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1.研究実施の概要 

 エンドトキシン（LPS, Lipopolysaccharide）の認識分子は、Toll-like receptor 4 

(TLR4)と、TLR4に会合する分子MD-2からなることをこれまで明らかにしてきた。H15年度

において、TLR4-MD-2とエンドトキシンとの結合を細胞レベルで明らかにした。さらに、

結合後のTLR4-MD-2の2量体、多量体形成を検出することにも成功している。これらの結果

から、TLR4-MD-2はLPSと結合したのちに、多量体を形成することで、シグナルが伝達され

ることを明らかにした。今後は、LPSの構造の違いによって同じTLR4-MD-2を刺激しても細

胞の応答に違いが生じる事が明らかになっており、その違いを生じる分子機構について明

らかにする。 また、これまで確立してきたTLR4-MD-2に対するモノクローナル抗体を用

いて、エンドトキシンショックの治療に使えるかどうか、マウスモデルを用いて調べる事

も計画している。 

 

2.研究実施内容 

 エンドトキシン（LPS, Lipopolysaccharide）はグラム陰性菌の外膜を構成する糖脂質

である。さまざまな病原体成分の中でも最も強く免疫機構を活性化する.その認識分子は

長い間なぞであったが、Toll-like receptor 4（TLR4）と、我々がクローニングしたTLR4

の細胞外ドメインに会合する分子MD-2からなることが明らかとなった。本年度は、TLR4-

MD-2によるLPS認識機構を明らかにするために、TLR4-MD-2とLPSとの結合、およびその後

の2量体、多量体形成について検討を進めた結果、以下のことが明らかとなった。 

1. TLR4-MD-2とCD14を発現させた細胞株をLPSで刺激した後に、TLR4-MD-2を免疫沈降

したところ、TLR4-MD-2とともにLPSが共沈降することを見出した。CD14は共沈され

なかったこと、さらにMD-2単独とLPSとの結合がすでに報告されていることから、

この結果はTLR4-MD-2とLPSとの直接結合を示すと考えられた。放射線標識したLPS

の活性中心lipid Aを用いて結合を定量的に測定したところ、解離定数は3-10nMで

あった。 

2. つぎにLPSとTLR4-MD-2との結合後、シグナルが伝達されるために多量体形成が必要

と考えられていたので、その点について検討した。細胞株にCD14、MD-2と2種類の



異なるエピトープタグGFPとFlagをつけたTLR4を発現させ、その細胞株をLPSで刺激

し、TLR4-GFPを免疫沈降し、TLR4-Flagの共沈降を調べた。その結果、刺激後15-45

分で、一過性の共沈が認められた。LPSの拮抗剤ではTLR4-MD-2に結合するが、その

後の共沈が認められないことから、この共沈がシグナル伝達と直接関連することが

明らかとなった。 

 

これらの結果から、TLR4-MD-2はLPSに直接結合し、多量体形成をすることで活性化シ

グナルが伝達されることが明らかとなった。TLRのリガンドはサイトカインと異なり、

病原体の種類によってその構造が異なる。その違いをTLRは識別しうることが明らかと

なっているが、その識別はリガンドの結合ではなく、その後の多量体形成で識別され

ることが明らかとなった。今後は多量体形成を制御する分子気候について明らかにす

ることで、TLRの病原体認識機構の解明を進める。 
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