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研究成果の概要： 
①ニワトリ腫瘍壊死因子様リガンド 1A(TL1A)は炎症反応において、哺乳動物腫瘍壊死因子

(TNF)-αと同等の作用を有することを明らかにした。 
②鶏 TL1A は哺乳動物 TNF と類似した情報伝達機構により種々の作用を表すことを明らかに

した。 
③飼料中グリシン含量の増加により TL1A 及びその他の前炎症サイトカイン発現を調節できる
ことを示した。 
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１．研究開始当初の背景 (2)社会的、学術的背景 

①畜産食品の低または無薬剤化は消費者ニ
ーズであり、今後、家畜・家禽生産において
も抗菌物質を使用しない生産手法が必要と
なる。低または無薬剤飼養条件下での、家
禽・家畜の免疫機能の増進は、疾病を予防す
る見地から重要であり、動物福祉や効率的生
産の基礎となる。一方で、抗菌物質など薬剤
を使用しない動物生産方法は生産性の低下
をまねくことが知られている(松下,高橋, 
ら,家禽学会誌 41:J57-J67.2004.)。 

(1) 本研究の学術的背景 
平成 17-18 年度科学研究基盤研究で、鳥類に
おいて Tumor nectorsis factor like ligand 
1A（TL1A)をクローニンし機能の一部を世界
で初めて示した (Takimoto, Takahashi, et 
al., Develop. Comp. Immunol., 29:895-905. 
2005) 。本試験は、TL1A 機能解析をさらに進
め、効率的かつ健全な鶏生産のための TL1A
産生調節法や利用法のための基礎知見を得
ることを目的としている。 

  



②免疫は特異的抗原を認識しない自然免疫
と特異的抗原を認識する獲得免疫に大別さ
れ、相互に密接な関連を保ちつつ生体防御に
関わっている。免疫能の活性化時には免疫担
当細胞および急性期タンパク質、抗体など特
異的物質の合成などのために摂取および体
内蓄積栄養素の再分配が必要となる。すなわ
ち、免疫機能活性時には、免疫系不活性時に
おける成長、生産のための栄養素分配より生
体 防 御 た め の 栄 養 素 分 配 が 多 く な る 
(Takahashi., J Integrated Field Sci., 
3:1-6. 2006) 。 
 
③自然免疫、特に、病原菌を殺菌する際の炎
症応答が過度に活性化された場合には栄養
素の損耗すなわち生産のための栄養素の損
耗を生じるとともに、炎症応答は非特異的で
あり異常細胞のみならず正常細胞にも生体
自体への悪影響が知られている。炎症反応は
インターロイキン (IL) 1－および 6 腫瘍壊
死因子（TNF）αなどの前炎症性サイトカイ
ンを初発の情報伝達因子として反応が進み、
獲得免疫の調節にも関与する。従って、自然
免疫の適切な調節は飼料栄養素の生産への
有効な利用と生体防御の適切な発動に不可
欠である。すなわち、自然免疫調節は、無薬
剤飼養条件下ばかりでなく従来の薬剤使用
条件での飼育条件下でも、動物生産の効率的
生産の根幹をなすと考えられる。 
 
④鳥類において IL-1 および 6 はクローニン
グされてはもの、TNF-αはクローニングさら
れていない。申請者は平成 17-18 年度科学研
究基盤研究の試験遂行過程で、鳥類には哺乳
類 TNF-αホモログが存在している可能性は
低く、TNF ligand ファミリーに属する Tumor 
nectorsis factor like ligand 1A  （TL1A)
が機能代替している可能性が高いことを世
界で初めて示した( Takimoto, Takahashi, 
et al., Develop. Comp. Immunol., 
29:895-905. 2005)。 
 
⑤哺乳動物 TNF-αは免疫、代謝など恒常性維
持に深く関わっていることから、TL1A が鶏に
おいて哺乳動物   TNF-αの数多くの機能を
代替しているとすれば、その産生調節は、鶏
生体防御および生産上の意義は大きいと考
えられる。さらに近年の哺乳動物 TL1A 研究
において、TL1A とその受容体が、腸管免疫系
の恒常性維持に TNF-αとは異なった経路で
働いていることが認識されている。したがっ
て、鶏 TL1A は哺乳動物の TL1A と TNF-αの両
方の機能を持つ可能性も十分考えられる。 
 
 
 
 

 
２．研究の目的 
 鶏腫瘍壊死因子様リガンド（TL）1Aは
炎症応答時での哺乳動物の腫瘍壊死因子
（TNF）αの機能代替分子であることを以
下の点から明らかにする。 
(1)TL1Aを鶏自体や培養鶏免疫担当細胞へ
の投与または添加する。その後、前炎症性
サイトカイン発現変化、前炎症性サイトカ
イン産生後の炎症反応を酵素活性や関連物
質の産生変化を調査する。 
(2)TL1A抗体を作成し、炎症反応誘発処理
鶏や培養鶏免疫担当細胞に抗体投与を投与、
炎症反応の変化を調査する。これらから鶏
TL1Aが哺乳動物TNFα様作用を有するか
を検討する。 
(3)鶏TNF受容体ファミリーの組み換えタ
ンパク質を大腸菌を用いて作成し、TL1A
との結合能力を調査する。CHO細胞に既知
の鶏TNF受容体ファミリーを発現させ 、
細胞生存活性からTL1Aとの受容体結合を
調査とともにTL1Aの細胞内情報伝達機構
の一端を明らかにする。 
これらのことから、哺乳動物TNFαとの異
同を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 生体反応からの検証  

