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【アジュバントワークショップ 講演②】

「Ｃタイプレクチンを介する結核菌アジュバント作用機序」

九州大学生体防御医学研究所分子免疫学生分野教授 山崎晶

石井先生、ご紹介ありがとうございます。

九州大学の山崎でございます。本日はこのような機会を与えていただきまし

て、どうもありがとうございます。

本日、私は、Ｃタイプレクチンを介する結核菌アジュバントの作用機序につ

いて、最近わかってきたことを幾つかご紹介してまいりたいと思います。

免疫受容体は一般に、獲得免疫受容体、それから自然免疫受容体、大きく２

つに分けられます。

このうち、獲得免疫にかかわる受容体はリガンドの質を見分けて、異なった

細胞応答を惹起することができるという能力を持つことが知られています。こ

うした能力を付与すると考えられているのが、細胞内に存在しているチロシン

をベースとしたモチーフ、ＩＴＡＭというモチーフであります。

ところが、近年、Ｃタイプレクチンの中にも、このＩＴＡＭを使ってシグナ

ルを伝達するものが幾つか見つかってまいりました。ところが、そのリガンド

や機能に関しては、まだまだ不明な点が多くありました。

Ｍｉｎｃｌｅはそもそも、マクロファージにinduceされてくるＣタイプレ

クチンとして、９９年に審良先生らのグループによって、初めてクローニング

された分子です。実際、モノクロをつくって調べてみますと、確かにＬＰＳを

初めとしたさまざまなストレスで、非常に強くinduceされてくることがわか

りました。ところが、機能については全くよくわかっておりませんでした。

我々は、このＭｉｎｃｌｅのトランスメンブレンにチャージを持つようなア

ルギニンが保存されているということを見出したことから、ひょっとすると、

これらはＩＴＡＭを持つようなアダプターと会合するのではないかと考えまし

た。なぜなら、これらはその反対側のネガティブチャージをトランスメンブレ

ンに持っているからであります。

実際、このＭｉｎｃｌｅはＦｃＲγと呼ばれるアダプターと特異的に会合す

ることがわかりました。先ほどのアルギニンをチャージを持たないイソロイシ

ンにかえてやりますと、この会合は全くなくなってしまうことから、確かにこ

の会合はチャージを介したものであるということも明らかになりました。
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そこで、我々はこのＭｉｎｃｌｅの細胞外に対する抗体を幾つかつくりまし

て、このようなリガンドをミミックしたプレートコートの形で、マクロファー

ジを刺激してみました。そうしますと、ＭＩＰ－２やＴＮＦ、ＩＬ－６といっ

た炎症性サイトカインが大量に産生されてくるということがわかりました。と

ころが、これはＦｃＲγノックアウトマウスでは完全になくなる。ですが、Ｍ

ｙＤ８８には依存しないということもわかりました。

このことから、ＭｉｎｃｌｅはＦｃＲγとカップルした活性化受容体であり、

Toll－like receptorsは使わないということがわかってきたわけであります。

リガンドがまだ全くわかっておりませんでしたので、このリガンドを探して

いくために、インジケーター細胞を作製してみました。Toll－like receptor

s を発現していないような細胞にＭｉｎｃｌｅ、ＦｃＲγ、そしてＩＴＡＭ

特異的なリポーターとしてＮＦＴ－ＧＦＴを導入してみました。実際、リガン

ドをミミックした抗体刺激を行いますと、このようにＧＦＴが強く光って来る

ことから、リガンド探索に有効ではなかろうかと考えられます。

この細胞を用いて、我々は最近、Ｍｉｎｃｌｅが死細胞、いわゆるＤＡＭＰ

ｓを認識するということを見出してまいりました。また、相次いで病原性真菌、

いわゆるＰＡＭＰｓであります。こういったものも認識する、そういうレセプ

ターであるということを見出してまいりました。

すなわち、Ｍｉｎｃｌｅは自己、非自己、双方に起因する、いわゆる生体の

危機というようなものを感知するセンサーではなかろうかということがわかっ

てきたわけであります。

ところが、実際にどのような分子メカニズムでこのリガンド認識が行われて

いるのか、そのリガンドの詳細な分子メカニズムがまだわかっておりませんで

したので調べていたところ、近年、バクテリアのスタディーから幾つかヒント

が見つかってきました。

それは結核菌であります。我々はまず、このスメグマティスというLab str

ain、これをこの細胞にかけてみますと、非常に強くＧＦＴが誘導されること

がわかりました。そこで、ＢＣＧ strain、それから強毒株でありますVirule

nt strain、Ｈ３７Rｖというものを吉開（泰信）先生より供与いただいて調

べたところ、どのstrainでも非常に強くＭｉｎｃｌｅに認識されるというこ

とがわかりました。この活性化は、Ｍｉｎｃｌｅに対する抗体で、一応きれい

にブロックがかかることから、確かにスペシフィックなものであろうと考えら
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れます。

