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序
2016 年 12 月 2〜3 日に第 22 回日本エンドトキシン・自然免疫研究会を，鹿児島では 2007 年

に丸山征郎先生が開催されて以来 9 年ぶりに，鹿児島大学郡元キャンパスにおいて開催させて

いただきました。

今回は，私が化学畑であることから，Chemical Biology からのエンドトキシン・自然免疫への

アプローチ研究を少し多めに取り入れたいとの思いから，一日目のイブニングレクチャーを，大

阪大学大学院理学研究科の深瀬浩一教授にお願いし，「自己と非自己の認識に関わる糖鎖と複合

糖質の機能解析と免疫調節への利用：リピドA研究を中心に」というタイトルでお話しいただ

きました。大阪大学の芝哲夫先生・楠本正一先生が開始されたリピドAの合成研究から，TLR4，

Nod 系レセプターのリガンドの合成と活性研究まで 1 時間ではとても足りない研究結果をご紹

介いただき，自然免疫の最初の引き金（initiator）については，構造活性相関を論ずることができ

るところまで到達したなとの感慨を持った次第です。

二日目には，一般演題として計 17 演題，そして昨年度の本研究会最優秀賞受賞講演として，

順天堂大学医学部の鈴木香先生に「エンドトキシンによる宿主細胞応答に値する生体防御ペプ

チドの制御機構」のタイトルで約 30 分間お話しいただきました。このご講演でも，化合物ベー

スでの相互作用研究が紹介されました。なお，鈴木先生には本誌では，「ヒト生体防御ペプチド

LL-37 の血管内皮細胞に対する作用〜エンドトキシンとの相互作用について〜」というタイト

ルで執筆いただいています。また，一般演題中 4題は優秀賞選考セッションで行われ，第 22 回

の本会優秀賞が，下山敦史博士（大阪大学大学院理学研究科）に決定されました。4題ともレベ

ルが高く，僅差での決定となりました。惜しくも選に外れた方も，�土重来を期していただきた

く存じます。

今回は，鹿児島という遠方での開催となりましたので，当日中にご帰宅できるように，二日目

は午後で終えようと当番世話人会で決めたため，ご講演時間が短くなってしまい，恐縮しており

ます。それにもかかわらず，ご参会の皆様のご協力をいただき，活発な研究会になりましたこと，

またご多忙のなか，本誌に快くご執筆いただいた発表者の皆様に，厚く御礼申し上げます。

最後に，本会の理事長を勤めていただいていた谷徹先生，長年事務局をご担当いただいた清水

智治先生，また今回の当番世話人会のメンバーに心から感謝申し上げます。

2017 年 9 月

第 22 回日本エンドトキシン・自然免疫研究会

当番世話人代表 隅田 泰生

（鹿児島大学大学院理工学研究科化学生命・化学工学専攻)
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第 1章



はじめに

細菌の感染により，癌が治癒したり縮小したりする

ことは 300 年以上前から報告されているなど，細菌の

免疫増強作用は古くから知られている
1,2)
。Coley は

Streptococcus pyogenesと Serratia marcescensを用いた

抗癌治療を 1893 年に実施しており，これは世界で最初

の癌の免疫療法として知られる。これらの作用は，多

細胞生物の持つ種々の自然免疫受容体（パターン認識

受容体）が，病原体や微生物に特徴的な分子を認識して

免疫系を活性化するために起こることが明らかにされ

ている。

自然免疫活性化因子としては，グラム陰性菌のリポ

多糖（LPS），細菌細胞壁ペプチドグリカン，DNA，二

重鎖 RNA，一重鎖 RNA，細菌の鞭毛タンパク質フラ

ジェリン，リポタンパク質，b-グルカンなどが知られて

いる。これらの自然免疫活性化因子は，抗原-抗体反応

や細胞性免疫などの獲得免疫を活性化するので，ワク

チンアジュバントとしての開発研究が進められてき

た
3)
。なかでも LPS やその活性本体であるリピドAは

強力な免疫増強作用を有するので，炎症作用を減弱し，

顕著な毒性を消失させることにより，リピドA誘導体

であるMPLがアジュバントとして開発され，認可され

た。本稿では，LPS の活性本体であるリピドAの構造

と活性の相関を中心に，リピドA類をアジュバントと

して使用するための免疫増強作用の制御法について紹

介する。

1．自然免疫活性化因子としてのリピド A

内毒素（エンドトキシン）は，1892 年に Pfeiffer らに

よって外毒素（エキソトキシン）とともにコレラ菌から

見出された。内毒素研究は，第二次大戦後に発展し，

Westphal は 1945 年に内毒素の本体がグラム陰性菌の

外膜を構成する LPS であること，1957 年には LPS の

末端に存在するリピドAが活性中心であることを報告

した。筆者の師匠にあたる芝，楠本らはWestphal 門下

の Lüderitz，Galanos らと共同研究を開始し，大腸菌リ

ピドA（1）（図 1）の正しい構造を提出し，1985 年には

大腸菌リピドAの全合成に成功して，リピドAが内毒

素の本体であることを示した。同時期に高山らもリピ

ドAの構造を明らかにした。

LPS ならびにリピドAは，極めて強力な免疫増強作

用と炎症惹起作用を有し，サイトカイン産生，一酸化窒

素（NO）産生，活性酸素産生，白血球遊走，抗菌ペプチ

ド産生，リンパ球活性化などさまざまな免疫応答を誘

導することで，細菌からの生体防御に働いている。一

方で内毒素は，敗血症の原因の一つであり，多臓器不全，

血圧低下，ショックなどの症状を引き起こす
4)
。その活

性発現機構の解明に向けたブレークスルーがアンタゴ

ニストの発見である。芝，楠本らは生合成前駆体型リ

ピドA（リピド IVa（2））の合成に成功し，さらにリピ

ド IVa がマウスに対しては免疫増強作用を示すが，ヒ

トにおいてはアンタゴニスト作用を示すことが明らか

にされた。同時期に Rhodobacter sphaeroides lipid A

（RSLA）（3）がヒト，マウスともにアンタゴニスト作用

を示すことが明らかにされた
5)
。これらの発見は LPS

受容体の存在を示すものであり，その探索研究が行わ

れた結果，1996 年に Hoffmann らによりブレークス

ルーがもたらされた。彼らはショウジョウバエの Toll

遺伝子が真菌に対する生体防御機構に必須であること

を見出し，さまざまな自然免疫受容体発見の契機となっ

た。1997 年には哺乳類のホモログとしてToll 様受容体

（TLR）の存在が指摘され，1998 年には Beutler らが，

TLR4 が LPS 受容体であることを明らかにした。

TLRは，細胞外にロイシンリッチリピート（LRR）が

複数個並ぶ分子構造を持ち，細胞内にはインターロイ

キン 1（IL-1）受容体細胞内ドメインと相同性の高い

TIR（Toll／IL-1 receptor）ドメインをもつ。TLR4 の下

流では TIR ドメインにさまざまなアダプター分子

（MyD88，TIRAP，TRAM，TRIF など）が結合してシ

グナルを伝達する（図 2）。MyD88 を介したシグナル

は，転写因子NF-kBを活性化し，TNFaや IL-1，IL-6

といった炎症性サイトカインが誘導される。一方で，

TRIF を介したシグナルは，転写因子 IRF3 の活性化へ

とつながり，インターフェロン（IFN）の産生が誘導さ

れる。最近ではTLR4 を経ない non-canonial 経路とし

て，カスパーゼを活性化し，IL-1bや IL-18 を誘導する

経路も明らかにされた。
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図 1 リピド Aの化学構造

図 2 TLR4を介した自然免疫活性化機構

図 3 リピド Aの機能研究



続いて，TLR4 による LPS およびリピドAの認識が

解明された。三宅らは TLR4 の結合タンパク質である

MD-2 がシグナルの伝達に必須であることを明らかに

した。われわれの合成した放射性標識リピドA類縁体

等を用いて，三宅らは種特異性がMD-2 によるリピド

A の認識の違いにより生じることなど，TLR4／MD-2

複合体とリピド Aの相互作用を解明した（図 3)
6)
。さ

らにX線結晶構造解析が行われ，大戸，佐藤らは，リピ

ド IVa とヒト MD-2 複合体の 3 次元構造を解明し
7)
，

続いて Li らは，エーザイの開発したアンタゴニストで

あるエリトランとマウス TLR4／MD-2 複合体の 3 次元

構造を明らかにし
8)
，アンタゴニストがMD-2 に結合す

る様式が解かれた。2009 年には Li らによってリポ多

糖／ヒト TLR4／MD-2 の X 線結晶構造解析が行われ

た
9)
。大腸菌型リピド A 部の 5 本のアシル基は MD-2

の疎水性ポケットに収容され，残りの一本が隣接する

TLR4 の疎水性面と相互作用することが引き金になっ

て受容体の二量体化が引き起こされることが見出され

た。さらに大戸らにより，リピド IVa／マウス TLR4／

MD-2 複合体の 3次元構造が解明され
10)
，マウスの場合

はリピドAのアシル基の数が 4 本であっても，一つの

アシル基が隣の TLR4 に提示され，二量体化が起こる

ことが明らかとなった。なおアンタゴニストの場合は，

リピド A 部が 180°回転した形で MD-2 に結合してお

り，二量体化は起きない。このようにリピドAのMD-

2 への結合様式の違いにより，受容体活性化あるいはア

ンタゴニスト作用が発現することが明らかとなった。

2．リピド Aの構造活性相関研究とアジュバ

ントとしての展開

リピドAのアシル基の数や構造は，活性に大きな影

響を及ぼす。またリン酸基の数も活性に大きな影響を

与える。われわれはさまざまな類縁体を合成し，免疫

増強作用やアンタゴニスト作用の強度を制御できるこ

とを明らかにしてきた
11)
。例えば 1 位リン酸を欠くモ

ノホスホリルリピドA（MPL）（504）（4）（図 3）は，リ

ピドAに比較すると活性が大きく低下し，温和な免疫

増強作用を示す
12)
。モノホスホリルリピド A は CD14

依存性が低く，TLR4／MD2の二量体化能が大腸菌 LPS

に比べると大きく低下するが，CD14 非依存的で，

MyD88-依存的なTNFa産生能，TRIF-依存的な CD86

up-regulation and IFNb誘導能を有する
13)
。一方 4ʼ リ

ン酸を欠くMPL 505（5）は，504（4）と同様に温和な

免疫増強作用を示す。504（4）の IL-18 誘導能が大腸菌

LPS よりも低下するのに対して，505（5）の IL-18 誘導

能は大腸菌 LPS と同様レベルに保たれており
14)
，異

なったアジュバント能が予想され，今後の展開が期待

される。

グラクソ・スミスクラインは同様の化合物として 3D-

MPL（6）（図 3）を開発した。3D-MPLは，サルモネラ

菌より単離したリピドAのアシル基とリン酸基の構造

を最適化することで弱毒化に成功している。この分子

は，前述したTLR4／MD2に由来する 2つのシグナル経

路（図 2）のうち，TRIF 依存経路を選択的に活性化す

ると報告された
15)
。

LPS 刺激により，TLR4 シグナルに加え，カスパーゼ

経路が誘導されるが，これらをすべて過剰に活性化す

ると，さまざまな毒性が発現される。MPL のようなリ

ピドA誘導体のアジュバントは，LPS に比べ炎症性サ

イトカインの誘導は抑えつつ，抗原提示の際の共刺激

分子CD80 と CD86 を誘導する
16)
。このように，リピド

Aのわずかな構造変換によってシグナル伝達を制御す

ることにより，免疫制御が可能になる。

3．研究が進むリピド Aアジュバント

胃に生息し胃潰瘍の起因菌となるヘリコバクター・

ピロリや口腔細菌であり歯周病の要因の一つして知ら

れるポルフィロモナス・ジンジバリスなどの寄生性細

菌の LPS は，弱い免疫刺激活性を示す。その詳細は本

誌 P. 15 の「協奏的に作用するTLR4／MD-2 制御因子の

機能」に記載しており，寄生性細菌由来のリピドAは，

TLR4 シグナルはほとんど活性化しないが，IL-18 誘導

能は強力である
14)
。またこれらのリピド A は，IL-12

を誘導する。IL-12 と IL-18 の共刺激は Th1 細胞から

IFN-g産生を促し，NK細胞を活性化することから，現

在アジュバントとしての可能性を検討している。

近年，清野，國澤らは，腸管における免疫誘導組織で

あるパイエル板に共生している非常にユニークな細菌

群（Alcaligenes属）を新たに発見し，組織内共生細菌と

して報告している
17)
。Alcaligenes faecalis由来の菌体成

分は宿主に対して，粘膜面獲得免疫の代表格である

IgA 産生応答を誘導するが，炎症惹起能力が低い。さ

らにパイエル板に共生する A. faecalisは，自然免疫か

ら獲得免疫への移行に深く関わる樹状細胞内に共生す

ることも明らかにしており，細胞内共生菌としての性

質も有している。Alcaligenes属はグラム陰性菌である

ことから，このような共生細菌群に由来する LPS，リピ

ドAもアジュバント候補化合物として大変興味深い。

われわれは最近 A. faecalis LOS の構造を決定し，その

リピド A 部の全合成も達成した。合成リピド A は A.

faecalis LOS と同等の活性を示し，現在アジュバントと

しての開発研究を進めている。

また，リピドAアジュバントに抗原分子を共有結合

により直接連結させ，化学合成のみで製造される複合

化ワクチンの開発も始まっている。Guo らは，脂肪鎖

パターンは大腸菌と同じであるが 4ʼ 位のみにリン酸基

を有するリピド A と髄膜炎菌抗原である a-2,9-オリ

ゴシアル酸をリンカーを介して結合させた化合物（図4A）
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を合成し，抗体産生増強作用（とくに IgG2b，2c）を確

認している
18)
。また，Jiang らは，RC-529 と腫瘍関連糖

鎖抗原の一種である Thomsen-Freidenreich（TF）抗

原の複合体（図 4B）の合成を行っており
19)
，今後の生物

活性試験の結果が期待される。

リピドAの活性発現・制御には，親水性部と疎水性

部のボリュームの微妙なバランス，疎水部と酸性官能

基の空間配置が重要であり，構造修飾によって，受容体

活性化の制御，細胞内シグナルの選択の制御が可能で

ある。このことはさまざまなリピドA誘導体を用いる

ことにより細胞性免疫や液性免疫，あるいは粘膜免疫

の応答の制御が可能であることを示している。3D-

MPLのように，リピドA誘導体はすでに安全性の高い

アジュバントとして実用されており，今後は抗マラリ

アワクチンなどの抗原虫ワクチンや抗がんワクチンな

どのさまざまな新規ワクチンの開発において，対象と

なる疾患に応じて，安全性の高いアジュバントが開発

されるものと期待される。
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平成 28 年度日本エンドトキシン・

自然免疫研究会奨励賞・最優秀賞

第 2章



はじめに

平成 28 年 12 月に鹿児島大学で開催された第 22 回日

本エンドトキシン・自然免疫研究会において，奨励賞「最

優秀賞」を受賞することができた。著者の所属する順

天堂大学医学部生化学・生体防御学講座では，当初は好

中球の殺菌メカニズム（とくに，活性酸素生成），さら

に近年では，好中球顆粒内に存在する抗菌ペプチド（と

くに，cathelicidin と defensin）のクローニングや機能

解析を行ってきた。

私の研究対象であるヒト cathelicidin ペプチドの LL-

37 は，エンドトキシンに直接結合してその活性を中和

する。このため，敗血症の病態でみられるエンドトキ

シンによる諸症状に対し，LL-37 の保護効果が期待さ

れ，実際にわれわれの研究室において，ラットやマウス

のエンドトキシンショックモデルに LL-37 を投与する

ことで生存率が改善することを明らかにしてきた。さ

らに最近，われわれは，LL-37 がエンドトキシンに結合

して中和したのち，中和した状態を保ちながら肝臓の

類洞内皮細胞に速やかに取り込まれることを見いだし

た。肝臓は血液中のエンドトキシンを取り除く「血液

浄化機能」を備えており，とくに，肝特有の毛細血管を

構成する類洞内皮細胞はエンドトキシンの細胞内取り

込みや消化のメカニズムが発達している。したがって，

LL-37 を利用して肝臓の血液浄化機能を活性化するこ

とが可能となれば，LPS の除去に着目した新たな敗血

症治療法の開発が期待される。今回の私の研究内容は

細胞培養系での検討にとどまっており，生体内におけ

る LL-37 のエンドトキシン除去効果の立証に向けて，

さらなる検討が必要である。このたびの受賞では，敗

血症治療への応用に向けた LL-37 ペプチドの将来性を

評価していただいたものと思い，当番世話人の隅田泰

生先生，理事長の谷徹先生（当時），選考委員の諸先生

に改めて御礼を申し上げる。

1．cathelicidinペプチドの構造

cathelicidin はヒトを含む多くの哺乳類のほか，魚類，

爬虫類，鳥類に存在する抗菌ペプチドファミリーであ

る。図 1に示すように，cathelicidin の構造はN末端の

シグナルペプチド，続いて cathelin 様ドメインと呼ば

れる高度に保存された前駆体配列，そして C末端に位

置し抗菌活性を有する成熟ペプチドドメインの 3 領域

から成る。cathelicidin は主に好中球や皮膚，歯肉と

いった外環境に接する上皮細胞で産生されるのだが，

好中球においては前駆体の形で顆粒内に蓄えられてお

り，放出されると同時に酵素的切断を受けて成熟ペプ

チド（抗菌ペプチド）となる。成熟ペプチドの大きさは

12〜100 アミノ酸残基と幅広く，また，立体構造は a-

helix 型，b-sheet 型，extended（proline／arginine rich）

型と多様である（図 1）。今日，cathelicidin はさまざま

な生物から数多く単離されていて，例えばブタの cath-

elicidin は 10 種類以上存在する。さらに最近も，新た

な cathelicidin 発見の報告は相次いでいる。しかしなが

ら興味深いことに，ヒトでは，前駆体である human

cationic antibacterial polypeptide of 18-kDa（hCAP18）

から切り出される成熟ペプチドの LL-37 が唯一，同定

されているのみである
1)
。LL-37 は名前が示すとおり，

2つのロイシン（L）から始まる 37 アミノ酸残基から成

り，a-helix 型をとる陽イオン性ペプチドである
2)
。

2．血管内皮細胞のアポトーシスに対する

LL-37の抑制作用

LL-37 を含めて，a-helix 型の cathelicidin ペプチド

はグラム陰性菌から遊離したエンドトキシン（リポ多

糖＝LPS）に結合してその活性を中和する
3)
。このため，

敗血症の病態でみられるような LPS による過剰炎症に

対して，LL-37 が保護効果を示すことが期待された。

実際にわれわれのグループも，ラットやマウスのエン

ドトキシンショックモデルに LL-37 を投与することで

生存率が改善することを示している
4)
。また，LL-37 に

よる LPS 中和のメカニズムも明らかになっている。

LL-37 は LPS の lipid A 部位との直接結合によって，単

球・マクロファージの LPS 受容体（CD14 と TLR4）へ

の LPS の結合を阻害し，さらに，この結果として IL-6

や TNF-aなどの炎症性サイトカイン産生を低下させ

るのである
4)
。

敗血症の初期においては，炎症性細胞から過剰に産

生されるサイトカインが治療標的となるのに対して，
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増悪過程においては，血管内皮細胞のダメージがもと

となって起こる微小循環障害や臓器障害が注目される。

われわれは，LL-37 が血管内皮細胞を標的とした敗血

症治療にも役立つのではないかと考え，ヒト肺由来微

小血管内皮細胞（human lung microvascular endothe-

lial cell：HMVEC-L）を用いて LPS で誘導されるアポ

トーシスに対する LL-37 の効果を調べた。HMVEC-L

に LPS（100 ng／mL）とタンパク質合成阻害剤である

cycloheximide（CHX，10 mg／mL）を添加したところ，

40％程度の細胞でアポトーシスが誘導された。これに

対し，LL-37（1 mg／mL）を添加することでアポトーシ

スは有意に抑制された（図 2A〜C）。次に，LPS の

HMVEC-L への結合に対する LL-37（0.1，1 mg／mL）

の効果を調べたところ，LL-37 は LPS の結合を低下さ

せることがわかった（図 2D）。また，LPS／CHXによる

アポトーシスが LPS 受容体（CD14，TLR4）を介してい

ることはこれら受容体の中和抗体を用いて確認した。

以上の結果から，LL-37 は血管内皮細胞において，LPS

の受容体への結合を阻害することによってアポトーシ

スを抑制すると考えられた
5)
。すなわち，LL-37 は単球

系細胞のみならず，血管内皮細胞においても LPS の結

合を抑制し，LPS 応答を制御することで敗血症に対し

て保護的にはたらく可能性が示唆された。

Galanos らによって確立された D-galactosamine 負

荷マウスエンドトキシンショックモデルは，肝障害が

原因となり死に至る
6)
。われわれは LL-37 のアポトー

シス抑制効果を in vivoで検証するため，このモデルに

LL-37（50 mg／mouse）を投与して肝臓のアポトーシス

を調べた。図 3A〜C は LPS 投与 5 時間後の肝臓の切

片において，アポトーシス細胞の検出のために TU-

NEL 染色を行った際の顕微鏡写真である。Bが示すよ

うに，このエンドトキシンショックモデルの肝臓では

TUNEL 陽性のアポトーシス細胞が広範囲に多数検出

された。また，血管内皮細胞マーカー CD31 と TU-

NEL の二重染色の結果，TUNEL のシグナルは血管内

皮細胞においても確認された（血管内皮細胞のうち約

30％が TUNEL陽性であった。図 3D）。このことから，

アポトーシスは肝細胞だけでなく血管内皮細胞にも起

きていることがわかった。一方，興味深いことに LL-

37 を投与することで肝臓のアポトーシス細胞は顕著に

減少し（図 3C），さらに重要なことに，血管内皮細胞に

おいてもアポトーシスの減少が確認された（10％以下，

図 3D）。このことから，LL-37 はエンドトキシンショッ

クモデルマウスの肝臓において，肝細胞や血管内皮細

胞のアポトーシスに抑制効果を発揮することが明らか

になった
5)
。敗血症の病態形成において，血管内皮細胞

のダメージと臓器障害には密接な因果関係があると考

えられる。敗血症モデルラットを用いた研究では，増

殖因子投与による血管内皮細胞のアポトーシス抑制が，

肝臓の保護につながることも報告されている
7)
。こうし

たことから，われわれの研究において，LL-37 による血

管内皮細胞のアポトーシス抑制が肝障害の軽減に結び

ついたことが示唆される。したがって，LL-37 は血管

内皮細胞に作用することで敗血症の進行した病態に対

しても保護効果を発揮するのではないかと考えられる。

3．肝類洞内皮細胞の LPSの取り込みに対す

る LL-37の活性化作用

肝臓は異物除去を担う中心的な臓器である。門脈か

ら肝臓へ流入する血液は消化管由来の異物を含んでい

るが，肝臓において，特有の毛細血管系である類洞を通

過する間に異物の除去が行われ，浄化されて全身へと

送られる。このとき，類洞を構成する類洞内皮細胞

（liver sinusoidal endothelial cell：LSEC）と類洞の常在

マクロファージであるクッパー細胞は，血液から LPS

などの異物を直接取り込み，消化する
8)
。

先に述べたように，LL-37 は LPS と結合（中和）する

ことでエンドトキシンショックモデルに保護作用を発

揮する。しかしこのとき，LL-37 と結合した LPS が（た
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図 1 cathelicidinの構造と分類

cathelicidin は N 末端側からシグナルペプチド，

cathelin 様ドメイン，抗菌ペプチドドメインの 3つ

の領域で構成され，細胞から放出される過程におい

てシグナルペプチドと cathelin 様ドメインが酵素

的に切除されて成熟ペプチドとなる。cathelin 様ド

メインは種を超えて高度に保存されている一方，抗

菌ペプチドドメインは可変性を示す。



とえ中和されたとしても）体内に留まっている状態は

好ましくないのではないだろうか。そこでわれわれは，

LL-37 が LPS を中和した後，さらに，血中からの LPS の

除去を活性化すると予想し，human LSEC による LPS

の取り込みに対する LL-37 の効果を検討した。図 4A

は，蛍光標識した LPS（100 ng／mL）を hLSECに 2時

間作用させた後の顕微鏡写真である。この細胞の LPS

取り込み能により，LPS の蛍光シグナルが細胞内に観

察される（図 4A 左）。一方，LPS とともに LL-37（5

mg／mL）を作用させた場合，細胞内の蛍光シグナルは

顕著に増加した（図 4A 右）。さらに，フローサイトメ

トリーで LPS の取り込みを定量的に解析した結果，LL-

37（5 mg／mL）は LPS の取り込みを約 8 倍にも増加さ

せることがわかった（図 4B）。興味深いことに，LPS と

の結合能をもたないスクランブルペプチド（LL-37 の

アミノ酸組成はそのままに順序を改変したもの）は

LPS の取り込みを促進しなかった（図 4B）。これらの

結果から，LL-37 による LPS の取り込み促進には LL-

37 と LPS との結合が必要であると考えられ，このこと

から LL-37 と LPS は複合体を形成して取り込まれるの

ではないかと予想された。共焦点蛍光顕微鏡を用いて

LL-37 と LPS の局在を確認したところ，両者は細胞内

で共局在することがわかった（データ掲載せず）。

次に，今度は LL-37 を標識してその取り込みをフ

ローサイトメトリーで解析した結果，興味深いことに

LL-37 は LPS の存在下において数分後から hLSEC に
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図 2 LPS／CHXで誘導されるアポトーシスに対する LL-37の効果

