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【序論】

アレルギーとは、免疫反応が特定の抗原に対して過剰に起こること をい う。過剰に免

疫反応が起こると、生体にとって有害な病原体だけでなく正常な組織にも障害を引き起

こすことがある。アレルギーは免疫反応による組織障害の発生機序か ら5つのタイプに

わけられる。I型アレルギーは即時型アレルギーで、 抗原と接触後に短時間で反応が起

きる。この反応は抗原が侵入後、その抗原に対応した免疫グロブリ ン IgE がつくられ、

好塩基球や肥満細胞表面にある高親和性IgE 受容体に結合したIgE 抗体にアレルゲンが

結合して反応することにより、好塩基球や肥満細胞からヒ スタミンやロイコトリエンな

どの化学伝達物質が放出される。放出された化学伝達物質により、血管拡張、血管透過

性充進、平滑筋収縮などを引き起 こす。代表的な疾患としてアレルギー性喘息、蒜麻疹 、

食物アレルギー、アナフィラキシーショックなどがあげられ、ダニにより 引き起こ され

るア レルギー性喘息も l型 アレルギーに分類され る。II型アレルギーは細胞障害型アレ

）レギーで、自身の細胞表面に対する IgG 抗体ができて、この IgG 抗体に補体や白血球が

結合するこ とにより細胞が破壊されるア レルギーである。II型アレルギーの代表的疾患

は自己免疫性溶血性貧血や特発性血小板減少性紫斑病などがある。III 型アレルギーは

免疫複合型アレルギーとも呼ばれ、体内の可溶性抗原 とIgG 抗体や IgM 抗体が結合し

て免疫複合体が形成される。この免疫複合体が血流に乗り 、流れついた周囲の組織を障

害する。III 型アレルギーの代表的な疾患は全身性エリ テマトーデス、急性糸球体腎炎 、

2 



関節リウマチなどがある。IV 型 アレルギーは抗原と特異的に反応する感作 T細胞で起

こり、反応した感作T細胞はマクロファージを活性化する因子など様々な化学伝達物質

を放出し、周囲の組織障害を引き起こす。他のアレルギー反応は体液 性免疫であるのに

対し、 W 型アレルギーは細胞性免疫が関わる。リ ンパ球が集まり 、増殖し、活性化す

るまでに時間がかかるため、遅延型アレルギーと呼ばれている。代表的なものにツベル

クリ ン反応があり、臓器移植で起こる拒絶反応の大部分も W 型アレルギーが関わって

いる。V型アレルギーは受容体に自己抗体が作られ、受容体に結合することにより細胞

の機能を異常冗進させたり、反対に低下させたりする反応を引き起こす。 V型アレルギ

ーの代表的疾患は機能を異常充進させるものにバセドウ病があげられ、機能を低下する

ものには重症筋無力症があげられる。このように、アレルギーは免疫応答が過剰に発現

して、生体の正常組織の障害を引き起こすことである。つまり、アレルギーが引き起こ

されるということは免疫応答が起こっていることになる。本来、免疫はヒ トや動物など

が持つ、体内に入り込んだ非自己の異物を排除する、生体の恒常性維持機構の一つであ

る。一般に、薬物や化学物質などの排除には、肝臓の酵素による代謝が働くのに対し、

免疫はそれよりも高分子であるタンパク質や、体内に侵入した病原体を排除するための

機構として働くことが多い。特に病原体による感染から身を守るための感染防御機構と

して重要である。ア レルギーの発症には、アレルゲンが抗原提示細胞により提示される

必要があるとされているが、まだまだ未解明な部分が多い。しかし、 近年の Toll—like
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receptor (TLR) や樹状細胞の発見により 、抗原提示だけでは不十分で、TLR を介しての

自然免疫の活性化がアレルギーの発症に重要な役割を果たしていることが明らかにな

ってきている(Pa ul et. al., 2010) 。

免疫系は自然免疫と獲得免疫に大別される。自然免疫系は植物および無脊椎動物から

ヒトを含む脊椎動物に至るまで、広く備わっている原始的な免疫系である (Litman et. 

al., 2005) 。単球、マクロファージ、樹状細胞などによって担われ、生体防御は非特異的

な貪食作用などであり 、病原体に対して包括的な応答を行う。様々な病原体に対して別

個に応答するのではなく常に汎用的に対処するがゆえに、効力を発動するまでの時間が

短い。その反面、免疫を記憶することは無く 、長期にわたって防御する仕組みではない。

一方、獲得免疫は脊椎動物にのみ存在する高等な免疫系であり 、個々 の病原体が特定

の型であることを示す抗原によって判別し、免疫を記憶する機構である (Pancer et. al. , 

2006) 。応答は抗原特異的であり、抗原提示と呼ばれるプロセスの間に特異的な非自 己

の抗原であるという認識が行われてから開始される。獲得免疫に関与するリンパ球はT

細胞とB細胞があり、T細胞にはマク ロファージや樹状細胞から抗原を提示されて他の

T細胞を誘導およびB細胞の分化成熟や抗体産生を誘導するヘルパーT細胞、 ウイルス

感染細胞などを傷害するキラーT細胞または抗原刺激によって活性化された T細胞や B

細胞の反応を抑制するサプレッサーT細胞などが存在する。 T細胞は細胞性免疫応答に関

与し、細胞性免疫は食細胞、細胞傷害性 T細胞およびナチュラルキラー (NK) 細胞が
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体内の異物を排除する免疫系である。 B細胞は抗体や補体を中心とした体液性免疫応答

