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研究成果の概要（和文）：エンドトキシン活性の強弱の調節機構を解明するため、その活性と受

容体蛋白への結合性を比較した。ヒトおよびマウス由来 LBP に対する各種 lipid A（エンドト

キシンの活性中心化合物）の結合性はどちらの LBP でも 406＞506＞516 の順になった。これ

は、マウス細胞での活性（506≧406＞516）とはほぼ平行したが、ヒト細胞での活性（506≫516
≒406）とは平行せず、エンドトキシン活性発現には LBP との結合以降の過程が重要な役割を

果たすことを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：To clarify the regulatory mechanisms of the strength of endotoxin 
signaling, relationship between its activity and the binding to the receptor protein was 
studied. The affinity of lipid A compounds (active molecule of endotoxin) to human and 
mouse LBP was in following order; 406＞506＞516.  The order was roughly paralleled 
with their activities in murine cells but not with those in human cells, indicating that the 
process following the binding to LBP plays an important role in the regulation of the 
strength of endotoxin signaling. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００９年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

２０１０年度 1,400,000 420,000 1,820,000 

２０１１年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

年度    

  年度    

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
 
研究分野：細菌学 
科研費の分科・細目：基礎医学・細菌学（含真菌学） 
キーワード：エンドトキシン、Toll 様受容体、マクロファージ 
 
１． 研究開始当初の背景 

細菌感染に伴って遊離するエンドトキシ
ンは、無秩序な炎症性メディエータの産生
という内分泌系のかく乱を引き起こすこと
によって生体の恒常性の破綻を招き、その
複合反応の総和として死に至らしめると考
えられており、米国内だけでもエンドトキ
シンに起因する死者が年間に数十万人にも

達すると推定されている医学上の大きな問
題の原因物質である。エンドトキシンは化
学的には lipopolysaccharide (LPS)である。
しかしLPSは化合物としては単一の物質で
はなく、由来する菌種によって活性本体で
あるリピドＡ部分のグルコサミン骨格、置
換脂肪酸、リン酸基置換等の構造組成が大
きく異なり、さらにその修飾体としての多
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糖部分の変化を含めて、実に多様な物質の
総称である。概ねグラム陰性菌由来の LPS
はいくつか例外を除いてこの内毒素活性を
表す。しかしその活性強度は極めて多岐に
わたり、大腸菌由来 LPS のように非常に強
い 活 性 を 表 す も の か ら 、
Rhodopseudomonas 由来の LPS の様にほ
とんど活性を示さないといった活性スペク
トルを示すことはよく知られている。 

TLR4 発見以来の近年の膨大な研究の蓄
積により、マクロファージによるエンドト
キシンの認識と、それに続く細胞内シグナ
ル伝達機構の概容は分子レベルで明らかに
されつつある。すなわち、マクロファージ
の活性化は LPS 結合タンパク質である
LBP，CD14、TLR4、MD-2 等の分子が組
織的に LPS 分子を認識・結合して複合体を
形成し、それらの多彩な構造体をパターン
認識することによりシグナル伝達が開始さ
れると考えられており、いずれの菌由来の
LPS も基本的にこの経路により活性発現が
行われるものと考えられている。 

申請者はこれまでに、各種グラム陰性菌
由来の LPS、及び化学合成リピドＡ類縁体
を用いてエンドトキシンの構造活性相関の
研究を行い（棚元憲一、ファルマシア、24, 
163-170 , 1988）、活性の強弱を支配する構
造要因を明らかにしてきた。さらに不活性
型リピドＡ類縁体がアンタゴニスト活性を
示すことを最初に見いだす（Tanamoto et 
al., Infect. Immun. 44, 427-433, 1984）と
ともに、化学処理、化学修飾により種々の
不活性体の作成とそのアンタゴニスト活性
の研究を行ってきた（Tanamoto, FEBS 
Lett. 351, 325-329, 1994）。特に、化学合成
リピドＡ類縁体を用いた研究の中で、大腸
菌型、サルモネラ型、前駆体型の３種の化
合物を用いた詳細な構造活性相関及び、作
用機作の研究を行っており、大腸菌型リピ
ドＡはヒト、マウス由来マクロファージ両
方に強い活性を持ち、サルモネラリピドＡ
は大腸菌の LPS に比べ、脂肪酸が一個多い
だけの違いにも関わらず、マウスには活性
を示すものの、ヒト細胞には活性を示さず
(Tanamoto & Azumi, J. Immunol. 164, 
3149-3156, 2000)、逆にアンタゴニスト作
用を示すこと、また、前駆体型は、ヒト細
胞に対しては不活性であり、マウスマクロ
ファージには強い活性を有するが、サクシ
ニル化修飾によりマウスに対する活性も完
全になくなり、強力なアンタゴニストに転
ず る こ と な ど を 明 ら か に し て き た
(Tanamoto, J. Immunol., 155, 5391-5396, 
1995)。このようなエンドトキシンの構造活
性研究の過程で、エンドトキシン分子の極
めて微細な構造変化によって活性が大きく
異なってくること、さらには細胞種によっ

てその作用が逆転するというエンドトキシ
ン分子と細胞との複雑な活性化現象を解析
する中で、本研究に結びつく、エンドトキ
シンの化学構造の違いによる活性調節はい
かにして行われるのかという問題点の着想
に至った。当時は TLR 等のエンドトキシン
の活性化機構に関する知見がなく、もっぱ
ら LPS 分子の構造活性相関が中心であり、
メカニズム解析は限られたものであったが、
現在分子レベルでの活性化機構の大枠が明
らかになってきたことで、本研究課題にお
ける解析が可能となってきた。 