A-C：HMVEC-L に LPS（100 ng／mL）と CHXを（10 mg／mL）

を作用させ，24 時間後にAnnexin V／PI 染色（A），TUNEL染

色（B），カスパーゼ活性測定（C）を行った。また，ここに LL-

37（0.1，1 mg／mL）を添加してアポトーシスに対する効果をみ

た（A-C）。（＊：p＜0.05)

D：蛍光標識した LPS（1 mg／mL）を LL-37（0.1，1 mg／mL）

の存在下あるいは非存在下で HMVEC-L に作用させ，2 時間

後，LPS の取り込みをフローサイロメトリーで測定した。LL-

37 非存在時の LPS の取り込みを 100％として表示した。（＊：

p＜0.05)



取り込まれたが，LPS が存在しない条件でも同じよう

に取り込まれた（図 5）。すなわち，LL-37 自身が LPS

の有無にかかわらずに hLSEC に取り込まれることが

明らかとなった。以上の結果から，LL-37 は LPS と結

合し（LL-37-LPS の複合体を形成し），LL-37 自身が

hLSEC に速やかに取り込まれる性質に基づいて LPS

の取り込みを促進すると考えられた
9)
。

続いて LL-37-LPS の複合体の認識にかかわる細胞メ

カニズムを解明するため，まず，取り込みの受容体につ

いて検討した。中和抗体やアンタゴニストを用いた結

果，LPS 受容体であるCD14 と TLR4，あるいは LL-37

受容体として報告のある formyl peptide receptor-like

1（FPRL1）は LL-37-LPS 複合体の取り込みにかかわ

らないことがわかった。そこで，両親媒性ペプチドの

細胞内移行とのかかわりが示唆されている細胞膜プロ

テオグリカン
10)
を検討した。代表的なグリコサミノグ

リカンであるヘパラン硫酸やコンドロイチン硫酸を取

り込みアッセイの系に添加したところ，興味深いこと

にヘパラン硫酸の一種であるヘパリンの添加によって

LL-37-LPS 複合体の取り込みが低下した（図 6A，B）。

一方，コンドロイチン硫酸の添加によっては低下がみ

られなかった（図 6A，B）。そこでさらに，グリコサミ

ノグリカンの分解酵素であるヘパリナーゼあるいはコ

ンドロイチナーゼで細胞を処理したところ，ヘパリナー

ゼ処理によって LL-37-LPS 複合体の取り込みが低下し

たが（図 6C，D），コンドロイチナーゼでは低下しなかっ

た（図 6C，D）。これらの結果から，LL-37-LPS の複合

体の取り込みに類洞内皮細胞表面のヘパラン硫酸プロ

テオグリカンが受容体として関与していることが示さ

れた
9)
。

LPS の取り込みが血管内皮細胞を活性化するという

報告がある
11)
。そこで，LL-37 を介した LPS の取り込

みが類洞内皮細胞を活性化するか調べるため，TLR4 の

下流に位置する 2つの炎症応答経路，すなわち，アダプ

ター分子myeloid differentiation primary response gene

88（MyD88）に依存する経路と依存しない経路の両者

の活性化について検討することにした。hLSEC に LPS

（100 ng／mL）を作用させると，MyD88 依存的応答であ

る intercellular adhesion molecule-1（ICAM-1）の発現

が上昇する（図 7A）。しかしながら，LL-37（1〜5 mg／

mL）を添加することで LPS 刺激による ICAM-1 発現

は抑制されることがわかった（図 7A）。同様に，LPS

は MyD88 非依存的応答である IFN-bの発現を上昇さ

せたが，LL-37 は濃度依存的に抑制した（図 7B）。ここ

― 10 ―

図 3 D-galactosamine負荷エンドトキシンショックモデルにおける肝臓のアポトーシス

に対する LL-37の効果

A-C：C57BL／6 マウスにD-galactosamine（D-GalN，18 mg）と LPS（100 ng）を腹

腔投与してエンドトキシンショックモデルマウスを作製した。陰性コントロールとし

てD-GalN のみを，また，LL-37 投与群として LPS／D-GalN に続いて LL-37（50 mg）

を投与した。投与 5 時間後の肝臓凍結切片を用いて TUNEL 染色を行った（A：D-

GalN のみ，B：LPS／D-GalN，C：LPS／D-GalN＋LL-37 投与）。

D：上記の切片を用いて抗 CD31 抗体による免疫染色とTUNEL 染色の二重染色を行

い，CD31 陽性の血管内皮細胞におけるTUNEL 陽性細胞の割合を算出した。（＊：p

＜0.05)



で，LPS の取り込みおよび炎症応答制御に効果を示す

LL-37 の濃度を比較してみると，重要なことに，LL-37

が LPS の取り込みを促進する濃度において（図 4），

LPS 応答は抑制された（図 7）。このことから，LL-37

が LPS の取り込みを促進しても類洞内皮細胞における

TLR4 下流の炎症応答は活性化されないことがわかっ

た
9)
。したがって，LL-37 を介した LPS の取り込みは

類洞内皮細胞を活性化することなく，LPS 除去の促進

に寄与すると考えられた。

最後に，取り込まれた LL-37-LPS 複合体の細胞内輸

送を明らかにするため，異物除去を担うリソソームの

マーカーである lysosomal-associated membrane pro-

tein-1（LAMP-1）と LPS，あるいは LL-37 との共染色

を行った。その結果，LPS は LAMP-1 抗体で染まるリ

ソソーム内に検出され，また，LL-37 も大部分がリソ
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図 4 肝類洞内皮細胞の LPSの取り込みに対する LL-37の効果

A：LSECに蛍光標識した LPS（1 mg／mL）と LL-37（5 mg／mL）

を作用させて，LPS の取り込みを蛍光顕微鏡観察によって解析

した。点線は細胞の輪郭を示す。

B：蛍光標識した LPS（100 ng／mL）を LL-37（0.01〜5 mg／mL）

の存在下あるいは非存在下で LSEC に作用させ，2 時間後，

LPS の取り込みをフローサイトメトリーで測定した。LL-37

非存在下における取り込みを 100％として表示した。（＊：p＜

0.05)

図 5 肝類洞内皮細胞における LL-37の取り込み

ビオチン標識した LL-37（1 mg／mL）を LPS（100

ng／mL）の存在下あるいは非存在下で LSECに作

用させ，表示時間後に細胞を回収，固定し，蛍光

標識ストレプトアビジンで染色してフローサイト

メトリーで測定した。LL-37 の取り込みは蛍光

強度で示した。



ソーム内に検出された（データ掲載せず）。これらの結

果から，LL-37-LPS の複合体は類洞内皮細胞に取り込

まれた後，リソソームに運ばれて分解される可能性が

示された
9)
。

おわりに

本稿では，ヒト cathelicidin ペプチド LL-37 の血管内

皮細胞に対する作用を紹介した。前半では，LPS で誘

導される血管内皮細胞のアポトーシスに対し，LL-37

が抑制効果を表すことを示した。血管内皮細胞におけ

る LPS 受容体の発現は単球系細胞に比べ顕著に弱

く
12)
，血管内皮細胞が LPS 応答細胞として注目される

ことは多くない。しかしながら，血管内皮細胞におけ

る LPS-TLR4 応答が敗血症の病態形成に大きくかかわ

るとして，近年，再認識されている
13)
。また，後半では

肝臓特有の血液浄化機能に着目して，LL-37 が肝臓の

類洞内皮細胞による LPS の取り込みを促進することを

示した。このとき，類洞内皮細胞において TLR4 シグ

ナルの活性化は起こらず，さらに，取り込まれた LPS

が細胞内消化を担うリソソームに局在したことから，

LL-37 の作用は宿主細胞の活性化をすることなくエン

ドトキシン除去の促進に寄与すると考えられる。
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図 7 TLR4の下流応答の活性化に対する LPSの取り

込みの効果

A：LSECに LPS（100 ng／mL）を LL-37（0.01〜

5 mg／mL）の存在下あるいは非存在下で作用させ，

24 時間後，ICAM-1 の発現をウェスタンブロッ

ト法により定量した。結果は未刺激時の発現に対

する比で表示した。（＊：p＜0.05)

B：LSECに LL-37（0.01〜5 mg／mL）の存在下あ

るいは非存在下で LPS（100 ng／mL）を作用させ，

4時間後，IFN-bのmRNA発現を RT-PCR 法に

より定量した。結果は未刺激時の発現に対する比

で表示した。（＊：p＜0.05)
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はじめに

自然免疫とは，異物に特有の分子構造パターンが宿

主細胞に存在する種々の自然免疫受容体を介して認識

されることで活性化される生体防御システムである。

自然免疫活性化の際に認識される微生物特有の分子構

造パターンの一つにリポ多糖（LPS）がある。グラム陰

性菌の細胞表層成分であり，内毒素（エンドトキシン）

としても知られている LPS は，一般に強い免疫賦活作

用を持ち，細菌感染防御に大きな役割を果たすものの，

重篤な感染症の場合には敗血症の原因ともなる。その

構造は，疎水性の糖脂質リピドAの糖鎖部位に多糖が

結合した構造をとっており（図 1），脂質部分が細胞外

膜の外側膜構造を形成している。免疫賦活活性の本体

がリピドAであることが最初の全合成
1)
の後，明らかと

なり，その後，自然免疫受容体である Toll like recep-

tor 4（TLR4)／MD-2 が LPS／リピドAの認識を担って

いることが示されている
2)
。TLR4 の下流シグナル伝達

は MyD88 依存経路と TRIF 依存経路に大別される

（図 1）。MyD88 を介したシグナルは，TNFaや IL-6 と

いった炎症性サイトカインの産生へとつながり，一方

で，TRIF を介したシグナルは，抗ウイルス応答を惹起

するインターフェロン（IFN）の産生へとつながる。さ

らには，近年，LPS の細胞質内受容体として caspase 4／

11 も報告されている
3)
。大腸菌リピドA（1）などは，こ

れらのシグナルを同時にかつ強力に活性化するため，

強い炎症が惹起される。

一方で，LPS との協奏的な作用により，TLR4／MD-2

の機能を制御可能な分子が，われわれを含め，いくつか

のグループで見いだされつつある
4)
。われわれは，その

ような制御因子のなかでもとくに，寄生菌由来成分や

内因性成分といった宿主体内に存在する化合物に着目

している。本稿では，そのような LPS と協奏的に作用

する内因性もしくは寄生菌由来 TLR4／MD-2 制御因子

に関する研究ついて紹介する。

1．寄生菌由来リピド Aによる免疫調節作用

寄生菌や病原菌のなかにはステルスのように自然免

疫システムをすり抜けるものがあることが，近年，明ら

かにされている。ペストは齧歯類の感染症であるが主

としてノミの媒介でヒトにも感染する。ペスト菌は蛋

白性の毒素である外毒素を産生し，この毒素が末梢血

管を破壊し，浮腫や壊死を形成する。ペスト菌は，27℃

では，大腸菌リピドA（1）と同様の構造を有している

が，哺乳類の体温である 37℃ではアンタゴニストであ

るリピド IVa（2）（図 2）を発現する
5)
。ペスト菌 LPS

のアンタゴニスト作用が宿主の自然免疫応答を阻害し，

ペスト菌の強い病原性と短い潜伏期間を決定している

のである。このように，近年，細菌の特性と LPS 活性

に関連があることが明らかになってきた。そこで，宿

主に寄生している細菌ならば，寄生関係を構築するた

めに宿主の免疫を制御可能な LPS 成分を保持している

可能性を考え，われわれは，寄生菌リピドAに着目し

た研究を展開した。

胃に生息し胃潰瘍の起因菌となるヘリコバクター・

ピロリや口腔細菌であり歯周病の要因の一つして知ら

れるポルフィロモナス・ジンジバリスなどの寄生性細

菌の LPS は，弱い免疫刺激活性を示す一方，慢性炎症

やアテローム性動脈硬化との関連が報告されている
6)
。

ピロリ菌およびジンジバリス菌のリピドAは特徴的な

構造を有することが知られており，その構造に起因す

る自然免疫受容体 TLR4／MD-2 の部分的活性化あるい

は阻害が，これらの寄生性細菌 LPS の特異な生物活性

の要因であると考えられた
7)
。大腸菌リピドA（1）は，

炭素数 12 および 14 の 6 本の脂肪鎖を有するが（図 1），

ピロリ菌リピド A（3，4）については，脂肪鎖の数は

3〜4 本と少ないものの，その鎖長はより長く，炭素数

16 および 18 となっている（図 2）。また，リン酸基につ

いても，大腸菌リピドA（1）は 1位と 4ʼ 位に有するが，

ピロリ菌リピドAは，1位のみにリン酸基を有する 3a，

4a に加えて，エタノールアミンの縮合したリン酸基を

有する 3b，4b から成る。ジンジバリス菌リピドA（5-

8）は 3〜5本のアシル基（炭素数 15〜17）を有し，末端

が分岐した脂肪酸も含む。リン酸基に関してはピロリ

菌型と同様の多様性があるがエタノールアミン体はマ

イナー成分としてのみ存在している。このような寄生

菌リピドAに共通する構造的特徴として，脂肪鎖が大

腸菌に比べて長く，多様性がある，また，1位のみにリ
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ン酸基を有した，モノリン酸構造をとっているといっ

た点があげられる。

われわれは，これらの寄生菌リピドAの機能解明を

目的として，寄生菌リピドA（3-8）の網羅的化学合成

を実施した
4a,8)
。さらには，化学合成した寄生菌リピド

Aについて，ヒト末梢全血中での種々のサイトカイン

誘導活性を測定し，大腸菌 LPS と比較した（図 3A，B）。

また，それらのアンタゴニスト作用について，大腸菌

LPS によるサイトカイン誘導に対する阻害活性を測定

した（図 3C，D）。その結果，3〜4本の脂肪鎖と通常の

リン酸基を有する寄生菌リピドA（3a，4a，5，6）は，

IL-6，TNF-aなどの炎症性サイトカインについて阻害

活性を示した。前述のように IL-6，TNF-aといったサ

イトカインはMyD88 依存的に誘導されることから，寄

生菌リピドA（3a，4a，5，6）は，MyD88 依存経路を

阻害していることが示された。一方で，3〜4 本の脂肪

鎖と，エタノールアミンが結合したリン酸基を有する

ピロリ菌リピドA（3b，4b），および 4〜5本の脂肪鎖と

通常のリン酸基を有するジンジバリス菌リピドA（7，

8）は，大腸菌 LPS に比べると大変弱いものの IL-6，

TNF-aなどの炎症性サイトカインについて誘導活性を

示した。天然のピロリ菌 LPS においては，リピドAの
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図 1 TLR4を介した自然免疫活性化機構

図 2 さまざまなリピド Aおよびカルジオリピンの化学構造



6ʼ 位に酸性糖 Kdo が付加された部分構造をとってい

る。3b に Kdo を付加した誘導体も合成し活性を評価

したところ，こちらは炎症性サイトカイン阻害活性を

示した。以上の結果から，これらの寄生菌は，宿主の自

然免疫から逃れるように進化しており，宿主への感染

に有利であるようにリポ多糖の活性を抑えるアンタゴ

ニスト作用を有するか免疫活性化作用が極めて弱いリ

ピドAを有すると考えられ，LPS の分子構造が病原性

に関連することが示唆された。

また，すべての寄生菌リピドA（3-8）が，慢性炎症に

関与する IL-18 を誘導し，3a，4a，5，6 は IL-18 の選択

的な誘導作用を示すことをみいだした。LPS 刺激によ

る IL-18 の誘導は，TLR4／MD-2 に由来する 2 つのシ

グナル経路（図 2）のうち，TRIF 経路に依存するとい

う報告
9)
と依存しないという報告

10)
がそれぞれある。ピ

ロリ菌リピドAによるサイトカインの選択的誘導がど

の経路によるものかは，現在，解析が続けられているが，

ピロリ菌リピド Aが，TLR4 依存の多くのサイトカイ

ンに対して阻害活性を示したことに加え，ピロリ菌リ

ピド Aによる TLR4 依存の NF-kB の活性化はみられ

なかったこと，さらには，2014 年にヒトの caspase 4 が

細胞質内の LPS 受容体であることが報告されたことか

ら
3)
，現在，細胞質内 LPS 受容体などを介する他の経路

が IL-18 誘導に関与する可能性を考えている。

2．大腸菌 LPSと協奏的に作用する寄生菌由

来および内因性因子

一方で，エタノールアミン結合型リン酸基を有する

ピロリ菌リピドA（3b，4b）は，それ自身の免疫活性化

作用は大変弱いものの，大腸菌 LPS が共存した際に，

強い免疫活性化を惹き起こすことも明らかになった

（図 3C）。2つのタイプのリピドA共存時に得られた免

疫活性化作用は，ピロリ菌リピドA（3b，4b）と大腸菌

LPS，それぞれの活性の単純な合計よりも明らかに強

く，2つの因子が協奏的に作用し，相乗的な効果がもた

らされているものと推測された。

このような LPS の免疫活性化作用に対する相乗的増

強効果については，これまでに，所属グループとドイツ

Borstel 研究所のグループとの共同研究により，TLR4／

MD-2 受容体のアンタゴニストとして知られるリピド

IVa（2）やカルジオリピン（9）（図 2）が，混合比や混

合法によっては，大腸菌リピドA（1）の活性を相乗的

に増強させることが報告されている
4b)
。すなわち，リ

ピド IVa（2）を大腸菌リピドA（1）に対して，等モル

量以上で混合させた場合はアンタゴニスト活性がみら

れたが，少量（モル比で 10〜20％程度）作用させた場合

は相乗的増強効果が観測された。また，この作用は大

腸菌リピドA（1）とリピド IVa（2）混合物の混合比だ

けでなく，混合法にも依存する。2つの化合物を一度ク

ロロホルム中で懸濁させ，クロロホルムを除いた後に

水に懸濁させることで調整される混合物を用いた場合

のみ，上述の相乗的増強効果が観測され，2つの化合物

をそれぞれ水に懸濁させ混合した場合は，アンタゴニ

スト作用のみが観測された。このことから，相乗的増

強効果の発現には，2つの化合物から形成される超分子

の組成が大変重要であることも示唆されている。また，

カルジオリピン（9）についても同様の傾向が報告され

ている。

大腸菌リピド A（1）の生合成前駆体であるリピド

IVa（2）は外因性物質であるが，カルジオリピン（9）
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図 3 寄生菌リピド A（3-8）のヒト末梢全血中でのサイトカイン誘導および大腸菌 LPS（O111：B4株）の

サイトカイン誘導に対する阻害活性
8)
。

Aおよび C：IL-6 誘導活性，BおよびD：阻害活性。



は細菌細胞膜成分としてだけでなく，高等生物のミト

コンドリア内膜に主に存在する内因性のグリセロリン

脂質としても知られる。近年，アポトーシス過程にお

ける酸化ストレスなどによって，不飽和度の高いカル

ジオリピンは容易に酸化され，酸化体が免疫応答や細

胞内シグナル伝達への関与することが報告されている

が
11)
，分子レベルでのメカニズムは不明瞭である。われ

われは最近，カルジオリピン（9）とその酸化体（エポキ

シ体）について，大腸菌 LPS との相乗的免疫活性化能

を評価し，酸化体がより強い相乗効果を示す結果を得

ている。これらの結果から，カルジオリピンを含む内

因性リガンドの修飾による免疫調節機構が存在するの

ではないかと考えている。

おわりに

生体内では，リピドAを分解してリピド IVa（2）に

導き，そのアンタゴニスト作用を利用して，リポ多糖や

リピドAによる強力な免疫活性化や炎症反応から通常

状態に回復させ，恒常性を保つことが示唆されてい

る
12)
。LPS との協奏的作用がみいだされている寄生菌

由来成分や内因性成分は，体内に恒常的に存在してい

る成分であり，これらのリガンドも生体内恒常性の維

持や破綻に関与する可能性が高い。現在，カルジオリ

ピン以外にもいくつかの内因性リガンドが同様な効果

を示すことをみいだしつつあり，内因性因子や寄生菌

由来成分による免疫調節メカニズムの解明を目指し，

研究を展開している。
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はじめに

Low Endotoxin Recovery（LER）は，製品に添加した

標準エンドトキシンの活性が十分に回収できない現象

であり，主としてキレート剤と界面活性剤を含む製剤

で観察されている
1,2)
。米国食品医薬品局（FDA）がこ

れを患者に対するリスクと考えていることから
3)
，現在，

医薬品業界で問題となっている。LER における影響因

子については，温度，pH，緩衝液や界面活性剤の種類，

撹拌方法などが報告されているが
4,5)
，その影響に関す

る動力学的な解析はみあたらない。今回，LER におけ

る影響因子として温度，pH，塩濃度，クエン酸濃度，リ

ン酸濃度，ポリソルベート 20 濃度について，これらの

LERに対する影響を動力学的に調べた
6)
。

1．LER溶液中のエンドトキシン活性の動力

学的解析

LER 条件における米国標準エンドトキシン（RSE）

の活性変化の反応速度定数を測定した。LER における

エンドトキシン活性の変化を活性型（LPSa）から不活性

型（LPSi）への一次反応と見なせると仮定し，反応速度

を v，反応速度定数を kとすると，

v＝−d［LPSa]／dt＝k［LPSa]

LPSaの初期濃度を c，時間 tにおける LPSaの減少濃度

を xとすると，

−d（c−x)／dt＝dx／dt＝k（c−x)

上式を積分すると，t＝0のとき x＝0なので，

k＝1／t
＊
ln（c／(c−x）)

