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    学位論文題名

Roles ofN－linked glycans in the recognition of

microbial lipopeptides and lipoproteins by TLR2

(TLR2による細菌由来リポタンパク質・リポペプチドの認識における

    N結合型糖鎖の役割）

学位論文内容の要旨

  Toll-like receptor（TLR）はマクロファージや樹状細胞などの貪食細胞に発現し、

微生 物の 侵入 を感 知す るセ ンサ ーと して 、ま た、 自然 免疫系と獲得免疫系を橋

渡 し す る分 子と して 注目さ れて いる 。現 在約 10種 類の TLRが 発見 され 、種 々の

微生 物由 来の 分子 パタ ーン （P．AMPs）を認識することが明らかにされている。

微 生 物 由来 リポ ペプ チド（ LPT）の 認識 には TLR2が重要 な役 割を 果た して いる

が、 その 認識 機構 の詳 細に つい ては 不明 な点 が多 く残 されている。そこで、本

研 究 で は 、 TLR2細 胞 外 ド メ イ ン の N114、 N199、N414お よ び N442に 結 合 す る

と 推 測 され てい る糖 鎖に着 目し 、こ れら のN‐結 合型糖 鎖が TLR2のり ガン ド認

識な らぴ に機 能的 なレ セプ ター 複合 体の 形成 に関 与す るかどうかを検討した。

  肋 旧 叩 Ja― 閉 Jj阻 ガ 伽 に 存在 す る り ポタ ンパ ク質（ MLP）の N末端 の構 造を

もとにジァシノレLPTFSL‐1（S‐2，3‐bispalmitoyloxypropylICys‐Gly‐AspーPro－Lys－His‐

Pro一Lys‐Ser一Phe）を化学的に合成した。TLR2細胞外ドメインの糖鎖結合部位とさ

れる N114、N199、 N414およ びN442を Aに変 換し た点 変異 体附114A（M1）、N199A

（M2）、N414A（M3）、N442A（M4）］を作成した。これらの変異体と野生型TLR2の

遺伝 子を NF－ KB依 存性 ルシ フェ ラー ゼレ ポー ター 遺伝 子と共にhumanembryonic

kidney（HEK）293細胞に導入し、24時間後にFSL－1ならびにMLPで6時間刺激して、

NF‐ KBレ ポ ー タ ー 活 性 を 測 定し た 。 そ の結 果、 M4では M1、 M2、 M3お よび 野生

型Tu也に 比べ てNF‐KBレポ ータ ー活 性が 有意 に低 下し た。また、全ての点変異

体は HEK293細 胞表 面に 発現 して おり 、野 生型 に比 べて 分子量が小さくなったこ

と か ら 、こ れら のN残 基に はそ れぞ れ糖 鎖が 結合 してい るこ とが 示唆 され た。

TLR2は細 胞表 面に 韜い て複 合体 を形 成し 、TLR6を 補助 レセプターとしてジアシ

ルMLP・ LPTを 認識 する 。そ こで 、こ れら の点 変異 体と TLR2野生型ならびにTLR6

がレ セプ ター 複合 体を 形成 する かど うか を調 べる ため に、TLR2・FLAGタグなら

び に TLR6‐ HAタ グ を 安 定 発 現さ せ た HEK293細胞 に、こ れら のTLR2点 変異 体を

導入 して 免疫 沈降 法で 調べ たと ころ 、こ れら の点 変異 体は全てTLR2野生型なら
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びにTLR6と複合体を形成していた。この結果から、これらの点変異はレセプタ
ー複合体の形成を阻害しないということが確認された。以上の結果から、TLR2
のN442に結合している糖鎖がりガンド認識に関与していることが示唆された。
  これらのN結合型糖鎖の役割をさらに詳細に調べるために、これら4箇所の

Nを全てAに変換した4点同時変異体[M1+M2+M3+M4 (Ml/2/3/4)]、そして4箇
所のうち3箇所を同時に変換した3点同時変異体[M2+M3+M4 (M2/3/4)、
M1+M2+M4 (Ml/2/4)、M1+M2+M3 (Ml/2/3)]、2箇所を同時に変換した2点同時
点変異体[M3+M4 (M3/4)、M2+M4 (M2/4)、M2+M3 (M2/3)]を作成し、FSL-1なら

びにMLPの認識を、同様にNF-KBルシフェラーゼレポーター法で調べた。その
結果、糖鎖結合部位をすべて失った4点同時変異体、3箇所失った3点同時変異
体およぴ2箇所失った2点同時変具体では、いずれのりガンドも認識されなか
った。

  TLR2の立体構造はD‐シートを内側にした馬蹄形であると推測されているが、
4箇所の糖鎖結合部位のうち、N199、N414、N442に結合する糖鎖は馬蹄形の内
側に存在することが推測されている。そこで、次に、このようなTLR2推定立体
構造の視点から、馬蹄形ソレノイドの内側に2箇所の糖鎖結合部位を残した2

