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研究成果の概要（和文）：本研究では、新規敗血症治療薬の抗体医薬品シーズとして期待される抑制型ヒトToll-like 
receptor 4(TLR4)モノクローナル抗体の作製に成功した。両抗体は、lipopolysaccharide(LPS)誘導性のサイトカイン
産生、補助刺激分子の発現誘導、NFκBの活性化を抑制することを明らかにした。また、両抗体のTLR4抑制機序は、抗
体による不活性型TLR4多量体構造の誘導、LPS刺激によるTLR4内在化の抑制に依存し、TLR4とLPSの結合に依存しない新
規作用機序であった。更に、TLR4細胞外ドメインに抗体医薬品の創薬標的となり得る機能抑制性エピトープの存在を明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, novel inhibitory monoclonal antibodies against human Toll-like rece
ptor 4 (TLR4), which are potential leading antibodies for anti-sepsis antibody drugs, were developed. Thes
e antibodies inhibited the production of proinflammatory cytokines, the upregulation of costimulatory mole
cules and the activation of NF-kappaB in lipopolysaccharide (LPS)-stimulated cells such as human periphera
l blood mononuclear cells. The inhibitory activities were mediated by novel mechanism that is the inductio
n of inactive TLR4 oligomerization, the inhibition of LPS-induced TLR4 internalization, but not the inhibi
tion of TLR4-LPS binding. In addition, the epitope to which the binding of antibody inhibits the TLR4 func
tion was found on extracellular domain of TLR4 independently of MD-2. Identification and chracterization o
f this epitope may provide a promising drug discovery target sturucture for the development of anti-septic
 antibody drugs.
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１．研究開始当初の背景 
 
急速な医薬の進歩は、多くの疾患においてそ
の根治を可能にしつつある。感染症も例外では
なく、抗生物質や化学療法剤の開発・改良も進
み、優れた予防・治療効果を得るに至る。しかし
ながら、敗血症に対する有効な治療法・治療薬
の開発は未だ達成されず、致死率は依然高い
のが現状である。 
病原体の侵入に際して TLR4 は、グラム陰性
菌外膜の構成成分である LPS を認識し、免疫
反応を誘導させる。しかしその一方、その過剰な
免疫応答はエンドトキシンショックを誘発し、敗
血症の主たる病因になる。それ故、敗血症治療
における標的分子として、LPSアナログを中心と
したTLR4アンタゴニスト創薬が世界中で進めら
れている。 
細胞膜上の TLR4は LPS受容体として活性
化シグナルを伝達するが、実際に細胞外で
LPS を認識するのは会合分子 MD-2 である。
MD-2 と LPS が直接結合することによって、
TLR4 細胞外領域の二量体化が誘導され、細
胞内 TIR ドメインからシグナルが伝達される。 

LPS の最小活性構造は lipid A である。
MD-2はその微細な分子構造を認識し、LPSの
生物活性を決定する。特に lipid Aの脂肪酸側
鎖の構造やリン酸基の有無は MD-2 への結合
様式に決定的影響を与える。例えば、lipid A構
造に変異を持つ LPS はその生物活性が減弱し、
アンタゴニストとして作用する場合もある。これま
で、LPS をリード化合物としたアナログ創薬が国
内外で展開されてきたが、その作用機序の多く
は MD-2 との結合様式に大きく依存すると考え
られる。しかし、LPS アナログ創薬おいて、承認
に至る有効な臨床的敗血症治療効果を得たも
のは未だ存在しない。この結果は、LPS と
MD-2 の結合が極めて強く、十分な競合阻害を
達成できないことが要因と考えられる。また同時
に、競合阻害に依存した創薬開発では有効な
敗血症治療効果を達成するには不十分であり、
「競合阻害薬の限界」も示唆される。 
申請者は TLR4欠損マウスを免疫動物として
用い、ヒトTLR4の細胞外領域に対する20種類
以上のモノクローナル抗体を作製し、これら抗体
の 1つHT52が LPSによる TLR4の活性化を
極めて強く抑制することを見出した。この抑制効
果は、既報の抑制抗体HTA125 よりもその作用
は強く、抗体間のクロスブロック解析からは、
「HT52 と HTA125 のエピトープは極めて立体
的近傍に位置し、他の無機能抗体エピトープと
は一線を画す」ことも判明した。さらに、HT52 の
クロスブロックを指標にスクリーニングし、HTB2
抑制抗体を得ることにも成功した。これら一連の
結果は、HT52が認識するTLR4/MD-2の抑制
性エピトープの存在を示す。興味深いことに、
HT52、HTA125、HTB2 は全て MD-2 との会
合とは無関係にTLR4を単独認識する。予備実
験では、TLR4 細胞外領域の leucin-rich 
repeat (LRR) 1-6 に抑制性エピトープが存在
することが示唆されている。前述のように LPS と

