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３ 研究の狙い： 

多細胞生物が 1 個体として成立するためには、異なる細胞間の認識を介して、それぞれの場に

おける反応の制御により、同一のゲノムからなる多機能の自己を確立することが必要である。自

己細胞を認識する初期発生と、外来の異物・微生物を認識する生体防御系はその代表的な例で

ある。全ての多細胞生物がもつ生体防御系である自然免疫系は、体内に侵入した病原微生物表

層の特異的な分子パターンを認識し、適切な炎症反応を、適切な場所で、適切な程度、惹起す

る。 

本研究では、異物認識の物質的基盤、シグナル増幅システム、及び反応の“場”を限定する機

構に関する新しい概念の提唱を目指し、自然免疫系において受容体として機能する Toll-like 

receptor（TLR）による微生物表層物質に対する分子認識機構とともに、我々が見出した新規誘導

型核タンパク質 IκB-ζによる細胞応答制御機構を明らかにすることを目的とした。 

 

４ 研究成果： 

（１） 哺乳動物の真菌に対する自然免疫機構 

哺乳動物では、リポ多糖（LPS）に代表される様々な細菌由来成分、あるいはウイルス由来の

成分が、TLR を介して自然免疫担当細胞を活性化することが明らかにされている。一方、細菌と

並んで重要な病原微生物である真菌に対する細胞応答反応については、未だ不明な点が多い。

研究者が以前研究していた節足動物カブトガニの体液凝固系は、真菌に由来する（1 3）-β-D-

グルカンによって活性化される。本研究では、β-グルカンの哺乳動物マクロファージ活性化能に

ついて解析した。 

様々なβ-グルカンのマクロファージ活性化能を、炎症応答において中心的な役割を果たす転写

因子 Nuclear Factor (NF)-κB の活性化を指標に検討したところ、直鎖状(1→3)-β-D-グルカンであ

るカードランに最も強い活性を見出した。中性の水溶液中で不溶性のカードランは、その三重らせ

ん構造を基本とした高次構造を破壊する 50-300 mM のアルカリ溶液を用いて溶解することによっ

て、その活性が著しく増強され、マクロファージ様細胞株において、腫瘍壊死因子(TNF-α)、ケモ

カイン（MIP-2）、誘導型NO合成酵素 (iNOS)の発現を誘導した。カードランに対する細胞応答は、

TLR／インターロイキン(IL)－1 受容体に共通するアダプター分子 MyD88 の変異体の遺伝子導入

により抑制された。従って、直鎖状(1→3)-β-D-グルカンは、その高次構造に依存してマクロファー

ジ刺激活性をもち、その受容体は、TLR のような Toll/IL-1 receptor-like (TIR)ドメインを含む膜タ

ンパク質であることが強く示唆された。また、我々は、β-グルカンによるマクロファージ活性化には、

細胞膜上の分子に加え、血清成分が必須であることを明らかにしており、血清中、あるいは細胞

表面でβ-グルカンと直接相互作用する因子を介して、β-グルカンの高次構造変換が誘導され、

TLR の活性化が惹起されていると考えられる。 

（２） 自然免疫応答を制御する新規転写制御因子 IκB-ζの分子機能 

我々は、自然免疫系の強力な活性化剤であるグラム陰性菌由来のリポ多糖(LPS)でマクロファ

ージを刺激した際に誘導される分子を検索し、非刺激の細胞ではほとんどその発現が観察されな

いが、LPS 刺激によって強く誘導される新規分子を見出し、IκB-ζ (zeta)と命名した。この分子は C

末端側に IκB タンパク質ファミリーにみられるアンキリンリピート構造をもつが、その N 末端側は、
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既知のタンパク質と相同性を示さない。典型的な IκB タンパク質と異なり、核内に局在する IκB-ζ
は、炎症応答において中心的な役割を果たす転写因子 NF-κB の p50 サブユニットとその C 末端

