
はじめに

ウイルスや細菌に特異的な成分を認識して活性化す

る Toll-like receptor（TLR）は感染のセンサーとして

の役割を持つ。TLR はその局在により大きく 2 種類の

タイプに分類できる。一つは細胞表面上に発現し主に

細菌の膜成分を認識する TLR。そしてもう一つは細胞

内のエンドソーム・ライソソームに局在して細菌やウ

イルスの核酸成分を認識する TLR である。われわれは

TLR の細胞内輸送と活性化に関する研究を行ってき

た。初めに細胞表面に発現してグラム陰性菌の膜成分

LPS を認識する TLR4 の輸送と活性化について紹介す

る。次に細胞内のエンドソーム・ライソソームに局在

して細菌やウイルスの RNA 成分を認識する TLR7 の

輸送と活性化についてわれわれの研究を紹介する。

1．TLR4の局在と活性化

TLR4 は 1 型膜貫通蛋白質であり小胞体にて合成さ

れると，小胞体に存在するシャペロン分子熱ショック

蛋白質 glycoprotein（gp）96 と会合する1,2)。加えてわ

れわれが TLR4 と会合して小胞体に存在しシャペロン

的に働くと報告した protein-associated with TLR4

（PRAT4A 別名 Canopy FGF Signaling Regulator 3：

CNPY3）も会合する2〜4)。そしてTLR4 が受容体として

機能できるように立体構造的に問題がないように蛋白

質を折りたたむと同時に糖鎖修飾を付加する。さらに

TLR4 は MD-2 と会合して，ゴルジ体で更なる糖鎖修

飾を受けた後成熟型の TLR4 となり細胞膜表面へと発

現する。

細胞表面に発現した TLR4 はリガンドである LPS が

MD-2 に会合するまでは TLR4-MD-2 の複合体が 1 量

体で存在する。われわれの解析から TLR4-MD-2 は細

胞膜表面にて LPS と会合することが明らかとなった5)。

さらに CD14 は LPS と会合するが TLR4-MD-2 と複合

体を形成せず，TLR4-MD-2 に LPS を供与する存在で

あることを示した。われわれは TLR4 の C 末端に

GFP，または Flag タグをつけて発現させ，LPS 刺激後

に抗 GFP 抗体にて免疫沈降すると TLR4-GFP に
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TLR4-Flag が会合することから，TLR4-MD-2 は LPS

