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はじめに
　Toll 様受容体（Toll—like receptors：TLRs）1）は，パ
ターン認識受容体（pattern recognition receptor：
PRRs）に分類される膜貫通型タンパク質で，自然免疫を
活性化する受容体の一つとして知られる。TLRs は，主
に免疫細胞にみられ，ウイルスやバクテリアなどの病原
体由来の分子パターン（pathogen—associated molecular 
patterns：PAMPs）や，自己細胞の損傷などによって生
じる内因性の分子パターン（damage—associated molec-
ular patterns：DAMPs）を認識することで自然免疫を活

性化する。自然免疫の活性化は，獲得免疫を誘導し，病
原体などの異物を排除する生体防御において重要な役割
を担う。一方，異常な自然免疫の活性化は，自己免疫疾
患などの免疫異常を引き起こすため，TLRs は免疫シス
テムにおいて重要な分子として捉えられている。
　TLRs は，これまでに，ヒトでは 10 種類（TLR1 から
TLR10），マウスでは 12 種類（TLR1 から TLR9，TLR11
から TLR13）が明らかにされている。TLR1，TLR2，
TLR4，TLR6 は細胞表層に，TLR3，TLR7，TLR8，
TLR9 は細胞内オルガネラの小胞体（ER）やエンドソー
ムにみられ，それぞれのTLRは特定のPAMPs，DAMPs
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Abstract
　Toll—like receptors（TLRs）are transmembrane proteins classified into pattern recognition receptors（PRRs）. TLRs are 
found in cell surface and／or endocytic vehicles in immune cells. TLRs activate innate immunity by recognizing pathogen—
associated molecular patterns（PAMPs）derived from bacteria and viruses and damage—associated molecular patterns

（DAMPs）produced by damaged tissue. The activation of innate immunity induces adaptive immunity that plays an import-
ant role in the host defense against pathogenic infection. On the other hand, abnormal activation of innate immunity causes 
immune disorders such as autoimmune disease. Therefore, TLRs are important molecules in the immune system. So far, 10 
types of TLRs（TLR1 to TLR10）in humans and 12 types of TLRs（TLR1 to TLR9, TLR11 to TLR13）in mice have been 
found. TLR1, TLR2, TLR4, and TLR6 are found on the cell surface, and TLR3, TLR7, TLR8, and TLR9 are found in the endo-
somal compartment. Each TLR recognizes specific PAMPs and DAMPs；lipopeptides for TLR1／2 and TLR2／6；nucleic acid 
structures for TLR3, TLR7, TLR8 and TLR9；lipopolysaccharide（LPS）structures and heat—shock proteins for TLR4. In 
recent years, various ligands activating TLRs signal have also been chemically synthesized and have been utilized as effec-
tive adjuvants in antiviral and anticancer therapy. Regarding TLR7 ligand（TLR7L）, conjugates with peptides, polymers, pro-
teins, glycans, and nanoparticles have attracted much attention because they have great potencies on the humoral and cellu-
lar immune response. In this paper, we describe recent progress in the synthesis and biological property of TLR7 ligand con-
jugate containing our recent study.
 Endotoxin and Innate Immunity 23：28～33, 2020

Key words：Toll—like receptor, TLR7, conjugate, immunostimulant

若尾　雅広　鹿児島大学大学院理工学研究科　〒　890—0065 鹿児島県鹿児島市郡元 1—21—40
TEL：099—285—7843　FAX：099—285—7856　E—mail：wakao@eng.kagoshima-u.ac.jp



29TLR7 リガンド複合体の合成と免疫増強活性

を認識する。すなわち，TLR1／2，TLR2／6 はリポペプチ
ド構造を，TLR3，TLR7，TLR8，TLR9 は核酸構造を，
TLR4 は細菌由来のリポ多糖構造や熱ショックタンパク
質などを認識する。近年，合成化学的手法によっても
TLR に作用するさまざまなリガンド分子（TLR—L）が開
発されており，これらを活用した抗ウイルス療法や抗が
ん療法が注目されている2）。TLR7 のリガンド分子

（TLR7L）においては，ペプチド鎖やポリマー，タンパ
ク質，糖類，ナノ粒子などとの複合体化が，抗体産生な
どの免疫応答を大きく増強できることから，感染症やが
んなどのワクチン開発において有用なアジュバントとし
て期待されている。本稿では，TLR7 リガンド複合体に
焦点をあて，最近の研究について概説する。

