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研究成果の概要（和文）：Toll-like receptor (TLR)/MD-2 分子がエンドトキシンを認識した際に

2 量体を形成する性質を利用してエンドトキシンの検出を行うバイオセンサーの開発を試みた。

TLR4 の N 末または C 末に luciferase の N 末領域（Nluc）もしくは C 末領域（Cluc）を結合

させた蛋白を一過性に発現させたが、2 量体化による Nluc と Cluc の近接で生じる luciferase
活性の再興は観察できなかった。恒常的発現系での検討が必要と思われる。 
 
研究成果の概要（英文）：Development of an endotoxin bio-sensor for detecting dimerization 
of Toll-like receptor (TLR)/MD-2 complex was attempted.  N-terminal (Nluc) or C-terminal 
(Cluc) half of luciferase was fused to either N-terminal or C-terminal of TLR4.  
Restoration of luciferase activity, which occurs when Nluc and Cluc come in close proximity, 
was not observed in response to endotoxin in cells transiently expressing these fusion 
proteins.  Further analysis in a stable expression system may be required. 
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１． 研究開始当初の背景 

エンドトキシンはグラム陰性細菌の外膜
成分であり、これに起因する重症敗血症の
死亡率は 25-30%、敗血症ショックでは
40-70%に達し、米国内だけでもこれによる
死者が年間に数十万人にも達すると推定さ
れている臨床上の重大な問題である。この
ような強力な毒性と、除去することの困難
さから、医薬品分野では注射剤などへの混
入は厳しく監視されているし、臨床分野に

おいては感染症における起因菌の推定、エ
ンドトキシン血症の診断などの目的で血中
のエンドトキシンレベルをモニターするこ
とが求められている。現在、エンドトキシ
ンの検出にはカブトガニの血液凝固反応を
利用したリムルステストが用いられている
が、この方法は血液製剤や血中のエンドト
キシンレベルは測定できないという欠点が
ある。これを克服するため、最近明らかに
なった生体における自然免疫応答を利用し
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たエンドトキシンの検出が注目されている。 
ヒトのマクロファージ細胞等では

TLR/MD-2 複合体蛋白がエンドトキシンを
認識し、このシグナルを細胞内へ伝達して
NF-B などの転写因子を活性化する。申請
者等はこれを利用して、通常エンドトキシ
ンに応答しない細胞にTLR/MD-2遺伝子お
よび転写因子 NF-B の活性化によりルシ
フェレースを合成する遺伝子の全てを安定
的に導入し、エンドトキシンの応答により
合成されてくるルシフェレースの活性を測
定することによりエンドトキシンの検出を
行う細胞株を開発し、血中のエンドトキシ
ンレベルが測定可能であることを示してき
た。同様にルシフェレースの代わりにアル
カリフォスファターゼを用いた方法も開発
されている。しかし、これらの方法はNF-B
の活性化を指標とするためエンドトキシン
に特異的なものではなく、TNF-などのエ
ンドトキシン以外の物質の混入により偽陽
性を生じるという本質的な欠点を持ってい
る。さらに、活性発現にはルシフェレース
などの蛋白合成が必要となるため、検出ま
でに長時間（最低でも 6 時間程度）要する
点も測定法として問題となっている。 

 
２．研究の目的 

TLR/MD-2 分子はエンドトキシン刺激に
より 2 量体を形成し、それが引き金となっ
て細胞の活性化が起こることが明らかにさ
れている。従って。この 2 量体形成を測定
することでエンドトキシン活性の測定が可
能となる。本研究では、その原理を利用し
てエンドトキシンの測定系の開発を目指す
ものであるが、さらに技術的には、この 2
量体形成の測定にスプリットルシフェレー
ス技術を応用する。すなわち、ルシフェレ
ース蛋白はN末とC末の 2分子に分かれて
いても、両分子が近傍に接近することでル
シフェレース活性を示すことが知られてい
る。申請者はすでに、自発的に 2 量体を形
成する CD4 を用いて、それにＮ末ルシフェ
レースおよび C 末ルシフェレースを結合し
たキメラ遺伝子を作成し、これを細胞で発
現させることによりルシフェレース活性を
検出することに成功している。本研究では
同様に、TLR4 分子にこの N 末と C 末のル
シフェレースをそれぞれ結合させたキメラ
遺伝子を作成し、エンドトキシンによりキ
メラ TLR4 が 2 量体を形成した際に生じる
ルシフェレース活性を測定することによっ
て、エンドトキシンを検出する系の作成を
試みる。 

