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研究成果の概要（和文）：自然免疫を担うマクロファージではトール様受容体（TLR）が病原体を特異的に認識
し排除することが分かっています。本研究では特に「TLR4を介する自然免疫での糖鎖の役割」を明らかにするた
めに、コアフコースという糖に着目しました。コアフコース欠損細胞を用いてTLR4をリポ多糖で刺激したとこ
ろ、2種類のTLR4シグナル伝達経路のうちの１つ、インターフェロン-βの産生が特異的に抑制されることを見い
だしました。これは細胞表面のTLR4複合体のCD14依存的な細胞内への輸送が抑制されたためと考えられます。す
なわち、コアフコースが自然免疫で病原体センサーTLR4を介した感染防御に必須であることが分かりました。

研究成果の概要（英文）：Core fucosylation, a posttranslational modification of N-glycans, modifies 
several growth factor receptors and impacts on their ligand binding affinity. We suspect that a lack
 of core fucose affects the Toll-like receptor 4 (Tlr4)-dependent signaling pathway.
Indeed, upon lipopolysaccharide stimulation, Fut8-deficient mouse embryonic fibroblasts (MEFs) 
produced similar levels of interleukin-6 but markedly reduced levels of interferon-β (IFN-β) 
compared with wild-type MEFs. Lectin blot analysis of the TLR4 signaling complex revealed that core 
fucosylation was specifically found on CD14. After lipopolysaccharide stimulation, internalization 
of TLR4 and CD14 was significantly impaired. 
Given that internalized TLR4/ myeloid differentiation factor 2 (MD2) induces IFN-β production, 
impaired IFN-β production in Fut8-deficient cells is ascribed to impaired TLR4/MD2 internalization.
 These data show for the first time that glycosylation critically regulates TLR4 signaling.

研究分野： 糖鎖生物学
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１．研究開始当初の背景 

哺乳類の免疫機能は、主に獲得免疫と自然

免疫に分類されます。主にリンパ球の働きに

よる獲得免疫は、抗原特異的な抗体の産生に

より病原体を特異的に認識し排除します。ま

た、自然免疫を担うマクロファージは Toll

様受容体（Toll-like receptor, TLR）が病

原体を特異的に認識、排除することで感染防

御を行うことが分かってきました。 

一方、糖鎖は細胞の中で、糖転移酵素の働

きにより糖が鎖状につながることで合成さ

れます。この糖鎖は細胞表面上にあるタンパ

ク質の表面を修飾し、タンパク質の機能を調

整するため、生命活動に必須であることが分

かっています。また、インフルエンザウイル

スなど重篤な病気をもたらす病原体は宿主

細胞の糖鎖を介して感染することが知られ

ており、病原体の感染機構や感染防御を明ら

かにする上で、糖鎖が重要だと考えられます。 

このように、TLRを介する自然免疫と糖鎖

を介する感染機構のそれぞれが、生体におい

て重要な役割を果たしています。一方、両者

の関係を理解した「TLRを介する自然免疫で

の糖鎖の機能」は分かっていませんでした。

そこで本研究では、「自然免疫での糖鎖の役

割」を明らかにすることを試みました。 

２．研究の目的 

 

TLRはヒトでは 10種類（TLR1～10）が存在

し、それぞれの TLR を活性化するウイルスや

細菌などが分かっています。 

特に、TLR4はマクロファージなどの免疫細胞

において、グラム陰性細菌の外膜成分である

リポ多糖（Lipopolysaccharide, LPS）など

を認識し炎症性サイトカインの産生を誘導

するなど、生体で重要な役割を果たしていま

す。 

 

