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第23回日本エンドトキシン・自然免疫研究会を，2017 年 12 月 1 日（金）・2日（土）にわたって，西

宮神社会館（西宮神社内）で開催させていただきました。兵庫県では 2011 年に兵庫医科大学の筒井ひろ

子教授が当番世話人をされて以来 6年ぶりでした。実はこのときも共同世話人という肩書を頂いており

ましたが，実際には筒井教授がすべてを準備されましたので，私は若干の臨床系の演者をお願いした程

度でなんの役にも立っておりませんでした。この度は歴史と伝統ある日本エンドトキシン・自然免疫研

究会の主催という教室にとって名誉ある大役を仰せつかり，教室員一同，身の引き締まる思いで学会準

備を進めました。

日本エンドトキシン・自然免疫研究会は，元々日本エンドトキシン研究会という名称であり，私が大

学院で手術患者の血中エンドトキシン濃度と病態の関連の研究を行っていた頃に，エンドトキシンによ

る免疫応答の研究を目的として設立された研究会ということで大変興味を持ち入会しました。その後エ

ンドトキシンのレセプターを含む自然免疫のレセプターである Toll-like receptors が発見され，Toll-

like receptors を発見した研究者たちがノーベル賞を受賞し，従来不明であった多くの疾患に自然免疫

が関連することが明確になるなど，自然免疫が注目され，会の名称を日本エンドトキシン・自然免疫研

究会に改名したと記憶しております。本研究会の構成員は，基礎研究者と臨床医療者が半々であり，基

礎の先生方と基礎的研究を推進しておられる先生方にとって，×Meet the Expert×，×Bench to Bedside,

Bedside to Bench×の貴重な場となっていると認識しております。そこで，先達の努力と志を継承する

ことに加え，エンドトキシン・自然免疫研究のさらなる発展と新しい治療の開拓・確立を願い，「エンド

トキシン・自然免疫研究のフロンティアをめざして」をメインテーマとして，基礎研究と臨床の懸け橋

となる研究・治療成果を発表していただき，基礎系と臨床系の先生方が情報を交換する場となることを

願って計画いたしました。

まず，会場はえべっさんと，足自慢が境内を駆け抜ける神事「福男選び」で有名な西宮神社の会館と

いたしました。阪神西宮駅の直近で交通の便も良く，境内には多くの樹木が生い茂り，また，結婚式で

使われる会場や料理の用意もあり，会員の皆様の懇親の場として大変よい場所と考えました。また，西

宮市条例により乾杯は日本酒で執り行うことが決まっておりますので，これも酔うほどに親交が深まる

よい条件と考えました。予想通り，1日目の懇親会では各所で話が盛り上がり，写真撮影が始まり，新し

い交友ができ，そして研究の情報交換も盛んに行われていたと思います。

研究会では，1日目の夕方に協賛企業の多大なご協力の下にイブニングセミナーを開催することがで

きました。講師は兵庫医科大学の腫瘍免疫制御学特任教授の岡村春樹先生にお願いしました。岡村先生

は兵庫医科大学で IL-18 を発見され，以降，IL-18 のかかわる免疫機構を研究されてきました。IL-18 は

細胞性免疫やアレルギーでの研究が発展してきましたが，実は私の扱う重症患者の血中濃度も高く，侵

襲反応に強力に影響する IL-1 と同じシグナルですので，IL-18 も重症病態の形成にかかわっているとの

仮説から，私も岡村先生のご指導を仰ぎながら，大学院生の研究を指導いたしました。この度は，岡村

先生の研究成果とならんで苦労話も大変興味深く感銘を受けました。

2日目の本会では，一般演題が 15，優秀賞選考セッション 2，最優秀賞受賞講演 1の合計 18 演題のご

発表をいただきました。最近は専門医プログラムの導入や専門医取得重視の傾向が影響して，臨床に身

を置きながら自然免疫など基礎につながる研究をする医師が減っており，臨床系の演題がやや少なかっ

たのですが，どの発表も基礎研究の発展する方向を示すものであり，基礎系の先生方にとってご自身の

研究成果の発展形を知り，また今後の研究の方向性を考える参考になったのではないかと思います。一

方，基礎系のご発表はどれも凄まじく先進的で，私を含めた臨床系の研究者にとって大変刺激的で勉強

になりました。これらの演題の中で，事前の投票により最優秀賞が齋藤伸一郎先生（東京大学医科学研



究所感染遺伝学）に授与されました。また，当日の会場における投票により，優秀賞が松田明久先生（日

本医科大学千葉北総病院外科・消化器外科）と，山崎達也先生（愛知医科大学医学部感染免疫学）に，

優秀演題賞は早水良先生（岐阜薬科大学薬学部感染制御），白石宗先生（札幌医科大学医学部微生物学講

座），大山真也先生（鹿児島大学大学院理工学研究科）に授与されました。とはいえ，どの演題の票数も

僅差であり，すべてのご発表が素晴らしいと評価されたものと思います。また，ランチョンセミナーで

は，これも協賛企業の多大なご協力により，江口豊先生（滋賀医科大学救急集中治療医学講座）に臨床

におけるエンドトキシン，DIC に関するご自身の研究やその周辺の知見をご講義をいただき，大変勉強

になりました。

このたびはお忙しい中，札幌から鹿児島まで全国から多くの皆様方にご参加いただき，また，活発な

討議をいただきまことにありがとうございました。会場の議論は白熱し，まさに「THE研究会」という

様相で，基礎系と臨床系の研修者が一同に介する本研究会のますますの発展を確信いたしました。

また，私事ですが，本会の準備期間中に兵庫医科大学から神戸大学に異動となり，また兵庫医科大学

の職務も非常勤で兼任することとなりました。期せずして兵庫県の 2つの医学部の肩書で世話人をさせ

ていただき，研究会の間口が広がったことは良かったと思います。これからは，神戸大学でも研究会へ

の参加を促していこうと考えております。

最後になりましたが，長岡功先生が新理事長となられ，事務局も滋賀医科大学から順天堂大学に移動

しました。本研究会は長年理事長を務められてきた前任の谷徹先生のご指導により大きな発展を遂げま

したが，長岡新理事長のリーダーシップのもとで，基礎研究と臨床現場の懸け橋となる新たな研究・治

療成果を世界に発信し，本研究会がより一層社会に貢献する学術団体へと発展するよう尽力してゆく所

存です。今後ともどうかよろしくお願いします。

2018 年 10 月

第 23 回日本エンドトキシン・自然免疫研究会

当番世話人代表 小谷 穣治

（神戸大学大学院医学研究科外科系講座 災害・救急医学分野)
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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

Toll-like receptor（TLR）の局在と活性化 3



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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はじめに

病原体の感染によって宿主の自然免疫系が活性化さ

れ，続いて獲得免疫が誘導される。しかし，それだけで

は対処できない感染症も多く存在する。中和抗体その

ものを投与する受動免疫法は，それら感染症制御の有

効な手段の一つである。その有効性は，北里らの抗毒

素血清療法の成功から歴史的に証明されている。しか

し，現在認可されている感染症分野の抗体医薬は，RS

ウイルスを予防するものだけである1)。開発が進まない

原因の一つとして，高いコストや効果の維持には複数

回投与が必要であることがあげられる。そこで近年，

新しい受動免疫法の一つとして，従来のタンパク抗体

ではなく�抗体遺伝子�を用いた受動免疫で感染症を予

インフルエンザウイルス感染に対する中和抗体遺伝子を用いた予防・治療法の検討 7

Key words：passive immunotherapy, Antibody gene delivery, electroporation, hydrodynamic injection, Influenza

virus

Abstract

Classical passive immunization has provided the benefit to prevent against infectious diseases for over century. Although lots

of antibody-drugs have been developed for cancer and autoimmune disease, those against infectious disease are rarely available.

Because it has complex reasons including the current availability of antimicrobial drugs, small markets, high costs, and microbial

antigenic variation.

We firstly demonstrated long-prophylaxis against influenza virus（A／Puerto Rico／8／34, IAV）using plasmids encoding

neutralizing IgG monoclonal antibodies. Antibody gene-based injection could induce stable and high expression level of the

neutralizing antibodies, which was possible that single inoculation protected the mice against a lethal dose of IAV infection. We

proposed that this method could dissolve problems of high cost to the purification, limited supply for pandemic, and the risk of

using viral vectors.

We also succeeded to treatment against IAV infection using antibody gene-based injection by hydrodynamics（HD), which

was involving rapid inoculation of a large volume of plasmid-DNA solution into mice via the tail vein. HD could rapidly induce

the potent level of neutralizing antibodies in the serum within 24 hours. We demonstrated that a single HD completely protected

the mice even after a lethal dose of IAV infection. Finally, we also generated other isotypes of antibody-gene to exchange from

IgG to IgA, IgM, IgD, and IgE to retain the variable region. The neutralizing IgA was most effective at reducing upper

respiratory tract IAV infection. Thus, our passive immunotherapy could provide a new prophylaxis／therapeutic strategy of

targeting IAV infection.
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防したという研究が報告されている2)。本稿では，われ

われの研究を中心に，抗体遺伝子を用いた受動免疫法

による感染症の制御と課題について概説したい。

1．抗体遺伝子とは

従来の低分子化合物に比べ，抗体医薬は特異性が高

いので効果が高く副作用も低いという特徴がある。そ

れゆえとくに癌や自己免疫疾患の分野で多くの抗体医

薬品が開発されている1)。主な抗体医薬品は，大量の培

養細胞にタンパク抗体を発現させ，それを精製してつ

くられている。その製造コストが高いことは課題の一

つとなっている3)。また通常の抗体をヒトに投与した場

合，その半減期は数日間とされている3)。つまり効果を

持続するためには繰り返し投与する必要がある。それ

らの課題を解決する方法の一つとして，抗体遺伝子に

よる受動免疫法が研究されている。具体的には，抗体

を発現する遺伝子を生体内に投与し，その遺伝子から

発現した抗体によって予防や治療効果を得る方法であ

る。抗体遺伝子を用いるメリットとして，タンパク抗

体よりも製造コストが安価であることがあげられる。

大腸菌で製造するので容易に大量培養・精製が可能で

ありコストが安価となることが期待される。さらに遺

伝子からの持続的な抗体発現を期待できるので，投与

回数を減らせることが期待できることもメリットの一

つである。

2．抗体遺伝子投与による感染症予防につい

て

2-1．非ウイルスベクターによる抗体遺伝子投与

われわれは世界に先がけて，抗体遺伝子の単回投与

で約 3 カ月の長期的なインフルエンザの予防に成功し

た4)。まずインフルエンザウイルス中和 IgG 抗体を産

生するハイブリドーマからH鎖遺伝子，L鎖遺伝子をそ

れぞれ組み込んだプラスミドベクターを作製した（図 1）。

そのプラスミドをマウスの大X筋にエレクトロポレー

ション法で投与した結果，血中に 10 mg／mL の高濃度

の中和抗体が持続的に安定して発現することを確認し

た。そこで実際に抗体遺伝子投与マウスにウイルスを

感染させ，予防効果があるか解析を行った。インフル

エンザウイルス感染方法は 2種類あり，肺（下気道）感

染は致死モデルであり，鼻腔（上気道）感染は粘膜局所

の感染モデルである。遺伝子投与後，抗体発現がピー

クとなる 20 日目に致死量のウイルスを肺感染させた結

果，肺洗浄液中のウイルス価は有意に減少した。また

感染による体重減少もみられず，すべてのマウスが生

存した。さらに遺伝子投与後 130 日目にウイルス感染

させた場合でも，有意にウイルス価の減少が認められ

た。これらの結果より，抗体遺伝子による受動免疫は

長期的なウイルス感染の予防効果があることが分かっ

た。タンパク抗体の半減期が数日であることを考える
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図 1 抗体遺伝子投与によるインフルエンザウイルス感染防御の模式図

インフルエンザウイルス中和 IgG 抗体を産生するハイブリドーマからH鎖，L

鎖の遺伝子をクローニングし，それぞれ発現プラスミドベクターに組み込んだ。

ベクターをマウスに投与し，生体内から発現した中和抗体がインフルエンザウ

イルスを防御できるか検討した。



と有効な方法であると言える。さらに非ウイルスベク

ターを用いたことで，安全性も高い方法であると考え

られる。他にプラスミドベクターを用いて抗体遺伝子

を投与した報告では，Weiner のグループでデングウイ

ルス，チクングニアウイルスに対する感染予防に成功

している5,6)。彼らも，エレクトロポレーション法によ

る抗体遺伝子の単回投与で 1 カ月以上のチクングニア

ウイルスの感染予防効果を示している6)。以上より非ウ

イルスベクターでも十分な感染予防効果があると考え

られる。

2-2．ウイルスベクターによる抗体遺伝子投与

ウイルスベクターを用いた場合，アデノ随伴ウイル

ス（AAV）ベクターに抗体遺伝子を組み込んで発現さ

せている報告が多い2)。AAV は，宿主ゲノムに組み込

まれず自己複製もしない安全なウイルスベクターとし

て用いられている。感染細胞で長期的に保持されるの

で目的の抗体を数カ月〜数年にわたり発現させること

が可能である7)。AAV に抗体遺伝子を組み込んでマウ

スへの単回投与もしくは複数回投与で長期的な予防効

果を示している報告は，エイズウイルス（HIV），イン

フルエンザウイルス，C型肝炎ウイルス（HCV），RSウ

イルス，マラリア，炭疽菌がある2)。また，インフルエ

ンザウイルスやHIV などは抗原変異が激しく，宿主免

疫を回避することが問題となっている。そのような変

異ウイルスにも効果があるように，各株間の中和エピ

トープが保存されている中和抗体を発現する遺伝子が

用いられている2)。

2-3．抗体遺伝子を組み込むベクターの工夫

抗体遺伝子の発現方法に関して，口蹄疫ウイルス由

来の自己開裂ペプチド（2Aペプチド）でH鎖遺伝子と

L鎖遺伝子を連結することで，1種類のプラスミドベク

ターにすることが可能である8)。遺伝子からは H 鎖と

L鎖が連結した状態でタンパクが発現し，その後 2Aペ

プチドで自己開裂するため，H鎖，L鎖がそれぞれ独立

した構造をとり，最終的に結合して一つの抗体を形成

する。よってベクターは 1 種類となるので，抗体遺伝

子の調整もより簡便化される。

3．抗体遺伝子による感染症治療の検討

3-1．感染症の治療について

感染症制御のためには新たな治療法開発も重要な課

題である。それは，すでに病原体に感染した患者に対

してワクチンでは迅速な治療は困難であるからである。

インフルエンザでは抗ウイルス薬が治療の中心となっ

ている。薬剤耐性ウイルス出現も問題となっているが，

複数のウイルス薬の開発によって，その対策が行われ

ている。2018 年には，これまでとは作用機序の異なる

ウイルス薬（商品名：ゾフルーザ）が認可され，さらに

治療の選択肢が増えた。また，それまで治療困難であっ

たHCVも，近年認可された抗ウイルス薬により治療効

果が飛躍的に上昇した。現在では，ほぼ 100％のウイル

ス排除効果が認められている9)。このように有効な抗ウ

イルス薬の開発は，それまで治療困難であった感染症

を克服できる可能性がある。

3-2．抗体遺伝子による感染症治療の意義と戦略

抗ウイルス薬の開発は目覚ましいものがあるが，エ

ボラウイルスや狂犬病ウイルスなどいまだに有効な抗

ウイルス薬が開発されていない感染症も多く存在する。

低分子化合物による抗ウイルス薬は，膨大な数のスク

リーニングにより開発されている。一方で，医薬品全

体として上市に至った割合は，低分子化合物では約 5％

であるのに対し，抗体医薬では約 20％であったという

報告もされている10)。すでに述べたように抗体医薬は

特異性が高く，また自己タンパクであるので副作用は

低いことが大きな利点である。以上のことから，抗体

医薬で感染症を治療することは，開発効率と治療効果

が高いことが期待される。そこでわれわれは，インフ

ルエンザを感染症のモデルとし，抗体遺伝子を用いた

受動免疫でインフルエンザを治療できるか検討するこ

とにした。

宿主はすでにウイルスに感染しているので，治療に

おいて重要なことは即効性である。つまり遺伝子投与

後，迅速かつ高レベルの中和抗体を宿主に導入できる

ことが重要である。そこでハイドロダイナミクス法と

いう遺伝子導入法を検討した。ハイドロダイナミクス

法とは，マウス全血液量とほぼ同量のプラスミド溶液

を尾静脈から数秒で投与することで，細胞に水力学的

な圧力をかけて一過性に細胞膜に穴をあけ，細胞内に

遺伝子を取り込ませる方法である11)。主な遺伝子発現

組織は肝臓で，短時間に高レベルの遺伝子発現が得ら

れるという特徴がある11)。この方法で抗体遺伝子を投

与した結果，遺伝子投与後 4 時間から血中に抗体が検

出され始め，24 時間後では 10 mg／mL 以上の抗体が検

出された（図 2)12)。一方で，エレクトロポレーション法

では投与後 24 時間以内においては，有意なレベルで血

中に抗体は検出されなかった。これよりハイドロダイ

ナミクス法で抗体遺伝子を投与することで，迅速かつ

高レベルの抗体を血中に誘導できることが分かり，イ

ンフルエンザの治療効果が期待された。

3-3．抗体遺伝子による致死性インフルエンザウイ

ルス感染に対する治療

まず致死量のウイルスをマウスに肺感染させ，感染 1

日後に抗体遺伝子を投与し，さらに感染 3 日後に肺洗

浄液を回収した。肺洗浄液中のウイルス価をプラーク
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法で解析したところ，抗体遺伝子投与群で有意なウイ

ルス価の減少が認められた（図 3A)12)。さらにウイル

ス感染による体重減少と生存率を測定した結果，感染

による体重減少は抑制され（図 3B），生存率も 100％で

あった（図 3C)12)。以上より，抗体遺伝子投与によって

致死性インフルエンザ（肺感染モデル）の治療が可能で

あることが示された。

3-4．IgG抗体遺伝子から他のアイソタイプ抗体遺

伝子への組み換え

抗体の種類（アイソタイプ）は IgG の他に，IgM，IgA，

IgD，IgE の 5 種類存在する。抗体医薬や抗体遺伝子研

究で用いられている抗体のアイソタイプはすべて IgG

である1,2)。よって他のアイソタイプを発現する抗体遺

伝子の効果は全く不明である。そこでわれわれは，中

和 IgG 抗体の可変領域は保存し，定常領域を他のアイ

ソタイプに組み替えた抗体遺伝子を作製した（図 4)12)。
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図 3 抗体遺伝子投与によるインフルエンザ（肺感染）の治療

マウスに致死量のインフルエンザウイルスを肺感染させた。感染 1日後に抗体

遺伝子を投与し，感染 3日後に肺洗浄液中のウイルス価をプラーク法で測定し

た（A）。また別の群では感染による体重減少（B）と生存率（C）をモニタリン

グした。（文献12)を改変)

図 4 抗体遺伝子アイソタイプ組み換えの模式図

中和 IgG 抗体の可変領域遺伝子は保存し，定

常領域遺伝子のみを他のアイソタイプ遺伝子

に組み換えた。

図 2 迅速な遺伝子導入法の検討

図中の方法でマウスに抗体遺伝子を投与した。

経時的に血清を採取し，血清中の中和 IgG 抗体

レベルをELISAで定量した。（文献12)を改変)



作製した抗体遺伝子をそれぞれハイドロダイナミクス

法でマウスに投与した結果，血中にすべてのアイソタ

イプ抗体の発現を確認できた。つづいてマウスにウイ

ルスを感染させ，治療効果が認められるか解析を行っ

た。まず肺感染モデルにおいて，IgG 以外のアイソタ

イプでは肺洗浄液中の有意なウイルス価の減少は認め

られなかった。次に鼻腔（上気道）感染モデルでは，

IgG に加え，IgA 抗体遺伝子を投与した場合でも鼻腔

洗浄液中のウイルス価は有意に減少した（図 5)12)。さ

らに IgA 抗体遺伝子では，そのレベルはほぼ検出限界

以下のレベルであった。この結果より，ウイルスの鼻

腔粘膜感染に対しては，IgA 抗体遺伝子の治療効果が

高いことが示唆された。インフルエンザウイルスは通

常，鼻腔粘膜に感染するので，IgA抗体遺伝子の投与は

インフルエンザの治療において有効な方法であると考

えられた。

おわりに

中和抗体を投与する受動免疫法は，ワクチンや抗ウ

イルス薬がない感染症において，予防・治療の両方で効

果的であると考えられる。インフルエンザウイルスや

HIV では変異ウイルスにも対応できるように，株間で

保存されているエピトープに対する中和抗体のクロー

ニングが盛んに行われている。一方で，抗体医薬のコ

ストや効果の持続性を考慮すると，抗体遺伝子による

受動免疫法は魅力的な方法である。しかし遺伝子治療

の大きな課題は，安全に遺伝子を導入する方法の開発

である。エレクトロポレーション法やハイドロダイナ

ミクス法ではヒトにおける侵襲性が高いと考えられ，

すぐに臨床応用できる治療法とは言い難い。安全でか

つ簡便な非侵襲性の遺伝子導入法が開発されれば，わ

れわれの研究も含めて抗体遺伝子研究は，抗体医薬の

感染症への応用に大きく貢献できると考えている。
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図 5 抗体遺伝子投与によるインフルエンザ（鼻腔

