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研究成果の概要（和文）：研究成果としては、自然免疫受容体TLR2のリガンドを蛍光標識する方法を検討してきたが、
結果として１分子イメージングの資料として使用することの出来るものを作製することは出来なかった。リガンドを蛍
光色素で標識することに関しては、いくつかの工夫により達成することができた。しかし、受容体を発現していること
が分かっている生細胞にリガンドを加えても、適切な結合を見ることが出来なかった。この原因としては、TLRとリガ
ンドの結合は事前に想定していたよりも結合力が弱く、リガンドの疎水性の変化が受容体との結合に強く影響したので
はないかと考えられている。

研究成果の概要（英文）：As a result, we could not prepare the ligand which is labeled with fluorescent 
with appropriate ratio with ligand molecules. We now hypothesizes that non appropriate ratio labeling 
have caused the inaccessibility of ligand to receptors. We have tried to get the suitable way to label 
the receptor with the different approach using monoclonal antibody which are now available as a 
commercial product.

研究分野： 口腔微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
高脂血症では血液中のコレステロール
などの脂質濃度が増加し、いわゆる悪玉
コレステロールと呼ばれる低比重リポ
タンパク質（LDL）が体内の血管壁に付
着するなどし、動脈硬化症を引き起こす。
さらに病態が進行すると脳梗塞や心筋
梗塞などの命に関わる危険な病気へと
悪化する。病理的あるいは疫学的研究に
よりとりわけ酸化 LDL などの陰性荷電
型変成 LDL が動脈硬化の最大のリスク
ファクターとなっている。自然免疫系細
胞は細胞表面に発現しているスカベン
ジャー受容体により細胞内にこれらの
変成 LDL を取り込む。特に CD36 はノ
ックアウトマウスなどの研究から変成
LDL の取り込みに重要な働きを有して
いることが判明している。CD36 は自然
免疫受容体の中でも特異な性質を有し
ており、アルツハイマーの原因物質であ
るベータアミロイドやマラリア感染赤
血球などの様々なリガンドと結合する
ことが知られている。このメカニズムは
未だに不明であるが、推測として様々な
補助受容体を取ることでリガンドの多
様性に対応しているのではないかと考
えられている。これまでの研究では、イ
ンテグリンやテトラスパニンなどが補
助受容体となることが知られている。そ
の他にも自然免疫受容体の 1つTLR2な
どともヘテロ多量体を形成することが
出来ると考えられている。CD36 がどの
ようにこれらの受容体とヘテロな多量
体を形成することが出来るのかについ
ては未だ十分な解析がなされておらず、
またこれを解明することにより高脂血
症などの発症メカニズムが解明される
のではと考えられている。 
 
 

２．研究の目的 
スカベンジャー受容体は高脂血症の原
因となる血液中の余剰脂質のクリアラ
ンスに必要である。変成 LDL 特異的ス
カベンジャー受容体CD36は自然免疫細
胞の中でもマクロファージ表面に発現
しており、リガンド脂質の取り込みを行
う。リガンドと結合し細胞内への取り込
みを行う際、CD36 は多量体を形成する
と考えられているが、この多量体形成メ
カニズムに関してはまだ不明である。そ
こで本研究課題では、1 分子イメージン
グの手法を用いて、CD36 ヘテロ多量体
の構成分子および多量体形成のメゾス
コピックな解析を行い、自然免疫細胞に
よる血清脂質クリアランスと高脂血症
悪化の機序解明が重要と考えられた。 
 
 

