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研究成果の概要：LPSのシグナル伝達はMyD88と TRIFの２つを介した経路が存在する。本
研究で新たに開発した LPS-liposomeが TRIF経路のみを活性化することを明らかとし、さら
にその活性化にはクラスリン依存性のエンドサイトーシスが重要であることを示した。この

LPS-liposome による活性化は、これまで TRIF経路活性化に必須とされている CD14 を必要
としないことから、通常の LPS の認識において CD14 がクラスリン依存性エンドサイトーシ
スと強く関連することが予測される。 
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１．研究開始当初の背景 
 
リポ多糖（lipopolysaccharide; LPS）はグ
ラム陰性菌の細胞壁外膜を構成し、強く免疫
細胞を活性化する。その強い活性のため多く
の疾患との関連が指摘されており、これまで
の多くの研究からLPS認識分子の同定が進み、
中でもTLR4（toll-like-receptor 4）やMD-2、
CD14などを含むこれらLPS認識分子群の研究
が盛んに行われている。 
近年、これら LPS 認識分子群の相互作用

により LPS のシグナル伝達が制御されてい

るとの報告がなされた（Nature Immunology, 
2005, 6, 565-570）。リポ多糖はその糖鎖部分
の長さに応じて、S（smooth）型と R（rough）
型の 2種類に分類でき、双方ともリピド Aお
よびコア領域を含み、S 型においてはこのコ
ア領域に O 抗原多糖がさらに結合している。
長い糖鎖を持つ S型 LPS（S-LPS）は CD14
の存在下でのみ、そのシグナルが伝達され、
アダプター分子である MyD88 および TRIF
の両方を介し、TNF-D、IL-6 および IFN-E
産生を誘導する。これに対し R 型 LPS
（R-LPS）は CD14存在下においては S型と
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同様の反応を示すがCD14の非存在下であっ
ても、MD-2と TLR4を介したMyD88のシ
グナル伝達経路が活性化され TNF-D、IL-6
を産生し、この時 TRIFを介したシグナル伝
達は動かず、結果 IFN-Eは産生しない。 
以上の結果は、CD14 が TLR4 を介した

IFN-E産生に重要な役割を果たしていること
を示しているが、CD14 自身は細胞内シグナ
ルドメインを持たないため、これら LPS に
よるTLR4からのシグナル伝達機構には未だ
不明な点が多く残されている。 
 
 
２．研究の目的 
 
前述のような背景のもと、S-LPSと R-LPS

を用いることで CD14を介した IFN-E産生の
評価系を確立し、CD14-/-マウスおよび新たに
開発した LPS封入 liposome（LPS-liposome）
を用いることで、その解析を進める。 

LPS-liposomeは liposome内にS-LPSおよ
び R-LPSを封入することで、細胞内へ効率良
く LPSを導入することができる。この時、通
常のLPS刺激の場合と比較し、LPS-liposome
では細胞膜表面上での TLR4や CD14との相
互作用は、ほとんど起こらず細胞内へと取り
込まれることが推測される。これまでの研究
から、この LPS-liposome はマウスマクロフ
ァージからの TNF-Dおよび IL-6 産生を全く
誘導しないが、IFN-Eを誘導することが明ら
かとなっている。 
そこで本研究では、この LPS-liposome を

用い，LPSの取り込み機構や CD14関与、シ
グナル伝達機構等を in vitroで解析し、その
後これら免疫応答をノックアウトマウス等を
用い in vivoで解析することで、細菌感染時に
おける生体の認識機構や LPS 認識分子群の
新たなメカニズムの解明を行う。 
 
 
３．研究の方法 
 
（1）2007年 
マウスから採取したマクロファージを用い、

S-LPS、R-LPSおよびLPS-liposomeで刺激した
後、TNF-D、IL-6およびIFN-E等のサイトカイ
ン産生を指標にそれぞれのLPSの特徴を再確
認する。その後，その評価系にCD14のblocking
抗体を加えることでLPS-liposomeによる
IFN-E産生に対するCD14の関与を明らかにす
る。 
①IFN-E産生にCD14が関与しない場合 

 この場合、細胞内へLPSが効率よく取り込ま
れることがIFN-E産生に重要であると予想さ
れるため、通常のLPS刺激の場合にはCD14がこ
の細胞内への取り込みに関与している可能性
が示唆される。そこで次に、蛍光標識したLPS

およびLPS-liposome、さらにCD14のblocking
抗体を用いることでLPSの細胞内への取り込
みについて評価を行う（下図参照）。 

 
②IFN-E産生にCD14が関与する場合 
 この場合、LPSの細胞内への取り込みにCD14
が関与している可能性は低く、むしろTRIFを
介したシグナル伝達への関与が考えられる。
しかしながら、LPS-liposomeは通常のLPSと比
較し細胞表面上のレセプターと結合する可能
性は低いため、LPSによるIFN-E産生は、LPS
が細胞内に何らかの理由によって取り込まれ、
その後細胞内においてCD14を介しTRIFの経路
で産生されると考えられる。そこで次に、蛍
光標識したLPSおよびLPS-liposome、蛍光標識
したanti-CD14 mAbを用い、両蛍光の細胞内の
局在を追うことでその評価を行う（下図参照）。 