に関与する。 B細胞は通常、休止状態にあり血液中を流れている。B 細胞の表面には免

疫 グロブリ ンレセプターが存在する。細菌などの非自己の異物が抗原として侵入してく

ると、その抗原に対応した受容体が抗原に結合し、病原体を認識する (Sproul et. al. , 

2000) 。抗原抗体複合体はB細胞内で分解され抗原ペプチ ドとなりヘルパーT細胞に抗

原提示する。ヘルパーT細胞はリ ンフォカイ ンと呼ばれるサイトカインを放出する

(Kehry et. al., 1994) 。リンフォカインにより B細胞は活性化し、 分裂して増殖する。

こうして増えたB細胞は形質細胞となって抗原に対応した抗体を産生するようになる。

抗体は構造の違いによ り5種類のタイ プにわけられる。血漿中に最も多い抗体IgG 、初

期免疫に対応する IgM 、唾液や乳汁などの分泌液中に存在する lgA、主にB細胞の表

面に存在する IgD 、I型アレルギーに関与する IgE がある。

ヘルパーT細胞の大部分はナイーブヘルパーT細胞 (ThO 細胞） であり 、抗原提示細

胞が産生するサイトカインにより、細胞性免疫に関与する Thl 細胞と体液性免疫に関

与する Th2 細胞に分化する。 抗原掃示細胞が抗原をThO 細胞に提示する際に分泌する

インターロイキン-12 (IL-12) はThl 細胞に分化させ、 プロスタグランジン恥 (PGE 2)

はTh2 細胞に分化させる。Thl 細胞は、IL-2 , — (IF N分を産生し、

キラーT細胞やNK細胞、単球などの貪食細胞を活性化して細胞性免疫を活性化させる。

Thl 細胞が分泌するIFN-y はThO 細胞のThl 細胞への分化を促進させる。Th2 細胞は、
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IL-3,  IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 を産生し、 CD40 リガン ドを介して、 B細胞を活性

化させ、 I型アレルギーを引き起こすIgE 抗体の産生を促進して体液性免疫を活性化さ

せる。Th2 細胞が分泌するIL-4 およびIL-6 はThO 細胞を Th2 細胞への分化 を促進す

る。また、 Th2 細胞は抗原提示細胞と しての B細胞から抗原刺激を受けて増殖する。

Thl 細胞が産生するIFN-y はTh2 細胞のCD40 リガンド発現を抑制し、IgE 抗体産生

を抑制する。また、 Th2 細胞の産生する IL-4 や IL-10 は、Thl 細胞の反応を抑制し、

Thl 細胞と Th2 細胞は相互に抑制しあう関係にある。ThO 細胞の活性化には、マクロ

ファージや樹状細胞などの抗原提示細胞の抗原提示分子が提示する抗原ペプチ ドによ

り、 ThO 細胞の抗原受容体が抗原特異的に刺激されること と、抗原提示細胞の補助刺激

分子によ り、 ヘルパーT細胞の補助受容体が抗原非特異的に刺激されることが必要であ

る。抗原ペプチドは、抗原提示細胞である単球・マクロファージが細菌を貪食し、細胞

し、 の 、 か 分解 断片化し、アミノ酸数が約 10,-..__, 15程度

のペプチドにすることで作られる。 また、抗原提示細胞表面には Toll- like receptor s 

(TLRs) が存在しており 、TLRs は細菌、真菌、 ウイ）レス、寄生虫など、病原体の構成

成分を認識する。 TLRs により、病原体の構成成分を認識すると、細胞内シグナル伝達

が活性化し、 炎症性サイトカインやインターフェロン、また補助刺激分子を産生する。

ヘルパーT細胞は、抗原提示細胞により 、抗原特異的に抗原受容体が刺激されるだけで、

補助受容体が刺激されないと、活性化されない(Fig .1)。自然免疫系のマ クロファー ジ
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や樹状細胞などの抗原提示細胞が TLRs を介して活性化されることによ り、獲得免疫系

も活性化される。自然免疫系は従来まで非特異的な免疫反応と考えられており、獲得免

疫の成立までのその場しのぎの免疫と考えられてきた。1990 年代中頃にToll 遺伝子が

変異しているショウジョウバエが真菌感染に感受性を示すことが見つけられ、Toll が自

然免疫において重要な役割を果たすことが示唆された (Lemaitre et. al., 1996) 。その後、

哺乳類でToll のホモログである TLR がク ローニングされ、自然免疫系による非自己の

認識機構が明らかになった (Medzhitov et. al., 1997; Poltorak et. al. , 1998) 。

—IFN-y 

一IL-4

直 直

Fig. l 自然免疫と獲得免疫

Takeda. et al., (2005) 
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TLRs は現在までに、ヒトで 10種、 マ ウスでは 12種の機能的なTLRs が同定されて

いる (Kawai et. al., 2010) 。TLRl はTLR2 と二量体を形成し、グラム陰性細菌とマイコ

プラズマ由来のトリアシルリ ポタンパクを認識する。一方、TLR6 もTLR2 と二量体を

形成し、グラム陰性細菌とマイコプラズマ由来のジアシルリポタンパクを認識する。

TLRJ はレオウイルスのゲノム RNA とウイルス複製間に産生される二本鎖 RNA

(dsRNA) に結合する。TLR4 は補助分子である MD-2 と複合体を形成し、 グラム陰性細

菌の細胞壁主要構成成分であるlipopol ysaccharide (LPS) を認識する。TLRS は細菌の鞭

毛成分であるフラジェリンを認識す る。TLR7 とTLR8 はRNA ウイルス由来の一本鎖

RNA (ssRNA) と抗ウイルス薬であるイ ミダゾキノリンを認識する。TLR9 は細菌の

DNA 上の非メチル化 CpG モチーフを認識する (Kawai et. al., 2010) 。これらTLRs の刺

激は種類に関わらず、 最終的に転写因子である NF-KB を活性化し、 炎症性サイトカイ

ンやインターフェロンの産生を引き起こす (Fig .2)。樹状細胞を抗原と同時に高量のエ

ンドトキシンでTLR4 を刺激すると Thi 細胞に分化する。しかし、低量のエ ンドトキシ

ンでTLR4 を刺激すると Th2 細胞に分化する (Eisenb arth et. al., 200 2)。Thl 細胞よ りTh2

細胞が優位に働いている状態では lgE 抗体産生が増加しアレルギーが発症しやすくな

ると考えられている。
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I型アレルギーの 1つであるアレルギー性喘息はダニの虫体および排泄物、カビの菌

