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研究成果の概要（和文）：ヒト免疫担当細胞におけるトールライクレセプター(TLR)発現解析に

て CD14陽性細胞にて TLR4が、獲得免疫誘導に重要な樹状細胞にて TLR9の発現が確認され、さ

らに個体間での発現強度に差が認められた。TLRのリガンドであるBCG-CWSによる刺激にてCD14

陽性細胞内の MyD88 及び TRAF6 mRNA 発現量の増加が認められ、TLR を介した Type 1 サイトカ

イン産生増強応答機序が示された。 
 
研究成果の概要（英文）：Expressions of TLRs were examined by flowcytometory on human innate 
immune cells.  CD14 positive cells expressed TLR4 and dendritic cells expressed TLR9 on 
their surfaces.  There were several differences in the expressions of TLRs by individuals.  
The quantity of MyD88 and TRAF6 mRNA in the CD14 positive cells increased when the TLR 
ligands, BCG-CWS were added in the culture.  These results demonstrated the mechanism 
of Type 1 cytokine secretion by TLR signal pathway. 
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１．研究開始当初の背景 

（１）ヒト生体における種々の細菌、ウイル

スなどの異物や癌細胞などの自己異型細胞

に対応する自然免疫応答は主に白血球分画

中のマクロファージ、樹状細胞、好中球、NK

細胞などが担っていることが知られている。

これら自然免疫担当細胞の表面には様々な

細菌やウイルスなどに対応するレセプター

としてトールライクレセプター(Toll-like 

receptor:TLR)が発現していることが近年解

明され、現在ヒトでは10種類のTLRが同定さ

れている。それぞれのTLRには特定のリガン

ド分子が結合することが知られており、

TLR1/2にはマイコプラズマ、細菌リポペプチ

ドが、TLR2/6にはグラム陽性細菌細胞壁成分

が、TLR3にはウイルスの2本鎖RNAが、TLR9に
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は細菌のCpG-DNAが結合する。TLRにリガンド

が結合した後の細胞内シグナル伝達経路に

おいてMyD88よりTRAF6を介してType I イン

ターフェロン、TNF , IL-6等の炎症性サイ

トカインの産生が誘導されるメカニズムが

現在までに判明している。 

（２）本研究代表者の今までの基礎的研究に

おいて、自然免疫担当細胞におけるTLRの発

現様式は均一ではなく細胞間差及び個体差

が認められることが示唆されている。この

TLRの発現個体差がTLRリガンド分子による

刺激に応答したType 1サイトカイン産生量の

個体差をもたらし、様々な病態における反応

の個体差に影響していることが推測される。

よって個々の生体におけるTLR発現差異を評

価することにより、細菌やウイルスに対する

自然免疫担当細胞からのType 1サイトカイン

産生能を予測し、種々の細菌感染やウイルス

感染に対する生体の免疫応答及び臨床病態

を評価することが可能となることが考えら

れる。また、Type 1サイトカイン産生経路で

はTLRの発現差異のみならず、TLRからのシグ

ナル伝達経路において重要な働きをする遺

伝子MyD88及びTRAF6の発現量にも個体差が

存在する可能性を検討する必要性が考えら

れる。これらの自然免疫応答を解析すること

により、細菌やウイルスに対する免疫応答の

みならず、癌細胞等の自己異型細胞に対する

腫瘍免疫応答におけるメカニズムをも解析

することが可能となると期待される。 

  

２．研究の目的 

以上の背景を踏まえて、今回、健常人及び

癌患者における自然免疫担当細胞の TLR の発

現及び TLR を介する一連の細胞内シグナル伝

達経路に深く係る遺伝子発現の個体差を解析

し、各臨床病態との関連を検討することによ

り、ヒトにおける自然免疫応答の個体差を評

価するシステムを形成し、さらに外科術後の

感染症や癌治療における新たな治療戦略の開

発を目指して本研究を計画した。健常人ボラ

ンティアもしくは癌患者の末梢血中白血球細

胞分画中のマクロファージ、樹状細胞、好中

球、NK 細胞、T 細胞の TLR 発現をフローサイ

トメーターと RT-PCR を用いて解析し比較検

討することにより、各細胞群における TLR 発

現の差異を解析する。さらに、TLR 陽性細胞

を TLRリガンドにて刺激し、Type I インター

フェロン, TNF , IL-6 等の炎症性サイトカ

イン産生誘導に深く関連する MyD88 及び

TRAF6 の mRNA 発現を realtime PCR にて定量

的に解析し、TLR 刺激と Type1 サイトカイン

産生の関連を明確にする。また、TLR リガン

ド刺激による細胞内シグナルの活性化により

各免疫担当細胞、特にプロフェッショナル抗

原提示細胞である樹状細胞にて発現する細胞

表面分子を解析し、樹状細胞の成熟化との関

連を明らかにすることを目標とする。以上に

より癌患者や外科手術後感染症併発患者にお

ける自然免疫応答機能評価をシステム化し、

新たな治療戦略の開拓に向けた治療計画を立

案することを目指して研究を進める。   

 