感染）の治療

マウスにインフルエンザウイルスを鼻腔感染

させた。感染 8時間後に，各アイソタイプ抗

体を発現する抗体遺伝子を投与し，感染 3日

後に鼻腔洗浄液中のウイルス価をプラーク法

で測定した。（文献12)を改変)



はじめに

生体は手術，外傷，重症感染症などの侵襲を受けると，

障害，感染を受けた部位のみならず全身からさまざま

な生理活性物質（メディエーター）を放出し，生体の内

部環境を回復して生存するための生体反応を起こす。

炎症性生体反応は本来，外的障害に対する生体の生理

的な応答反応であり組織修復，免疫活性化に重要な役

割を担っている。しかし，炎症性生体反応が相対的過

剰となると，その生体に有益な反応とは逆に免疫抑制，

臓器障害を惹起し，病態を悪化させる。

手術侵襲によって惹起されるさまざまな生体反応に

は，手術操作による直接的組織破壊による侵襲のみな

らず，術中の出血，循環動態・体温の変動，麻酔，輸血

などのさまざまな要因が関与しており，単に鏡視下手

術の施行や手術時間といった外科医の目にとまりやす

い要因だけで規定されるものではない。したがって，

真に患者に優しい手術（真の意味での低侵襲手術）を行

うためには，先述の外科医側からみた要素のみではな

く，実際の患者に惹起されている生体反応を十分に知

り，さらなる理解を深めるための努力が不可欠である。

本稿では，多彩な生理活性を有し，数多くの疾患病態

に関与することが報告されている脂質メディエーター

に注目して，外科侵襲後の生体反応および，その治療応

用への可能性について最新知見も含めて概説する。

1．脂質メディエーターによる能動的炎症収

束機構

急性炎症期では，血管透過性が亢進して局所に血漿

成分が浸出し，多数の好中球が遊走する。また，炎症性

サイトカインなどの蛋白成分とともに w6 系多価不飽

和脂肪酸であるアラキドン酸（Arachidonic acid：AA）

が，シクロオキシゲナーゼによってプロスタグランジ

ン（Prostaglandin：PG）やロイコトリエン（Leuko-

triene：LT）といった炎症性脂質メディエーターに変換

され，好中球の遊走を促進し，炎症性変化を増強させる。
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Abstract

Various extrinsic and endogenous mediators are produced and released not only in the local injured and infected foci, but in

the systemic circulation after surgical stress and sepsis. Recent progress of lipid research has figured out that lipid mediators

have pleiotropic immunological properties and are associated with various disease pathophysiology. Therefore, lipid mediators

can play a major role of regulating host responses after surgical stress and sepsis. In this review, we focused on important lipid

mediators, including specialized proresolving lipid mediators and lysophospholipids, and discuss the role for surgical host

responses from perspectives of clinical application.
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その後，マクロファージが局所に浸潤し，好中球を貪食

し炎症は収束する。これまで，能動的な機序として詳

細に解明されてきた炎症惹起に対して，炎症収束は炎

症惹起に続く受動的なプロセスとして理解されてた。

しかし，AA からリポキシゲナーゼを介して産生さ

れる代謝産物が，好中球遊走抑制作用を有することが

報告され1)，脂質メディエーターによる能動的炎症収束

機序の存在が知られるようになった。さらに近年，網

羅的リピドミクス解析技術の進歩に伴って w3 系不飽

和脂肪酸であるエイコサペンタエン酸（Eicosapentae-

noic acid：EPA）やドコサヘキサエン酸（Docosahex-

aenoic acid：DHA）から代謝される分子にも，同様の好

中球遊走阻止やマクロファージによる好中球の非炎症

誘導性貪食（エフェロサイトーシス）作用を有すること

が報告された。近年，これら能動的炎症収束作用を有

する遊離脂肪酸群は，Specialized proresolving lipid

mediator（SPM）と総称されている2)。SPMは，炎症を

惹起する PG や LT の濃度上昇を抑制することが知ら

れており，これら一連の脂質メディエーター依存性の

能動的炎症-炎症収 束性プロセスは Lipid mediator

class-switching と呼ばれている（図 1)2)。

1-1．SPMの種類とその炎症収束作用

SPMには AA由来のリポキシン（Lipoxin：LX）や

EPA由来のレゾルビンE系（Resolvin E1：RvE1 など），

DHA由来のレゾルビンD系（Resolvin D1：RvD1 など）

やプロテクチン D1（Protectin D1：PD1），マレシン 1

（Malesin1：MaR1）が同定されている（図 2）。

マウス敗血症（盲腸結紮穿刺（Cecum ligation and

puncture：CLP））モデルにおいて，レゾルビンD（D1，

D2）の投与が，免疫抑制を起こさずに，細菌除去を増強

させ死亡率を減少させること3,4)や細菌感染に対するレ

ゾルビンD1 あるいはプロテクチンD1 投与によって抗

生物質の必要投与量の軽減し得たことが報告されてい

る5)。最近の報告では，レゾルビン D2 が持つマクロ

ファージによる細菌貪食能亢進作用は，G 蛋白共役受

容体（Gprotein-coupled receptor：GPCR）であるDRV2

を介し Protein kinase A や STAT 3 依存的に発現する

ことが報告されている6)。さらに，ヒト敗血症患者にお

ける SPM の血中プロファイルが予後や急性肺障害の

バイオマーカーとなることが報告されている7)。

SPMの炎症収束作用で特徴的なのは極めて低濃度で

作用することである。同じ DHAや EPAを基質とする

抗炎症性核内受容体である Peroxisome proliferator-ac-

tivated receptor gamma（PPARg）が抗炎症作用を発揮

するのに比較的高濃度（EC50 で 10-00 mM）が必要と

なるのに対して，SPMは低濃度（EC50 で pM〜nM レ

ベル）であり，生体内で強力な炎症収束作用を担ってい

ることが考えられる。

1-2．SPM研究の今後の展開と臨床応用

現在，慢性関節リウマチやクローン病などの炎症性

腸疾患で臨床応用されている抗炎症作用薬（ステロイ

ドや抗炎症性サイトカイン抗体薬など）は病勢制御効

果を有し頻用されているが，免疫抑制作用による感染

症の惹起が問題となっている。SPMは単なる免疫抑制

ではなく，むしろ感染症をも制御しうる機能を持つこ

とは特筆すべきであろう。しかし，SPMは容易に酸化

脂質メディエーターからみた外科侵襲学の新知見 13

図 1 脂質メディエータークラススイッチングによる炎症惹起と能動的炎症収束

PG：Prostaglandin，LT：Leukotriene，SPM：Specialized proresolving lipid

mediator，PMN：Polymorphonuclear neutrophil（文献2)を改変)



され他の代謝産物に転換されやすいなどの創薬に向け

ては乗り越えなければならない課題があるのが現状で

ある。

2．リゾリン脂質メディエーター

リン脂質とは，構造中にリン酸エステル結合を有す

る脂質の総称である。生体膜を構成する主要な脂質で

あり，細胞や細胞内小器官を囲む役割を担っている。

さらに，シグナル伝達物質としての役割を担うリン脂

質をリン脂質メディエーターと呼ぶ。狭義には細胞膜

上に存在する特異的受容体を介して生理活性を示すリ

ン脂質を指す。

リン脂質メディエーターにはさまざまなものがある

が，なかでもリゾリン脂質は第 2 世代の脂質メディエー

ターと称され，ジアシルリン脂質の 2 本のアシル基の

うち 1 本が除かれたリン脂質であり，ホスホリパーゼ

（Phospholipase）A2（PLA2）により触媒され産生され

る。これまで，リゾリン脂質はアラキドン酸代謝系の

副産物に過ぎず，細胞レベルでみられる作用も界面活

性作用によるものと考えられ，それほど注目されてい

なかった。しかし，近年の遺伝子工学の進歩によりリ

ゾリン脂質の一群が脂質メディエーターとして種々の

病態で重要な役割を担っていることが次々と明らかに

なってきた。リゾリン脂質は，前駆体であるリン脂質

に比べ疎水性が低下しており，容易に細胞膜から遊離

し受容体に作用しうる。作用後は速やかに脱リン酸化

や脱アシル化を受けて除去される。このような性質は

リゾリン脂質がメディエーター分子としての機能を獲

得してきた大きな要因であると考えられる。

2-1．リゾリン脂質メディエーターの種類とその作用

生体内ではさまざまなリゾリン脂質が存在するが，

リゾリン脂質は構造上，グリセロールを骨格とするリ

ゾグリセロリン脂質（リゾホスファチジルコリン（Ly-

sophosphatidylcholine：LPC），リゾホスファチジン酸

（Lysophosphatidic acid：LPA）など）とスフィンゴシ

ンを骨格とするリゾスフィンゴシン脂質（スフィンゴ

シン-1-リン酸（Sphingosine 1-phosphate：S1P）など）

に大別される。これらは，細胞膜に存在する特異的な

GPCRを介して作用している。

3．リゾホスファチジルコリン（LPC）とそ

の産生経路

LPC は，グリセリン骨格にコリンリン酸と一つのア

シル基が結合したリゾリン脂質であり，動脈硬化と深

く関係するとされる酸化 LDL の主要成分の一つであ

る。LPC は，血液中に約数百 mM 濃度で存在し，最も

豊富なリゾリン脂質である。

血中に存在する LPCは，複数の構成脂肪酸種（16：0

（40％），18：2（20％），18：1／18：0（10〜15％），20：

4（10％））の混合体として存在している。LPCの産生・

代謝経路としては，ホスファチジルコリン（Phospha-

tidylcholine：PC）から分泌型 PLA2やレシチンコレステ

ロールアシル転移酵素（Lecithin-cholesterol-acyl-

transferase：LCAT）による加水分解を受け LPC が産

生されるとともに，リゾリン脂質アシル転移酵素（Ly-

sophosphatidylcholine acyltransferase：LPCAT）によ

り PCに変換される（リモデリング経路（Landʼs cycle）

と呼ばれる）。また，LPC はリゾホスホリパーゼ D／

オートタキシン（Autotaxin：ATX）によりリゾホスファ

チジン酸（Lysophosphatidic acid：LPA）に変換される。

エンドトキシン・自然免疫研究 2114

図 2 炎症収束性脂質メディエーター

Specialized proresolving lipid mediator（SPM）とその産生経路。



3-1．LPCの免疫学的作用

LPC 刺激は，血管内皮細胞，単球系細胞などの免疫

担当細胞からの接着分子や COX-2 産生，MAPK や

NF-kB の活性化などの炎症性免疫反応を誘導すると報

告されてきた8)。しかし，これらの報告においては，培

養系における LPC の使用濃度，脂肪酸種，アルブミン

などの LPC活性阻害物質，LPC加水分解酵素などの併

存が影響している可能性があり注意を要する。実際，

LPC による NF-kB の活性化は LPC 濃度依存性があ

り，低濃度の LPC は血管内皮細胞における NF-kB の

活性化を誘導するが，高濃度では逆に抑制することが

報告されている9)。したがって，複雑な生体内では，

LPC の生理作用も画一的なものではなく，さらに疾患

病態ではその複雑性が増している可能性が高い。

3-2．LPCの侵襲下における作用

Yan ら10)は，マウス CLP モデルによる敗血症におい

て，LPC（18：0）の投与が容量依存的に好中球のH2O2

産生による殺細菌作用を活性化し，TNF-a，IL-1bの

産生を抑制し，IFN-gの産生を亢進させることで死亡

率を改善させることを報告している。また，Chen ら11)

は，敗血症に対する LPC 投与による予後改善の機序と

して，LPC のマクロファージにおける能動的 HMGB1

（high-mobility group box 1）産生抑制作用が関与して

いることを報告している。しかし，両報告においても

18：0 以外の LPC 種では，作用する免疫担当細胞に違

いがあり，抗炎症ではなく，むしろ炎症性作用を惹起す

ることも報告されており，生体内での LPC 作用の多様

性がうかがえる。

これらの LPC による抗炎症作用を報告した検討にお

いて，LPC による免疫調節反応は GPCR である G2A

を介するものであることが報告されている。

また，ヒト敗血症患者では，血中 LPC 濃度が低下し

ており，その濃度が細菌性敗血症と非細菌性敗血症と

の鑑別に有用であること12)，また，重症度や予後を反映

することも報告されている13,14)。すなわち，敗血症など

の急性の炎症状態では，LPC は先述の炎症性作用では

なく，G2A を介した抗炎症による beneficial な作用を

担っていることが示唆される。

3-3．LPCの消化器術後合併症の予測マーカーとし

ての意義

鏡視下手術の導入や麻酔法の進歩などの低侵襲治療

の普及にもかかわらず，消化器外科術後合併症は依然

として一定の頻度で発生し，その要因は前述のごとく

多岐にわたる。また，消化器癌手術においては術後合

併症の発生が腫瘍学的予後の悪化に関連することも数

多くの癌種において報告されている15)。術後合併症発

生およびその長期予後悪化を来す要因として，手術侵

襲自体および合併症発生により誘導される過剰な炎症

性生体反応からの長期的免疫機能低下があげられている。

われわれは手術侵襲後の生体における過剰な炎症性

生体反応および術後合併症発生における LPC の役割に

関する検討を行ってきた。待機的消化器外科手術周術

期（全 63 症例）における血中 LPCおよびその前駆体で

ある PC，変換酵素であるATXを酵素法，ELISA法に

て測定した。腹腔鏡下胆囊摘出術を低侵襲群，大腸癌

手術を中低侵襲群，食道癌・肝胆膵癌手術を高侵襲群と

し，血中 LPC 濃度（術直後の術前値からの変化率）を

見てみると，侵襲度の増加につれて血中 LPC の低下が

より顕著となっていた。これは，血中 LPC 濃度が手術

侵襲度を評価するバイオマーカーとしての可能性を示

唆している。また，大腸癌手術において，術後合併症を認

めなかった群と認めた群の比較では，術後合併症を認め

た群で有意に術後の血中 LPCが低下していた（図 3A）。

術直後の LPCと IL-6 との相関関係を検討したところ，

LPCと IL-6 は有意な逆相関を示した（図 3B）。すなわ

ち，非感染性侵襲である手術侵襲後の生体においても

血中 LPC は，感染性侵襲である敗血症と同様に低下す

ること，また，LPC が抗炎症性の免疫調節因子として

作用していることが明らかとなった。また，手術侵襲

により LPC が低下する機序として，PCは LPC と有意

な相関関係を持ち術後に低下すること，ATXは手術前

後で変化がないことから，術後の LPC低下は，PCの細

胞膜から血中への遊離の減少が関与している可能性が

示唆された16)。以上の結果は，酵素法にて比較的簡便に

測定できる血中 LPC 値の術後合併症予測マーカーとし

ての将来性を期待させるものであった。

4．PCSK9とは

前駆体タンパク質転換酵素サブチリシン／ケキシン 9

（Proprotein convertase subtilisin／kexin type 9：

PCSK9）は，LDL受容体，アポリポ蛋白Bに続く家族

性高コレステロール血症の原因遺伝子として，2003 年

に新規に同定された。現在までに PCSK9 に関する解

析が進み 10 年足らずで阻害薬が創薬され，2016 年 4 月

から本邦でも臨床使用可能となっている。PCSK9 遺伝

子の解析からこれまでに多くの遺伝子多型が報告され，

そのなかには機能獲得型変異と機能喪失型変異がある

ことが知られている。

細胞外に分泌された PCSK9 は，LDL受容体の EGF-

A ドメインに結合する。この PCSK9-LDL 受容体複合

体は細胞内に移動し，最終的にリソソーム内で LDL受

容体が分解される。PCSK9 の機能獲得型変異や血中

PCSK9 濃度が高い場合，LDL受容体の分解が亢進し高

LDL-C 血症をもたらす。したがって，PCSK9 阻害薬は

LDL受容体の分解を抑制することで治療効果を発揮する。

敗血症などの感染性侵襲下では，Lipopolysacchar-
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ide（LPS）や Lipoteichoic acid などの病原体由来脂質が，

Toll-like receptors（TLRs）に認識され過剰な炎症性反

応が惹起される。これらの病原体由来脂質は，最終的

に LDLや VLDLに変換され，肝臓で除去される。この

過程にも PCSK9 が関与していることが報告されてお

り，Walley ら17)は，敗血症における PCSK9 の作用を検

討している。LPS 投与および CLP モデルにおいて，

ノックアウトマウスおよび PCSK9 抗体の投与はwild-

type およびコントロールに比べて炎症反応の軽減，死

亡率の低下を認めた。当科における敗血症症例の検討

では，血中 PCSK9 濃度は健常者に比べて有意に高値で

あり（図 4A），死亡例では生存例に比べて高い傾向を認

めた（図 4B）。PCSK9 は脂質メディエーターではない

が，脂質代謝という観点からの侵襲下の病態解明およ

び治療応用の可能性の大きさを示唆しており大変興味

深い。

おわりに

近年，注目されている脂質メディエーターの侵襲時

の免疫学的作用を中心に概説するとともに脂質異常症

に対して臨床応用されている PCSK9 の侵襲時の生体

反応制御の可能性を紹介した。手術侵襲後の生体では，

これらの脂質メディエーターが大きく変動することで

生体防御のみならず合併症発症，予後悪化にも関与し

ている可能性があるが，本稿で述べてきたようにこれ

らを検討した研究は極めて少ない。今後，さらなる検

討により真の低侵襲外科治療を達成すべく脂質メディ

エーターをターゲットとした研究が広く展開されるこ
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図 3 大腸癌手術症例における手術侵襲後の血中 LPC値の変動（A）と血中 IL-6値との相

関（B)

平均値±標準誤差（＊
P＜0.05 vs 術前値，†P＜0.05 vs 術後合併症なし群）。（文献16)

を改変)

図 4 敗血症症例における血中 PCSK9値

A：健常者との比較，B：生存例と死亡例の比較

中央値±25-75 パーセンタイル。

PCSK9：Proprotein convertase subtilisin／kexin type 9



とを期待する。
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はじめに

Bacteroides fragilisは，腸内に常在する偏性嫌気性グ

ラム陰性菌であり，腹腔内膿瘍や敗血症などを引き起

こす日和見感染菌として知られている。本菌は，Toll-

like receptor 2（TLR2）を介して腸内の自然免疫系を活

性化することが示されており，腸内疾患との関係が注

目されている1)。

本菌の細胞表層は，Capsular polysaccharide（CPS），

Lipopolysaccharide（LPS），Lipoprotein（LP）などから

構成されている。このうち LP は，以前の研究から

TLR2 リガンドであることが示されており，病原因子の

一つと考えられている2)。一方，LPS と CPS に関して

も TLR2 リガンドと報告されているが，その活性中心

の構造から議論の余地がある。そこで本研究では，

CPS に焦点を当てて検討することにした。

B. fragilisのCPS は，他菌にはない多くの種類を合成

するという特徴を有している。そのうち 2種類の poly-

saccharide A（PSA）と polysaccharide B（PSB）が構造

決定されており（図 1），とくに PSAは両性イオン多糖

であり，腸管において制御性 T細胞を誘導し，腸炎を

抑制することが報告されている3)。また，TLR2 の活性
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Abstract

Bacteroides fragilis is a member of normal intestinal flora and is known as an opportunistic infectious bacterium causing

intraperitoneal abscess or septicemia. It has been shown that the bacterium activates the intestinal innate immune system via

Toll-like receptor 2（TLR2), and the relation with intestinal disease has been drawing attention.

The cell surface of this bacterium is composed of capsular polysaccharide（CPS), lipopolysaccharide（LPS）and lipoprotein

（LP). Capsular polysaccharide A（PSA), a type of CPS, is a zwitterionic polysaccharide and is known to induce regulatory T

cells in the intestinal tract and inhibit enteritis. In recent years, it has been reported that PSA activates TLR2 which is an innate

immune receptor. However, the structure of PSA is largely different from the general recognition structure of TLR2, and the

possibility of contamination could be considered. In this study, we separated the PSA fraction from B. fragilis and examined the

substances involved in TLR2 activation.