糸や胞子、ペットの体毛を含む室内塵に起因することが多く 、特に、 ダニはアレルギー

性喘息に関わる室内アレルゲンの主な原因となっている (Holgate ,2012) 。室内のダニの

中ではチリダニが 70%以上と最も多く生息しており、 その中でもヒ ョウヒダニが 9割

を占めている。ヒョウヒダニはコナヒョウヒダニとヤケヒョウヒダニが主な種類である。

体長は約 0.4 mm で4対 の脚をもっている。コナヒョウヒダニとヤケヒョウヒダニはよ

く似ているが、背面のしわの縞模様や雌の産卵口、雄の背板の形などが異なっている。

両種とも卵から脚が 3対の幼虫になり、脚が 4対の前若虫、後若虫、成虫と約 30 日か

けて発育する。コナヒョウヒダニは生息環境が悪化すると長期発育休若虫と呼ばれる休

眠型になる。 ヒョウヒダニの主食は皮膚、特に角皮落屑物 （フケ、アカ）であり 、角皮

は硬いケラチンからなっており、ヒョ ウヒダニは強力なタンパク分解酵素をもっている。

両種ともアメリカに広く分布している。ヨーロッパではヤケヒョウヒダニが優占種であ

るが、一部地域ではコナヒョウヒダニが優占となっている (Zock et. al., 2006) 。日本で

は、東京と名古屋でコナヒ ョウヒダニが優占種であり 、大阪、仙台、福岡、徳島、広島

でヤケヒョウヒダニが優 占種となっている (Ree et. al. , 1997) 。ダニが産生するアレルゲ

ンの中で特に問題となるのは、排泄物中に多く含まれる分子量約 25 kDaのグループ l

アレルゲンおよび虫体中に多 く含まれる分子量約 14kDa のグ）レープII アレルゲンであ

る。これらのアレルゲンとして、コナヒョウヒダニではDer fl、Der t2 が、ヤケヒョウ
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ヒダニでは Der pl、Der p2 が、それぞれ、見出されている。 Der fl とDer pl およびDer

f2 とDerp2 はそれぞれ高い相同性を有している。

これらのダニは様々なアレルギー疾患発症の主要な因子である。ヤケヒョウヒダニに

より引き起こされるアレルギー応答が、放射線を照射されたTLR4 欠損マウスまたは野

生型マ ウスに、TLR4 欠損マウスまたは野生型マウスから得られた骨髄マク ロファージ

を挿入して作られたキメラマウスを用いて検討された。 これは気道のアレルギー応答に

必要とするのは、気道上皮細胞に存在する TLR4 かマクロ ファージに存在する TLR4 か

を調べられたものである。この実験ではマクロ ファージに存在する TLR4 の有無にかか

わらず、気道上皮細胞のTLR4 が存在しなければ、 アレルギー応答に関係するサイトカ

インの産生が起こらなかった。このことより 、ヤケヒョウ ヒダニに引き起こされるア レ

ルギー応答には気道上皮細胞のTLR4 が重要な役割を果たしているこ とが明らかにされ

た(Hammad et. al., 2009) 。さらに、 Derp2 はTLR4 の補助因子である MD-2 と構造的な相

同性を示し、 MD-2 欠損マウスに Der p2 とLPS で気道を刺激する と、炎症に関わる好

酸球やリンパ球を増加させることが見出されている。これは Der p2がMD-2 作用を補

ったこ とを示しており、 Derp2 がMD-2 と同様に、 LPS と結合しTLR4 シグナル伝達を

活性化することを報告している(Tronmpette et. al., 2009) 。一方で、 Derp 2はTLR2依存的

に気道平滑筋細胞を活性化し、 炎症応答を引き起こすことも知られている (Chiou et. al., 

2009) 。このようにヤケヒョウヒダニによ り誘発されるア レルギーの成立には TLRs が重

11 



要な役割を果たしていることが明らかになってきている。しかし、コナヒョウヒダニは

本邦では広く分布しているダニにもかかわらず、このダニにより誘発される 自然免疫応

答に関しては報告がない。そこで、本研究ではダニによって誘発されるアレルギーにお

ける自然免疫の活性化の役割を明らかにすることを目的として、コナヒョウ ヒダニの虫

体と排泄物から得られた抽出物を用いて、これらによ り活性化される自然免疫応答を解

析した。
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【材料および方法】

＜試薬＞

Tripalrnitoyl-Cys-Ser-Lys-Lys-Lys-Lys (Parn3CSK4) および MALP-2 (Bachern,Bubendorf, 

Switzerland) は25mM のoctyl glucoside で懸濁した。LPS はSalmonella abortus equi 由来

のもの (Galanos et. al., 1979; Tanamoto et. al., 2000; Murai et. al., 2002) を用しヽた。Poly(l :C)