 
３．研究の方法 

 
京都大学 iCeMS において同時二色の 1
分子イメージングが可能な Laser TIRF
および超高感度 CCD カメラを用いて
CD36 とその他の補助受容体のマクロフ
ァージ細胞表面における 1分子イメージ
ングを行うことを想定した。TLR2 の蛍
光イメージングは特異的リガンドを標
識することでイメージングすることを
目指した。CD36 自体は特異的な抗体が
市販で購入することが出来るのでこれ
を用いる。CD36 抗体はパパインを用い
て切断し Fab フラグメントを作製し、こ
れに蛍光標識することでイメージング
を行う。 
実験に使用する細胞は最終的には自然
免疫細胞、マクロファージを用いること
とする。ただし、条件検討のため、２９
３細胞や Hela 細胞などを用いることも
検討する。 
2 色（緑：波長 488nm、赤：波長 594nm）
での同時の 1分子イメージングではまず
3 秒程度のタイムコースで観察を行い、
CD36 と共役分子候補との短時間（1-100
ミリ秒）の結合を検出する。これに必要
な高感度カメラシステムは既に京都大
学の iCeMS で開発されており、細胞膜
上の受容体の 1 分子運動を最大 0.1 ミリ
秒の時間分解能（1 秒あたり 10,000 コマ
の画像を取得）でそれぞれの分子を追跡
することが可能である。 
当初の計画としてはTLR2以外にインテ
グリンファミリー（CD11ｂ/CD18）やテ
トラスパニンファミリー（CD9）などど
の相互作用も検討するよていであった。 
今回の課題では、TLR2 の標識には特異
的リガンド（FSL-1）を用いることと下。
この理由としては、市販の抗体で TLR2
をうまく標識することが出来るものが
ないためである。また、1 分子イメージ
ングの研究では抗体をパパインで処理
し、Fab にし一価の抗体にする必要があ
る。抗体を酵素で処理したあとに抗体の
特異的結合能が損なわれることも多い
ため、リガンドを標識する方法を優先的
に検討することとした。リガンドにはア
ミノ酸配列としてリシンが含まれてい
るのでこれに蛍光物質を共有結合で結
合させることとする。 
使用する蛍光物質としては、顕微鏡を保
有している iCeMS の藤原敬宏講師より
技術的なアドバイスを得た。Atto５９４
などが過去に実績があるとのことなの
で、これらを使用することとした。 
 
 

 
４．研究成果 



 
自然免疫受容体 TLR2 のリガンドを蛍光
標識する方法を検討してきたが、結果と
して１分子イメージングの資料として
使用することの出来るものを作製する
ことは出来なかったため、発表に至らな
かった。リガンドを蛍光色素で標識する
ことに関しては、いくつかの工夫により
達成することができた。しかし、受容体
を発現していることが分かっている生
細胞にリガンドを加えても、適切な結合
を見ることが出来なかった。この原因と
しては、TLR とリガンドの結合は事前に
想定していたよりも結合力が弱く、リガ
ンドの疎水性の変化が受容体との結合
に強く影響したのではないかと考えら
れている。もともと、本研究課題でター
ゲットにしたTLR2リガンドであるFSL-1
はマイコプラズマ由来のジアシルリポ
ペプチドであり、疎水性の高い物質であ
ることは予想されていたが、過去に
FSL-1 を蛍光標識し、リガンドとして利
用した研究報告も複数の研究室から行
われており、実現可能性は高いと考えて
いた。実際は、１分子イメージングのレ
ベルでの蛍光顕微鏡観察を行うにあた
り、正確にリガンドと蛍光物質を等比で
蛍光標識することは困難であった。別の
手段として検討した TLR２のモノクロー
ナル抗体によるイメージングは、国内の
研究者との共同研究により過去に樹立
された抗体を入手することを検討した
が、入手出来なかった。ただ、研究開始
当初は受容体に対して特異的に結合す
ることの出来る抗体は市販されていな
かったが、現在は市販されており、研究
実施期間終了後ではあるが、１分子イメ
ージングに使用することが可能か検討
していく。また、TLR２の補助受容体の
１つであり、代表者が以前に取り組んで
いた分子である CD36 の１分子イメージ
ングは時間的制約から行うことが出来
なかったが、これも引き続き検討してい
く。 
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