B. fragilis cells were subjected to hot water-phenol extraction and followed by hydrophobic chromatography separation to

obtain a PSA fraction having the ability to activate TLR2. The fraction was further subjected to SDS-PAGE separation based on

their molecular weight. TLR2-stimulating activity was scarcely observed in the high molecular mass area where PSA was

present, and high activities were observed in the low molecular mass area. The active substances were found to be proteins

because they were digested with proteolytic enzymes. These results indicate that contaminating proteins are substances

responsible for TLR2 activation in the PSA fraction derived from B. fragilis.
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化に関与する可能性も示唆されている4,5)。しかし，

PSA の構造は一般的な TLR2 の認識構造と大きく異

なっており，夾雑物の混入の可能性が考えられた。そ

こで本研究では，B. fragilisから CPS 画分を分離し，

PSAの TLR2 活性化能について検討した。

1．CPS画分の抽出と分離

B. fragilisは NCTC9343 の野生株（WT）と PSA 欠

損株（bPSA）を用いた。菌体は，リゾチーム，および

DNA，RNA分解酵素で消化後，温水-フェノール法を

用いて抽出することで，B. fragilis由来の複合糖質画分

を得た。複合糖質画分は，疎水性クロマトグラフィー

で分離し，ヘキソースはアントロン硫酸法，リンはモリ

ブデン酸アンモニウム法を用いて，それぞれ比色定量

をした。

WTでは，ヘキソースとリンで異なる溶出曲線を示

し，複数の成分が含まれていることが分かった（図 2A）。

また，TLR2，TLR4 の強制発現細胞を用いてNF-kB活

性化能を測定したところ，TLR2 と TLR4 で異なる溶

出曲線を示した（図 2B）。そこで，SDS-PAGE で成分

を検討した。過ヨウ素酸銀染色，および CBB染色で可

視化した結果，前半に高分子量のバンドが，後半に低分

子量のバンドがそれぞれ溶出していることが分かった

（図 2C，D）。そこで，これらの結果を基に 3分画した。

このうち一つ目の画分は，アルジトールアセテート法

を用いた単糖分析の結果，GalN，Gal が検出され，PSA

を主に含んでいることが示唆された。また，3つ目の画

分はTLR4 活性が高いことから LPS を主に含むと考え

た。そこで，それぞれを PSA画分，LPS 画分とした。

また，bPSAにおいても，同様に分離・画分できた（図3）。

このうち，一つ目の画分は単糖分析の結果，Gal，GluN，
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図 1 PSAと PSBの構造

図 2 WT由来自然免疫活性化物質の分離



Fuc，QuiN が検出されたため，PSAの代わりに PSBを

含んでいることが分かった。そこで，この画分を PSB

画分とした。

2．PSAと PSBの TLR2活性化能の測定

WT由来の PSA 画分を SDS-PAGE で分離後，ゲル

を均等に切断して破砕し，分子量ごとの TLR2 活性能

を測定した。PSAと思われる高分子側ではTLR2 活性

化能は低く，15〜40 kDa 付近で TLR2 活性化能が高く

みられた（図 4A）。

bPSA 由来の PSB 画分も同様の操作でTLR2 活性化

能を測定した結果，PSB と思われる高分子側では活性

が低く，15〜40 kDa 付近で活性が高かった（図 4B）。

これらの結果は，TLR2 活性化物質は PSAでないこと

を示している。

3．酵素消化による TLR2活性化能測定

15〜40 kDa 付近の TLR2 活性化能を有する物質は，

LPS または LP の可能性がある。このうち，LPS は

TLR4 アゴニストと予想されており，また疎水性クロマ

トグラフィーで分離しているため，可能性が低い。そ

こで，LPである可能性が高いと考え，CPS 画分をタン

パク質分解酵素である Proteinase K で消化した。分子

量別の TLR2 活性化能を測定したところ，WT と

bPSAともに活性が低分子側にシフトした（図 5）。

これらの結果は，TLR2 活性化物質がタンパク質性で

あることを示しており，LPである可能性を強く示唆し

ている。
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図 3 bPSA由来自然免疫活性化物質の分離



おわりに

これまで B. fragilisの産生する PSA は，TLR2 の活

性化に関与する可能性が示唆されてきた。しかし，本

研究では B. fragilis由来の PSAが TLR2 活性化に関与

しておらず，夾雑しているタンパク質が TLR2 活性化

物質であることを明らかにした6)。

今後は，CPS 画分中に存在するタンパク質の同定と，

PSA とタンパク質をそれぞれ分離することで，宿主と

の免疫調節に関与する真の分子，機構を解明したい。

加えて，本タンパク質は，B. fragilisの病原因子として

機能している可能性もあるため，今後の治療予防への

応用を目指していきたい。
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図 4 PSA画分（A）と PSB画分（B）の TLR2活性化能

図 5 PSA画分（A）と PSB画分（B）の酵素消化後の TLR2活性化能
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はじめに

現在，医薬品業界で問題となっている Low Endotox-

in 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)。LERは米国医薬品食品局（FDA）も注目してお

り3)，業界内では議論も活発に行われているが，その機

序については十分に明らかにされていない。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おり4,5)，筆者もそ

の影響に関する動力学的な解析を報告している6,7)。今

回，LER 溶液の希釈方法によってその活性が異なる現

象を発見し，その結果より LERの機序を推定した。

1．希釈方法の違いによる LER 溶液中のエ

ンドトキシン活性への影響

典型的な LER溶液として，10 mMクエン酸ナトリウ

ム，0.05％ポリソルベート 20（PS20）を含む生理食塩

水を用い，図 1 に示す 3 種類の方法（DAM，WDM，

MDM）でエンドトキシン活性を測定した。200 EU／mL

の米国標準エンドトキシン（RSE）を添加した LER 溶

液の活性は，25℃で 30 分後，WDMで 25％であったの

に対し，DAMおよびMDMでは 67％の活性を維持し

ていた。4℃保存では，4 時間後でも，DAM および

MDM で 99％および 109％の活性を示したのに対し，

WDM では 11％の活性となった。4℃保存では，RSE

の活性はDAMおよびMDMでよく保存され，15 日後

でも 145％および 112％の活性を示した。この時，

WDMでは 0.06％の活性しか示さなかった。

エンドトキシン試験において一般的に使用される水
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Abstract

Low Endotoxin Recovery（LER）is a phenomenon of endotoxin activity decrease in a matrix containing a chelating agent and

a detergent, and is a controversial topic in the biopharmaceutical field. The mechanism of LER is not fully elucidated. When

endotoxin in LER solutions was diluted with water, the activity was decreased. The activity was maintained for a long time at

4℃, and was recovered by magnesium dilution and direct addition to the Limulus amebocyte lysate（LAL). The size of

endotoxin in LER solution was not changed after the activity was decreased. Considering these results, a new LER mechanism

was proposed. A chelating agent removes divalent cations from the surface of endotoxin aggregates, and endotoxin molecules

on the surface of the aggregates are replaced with detergent molecules. The reduction of the surface area of endotoxin

aggregates causes decrease of the endotoxin activity to the LAL.
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希釈であるWDMと試料を直接リムルス試薬（LAL）

に添加する DAMでは，その反応液の組成は同じとな

ることから，反応液が LALの活性化に及ぼす影響の程

度は同じはずである。それにもかかわらず，LER 溶液

中の RSE 活性では，DAMとWDMで違いが認められ

た。この原因として，RSE 活性が水で希釈されること

により低下した場合と，試料を直接 LALに添加したと

きに RSE 活性が上昇した場合の 2つの可能性が考えら

れる。しかし，室温では，DAMでも RSE 活性が低下

すること，MDMでも DAMと同様の挙動が認められ

ることから，水で希釈された時に RSE 活性が低下して

いる可能性が高い。すなわち，LER溶液中のRSE活性

は，とくに低温では，長期にわたり維持されており，こ

れを水で希釈すると活性が低下すると考えられる。

2．LERにおけるエンドトキシン粒子の大き

さの変化

LER の機序として，2 価イオンをキレート剤で奪わ

れて不安定になったエンドトキシンミセルが界面活性

剤で分散されて活性が低下するという機構が提唱され

ている4)。今回，種々の条件で保存した LER 溶液中の

RSE について，動的光散乱式分布測定装置（DLS，

Malvern 社製 Zetasizer Nano ZS）を用いてその粒子分

布を測定した。その結果，LER溶液中のRSEの粒子分

布は，低温で 2 時間保存した場合および室温で 6 日間

保存した場合とも，約 300〜400 nm のピークが認めら

れた。活性は低温保存で 97％保存されていたのに対

し，室温 6日後では 0.07％となっていた（図 2）。RSE

水溶液のピークが同様のサイズに認められることから，

エンドトキシンミセルが分散して活性のない小粒子に

なるというモデルは，この観察結果を説明しにくいと

思われた。

3．LERの機序

データを踏まえて，エンドトキシン凝集体のサイズ

があまり変わらないにもかかわらず，その活性が低下

する LERの機序を考える必要がある。可能性の一つと

して，下記の機序が考えられる（図 3）。

キレート剤がエンドトキシン凝集体表面の 2 価金属

イオンを奪う。これだけでは，エンドトキシン凝集体

の崩壊や分散は起こらない。界面活性剤はエンドトキ

シンに対して大過剰であるため，エンドトキシン凝集

体の表面にあるエンドトキシン分子と入れ替わる。入

れ替わったエンドトキシン分子は界面活性剤と小さい

ミセルを作る。一方，エンドトキシン凝集体の表面に

入った界面活性剤は，エンドトキシンの表面積を減ら

し，これが活性低下の原因となる。凝集体の大きさは，

エンドトキシン分子と界面活性剤分子が入れ替わるだ

けなので，あまり変わらない。エンドトキシン凝集体

内部の 2 価イオンはキレート剤の影響を受けにくく，
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図 1 3種類の希釈方法

図 2 LER溶液中の RSE粒子分布の変化

活性が異なるにもかかわらず，LER溶液中にRSEと同程度（300〜400 nm）のピーク

が観察された。



凝集体の崩壊は非常に遅い。

おわりに

LER で活性の低下したエンドトキシンの生体への影

響は，現在のところ不明である。このエンドトキシン

は，リムルス試薬に対する比活性が低く，発熱性などの

急性の生物活性は発現しないと思われる。ただ，LER

条件下のエンドトキシンが分解されるとは考えにくい

ことから，エンドトキシンの分子自体はそのまま溶液

内に残っていると思われる。このような状態のエンド

トキシンが生体に及ぼす影響については，これまで研

究されたことがなく，測定されたこともない。将来的

には，このような状態のエンドトキシンの研究が必要

と思われる。その意味で，LER の機序を明らかにする

ことは有意義と考えられるが，その機序は十分に明ら

かにはなっていない。今回，これまでの実験結果を基

に，実験結果を説明できる機序を提起した。すなわち，

キレート剤によって 2 価の金属イオンを失ったエンド

トキシン凝集体の表面のエンドトキシン分子が界面活

性剤分子と入れ替わり，活性を発現できるエンドトキ

シンの表面積が減少するというものである。今後，

LER 条件下のエンドトキシンの状態について，さらに

データが発表され，活性低下の機序が明らかにされる

ことが期待される。
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図 3 データから推定される LERの機序



はじめに

潰瘍性大腸炎（Ulcerative colitis：UC）は大腸の粘膜

にびらんや潰瘍ができる原因不明の炎症性疾患である。

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。

われわれは，ESP 法による ET 測定が UC 患者の重症

度評価として利用できる可能性について報告した1)。

ET の評価法の一つとして Endotoxin Activity Assay

（EAA）がある。EAAはヒト好中球の ETに対する活

性酸素産生能を測定する方法である2)。UC の病勢の進

展には，活性化好中球が関与しており，顆粒球吸着療法

が治療法として用いられている3)。今回，われわれは，

UC患者の EAAの検討を行った。

1．EAAの測定原理

EAAは，全血を用いて血中の ET活性を特異的なモ

ノクローナル抗体で測定する試薬である。血中 ET と

抗 LPS モノクローナル抗体が結合し免疫複合体が形成

され，これに補体が結合しオプソニン化される。好中

球はオプソニン化によって貪食されやすくなった免疫

複合体を取り込むことが刺激となって活性酸素を産生

する。産生された活性酸素は試薬に含まれるルミノー

ルと反応し化学発光として検出される（図 1）。測定結

果は，EAAは ETの存在により血中の好中球が産生す

る活性酸素の量を，好中球の活性酸素産生能の最大値

に対する比として計算する。コントロール（Tube1）は
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Abstract

Ulcerative colitis（UC）is an idiopathic and chronic inflammatory disorder of the colonic mucosa. Damage to epithelial barrier

function due to ulceration and colitis leads to increased permeability of the intestine. This barrier loss causes increased uptake of

luminal antigens such as endotoxin（ET). We evaluated ET levels detected by Endotoxin activity assay（EAA）in patients with

UC. We measured EAA 8 cases（refractory UC 6 and cancer／dysplasia UC 2）of UC required surgical treatments. Various

clinicopathological parameters were reviwed. The severity of UC was evaluated by Seoʼs index. Pre-operative EAA was 0.14 in

patients with cancer／dysplasia UC and 0.4 in patients with refractory UC. EAA levels increased according to severity of UC,

mild 0.095, moderate 0.39, severe 0.42 without statistical significance. There was a significantly positive relationship between

EAA and Seoʼs index（Spearmanʼs rank correlation coefficient 0.8333, p＝0.0102). EAA appeared to be useful biomarker to

evaluate patientsʼseverity with UC. Large scale study need to clarify the significance of EAA in patients with UC.
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抗 ET 抗体を含まず，検体に含まれる好中球自体の非

特異反応を測定し，これをベースラインとして示す。

検体（Tube2）には，抗 ET 抗体が加えられ検体中の

ET 活性を測定する。マックスキャリブレーター

（Tube3）には抗 ET抗体のほかに過剰の ETが添加さ

れ，被験者の好中球が示す最大活性酸素産生反応を測

定する。EA 値は検体（Tube2）の発光値をマックス

キャリブレーター（Tube3）から得られる最大化学発光

値で除した値として算出される（図 2）。

2．UC患者での測定

外科治療を必要とした 8 人の UC 患者（癌／Dyspla-

sia 2 名，難治例 6例）にて術前のEAAの値と臨床病理

学的因子，UCの患者重症度は Seoʼs index 150＞軽症，
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図 1 Endotoxin Activity Assay（EAA）の原理（メーカー資料より引用)

図 2 EAAの測定値の解釈（メーカー資料より引用）



150≦中等症，220≦重症として評価した。

患者背景因子では，難治性 UC 患者の方が BMI，術

前ヘモグロビン値，術前アルブミン値，Prognostic nu-

tritional index（PNI）が低値の傾向にあり，Seoʼs index

は高値の傾向にあった。ステロイドや免疫抑制薬，分

子標的薬の使用頻度も高かった（表 1）。

手術前 EAA 値（中央値）は，癌／Dysplasia 症例で

0.14，難治例で 0.4と難治例で高い傾向にあった（図 3）。

また，UC の術前の重症度である Seoʼs index で分類す
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2／2

3：32：0

腹腔鏡下手術

性別（男：女)

19（12〜134)

難治性癌／dysplasia

29（25〜33)

UC

術後在院日数（日)

表 1 患者背景

分子標的薬

62

495（375〜601)

患者数

515（467〜564)手術時間（min)

125（84〜755)195.5（134〜257)

BMI：Body mass index，PNI：prognostic nutritional index

出血量（mL)

2／61／2

6／6

術後合併症

7.1（4.2〜10)赤沈値（mm／h)

25（10〜30)5（0〜10)術前プレドニン投与量（mg／day)

6／61／2ステロイド使用

2／61／2免疫調整薬

6／61／2免疫抑制薬

3／60／2

16.6（15.8〜23.5)18.9（18.8〜19.0)BMI（kg／m2)

10.4（8.6〜12.3)13.4（11.9〜15.1)術前ヘモグロビン値（g／dL)

3.0（1.9〜3.7)3.65（3.2〜4.1)術前アルブミン値（g／dL)

34.3（26.0〜45.5)41.4（39.6〜43.3)PNI

223.2（123.1〜259)138.6（122.4〜154.7)Seoʼs index

15.6（9〜77.5)

40.5（23〜52)46.5（36〜57)年齢（歳)

160（154〜170)169（164.3〜175.2)身長（cm)

45.5（39〜59.9)54.5（51.3〜57.7)体重（kg)

図 3 UCの手術適応と EAA

Wilcoxon 検定：癌／dysplasia vs. 難治性 p＝

0.1824

図 4 UCの重症度と EAA

Kruskal-Wallis 検定：p＝0.1512



ると術前EAA値は軽症 0.095，中等症 0.39，重症 0.42

と中等症以上で高値となる傾向にあった（図 4）。術前

EAA値と Seoʼs index は有意な正の相関（Spearman の

順位相関係数 0.8333，p＝0.0102）を認めた。

3．UCと EAA

現在，EAAは，国内では研究試薬として使用が可能

である。これまでに UC 患者での EAA 活性の報告は

されていない。EAA自体は，ETを測定するために開

発されたが，患者の好中球活性を利用して測定するこ

とを原理としている。

UCの病態には，好中球の異常活性化が関与している

とされており，顆粒球吸着療法や白血球除去療法がUC

の治療法の一つとして確立されている。EAAが UCの

患者の状態を反映することは容易に想像される。今回

の検討では症例数が少なく，統計学的な有意差を検出

することはできなかったが，難治性UCでは EAAが高

値を示し，患者の重症度に応じて EAA の上昇傾向が

あった。今後，症例を積み重ねることにより，UCのさま

ざまな治療効果の評価指標となる可能性が考えられる。

おわりに

EAA と UC の関連の可能性について報告した。今

後，多数症例での検討を行うことが必要であると考える。
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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，高アルギニン（L-arginine：L-arg）

濃度で培養したマクロファージにおいて，インターロ

イキン（Interleukin：IL）-4 が一酸化窒素（Nitric oxide：

NO）産生を促進し，結果的に，結核菌殺菌能も向上さ

せたことを報告した2)。本稿では，結核菌に対する宿主

の自然免疫において重要なマクロファージの活性酸

素・窒素産生機構に触れ，活性窒素の代謝制御が変化す

ることで抗結核能に影響が出ることを紹介する。さら

に，今回，われわれが見出した，宿主タンパク質

PRDX1 の結核菌感染マクロファージNO産生への寄与

について述べる。

1．結核菌感染マクロファージによる活性酸

素・窒素産生

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，あるいは樹状

細胞などの貪食細胞に捕捉される。結核菌を捕捉した

マクロファージは，炎症性サイトカインを産生し，かつ，
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Abstract

Peroxiredoxin 1（PRDX1）is an antioxidant that detoxifies hydrogen peroxide and peroxynitrite. Compared with wild-type

（WT）mice, Prdx1-deficient（Prdx1
−/−）mice showed increased susceptibility toMycobacterium tuberculosis（Mtb). Infection

with Mtb led to significantly shorter mean postinfection（p. i.）survival in Prdx1−/−（80.8±10.0 days）than inWTmice（143.4

±17.5 days). The numbers of viable Mtb in the lungs at 9 weeks p. i. were 10-fold higher in Prdx1
−/− than in WT lungs.