1．TLR7のシグナル伝達
　TLR7 は，細胞内小胞である ER やエンドソームに局
在しており，病原体由来の一本鎖 RNA（ssRNA）を認
識し二量化することで活性化される。TLR7の活性化は，
アダプタータンパク質である MyD88 を介して NF—κB
または IRF7 に作用し，炎症性サイトカインやⅠ型イン
ターフェロン類の産生を誘導する（図 1）。これらのサイ
トカインやインターフェロン類は，NK 細胞や T 細胞な
どの他の免疫細胞を活性化し，獲得免疫を誘導する。
TLR7 は細胞内小胞に局在するため，TLR7 を効果的に
活性化するためには，TLR7L の細胞内小胞への輸送が
重要である。薬物輸送システム（DDS）で応用されてい
る，細胞の食作用の一つであるエンドサイトーシスを介
した輸送は，TLR7L の輸送においても有用であり，細胞
接着分子との複合化やナノサイズ効果などを利用した
TLR7L 複合体の設計が行われている。PRRs の一つであ
るC型レクチン受容体（C—type lectin receptors：CLRs）
に認識されるリガンドとの複合体化は，複数の PRRs を
共刺激する病原体ミメティック分子であり，シグナルの
クロストーク（協働作用）による免疫増強が期待される。

またペプチドやタンパク質などの抗原との複合体化は，
TLR7 の刺激に加え，抗原提示が可能になるため，セル
フ・アジュバント機能による免疫増強が期待される。

2．TLR7L複合体
　これまでに低分子化合物の TLR7L として，抗ウイル
ス，抗がん薬として使われているイミダゾキノリン類

（イミキモド3），レシキモド4）：TLR8 活性も有する）をは
じめ，グアノシン骨格を持つロキソリビン5）やアデニン
様骨格を持つ SM3603206），UC—1V1507），1V2098）などが
開発されている（図 2）。これらの TLR7L は，アゴニス
ト作用を保持させたまま複合体化が可能で，置換基 R に
アミノ基やカルボキシル基などの種々の官能基を導入
し，脂質や糖質，ペプチド，タンパク質，ポリマーなど
と縮合することによって，さまざまな複合体が合成でき
る。これらの複合体では，複合体化していない TLR7L
に比べ，生理条件下での薬物動態の改善による全身性炎
症反応の低減，免疫応答の増強などが報告されている9）。
例えば，TLR7L とアルブミンなどのタンパク質複合体
では，TLR7L の免疫刺激活性を 10 倍から 100 倍程度増
強することが報告されている8）。また，pH 応答性ポリ
マーやアルブミン結合性ポリマーとの複合体では，リン
パ節選択的な輸送とがん組織周辺での免疫細胞の活性化
が達成されている9）。さらに，がん抗原ペプチドとの複
合体では，複合体のサイズを制御することによって，細
胞性免疫の誘導とがん細胞の増殖抑制ができることが報
告されている10）。

3．TLR7L‒糖鎖複合体
　糖鎖は，すべての細胞上に発現しており，細胞接着や
タンパク質輸送に関与する。免疫細胞においては，CLRs
などの受容体を介して病原体などの異物糖鎖の認識に関
与する。免疫細胞に特異的に結合する糖鎖は，TLR7L を
免疫細胞へ選択的に輸送するための有用なキャリアとな

図　1　TLR7のシグナル伝達経路
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ることから，TLR7L と糖鎖とを複合化したワクチンア
ジュバントの開発が進んでいる。TLR7L とデキストラ
ンなどの多糖との複合体では，元の TLR7L に比べ，免
疫増強活性の大きな向上がみられた11）。また，マンノー
スを固定化した金ナノ粒子との複合体では，免疫増強活
性に加え，抗体産生などの液性免疫の向上がみられ
た12）。さらに，マンノースを複合化した TLR7L—抗原タ
ンパク質複合体においては，セルフ・アジュバント活性
により効果的に抗原提示が行われ，液性免疫と細胞性免
疫が向上することが報告されている13）。一方，キャリア
として用いる糖鎖の構造やサイズについては，免疫細胞
の活性化にどのように関与しているかほとんど分かって
いない。本節では，低分子量から中分子量の糖鎖を持つ
糖鎖複合体の免疫増強作用14）について紹介する。

3‒1．TLR7L‒糖鎖複合体の合成
　TLR7L には 1V209 を用い，糖類成分には市販のグル
コサミンやガラクトサミン，3A—アミノシクロデキスト
リン（CD）類，また簡便に合成できる単糖と二糖のアミ
ノ糖，6A—アミノ CD 類を使用した。TLR7L—糖鎖複合体
は図 3 に示す経路で合成した。1V209 とアミノ糖の複合
体化は，HATU を用いたアミド化反応によって行った。
合成した TLR7L—糖鎖複合体は，親水性の糖鎖の導入に
よって 1V209 に比べ高い水溶性を示した。

3‒2．TLR7L‒糖鎖複合体の免疫増強活性評価
　合成した複合体の免疫増強活性は，マウスマクロ
ファージ様細胞株（RAW264.7），マウス骨髄由来樹状細
胞（murine Bone Marrow Derived Dendritic Cells：

