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研究成果の概要（和文）： 
マクロファージの鋭敏な LPS 応答は、膜結合型の CD14とそれに依存するラフト形成による強力
な TLR4シグナル伝達によるものであることを示した。しかし、血中を循環している可溶化型の
CD14も、膜型程効率的ではないが LPS認識を補佐する活性を有しているので、D14 を発現して
いない血管内皮細胞や B細胞においてもシグナル伝達が起こっている。ＬＰＳによって誘導さ
れるトレランスは、TLR4 シグナルがナイーブな B 細胞を分化させてしまうことで、抗原特異的
反応ができなくなってしまう結果であることを明らかにした。 
研究成果の概要（英文）： 
We demonstrated that sensitive LPS-recogition by macrophadese was due to the strong 

TLR4-signal transduction induced by raft-formation in the cells carring 
memebrane-associated CD14.  The signal transduction was not so effective in 
CD14-negative cells such as B cells; however, it was significant to induce some responses.  
We discovered that LPS-tolerance was resulted by loss of antigen-presenting function in 
B cells differenciated by LPS-stimulation in the absence of antigen.   
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１．研究開始当初の背景 
グラム陰性菌外膜の構成成分である

lipopolysaccharide (LPS)は、サイトカイン、

ケモカイン、脂質メディエーターの産生、

免疫抗原認識に機能する補充シグナル分子

の発現誘導、細胞の増殖など様々な生体反

応を誘導する。 LPS を検知する細胞表面

受容体として、Toll-like receptor (TLR) フ
ァミリーの TLR4 が同定されており、マク

ロファージや樹状細胞で詳細な機能解析が

行われている。 しかし、LPS に応答する

細胞はこれらの抗原提示細胞には限られて

おらず、血管内皮を含むその他の細胞種の

応答も生体防御に重要な役割を担っている

ことが予想される。 特に血管内皮におい

ては、LPS 応答を制御するシステムが存在

することが示されているので、LPS に対す

る応答のメカニズムを明らかにする必要あ
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る。 これまでの研究において、TLR4 シ

グナル経路には複数の経路が存在し、下流

において異なる遺伝子の誘導を行うことが

示されている。 我々は、これらの複数の

シグナル経路が存在する意義と、細胞種間

による応答の特異性を明らかにするために、

TLR4/MD-2 複合体を認識する monoclonal 
antibody (mAb)を作成した。 TLR ファミ

リーの中で、TLR4 はユニークな存在であ

る。 TLR4 が生理機能を発揮するために

は会合分子である MD-2 を必要とする。 

実際にLPSを結合するのはTLR4ではなく、

MD-2であり、LPSの病原性の有無はMD-2
への結合様式で決定される(Tsuneyoshi N. 
et al, 2005, J. Immunology)。 最近、我々