本研究では、この TLR4 を介する自然免

疫での糖鎖の役割を明らかにするために、

「コアフコース」という糖に着目しました。

コアフコースは、N 型糖鎖（注１）の根元

にある糖の N-アセチルグルコサミンに付

加されたフコースのことです。また、コアフ

コースを合成する酵素を Fut8と呼びます（図

1）。2005 年に、Fut8 欠損マウス（コアフコ

ース欠損マウス）では成長遅延や肺気腫など

の重篤な症状を示すなど、コアフコースが生

体において重要な役割を果たすことを報告

されました(引用文献１)。 

そこで、生体にとって重要な糖であるコア

フコースに重点を置き、TLR4 を介する自然免

疫での糖鎖の役割を明らかにすることを目

的としました。 

 

注１：タンパク質のアスパラギン側鎖のアミ

ド基の窒素（N）に結合している糖鎖。 

糖鎖とはグルコース、ガラクトース、マンノ

ース、N-アセチルグルコサミン、フコース、

シアル酸などの単糖が、グリコシド結合と呼

ばれる化学結合によりつながったもので、タ

ンパク質や脂質を修飾し、それらの機能を調

整する。 

 

 

図 1 糖転移酵素 Fut8の機能とコアフコ

ース 

転移酵素 Fut8により、単糖の一種であるフ

コースが N型糖鎖の根元の N-アセチルグル

コサミンに付加され、コアフコースが合成

される。 

 



３．研究の方法 

コアフコース欠損マウスは致死率が高く

解析が困難なため、TLR4 シグナル伝達におけ

るコアフコースの機能をコアフコース欠損

マウス由来の胎児線維芽細胞（MEF細胞）を

用いて調べました。 

TLR4がその機能を発揮するためには、多く

の補助因子が必要です。はじめに LPSが細胞

膜上の CD14に運ばれた後、LPSは TLR4と MD2

の複合体と結合します。MD2 は TLR4 の細胞外

部分に会合し TLR4 と共役して LPS を認識す

る分子です。その後、TLR4/MD2 複合体は 2種

類のシグナル伝達経路をたどります。1つは、

細胞表面でアダプター分子の MyD88を介する

経路でインターロイキン-6（IL-6）などの炎

症性サイトカインの発現を誘導します

（MyD88依存的経路）。もう 1つは、CD14 依

存的に細胞内に取り込まれた TLR4/MD2 複合

体に対するアダプター分子の TRIFを介する

経路で、インターフェロン-β（IFN-β）の

発現を誘導します（TRIF 依存的経路）。 

そこで、MyD88依存的経路と TRIF依存的経

路の TLR4シグナルに必要な TLR4/MD2複合体

の形成や LPSの結合、LPS刺激に対する反応

性を調べました。 

４．研究成果 
 

コアフコース欠損マウス由来の MEF細胞を用

い、TLR4のリガンドである LPSに対する反応

性を検討するため、炎症性サイトカインの分

泌を測定しました。その結果、コアフコース

欠損 MEF 細胞では、LPS 刺激後に TLR4 シグナ

ル伝達経路の一つ MyD88依存的経路で発現誘

導される IL-6は正常に分泌される一方、TRIF

依存的経路で誘導される IFN-βの分泌は抑

制されることを見出しました（図 2）。また、

IFN-βの発現は mRNAの転写レベルで抑制さ

れていることが分かりました。 

 

次に、MyD88依存的経路と TRIF 依存的経路の

TLR4シグナルに必要な TLR4/MD2 複合体の形

成や LPS の結合を調べました。その結果、コ

アフコースの有無に関わらず、両経路も 

TLR4/MD2複合体の形成や LPSの結合が確認さ

れました。また、MyD88依存的経路にも異常

がみられないことから、TRIF 依存的経路に注

目し、LPS 刺激に対する反応性を調べました。

TRIF依存的経路による IFN-βの分泌には、

CD14依存的な TLR4/MD2 複合体の細胞内への

取り込みが必要であることから、LPS刺激前

後の細胞表面上の CD14、TLR4/MD2 複合体、

TLR4の量の動態変化を測定しました。その結

 

