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    学位論文題名
    The TLR2 ligand FSL―1is internalized via
clathrin―dependent endocytic pathway triggered by
    CD14 and CD36 but not by TLR2

（クラスリン依存的なTLR2リガンドFSL－1の取り込みは

    TLR2ではなくCD14とCD36に依存的である）

学位論文内容の要旨

  ジアシルリポペプチドFSL-1の認識には宿主細胞のTLR2が重要な役割を果たす。しかしなが

ら、TLR2リガンドが認識された後どのように処理されるかは未だ不明な点が多い。そこで、本研

究ではマクロファージのTLR2によってFSL-1が認識された後に、どのように処理されるかを調

べた。

  FSL-1の取り込みに及ばすナイスタチン（カベオラならびにりピッドラフト依存的な取り込みの

阻害剤）、クロルプロマジン（クラスリン依存的取り込みの阻害剤）、あるいはメチル・ロ・サイクロ

デキストリン（リピッドラフト依存的ならびにクラスリン依存的取り込みの阻害剤）などのエンド

サイトーシス阻害剤の影響、ならびにRNAi法により、FSL-1の取り込みはクラスリン依存的であ

ることが示唆された。クラスリン依存的な取り込みが受容体依存的であることから、FSL-1のクラ

スリン依存的な取り込みにはTLR2が受容体として関与していると考えた。しかしながら、FSL-1

とTLR2は細胞表面では結合するが細胞質内小胞では共局在せず、さらに、FSL-1はTLR2遺伝

子欠損マウス由来の腹腔マクロファージでも、正常マウス腹腔マクロファージと同様に取り込まれ

ることがわかった。これに対して、FSL-1認識後の細胞表面におけるTLR2の発現は減少していた。

これらのことから、FSL-1の認識後にTLR2が細胞内に取り込まれるが、FSL-1の取り込みには

TLR2は受容体として機能しないことがわかった。そこで、FSL-1の取り込みにTLR2の補助レセ

プターであるCD14とCD36が関与するのではないかと考えた。HEK293細胞はFSL-1を取り込

まなかったが、CD14あるしヽはCD36を発現するHEK293細胞はFSL-1を取り込むことがわかっ

た。さらに、これらの細胞におけるCD14ならびにCD36のRNAi法によりそれぞれの細胞表面に

おける発現減少させるとFSL-1の取り込み活性も減少した。

  以上のことから、FSL-1はクラスリン依存的な経路でマクロファージに取り込まれ、その取り込

み に は TLR2で は な く CD14と CD36が 重 要 な 役 割 を 果た し て い る こ と が わ か っ た。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名
    The TLR2 ligand FSL－1is internalized via
clathrin－dependent endocytic pathway triggered by
    CD14 and CD36 but not by TLR2

（クラスリン依存的なTLR2リガンドFSLー1の取り込みは

    TLR2ではなくCD14とCD36に依存的である）

申請者の研究論文はBlackwell社のImmunologyにアクセプトされ、校正も終了し間もなく発表され

る予定である。審査は鈴木、進藤審査員ならびに柴田出席のもとに、申請者に提出論文の内容を英語で

発表してもらい、それに対して英語で口頭試問が行われた。

我々は、これまで口腔細菌のーっであるIVlycoplasma salivarium細胞膜から分子量44kDaのりポタ

ンパク質を精製し、その活性部位であるN末端リポペプチド部位の構造を明らかにした後、その構造を

もとに化学的に合成したジアシルリポペプチドをFSL-1と名付け、種々の生物活性ならびにToll-like

receptor (TLR)による認識機構等について研究している。FSL-1は宿主細胞のTLR2とTLR6のへテロ

ダイマーで認識され、そのシグナルは転写因子NF-KBの活性化に導かれ、種々の炎症性サイトカイン

の産生を誘導する。しかしながら、TLR2とTLR6で認識された後どのように処理されるかはこれまで

不明のままであった。そこで、申請者には、FSL-1がTLR2によって認識された後に、どのように処理

されるかを分子レベルで明らかにするという研究テーマを与え、以下のような研究成果を得た。

  FSL-1の取り込みに及ばすナイスタチン（カベオラならぴにりピッドラフト依存的ぬ取り込みの阻害

剤）、クロルプロマジン（クラスリン依存的取り込みの阻害剤）、あるいはメチル‾ロ‐サイクロデキスト

リン（リピッドラフト依存的ならぴにクラスリン依存的取り込みの阻害剤）などのエンドサイトーシス

阻害剤の影響、ならびにRNAi法により、FSL-1の取り込みはクラスリン依存的であることが示唆され

た。クラスリン依存的な取り込みが受容体依存的であることから、FSL-1のクラスリン依存的な取り込

みにはTLR2が受容体として関与していると考えた。しかしながら、FSL-1とTLR2は細胞表面では結

合するが細胞質内小胞では共局在せず、さらに、FSL-1はTLR2遺伝子欠損マウス由来の腹腔マクロフ
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アージでも、正常マウス腹腔マクロファージと同様に取り込まれることがわかった。これに対して、

FSL-1認識後の細胞表面におけるTLR2の発現は減少していた。これらのことから、FSL-1の認識後に

TLR2が細胞内に取り込まれるが、FSL-1の取り込みにはTLR2は受容体として機能しないことがわか

った。そこで、FSLー1の取り込みにTLR2の補助レセプターであるCD14とCD36が関与するのでは

なぃかと考えた。HEK293細胞はFSL-1を取り込まなかったが、CD14あるいはCD36を発現する

HEK293細胞はFSL-1を取り込むことがわかった。さらに、これらの細胞におけるCD14ならぴにCD36

のRNAi法によりそれぞれの細胞表面における発現を減少きせるとFSL-1の取り込み活性も減少した。

  以上のことから、FSL-1はクラスリン依存的な経路でマクロファージに取り込まれ、その取り込みに

は TLR2で は な く CD14と CD36が 重 要 な 役 割 を 果 た し て い る こ と が わ か っ た 。

この発表に対して以下のような質問がなされた。

  1．   コ ン カナ バ リン Aは細胞表面 のどのよう な物質に反 応するのか

  2.  エンドサイトーシス阻害剤の阻害カの違い

  3.  細胞内小胞の成熟とはどのような意味か

  4.  後期エンドソームのマーカーであるlysotrackerは細胞内に白由にはいるのか

  5.  CD14のCD36強制発現系でRNAiは有効だったのか

  6.  CD14と CD36の FSL-1取 り 込 み の 際 の 相 乗 効 果 は あ る の か

申請者はこれらの質問に対して適切に、しかも論理的に答えた。

  以上より、本論文内容が高く評価されるとともに、申請者は研究遂行に十分な能カを有しており、博

士（歯学）を授与するのに値するものと判定された。
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