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研究成果の概要（和文）：本研究では、TLR4リガンドのサイトカイン産生経路を検証するため、ライブセルイメ
ージング技術とフローサイトメトリーおよびプロモーター活性評価系を用いて、各種検討を実施した。その結
果、大腸菌由来LPSと紅色細菌由来LPSにおいて転写因子の活性上昇が前者では刺激濃度依存的に確認され、後者
では見られないという明確な差異を確認した。また目的であった新規TLR4リガンドの探索結果として、脂肪酸鎖
長が12であるスフィンゴミエリンSM-C12を見出し、これが免疫細胞においてTLR4リガンドとして結合後にインフ
ラマソーム関連分子を生成し、その後パイロトーシスも惹起する新たな分子であることを発見した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated the cytokine production pathways of TLR4 
ligands using live-cell imaging technology, flow cytometry, and promoter activity assays. Our 
results demonstrated a clear difference between Escherichia coli-derived LPS (EcLPS) and Rhodobacter
 sphaeroides-derived LPS (RsLPS) in terms of transcription factor activation. Specifically, EcLPS 
induced a concentration-dependent increase in transcription factor activity, whereas RsLPS did not 
show such an effect. Additionally, in our search for novel TLR4 ligands, we identified sphingomyelin
 with a fatty acid chain length of 12 (SM-C12) as a new TLR4 ligand. SM-C12 was found to bind to 
immune cells and subsequently generate inflammasome-related molecules, ultimately triggering 
pyroptosis. 

研究分野：脂質生物学

キーワード： 自然免疫　TLR4　スフィンゴミエリン　スフィンゴ脂質　リポ多糖　エンドトキシン　パイロトーシス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は現在論文投稿中であるが、新規のTLRリガンドの発見というところで、学術的意義が高い。ま
た、今回見出された分子であるSM-C12は、通常の哺乳動物細胞には見出されておらず、細菌などに存在する可能
性が高い外来性の分子である。どの外来種に多く存在するのか詳細な報告は成されておらず、今後の調査が重要
となる。また上記分子が、ヒトにおいて正常時には未発現、疾患に応じて発現するなどの現象が見出されれば、
感染症や糖尿病における炎症状態などの治療ターゲットとして、大きな社会的意義を持つと思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 現在までに国内外において TLR4/MD2 複合体の細胞内移行を厳密に可視化した報告例は無い。
にもかかわらず I型インターフェロンを選択的に産生できる TLR4の細胞内移行の作動機序の解
明は、免疫アジュバント研究において重要な位置づけとなっている。顕微による一連の可視化操
作は最近のノーベル賞受賞技術である超解像顕微鏡やクライオ電顕を筆頭に目覚ましい進歩を
遂げているが、「正しい可視化」には、蛍光標識した分子が内在的な分子と同等の振る舞いをす
ることの多角的検証が必須となる。 
  
 
２．研究の目的 
 自然免疫受容体の TLR4は感染防御を起動する重要な分子であり、炎症作用あるいは抗ウイル
ス/抗腫瘍作用を惹起する。前者は TLR4 が細胞膜上に留まり、後者は細胞内移行することでそ
れぞれに応じたサイトカインを産生することが生化学的に実証されているが、生細胞での可視
化による検証は未だ行われていない。そこで我々によって新規に開発された、細胞膜上の
TLR4/MD2 複合体のみを生細胞で可視化できるプローブを駆使し、既存の評価系と組合わせる
ことで、サイトカイン産生経路の仕分けを体系的に評価するシステムを構築する。これを用いる
ことで臨床においても有用な、新規アジュバントとしての TLR4リガンドの探索を実施する。 
 
 
３．研究の方法 
1) TLR4/MD2の細胞内移行のタイムラプスイメージング 
 TLR4 を高発現する HEK-BlueTMhTLR4 株に HaloTag 融合 MD2 を発現させ、 AlexaFluor488
を結合させて、細胞膜上の TLR4/MD2 を可視化し、TLR4 のアゴニスト/アンタゴニストである
大腸菌 LPS(EcLPS)/紅色細菌由来 LPS(RsLPS)をそれぞれ添加し、細胞内移行(本研究では初期エ
ンドソームへの局在を内在化指標とした)を輝度計測した。 
 
2) 高感度レポーターアッセイによる TLR4リガンド特性の解明 
 TLR4/MD2発現細胞における NF-κB経路、MAPK/AP-1経路、IRF経路に対応したルシフェラ
ーゼレポーターアッセイを用いて、上記 LPSのシグナル伝達特性を解析した。 
 