Histological examinations showed auramine-rhodamine-stained Mtb was present predominantly in the alveolar sacs of

Prdx1
−/− lungs, but few lesions were observed in WT lungs. IFN-g-activated Prdx1

−/− bone marrow-derived macrophages

（BMDMs）did not kill Mtb effectively. Nitric oxide（NO）production levels were lower, and arginase activity and arginase 1

（Arg1）expression levels were higher in IFN-g-activated Prdx1−/− thanWT BMDMs after Mtb infection. An arginase inhibitor,

Nw-hydroxy-nor-arginine, restored antimicrobial activity and NO production in IFN-g-activated Prdx1−/− BMDMs after Mtb

infection. At 9 wk p. i., Arg1 mRNA levels were significantly higher in the lungs of Prdx1−/− than WT mice. These results

suggest that PRDX1 contributes to host defenses against Mtb. PRDX1 positively regulates NO production by suppressing Arg1

expression in macrophages infected with Mtb.
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抗原提示することで，CD4 陽性 T細胞を 1型ヘルパー

T（Type 1 helper T：Th1）細胞に分化させる3)。Th1

細胞が産生するインターフェロン（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。

活性化マクロファージは，NADPH オキシダーゼおよ

びNO合成酵素NO synthase（NOS）2 により，活性酸

素や活性窒素を産生する4)。活性酸素には，スーパーオ

キシド，過酸化水素，一重項酸素，ヒドロキシラジカル

などが含まれる。一方，活性窒素には，NOおよびその

派生物であるペルオキシナイトライトなどが含まれる。

活性酸素は，マクロファージなど貪食細胞が産生する

主要な殺菌分子として知られているが，NADPH オキ

シダーゼ構成遺伝子を欠損したマウスは，野生型Wild-

type（WT）マウスと比較して，結核感受性に差を認め

ない報告がある5)こと，また，結核菌が，活性酸素を消

去する抗酸化酵素を産生している6)ことから，活性酸素

の抗結核への寄与は不明である。一方，NOS2 遺伝子

ノックアウト（Nos2
−/−）マウスは，WTマウスと比較

して，生存日数が著しく減少するなど結核感受性が高

く7)，Nos2
−/−マクロファージも，WTマクロファージ

と比較して，結核菌殺菌能低下が報告されており8)，抗

結核への寄与が明らかとなっている。

2．活性窒素の代謝と結核感受性への影響

NOS2 遺伝子変異だけでなく，活性窒素の代謝変化

も，抗結核に影響を与えることが知られている。NOS2

は，アルギニンをNOとシトルリンに分解するが，アル

ギナーゼArginase（ARG）も同じアルギニンを基質と

して，尿素とオルニチンに分解する。アルギナーゼに

は，主に細胞質に局在するARG1 とミトコンドリアに

局在するARG2 の二種類がある。そのうちARG1 は，

活性化マクロファージの NO 産生を低下させることが

報告されている9)。また，マクロファージ特異的に

ARG1 を欠損したマウスに結核菌を感染させると，WT
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図 1 Prdx1
-/-
マウスの結核感受性

Ａ：結核菌感染 Prdx1
-/-マウスの生死観察 C57BL／6 マウス（◆）および Prdx1

-/-マ

ウス（◇）各 10 匹に，結核菌Erdman 株を 2×106個，尾静脈より感染させ生死観

察を実施した。平均生存日数を図中に示した。P＜0.05。

Ｂ：結核菌感染 Prdx1
-/-マウスの肺中生菌数推移 C57BL／6 マウス（■）および

Prdx1
-/-マウス（□）各 6 匹にAと同様の条件で結核菌を感染させた。感染 1・

3・9週後に肺を採材し，破砕液を，平板培地に播いた。3〜4週間後，コロニーを

計測し，生菌数を推定した。＊：P＜0.05。

Ｃ：結核菌感染 Prdx1
-/-マウスの肺切片染色像 各マウスに Aと同様の条件で結核

菌を感染させ，感染 9週後に肺を採材し，ホルマリン固定後切片を 2枚ずつ作製

し，1枚をH& E染色し，もう 1枚をオーラミン・ローダミン染色した。各染色

切片を撮影し，画像を合成した。



マウスと比較して，活性化マクロファージの NO 産生

が増加し，肺の生菌数は低下した10)。

3．PRDX1の結核菌感染マクロファージ NO

産生への寄与

ペルオキシレドキシン（Peroxiredoxin：PRDX）は，

チオレドキシンを電子供与体として利用し，過酸化水

素の消去を行う抗酸化酵素であり，バクテリアから動

物，植物に至るほとんどの生物で見出されているタン

パク質である11)。大きさは 25 kDa で，細胞内では多量

体を形成するが，二量体の時は抗酸化酵素として機能

し，十量体の時は分子シャペロンとして機能すると考

えられている12)。

PRDX1 は，主に細胞質に局在する PRDXで，ほとん

どの組織で発現が認められ，活性酸素の代謝に影響を

与える酵素である12)。ヘリコバクター・ピロリによる酸

化損傷，鉄ニトリロ三酢酸投与による腎臓障害，ブレオ

マイシン投与による肺炎症などに対して，PRDX1 の抗

酸化機能による防御効果を示唆する結果が報告されて

いる12)。

抗酸化酵素やシャペロンとしての機能だけではない，

異なる機能も持つことが知られている。すなわち，オ

ゾン照射による肺の急性炎症を増加させること12)や，虚

血再灌流障害を起こすような脳卒中の場合，ネクロー

シス細胞から放出された PRDX1 が炎症を惹起するこ

とで脳障害を悪化させること12)，さらに，組換え

PRDX1 が Toll-like receptor（TLR）4と結合し，炎症

を正に制御することも報告されている12)。

われわれは，PRDX1 が，ARG1 発現を抑制すること

で NO 産生を正に制御し，抗結核に貢献していること

を見出した13)。われわれは当初，PRDX1 が抗酸化酵素

であることから，細胞から PRDX1 を失うことによっ

て，結核菌感染による活性酸素産生が増大し，抗結核能

が増強することを想定していた。ところが，PRDX1
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図 2 Prdx1
-/-
マクロファージの一酸化窒素産生能と結核菌殺菌能

Ａ：Prdx1
-/-マクロファージ内の結核菌生菌数推移 C57BL／6（■）および Prdx1

-/-

（□）マウスから骨髄由来マクロファージを調整し，10 pg／mL IFN-gで活性化，

結核菌 Erdman 株を細胞 1 個に対して菌が 5 個入るように感染させた。感染 4

日後，細胞破砕液を平板培地に播いた。3〜4週間後，コロニー数を測定し，生菌

数を推定した。

Ｂ：結核菌感染 Prdx1
-/-マクロファージのNO産生 図 2（A）の結核菌感染 4日後の

培養上清を回収し，含まれるNO濃度を Griess 法で測定した。

Ｃ：結核菌感染 Prdx1
-/-マクロファージのアルギナーゼ活性 図 2（A）の結核菌感染

4日後の細胞破砕液を用いてアルギナーゼ活性を測定した。

Ｄ：結核菌感染 Prdx1
-/-マクロファージの遺伝子発現 図 2（A）の結核菌感染 4日後

の細胞から全 RNAを回収し，Nos2と Arg1について，定量 PCR を実施した。

内部コントロールとしてGAPDHを用い，相対的発現量を示した。（A〜D）＊：

P＜0.05。



ノックアウト（Prdx1
−/−）マウスに結核菌を感染させた

ところ，WTマウスと比較して，結核抵抗性が低下した

（図 1）。そこで Prdx1
−/−マウスから骨髄由来マクロ

ファージBone marrow-derived macrophage（BMDM）

を調整し，IFN-gで活性化し，結核菌を感染させたとこ

ろ，WT マウスから調整した BMDM と比較して，

ARG1 の発現が誘導され，NO産生が低下し，結核菌の

生菌数が増加した（図 2）。また，ARG阻害薬により，

IFN-g活性化 Prdx1
−/− BMDMの NO産生が回復し，

結核菌の生菌数も低下した（図 3）。さらに，結核菌感

染 Prdx1
−/−マウスの肺でARG1 発現が誘導されていた

ことを見出した（図 3）。以上の結果から，PRDX1 は，

結核菌が感染した IFN-g活性化マクロファージにおい

て，ARG1 の発現を抑制することで，NO産生を正に制

御し，結核殺菌能を向上させていることが示唆された。

おわりに

抗酸化酵素 PRDX1 が NO 産生を抑制する ARG1 の

発現を阻害することで，抗結核に寄与していることが

明らかとなった。PRDX1 はどのようにして ARG1 の

発現を抑制しているのだろうか。活性酸素消去剤を

IFN-g活性化 Prdx1
−/− BMDMの培養液に添加して，

結核菌を感染させても，NO産生量や抗結核能には，と

くに変化がみられず，PRDX1 の抗酸化酵素機能との関

連は見出せなかった13)。したがって，抗酸化酵素以外の

PRDX1 の機能が関与しているものと思われる。また，

IL-4 やレチノイン酸は，ARG1 を発現誘導させるが，

IFN-g活性化 Prdx1
−/− BMDMに結核菌を感染させて

も，IL-4 やレチノイン酸によって発現誘導される

ARG1 以外の遺伝子発現はみられなかった13)。そのた

め，IL-4 やレチノイン酸が直接かかわる可能性は低い

ものと思われる。さらに，Prdx1
−/− BMDM をそれぞ

れ IFN-gで活性化する，あるいは，結核菌を感染させ

るだけではARG1 は誘導されない13)。よって，BMDM

を IFN-gで活性化し，かつ，結核菌を感染させたとき

のみ，未知の因子によりARG1 発現が誘導されること

になり，PRDX1 は未知の機能によりARG1 発現誘導を

阻害すると考えられる。これら未知のARG1 発現誘導
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図 3 結核菌感染マクロファージおよびマウス内での PRDX1による Arg1発現抑制

Ａ：結核菌感染 Prdx1
-/-マクロファージのNO産生に対するアルギナーゼ（ARG）阻

害薬の影響 C57BL／6（■）および Prdx1
-/-（□）マウスの骨髄由来マクロファー

ジに，図 2（A）と同様の条件で結核菌を感染させ，同時にARG阻害薬を添加し，

感染 4日後，図 2（B）と同様の方法で培養上清中に含まれるNO濃度を測定した。

Ｂ：結核菌感染 Prdx1
-/-マクロファージの結核菌殺菌能に対するARG 阻害薬の影響

各マクロファージに，図 2（A）と同様の条件で結核菌を感染させ，同時にARG

阻害薬を添加し，図 2（A）と同様の方法で生菌数を測定した。

Ｃ：結核菌感染 Prdx1
-/-マウスの肺中遺伝子発現の推移 各マウスに図 1（A）と同様

の条件で，結核菌に感染させ，感染 0・1・3・9週後に肺を採材し，全RNAを抽

出，Arg1 の発現を定量 PCRで測定した。内部コントロールとしてGAPDHを用

い，相対的発現量を示した。（A〜C）＊：P＜0.05。



因子，および，PRDX1 の未知の機能を同定することが

今後の課題である。
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はじめに

リポテイコ酸（lipoteichoic acid：LTA）は，グラム陽

性細菌の細胞膜に局在する糖とリン酸から構成される

ポリマーである。典型的な LTAは，グリセロールとリ

ン酸（GroP）を繰り返し単位とするポリマー部位と，2

糖と 2 残基のアシル基で構成される糖脂質（アンカー

糖脂質）部位から成り（図 1A），アンカー糖脂質部位を

介して細胞膜にアンカーしている。一方でその化学構

造は，菌種および菌株レベルで多様性のあることが示

唆されているが，個々の菌種内における構造情報はい

まだ不足しており，LTAを理解するためにはより多く

の構造情報を蓄積する必要がある。LTAには，さまざ

まな生理学的な役割が報告されているほか，宿主との

相互作用においても細胞接着や免疫応答に関与すると

考えられており，構造の違いによって機能が異なる可

Lactobacillus gasseriに共通する種特異的なリポテイコ酸の化学構造 35

Key words：Lactobacillus gasseri, リポテイコ酸，乳酸菌，糖脂質，構造多様性

Abstract

The lipoteichoic acid（LTA）is a specific polymer on Gram-positive bacterial cell surfaces, and is not found in Gram-negative

bacterial cells. LTA is an amphipathic anionic polymer typically comprised of poly-glycerophosphate（GroP）linked to

glycolipid of cell membrane. In general, hydroxyl groups of GroP residues in polymer region are often substituted by D-alanine

and／or carbohydrates. Glycolipid anchor typically comprises diglycosylglycerolipid containing two acyl groups. On the other

hand, structural variation on species- or strain-level has been observed in degree of polymerization, substitution ratio of the

GroP repeating unit, and numbers of carbohydrate and acyl groups in glycolipid moiety. However, structural information has

not sufficiently accumulated to discuss unity and diversity of LTA structures.

We determined chemical structure of LTA derived from seven strains of Lactobacillus gasseri, an intestinal lactic acid

bacterium. All strains shared common structure. Polymer chain comprised poly-GroP with partial substitution with D-alanine.

Glycolipid anchor contained novel tetrasaccharide structure and two or three acyl groups. The three acyl group-containing

glycolipid anchor is characteristic LTA structure in lactic acid bacteria, including Lactobacillus genus, Lactococcus genus and

Leuconostoc genus. The tetrasaccharide structure has not been reported in other Gram-positive bacterial LTA. In conclusion,

the tetrasaccharide-containing glycolipid anchor is unique and species-specific LTA structure in L. gasseri.
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能性が言及されている1)。これまで 11 属 53 種 91 株に

おいて LTAの完全構造が報告されているが2)，このう

ち約 80％は病原性を有する細菌であり，乳酸菌のよう

な有用細菌の LTA の構造情報は多くない。そこでわ

れわれは，ヒト腸内の優勢乳酸菌である Lactobacillus

gasseriの JCM 1131Tの LTA 構造を解析して，本菌株

に他の細菌にはみられていない新奇の構造として 4 糖

から成るアンカー糖脂質構造を報告した3,4)（図 1B）。

本稿では，この 4糖のアンカー糖脂質の L. gasseriにお

ける分布について概説する。

1．L. gasseriにおける LTAのポリマー部

位の構造

7 株の L. gasseriを用いて LTAの構造解析を行った。

7株は，それぞれ分離源が異なる 3株［JCM 1131T（ヒ

ト腸管），JCM 1130（ヒト糞便），JCM 5814（ニワトリ糞

便）］とヒト腟由来臨床分離株 4 株（VLG1，VLG2，

VLG3，VLG4）を使用した。ポリマー部位は1H-NMR

分析によって解析した。すべての菌株において GroP

を繰り返し単位としたポリマーを主鎖として，グリセ

ロール残基の 2 位の水酸基に部分的に D-アラニンが置

換した構造が認められた。ポリマー鎖長は菌株間で大

きな違いはみられなかったが，D-アラニン置換率は菌

株ごとに異なり，最大で 55％，最小で 17％だった（表 1）。

LTAにおける D-アラニン残基の存在は，宿主への免疫

刺激能に重要な化学構造であるとの報告もあり5)，置換

率の違いによって同一菌種内でも個々の菌株の免疫刺

激能の強さが異なる可能性も考えられる。一方でこの

置換率は，生育条件により変化することや6)，グリセロー

ルと D-アラニンのエステル結合が不安定で分解を受け

やすいことから，LTAの調製による影響の可能性も否

定できない。置換率の差については今後より慎重な検

討が必要である。また，置換基として，他の菌種では

D-アラニンの他にグルコースや N-アセチルグルコサミ

ンなどが知られているが L. gasseriでは D-アラニンに

よる置換のみが確認された。

2．L. gasseriにおける LTAのアンカー糖

脂質部位の構造

アンカー糖脂質部位の構造は，98％（v／v）酢酸処理

（100℃，3 h）によってGroP ポリマーを選択的に分解し

て，その有機溶媒可溶性画分をアンカー糖脂質標品と
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図 1 LTAの構造

A：一般的な LTA，B：L. gasseri JCM 1131Tの LTA，R：水酸基，D-ア

ラニン残基，ヘキソース残基など（L. gasseriでは水酸基と D-アラニン

残基のみ)

45VLG2

10 to 1553JCM 5814

15 to 2240

22 to 3355JCM 1131T

VLG3

Average number

of repeating unit

Ratio of D-alanine

substitution（％)
Strains

表 1 L. gasseri種 7株の GroPポリマー部

位の D-アラニン置換率とポリマー鎖長

11 to 1755JCM 1130

10 to 1517VLG1

14 to 21

11 to 1624VLG4



してMALDI-TOF MSによって解析した。さらに，ア

ンカー糖脂質標品を 20％（w／v）アンモニア処理（室

温，12 h）によって脱アシル化して，その水溶性画分を

アンカー糖標品としてMALDI-TOF MSによって解析

した。その結果，4糖構造と，3残基と 2残基のアシル

基置換がすべての菌株に共通して確認された。4 糖構

造は他菌種の LTA には報告がなく，L. gasseriに特異

的で，この種に共通した構造と考えられる。3残基のア

シル基置換は，Lactobacillus属，Lactococcus属，Leu-

conostoc属といった典型的な乳酸菌にのみ認められる

共通の構造である2,4)。属レベルで異なる細菌間で共通

する構造が典型的な乳酸菌に存在することは興味深い。

おわりに

本稿では，L. gasseriに共通する種特異的なリポテイ

コ酸の化学構造を紹介した。LTAは，菌種および菌株

レベルで構造多様性があると考えられているが，これ

まで報告された構造情報を整理すると，同一菌種内で

複数株の LTA の構造が明らかになっている例は少な

い。今回われわれは，7株の L. gasseriを用いて種特異

的な構造を明らかにしたが，同様の規模で LTAの構造

が比較された菌種は，Bacillus subtilis（10 株）と Lis-

teria monocytogenes（6株）のみである。B. subtilisにお

いては，1残基のアシル基置換を有するアンカー糖脂質

部位をもつ LTAが共通して認められている2,7)。また，

L.monocytogenesでは，6株中 5株でアンカー糖脂質部

位に 2 残基のアシル基をもつホスファチジン酸の置換

が認められ，1分子の LTAに計 4残基のアシル基を有

する構造が報告されている2,7)。これらは非常に特徴的

で種特異的な構造と考えられる。一方で他菌種では，

同一種内の複数菌株での構造情報はまだまだ十分では

ない。解析された菌株数は少ないものの，特徴的な

LTAの構造が Clostridioides（Clostridium）difficile，

Enterococcus faecalis，Streptococcus pneumoniae，

Streptococcus sanguinisなどでも報告されている2,7)。

L. gasseriは，腸内や口腔内，腟などから分離され，

ヒトとかかわりが深い乳酸菌である。本菌種において

Lactobacillus属を含む他の乳酸菌とは異なる菌種特異

的な構造が発見されたことから，LTAを介した細菌と

宿主との相互作用において，その化学構造を知ること

が重要であると考えられる。LTAの構造活性相関を明

らかにするためには，構造情報のさらなる蓄積と，宿主

との相互作用の詳細な評価の両輪が必要であり，今後

この分野の進展に期待したい。
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はじめに

Toll 様受容体（TLR）はリポ多糖体（LPS）や核酸，

細菌の鞭毛構成タンパク質などといった微生物関連分

子パターンを認識することで免疫応答を誘導する。近

年，TLR シグナルを標的とした疾患治療の研究が世界

各国で進んでおり1)，また TLR シグナルにはさまざま

な細胞内シグナル経路とのクロストークがあることが

明らかとなってきている2)。

TLR シグナルは，細胞内アダプター分子の利用に

よってMyD88 依存的経路と TRIF 依存的経路に分け

られる。TLR3 以外の TLR には細胞内ドメインに

MyD88 が会合し，この経路によって主に転写因子NF-

kB が活性化する。一方，TLR3 および TLR4 には

TRIF が会合し，この経路によって NF-kB とともに

IRF-3 が活性化する。NF-kB の活性化は炎症性サイト

カインやケモカインの発現を誘導し，IRF-3 はインター

フェロン関連遺伝子群の発現を誘導する。

Rhoファミリー低分子量Gタンパク質（RhoGTPase）

はアクチン骨格制御を介して細胞の運動性，極性，増殖

を制御する分子であり，ヒトではRhoA，Rac1，Cdc42

など 20 種が報告されている3)。Rho GTPase は不活性

型である GDP 結合型と活性型である GTP 結合型の状

態をとり，Rho グアニンヌクレオチド交換因子（Rho

guanine nucleotide exchange factors：RhoGEFs）が活

性型への変換を，Rho GTPase 活性化タンパク質（Rho

GTPase activating proteins：RhoGAPs）が不活性型へ

の反応を活性化することにより 2 つの状態が制御され

ている（図 1）。

RhoGEF は構造的特徴から Dbl ファミリーと Dock

ファミリーの 2 つのファミリーに分類され，ヒトには

前者が 70 種，後者が 11 種あるとされている3)。これら
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Toll-like receptors（TLRs）trigger innate immune responses by recognizing microbe-associated molecular patterns such as

lipopolysaccharides and nucleic acids. However, overactivation or dysregulation of TLR system may lead to exaggerated

inflammation and host tissue injury. TLR signaling can be controlled by other intracellular signaling, including Rho GTPases and

RhoGEFs signaling. Knowledge of the molecular mechanisms underlying cross-talk of TLR and other signaling pathways can,

therefore, be used for tailored therapeutic approaches to regulate local and temporal host immunity. In this review, we will focus

on RhoGEFs which affect TLR signal transduction, and further we will discuss about the mechanisms of the cross-talk between

TLRs and RhoGEFs. Future interests in this research field include establishing mechanistic understanding of TLRs and

RhoGEFs cross-talk. This may furthermore open up novel therapeutic options for inflammatory or autoimmune diseases.
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の RhoGEF は臓器や細胞種で発現量が異なり，また G

