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概要 

 

免疫システムは自己から非自己を見分けて排除する役割を担ってお

り、多細胞生物が生命を維持する為に必須のシステムである。全ての

多細胞生物は免疫システムを有し、脊椎動物では獲得免疫と自然免疫

の両輪により免疫システムが構成される。自然免疫応答は病原体レセ

プターを用いて侵入抗原を認識し、サイトカイン（IL6、IL-12p40、TNF-

αなど）やケモカイン（RANTES など）の産生、および補助刺激分子

リガンド（CD86）の発現上昇を引き起こす。その結果、適切な自然免

疫応答および獲得免疫応答が誘導され、侵入病原体は排除されること

となる。 

細胞膜に分布する Toll Like Receptor（TLR）ファミリーは最初に発見

された病原体レセプターであり、細胞外の様々な病原体構造や自己因

子（TLR リガンド）を各々の TLR が特異的に認識している。これまで

に TLR は様々な病原体に対する感染防御において必須であることが判

明している。更に、TLR が自己免疫疾患の発症、創傷治癒、腫瘍の転

移などの生体内における広範な免疫現象に関与していることも判明し

てきている。これらの知見は、多くの疾患における TLR をターゲット

とした治療の可能性を示唆している。しかし、TLR のリガンド認識機

構には未だ不明な点が多く、TLR を介した免疫応答を正確に制御する

為にも TLR のリガンド認識を制御する機構を正確に理解していくこと

が求められる。 

最近の研究より、TLR のリガンド認識には様々なアクセサリー分子

（MD-2, CD14, UNC93B, HMGB-1, gp96 など）が必要であることが判明

してきた。アクセサリー分子は様々な機能により TLR を制御しており、
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これら分子の解析および機能同定が TLR を介した免疫応答に対する理

解を飛躍的に進展させると考えられる。 

本論文において、私は TLR4 のアクセサリー分子として発見された

PRotein Associated with Tlr4 ( PRAT4A)が複数の TLR の免疫応答を統合

的に制御する分子であることを PRAT4A ノックアウトマウスの解析を

通じて明らかにする。 

 

PRAT4A ノックアウト（PRAT4A KO）マウスより得られた骨髄由来

樹状細胞（BM-DC）、骨髄由来マクロファージ（BM-Mφ）、脾臓 B 細

胞、マウス胚線維芽細胞（MEF）では、細胞表面に分布する TLR4、TLR1、

TLR2 および TLR 関連分子である RP105 の細胞表面発現が消失または

減少していた。TLR ファミリー以外の分子の細胞表面発現には全く影

響が認められなかった。一部の PRAT4A KO 細胞では、TLR2、TLR4、

および RP105 の細胞表面分布が残存することより、TLR の細胞表面へ

の移行は PRAT4A を含めた複数の分子により制御されていると考えら

れる。 

これらの現象に伴い、PRAT4A KO BM-DC、BM-Mφおよび MEF で

は、細胞表面 TLR（TLR1/2, TLR2/6, TLR4）のリガンド刺激に伴うサイ

トカイン産生などが消失、もしくは顕著に低下していた。また、PRAT4A 

KO 脾臓 B 細胞においても、それらリガンド刺激により誘導される B

細胞増殖や CD86 の発現上昇が顕著に抑制されていた。この事実は、

細胞表面 TLR の細胞表面における分布がリガンド認識において重要で

あることを示している。 

一方、TLR1 や TLR4 の細胞表面発現が完全に消失している PRAT4A 

KO 細胞において、これらの TLR リガンドに対する一部の免疫応答が
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残存もしくは全く影響を受けないという現象が認められた。この事実

は、細胞表面がリガンド認識の場であると考えられている細胞表面

TLR が細胞内でもリガンドを認識し得ることを強く示唆するものであ

る。特に細胞表面における TLR4 の分布が消失している PRAT4A KO 

BM-Mφの解析より、マクロファージの細胞内 TLR4 は特に TRIF 依存

的な免疫応答を選択的に活性化することが強く示唆された。 

細胞表面 TLR の免疫応答に加え、全ての PRAT4A KO 細胞では細胞

内 TLR（TLR7, TLR9）の免疫応答も完全に消失していた。細胞内に分

布する TLR9 も小胞体からリソソームへ移行することが知られており、

この細胞内移行がリガンド認識に必須である。RAW 細胞を用いて

PRAT4A 欠損が TLR9 の細胞内移行に与える影響を解析したところ、

PRAT4A ノックダウンにより GFP 標識 TLR9（TLR9GFP）の小胞体か

らリガンド認識の場であるリソソームへの移行が消失し、TLR9GFP が

リガンドと出会うことが出来なくなっていた。この結果より、細胞表

面 TLR に加えて細胞内 TLR の細胞内分布にも PRAT4A が必須である

ことが示された。一方で、TLR3 リガンドに対する免疫応答は PRAT4A

欠損による影響を受けていなかった。 

in vitro の結果より、複数の TLR における免疫応答が PRAT4A により

統合的に制御されていることが示された。実際の病原体は複数の TLR

リガンドを有しており、PRAT4A の欠損は病原体に対する免疫応答を

顕著に消失させることが予測される。Heat-killed Mycobacterium 

tuberculosis や Heat-killed Escherichia coli に対する PRAT4A KO BM-DC

の応答性を解析した結果、全てのサイトカイン産生が有意に低下して

いた。一方、これらバクテリアにより誘導される共刺激分子リガンド

の誘導、即ち樹状細胞の成熟は全く影響を受けていなかった。また OVA
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を M.tuberculosis 含有フロイント完全アジュバントと共に PRAT4A KO

骨髄キメラマウスの皮下に接種したところ、OVA に対する免疫応答は

認められたものの、TLR を介して誘導される Th1 偏向の免疫応答が完

全に消失していた。これらの結果は、PRAT4A が主にサイトカイン産

生のバランスを制御することで獲得免疫応答の質を変化させているこ

とを示唆している。 

更に、P PRAT4A の mRNA レベルでの発現量は、様々な TLR リガン

ド刺激に伴って顕著に減少していた。この事実は、PRAT4A の発現量

が変化することで TLR の応答が制御されている可能性を強く示唆する

ものである。実際、PRAT4A KO キメラマウスは LPS で誘導されるエン

ドトキシンショックに対して完全に抵抗性であり、PRAT4A の消失が

生体内における過剰な免疫応答を抑制し得ることが示された。 

  

以上の結果より、PRAT4A は TLR の細胞内分布を制御する分子であ

り、TLR3 を除く複数の TLR(TLR1/2、2/6、4、5、7、9)の免疫応答に

必須の分子であることが判明した。また PRAT4A の欠損に伴う TLR 応

答の変化は生体内における自然免疫応答および獲得免疫応答に多大な

影響を与えることが示され、TLR アクセサリー分子の一つである

PRAT4A の発現制御を介する新たな TLR 制御機構の存在が示唆された。 
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序論 

 

生物に要求される最も基本的な機能は自己同一性の維持である。免

疫は自己から非自己を見分けて排除する役割を果しており、生命を維

持する上で必要不可欠なシステムである。全ての多細胞生物は免疫シ

ステムを備え、脊椎動物では自然免疫系と獲得免疫系の両輪により免

疫システムが構成されている。 

 

19 世紀後半から 20 世紀初頭における Paul Ehrlich による「抗原抗体

反応」という概念の提唱以来、歴史的に免疫学は獲得免疫を中心に理

解されてきた。獲得免疫は T 細胞の有する T 細胞レセプターおよび B

細胞の産生する抗体により担われる。T 細胞レセプターと B 細胞レセ

プター（抗体）における遺伝子再編成の結果、T 細胞と B 細胞には多

様な抗原を認識する無数のレパートリーが存在する(1)。抗原の侵入に

より、これらレパートリーの中から同抗原を特異的に認識するものが

クローン増殖を起こし、一週間前後で侵入病原体に対する最適な獲得

免疫応答が誘導される(1)。また、増殖したクローン細胞の一部が記憶

細胞として残ることで長期的な免疫記憶が生じることも獲得免疫の大

きな特徴である(1)。この獲得免疫の特徴を効果的かつ有効に利用した

ものがワクチネーションであり、多くの感染症の抑圧に多大な貢献を

してきた。 

 一方、獲得免疫応答の誘導は T および B 細胞のみでは誘導されない

ことが判明している（図 1）。最も重要な役割を果すのが樹状細胞を中

心とする抗原提示細胞（Antigen-Presenting cell : APC）である(1, 2)。APC

は感染局所において侵入病原体を捕獲・貪食し、所属リンパ節へと抗
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原を運搬する役割を果す。その後、ナイーブ CD4 陽性 T 細胞に対して

CD80 や CD86 などの共刺激分子リガンドと共に MHC Class II を用いた

抗原提示を行う(2, 3)。その結果、活性化されたナイーブ CD4 陽性 T 細

胞がエフェクターCD4 陽性 T 細胞となる。このエフェクターCD4 陽性

T 細胞は、産生するサイトカインの種類やその後に誘導する獲得免疫応

答の特徴から Th1、Th2、そして Th17 という 3 種類のサブセットに分

類されている(4)。Th1 細胞は Interferon-γ(IFN-γ)、IL-2、TNF-αの産

生に特徴付けられ、マクロファージの活性化や細胞傷害性 CD8 陽性 T

細胞の増殖誘導、および B 細胞における強いオプソニン効果を有する

IgG2a/2c へのクラススイッチの誘導を引き起こす(1, 4, 5)。Th1 偏向の

免疫応答は、細胞内寄生病原体（ウイルス、Mycobacterium Tuberculosis、

Toxoplasma gondii など）に対する免疫応答に重要であり、遅延型過敏反

応（Ⅳ型過敏反応）の原因としても知られる(1, 5)。Th2 細胞は IL-4、

IL-5、IL-13、および IL-25 の産生に特徴付けられ、B 細胞における IgG1

や IgE へのクラススイッチと抗体産生の誘導、好酸球の遊走を引き起

こす(1, 5)。Th2 偏向の免疫応答は、細胞外寄生病原体（細胞外寄生細

菌、寄生虫など）に対する免疫応答に重要であり、過度の Th2 偏向の

免疫応答はアレルギーの原因となる(1, 5)。近年、新たに発見された

Th17 細胞は IL-17(IL-17A, IL-17F)、IL-6、Granulocyte Colony-Stimulating 

Factor (G-CSF)の産生に特徴付けられ、好中球の遊走に伴う局所炎症の

誘導に重要である(4-7)。Th17 偏向の免疫応答はグラム陰性菌（Klebsiella 

pneumoniae、Bacteroides fragilis など）への抵抗性に重要であり、更に

ヒトや動物における慢性関節リウマチ、炎症性腸疾患、Experimental 

autoimmune encephalomyelitis （EAE）およびコラーゲン誘導性関節炎

などの自己免疫疾患への関与が強く示唆されている(4, 6-9)。 
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これらの獲得免疫応答の偏向は、APC による抗原提示に伴う様々な

サイトカイン刺激により制御されることが示されていたが（図 1）、サ

イトカイン産生や共刺激分子リガンドの誘導を引き起こすメカニズム

に関しては長らく不明であった。 

 

自然免疫は獲得免疫系を有する脊椎動物を含めた全ての多細胞生物

に普遍的に存在する免疫応答である(10)。その発見は、Paul Ehrlich に

よる抗体の提唱と同時代の 19 世紀末から 20 世紀初頭、Ilya Mechnikov

（Elie Metchnikoff）による食作用の発見、および Jules Bordet による補

体の発見にまで遡ることができる。自然免疫は、貪食細胞（樹状細胞、

マクロファージ、好中球など）による侵入病原体の貪食、および貪食

した病原体の分解に伴う病原体のクリアランスに特徴付けられる(11, 

12)。これらの現象は病原体の侵入直後から誘導され、最も基本的かつ

不可欠な生体防御反応である。自然免疫の重要性は、獲得免疫を持た

ない非脊椎動物でも十分な免疫機能が誘導されることより明白である。

しかし、一般的に自然免疫応答は獲得免疫応答が誘導されるまでの一

時しのぎの現象であると考えられ、獲得免疫応答のように特異的認識

機構が存在するか否かに関しては全く不明であった。 

 

