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研究成果の概要（和文）：Toll Like Receptor (TLR) ファミリーは病原体認識レセプターであり、

生体内の様々な免疫応答制御に必須の役割を果す。しかし、TLRの基本的性質に関しては不明

な点が多い。本研究では、TLR の細胞内分布を制御する PRAT4A のノックアウトマウスを用い、

TLR4 や TLR5 における細胞内分布と免疫応答との関連を検討した。 

FACS解析より、PRAT4A欠損骨髄マクロファージ（Mφ）やPECでは細胞表面TLR4は完全に

欠損した。TLR4 では細胞表面への分布がリガンド認識に必須であると考えられており、同仮説に

一致して PRAT4A 欠損 PEC では TLR4 リガンド（Lipid A、大腸菌）に対する応答は消失した。し

かし、PRAT4A 欠損骨髄 Mφでは多くのサイトカイン産生が残存した。また、同 Mφでは TLR4 リ

ガンド刺激に伴う共刺激分子の発現上昇がほとんど影響を受けなかった。これらの結果は、細胞

表面のみならず細胞内のTLR4もLPSレセプターとして機能することを示している。これら成果は、

研究期間内に得られ、その成果は学術雑誌に掲載された。 

 

研究成果の概要（英文）：Toll-like receptor s(TLRs) sense a variety of microbial products. TLRs 

activate innate immune responses and prime adaptive immune responses. TLR4/MD-2, a sensor for 

LPS, delivers the MyD88-dependent signal from the cellsurface, then traffics to endolysosomes and 

delivers the TRIF/TICAM-1-dependent signal. Both signals are thought to be dependent on cell 

surface TLR4/MD-2. Although TLR4/MD-2 is located also in recycling endosomes, the Golgi 

apparatus or the endoplasmic reticulum, little is known abouta role for intracellular TLR4/MD-2 in 

LPS responses. We here studied intracellular LPS sensing in macrophages. PRAT4A (protein 

associated with TLR4 A) is a cochaperone for a general chaperone gp96 and required for cell 

surface expression of TLR4/MD-2. Cell surface TLR4/MD-2 was undetectable on PRAT4A 

deficient thioglycollate-elicited peritoneal macrophage cells (P-Macs) and bone marrow-derived 

macrophages (BM-Macs). LPS responses were all abolished in PRAT4A deficient P-Macs, whereas 

a part of LPS responses remained detectable in PRAT4A deficient BM-Macs. Of note, LPS 

responses in PRAT4A deficient BM-Macs were not necessarily dependent on TRIF/TICAM-1 

signaling. PRAT4A deficient BM-Macs showed unimpaired production of both 

TRIF/TICAM-1-dependent chemokine RANTES (CCL5) and MyD88-dependent chemokine 

MCP-1 (CCL2). Moreover, up-regulation of co-stimulatory molecules, CD40 and CD86 was not 
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altered. In contrast, TRIF/TICAM-1-dependent production of type I IFN was profoundly impaired.  

These results demonstrate that intracellular TLR4/MD-2 is responsible for unique set of LPS 

responses. 
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１．研究開始当初の背景 

Toll Like Receptor (TLR) ファミリーは免疫細

胞に高発現する病原体認識レセプターである。

同分子は生体内の様々な免疫応答制御に必

須の役割を果す。しかし、TLR ファミリーの細

胞内分布が各々のTLRで大きく異なる理由に

は不明な点が多く、リガンド認識部位およびシ

グナル伝達部位を含めた細胞内分布の意義

がほとんどの TLR で未だ明らかとなっていな

い。 

２．研究の目的 

機能的 TLR4 は細胞表面 TLR4 であると考え

られてきたが、同分子は細胞内分画（小胞体、

ゴルジ体など）にも分布することが知られてい

る。PRotein Associated with TLR4 (PRAT4A) 

は TLR4 の細胞表面分布を制御するタンパク

質であることが知られていることから、細胞表

面TLR4 を欠損する PRAT4A ノックアウト細胞

を用いることで細胞内 TLR4 に機能的役割が

存在するか否かを解析することが可能となる。 

また、細胞表面 TLR5 であると考えられている

TLR5 でも、その細胞内分布が明示されてお

らず、実際のリガンド認識部位は不明なままで

ある。 

今回の研究では、TLR4 リガンド(Lipid A)およ

び TLR5 リガンド(Flagellin)の認識部位および

細胞内分布と免疫応答との関連を明らかにす

る。 

３．研究の方法 

（細胞内 TLR4 の機能解明） 

PRAT4A ノックアウトマウスに由来する様々

なマクロファージを解析し、TLR4 の細胞

表面発現が PRAT4A により制御されること

を示す。また、同マクロファージ群において

どの様な TLR4 応答が残存するのかに関

して解析を行う。 

 