 
 その後、いずれの場合においても細胞内シ
グナル伝達、特にMyD88およびTRIFから下流の
経路に焦点を当て解析を行う。さらに、他の
TLRを介したIFN-E産生においてエンドソーム
やリソソームの重要性も示されている
（Nature, 2005, 434, 1035-40）。liposome
を用いることでTLRリガンドの局在を変化さ
せることが可能となるため、これらの関与に
ついても詳細に検討を行っていく。 
また、LPSに関する様々な分子のノックア
ウトマウス（TLR4や CD14など）のマクロ
ファージを用い、より正確にかつ詳細に研究



を進めて行く。 
 
 
（2）2008 年 
in vivoにおける研究に焦点を当て進めて

いく。LPSを生体に投与した場合、TNF-D等に
代表される炎症性サイトカインが大量に誘導
され、エンドトキシンショックや敗血症など
の致死的な炎症反応が誘導されるばかりでな
く、その強力な作用ゆえに様々な免疫疾患と
の関連が報告されている。 
しかしながら、これまでの研究から

LPS-liposomeはin vitroにおいて全くTNF-D
産生を誘導せず、この制御をin vivoにおいて
も検討する必要がある。また、本研究の1年目
に得られた結果と合わせて、in vitroで見ら
れたLPS認識分子群の相互作用によるTNF-D、 
IL-6およびIFN-Eなどのサイトカイン産生の
制御がin vivoにおいても見られるかについ
て検討を行い、細菌感染時における生体のLPS
認識機構についてより詳細に研究を行う。 
さらに発展させた研究として、ワクチンア

ジュバントの開発を行っていく予定である。
LPS-liposomeはTNF-DやIL-6産生は全く誘導
しないもののIFN-E産生を誘導する能力があ
り、この特徴からin vivoにおいて安全に抗
ウィルス作用を誘導できることが期待され
る。さらにLiposomeにはLPSなどの糖脂質ば
かりでなく、抗原などのタンパク質を同時に
封入することが可能であり、腫瘍抗原などを
同時に封入することにより抗腫瘍免疫の活
性化も可能であると考えられる。これらにつ
いても検討を進める。 
 

 
 

 
４．研究成果 
 
（1）2007 年 
リポ多糖（LPS）の認識には様々な分子の

関与が報告されており、中でも TLR4 はその
シグナルを細胞内へと伝える重要なレセプ
ターの一つである。LPS による TLR4 を介した
シグナル伝達は MyD88 ならびに TRIF を介し
た経路が報告されているが、本研究によって
TRIF 依 存 的 経 路 の み を 活 性 化 す る

LPS-liposome の開発に成功した。 
この LPS-liposome は LPS と比較して、TNF
および IL-6 産生を誘導しないが、typeI-IFN
産生を誘導することをマウスマクロファー
ジで確認した。LPS による typeI-IFN 産生は
CD14 に依存することが報告されているため、
ワイルドタイプのマウスおよび CD14 ノック
アウトマウス、さらに S-form および
R-form-LPS の組み合わせを利用し、TRIF 依
存的経路の CD14 の関与について検討を行っ
たところ、S-form、 R-form に関わらず
typeI-IFN産生はCD14に依存することが確認
できた。驚くことにこの系において
LPS-liposome は、CD14 ノックアウトマウス
のマクロファージにおいて、S-form、R-form
に関わらずtypeI-IFN産生を誘導することを
明らかとした。 
これらの結果はすなわち、LPS による TRIF
依存的経路のシグナル伝達には、LPS が CD14
によって細胞内に取り込まれることが重要
であり、他方 LPS-liposome は CD14 が存在し
なくても効率良く細胞内に取り込まれるた
め、TRIF依存的経路のみが活性化されること
を強く示唆するものである。 
さらに LPS-liposome の取り込み経路につ
いて詳細な検討を行ったところ、クラスリン
依存性のエンドサイトーシスで取り込まれ、
且つ late endosome マーカーと重ならないこ
とから、early endosome における認識が重要
であることを見出している。今後、その詳細
なメカニズムの解明を行っていく。 
 
（2）2008 年 
これまでの研究において、LPS-liposome は
S-form および R-form に関わらず、CD14 ノッ
クアウトマウスにおいても TRIF 依存経路を
活性化させることを明らかにしてきた。 
これまでの多くの報告から、TRIF 依存経路
の活性化には CD14 が必須であることが示さ
れてきたが、本研究において TRIF 依存経路
の活性化にはクラスリン依存性のエンドサ
イトーシスが必須であることが明らかとな
った。すなわち、CD14は S-form および R-form
の LPSをクラスリン依存性のエンドサイトー
シスで取り込むことにより TRIF 経路を活性
化させていることが示唆される。実際に、他
の研究グループからも同様の報告が示され
ている（Nat.Immunol.2008）。 
これらの知見に加え、TRIF 依存経路のみを
活性化する LPS-liposome のワクチンアジュ
バント効果についても検討を行った。モデル
抗原を封入した LPS-liposome を新たに調製
し、その効果について抗原特異的な免疫応答
を指標に検討したところ、血清中の抗体産生
が強く誘導され、特に Th1 型の免疫応答の増
強が認められた。この効果は CD14 ノックア
ウトマウスにおいても認められている。今後
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はこの詳細なメカニズムについて検討を進
め、安全で効果的なワクチンアジュバントの
開発を目指す。 
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