では、実際、結核菌はさまざまなコンポーネントを持っていますので、何が

リガンドになっているのか、どういうコンポーネントが実際にＭｉｎｃｌｅの

リガンドになっているのかということを調べるために、このホールバクテリア

をさまざまな溶媒で処理しました。ソリュブルエキストラクトとインソリュブ

ルなフラクション、それぞれのリガンド活性を追跡していくことにしました。

まず、インソリュブルなフラクションに注目しました。非常に興味深いこと

に、クロロホルル、メタノールという溶媒で処理したときだけ、活性が抜ける

ということがわかりました。すなわち、このフラクションが怪しいということ

になります。

ソリュブルなフラクションのほうはプレートにコートして、レポーターアッ

セイを行うという形で活性を見ていくことにしました。今度はこのフラクショ

ンにのみ活性が認められました。このフラクションは、１回目はクロロホルム、

メタノール、２回目もクロロホルム、メタノール、すなわちここに相当します。

すなわち、活性画分というのは、最も脂溶性のフラクションに抽出されてきた

ということになるわけです。ということは、何らかのリピッドがリガンドでは

なかろうかということが強く示唆されます。

そこで、この画分をさらにＴＬＣで分けまして、それらをフラクショネーシ

ョンして、その活性を見てみました。そうしますと、シングルピークはこのあ

たりに出てきました。ちょうどこれに相当するスポットは、オルシノール染色

という糖を検出するようなステイニングで紫色に光るということがわかりまし

たので、このスポットはシュガーを、何らかの糖を持っている、かつリピッド

であると。すなわち、糖脂質であろうということが強く示唆されました。

結核菌が持っている糖脂質の中でＲＦバリアがこの程度のものということか

ら推測しますに、ＴＤＭ（トレハロースダイマイコレート）という分子が一つ

の候補と考えられました。実際、市販のＴＤＭを流してみますと、非常に似た

ような挙動を示すことから、活性を見てみました。最終的に我々は、ＴＤＭが

Ｍｉｎｃｌｅのリガンドであるということを発見いたしました。

ＴＤＭというのはどういう分子かということでありますが、もともと結核菌

特有の、このようなユニークな糖脂質であります。細胞壁の一番外側に存在し

ておりまして、この長い疎水性のチェーンによって、彼らは我々の体の中でも

生存が可能になっているというふうに考えられています。
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また、もともと古くからコードファクターと呼ばれる非常に強い免疫賦活剤

であることがわかっていました。５０年以上前、１９５５年、当時の山村（雄

一）先生が、このＢＣＧのオイルエキストラクトをウサギに投与すると、この

ような結核特有の空洞ができるということを初めて見出されました。この画分

はコードファクターと呼ばれ、後にＴＤＭであるということが明らかになりま

した。

また、ＣＦＡのメジャーなアジュバントコンポーネントとしても知られてお

りますが、そのレセプターはこれまで知られておりませんでした。Ｍｉｎｃｌ

ｅは初めてのレセプターの報告ということになります。

ところが、これまで我々のシステムは、単純にレポーターシステム、レポー

ター細胞系にのみ依存しておりますので、これが本当に直接のレセプターなの

か、あるいは単に抗レセプターなのかということを調べるために、Ｍｉｎｃｌ

ｅ－ＩＧというフュージョンプロテインをつくりまして、バイオケミカルに調

べてみました。実際、Ｍｉｎｃｌｅ－ＩＧはＴＤＭに非常に強くバインドする、

こちらはコントロールであります。ということがわかってきました。この会合

は、ａｎｔｉ－Ｍｉｎｃｌｅで確かに抑えられますし、ＥＤＴＡでも抑えら

れるということがわかりました。恐らくカルシウムが必要ということだと考え

られます。このことはＣタイプレクチンのgeneralなdifinitionとも非常によ

く合います。

ところが、トレハロース単独、これは大量に入れましても、全くブロックし

ないということもわかりました。このことから、恐らく結合に必須なミニマム

なリクワイアメントというのは、トレハロースとこの脂質との間のエステル結

合、このあたりまで必要なのであろうということが一つあります。

すなわち、Ｍｉｎｃｌｅは直接のレセプターであるということがわかりまし

たが、それではノックアウトマウスはどうなるかということで、このＭｉｎｃ

ｌｅノックアウトマウスは実は審良先生らのグループは、以前に作製されてお

りましたので、これを供与いただきましてアッセイをしてみました。

ＴＤＭはマクロファージに関してＮＯ産生やiNOS－expression、それから

ＴＮＦ、ＭＩＰ－２産生といった活性化を促してまいります。ところが、これ

らはすべて、Ｍｉｎｃｌｅノックアウトマウスでは完全に失われるということ

がわかりました。すなわち、少なくともインビトロにおいては、Ｍｉｎｃｌｅ

はエッセンシャルなレセプターであるということであります。
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では、インビボではどうかということでありますが、ＴＤＭをi.v.します