（TLR5 におけるリガンド認識部位の同定） 

内因性に発現する TLR5 を認識できる抗



体が存在しない為、Balb/c バックグラウン

ドの TLR5 ノックアウトマウスを使用すること

で抗 TLR5 モノクローナル抗体を作製する。

また、樹立した抗体を使用して TLR5 が細

胞表面に発現する否かを検証する。

PRAT4A は様々な TLR の細胞表面発現

を制御することから、TLR5 と PRAT4Aの関

係も検証する。 

 

４．研究成果 

（細胞内 TLR4 の機能解明） 

1. PRAT4A 欠損マクロファージでは細胞

表面 TLR4 が消失する。 

 

我々は以前に PRAT4Aが TLR4 の細胞表

面発現に必須であることを見出したが、同

知見に一致して細胞表面 TLR4 は骨髄由

来マクロファージ(BM-Macs)、チオグリコレ

ートにより誘導された腹腔内マクロファージ

(P-Macs)および骨髄由来樹状細胞にお

いて完全に消失した。（図 A, B） 

2. 腹腔内マクロファージ(P-Macs)の LPS

認識には細胞表面 TLR4 が必須であ

る。 

細胞表面 TLR4 を消失した PRAT4A 欠損

P-Macs では Lipid A により誘導される一

酸化窒素、サイトカイン（TNF-α, IL-6, 

RANTES）、および IFN-βの産生が完全

に欠損していた。この事実は、P-Macs の

TLR4 応答が主に細胞表面 TLR4 に依存

することを示している。 

3. 骨髄由来マクロファージ(BM-Macs)は

機能的細胞内 TLR4 を有する。 

 

P-Macs とは対照的に、細胞表面 TLR4 を

消失した PRAT4A 欠損 BM-Mac では多く

の TLR4 応答が残存し（A, B, C）、ケモカ

インである RANTES や MCP-1 は Wild 

Type とほとんど遜色なく産生された。特に

MyD88 依存的な MCP-1 産生が残ってい

たことより、細胞表面 TLR4 のシグナル伝

達を司るMyD88が細胞内 TLR4の下流で

も機能していることが示された。 

 



更に、PRAT4A欠損 BM-MacではLipid A

による co-stimulatory molecules (CD40, 

CD86)の誘導が Wild type と遜色なく誘導

された。 

以上の結果は、細胞内 TLR4 が機能的で

あることを明確に示したものであり、細胞内

分画における TLR4 が選択的かつ特徴的

な TLR4 応答を誘導することを示してい

る。 

（TLR5 におけるリガンド認識部位の同定） 

1. 抗 TLR5 モノクローナル抗体の樹立。 

TLR5 を強制発現させた Ba/F3 細胞を

Balb/c バックグラウンドの TLR5 ノックアウト

マウスに免疫した。同マウスより得られた脾

臓細胞をハイブリドーマ細胞と融合するこ

とで得られた抗体産生ハイブリドーマ株を

FACS スクリーニングに供し、Ba/F3 細胞

は染色しないが TLR5 強制発現 Ba/F3 細

胞を染色するモノクローナル抗体を 1種類

得ることができた。同モノクローナル抗体は

GFP タグ着き TLR5 を選択的に免疫沈降

できることから、TLR5 特異的であると考え

られる。 

2. 細胞表面 TLR5 発現細胞の探索。 

樹立した TLR5 抗体を用いて複数の細胞

株を染色/FACS 解析を行った結果、J774

細胞（マクロファージ系列）が内因性 TLR5

を細胞表面に発現することが判明した。同

知見に一致して、J774 細胞は Flagellin を

認識し、サイトカインを産生した。 

3. PRAT4A は TLR5 の細胞表面発現を

制御する。 

細胞表面 TLR(TLR1,2,4)の細胞表面へ

の移行は PRAT4A により制御されることか

ら、TLR5 と PRAT4A との関係を解析した。

その結果、PRAT4A をノックダウンした

J774 細胞では TLR5 の細胞表面発現が

完全に消失した。また、内因性 PRAT4A

が TLR5GFP と共沈殿すること、PRAT4A

ノックダウンにより TLR5 の糖鎖修飾が欠

損するこ と を発見 した。 この事 実 は、

PRAT4A が小胞体にて糖鎖修飾を制御

することで TLR５の細胞表面発現を制御

することを示している。 

4. 細胞表面 TLR5 はサイトカイン産生に

必要である。 

PRAT4A をノックダウンした J774 細胞では

Flagellin 刺激に伴うサイトカイン産生が完

全に消失していた。同結果は、TLR5 にお

いて細胞表面分布がサイトカイン誘導に

重要であることを強く示唆するものである。 
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