と会合すると多量体を形成することが明らかとなった

（図 1A，B)6,7)。現在では立体構造解析の結果により

TLR4-MD-2 が LPS と会合して 2 量体を形成すること

が明らかになっている8,9)。MD-2 には大きなポケット

状のくぼみが存在して LPS がそこにはまる形で会合す

る10)。さらにわれわれはマウス MD-2 の 126 番目の

フェニルアラニン，または 129番目のグリシンをアラ

ニンに変えた変異体を細胞株に発現させると，TLR4-

MD-2 に LPS は会合しているにもかかわらず 2 量体を

形成していないことが観察された11)。この結果より

MD-2 には LPS と会合するだけではなく TLR4-MD-2

が 2 量体形成をする時にも重要な役割を果たしている

ことが明らかとなった。

TLR4-MD-2 にはアンタゴニストについての研究が

精力的に行われている。そのアンタゴニストの一つ

E5531 を加えると LPS の活性中心 lipid A を加えた時

に形成される 2 量体形成が認められなくなることを観

察した（図 1C)6)。この結果よりアンタゴニスト E5531

は TLR4-MD-2 の 2 量体形成に作用し，2 量体形成を

阻止することでアンタゴニストとして作用しているこ

とが示唆された。さらに Lipid A の前駆体の Lipid IVa

はマウスの TLR4-MD-2 にはアゴニストとして作用

し，ヒト TLR4-MD-2 とマウスTLR4-ヒトMD-2 には

アンタゴニストとして作用することを報告している。

その Lipid IVa で刺激をするとマウスの TLR4-MD-2

は 2 量体形成を誘導するが，ヒト TLR4-MD-2 やマウ

ス TLR4-ヒトMD-2 では 2 量体形成を誘導せず，なお

かつ Lipid A 刺激にて誘導する 2 量体形成をほとんど

完全に抑制することが観察された6)。このことよりアン

タゴニストの作用が TLR4-MD-2 の 2 量体形成のとこ

ろに作用しており，MD-2 がアンタゴニストの作用に

重要な役割を果たしていることを示唆している。

細胞表面上で LPS を認識して活性化した TLR4-

MD-2 は，シグナル伝達分子 Myeloid differentiation

primary response 88（MyD88）と会合して炎症性サイ

トカイン産生のためのシグナル伝達機構を活性化させ

る。さらにTRIF-related adaptor molecule（TRAM）

と会合して一緒に細胞内にエンドサイトーシスされ，

細胞内で 1 型インターフェロン産生へのシグナル伝達

の活性化を誘導することを明らかにした12)。TLR4-

MD-2 のエンドサイトーシスを抑制する Dynasore を
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図 1 TLR4は LPS刺激により 2量体を形成して活性化する