タンパク質共役型受容体（GPCR）や Integrin3)，VEGF

受容体4)，Eph 受容体5)などからのシグナルによって活

性化状態が変化することが報告されている。したがっ

て，ある特定の RhoGEF の活性を制御することは，そ

の RhoGEF の下流のシグナルを臓器や細胞種特異的に

制御することにつながると考えられる。

RhoGEF の TLR シグナルへの影響についてはいく

つかの報告があるが，80 種を超える RhoGEF のうちわ

ずか数種に過ぎず，その影響の作用メカニズムの解明

もいまだ十分とはいえない。

1．TLRシグナルに影響を与える RhoGEF

Vav1 は血球系細胞に発現するがん原遺伝子として発

見され，その後Rac1 などの Rho GTPase を活性化する

ことが明らかになった RhoGEF である3)。Vav1 は

TLR9 リガンドである CpG DNA 刺激によってリン酸

化され，このリン酸化を抑制すると CpG DNA 刺激に

よる細胞応答が抑制されると報告されている6)。

AKAP13（ARHGEF13）はAキナーゼアンカータン

パク質ファミリーに属する足場タンパク質であり，

RhoA を活性化する RhoGEF である3)。AKAP13 は免

疫細胞および腸管上皮細胞に発現し，TLR2 シグナルに

影響すると報告されている7)。また，AKAP13 のノック

ダウンによって TLR2 刺激による NF-kB 活性化が抑

制され，さらに AKAP13 の GEF 活性ドメインへの変

異導入によってNF-kB活性化が低下することから，下

流のRho GTPase の活性化の関与が示唆される。

GEF-H1（ARHGEF2，KIAA0651）は RhoAや Rac1

を活性化する RhoGEF で，微小管に結合して活性が調

節される8)。GEF-H1 は LPS 刺激によって発現が増加

し，RhoAの活性化を介して LPS 刺激によるNF-kBの

活性化および IL-8 の産生を増強する8)。

以上のように，TLR リガンド刺激による細胞応答に

対するいくつかの RhoGEF の影響が報告されている

が，RhoGEF が活性化する Rho GTPase はさまざまで

あり，RhoGEFが直接的にTLRシグナル分子と相互作

用するのか，Rho GTPase やさらにその下流の分子が関

与するのかなど，そのメカニズムについては不明な点

が多い。そこでわれわれは，TLR の細胞内アダプター

分子であるMyD88 または TRIF と RhoGEF を発現プ

ラスミドによって細胞内で過剰発現させ，TLR シグナ

ルに影響する RhoGEF のスクリーニングを行った。そ

の結果，いくつかの RhoGEF が TLR シグナルを増強

することを見出しているので，以下に紹介する。

2．KIAA0915による TRIF依存的シグナル

増強作用

KIAA0915 は神経細胞や血管平滑筋細胞に発現がみ

られ，RhoA を活性化する RhoGEF である。われわれ

は KIAA0915 が TRIF 依存的 IFN-bプロモーターの

活性化を増強することを見出し，そのメカニズムの一

端を明らかにしている（図 2）。

KIAA0915 を TRIFとともに発現させるとKIAA0915

の発現量依存的に IFN-bプロモーターの活性化が増強

される。また，TRIF を細胞内アダプター分子に持つ

TLR3 および TLR4 を細胞に発現させ，それぞれのリ

ガンドで刺激した際に誘導される IFN-bプロモーター

の活性化も同様に，KIAA0915 の発現量依存的に増強

されることから，細胞内での KIAA0915 の発現量また

Rho グアニンヌクレオチド交換因子によるToll 様受容体シグナルの制御 39
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は活性化状態によって TLR3 および TLR4 刺激による

TRIF 依存的経路の活性化が影響を受けることが示唆

される。

TRIF 依存的経路では下流のキナーゼ，TBK1 および

IKKi の活性化を介して転写因子 IRF-3 がリン酸化す

ることによって IFN-bプロモーターの転写が開始され

るが，TBK1 または IKKi を細胞に発現させた際に誘導

される IFN-bプロモーターの活性化も，TRIF を発現

させた場合と同様に KIAA0915 の発現量依存的に活性

化が増強される。しかし，活性化 IRF-3 でリン酸化さ

れるセリンおよびスレオニンの 5 つの残基をアスパラ

ギン酸（D）に置換した活性型変異体，5D-IRF-3 の発

現によって誘導される IFN-bプロモーターの活性化は

KIAA0915 の発現に影響されない。さらに，TLR3 また

は TLR4 刺激による IRF-3 のリン酸化は，KIAA0915

を発現させると発現量依存的に増強される。以上の結

果から，KIAA0915 は TLR3 または TLR4 シグナルに

よる IRF-3 のリン酸化を増強することによって IFN-b

プロモーターの活性化を増強することが示唆される。

また，この活性化増強作用は KIAA0915 による RhoA

の活性化を介することが示唆されている。

3．PLEKHG ファミリー RhoGEF による

TLRシグナル増強作用

PLEKHG（pleckstrin homology and RhoGEF domain

containing G）ファミリーRhoGEFのうち，われわれは

FLJ00018（ARHGEF42，PLEKHG2）およびKIAA0599

（ARHGEF43，PLEKHG3）の TLRシグナル増強作用を

見出している。

FLJ00018 は MyD88 依存的な NF-kB の活性化を増

強するが，TRIF 依存的な IFN-bプロモーターの活性

化は増強しない。この MyD88 依存的シグナル増強作

用には FLJ00018 の Rho GTPase を活性化するドメイ

ンが必要で，Rac1 の関与が示唆されている。

KIAA0599 は TRIF 依存的な IFN-bプロモーターの

活性化を増強する。この増強作用は KIAA0915 とは異

なり，5D-IRF-3 を細胞に発現させた際の活性化も増強

する。また，この増強作用には KIAA0599 による Rho

GTPase 活性化は関与しないことが示唆されている。

これらの PLEKHG ファミリー RhoGEF による TLR

シグナル増強作用は他の RhoGEF とは異なるものと考

えられ，今後詳細な検討を行う予定である。

4．KIAA0362による TLRシグナル増強作

用

KIAA0362（ARHGEF14，Dbs）は TRIF 依存的な

IFN-bプロモーターの活性化を増強し，TRIF による

IRF-3 依存的なプロモーターの活性化だけではなく，

TRIF 依存的なNF-kB 依存的プロモーターの活性化も

増強する。また，KIAA0599 と同様に，5D-IRF-3 を細

胞に発現させた際の活性化も増強する。さらに，IRF-3

依存的なプロモーターの活性化増強には下流の Rho

GTPase である Rac1 の活性化が必要であるが，NF-kB

依存的プロモーターの活性化増強には Rac1 の活性化

は関与しないという結果が得られており，KIAA0362

によるTLRシグナル制御はさらに複雑な機構によるこ

とが示唆される。

おわりに

TLR シグナルは両刃の剣であり，病原体の侵入に対

して自然免疫系を活性化して感染防御に働くが，過剰

に活性化すれば炎症性疾患や自己免疫疾患を引き起こ
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す。逆に，これらの疾患治療のためにTLRシグナル全

般を抑制すれば易感染性を惹起する。臓器や細胞種特

異的に存在する他のシグナル経路とのクロストークは，

TLR シグナルを適切に制御できる可能性を秘める。今

後，さらに多様なRhoGEFについて検討し，TLRシグ

ナルとのクロストークおよびそのメカニズムを明らか

にしていきたい。
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はじめに

Toll 様受容体（Toll-like receptor：TLR）はパターン

認識レセプター（pattern recognition receptor：PRR）

に分類される膜貫通型タンパク質で，樹状細胞などの

免疫担当細胞の細胞表層またはエンドソームに局在す

る。TLRs はウイルスや細菌，菌類などの病原体に特徴

的な分子パターン（pathogen-associated molecular

patterns：PAMPs）を認識することで，自然免疫を活性

化し獲得免疫を誘導することから，病原菌やウイルス

などの感染に対する宿主の防御機構において重要な役

割を担う1,2)。TLR は，ヒトにおいては，これまでに

TLR1 から TLR10 の 10 種類が，マウスにおいては，

TLR1 から TLR9，TLR11 から TLR13 の 12 種類が発

見されており，それぞれが異なる PAMPs を特異的に

認識する。すなわち，TLR1／2，TLR2／6，はリポ蛋白質

類，TLR3，TLR7，TLR8，TLR9 は核酸成分，TLR4 は

リポ多糖（lipopolysaccharide：LPS）が天然のリガンド

である。近年，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）が TLR の内在性リガンドとして，また特定

の構造を有する天然化合物や合成化合物が TLR の低分

子リガンドとして働くことが報告されている。DAMPs

は，リュウマチなどのさまざまな炎症性自己免疫疾患

に関与することが示唆されており3)，その分子機構の解

明が注目されている。一方，特定の構造を有する天然
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Abstract

Toll-like receptors（TLRs）are a family of type Ⅰ membrane proteins, classified to pattern recognition receptors（PRR).

TLRs are expressed in cell surface or endosomal compartment of immune cells. TLRs are activated by recognition of pathogen

specific components called pathogen-associated molecular patterns（PAMPs). Signal of TLRs induces the innate immune

response and adaptive immune response. Therefore, TLRs play important roles in host defense system against viral or bacterial

infection. In human, 10 kinds of TLR（TLR1 to TLR10）have been found. Each TLR recognizes different PAMP；lipoprotein for

TLR1／6 and TLR2／6；nucleic acid components for TLR3, -7, -8, and-9；lipopolysaccharide（LPS）for TLR4. TLRs are also

activated by the specific endogenous danger signal（called damage-associated molecular pattern, DAMPs）produced by

damaged tissue, which is thought to cause various chronic inflammatory diseases. On the other hand, low molecular weight TLR

ligands have been found from natural and synthetic compounds, those can be candidates for development of chemical probes

and drugs. In this review, focusing on TLR4, we describe recent progress in exploring TLR4 ligands with agonistic or

antagonistic activity and our recent study on the structure-activity relationship of pyrimido［5,4-b］indole derivatives.
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化合物や合成化合物などの低分子リガンドは，免疫制

御分子として活用できることから，がんや感染症，自己

免疫疾患などに対する薬剤開発において注目されてい

る。本稿では，TLR4 リガンドに焦点をあて，最近の研

究について紹介する。

1．TLR4とシグナル伝達

TLR4 は，主として単球，マクロファージ，樹状細胞

などの免疫系細胞の細胞表層やエンドソームに発現し

ており，アクセサリータンパク質のミエロイド分化因

子-2（myeloid differentiation protein-2：MD-2）と複合

体を形成している。LPS 中のリピド A部分が MD-2 に

認識されると，TLR4 のヘテロ（LPS／MD-2／TLR4）二

量体形成を誘導し，TLR4 のシグナルを活性化する4)。

TLR4 のシグナルは，アダプタータンパク質である TI-

RAP-MyD88 を介して，またはTRAM-TRIF を介して

伝達され，炎症性サイトカインまたはⅠ型インターフェ

ロンの産生を誘導する5)（図 1）。TLR4 の活性化は，炎

症反応を引き起こす一方で，獲得免疫を誘導できるこ

とから，がんや感染症などの免疫療法においては，

TLR4 の機能を制御できるリガンド開発が重要となっ

ている。

2．TLR4リガンド

2-1．天然由来の TLR4リガンド

LPS は最初に発見された TLR4 リガンドである。

LPS の活性中心がリピド A であることが明らかにされ

て以来6)，種々のグラム陰性菌からアゴニスト活性，ア

ンタゴニスト活性を有するリピド A 成分が見出されて

いる。アゴニスト活性とアンタゴニスト活性は，リピ

ド A 成分のリン酸基などの極性官能基の有無やアシル

鎖の数，鎖長，動物種によって異なる7)。糖脂質以外の

TLR4 リガンドとしては，中国，インドの伝統的医学で

用いられる漢方類，薬草類から TLR4 リガンドが見つ

かっている8)。図 2 に例を示す。ウコンに含まれるポリ

フェノール化合物である①クルクミンは，MyD88 経路
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図 1 TLR4のシグナル伝達

図 2 TLR4リガンドの構造



を阻害することで強力な抗炎症作用を示す9)。また，

ビール原料のホップに含有されるフラボノイド化合物

である②キサントフモールは抗炎症作用を示すことで

知られている。最近の研究では，抗炎症作用が TLR4

のアンタゴニスト作用に起因することがわかった10)。

一方，Liang らは，動植物由来の油脂に豊富に含まれる

パルミチンの代謝物である③パルミチン酸が MD-2 に

結合して TLR4 を慢性的に活性化するので，肥満心筋

症に関与することを報告している11)。このように，近年

数多くの TLR4 リガンドが発見されており，化合物の

作用機序や疾患との関連性が明らかになりつつある。

作用特異的な TLR4 リガンドの探索は，がんや感染症

に対する免疫療法において重要であり，見出されてい

るリガンドは創薬研究のリード化合物として，また

TLR4 の作用を調べるための分子プローブとして期待

される。

2-2．化学合成された TLR4リガンド

糖脂質系TLR4 リガンドでは，リピド A の糖構造や

脂質構造の改変によって，さまざまな誘導体や類縁体

が合成されている。近年，化合物ライブラリーを用い

た TLR4 リガンド探索も検討されており，Beutler ら

は，リピド A と全く構造の異なる低分子 TLR4 アゴニ

ストとして④ネオセプチンを見出している12)。武田薬

品工業株式会社により見出された TLR4 リガンドであ

る⑤TAK-242 は，糖脂質類とは作用機構が異なり，

MD-2 には結合せず TLR4 の細胞内ドメインに作用す

る13)。また最近の計算化学の進展に伴い，in silico での

スクリーニングも検討されている。Prymula らは

TLR4／MD-2 の X線結晶構造解析のタンパク質構造を

用いたバーチャルスクリーニングにより，2,3-（9,10-

ジヒドロアントラセン-9,10-ジイル）スクシンイミド

骨格をもつ化合物 614)およびトリプタミン骨格をもつ化

合物 715)を見出している。これらの化合物はアゴニスト

活性を有しており，化合物 6は，ヒトTLR4 HEK Blue

細胞を用いた分泌型アルカリホスファターゼ（SEAP）

アッセイで，子宮頸がんワクチンアジュバントとして

臨床利用されている MPLA と類似したアゴニスト活性

を示す。これらの合成された TLR4 リガンドにおいて

も，天然由来のリガンドと同様，がんや感染症などの治

療薬の開発や，作用機構を理解するためのプローブと

しての活用が期待される。

3．ピリミドインドール系 TLR4リガンド

われわれのグループでは，ハイスループットスクリー

ニングにより，低分子 TLR4 リガンドとしてピリミド

インドール骨格を有する 1Z65，1Z105 を見出してい

る16)（図 3）。これらのリガンドは，CD-14 欠損細胞で

も活性を保っていたので，CD-14 非依存的に TLR4 に

作用すると考えられている。これまでの構造活性相関

研究において，1Z105 骨格のカルボキシアミド部位と

N3 のフェニル基の疎水性が活性に重要であること，ま

た，N5 のメチル基が細胞毒性の低減に寄与すると考え

られている。また，分子モデリングではこれらのリガ

ンドが MD-2 の疎水性ポケットに結合し，TLR4 と相

互作用することが示唆された（図 4）。

TLR4 の活性化には MD-2 との結合が重要であるこ

とから，われわれは，アゴニスト活性の向上を目指し，

1Z105 のさらなる構造活性相関解析を行った17)。本項

では，① 2-チオアセトアミド部位の改変，②インドー

ル部位の 8 位置換基の改変，の 2 つの構造改変につい

て，誘導体の合成および生物活性評価について述べる。

3-1．2-チオアセトアミドの構造改変と生物活性評

価

合成した 2-チオアセトアミド誘導体の構造を図 5 に

示す。まず，TLR4 活性化に対するチオアルキル鎖の影

響を調べるため，硫黄原子を酸素または窒素原子に置

換した誘導体 8，9，10 を合成した。またチオアセトア

ミド基の鎖長の影響を調べるため，アルキル鎖長の異

なる誘導体 11，12 を合成した。

合成した 2-チオアセトアミド誘導体をマウスまたは

ヒト TLR4 HEK Blue 細胞を用いた分泌型 SEAP アッ

セイならびにマウス骨髄由来樹状細胞（mBMDC）を用
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図 3 ピリミドインドール系 TLR4リガンド

図 4 分子モデリング



いたインターロイキン-6（IL-6）の産生誘導能により評

価した。その結果，合成したすべての誘導体において

TLR4 の活性化が消失することがわかった。以上から，

1Z105 の硫黄原子ならびにアルキル鎖は MD-2 との疎

水性ポケットへの結合に重要であることを示した。

3-2．8位誘導体の合成と生物活性評価

合成した 8 位置換体を図 6 に示す。これらの置換体

は，8位のブロモ基をもつ 1Z236 を用いて，ボロン酸類

との Suzuki-Miyaura カップリング，または末端アルキ

ン類との Sonogashira カップリングにより調製した。

エチニル基をもつアルキン体 17 については，アジド化

合物との Huisgen 反応を行ってトリアゾール置換体

27，28 へ誘導した。

合成した 8 位置換体の TLR4 アゴニスト活性は，先

と同様に TLR4 HEK Blue 細胞または mBMDC を用い

た IL-6 産生誘導能を指標に評価した。その結果，8 位

に疎水性官能基を有する置換体 13，16，19，25 におい

て優位にアゴニスト活性が向上することがわかった

（表 1，2）。しかし，より嵩高い疎水性官能基を有する

置換体 4については活性が消失した。一方，8位に親水

性官能基を有する置換体においては，アゴニスト活性

が減少（置換体 23，26）または消失（置換体 21，24）す

ることがわかった。これらの結果より，8位への適度な

大きさをもつ疎水基の導入は，TLR4／MD-2 複合体の

形成に優位に働くと考えられる。一方，より嵩高い疎

水性官能基，水素結合能を有する官能基の導入は，

TLR4／MD-2 複合体の形成に不利に働くと考えられる。

以上のように，われわれは，ピリミドインドール系

TLR4 リガンドのさらなる構造最適化を行い，これまで

に見出されていた 1Z105 よりも高いアゴニスト活性を

有するピリミドインドール系リガンド 13，16，19，25

を見出した。アゴニスト活性をもつ化合物については

今後アジュバント活性の評価が課題である。一方，

TLR4 の活性制御においては，アンタゴニストの開発も

重要なことから，アンタゴニストの探索も課題である。

おわりに

TLR4 は炎症反応，自然免疫，獲得免疫の誘導に働く。

近年，慢性的なTLR4 の活性化は，リュウマチなどの自

己免疫疾患や，神経系疼痛に関与すると考えられてい

る。TLR4 の生体機能は十分に解明されていないため，

TLR4 リガンドは，その機能解析ツールとして活用でき

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 リガンドの創製は，
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図 5 2-チオアセトアミド誘導体の構造

図 6 合成した 8位置換体
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表 1 アリール置換体の生物活性評価

80

633.58±0.92Br1Z236

2.58±0.07
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100

a：TLR4 トランスフェクトHEK293 細胞 SEAPアッセイにて評価，b：

50％効果濃度（mM），c：化合物 5 mMで処理したときの IL-6 の産生量

化合物 1 の産生量（6.4±1.0 ng／mL）標準化，d：5 mMの化合物で処

理したときのmBMDC細胞の細胞生存率

3.17±0.65

840.92±0.20b-naphthyl16

Ph13

230＞10＞10Bi-Ph14

MTTdIL-6cEC50
b（mL)

1372.01±0.25
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TLR4 を標的とした抗ウイルス療法や抗がん療法への

応用，自己免疫疾患などの治療薬開発につながると期

待される。
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はじめに

補体は自然免疫機構の一つであり侵入微生物の細胞

膜に穴をあけて破壊する強力な免疫機構である。この

ような強力な機構が私たち宿主の細胞に作動しないよ

うに，血清中に補体制御因子が存在し制御している。

この制御因子の一つ，C4b-binding protein（C4BP）は

血中に平常時でも 200 mg／mLという高濃度で存在し，

補体の C4b または C3b に結合して分解を助け，補体活

性化による宿主への攻撃を防いでいる。最近われわれ

はこの C4BP が病原体認識機構の一つ，Toll-like Re-

ceptor（TLR）2に会合してTLR2 を介する活性化反応

を制御していることを見出した。さらにその発展とし

て，同様の細胞表面分子である TLR4 にも C4BP が会

合して TLR4 を介する活性化を制御していることを見

出した。本稿ではこのような補体とTLRという 2大免

疫機構に影響を及ぼす C4BP の機能や疾患発症への影

響などに関して概説する。

1．TLRによる免疫応答機構

TLR は免疫担当細胞はじめ広く発現している膜貫通

タンパクで，病原体構成成分を認識して細胞内に活性

化シグナルを誘導する分子である。細胞外領域にはロ

イシンリッチリピート（LRR）の繰り返し構造があり病

原体構成成分の結合・認識部位として機能している。

細胞内領域はシグナル活性化を誘導するための Toll／

IL-1 receptor（TIR）ドメインから成り立つ。最初はハ

エで見つかったがヒトにも存在することが判明し，ヒ

トでは 10 種類のTLRが同定された。

TLR は病原体特有の共通構造を認識する。細菌の細

胞壁成分であるリポペプチドを認識するTLR2，TLR1，

TLR6 や，グラム陰性桿菌の細胞壁毒素であるリポ多糖
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Abstract

Complement system, one of the innate immunities, is a strong immune system, which destroys invasive microbes by making a

hole in the cell membranes. On the other hands, several proteins inhibit complement system to protect the host cells from the

attack. C4b-binding protein（C4BP), one of the inhibitory proteins, constitutively exists at high density called 200 mg／mL in

serum. C4BP binds to C4b or C3b and helps the degradation, followed by prevention against the activation of complement

system.

