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研究成果の概要： Toll-like receptor 4（TLR4）のリガンドである内毒素のシグナルを阻害する 17
アミノ酸からなるペプチド（STM28）の生理作用を検討した結果、TLR4 の下流に存在する 2
経路のシグナル伝達系を STM28 が阻害することを明らかにした。また STM28 の短縮化と非活

性型と推測されるペプチドの同定を試み、TLR4 のリガンド認識機序の解明および敗血症治療

剤のリードコンパウンドとして利用可能な各種派生ペプチドの取得に成功した。 
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１．研究開始当初の背景 

感染症である敗血症は、米国だけで年間 20

万人を超す死亡者を数える重篤な疾患であり

ながら、その主要な原因物質と考えられるグ

ラム陰性細菌の外膜構成成分の内毒素（物質

名 lipopolisaccharide; LPS）の除去・不活性化

等による治療法が提案されているものの、未

だ有効な医薬品が開発されるに至っていない

のが実情である。 

一方、今世紀に入りその受容体である

Toll-like receptor 4（TLR4）に関する研究が進

み、これまで不可能であった LPS の受容体に

対するアプローチで敗血症治療薬を開発する

基盤が整いつつあった。 

 

２．研究の目的 

これまでの一連の研究から、TLR4 に結合

する 17 アミノ酸からなるペプチド（STM28）



の取得に成功している。STM28 はその特徴と

して TLR4 シグナルを阻害する可能性が強く

示唆されていたが、その詳細なプロファイル

は未だ不明であった。本研究では、まず

STM28 の作用機序を明確にすることを目的

に STM28 の短縮化ならびにその作用機序の

解析を試みた。 

また、敗血症治療薬としてのポテンシャル

を正確に評価するために、より臨床病態に近

い敗血症モデルにおける STM28 の薬理効果

を検証した。 

 

３．研究の方法 

 

（１）LPS 誘導性 NF-κB の活性化に対する

STM28 およびその短縮型の作用を、NF-κB 依

存性レポーター遺伝子を安定的に保持するマ

ウスマクロファージ用細胞RAW264を用いて、

ルシフェラーゼ活性を指標に評価した。得ら

れたルシフェラーゼ活性はタンパク質濃度で

補正した。 

 

（２）LPS による IFN-βプロモーターの活性

化に対する STM28 の作用を、IFN-βレポータ

ー遺伝子を安定的に保持するマウスマクロフ

ァージ用細胞 RAW264 を用いて、ルシフェラ

ーゼ活性を指標に評価した。得られたルシフ

ェラーゼ活性はタンパク質濃度で補正した。 

 

（３）マウスを用いた盲腸の穿孔性腹膜炎モ

デル（cecal ligation and puncture: CLP モデル）

による STM28 の薬理効果の検討を試みた。

CLPモデルは臨床病態に近い敗血症モデルと

考えられている。穿孔数は 2 puncture、穿孔時

に使用する注射針は 18 ゲージとした。STM28

はマウスを処置後、腹腔内に観察期間中連続

投与した。 

 

４．研究成果 

 

（１）LPS 誘導性 NF-κB の活性化に対する各

種 STM28 派生ペプチドの効果 

LPS誘導性TLR4シグナルの阻害活性を指標

としたSTM28の短縮化は、その活性中心の同

定を可能とするだけでなく、同時に得られる

と予想されるTLR4シグナル阻害活性を喪失

したペプチドは、STM28の作用機序を解明す

るうえで、ネガティブコントロールとして極

めて有用なツールとなり得る。今回のLPS誘
導性NF-κBの活性化に対するSTM28の作用を

検討することにより、STM28を短縮化するこ

とに成功し、同時にTLR4シグナル阻害活性が

認められない派生ペプチドも得られた。これ

らペプチドは、今後のSTM28のTLR4シグナル

阻害活性のブラッシュアップへの活用のほか

、STM28の作用機序の解明にも利用できると

考えられる。 
 

（２）LPS 誘導性 IFN-βプロモーターの活性

に対する STM28 の作用 

各種 TLR より惹起されるシグナルは

MyD88 依存もしくは非依存経路を介してシ

グナルが伝達されるが、TLR4 シグナル伝達

経路は他の TLR と異なり両経路を活性化す

ることが報告されている。これまでの一連の

研究から MyD88 依存経路の下流に位置する

NF-κB の LPS による活性化に対する STM28

の阻害効果は確認されているが、MyD88 非依

存経路に対する STM28 の作用は不明であっ

た。IFN-β遺伝子は MyD88 非依存経路により

発現制御を受けることが知られている。故に

LPS 刺激により活性化される MyD88 非依存

経路のSTM28の作用を IFN-βプロモーターの

活性を指標に検証した。その結果、LPS 誘導

性 IFN-βプロモーターの活性をSTM28は濃度

依存的に抑制することが明らかとなった。こ

れより STM28はLPSにより惹起されるTLR4

シグナル全般を抑制すること、並びに STM28

のLPSシグナル阻害機序が細胞内のシグナル



伝達系より上流に存在することが強く示唆さ

れ、STM28 の薬理作用の解明に貴重な知見が

得られたと考えられる。 

 

（３）CLP モデルに対する STM28 の効果 

今回検討した条件下では STM28 非投与群

は 5 日後に致死率が 100％に達したが、投与

群において同致死率の減少は観察されなかっ

た。CLP モデルは、その処置から起炎菌が外

膜構成成分としてLPSを有すグラム陰性細菌

に限定されるものではないと予測される。

STM28は TLR4の細胞外ドメインへの相互作

用を指標に単離されたペプチドであり、また

in vitro の解析において TLR シグナルへの阻

害作用は TLR4 特異的であることが強く示唆

されている。従って、in vivo での STM28 の薬

理効果の検証には、グラム陰性細菌を用いた

感染実験に対する STM28 の効果を確認する

必要性があることが本研究結果から明確とな

った。 
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