はGEHealthcare (Amersham Place, U.K.) から入手した。フラジェリ ン、CL-97 、imiquimod

および一本鎖RNA (ssRNA40) はInvivoGen (San Diego , CA, U.S.A.) か ら入手した。CpG

oligodeoxynucleotide (CpG ODN 2006) はOperon Biotechnologies (Tokyo, Japan) か ら入手

した。コナヒョウヒダニの虫体抽出物 (DF-b: lot No. FUF06032, SHE10015) および排泄物

柚出物 (DF-e: lot No. SHE12031, FUF11021) はITEA Inc. (Tokyo , Japan) から入手した。

DF-b とDF-e の濃度はそれぞれ、 タンパク量と Der fl の含有量に基づいて規定した。

DF-e では、1μgのDer fl を含 砂 ものを lU として定義している。 エ ンドトキシン特異

的なリムルス試験 (Endospecy; SEIKAGAKU CORPORATION,Tokyo , Japan) によ り、

DF-b はおよそ3EU/μg のエンドトキシンを含 み、DF-e は7.8 EU/ml のエン ドトキシ ン

を含んでいた。リコンビナ ン トLPS-binding protein (LBP) はOgura ら (2013) の方法に

準じて作成した。Lipase はブタすい臓由来のものをSigma(St. Louis , Mo.) から入手した。

＜細胞培養＞

HEK293 細胞株と HeLa 細胞株(ATCC ,Manassas ,VA, U.S.A .)は Dulbecco's modified 
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Eagle's medium (Life Technologies ,Grand Island, NY, U.S.A .)にfetal bovine serum (FBS; 

Life Technologies) 、penicillin (Life Technologies) およびstreptmycin (Life Technologies) を、

それぞれ、10% 、100 l l と なる

養した。NF- 追依存性のルシフェレースレポーター細胞株である 1774-ELAM の作成は

既に報告済み (Ogura ら2013) である。LPS 低応答性のC3H/H eJマウスの骨髄マクロフ

ァージから樹立された I-13.35 細胞株 (ATCC) は DMEM に、 M-CSF の供給元として

RADMAC 細胞 (ATCC) から調整したコ ウディ ションメディウムを 20%となるよ うに

加えた培地で培養した。

くプラスミド＞

NF迎 依存性のルシフェ レースレポータープラス ミド pELAM -L とCD14 、TLR4 、

MD-2 および TLR2 の発現プラスミドについては Muroi ら (2002) により報告済みであ

る。 TLRl とTLR9 の発現プラスミ ドはこれらのコード領域を、分化した THP-1 細胞 の

total RNA を鋳型にして、reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) によ り増

福し、作成した。TLR3 の発現プラス ミドは、コー ド領域を含む cDNA クローンの

Hs.29499 (Stratagene ,La Jolla, CA, U.S.A.) 、FLJ94938 および FLJS 13 80 (Toyobo,Osaka , 

Japan) から PCR 法により作成した。TLR5 、TLR7 およびTLR8 の発現プラスミドは、

コード領域を含む I.M.A.G.E cDNA クローンのそれぞれ40035618 、5582918 、40008788

を用いて PCR 法により作成した。TLR6 の発現プラスミドは、 コー ド領域を含む
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I.M.A.G.E cDNA クローン40007924 およびLIFES EQ5118201 から作成した。 これら遺伝

子のコード領域は哺乳類の発現プラスミ ドpcDNA3 (lnvitrogen,Carlsbad , CA, U.S.A) に

組み込んだ。

<Reporter Assay> 

ルシフェレースレポーター活性の測定は Muroi ら (2012) の方法に従い行った。

HEK293 細胞と HeLa 細胞を 6ウェルプレートに播種し、次の 日に目的のTLR プラスミ

ド、0.2μg のpELAM-L および5ngのphRL-TK をリ ン酸カルシウム沈殿法またはProme ga

社 (Madison, WI, U.S.A) のプロトコールに従いFuGENE HD Transfection Reageant を用

いて遺伝子導入した。導入24-32 時間後に、DMEM に置換し、細胞をDF-e または対応

する TLR リガンドで6時間刺激した。 Fig. 5,6 では、刺激はPBS を加えていないDMEM

に100 ng/ml のLBP を加えた培養液で行った。刺激後、Phosphate Buffered Saline (PBS) で

洗浄し、プロテアーゼ阻害剤カクテル (Naca laiTe sque ,Kyoto , Japan) を派加した lysis

buffer (10 mM HEPES-KOH pH7.9, 10 mM KCl, 5 mM EDTA, 40mM p-gl ycerophosphate , 30 

mM NAF , 1 mM Na3 V04 , 0.5 % NP-40 , 1 mM Dithiothreitol) を加え、細胞抽出液を調整した。

細胞抽出液のレポー ター遺伝子活性は Promega 社の プロトコールに従い、

Dual-Luciferase Reporter Assay System で測定した。細胞の生存率は細胞の抽出液を

CellTiter-Glo Luminesc ent Cell Viabilit y Assay Kit (Promega) で測定し、ウェル間の細胞数

および遺伝子導入効率の差に基づくレポーター活性の誤差を補正した。
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＜統計解析＞

2つのグループの比較は Student 's t-test で解析した。多数のグループの比較には、ニ

元配置分散分析を行い、その後 Tukey-Kramer 法によ り解析した。p <0.05 のときに有意

に差がある と判断した。
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【結果】

くダニ抽出物による NF-KB の活性化＞

転写因子である NF-KB の活性化が TLR による自然免疫応答の指標となっている。そ

こで、 TLR1"'-'TLR9 の全てのリガンドに応答して、 NF-KB 依存性のルシフェレースレポ

ー ター遺伝子を発現するマウスマクロファージ細胞株(J774-ELAM) を用いてコナヒ ョ

ウヒダニ排泄物抽出物(DF-e) 及び虫体抽出物(DF-b) の 自然免疫活性化能を評価した。ル

シフェ レース活性は 0.1-100 mU/ml のDF-e 、0.1-10μg /ml のDF-b、0.1 -100 ng/ml のLPS

で刺激 した後に測定 した (Fig. 3)。DF-e は 1mU/ml から濃度依存的にレポー ター活性を

上昇させ、 10mU/ml でLPS の 1ng/ml と同等の活性を示したが、 DF-bは 10μg/ml で わ

ず か に活性が見られる程度であった。そこで本研究で は、DF-e に よ り引 き起こされる

自然免疫の活性化に焦点をあてた。
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<DF-e 刺激による NF-KB の活性化に関わる TLRs >