既知の自然免疫応答の理解において礎となったのは、1989 年に

Janeway CA, Jr が提唱した病原体に特徴的な構造（pathogen-associated 

microbial patterns : PAMPs）を病原体レセプター（Pattern Recognition 

receptors : PRRs）が認識することで自然免疫応答が活性化されていると

いう概念である(13, 14)。 

この提唱から 7 年後の 1996 年、胚発生における背腹軸の決定を司る
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Toll 分子がショウジョウバエで真菌感染を感知する機能を有すること

が報告され、自然免疫系において実際に病原体レセプターが存在する

ことが明らかにされた(15)。その翌年、Charles A. Janeway, Jr と Ruslan 

Medzhitov は Toll のホモログである Toll-like receptor 4（TLR4）がヒト

においても存在することを報告し、この TLR4 を介して様々なサイト

カイン産生や共刺激分子の誘導が引き起こされることを証明した(16)。

1998 年には、病原体構成成分である LPS に不応答であることが知られ

ていたC3H/HeJマウスとC57BL/10ScCrマウスにおいてTLR4遺伝子が

変異していることを Bruce Beutler らが示した(17)。また 1999 年には、

審良 静男らも TLR4 ノックアウトマウスが LPS に不応答であることを

示した(18)。これらの発見により、免疫細胞が実際に病原体レセプター

を介して細胞外の病原体因子を認識していることが証明された。 

その後、Bruce Beutler らによる ENU（N-ethyl N-nitrosourea）ミュー

タジェネシスにより得られた変異マウスの解析、および審良 静男らに

よるTLRファミリー及びTLR関連分子のノックアウトマウスの解析を

通じて、TLR ファミリーが生体において様々な免疫応答の制御に関与

していることが明らかとなっている(19, 20)。 

これらの発見に加え、三宅 健介らは 1994 年に TLR4 の Homolog で

ある RP105 を先行して発見している(21, 22)。同分子は TLR4 とは異な

り、シグナル伝達領域を持たず、その細胞表面発現に RP105 と会合す

る MD-1 が必要である(23) 。その後、三宅らは MD-1 の Homolog とし

て MD-2 を発見し、同分子が TLR4 における LPS 認識において必須の

分子であることを示した(24)。現在では、結晶構造解析の結果より、

MD-2とLPSの直接結合がTLR4の活性化に必須であることが証明され

ている(25, 26)。この発見は、TLR の応答にアクセサリー分子が必須の



 

 9

機能を持つことを初めて示したものであり、TLR 応答を理解する上で

これら分子の理解は必要不可欠である。 

細胞外の病原体因子を認識する Toll-like receptor ファミリーの発見以

来、TLR 以外にも複数の病原体レセプター群が報告されており、現在

では細胞外病原体因子を認識する C-type lectin ファミリー、細胞内病原

体因子を認識する NLR (Nucleotide-binding oligomerization domain and 

leucine rich repeat containing family)ファミリーや RIG-I (Retinoic acid 

inducible gene I)ファミリー、および DAI (DNA-dependent activator of 

IFN-regulatory factors)などが知られている(27-32)。 

 

Toll-like receptor （TLR）ファミリーは1回膜貫通型タンパク質であり、

構造上の特徴として細胞外にxLxxLxLxx（xは任意のアミノ酸。L : 

Leucine）を含む24~29アミノ酸配列であるLeucin-rich repeat（LRR） の

tandem repeatsを19~25個持つこと、および細胞質内にIL-1レセプターシ

グナル伝達ドメインに相同性を有するTIR (Toll/IL-1 Receptor）ドメイン

を持つことが挙げられる(20)。またTLR4と類似したLRRのtandem 

repeatsを細胞外に持つRadioprotective 105 (RP105)の存在も知られてお

り、同分子はシグナル伝達に必要な細胞内TIRドメインを持たない。

RP105は、特にB細胞におけるTLR応答の制御に重要であることが示さ

れている(33, 34)。  

TLRファミリーは自然免疫担当細胞であるマクロファージや樹状細

胞において高発現している(20, 35)。また、主に獲得免疫担当細胞であ

ると考えられているB細胞でもその発現が認められており(33, 34)、非免

疫系細胞であるマウス胚線維芽細胞（Mouse Embryonic Fibroblast, MEF）

においても複数のTLRの発現が確認されている(36)。 
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現在までにヒトで 10 種類（TLR1～TLR10）、マウスで 12 種類（TLR1

～TLR9,TLR11～TLR13）の TLR ファミリーが発見されており、ヒトと

マウスに共通する TLR1～TLR9 では特異的な病原体リガンドが判明し

ている（表 1）(20, 27, 37)。認識できる病原体由来リガンドは核酸、脂

質、タンパク質の 3 つに大きく分類され、核酸を認識する TLR3, TLR7, 

TLR8, TLR9 は細胞内コンパートメント（小胞体、リソソーム）に、脂

質を認識する TLR4、TLR1/2 複合体、TLR2/6 複合体およびタンパク質

を認識する TLR5 は細胞表面に局在して機能すると考えられている（図

3）(38)。また、TLR にはリガンド検索の過程で数多くの生体由来リガンド（内

因性リガンド）の存在も報告されており、TLR が感染察知に加えて細胞死な

どを察知する機能を有することも推察されている（図 3）(39, 40)。 

一般的にこれらの TLR は病原体因子を特異的に認識するように進化

してきたと考えられている(41)。常在菌や自己に対する免疫応答は腸炎

や自己免疫疾患を誘導する危険性があり、獲得免疫応答と同様にこう

した応答は基本的に抑制されているはずである。こうした観点から、

TLR の応答性も厳密に制御されている必要があると考えられる。その

一つの例として、核酸認識 TLR の細胞内への分布が挙げられる。細胞

内に分布する TLR9 は人工的に細胞表面に発現させることで自己の

DNA に対して免疫応答を誘導し得ることが報告されており(41)、核酸

認識 TLR が細胞内に分布するのは自己因子への応答を回避する為であ

ると考えられる。一方で、病原体因子を素早く感知する為に細胞表面

に発現すると考えられている細胞表面 TLR にも、自己因子がリガンド

と成り得ることが報告されている（表 1）。現在のところ、自己に応答

する危険性のある TLR が細胞表面に発現する理由、およびその発現制

御機構などは全く不明である。このように、TLR の細胞内分布の意義
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には未だ謎が多く、細胞内における TLR の発現量や細胞内局在を解析

することは、TLR による自己と病原体の識別機構を理解することにも

つながると私は考える。 

 

これら TLR リガンドにより誘導されるシグナル伝達は、MyD88 依存

性シグナルと MyD88 非依存性シグナルの 2 つに分けられ、TIR ドメイ

ンを有する 2 つのアダプター分子、myeloid differentiation factor 88 

(MyD88) と TIR-domain-containing adaptor protein inducing IFN-β (TRIF)

がそれぞれの応答を司る（図 3）(27, 42)。TLR3 を除く TLR1~TLR9 は

MyD88 を介したシグナル伝達経路を持つ。MyD88 経路に誘導される応

答は、転写因子 NF-κB の活性化に伴う炎症性サイトカイン（IL-6, IL-12, 

TNF 等）の産生、plasmacytoid Dendritic cell でのみ認められる転写因子

Interferon Regulatory factor-7 (IRF-7)を介した TLR7 と TLR9 による IFN-

αの産生である。また p38 や ERK (Extracellular signal regulated kinase)、

JNK (Jun N-terminal kinase)などの MAP (Mitogen activated protein)キナー

ゼ経路の活性化を誘導することも知られている(27, 42)。一方、TRIF を

介したシグナル伝達は TLR4 と TLR3 のみで認められる。TRIF 経路で

は、IRF-3 の活性化に伴う IFN-βの産生が特徴的である(27, 42)。また

MyD88 経路で起こらない共刺激分子の強い誘導やインターフェロン誘

導性遺伝子（IP-10, MCP-1 等）の誘導が起こることも特徴である(43, 44)。 

TLR はリガンドを認識すると、様々な炎症性サイトカイン（IL6、TNF-

αなど）や炎症性ケモカイン（RANTES など）の産生を誘導し、局所

において適切な自然免疫応答を引き起こす（図 1）。また、サイトカイ

ンバランスの制御や抗原提示細胞における補助刺激分子リガンドの発

現調節を介することで適切な獲得免疫応答（Th1/Th2/Th17）を誘導す
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る（図 1）(45-50)。これらの TLR を介した免疫応答は生体防御におい

て必要不可欠であり、TLR 応答に関連する分子の欠損は様々な病原体

による易感染を引き起こすこととなる(51-53)。しかし一方で、過剰な

TLR 応答はエンドトキシンショックや自己免疫疾患を引き起こすこと

も知られており(40, 54-56)、TLR による免疫応答は厳密に制御される必

要がある。 

 

 

近年の研究より、TLR ファミリーの免疫応答が様々なアクセサリー分子に

より制御されていることが判明してきた（表 2）。多くのアクセサリー分子では

その作用機構は不明であるが、それらアクセサリー分子の欠損により TLR 応

答が消失または減弱することが変異マウスおよびノックアウトマウスを用いて

示されている(19, 57)。一方、一部のアクセサリー分子ではその作用機構が

明らかとなっており、TLR3,7,9 の応答に必須である小胞体タンパク質の

UNC93B では、同分子が TLR9 のリガンド認識の場であるリソソームへの移

行を制御していることが示されている(58)。実際、変異型 UNC93B 遺伝子を

ホモ接合性に持つヒトでは単純ヘルペス 1 型による脳炎を発症し易いことが

報告されており、TLR 応答における TLR アクセサリー分子の重要性を示す

好例ともなっている(59)。こうした事実は、未だ部分的にしか判明していない

TLR 会合分子の機能解明が TLR 応答の制御に対する理解を飛躍的に進

展させる可能性を示唆するものである。 

 

私の所属する感染遺伝学分野（以下、当分野）では以前、TLR4 による

LPS 認識において必須の役割を果す MD-2 を報告してきた(24)。また、

MD-2 が MEF 細胞において TLR4 の細胞表面への分布を制御すること
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も報告してきた(24)。しかし、その後の研究より MD-2 ノックアウトマ

ウス由来の樹状細胞でも TLR4 の単独表面発現が認められるという結

果が得られ、MD-2 以外に TLR4 の細胞内局在を制御する分子の存在が

示唆された(60)。そこで当教室では、免疫沈降法により TLR4 の共沈分

子を検索し、TLR4 の新規アクセサリー分子である PRotein Associated with 

Tlr4 A (PRAT4A)の存在を明らかにした(60) 。 

PRAT4A は既知のモチーフおよびドメインを有さず、N 末端の 37 アミノ酸

のシグナルシークエンスおよび種間で保存された 6 箇所のシステイン配列を

特徴とするタンパク質である（図 4A）。同分子は種間で広く保存されており、

ヒトとマウス、ゼブラフィッシュ、線虫、更にはショウジョウバエにまで Orthologs

の存在する小胞体(ER)タンパク質である（図 4B）。マウスにおいて、PRAT4A

は Thymus や Spleen などの免疫組織で高発現する一方で、神経系や生殖

器を含む全身諸臓器においても高発現している（図 4C）。 

細胞株を用いた解析より、PRAT4A は TLR 応答を制御する分子であるこ

とが強く示唆され、その機能として以下の事実が判明している。B 細胞系列

の BaF/3 細胞における同分子のノックダウンでは、TLR4 の細胞表面発現が

消失し(60)、 同様の現象がマクロファージ系列の RAW 細胞でも認められ

た。また RAW 細胞における PRAT4A のノックダウンでは、TLR4 リガンドのみ

ならず TLR1/2 や TLR9 リガンドに対するサイトカイン産生が抑制されるという

結果も得られていた。これらの結果は、PRAT4A が TLR4 に加えて複数の

TLR の応答制御を担っている可能性を強く示唆するものであった。 

 

本研究において、私は PRAT4A ノックアウト（KO）マウスを用い、

① TLR の分布制御における PRAT4A の役割、② 複数種の TLR 応答に

おける PRAT4A の役割、③ TLR を介した生体内の自然・獲得免疫応答
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における PRAT4A の役割を示す。また、PRAT4A の Paralog であり、以

前に TLR4 の細胞表面への分布を制御する分子として報告されている

PRotein Associated with Tlr4 (PRAT4B)のノックアウトマウスの作製・解

析も試みたので報告する。 



 

 15



 

 16



 

 17



 

 18



 

 19



 

 20



 

 21

材料と方法 

 

