM-1の下流分子をyeast two-hybridなどでいくつか同定した。この中にはIRF-3活性化

kinaseの上流分子と想定されるもの、NF-kB活性化を指向する分子が含まれており、機能

同定を急いでいる。 

 TLR2、TLR6は機能阻害抗体であった。リガンド（MALP-2）による樹状細胞活性化を阻害

するかを検討中である（Nakao et al., 投稿中）。 

 

表1 単クローン抗体によるヒトTLRの分布解析 

 

DC subsets3)               monoclonal antibodies against: 

 TLR12)  TLR22)  TLR62)  TLR42)  TLR31)  TLR71)  TLR91)    

 

Mon-derived  +     ++        +      +       ++     -       - 

 

Plasmacytoid     -      -        -        -  -      ++       ++ 

 

Neutrophil      +     +++      +       +   -      -       - 

 

1) 核酸認識性 TLRは細胞内に分布する 
2) 微生物産物認識性TLRは原則的に細胞外に分布する 

3) TLRsは T, B and NK 細胞にも分布するが、その機能は不明である 

 

2-２ TLR SNP と疾患の関連（白川グループ） 

 ヒトTLR1-10およびその関連分子であるCD14, Myd88, RP105, MD-1, MD-2,IL-12Bに

おける遺伝子を探索し、新規SNPを含む遺伝子内の主要なSNPのリストを世界で初めて



作成するとともに、免疫関連の疾患である喘息を代表としてこれらのSNPを用いて患者

―対照者における解析を行ない、以下の結果を得た。 

a. ヒトTLR1-10及びその関連分子を含む遺伝子内の全てのSNPを発見した。このうち

蛋白質の変異を伴うものは、１６個見出された。 

b. 上記のSNPに関して喘息症例（小児喘息346例、成人喘息386例）及び正常対照者

680例を用いて関連研究を行なったところ、小児喘息とTLR3,IL-12Bに強い関連を

認めた。 

c. 小児喘息ではウイルス感染に引き続いて引き起こされる症例が多いことが疫学的

に知られており、TLR3とウイルス感染の関連が示唆された。さらにTH1誘導におけ

るIL-12の重要性が知られているが、その点においても小児喘息患者はIL-12の誘

導に問題があることが判明した 

d. TLR3の発現と誘導されるIFNを測定するとTLR3の発現に比例してIFN産生が増強し

た。IL-12nomRNAの安定性が喘息患者群で低かった 

以上の結果は、RNAウイルス由来のdsRNA刺激により気道上皮におけるTLR3の発現が調

節され、それにより抗ウイルス作用を持つIFNが誘導されることを示したもので、喘息

患者ではこの機能がSNPにより弱まり、さらにTH1誘導因子であるIL-12ガ十分産生され

ないことから、気道における炎症が遷延し、気道の過敏性を獲得するものと予想され

る。 

2-３ 自然免疫関連遺伝子群と病態の関連解析 

 微生物成分は adjuvant として抗原と混合して免疫活性化を誘起するのに使われて

きた。がん患者に実際に用いられて有効なBCGの細胞骨格成分（CWS）もadjuvantであ

る。BCG-CWS のヒト樹状細胞刺激によって特異変動する遺伝子群は３群あった。Zn/Fe 

transporter family, Lectin receptor, IL-23などのcytokines であった（Begum et 

al., Infect Immun, 2004）。このうち、Zn/Fe transporter family がTLR2/4刺激で

増加し、樹状細胞mDCのZn依存性の転写活性を上げている可能性（Begum et al., 

Genomics 2002）を示した。このfamily はBIGM103, LIV-1, HKE4などを含む。Zn依存

性の転写活性はmDCの抗原提示機能の誘導に必須かもしれない。この点をRNAiなどで検

証する予定である。 

 BCG-CWS、polyI:CなどTLRリガンドの結合レセプターを同定する仕事はmass 

spectrometryを使って検討する。この目的でLC-mass を起動させた。現在、技術習得

中である。 

 麻疹ウィルスのワクチン株はIFN-βを強く誘起するがwild-type は誘起しない。麻

疹ウイルスの免疫抑制はBCG-CWS投与で改善しない。Genechip profiling からTLR3, 

CDw150, CD46 などを介して変動する遺伝子群がIFN-β誘導に関与することが判明した

（Tanabe, submitted）。また、従来IFN-inducible genes と同定されないできた機能

未知の遺伝子群がウイルス感染で樹状細胞に強く誘導されることが判明した。これら

の遺伝子の機能をウイルス依存性の免疫抑制やIFN誘導能との関連を検討中である。 



2-４ ヒトの機能未知の基本免疫関連因子群の解析, innate immunity のモデル動物の開

発 

 BCG-CWS によって誘導される遺伝子の機能を解析する。自然免疫解析用の動物モデ

ルを作製して分子機能を明らかにしていく。 

a. BCG-CWS によって誘導される遺伝子群のうち、エンドソームで高発現が誘導され

るmetal-transporterについて機能解析を行なった（Begum, Genomics, 2002）。

これらはDC 活性化（cross-priming）と連動していることが移植がんの拒絶実験

から示唆された（Akazawa, submitted）。 

b. Genome project が進行しているフグでヒトTLR の保存性を関連を調べた

（Oshiumi, Immunogenetics, 2003）。サカナがヒト自然免疫（TLR系）のモデル

になることが判明したのでフグゲノム情報からcDNA cloning が可能なメダカでが

ん、感染のモデル系を確立する予定である。 

2-5 合成物による樹状細胞活性化 

 放線菌由来のTLR活性化物質（TANシリーズ）が脂質と同定されたので、武田薬品工

業（谷田ら）とこれを合成し活性を再現できた。TANはlipoprotein でdiacylated 

form, triacylated form があり、前者はTLR2とTLR6, 後者はTLR2とTLR1をレセプター

とすることが1) mDCの抗体阻害実験と2) HEK293の発現実験から証明できた。マウス担

がんモデルのin vivo 実験からTANには強い抗がん活性が見出された。TANにはGM-CSF

の誘導活性もある。また、IL-10など抑制性サイトカインも誘導する。これらの機能と

抗がん効果について関連性を調べている。 

 この他、BCG-CWSの活性中心がmonoacylated MDPと判明したので合成によってGMP基

準を満たすTLR2/4活性化アジュバントを開発する計画である。これらは他のアジュバ

ントの活性中心やペプチドワクチンと融合分子を作るにも有利である。 

 

3.研究実施体制 

3-1 大阪府立成人病センター研究所グループ 

① 研究分担グループ長：瀬谷司（大阪府立成人病センター研究所 所長） 

② 研究項目： Innate immunity に関与する遺伝子群のmicro-array, genechipによ

る同定、プロテオーム解析技術の開発、各種アジュバントの機能同

定と探索、ウィルスレセプター、貪食・補体レセプターの同定・解

析、動物実験系の確立 

 

3-2 京都大学大学院医学研究科グループ 

① 研究分担グループ長：白川太郎（京都大学大学院医学研究科、教授） 

② 研究項目：喘息における自然免疫分子の相関解析 

 

3-3 理化学研究所遺伝子多型研究センターグループ 



① 研究分担グループ長：白川太郎（理化学研究所、チーム・リーダー） 

② 研究項目：喘息における自然免疫分子の発現と機能解析 

 

3-4 武田薬品（株）医薬探索センターグループ 

① 研究分担グループ長：谷田清一（研究所、室長） 

② 研究項目：各種微生物由来のToll-like receptor 刺激因子（PAMP）の調製、

PAMP の誘導体の合成、機能の総合評価、高次構造解析 
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