３． 研究の方法 

（１）健常人（ボランティア）及び癌患者

の末梢血を採取し、Ficoll-Hypaque遠心分

離にてバフィーコートを採取して、

FITC-CD3, CD11c, CD14, CD16, CD56, 

TCR抗体と PE-TLR1～TLR10抗体を用い

た２カラーフローサイトメトリー解析を行

い、各細胞群における TLR 発現の差異を解

析する。 

（２）健常人（ボランティア）及び癌患者

の末梢血を採取し、Ficoll-Hypaque遠心分

離にてバフィーコートを採取し、 CD3, 

CD11c, CD14, CD16, CD56,  TCR 抗体

を用いた positive selectionにより各細胞

群を分離し、得られた各細胞群における TLR

遺伝子発現を RT-PCRにて解析する。 

（３）健常人（ボランティア）及び癌患者

の末梢血を採取し、Ficoll-Hypaque遠心分

離にてバフィーコートを採取し、 CD3, 

CD11c, CD14, CD16, CD56,  TCR 抗体

を用いた positive selectionにより各細胞

群を分離し、得られた各細胞群における

MyD88 遺伝子発現を real time PCR にて解

析する。 

（４）健常人（ボランティア）及び癌患者)

の 末 梢 血 を 病 期 を 追 っ て 採 取 し 、

Ficoll-Hypaque遠心分離にてバフィーコー

トを採取し、CD3, CD11c, CD14, CD16, CD56, 

 TCR抗体を用いた positive selection



 

 

により各細胞群を分離し、得られた各細胞

群における TRAF6 遺伝子発現を real time 

PCRにて解析する。 

（５）２.により分離された各細胞群を TLR

活性化分子である CpG-DNA もしくは

BCG-CWSにより 48時間活性化した時の各細

胞表面における MICA/MICB の発現をフロー

サイトメトリー, RT-PCR, ウエスタンブロ

ットにて解析する。 

（６）２.により分離された各細胞群を TLR

活性化分子である CpG-DNA もしくは

BCG-CWS により 48 時間活性化した時の

MyD88 mRNA の発現を realtime PCR にて定

量的に解析する。 

（７）２.により分離された各細胞群を TLR

活性化分子である CpG-DNA もしくは

BCG-CWS により 48 時間活性化した時の

TRAF6 mRNA の発現を realtime PCR にて定

量的に解析する。 

（８）ヒト CD14 陽性単球を１週間 GM-CSF

と IL-4にて培養し、未熟樹状細胞を誘導す

る。誘導された未熟樹状細胞を TLR 活性化

分子(BCG-CWS, CpG-DNA)により 48時間活性

化した後の樹状細胞の成熟化及び細胞表面

分子発現をフローサイトメーターによる

CD11c, CD14, CD80, CD83, CD86, HLA-class 

I, HLA-class II, MICA/MICBの発現解析に

て比較する。 

（９）ヒト CD14陽性細胞を TLR活性化分子

(BCG-CWS, CpG-DNA)により 48時間活性化し

た前後での、MyD88 mRNAの発現量の推移を

realtime PCRにて定量的に解析する。 

（１０）ヒト CD14陽性細胞を TLR活性化分

子(BCG-CWS, CpG-DNA)により 48時間活性化

した前後での、TRAF6 mRNAの発現量の推移

を realtime PCRにて定量的に解析する。 

 

４．研究成果 

（１）ヒト生体における自然免疫応答は主に

白血球分画中のマクロファージ、樹状細胞、

好中球、NK細胞、 型 T細胞などが担って

おり、これら自然免疫担当細胞における TLR

の発現を健常人及び消化器癌患者の末梢血白

血球細胞を用いた 2 カラーフローサイトメト

リーにて解析した結果、CD3陽性 T細胞、CD56

陽性 NK細胞、 型 T細胞では細胞上に TLR

の発現を認めず、CD14陽性細胞において TLR4

の発現が確認された。また、この CD14陽性細

胞における TLR4 発現強度には個体差が認め

られ、TLR リガンド分子による刺激に応答す

るサイトカイン産生に差異が生じることが推

測された。 

（２）CD3 陽性 T 細胞を抗 CD3 抗体にて活性

化刺激を加えて、TLR の発現の変異を 2 カラ

ーフローサイトメトリーにて解析した。その

結果、CD3T 細胞は活性化培養後においても

TLRの発現を認めなかった。 

（３）CD56陽性 NK細胞をインターロイキン 2

にて活性化培養して TLR の発現の変異を 2 カ

ラーフローサイトメトリーにて解析した。そ

の結果、CD56 陽性 NK 細胞は活性化培養後に

おいても TLRの発現を認めなかった。 

（４）末梢血白血球を非ペプチド抗原と IL-2

にて活性化培養して 型 T 細胞を誘導し、

TLR の発現を 2 カラーフローサイトメトリー

にて解析した。その結果、 型 T 細胞では

TLRの明らかな発現が確認されなかった。 

（５）CD14 陽性細胞をヒト GM-CSF(50ng/ml)