 
２．研究の目的 

本研究の目的は最終的にはエンドトキシ
ン疾患という難治疾患の治療法への発展を
見据えて、エンドトキシン活性の発現に主
要な役割を果たしているマクロファージに
対するエンドトキシンの活性の強弱を調節
している機構を解明しようとするものであ
る。 

近年の世界的な研究成果により、エンド
トキシンの活性化機構に関連する種々の生
体因子は明らかにされつつあるが、多様な
菌由来のLPSに対する生体の多様な反応に
着目した解析は行われていない。そのよう
な独自の視点で、活性の強弱を支配してい
る質的な要因を明らかにしようというとこ
ろが本研究の特色があり、この解析により、
エンドトキシン活性発現の調節機構を明ら
かにすることは、単に学術的な意味にとど
まらず、臨床応用への発展、敗血症に代表
されるエンドトキシン疾患の対策につなが
るものである。 

 
３．研究の方法 
(1)材料 
細胞としてマウスマクロファージ様細胞

株 J774.1、ヒトモノサイト様細胞株 THP-1
を用いた。THP-1 細胞は PMA と vitamin D3
により分化させてから用いた。リピド A と
して大腸菌型 506、サルモネラ型 516 およ
びリピド A 前駆体 406 を用いた。His タグ
を付加したリコンビナント LBP は酵母の発
現系を利用して、Ni-sepharose を用いて精製
した。 
(2)Western blott 
細胞を刺激後、蛋白抽出液を作成し、

SDS-PAGE により蛋白を分離し、PVDF 膜に
転写後、常法に従い Western blott を行った。 
(3)ELISA 
各種リピド A の LBP への結合は、LBP を

96 穴プレートに固相化後、リピド A 存在下
で FITC ラベルした LPS を加え、抗 FITC 抗
体を用いて LPS の結合率を求めた。 
(4)レポーター活性 
細胞に NF-B 依存性のルシフェレースレ



 

 

ポーター遺伝子を導入し、各種リピド A で
刺激後、ルシフェレース活性を測定した。 

 
４．研究成果 
(1) リコンビナント LBP の精製 
エンドトキシンの活性本体であるリピド

A がマクロファージ細胞を活性化するため
には、血清中の LBP によりリピド A が血清
中もしくはマクロファージ細胞表面に存在
する CD14 に引き渡される必要がある。そ
の後、リピド A は MD-2 へと受け渡され、
MD-2-リピド A 複合体が TLR4 へと結合し、
細胞内にシグナルが伝達される。従って、
マウスおよびヒトの系で正しい活性を測定
するためにはマウスまたはヒト由来の LBP、
CD14、MD-2、TLR4 を用いて行う必要があ
る。そこで、まず、マウスおよびヒト由来
のリコンビナント LBP の精製から着手した。 
リコンビナント LBP はエンドトキシン混

入を避けるため、酵母の発現系を利用して
精製した。精製した LBP の活性を確認する
ため、マウスマクロファージ様細胞株
J774.1 を無血清培地を用いて異なる濃度の
LBP 存在下で LPS で刺激した。LPS の活性
は IBの分解を Western blott により検出し
た。IBは LBP 非存在下では LPS により分
解を受けないが、ヒト（h）およびマウス（m）
由来 LBP の 2 ng/ml 程度から分解が観察さ
れた（図１）。このことから、精製したリコ
ンビナント LBP は活性を保持していること
が明らかになった。 

 
(2) リコンビナント LBP に対する各種リピ
ド A の結合 

リピド A の活性発現のためには、まず、
LBP と結合する必要があることから、LBP
に対する各種リピド A の結合と活性を比較
した。 

hLBP および mLBP を固相化後、506、516、
406 存在下で FITC-LPS の結合を ELISA の
系で測定した。hLBP および mLBP どちらを

用いても、406 による阻害活性が最も強く、
次いで 506、516 の順になった（図２）。 

リピド A の結合と生物活性を比較するた
め、３種のリピド A の NF-B 活性化能を検
討した。ヒト細胞では 516 と 406 がほとん
ど活性を示さないのに対し、マウス細胞で
は 506 と 406 がほぼ同等の活性で、次いで
516 の順になった（図３）。 

以上より、リピド A の構造の違いによる
生物活性の差は LBP に対する結合性だけで

図１ リコンビナントLBPのLPS活性に与える効果。

J774.1 細胞を無血清培地中、0-50 ng/ml の LBP 存在下

で、LPS で刺激し、IB蛋白を Western blott 法により

検出した。 

図 2 LBP に対する各種リピド A の結合。hLBP (A)
または mLBP (B)を固相化後、506、516、406 存在下で

FITC-LPS の結合率を測定した。 

図 3 各種リピド A の生物活性。分化させた THP-1 細

胞 (A)または J774.1 細胞(B)に NF-B 依存性のルシフ

ェレースレポーター遺伝子を導入し、506、516、406
で刺激した後、ルシフェレース活性を測定した。 



 

 

は説明できず、CD14 以降のプロセスが関与
することが明らかになった。 

近年の世界的な研究成果により、エンド
トキシンの活性化機構に関連する種々の生
体因子は明らかにされつつあるが、多様な
菌由来の LPS に対する生体の多様な反応に
着目した解析は行われていない。そのよう
な独自の視点で、活性の強弱を支配してい
る質的な要因を明らかにすることは、単に
学術的な意味にとどまらず、臨床応用への
発展、敗血症に代表されるエンドトキシン
疾患の対策につながるものである。 
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