PRAT4A 遺伝子欠損マウスの作製 

PRAT4A ノックアウトマウスの作製において、キメラマウスおよび

PRAT4A Hetero マウスは Unitech により作製された(61)。 

以下、Unitech による PRAT4A 遺伝子の欠損法の概要を述べる。

PRAT4A 遺伝子はマウスゲノムの 17 番染色体に存在する。ターゲッテ

ィングベクターは PRAT4A 遺伝子のエクソン 1 を含む約 1.7kb の領域

を相同組換えによりネオマイシン耐性遺伝子に置き換えるように構築

された（図 6A）。ターゲッティングベクターの 3’端にはジフテリア毒

素の A フラグメント(DT-A)が組み込まれ、ネガティブ選択が可能とな

っている。同ターゲッティングベクターを用いて C57BL/6 マウス由来

の ES 細胞にトランスフェクションを行い、G418 によるポジティブ選

択が行われた。得られたクローンより DNA を抽出し、PCR 法を用いて

Targeted Allele を検出することで相同組換え体の候補が同定されている

（図 6B）。候補クローンのゲノムは更に Southern Blot 法に供され、5’

側および 3’側の External Probe を用いて相同組み換え体であることが確

認されている。得られた相同組換え体を Balb/c マウスの胚盤胞に注入

することでキメラマウスが作製され、同キメラマウスを C57BL/6 マウ

スと交配することで C57BL/6 Background の PRAT4A ヘテロ接合型マウ

スが得られた。 

私は、Wild type Allele を検出する Primer を作製し（図 6B）、PRAT4A

ヘテロ接合型マウス同士を交配することで得られたマウスの遺伝子型

を PCR 法により解析した。その結果、ホモ接合型(PRAT4A KO, -/-)マウ

ス、ヘテロ接合型(PRAT4A Hetero, +/-)マウスおよび 野生型(Wild type , 
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+/+)マウスが得られ、これらのマウスを解析に供した。また、C57/BL6 

Background の PRAT4A Hetero マウスを Balb/c マウスに 6 回バッククロ

スした後に得られた Balb/c PRAT4A KO マウスも同様に解析に供した。 

 

 

PRAT4B 遺伝子欠損マウスの作製 

PRAT4B 遺伝子はマウスゲノムの 5 番染色体に存在する。PRAT4B 遺

伝子のエクソン 1を含む約 3.2kbの領域を相同組換えによりネオマイシ

ン耐性遺伝子に置き換えられるようにターゲッティングベクターを構

築した（図 21A）。ターゲッティングベクターの 5’端には単純ヘルペス

ウイルス由来チミジンキナーゼ（HSV-tk）を組み込み、ネガティブ選

択を行えるようにした。同ターゲッティングベクターを 129 系統マウ

ス由来の ES 細胞（EB3 細胞）にトランスフェクションした後、G418

によるポジティブ選択とガンシクロビル (核酸類似体)によるネガテ

ィブ選択を行った。得られた ES 細胞クローンより DNA を抽出し、

Southern Blot 法を用いて相同組換え体の候補を同定した（図 21B）。得

られた相同組換え体を C57BL/6 マウスの胚盤胞に注入してキメラマウ

スを作製し、C57BL/6 と交配をすることで PRAT4B ヘテロ接合型

(PRAT4A Hetero, +/-)マウスを得た。マウスの遺伝子型は PCR 法により

同定した（図 21C）。 

 

 

Southern Blot analysis 

ES細胞およびマウス尻尾より精製したDNAを制限酵素処理し、0.8%

アガロースゲルを用いて電気泳動を行った。その後、20×SSC を用い
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た Salt Transfer によりナイロンメンブラン  (GENESCREEN, Perkin 

Elmer)に DNA を転写した。DNA 転写済みのナイロンメンブランに 0.4N 

NaOHによるアルカリ固定および 0.2M Tris-HCl pH7.5/1×SSCによる中

和を施し、更に UV Crosslinker を用いて UV 固定を行った。Probe は図

21A に示すものを使用し、 [32P] dCTP と Rediprime II Random Prime 

Labelling System (GE Healthcar)を用いたランダムプライミングにより

Probe を放射性標識した。その後、illustra ProbeQuant G-50 Micro Columns 

(GE Healthcar)を用いて Probe の精製を行い、同 Probe を Hybridization

に供した。ナイロンメンブランへの Probe の Hybridization は、106 cpm/ml

の Probe を含有する Hybridization Buffer (ULTRAhyb, Ambion)中で行っ

た。 

 

 

骨髄キメラマウスの作製 

骨髄キメラマウスは、9.5 Gy (950 rad) のX線を照射した6~7週齢の

C57BL/6マウス（レシピエントマウス）にPRAT4A HeteroまたはPRAT4A 

KOマウス由来の骨髄を5×105個/mouseで経静脈注入することで作製し

た(61)。X線照射直後から一週間、レシピエントマウスには 2 mg/mlの

neomycin sulfateを添加した飲み水を与えた。実験には、骨髄導入後 

6~10 週間が経過したレシピエントマウスを用いた。血球細胞のキメリ

ズムは、B220陽性の脾臓B細胞におけるTLR2およびRP105の細胞表面

発現量の低下により確認した。 
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OVA による骨髄キメラマウスの免疫とサンプルの回収 

OVA による免疫実験には骨髄キメラマウスを用いた。Complete 

Freund’s Adjuvant (CFA)と OVA を 1:1 で混合して乳化させたものを免疫

原(OVA 終濃度：2mg/ml)として用い、同免疫原を骨髄キメラマウスの

左右後肢フットパッドに皮下免疫した(61)。免疫後 8 日目に所属リンパ

節（膝下リンパ節、鼡径リンパ節）と血清を回収して実験に供した。

免疫後血清のコントロールには、OVA 免疫前の骨髄キメラマウスから

回収した血清を用いた。 

 

 

B リンパ球の精製 

CD43 は休止期や通常の末梢 B 細胞には発現しない。このことを利

用し、CD43 Negative の脾臓細胞分画を回収することで脾臓 B 細胞を精

製した(34)。PRAT4A Hetero および PRAT4A KO マウスより脾臓を摘出

し、スライドガラスを用いて脾臓組織より細胞を単離した。溶血処理

後、脾臓細胞に CD43 MicroBeads (Miltenyi Biotec 株式会社)を加え、4℃

で 15 分間混和した。1×PBS にて 2 回洗浄した後、AutoMACS の deplete 

program で CD43 Negative の分画を分離した。 

 

 

Thymidine Uptake Assay 

細胞増殖能は細胞への[3H] thymidine 取り込み量を測定することで定

量した。脾臓細胞より精製した B 細胞および所属リンパ節細胞を 1×

105個/well となるように 96 穴平底プレートに播種し、複数種の TLR リ

ガンドまたは OVA で刺激を加えた。72 時間刺激後に[3H] thymidine 
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1μCi / ml存在下で更に 6時間培養し、セルハーベスタシステム(Inotech)

を用いて細胞内に取り込まれた[3H] thymidine 量を測定した(34)。 

 

 

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

96 穴平底プレートに 1×105個/well となるように細胞を播種し、複数

種の TLR リガンドおよび OVA を添加した。24 時間後の培養上清をサ

ンドイッチ ELISA に供し、TNF-α、IL-6、IL-12、RANTES および IFN-

γの濃度を ELISA Kit (R&D Systems)により測定した(61)。 

血清中のOVA特異的抗体価の測定は以下のELISA systemを用いて測

定した(61)。ELISA Plate に OVA 濃度 10μg/ml の 1×PBS を 100μl/well

で添加し、室温で一晩静置した。1% BSA 含有 1×PBS による 1 時間の

Blocking の後、血清サンプルを希釈して各 well に添加した。OVA に結

合した血清中抗体のアイソタイプは、ペルオキシダーゼを結合するア

イソタイプ特異的抗体(Southern Biotech)を用いて決定した。 

 

 

マウス抗 PRAT4A 抗体の作製 

私は今回の実験において、抗マウス PRAT4A 抗体 (4A3, 4A9, 4A10)

を樹立した。 

免疫動物には C57BL/6 バックグラウンドの PRAT4A KO マウスを

Balb/c マウスへ 4 回戻し交配をして得られた Balb/c バックグラウンド

の PRAT4A KO マウスを用いた。抗原には、Flag-His6 エピトープを付

加した PRAT4A (PRAT4A-FH)をTransductionしたBa/F3細胞が培養上清

中に分泌する PRAT4A-FH を Anti-FLAG M2 Agarose (SIGMA)を用いて
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免疫沈降および精製したものを使用した。 

 免疫は、免疫原をマウスの腹腔内に投与することで行った。免疫初

日に CFA と混合した抗原を、免疫 16 日目に IFA と混合した抗原を、

更に免疫 25 日目と 35 日目に 1×PBS で希釈した抗原を免疫した。最終

免疫日から 4 日目に脾臓を回収し、得られた脾臓細胞をマウスミエロ

ーマ由来の SP2/O 細胞と細胞融合させた。得られた Hybridoma 細胞の

中から抗マウス PRAT4A 抗体を産生するものを選択し、抗マウス

PRAT4A 抗体を産生するモノクローナル抗体産生ハイブリドーマ株を

樹立した。 

抗体スクリーニングは、FACS 解析により行った。スクリーニング用

細胞として、N 末端に Myc 抗原、C 末端に Transmembrane 領域を付加

したマウス PRAT4A およびマウス MD-1 を Ba/F3 細胞に導入すること

で得られた Ba/F3 /mPRAT4A_TM_Myc と Ba/F3 /mMD-1_TM_Myc を用

いた。これらの細胞は抗 Myc 抗体を用いた細胞表面染色の FACS 解析

の結果より、マウス PRAT4A またはマウス MD-1 を細胞表面に発現し

ていると考えられる（図 5A）。同細胞を用い、細胞表面 PRAT4A を特

異的に認識する抗体を培養上清中に産生するハイブリドーマのクロー

ンを選択した（図 5A）。得られた 3 つのクローン(4A3, 4A9, 4A10)のア

イソタイプは全て IgG1 であり（図 5B）、これらの抗体は脾臓細胞の内

因性マウス PRAT4A を免疫沈降することが可能であった（図 5C）。こ

れらの事実は、樹立した 3 つのハイブリドーマ株(4A3, 4A9, 4A10)が

PRAT4A 特異的抗体を産生していることを示す。 
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細胞培養 

RPMI1640 (GIBCO)および DMEM (GIBCO)に 9% Fetal Bovine Serum 

(FBS) 、 100units/ml Penicillin 、 100 μ g/ml Streptomycin 、 50 μ M 

2-Mercaptethanol (2-ME)を添加して細胞培養に用いた。脾臓細胞、リン

パ節細胞、および B 細胞の培養には RPMI1640 を使用した。BM-DC、

BM-Mφ、および RAW264 細胞の培養には DMEM を使用した。全ての

細胞培養は、Incubator 内において 37℃、5％CO2の条件下で行った。 

 

 

発現ベクターとノックダウンベクターの作製、および細胞への導入 

マウス PRAT4A cDNA の C 末端に Flag-His6 エピトープを付加したも

の(PRAT4A-FH) は Neomycin 耐性遺伝子導入済みのレトロウイルスベ

クターである pMX-neo に組み込んだ。また、マウス TLR9 cDNA の C

末端に GFP を付加したもの (TLR9GFP)は puromycin 耐性遺伝子導入

済みのレトロウイルスベクターである pMX-puro に組み込んだ。 

マウス PRAT4A の発現を抑制する為、ショートヘアピン RNA 

(shRNA)および Hygromycin B 耐性遺伝子を発現するレトロウイルスベ

クターである pSSCH ベクターを用いた(62)。同ベクターは東京大学医

科学研究所・宿主寄生体学分野の伊庭英夫教授より分与して頂いた。

ターゲット配列である 5'- gag ttt gaa gag gtg att gag -3'に対する shRNAを

pSSCH に導入し、マウス PRAT4A ノックダウンベクターとして使用し

た(61)。 

レトロウイルスベクターのレトロウイルス粒子への取り込みにはパ

ッケージング細胞である PLAT-E 細胞を用いた。レトロウイルスベクタ

ーを FuGENE6 transfection reagent と共に PLAT-E 細胞に Transfection し、
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培養上清に産出されたウイルスを細胞への遺伝子導入に用いた。ウイ

ルス含有培養上清は DOTAP transfection reagent と混合し、未分化骨髄細

胞または RAW 細胞の培養上清に添加することで遺伝子導入を行った。

遺伝子導入後、pMX-neo を transduction した細胞には G418 (Sigma) 400

μg/ml、 pMX-puro を transduction した細胞には puromycin (Sigma) 4μ

g/ml、pSSCH を transduction した細胞には Hygromycin B (Wako) 0.5mg/ml

を添加することで遺伝子導入細胞の選択を行った。 

 