は TLR4 と MD-2 のノックアウトマウスか

ら 6 種類の mAbs を樹立した。 解析の結

果、このうち 3 種類の抗体が細胞の応答を

誘導するアゴニスト抗体であることが明ら

かになった（Uleng B. et al, Hybridoma, 
2007）。 このアゴニスト抗体を使った解析

の結果、以下のような知見を得ている。 
 

1. 6 種の抗体の中で、2 種は TLR4 を単独

で認識する抗体で、4 種は複合体に反応す

る 
2. TLR ノックアウトマウスから得た 2 種

の抗体、UT12 と UT18 はアゴニスト活性

を有する 
3. MD-2 ノックアウトマウスから得られ

た UT22 もアゴニスト活性を有する 
4. 3 種のアゴニスト抗体はすべて複合体

を認識するが、UT22 が認識するエピトー

プは UT12,18 の認識するエピトープとは

異なっている 
5. すべてのアゴニスト抗体は NF-κB の

活性化を誘導し、サイトカインとケモカイ

ン産生の産生、B 細胞の増殖を誘導する。 
6. 一酸化窒素 (NO)の産生は、UT12 と

UT18 でだけ誘導され、UT22 は誘導しない 
7. UT12 と UT18 は抗原特異的抗体産生

に対してアジュバント活性を有するが、

UT22 に関してはアジュバント活性を示さ

ない 
 
アゴニスト抗体はそれぞれ固有のエピトー

プを認識し、その認識部位の違いによって

誘導される細胞と個体の応答が異なること

が明らかになった。 認識部位の違いによ

り、異なったシグナル経路が活性化されて

いることを示すものである。 また、細胞

種によっても応答する抗体が異なっている。 

これらの発見は、LPS 以外にフィブリノー

ゲン、ヘパラン硫酸、ヒアルロン酸、

HMGB-1 等 の Internal ligands が

TLR4/MD-2 に結合して、細胞応答を誘導

することから考えても合理的である。 病

原体を駆逐するための応答と、恒常性を維

持するための応答が画一的であると言うこ

とは考えにくいので、リガンドの違いによ

って誘導するシグナルの種類を変化させて

いると考えた方が良い。 今回得られたア

ゴニスト抗体で、あるものは LPS のように

作用し、別のものは Internal ligands を模

している可能性がある。 
  
 
２． 研究の目的 
グラム陰性菌感染では、菌体の血管内侵入

によって劇的な症状の悪化が見られること

から、循環系の内外で、TLR4/MD-2 の LPS
応答に差異がある可能性がある。 LPS の

認 識 機 構 は 他 の Pathogen-associated 
molecular patterns (PAMPs)とは異なって

いる。 TLR4/MD-2 はそれ単独で、LPS
を認識することが出来ずに、他の分子の共

役によってはじめて機能を発揮することが

可能になる。 血管外の組織に存在するマ

クロファージには膜型の CD14(mCD14)が
発現している。 組織中の LBP/BPI family
分子の機能によって細菌外膜から引き抜か

れた LPS が、マクロファージ上の CD14 に

結合することで、TLR4/MD-2 による認識

が可能となると考えられている。 一方、

血液およびリンパ液中には、LPS-binding 
protein (LBP)と可溶化型の CD14(sCD14)
が存在し、その役目を担っている。 LBP
は、細菌外膜から LPS を引き抜き、CD14
に引き渡す。 sCD14 は, LPS と複合体を

形成し安定化させて、TLR4/MD-2 複合体

に提示する。 この一連の反応において、

LBP と MD-2 は病原性の LPS に対して、

非病原性の LPS よりも高い親和性を示す

（Kohara, J. et al, 2006, Protein Expr 
Purifi, Tsuneyoshi, N. et al. 2005, J. 
Immunology）. このように血中においては、

液性成分によってLPSが特異的に効率よく

プロセスされるために、CD14 陰性の細胞

であっても LPS の認識が行える。 ところ

が、sCD14 と mCD14 によって仲介される

細胞応答に明らかに違いがあることを見出

した。 mCD14 を高発現しているマクロ



ファージや樹状細胞の応答と、mCD14 を

発現していない血管内皮細胞や B 細胞の応

答の違いを明らかにする必要がある。 
 
本研究で明らかにする事柄 
1. 3 種類のアゴニスト抗体が誘導するシ

グナル経路を特定する 
2. LPS 以外のリガンドによってその経

路が選択的に動員されるのかを明らか

にする 
3. mCD14 のシグナル伝達への関与を明

らかにする 
4. リコンビナント sCD14 と LBP 及びそ

れらの変異体を作成したので、TLR シ

グナルへの影響を解析する 
 
３．研究の方法 
 細胞内における TLR シグナルが複数経

路存在することが知られているが、その生

理的な意味合いについては説明されていな

い。 我々が確立したアゴニスト抗体によ

って得られている結果は、この現象を明ら

かにする突破口となるはずである。 TLR
シグナルによって誘導される様々な細胞応

答が、リガンドの種類、細胞種によって必

要に応じて使い分けられている可能性を示

すものである。 このような可能性は当然

予想されたことであるが、現在までその解

析は不可能であった。 LPS を含めすべて

のリガンドは、TLR4/MD-2 以外に様々な

分子と結合することが知られており、その

相互作用がシグナル伝達に影響を与えるこ

とが知られているからである。 これに対

して、アゴニスト抗体は純粋に TLR4/MD-2
からのシグナルだけを誘導するので、実用

的な解析ツールとして使用できる。 得ら

れている 3 種のアゴニスト抗体はそれぞれ

特徴的な細胞応答を誘導し、異なるエピト

ープを認識している。 結合する場所によ

り、作用する細胞種が変化し、誘導される

反応も異なると言うことである。 従って、

認識構造と誘導できるシグナル経路の関連

が明らかに出来る。 TLR4/MD-2 には様々

なリガンドが結合することが報告されてい

るので、それぞれのケースを模しているア

ゴニスト抗体が得られていると思われる。  
 また、LPS の認識に関しては循環系の外
と中で共役する分子が異なっているために、
誘導されるシグナルも異なっている可能性
がある。 TLR4 に関するこれまでの研究
は、その殆どが抗原提示細胞に関するもの

で、LPS そのもので細胞を刺激した結果で
ある。 我々の解析結果では、特に mCD14
存在下での抗原提示細胞の刺激は全経路を
同時に活性化するもので、sCD14 存在かで
の血管内皮やB細胞で起こる現象と異なっ
ている。 アゴニスト抗体では、選択的に
シグナル経路を活性化出来るので、血管内
皮 細 胞 や B 細 胞 に 発 現 し て い る
TLR4/MD-2 複合体の生理機能に関して新
たな知見が得られるはずである。 
 
４．研究成果 
特に膜結合型の CD14が、効率的な TLR4シ

グナルに寄与するラフト形成に必要である
こと示されたので、このことによりマクロフ
ァージでの鋭敏な反応が説明できるものと
思われる（文献１）。 しかし、血中を循環
している可溶化型の CD14 も、膜型程効率的
ではないが LPS認識を補佐する活性を有して
いるので、D14 を発現していない血管内皮細
胞や B細胞においてもシグナル伝達が起こっ
ている。  
また、マウスにおいて、LPS によってトレ

ランスが誘導されることが知られていたが、
我々はこの現象が、TLR4に対するアゴニスト
抗体によっても誘導されることを明らかに
した。さらにこの現象は、LPS トレランスに
関して従来から説明されてきた様な抗原提
示機能の抑制ではなく、TLR4 シグナルがナイ
ーブな B 細胞を分化させてしまうことで、抗
原特異的反応ができなくなってしまう結果
であることを明らかにした（文献６）。 
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