と、このような全身炎症が起こることが知られています。例えば、Ｄａｙ１で

血中サイトカインがこのように上がってまいります。

ところが、これはＭｉｎｃｌｅノックアウトマウス、またそのレセプターサ

ブユニットでありますＦｃＲγチェーン、これのノックアウトマウスでは全く

抑えられるということがわかりました。

また、ＭｙＤ８８では変わらないということから、これまでToll－like re

ceptorsがＴＤＭを認識するのではないかという報告も幾つかありましたが、

どうもその可能性は非常に低そうだということも示唆されました。

また、ＴＤＭをi.v.しますと、Ｄａｙ７あたりになりますと、このような

肺全体に強い炎症が起こってまいります。よく見てみますと、無数のグラニュ

ローマが形成されてきます。もう少し寄ってみますと、このような典型的なグ

ラニュローマができてまいります。

ところが、これはＭｉｎｃｌｅノックアウトマウスでは全く見られないとい

うことがわかりました。数を数えてみましても、やはりＴＤＭによるグラニュ

ローマ形成というものは、Ｍｉｎｃｌｅ、そしてまたそのレセプターサブユニ

ットでありますＦｃＲγチェーンに完全に依存するということがわかりました。

このことから、Ｍｉｎｃｌｅはユニークなグラニュローマを形成するような

レセプターということもわかってまいりました。

ＴＤＭはこのように非常に強い活性を持ちますけれども、何分非常に長いミ

コール酸などを持ちますので、なかなか合成していくのは難しい。また、扱い

も難しいといった点がありますので、幾つか合成アナログも既につくられてお

ります。

そのうちの一つが、このＴＤＢと呼ばれるミコール酸ではなくて、ベヘン酸

という、Ｃが２１個の炭素鎖を持っているこの小さな分子であります。このＴ

ＤＢによる作用も、果たしてＭｉｎｃｌｅを介するのかということを調べてや

りました。

このＴＤＢも同様に、マクロファージにおいてＴＮＦ産生、それからＭＩＰ

－２産生というものを促してまいりますが、これらもやはりＭｉｎｃｌｅノッ

クアウトマウスで完全にとまるということから、ＴＤＢもやはりＭｉｎｃｌｅ

を介して作用しているということがわかりました。

また、ＴＤＢ以外にも、我々は最近、幾つか異なった骨格の化合物をＭｉｎ
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ｃｌｅリガンドの候補として探しておりました。実際、幾つか全く異なった骨

格のリガンドを見出しつつあります。こういった化合物は、また新たなアジュ

バントの候補にもなり得るのではないかと考えております。

以上から、結核菌とホストとの進化的な攻防というものを少し考えてみたい

と思います。

感染に伴って、Ｍｉｎｃｌｅは恐らくＴＤＭを認識して、自然免疫を活性化

します。ところが、非常におもしろいことに、京大の杉田（昌彦）先生らのグ

ループは、結核菌は感染に伴って、外側のＴＤＭをＧＭＭ（グルコースモノマ

イコレート）ですが、ちょうどこの半分の大きさです。ＧＭＭという糖脂質に

コンバートすることを見つけられました。さらにおもしろいことには、我々の

免疫系は、このＧＭＭをＣＤ１にプレゼントして、Ｔ細胞に提示することがで

きる。そして、獲得免疫を惹起することができるということもわかっています。

そこでクエスチョンとしましては、このコンバージョンというのが、まずＭ

ｉｎｃｌｅからのエスケープであるのではないかと考えました。このことを調

べるために、結核菌が行っているMycolyl-transfereaseによるコンバージョ

ンというのをインビトロで再現することを試みました。このトレハレースとい

う酵素を使ってやりますと、全く同じプロダクトを得ることができます。

ＴＤＭによる活性化というものは、このトレハレース処理によって顕著に傷

害を受けるということがわかったことから、このバクテリアにコンバージョン

というのは、恐らくはＭｉｎｃｌｅからのエスケープであろうということが、

非常に強く示唆されました。

ところが、ＴＤＭはこれまでも歴史的にも強いアジュバントとして、非常に

有名であります。そういうことを考えますと、そのレセプターであるＭｉｎｃ

ｌｅというのは、Ｔ細胞獲得免疫をプライミングするという、彼らへの対抗策

として非常に重要な役割を担っているのではないかと考えまして、現在、この

分子メカニズムに注力して調べているところであります。

以上の研究は、我々のグループと阪大の木下（タロウ）先生のグループ、特

に森田（康裕）先生、また結核菌に関しては、吉開（泰信）先生のグループ、

またＦＣＲγノックアウトマウスは理研の斉藤（隆）先生、Ｍｉｎｃｌｅノッ

クアウトマウスは大阪大学の審良先生に供与いただきました。この場をおかり

して、御礼申し上げます。

以上です。どうもありがとうございました。（拍手）