3) ELISA 法ならびにレポーターアッセイ用細胞を用いたスフィンゴミエリンのサイトカイン活
性評価 
 マウスマクロファージ様細胞 (RAW264.7) あるいは骨髄由来マクロファージ細胞 (BMDM)を
大腸菌由来の LPS および種々のアシル鎖の SM 分子種(SM d18:1/12:0, SM d18:1/14:0, SM 
d18:1/16:0)で共刺激し、炎症性サイトカイン IL-6,および IL-1αの放出量を調べた。ヒトあるいは
マウス TLR4/MD2/CD14 遺伝子と分泌型アルカリホスファターゼ (SEAP) レポーター遺伝子を
発現した HEK-Blue™ TLR4細胞を用いて TLR4を介した NF-κBの活性能を評価した。 
 
 
 
４．研究成果 
1) TLR4リガンドの機能評価 ～レポーターアッセイとイメージングによる解析～ 
 イ メ ー ジ ン グ に よ る
TLR4/MD2 複合体の動態解析
と、炎症作用を引き起こす
MyD88 依存経路および抗ウイ
ルス・抗腫瘍作用を引き起こす
TRIF 依存経路、 それぞれで分
泌されるサイトカインの発現プ
ロモーターを解析するシステム
を構築することで、内在化と
TRIF 依存経路の活性化の関係
を調査した。具体的には、TLR4
と複合体を形成している MD-2
に対して蛍光標識をすることで 
TLR4高発現株である HEK-Blue 
hTLR4 細胞における TLR4 の挙
動を観察し、リガンドで刺激し
た際の内在化量を細胞内におけ



る蛍光強度から定量して比較を行った。活性アゴニストである大腸菌 LPS(EcLPS)刺激時ではア
ンタゴニストである紅色細菌由来 LPS(RsLPS)刺激時に比べて、内在化量が有意に多く見られた
ことを共焦点走査型レーザー顕微鏡により解析した(図１)。次に HEK-Blue hTLR4 細胞に対して
MyD88 依存経路で活性化される転写因子 NF-κB,AP-1 と TRIF 依存経路で活性化される転写因
子 IRF3によって転写翻訳されるルシフェラーゼの遺伝子を導入し、EcLPS、RsLPS それぞれで
刺激した際の転写産物を発光量より測定した。その結果、EcLPS 刺激においては各転写因子の
活性上昇が刺激濃度依存的に見られたのに対し、RsLPS 刺激においては刺激による転写因子の
活性化は見られないという、明確な差異を得ることが出来た(図２)。本検討により、イメージン
グによる TLR4/MD2 複合体の内在化能と、NF-κB 経路、IRF 経路に対応したルシフェラーゼレ
ポーターアッセイ
を用いて測定した
TLR4 リガンドのシ
グナル伝達特性に、
相関があることを
実証できた。これに
より、その他の特徴
的な活性を有する
TLR4 リガンドがど
の よ う に
TLR4/MD2 複合体
を内在化させるの
か、より詳細に検討
することが可能に
なった。 
 
  
 
 
 
 
2) 新規 TLR4リガンドとしてのスフィンゴミエリン SM-C12の発見とパイロトーシス活性 
 本研究で探索された TLR4 リガンド候補分子
のうち、スフィンゴミエリン(SM)分子種で興味
深い知見が得られた。マウスマクロファージ細胞
を大腸菌由来の LPS と種々の脂肪酸鎖の SM分
子種で共刺激し、炎症性サイトカイン IL-6 と IL-
1αの放出量を調べた ELISAの結果を右図に示し
た(図３)。LPS 単独刺激(灰色の棒グラフ)に対し
て C18-SM、C24-SM、C24:1*-SM などの哺乳動
物 に存在する内在性 SMは LPS刺激との共存に
影響し ないが、C14-SM は若干の抑制作用を示
している。C14-SMはごくわずかに動物個体内に
も存在しており、その関連性にも興味が持たれ
る。一方で、動物細胞に存在しない C12-SM(赤色
の棒グラフ)は LPSを抑制せず、単独で顕著な IL-
6および IL-1αの分泌を促していた。特にパイロ
トーシスに係るサイトカインである IL-1α の分
泌が著しく、比較的高濃度の LPS(1 ng/ml)刺激に
対して、C12-SM 20 μM の濃度処理が、約 10 倍
の分泌活性を示した。 なお、親水性基が SMと
同じコリン残基で C12 の脂肪酸鎖を有するホス
ファチジルコリン(PC)は、C12-SMと同様の活性
を全く示していない。 
*【C24:1】脂肪酸鎖に 1つの不飽和結合を含む。
C12は飽和型脂肪酸で C12:0を省略。 
  
 またマウスおよびヒトの TLR4/MD2を発現し、NF-κBの転写を可視化基質で評価できる SEAP
レポーターアッセイ細胞（HEK-Blue™ mTLR4/mMD2, HEK-Blue™ hTLR4/mMD2）を用いて、C12-
SM、C14-SM、C15-SM の活性評価を行ったところ、これらの分子がマウス/ヒト双方で、TLR4
を介した LPS に対するアンタゴニストであることも示した。また C12-SM はこの評価系でも単



独で NF-κBの誘導活性を示した（図４）。 
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