この式を変形して，

ln（c／(c−x）)＝kt

LPSaが回収率で表されるとき，c＝1，c−xは時間 tにお

ける回収率となるので，時間 tとエンドトキシン回収率

の逆数の自然対数をプロットし，その傾きを kとして

得た。このプロットにおける相関係数は，傾きが小さ

い（0.1 以下）のもの（30 測定中 3例）を除き，すべて

0.97 以上と良好であった。すなわち，LERを見かけの

一次反応とする仮定は妥当と考えられた。

LERの程度を評価するため，RSE活性が 50％になる

までの時間を，半減期（LER50）として次式で求めた。

LER50＝ln（1／0.5)／k＝0.693／k

RSE 活性の経時的変化の測定は，以下の方法で行っ

た。LER 条件の溶液を設定温度で保温した後，エンド

トキシンを添加して反応を開始した。この反応液から

0.01 mL の試料を採取し，あらかじめ等量のエンドト

キシン試験用水を添加したリムルス試薬（LAL）0.2

mLに添加し，トキシノメーター（和光純薬）で活性を

測定した。この方法は，試料を別途希釈する必要がな

いため，経時的変化の測定に適していた。

2．LERにおける影響因子

温度，pH，塩濃度が LER 溶液中の RSE の半減期に

及ぼす影響を図 1〜3に示す。RSE活性の低下には，温

度の影響が大きく，温度が高いほど半減期は短かった

（図 1）。室温（約 25℃）と冷蔵（約 3℃）では，半減期

が 100 倍程度の差を示した。また，半減期は pHが高い

ほど短く，クエン酸とリン酸で影響の程度が異なった

（図 2）。この原因として，クエン酸がキレート剤である

のに対し，リン酸は LPS のリン酸基と競合的に二価イ

オンを奪い合っているため，違いが生じた可能性が考

えられる。温度および pHが示した傾向は，Reich らの

報告
4)
と同様であった。塩濃度と半減期には正の相関が

認められ，濃度が低いほど半減期は短かった（図 3）。
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1．Low Endotoxin Recovery（LER）における影響因子

図 1 温度が LER 溶液中の RSE の半減期に

及ぼす影響

LER 溶液として，0.2〜5.0 EU／mL の

RSE を含む 10 mM クエン酸ナトリウ

ム，0.05％ポリソルベート 20（pH 7.3〜

7.4）を使用した。点線は回帰直線を表

し，回帰係数が−0.996 と良好な直線性

を示した。



LER 溶液の成分として一般的に用いられるクエン

酸，リン酸，ポリソルベート 20（PS20）の濃度が，LER

溶液中の RSE の半減期に及ぼす影響を調べた。クエン

酸は，低濃度で半減期が長い傾向があったが，通常の使

用濃度（5〜25 mM）では変化が認められなかった（図 4）。

リン酸濃度の対数と半減期の対数には負の直線関係が

認められた（図 5）。この違いも，リン酸とクエン酸の

二価イオンに対する作用の違いに起因する可能性が考

えられる。ポリソルベート 20 濃度は，低濃度で長い半

減期を示したが，通常の使用濃度（0.01％〜0.2％）で

はほぼ一定であった（図 6）。

おわりに

エンドトキシン試験法は，ウサギを用いた発熱性試

験法の代替法であり，試料中のエンドトキシン活性を

測定するものである。エンドトキシン活性は，エンド

トキシン単位（EU）で表される。エンドトキシン試験

法は，エンドトキシンの活性を測定しており，エンドト
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図 3 塩化ナトリウム濃度が LER 溶液中の

RSEの半減期に及ぼす影響

LER溶液として，5.0 EU／mLの RSEを

含む 10 mM クエン酸ナトリウム，0.05

％ポリソルベート 20（pH 7.4）を使用し

た。点線は回帰直線を表し，回帰係数が

−0.986 と良好な直線性を示した。

図 4 クエン酸濃度が LER 溶液中の RSE の

半減期に及ぼす影響

LER溶液として，5.0 EU／mLの RSEを

含む 0.5〜25 mMクエン酸ナトリウム，

0.05％ポリソルベート 20，0.8％塩化ナ

トリウム（pH 7.4）を使用した。

図 5 リン酸濃度が LER 溶液中の RSE の半

減期に及ぼす影響

LER溶液として，5.0 EU／mLの RSEを

含む 2.5〜25 mMリン酸緩衝液，0.05％

ポリソルベート 20（pH 7.1〜7.4）を使

用した。点線は両対数グラフの回帰直線

を表し，回帰係数が−1.00 と良好な直線

性を示した。

図 2 pHが LER溶液中の RSEの半減期に及

ぼす影響

LER溶液として，5.0 EU／mLの RSEを

含む 10 mM クエン酸ナトリウム，0.05

％ポリソルベート 20（pH 6.4〜7.8，○）

ならびに 25 mM リン酸緩衝液，0.05％

ポリソルベート 20（pH 6.6〜7.9，△）

を使用した。点線は回帰直線を表し，回

帰係数も−0.967（クエン酸），−0.994（リ

ン酸）と良好な直線性を示した。



キシンの重量や絶対量を測定しているわけではない。

われわれは，標準エンドトキシンの重量を知っている

ため，その比活性（EU／ng）を計算できるし，これを標

準品の品質検査に用いることができる。しかし，実際

の試料中のエンドトキシンはその由来も分からず，比

活性を知ることはほぼ不可能である。試料に添加した

標準エンドトキシンの活性が変化することは，その試

料の条件が通常使用される標準品の状態と異なってい

るために起こる現象である。エンドトキシン試験法が，

試料中のあるがままのエンドトキシン活性を測定する

ための試験であることを考えると，LER はエンドトキ

シン試験法自体の問題とは考えにくい。仮に，エンド

トキシン試験法で検出できない LPS があるとすれば，

それは新しい研究対象であり，その生体への影響は今

後調べていく必要のあるものかもしれない。いずれに

しても，測定できない LER条件下の LPS は，これまで

エンドトキシン試験法で検査してきた対象とは異なる

ものであることは間違いない。この点で，FDAが LER

をエンドトキシン試験法上の問題として捉えていると

すれば，大きな間違いである。ただ，エンドトキシン試

験法で検出できない LPS のリスクについては，これま

で全く研究されておらず，人体への影響がないとはい

えない。この点については，今後の研究が期待される。

今回の結果は，LPS の LER条件下における挙動を理解

するために役立つものと思われる。また，LER を抑え

ることが必要な場合は，低い pH，高い塩濃度が好まし

く，試料をできるだけ低温で保存することがとくに重

要と考えられる。
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図 6 ポリソルベート 20 濃度が LER 溶液中

の RSEの半減期に及ぼす影響

LER溶液として，5.0 EU／mLの RSEを

含む 10mMクエン酸ナトリウム，0.0001

％〜0.2％ポリソルベート 20（pH 7.4）

を使用した。



はじめに

グラム陰性菌の細胞壁成分であるエンドトキシン

（ET）は非常に強い急性炎症反応を引き起こす物質と

されており，マクロファージなどの免疫担当細胞を刺

激して，種々の炎症性サイトカイン，血小板活性化因子，

一酸化窒素などを産生し，致死的な循環不全や多臓器

不全の原因となると考えられている
1)
。

潰瘍性大腸炎（Ulcerative colitis：UC）は，原因不明

の炎症性腸疾患であり，大腸に広範囲の潰瘍性病変を

形成して，出血などの症状を来す。大腸粘膜の荒廃に

より腸内細菌に含まれる ET が生体内へ流入してくる

可能性が指摘されている
2)
。

今回，UCで手術を必要とした症例での新しい高感度

ET測定法
3〜4)
である ESP 法での ETの推移を検討した

ので報告する。

1．症例 1

36 歳女性，5年前にUC・全大腸型を発症した。慢性

持続型でステロイド投与，シクロスポリン持続投与さ

れるが寛解に至らず，外来にて内服薬にて治療を行わ

れていた。ステロイド副作用により圧迫骨折を合併し

たため手術適応と判断された。手術直前の臨床的重症

度分類は中等症，Seoʼs index：212.3（中等症）の診断で

あった。下部消化管内視鏡検査では，粘膜は深い潰瘍

はみられないが易出血性で浅い潰瘍や顆粒状粘膜が連

続性に広がり，Matts Grade 3-4 と判断された（図 1）。

腹腔鏡下大腸全摘術，回腸 J型囊肛門吻合術，一時的

小腸人工肛門造設術が施行された。手術時間 715 分，

出血量 850 mLであった。術前には発熱なく，敗血症様の

症状は認めなかった。術前の ESP 法での ET値は高値

を示したが，手術直後，術後 1日目には低下した（表 1）。

従来法での ET 値は検出限界以下であった。術後経過

は良好であり，Systemic inflammatory response syn-

drome（SIRS）の項目も 2ポイント以下で合併症なく術

後在院日数 18 日で退院となった。

2．症例 2

42 歳女性，1年前に UC・全大腸型を発症した。3カ

月前に内科入院となり免疫抑制剤などにより治療され

たが，免疫抑制剤によるコントロールも困難であり，手
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2．潰瘍性大腸炎手術症例でのESP法でのエンドトキシン推移

の検討

図 1 下部消化管内視鏡検査所見（症例 1)

18.3417.291.74CRP（mg／dL)

10.73.832.1ESP（pg／mL)

POD1術直後術前

表 1 各種検査所見（症例 1)

8,90013,8005,300WBC（／mm
3
)

0

2.68

7,400

―

POD7

110SIRS 項目数 0

1.22

8,100

―

POD5



術適応と判断された。手術直前にはタクロリムス点滴，

ペンタサ，プレトニゾロン 10 mg，白血球除去療法が施

行されていた。臨床的重症度分類は，入院時に中等症

であったが，手術前には重症と診断された，Seoʼs in-

dex は入院時 256.8（重症）から手術前 218.7（中等症）

と変化していた。下部消化管内視鏡検査では，全周性

に小顆粒状の粘膜があり，易出血性で，明らかな潰瘍形

成は認めず，Matts grade 3 であった（図 2）。腹腔鏡下

大腸全摘術，回腸 J型囊肛門吻合術，一時的小腸人工肛

門造設術を施行，手術時間 404 分，出血量 510 mL で

あった。症例 1 と同様に術前に敗血症様の症状は認め

ず，術前の高値を示した ESP 法での ET値は手術後に

は低下し，従来法では検出されなかった（表 2）。術後

経過は良好であり，術後在院日数 9日で退院となった。

3．症例 3

62 歳男性，2週間前に下血にて他院を受診し，潰瘍性

大腸炎・全大腸型と診断され，入院加療を受けていた。

腹痛憎悪があり，意識レベルの低下を認めたため，当院

に転院となった。転院時の腹部 CT 検査にて，中毒性

巨大結腸症と診断され，緊急手術となった。臨床的重

症度分類は劇症型，開腹結腸亜全摘術，小腸人工肛門造

設術を施行，手術時間 171 分，出血量 1,315 mL であっ

た。術前から敗血症性ショックの状態であった。術前

の非常に高値を示した ESP 法での ET値は手術後には

低下し，術翌日に再上昇を認めた。術後集中治療管理

を必要とした。術後在院日数 100 日で退院となった。

4．考 察

ESP 法での健常人での ET は中央値 0.0738 pg／mL

（0.0312〜0.3445 pg／mL）であった。比濁時間分析法

では，健常人では ET は検出されないと報告されてい

る。ESP 法は高感度であるので，感染徴候のない�健

常�と考えられている人でも数十 pg／mL の Et 値を検

出することがあるが，その意義については今後の検討

を要する
3)
。

先行研究では，UC患者での血中ETの上昇の報告が

されている。Aoki らは 1978 年にラジオイムノアッセ

イを用いて活動性 UC 患者の血漿中 ET の上昇を報告

している
5)
。この報告以降では，リムルス試薬を用いて

UC 患者の ET は健常コントロールと比較して軽度上

昇
6)
もしくは高い傾向にあるが有意差がないとの報告が

多い
7)
。われわれの観察との違いは，血液採取のタイミ

ングや測定方法の違いによると考えられる。

UC の重症症例で高 ET 血症を観察し，トレミキシ

ン
TM
による ET吸着療法を 2回施行したところ，その 2

週間後に症状が緩解した報告がある
8)
。今回の検討で

は，重症症例でETの高値を認めたことから，トレミキ

シンが難治性重症患者の治療のターゲットとなる可能

性が考えられる。

おわりに

少数例の検討ではあるが，UC における ESP 法によ

る血中 ET 測定は，術前の病勢を評価できる可能性が

示唆された。今後，UCや敗血症患者に対する大規模な
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図 2 下部消化管内視鏡検査所見（症例 2)

12.488.960.1CRP（mg／dL)

3.611.862.5ESP（pg／mL)

POD1術直後術前

表 2 各種検査所見（症例 2)
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表 3 各種検査所見（症例 3)
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症例検討と一般の医療施設でも測定が可能となるよう

に汎用機器や ESP 法に最適な測定キットの開発が必要

であると考えている。
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はじめに

2016 年，敗血症が新たに「感染に対する宿主生体反

応の調節不全で生命を脅かす臓器障害」と定義された
1)
。

敗血症の宿主生体反応の調節不全として，感染により

免疫系の正常な制御を逸脱した全身性炎症反応があげ

られる。この過剰な全身性炎症反応により惹起された

酸化ストレスが多臓器不全を引き起こし，しばしば致

死的となる。

ヘムは，ヘモグロビン，ミオグロビン，チトクローム

など生体が生きていく上で必須のヘム蛋白の補欠分子

である。しかし，ヘム蛋白から遊離したヘムは炎症細

胞のパターン認識受容体（pattern-recognition recep-

tor：PRR）によって認識され，炎症反応を惹起する傷害

関連分子パターン（damage-associated molecular pat-

terns：DAMPs）の一つであると提唱されている
2)
。ま

た，遊離ヘムは脂溶性の鉄であることから，酸化ストレ

スを増幅することにより，実質細胞を障害することが

知られている
2)
。実際，盲腸結紮穿刺（cecal ligation

and puncture：CLP）によるマウス敗血症モデルで，遊

離のヘムが病態の悪化に大きな役割を果たしているこ

とが報告されている
3)
。

一方，生体には過剰な遊離ヘムを分解するための生

体防御機構が備わっている。これがヘム分解の律速酵

素Heme Oxygenase-1（HO-1）である
4)
。ヘムはHO-1

によって分解される過程で，CO，鉄を遊離しビリベル

ジンに変換される。ビリベルジンはビリベルジン還元

酵素によってビリルビンにただちに変換される。また，

鉄はフェリチンによって取り込まれる。HO-1 の分解

によって生成された微量のCO，生理的範囲内のビリル

ビンは抗炎症・抗酸化・抗アポトーシス作用を有するこ

とから，HO-1 は pro-oxidant であるヘムを分解し，CO，

ビリルビンなど生体防御的に働く物質を生成するスト

レス蛋白の一つに位置付けられている
4)
。

Bach1 は HO-1 の抑制性転写因子であり，遊離ヘム

が増加するとヘム-Bach1 複合体が形成され核外に汲み

出され，その結果HO-1 が誘導されることが in vitroの

系を用いて明らかにされている
5)
。しかし，in vivoのヘ

ム増強性の酸化ストレス下における HO-1 の誘導調節

機構については，完全に明らかになっているとは言い

難い。

そこで，本稿では，敗血症の重症化に遊離ヘムが果た

す役割ついて概説した後，エンドトキシン（lipopoly-

saccharide：LPS）誘発急性肝障害ラットモデルにおけ

る肝 Bach1 の動態を遊離ヘムと関連させて検討した私

たちの研究について述べる。

1．敗血症の重症化に遊離ヘムが果たす役割

1-1．遊離ヘムの生成と動態
2)

敗血症では少なからず溶血が発生し，赤血球からヘ

モグロビンが遊離する。ヘモグロビンのヘム鉄は二価

から三価に酸化され，メトヘモグロビンになる。さら

に，メトヘモグロビンからヘム分子は遊離し，酸化還元

反応活性化能を有する遊離ヘムが生ずる。細胞外のヘ

モグロビン，遊離ヘムは，血漿中のハプトグロビン，ヘ

モペキシンによってそれぞれ，捕捉される。ハプトグ

ロビン／ヘモグロビン複合体，ヘモペキシン／ヘム複合

体は，CD163，CD91 受容体を介してマクロファージに

取り込まれ，マクロファージ内に誘導された HO-1 に

よって分解，無害化される。一方，著しい溶血が発生し，

ハプトグロビンとヘモペキシンの除去能を上回るヘモ

グロビン・ヘムが生じると遊離ヘムは血漿中に蓄積し，

炎症反応増強作用を有するDAMPs，また，酸化ストレ

ス増幅作用を有する pro-oxidant として，病態増悪化

に貢献する。

1-2．遊離ヘムの炎症反応増強作用
2)

ヘム蛋白から遊離したヘムは炎症反応増強作用を有

する。ヘムはToll-like receptor-4（TLR4）のアゴニス

トであることが報告さている。ヘムはTLR4 を介して，

好中球を活性化し，その遊走能を増強し，neutrophil

extracellular traps（NETs）の生成を促進する。マクロ

ファージにおいては，ヘムはTLR4-MyD88 経路を介し

て tumor necrosis factor（TNF）の分泌促進作用を示す。

また，NLRP3 インフラマソームを介して，IL-1bの分

泌を促進する。さらに遊離ヘムは，LPS 刺激によるマ

クロファージのサイトカイン産生を増強することが報

告されている。血管内皮細胞に対して，ヘムは TLR4
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を介して，血管透過性を亢進させる。これらのヘムの

作用は適度であれば感染に対して生体保護的に働くが，

その反応が過剰となった場合，過剰な炎症反応・凝固反

応を引き起こし，敗血症の重篤化に寄与する。

1-3．遊離ヘムの酸化ストレス増幅作用
2)