 

骨髄由来マクロファージ(BM-Mφ)と樹状細胞(BM-DC)の誘導 

 マウスの大腿骨・脛骨より採取した骨髄細胞を直接 BM-Mφや

BM-DC の誘導に用いた。BM-Mφの誘導は、径 10cm のバクテリアシ

ャーレ中に 1×107個の骨髄細胞を播種し、100ng/ml mouse M-CSF (R&D 

systems)を含む DMEM 培地で 7 日間培養することで行った。BM-DC の

誘導は、24-well Plate 内に 1×106個/well となるように骨髄細胞を播種

し、10ng/ml の mouse GM-CSF (R&D systems)を含む DMEM 培地で 7 日

間培養することで行った(43)。BM-DC の誘導では、途中 2、4、6 日目

に上記培養液を半量ずつ新たな GM-CSF 含有 DMEM 培地に交換した。 

 

 

骨髄誘導樹状細胞への遺伝子導入 

5-fluorouracil (5-FU) 5mg を PRAT4A KO および PRAT4A Hetero 骨髄

キメラマウスの腹腔内に投与し、4 日後に骨髄細胞を採材した。骨髄細

胞を Stem Cell Medium (100ng/ml 幹細胞成長因子、10ng/ml IL-6、10ng/ml 

IL-3 を添加した DMEM)を用いて培養し、48 時間後および 72 時間後に
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PRAT4AFH pMX-puro ベクターを用いて作製したウイルスによる

Transduction を行った。その後、GM-CSF 10ng/ml を加えて樹状細胞に

誘導した。同時に G418 400μg/ml を加え、PRAT4AFH 導入細胞の選択

を行った。遺伝子導入後、2 日に一度ずつ半量のメディウムを交換し、

10 日から 2 週間後に誘導されてきた樹状細胞を解析に供した(61)。 

 

 

マウス胚線維芽細胞（mouse embryonic fibroblast : MEF）の作製 

C57BL/6 バックグラウンドの PRAT4A Hetero マウス同士を交配する

ことで得られた胎齢 12.5日のWild typeおよび PRAT4A KO マウスを用

いて MEF を作製した。頭部および肝臓を除去した胎仔をハサミで細断

し、ピペッティングにより更に断片を細分化した。同サンプルを 10cm

シャーレ内で培養し、増殖した細胞を MEF として用いた。 

 

 

細胞内シグナル伝達の解析と Western Blot analysis 

 脾臓細胞における PRAT4A の発現量、および樹状細胞における細胞

内シグナル伝達は Western Blot 法により解析した。 

 PRAT4A KOおよび PRAT4A Heteroマウスより採材した脾臓をスライ

ドガラスにより単細胞化し、HBSS にて数回洗浄した。それぞれ同数の

脾臓細胞を氷冷 Lysis Buffer (150mM NaCl, 50mM Tris/HCL pH7.4, 2mM 

MgCl2, 10μg/ml Aprotinin, 10μg/ml Leupeptin, 1mM Phenyl methyl 

surfonyl fluoride, and 1% Triton-X 100)で溶解し、Sample Buffer を加えた

後に SDS-PAGE に供した。 

 シグナル伝達の解析には、PRAT4A KO および PRAT4A Hetero マウス
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由来の BM-DC を用いた。BM-DC を 1×106/well となるように 24 穴プ

レートに播種し、半日のプレインキュベーションの後に各々の刺激を

加えた。刺激開始後 10 分、30 分、60 分、120 分、180 分に HBSS で洗

浄した BM-DC を Sample Buffer で溶解して SDS-PAGE に供した。 

 Western Blot analysis には、一次抗体として各種タンパク質に対する

特異的抗体を用い、二次抗体として Goat anti-mouse IgG–alkaline 

phosphatase conjugate (American Qualex, San Clement, CA), Goat anti-rat 

IgG–alkaline phosphatase conjugate (American Qualex, San Clement, CA), 

および Goat anti-rabbit IgG–alkaline phosphatase conjugate (Bio Rad)を用

いた。発色にはアルカリホスファターゼの発色基質である NBT

（nitro-blue tetrazolium chloride）と BCIP（5-Bromo-4-Chloro-3'- 

Indolylphosphatase p-Toluidine salt）を使用した。 

 

 

定量的 PCR（Real Time PCR） 

細胞からの RNA の抽出には RNeasy mini kit (QIAGEN)を用いた。抽

出したRNA 1μgをReverTra Ace-α(TOYOBO)により cDNAへと逆転写

し、サンプルとして使用した。定量的 PCR は 7300 Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems)により行い、TaqMan Gene Expression Assay (Applied 

Biosystems)を PCR 産物の定量に用いた。使用した TaqMan プローブは

マウス PRAT4A (Mm00511161)、マウス IFN-β(Mm00439546)、そして

マウスβ-actin (Mm00607939) である。各々のサンプルより得られた結

果は、β-actin の平均値を用いて正規化した(61)。 
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フローサイトメトリー 

フローサイトメトリーには FACS Callibur system (BD Bioscience)を用

いた。解析に供する細胞を Staining Buffer (1×PBS、2.5% FBS、0.1% 

Sodium Azide)で洗浄した後、染色に供した。染色時は全ての過程で

Staining Buffer を使用した。 

anti-TLR4/MD-2 monoclonal Antibody (mAb) (MTS510)、anti-RP105 

mAb (RP/14) 、anti-CD14(Sa14-2)、anti-TLR1 mAb (TR23)は感染遺伝学

分野ですでに樹立されていたものをビオチン化して用いた。anti-MHC 

ClassⅠ抗体は BD より、anti-TLR2、anti-CD11c、anti-CD11b、anti-D11b、

anti-IgM、anti-IgD、anti-CD19、anti-CD40、anti-CD86 抗体は eBioscience

よ り 購 入 し た も の を 使 用 し た 。 2nd Reagent と し て 用 い た

Streptavidin-RPE は SouthernBiotech より購入した。また、モノクローナ

ル抗体のアイソタイプ決定に用いた PE labeled goat anti-mouse 

Ig(multiple absorption), PE Conjugated anti-mouse IgM, PE Conjugated 

anti-mouse IgG1, FITC Conjugated anti-mouse Ig2a, FITC Conjugated 

anti-mouse Ig2b は BD Pharmingen より購入した。 

 

 

共焦点レーザー顕微鏡 

 RAW 細胞を Poly-L-Lisine (SIGMA) でプレコーティングした

glass-bottom dish (Matsunami)に播種し、鏡顕に供した。細胞の刺激には

1μM CpG-B DNA または 1μM Rhodamine 標識 CpG DNA (北海道シス

テムサイエンス社) を用いた。2 時間刺激の後、サンプルを共焦点レー

ザー顕微鏡（LSM5 PASCAL ; Carl Zeiss, Inc.）を用いて観察した(61)。 

小胞体の染色には ER-Tracker Red (Invitrogen)、リソソームの染色には
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LysoTracker Red DND-99 (Invitrogen)を使用した。それぞれを 1μM また

は 500nM の濃度で DMEM に溶解し、同培地液中で細胞を 30 分間培養

することで各々の細胞小器官を染色した。 

 

 

試薬 

S. minnesota (Re-595) 由来の Lipid A と E.coli (O55;B5) 由来の LPS は

Sigma-Aldrich よ り 購 入 し た 。 Pam3CSK4 と FSL-1 は EMC 

Microcollections より購入した。CpG-B (TCCATGACGTTCCTGATGCT) 

DNA と CpG-A (GGGGTCAACGTTGAGGGGGG) DNA は Hokkaido 

System Science に 合 成 を 依 頼 し た 。  Poly(I:C) と Loxoribine 

(7-allyl-7,8-dihydro-8-oxo- guanosine) は InvivoGen より購入した。 

 

 

マウスの維持と管理 

 C57BL/6 マウスと BALB/cマウスは日本 SLC株式会社より購入した。

MyD88 KO マウスは大阪大学微生物研究所の審良静男博士より分与

して頂いた(63, 64)。マウスの維持・管理は東京大学医科学研究所実験

動物施設内において Specific Pathogen Free (SPF)の環境下で行った。全

ての動物実験は東京大学医科学研究所の「動物実験に関する指針」に

法り、科学的および動物福祉の観点から適正に行った。 

 

 

統計処理 

PRAT4A KO マウスとコントロールマウス間におけるデータの有意
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差検定は Student の t 検定により算出した。t 検定における危険率が 0.05

以下の時、比較群間の差が優位であると判定した。 
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結果 

 

PRAT4A ノックアウトマウスの表現型。 

当分野では、以前に TLR4 の細胞表面発現を制御する新規分子として

PRAT4A の存在を明らかとしてきた(65)。私は、生体内における PRAT4A

の機能的な意義を明らかにする為、PRAT4A ノックアウトマウス

（PRAT4A KO マウス）の解析を行った。 

PRAT4A KO マウスは方法に示した手法で作成され、PCR 法および

Southern Blot Analysis により相同遺伝子組換えが適切に起こっている

ことが Unitech により確認されている（図 6A, B）。私は PRAT4A Hetero

マウスどうしのかけ合わせにより得られた PRAT4A KO マウスにおい

て PRAT4A 遺伝子が欠損していることを PCR 法により確認した（図

6C）。また、同マウスにおいて PRAT4A の messenger RNA (mRNA)とタ

ンパク質が存在しないことをそれぞれリアルタイム PCR とウェスタン

ブロッティング法により確認した（図 6D, E）。 

作出した PRAT4A KO マウスの出生率は 17/156 であり、期待される

メンデル比よりも著しく低かった。また成長にも著しい障害が認めら

れ、離乳期までに半数以上（10/17）が死亡した（図 7A）。離乳期に当

たる 4~5 週齢における PRAT4A KO の体重は、PRAT4A Hetero マウスや

Wild マウスに比して 1/3 程度であった（図 7B, C）。この体重増加の異

常は生後直後から始まり、特に PRAT4A Hetero マウスや Wild マウスで

起こる生後 20 日前後からの急激な体重増加の消失が顕著であった（図

7D）。この他、恒常的な振戦を伴う神経系の異常、脂肪組織の顕著な減

少が肉眼所見として認められた。また、C57BL/6 バックグラウンドの

PRAT4A KO 雄マウスを Wild マウスの雌と一ヶ月にわたり交配したが、
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仔マウスを得ることはできなかった。成長不良や神経症状などの身体

的欠陥が原因であることは否定しきれないが、不妊であることも示唆

された。PRAT4A KO 雌マウスに関しては体格的に妊娠が困難と考えら

れた為（図 7B, C）、交配による不妊の確認は行っていない。 

 

私の実験において、ex vivo での免疫細胞の解析は 4~6 週齢の PRAT4A 

KO マウスを用いて行った。しかし、PRAT4A が免疫系以外の制御にも

必須の役割を担う遺伝子であるという事実から（図 7）、in vivo を中心

とする PRAT4A の機能解析には PRAT4A KO マウスより作製した骨髄

キメラマウスを用いた。これは成長障害などの非免疫系で認められた

フェノタイプが免疫応答に与える影響を出来る限り排除する為であり、

PRAT4A を発現しない血球系細胞の生体内における機能の解析を行っ

た。 

 

骨髄由来樹状細胞（BM-DC）の様々な TLR リガンドに対する免疫応

答には PRAT4A が必要である。 

私は最初に、マウス骨髄より誘導した BM-DC を用いて PRAT4A の

TLR 応答における機能を解析した。GM-CSF 存在下での分化と増殖、

CD14、MHC class I、CD11c などの細胞表面分子の発現に関して、

PRAT4A KO BM-DCとPRAT4A Hetero BM-DCとの間に違いは認められ

なかった。一方、細胞表面における TLR4/MD-2 の発現量は完全に、TLR2

と TLR 関連分子である RP105 の発現量も顕著に低下していた(図 8A)。 

様々な TLR リガンド刺激における TNF-α、IL-6、IL-12p40、Regulated 

upon activation, normal T-cell expressed and secreted (RANTES)の産生量を

ELISA 法により測定したところ、PRAT4A KO BM-DC では TLR4/MD-2
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の細胞表面発現が消失していたにも関わらず、TLR4/MD-2 リガンド