MD-2 の直接結合を考えると、これら抑制抗体
の作用機序が LPS 結合の競合阻害であれば、
エピトープはTLR4/MD-2複合体上に存在する
はずである。さらに TLR4/MD-2/LPSの共結晶
構造からも、LRR1-6 と LPSの直接的相互作用
は認められない。したがって、「HT52 は単純に
MD-2の LPS結合を競合阻害するのではなく、
TLR4細胞外領域のある分子構造に作用するこ
とによってLPS結合非依存的にTLR4を抑制し
ている」可能性が高い。実際、TLR4/MD-2 と
LPS の結合を共役沈降実験で検証すると、
HT52は LPS結合を抑制しない。 
したがって、TLR4 細胞外領域に存在する抑
制性エピトープを介した、新規作用機序による
TLR4活性制御法・制御薬の可能性が期待され
る。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、HT52が認識するTLR4機能抑
制性エピトープの同定、その TLR4 抑制機序を
解明し、新しい作用機序による TLR4 活性制御
法・制御薬開発への応用を目指す。 

 
(1) HT52 の機能評価: サイトカイン産生、補
助刺激分子の発現誘導、シグナル分子の
活性評価 

(2) LPS結合に作用点をもつ LPS アナログや
CD14機能阻止抗体との併用効果 

(3) HT52抑制性エピトープの同定: LRR欠損
体とアラニンスキャンニングによる責任領域
の同定 

(4) HT52によるTLR4抑制機序の解明: 二量
体化、インターナリゼーション、LPS結合へ
の影響 

(5) 同定した抑制性エピトープを認識する、さら
に強力な抑制型抗体の作製 

 
３．研究の方法 
 
(1) HT52抗体の機能評価 

HT52の抑制効果を、LPS刺激によるサ
イトカイン産生(TNF-α、IL-6、IFN-α/β)、
補助刺激分子 CD80/CD86 の発現亢進、
NFκBや IRF-3の活性化を指標に解析す
る。安定発現細胞や培養細胞株、ヒト末梢
血単核球を用い、ELISA、フローサイトメト
リー、Western blot とレポーターアッセイに
て評価を行う。 

(2) LPS アナログや CD14 機能阻止抗体との
併用効果 

LPS アナログ lipid IVa は MD-2 の
binding pocket に結合するが二量体化を
誘導しない競合的拮抗薬である。独自に
作製した CD14 機能阻止抗体は本分子に
よる LPS 結合を阻害し、MD-2 への LPS
転送を減弱させる。LPS結合に作用点をも
つこれら既存の TLR4 阻害薬と HT52 の
協調的抑制効果を解析する。 

 



(3) HT52抗体の認識する抑制性エピトープの
同定 
① LRR 欠損体による抑制性エピトープ
の絞込み 

TLR4 細胞外領域は N-terminal 
(LRR1-6) 、 central (LRR7-12) 、
C-terminal (LRR13-22) domainに
大別される。これらドメイン欠損体発現
細胞に対する反応性をフローサイトメ
トリーと免疫沈降法で検討し、抑制性
エピトープが存在する LRR を段階的
に同定する。 

