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研究成果の概要（和文）：免疫細胞はライソゾームを分泌やシグナル伝達の場として利用しており、そのために独自の
ライソゾームの環境制御システムを持っている。本研究では、免疫細胞のライソゾームに局在するアミノ酸トランスポ
ーターSLC15A4が、自然免疫センサーのTLR7やTLR9を介した免疫応答を制御するメカニズムの解析を行った。その結果
、ライソゾームのSLC15A4が近傍に局在するmTORの活性に影響を与えることによりTLR7/9のシグナル伝達、特にI型イン
ターフェロンの産生を制御するという新しい炎症制御機構を明らかにし、その成果をImmunity誌に発表した。

研究成果の概要（英文）：Immune cells have a unique regulation system of endo/lysosomes to harness their 
inflammatory signaling that results in secretion of mediators or cytokines. Our project aimed to reveal 
the molecular mechanism how the inflammatory response that takes place in the lysosome, such as Toll-like 
receptor (TLR) signaling, is controlled by SLC15A4, a lysosome-resident amino acid transporter. We found 
the novel mechanism that SLC15A4 regulates the activity of mTOR complex that is essential for the type I 
interferon signaling triggered by TLR7 or TLR9. We also found that this regulatory mechanism played a key 
role in production of pathogenic autoantibodies in the autoimmune disease model. Our finding suggested 
that SLC15A4 could be a therapeutic target of inflammatory diseases.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
一般にトランスポーターは細胞内外の物質の

摂取・排出を行う分子群であるが、免疫系で

のトランスポーターの果たす役割については、

よくわかっていない。 
トランスポーターは、ATPの加水分解エネル
ギーを利用して輸送を行うABC (ATP binding 
cassette)ファミリーと、ATPのエネルギーを用
いないで輸送を行うSLC (Solute carrier) ファ
ミリーの二つに大別されている(1) 。ヒトにお
いては300種類以上のSLC遺伝子が同定され
ているが、免疫系におけるトランスポーター

の解析はほとんどなされていない。特に細胞

内小器官であるライソゾームに局在するトラ

ンスポーターについては免疫応答との関連性

においてほとんど報告がなく、炎症応答時に

おけるライソゾームの制御機構はブラックボ

ックスである。一方で、近年ライソゾームは

タンパク質分解の場だけでなく、シグナル応

答の場として注目を集めている(2) 。特に自然
免疫においては核酸を認識するTLR3,7,9 は
ライソゾームへの局在が応答に必要であるこ

とが知られており(3) 、ライソゾーム環境はこ
れらTLRを介した炎症応答を左右するファク
ターとして重要である。申請者らはこれまで

に、SLC15A4が細胞内のライソゾームに局在
しアミノ酸のヒスチジンを主な輸送基質とす

るトランスポーターであること、この分子が

TLR7, TLR9, NOD1といった自然免疫応答に
関与していることを発見した。しかし

SLC15A4とTLR応答を結ぶライソゾームの動
態については未だに不明であった。 
	
 
２．研究の目的 
本研究はそのライソゾームに局在するトラ
ンスポーターの１つである SLC15A4 と TLR 
応答制御の関係を生化学的・分子生物学的な
手法によって解明することを目的とした。 
 申請者が研究テーマにしている SLC15A4 
は、疾患関連遺伝子としての報告は複数ある
ものの、免疫系に関しては申請者以外ではア
メリカ Scripps 研究所の B. Beutler らを含む
2 カ所のグループが発表しているのみであ
った。Beutler らのグループは化学物質で誘導
した変異マウスを用いて、形質細胞様樹状細
胞(pDC) の 1型インターフェロン産生に重要
な分子として SLC15A4 を同定した(4)が、こ
のトランスポーターの TLR9 および TLR7 活
性化における役割は明らかにはしていない。
一方、われわれは独自に作製した KOマウス
を用いて解析を行い、SLC15A4が TLR9に加
えてNOD1に対する応答性にも重要であるこ
とを見出した(5)。これは NOD1 のリガンド
が SLC15A4 を介して細胞質への輸送される
ため、SLC15A4 の欠損によってリガンドの
輸送が障害されることによる。TLR7,9 のリ
ガンドの場合、SLC15A4 欠損細胞において
も細胞内への輸送は障害されていないこと

