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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。 H16年度

において、LPS認識におけるMD-2の役割を明らかにするために、リガンド刺激における

TLR4/MD-2とエンドトキシンとの結合、結合後のTLR4-MD-2の多量体形成において、MD-2の

どのアミノ酸が重要か検討した。その結果、それぞれ異なるアミノ酸が重要であることが

明らかとなった。この知見はMD-2の構造と機能の連関を考えるうえで、貴重な知見である。

また、これまでの結果から、TLR4によるLPS認識に、MD-2がcoreceptorとして中心的な役

割を果たしていることが明らかとなった。 

 

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

Toll-like receptor 4（TLR4）と、TLR4の細胞外ドメインに会合する分子MD-2からなる。

本年度は、TLR4/MD-2によるLPS認識におけるMD-2の役割についての検討を進めた結果、以

下のことが明らかとなった。 

1. 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。 

2. レセプターの多量体形成において、MD-2が制御に関わっているか否かについて、検

討するために、MD-2のそれぞれのアミノ酸をアラニンに置換したミュータントを作

成し、細胞株に発現させて、LPSとの結合、多量体形成について検討した。その結

果、LPSとの結合には59番目のグリシンが、刺激後の多量体形成には126番目にフェ



ニルアラニン、129番目にグリシンがそれぞれ特異的に重要であることが明らかと

なった。この結果はMD-2がリガンド刺激における多量体形成に関与していること、

またLPS結合とは異なるアミノ酸が関与していることを示している。 

3. 多量体形成は、リガンド刺激後約2時間で、検出できなくなる。多量体がどのように

して、解離するのか、その分子機構について検討した。その結果、多量体の解離は

TLR4からのシグナルに依存すること、エンドソームの酸性化を抑制する薬剤で解離

を抑制しうることから、リガンド刺激後に形成された多量体は細胞内に取り込まれ、

エンドソームに取り込まれ、酸性化で多量体形成、およびLPSとTLR4/MD-2との結合

も解離す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。そしてその制御にMD-2が重要な役割を果たしているこ

とが明らかとなった (図1)。したがって、MD-2がLPS認識そのものに関わっている

ことが明らかとなった。 

2. 多量体形成1. リガンドとの結合

MD-2はLPSとの結合、その後の多量体形成の両方の制御に関わる
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4. Radioprotective105/MD-1はTLR4/MD-2と細胞外ドメインにおいて相同性を持つB細胞

表面分子である。我々はノックアウトマウスを使った解析から、RP105/MD-1を欠損

したB細胞はLPSに対して低応答性を示すことを示してきた。今回我々は、

RP105/MD-1がTLR2リガンドにおいても低応答性を示すことを明らかにした。この結

果はRP105/MD-1がTLR4/MD-2ばかりでなく、TLR2にも何らかの機能的な連関がある

ことを示している(図2)。 



RP105/MD-1はTLR4/MD-2ばかりでなく、TLR2とも機能的な連関がある
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