DF-e による自然免疫活性化に関わっている TLRs を調べるために、 TLRs を発現して

いないHEK293 細胞にそれぞれのTLR を発現させ、DF-e お よび対応する TLR の リガン

ドの応答性を検討した (Fig. 4)。TLR 7, TLRS, TLR9 はHEK293 細胞に発現させても対応

す るリガンドに応答 しなかったため、これらの TLR については発現させる とリ ガン ド

に応答する HeLa 細胞を用いた。 TLR1/TLR2 (Fig. 4A) またはTLR2 /TLR6 (Fig. 4B) を

HEK293 細胞に NF- 心依存性のルシフェレース レポーターと共に発現させると、 100

mU/ml のDF-e で レポー ター活性が増加した。 活性はそれぞれ対応する TLR の リガン ド

Pain 3CSに(0.1μg/ml) とMALP-2 (0.1μg /ml) の活性のおよそ 20-30 %であった。TLR4 リガ

ン ドの応答に必要な CD14, TLR4 , MD-2 をHEK293 細胞に発現させると 10 mU/ml の

DF-e でレポーター活性は増加し、 100 mU/ml では LPS (10 ng/ml) の活性のおよそ 80%で

あった (Fig .40) 。他のTLRs をHEK 293 細胞または HeLa 細胞に発現させても、対応す

るTLR のリガンドに応答するもののDF-e によるNF-KB の活性化は起こ らなかった (Fig.

4C, E-H) 。
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<Der fl, Der f2 のMD-2 禄作用の検討＞

LPS はNF-KB を活性化するために CD14,TLR4,MD-2 の3つの分子を必要とする。

方で、ヤケヒョウヒダニに含まれるアレルゲンの Der p2 は TLR4 の補助因子である

MD-2 と構造的な相同性を示し、MD-2 を発現していないマク ロファージ細胞でも MD-2

様の機能を発揮し、TLR4 のシグナル伝達を活性化することが報告されている。そこで、

Derp2 と相同性を示すコナヒョウヒ ダニのアレルゲンDer f2 および、もう一つの主要な

アレルゲンDer fl がMD-2 様の作用を持っているのかを解析した。NF-KB 依存性ルシフ

ェレースレポーター遺伝子を導入した HeLa 細胞にCD14 およびTLR4 を発現させ、さ

らにDer fl, Der f2 またはMD-2 を発現させて、TLR4 の リガンドである LPS (100 ng/ml) 

で刺激した (Fig .SA) 。なお、fetal bovine serum (PBS) に可溶性MD-2 が含まれている可

能性があり、その影響を避けるために、 FBS 非存在下、LBP を加えて刺激を行った。

MD-2 を発現させると活性の増加が見られたが、Der fl およびDer f2を発現させても LPS

の応答は見られなかった。Derp2 のMD-2 様作用には 92番目のtyrosine が重要であり、

ここで用いた Der f2 クローンの該当するアミノ酸は phenylalanine であったため、これ

をtyrosine に置換した変異体 (Der f2Y) についても検討した (Fig. 58) 。しかし、 LPS に

よる応答は見られなかった。なお、 Der fl および Der f2、Derf2Y 蛋白が発現しているこ

とは確認している。
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HeLa 細胞にTLR4 、CD14 に加えて Der fl, Der f2 またはMD-2 (A) とともにルシフェレ

ースレポータープラスミドを遺伝子導入した。24 時間後、血清を含まない培養液に 100

ng/m lのLBP を加 え、100 ng/ml のLPS で刺激し、 6時間後にルシフェ レース活性を測

定 した。Der 位 の92番目のアミ ノ酸を tyros ineに置換した Derf2Y も同様に遣伝子導入

をし、刺激をした (B) 。値は平均値士S.E .M.で表記した (n=4) 。**p<O.Ol はDer fl, Der f2, 

Derf2Y またはMD-2 を発現させていない細胞の活性と比較した。
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<DF-e によるTLR4 を介したNF-KB の活性化に必要な分子＞

LPS はNF-KB を活性化するために CD14,TLR4,MD-2 の3つの分子を必要とする。そ

こで、 DF-e がこれらの分子の中でどの分子を必要とするかを調べた。HEK293 細胞に

NFー心依存性のルシフェレースレポーター遺伝子と共にCD14, TLR4, MD-2 を組み合わ

せて導入し、 100 mU/ml のDF-e または 10ng/ml のLPS で刺激した (Fig. 6A) 。FBS に可

溶性の CD14 およびMD-2 が含まれている可能性があ り、その影響を避けるために、刺

激はFBS を加えていない培養液で行った。 LPS で刺激する際はLBP を加えた。刺激 を

していないTLR4 とMD-2 を発現させた細胞、 LPS で刺激した CD14 とTLR4 を発現さ

せた細胞およびDF-e で刺激した MD-2 とTLR4 を発現させた細胞でわずかにレポータ

ー活性の上昇が見られたが、 DF-e およびLPS の刺激 によりレポーター活性が明らかに

増加したのはCD14, TLR4, MD-2 の3者を発現させたときのみだった。この結果は DF-e

がTLR4 を介してNF-KB を活性化するためにはLPS と同様に、CD14 およびMD-2 を必

要とすることを示している。

確認のために、 同様の実験を HeLa 細胞でも行った(Fig. 68) 。CD14 ,TLR4 , MD-2 を発

現させていないベクターのみを導入した HeLa 細胞でもDF-e の刺激によ りわずかにレ

ポーター活性が増加した。その活性はCD14 を発現させると増強された。CD14 に加 え

て、 TLR4 またはMD-2 を発現させても レポーター活性に影響を与えなかったが、 これ

ら全ての分子を発現させる と、レポーター活性はCD14 を単独で発現させたときよ りも
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さらに強くなった。一方で、 LPS の刺激によるレポーター活性はCD14 を単独で発現さ