(Lipid A)刺激による全てのサイトカイン産生が残存していた。また、

TLR2/TLR6 リガンド(FSL-1)による刺激でも TNF-α 産生が一部残存し

ていた(図 8B)。TLR1/TLR2 リガンド(PCSK)や TLR9 リガンド(CpG-B, 

CpG-A)刺激によるサイトカイン産生は完全に消失していた。一方、

TLR3 リガンド  (Poly(I;C)) 刺激における PRAT4A KO BM-DC の

RANTES 産生に変化は認められなかった(図 8B)。 

また、PRAT4A KO BM-DC の Lipid A 刺激による IFN-βmRNA 量の

上昇も有意に低下はしていたが残存していた。一方、CpG-B による IFN-

βmRNA 量の上昇は完全に消失していた。Poly(I;C)刺激による IFN-β

mRNA 量の上昇に変化は認められなかった(図 8C)。 

 

続いて骨髄キメラマウスより誘導した BM-DC を TLR4/MD-2 リガン

ド（Lipid A）、TLR1/TLR2 リガンド（PCSK）、TLR2/TLR6 リガンド

（FSL-1）、TLR9 リガンド(CpG-B)、TLR3 リガンド ( Poly(I;C) )で刺激

し、CD86 の up-regulation を解析した (図 9A)。その結果、Lipid A およ

び Poly(I;C)刺激ではコントロール BM-DC と同様に PRAT4A KO 

BM-DC においても強い CD86 の up-regulation が認められた。FSL-1 刺

激でもコントロール BM-DC と同様に PRAT4A KO BM-DC において弱

い CD86 の up-regulation が認められた。PCSK および CpG-B 刺激では

コントロールにおいて非常に弱いCD86の up-regulationが認められたが、

PRAT4A KO BM-DC では認められなかった。 

また私は、TLR4/MD-2 リガンド（Lipid A）、TLR1/TLR2 リガンド

（PCSK）、そして TLR9 リガンド(CpG-B)刺激により誘導される骨髄キ

メラマウス由来の BM-DC におけるシグナル伝達経路の活性化を解析
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した(図 9B)。Lipid A 刺激では、PRAT4A KO BM-DC における NF-κB

経路の IκB-α分解はほとんど消失していた。しかし、IRF-3 や MAP

キナーゼ (Erk1/2, p38, JNK1/2) のリン酸化は減弱してはいるものの

PRAT4A KO BM-DC において残存していた。PCSK 刺激では、PRAT4A 

KO BM-DC において Erk1/2 および p38 のリン酸化が遅れて認められ、

JNK1/2 のリン酸化は消失していた。一方、CpG-B 刺激における IκB-

αの分解や MAP キナーゼのリン酸化は PRAT4A KO BM-DC において

完全に消失しており、Lipid A や PCSK 刺激とは明らかに異なっていた。 

 

更に、これら TLR リガンドに対する免疫応答の低下が PRAT4A の欠

損により引き起こされていることを示す為、Flag-His6 エピトープを付

加した PRAT4A（PRAT4AfH）遺伝子を導入した PRAT4A KO BM-DC

の解析を行った。解析に当たり、導入された PRAT4A 遺伝子から

PRAT4A タンパク質が発現していることを確認した。得られた BM-DC

が少数であった為に細胞を用いた解析は行えなかったが、細胞培養上

清中に分泌されている PRAT4A タンパク質を免疫沈降することでその

発現が確認された（図 10A）。 

コントロールベクターの導入を行った未分化骨髄細胞より誘導した

Wild type BM-DC では細胞表面 TLR4 を検出できなかった為、細胞表面

分布が認められた TLR2 の発現解析を行ったところ、PRAT4A を導入し

た PRAT4A KO BM-DC において細胞表面における TLR2 の発現量が回

復することが確認された（図 10B）。また、TLR4/MD-2 リガンド（Lipid 

A）や TLR9 リガンド(CpG-B)刺激によるサイトカイン産生量の回復も

認められた（図 10C, D）。これらの結果より、PRAT4A KO BM-DC で認

められた TLR リガンドに対する応答性の低下は PRAT4A の欠損に起因
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していると考えられる。 

また、Lipid A 刺激による IL-12 産生や CpG-B 刺激による IL-6 産生は

MyD88 依存性に起こるが(64, 66, 67)、これらのサイトカイン産生では

部分的な回復が認められた。一方で、TRIF 依存性に起こる Lipid A 刺

激による RANTES 産生は完全に回復していた。こうした事実は

PRAT4A が MyD88 経路と TRIF 経路のバランス調整に寄与している可

能性を暗示しているのかもしれない。 

 

骨髄由来マクロファージ（BM-Mφ）の様々な TLR リガンドに対する 

免疫応答には PRAT4A が必要である。 

私は続いて C57BL/6 バックグラウンドの PRAT4A KO BM-Mφの解

析を行った。BM-DC と同様に、PRAT4A KO BM-Mφでも CD14、MHC 

class I、および CD11b などの細胞表面分子の発現に変化は認められなか

った。一方、細胞表面における TLR1 の発現量は完全に、RP105 の発現

量は部分的に低下していた。また、TLR2 の細胞表面発現はわずかでは

あるが減少していた。BM-DC とは異なり、PRAT4A KO BM-Mφの細胞

表面TLR4/MD-2は顕著に減少してはいるものの、残存が認められた（図

11A）。様々な TLR リガンド刺激における TNF-α、IL-6、IL-12p40、

RANTES の産生量を ELISA 法により測定したところ、TLR4/MD-2 リガ

ンド（Lipid A）刺激によるサイトカイン産生は TNF-αと RANTES に

おいて部分的に残存していたが、IL-6 の産生は完全に消失していた（図

11B）。また、TLR7 リガンド（Loxoribine）刺激による TNF-α、IL-6、

IL-12p40、そして RANTES の産生が PRAT4A KO BM-Mφにおいて完全

に消失していたことより、PRAT4A は TLR7 の機能も制御しているこ

とが示唆された（図 11B）。BM-DC と同様、PRAT4A KO BM-Mφにお
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いても TLR3 リガンド(Poly(I;C))刺激によるサイトカイン産生は全く影

響を受けていなかった（図 11B）。 

また BM-DC と同様に、PRAT4A KO BM-Mφでは、Lipid A 刺激に伴

う IFN-βmRNA 量の発現上昇は残存していたが、Poly(I;C)刺激による

IFN-βmRNA 量の発現上昇は全く影響を受けていなかった（図 11C）。 

 

 私は更に、Balb/c バックグラウンドの PRAT4A KO BM-Mφの解析も

行った。細胞表面 TLR の発現およびサイトカインの産生は、基本的に

C57BL/6 バックグラウンドの PRAT4A KO BMMφと同様であった（図

12A, B）。しかし、C57BL/6 バックグラウンドとは異なり、Balb/c バッ

クグラウンドの PRAT4A KO BM-Mφでは TLR2/TLR6 リガンド(FSL-1)

刺激によるサイトカイン産生の残存が認められた（図 12B）。またマク

ロファージの活性化シグナル伝達に必要な細胞表面 CD40 の発現上昇

を解析したところ(68)、TLR1/TLR2 リガンド(PCSK)および TLR2/TLR6

リガンド(FSL-1)刺激による CD40 の発現上昇が PRAT4A KO BMMφに

おいて明らかに残存していた（図 12C）。 

BM-DC では TLR5 リガンド（Flagellin）に対する免疫応答は認めら

れなかった為 (35)、Balb/c バックグラウンドの BM-Mφを用いて

Flagellin に対する免疫応答の解析を行った。PRAT4A KO BM-Mφでは

Flagellin 刺激による RANTES 産生が完全に消失しており(図 12B)、

Flagellin刺激により誘導される細胞表面CD40の発現上昇も完全に欠損

していた(図 12C)。Flagellin には細胞質内に Ipaf と呼ばれる病原体レセ

プターが存在することが知られているが、PRAT4A KO BM-Mφでは

TLR5 のシグナル伝達分子である MyD88 依存的に引き起こされる免疫

応答が完全に消失していた(図 12C) (27, 69)。この結果より、解析した
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BM-Mφにおける Flagellin 応答は TLR5 依存的であると考えられ、TLR5

の制御にも PRAT4A が必須であることが強く示唆された。 

 

Balb/c バックグラウンド骨髄由来マクロファージ（BM-Mφ）の TLR4

リガンドに対する免疫応答における PRAT4A の役割。 

 B6 バックグラウンドの BM-Mφでは、TLR4/MD-2 の細胞表面発現は

残存しており、同細胞において TLR4/MD-2 の細胞表面発現を制御する

他の分子の存在が示唆された。一方、Balb/c バックグラウンドの

PRAT4A KO BM-Mφでは、FACS 解析において細胞表面 TLR4 の発現

がほぼ消失していた(図 13C)。 

マクロファージの TLR4 リガンド認識では、細胞表面 TLR4 における

リガンド認識が MyD88 依存的応答を引き起こし、その後の細胞表面

TLR4 の Internalization が細胞内における TRIF 依存的応答を引き起こす

と考えられている(図 26)(38)。そこで私は、細胞表面 TLR4/MD-2 を欠

損した Balb/c バックグラウンドの PRAT4A KO BM-Mφを用い、同細胞

が TLR4 リガンド（Lipid A）に対する応答を欠損し得るのかを検討し

た。 

最初に細胞表面において MyD88 依存的に引き起こされる TNF-αお

よび IL-6 の産生を ELISA 法により測定したところ、低濃度 Lipid A 刺

激では完全に、高濃度 Lipid A 刺激でもほとんどのサイトカイン産生が

消失していた（図 13B）。一方、TRIF 依存的に引き起こされることが知

られる RANTES 産生では(70)、低濃度 Lipid A 刺激ではその産生が完全

に消失していたが、高濃度 Lipid A 刺激ではコントロールと同様にその

産生が認められた（図 13B）。BM-Mφにおける CD40 の細胞表面発現

の上昇は、低濃度 Lipid A 刺激では MyD88 依存的に引き起こされ、高
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濃度 Lipid A 刺激では TRIF 依存的にも引き起こされていた（図 13C）。

PRAT4A KO BM-Mφにおける CD40 の細胞表面発現の上昇は、低濃度

Lipid A刺激では完全に消失していたが、高濃度Lipid A刺激ではMyD88 

KO BM-Mφと同様に認められた（図 13C）。一方、細胞表面 TLR4 の

Internalization 後に TRIF 依存的に引き起こされる IFN-β産生では(38)、

TNF-αや IL-6 の産生と同様、PRAT4A KO BM-Mφにおいてその産生は

ほとんど消失していた（図 13C）。 

これらの結果は、BM-Mφにおいて細胞内 TLR4 が Lipid A 認識に関

与していることを強く示唆するものである。 

 

脾臓由来B細胞の様々なTLRリガンドに対する免疫応答にはPRAT4A

が必要である。 

 B 細胞は抗体産生を介して主に獲得免疫応答に寄与する。しかし、

抗体産生の誘導には CD4 陽性 T ヘルパー細胞による B 細胞活性化のみ

では不十分であり、B 細胞における TLR を介した病原体因子の認識が

重要であることが報告されている(71)。また、T 細胞非依存的に引き起

こされる自然抗体の産生においても TLR が関与しているという報告が

ある(33)。そこで私は、脾臓 B 細胞の TLR 応答における PRAT4A の機

能を解析した。 

細胞表面における IgM と IgD の発現パターンより、脾臓における B

細胞の分化に PRAT4A の有無は影響しないと考えられた（図 14A）。

PRAT4A KO 脾臓 B 細胞において、CD19、CD40、IgM、IgD などの細

胞表面分子の発現量に変化は認められなかった（図 14B）。一方、TLR2

と RP105 の細胞表面における発現量はそれぞれ完全または部分的に低

下していた（図 14B）。BM-DC や BM-Mφと異なり、B 細胞では細胞
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表面における TLR4/MD-2 の発現は認められなかった。 

