
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 21 年 5 月 13 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

研究成果の概要：マイコプラズマのリポタンパク質に由来する活性リポペプチドである FSL-1

を用いて、自然免疫において重要な役割を果たすファゴサイトーシスの分子メカニズムについ

て調べている。2007 年度は、FSL-1 はマクロファージに取り込まれ、その取り込みはクラスリ

ン依存的であること、ならびにその取り込みは FSL-1 の受容体である TLR2 非依存的であること

明らかにした。しかしながら FSL-1 の取り込みに重要な受容体は不明のままであった。そこで

2008 年度は、FSL-1 の取り込みに重要な受容体を検索し、CD14 ならびに CD36 が重要であるこ

とを明らかにした。これらの詳細なデータは論文にまとめたところであり、国際的な学術雑誌

に投稿中である。 
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１．研究開始当初の背景 
マ ク ロ フ ァ ー ジ な ど 食 細 胞 に よ る
phagocytosis（食作用）は生体防御に必須の
役割を果たしている。食細胞は、まず生体に
侵入した微生物などの異物を捕捉し、膜で囲
んで phagosome（食胞）を形成、細胞骨格を
変化させて phagosomeを細胞内へと輸送する。
このようにして取り込んだ異物を細胞内で

処理し、さらに MHC 分子に結合させて T細胞
に抗原提示する。このように、phagocytosis
は自然免疫ならびに獲得免疫における重要
な一端を担っている。我々ならびにいくつか
の報告で、phagocytosis が p38 MAP キナーゼ
で制御されていることが明らかにされた。
p38 はサイトカインやストレス刺激のシグナ
ル伝達で重要な役割を果たしている MAPキナ
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ーゼの一つである。我々は、これまでにマイ
コプラズマ由来ジアシルリポペプチド 
(FSL-1)による Toll-like receptor (TLR) 2
を介する活性化ならびにアポトーシスにお
いて p38が関わっていることを明らかにした
また、TLR2 を介する FSL-1 の刺激シグナルに
よりマクロファージの貪食活性が増強され
ることを明らかにしており、さらに、p38 の
インヒビター（SB203580）がマクロファージ
の E. coli ならびに S. aureus に対する貪
食活性を抑制することも明らかにした。これ
らのことから、p38 が phagocytosis に何らか
の役割を果たしていることがわかるが、その
詳細なメカニズムは不明なままである。この
メカニズムを解明するために、我々はまず
Rab protein family に注目した。その理由は
以下の通りである。Rab protein family は細
胞内輸送において、輸送小胞の標的小胞への
融合の制御に関わるタンパク質である。Rab 
protein family は、GDP と結合した不活性化
状態と GTPと結合した活性化状態を繰り返す
ことで機能しており、細胞質において、GDP
に結合し不活性型の状態保持をする GDP/GTP
交換反応抑制タンパク質（GDI）と結合する。
そして、p38 が Rab protein family のひとつ
である Rab5 と GDI の複合体形成を制御して
いることが明らかになったことからである。
以上のようなことから、phagocytosis の詳細
なメカニズムを解明し、自然免疫による生体
防御システムの新たな一面を明らかにする
ことが出来るものと考え、この研究を行って
いる。 
 
２．研究の目的 
上 記 の よ う に 、 自 然 免 疫 に お け る
phagocytosis の分子メカニズムを研究する
ことで生体防御システムの新たな一面を明
らかにすることが、本研究の目的である。な
お、これまでのところ TLR を介したシグナル
が phagocytosis においてどのような役割を
果たして いるかについての報告はあるが未
だ不明な点が多く残されている。我々の研究
を含めて自然免疫と獲得免疫の橋渡しとな
るこれらの研究は、免疫学的な重要性が増し
てきているところである。 
 
３．研究の方法 
FSL-1 を蛍光色素フ ル オ レ セ イ ン イ 
ソ シ ア ネ ート(FITC)で標識し、取り込ま
れた FITC-FSL-1 を共焦点レーザー顕微鏡な
らびにフローサイトメータで検出して調べ
た。取り込みの経路についてはナイスタチン
とクロルプロマジンメチルβサイクロデキ
ストリンなどのエンドサイトーシス阻害剤
を用いて調べた。ナイスタチンはカベオラ・
ラフト依存的な経路を、クロルプロマジンは
クラスリン依存的な経路を、メチルβサイク