点同時点変異体［M1+M2 (Ml/2)、M1+M3 (Ml/3)、M1+M4 (Ml/4)]を作成して同様
にFSL-1ならぴにMLPの認識を調べたが、これらの変異体のうちMl/2とMl/3
は野生型とほば同程度にりガンドを認識し、Ml/4は認識が弱くなるという結果
が得られた。これらのことから、馬蹄形ソレノイドの内側に2箇所の糖鎖結合
部位を残した変異体はりガンドを認識するのに対し、内側に1箇所しか糖鎖結
合部位が残っていない変異体はりガンドを認識しないということが示された。
これらの複数同時点変異体は、前述の点変異体と同様に全てHEK293細胞表面
に発現しており、変換箇所の増加に従ってTLR2野生型よりも分子量が低下した
ことから、これらのN残基に糖鎖が結合していることが示唆された。さらに前
述のように、免疫沈降法によってTLR2野生型ならびにTLR6との複合体形成を
調べたところ、これら全ての複数同時点変異体はレセプター複合体の形成を阻
害しなかった。以上のことを考え合わせると、TLR2がりガンドを認識するため
には、細胞外ドメインの立体構造として推測される馬蹄形ソレノイドの内側に3
箇所存在する糖鎖結合部位のうち、N442を含む2箇所が最低限必要であること
が示唆された。
  次に、ゴルジ体での糖鎖修飾阻害剤であるTunicamycinのTLR2によるりガン
ド認識に及ばす影響を検証した。前述したNF-KBルシフェラーゼレポーター法
において、TLR2野生型遺伝子を導入したHEK293細胞をFSL-1で刺激し、さら
にTunicamycinを添加すると、Tunicamycinの濃度に依存してりガンド認識が弱
くなることを確認した。さらに、TunicamycinにはTLR2の細胞表面への発現を
阻害する作用はみられなかった。このことからも、TLR2に存在するN結合型糖
鎖はTLR2のりガンド認識に重要な役割を果たすことが示唆された。



学位論文審査の要旨

    学位論文題名
Roles ofN－linked glycans in the recognition of
microbia11ipopeptidesandlipoproteinsbyTLR2

(TLR2による細菌由来リポタンパク質・リポペプチドの認識における

    N結合型糖鎖の役割）

審査は柴田、田村および鈴木審査委員全員が出席のもとに、まずは論文提出者に対して提出論
文の内容の要旨を説明させ、提出論文の内容に関する審査委員の口頭試問を行った。以下に、
提出論文の要旨と審査の内容を述べる。
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換した4点同時変異体[M1+M2+M3+M4 (Ml/2/3/4)]、そして4箇所のうち3箇所を同時に変換
した3点同時変具体[M2+M3+M4 (M2/3/4)、M1+M2+M4 (Ml/2/4)、M1+M2+M3 (Ml/2/3)]、2箇
所を同時に変換した2点同時点変具体[M3+M4 (M3/4)、M2+M4 (M2/4)、M2+M3 (M2/3)]を作成
し、FSL-1ならびにMLPの認識を、同様にNF-KBルシフェラーゼレポーター法で調べた。そ
の結果、糖鎖結合部位をすべて失った4点同時変異体、3箇所失った3点同時変異体および2
箇 所 失 っ た 2点 同 時 変 異 体 で は 、 い ず れ の り ガ ン ド も 認 識 さ れ な か っ た 。
  TLR2の立体構造はp‐シートを内側にした馬蹄形であると推測されているが、4箇所の糖鎖
結合部位のうち、N199、N414、N442に結合する糖鎖ほ馬蹄形の内側に存在することが推測さ
れている。そこで、次に、このようなTLR2推定立体構造の視点から、馬蹄形ソレノイドの内
側に2箇所の糖鎖結合部位を残した2点同時点変異体[M1+M2 (Ml/2)、M1+M3 (Ml/3)、M1+M4
(Ml/4)]を作成して同様にFSL-1ならぴにMLPの認識を調べたが、これらの変異体のうちMl/2
とMl/3は野生型とほば同程度にりガンドを認識し、Ml/4は認識が弱くなるという結果が得ら
れた。これらのことから、馬蹄形ソレノイドの内側に2箇所の糖鎖結合部位を残した変異体は
りガンドを認識するのに対し、内側に1箇所しか糖鎖結合部位が残っていない変異体はりガン
ドを認識しないということが示きれた。
  これらの複数同時点変異体は、前述の点変異体と同様に全てHEK293細胞表面に発現してお
り、変換箇所の増加に従ってTLR2野生型よりも分子量が低下したことから、これらのN残基
に糖鎖が結合していることが示唆された。さらに前述のように、免疫沈降法によってTLR2野
生型ならびにTLR6との複合体形成を調べたところ、これら全ての複数同時点変異体はレセプ
ター複合体の形成を阻害しなかった。以上のことを考え合わせると、TLR2がりガンドを認識
するためには、細胞外ドメインの立体構造として推測される馬蹄形ソレノイドの内側に3箇所
存在する糖鎖結合部位のうち、N442を含む2箇所が最低限必要であることが示唆された。
  次に、ゴルジ体での糖鎖修飾阻害剤であるTunicamycinのTLR2によるりガンド認識に及ぼ
す影響を検証した。前述したNF-KBルシフェラーゼレポーター法において、TLR2野生型遺伝
子を導入したHEK293細胞をFSL-1で刺激し、さらにTunicamycinを添加すると、Tunicamycin
の濃度に依存してりガンド認識が弱くなることを確認した。さらに、TunicamycinにはTLR2
の細胞表面への発現を阻害する作用はみられなかった。このことからも、TLR2に存在するN
結 合 型 糖鎖 は TLR2の り ガ ン ド 認 識 に 重要 な 役 割を 果たす こと が示 唆さ れた。

審査委員からの質問として、
1）N結合糖鎖はモチーフ解析で推測できるのか
2） TLR2の変異体をどのようにして作ったのか
3）どのような糖鎖が結合しているのか
4）このような認識機構の解析はどのようなことに応用可能なのか
5） Tunicamycinは何を阻害するのか
6）今後の研究の展望と発展性について
  等があったが、論文提出者はそれぞれに的確に解答した。
  よって、学位申請者は博士（歯学）の学位授与に値するものと判断し、主査ならびに副査は合格と
判定した。
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