骨髄キメラマウスの脾臓より分離した CD43 陰性の B 細胞を様々な

TLR リガンドで刺激したところ、PRAT4A 欠損 B 細胞では TLR3 リガ

ンド(Poly(I;C))以外の複数の TLR リガンドにより誘導される細胞増殖

が完全に抑制されていた。RP105 の細胞表面発現は部分的な減少であ

ったにも関わらず、抗 RP105 抗体により誘導される増殖は完全に消失

していた。一方、抗 IgM 抗体と抗 CD40 抗体により引き起こされる B

細胞レセプターを介した増殖誘導に PRAT4A の影響は認められなかっ

た。BM-DC や BM-Mφにおける Poly(I;C)刺激では PRAT4A の影響は認

められなかったが、Poly(I;C)刺激で誘導される B 細胞の増殖は一部残

存していた（図 14C）。 

また、PRAT4A KO B 細胞における様々な TLR リガンド刺激に伴う共

刺激分子リガンドである CD86 の発現増強は、TLR4/MD-2 リガンド

(Lipid A)、TLR2/TLR6 リガンド(FSL-1)、TLR9 リガンド(CpG-B)刺激で

完全に消失しており、TLR1/TLR2 リガンド(PCSK)刺激では部分的に残

存していた（図 14D）。TLR3 リガンド(Poly(I;C))、抗 RP105 抗体、抗 IgM

抗体と抗 CD40 抗体による刺激に伴う CD86 の発現増強に PRAT4A は

ほとんどまたは全く影響を及ぼさなかった。 

 

マウス胚線維芽細胞（mouse embryonic fibroblast : MEF）の様々な TLR

リガンドに対する免疫応答にも PRAT4A が必要である。 

 これまでの結果より、免疫細胞における TLR 応答に PRAT4A が必要

であることが明らかとなった。しかし、TLR は免疫細胞以外の非免疫

細胞にも発現することが知られている(20)。そこで、私は非免疫細胞の

一つである MEF 細胞の解析を行った。 
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PRAT4A KO MEF では細胞表面の CD138 (syndecan-1)の発現量に顕著

な低下は認められなかったが、細胞表面 TLR2 の発現が完全に消失し

ていた（図 15A）。細胞表面 TLR4/MD-2 の発現は認められなかった。 

様々なTLRリガンド刺激における IL-6とRANTESの産生量をELISA

法により測定したところ、TLR2/TLR6 リガンド(FSL-1)刺激と TLR3 リ

ガンド (Poly(I;C))刺激以外の TLR 刺激ではサイトカイン産生が完全に

消失していた（図 15B）。一方、細胞表面における TLR2 の発現が完全

に消失していたにも関わらず、FSL-1 刺激によるサイトカイン産生は残

存していた（図 15B）。特に高濃度 FSL-1 刺激における RANTES 産生が

顕著に残存していた。BM-DC や BM-Mφと同様、PRAT4A KO MEF に

おいても Poly(I;C)刺激によるサイトカイン産生は全く影響を受けてい

なかった（図 15B）。 

 

 以上に示してきたように、様々な細胞において複数の TLR を介した

免疫応答の誘導は PRAT4A により制御されていることが判明した。こ

れまでに得られた結果を表 3 にまとめる。 
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PRAT4A は TLR9 の小胞体からリガンド認識の場であるリソソームへ

の移行に必要である。 

 解析した全ての細胞では細胞表面 TLR の発現量が低下し、それらリ

ガンドに対する応答は顕著に低下していた（表 3）。これらの結果より、

PRAT4Aは TLRの細胞表面分布を制御することで細胞表面 TLR の応答

を制御していると考えられた。一方、PRAT4Aは細胞内に分布するTLR7

や TLR9 のリガンド認識にも不可欠の分子であった（表 3）。TLR9 のリ

ガンド認識には TLR9 の小胞体からリソソームへの移行が必須である

ことが知られている(58, 66)。私は PRAT4A が TLR9 の細胞内分布の制

御に関与している可能性を考え、PRAT4A ノックダウン細胞における

TLR9 の細胞内分布を解析した。 

解析には、マウスの TLR9-GFP を発現するマクロファージ系列の

RAW 細胞 (RAW/TLR9-GFP 細胞) に PRAT4A ノックダウンベクター

(shPRAT4A) を導入したものを用いた。Real Time PCR による解析では、

同細胞における PRAT4A のノックダウン効率は 80％以上であった(図

16A)。PRAT4A KO BM-Mφの結果と一致して、PRAT4A をノックダウ

ンした細胞では、細胞表面における TLR4 と RP105 の発現量がそれぞ

れ消失または減少していた(図 16B)。 

無刺激時において、コントロール RAW 細胞では多くの TLR9GFP が

ER マーカーと共局在していたが、小胞体マーカーとは共局在しない

TLR9GFP の凝集塊も認められた(図 16C)。一方、shPRAT4A RAW 細胞

では TLR9-GFP は完全に小胞体マーカーと共局在し、TLR9GFP の凝集

塊は認められなかった。 

TLR9 リガンド（CpG-B）による刺激時において、コントロール RAW

細胞では Rhodamine 標識 CpG-ODN およびリソソームマーカーと凝集
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した TLR9-GFP との共局在が認められた(図 16C)。しかし、shPRAT4A 

RAW 細胞では TLR9-GFP は Rhodamine 標識 CpG-ODN およびリソソー

ムマーカーとは全く共局在せず、無刺激時と同様に ER マーカーと共局

在していた(図 16C)。Rhodamine 標識 CpG-ODN の細胞内への取り込み

に関しては、コントロール RAW 細胞と shPRAT4A RAW 細胞との間に

差は認められなかった。 

これらの結果より、TLR9 の小胞体からリソソームへの移行、即ち

TLR9 のリガンド認識の場への移行が PRAT4A により制御されている

ことが示された。 

 

PRAT4A は Escherichia coli（E.coli）に対する免疫応答に必要である。 

 各 TLR リガンドを用いた結果より、PRAT4A が複数の TLR における

免疫応答に必須であることが判明した。しかし、病原体は複数の TLR

リガンドを有しており、実際の免疫応答における PRAT4A の機能を知

る為には PRAT4A KO 細胞の病原体に対する免疫応答を解析する必要

がある。そこで私は、PRAT4A KO キメラマウスを用いて Heat-killed 

E.coli や Heat-killed Mycobacterium tuberculosis に対する in vitro および in 

vivo での免疫応答を解析した。 

最初に TLR2、TLR4、TLR9 リガンドを有する E.coli に対する免疫応

答を解析した(72)。コントロール BM-DC では Heat-killed E.coli 刺激に

より顕著に IL-6、IL-12p40、TNF-α、RANTES の産生を引き起こした(図

17A)。しかし、PRAT4A KO BM-DC ではこれら全てのサイトカイン産

生が有意に低下しており、特に少量の E.coli 刺激におけるサイトカイン

産生の低下が顕著であった(図 17A)。一方、サイトカイン産生とは異な

り、Heat-killed E.coli 刺激による CD86 の up-regulation は PRAT4A KO 
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BM-DC とコントロール BM-DC の両方で同様に認められた(図 17B)。

また、骨髄キメラマウスに Heat-killed E.coli 3×108個/mouse を腹腔内投

与し、投与後 3 時間における血中サイトカイン濃度を測定した。その

結果、PRAT4A KO キメラマウスでは IL-6、IL-12p40、RANTES の産生

量が有意に低下していた(図 17C)。特に血中の Th1 サイトカインである

IL-12p40 の産生量が顕著に低下していたことは興味深い。 

 

PRAT4A KO 骨髄キメラマウスでは Th1 偏向の獲得免疫応答誘導が顕

著に抑制される。 

続いて私は、 TLR2 、 TLR9 リガンドを有する Mycobacterium 

tuberculosis （M.tuberculosis）に対する免疫応答を解析した(73)。PRAT4A 

KO BM-DC では、Heat-killed M.tuberculosis 刺激による IL-6、IL-12p40、

TNF-α、RANTES の産生量が部分的ではあるが有意に低下していおり、

特に IL-6 の産生量低下が顕著であった ( 図 18A) 。 Heat-killed 

M.tuberculosis 刺激による CD86 の up-regulation では、Heat-killed E.coli

刺激と同様、PRAT4A KO BM-DC でもコントロール BM-DC と同様に

CD86 の up-regulation が認められた。（図 18B） 

以前の報告より、M. tuberculosis を含有するフロイント完全アジュバントと

OVA の混合物による皮下接種は TLR を介した OVA に対する Th1 偏向の

免疫応答を誘導する(45)。 私は TLR を介した Th1 偏向の免疫応答におけ

る PRAT4A の機能を解析する為、PRAT4A KO 骨髄キメラマウスを用いて同

手法による解析を行った。PRAT4A KO 骨髄キメラマウスを免疫し、免疫後 8

日目に所属リンパ節と血清を回収した。所属リンパ節細胞を OVA で刺激し

たところ、PRAT4A KO 骨髄キメラマウスでは OVA により誘導される細胞増殖

能が非常に弱かった(図 19A)。この結果に一致して、所属リンパ節細胞を
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OVA 刺激して得られた培養上清中の IFN-γ量も顕著に抑制されていた(図

19B)。また血清中の抗 OVA 抗体のサブクラスを ELISA 法により解析したと

ころ、OVA 特異的な IgM 抗体の血中量に差は認められなかったが、

PRAT4A KO 骨髄キメラマウスでは OVA 特異的な IgG1 抗体と IgG2a/c 抗体

の血中量が有意に減少していた(図 19C)。特に Th1 偏向で産生が強く誘導

される IgG2a/c の血中量の減少が顕著であった。 

これらの結果は、TLR を介して誘導される Th1 偏向の獲得免疫応答にお

いて PRAT4A が必須の役割を担うことを示唆している。 

 

PRAT4A mRNA は様々な TLR リガンド刺激により減少する。 

 これまでの結果より、in vitro および in vivo における様々な TLR 応答

において PRAT4A が必要不可欠の分子であることが判明した。しかし、

PRAT4A が細胞の TLR 応答を実際に制御し得る分子であるか否かに関

しては不明である。私は様々な TLR リガンド刺激に伴う PRAT4A 

mRNA 量の変化を Real Time PCR により解析し、PRAT4A が TLR 応答

においてフィードバック機構を司る分子である可能性を探った。 

C57BL/6 マウスの骨髄由来 BM-DC を様々な TLR リガンドで刺激し

て PRAT4A の mRNA 量を測定したところ、解析した全ての TLR リガ

ンドで PRAT4A の mRNA 量が顕著に低下していた(図 20A)。特に Lipid 

A による PRAT4A mRNA 量の低下が顕著であった。一方、TLR 特異的

なシャペロン分子として報告されている gp96 の mRNA 量に顕著な変

化は認められなかった(74) (図 20B)。 
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PRAT4A KO キメラマウスはLPSに誘導されるエンドトキシンショッ

クに抵抗性である。 

生体にとって致命的となる過剰な自然免疫応答のマウスモデルとし

て、TLR4 リガンド（LPS）により引き起こされるエンドトキシンショ

ックが知られている。このエンドトキシンショックの系では、致死量

の LPS に先行した非致死量の LPS 投与が、LPS に対する抵抗性を誘導

する（Tolerance）(75)。Tolerance は LPS 刺激のフィードバックとして

誘導される短期間の LPS に対する不応答状態により引き起こされると

考えられている。私は PRAT4A KO 細胞における状態が LPS により引

き起こされる不応答の状態を再現している可能性があると考え、

PRAT4A KO 骨髄キメラマウスがエンドトキシンショックに対して抵

抗性を示すか否かを解析した。 

コントロールの骨髄キメラマウスは LPS 投与後 4 日以内に全てが死

亡した。一方、PRAT4A KO 骨髄キメラマウスは LPS 投与に完全に抵

抗性であった(図 21A)。LPS 投与後半日までの臨床症状（下痢、不動化、

食欲不振など）に関しては、PRAT4A KO 骨髄キメラマウスとコントロ

ール骨髄キメラマウスとの間に大きな違いは認められなかったが、

PRAT4A KO骨髄キメラマウスはLPS投与後 1~2日目において首を挙げ

る、歩き始めるといった状態の好転が認められ、LPS 投与後 3 日目に

はほぼ正常な状態に戻った。一方、コントロール骨髄キメラマウスは

一度も状態が好転することなく、徐々に衰弱して死亡した。これら臨

床症状の差は LPS 投与後の体重の変化にも反映されている(図 21B)。ま

た、LPS を投与したマウスの血清を回収して血中サイトカイン濃度を

ELISA により測定したところ、TNF-α、IL-6、IL-12、RANTES の産生

量において部分的ではあるが有意な血中濃度の減少が認められた(図
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21C)。 

以上の結果より、LPS 投与直後のサイトカイン産生には顕著な差が

認められないにも関わらず、臨床症状および致死率に明確な相違が生

じることが判明した。そこで致死率の原因が明確に TNF-α産生に起因

することが証明されているD-GalactosamineとLPSにより引き起こされ

るエンドトキシンショックの系を解析した(76, 77)。その結果、PRAT4A 

KO 骨髄キメラマウスとコントロール骨髄キメラマウスは共に LPS 投

与後 12 時間以内に全てが死亡した(図 22)。 

 