及び IL-4(50ng/ml)添加培養液にて 7 日間培

養し、未熟樹状細胞を誘導した。樹状細胞の

TLR の発現を２カラーフローサイトメトリー

にて解析した結果、樹状細胞において TLR9の

発現が認められた。この TLR9の発現には個体

差があり、TLR 刺激による Type1 サイトカイ

ン産生能に個人差が生じる要因のひとつと推

測された。 

（６）健常人及び癌患者末梢血白血球分画よ

り分離した CD3 陽性 T 細胞、CD14 陽性細胞、

未熟樹状細胞における MyD88及び TRAF6 mRNA

遺伝子発現をリアルタイム PCR により解析し

た。各細胞分画より total RNAを採取し cDNA

を作成して、TaqMan Gene Expression Assay 

(Applied biosystems) のプローベとプライ

マーを用いてリアルタイム PCR を行った。す

べての細胞分画に MyD88及び TRAF6の mRNAの

存在が確認された。CD14 陽性細胞の MyD88 

mRNA 発現量は T 細胞の 1.8 倍と多く、逆に

TRAF6 mRNA 発現量は 0.７倍と尐なかった。

CD14陽性細胞と未熟樹状細胞では MyD88 mRNA、

TRAF6 mRNAとも発現量に明らかな差異はみと

められなかった。 

（７）CD14陽性細胞における TLRからのシグ



 

 

ナル伝達による MyD88及び TRAF6の mRNAの増

減を解析するため、TLR4に結合するリガンド

である BCG-CWSと TLR9に結合するリガンドで

ある CpG-DNA を合成してそれぞれの細胞を刺

激培養した。同時に CD3 陽性 T 細胞における

MyD88及び TRAF6の mRNAの発現を解析して比

較した。CD14 陽性細胞の MyD88 mRNA 発現量

BCG-CWS 刺激にて 1.8 倍に増加を認めた。ま

た、TRAF6 mRNA発現量は 1.4倍に増加が認め

られた。これに対して、CpG-DNA 刺激では

MyD88及び TRAF6 mRNAの発現量に明らかな変

化は認められなかった。以上の結果より CD14

陽性細胞上の TLR4 を介した刺激伝達により

MyD88及び TRAF6 mRNAの発現量が増加するこ

とが明らかとなり、Type1 サイトカイン産生

増強応答を示すメカニズムが確認された。 

（８）CD3 陽性 T 細胞を抗 CD3 抗体にて活性

化刺激を加えて培養後の MyD88 及び TRAF6 

mRNA の発現量を解析した。CD3 陽性 T 細胞で

は活性化培養後において MyD88 及び TRAF6 

mRNAの著明な発現量の減尐が認められた。炎

症性反応などが生じたときに活性化された T

細胞では自ら遺伝子発現が減尐し、免疫応答

がコントロールされていることが示唆される

結果であった。 

（９）樹状細胞の成熟化における TLR からの

シグナル伝達の関係を解析するために、CD14

陽性細胞を 1 週間 GM-CSF 及び IL-4 にて培養

して未熟樹状細胞を誘導した後に BCG-CWS も

しくは CpG-DNAを 48時間添加培養して、樹状

細胞の成熟化マーカーの発現を 2 カラーフロ

ーサイトメトリーにて解析した。樹状細胞に

おける成熟化のマーカーである CD80, CD83, 

CD86, HLA-DR, CCR7, CD11cの発現は BCG-CWS

及び CpG-DNA の刺激培養の前後で明らかな変

化を認めず、これらの TLR からの刺激が樹状

細胞の成熟化に及ぼす影響は確認されなかっ

た。また、樹状細胞表面上の MICA/Bの発現に

も変化を認めなかった。以上より、TLR から

のシグナル伝達が直接樹状細胞の成熟化や表

面分子の発現を変化させる働きは今回の実験

系では確認されなかった。 

（１０）以上の研究成果により、ヒト免疫担

当細胞 CD14 陽性細胞及び樹状細胞における

TLRの発現が確認され、TLRリガンド分子によ

る刺激によって Type 1サイトカイン産生を増

強するシグナルが MyD88 及び TRAF6 遺伝子を

介して伝達されることが示された。この TLR

発現には個体差が認められることも明らかと

なり、癌や感染症における生体防御作用の個

体差をもたらすことが示唆された。今後はこ

れらの評価系を確立することによる新しい治

療戦略に向け、さらなる研究の進展が望まれ

る。 
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