遊離ヘムは炎症反応を増幅するのみならず，Reac-

tive Oxygen Species（ROS）の産生を増強することによ

り，実質細胞に障害を与える。ヘムは，ヘム蛋白のヘム

ポケットに収まっている間は，生体の維持に重要な働

きをしている。しかし，ヘム蛋白から遊離したヘムは，

疎水性蛋白であるため，細胞膜のリン脂質のような非

極性分子と相互反応を起こしやすい。例えば，TNFで

priming された細胞では，発生した過酸化水素から反応

性に富むヒドロキシラジカルを産生するフェントン反

応を触媒することにより，ROS 産生を促進し，細胞膜

の脂質過酸化を引き起こす。その結果，細胞はアポトー

シスに陥る。すなわち，遊離ヘムは酸化ストレスを

pro-oxidant として増幅することにより，実質細胞に対

して細胞毒増幅因子として作用する。

2．敗血症性肝障害におけるヘム関連蛋白の

動態

2-1．敗血症性肝障害における遊離ヘムの増加

先述したように敗血症は「感染に対する宿主生体反

応の調節不全で生命を脅かす臓器障害」がその本態で

ある。肝臓は生体にとって必須物質である栄養素の合

成・代謝，薬物・毒物の解毒，さらには免疫応答にもか

かわっていることから，敗血症による肝障害はその重

篤化の大きな要因となる。われわれは，雄性 SDラット

にエンドトキシン（Lipopolysaccharide：LPS；10 mg／

kg）を静脈内投与しエンドトキセミアで特徴づけられ

る敗血症モデルを作製した。本モデルでは LPS 投与

後，血清AST・ALT値が有意に上昇し，組織学的にも

巣状壊死をともなう肝傷害像が認められた。また，LPS

投与後 HO-1 mRNA の発現増加とヘム合成の律速酵

素：デルタアミノレブリン酸合成酵素（d-aminolevu-

linic acid synthase：ALAS1）mRNAの発現抑制が認め

られた。細胞内の遊離ヘムは pro-oxidant，炎症増強因

子として実質細胞にとっても有害であることから，恒

常状態では，細胞内で極めて低レベルに保たれており，

その調節はALAS1 と HO-1 によって行われている
4)
。

すなわち，ヘムによってALAS1 の発現は低下し，HO-

1 の発現は上昇する
4)
。したがって，LPS 投与後，HO-1

の発現増加とALAS1 の発現抑制がみられたことは，肝

細胞内の遊離ヘムが増加したことを示唆している。肝

細胞内で遊離ヘムを供給するヘム蛋白は明らかでない。

しかし，肝臓内では薬物代謝酵素チトクローム P450 が

主要なヘム蛋白であり，薬物性の肝障害では薬物の代

謝にともなってチトクローム P450 が崩壊することが

報告されていることから
4)
，LPS によって障害を受けた

チトクローム P450 のヘムが遊離ヘムの増加に関与し

ている可能性が考えられる。

2-2．敗血症性肝障害における HO-1抑制性転写因

子：Bach1の動態

Bach1 はヘムによって調節される HO-1 遺伝子の抑

制性転写因子である
5)
。すなわち，Bach1 は恒常状態で

は HO-1 の転写調節領域にある maf recognition ele-

ment（MARE）配列に小maf 蛋白とともに結合し，HO-

1 の転写活性化を抑制している。一方，細胞内の遊離ヘ

ム濃度が上昇するとヘムと Bach1 は結合し，その複合

体は核外に運びだされ，代わりに，転写因子Nrf2 と小

maf 蛋白が二量体を作りMARE配列に結合しHO-1 の

転写が開始される。この Bach1 を介するヘムによる

HO-1 遺伝子の転写調節化のメカニズムは in vitroの系

を用いた実験で明らかにされた。

われわれは，敗血症急性肝障害モデルにおける

Bach1 の動態を明らかにするために，LPS 投与後の肝

細胞の核分画の Bach1 蛋白発現の変化をWestern blot

法を用いて経時的に検討した。核 Bach1 蛋白は無処置

のラットでは有意な発現が認められていたが，LPS 投

与ラットでは，投与 1 時間後にその発現は著明に低下

した。LPS 投与 1 時間後の核 Bach1 レベルを生食投与

による対照ラットの 1 時間後の核 Bach1 レベルと比べ

ると前者は後者の 10％以下であった。その後，核

Bach1 蛋白の発現は急激に回復し，3時間後には，ほぼ

無処置ラットのレベルに復した。この LPS による核内

Bach1 発現低下における遊離ヘムの関与を検討するた

めに，ラットに 50 mg／kg のヘム単独投与を行い，1時

間後に肝細胞の核 Bach1 蛋白レベルを検討した。その

結果，興味深いことに，ヘム単独投与によっても核

Bach1 蛋白レベルは，顕著に低下した。ヘム投与 1 時

間後の核 Bach1 レベルを生食投与による対照ラットの

1時間後の核 Bach1 レベルと比べると LPS 投与と同様

に前者は後者の 10％未満であった。この事実は，間接

的ではあるが，LPS 投与後の核 Bach1 レベルの一過性

の低下に肝細胞内に増加した遊離ヘムが関係すること

を示唆している。

LPS 投与は肝臓の核 Bach1 蛋白の発現に顕著な影響

を及ぼしたので，肝Bach1 mRNAの発現に及ぼす効果

を検討した。無処置のラット肝ではBach1 mRNAの発

現はほとんど認められなかったが，LPS 投与ラットで

は 1 時間後に Bach1 mRNA レベルは有意に増加し，3

時間後に最大値となり，その後急激に減少し，12 時間

後には最大値の 50％となり，24 時間後には元のレベル

に復した。
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3．敗血症性急性肝障害における肝の核

Bach1蛋白発現低下と Bach1 mRNA誘

導の生物学的意義

3-1．Bach1の動態変化の分子生物学的意義

LPS 投与後の肝細胞内HO-1 発現上昇・ALAS1 発現

低下と，核Bach1 蛋白発現低下，Bach1 mRNAの誘導

を総合的に考察し敗血症性急性肝障害モデルにおける

肝ヘム代謝の動態について以下のような仮説を立てる

ことができる。LPS により肝の主要ヘム蛋白：チトク

ローム P450 が傷害され，ヘムが遊離する。肝細胞で増

加した細胞内遊離ヘムは，MARE 配列上にある Bach1

と結合して核外に汲み出される。一方，MARE 配列に

は Bach1 の代わりに転写因子 Nrf2 が結合し，その結

果，HO-1 の転写が活性化される。すなわち，LPS 投与

後に認められた核 Bach1 蛋白減少はヘムによる HO-1

誘導過程を反映していることが推察される。ヘムが

HO-1 の primary inducer であり，ヘム単独投与で肝の

核 Bach1 発現が急激に低下したことからも，LPS 投与

後の HO-1 誘導にこのヘム-Bach1-Nrf2 メカニズムが

関与していることがうかがわれる。一方，Bach1

mRNAの誘導は，核内に枯渇したBach1 蛋白を補うた

めに引き起こされたと考えられる。われわれは，四塩

化炭素肝障害の動物モデルにおいて肝のヘム蛋白から

遊離したヘムが酸化ストレスを増幅することにより肝

障害を増悪化させることを示し，このモデルにおいて

もBach1 mRNAが誘導され，その増加が核に枯渇した

Bach1 蛋白を補うための代償反応であることを示唆し

た
6)
。

3-2．Bach1の動態変化の病態生理学的意義

げっ歯類敗血症モデルで，HO-1 は pro-oxidant であ

る遊離ヘムを分解し，生体保護的に働くことが報告さ

ている
3)
。また，Bach1 ノックアウトマウスを用いた研

究で，冠動脈の虚血再灌流モデルの急性増悪期におい

て，Bach1 の欠損は HO-1 の過発現を介して臓器保護

的に働くことが報告されている
7)
。過剰な遊離ヘムが生

体に負荷される敗血症性臓器障害の急性期においてヘ

ム分解酵素である HO-1 の誘導は，生体にとって有益

である。しかし，過剰なヘムの分解が終了した回復期

において HO-1 の過剰発現が続くと，生体機能の維持

にとって必須のヘム蛋白をむしろ傷害してしまう可能

性がある。したがって，エンドトキセミア誘発性急性

肝障害における Bach1 の動態は，ヘム分解のための

HO-1 の一過性誘導とその役目が終了した HO-1 発現

抑制を介して細胞内ヘム代謝の微妙な調節に貢献して

いると推測される。

おわりに

敗血症にともない発生する血管内溶血によって生ず

るヘモグロビンから遊離したヘムは，炎症反応増強作

用，酸化ストレス増幅作用により敗血症の増悪化に寄

与する。また，敗血症性急性肝障害により，細胞内に増

加した遊離ヘムも膜脂質を障害することにより，肝細

胞障害性に働くと考えられる。肝細胞内の過剰の遊離

ヘムは，ヘムによって誘導される HO-1 によって無毒

化される。敗血症性急性肝障害におけるHO-1 誘導は，

in vitroと同様，ヘムによるHO-1 転写抑制因子 Bach1

の核外移行によって誘導されることが示唆される。一

方，HO-1 の過剰発現によるチトクローム P450 など，

肝細胞にとって必要なヘム蛋白の分解を防ぐために，

回復期には HO-1 の誘導は収束されねばならない。こ

の HO-1 発現抑制に必要な Bach1 蛋白を核内に補充す

るために，Bach1 mRNAが誘導されると考えられる。

Bach1-ヘム経路による HO-1 誘導のメカニズムの解明

は，新たな敗血症性急性肝障害に対する治療戦略の開

発につながる可能性がある。
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はじめに

Blast Lung Injury（衝撃波肺損傷）は爆発事故などに

おいて頻発する。肺は鼓膜に次いで爆発・衝撃波によ

る損傷を被りやすい臓器である。それは衝撃圧が肺胞

と毛細血管の境界を通過する際に，肺胞壁の破断を生

じ，出血，肺挫傷，気胸などを引き起こすためである。

現在に至るまでBlast Lung Injury に対する効果的な治

療法は確立されておらず，治療ガイドラインは頸椎保

護，気道確保，酸素供給，呼吸管理，出血の制御と循環

管理を推奨しているに過ぎない
1)
。

Blast Lung Injury の病態生理は，いくつかの急性肺

傷害の病態が複合している。肺胞壁の機械的過進展と

いう点では，人工呼吸による肺損傷（VILI）に類似して

いる。また低酸素症／低血圧の遷延という点では，虚血

再灌流傷害モデルに類似している。これらに共通する

のは肺胞への出血と滲出液・炎症細胞の浸潤である。

その病態制御に，内因性アデノシンの産生とアデノシ

ン受容体の活性化が重要であることがわかってきた。

われわれは人工血小板として H12-ADP-liposome

（平均径 210 nm）を開発してきた。これは血小板が凝

集するために不可欠な血小板膜糖タンパクのⅡb／Ⅲa

複合体をターゲットに，これと特異的に結合するフィ

ブリノゲンの活性化部位である g鎖のカルボキシル末

端にある 12 個のペプチド（HHLGGAKQAGDV配列：

H12）をリポゾーム膜の表面に組み込むとともに，リポ

ソーム内部に血小板活性化作用があるアデノシン 5ʼ-二

リン酸（ADP）を含有させている
2)
。H12-ADP-lipo-

some は活性化血小板が存在する出血部位に H12 部分

を使って集まり，そこで血小板同士の凝集を補強する

とともに内封 ADP を放出する。H12-ADP-liposome

の投与で，致死的な低血小板性の凝固障害を呈した動

物の止血凝固能が回復し救命効果が認められている
3)
。

さらに内包ADPは，P2Y受容体を介した血小板凝集促

進作用だけではなく，アデノシンに代謝され臓器保護

に働くことが期待される。

1．レーザー衝撃波による Blast Lung In-

jury

波長 694 nmの Qスイッチ・ルビー・レーザーをマウ

ス右側背に密着させた天然ゴムとアクリル板で合成さ

れた円形標的（直径 12.0 mm・厚さ 0.5 mm）に単発照

射し，プラズマ現象による衝撃波を形成すると
4)
，融合

性出血が直下の右肺下葉に生じ，びまん性の点状出血

が右肺および左肺門部に生じた。照射対側の左肺門病

変は衝撃波が気管分岐部を越えて伝播したと考えられ

る。病理学的には肺胞壁の伸展と毛細血管の破壊に伴

う肺胞出血の所見は，Tsokos らによって報告されたヒ

トの Blast Lung Injury の病理所見
5)
と合致した。レー

ザー強度による死亡閾値の検討では，8J 以上で鼻出血

（喀血）ありのものはすべて 1時間以内に死亡した。

2．H12-ADP-liposome投与による救命効果

レーザー照射直前に，H12-ADP-liposome や ADP-

liposome，PBS-liposome，H12-PBS-liposome をおのお

の 20 mg 静脈内投与したところ，H12-ADP-liposome

投与で有意に生存率が上がった。さらにレーザー照射

直後にH12-ADP-liposome を投与しても救命効果が得

られた（図 1）。H12-ADP-liposome 投与群でも右肺に

は融合性の出血が生じたが，左肺では軽度の散在性出

血がみられるに過ぎなかった。Yelverton らが提唱し

ている病理学上の重症度分類である Pathological in-

jury スコア
6)
は H12-ADP-liposome 投与群（35.2±2.3）

が H12-PBS-liposome 投与群（40.0±2.0）と比べて有

意に軽減しており，Yelverton らが 36 点以上を重症肺

傷害と定義していることとも合致している。さらに，

肺胞における好中球集積も，H12-ADP-liposome 投与

群で有意に軽減していた。
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3．H12-ADP-liposome投与による臓器保護

のメカニズム解明

H12-ADP-liposome は出血部位に集まる性質がある

ので，出血局所で ADP がどのように働くかについて

ADPの代謝産物であるアデノシンに着目した。その受

容体拮抗薬であるアデノシン A2A 受容体拮抗薬

（ZM241385），もしくはアデノシン A2B 受容体拮抗薬

（PSB 1115）を衝撃波受傷の 1時間前に投与し，その後，

H12-ADP-liposome や ADP-liposome，PBS-liposome，

生理食塩水をおのおの尾静脈から投与しレーザー衝撃

波 8J を右肺に照射した。3 時間後にマウスから気管支

肺胞洗浄液（BALF）を採取したところ，BALF中への

アルブミン漏出はH12-ADP-liposome 投与群において

のみ有意に減少していた（図 2A）。さらに H12-ADP-

liposome 投与は，BALF中の TNF-aおよびMIP-2 の

上昇を有意に抑制していたが，アデノシンA2A受容体

拮抗薬は，H12-ADP-liposome 投与による BALF 中の

TNF-a抑制効果を阻害した。また，アデノシン A2B

受容体拮抗薬はH12-ADP-liposome 投与による BALF

中のMIP-2 の減少効果を阻害した（図 2B，C）。すなわ

ち，H12-ADP-liposome は本来の止血作用とともに，

局所で放出される ADP が病変部で代謝されアデノシ

ンとなり組織保護効果を発揮したと考えられた。一般

的に，生理学的濃度でアデノシンは A1，A2A および

A3 受容体を活性化する。対照的に，アデノシン A2B

受容体は高濃度アデノシンで作用すると考えられてい

る
7)
。とくに低酸素病態を伴う場合にアデノシン A2B

受容体作用が活性化することが報告されている
8)
。

おわりに

Blast Lung Injury の病態に近似した致死性のマウス

肺出血モデルをレーザー衝撃波で作製したが，H12-

ADP-liposome の投与で Blast Lung Injury の低減・救

命効果が得られた。アデノシン受容体拮抗薬を使った

薬理学的検討では，Blast Lung Injury による好中球誘

導性ケモカインであるMIP-2 放出亢進と好中球の遊走

浸潤を H12-ADP-liposome 投与が A2B 受容体を介し

て抑制し，急性期の予後改善につながっていたことが

示唆された。

このBlast Lung Injury モデルと成因や病理像が類似

している以下の病態についていくつかの報告がある。

すなわち，VILI に関しては Eckle らが肺胞・毛細血管

バリアの欠損が肺のA2B 受容体を介して減じられると

報告した
9)
。さらに，彼らはA2B 受容体を介してVILI

による毛細血管から肺胞への vascular leak の軽減が得
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図 1 マウスの生存率

（文献
11)
より引用)



られること，A2B受容体作動薬がある種の「肺利尿」効

果を示し，肺胞クリアランスが改善して臓器保護につ

ながると述べている
9)
。低酸素換気モデルで生じる肺胞

への好中球の遊走浸潤がA2B 受容体を介して抑制され

ることも報告している
8)
。Haskó らは，A2A 受容体を

介するアデノシンの外傷／出血性ショック軽減効果を報

告している
10)
。このほか，A2A 受容体を介したアデノ

シンの抗炎症効果の報告は多数認められる。しかしな

がら，衝撃波により誘起された臓器傷害病態における

アデノシン A2A 受容体の役割は不明な点が多い。血

漿中のアデノシンの半減期が非常に短い（1〜2 秒）こ

とが，外因性に投与したアデノシンの実験結果の解釈

を難しくしており今後さらなる検討が必要と考える。
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はじめに

Post-intensive care syndrome は ICU での集中治療

後，呼吸障害や神経筋障害，運動機能障害などの身体的

障害や認知機能のみならず精神的障害も生じる可能性

があるが
1,2)
，重症病態治療後の生殖機能および性腺機

能に対する影響はほとんど報告されていない。重症感

染症である敗血症に注目すると男性敗血症患者の約

20％を生殖適齢期を含む 18 から 45 歳が占めているた

め
3)
，重症感染症後の性腺機能を調べることは重症病態

後の QOL の観点からも重要と考えられる。雄性生殖

器への病原菌の感染や炎症は精子の機能不全や形成不

全を引き起こし，男性不妊の原因となっており
4)
，実際

に，エンドトキシンで誘起された全身性炎症下では精

巣でのステロイドホルモンの合成や精子形成が阻害さ

れることが報告されている
5)
。われわれはエンドトキシ

ンに起因する急性炎症期では内因性 interleukin（IL）-

18 が精巣生殖細胞のアポトーシスを誘導するものの，

急性炎症後の回復期では内因性 IL-18 が抑止に作用し，

炎症のステージに依存しアポトーシスを調整している

可能性を見出し
6)
，IL-18 が新たな急性炎症下での精巣

炎治療ターゲットとなる可能性を示してきた。また，

この結果は急性炎症時の体内の IL-18 の動態をコント

ロールすることにより，炎症に伴う生殖細胞のアポトー

シスを未然に防ぎ，男性不妊の一因である乏精子症や

無精子症となるリスクを回避できる可能性を示した重

要な知見である。しかし，精巣内の各細胞（ライディッ

ヒ細胞やセルトリ細胞）と IL-18 との関連を明らかに

することはできておらず，これらの関係性を示すこと

は IL-18 を急性炎症下での精巣炎治療ターゲットとす

る上で重要であると考えられる。

1．精巣における IL-18

精巣は精子形成が行われる精細管とその間の間質か

ら構成され，精細管内には生殖細胞とセルトリ細胞が，

間質には男性ホルモンを産生するライディッヒ細胞が

存在する
7)
（図 1）。精子形成や精巣の恒常性の維持には

セルトリ細胞やライディッヒ細胞が重要な役割を担っ

ているが
7)
，炎症性サイトカインである IL-18 は精巣の

恒常性の維持に関与している可能性が報告されており，
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5．精巣男性ホルモン産生細胞におけるアポトーシスへの

エンドトキシン及び IL-18 の関与

図 1 精巣切片および精巣における immuno communication

A：精巣切片。L：ライディッヒ細胞，St：精細管，スケール：50 mm。

B：精巣における immuno communication（参考文献
20)
図より一部改変）。St：精細管，

DC：dendritic cell，NK：natural killer cell



精巣内では恒常的に生殖細胞，ライディッヒ細胞や常

在型マクロファージなどで産生される
8〜11)
。また，LPS

（lipopolysaccharide）に起因するマウス全身性炎症下の

精巣では，LPS 濃度依存的に IL-18 の発現が増加する

ことが報告されている
12,13)
。しかし，われわれの既報

6)

を含め IL-18 の生殖細胞以外の精巣を構成する細胞，

つまりライディッヒ細胞やセルトリ細胞への役割は明

らかではない。本稿では精巣男性ホルモン産生細胞で

あるライディッヒ細胞のアポトーシスに対するエンド

トキシンの影響ならびに IL-18 との関係について概説

する。

2．炎症刺激下でのライディッヒ細胞

マウスライディッヒ細胞は LPS 刺激に対して toll-

like receptor 4 を介し，炎症反応が惹起される
14)
。われ

われはマウスライディッヒ細胞由来 TM3 細胞を LPS

で刺激し経時的に解析した。LPS 刺激後 1 時間にてラ

イディッヒ細胞の tumor necrosis factor（TNF）-a

mRNA および IL-6 mRNA の発現は一過性に上昇し

た。一方で，IL-18 タンパクの発現は非刺激群，LPS 刺

激群に差はなく，両群ともに刺激後も増加は認められ

なかった。したがって，ライディッヒ細胞では炎症時

に積極的に IL-18 を分泌する機能は無いと考えられた。

そこで，ライディッヒ細胞以外の細胞から炎症時に産

生される IL-18 がアポトーシスに及ぼす影響を検討す

ることとし，最初に LPS 刺激におけるライディッヒ細

胞のアポトーシス経路を確認した。アポトーシス経路

には主に death receptor（DR）経路と mitochondria

（Mt）経路が存在し
15)
，われわれの先行研究

6)
より DR

経路に焦点をあてた。DR経路では，TNFR1 や Fas な

どのDRとそのリガンド（L）の活性を介し，アポトー

シスが誘起される。DR のアダプター分子として Fas-

associated protein with death domain（FADD）が存在

し
17)
，FADD の DD と TNFR1 や Fas の相互作用によ

り caspase-8 を活性化し，caspase-3 依存的なアポトー

シスを誘導する
15,16)
。われわれの結果では，ライディッ

ヒ細胞の cleaved caspase-3 の発現は LPS 濃度に関係

なく刺激 6 時間で発現が確認でき，12 時間以降，発現
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図 2 LPS刺激ならびに recombinant IL-18刺激による death receptor経

路関連遺伝子・タンパクの発現量

ライディッヒ細胞由来TM3 細胞に LPS もしくは recombinant IL-18

で刺激し解析した。

➡：LPS 刺激により発現増加，⇒：recombinant IL-18 刺激により発現

増加。（参考文献
19)
より一部改変)



が増加しアポトーシスが誘導された。DR 経路関連因

子の発現は LPS 刺激 12 時間後 TNFR1 mRNA，Fas

mRNA および cleaved caspase-8 の発現が増加した。

FasL mRNA，FADD mRNAは非刺激群と差はなかっ

た。したがって，LPS 刺激により Fas，TNF-a，

TNFR1，cleaved caspase-8 の発現が増加し，caspase-

3 を活性化しライディッヒ細胞のアポトーシスが誘導

された可能性が示唆された（図 2，3）。以上より，LPS

によるライディッヒ細胞アポトーシスには DR 経路の

関与が示唆されたが，Zhou らの研究
17)
にて LPS 刺激に

よりラットライディッヒ細胞が Mt 経路を介しアポ

トーシスが誘導されることが報告されており，LPS に

対するライディッヒ細胞のアポトーシスは DR 経路だ

けでなくMt 経路でも調節されていると考えられる。

また，ライディッヒ細胞の主な役割であるステロイド

ホルモン（テストステロン）合成は streroidogenic

acute regulatory protein（StAR）により調整されてい

る。StARは，ステロイドホルモン合成の律速段階にあ

たるコレステロールのMt 外膜から内膜への移行に関

与する因子であり，StARの発現が誘導され，ステロイ

ドホルモンの合成・分泌が促進される
18)
。われわれの結

果では炎症刺激下でのライディッヒ細胞 StAR の発現

は cleaved caspase-3 の発現が増加する 12 時間以降で

低下していた。したがって，炎症刺激下においてライ

ディッヒ細胞のアポトーシスが生じステロイドホルモ

ンの産生能が低下している可能性が示唆された。

3．ライディッヒ細胞と IL-18刺激

次に，急性炎症下における精巣での IL-18 の増加は

炎症刺激後，精巣内に浸潤するマクロファージなど
6,19)

の炎症性細胞に由来するものと考えられるため，ライ

ディッヒ細胞に対する免疫細胞由来 IL-18 の影響を検

討した。ライディッヒ細胞（TM3細胞）を低濃度（0.1

および 1 ng／mL）ならびに高濃度（10 および 100 ng／

mL）の recombinant IL（rIL）-18 で 12 時間刺激し，そ

の影響を解析した。高濃度の rIL-18 はライディッヒ細

胞のDR経路関連因子のFas mRNA，TNF-amRNA，

FADD mRNA の発現を増加させ，cleaved caspase-3

の発現を活性化し，アポトーシスを誘起した（図 2，4）。

同時に高濃度の rIL-18 刺激によってライディッヒ細胞

の StAR の発現が低下することが明らかとなった。以

上のことより，急性炎症下における精巣内の過剰な IL-

18 は生殖細胞のアポトーシス
6)
と同様に精巣の間質細

胞に対してもアポトーシスを誘導し，ステロイドホル

モン合成を低下させるのではないかと考えられた。

おわりに

LPS および高濃度の IL-18 は男性ホルモン産生細胞

であるライディッヒ細胞に対し，DR経路を活性化しア

ポトーシスを誘導した。われわれの既報
6)
では感染後，

浸潤した免疫細胞から産生される過剰な IL-18 により

生殖細胞のアポトーシスが増加する可能性を示したが，

本研究では，同時に過剰な IL-18 がライディッヒ細胞

のアポトーシスも誘起する可能性が示唆された。この

ことより精巣に浸潤する免疫細胞由来の過剰な IL-18

を抑制することは全身性炎症下に起因する精巣炎の新

たな治療ターゲットになりうるのではないかと考えて

いる。つまり，急性炎症時の体内の IL-18 の動態をモ
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図 3 LPS 刺激によるマウスライディッヒ細胞 cleaved

caspase-3の発現

LPS 刺激濃度にかかわらず刺激 6 時間後でライ

ディッヒ細胞のアポトーシスが確認でき，12 時間以

降発現が増強した。

A：LPS 非刺激（control 群）。B：200 ng／mL LPS 刺

激 群。C：1,000 ng／mL LPS 刺 激 群。Cl. Casp：

cleaved caspase

図 4 recombinant IL-18刺激によるマウスライディッヒ

細胞 cleaved caspase-3の発現

recombinant IL-18 刺激 12 時間後，高濃度の IL-18

刺激によりライディヒ細胞のアポトーシスが誘導さ

れた。Cl. Casp：cleaved caspase



ニタリングすることで，生殖機能不全ならびに性腺機

能不全のリスクを回避するための治療方針を決定する

重要なツールとなる可能性がある。ゆえに，高度生殖

医療や重症病態後の QOL 改善に貢献できるのではと

考えている。
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はじめに

われわれの体は病原体を認識し，排除する免疫機構

を備えている。病原体の固有の分子構造microbial-as-

sociated molecular patterns（MAMPs）を認識し，免疫

反応を惹起し生体防御に必要な遺伝子群を発現する。

Toll-like receptor（TLR）は，pattern recognition re-

ceptors（PRRs）のなかで最初に同定された受容体で，

さまざまなMAMPs を認識することが明らかになって

いる
1)
。ヒトでは 10 種類（TLR1-10），マウスでは 12

種類（TLR1-9，11-13）の TLRが存在しており，それ

ぞれ異なる ligand を認識する。そのなかで TLR10 の

ligand はいまだに報告されていない。

多くの TLR は homodimer を形成するものの，

TLR1，TLR2，TLR6，TLR10 は TLR1 family ともよば

れ，heterodimer を形成し，lipopeptide が主な ligand

である。TLR の細胞外領域に ligand が結合すると

TLR2 は acyl 基の数の違いにより TLR1 もしくは

TLR6 と heterodimer を形成し，それぞれを tri-acyl

lipopeptide，di-acyl lipopeptide を識別する
2,3)
。

Helicobacter pylori（H. pylori）の LPS は著しく低い

内毒素活性を示すことから，H. pylori 感染において

TLR4 の関与が少ないと考えられてきた。H. pyloriに

関しては TLR が免疫に関与していないという考えも

あったように，いまだ十分な理解がされていない。一

方で TLR2 に認識されるとの報告も散見され，現在も

議論がなされている。

技術的な進歩から，糖尿病，脂質異常，関節リウマチ

などのありふれた疾患も含め，多くの疾患で Genome-

Wide Association Study（GWAS）が行われるように

なった。1〜10 万人規模を対象にして行われるもので，

これまでの in vitroの研究では判明し得なかった真の

意味での疾患感受性遺伝子が発見されるようになって

きた。2013 年にヨーロッパで行われた研究で，H. pylo-

ri 感染者に優位な single nucleotide polymorphism

（SNP）を GWAS を用いて検討された。その結果

TLR10 が疾患感受性遺伝子として報告された
4)
。これ

まで H. pylori感染症において報告が多くなされていた

TLR4 や TLR2 ではなく，TLR10 が結果として得られ

たことは大きな驚きとともに知れ渡ることとなった。

さらにわれわれは H. pyloriの LPS が TLR2／TLR10

に認識されることを明らかにした
5)
。H. pyloriの LPS

は tetra-acyl lipid A という特徴的な構造をしており，

これまで不明であった TLR10 の ligand 構造を示唆す

るデータであり，さらに今後の LPS 研究に一石を投じ

る結果と思われたので，最新のデータとともに概説する。

1．H. pyloriと地域差

H. pylori感染症はヨーロッパおよび東アジアなどの

地域によって H. pylori感染率，胃癌発症率に大きな差

異がある疾患である。地域差を説明する因子がわかれ

ば胃癌の発症を防げるとの理由で，これまではCagA，

VacA，OipAなどの H. pyloriの菌側の因子に関する研

究が多くなされていた
6)
。しかし，とくに胃癌発症の多

い日本や韓国などの東アジアでは，ほぼすべての H.

