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研究成果の概要（和文）： 
 生体は微生物の侵入を感知し，貪食し殺滅する．本研究では，微生物の侵入を感知するセン

サーからの細胞内シグナルが，貪食に関わるレセプターからのシグナルで抑制されることを明

らかにした． 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Hosts recognize microbial invasion and then kill them intracellularily. In this study, 
we demonstrated that the signal mediated by a sensor that recognize bacterial 
invasion was suppressed by that by phagocytic receptor.  
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１．研究開始当初の背景 
樹状細胞（DC）は体全体に分布しており、

微生物の侵入を感知した後、貪食処理し、T
細胞に抗原を提示する重要な細胞である。DC
は微生物に存在する分子パターン（PAMPs）
を認識する種々のパターン認識受容体(PRR)
である Toll 様受容体（TLR）、C-タイプレク
チン受容体（CLR）、NOD（nucleotide-binding 
oligomerization domain）ファミリー受容体
等を発現している。TLR は微生物由来の種々
の PAMPs を認識し、DC の成熟ならびに防御免

疫を惹起する受容体として膨大な研究がな
されている。一方、CLR は Ca2+依存的に糖鎖
を認識する、2型の膜貫通受容体であり、自
己あるいは非自己抗原の糖鎖を認識し、細胞
内に取り込む貪食受容体である。最近、CLR
の一つである dectin-1（natural killer- 
cell- receptor-like C-type lectin）がカ
ンジダの細胞壁成分であるザイモザンを認
識して、単独で細胞内シグナルを惹起できる
non-TLR PRR であることが明らかにされつつ
ある(Brown GD. Nature Rev Immunol. 6: 33-, 
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2006. Gantner et al. J. Exp. Med. 197: 1107, 
2003)。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、TLR を介するシグナルと
CLR(特に、DC-SIGN : dendritic cell- 
specific ICAM-3 grabbing nonintegrin; 
CD209) を介するシグナルのクロストークを
分子レベルで検証することである． 
 
３．研究の方法 
 
（１）TLR のシグナルに及ぼす DC-SIGN の影
響 
①他の TLR２リガンド、すなわち結核菌由来   
 リポアラビノマンナン（LAM）, 酵母 
 zymosan、黄色ブドウ球菌リポタイコ酸によ 
 る NF-κB の転写活性を調べる。 
②TLR3 あるいは TLR4 を遺伝子導入した 
 HEK293 細胞を用いた NF-κB あるいは IRF3  
 ルシフェラーゼレポーター系で poly-I:C 
 あるいは LPS をリガンドとして用いて、 
 DC-SIGN 遺伝子を共導入により NF-κB レポ 
 ーター活性が相乗的に増強されるかを調 
 べる。 
③Ca イオンの存在下で、DC-SIGN と結合す   
 ることがわかっている Man9GlcNAc2 を加  
 えた時に TLR2、TLR3 ならびに TLR4 に 
 よるリガンド認識はどうなるのかを 
 NF-κB あるいは IRF3 ルシフェラーゼレ 
 ポーター活性で調べる。 
④TLR 下流のシグナル伝達系のどの段階での 
 増強効果なのかを、MyD88, IRAKs, TRAF6,  
 MAPK(p38, JNK, ERK1/2)を標的にとして、 
 まず、Western blotting法により検証する。 
 標的分子が決定されれば、RNAi 法によりそ 
 の分子をノックダウンすることにより確 
 認する。 
⑤免疫沈降法によりDC-SIGNにチロシンキナ 
 ーゼ Lyn ならびに Syk との会合を調べる． 

 ⑥DC-SIGN にリガンドが結合すると MAPK キ
ナーゼ ERK ならびに PI3K が活性化される
かどうかを調べる。 

  (Caparros e. et al., Blood 107:3950-,  
  2006) 
   