② アラニンスキャンニングによる抑制性
エピトープの同定 
抑制性エピトープの責任 LRRのア
ラニン変異体を作製し、その微細構造
について精査を行う。 

 
(4) HT52による TLR4抑制機序の解析 
① LPS 誘導性の分泌型 TLR4/MD-2
複合体の二量体化をゲルろ過クロマト
グラフィーやNative PAGEで解析す
る。 

② C末端に FLAGやGFPの 2種類の
タグをそれぞれ付加した TLR4 の安
定発現細胞を LPS刺激後、一方のタ
グで免疫沈降し、もう一方のタグによ
るWestern blotで二量体化の検出を
行う。 

③ TLR4/MD-2発現細胞を LPS刺激し、
細胞表面上のTLR4のインターナリゼ
ーションをフローサイトメトリーで解析
する。 

 
(5) 同定した抑制性エピトープを認識する、さら
に強力な抑制型モノクローナル抗体の作
製 
① 抑制性エピトープを含む LRR を調製
し、TLR4/MD-2 二重欠損マウスに免
疫誘導を行う。TLR4/MD-2 安定発
現細胞のフローサイトメトリーでスクリ
ーニングし、更に強い抑制型抗体の
作製を試みる。 

② ヒト TLR4/MD-2 の安定発現 Ba/F3
細胞(マウス由来)を免疫し、蛍光標識
HT52 のクロスブロックを指標に抗体
スクリーニングする。 

 
４．研究成果 
(1) HT52抗体の機能評価 

HT52抗体が、ヒト末梢血単核球、U373
細胞、TLR4/MD-2安定発現 Ba/F3 トラン
スフェクタント細胞における、LPS 刺激誘
導性のサイトカイン産生 (TNF-α, IL-6, 
IL-12)、補助刺激分子 CD86 の発現亢進、
NFκB の活性化を強く抑制することを明ら
かにした。 

 
(2) LPS アナログや CD14 機能阻止抗体との
併用効果 

HT52抗体とCD14機能阻止抗体1B12
との併用による抑制効果の増強を明らかに
した。LPSアナログ lipid Ivaについても同
様に解析したが、アナログ自身の抑制作用
が顕著ではなく、現在解析を継続してい
る。 

 
(3) HT52抗体が認識する抑制性エピトープの
同定 

TLR4 細胞外領域(sTLR4)の N 末端
50-190アミノ酸を含む各種分泌型LRR発
現ベクターを作製し、CHO 細胞で一過性
発現させた。完全長 sTLR4 は予想通り、
培養液中に分泌が認められたが、C 末端
側を欠損させた sTLR4欠損体は分泌が障
害され、細胞内に局在した。また、完全長
sTLR4 が予想通り単量体で発現したのに
対して、欠損体はジルフィド結合により多量
体化していた。そのため、HT52 のエピトー
プ解析に支障が生じ、システインをセリンに
置換した sTLR4(aa50-190)欠損変異体に
よる解析、並びにヒト/マウス全長 sTLR4 キ
メラによる解析を進めている。 

 
(4) HT52抗体による TLR4抑制機序の解析 

HT52抗体は、LPSとTLR4/MD-2の結
合を阻害しないが、LPS 刺激誘導性の
TLR4 インターナリゼーションを抑制するこ
とを明らかにした。また、HT52抗体が不活
性なTLR4/MD-2二量体化を誘導すること
が示唆された。 

 
(5) さらに強力な抑制型モノクローナル抗体の
作製 

TLR4欠損マウスを免疫し、HT52 とエピ
トープがオーバーラップする抗体 HTB2 を
HT52 とのクロスブロッキングスクリーニング
により選別した。NFκB レポーターアッセイ
による活性評価により、HTB2 抗体も
HT52同様にTLR4抑制活性を有すること
が示唆された。 

TLR4 欠損マウスを免疫して作製したモ
ノクローナル抗体群のうち、HT52 とは全く
異なる抗原認識を示すが、同等の強い抑
制効果を持つ抗体 HT4 の作製に成功し
た。 
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