pyloriが CagA を有しており，菌側の因子のみでは説

明がつかない。一方で宿主因子はあまり研究のなされ

ていない領域であった。

2．H. pyloriと宿主との関係

胃内に生息する H. pyloriは，人類が 58,000 年前にア

フリカ大陸に誕生して以来，人類とともに進化してき

た
7)
。遺伝子シーケンス解析からヨーロッパ，アメリカ

大陸，東南アジアなど地域によって違いが有り，人が世

界に拡散するとともに H. pyloriも多様化してきた。最

近の研究では起源の違う H. pylori株を有する場合に胃

癌発症が増えることが報告されている
7)
。アフリカ系祖

先の系統が強い人に対してはほぼ無害であるのに対し

て，アメリカ先住民系統が強い人に対しては胃癌発症

を促しやすいとの結果が得られている
8)
。

3．H. pylori LPS は TLR2／TLR10 に認識

される

われわれは，これまでも H. pylori感染症の地域差に

注目し，病態に影響する宿主因子の研究を行ってきた。

同じような衛生環境であるものの比較的胃癌が多いと

されているブータンと，比較的胃癌発症が少ないとさ

れているドミニカ共和国に赴き，フィールド調査を行っ

た。健常者における H. pylori感染率，病理学的所見，

胃癌発症率などを比較した
9)
。胃粘膜組織を内視鏡的に

サンプリングし，遺伝子発現量を比較検討した。16 例

を対象にマイクロアレイを用いた解析を行い，H. pylo-
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ri感染者と非感染者の比較を行った。その結果，感染

者で tlr10 mRNA が有意に高く発現していることを発

見した。これまで H. pylori感染症において関連性があ

るとされている tlr2，tlr4ではそれぞれ fold change は

3.1，2.5 であったのに対して，tlr10は 15.4 と非常に

大きな差が認められた。感染に伴うTLRの遺伝子発現

量の上昇は一般的には ligand 刺激が関与していると理

解されている。そこで H. pylori LPS が TLR10 の li-

gand であるという仮説をたて，全 275 症例を対象に

tlr10の発現量を比較した。統計学的に有意に H. pylori

感染者で tlr10の発現が高いことを認めた。さらに H.

pylori感染者において tlr10と tlr2の間では発現量に

有意な正の相関を認めた。免疫染色からその発現部位

は，主に胃粘膜上皮であった。胃癌由来で，極性を有し

monolayer を形成する比較的正常粘膜に近い cell line

である NCI-N87 を用いた感染実験を行った。その結

果，時間依存的，濃度依存的に tlr10の発現量が増加す

ること，tlr2と tlr10の発現量に有意な正の相関がある

ことが判明した。これらのことから H. pyloriの菌体成

分中の分子が TLR10 の ligand であるという仮説をた

てた。HEK 細胞を用い ligand の同定を行った。HEK

に TLRを transfection し，heat-killed H. pyloriで刺激

すると，TLR2／TLR10 を transfection したもので最も

高い NF-kB の活性化が得られた。さらにどの成分が

ligand であるかを検討するために，菌体最外層にある

LPS で同様の実験を行った。同様に TLR2／TLR10 を

transfection したもので最も高いNF-kB の活性化がみ

られた。以上のことから H. pylori LPS が TLR2／

TLR10 の ligand であることが判明した
5)
（図 1）。

4．TLRと H. pylori LPS

一般的な LPS が TLR4 に認識されることは明らかに

なっており，2009 年に Jie-Oh Lee らが構造解析を行い

LPS と TLR4 の結合様式を結晶構造解析にて報告し

た
10)
。E. coliに代表される hexa-acyl lipid A が TLR4

に認識されることが明らかになった
10)
。一方 acyl 基の

数が少ない penta-acyl もしくは tetra-acyl lipid A では

TLR4 が dimer を形成できず，炎症を惹起する生理活

性が下がる。penta-acyl や tetra-acyl lipid A を有する

グラム陰性菌は腸内に生息するものに多く認められて

おり，H. pyloriは tetra-acyl lipid A の構造を有してい

る。Tetra-acyl lipid A は生合成過程において，当初

hexa-acyl 体（de novo form）として合成されたものが

processing を受けて tetra-acyl 体となる（図 1）。この

変化はグラム陰性菌が宿主の免疫機構から逃れるため

の戦略の一つと考えられている
11,12)
。Trent らは H. py-

lori の lipid A の processing に関与する酵素を knock

out し，hexa-acyl lipid A を発現した変異株を作製して

mice に感染させた。するとTLR4 に認識されることで

H. pyloriは宿主からすべて排除され，慢性胃炎を発症

しないことを示した。

一方さまざまな議論はあるものの，H. pylori LPS は

TLR2 に認識されるという報告が複数の研究者から発

表されている
13,14)
。多くの報告は TLR2 のみに注目し

ており TLR1，TLR6 に関して述べられた報告は少な

い。横田らは，TLR2／TLR1 が TLR2／TLR6 より H.

pylori LPS を強く認識することを報告している
15)
が，

TLR10 に関する報告はこれまで存在していなかった。

5．H. pyloriと宿主因子としての TLR10

筆者が行った研究は H. pylori LPS が TLR2／TLR10

に認識されるというものであるが，TLR10 は H. pylori

感染症において，宿主の疾患感受性遺伝子としても報

告されている
4)
。Mayerle らは，GWASを用いて H. py-

lori の seroprevalence の解析を行い，論文中では

TLR1 を疾患感受性遺伝子として報告した。しかし実

際のデータでは，最も p 値の低かった rs10004195 は

TLR10 に関与している SNPであり，その他にも多数の

TLR10 に関係している SNP が結果として得られてい

る。われわれの結果とMayerle らの報告から，TLR10

が重要な宿主因子であることが強く示唆された。

6．PRR としての TLR10 と H. pylori LPS

との関係

H. pylori LPS が TLR2／TLR10 に認識されているこ

とを改めて PRRとして考察したい。これまでわかって

いることとしてTLR10 は TLR1，TLR6 と同じ 4p14 染

色体上に code されており，それぞれ非常に遺伝子配列

が似ている。また gene sequence の解析からこれらの

TLR は遺伝子重複によって生成したものと報告されて

いる
16)
。そのためTLR10 も TLR2 と heterodimer を形

成し，なんらかの lipopeptide を認識するものと考えら

れていた。Govindaraj
17)
らは，コンピュータを用いた計

算上の ligand として Pam3CSK4などの tri-acyl peptide

を認識する可能性があると報告しているが，実際の証

明はされていなかった。Tetra-acyl lipid A という特徴

的な構造を有している H. pylori LPS が，われわれの

データから TLR2／TLR10 に認識されることが示唆さ

れた。TLR2 の ligand として報告されている分子は共

通の acyl 基 2 本の部分構造を有しており
3)
，H. pylori

LPS にも類似の構造が存在する。TLR2 は TLR1，

TLR6 もしくは TLR10 と heterodimer を形成する。

TLR2 が共通構造の 2 本の acyl 基を認識しているとす

れば，TLR10，TLR1，TLR6 が残りの acyl 基の数の違

いを見分けていることが考えられる。H. pylori LPS の

tetra-acyl lipid A では，共通構造の 2 本の acyl 基が

TLR2 によって，残り 2本の acyl 基が TLR10 によって

認識されているのかもしれない（図 1）。
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TLR2，TLR4 はともに細菌表面にある構造物（LTA，

LPS）を認識しているが，TLR2 はこれまで予想されて

いたよりも多種多様な ligand を認識していることがわ

かってきた。これはMAMPs の多様性に対応するべく

幅広い ligand を認識するようにTLR2 システムが進化

してきたものと考えられている
18)
。TLR4 と比較して

TLR2 は ligand としてのスペクトラムが非常に広い。

グラム陰性菌はグラム陽性菌へと進化し，やがてマイ

コバクテリウム，真菌などへ進化を遂げている。TLR2

システムの多様性は bacteria の envelope evolution へ

の対応によるものであるとの仮説に非常に合致する所

見であると考える。いずれも細胞最外層にある lipid を

含んだ膜の一部を認識していることは大変興味深い。

7．GWASなど遺伝子免疫研究からわかって

きたこと

gene duplication は非常に重要な遺伝子の進化過程で

ある。ウニはT cell，B cell などのリンパ球は有してい

ないものの，253 もの TLR を有している。遺伝子重複

によってTLRの数を増やし，さまざまな病原体を認識

するという免疫機構を有していると報告されている
19)
。

これらの事実からも gene duplication は宿主免疫の多

様性を生み出す重要な進化機構のひとつであると位置

づけることができる。またこれまでの研究であまり注

目されていなかったTLR10-TLR1-TLR6 の locus には

positive selection がかかっていると複数の研究者から

報告されている。Netea のグループは疫学調査で得ら

れた 500 名の健常人を対象とし，bacteria，fungi，virus，

TLR ligands などで血液サンプルを刺激し，サイトカイ

ンの誘導の違いの検討を行った。そこで TLR10-

TLR1-TLR6 の locus がサイトカイン産生の能力に大

きな影響を与えていることを報告した
20)
。Quintana-

Murci らも TLR10-TLR1-TLR6 の locus に positive se-

lection が認められることを報告しており，この領域が

ヨーロッパとアフリカで大きく違うことを報告してい

る。Netea ら，Quintana-Murci らが総じて述べている

ことはヒトを対象にした大規模な網羅的解析では，

TLR10-TLR1-TLR6 の locus の解析は生物進化，ヒト

のさまざまな疾患の個人差を説明できる可能性がある

と述べている。TLR10-TLR1-TLR6 に対してさらなる

解析が必要であるが，H. pylori感染症がこれらの研究

のモデルケースとなると考えられる。

おわりに

TLR10 が H. pylori 感染症において重要な働きをし

ていることはわれわれの結果とGWASを用いた結果か

ら確実なものとなった。これまで行われていた in vi-

tro，マウスを用いた in vivoの実験系では明らかにでき

なかった結果である。TLR10 の解析は今現在 H. pylori

でのデータ以外は乏しいものの，lipid A の構造の変化
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図 1 H. pyloriと E. coli LPSの lipid Aの構造と TLRによる認識

Hexa-acyl lipid A を有する E. coli LPS は TLR4／MD2 に認識される。Tetra-acyl

lipid A を有する H. pylori LPS は TLR4 に認識されず，TLR2／TLR10 に認識されるこ

とがわれわれの研究によって明らかとなった。一方，lipid A 生合成の processing 過

程を欠損させた H. pylori変異株では hexa-acyl lipid A を有する LPS（de novo form）

を発現しており，TLR4 に認識されるようになる。



は腸内細菌として有名な Bacteroides 属などを含む

commensal bacteria に多く共通して認められる。H. py-

lori LPS の解析は今後腸内細菌叢研究への応用に結び

つく示唆に富む結果と考えられた。

文 献

1) Kawai T, Akira S：The role of pattern-recognition

receptors in innate immunity：update on Toll-like

receptors. Nat Immunol 11：373-384, 2010

2) Jin MS, Kim SE, Heo JY, et al.：Crystal structure of the

TLR1-TLR2 heterodimer induced by binding of a tri-

acylated lipopeptide. Cell 130：1071-1082, 2007

3) Jin MS, Lee JO：Structures of the toll-like receptor

family and its ligand complexes. Immunity 29：182-191,

2008

4) Mayerle J, den Hoed CM, Schurmann C, et al.：

Identification of genetic loci associated with Helicobact-

er pylori serologic status. JAMA 309：1912-1920, 2013

5) Nagashima H, Iwatani S, Cruz M, et al.：Toll-like

receptor 10 in Helicobacter pylori infection. J Infect Dis

212：1666-1676, 2015

6) Yamaoka Y：Mechanisms of disease：Helicobacter

pylori virulence factors. Nat Rev Gastroenterol Hepatol

7：629-641, 2010

7) Linz B, Balloux F, Moodley Y, et al.：An African origin

for the intimate association between humans and

Helicobacter pylori. Nature 445：915-918, 2007

8) Kodaman N, Pazos A, Schneider BG, et al.：Human and

Helicobacter pylori coevolution shapes the risk of

gastric disease. Proc Natl Acad Sci USA 111：1455-1460,

2014

9) Nagashima H, Iwatani S, Cruz M, et al.：Differences in

interleukin 8 expression in Helicobacter pylori-infected

gastric mucosa tissues from patients in Bhutan and the

Dominican Republic. Hum Pathol 46：129-136, 2015

10) Park BS, Song DH, Kim HM, et al.：The structural basis

of lipopolysaccharide recognition by the TLR4-MD-2

complex. Nature 458：1191-1195, 2009

11) Cullen TW, Giles DK, Wolf LN, et al.：Helicobacter

pylori versus the host：remodeling of the bacterial

outer membrane is required for survival in the gastric

mucosa. PLoS Pathog 7：e1002454, 2011

12) Needham BD, Trent MS：Fortifying the barrier：the

impact of lipid A remodelling on bacterial pathogenesis.

Nat Rev Microbiol 11：467-481, 2013

13) Smith SM, Moran AP, Duggan SP, et al.：Tribbles 3：a

novel regulator of TLR2-mediated signaling in re-

sponse to Helicobacter pylori lipopolysaccharide. J

Immunol 186：2462-2471, 2011

14) Smith MF Jr, Mitchell A, Li G, et al.：Toll-like receptor

（TLR）2 and TLR5, but not TLR4, are required for

Helicobacter pylori-induced NF-kB activation and

chemokine expression by epithelial cells. J Biol Chem

278：32552-32560, 2003

15) Yokota S, Ohnishi T, Muroi M, et al.：Highly-purified

Helicobacter pylori LPS preparations induce weak

inflammatory reactions and utilize Toll-like receptor 2

complex but not Toll-like receptor 4 complex. FEMS

Immunol Med Microbiol 51：140-148, 2007

16) Huang Y, Temperley ND, Ren L, et al.：Molecular

evolution of the vertebrate TLR1 gene family-a

complex history of gene duplication, gene conversion,

positive selection and co-evolution. BMC Evol Biol 11：

149, 2011

17) Govindaraj RG, Manavalan B, Lee G, et al.：Molecular

modeling-based evaluation of hTLR10 and identifica-

tion of potential ligands in Toll-like receptor signaling.

PLoS One 5：e12713, 2010

18) Li J, Lee DS, Madrenas J：Evolving Bacterial Enve-

lopes and Plasticity of TLR2-Dependent Responses：

Basic Research and Translational Opportunities. Front

Immunol 4：347, 2013

19) Rast JP, Smith LC, Loza-Coll M, et al.：Genomic insights

into the immune system of the sea urchin. Science 314：

952-956, 2006

20) Li Y, Oosting M, Smeekens SP, et al.：A Functional

Genomics Approach to Understand Variation in Cyto-

kine Production in Humans. Cell 167：1099-1110 e14,

2016

― 38 ―



はじめに

納豆は，蒸煮した大豆に納豆菌［Bacillus subtilis

（natto）］を植菌して発酵させた日本の代表的な発酵食

品である。また，東アジアを中心に大豆を原料とした

無塩発酵食品は少なからず存在するが，「糸引き」は日

本の納豆にみられる代表的な特徴であり，日本独自の

発酵食品であると考えられている
1)
。

これまでの研究により，納豆は栄養価が高いだけで

なく，さまざまな機能性を備えていることが明らかに

なっている。例えば，納豆に含まれる酵素の Nattoki-

nase は，線溶酵素を活性化させることで血栓を溶解す

る作用が知られている
2)
。さらに，納豆由来の複数のペ

プチドには，血圧の上昇を抑制する効果が報告されて

いる
3)
。その他にも，食後血糖値の上昇抑制

4)
や，血清総

コレステロールの上昇抑制
5)
など，多くの生理作用をも

つことが知られている。

近年，われわれの共同研究グループの伊藤らは，納豆

由来のペプチド（納豆ペプチド）にがん細胞株を死滅さ

せる活性があることを報告した
6,7)
。ヒトを含む多くの

生物は生体防御ペプチドを有しており，その多くは抗

菌作用とがん細胞株への細胞毒性を併せもっているこ

とから，納豆ペプチドも抗菌活性をもつことが予測さ

れた。本稿では，われわれの研究で明らかになった納豆

ペプチドの殺菌効果とその作用機序
8)
について解説する。

1．納豆ペプチドの特徴

がん細胞株への細胞毒性をもつ納豆ペプチドは，53

残基のペプチド（LNGTSMASPH VAGAAALILS KH-

PNLSASQV RNRLSSTATY GSSFYYGKGL INV）であ

り，a-ヘリックス構造が予測される配列で，正電荷を

もつアルギニンおよびリジン残基が点在している。こ

れらは Cathelicidine ファミリーをはじめとする多くの

抗菌ペプチドに認められる構造である
6,7)
。納豆ペプチ

ドは，さまざまながん細胞株を死滅させる活性があり，

正常細胞株に対しては毒性を示さないことが明らかに

なっている。この作用機序は，細胞の膜破壊であるこ

とが示唆されている。がん細胞株への細胞毒性は，蒸

煮大豆単体および納豆菌単体には認められず，発酵産

物の納豆であることが重要であると考えられている
6,7)
。

納豆 1パック（約 50 g）から凍結乾燥重量で約 100 mg

の納豆ペプチド標品が取得可能である。

2．納豆ペプチドの特異な殺菌効果

種々の細菌および真菌に対する納豆ペプチドの最小

生育阻止濃度（MIC）を表 1に示した。納豆ペプチドの

十分な殺菌活性の発揮には，培地中にウマ溶血液を添

加する必要があり，Bacillus属細菌のなかの B. subtilis

グループ（Bacillus subtilis，Bacillus pumilus，Bacillus

licheniformis）と Streptococcus pneumoniae（肺炎球菌）

に対して特異的な殺菌効果が認められた。さらに，納

豆ペプチドの殺菌効果の発揮に必要な溶血液中の成分

を検討したところ，ヘミン（鉄を含むポルフィリン）が

重要であることが示唆された。これまでに，納豆の抗

菌成分としては，細菌の芽胞形成に関与するジピコリ

ン酸が知られている。ジピコリン酸は，グラム陽性お

よび陰性細菌，真菌など幅広い抗菌スペクトルをもつ

ことが報告されている
9)
。一方，納豆ペプチドは B.

subtilisグループの細菌と肺炎球菌にのみ殺菌効果を示

すという特異な狭域の抗菌スペクトルを持つことが示

された。

3．納豆ペプチドの殺菌効果の作用機序

納豆ペプチド存在下での殺菌曲線と菌体の形態変化

から，B. subtilisと肺炎球菌では，作用機序に違いがあ

ることが示唆された。B. subtilisでは，ペプチド添加直

後から速やかな生菌数の減少が認められ（図 1A），形態

観察からその殺菌機序は膜傷害であることが示唆され

た（図 2A，B）。納豆ペプチドのがん細胞株への細胞毒

性も，膜傷害が示唆されていることから
6,7)
，B. subtilis

に対しても同様の作用が働いている可能性がある。一

方，肺炎球菌では，ペプチドへの曝露初期（数時間以内）

は通常の増殖を示し，その後急速な殺菌が観察された

（図 1B）。この殺菌機序は，死滅した菌体の形態観察か

ら溶菌であることが示唆された。さらに，本来双球菌

である肺炎球菌（図 2C）が，納豆ペプチド曝露初期に

はレンサ状になっており（図 2D），菌体の分裂時に分離

異常が起きていることが示唆された。肺炎球菌の主要
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7．納豆由来ペプチドの特異な殺菌効果とその作用機序



な自己溶菌酵素である LytA の遺伝子欠損株では，殺

菌時間が遅延することから，ペプチドの肺炎球菌への

殺菌機序は，細胞分裂時の分離異常に伴って生じる溶

菌であると考えられる。

おわりに

納豆ペプチドは，非常に特異な狭域の抗菌スペクト

ルを有している。肺炎球菌は，高齢者の市中肺炎，小児

ではしばしば急性中耳炎などを引き起こし，さらに細
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表 1 微量液体希釈法によるウマ溶血液存在下でのグラム陽性細菌，グラム陰性細菌，

真菌に対する納豆ペプチドのMIC

＞128SRCA1albicansCandida

真菌

＞128JCM 2152
T

cereusBacillus

MIC（mg／mL)菌株真菌種

グラム陽性細菌

細菌種

＞128

＞128AHU 1358

SRSM2marcescensSerratia

VRE：バンコマイシン耐性腸球菌，HA-MRSA：院内感染型メチシリン耐性黄色ブドウ球菌，CA-

MRSA：市中感染型メチシリン耐性黄色ブドウ球菌，PRSP：ペニシリン耐性肺炎球菌

＞128SRCA4

Haemophilus

＞128ATCC 27853aeruginosaPseudomonas

＞128PA103

＞1289728（Mucoid)

MIC（mg／mL)菌株

＞128ATCC 25922coliEscherichia

＞128ATCC 35218

＞1287249（ST131)

＞128ATCC 51907influenzae

Streptococcus

グラム陰性細菌

MIC（mg／mL)菌株細菌種

＞128ATCC 19606
T

baumanniiAcinetobacter

＞128SRAC2

8442（Mucoid)

128JCM 5674
T

pyogenesStreptococcus

128JCM 5707
T

salivariusStreptococcus

64JCM 5708
T

sanguinis

Streptococcus

8R6

16SR11

16MH101（PRSP)

8237（PRSP)

64JCM 5671
T

agalactiaeStreptococcus

64JCM 12971
T

mitisStreptococcus

64JCM 5705
T

mutansStreptococcus

8ATCC 49619pneumoniae

Lactobacillus

＞128ATCC 7469
T

rhamnosusLactobacillus

＞128ATCC 25923aureusStaphylococcus

＞128SUNA1（HA-MRSA)

＞128SR-581（CA-MRSA)

Enterococcus

＞128M2486

＞128M2483faeciumEnterococcus

64ATCC 9338fermentumLactobacillus

＞128NRIC 1067
T

plantarum

8AHU 1037

8AHU 1604

16AHU 1615

＞128HU1（VRE)faecalis

Bacillus

＞128AHU 1373megateriumBacillus

8AHU 1386pumilusBacillus

8AHU 1708
T

subtilisBacillus

16AHU 1035

8AHU 1371licheniformis



菌性髄膜炎に代表される侵襲性感染症を起こす。また，

ペニシリン耐性肺炎球菌（PRSP）の頻度が高く，その

他の抗菌薬に対する交叉耐性も問題となっている
10)
。

納豆ペプチドは，マクロライド系やキノロン系抗菌薬

に交叉耐性を示す PRSP に対しても感受性株と同等の

殺菌効果を示し，感染予防や治療への有用性が期待さ

れる。さらに肺炎球菌に対する作用機序，標的分子を

明らかにすることで，常在細菌叢に影響を与えない肺

炎球菌特異的な狭域スペクトルの抗菌薬の創薬にもつ

ながると考えている。一方で，納豆ペプチドの抗菌活

性とヘミンの関連など，まだまだ不明な点も多く，さら

なる研究の進展が必要である。

納豆のような日本古来の伝統的な発酵食品の機能性

解明は，われわれの健康維持に役立つだけでなく，卓越

した日本の食文化を明らかにする上でも重要と考える。
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図 1 納豆ペプチドの殺菌効果

納豆ペプチド非存在下（―）および存在下（64 mg／mL）（---）での B.

subtilisAHU 1708
T
（A）および S. pneumoniaeR6（B）の生菌数の推移。

図 2 納豆ペプチドによる細胞形態の変化

B. subtilisAHU 1708
T
の納豆ペプチド非存在下（A）と存在下（64 mg／mL）（B）

での培養 4h 後の透過電子顕微鏡写真。S. pneumoniae R6 の納豆ペプチド非存

在下（C）と存在下（64 mg／mL）（D）での培養 4h 後の透過電子顕微鏡写真。
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はじめに