TLR リガンド刺激に伴う PRAT4A の発現量変化。 

 図 4B に示すように PRAT4A は小胞体に存在する。しかし、様々な解

析の過程で細胞に PRAT4A を過剰発現させることで PRAT4A が培養上

清に分泌されるという予想外のPRAT4Aの動態が発見された（図 10A）。

そこで私は、抗 PRAT4A モノクローナル抗体を作製し（図 5）、内因性

PRAT4A の動態を解析した。 

 私はまず、無刺激の状態で Wild type BM-DC や Wild type BM-Mφに

おける細胞表面 PRAT4A の検出を試みたが、PRAT4A は検出できなか

った。しかし、Wild type BM-Mφを様々な TLR リガンドで刺激するこ

とで細胞表面に PRAT4A が発現した（図 23A）。この染色は PRAT4A KO 

BM-Mφでは全く検出されず、アイソタイプコントロール（ビオチン化

mouse IgG1）でも Wild type BM-Mφ表面が染色されなかったことより

Fc レセプターによる非特異的な結合でもないと考えられた（図 23A）。

一方、Wild type BM-DC ではどの TLR リガンド刺激を加えても細胞表

面の PRAT4A は検出されなかった。（図 23B） 
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PRAT4A の Paralog である PRotein Associated with Tlr4 (PRAT4B)の 

ノックアウトマウスは致死性である。 

PRAT4A KO 細胞を用いた解析より、細胞表面 TLR の細胞表面発現は完

全にはPRAT4A依存的でないことが判明した（表 3）。この事実は、細胞表面

TLR の発現が PRAT4A 以外の分子により制御されていることを示しており、

PRAT4A と同様の機能を有する他分子の存在が推察された。 

当分野では以前、TLR4 の細胞表面発現を制御する新たな分子として

PRAT4B の存在を報告してきた(65) 。 この分子は PRAT4A とタンパク質レ

ベルで 38%の一致、および 54％の相同性を持つ分子であり、PRAT4A では

説明しきれない TLR の細胞内分布制御を司る可能性が高いと考えられた。

私は PRAT4B ノックアウトマウスの作製を行い、同分子の TLR 細胞内分布に

及ぼす影響の解析を試みた。 

PRAT4B KO マウスは方法に示した手法で作成し、Southern Blot 

Analysis により相同遺伝子組み換えが適切に起こっていることを確認

した（図 24A, B）。また PRAT4B Hetero マウス間の交配で得られたマウ

スの Wild type Alelle および Targeted Alelle は PCR 法により検出した（図

24C）。 

PRAT4B Hetero マウス間の交配で得られた 73 匹のマウスの遺伝子型

を解析したが Wild : Hetero : KO = 28 : 45 : 0 であり、PRAT4B KO を得る

ことはできなかった（図 24D）。この結果より PRAT4B ノックアウトマウス

は胎性致死であると考えられる。   

更に、胎齢 12.5 日前後の胎児 39 匹の遺伝子型を解析したが、PRAT4B 

KO マウスの存在を確認することはできなかった。骨髄キメラ作製に必要な十

分量の造血幹細胞が存在する胎児肝細胞を得られるのは 12.5 日齢以降で

あり、PRAT4B KO 骨髄キメラマウスの作製を行うこともできなかった。Wild 
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マウスと PRAT4B Hetero マウスより得られた脾臓 B 細胞、BM-DC、そして

BM-Mφにおける細胞表面 TLR ファミリーの発現および TLR リガンドに対す

る免疫応答を解析したが、顕著な表現型の差は認められなかった。 



 

 53



 

 54



 

 55



 

 56



 

 57



 

 58



 

 59



 

 60



 

 61



 

 62



 

 63



 

 64



 

 65



 

 66



 

 67



 

 68



 

 69



 

 70



 

 71



 

 72



 

 73

考察 

 

PRAT4A KO マウスの解析をした結果、PRAT4A が免疫細胞における

複数の TLR の細胞内移行に必須の役割を担っていることが判明し、そ

の結果としてTLR応答を制御していることが明らかとなった（図 23）。

またPRAT4A 欠損により引き起こされる免疫細胞のTLRリガンドに対

する応答性の変化は、生体内における TLR を介した自然免疫応答およ

び獲得免疫応答の両方に多大な影響を与えることも明らかとなった。 

 

PRAT4A は細胞種を問わず、TLR4/MD-2、TLR2、TLR1、そして TLR

関連分子であるRP105の細胞表面発現の制御を担っている（図 8A, 11A, 

12A, 13A, 14A, 15A、表 3）。解析した限り、TLR ファミリー以外の細胞

表面分子は PRAT4A 欠損の影響を全く受けておらず、PRAT4A は TLR

の細胞表面発現を特異的に制御する分子であると言える。細胞表面に

分布する TLR にとって細胞表面はリガンド認識およびシグナル伝達の

場として重要であると考えられており(38, 78)、細胞表面における TLR

の分布異常が PRAT4A 欠損に伴う TLR 応答の減少および消失の主要因

であると推察される。一方で、PRAT4A KO 細胞でも TLR の細胞表面

分布は完全に消失しなかったことより、PRAT4A 以外にも TLR の細胞

表面分布を制御する分子群が存在することが強く示唆された。 

 

細胞表面 TLR であると考えられている TLR4 では、BM-DC と BM-M

φにおいてその細胞表面分布が顕著に減少していた。PRAT4A をノッ

クダウンした Ba/F3 細胞を用いた Western Blot 解析において、

Endoglycosidase H（Endo H）処理に抵抗性を示す高分子量の TLR4（約
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130kDa）は消失する(61)。Endo H は ER で起こる高マンノース型の N

結合型糖鎖を切断し、ゴルジ体移行後に成熟を受けた N 結合型糖鎖を

切断できないという特徴を有する脱糖鎖酵素である。TLR4 の細胞表面

への移行には糖鎖修飾が必要であることが報告されており (79)、

PRAT4Aの欠損における細胞表面 TLR4 の減少は TLR4 のゴルジ体にお

ける糖鎖成熟が阻害されたことに起因していると考えられる。また

PRAT4A ノックダウン細胞の TLR1 でも同様の現象が認められており、

TLR1 と TLR4 は同様の機構により細胞表面への分布が制御されている

と考えられる(61)。 

 

最近、マクロファージにおける TLR4 の免疫応答において、細胞表

面で MyD88 依存的なシグナル伝達が起こり、その後の細胞表面 TLR4

の Internalization に伴って TRIF 依存的なシグナル伝達が起こることが

示された（図 26）(38)。この報告と一致して、細胞表面 TLR4 がほとん

ど消失した Balb/c バックグラウンドの BM-Mφでは、MyD88 依存的な

TNF-αと IL-6 の産生および TRIF 依存的な IFN-βの産生が完全に消失

していた。一方で、高濃度 Lipid A 刺激による TIRF 依存的な RANTES

の産生、および CD40 の発現上昇はコントロールと同様に PRAT4A KO 

BM-Mφでも強く誘導されてきた。この事実は、細胞内に分布する TLR4

がリガンドを認識し得ることを示しており、TLR4 応答を考える上で細

胞表面TLR4に加えて細胞内TLR4によるリガンド認識を考慮する必要

があると考えられる（図 26）。 

細胞表面 TLR とは異なり、細胞内 TLR4 が炎症性サイトカインを産

生しないという結果は非常に興味深い。ワクチン開発において、炎症

をなるべく引き起こさずに免疫応答を誘導するアジュバントが理想的
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である。最近、そのようなアジュバントの候補として、TRIF 経路を選

択的に活性化するTLR4リガンドであるMonophosphoryl Lipid Aが注目

されている(44)。PRAT4A KO 解析より、BM-Mφでは細胞内 TLR4 が

TRIF 依存的経路を特異的に活性化し、MyD88 依存的経路を介した炎症

性サイトカインの産生は誘導しない。また、PRAT4A KO BM-DC では

細胞表面 TLR4 が欠損しても CD86 の発現上昇、即ち BM-DC の成熟は

全く影響されていなかった。これらの結果は、細胞内に分布する TLR4

を刺激することで炎症性サイトカイン産生を伴うことなく十分な免疫

応答を誘導できる可能性を示唆している。細胞内に TLR4 リガンドを

送り込むようなドラッグデリバリーシステムを使用することができれ

ば、炎症誘起の少ないアジュバントの作製が可能かもしれない。 

 

また PRAT4A の欠損により細胞表面 TLR である TLR1 や TLR2 の細

胞表面分布が一部の細胞種で完全に消失していた。しかし、それら細

胞の TLR2 リガンドに対する免疫応答は残存していた（表 3）。マクロ

ファージでは、TLR2 リガンド刺激によるサイトカイン産生が顕著に低

下していたにも関わらず、細胞表面 CD40 の発現上昇が強く残存して

いた。また非免疫細胞である MEF では細胞表面 TLR2 が完全に消失し

ていたにも関わらず、TLR2/TLR6 リガンド(FSL-1)刺激によるサイトカ

イン産生が明らかに残存していた。以上の事実は、TLR4 と同様に TLR2

のリガンド認識の場も細胞内に存在し得る可能性を強く示唆しており、

PRAT4A は免疫細胞における細胞表面 TLR1/TLR2/TLR6 を介したサイ

トカイン産生などの即時的に要求される免疫応答の誘導を制御すると

考えられる。 
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細胞表面 TLRとは異なり、核酸を認識する細胞内 TLR である TLR7/9

を介した免疫応答は PRAT4A 欠損により全ての細胞で消失した（表 3）。 

 

TLR9 は細胞がリガンドを取り込んだ後に、小胞体から Lysosome へ

と移行することでリガンド認識が可能となる(66)。PRAT4A をノックダ

ウンしたマクロファージ系列の RAW 細胞内では、リガンドの取り込み

に影響はないものの、TLR9 リガンドである Rhodamine 標識 CpG-ODN

の取り込まれるリソソームに TLR9が移行できなくなっていた（図 16c）。

また、PRAT4A をノックダウンした B 細胞系列の M12 細胞においても

同様の現象が認められている(61)。この結果は、PRAT4A 欠損細胞では

TLR9 がリガンドに出会うことができない為に全ての応答が消失して

いること示している。 

最近、TLR9 は小胞体からゴルジ体を経てリソソームに至り、N 末端

の Leucin-rich repeat の一部が切断されることで初めて機能的 TLR9

（cleaved TLR9）として機能することが報告された(80, 81)。当分野で最

近得られた知見では、TLR9-GFP を発現する RAW および M12 細胞の

PRAT4Aをノックダウンすることで cleaved TLR9がWestern Blot法で全

く検出されなくなることが判明している（未発表データ）。この事実は、

PRAT4A が TLR9 の小胞体からリソソームへの移行に必須の分子であ

るという推察を支持するものである。 

 

また、PRAT4A 欠損細胞では TLR7 リガンドに対する応答も完全に欠

損していた。非常に断片的なデータではあるが、TLR7 も TLR9 と同様

に ER からリソソームに移行するという報告(58)、また cleaved form が

存在するという報告もあり(80)、TLR7 も TLR9 と同様に PRAT4A によ



 

 77

り細胞内分布を制御されている可能性が示唆される。 

 

一方、TLR7/9 と同様に核酸を認識する細胞内 TLR である TLR3 は

DC や Mφにおいて PRAT4A 欠損による影響を全く受けていなかった。

Poly(I;C) は 、 TLR3 と 細 胞 質 内 レ セ プ タ ー で あ る melanoma 

differentiation-associated gene 5（MDA5）、そして retinoic acid inducible 

gene I（RIG-I）により認識される(82)。このことから欠損した TLR3 の

応答が MDA5 や RIG-I により補完されている可能性も考えられた。し

かし、マクロファージにおける RANTES・IFN-βの産生や B 細胞にお

ける CD86 の発現上昇は TLR3 依存的であることが報告されている(83, 

84)。同応答は PRAT4A 欠損細胞において全く影響を受けていなかった

ことより、DC や Mφにおいて PRAT4A は TLR3 の応答制御に関与して

いないと考えられる。しかし、TLR3 依存的に誘導される脾臓 B 細胞の

増殖が部分的に低下していたことより、PRAT4A は B 細胞において

TLR3 の応答制御に関与している可能性がある（図 14C）(84)。B 細胞

では TLR2 や TRL4 の応答に RP105 などのアクセサリー分子が必要な

ことが報告されており(34)、TLR3 の応答にも PRAT4A の欠損によりそ

の細胞表面発現が低下していた同分子などの影響があるのかもしれな

い。いずれにせよ、B 細胞では PRAT4A が TLR3 を介した免疫応答に

関与している可能性があり、注意深く解析を進めていく必要がある。 

 