 
３．研究の方法 
(1)材料 

ヒト胎児腎由来細胞株 HEK293 細胞を用

いた。 
(2) plasmid の構築 
全長 TLR4 の C 末端に luciferase の N 末

（TLR4-Nluc）または C 末（TLR4-Cluc）領
域を結合させた plasmid、TLR4 の細胞内領
域を欠失したものに luciferase の N 末
（TLR4dC-Nluc）または C 末（TLR4dC-Cluc）
領域を結合させた plasmid、全長 TLR4 の N
末端に luciferase の N 末（Nluc-TLR4）また
は C 末（Cluc-TLR4）領域を結合させた
plasmid さらには TLR4 の細胞内領域を欠失
したものに 22-30 アミノ酸リンカー配列を
介して luciferase の N 末（TLR4G-Nluc）ま
たは C 末（TLR4G-Cluc）領域を結合させた
plasmid を作成した（図 1）。 
(3) luciferase 活性の測定 
細胞透過性の luciferase 基質を加えた後、

エンドトキシンで刺激し、luciferase 活性を
時間を追って測定した。 

 
４．研究成果 
(1)分割 luciferase 法の検証 
まず、N 末と C 末に分割した luciferase が

近接することにより luciferase活性が再興す
るかどうかを自発的に 2 量体を形成するこ
とが知られている CD4 の C 末に luciferase
の N 末（CD4-Nluc）または C 末（CD4-Cluc）
領域を結合させたキメラ遺伝子を作成し、
これらそれぞれ単独もしくは両者同時に細
胞に発現させた場合の luciferase活性を測定
して。CD4-Nluc または CD4-Cluc それぞれ
単独では luciferase活性の増大は観察されな
かったが、両者を同時に発現させると発現
量に依存して luciferase活性の増大が観察さ
れた（図 2）ことから、分割 luciferase 法は
2 量体形成をモニターするのに有用である
ことを確認した。 

 

 



 

 

(2) TLR4-luciferase キメラ蛋白 
TLR4 の 2 量体形成をモニターするため、

まず、全長 TLR4 の C 末端にフレキシブル
な10残基のアミノ酸を介して luciferaseのN
末側領域または C 末側領域を結合させた遺
伝子を作成した。これを CD14 と MD-2 と
ともに HEK293 細胞に一過性に発現させ、
LPS で刺激したが、10 分後までに luciferase
活性の上昇は観察されなかった。 

全長 TLR4 を用いた場合、TLR4 の 2 量体
形成によりアダプター分子である MyD88
やTRIFといった分子がTLR4の細胞内領域
に結合するため、luciferase の N 末側領域と
C 末側領域が近接できない可能性を考え、
TLR4 の細胞内を欠失したものに luciferase
の N 末側領域または C 末側領域を結合させ
た遺伝子を作成した。これを CD14 と MD-2
とともに HEK293 細胞に一過性に発現させ、
LPS で刺激したが、10 分後までに luciferase
活性の上昇は観察されなかった。 

次に、全長 TLR4 の N 末端にフレキシブ
ルな 10 残基のアミノ酸を介して luciferase
の N 末側領域または C 末側領域を結合させ
た遺伝子を作成した。これを CD14 と MD-2
とともに HEK293 細胞に一過性に発現させ、
LPS で刺激したが、これでも 10 分後までに
luciferase 活性の上昇は観察されなかった。 

TLR4 と luciferase の間にはフレキシブル
な 10 残基のアミノ酸からなるリンカー配
列を挿入し、luciferase の N 末側領域と C 末
側領域の可動性を高めて両分子が活性を有
したコンフォメーションを取れるようにし
ているが、10 残基では短すぎる可能性を考
え、全長 TLR4 の C 末端にフレキシブルな
アミノ酸 22-30 残基を挿入して luciferase の
N 末側領域または C 末側領域を結合させた
遺伝子を作成した。これを CD14 と MD-2
とともに HEK293 細胞に一過性に発現させ、
LPS で刺激したが、10 分後までに luciferase
活性の上昇は観察されなかった。 

以上、全ての試みにおいて luciferase 活性
の上昇が観察されなかったことは、TLR4
の 2 量体形成が一過性であり、luciferase の
N 末側領域と C 末側領域が活性を有したコ
ンフォメーションを取れるようになるに至
らないか、もしくは、一過性発現の系では
全ての細胞でこれらのキメラ蛋白を発現し
ているわけではないため、十分なシグナル
強度が得られていない可能性が考えられる。
今後は一過性発現ではなく、恒常的発現の
系での検討が必要であると思われる。 
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