歯周病は歯周病関連細菌による感染症であるが，歯

周病における歯の喪失を引き起こす歯周組織の破壊は

歯周病関連細菌の感染による慢性炎症によりもたらさ

れ，歯周組織における炎症の遷延化は糖尿病や動脈硬

化性疾患など，他臓器における炎症性疾患の病態形成

に影響を及ぼすことが注目されている。好中球の新た

な機能である Neutrophil extracellular traps（NETs）

は，自然免疫における感染防御機構である一方，炎症性

疾患や自己免疫疾患などさまざまな病態を増悪させる

ことが示唆されている。しかしながら，歯周病の病態

形成における NETs の機能的役割については十分に明

らかにされていない。本稿では，歯周病関連細菌であ

る Fusobacterium nucleatum感染による好中球からの

NETs 産生の意義について，われわれの知見を概説し

たい。

1．NETsによる炎症反応の誘導

自然免疫系において，好中球は粘膜組織における感

染防御の最前線を担う免疫担当細胞であり，病原体の

刺激に応じて貪食，脱顆粒やサイトカイン産生を行う

ことで感染防御を担う。2004 年，好中球の新たな感染

防御機構として NETs が発見された
1)
。好中球は，細

菌，真菌やウイルスなど病原微生物の刺激に応じ，網目

状の構造物である NETs を放出し，NETs で病原体を

捕獲して破壊する。真菌感染において，好中球は小型

の酵母形真菌に対しては貪食を行うのに対して，貪食

が不可能な大型の菌糸形真菌に対しては NETs を産生

することから，好中球による NETs 産生は，貪食で対

処できない感染に対応する免疫応答と捉えられる
2)
。

NETs を放出した好中球は，細胞の生存に必要なDNA

を放出することで apoptosis や necrosis とは異なる細

胞死形態である NETosis に至る。好中球の NETosis

誘導は，細胞死を伴う suicidal NETosis と細胞が生存

し機能を保持した状態でNETs 放出を行う vital NETo-

sis の 2 つのメカニズムが明らかにされている
3)
。Suici-

dal NETosis は，phorbol 12-myristate 13-acetate

（PMA），コレステロール結晶や自己抗体などの刺激に

より，数時間で誘導される。刺激後，NADPH オキシ

ダーゼ活性化により産生された活性酸素種（reactive

oxygen species：ROS）は，peptidylarginine deiminase

4（PAD4）活性化を誘導する。PAD4 はヒストンをシ

トルリン化することでクロマチンが脱凝縮し，好中球

エラスターゼやミエロペルオキシダーゼによる核膜や

細胞膜の崩壊に伴いクロマチンが細胞質に移行するこ

とでクロマチンに顆粒および細胞質タンパク質が結合

し，NETs として細胞外に放出される。一方，vital

NETosis は，黄色ブドウ球菌や大腸菌の感染もしくは

菌体成分の刺激により，補体受容体，Toll-like recep-

tor（TLR）2や TLR4 を介して，数十分と短時間で誘導

される。Vital NETosis 誘導は ROS 非依存的で核膜や

細胞膜構造は保持され，NETs 放出後も細胞は生存す

る。NETs はクロマチン線維から成る網状構造物に，

ヒストン，好中球プロテアーゼ，ミエロペルオキシダー

ゼ，抗菌ペプチドや炎症性サイトカインなどが結合し

ており，これらの分子により NETs に捕捉された病原

体は破壊される。NETs は感染防御に重要な役割を担

う一方，過剰なNETs 産生や慢性的なNETs の刺激は，

動脈硬化性疾患，関節リウマチや全身性エリテマトー

デスなど炎症性疾患の病態増悪や，糖尿病における創

傷治癒の遅延にかかわることが明らかにされてい

る
2,4〜7)
。

2．歯周病と NETs

歯周病の病態形成において，歯と歯肉の境界部であ

る歯周ポケットの歯肉上皮バリアは，歯周病関連細菌

に対する感染防御の最前線を担う。歯周ポケット内は

グラム陰性偏性嫌気性菌を中心とする歯周病関連細菌

が常在し温床となっており，それに応じて免疫担当細

胞が集積することで炎症が遷延化し，歯肉上皮バリア

は破綻する。歯周病患者の歯周ポケットでは，集積す

る免疫担当細胞の 80〜95％が好中球であり，老齢マウ

スを用いた解析から歯周ポケット内への好中球の浸潤
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8．歯周病関連細菌による好中球からの neutrophil extracellular

traps 産生を介した炎症反応の誘導



は加齢に伴い増加することが明らかにされている
8)
。免

疫組織染色の研究結果から，慢性歯周炎患者の歯肉上

皮組織にはNETs が局在すること
9)
，好中球を歯周病関

連細菌の一種である Porphyromonas gingivalis，Ag-

gregatibacter actinomycetemcomitans や F. nucleatum

で刺激すると NETs 産生が誘導されることが示されて

いる
10)
。NETs を産生することができない好中球プロ

テアーゼのカテプシン C 遺伝子異常を伴う Papillon-

Lefévre 症候群では重度歯周炎の罹患リスクが高いこ

とから
11)
，好中球は歯周病関連細菌に対する感染防御に

重要な役割を担うことが示唆される。しかしながら，

好中球の過剰な活性化は慢性炎症を引き起こし，NETs

が歯周病の病態増悪にかかわる可能性が考えられる。

そこでわれわれは，歯周病関連細菌による NETs 産生

および NETs が歯周病の病態形成に及ぼす影響につい

て検討した。

3．F.nucleatumによるNETs依存性MIF産

生誘導ならびに NETsによる炎症の誘導

歯周病関連細菌の一種であるグラム陰性偏性嫌気性

桿菌 F. nucleatumは，う蝕の原因菌であるミュータン

スレンサ球菌群や歯周病関連細菌と強い共凝集能を有

しており，歯周組織のバイオフィルムであるデンタル

プラークの形成にかかわる。そこで，F. nucleatum感

染によるヒト好中球からのNETs 産生と同 NETs によ

る炎症反応の誘導について，ヒト前骨髄球細胞株 HL-

60 を all-trans retinoic acid 処理で分化誘導した好中球

様細胞を供試し検討した。同好中球を F. nucleatumで

感染 4 時間後に透過型電子顕微鏡で観察すると，細胞

から網状構造物が放出され，F. nucleatumが捕捉され

ていることが観察された。この構造物は細胞膜非透過

性DNA染色試薬の SYTOX Green で染色され，DNase

I 処理で分解されたことから，同構造物はNETs である

ことが明らかとなった。次に F. nucleatum感染後の好

中球を DNase I で処理して抽出した NET 分画におけ

るシトルリン化ヒストン H3 発現をウェスタンブロッ

ト法で解析した結果，F. nucleatum感染により産生さ

れた NET 分画には，著明なシトルリン化ヒストン H3

発現が認められた。また，Transwell フィルターを用い

た実験結果から，好中球からの NETs 産生には細胞と

細菌の直接的な接触が必要であり，NETs 産生の誘導

には多量の細菌が必要であったことから，NETs は重

度歯周炎の病態形成にかかわる可能性が示唆された。

そこで，F. nucleatum感染により好中球から産生され

た NETs に含まれる各種サイトカインなどの発現につ

いて，メンブレンアレイ法で網羅的に解析した結果，F.

nucleatum誘導性NETs には，好中球エラスターゼ，ミ

エロペルオキシダーゼ，抗菌ペプチド LL-37，IL-8 や

MCP-1 などのケモカインに加え，マクロファージ遊走

阻止因子（macrophage migration inhibitory factor：

MIF）が著明に発現することが明らかとなった。また，

歯周病は複数の歯周病関連細菌による混合感染である

ことから，他種の歯周病関連細菌の感染によるNET分

画のMIF 産生について検討したところ，他の歯周病関

連細菌感染も同様にNETs 産生を誘導するが，同NET

分画における MIF 産生量は F. nucleatumが最も高い

レベルであった。MIF は，好中球を始めT細胞，B細

胞，樹状細胞，マクロファージやマスト細胞など多様な

免疫担当細胞から産生され，TNF-a，IFN-gや IL-1b

を始めとする多様な炎症性サイトカイン産生を惹起し，

炎症のマスターレギュレーターとして機能する
12)
。ま

た，MIF はアテローム性動脈硬化症，関節リウマチや

炎症性腸疾患など炎症性疾患の病態を増悪させること

が注目されており，MIF が新たな治療薬のターゲット

と捉えられている
13)
。F. nucleatum感染細胞のNET分

画および培養上清における MIF 産生を測定したとこ

ろ，興味深いことに F. nucleatum による MIF 産生は

NET 分画にのみ認められ，培養上清にMIF 産生は検

出されなかった。それに対して，F. nucleatum感染に

よる IL-8 産生は，NET 分画ならびに培養上清の双方

で検出され，免疫蛍光染色の結果からMIFは NETs と

共局在することが確認された。以上の結果から，歯周

病関連細菌の感染により産生された NETs には MIF

が著明に結合することが明らかとなった。

次に，F. nucleatum誘導 NETs による炎症反応の誘

導について，血管内皮細胞を介する細胞遊走作用

（transmigration）について検討した。Transwell フィ

ルター上に培養したヒト臍帯静脈血管内皮細胞（HU-

VEC）を F. nucleatum 感染好中球から抽出した NET

分画で刺激後，フィルター下部に IL-8 含有培地を添加

し，フィルター上部に好中球を添加することで HU-

VEC を介してフィルター下部へ transmigration した好

中球数を測定した。その結果，HUVEC を F. nuclea-

tum感染 NET 分画で刺激すると，好中球の transmi-

gration が著明に亢進した。一方，動脈硬化症において

コレステロール結晶の刺激で好中球から放出された

NETs は，マクロファージを刺激しマクロファージの

泡沫細胞への形成を促進させることで病態増悪にかか

わる
6)
。そこで，低密度リポタンパク質（low density

lipoprotein：LDL）によるマクロファージの泡沫細胞へ

の形成における F. nucleatum感染NETs に影響につい

て検討した。マクロファージを F. nucleatum 感染

NETs で刺激すると，LDL による泡沫細胞への形成が

促進されマクロファージからの IL-6 産生が著明に亢進

した。以上の結果から，歯周病関連細菌の感染により

好中球から産生された NETs は炎症反応を亢進させ，

好中球の遊走促進や泡沫細胞の形成促進の誘導にかか

わることが示唆された（図 1）。
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おわりに

歯周病関連細菌である F. nucleatum感染により好中

球から産生されるNETs にはMIF が高発現し，NETs

は泡沫細胞の形成促進や好中球の遊走促進を誘導する

ことで炎症反応を亢進させることを示した。歯周病に

おける NETs 産生は，歯周組織における炎症の遷延化

や他臓器の炎症性疾患の病態形成にかかわる可能性が

あり，今後さらなる検討が必要と考えられる。
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図 1 歯周病関連細菌により好中球から産生された

NETsによる炎症反応の誘導



はじめに

結核は，世界人口の 1／3 が感染していると推計され，

年間約 1,000 万人が新規に罹患し，約 140 万人が亡く

なる，今なお重要な感染症である
1)
。近年では，薬剤耐

性結核菌の出現や，HIV 感染者の主要な死亡原因が結

核であることが問題となっており，新規薬剤やワクチ

ンの開発が急務である。結核菌に対する宿主の感染防

御機構を調べることは，それらの開発に重要である。

これまでわれわれは，宿主の持つ抗酸化酵素 Peroxire-

doxin1 が抗結核に寄与することを示してきた
2)
。本稿

では，結核に対する宿主の免疫応答や，抗結核に重要な

役割を担うマクロファージの遺伝子発現制御について

紹介し，今回われわれが見出した，高 L-arginine（L-

Arg）濃度で培養したマクロファージにおいて，Inter-

leukin（IL）-4 が Nitric oxide（NO）産生を促進し，結果

的に，結核菌殺菌能も向上させた結果を説明する。さ

らに，この変化をもたらす分子機構について考察し，最

後に，このような宿主の感染防御機構を解明すること

が，結核に対する新規治療法の開発に寄与している例

を紹介する。

1．結核に対する宿主の免疫応答

結核菌に対する宿主の防御応答において軸となるの

は，Type 1 helper T（Th1）細胞応答である
3)
。結核菌

は，結核発病者の咳やくしゃみなどを通じて空気感染

する菌であり，非感染者が吸い込んだ結核菌は，肺胞マ

クロファージ，好中球，単球，さらには樹状細胞などの

貪食細胞に捕捉される。結核菌を捕捉した貪食細胞は，

炎症性サイトカインを産生し，かつ，抗原提示すること

で，CD4 陽性 T 細胞を Th1 細胞に分化させる。Th1

細胞が産生するサイトカイン Interferon（IFN）-gは，

マクロファージを活性化し，抗結核能を発揮させる。

なかでもNitric oxide synthase 2（NOS2）の発現促進は，

結核菌殺菌能を有するNOの産生を増大させる。

一方，CD4 陽性 T細胞が分化する細胞として，寄生

虫感染やアレルギー反応において主要な免疫応答を担

うのがTh2 細胞である。Th2 細胞が産生するサイトカ

イン IL-4 や IL-13 は，マクロファージに Arginase

（ARG）1 の発現を誘導させる
4)
。ARG1 は，NOS2 が

NO 産生に用いる基質 L-Arg を競合的に消費する酵素

であるため，結果的に NO 産生を抑制する可能性があ

る。この作用から，IL-4／13 は抗結核応答を阻害すると

推測され，実際，結核患者の血清に含まれる IL-4 レベ

ルは健常人より高い
5)
。しかし，IL-4 や IL-4 受容体の

ノックアウトマウスは，野生型マウスと比較して，結核

菌に対する抵抗性が向上していると明確に示す結果は

得られていない
3)
。ただし，ARG1 のコンディショナル

ノックアウトウスは，野生型マウスと比較して，結核菌

抵抗性が高いと報告されている
6)
。これまでのところ

IL-4／13 が宿主の抗結核応答を阻害するかどうか不明

である。

2．マクロファージの NOS2発現誘導機構

マクロファージの NOS2 発現誘導は，細菌などを貪

食することから始まる
7)
。細菌のもつ代表的なリガンド

Lipopolysaccharide（LPS）とマクロファージの表面に

ある受容体Toll like-receptor 4（TLR4）が結合するこ

とで，シグナル伝達が始まり，最終的に転写因子 NF-

kB が活性化，核内へ移行し，Nos2遺伝子のプロモー

ター領域に結合する。一方，転写因子 Interferon re-

sponse factor（IRF）3 がリン酸化し，核内移行して IFN-

a／bが産生される。分泌された IFN-a／bは，受容体と

結合し，Janus kinase（JAK）を活性化する。活性化し

た JAKは，転写因子 Signal transducers and activators

of transcription（STAT）1を活性化，その結果 STAT1・

STAT2・IRF9 の 3 つの転写因子で構成される複合体

（IFN-stimulated gene factor：ISGF3）が形成され，

ISGF3 が核内に移行し，Nos2遺伝子のプロモーター領

域にある IFN-stimulated response element（ISRE）配

列に結合し，前述のNF-kBと協調してNOS2 発現を増

大させる。

Th1 細胞が産生する IFN-gは，STAT1 を活性化す

るため，NOS2 発現誘導を，さらに促進する
4)
。結核菌

が感染したマクロファージでも，この経路によりNOS2

を発現するが，結核菌が感染しただけではNOは，ほと
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んど産生されない。IFN-gによる活性化を経て，結核

菌を殺菌するのに十分な量の NO を産生するようにな

る
8)
。一方，Th2 細胞が産生する IL-4／13 は，この

NOS2 発現誘導を抑制すると考えられてきた
9)
。しか

し，IL-4／13 によるNOS2 発現誘導抑制機構は明らかに

なっていない。

3．IL-4による NO産生制御に L-Arg濃度

が与える影響

われわれは，IL-4 による NO産生抑制が，培地中の

L-Arg 濃度に依存することを見出した。0，0.1，0.5 お

よび 1.0 mMの L-Arg 濃度をもつ培地で培養した骨髄

由来マクロファージを LPS で刺激し，培養上清に含ま

れる NOを測定したところ，L-Arg 濃度が生理濃度に

近い 0.1 mM以下では，IL-4 は NO産生を抑制し，0.5

mM 以上では NO 産生を促進した（図 1）。NO 産生の

違いは，NOS2 と ARG1 の発現バランスによるものと

考えられた。LPS 刺激のみの細胞では，NOS2 が発現

するのに対し，ARG1は，ほとんど発現していない（図 2）。

一方，IL-4 添加後 LPS 刺激した細胞では，NOS2 と

ARG1 両方が発現している。L-Arg 濃度が 0.1 mM以

下の場合，ARG1 が L-Arg を消費するためNO産生は

低下するが，0.5 mM以上だと，L-Arg が十分に存在す

るため，ARG1 による競合的消費の影響は低下する。

さらに，IL-4 添加後 LPS 刺激した細胞の方が，LPS 刺

激のみの細胞より，NOS2 発現が増加しており，そのた

め，IL-4 添加後 LPS 刺激した細胞によるNO産生が，

LPS 刺激のみの細胞と同程度ではなく，有意に多く産

生する，という結果が得られたものと推察された。こ

の IL-4 によるNOS2 発現増加は，L-Arg 濃度依存性は

みられず，常に LPS 刺激によるNOS2 発現を促進して

いた。一方，ARG1 発現は，LPS 刺激や L-Arg 濃度に

よらず一定であった。

この IL-4 依存的NO産生増加が，結核菌殺菌能を促

進させているか確認するため，IFN-g 活性化マクロ

ファージに結核菌を感染させ 3 日後に生存率を算出し

た（図 3）。L-Arg 濃度が 0.1 mM以下の場合，IL-4 は

結核菌殺菌能を阻害し，0.5 mM以上の場合，IL-4 は結

核菌殺菌能を促進した。これより，NO産生能と結核菌

殺菌能に相関がみられ，IL-4 は，細胞周囲の環境によっ

ては，結核菌殺菌能を促進することが示唆された。

4．IL-4による NOS2発現促進機構

IL-4 がマクロファージ表面の IL-4 受容体と結合す

ると，JAK-STAT 経路が活性化し，転写因子 STAT6

がリン酸化して核内に移行し，ARG1 を初めとする IL-

4／STAT6 経路特異的遺伝子が発現する
4)
。そこで，
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図 1 LPS刺激マクロファージの NO産生に与える

IL-4の影響

C57BL／6 マウスから調整した骨髄由来マクロ

ファージを，培地中の L-Arg 濃度を 0.05，0.1，

0.5，1.0 mMに調整して培養し，10 ng／mL IL-

4 を添加して 24 時間後，100 ng／mL LPS で刺

激した。LPS 刺激して 48 時間後，培地上清中

に含まれる NO 濃度を Griess 法で測定した。

＊：p＜0.05

図 2 LPS刺激マクロファージの NOS2／ARG1発現

に与える IL-4の影響

図 1 と同様の条件で行い，LPS 刺激して 24 時

間後に細胞破砕液を調整した。ウェスタンブ

ロットにより，NOS2およびARG1を検出した。

図 3 IFN-g活性化マクロファージの結核菌殺菌能

に与える IL-4の影響

骨髄由来マクロファージを IFN-gおよび IL-

4／IFN-gで刺激し，結核菌Erdman 株を 1細胞

あたり 5つの菌の割合で感染させた。感染 4時

間後と 72 時間後に細胞を破砕し，平板培地に

プレーティング，3〜4週間後に生菌数を測定し

た。感染 4時間後の生菌数を基準に，感染 3日

後の生存率を算出した。＊：p＜0.05



STAT6 が，この IL-4 依存的 NOS2 発現促進に関与し

ているかどうか確認するため，STAT6 をノックダウン

あるいは阻害剤処理により，STAT6 の機能を失わせる

と，IL-4 依存的NOS2 発現促進は減少した（未発表）。

前述のとおり，LPS でマクロファージを刺激すると，

IFN-a／b依存的に ISGF3 が形成され，NOS2 発現が増

強するが，この IL-4 依存的 NOS2 発現促進も，ISGF3

とかかわりがあるのではないかと考え，STAT6 を免疫

沈降したところ，ISGF3 を構成する転写因子の一つ

IRF9 と結合していた（未発表）。IRF9 は，Nos2遺伝子

のプロモーター領域の ISRE 配列に結合する転写因子

である。よって，IL-4 添加して LPS で刺激したマクロ

ファージ内では，少なくとも STAT6 と IRF9 が ISGF3

様複合体を形成して，ISRE 配列に結合し，NOS2 発現

を促進する機構が考えられた。

5．腹腔マクロファージにおける IL-4 によ

る NOS2発現抑制機構

IL-4 による NOS2 発現促進は，骨髄由来マクロ

ファージだけでなく，肺胞，常在性腹腔マクロファージ

でもみられた（未発表）。一方，チオグリコレート滲出

性腹腔マクロファージでは，IL-4 は NOS2 発現を抑制

し，これまでの報告
9)
と一致した。チオグリコレートを

マウスの腹腔に注射すると，腹膜炎が起きる。腹膜炎

を起こしたマウスの腹腔には，生理活性物質 Prosta-

glandin（PG）が滲出する。なかでも 15d-PGJ2は，

NOS2 発現を抑制する作用を有する
10)
。チオグリコ

レート滲出腹腔マクロファージは，15d-PGJ2へ暴露し

た結果，IL-4 が NOS2 発現を抑制する可能性が考えら

れる。

6．感染防御の知見を新規治療法開発に生か

す試み

ヒト NOS2A遺伝子の多型は，結核感受性と相関が

ある
11)
。結核の病状進行に伴い形成される肉芽腫で

NOS2 が発現し，結核患者の肺や末梢血から単離したマ

クロファージは，結核菌を殺菌可能な量の NO を産生

する
12)
。ヒトの結核において，IL-4／13 およびARG1 の

結核抵抗性への関連は明らかになっていないが，肉芽

腫では ARG1 も発現しており，NO 産生を阻害してい

る可能性が示唆されている
13)
。仮に IL-4／13 によって

ARG1 が発現していたとしても，結核患者の血中 L-

Arg 濃度を上昇させれば，NO産生が増大し，結核菌を

より殺菌できる可能性がある。実際，L-Arg を多く含

むピーナッツや精製 L-Arg のサプリメントを結核患者

に投与して，病状が改善したという報告がある
14,15)
。抗

結核薬ほどの効果は無いが，薬剤耐性結核菌の出現頻

度を減らすため，宿主の防御応答を増強する，このよう

な補助療法の探索が期待される。

おわりに

マクロファージや好中球をはじめとする貪食細胞は，

多くの病原体に対して生体防御の最前線で活躍する免

疫細胞である。これまで IL-4 はマクロファージの NO

産生を抑制すると考えられてきたが，この表現型は，培

地中の L-Arg 濃度に応じて変わりうるものであった。

また，IL-4 は NOS2 発現を抑制すると考えられてきた。

これは，ある型のマクロファージでみられるが，他のマ

クロファージでは，むしろ促進していた。それらの分

子機構を明らかにすることが今後の課題である。
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はじめに

Myeloid Differentiation 1（MD-1）は別名 Lympho-

cyte Antigen 86（Ly86）とも呼ばれ，自然免疫受容体で

ある Toll-like receptor（TLR）に構造が似た分子，

Radioprotective 105（RP105）に会合して発現している

血清蛋白である。RP105／MD-1 複合体は，B 細胞の生

存や増殖を制御して免疫反応に関係していることが知

られている。しかし生体内でのMD-1 単独の役割はよ

くわかっていない。著者らはマウス体内でのMD-1 の

意義を探るため，マウス抗MD-1 モノクローナル抗体

を作製した。それらを用いた結果もまじえて，現在ま

でにわかっている RP105 およびMD-1 に関する知見に

ついて述べる。

1．RP105／MD-1とは

TLR はショウジョウバエの感染防御機構を担う受容

体のヒトマウスホモログとして発見され，現在のとこ

ろヒトでは 10 種類，マウスでは 13 種類同定されてい

る。樹状細胞やマクロファージ，B 細胞などの免疫担

当細胞を中心に，皮膚や上皮細胞など外界の異物と接

触する可能性のある細胞に広く分布して，自然免疫応

答に関して重要な役割を果たしている。ほとんどの

TLR ではロイシンリッチリピートの繰り返し構造部分

に病原体由来の核酸やリポペプチドを直接結合させて

認識する。ただし TLR4 だけは分泌蛋白MD-2 と会合

して発現しており，脂質リガンドである LPS は MD-2

のポケットに入ってTLR4／MD-2／LPS ダイマーを形成

することで細胞活性化が生じる
1)
。

RP105 は当初，B細胞表面に発現し，放射線やステロ

イドで誘発される B細胞のアポトーシスを抑制する分

子として同定された。RP105 は TLR4 同様 22 個のロ

イシンリッチリピートをもつ分子である。細胞に単独

で発現させても細胞表面には発現しないため，RP105

の発現を維持するにはさらに他の分子の関与が予想さ

れた。そこで RP105 に対する抗体を用いてマウス脾臓

細胞で免疫沈降を行ったところ，分泌蛋白MD-1 が共

沈分子として同定された
2)
。MD-1 遺伝子欠損マウス由

来の細胞では，RP105 は細胞上に発現できないが，MD-

1 を共発現させると細胞表面上に発現する。これらの

結果からMD-1 は RP105 が細胞表面上に発現するのに

不可欠であると考えられた。B 細胞では，TLR4 が

MD-2 と会合するのと同様に RP105 は MD-1 と会合

し，RP105／MD-1 複合体となってマウスの成熟 B細胞

を放射線やステロイド誘導性アポトーシスから回避さ

せ，かつ強い増殖反応を惹起する
3)
。MD-1 には，MD-

2 が LPS を取り込むポケットを持っているのと同様

フォスファチジルコリンなどのリン脂質を取り込むポ

ケットが存在することが最近の構造解析の報告で示さ

れている。

RP105 遺伝子，MD-1 遺伝子はヒトの免疫細胞では

B細胞，樹状細胞，マクロファージなどでは高く発現し

ているが，T細胞では発現が低い。

2．血清MD-1の測定

われわれは MD-1 の生体内での役割を探索するた

め，2種類の抗MD-1 抗体を作製した（JR7G1，JR2G9）。

Ba／F3 細胞の細胞表面に RP105／MD-1 複合体を発現

させた細胞（Ba／RPMD-1）と細胞膜貫通部分を含む

MD-1-myc（Ba／MD-1mycTM）を発現させた細胞を

用いて調べたところ，JR7G1 は両者とも認識できたが，

JR2G9 は後者のみ認識できた。このことから JR7G1 は

RP105 とは会合していない MD-1 単独状態だけでな

く，RP105／MD-1 複合体の状態でもMD-1 を認識でき

るが，JR2G9 は RP105 と会合している近傍のMD-1 エ

ピトープを認識するため，RP105 との会合状態では認

識できないことがわかった（図 1）。

この 2つの抗体を用いてELISA法を確立し，マウス

血清中のMD-1 の濃度を測定したところ，健常状態で

も 0.29 mg／mL〜0.91 mg／mLのMD-1 が存在すること

がわかった。RP105 遺伝子欠損マウスでは，野生型マ

ウスに比べてわずかに血清中MD-1 濃度が高かった。

このことから細胞膜上の RP105 はMD-1 と複合体を形

成することや血清中にMD-1 を遊離することで，血清

中のMD-1 濃度を調整している可能性が考えられた。
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3．炎症における RP105およびMD-1