側を介して結合し、その転写活性を阻害することが当初の解析によって示された。 

IκB-ζは、LPS 刺激のみならず、ペプチドグリカン、CpG DNA などの TLR 刺激物質、さらには

IL-1βによる刺激によっても強く発現が誘導された。一方、同様な炎症性サイトカインである

TNF-α刺激の場合には、その誘導はほとんど見られなかった。IκB-ζ誘導に関わる細胞内シグナ

ル伝達系について検討したところ、この分子の誘導には、NF-κB 自身の活性が必須であるが十

分ではないことが判明し、TLR、IL-1 受容体に共通して存在する細胞内ドメインである TIR ドメイン

の活性化に由来する、特異的な mRNA 安定性の上昇が重要であることが明らかになった。 

他のタンパク質と相同性を示さない IκB-ζのＮ末端側の機能について検討した結果、この領域

内に核移行シグナル(NLS)とともに、転写活性化活性をもつ領域が存在することを明らかにした。

この領域の示す活性は、全長のIκB-ζには検出されず、共に転写活性をもたないNF-κB p50サブ

ユニットと全長の IκB-ζを共発現した際に、転写活性が検出されるようになることを見出した。従っ

て、IκB-ζの転写活性化能は、NF-κB との結合を介した構造変換によって発揮されると考えられ

た。実際の遺伝子の転写に及ぼす影響を調べるため、繊維芽細胞やマクロファージにレトロウイ

ルス発現系を用いて IκB-ζを過剰発現したところ、LPS 刺激に伴う IL-6 の産生が亢進する一方、

TNF-αの産生が抑制されることを見出した。 

さらに、IκB-ζの生体内での機能を明らかにする目的で、大阪大学の審良教授のグループと共

同で IκB-ζ遺伝子欠損マウス由来の細胞の自然免疫応答について検討したところ、LPS や他の

TLR 刺激物質による刺激、あるいは IL-1β刺激に対する IL-6 mRNAの誘導がほとんどみられない

ことが判明した。一方、TNF-α刺激に伴う IL-6 産生は正常であった。さらにこの細胞では、IL-6 の

みならず、IL-12 などを含む一群の LPS 誘導性の遺伝子の発現が著しく障害されていることが判

明し、IκB-ζは自然免疫活性化時におけるこれらの遺伝子発現に必須の因子であることが明らか

になった。さらに、LPS 投与後のマウス個体レベルでのサイトカイン産生について検討したところ、

IL-12 の産生は減弱しているものの、TNF-αの産生が著しく亢進していることが明らかになった。 

以上の結果より、IκB-ζは、自然免疫活性化時に、NF-κB 活性化と特異的な mRNA 安定化を介

して細胞内に出現する分子であり、NF-κB やその他の因子との相互作用を介して、ある一群の遺

伝子の転写の亢進に必須な役割を果たす一方、別の遺伝子群の転写に対しては抑制的に機能

する二面性をもち、炎症の方向性を左右する極めて重要な因子であることが判明した。 

 

５ 自己評価： 

 微生物由来物質による TLR 活性化の分子基盤に関しては、真菌の構成成分であるβ-グルカン

にその高次構造依存的に細胞刺激活性があることを示すことができたが、分子認識の本質に迫

るには至らなかった。しかし、本分野は、ＴＬＲの biology の解析が非常に進んだ現在でも、世界的

に未解決の分野であり、今後も解析を進める必要がある。一方、IκB-ζによる細胞応答制御につ

いては、in vitro の解析によって、この分子のもつＮＦ-κＢ結合性および転写活性化能、さらにその

特異的誘導機構について明らかにするとともに、その炎症の転写制御における生理機能につい

ても遺伝子欠損マウスの解析により示すことができた。本研究の成果により、本因子が転写を正

と負、双方向に制御する極めて重要な転写制御因子であることを確立することができた。さらに、

これまで NF-κB などの単一の転写因子によって制御されていると考えられていた多くの転写反応

に、刺激に伴い初めて誘導されるＩκＢ-ζが必須であることが示されたことにより、炎症反応が、複

数の活性化ステップにより誘導される転写制御因子によって、時系列および遺伝子特異的に巧妙

に制御されていることを示すことができ、シグナル増幅とともに、反応の「場」および「質」を規定す

る転写反応制御において新たな概念を提唱することができたと考える。 

 

６ 研究総括の見解： 

 自然免疫系において受容体として機能する Toll‐Like Receptor（TLR）による微生物表層物質に

対する分子認識機構を解明するとともに新規誘導型核蛋白質 IκB-ζによる細胞応答制御機構を
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明らかにすることを目的とした研究である。微生物由来物質による TLR 活性化に関しては、真菌

の構成成分であるβ-グルカンがその高次構造依存的に細胞刺激活性があることを示した。また

IκB-ζによる細胞応答制御については、in vitro の解析によって、この分子の NF-κB 結合性およ

び転写活性化能、さらにその特異的誘導機構について明らかにした。今後これらの成果を基に一

層の発展が期待される。  
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