から、ライソゾームにおける TLR7,9 の
活性化異常が低応答性の原因であると
推測された。 
	
 一般にライソゾーム環境は細胞の受
容体が適切なシグナリングをする上で
厳密に制御されている。特に pH やイオ
ン環境の調節がライソゾーム内の酵素
の活性制御において重要である。樹状細
胞ライソゾーム内 pH 変化の測定など細
胞生物学的手法によりライソゾーム環
境の相違を解析してきたが、それらの結
果からは SLC15A4 がなぜ TLR7,9 の応
答に必要なのか説明できていなかった。
本研究では生化学的手法を用いること
により直接ライソゾームの性状解析を
行い、ライソゾーム内の成分分析から
SLC15A4 によるライソゾーム環境の維
持機構を明らかにすることを目指した。
抗 SLC15A4 抗体の樹立は、SLC15A4 特
異的な小胞の分離、細胞内動態の観察と
いった解析に加えて TLR7,9 による炎症
制御のツールとして、本研究を遂行する
上で不可欠であると位置付けた。 
	
 特異的な抗体を用いてライソゾーム
局在性トランスポーターSLC15A4 の炎
症応答の制御機構を解明するとともに、
樹立した抗体を SLC15A4 の機能制御に
用いることで TLR7,9 および NOD1 を
介した炎症応答の抑制への応用を期待
する。これまでに申請者らは SLE モデ
ル系を用いて SLC15A4 の欠損が自己免
疫疾患の病態を改善することを発見し
た。すなわち、この分子の制御が TLR7,9 
を介した自己免疫疾患の病態改善につ
ながる可能性を示唆したため、機能解析
と同時に、SLC15A4の機能を制御し、炎
症を抑制するような抗 SLC15A4 モノク
ローナル抗体の樹立を目指した。 
 
３．研究の方法 
申請者らはライソゾームに局在するア
ミノ酸トランスポーターSLC15A4 が自
然免疫系の DNA のセンサーである
TLR9 あるいは RNA センサーの TLR7 
の応答に関与することを明らかとして
きたが、その機能的連関については不明
のままであった。本研究では SLC15A4 
に対するモノクローナル抗体を樹立し、
(1) 生化学的・(2)細胞生物学的解析を行
うことで、SLC15A4 による TLR 制御メ
カニズムを解析した。一方、(3)抗体によ
る SLC15A4 の機能調節を介した炎症応
答の抑制について in vitro で検討を行い、
その効果を確認した上で、疾患モデルマ
ウスを用いた抗体の炎症抑制効果につ
いて検討をすすめることを目指した。こ
れら一連の解析を通じて、SLC15A4 を
ターゲットとした炎症性自己免疫疾患
の治療法開発の分子基盤の確立を試み
た。 



 
(1)生化学的解析 
	
 TLR リガンドである DNA/RNA 応答性の
変化を、SLC15A4 がライソゾームの環境に
与える影響から検討する。野生型と SLC15A4 
KO 由来の樹状細胞を利用し、リガンド結合
磁性ビーズを用いてリガンド刺激後の細胞
のライソゾームを分離した後、その中に含ま
れる成分を HPLC あるいは質量分析（MS）
によって解析する。また、樹立した抗
SLC15A4 抗体を用い、SLC15A4 の含まれる
ライソゾームのみを単離することで、
SLC15A4 がライソゾーム環境に与える影響
をより正確に分析する。 
(2) 細胞生物学的解析 
SLC15A4が TLR7および TLR9の細胞内局在
および輸送系に与える影響を明らかにする。
抗 SLC15A4 抗体もしくは HA タグを付加し
た SLC15A4 および蛍光タンパク質融合
TLR7,9 を用いて共焦点レーザー顕微鏡で観
察する。また、抗体のヒト分子への交差反応
性を検討した上で、ヒト SLC15A4 の細胞内
局在についても検討を加える。 
特にこれまでの知見から、TLR7 および TLR9 
の活性化の場とされるライソゾームとの共
局在化の時空間的解析を進める。また、
SLC15A4 がライソゾーム自体の形態・微細
構造に与える効果について、電子顕微鏡を用
いて観察する。具体的には野生型と KO マウ
ス由来の樹状細胞を単離し、TLR 刺激の有無
において、ライソゾームの形態・形成を透過
型電子顕微鏡で比較観察する。 
	