3-1．感染症における RP105／MD-1

TLR4 に会合するMD-2 は敗血症患者の血中で増加

して，LPS を中和している。また RP105 遺伝子欠損マ

ウスや MD-1 遺伝子欠損マウス由来の B 細胞では，

LPS 刺激で誘導される細胞増殖が抑制され，CD86 活性

化も減弱していた。これらのことから LPS による応答

にもRP105 やMD-1 が関与していると考えられる。

一方でこの反応においてはいまだ不明な点も多く，

結晶構造解析からも RP105／MD-1 と TLR4／MD-2 が

直接会合するとは考えにくく，免疫沈降においても

LPS は RP105／MD-1 とは共沈しなかったことから B

細胞での TLR4 反応促進は，RP105／MD-1 と TLR4／

MD-2 が直接会合するのではなく，間接的に相互作用

をしていると考えられる。

われわれは TLR4 のリガンドである LPS，TLR1／

TLR2 のリガンドである Pam3CSK4，熱処理した大腸菌

（DH5a）をマウスに投与して血清中MD-1濃度を測定し

たところ，いずれも血清中MD-1の増加を認めた（図 2）。

またマウス骨髄由来マクロファージを LPS の活性中心

である Lipid A で刺激したところ，上清中のMD-1 濃

度の上昇を認めた。このことから感染症発症の際には

血清中MD-1 濃度が急速に上昇し，その原因の一つと

してマクロファージからの産生が考えられた。
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図 1 マウスMD-1モノクローナル抗体の特徴

JR7G1 は MD-1 単独状態だけでなく，RP105／MD-1 複合体も認識する。

JR2G9 はMD-1 単独状態を認識する。（Thomas Jennings R, Odkhuu E, Naka-

shima A, et al.：Inflammatory responses increase secretion of MD-1 protein.

Int Immunol 28：503-512, 2016. Figure 1 より引用)

図 2 マウス血清中MD-1濃度の変化

マウスに LPS，Pam3CSK4，DH5a（死菌）を投与すると，投与 1時間後，3時

間後で血清中MD-1 は上昇していた。（Thomas Jennings R, Odkhuu E, Naka-

shima A, et al.：Inflammatory responses increase secretion of MD-1 protein.

Int Immunol 28：503-512, 2016. Figure 3 より引用)



3-2．虚血処置における RP105／MD-1

また手術後／外傷後モデルとして，肝血流／腎血流を

虚血後に再灌流させたマウスの血清中MD-1 を測定し

た。肝臓を虚血処理した後，再灌流させた 90 分後のマ

ウスの血清中MD-1 は再灌流前と比べて平均値で 4 倍

以上増加していた。また片腎を摘出した後，残腎の腎

動脈を 30 分間結紮した後再灌流させたマウスの血清中

MD-1 は結紮を行わなかったマウスと比べて再灌流直

後，一日後，三日後とも平均値で 2倍以上増加していた。

これらのことから手術後／外傷後モデルとして臓器を虚

血後再灌流すると血液中にMD-1 が増加していること

がわかった。

最近 Xiong らは，心不全末期状態で心移植を行った

肥大型心筋症患者の心筋では，ドナー患者に比べて

MD-1 遺伝子の発現が低下していたと報告した。また

マウス大動脈結紮後の心筋肥大反応が，野生型マウス

に比べてMD-1 遺伝子欠損マウスで増大しており，逆

にMD-1 遺伝子過剰発現マウスでは心筋肥大が野生型

に比べて抑制されていたと報告した。さらにこの心筋

肥大がMEK-ERK1／2，NF-kB 活性化シグナル依存的

に生じており，MD-1 はこれらのシグナルも抑制する

ことも示した
4)
。これらのことから MD-1 は病的な心

筋リモデリングを制御していることが明らかになった。

3-3．自己免疫疾患における RP105／MD-1

Koarada らは SLEやシェーグレン症候群，皮膚筋炎，

IgG4 関連疾患患者の血液中の病勢の増悪とともに

RP105 陰性 B 細胞が増加していて，治療による症状軽

快時には減少したと報告している
5)
。また異常 T 細胞

が脾臓やリンパ節に蓄積することによって脾腫やリン

パ節腫脹を来し全身性エリテマトーデスモデルといわ

れている lpr 遺伝子変異マウスでは血清中のMD-1 が

野生型マウスと比較して，上昇しているという報告も

ある。これらのことから RP105 およびMD-1 が自己免

疫性疾患の発症や病勢に関係している可能性が考えら

れる。

3-4．肥満・高脂肪／高カロリー食負荷における

RP105／MD-1

脂肪組織ではマクロファージをはじめとする免疫細

胞が浸潤していて，さまざまな炎症促進性サイトカイ

ンが放出されている。その結果動脈硬化などが生じ心

血管疾患や脳血管疾患の発症に大きくかかわっている。

Watanabe らは MD-1 欠失マウスに高脂肪食を与えて

も，肥満にならないことを報告した
6)
。ヒトでも肥満者

ではMD-1 遺伝子のメチル化が起こっているという報

告もあり，MD-1 は肥満形成にかかわっていると考え

られる。一方で Karper らは RP105 遺伝子が欠損した

マウスでは，動脈硬化の指標となる血管内膜新生が増

加していたと報告している
7)
。

われわれは高脂肪／高カロリー食をマウスに与えて，

血清中，尿中のMD-1 を測定した。高脂肪／高カロリー

食を与えた群では，標準食に比べて，投与開始 2週間後

に血清中の平均値で約 1.3 倍，尿中では約 2 倍増加し

ていた。MD-1 には脂質を取り込むポケットが存在し

ていることから，MD-1 の血清濃度の変化に伴い会合

脂質の血清濃度も調節される可能性が考えられる。

おわりに

マウスの健常状態でも血中にMD-1 は単独で存在し

ており，炎症状態では血中MD-1 が上昇していること

がわかった。感染症モデルや術後モデルなどの急性炎

症状態だけでなく，高脂肪／高カロリー食負荷の慢性炎

症状態でも血清中 MD-1 は増加することがわかった

（図 3）。RP105 分子および RP105／MD-1 複合体の機能

は明らかになってきたが，MD-1 単独の機能はまだわ

からないことが多い。今後はこれら炎症反応における

MD-1 の詳しい働きや，ヒトで同様のことが起こって

いるかの報告が待たれる。MD-1 の機能を明らかにす

ることは新たな疾患情勢を反映するマーカーや治療法

の開発に寄与すると考えられる。
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図 3 炎症とMD-1
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はじめに

Toll-like receptor（TLR）7は樹状細胞，マクロファー

ジや B細胞などの免疫担当細胞に発現しており，ウイ

ルスや細菌の RNA 成分を認識するセンサーとして働

いている。形質細胞様樹状細胞（pDC）に発現している

TLR7 は，インフルエンザ感染時にウイルスのRNA成

分を認識して大量の 1 型インターフェロンを産生する

ことが知られている。pDC は大量に 1 型インターフェ

ロンを産生することができる特別に分化した細胞で，

ウイルスを認識する TLR7 と TLR9 だけが発現してい

る。ウイルスが感染するとこれらTLR が活性化して 1

型インターフェロンを大量に産生し，ウイルス防御機

構が作動する
1,2)
。TLR7 はこのようにウイルス感染に

対する生体防御に有用な役割を果たしている受容体で

あるが，最近全身性エリテマトーデス（SLE）モデルマ

ウスの解析から SLE の発症にもかかわっていると報告

された
3,4)
。この SLE の発症においても 1 型インター

フェロンが重要な役割を果たしており，SLE の患者の

重篤度と血清の 1 型インターフェロンの濃度は相関す

ることが知られている。さらにウイルスの防御に重要

な役割を果たす細胞である pDC が SLE のマウスモデ

ルにおいて SLE の発症にかかわっていると報告されて

いる
5)
。これらの報告から TLR7 を介した pDC からの

1 型インターフェロンの産生が厳密に制御される必要

があることが推測される。しかし，pDC における

TLR7 の反応調節機構についてはほとんど分かってい

ない。本稿では pDC における TLR7 の 1 型インター

フェロン産生の調節機構についてわれわれが明らかに

したことを解説する。

1．細胞間の接着と 1型インターフェロンの

産生

pDC はウイルス感染において生体防御のため 1 型イ

ンターフェロンを大量に産生する細胞である。その

pDC が B 細胞や NK 細胞と接着することで 1 型イン

ターフェロンをより大量に産生することが報告され

た
6,7)
。1 型インターフェロンの増強にかかわる接着分

子についても報告され，LFA-1 の作用を抑制する抗体

で 1 型インターフェロンの産生は抑制された。LFA-1

はインテグリンファミリーに属している。LFA-1 は

CD11a と CD18 からなり，CD18 はインテグリンベータ

2として知られている。われわれは LFA-1 の機能を特

異的につぶすためCD11a のノックアウト（KO）マウス

を解析した。TLR7 刺激下で CD11a のノックアウトマ

ウス由来の pDCは炎症性サイトカインである IL-12 は

野生型の pDC と同等に産生をするが，1 型インター

フェロンであるインターフェロンアルファ（IFNa）の

産生は著しく減少していた。pDC は細胞表面に LFA-

1 だけでなくそのリガンドである ICAM-1 と ICAM-2

を発現していることから，pDC 同士の細胞間接着が悪

くなったことも観察された。pDC の TLR7 を刺激する

と刺激後 3 時間から 4 時間くらいで pDC 同士の ag-

gregation が観察された。しかし，CD11aKOpDC では

その aggregation がほとんど認められなかった。われ

われの解析では TLR7 の活性化後にMyD88 を介して

LFA-1 の inside-out シグナル伝達分子として知られて

いる protein kinase D，そして Rap1 が活性化されるこ

とが明らかになった。このことから TLR7 の活性化に

より細胞膜上の LFA-1 が活性化され，細胞間同士の接

着を強めることが明らかとなった。われわれの解析に

おいて pDCは極性を持っており，刺激とともに leading

edge 側が伸長する。その伸長に伴って微小管が lead-

ing edge 側に強く伸長する。そして TLR7 も leading

edge 側に移動することが観察された。しかし，LFA-

1KOpDC では微小管の伸長が著しく悪いことが明らか

となった。そして TLR7 の leading edge への動きは非

常に抑制されていた。このことから TLR7 の刺激に伴

う移動が IFNaの産生に関与するものと推測した。

2．TLR7 に会合する低分子量 G 蛋白質

Arl8bと PLEKHM2を介した TLR7の

移動の制御と 1型インターフェロンの産生

われわれは LFA-1 の解析とは独立して，TLR7 に会

合する分子でTLR7 の機能を制御する分子を同定した。

樹状細胞に TLR7 や TLR9 と会合して小胞体からエン

ドソーム・ライソソームへの移動にかかわるUNC93b1

の C 末端に GFP を導入して，抗 GFP 抗体で免疫沈降
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11．Toll-like receptor 7 が 1 型インターフェロンを産生する

には LFA-1 が重要な役割を果たしている



した。さらに，マクロファージを抗 TLR7 抗体にて免

疫沈降することで，UNC93b1 や TLR7 に会合する分子

を液体クロマトグラフィー質量分析法にて同定した。

この UNC93b1 にも TLR7 にも会合していた分子はラ

イソソームに局在する低分子量 G蛋白質のADP-ribo-

sylation factor-like 8b（Arl8b）であった
8)
。実際に pDC

を用いて TLR7 を免疫沈降するとArl8b が会合してく

ることが確認され，TLR9 とはあまり会合していないこ

とから TLR7 に対する特異性が示された。次に Arl8b

の pDC における機能を調べるため，Arl8b の発現を無

くする遺伝子改変マウスArl8b GeneTrap（Arl8bGt）

マウスを用いて解析した。すると Arl8bGt の pDC は

TLR7 刺激特異的に IFNaの産生が著しく減少した。

Arl8b は PLEKHM2 と会合することで Kinesin-1 と会

合し，微小管上を順行性に移動する
9)
。このように

Arl8b はライソソームの順行性の輸送にかかわってい
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図 1 細胞接着が TLR7の順行性の移動を促し，1型インターフェロンの産生を誘

導する

刺激前においてTLR7 は細胞内全体に存在するが，ほとんどのTLR7 は核の

近くに局在を示す。しかし，TLR7 刺激が入ると炎症性サイトカイン産生に

向けて NF-kB の活性化などが起こる。そしてさらに，MyD88 依存的に in-

side-out シグナル伝達が活性化し，インテグリンの活性化を誘導する。イン

テグリンの一つ LFA-1 が活性化すると，ICAM-1／2 と会合して細胞の接着

を強く誘導する。細胞間の接着は微小管の極性を持った伸長を起こすことに

つながる。それらのシグナルがArl8b を活性化させ，PLEKHM2との会合が

促進する。PLEKHM2 はキネシンと会合して微小管に会合する。そのこと

が Arl8b に結合している TLR7 を微小管に移動させて順行性の移動を促進

させる。TLR7 の順行性の移動は細胞内の mTorC1／TRAF3／IKKaの存在

する場への移行につながり，TLR7 がそのシグナルの場に入ることで，IFNa

の産生につながるシグナル伝達が起こる。



るとの報告があったため，pDC における TLR7 の局在

を調べると，TLR7 のほとんどはライソソームに局在し

ていた。このことから Arl8bGt の pDC において刺激

後の TLR7 の動向を検討してみると，WTにおいては

刺激とともに TLR7 が微小管と共局在するにもかかわ

らず，Arl8bGt ではそれがほとんど認められなかった。

さらに刺激によるTLR7 の移動もArl8bGt pDC ではほ

とんど確認できなかった。そこで PLEKHM2KO マウ

スを入手し PLEKHM2KO の pDC を解析すると，

Arl8bGt と同様に TLR7 刺激依存的な微小管への局在

もほとんど認められず，TLR7 の順行方向への移動もほ

とんど認められなかった。そして Arl8bGt と同様に

TLR7 刺激後の IFNaの産生が著しく減少していた。

これらの結果からTLR7 に Arl8b と PLEKHM2 が会合

することで，TLR7 が刺激依存的に順行性に移動して

IFNaの産生につながるシグナル伝達が始まることが

予想された。TLR7 は刺激後TRAF6 を活性化させ，炎

症性サイトカインのためのシグナル伝達であるNF-kB

や MAP kinase を活性化する。次に TRAF3 や IRF7

が活性化されることにより，IFNa の産生が起こ

る
10〜12)

。われわれは TLR7 刺激後に TRAF6 に 1 型イ

ンターフェロン産生にかかわる TRAF3 と IRF7 が会

合してくることを免疫沈降法にて観察した。そして，

この現象は Arl8bGt の pDC ではほとんど観察できな

かった。このことから，TRAF6 が TRAF3 や IRF7 と

会合して IFNaの産生を誘導するには Arl8b を介した

TLR7 の移動が重要である可能性が示唆された。最後

にインフルエンザウイルスを感染させArl8bGt pDC の

反応を調べると，炎症性サイトカイン IL-12 の産生は

野生型と変わらないにもかかわらず，IFNaの産生は著

しく低下した。このインフルエンザウイルス感染にお

いても，野生型の pDCではTLR7 は微小管と共局在を

示し，順行性の移動を確認できた。しかし，Arl8bGt の

pDC では TLR7 は感染後ほとんど微小管と共局在せ

ず，TLR7 の順行性の移動がほとんど観察できなかっ

た。このことからウイルス感染における反応において

も TLR7 の順行性の移動が IFNaの産生と結びついて

いることが示唆された。

おわりに

図 1 に示すようにわれわれの研究結果をまとめると

TLR7 刺激により MyD88 依存的な inside-out signal-

ing の活性化により LFA-1 の活性化をもたらし，pDC

同士の接着が起こる。そして，そのことが pDC内の極

性をもった微小管の伸長を促し，TLR7 に会合している

Arl8b が PLEKHM2 を介して微小管に会合するように

なる。次に TLR7 が微小管上を移動して IFNaの産生

につながるシグナル伝達分子 TRAF3 や IRF7 と出会

う場であるmTorC1 が存在するライソソームに順行性

の移行をするということである。pDC，そして pDCに

存在する TLR7 やその下流の産生産物である IFNaは

ウイルスに対する防御に重要な役割を果たしているが，

SLE の発症にもかかわるといわれている。そのため，次

にわれわれはArl8b と SLEの発症に関して検討したい。
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はじめに

黒酢は，鹿児島県特産の醸造酢であり，玄米を用いて

静置発酵法で製造されることを特徴としている。経験

的に黒酢は血液の循環不良による病気の改善，コレス

テロールや中性脂肪の減少，アトピーやアレルギーの

改善に有効であるとされている。同時に，黒酢の科学

的な研究も進んでおり，黒酢および抽出成分が抗酸化

作用，血圧低下，抗がん作用などを示すことが報告され

ている。

黒酢は発酵食品であり，麹による糖化，酵母によるア

ルコール発酵，酢酸菌による酢酸発酵を数週間から数

カ月程度で並行複発酵し，その後さらに 1 年以上の間

静置し熟成することで製造される。この際，発酵微生

物の多くは死滅するため，黒酢には微生物由来成分が

豊富に含まれていると考えられる。しかし，これら黒

酢中の微生物由来成分についてはこれまで検討されて

いない。そこで本稿では，黒酢中の微生物由来成分の

免疫学的性質と，黒酢に含まれる酢酸菌由来の成分の

性質と構造について述べる。

1．黒酢中の微生物由来成分の分離と免疫学

的性質

黒酢の醸造には，麹カビや酵母といった真菌，乳酸菌

などのグラム陽性菌や酢酸菌などのグラム陰性菌が関

与している
1)
。これら微生物の細胞構成成分の一部は，

哺乳類の自然免疫系レセプターに認識され，免疫系を

調整することが知られている。例えば，グラム陰性菌

のリポ多糖（LPS）はTLR4 に，細菌のリポタンパク質

（LP）はTLR2 に，細菌のDNAはTLR9 に，ペプチド

グリカンの部分構造は NOD1／2 にそれぞれ認識され

る
2)
。そこでまず黒酢に自然免疫レセプター活性化能を

持つ成分が含まれているかどうかについて検討した。

TLR2，TLR4，TLR9，NOD1，NOD2 を強制発現させた

細胞を用いて，凍結乾燥した黒酢の活性を調べたとこ

ろ，TLR2 および NOD1／2 に対して活性化能を持つこ

とがわかった
3)
。

黒酢には，有機酸，アミノ酸などの成分が多量に含ま

れている。そこで黒酢中の自然免疫活性化成分のうち

疎水性の成分に注目して分離を試みた
3)
。まず，オクチ

ルセファロースを用いた疎水性クロマトグラフィーに

よって黒酢（900 mL）を分離し，非吸着画分（FK-OS1；

20.3 g）と吸着画分（FK-OS2；1.8 mg）を得た。両画

分を SDS-PAGE で分離し過ヨウ素酸銀染色で糖を可

視化すると，FK-OS1 はほとんど可視化されなかった

ものの，FK-OS2 にはラダー状の LPS に特徴的なパ

ターンが存在することがわかった（図 1A）。両画分の

活性を検討したところ，TLR2 活性化能は FK-OS2 に

濃縮されており（図 2A），FK-OS1 には存在しないこと

がわかった。また，FK-OS2 は TLR4 活性化能も有し

ており，LPS による活性が濃縮によって検出可能になっ

たと考えられた。一方，FK-OS2 画分は NOD1 活性化

能を持たないこともわかった。これらの結果は，黒酢

中の疎水性成分はTLR2，TLR4 活性化能を有する LPS
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12．黒酢中の自然免疫活性化物質と酢酸菌由来リポ多糖