mBMDC），ヒト末梢血単核細胞（human Peripheral 
Blood Mononuclear Cells：hPBMC）を用いて評価した。
RAW 細胞と hPBMC では腫瘍壊死因子—α（TNF—α）の
産生活性を，mBMDC ではインターロイキン—6（IL—6）
の産生活性を指標にした。結果を図 4 と表 1 に示す。単
糖成分を有する糖鎖複合体 1～5 では活性の向上がみら
れなかったが，二糖成分を導入した糖鎖複合体 6，7 にお
いては，2～4 倍程度の活性の向上がみられた（図 4A，
B，E，F）。また CD を導入した糖鎖複合体 8～13 では，
全体的に活性の向上が観察されたが，6 位複合体 8～10
に比べ 3 位複合体 11～13 の活性が高かった（図 4C，D，
G，H）。とくに，CD 複合体 11 においては，IL—6 の産生
活性において約15倍の増強がみられた。糖鎖の構造とサ
イズによって活性の強弱があることから，細胞表層の受
容体を経由して取り込まれると考えられる。続いて，糖
鎖構造の異なる単糖複合体 1，二糖複合体 6，CD 複合体
11 を用いて，hPBMC での TNF—α産生能を評価した。
その結果，CD 複合体 11 が 1V209 に比べ 3 倍の TNF—α
産生能を持つことがわかった（図 4I）。
　次に，TLR7L—糖鎖複合体の活性の増強がエンドソー
ム移行性に起因するか調べるため，エンドサイトーシス
を阻害するサイトカラシン D を用いて活性評価を行っ
た。糖鎖複合体には単糖複合体 3，二糖複合体 6，CD 複
合体 11 を用いた。細胞には，RAW 細胞を用いた。免疫
増強活性は，サイトカラシン D 存在下，または非存在下
で TNF—α産生量を指標にEC50値で評価した。結果を表 2
に示す。糖鎖複合体では，サイトカラシン D の添加によ
り，EC50値が大きくなり活性化能が低下することがわ
かった。とくに，糖鎖構造が大きい CD 複合体 11 では活

図　2　TLR7Lおよび TLR7L複合体
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図　3　TLR7L‒糖鎖複合体の合成
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性が大きく低下した。一方，複合体化していない 1V209
では，サイトカラシン D の添加の有無にかかわらず同程
度の EC50値を示した。本結果から，1V209 は受動拡散に
より細胞内移行し（エンドソームに移行し）TLR7 を活
性化すること，また糖鎖複合体は，エンドサイトーシス
を介してエンドソームに移行し TLR7 を活性化すると考
えられる。

3‒3．TLR7L‒糖鎖複合体のドッキング解析
　TLR7 に対して糖鎖複合体がどのように作用するか調
べるため，分子モデリングによる評価を行った（図 5）。
TLR7 にはサル由来の TLR7（PDB：5GMH15））の結晶

構造を，糖鎖複合体には単糖複合体 3，二糖複合体 6 を
用いた。MOE によるドッキング解析を行ったところ，
どちらの複合体においても，1V209 成分は共結晶中の
TLR7L であるレシキモドと同様の結合ポケットに位置
し，レシキモドに類似した配向をとることがわかった。
また糖鎖成分は，結合ポケットの外側に位置しており，
TLR7 二量体との相互作用はほとんどみられなかった。
したがって，糖鎖成分は TLR7 の二量化にはほとんど関
与しておらず，活性化にも影響しないと考えられる。糖
鎖複合体の免疫増強活性能は，細胞表層の糖鎖結合性受
容体を介してエンドサイトーシスにより，エンドソーム
に取り込まれ，TLR7 を活性化すると考えられる。

おわりに
　本稿では，TLR7L 複合体に焦点をあて最近の研究に
ついて紹介した。イミダゾキノリン類やグアノシン類，
アデニン類の低分子 TLR7L は，他の TLR—L に比べ，簡
便かつ容易で安価に複合体化が可能である。われわれは
アデニン類の 1V209 を利用して，低分子量から中分子量
の糖鎖を有する TLR7L—糖鎖複合体を合成し，その免疫

表　1　糖鎖複合体の免疫増強活性評価

化合物
TNF—α IL—6

EC50（nM） Emax（％）a EC50（nM） Emax（％）a

1V209 252 100 434 100
 1 234 103 239 139
 2 153  83 210 139
 3 230  87 198 118
 4 316 115 258 118
 5 252 121 303 116
 6 136 157  99 159
 7  80 177 110 142
 8 128 126  71 127
 9 287 135 153 127
10 132  97 108 130
11  57  96  27 104
12  40 106  40 113
13 107 113  56 109

a Emaxは 1V209 を基準に算出した。

表　2　 サイトカラシンD存在下/非存在下でのTNF‒α
産生活性

化合物
TNF—α（EC50／μM）

サイトカラシン D（－） サイトカラシン D（＋）

1V209 2.15 2.11
 3 0.490 0.909
 6 0.277 0.585
11 0.186 1.06

図　5　サル由来 TLR7構造（PDB：5GMH）を用いた分子モデリング
　　　紫：レシキモド，緑：単糖複合体 3，青：二糖複合体 6。

6 3 
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増強活性を評価した。糖鎖複合体は 1V209 に比べ高い免
疫増強活性を示した。分子モデリングでは，糖鎖部分が
TLR7 の二量化に関与しないことが示唆されたことか
ら，エンドサイトーシスによるエンドソーム移行性の向
上によって活性が増強すると考えられた。糖鎖複合体の
作用機構の解明が今後の課題である。
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