Recently, we found that C4BP associates with Toll-like Receptor（TLR）2, one of the pathogen recognition receptors（PRRs),

and regulates the activation response through TLR2. Furthermore, we found that C4BP also binds to TLR4, which was other

PRR, and regulates the activation response through TLR4. A competition assay by using two kinds of anti-TLR4 mAb revealed

that C4BP prevents an interaction between TLR4／MD-2 and its ligand. These findings indicate that C4BP binds to TLRs on the

cell surface and inhibits the interaction between TLRs and the ligands, followed by inhibition of TLR activation.

Here we explain the function of C4BP to affect complement and TLR, which is called the two major immune systems. We also

give an outline about a unique other function of C4BP and influence on disease onset.

Endotoxin and Innate Immunity 21：47〜50, 2018

Microbiology and Immunology, Aichi Medical University, School of Medicine

Sachiko Akashi-Takamura, Tatsuya Yamazaki, Naoko Morita

TLR-regulatory system of C4b-binding protein（C4BP)

愛知医科大学医学部感染・免疫学講座

髙村（赤司）祥子，山崎 達也，森田奈央子

C4b-binding protein（C4BP）によるTLR応答制御機構

髙村（赤司）祥子 愛知医科大学医学部感染・免疫学講座 〒 480-1195 愛知県長久手市岩作雁又 1-1

TEL：0561-62-3311 FAX：0561-63-3645 E-mail：sachiko@aichi-med-u.ac.jp

エンドトキシン・自然免疫研究 21：47〜50，2018



（LPS）を認識するTLR4 は，細胞表面に局在し外から

侵入する細菌の認識応答にいち早く対応する。一方で

核酸を認識する TLR3，TLR7，TLR9 は細胞内のエン

ドソーム・ライソゾームに局在し，細胞内に侵入してき

たウイルスなどの RNA，DNA を認識し排除するため

活性化シグナルを誘導する。このようにTLRは病原体

侵入に素早く対応するため，各侵入経路に応じてそれ

ぞれ適したTLRが局在することもわかってきた。

2．TLR会合分子と免疫応答制御

TLR は前述のように病原体侵入に対し警報を鳴らす

危険センサーであるが，この機能によりあらゆる細胞

が活性化され過ぎれば，過剰な宿主への攻撃や臓器障

害まで引き起こしてしまう。このように重大な機能を

もつTLRには，その機能を制御したり増幅させたりす

る会合分子が存在するのではないか？ というのがわ

れわれの研究の出発点である。解析の結果いくつかの

会合分子の存在とその機能がわかってきた。MD-2 は

TLR4 と会合して LPS の認識受容体として機能する。

PRAT4A も TLR4 会合分子として同定したがその後

TLR3 以外のすべてのTLR の細胞局在に影響し，また

LPS 由来のエンドトキシンショックに必須の分子であ

ることが判明した。このように会合分子の存在がTLR

リガンド認識や機能に大きく影響を及ぼす点に着目し

てきた。

3．C4BPによる TLR2応答制御機構

われわれは C4BP が TLR2 の会合分子であることを

まず見出した。TLR2 抗体による B 細胞の免疫沈降に

て 25 KD に共沈されるタンパクが見つかり，そのアミ

ノ酸配列から C4BP であることが判明した1)。実際にマ

ウスC4BP を発現させた細胞において，TLR2 との共沈

を認めることができた。次に C4BP が TLR2 へどう影

響するか調べるため，TLR2 を介して活性化を誘導する

病原体構成成分 Pam3CSK4 による応答を C4BP 欠失マ

ウスにおいて調べたところ，ワイルドタイプマウスと

比較して Pam3CSK4 投与 1 時間後の血中の IL-6 量が

増加していることが判明した。また C4BP 発現細胞で

も解析したところ，非発現細胞と比較して Pam3CSK4

によるサイトカイン産生が抑制されることが明らかと

なった。以上より C4BP は TLR2 活性化を制御するこ

とが判明した1)。そのメカニズムとして TLR2 発現細

胞での Pam3CSK4 結合領域を C4BP がブロックしてい

る可能性が考えられたが，それを示すのに適したTLR2

抗体が存在しないため C4BP が TLR2 のどこに結合す

るのか，証明できなかった。

4．C4BPによる TLR4応答制御機構

C4BP は肝臓で作られる血清タンパクであり，炎症時

には発現量が急増することから急性期タンパク質とも

いわれている。補体制御因子として同定されたが，ほ

かにも CD40 レセプターを介する B 細胞活性化誘導

や，血液凝固制御，アポトーシス細胞除去など多様な機

能を有する分子として報告されている2)。前述の

PRAT4A のように TLR2 のみならずほかの TLR へも

影響する可能性を考え，TLR2 同様細胞表面TLR の代

表として TLR4 を，また細胞内 TLR の代表として

TLR3 を選び C4BP の影響を両者で比較検討すること

にした。

まずは TLR4／MD-2 あるいは TLR3 を発現させた

HEK293 細胞に，それぞれ C4BP 発現ベクターあるい

はコントロールベクターを導入し，おのおののリガン

ドである LipidA（LPS 活性中心）または Poly（I：C）

（二本鎖RNA）を反応させて，細胞上清中に産生される

IL-8 量を ELISA で測定した。TLR4／MD-2 発現細胞

では，C4BP 発現によりコントロールに比べ LipidA に

よる明らかな IL-8 量の低下が認められた。一方TLR3

発現細胞では C4BP の有無で Poly（I：C）による IL-8

量に差は認めなかった3)。

次にこれらの細胞で免疫沈降を行い各TLR と C4BP

との共沈を調べたところ，TLR4／MD-2 と C4BP との

共沈が認められたのに対して TLR3 と C4BP とでは明

らかな共沈は認められなかった3)。

さらにTLR4／MD-2 を発現させたHEK293 細胞やマ

ウスマクロファージ由来細胞である RAW264.7 細胞に

293 T での C4BP 発現上清を添加しても，LipidA によ

り産生されるサイトカイン量が抑制されることがわ

かった。一方，この同じC4BP 発現上清を，TLR3 を発

現させた HEK293 細胞あるいは RAW264.7 細胞に添

加しても Poly（I：C）によるサイトカイン産生量に影響

はみられなかった。

また各リガンドによる NF-kB 活性化シグナルの強

弱を検討したところ，LipidA による活性化シグナルは

コントロール上清添加に比べ C4BP 発現上清添加で明

らかに減弱することがわかった。一方 Poly（I：C）によ

る活性化シグナルはC4BP有無で影響はみられなかった。

以上のことから C4BP は TLR4／MD-2 と会合し

TLR4／MD-2 応答を制御する一方で，TLR3 とは会合せ

ずTLR3 応答に影響しないことも判明した3)。

5．C4BPによる TLR4／MD-2応答制御機構

C4BP がどのように LipidA で誘導される TLR4／

MD-2 を介した活性化を制御するのか明らかにするた

めに，TLR4 に対する 2種類のモノクローナル抗体を用

いて検討した。TLR4 の N末端側を認識する Sa15-21，

およびより C 末端側で LipidA 結合領域近くを認識す

るMTS510 である（MTS510 は LipidA が結合してい

る TLR4／MD-2 には結合できない）。TLR4／MD-2 を
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発現させた HEK293 細胞に C4BP 発現ベクターあるい

はコントロールベクターを導入しおのおのの抗体での

染色レベルを比較したところ，Sa15-21 での染色レベル

は両者の細胞に差がみられなかったが，MTS510 での

染色レベルはコントロールベクター導入細胞と比べ

C4BP 発現細胞で明らかな低下を認めた。またビオチ

ン化した LPS を両者の細胞に加えて LPS の結合度合

を調べたところ，こちらも C4BP 発現細胞で明らかな

低下を認めた（図 1）。以上より C4BP はMTS510 の結

合領域，すなわちTLR4 の LPS 結合領域近くに結合す

ることで LPS の TLR4 への結合を抑制し，TLR4／MD-

2 活性化を制御していることが推測された3)。

6．ヒト C4BPの特性と疾患への影響

C4BP はヒトでは 500 KDと分子量が大変大きな血漿

糖タンパク質であり，7 つの a鎖と一つの b鎖とで成

り立つ八つ手のような構造をとる分子である。C4BP

は動物種で構造が異なり，たとえばマウスでは a鎖を

構成するドメイン数がヒトで 8つに対し 6つだったり，

b鎖がなかったりする。補体カスケードの進行に伴い

C4bC2a，C4b2a3b などの複合体が形成され転換酵素と

して機能する必要があるが，C4BP は C4b 分解を促進

したり a鎖で C4b や C3b に結合したりして複合体形

成を阻止する。初めに TLR2 抗体で共沈してきた

C4BP は，培養液中に存在したウシ胎児血清由来の

C4BP が切れたもので，アミノ酸配列では a鎖の Com-

plement Control Protein（CCP）1 ドメインと同定され

この部分は補体の C4b に結合するドメイン CCP1〜3

に含まれる部分でもあった2)。

C4BP はこのように補体活性を制御するだけでなく，

凝固系を亢進させる作用もある。C4BP は b鎖で抗凝

固タンパクであるプロテイン S（PS）と結合し血漿中の

フリーの PS 濃度を減少させる4)。活性化プロテイン C

（APC）は PS 存在下で凝固因子を分解し，トロンビン
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図 1 C4BPは TLR4の LPS結合領域近くに会合することで TLR4／MD-2応答を制御し

ている

TLR4／MD-2 を発現させた HEK293 細胞に C4BP 発現ベクターあるいはコントロー

ルベクターを発現させてビオチン化 LPS あるいはおのおのの抗体での染色レベルを

比較した。（B）ビオチン化した LPS を両者の細胞に加えて LPS の結合度合を，スト

レプトアビジン標識抗体を用いてフローサイトメトリーで調べたところ，コントロー

ルベクター発現細胞（灰色）と比較してC4BP 発現細胞（黒色）のほうで明らかな低

下を認めた。（C）Sa15-21 での染色レベルは両者の細胞に差がみられなかったが，

MTS510 での染色レベルはC4BP 発現細胞（黒色）のほうで明らかな低下を認めた。

（A）C4BP はMTS510 の結合領域，すなわち LPS 結合領域近くのTLR4 に結合する

ことで LPS の TLR4 への結合を抑制し，TLR4／MD-2 活性化を制御していることが

考えられた（文献3)，Fig6. より引用改変）。



生成の阻害や抗凝固・血栓防止へ向かわせるが，PS が

C4BP と結合しているとこの APC による分解ができ

ず，凝固系の亢進や血栓症の発症につながる。このよ

うに C4BP は会合分子 PS を通じて間接的に凝固促進

に向かわせる機能がある。

また C4BP-PS 複合体はアポトーシスやネクローシ

スに陥った死細胞に結合し，補体の古典経路の出発点

であるC1q や CRPの死細胞への結合を抑制したり，膜

侵襲複合体の作動を抑えることで補体活性化を抑制す

る。これにより死んだ細胞が補体の活性化や炎症反応

を惹起することなくマクロファージなどにより静かに

貪食されクリアランスされることを可能にしている2)。

さらには C4BP は積極的に免疫担当細胞の活性化を

抑制する機能があることも報告されている。Olivar ら

はヒト樹状細胞に，a鎖 7 つ b鎖一つの通常の C4BP

や b鎖のない C4BP などさまざまなアイソフォームの

C4BP をヒトの血漿や 293 T 発現系を用いて精製して

添加し LPS 刺激による活性化を調べたところ，b鎖の

ない C4BP を発現させた場合に活性化マーカー発現や

サイトカイン産生を抑制できることを報告している5)。

われわれはマウスの系で LPS 応答抑制を示したが，マ

ウス C4BP は前述のようにヒトの通常の C4BP と異な

り b鎖が存在せず a鎖のドメイン数も異なるため，こ

のような構造的な違いも影響しているかもしれない。

なお C4BP はわれわれ宿主細胞の保護のみならず，

侵入してきた微生物の保護にも役立っている。さまざ

まな細菌のみならずウイルスや真菌なども C4BP に結

合してオプソニン化を免れたり補体の攻撃から逃れた

りしてC4BP による恩恵を受けている。

おわりに

このように血漿中の巨大タンパク，C4BP はいろいろ

な分子に結合してさまざまな反応に影響し続けている。

LPS 投与後の C4BP の血漿濃度の変遷をラットで調べ

ると，LPS 投与直後から 4〜5時間後までは減少するが，

その後徐々に濃度が上昇し 24 時間後には減少時の 4倍

以上に上昇しており，おそらく LPS 刺激で産生された

IL-6 などにより肝臓での C4BP 合成能が高まり濃度上

昇に至ったと推測される6)。このように濃度が上昇した

C4BP は炎症を終焉させるターミネーターとして機能

していると推測される。最近 C4BP の遺伝子多型が非

定型的溶血性尿毒症症候群（aHUS）や妊娠中に問題と

なる不育症などの原因に関与している可能性も示唆さ

れている2)。C4BP の機能は補体や TLR 応答に限らず

広く生命活動全般にわたる制御機構につながる可能性

がある。
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はじめに

リポポリサッカライド（LPS）分子が示すさまざまな

免疫活性は，その脂質部分であるリピドAが担ってい

ることはよく知られている1)。不思議なことに，LPS 研

究の初期からよく研究されてきた腸内細菌科，なかで

も大腸菌のリピドAが他のグラム陰性細菌と比べて最

も高い免疫活性を示すことがわかっている。リピド A

の化学構造，とくに脂肪酸の炭素鎖，結合位置と免疫活

性の相関については，大阪大学の研究グループが 1980

年代に化学合成の手法を用いて，国内外の研究者との

共同研究において明らかにしている2〜4)。脂肪酸に関し

ては大腸菌リピドAのリピドA構造を頂点として，脂

肪酸炭素鎖が変化することにより活性は低下すること，

および非還元末端側のグルコサミン（GlcN）の 2位と 3

位に結合した 3-ヒドロキシミリスチン酸（3-OH-C14：0）

の水酸基に結合した飽和脂肪酸が作るアシロキシアシ

ル構造がとくに重要であることが証明された。一方，

同時期に米国の Raetz らにより解明された大腸菌リピ

ドAの生合成経路においては，これらのアシロキシア

シル構造は生合成後半に，ラウリン酸（C12：0）転移酵素，

およびミリスチン酸（C14：0）転移酵素により，この順番

で各脂肪酸が生合成中間体に転移され，完成した 3-de-

oxy-D-manno-2-octulosonic acid（Kdo）とリピドAの

リピドA脂肪酸転移酵素遺伝子を利用した新しい構造を有する LPS の作出 51

Key words：リピドA，脂肪酸転移酵素遺伝子，質量分析，IL-6 産生誘導活性，大腸菌

Abstract

Lipid A is known to exhibit various immunostimulating activities, and acyloxyacyl structure formed by 3-hydroxy and non-

polar fatty acids is important for the activity. Although the relationship between the activity and the acyloxyacyl structure has

been precisely investigated using chemically synthesized lipid A, modifications of lipid A by genetic methods have not been

much attempted. In the present study, the double-knockout mutant of Escherichia coli with disrupted lauroyl- and

palmitoyltransferase genes（KGU0377）was constructed, and transformed with palmitoyltransferase gene from Salmonella

（pagP）or from Campylobacter jejuni to obtain strains KGU0431 and KGU0441, respectively. The mutant produced the lipid A

without acyloxyacyl structure, showed slower growth at 37℃, and was very sensitive to polymyxin B. The transformant

KGU0431 could grow as rapid as the wild-type strain and showed the partially restored resistance to polymyxin B. Another

transformant KGU0441 also showed the similar recovery of polymyxin B resistance, but its growth was still slower than the

wild-type strain. Mass spectrometric analysis revealed that KGU0431 produced considerable amount of penta-acylated lipid A

with palmitic acid. On the other hand, KGU0441 produced a small amount of hexa-acylated lipid A with palmitic and myristic

acids. The IL-6 inducing activity of KGU0377 LPS was much weaker than that of the wild-type strain, as expected, and the

activity of LPS from the transformants was at the same level as that of KGU0377 or only slightly restored. The present study

showed the possibility to produce lipid A with novel structures using various acyltransferases from other bacteria.
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複合体（LPS の最小単位）が細胞質膜の内側からペリプ

ラズム側に運搬されることが明らかになっている5,6)。

またこれらの生合成研究の一環として，上記の脂肪酸

転移酵素遺伝子を破壊した変異株が作製可能であるこ

とも示された7)。

リピドAの構造，免疫活性，生合成に関するこれら

の知見から，生合成後半にはたらく脂肪酸転移酵素遺

伝子の破壊と他菌種の脂肪酸転移酵素遺伝子の導入に

より，新規のアシロキシアシル構造を有する人工的な

リピドA（LPS）が作出できることは容易に想像される

が，これまでそのような方向性の研究は意外に少なかっ

た。そこでわれわれはまず，数種類の脂肪酸転移酵素

遺伝子破壊株を作製し，そのうちアシロキシアシル構

造をほとんど有しないリピドAを産生する変異株を用

いて，外来遺伝子の導入により人工的リピドAを持つ

LPS の作出を試み，そのような LPS が示すサイトカイ

ン産生活性を野生型 LPS と比較した。

1．脂肪酸転移酵素遺伝子破壊株の作製

生合成に必須な遺伝子を欠損した変異株は致死的に

なるため，作製不可能な場合，あるいは温度感受性変異

株として作製する必要がある場合も想定されるが，リ

ピドA脂肪酸転移酵素に関しては既報7,8)により多重変

異株を含むさまざまな変異株の作製が可能であること

が示されていたので，われわれも相同組換えの手法を

用いて変異株の作製を試みた。大腸菌 BL21 株のリ

ファンピシン耐性株を親株（KGU0107 株）として，前

述のC12：0転移酵素遺伝子（lpxL），C14：0転移酵素遺伝子

（lpxM），および外膜に存在して，完成後の LPS にパル

ミチン酸（C16：0）を転移するC16：0転移酵素遺伝子（crcA）

をそれぞれクローニングし，それらの遺伝子の中央に

カナマイシンなどの薬剤耐性遺伝子を挿入した。これ

らの遺伝子を自殺プラスミド（培養条件により容易に

脱落可能なプラスミド）に組込んで親株に導入し，正常

遺伝子と破壊遺伝子が置き換わった株を選択した。変

異株の選択においては，できるだけ正常な生育を示す

コロニーを釣菌するよう心掛けた。その結果，良好な

生育を示す遺伝子破壊変異株を得ることができた。こ

のうち lpxLと crcAを破壊した二重変異株をKGU0377

株とした。

2．二重変異株への C16：0転移酵素遺伝子の導

入と LPS脂肪酸組成の変化

大腸菌リピド A には本来 C16：0がほとんど存在しな

いため，変化を検出しやすい。そこで，作製した二重変

異株（KGU0377）に，ベクタープラスミドに連結した他

の菌種のC16：0転移酵素遺伝子を導入し，LPS 中の C16：0

量の変化を分析することにした。C16：0転移酵素遺伝子

としては，第一にサルモネラの pagP遺伝子が候補にあ

げられた。C16：0転移酵素 PagP は腸内細菌科を始めと

する多くのグラム陰性菌にみられる酵素で，外膜に存

在し，C16：0をリン脂質からリピドAの還元末端側GlcN

の 2 位に結合した 3-OH-C14：0の水酸基に転移する酵素

である9)。サルモネラではリピド A をヘプタアシル型

とすることにより，マクロファージ内での殺菌に抵抗

性を示す病原因子の一種と考えられているが，おそら

く本来の役割は，生育環境に合わせて外膜の疎水性を

調節することであると思われる。同様の酵素は大腸菌

では CrcA と呼ばれており，普段はほとんどはたらい

ていないが，他の脂肪酸転移酵素遺伝子の破壊に伴い

機能するため，この遺伝子（crcA）も破壊した株が上記

の二重変異株である。

次に候補にあがった転移酵素が，Campylobacter je-

juniの C16：0転移酵素遺伝子である。C. jejuniのリピド

Aは糖の基本骨格が GlcN ではなく 2,3-ジアミノグル

コース（GlcN3N）から成り立っており，この糖の 2位，

3 位のアミノ基に 3-OH-C14：0が結合し，さらに非還元

末端側の糖に結合した 3-OH-C14：0に C16：0が 2 分子結

合している。したがって，この菌の lpxL（大腸菌の

C12：0転移酵素遺伝子 lpxLと相同性を有する遺伝子）を

用いて二重変異株リピドAの変化を調べることとした。

おのおのの C16：0転移酵素遺伝子を通常の pUC 系ベ

クタープラスミドに連結して KGU0377 株に形質転換

法で導入し，LPS の脂肪酸組成変化を調べた。その結

果，pagPを導入した KGU0431 株，および C. jejuniの

lpxL相同遺伝子を導入した KGU0441 株ともに，C16：0

の相対量が増加したことがわかった。しかし，

KGU0441 株の C16：0増加量はそれほど顕著なものでは

なかった。

なお，二重変異株である KGU0377 株 LPS の脂肪酸

については，C12：0，C16：0に加えて，C14：0も減少している

ことが確認できた。これは，C14：0転移酵素 LpxMが，

C12：0が所定の位置に存在する分子を特異的に基質とし

て使用するからではないかと考えられる。したがって，

KGU0377 株は 3-OH-C14：0のみを含むリピド IVA型のリ

ピドAを持っており，外来脂肪酸転移酵素導入の宿主

としては理想的なものであることが判明した。

3．生育速度および薬剤に対する感受性の変

化

野生株（KGU0107），二重変異株（KGU0377），pagP

導入株（KGU0431），C. jejuniの lpxL導入株（KGU0441）

の生育速度を比較したところ，野生株と比べて

KGU0377 株では 37℃での振盪培養における生育速度

が遅くなり，定常期に達する時間が約 4 時間から約 8

時間に変化した。これに対して，pagP を導入した

KGU0431 株では親株とほぼ同じ生育を示すことがわ

かった。一方，KGU0441 株の生育速度は KGU0377 株
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と同様であった。これに対して，30℃では，KGU0377