図 1 A：黒酢疎水性成分（FK-OS2）

B：A. pasteurianus由来リポ

多糖（Ap-LPS）の SDS-PAGE

泳動像



や LP様の細菌由来成分であることを示唆している。

ついでトリトンX-114による二層分配によって黒酢（400

mL）を抽出し，疎水性の抽出物（FK-TX；2.5 mg）を得

た。FK-TXは，主にTLR2活性化能を有しており（図2B），

LP様成分が優先して濃縮されたことがわかった。

以上の結果は，黒酢中には発酵微生物由来と考えら

れる微生物由来自然免疫活性化成分が含まれているこ

とを示している。しかし，黒酢中に含まれる疎水性成

分の量は，アミノ酸などの主要成分に比べてごく微量

であった。また黒酢の発酵微生物が多様であるため，

活性化成分も複数の成分の混合物であったため，単離

が困難であり構造決定には至らなかった。

2．酢酸菌由来 LSP の性質とそのリピド A

構造

LPS は，グラム陰性菌の細胞表層に存在する自然免

疫活性化複合糖質である。一般に LPS は，多糖繰り返

し構造を持つO-抗原多糖部分，コアオリゴ糖部分，糖

脂質であるリピド A 部分から構成されている
4)
。この

うちリピド A 部分が活性を持つ最小構造であり，

TLR4 に認識されて自然免疫系を活性化することが合

成化学的に証明されている。大腸菌などに存在する典

型的な構造のリピドAは，強力にTLR4 を活性化する

ことが知られている。一方で，バクテロイデス類縁菌

のリピドAは構造の一部が異なっておりTLR4 活性化

能が弱いことが知られている。黒酢に含まれる LPS は

酢酸菌由来であると考えられるため，酢酸菌の LPS の

活性と構造を検討し黒酢中の成分と比較することで，

その性質を明らかにすることにした。

黒酢中では，Acetobacter pasteurianusが酢酸発酵に

関与することが知られている。そこで，A. pasteuria-

nusNBRC 3283 を供試菌として用いて検討した
5)
。菌体

を温水フェノール抽出後，粗抽出物をオクチルセファ

ロースを用いた疎水性クロマトグラフィーによって分

離し，吸着画分として LPS 画分（Ap-LPS）を得た。

SDS-PAGE の結果，Ap-LPS もラダー状のパターンを

示すことがわかった（図 1B）。またこのパターンは，

FK-OS2 のものと同様であったことから，黒酢に含ま

れる LPS 様成分は A. pasteurianus由来の LPS である

ことが強く示唆された。また，Ap-LPS の TLR4 活性化

能は，大腸菌 LPS に比べて 1／100 程度であり（図 2C），

活性が弱いことがわかった。

そこでリピド A の構造について検討した
5)
。一般に

LPS は弱酸で処理すると LPS 中の糖である Kdo のグ

リコシド結合が加水分解され，多糖部分とリピドAに

分離できる。しかしAp-LPS は弱酸処理でほとんど加

水分解されず，酸に強い構造を持つことがわかった。

一部分解されたリピド A を，単糖分析，質量分析，

NMRにより解析したところ，図 3に示す新規の構造を

持つことがわかった。大腸菌のリピド A と比較する

と，リン酸基が存在せず，脂肪酸の鎖長が長いことから，

構造の差異が TLR4 に対する低活性の原因であると考

えられた。また，グリコシド結合が酸に強いKoを持つ

ことから，Kdo から Ko への置換が Ap-LPS の耐酸性
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図 2 黒酢中の活性化成分

A：FK-OS2，B：FK-TX，C：Ap-LPS

の TLR活性化能

活性は NF-kB 依存的ルシフェラーゼ

アッセイによって検出した。



の原因であると推測された。さらに，LPS が黒酢中で 1

年以上もの間安定に存在する理由も，この耐酸性構造

が関与している可能性がある。

おわりに

これまで黒酢の生物活性成分としては，アミノ酸や

抗酸化物質などが明らかにされてきている。本研究で

は，それ以外の活性成分として微生物由来自然免疫活

性化成分が含まれていることを明らかにした。とくに

酢酸菌由来の LPS については酸性環境下でも長期間構

造が維持されるなど特異な構造を持つことも明らかと

なった。今後は，黒酢中の LPS などの成分の黒酢の効

能に対する寄与について検討するとともに，LPをはじ

めその他の成分の構造について明らかにしたい。
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図 3 A. pasteurianusリピド Aの構造



はじめに

Toll 様受容体（Toll-like receptors：TLRs）は，代表

的なパターン認識受容体（pattern recognition recep-

tor：PRRs）の一つで，ウイルスやバクテリアなどの病

原体に特徴的な分子パターン（pathogen-associated

molecular patterns：PAMPs）や，自己細胞の損傷・壊

死によって生じる分子パターン（damage-associated

molecular patterns：DAMPs）を認識することによって，

自然免疫，獲得免疫，炎症反応を誘導する
1,2)
。ヒトでは

TLR1 から TLR10 の 10 種類が，マウスでは TLR1 か

ら TLR9，TLR11 から TLR13 の 12 種類がこれまでに

見つかっており，TLR1，TLR2，TLR4，TLR6 は細胞表

層に，TLR3，TLR7，TLR8，TLR9 は細胞内の小胞体，

エンドソームに存在している。それぞれTLRは特定の

分子構造を認識することが知られており，TLR2，

TLR4，TLR6 は病原体の細胞壁成分の PAMPs を，

TLR7，TLR9 は，病原体由来の核酸成分の PAMPs を

認識する。DAMPs については，細胞表層成分が

TLR2，TLR4 によって，細胞やミトコンドリア由来の

核酸成分がTLR7，TLR9 によって認識される。近年，

TLR4 においては，特定の天然有機化合物や合成化合物

が TLR4 を活性化することが見出されており，これら

を活用した炎症反応の分子機構解明や，がんやウイル

スに対する免疫療法の開発などが注目されている。本

稿では，TLR4 リガンドに焦点をあて，最近の研究につ

いて概説する。

1．TLR4の機能

TLR4 は，主として樹状細胞などの自然免疫担当細胞

の細胞表層やエンドソームに存在する。通常，アクセ

サリータンパク質であるミエロイド分化因子-2（mye-

loid differential factor-2：MD-2）と複合体を形成して

おり，細菌の外膜成分であるリポ多糖（LPS）やリピド

Aなどの PAMPs を認識することによって免疫系を活

性化する
3〜5)
。TLR4 の活性化は，CD14 依存的または

CD14 非依存的なリガンド／TLR4／MD-2 複合体の形成

と二量体化を経て，アダプタータンパク質である TI-

RAP-MyD88 を介する経路，またはTRAM-TRIF を介

する経路で起こり，炎症性サイトカインまたはⅠ型イ

ンターフェロンの産生を促進する（図 1)
4,6)
。TLR4 の

活性化は，炎症反応を誘導する一方で，抗がん作用や抗

ウイスル作用，獲得免疫において重要な働きを持つこ

とから，TLR4 リガンドを利用した抗ウイルス療法や抗

がん療法の開発が検討されている。

2．TLR4リガンド

2-1．リピド系 TLR4リガンド

グラム陰性細菌の細胞表層を構成する LPS やリピド

Aは TLR4 のリガンドとして働く。LPS がエンドトキ

シンの活性本体
7)
であることが見出されて以来，これま

でにさまざまなリピドA誘導体，類縁体が合成されて

いる
8,9)
。構造活性相関研究では，リピドAの脂質成分

や，リン酸部位などの構造改変によって，TLR4 のアゴ

ニスト活性，アンタゴニスト活性を有するリピド系

TLR4 リガンドが見出されている。アゴニスト活性に

は，抗腫瘍作用や免疫賦活作用などの有用な作用がみ

られることから，TLR4 リガンドを用いたがん治療，ワ

クチン療法が検討されている。がん治療では，現在の

ところよい成果は得られていないが，がんワクチン療

法では，モノホスホリルリピドA（MPLA)
10)
が，子宮

頸癌ワクチンなどのアジュバントとして現在使用され

ている。一方，アンタゴニスト活性を有するリピド系

TLR4 リガンドでは，いまだ治療法が確立していない敗

血症治療などへの応用が検討されている。

2-2．非リピド系 TLR4リガンド

近年，天然有機化合物，漢方薬成分，合成化合物ライ

ブラリーを用いたスクリーニングによって，オピオイ

ド類
11)
やポリフェノール類

12)
，4-アミノキナゾリン類

13)
，

ネオセプチン類
14)
などの化合物に TLR4 活性化能が見

出されている。これらの非リピド系TLR4 リガンドは，

リピド系 TLR4 リガンドとは異なり，CD14 を介さず

MD-2 と結合して TLR4 のシグナル調節を行う。アゴ

ニスト活性をもつ化合物は，リピド系 TLR4 アゴニス

トと同様に，がん治療，ワクチン療法への応用が検討さ
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れており，水溶性に乏しい脂質成分を含まないことか

ら，製剤化においても注目されている。一方，オピオイ

ド類においては，中枢神経系の炎症反応に関与し，神経

障害性疼痛をはじめとする難治性の神経免疫疾患への

関与が示唆されており，オピオイド類を用いた中枢神

経系における TLR4 シグナルの機能解析が進められて

いる。

3．ピリミドインドール系 TLR4リガンド

われわれの研究グループでは，ハイスループットス

クリーニングの結果，ピリミドインドール骨格を持つ

1Z65 および 1Z105 が TLR4 アゴニスト活性を有するこ

とを見出している（図 3)
15)
。これまでの構造活性相関

研究では，2 位のチオアセトアミド基部分，3 位の N-

フェニル基部分の構造が TLR4 アゴニスト活性におい

て重要であること，また 5位の N-メチル基の有無が細

胞毒性に影響することが報告されている。また TLR4／

MD-2 複合体の結晶構造を用いた分子モデリングでは，

ピリミドインドール骨格のベンゼン環部位が，TLR4 と

の相互作用に重要であることが示唆されている（図 4）。

われわれは，さらなるアゴニスト活性の向上を目指し，

これまでに調べられていないピリミドインドール部位

の構造活性相関について検討しており
16)
，本節では，ベ

ンゼン環を持たないピロロピリミジン誘導体の設計と

合成，ドッキングシミュレーションならびに生物活性

について述べる。
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図 1 TLR4のシグナル伝達経路

図 2 TLR4リガンドの構造



3-1．ピロロピリミジン誘導体の設計と合成

設計・合成したピロロピリミジン誘導体を図 5 に示

す。置換基 R
1
においては，メチル基の有無によって細

胞毒性が変わることから，ヒドリド体ならびにメチル

化体の合成を行った。また置換基 R
2
，R

3
においては，

置換基効果を調べるため，無置換体（2A61，2A164），

ジメチル体（2A38，2A96），シクロヘキシル体（2A59，

2A157），シクロへプチル体（2A212，2A228）を設計し

た。これらの誘導体は，市販の 2-シアノケトン類また

は 3-アミノピロール-2-カルボン酸類を出発化合物と

し，ピリミジン骨格を形成させた後，チオアセトアミド

側鎖の導入を行ってピロロピリミジン類を合成した。

3-2．ピロロピリミジン誘導体のドッキングシミュ

レーション

設計・合成したピロロピリミジン誘導体のドッキン

グシミュレーションは，MOE（Molecular Operating

Environment）を用いて行った。結晶構造には，マウス

由来またはヒト由来の LPS／TLR4／MD-2 複合体の結晶

構造（PDB，マウス：5IJD，ヒト：3FXI）を用い，リガ

ンド分子である LPS を除去後，TLR4／MD-2 複合体の

最適化を行って計算に使用した。結合サイトの選定は

Site Finder を用い，ドッキング実験は Dock を用いて

行った。ドッキング実験の結果を表 1 に示す。1Z65，

1Z105 では，リガンド／TLR4／MD-2 複合体形成が予想

される良好なドッキングスコアが得られた。ベンゼン

環を持たない誘導体 2A61，2A164 においては，スコア

が増大することから，親和性の低下が予想される。一

方，置換基を有する 2A39，2A95，2A59，2A157，2A212，

2A228 においては，置換基が大きくなるにしたがいス

コアが減少することから，疎水性の向上に伴い親和性

が向上すると予想される。

― 62 ―

図 4 ピリミドインドール系 TLR4リガンドの分子

モデリングによる解析

図 3 ピリミドインドール系 TLR4リガンド

図 5 ピロロピリミジン誘導体の設計
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表 1 合成した TLR4 リガンドのドッキングシ
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2A61

−7.67−7.95

−7.55
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−7.752A164
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a
DS：Docking score,

b
hTLR4／MD-2：human TLR4／MD-

2 complex（PDB：3FXI),
c
mTLR4／MD-2：mouse TLR4／

MD-2 complex（PDB：5IJD).
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a
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mTLR4
c
／MD-2

（kcal／mol)

DS
a
to

hTLR4
b
／MD-2

（kcal／mol)

−7.38



3-3．ピロロピリミジン誘導体の生物活性評価

合成したピロロピリミジン誘導体の生物活性につい

ては，マウスTLR HEK Blue 細胞を用いた分泌型アル

カリホスファターゼ（SEAP）アッセイによる予備的な

活性試験を行った。その結果，無置換体（2A61，2A164）

では，TLR4 の活性化がみられなかったが，ジメチル体

（2A38，2A96），シクロヘキシル体（2A59，2A157），シ

クロへプチル体（2A212，2A228）においては，TLR4 の

活性化がみられることがわかった。よりかさ高く疎水

性の高いシクロへプチル体では，1Z105 に類似する活

性がみられることから，1Z105 のベンゼン環部位への

疎水基の導入は，TLR4／MD-2 複合体の形成に優位で

あると考えられる。さらなる生物活性評価とピリミド

インドール系 TLR4 リガンドの構造活性相関解析は今

後の課題である。

おわりに

ピリミドインドール系 TLR4 リガンドの構造活性相

関解析では，アゴニスト活性において，ピリミドイン

ドール骨格のベンゼン環部位の疎水性が重要であるこ

とがわかった。この部位でのさらなる構造最適化は，

より高い活性を持つTLR4 リガンドの創製につながる。

また，アゴニスト活性やアンタゴニスト活性など，シグ

ナル選択的に作用する TLR4 リガンドを見出すことが

できれば，TLR4 を標的とした抗ウイルス療法や抗がん

療法への応用が期待できる。
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はじめに

脂質抗原の提示を担う CD1d は樹状細胞などに存在

し T細胞の分化，活性化を制御することが知られてい

る。CD1d は糖脂質リガンドと結合すると，ナチュラル

キラーT（NKT）細胞上のT細胞抗原受容体（TCR）

に認識され，IFN-gなどのTh1 サイトカインや，IL-4

などの Th2 サイトカインを含むさまざまなサイトカイ

ン産生を誘導する
1)
。これらのサイトカインは免疫応答

のバランス制御にかかわっており，制御を可能とする

CD1d リガンドの創製は重要な研究課題である。これ

までの研究において，CD1d リガンドの構造によって，

誘導されるサイトカインの量やバランスを制御可能で

あることが報告されている
2)
。既知の CD1d リガンドと

しては海洋天然物を基盤に開発された糖脂質 a-GalCer

（KRN7000)
3)
や OCH

4)
が知られている（図 1）。a-GalC-

er は INF-gや IL-4 を強力に誘導することが知られて

おり，現在，頭頸部腫瘍に対する iNKT細胞免疫療法（先

進医療B）に用いられている。一方，OCHは IL-4 選択

的なリガンドであり，多発性硬化症やクローン病に対

する治療薬として，臨床試験が行われている。これま

での a-GalCer の構造活性相関研究により CD1d に対

するリガンド結合様式の解明が精力的に進められてき

たが
2)
，CD1d の疎水性ポケットにおける脂質リガンド

認識機構の詳細な解析はあまり行われていない。本稿

では，a-GalCer の長鎖脂肪酸部位の変換によるサイト

カイン誘導活性制御に焦点をあて，これまでに報告さ

れている脂質改変型 a-GalCer 誘導体を概説するとと

もに，われわれの最近の知見を紹介する。

1．脂質改変型 CD1dリガンド

a-GalCer は，ガラクトース部位，スフィンゴシン部

位，長鎖脂肪酸部位からなる糖脂質であり，NKT細胞

を介して，強力なサイトカイン誘導能を有することが

知られている。これまでに，いくつかのグループによっ

て，a-GalCer の長鎖脂肪酸部位の構造変換によりサイ

トカインの誘導量やバランスが変化することが報告さ

れている（図 1）。Goff らは a-GalCer と比較して短い

脂肪酸部位を有するリガンドを用いた場合，IL-4 選択

的なサイトカイン誘導活性を示すことを報告している

（1)
5)
。Yu らは，脂肪酸部位に不飽和結合を導入すると

IL-4 選択的なリガンドとなることを見出している

（2)
6)
。また Im らは，これらの Th2 選択性の発現は，

リガンドの細胞内挙動の違いによって制御されている

と報告している
7)
。Fujio らは，Ar 基を脂肪酸末端に有
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14．糖脂質 a-GalCer を基盤とした脂質改変型

CD1d リガンドの創製研究

図 1 a-GalCer（KRN7000）およびその誘導体の構造



するリガンドが IFN-gなどの Th1 サイトカイン選択

的な活性を示すことを報告するとともに（3)
8)
，CD1d

との結合親和性の高さとTh1 サイトカイン選択的との

間に相関関係があることを明らかにしている
9,10)
。Lim

らは，脂肪酸末端に水酸基を有するリガンドを用いる

と，a-GalCer と比較して活性は低下するもののサイト

カイン誘導活性を保持することを報告している（4)
11)
。

また最近，Hossain らは，セレン原子を脂肪酸に導入し

た a-GalCer 誘導体が Th1 サイトカイン選択的誘導活

性を示すことを報告している（5)
12)
。このように長鎖脂

肪酸部位の構造変換が誘導されるサイトカインの量や

バランスに影響を与えることが明らかとなっているが，

詳細な誘導メカニズムなどの知見は限られており，現

在も解析が進められている。

2．アミド基を有する脂質改変型 CD1dリガ

ンドの開発

このような背景のもと，われわれは a-GalCer の長鎖

脂肪酸部位の構造展開を基に，NKT細胞を介したサイ

トカイン誘導制御を可能とする新規 CD1d リガンドの

創製を目指すとともに，CD1d の脂質結合部位における

リガンド認識機構の解明とその制御を目的として，研

究に着手した
13)
。

2-1．リガンドデザイン

糖脂質やリン脂質など生体関連脂質分子は，主に糖

やリン酸基などの親水性ヘッドグループと長鎖アルキ

ル基などの疎水性領域から構成されている。長鎖アル

キル基などは，脂質認識タンパク質中の非極性アミノ

酸から構成される疎水性ポケットによって疎水性相互

作用を介して認識される。しかしながら，いくつかの

脂質認識タンパク質において，これらの疎水性ポケッ

ト中の限定的な領域に，極性アミノ酸を見出すことが

できる。疎水性領域における水素結合はタンパク質表

面などの親水性領域における水素結合と比較し，より

安定な結合を形成することが報告されているが
14,15)
，脂

質認識において疎水性ポケット中の親水性アミノ酸残

基に着目して，水素結合形成を狙う試みは限られてい

る。われわれは，これらの親水性残基に着目し，水素結

合形成可能なリガンドをデザインすることを計画した。

これまでに報告されている CD1d-a-GalCer 複合体の

X 線結晶構造（PDB：3G08)
16)
を精査した結果，a-

GalCer の長鎖アルキル基との相互作用領域である疎水

性ポケット（Aʼpocket）中に，限定した範囲で存在する

水素結合可能な親水性領域（Ser28 および Cys12，

His38 周辺部）を見出した（図 2）。われわれは親水性領

域に対して水素結合などを介して相互作用可能なアミ

ド基を a-GalCer の脂肪酸部位に導入することを計画

した（図 3）。そこで，CD1d の Ser28 との相互作用が予

想される部位近傍にアミド基を導入した 5 数種のリガ

ンド（6a-e）を合成した。またCys12，His38 との相互

作用を意図したリガンド（7a，7b）も併せて合成した。

2-2．生物活性評価

活性評価としては，CD1d タンパク質とNKTハイブ

リドーマ（2E10)
17)
を用いたサイトカイン誘導能評価を

最初に行った（APC-free assay)
18)
。すなわち，CD1d

をプレートに固定化し，各リガンドを加えた後，NKT

ハイブリドーマを加え，誘導されるサイトカイン（IL-

2）の量を定量した（図 4a，4b）。リガンド 6a，6bは a-

GalCer と比較し，ほぼ同等のサイトカイン誘導能を示
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図 2 CD1dの疎水性ポケット

図 3 アミド基を有する a-GalCer誘導体



した。一方，6cを用いた場合，活性が向上した。さら

に 6d，6eは，より高いサイトカイン誘導を示した。こ

のように，アミド基の導入位置が活性発現に大きな影

響を与えることから，CD1d タンパク質とリガンド間の

特定の相互作用が示唆された。また，2つのアミド基を

有する 7a，7bを用いて活性評価を行った結果，7bにお

いて活性が向上した。

続いて 6e，7bに関して，マウス脾臓細胞を用いたサ

イトカイン誘導評価を行った（図 4c，4d）。本評価系で

は，NKT細胞，CD1d を発現する樹上細胞など，複数種

の細胞が混在する脾臓細胞にリガンドを添加し，誘導

されるサイトカイン INF-gおよび IL-4 の量を定量し

た。6eは，a-GalCer と比較して，INF-gと IL-4 とも

に誘導能が向上した。一方で，7bは，INF-gの誘導能

は低下したが，IL-4 の誘導能は向上した。リガンド 7b

の IL-4 選択性発現メカニズムの詳細な解析は今後の課

題である。

おわりに

われわれは，CD1d の脂質認識部位に存在する特定の

極性アミノ酸残基が，親和性向上のための新たな作用

点となることを見出した。本結果は単純な構造変換に

より脂質リガンドの活性向上が可能であることを示し

ており，脂質認識タンパク質に対する高親和性リガン

ド設計に重要な指針を与えると期待される。また，こ

れらCD1d リガンドは，自己免疫疾患などの治療薬や，

ワクチンアジュバントとしての展開が期待される。
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御 案 内

日本エンドトキシン・自然免疫研究会

日本エンドトキシン・自然免疫研究会は，エンドトキシン研究の基礎，臨床，治療研究から応用まで

の広い領域の研究者が参加，発表，情報交換を行える研究会組織とする主旨のもと，平成 6年 11 月に「日

本エンドトキシン研究会」として発足しました。平成 22 年 10 月に「一般社団法人 日本エンドトキシ

ン・自然免疫研究会」として法人化され，現在に至っています。定期研究会は年 1回開催され，特別講

演，シンポジウム，研究発表など，会員の情報交換，親睦を図っています。

第 23 回研究会は，平成 29 年 12 月に兵庫医科大学救急・災害医学講座 主任教授 小谷 穣治先生が

当番世話人で西宮神社会館にて開催されます。

研究会会員は正会員，賛助会員で構成され，機関誌「エンドトキシン・自然免疫研究（年 1回出版）」

がweb 上で閲覧できます。

毎年，50 歳未満の研究会会員を対象に「日本エンドトキシン・自然免疫研究会奨励賞・最優秀賞」を

設け，エンドトキシン・自然免疫研究に関する学術および技術の進歩に貢献したと認められる業績に対

して表彰を行なっています。また，40 歳未満の会員の定期研究会当日の発表を対象として「日本エンド

トキシン・自然免疫研究会奨励賞・優秀賞」を審査・表彰しております。

入会を希望される方（年会費：正会員 5,000 円，大学院・学部学生は減免申請により 3,000 円，賛助

会員 100,000 円）は下記事務局までご連絡下さい。

日本エンドトキシン・自然免疫研究会 事務局

〒 113-8421 東京都文京区本郷 2-1-1

順天堂大学医学部生化学第二講座 内

TEL：03-5802-1033 FAX：03-3813-3157

E-mail：jeiis@juntendo.ac.jp

「Innate Immunity｣

日本エンドトキシン・自然免疫研究会の公式英文雑誌であった「Journal of Endotoxin Research」は

「Innate Immunity」に雑誌名が変更されました。「Innate Immunity」は，国際エンドトキシン・自然免

疫学会（IEIIS：International Endotoxin and Innate Immunity Society；http:／／ieiis.org／Home）の公式

ジャーナルであり，エンドトキシンをはじめ，自然免疫など広い分野の論文を受け付けています。また，

エンドトキシンについて優れた総説も魅力的です。現在，「Innate Immunity」のインパクトファクター

は 2.342（JCR Science Edition 2016）とレベルの高い雑誌です。本研究会の役員からEditorial Board が

選任されています。詳しい情報は，ウェブサイト（http:／／ini.sagepub.com）をご覧ください。

Editor-in-Chief：Dr. Otto Holst, Professor and Head of the Division of Structural Biochemistry at the

Research Center Borstel.
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