ロデキストリンは上記両方の経路を阻害す
ることが知られている。また、クラスリンの
メ ッ セ ン ジ ャ ー RNA に 対 す る small 
interfering RNA をトランスフェクトする
RNAi 法の影響、ならびに共焦点レーザー顕微
鏡によるクラスリンと FITC-FSL-1 の共局在
などを確認することで FSL-1の取り込み経路
を調べた。FSL-1 の取り込みにおける TLR2 の
役割は、TLR2 と FITC-FSL-1 の細胞内共局在
を共焦点レーザー顕微鏡で調べ、さらに TLR2
を正常に発現しているマウス（TLR2+/+）と
TLR2 を欠損しているマウス（TLR2-/-）の腹
腔浸出マクロファージによる FSL-1の取り込
みを調べることで確認した。さらに、Human 
Embryonic Kidney （HEK）293 細胞に CD14 あ
るいは CD36 を安定的に発現させた細胞株を
樹立し、これらの細胞による FSL-1 の取り込
みを調べることで、FSL-1 の取り込みにおけ
る CD14 ならびに CD36 の役割を調べた。Rab 
protein についてはウェスタンブロッティ
ング法で調べた。 
 
４．研究成果 
本研究により、FSL-1 はマクロファージに取
り込まれ、その取り込みはクラスリン依存的
であること、ならびにその取り込みは FSL-1
の受容体である TLR2 非依存的であることが
わかった（図 1、図 2A と B、図 3）。 

図 1. マウスマクロファージ系細胞 RAW264.7
細胞による FSL-1 の取り込みを共焦点
レーザー顕微鏡で確認した。TLR2（赤）
と FSL-1（緑）はそれぞれ細胞内で確
認されるが、重ね合わせ画像黄色くな
る部分がないのでTLR2とFSL-1の共局
在がないことがわかる。 

図 2A. 
TLR2（+/+）マ
ウスマクロフ
ァージによる
FSL-1 の取り
込みをフロー
サイトメータ
で確認した。
グレーの線が
取り込みの程
度を表す。 



 

 

図 2B. 
TLR2（-/-）マ
ウスマクロフ
ァージによる
FSL-1 の取り
込みをフロー
サイトメータ
で確認した。
グレーの線が
取り込みの程
度を表す。 

 

 
図 3. TLR2（+/+）と TLR2（-/-）マウス由来

の腹腔浸出マクロファージによる
FITC-FSL-1の取り込みを共焦点レーザ
ー顕微鏡で確認した。細胞の表面を赤
色蛍光色素と結合した Concanavalin A
で染色し、細胞内に取り込まれたFSL-1
のレベルに差がないことがわかった。 

 
さらに、実際の FSL-1 の取り込みには CD14
ならびに CD36 が重要であることを明らかに
した（図 4）。これらの詳細なデータは現在論
文にまとめているところであり、国際的な学
術雑誌への投稿する予定である。 
  
 

図 4. 野生型 HEK293 細胞（左）、CD14 安定発
現 HEK293 細胞（中）と CD36 安定発現
HEK293 細胞（右）による FSL-1 の取り
込みを共焦点レーザー顕微鏡で確認し
た。 

 
さらに、ファゴサイトーシスなどにおける膜
輸送で重要な役割を果たす Rab protein のう
ち、Rab5 はマクロファージにおいて、FSL-1
刺激によりメッセンジャーRNA の発現が一過
性に低下することがリアルタイム PCR法によ
り確認されたが、ウェスタンブロッティング
の結果から、タンパクとしてはメッセンジャ
ーRNA の場合と反対に刺激後 6 時間まで増加
することがわかった（図 5）。 

図5. マウスマクロファージ系RAW264.7細胞
を FSL-1 で刺激したときの経時的な
Rab5の発現をウェスタンブロッティン
グ法で調べた。 

 
これまで、TLR2 の刺激が Rab5 の発現に影響
を与えるという報告はないため、この発現の
上昇とファゴサイトーシスの変化との関連
性、ならびに FSL-1 刺激による Rab5 の発現
上昇に関与する経路、また、他の TLR リガン
ドでも同様なことが起きるのか、そして Rab5
発現の減少が具体的に自然免疫系において
どのような影響を及ぼしているか詳細に研
究することが重要であると言える。 
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