株と KGU0441 株も野生株およびKGU0431 株に匹敵す

る生育速度を示した。

ポリミキシン B に対する感受性試験においては，

KGU0377 株は親株に比べてはるかに感受性であった

（MIC 値がそれぞれ 400 ng／mL と 25 ng／mL）が，

KGU0431 株と KGU0441 株では MIC 値が 100 ng／mL

まで回復した。さらに，腸管にも存在する可能性があ

るデオキシコール酸についても生育阻害濃度を調べた。

その結果，野生株と KGU0431 株では 0.75％で阻害が

かかり始めるのに対して，KGU0377 株と KGU0441 株

ではわずか 0.01％で阻害がみられた。

4．C16：0転移酵素遺伝子導入株リピド Aの質

量分析

他菌種の C16：0転移酵素遺伝子を導入した 2 株

（KGU0431，KGU0441）の LPS から 0.1 M塩酸による

加水分解（100℃，30 分）で還元末端側 GlcN の 1 位の

リン酸基が脱離した脱リン酸化リピド A を調製し，

Matrix Assisted Laser Desorption／Ionization Time of

Flight Mass Spectrometry（MALDI-TOFMS）により

質量分析を行った。その結果，図 1 に示したように，

KGU0431 株の脱リン酸化リピドAはm／z 1561.8 に明

瞭なピークを示し，3-OH-C14：0 4 分子に加えて C16：0を

含むペンタアシル型リピドAが相当量合成されている

ことが明らかになった。転移された C16：0の結合位置に

ついては，詳細な質量分析の結果，予想通り還元末端側

の 2位の 3-OH-C14：0に結合していることが確認された。

一方，KGU0441 株の脱リン酸化リピドAでは図 2に

示したように，C14：0あるいは C16：0を含むペンタアシル

型リピドAの小ピーク，およびC14：0，C16：0を含むヘキ

サアシル型リピド Aと思われる m／z 1771.9 の小ピー

クが検出された。C. jejuniのリピドA生合成について

は，大腸菌とは異なり，これまで知られていなかった転

移酵素により非還元末端側の 3ʼ 位に先に C16：0が転移さ

れ，その後 LpxL に相同な酵素によって 2ʼ 位にもう 1

分子の C16：0が転移されることが最近報告されてい

る10)。このため現段階では，検出されたヘキサアシル型

リピドAがどのような経路で合成されたかを推定する

のは難しいが，恐らく 2ʼ 位に C16：0が転移された後，大

腸菌本来の LpxM（KGU0377 株では LpxMは正常）に

よりC14：0が 3ʼ 位に転移されたものと推測した。

5．IL-6産生誘導活性の比較

親株と変異株の LPS による IL-6 産生誘導活性を，ヒ

ト由来 U937 細胞，およびマウス由来 RAW264.7 細胞

を用いて測定した。U937 細胞は 100 nM の PMA を加

えて培養した後，LPS で刺激した。RAW264.7 細胞は

付着細胞を回収し，測定に用いた。LPS 刺激後 6 時間

培養し，産生された IL-6 をサンドイッチ ELISA 法で

定量した。

その結果，図 3に示したように，野生株とKGU0377

株の活性には明瞭な差がみられた。これに対して，

KGU0431 株の LPS は KGU0377 株 LPS に比べるとわ

ずかに強い活性を示した。とくに，RAW264.7 細胞で

は有意な差（P＜0.05）がみられた。一方，KGU0441 株

LPS に関しては細胞により異なる結果が得られた。

U937 細 胞を用いた場合は，KGU0377 株 および
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図 1 KGU0431株由来脱リン酸化リピド AのMALDI-TOFマススペクトル

Negative mode で陰イオン［M-H]−を検出。



KGU0431 株 LPS と比べて，明らかに強い活性が得られ

たが，RAW264.7 細胞に対しては KGU0431 株 LPS よ

りも活性が弱いことがわかった。野生株 LPS との比較

では，KGU0431 株，KGU0441 株ともに明らかに弱く，

生育速度や薬剤感受性において C16：0転移酵素遺伝子の

導入によりかなりの回復がみられたのとは異なる結果

となった。すなわち，外膜での機能に比べて，LPS 受容

体によるリピドAの構造認識はより厳密であることが

示された。
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図 2 KGU0441株由来脱リン酸化リピド AのMALDI-TOFマススペクトル

Negative mode で陰イオン［M-H]−を検出。

図 3 野生株および変異株由来 LPSによる IL-6産生誘導活性

A：ヒト由来U937 細胞を使用。B：マウス由来RAW264.7 細胞を使用。



おわりに

これまでリピドA生合成の後半にはたらく脂肪酸転

移酵素の破壊変異株について，いくつかの報告がみら

れたが，それらの変異株では通常温度（37℃）における

顕著な生育阻害がみられる場合が多かった。しかし，

われわれが作製した二重変異株（KGU0377 株）は 37℃

においても野生株の半分程度の生育を示し，30℃では

野生株とそん色ない生育を示すことから，有用な変異

株ということができる。われわれの結果と同様に，比

較的良好な生育を示す変異株も最近報告されている11)

ため，リピドA生合成の不具合を補完する何らかの変

異，あるいは適応が起こり，生育良好な株が取得できる

ものと思われる。現段階では，変異株の種類も少なく，

得られた新規リピドAも 2 種類のみであるが，今後，

変異株と導入する遺伝子の組合せを検討することによ

り，さまざまなリピドAが作出できると考えられる。

これらの新規 LPS について，アジュバントなどへの有

効な利用も期待される。
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はじめに

LL-37 はヒト cathelicidin ファミリーに属する抗菌ペ

プチドであり，抗菌作用の他に，炎症反応を調節する作

用を有している1〜4)。一方，好中球が活性化されると，

NETosis という細胞死を介して，DNA，ヒストン，顆

粒タンパク質から成る網状構造物である NETs（neu-

trophil extracellular traps）を放出するが，NETs も抗

菌作用と炎症反応調節作用を有している5,6)。われわれ

は以前，LL-37 を盲腸結紮穿刺（cecal ligation and

puncture：CLP）による敗血症モデルのマウスに静脈内

投与すると，生存率が改善することを報告している7)。

そこで本研究では，LL-37 の CLP モデルに対する作用

メカニズムを解明するために，NETs に注目して，CLP

モデルの腹腔浸出液および血液における炎症性サイト

カイン，DAMPs（damage-associated molecular pat-
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Abstract

LL-37 is the only known member of the cathelicidin family of antimicrobial peptides in humans. In addition to its broad

spectrum of antimicrobial activities, LL-37 can modulate various inflammatory reactions. We previously revealed that LL-37

improves the survival of a murine cecal ligation and puncture（CLP）sepsis model. In the present study, we elucidated the

mechanism for the protective action of LL-37 using the CLP model, focusing on the effect of LL-37 on the release of neutrophil

extracellular traps（NETs). The results indicated that the intravenous administration of LL-37 suppressed the increase of

damage-associated molecular patterns, DAMPs（such as histone-DNA complex and HMGB1）as well as IL-1b, TNF-a and

soluble triggering receptor expressed on myeloid cells（TREM-1）in plasma and peritoneal fluids. Interestingly, LL-37

significantly suppressed the decrease of mononuclear cell number in blood, and the increase of polymorphonuclear cell

（neutrophil）number in the peritoneal cavity during sepsis. Moreover, LL-37 reduced the bacterial burdens in blood and

peritoneal fluids. Notably, LL-37 increased the level of NETs（myeloperoxidase-DNA complex）in plasma and peritoneal fluids.

In addition, we confirmed that LL-37 induces the release of NETs from neutrophils, and NETs possess the bactericidal activity.

Together, these observations suggest that LL-37 improves the survival of CLP septic mice by possibly suppressing the

inflammatory responses as evidenced by the inhibition of the increase of cytokines, soluble TREM-1 and DAMPs（host cell

death）and the alteration of inflammatory cell numbers, and the bacterial growth via the release of NETs with the bactericidal

activity.
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terns），細菌数に及ぼす LL-37 の効果を検討した。

1．炎症性サイトカインと TREM-1に及ぼ

す LL-37の効果

雄性の BALB／c マウスを用いて CLP モデルを作成

した（CLP 群)7,8)。LL-37 投与群では，CLP の直前に

LL-37（2 mg／mouse）を尾静脈投与した。また，Sham

群では開腹手術のみを行い，CLP を行わなかった。

CLP 施行 20 時間後に，PBS（phosphate-buffered sal-

ine）4 mLを腹腔内に注射して腹腔浸出液を回収した。

また，心臓からヘパリン採血を行い，血漿を調製した。

腹腔浸出液と血漿における炎症性サイトカイン TNF-

a，IL-1b（eBioscience）および炎症反応増強分子

TREM-1（triggering receptors expressed on myeloid

cells)9)（R&D）の定量を，ELISAキットを用いて行った。

CLP 誘発敗血症マウスの血漿と腹腔浸出液におけ

る，炎症性サイトカインTNF-a，IL-1bと炎症反応増

強分子 TREM-1 に及ぼす LL-37 投与の効果を検討し

た。その結果，CLPによって，血漿（図 1A，C，E）と

腹腔浸出液（図 1B，D，F）においてTNF-a，IL-1b，

TREM-1 の濃度が Sham 群に比べて有意に増加した

が，LL-37 の投与によって，それらの増加が有意に抑制

された。

2．DAMPsに及ぼす LL-37の効果

腹腔浸出液と血漿における HMGB1（high mobility

group box protein1)（Shino-Test）とヒストン-DNA複

合体（Cell Death Detection ELISA，Roche）を DAMPs

として ELISAキットを用いて定量した。

CLP 敗血症マウスの血漿と腹腔浸出液における，

HMGB1 とヒストン-DNA 複合体に及ぼす LL-37 投与

の効果を検討した。その結果，CLP によって血漿

（図 2A，C）と腹腔浸出液（図 2B，D）においてDAMPs

であるHMGB1とヒストン-DNA複合体の濃度が Sham

群に比べて有意に増加したが，LL-37 の投与によって，

それらの増加が有意あるいは顕著に抑制された。

3．白血球に及ぼす LL-37の効果

腹腔浸出液と血液における白血球の数と種類は，白

血球をTürk 染色し，血球算定盤を用いて単核細胞と多

宿主細胞の細胞死の調節を介した，cathelicidin ファミリーの抗菌ペプチド LL-37 の敗血症マウスモデルに対する効果 57

図 1 サイトカインと TREM-1に及ぼす LL-37投与の効果
＊P＜0.05，＊＊＊P＜0.001



形核白血球を算定した。

CLP 誘発敗血症マウスの血液と腹腔浸出液における

白血球の数と種類に及ぼす LL-37 投与の効果を検討し

た。その結果，CLP によって血液中の単核細胞（主に

リンパ球）が Sham群に比べて有意に減少したが，LL-

37 の投与によって，その減少が有意に抑制された

（図 3A）。一方，CLPによって腹腔浸出液中の多形核白

血球（主に好中球）が Sham群に比べて有意に増加した

が，LL-37 の投与によって，その増加が有意に抑制され

た（図 3B）。

4．細菌数に及ぼす LL-37の効果

腹腔浸出液と血液における細菌数を，トリプトソー

ヤ寒天培地を用いたコロニー形成法で定量した。すな

わち，腹腔浸出液と血液を PBS で希釈し，寒天培地に

塗布し，37℃，20 時間培養した後にコロニー数をカウ

ントした。

CLP 誘発敗血症マウスの血液と腹腔浸出液における

細菌数に及ぼす LL-37 投与の効果を検討した。その結

果，CLPによって血液（図 4A）と腹腔浸出液（図 4B）

において細菌数が Sham群に比べて有意に増加したが，

LL-37 の投与によって，それらの増加が有意に抑制さ

れた。

5．NETsに及ぼす LL-37の効果

腹腔浸出液と血漿における NETs を myeloperoxi-

dase（MPO）-DNA複合体としてELISA法で定量した。

すなわち，キャプチャー抗体として抗MPO抗体（R &

D），2次抗体としてペルオキシダーゼ標識した抗DNA

抗体（Roche）を用いてMPO-DNA複合体を検出した。

CLP 誘発敗血症マウスの血漿と腹腔浸出液における

NETs に対する LL-37 投与の効果を検討した。その結

果，興味深いことに，Sham 群の血漿中に恒常的に

NETs が検出され，CLP によってそのレベルが有意に
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図 2 DAMPsに及ぼす LL-37投与の効果
＊P＜0.05，＊＊＊P＜0.001

図 3 白血球に及ぼす LL-37投与の効果
＊P＜0.05，＊＊P＜0.01，＊＊＊P＜0.001



低下したが，LL-37 を投与することによってそのレベ

ルが有意に上昇した（図 5A）。一方，腹腔浸出液につい

ては，Sham群に比べて，CLPによってNETs のレベル

が有意に上昇し，さらに LL-37 投与によってそのレベ

ルが有意に上昇した（図 5B）。

6．LL-37 による NETs の放出と NETs の

抗菌作用

好中球をマウスの骨髄細胞から Percoll 密度勾配遠心

法により調製し，100 nM PMA（phorbol myristate ace-

tate）あるいは 5 mM LL-37 で 37℃，4時間刺激して，

NETs を放出させた。その後，NETs の DNAを DNase

Ⅰ処理によって限定分解し10)，NETs を上清として回収

し，前述の方法で定量した。また，回収された NETs

を LB培地中で E. coli（107細胞）と室温で 15 分間培養

し，トリプトソーヤ寒天培地を用いてコロニーを形成

させ，NETs の抗菌作用を定量した。

好中球は種々の刺激に反応して NETs を放出するの

で，LL-37 刺激によって好中球が NETs を放出するか

どうかをマウス骨髄細胞から調製した好中球を用いて

検討した。その結果，ポジティブコントロールの刺激

として用いた PMAと同様に LL-37 によって，好中球

から NETs が，未刺激細胞に比べて有意に多く放出さ

れることがわかった（図 6A）。

さらに，NETs の抗菌作用を，PMA刺激によって得

られた好中球上清と大腸菌を培養して検討したところ，
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図 4 細菌数に及ぼす LL-37投与の効果
＊P＜0.05

図 5 NETsに及ぼす LL-37投与の効果
＊P＜0.05，＊＊P＜0.01，＊＊＊P＜0.001

図 6 刺激による好中球からの NETs放出と NETsを含む好中球上

清の抗菌作用
＊P＜0.05



未刺激好中球の上清に比べて，NETs を含む PMA刺激

好中球の上清の方が，大腸菌の増殖を有意に抑制する

ことがわかった（図 6B）。

おわりに

LL-37 はヒトにおける唯一の cathelicidin ファミリー

の抗菌ペプチドであるが，幅広い抗菌作用の他に炎症

反応を調節する作用を有する1〜4)。われわれは，以前，

LL-37 が CLP 敗血症マウスの生存率を向上することを

報告している7)。そこで，本研究では，LL-37 の CLP 敗

血症マウスに対する作用メカニズムを解明するために，

NETs に注目して，マウスの腹腔浸出液および血液に

おける炎症性サイトカイン，DAMPs，細菌数に対する

LL-37 の効果を評価した。その結果，LL-37 の投与に

よって，腹腔浸出液および血漿中の IL-1bおよびTNF-

aなどの炎症性サイトカイン，炎症反応増強分子であ

るTREM-1 の CLP による増加が抑制された。さらに，

LL-37 の投与によって，HMGB1 やヒストン-DNA 複

合体のような DAMPs，および細菌数の CLP による増

加が抑制された。また，LL-37 の投与によって，CLP

による白血球の変化（数と種類）が抑制された。さらに

興味深いことに，LL-37 の投与によって，腹腔浸出液お

よび血漿中の NETs レベルが増加した。また，すでに

報告されているように5,11)，LL-37 が好中球からの

NETs の放出を誘導すること，および NETs を含む好

中球の培養上清が抗菌作用を有することが確認された。

IL-1bおよび TNF-aなどの炎症性サイトカインは

敗血症の病態を反映するマーカーとして知られてい

る12)。また，TREM-1 は好中球や単球・マクロファー

ジの細胞膜に存在し，炎症反応の増強にかかわる分子

として知られており，膜型の TREM-1 が metallopro-

teinase によって切断された可溶性（soluble）TREM-1

は敗血症のマーカーになるとされている9)。さらに，

HMGB1 やヒストン-DNA 複合体のような DAMPs は

宿主細胞の細胞死にともなって細胞外に放出され，敗

血症の病態に深くかかわっている13)。本研究において，

LL-37 を敗血症マウスに投与すると，細菌数とともに，

上記の敗血症関連分子の増加が抑制されることがわ

かった。

一方，NETs は DNA，ヒストン，顆粒タンパク質か

ら成る網状構造物であり，細菌をDNAの網状構造で捉

え，さらに，ヒストン，顆粒タンパク質の抗菌作用によっ

て細菌を死滅させる5)。興味深いことに本研究におい

て，LL-37 を敗血症マウスに投与すると，NETs がさら

に増加することがわかった。

以上の結果から，CLP 誘発敗血症マウスにおいて，

LL-37 はそれ自身の抗菌作用とともに，抗菌作用を有

する NETs の放出を誘導し，細菌増殖を抑制し，炎症

性サイトカイン，TREM-1，DAMPs などの敗血症関連

分子の増加を抑制し，敗血症の病態を改善することに

よって，生存率を向上させるという可能性が，作用機序

の一つとして考えられる14)（図 7）。

一方，敗血症の病態では，さまざまな細胞死がかか

わっており，われわれは，IL-1bなどの炎症性サイトカ

インを放出して炎症を増強する細胞死である，マクロ

ファージのピロトーシスを LL-37 が CLP モデルにお
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図 7 LL-37の好中球 NETsの誘導とマクロファージピロトーシスの抑制を介した，CLP

敗血症モデルに対する効果



いて抑制することをすでに報告している7)。したがっ

て，LL-37 は CLP 敗血症モデルにおいて，好中球の

NETs の放出を誘導する一方で，マクロファージのピ

ロトーシスを抑制するという，少なくとも 2 つのメカ

ニズムによって，敗血症モデルにおいて防御的に働く

可能性が考えられる（図 7）。
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はじめに
1)

出血性ショックでは蘇生に成功しても過度な炎症反

応から急性肺傷害（Acute Respiratory Distress Syn-

drome：ARDS）に陥ることがある。ARDSに対する治

療法として肺保護換気などの支持療法は存在するが，

効果的な薬物療法はいまだ確立していない。近年，有

毒ガスとして扱われる一酸化窒素，硫化水素，一酸化炭

素（CO）が，酵素反応により，生体内で微量ではあるが

産生され，細胞保護的に働くことから，医療用ガスとし

ての応用の可能性が示唆されている。これらのガスの

うち，COは抗炎症作用を有することから，ARDSの治

療薬としての可能性が考えられている。本稿では，CO

の性質について概説した後，われわれが作成した出血

性ショック蘇生後ARDS モデルに対して COがもたら

した治療効果について，最近，開発されたCO遊離分子

を用いた研究成果を交えて述べる。

1．一酸化炭素（CO）の毒性
2)

COは，有機物の不完全燃焼によって生じる有毒ガス

である。CO は酸素に比べてヘモグロビンに対する親

和性が 200〜250 倍高いことから，CO を吸入するとた

だちにCO-ヘモグロビン（COHb）が形成される。また，

ヘモグロビンの一部が CO によって占拠されると酸素

（O2）-ヘモグロビンから O2の遊離が阻害される。これ

らの効果によって組織は低酸素症に陥る。ヒトの血中
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Abstract

HSR incites pulmonary inflammation that leads to acute respiratory distress syndrome（ARDS). However, there have been

no definitive pharmacological therapies against ARDS. CO is a toxic gas due to the generation of carboxyhemoglobin（COHb).