自然免疫活性化時、特に、炎症応答時には、
TNF-αは炎症惹起因子として、前炎症性サイ
トカインIL-1および IL-6産生促進により
後述する一連の炎症応答惹起を増強する。そ
こで、鶏TL1A投与または添加後の免疫担当細
胞、組織そして鶏自体で、前炎症性サイトカ
インの産生、シクロオキシゲナーゼ-2および
誘導型一酸化窒素合成酵素発現上昇、前炎症
性因子プロスタグランジンE2、誘導型一酸化
窒素およびIL-8などのケモカイン産生上昇、
後炎症物質である急性期タンパク質（α１産
生糖タンパク質やセルロプラズミン）産生変
化が起きているか否かを遺伝子発現、酵素活
性、血中、組織または培養液中の物質濃度の
変化から検討する。さらに、申請者が作成済
み炎症モデル鶏にウサギまたはマウスを用
いて作成するポリまたはモノクローナル抗
体（委託または申請者作成）を投与したとき
の変化も併せて検討する。 

(2) 応答の分子生物学的側面からの検証  

TNF-αはTNF receptor superfamily (TNFR)
に属するTNF receptor（TNFR1）1またはTNFR
2に結合することで、細胞内にシグナル伝達
がなされる。一方、TL1Aは哺乳動物において
TNFRのdecoy receptor（DcR）3および   dea
th receptor（DR）3に対して結合能を有し、



DR3を介して細胞内にシグナル伝達がなされ
る。そこで、鶏TL1Aの受容体特定は、鶏TNFR
1および2、DcR3のバインディングアッセイに
より特定する。さらに、鶏TNFR1および2、Dc
R3遺伝子をCHO-K1細胞に形質導入した細胞
に対して鶏TL1Aが細胞誘導死作用を示すか
どうか検討し、鶏TL1Aの受容体を特定する。 
すなわち、鶏 TNFR1、鶏 TNFR2、鶏 DcR3 受容
体の GST または Flag 結合性蛋白質を作成し
との鶏 TL1A との結合能力をバインディング
アッセイにより測定する。鶏 TNFR1、鶏 TNFR2、
鶏 DcR3 受容体の全長 ORF を PCR によって増
幅し、制限サイトを持つ PCR 産物を作成し、
ライゲーションする。その後、鶏 TNFR1、鶏
TNFR2、鶏 DcR3 受容体 cDNA 候補を含む組み
替えプラスミドを大腸菌にトランスフォー
メーションする。GST または Flag 結合性蛋白
質と鶏 TNFR1、鶏 TNFR2、鶏 DcR3 蛋白質の融
合物を得るために組み替えプラスミドから
得たプラスミドにサブクローニングする。融
合蛋白質はアフィニティークロマトグラフ
ィーにより生成後、候補蛋白質を分離する。 
 
 
４．研究成果 
(1) 腫瘍壊死因子様受容体(TL)1A 融合蛋白
質および抗体を用いた TL1A 機能の検証 
 TL1A 融合蛋白質および抗体を作成し、鶏
における TL1A の機能を検証した。TL1A 融
合蛋白質投与により肝臓、脾臓のインターロ
イキン(IL)-1,IL-6,インターフェロン(IFN)-γ
および TL1A の前炎症性サイトカイン
mRNA の増加を観察した（図-1）。LPS 投与
ニワトリへの TL1A 抗体投与は、LPS 投与に
よる急性期蛋白質と誘導型一酸化窒素の増
加の抑制すること明らかにした。これらのこ
とから、ニワトリTL1Aは炎症反応において、
哺乳動物腫瘍壊死因子(TNF)-�と同等の作用
を有することを明らかにした。 

図-1. TL1A 投与時の肝臓、脾臓のインターロ
イキン(IL)-1,IL-6,インターフェロン(IFN)-γ
および TL1A の前炎症性サイトカイン
mRNA 量 
 
 

(2) TL1A 受容体のクローニングと TL1A 情
報伝達機構の解析 
 TL1A の情報伝達機構を知る目的で、TNF
の主要な受容体との結合能から検討するこ
とを試みた。すなわち、ニワトリ腫瘍壊死因
子受容体(TNFR)1、2 および DcR3 をクロー
ニングしそれぞれの融合蛋白質を作成した
後、TL1A との結合能を検討し、TL1A はい
ずれの受容体とも結合することを確認した。
さらに、CHO 細胞へニワトリ TNFR1、2 お
よび DcR3 を形質導入し、TL1A を投与した
ところ各受容体を形質導入した細胞におい
てTL1A添加濃度依存的に細胞活性の低下を
確認した（図-2）。次に、肝臓、脾臓において、
TL1A 投与後の TNF-αの情報伝達核内転写
因子 NF-κB 活性化によって誘起される
iNOS,COX-2mRNA の増加も観察した。これ
らのことから鶏 TL1A は哺乳動物 TNF と類 

図-2. TL1A を投与の TNF 受容体導入 CHO
胞の細胞活性 細

 
 
似した情報伝達機構により種々の作用を表



すことを明らかにした。 
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