 なお、(1)(2)に関連して、抗 SLC15A4 抗体
が樹立されない場合、生化学的解析は
SLC15A4 にエピトープタグを付加すること
で細胞株での強制発現、あるいはレトロウイ
ルスを利用した樹状細胞への発現系を用い
て行うこととした。 
(3)抗 SLC15A4 抗体の樹立 
SLC15A4 は細胞内に発現すること、また 12 
回膜貫通タンパク質であることからモノク
ローナル抗体を得るには高い技術が必要で
ある。申請者らは SLC15A4 を細胞表面に強
制的に発現させる方法と BALB/c 系統の
SLC15A4 欠損マウスを利用する方法を組み
合わせることで、より確実性の高いモノクロ
ーナル抗体の樹立を目指した。 
	
 
４．研究成果	
 
	
 細胞のライソゾームは、外界から取り込ん
だ物質や自身のオルガネラを分解する場で
あることは知られているが、免疫応答におい
ては、取り込んだ異物を認識し、免疫反応を
惹起するシグナル伝達の場としての重要性
が明らかになりつつある。H+共役型アミノ酸
輸送体である SLC15A4 は、B 細胞や樹状細
胞をはじめとする免疫細胞に発現しており、
それら細胞内でヒスチジンやオリゴペプチ
ドをライソゾーム内腔から細胞質へ輸送す
ることが知られているが、免疫応答における

役割は十分解明されてはいない。 
 	
 本研究は、SLC15A4 が抗体産生機能
と SLE の病態形成に果たす役割を明ら
かにすることを目的とし、TLR7 依存性
ループス様疾患モデルを用いて解析を
行った。その結果、SLC15A4欠損マウス
においては抗 DNA抗体、抗 RNP抗体い
ずれの自己抗体も産生が減弱すること
を見出した。特に I型インターフェロン
(IFN)に依存して産生される抗体クラス
である IgG2a/IgG2c の減少が顕著に認め
られ、この自己抗体産生の低下が B細胞
の機能異常に起因することを明らかに
した。 
 	
 IgG2c抗体産生を制御する I型 IFN産
生機構がどのように SLC15A4 によって
コントロールされているか、その分子機
構についても詳細な解析を行った。その
結果、TLR7 刺激存在下において、
SLC15A4は IRF7の転写制御および核内
移行を媒介することによって I型 IFNの
産生を誘導することを明らかにした。さ
らに興味深いことに、SLC15A4は TLR7
刺激下でライソゾームにおける mTOR
の活性化に必須であること、また I型 IFN
がその受容体 IFNAR1/2 を介してさらに
IRF7の発現を増幅して I型 IFNを量産す
るという調節サーキットにおいて、
mTOR 依存性の IRF7 翻訳制御にも必須
の役割を果たすことを見出した。
SLC15A4 欠損 B 細胞では、このサーキ
ットが破綻し、その結果 TLR7によって
誘導される IgG2c遺伝子の転写が認めら
れなかった。以上より、SLC15A4は I型
IFNによって誘導される自己抗体産生と、
それに依存した自己免疫疾患の病態に
中心的な役割を果たすことが明らかと
なった(図 1)。  

  
これらの成果をまとめ、2014年 9月 Cell 
press 姉妹誌の Immunity に発表した。
SLC15A4 によるこのような統合的なシ
グナルの制御は、自己抗体産生を伴う自
己免疫疾患の病態形成に重要であると
考えられ、本研究によって、SLC15A4
の機能阻害が SLE などの自己免疫疾患
の治療標的となる可能性が示された。	
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樹立については、当初の計画より遅れたもの
の、SLC15A4 KO マウスにヒト SLC15A4 発
現細胞を複数回免疫することにより、
SLC15A4 の立体構造を認識すると考えられ
るクローンを得ることができた（図 2）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
抗体の性状解析も終了しており、今後の
SLC15A4の機能の生化学的・細胞生物学的な
解析において非常に強力なツールとなるこ
とが期待される。 
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