図 2 野生型とコアフコース欠損細胞にお

ける TLR4 のリポ多糖（LPS）に対する反応

性 

野生型（WT）、コアフコース欠損（KO）の

マウス胎児線維芽細胞（MEF 細胞）を各濃

度のリポ多糖（LPS）で刺激しながら一晩

培養した後、分泌されたそれぞれのタンパ

ク質量を ELISA 法で測定した。コアフコー

ス欠損細胞ではインターロイキン -6

（IL-6）は正常に分泌されたが（左）、イ

ンターフェロン-β（IFN-β）は分泌が抑

制された（右）。 



果、野生型細胞では LPS刺激に反応して細胞

表面上の発現量が著しく低下した一方、コア

フコース欠損細胞では細胞表面上の発現量

の変化が抑制されました。このことより、LPS

刺激に対する CD14、TLR4/MD2 複合体、TLR4

の細胞内への取り込みがコアフコース欠損

により抑制されることが分かりました（図 3）。 

また、ヒト胎児由来腎臓上皮細胞（293T細

胞）を用いて、TLR4、MD2、CD14上のコアフ

コース修飾の有無をコアフコースを特異的

に検出するレクチンを用いて調べた結果、

CD14がコアフコースで修飾されていること

が分かりました。さらに、コアフコース欠損

細胞では、定常時（LPS 刺激なし）でも CD14

の細胞表面上の発現量が減少したことから、

コアフコースが CD14の正常な細胞表面での

発現に関わっていると考えられます。 

これらの結果から、CD14 上のコアフコース

欠損に起因する CD14の細胞発現量低下や

CD14の機能損傷は、LPSの運搬や MyD88依存

的経路には影響を及ぼさないが、TRIF依存的

経路を介する IFN-βの分泌を特異的に抑制

する可能性が示されました。これにより、コ

アフコースが自然免疫における TLR4シグナ

ルを介した感染防御に必須であることが分

かりました（図 4）。 

今後、コアフコースの欠損によって CD14、

または別の因子がどのように IFN-βの分泌

を抑制するか、より詳しく調べる必要があり

ます。特に、IFN-β は免疫機能を活性化し感

染防御に重要な役割を果たすとともに、免疫

活性による腫瘍増殖抑制作用も報告されて

います。TRIF依存的経路を介した IFN-βの

分泌を抑制する仕組みを解明することで、免

疫応答システムの理解を深め、感染、腫瘍、

自己免疫疾患などの治療法の開発が期待で

きます。また、TLR4 以外の他の TLR を対象に

研究することで、ウイルスなどさまざまな病

原体に対する効果の解明が期待できます。 

 

 

図 3 野生型とコアフコース欠損細胞 に

おける LPS刺激による細胞表面上の量の

動態変化 

LPS でそれぞれ一定時間刺激した後、細胞

表面上の CD14 量を CD14 抗体で検出した

（フローサイトメトリーによる解析）。

CD14 の検出（黒い線）が、CD14 を検出し

ない細胞（灰色の塗りつぶし）より右に移

行するほど、細胞表面上の CD14 の発現が

多いことを示す。野生型細胞（WT）では

LPS 刺激後、CD14 が細胞内へ移行し細

胞表面上で著しく減少するのに対し（上

図の左および下の棒グラフ）、コアフコ

ース欠損細胞（KO）では LPS 刺激後の

細胞内への移行が抑制された（上図の右

および下の棒グラフ）。 
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図 4 LPS刺激による IFN-βの発現に必須

なコアフコース 

コアフコースは CD14 に結合している。野

生型細胞では、LPS の刺激により MyD88 依

存的経路を介して IL-6 が、TRIF依存的経

路を介して IFN-β の発現が誘導される

（上）。一方、コアフコース欠損細胞では、

IL-6 は発現するが、TLR4/MD2 複合体と

CD14 の細胞内への取り込みが抑制される

ため IFN-β の発現が誘導されない（下）。

これら結果から、LPS 刺激による IFN-β の

発現にはコアフコースが必須であること

が分かった。 
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