A：細胞に TLR4-GFP と TLR4-Flag を発現させる。B：TLR4-GFP と TLR4-Flag

と MD-2 を発現させた細胞を抗 GFP 抗体にて免疫沈降すると TLR4 同士の会合が確

認された。C：Lipid A のアンタゴニスト E5531 を加えると TLR4 の 2 量体形成が完

全に抑制された。D：細胞表面上でTLR4 が LPS を認識すると 2量体を形成して活性

化し炎症性サイトカインを産生するためのシグナル伝達を活性化する。その後，

TLR4 は細胞内にエンドサイトーシスされてから 1 型インターフェロン産生のための

シグナル伝達を活性化する。



加えると 1 型インターフェロン産生にかかわる Inter-

feron regulatory factor（IRF）3 のリン酸化が著しく抑

制され，1 型インターフェロン産生が認められなかっ

た13)。このように TLR4-MD-2 の局在する場の違いで

活性化できるシグナル伝達の種類が変わる（図 1D）。

2．TLR7の局在と活性化

TLR7 はウイルスや細菌の RNA 成分を認識して活性

化する。TLR7 も小胞体にて合成された後に小胞体に

存在する uncoordinated 93 homolog B1（Unc93B1）と

会合して COPII 小胞へ移行し，COPII 小胞を介してゴ

ルジ体へ移行する14)。そしてゴルジ体で更なる糖鎖修

飾を受け，クラスリンのアダプター分子 AP-4 を介し

てエンドソーム・ライソソームへ移行することが報告

された14)。TLR7 との会合ができない Unc93B1変異体

では，TLR7 が小胞体から出られずエンドソーム・ライ

ソソームへ移行できないことから，Unc93B1 が TLR7

の輸送にかかわっていることが示唆された15)。われわ

れは TLR7 に対する抗体を作製して TLR7 の細胞内局

在を確認したところ，TLR7 はほとんどが Lamp1 また

は Lamp2陽性の小胞に存在しており，TLR7 が刺激前

からライソソームに存在していることが明らかとなっ

た16)。さらに今まで細胞表面に存在しないといわれて

いた TLR7 が細胞表面にも発現していることが明らか

となった16)。TLR7 は TLR4 と異なりゴルジ体で糖鎖

修飾をされただけでは十分ではなく，未熟な受容体と

してゴルジ体を出る。そしてエンドソーム・ライソソー

ムに到達すると，エンドソーム・ライソソームに存在す

る蛋白質分解酵素の働きにより限定分解される。TLR7

の限定分解される場所は TLR7 の N 末端側の 14番目

と 15番目のロイシンリッチ繰り返し配列（Leucine-

rich repeat：LRR）の領域の間をつなぐ Z-loop と呼ば

れるつなぎ配列の部分で起きる17)。Z-loop の部分で限

定分解されても TLR7 の N 末端側はジスルフィド結合

で C 末端側と会合しており分子量的にはほとんど変わ

らない。しかし立体構造的に違いが生まれリガンド結

合後に 2 量体を形成できるようになると考えられてい

る18,19)。このように TLR7 は反応の場であるエンド

ソーム・ライソソームに到達して初めて活性化できる

タイプの成熟型 TLR7 となる。このことで移動中の

TLR7 が自己の RNA を誤って認識して反応するなどの

不必要な活性化を防いでいるものと考えられる。

TLR7 と TLR9 はウイルスや細菌の RNA や DNA 成

分を認識するだけでなく，自己の核酸成分をも認識し

てしまう可能性がある。そのため TLR7 と TLR9 は厳

密に制御される必要がある。Unc93B1 を詳細に解析す

ると N 末端側に TLR7 との会合を調節する領域が存在

することが明らかとなった20)。Unc93B1 には TLR9 と

TLR7 が競合的に結合する関係ができており，野生型の

Unc93B1 は TLR9 を優先的にエンドソーム・ライソ

ソームへ移行させている。Unc93B1 の N 末端領域の

34番目のアスパラギン酸をアラニンに変えた 1アミノ

酸変異体では TLR7 との会合が強くなり，TLR7 を選

択的に反応の場であるエンドソーム・ライソソームへ

移行し，反対に TLR9 の移行は抑制された20)。このこ

とが TLR7 の反応を増強させる結果となり，この変異

のノックインマウスを作製すると全身性の炎症を引き

起こした21)。これらの結果から Unc93B1 は TLR9 と

TLR7 の競合的な会合のなかで TLR9 を優先すること

で TLR7 の輸送を抑制して自己の RNA に対する不必

要な活性化を防いでいることが明らかとなった。

3．Arl8bによる TLR7の調節

TLR7 は Unc93B1 と小胞体で会合した後に反応の場

であるエンドソーム・ライソソームへ移行することが

明らかになったが，Unc93B1 には小胞輸送にかかわる

機能領域がクラスリンのアダプター分子会合ドメイン

以外に存在しない。そのため小胞輸送にかかわる機能

的な分子が Unc93B1 に会合して TLR7 を輸送している

ものと推測して，Unc93B1 または TLR7 を免疫沈降後

に 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（LC-Ms／Ms）にかけて解析をした。

すると Unc93B1 を免疫沈降した時も TLR7 を免疫沈降

した時もどちらにも同定されてきた分子が存在した。

それは低分子量 G 蛋白質の ADP ribosylation factor-

like 8b（Arl8b）であった22)。樹状細胞，マクロファージ

や B 細胞で TLR7 と Arl8b は会合が認められた。

Arl8b はライソソームに局在する低分子量G蛋白質で，

ライソソームを中心体から膜方向へ輸送する順行性の

輸送にかかわっている。同様の働きをする Rab7a と

TLR7 の関係を検討してみると TLR7 は Arl8b と共局

在が強く認められているが，Rab7a とは部分的にしか

共局在が認められなかった。このことから TLR7 と

Arl8b の関係の特異性が示唆された。われわれは

Arl8b の遺伝子発現を欠損させたマウス Arl8bGt／Gtマ

ウスを作製して形質細胞様樹状細胞（pDCs）を解析し

た。すると野生型の細胞ではライソソームに局在して

いる TLR7 が刺激により微小管上で順行性の移動をす

るが，Arl8bGt／Gtマウス由来の細胞ではその移動が全

く認められなかった22)。Arl8b に会合する分子であり

順行性輸送にかかわる pleckstrin homology and RUN

domain containing M2（PLEKHM2：SifA and kinesin-

interacting protein（SKIP））のノックアウトマウス由

来の pDCs でも同様に TLR7 刺激後の TLR7 の動きが

全く認められなかった。このことから TLR7 は刺激後

に Arl8b と PLEKHM2 を介して微小管上を順行性に移

動することが明らかとなった。そしてこれらの遺伝子

改変マウス由来の pDCs において TLR7 刺激による 1
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型インターフェロン産生が著しく抑制されていた22)。