However, trace amount of CO is endogenously produced by the enzymatic reaction of heme oxygenase-1（HO-1）that is

induced by oxidative stress to confer protection against various inflammatory disorders. Recent studies have indicated that low

dose of CO exerts potent cytoprotective effects on inflammatory organ damage in animal models by its anti-inflammatory

property. We also demonstrated that CO inhalation at 250 ppm ameliorated HSR-induced pulmonary injury in rats. However,

this dose of CO increased blood COHb level to approximately 20％ that may be toxic to humans. Very recently, to overcome the

disadvantage, CORMs have been developed by coordinating CO with a transition metal carbonyl complexes. Among various

types of CORMs, CORM-3, a water-soluble CORM, spontaneously liberated and deliver CO to various tissues under

physiological condition through intravenous administration. We found that CORM-3 treatment mitigated HSR-induced lung

injury without any increase in blood COHb levels through its anti-inflammatory property. We propose that CO／CORMs are

possible pharmacological agent to treat ARDS.

Endotoxin and Innate Immunity 21：62〜65, 2018
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の COHb レベルは，喫煙や自動車の排ガスなど大気汚

染がない状況では 0.1〜1％である。しかし，CO ガス

を誤って吸入することにより COHb レベルが 20％を超

えると，めまい，頭痛などの中毒症状が現れ，50〜80％

になると意識障害を来し死に至る。

2．CO 生成酵素：Heme Oxygenase-1 の

ARDSに対する細胞保護作用
3)

COは有毒ガスであるが，生体内で微量に産生されて

いる。すなわち，ヘモグロビン，ミオグロビンなどのヘ

ム蛋白の補欠分子族であるヘムが分解される過程でそ

の分解の律速酵素である heme oxygenase（HO）によっ

て生成される。HO の誘導型のアイソザイムである

HO-1 は基質であるヘムのみならず種々の酸化ストレ

スによって誘導される。誘導されたHO-1 は ARDS モ

デルを含む種々の炎症・酸化ストレスによる臓器障害

の動物モデルに対して抗炎症作用，抗アポトーシス作

用を介して細胞保護効果を示すことが報告されている。

私たちは雄性 SDラット（体重：380〜420 グラム）に対

して，出血性ショック（平均血圧 30 mmHg／1 時間）に

陥らせた後，蘇生を行うと肺の炎症反応が増強し

ARDS が発生することを報告した。このモデルに，ヘ

ムにアミノ酸のアルギニンを結合させて静脈内投与を

可能にした Heme arginate を投与し肺に HO-1 を誘導

したところ，肺の炎症反応が抑制され，肺傷害が軽減す

ることを見出した。

3．細胞内情報伝達物質としての低濃度 CO
1)

COは上述したように，有毒ガスであるが，極低濃度

では細胞内情報伝達物質として機能する。極低濃度

COは，細胞内情報伝達系に作用し，血管拡張作用，抗

細胞増殖作用，抗炎症作用，抗アポトーシス作用を示す。

このうち，ARDS の治療に深く関与すると考えられる

抗炎症作用と抗アポトーシス作用のメカニズムについ

て述べる。

3-1．COの抗炎症作用
1)

COはmitogen activated protein kinase（MAPK）を

活性化させて抗炎症作用を現す。すなわち，LPS 刺激

マクロファージに対して COは p38 MAPKを介して抗

炎症作用を示す。また，p38MAPK以外に，COの抗炎

症作用には Toll-like receptor（TLR）経路の抑制，

NADPH oxidase シグナルの抑制，PPAR-gの活性化が

関与していることが明らかとなっている。さらに，最

近，COは NLRP3-inflammasome 経路を抑制して抗炎

症作用を示すことも報告された。

3-2．COの抗アポトーシス作用
1)

CO はさまざまな細胞情報伝達系を介して抗アポ

トーシス作用を現す。TNF-aによる細胞死に対しては

p38 MAPK や NF-kB シグナル経路を介して抗アポ

トーシス作用を示す。また，酸素ストレスに対する抗

アポトーシス作用には STAT3 や phosphatidylinositol-

3-kinase／Akt 経路およびNADPH oxidase による ROS

産生抑制，Fas によるアポトーシス経路抑制の関与が

報告されている。

4．低濃度 CO吸入による ARDSの改善効果

4-1．出血性ショック蘇生前後の CO吸入が蘇生後

急性肺傷害に及ぼす保護効果
4)

私たちが作成した出血性ショック蘇生後ARDS は，

組織障害度スコア（うっ血，浮腫，出血，細胞浸潤の 4

項目のスコアの総計）と肺浮腫の指標である Lung

Wet／Dry 比の有意な上昇によって定量的にも確かめら

れた。また，炎症性転写因子であるNF-kBと AP-1 の

活性，および炎症性メディエーターである TNF-aと

iNOS の発現がともに上昇しており，肺組織の好中球浸

潤度とMyeloperoxidase（MPO）活性も増加がみられ

た。本モデルに出血性ショックの前 1 時間および後に

3時間，250 ppmの COを吸入させると，組織障害度ス

コアの改善，LungWet／Dry 比の有意な低下，炎症性転

写因子活性および炎症性メディエーターの発現の抑制

が認められ，好中球浸潤度やMPO 活性も低下してい

た。出血性ショック後 ARDS に対する蘇生前後の 250

ppm の CO 吸入は，転写因子活性の抑制による炎症性

メディエーターのダウンレギュレーションを介して，

炎症細胞浸潤を抑制して肺保護効果をもたらすと考え

られた。

4-2．蘇生後急性肺傷害に対する CO吸入の治療効

果
5)

私たちは，ショック蘇生前後の CO 吸入が出血性

ショック蘇生後ARDS を軽減することを明らかにした

が，より臨床的な応用方法を考える場合，生体侵襲が加

わった後にCOを吸入させることがより現実的である。

そこで，私たちは，ショック蘇生後にのみ 250 ppm の

COを 3時間吸入させて，ARDSに対する治療効果を検

証した。その結果，CO は蘇生後投与でも肺傷害スコ

ア，肺水腫の指標であるWet／dry 比を低下させた。ま

た，肺組織のTNFa mRNA，iNOS mRNAレベルも減

弱させ，アポトーシス細胞数の有意な減少も認められ

た。さらに，CO 吸入によって抗炎症性サイトカイン

IL-10 の発現は有意に増加していた。以上より CO 吸

入は抗炎症作用を介して蘇生後ARDS に対して治療効

果を示すことが示唆された。
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5．CO遊離分子の ARDSに対する保護作用

5-1．CO遊離分子
1)

蘇生後 ARDS に対して治療効果を示す CO 濃度は

250 ppmと著しく低く，ラットでは，動脈血ガス分析で

低酸素血症，代謝性アシドーシスを呈さず，組織学的に

も低酸素状態に陥らなかった。しかし，血中 COHb 濃

度は約 20％とラットでは何ら中毒症状を示さなかった

が，このレベルの血中 COHb 濃度はヒトでは中毒症状

を引き起こす可能性がある。近年，この CO ガスの毒

性を回避するために，遷移性金属のカルボニル化合物

が化学的CO供与体：CO遊離分子（CO releasing mol-

ecules：CORMs）として開発された。CORMs には構造

によっていくつかの種類があり，CORM-1，CORM-2

は疎水性である。一方，CORM-3 は親水性であり，緩

衝液に溶解すると溶液中にただちに CO を遊離する。

すなわち，CO吸入と異なり，血液COHb値を上昇させ

ることなく，組織内にCOを運搬できることがCORMs

の利点である。

5-2．CORMsの細胞保護作用
1)

CO 吸入と同様に CORMs は抗炎症作用を示すこと

が報告されている。CORMs は LPS 刺激によるマクロ

ファージの炎症性サイトカインの産生を抑制する。ま

た，血管内皮に対しては LPS 刺激による炎症反応と酸

化ストレスを減弱させる。In vivoにおいても CORMs

の抗炎症作用が報告されている。敗血症，熱傷マウス

において，CORMs の投与はNF-kBの活性化，ICAM-

1 の発現，白血球の浸潤の抑制を介して，全身性炎症反

応を低下させる。また，CORMs の敗血症に対する保護

効果には，Nrf2／AKT 経路を介するミトコンドリアの

新生促進が関与することも報告されている。

5-3．CORM-3の蘇生後 ARDSに対する保護作用

私たちは，蘇生後ARDS モデルに対して蘇生終了直

後にCORM-3（4 mg／kg）を尾静脈より投与し，肺傷害

にたいする効果を検討した。その結果，CORM-3 の投

与によりうっ血，浮腫，細胞浸潤，出血で評価した組織

障害スコアの著しい改善が認められた。また，それを

裏付ける形で肺wet／dry および気管支肺胞洗浄液の蛋

白濃度が低下していた。また，炎症性メディエーター

であるTNF-a，iNOS，IL-1b，MIP-2 の肺での発現も

抑制されていた。一方，抗炎症性サイトカインである

IL-10 の発現レベルは CORM-3 投与により上昇が認め

られた。さらに，TUNEL 陽性細胞数とカスパーゼ-3

の発現により，CORM-3 のアポトーシスに及ぼす影響

を検討したところ，両指標ともCORM-3 投与により，

有意な減少が認められた。以上より，CORM-3 は抗炎

症・抗アポトーシス作用を介して蘇生後ARDS を改善

することが示唆された。なお，CORM-3 の投与は出血

性ショック蘇生モデルの血行動態，COHb レベルを含

む動脈血ガス分析値に何ら悪影響を与えなかった。

6．ARDS患者に対する CO吸入の臨床試験
6)

現在，米国でARDS 患者に対する CO吸入の第 1 相

臨床治験が行われている。この治験の目的は Sepsis に

よる気管挿管中のARDS 患者に対する CO吸入の安全

性を評価することで，COHb レベル 6〜8％を目安とし

て 100 ppmまたは 200 ppmの CO吸入を行う。主要評

価項目はCO吸入にともなう副作用であり，2次評価項

目として SOFA score，P／F ratio，急性肺傷害スコア，

ICU滞在日数，在院日数，血漿の炎症マーカー，肺胞上

皮細胞傷害，臓器障害マーカー，筋肉のミトコンドリア

新生のバイオマーカーが設定されている。

まとめ（図 1）

COは有毒ガスであるが，HOのヘム分解反応によっ

て体内で微量産生されており，誘導型の HO-1 は出血

性ショック蘇生後ARDS に対して肺保護的に働く。ま

た，出血性ショック蘇生モデルへの低濃度 CO 吸入，

CORM-3 の蘇生後投与は，ともに抗炎症作用・抗アポ

トーシス作用を介して蘇生後 ARDS を改善した。250

ppmの CO吸入は血中 COHb レベルをヒトで有害効果

をもたらすレベルまで上昇させたが，ラットに対して

副作用はなかった。一方，CORM-3 の投与は血中

COHbレベルを上昇させることなく，CO吸入と同等の

ARDS 軽減効果をもたらした。ARDS に対する決め手

となる治療法がない現在，米国で Septic ARDS に対す

る第 1 相臨床治験が行われている。良い結果が得られ

て第 2相試験に進むことが待たれる。
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はじめに

歯周病は 30 歳以上の成人の約 8割が罹患する歯周病

関連細菌による感染症である。歯周病罹患者の歯周ポ

ケットでは，歯周病関連細菌がバイオフィルムを形成

することに伴って好中球を主とする免疫担当細胞が集

積し，慢性炎症が引き起こされることで歯周組織が破

壊され，最終的に歯の喪失に至る。自然免疫における

好中球の新たな感染防御機構である neutrophil extrac-

ellular traps（NETs）が慢性炎症性疾患の病態形成にか

かわることが示唆されている。デンタルプラーク中や

炎症歯肉でも NETs の産生が確認されているが，歯周

エンドトキシン・自然免疫研究 2166
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血管内皮細胞

Abstract

In the inflammatory disease chronic periodontitis, the periodontium is exposed to a high density and diversity of periodontal

bacteria. Neutrophils are the first line of defense in the periodontium. Circulating neutrophils adhere to endothelial cells by

adhesion molecules, such as b2-integrin, following their migration across endothelial cells into the inflamed periodontium.

Endothelial cell-derived developmental endothelial locus-1（Del-1）acts as a negative regulator of neutrophil extravasation that

inhibits b2-integrin-dependent adhesion to vascular endothelial cells. Neutrophil extracellular traps（NETs）are extracellular

web-like DNA structures that contain bactericidal substances such as histones, human neutrophil elastase, and cathelicidin

antimicrobial peptides. NETs are produced by many bacterial species, but it remains unknown whether the development of

periodontal disease is due to periodontal bacteria-induced NET production. Fusobacterium nucleatum is a Gram-negative

anaerobic bacterium associated with periodontal disease. We examined the effects of F. nucleatum-induced NET stimulation on

the induction of Del-1 in human endothelial cells. A transendothelial migration assay was performed to evaluate the number of

transmigrated neutrophils. Stimulation of human umbilical vein endothelial cells（HUVECs）with F. nucleatum-infected NET

fragments enhanced the transendothelial migration of neutrophils. Furthermore, the Del-1 production induced by HUVECs was

attenuated in NET fragments-primed cells. Thus, F. nucleatum-induced NETs may enhance neutrophil extravasation in a

manner dependent on the attenuation of Del-1 production in endothelial cells. This study suggests that NETs are associated

with the pathogenesis of periodontal disease.
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病の病態形成において NETs は感染防御に働くのか歯

周炎を増悪させるかについては十分に明らかにされて

いない。歯周炎が重度になると歯肉溝を形成する粘膜

上皮に潰瘍が生じ，歯肉から出血することで歯周ポケッ

ト内の歯周病関連細菌や炎症性メディエーターが糖尿

病や心臓・循環器疾患といった他臓器の疾患に影響を

及ぼすことに関心が寄せられている。本稿では歯周病

関連細菌の感染による好中球の NETs 産生と血管内皮

細胞への影響について，われわれの知見を中心に概説

したい。

1．NETsによる炎症反応の誘導

粘膜組織の自然免疫では，好中球が病原体関連分子

パターン（pathogen-associated molecular patterns：

PAMPs）を Toll-like receptor などで認識することに

より，抗菌ペプチド，活性酸素種（reactive oxygen

species：ROS）や炎症性サイトカインの産生が誘導さ

れる。ところが，好中球を PMAで刺激するとネクロー

シスやアポトーシスと異なる形態の細胞死が誘導され

る研究成果1)を機に，好中球は NETosis という新規の

細胞死に陥ることで NETs を放出することが明らかに

された2)。NETs はクロマチン線維から成る網状構造物

で構成され，捕捉した病原微生物を NETs に結合する

ヒストン，好中球エラスターゼ，ミエロペルオキシダー

ゼ，抗菌ペプチドや炎症性サイトカインにより破壊す

る感染防御機構である。

2．NETsによる血管の組織障害

NETs による病原体の破壊は重度の感染症において

重要な役割を担う一方，NETs の慢性的な産生は臓器

障害や細胞死を誘導し，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の炎症性疾患を増悪さ

せ，糖尿病における創傷治癒を遅延させることが明ら

かにされている。その原因として，NETs に含まれる

多様な殺菌性分子が組織障害を引き起こすことが示唆

されている。NETs に結合する dsDNA，ミエロペルオ

キシダーゼやMMP-9 は，血管内皮細胞を障害するほ

か3〜5)，ヒストンによる血管内皮細胞の障害は敗血症に

おけるDIC の病態形成にかかわる6)。また，炎症組織に

集積した NETs からヒストンが血液性に遊離すること

で遠隔臓器に障害を引き起こすことも指摘されてい

る7,8)。歯周病の歯肉組織に集積した好中球は NETs を

産生することが示唆されていることから，歯周ポケッ

ト内に蓄積された NETs が血行性に全身の他臓器を障

害する可能性が危惧される。

3．歯周病原細菌感染による NETs産生と血

管内皮細胞の炎症誘導

われわれは，慢性歯周炎の病態形成に深くかかわる

歯周病関連細菌を選択し，ヒト好中球からの NETs 産

生能について比較検討したところ，Fusobacterium nu-

cleatumに対して好中球は高い NETs 産生誘導を示し

た。F. nucleatumは慢性歯周炎罹患者の歯周ポケット

から高頻度で検出されるグラム陰性偏性嫌気性桿菌で，

ヒトでは口腔および腸管に常在する。F. nucleatumは

宿主細胞ならびに他の細菌種と強い共凝集能を持つこ

とから，バイオフィルム形成において中心的な役割を

担う。また，F. nucleatumによる好中球からの ROS 産

生は，慢性歯周炎の代表的な病原細菌である Porphyr-

omonas gingivalis よりも高いことが示されており9)，

ROS は細胞質におけるNETs 形成のプロセスに必須の

分子であることから，F. nucleatum は好中球からの

NETs 産生を強く誘導することが示唆される。そこで，

F. nucleatum 刺激によりヒト好中球から産生された
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図 1 慢性歯周炎の歯周組織では NETsにより血管内皮細胞に炎症反応が誘導される



NETs が血管内皮細胞に炎症反応を誘導する可能性に

ついて，好中球による血管内皮細胞間隙遊走（trans-

endothelial migration）を指標として検討した。F. nu-

cleatum 刺激により好中球から産生された NETs を

DNase I 処理で分離し，Transwell フィルター上に単層

培養したヒト臍帯静脈血管内皮細胞（HUVEC）を同

NET分画で刺激後，HUVEC の細胞間隙を通過した好

中球数を測定した。その結果，HUVECを NET分画で

刺激すると遊走した好中球数が著明に亢進した。

次に，NETs による血管内皮細胞を介する好中球遊

走の亢進作用にかかわる分子機序について，血管内皮

細胞に発現する developmental endothelial locus-1

（Del-1）に着目した。Del-1 は血管内皮細胞から構成的

に分泌される分子であり，LFA-1 を介する好中球と血

管内皮細胞の接着を拮抗阻害することで好中球の血管

外遊走を調節する10)。Eskan らによると，若年マウスの

歯周組織では血管内皮細胞から Del-1 が産生されるた

め歯肉組織への好中球遊走は調節されているが，老齢

マウスの歯周組織では IL-17A 産生が亢進することで

血管内皮細胞からの Del-1 産生が抑制され，歯肉組織

への好中球遊走が亢進し慢性炎症に至ることが示唆さ

れている11)。そこで，HUVECからのDel-1 産生におけ

る NETs の影響について検討した結果，HUVEC を

NETs で刺激すると Del-1 産生が減少することが示さ

れた。NETs による HUVEC の Del-1 産生抑制にかか

わる分子について，NETs に結合する各種サイトカイ

ンを網羅的に解析した結果，F. nucleatum感染により

産生されたNETs にはmacrophage migration inhibito-

ry factor（MIF）が著明に結合し，好中球を F. nuclea-

tum由来 LPS で刺激するとMIF mRNA 発現が亢進す

ることが明らかとなった。MIFは，TNF-a，IFN-gや

IL-1bなどの炎症性サイトカイン産生を誘導し12)，アテ

ローム性動脈硬化症，関節リウマチや炎症性腸疾患と

いった慢性炎症性疾患を増悪させる13)。そこで，NETs

による transendothelial migration の亢進作用に MIF

がかかわる可能性について，HUVEC をMIF アンタゴ

ニスト ISO-1 で処理した NETs で刺激した結果，

transendothelial migration の亢進が著明に抑制された。

また，HUVEC からの Del-1 産生も ISO-1 処理 NETs

では抑制された。他方，NETs には HUVECの ICAM-

1 発現を著明に亢進させる作用があることも明らかと

なった。以上の結果から，歯周病関連細菌により好中

球から産生された NETs は血管内皮細胞を活性化し，

Del-1 産生抑制や ICAM-1 発現亢進を誘導することで

好中球の細胞接着を促進させ，血管における炎症反応

が増悪することが示唆された。今後，NETs による血

管内皮細胞の障害作用について，NETs に結合するミ

エロペルオキシダーゼ，好中球エラスターゼ，ヒストン

やヌクレオソームなどの分子に着目して検討する必要

がある。

おわりに

歯周病は 2 型糖尿病や動脈硬化症など全身疾患の病

態形成にかかわることが指摘され，そのメカニズムと

して歯周病関連細菌による菌血症や歯周炎による炎症

性メディエーターの関与が示唆されているが，十分に

解明されていない点も多い。慢性歯周炎の歯周ポケッ

トには好中球が多量に集積し，歯周病関連細菌の感染

に常時暴露されていることから，NETs の恒常的な供

給源であることが推察される。NETs による血管内皮

細胞の炎症誘導は，歯周ポケットに蓄積した NETs が

血行性に全身へ拡散する可能性が想定され，歯周病を

予防することの重要性は今後高まることが考えられる。
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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 24 回研究会は，平成 30 年 11 月 30 日，12 月 1 日に関東学院大学・理工学部 教授 川原一芳先生

が当番世話人で，ホテルメルパルク横浜（30 日）および関東学院大学・関内メディアセンター（1日）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及び技術の進歩に貢献したと認められる学術および

技術の業績に対して表彰を行っています。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 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と自然免

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

Official Journal 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 2.312（JCR Science Edition 2017）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, Associate Professor and Head of the Division of Structural Biochemistry

at the Research Center Borstel.
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