せたときには見られず、CD14 とMD-2 を発現させたと きにはレポーター活性が上昇し、

TLR4 を発現させると、活性は顕著に増加した。これらの結果より、 DF-e がNF-KB を

活性化するにはTLR4 を介する機構ではLPS と同様、補助分子であるCD14 とMD-2 が

必要であるが、 HeLa 細胞での結果よ りLPS とは異な り、TLR4 を介さないで CD14 が

関与する機構も存在することが明らかになった。
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DF-e による TLR4 を介したNF- 心の活性化に必要な分子

HEK293 細胞 (A) またはHeLa 細胞 (B) にCD14, MD-2 およびTLR4 の発現プラスミ

ドまたは空ベクターを組み合わせて、NF-KB 依存性のルシフェレースレポータープラス

ミドと共に遺伝子導入した。 24 時間後、 FBS を含まない培養液で 100 mU/ml のDF-e ま

たは 10ng/ml のLPS で刺激した。LPS で刺激したときには 100 ng/ml のLBP を加えた。

ルシフェレース活性を6時間後に測定した。値は平均値士S.E.M. で表記した(n=4) 。*p<0.05,

**p<0.01 は空ベクターのみを導入した細胞の活性と比較した。
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<DF-e によるTLR4 非依存性経路を介する NF-KB の活卜生化＞

DF-e により NF-KB を活性化するためには、 HEK293 細胞の結果よ りTLR1/TLR2 (Fig. 

4A) またはTLR2/TLR6 (Fig. 48) を介する機構、さ らにHeLa 細胞の結果より CD14 が関

与する機構 (Fig. 6B) を介することが明らかになった。そこで、 TLR4 非依存的な機構が

DF-e によるNF- 心 の活性化にどの程度寄与しているのかどうかを検討するために、LPS

に低応答性の C3H/HeJ マウスから樹立した骨髄マクロ ファージ株化細胞I-13.35 を用い

た。NF-KB 依存性のルシフェレースレポーター遺伝子に加えて TLR4 の発現プラスミド

または空ベクターを共に導入した1-13.35 細胞をDF-e, LPS またはPam 3CSK4 で刺激した

(Fig. 7)。TLR4 を発現させていないI-13.35 細胞では LPS の刺激によ りレポーター活性

がわずかに増加するのみであったが、TLR4 を発現させると顆著に増加 し、この細胞系

の LPS 低応答性が確かめられた。DF-e はTLR4 を発現させていなくても濃度依存的に

NF-KB の活性化を引き起こし、 TLR4 を発現 させるとこの活性がわずかに増強された。

この結果はTLR4 非依存性のシグナルも DF-e による NF-KB の活性化に大きく寄与する

こと を示している。
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Fig. 7 DF-e による TLR4 非依存性の NF-KB の活性化

LPS 低応答性の 1-13.35 細胞に TLR4 発現プラスミドまたは空ベクターと共に NF-KB

依存性のルシフェレースレポータープラスミドを遣伝子導入した。 24 時間後、図に示

した濃度の DF-e 、0.1μg/ml のPam3CSK4 (CSK4) または 0.1μg/ml のLPS で刺激をし、

ルシフェレース活性を測定した。値は平均値士S.E.M. で表記した(n=4) 。*p<0.05, **p<0.01 

は刺激をしていない活性と比較した。
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<DF-e によるCD14 /TLR2 依存性経路を介するNF-KB の活性化＞

DF-e はTLR4 非依存性の機構を介してNF-KB を活性化し (Fig. 7)、さらに、 HeLa 細

胞での検討により CD14 が関与する機構も存在することが明らかになった (Fig. 68) 。

HeLa 細胞はわずかにTLR2 とTLR4 を発現しており、 TLR2 リガンドに応答し、 NF- 由

を活性化する。また、 Fig. 4A,B よ りTLR2 を介する機構でNF-KB を活性化することも

判明しているので、CD14 とTLR2 の関与をこれらのタンパクを発現していないHEK293

細胞で検討したoHEK293 細胞にNFー吐依存性のルシフェレースレポーター遺伝子およ

びCD14 とTLR2 をそれぞれ単独、または両方を発現させ(Fig. 8 inset) 、DF-e で刺激し

た(Fig. 8)。CD14 を単独で発現させた時には DF-e による レポーター活性の増加は見ら

れなかった。 TLR2 を単独で発現させると、DF-e の 10mU/ml から活性の増加が見られ

た。 CD14 とTLR2 の両方を発現させると、 TLR2 単独の場合に比べ、レポーター活性

が増強され、 1mU/ml の濃度でも活性が見られた。これらの結果より、 DF-e はTLR2を

介してNF-KB を活性化し、それはCD14 により増強されることを示した。
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Fig. 8 DF-e による CD14/TLR2 を介したNF-KB の活性化

HEK293 細胞にNFー心依存性ルシフェレースレポータープラスミドと共にCD14 およ

びTLR2 の発現プラスミ ドをどちらか、または両方を遺伝子導入した。24 時間後、図に

示した濃度の DF-e で刺激し、ルシフェ レース活性を測定した。Western blot 法によ り、

CD14 とTLR2 の発現を検出した (inset) 。値は平均値士S .E.M. で表記した (n=5) 。*p<0.05 ,

**p<0.01 は、対応する遺伝子導入細胞で、刺激をしていない場合の活性と比較した。
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<DF-e によるNF-KB の活性化に対するポリミキシン Bの影審＞