これらの結果は TLR7 の順行性の移動が 1 型インター

フェロンの産生につながることを示唆していた。TLR7

が存在する小胞が移動して到達する場所について検討

すると，それは mechanistic target of rapamycin com-

plex 1（mTORC1）が活性化してリン酸化されている小

胞であった。mTORC1 は TLR7 刺激による 1 型イン

ターフェロンの産生に重要な役割を果たす分子であり，

mTORC1 の阻害剤により pDCs からの TLR7依存的な

1 型インターフェロン産生は抑制された。さらに 1 型

インターフェロン産生にかかわる TNF receptor-asso-

ciated factor（TRAF）3を免疫沈降すると 1型インター

フェロン産生につながるシグナル伝達分子 IkB kinase

a（IKKa）や mTORC1 が会合していることが明らか

となった。mTORC1 はリン酸化されており活性化され

ていた。そしてこれらの分子の会合は刺激とは関係な

く認められた。TRAF3 の上流のシグナル伝達分子で

ある TRAF6 を免疫沈降すると TLR7 刺激により

TRAF3 と IRF7 が会合することが観察された。IRF7

は IKKa によりリン酸化されて活性化し，核に移行し

て 1 型インターフェロン産生を誘導する転写因子であ

る。そして Arl8bGt／Gtマウス由来の pDCs では TLR7

刺激依存的な TRAF6 と TRAF3 の会合が認められな

かった22)。これらの結果より TLR7 刺激により TLR7

が存在する小胞がArl8b依存的に移動して，TRAF3 と

mTORC1 が存在する小胞と出合うことで 1 型インター

フェロンを産生するためのシグナル伝達が始まること

が示唆された（図 2）。

4．Arl8bによる全身性エリテマトーデスの
発症の制御

全身性エリテマトーデス（SLE）は病気の原因がいま

だ不明の点が多いが，SLE の患者の血中における 1 型

インターフェロンの濃度が高いことや，ウイルス性肝

炎の患者や悪性の腫瘍の患者の治療による 1 型イン

ターフェロン投与により SLE 様の症状が認められる

ケースがあることから，1 型インターフェロンが SLE

の発症にかかわっていることが推測されている。さら

に SLEモデルマウスの実験で 1 型インターフェロンの

受容体のノックアウトマウスとの交配により SLE の発

症が抑制されることや 1 型インターフェロン受容体に

対する抑制抗体の投与で SLEモデルマウスの SLE の

発症が抑制されたことから，SLE の発症における 1 型

インターフェロンの関与が示唆されている。さらに

SLEのモデルマウスである BXSB. Yaaマウスにおいて

Yaa（Y-linked autoimmune acceleration）変異遺伝子

の原因遺伝子は TLR7 であることが報告されている。

さらに TLR7 のノックアウトマウスをさまざまの SLE

モデルマウスと交配することで，SLE の発症が抑制さ

れていることから SLE 発症における TLR7 の重要性が

示唆されている。BXSB. Yaaマウスにおいて pDCs除

去により SLE の発症が抑制されたことから，SLE の発
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図 2 TLR7はライソソームに存在し順行性に移動することで 1型インターフェロン産生

を誘導するシグナル伝達を活性化する

TLR7 は刺激を受けると炎症性サイトカインを産生するためのシグナル伝達を活性化

する。その後微小管上を移動して TRAF3 が存在する小胞に出合い 1 型インターフェ

ロン産生のためのシグナル伝達を活性化させる。



症における Arl8b の役割を解明すべく，BXSB. Yaaマ

ウスと Arl8bGt／Gtマウスを交配した。すると SLE の

発症が全く認められなかった。さらに 2,6,10,14-tet-

ramethylpentadecane（TMPD）の腹腔投与による SLE

の発症モデルにおいても Arl8bGt／Gtマウスにおいて

SLE の発症が著しく抑制されることが明らかとなっ

た。これらの結果から Arl8b は SLE の発症にかかわっ

ている重要な分子であることが示唆された。

おわりに

いままでに TLR4 と TLR7 を中心に研究を行ってき

た。TLR4 と TLR7 は刺激に伴って移動をすることで

炎症性サイトカインへのシグナル伝達と 1 型インター

フェロン産生へのシグナル伝達の 2 つの異なるシグナ

ル伝達機構を活性化させることが明らかとなってきた。

そして，その TLR7 の移動にかかわる分子 Arl8b を欠

損させた場合には 1 型インターフェロンの産生が著し

く低下し，SLE の発症が顕著に抑制された。このこと

からも，細胞内の輸送を制御することで SLE の治療に

つながる可能性を示唆している。細胞内小胞輸送，そ

してそもそも小胞に関してもほとんど明らかになって

いない。われわれは詳細に小胞を分類しその機能を明

らかにすることで TLR の活性化制御システムを明らか

にできたらと考えている。
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