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研究成果の概要（和文）：　リソソーム局在型アミノ酸/オリゴペプチドトランスポーターSLC15A4はTLR7/9が媒
介するI型インターフェロン (IFN-I) 産生の制御を介して自己免疫疾患様モデル病態の形成に重要な役割を果た
す。本研究では、SLC15A4によるTLR7/9制御のメカニズムとして、リソソーム内ヒスチジン排出に依存したリソ
ソーム小胞内pHの制御、さらにはpHに依存したvATPase活性およびmTORC1の制御を明らかにした。また、この分
子がマスト細胞においてmTORC1を制御し、マスト細胞での分泌顆粒の形成とアレルギー応答を制御していること
を見出した。

研究成果の概要（英文）：A lysosome-resident, amino acid/oligopeptide transporter, SLC15A4, plays a 
crucial role in the pathogenesis of inflammatory diseases through regulation of TLR7/9-mediated type
 I interferon (IFN-I) productions. We found in this study that SLC15A4 loss caused the accumulations
 of histidine and histamine in the lysosomes, which resulted in the dysregulation of lysosomal pH. 
Moreover, SLC15A4-deficient cells showed the decrease of vATPase and mTORC1 activities. Our results 
indicated that SLC15A4 is an integral part of TLR7/9-triggered inflammatory signals by engaging the 
lysosomal conditioning. We also found that SLC15A4 regulated mast cell’s functions through the 
regulation of mTORC1 activity, and played an important role in secretory granule biogenesis and 
allergic inflammation. These results revealed that SLC15A4-dependent regulation of mTORC1 signaling 
pathway has an impact not only on various immune cell functions but also on the pathogenic 
conditions of inflammatory diseases.
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１．研究開始当初の背景 
 

免疫細胞はリソソームをシグナル伝達の
場として利用しており、そのために独自のリ
ソソーム環境制御機構を有している。TLR 
によるリガンド認識とシグナル伝達はよい
例であるが、エンドリソソームにおけるシグ
ナルは、細胞表面でのレセプターシグナルと
は時間的空間的特性が異なり、免疫応答の質
や強さの制御に重要な役割を果たすことを
鑑みると、この制御機構の理解は免疫疾患の
新規治療戦略の樹立に極めて有益であると
考えられる。 

免疫細胞に優先して発現するリソソーム
局在型アミノ酸トランスポーターSolute 
carrier protein 15A4（SLC15A4）は、プロ
トンと共役して輸送基質をリソソーム内腔
から細胞質へと輸送するトランスポーター
で、全身性エリテマトーデス(SLE)、糖尿病、
関節リウマチ、炎症性腸疾患において疾患関
連遺伝子として報告がなされているが、病態
形成における役割については不明な点が多
い。私たちはこれまでに、SLC15A4 欠損マ
ウスを用いたこれまでの解析によって、
SLC15A4 はプラスマ細胞様樹状細胞におけ
る TLR7/9 シグナルに依存した I 型インタ
ーフェロン(IFN-I)と種々の炎症性サイトカ
イン産生に必須であること、細胞内病原体セ
ンサーNOD1 のリガンドTri-DAP を細胞質
へ輸送する責任分子であること、さらにこの
分子が腸炎の病態形成に極めて重要な役割
を果たすことを明らかにしてきた。さらに、
この分子の関連疾患である SLE に着目し、
マウスループスモデルを用いて B 細胞の
SLC15A4 が TLR7 シグナルに依存した自
己抗体産生に必須であることを明らかにし、
さらにこの分子が IFN-I 受容体(IFNAR)の
下流で mTOR 依存的に IRF7 の翻訳を制御
すること、それによって IFN-I-IRF7 サーキ
ットの形成を媒介して自己抗体産生を誘導
することを明らかにした。これらの知見より、
SLC15A4 が自己抗体産生を伴う自己免疫疾
患や炎症性腸疾患の治療標的候補分子とな
り得ることが示唆された。しかしながら、
SLC15A4 がどのように TLR7 シグナルを
制御するのか、詳細な分子基盤は明らかには
なっておらず、またこの分子の他の免疫細胞
における機能についても不明である。 
 
２．研究の目的 
 

本研究は、SLC15A4 による TLR7/9 シグ
ナルと mTOR 活性の制御機構、および自己
免疫疾患の病態制御における役割と分子基
盤の解明を目的とした。さらに、SLC15A4
を高発現するマスト細胞における当該分子
の役割を明らかにするとともに、同様に免疫
細胞に発現し、SLC15A4 に高い相同性を示
す SLC15A3 の機能を明らかにすることによ
り、これらのトランスポーターの治療標的と