DF-e による TLR4 を介する NF-KB の活性化には、 LPS の場合と同様に CD14 ,TLR4, 

MD-2 の全ての分子を必要とし、また、室内ダニの抽出物には共生している細菌自身の

エンドトキシンを含んでおり、本研究で用いた DF-e もマクロファージを活性化するに

は十分な量を含んでいたことからエンド トキシンの関与を検討した。HEK293 細胞に

NFー曲依存性のルシフェレースレポーター遺伝子とと もにCD14, TLR4 , MD-2 を導入し

た。LPS の生物学的活性を抑制することが知られているポリミキシンBの存在下でDF-e

またはLPS で刺激し、レポーター活性を評価した (Fig. 9A) 。ポリ ミキシンBはLPS お

よびDF-e による NF-KB の活性化を濃度依存的に抑制した。 次に、 DF-e はCD14/TLR2

依存性の機構を介しても NF- 心 を活性化するので、この機構でのポリミキシン Bの効

果を調べるために、 CD14 およびTLR2 を発現させた HEK293 細胞にポリミキシン Bの

存在下で DF-e または Pam 3CSK 4で刺激 し、レポーター活性を評価した (Fig. 98) 。ポリ

ミキシンBはCD14/TLR4/MD-2 を介したNF-KB の活性化を抑制した濃度と同様の濃度

範囲で、CD14/TLR2 を介したDF-e によるNF-KB の活性化も抑制した。一方で、Pam 3CSK 4

による活性化には影響を及ぼさなかった。さらに、 1-13.35 細胞での DF-e によるNF-KB

の活性化をポリ ミキシンBが抑制するかどうかを検討した (Fig. 9C) 。1-1 3.3 5細胞では、

ポ リミキシン BはDF-e によるNF-KB の活性化に有意に影響を及ぼさなかった。 これら

の結果より、DF-e にはCD14/TLR4 /MD-2 依存性お よびCD14/TLR2 依存性の機構を介 し
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てNF-KB を活性化するポリミキシン B感受性の物質を含み、さらに、ポリ ミキシン B

非感受性の物質も NF-KB の活性化に関わっていることが明らかになった。
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Fig. 9 DF-e による NF-KB の活性化に対するポリミキシンBの影瞥

HEK293 細胞にCD14, TLR4 およびMD-2 (A) またはCD14 およびTLR2 (B) の発現プ

ラスミドを NF-KB 依存性のルシフェレースレポータープラスミドと共に遺伝子導入し

た。 24 時間後、図に示した濃度のポリミキシン Bを加え、 10mU/ml のDF-e 、10ng/ml 

のLPS または 100 ng/ml のPam3CSK4 (CSK4) で刺激した。 1-13.35 細胞 (C) にNF-KB 依

存性のルシフェレースレポータープラスミドを遺伝子導入し、同様に刺激した。 6時間

後、ルシフェレース活性を測定した。値は平均値士S.E.M. で表記した (n=3-8) 。*p<0.05,

**p<0.01 はポリミキシン Bを加えていない同じ刺激物質の応答による活性と比較した。
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<DF-e に含まれる NF-KB を活性化する物質の性状解析＞

次に、 DF-e に含まれるNF-KB を活性化する物質の性状について検討した。まず、 DF-e

に含まれる活「生物質の分子量を把握するために、分子量が 1,000 kDa 以下の物質を保持

するゲル濾過担体(CHROMA SPIN-200) を用いて、 DF-e ,LPS およびPam 3CSK4 をゲル濾

過し、そのフロースルー画分の活性を、NF-KB 依存性のルシフェレースレポーター遺伝

子とともにCD14, TLR4, MD-2 またはCD14, TLR2 を導入したHEK293 細胞で検討した。

CD l 4/TLR4/MD-2 を発現させた細胞では、LPS のI ng/ml の濃度でゲル濾過により活性

が減弱される傾向を示し、 DF-e でも lmU/ml で50% 程度に抑制された(Fig. IOA) 。CD14

とTLR2 を発現させた細胞では、 Pam 3CS Ktの活性が完全に消失するのに対し、 DF-e の

活 性はいずれの濃度でも 50% 程度に減弱するのみであった(Fig. IOB) 。さらに、I-13.3 5

細胞でもゲル濾過 による影響を検討した (Fig. 1 OC) 。1-13.35 細胞でも Pam 3CSK4 の活性

はゲル濾過により ほぼ完全に消失するものの、 DF-e の活性はやや減弱するものの、有

意な減少ではなかった。これらの結果は、DF-e に含まれている CD14/TLR4 /MD-2 を介

してNF-KB を活「生化する物質、CD14 /TLR2 を介して活性化する物質、さらには 1-13 .35

細胞を活性化する物質はいずれも見かけ上の分子量が非常に大きいものである こと を

示している。
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HEK293 細胞にCD14 ,TLR4 およびMD-2 (A) またはCD14 およびTLR2 (B) の発現プ

ラスミドを NF姐 依存性のルシフェレース レポータープラスミドと共に遺伝子導入し

た。 24 時間後、図に示した濃度のDF- e, LPS 、Pam 3CSK4 (CSK4) 、または、それぞれを

ゲル濾過したフロースルー画分で刺激した。 I-13.35 細胞 (C) にNFー心依存性のルシフ

ェレースレポータープラスミドを遺伝子導入し、同様に刺激した。6時間後、ルシフェ

レース活性を測定した。値は平均値士S .E.M. で表記した (n=3-4) 。*p<0.05 ,**p<O.OI はゲ

ル濾過 を しないで刺激した活性と比較した。
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ジアシルおよびトリアシルリポ蛋白がTLR2 を介してNF-KB を活性化することは知

られている。そこで、次に、 DF-e に含まれる活性物質にこのよ うな物質が関与してい

るか どうかを検討するために、 lipase 処理の影誓を検討した。DF-e ,LPS および

Pam 3CS ににlipase (SOOU /ml) を添加または非添加後、37℃で1時間処理し、続いて、lipase

を失活させるために 98℃、5分加熱処理して、 NF- 心 依存性のルシフェレースレポータ

ー活性を検討した。CD14, TLR4, MD-2 を発現させた HEK293 細胞ではLPS およびDF-e

ともに lipase 処理によ り活性に影響は受けなかった (Fig. l lA) 。CD14 とTLR2 (Fig. 