４．研究成果 

はじめに、A/J mouse 由来の樹状細胞であ
る XS106 細胞（Toledo 大学 Dr.Takashima よ
り分与）を用い、フローサイトメトリー、リ
アルタイム PCR法および western blot にて、
TLR および DC-SIGN のマウスホモログである
SIGNR の発現を調べた。XS106 細胞には機能
的な TLR2 および SIGNR が発現していること
がわかった（図 1A,B）。さらに、Taq man probe○

R

の配列より XS106 に発現しているのは SIGNR
ホモログの中で、SIGNR1 であることがわかっ

た（図 1B）。 

次に XS106 細胞を TLR2 および SIGNR のリ
ガンドで刺激した際の機能的な評価を行う
ために、サイトカインの産生を調べた。
TNF-α,IL-6,IFN-γではFSL-1の濃度依存的に

サイトカインの産生が増強し、FSL-1 刺激で
増強したサイトカインの産生は、SIGNR のリ
ガンドである Man9(GlcNAc)2 (Man9)との共刺
激によって減弱した（図 2A）。抑制性のサイ
トカインである IL-10 は、FSL-1 濃度依存的
にサイトカインの産生が増強したが SIGNRの
リガンドによる共刺激の影響は確認できな
かった（図 2A）。 
さ ら に 、 SIGNR の リ ガ ン ド を 結 核 菌
（Mycobacterium. tuberculosis）の細胞壁
の構成成分であるリポアラビノマンナン
ManLAM に変えて同様の実験を行ったところ、
TNF- α,IL-6,IFN- γでは FSL-1 において増強



 

 

したサイトカインの産生は FSL-1 と ManLAM
との共刺激において減弱した（図 2B）。 
 また、TLR 下流の NF-κB の活性を評価する
ために luciferase reporter assayを行った。
FSL-1 刺激により NF-κB の転写活性が FSL-1
濃度依存的に増強したが、Man9 の刺激によっ
て活性増強は有意に阻害された（図 3）。 

 
FSL-1 濃度依存的に増強されたサイトカイ

ンの阻害が SIGNR依存的であることを確かめ
るために、XS106 細胞にて SIGNR の RNAi を行
い、SIGNR の knock down を確認した（図 4A）。
また、SIGNR の knock down によって、FSL-1
刺激で増強したサイトカインの産生は、
SIGNRのリガンドであるManLAMとの共刺激に
おける影響が解除された（図 4B,C）。 

 
TLR2 と SIGNR の下流の MAPK の活性を評価

するために XS106 細胞を FSL-1 と Man9 の単
独または同時刺激を 1 時間、2 時間、6 時間
で行い western blot にてチロシンのリン酸
化および p38,JNK,ERKのリン酸化で評価した
（図 5）。チロシンのリン酸化は FSL-1 の刺
激で増強し、Man9 との同時刺激で減弱した。
また、p38,JNK,ERK も FSL-1 の刺激でリン酸
化がおこり、Man9 との同時刺激で FSL-1 刺激
により増強したリン酸化は弱いながらも減
弱した（図 5）。このように、MAPK の活性も
SIGNR からのシグナルで抑制されることが示
唆された。 

DC-SIGNとTLR2との細胞表面での会合状態

を調べるために、ヒト胎児腎臓由来の

HEK293 細胞に TLR2FLAG タグを安定発現さ
せて、DC-SIGN 遺伝子を導入し、免疫沈降
法で確認した。FRAG で IP して FRAG で Blot
したところ、250kDa 以上のところにバンド
が検出された（図 6）。DC-SIGN が約 44kDa
で TLR2 が約 100kDa であることから考えて、
DC-SIGNはリガンド認識する際にTLR2と会
合しており、テトラマーを形成しているこ
とが示唆された。 
 

以上の結果から、TLR2 のシグナルと DC-SIGN
のシグナルがクロストークし、TLR2 シグナル
による炎症性サイトカイン産生が減弱した
ものと推測している 
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