しての妥当性を検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) SLC15A4 による mTOR 制御機構 
 脾臓より単離した B 細胞および骨髄より
Flt3L で誘導した樹状細胞を用いて、リソソ
ーム内 pH の測定、単離リソソームのアミノ
酸定量、vATPase 活性測定を行った。 
(2) SLC15A4 欠損マスト細胞の機能解析 
 SLC15A4 欠損マウス骨髄より誘導したマ
スト細胞の抗原依存的およびサイトカイン
依存的応答を、脱顆粒反応、サイトカイン産
生等を指標にして解析した。また SLC15A4
欠損マウスにおいて、抗原特異的および IL-33
誘導性アレルギー応答を解析した。 
(3) SLC15A4 阻害物質のスクリーニング系 
 SLC15A4 を発現する細胞株を樹立し、適切
な輸送基質の選択を行い、スループットの高
いアッセイ系を樹立した。 
(4) SLC15A3 欠損マウスの樹立と機能解析 
 SLC15A3 欠損マウスを CRISPR/CAS9 法を
用いて樹立し、造血系細胞の分化、機能解析
を進めた。 
 
４．研究成果 
(1) SLC15A4 による mTOR 制御機構 
 SLC15A4 欠損 B 細胞および樹状細胞にお
いては、TLR7/9 アゴニストによって引き起こ
されるリソソーム小胞内の酸性化が阻害さ
れることが見出され、このことが SLC15A4
欠損下でのTLR7/9に依存した INF-I産生を減
弱させる原因の一つであると考えられた。比
重遠心法によってリソソーム小胞濃縮画分
を単離し、小胞内アミノ酸を定量した結果
（慶応大学杉浦先生、末松先生との共同研
究）、SLC15A4 欠損下においてはヒスチジン
およびその代謝産物であるヒスタミンがリ
ソソーム小胞内に蓄積することを見出した。
ヒスチジンが高い緩衝能を有するアミノ酸
であることを考え合わせると、SLC15A4 欠損
によってリソソーム内にヒスチジンが蓄積
することによって小胞内 pH に影響を及ぼし
たと考えられた。また、リソソームに局在す
る vATPase はアミノ酸センサーとして
mTORC1 の機能制御に関わること、vATPase
の活性はリソソーム内 pH に依存することか
ら、SLC15A4 欠損におけるリソソーム pH 制
御異常が vATPase 活性に影響を与える可能性
を検討した結果、リソソーム画分に含まれる
vATPase 活性は SLC15A4 欠損下で低下する
ことを明らかにした。これらの結果より、
SLC15A4 欠損細胞では、小胞内 pH の制御異
常とそれに伴う vATPase の活性低下を介して
mTORC1 の活性制御に異常をきたすことが
示唆された。 
 
(2) SLC15A4 欠損マスト細胞の機能解析 
 マスト細胞はリソソーム関連オルガネラ
としての分泌顆粒を発達させ、アレルギー性
炎症に重要な役割を果たしている。SLC15A4



はマスト細胞に高発現することから、マスト
細胞における分泌顆粒形成およびマスト細
胞の機能における SLC15A4 の役割について
解析をすすめ、以下を明らかにした。①
SLC15A4 欠損マスト細胞において、マスト細
胞の分泌顆粒形成に異常が認められ、②種々
の刺激によるマスト細胞の応答に異常が認
められた。特に SLC15A4 欠損マスト細胞に
おいては、抗原刺激によるヒスタミン分泌お
よび IL-33 刺激によるサイトカイン産生の異
常が認められ、③そのメカニズムの一つとし
てマスト細胞の mTOR 経路の異常が明らか
となった。④さらに SLC15A4 欠損によるマ
スト細胞の異常は、ハプテン誘導性アナフィ
ラキシーおよび IL-33 依存性喘息モデルの病
態に影響を及ぼすことを明らかにした（投稿
中）。 
 
(3) SLC15A4 阻害物質のスクリーニング系 
 SLC15A4 を導入した細胞株を樹立し、適切
な輸送基質の選択と種々の条件の最適化を
行うことにより、SLC15A4 のトランスポータ
ー活性の定量が可能なスループットの高い
アッセイ系を樹立した。アッセイ系の詳細は、
阻害剤探索にかかる守秘事項に該当するた
め、詳細な記載は差し控えるものとする。 
 
(4) SLC15A3 欠損マウスの樹立と機能解析 
 SLC15A3 欠損マウスの作出に成功し、解析
を行った。SLC15A3 欠損マウスはメンデルの
法則にしたがって産まれ、造血系細胞の分化
に明らかな異常を認めなかった。SLC15A3 の
発現は刺激依存的に誘導され、炎症応答に重
要な役割を果たしている可能性が見出され、
さらに詳細な解析を進めている。また
SLC15A4 と SLC15A3 の二重欠損マウスの作
出も完了し、表現型解析を進めた。  
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