更に PRAT4A KO 細胞では、TLR5 を介した免疫応答も完全に消失し

ていた（表 3）。TLR5 は上皮細胞において基底側細胞表面に分布する

ことが知られているが(69)、免疫細胞における TLR5 の分布は全く判明

していない。PRAT4A は TLR4/1/2/9 の細胞内分布を制御する分子であ
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ったことより、PRAT4A 欠損で阻害される TLR5 の細胞内分布を解析す

ることで免疫細胞における Flagellin の認識および応答の場が判明する

かもしれない。 

 

以上の事実より、PRAT4A は複数の TLR の細胞内移行および細胞内

分布を制御することで TLR による免疫応答を統合的に制御していると

言える。TLR の細胞内移行を特異的に制御する PRAT4A や UNC93B1

が小胞体タンパク質であること(58)、更に小胞体には TLR 特異的なシ

ャペロン分子である gp96の存在が知られていることなどから(74)、TLR

の細胞内分布は小胞体において一連の分子群により特異的に制御され

ている可能性が高いと考えられる。 

また一部の PRAT4A KO 細胞では細胞表面に分布する TLR2 や TLR4

の発現が完全に消失しなかったことより（表 3）、予測される分子機構

に更なる重要な分子が存在することも示唆される。細胞表面 TLR の発

現が複数の分子により制御されているという事実は、PRAT4A 依存的

および PRAT4A 非依存的な細胞表面 TLR の分布制御が免疫応答のバラ

ンス調節においても何らかの意義を持つことを暗示しているのかもし

れない。PRAT4A 非依存的な分布制御を担う分子を同定し、同分子を

欠損する免疫細胞における免疫応答を解析することは非常に興味深い。 

 

当分野では以前、TLR4 の細胞表面発現を制御する新たな分子として

Protein associated with TLR4 B（PRAT4B）の存在を報告してきた。(65) 

PRAT4B は PRAT4A とタンパク質レベルで 38%の一致、および 54％の相同

性をもつ PRAT4A のパラログであり、PRAT4A と同様の機能を有する可能性

が高いと考えられる。私は PRAT4B KO マウスの作製を試みたが、同マウス
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は胎生致死であり、胎齢の早期に死亡することから胎仔肝細胞を用いた骨

髄キメラマウスの作製も不可能であった（図 24）。 私は現在、PRAT4B コン

ディショナルノックアウトマウスの作製を試みており、PRAT4B を欠損した血

球系細胞における TLR の機能変化を解析していく予定である。 

 

個々の免疫担当細胞は複数種の TLR を同時に発現しており、複数の

TLR リガンドを有する病原体の侵入に際しては TLR ファミリー間の協

調的かつ相乗的免疫応答が非常に重要である。PRAT4A 欠損細胞では

複数の TLR に対する応答が低下しており、病原体に対する免疫応答が

顕著に減弱することが予測された。 

PRAT4A KO BM-DC 細胞では、死菌の E.coli や M.tuberculosis に対す

るサイトカイン産生が有意に低下していた（図 17A, 18A）。in vivo にお

いても E.coli に対するサイトカイン産生は顕著に低下していた（図

14C）。一方で、樹状細胞成熟の指標となる死菌により誘導される CD86

の発現上昇は正常であり（図 17B, 18B）、免疫応答全てが低下するわけ

ではないと考えられた。 

また、Th1 偏向の免疫応答を誘導する OVA と CFA による免疫におい

ても、PRAT4A KO 骨髄キメラマウスでは IFN-γの産生や OVA 特異的

な血中 IgG2a/c 量が顕著に低下しており、Th1 偏向の免疫応答の欠損が

明らかであった（図 19B,C）。一方で、OVA 特異的な血中 IgM や IgG1

はコントロールと同様に産生されていた（図 19C）。これらの事実は、

PRAT4A の欠損が獲得免疫応答自体を欠損させるものではなく、サイ

トカイン産生を障害することで獲得免疫応答の質を変化させることを

示唆していると考えられる。 

PRAT4A KO骨髄キメラマウスにおいてTh1偏向が強く阻害されたの
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は、Th1 偏向を誘導することが知られる TLR9 の応答が完全に欠損する

ことが主な原因かもしれない(85, 86)。特に樹状細胞では TLR4 と

TLR7/9、TLR3 と TLR7/9 の同時刺激により Th1 偏向を引き起こす

IL-12p70 の相乗的な産生が起こることも知られており(87)、TLR9 応答

の欠損がこうした Th1 サイトカインの相乗的な産生を欠損させていた

可能性も考えられる。その結果として、PRAT4A KO における Th1 偏向

の免疫応答が抑制されることになったと推測される。 

PRAT4A KO BM-DC では、特にバクテリアに対する IL-6 産生が顕著

に抑制されていた（図 17A, 18A）。IL-6 は Th17 偏向において重要であ

ることから(5)、PRAT4A が Th17 偏向の獲得免疫応答に影響を与える可

能性も考えられる。 Th17 偏向で引き起こされる Experimental 

autoimmune encephalomyelitis（EAE）などの実験系を用いて PRAT4A の

Th17 偏向への影響を解析することも非常に興味深い。 

 

以上の事実より、PRAT4A は複数の TLR の免疫応答に必須の分子で

あることが明白であるが、PRAT4A は TLR の応答を制御し得る分子で

もある。これは BM-DC を様々な TLR リガンドで刺激した際に PRAT4A 

mRNA の発現量が顕著に低下することより強く示唆される。また大量

の LPS 投与で誘導されるエンドトキシンショックモデルを用いた実験

では、PRAT4A KO 骨髄キメラマウスはエンドトキシンショックに完全

に抵抗性であった（図 21A）。この結果より、PRAT4A の消失は生体内

における過剰な免疫応答を抑制し得ると考えられる。 

自然免疫応答は感染防御に必須である一方、過剰な自然免疫応答の

誘導はエンドトキシンショックなどの致死的な結果をもたらす。TLR4

には過剰な免疫応答を制御するシステムとして、一度 TLR4 リガンド
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を認識した細胞が二度目に同リガンドを認識しても免疫応答が抑制さ

れるという tolerance システムが存在する(88)。同システムは、最初の

TLR4 リガンド認識により引き起こされる A20、IRAK-M、SIGRR、ST2、

SOCS1、SHIP、および MyD88s などの TLR4 シグナル伝達経路におけ

る Negative Regulator の誘導、更に生体にとって有害となる炎症に関連

する遺伝子のクロマチン構造の変化に伴う転写抑制という二つの現象

により理解されている(88)。私が示した PRAT4A mRNA の LPS 刺激に

伴う減少および PRAT4A KO キメラマウスのエンドトキシンショック

への耐性は、tolerance が既知のメカニズムに加えて TLR の細胞内分布

を変化させることでも制御されている可能性を強く示唆するものであ

る。実際、tolerance 状態の腹腔マクロファージでは細胞表面 TLR4 の発

現が低下しているという現象も報告されており(89)、tolerance において

TLR の細胞内分布が重要な要因であることが示唆される。PRAT4A が

実際に TLR4 の細胞内分布を制御することで tolerance に関与している

ことを示すには、TLR4 リガンド刺激でも高い PRAT4A の発現量を保て

る PRAT4A トランスジェニックマウスの解析などが必要であろう。 

一方で、致死の原因が TNF-αであることが明確に証明されている

D-Galactosamine（D-Gal）と LPS によるエンドトキシンショックモデル

では(76, 77)、PRAT4A KO 骨髄キメラマウスは D-Gal と LPS によるエ

ンドトキシンショックに抵抗性を示さなかった。tolerance 現象はこの

系においても知られており(90)、PRAT4A の欠損はこの系におけるショ

ックの誘導を抑制できなかった（図 22）。これは B6 バックグラウンド

BM-Mφでは細胞表面 TLR4 の発現が認められ、TLR4 リガンド刺激に

よるTNF-α産生がかなり残存していたことが原因であると考えられる

（図 11A,B）。PRAT4A 以外にも細胞表面 TLR4 の発現を制御する分子
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の存在が示唆されていることより、tolerance における細胞表面 TLR4

の分布量変化を理解するにはそうした分子の存在も考慮していく必要

がある。 

Tolerance 状態を再現していると考えられる PRAT4A KO 骨髄キメラ

マウスであるが、大量 LPS 投与直後の 1、3、6 時間における血中サイ

トカイン濃度では時間帯により一部で有意な差が認められるのみであ

った（図 21C）。LPS 投与直後から半日後までの臨床症状（下痢、食欲

減退、元気喪失、不動）では PRAT4A KO とコントロールの間で差が認

められなかったが、PRAT4A KO 群は LPS 投与後 1~2 日目から体重が

増加するなど劇的な症状の回復を示した（図 21B）。一方で、コントロ

ール群は回復することなく徐々に衰弱して死亡した（図 21B）。これら

の事実は、LPS 投与直後に認められるサイトカイン産生とは別に、エ

ンドトキシンショック後期に引き起こされる免疫応答が直接的な致死

の原因である可能性を示唆している。こうした観点から、エンドトキ

シンショックの late mediator として知られる high-mobility group box 1 

(HMGB-1)の動態を解析することは非常に興味深い。HMGB-1 は LPS

投与の 15 時間以降に血中に認められるようになり、HMGB-1 の中和抗

体の投与により大量 LPS によるマウスの致死が回避されることが知ら

れている(91)。PRAT4A KO 骨髄キメラマウスにおける HMGB-1 の血中

濃度を解析することで、PRAT4A 欠損に伴うエンドトキシンショック

に対する抵抗性の理由が判明するかもしれない。 

 

最後に、私は PRAT4A の新たな細胞内動態を発見したので、そのこ

とについて述べたい。PRAT4A による TLR の分布制御は、PRAT4A の

分布より小胞体において行われていると考えられた（図 4B）。しかし、
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樹状細胞における PRAT4A の強制発現により PRAT4A が培養上清中へ

分泌された(図 10A)。こうした事実は、PRAT4A に更なる機能が存在す

ることを示唆しており、私は抗 PRAT4A モノクローナル抗体を用いる

ことで PRAT4A の新たな細胞内動態を解析した。興味深いことに、マ

クロファージでは PRAT4A が様々な TLR 刺激に伴って細胞表面に出現

するようになった（図 23B）。この現象は BM-Mφにおいてのみ認めら

れ、BM-DC では全く検出できなかった（図 20A, B）。この現象がその

後の免疫応答にどのような関与するかについては未だ検討中であるが、

PRAT4A が Th1 偏向の免疫応答の誘導に強く関与していたことから（図

16）、Th1 細胞によるマクロファージの活性化に必要である可能性など

も考えられる。また、内因性の PRAT4A が血清中に存在することも同

抗体を使用して確認済みであり、この soluble PRAT4A の生理機能は今

後の検討課題である。 

 

 今回、PRAT4A KO マウスの解析を通じ、複数の TLR における細胞内分布

および免疫応答が一つのアクセサリー分子である PRAT4A により広範に制

御されるという現象が認められた。PRAT4A は様々な TLR リガンド刺激により

その発現量が顕著に変化しており、TLR の応答を統合的に制御する分子機

構を担っていると考えられる。最近、ヒトの PRAT4A で認められた single 

nucleotide polymorphisms（SNP）の一つである M145K において、TLR9 の応

答性のみが特異的に消失するという現象が認められた(92)。この事実は、

PRAT4A の微小な変異が免疫応答自体を修飾する可能性を示すものであり、

PRAT4A で発見される SNP の特徴を解析することは免疫応答における

個人差を理解する上で大きく役に立つかもしれない。 

また、PRAT4A KO 細胞における TLR の細胞内分布の変化を利用するこ
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とで、細胞表面がリガンド認識の場であると考えられている TLR4 が細胞内

でも機能し得るという新たな現象が明らかとなった（図 26）。TLR のリガンド認

識機構は、リガンド認識の場やシグナル伝達の場を含めて未だ不明な点が

多く、PRAT4A 欠損細胞を用いることでそうした TLR の未知の部分の解明が

更に進むことが期待される。 
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