ll さ li e の活性が完全に消失し

たのに対し、 DF-e の活性は影響を受けなかった。I-13.35 細胞でも同様に lipase 処理に

より Pam3CSK 4の活性が完全に消失したのに対し、DF-e の活性は影響を受けなかった

（データは示していない）。これらの結果より DF-e に含まれている活性物質はアシルリ

ポ蛋白のような脂肪酸エステルを含む物質ではないことが明らかになった。 また、lipase

処理後に 98℃、 5分間の加熱処理を行っても CD14 /TLR4/MD-2 依存性の活性、

CD14/TLR2 依存性の活性、 さらには 1-1 3.35 細胞における活性のいずれも消失しなかっ

たことから、これらを活性化する物質は熱耐性の物質である と言える。
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ラスミ ドをNF- 心 依存性のルシフェレース レポータープラスミ ドと共に遺伝子導入し

24 時 間後 、lipase 処理 (500 U /ml、37℃ 、1時間）または lipase を加えないで同様

に処理したDF-e, ま し 。 、

活性を測定した。値は平均値土S.E .M.で表記した (n=3-4) 。

理をしないで刺激 した活性 と比較 した。

DF-e の活性に及ぼすlipase 処理の影響Fig. 11 

Jレシフェレース

*p<0.05, **p <O.Ol はlipase 処
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【考察】

本研究では、主要な室内アレルゲンであるコナヒョ ウヒ ダニの排泄物抽出物 (DF-e)

はCD14/TLR4/MD-2 依存性と CD14/TLR2 依存「生の機構を介してNF-KB を活性化するこ

とを明らかにした。もう 1種の主要な室内アレルゲンであるヤケヒョ ウヒダニの虫体抽

出物は気道組織細胞の TLR4 を介して喘息を引き起こすこ とが幸伎告されている

(Hammnd et. al., 2009) 。本研究では、コナヒョウヒダニの虫体抽出物 (DF-b) がマウスの

マ クロファージ細胞系で、わずかに NFポBを活性化した。 一方で、 排泄物抽出物では

顕著な活性化が見られた (Fig. 3)。抽出物のアレルゲン含有量の解析により 、グルー プ

Iアレルゲンが主に排泄物抽出物中に存在し、グループII アレルゲンは虫体抽出物と排

泄物抽出物の両方に存在することが明らかになってい る (Heymann et. al., 1989) 。ヤケヒ

ョウヒ ダニで見出だされているグループII アレルゲンの Der p2 はTLR4 の補助分子で

ある MD-2 が存在していなく ても、LPS と協同してTLR4 シグナリングを活性化する こ

とが報告されている (Tronmpette et.  al. , 2009) 。さらに彼らは、 Derp2 はMD-2 様の機能

を果 たし、 CDl4 および TLR4 を発現させた HEK293 細胞、または、 MD-2 欠損マウス

のマクロファージでサイトカイン産生が起きることも見出している。しかし、本研究に

おいて、 DF-e が HEK293 細胞でNF-KB を活性化するためには、CDl4 およびTLR4 に

加えて MD-2 の発現が必要であった (Fig. 6A) 。コナヒョウヒダニは Derp2 に相同の Der

f2 を持ち、報告(Ichikawa et. al. , 2009) によれば、 Der f2 もMD-2 様 の活性を示すとされて

37 



いる。しかし、 CD14 およびTLR4 を発現させた HeLa 細胞に Derf2 を発現させても LPS

の応答は見られなかった (Fig. SA) 。Derp2 のMD-2 様作用に必要と されるのは92番目

のtyrosine であり、 Derf2 の該当箇所を tyrosine に置換した Der f2Y でもCD14 および

TLR4 を発現させた HeLa 細胞でNF-KB の活性化は見られなかった (Fig. SB) 。MD-2 と

は構造的に異なる、コナヒョウヒダニで見出だされているグループIア レルゲンである

Der fl を、 CD14 およびTLR4 と共にHeLa 細胞に発現させても NF- 追 の活性化は起こ

らなかった (Fig. 5A) 。これらのことから、本研究で見られたDF-e による NF- 心の活性

化にはDer f2 もDer fl も関与しないことが言える。

喘息の発症と重症化にはエンド トキシンが関わることが考えられている

(Braun-Fahrlander et. al., 2002; Bajenoff et. al., 2006) 。Braun-Fahrlander (2002) らは、室内

ダニのエンドトキシンレベルは子供のアレルギー感作の程度に相関していたと報告し

ている。Trompette ら (2009) は、 生物活性を示さない微量の LPS が結合 したリコン ビ

ナント Derp2 がMD-2 を欠損しているマウスマクロファージでも TLR4 依存性の自然免

疫系のサイトカイン産生を刺激することを報告している。室内ダニ抽出物は共生してい

る細菌自身に由来するエンドトキシンと汚染由来のエンドトキシンを含んでいるこ と

が知られている (Trompette et. al., 2009) 。本研究で用いたDF-e は実験室レベルで培養さ

れたコナヒョ ウヒダニから調整されたものなので、DF-e に含まれるエ ンドトキシンは

環境汚染に由来する可能性は低い。エンド トキシン特異的リムルス試験により 、本研究
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で用いた DF-e は ImU/ml の溶液中に 7.8 EU/ml のエンドトキシンを含むことが明らか

になっている。この量は、本研究で用いた LPS の2.3 ng/ml に相当し、マウスマクロフ

ァージ細胞を活性化するのに十分な濃度である(Fig. 3)。さらに、 CD14, TLR4, MD-2 を

発現させた HEK293 細胞では、 LPS による NF- 心の活性化を抑制する濃度のポリ ミキ

シン B により DF-e による活性化も抑制された (Fig .9A) 。 これは DF-e によ る

CD l 4/TLR4/MD-2 依存性の NF- 田の活性化にエンドトキシンが寄与することを示唆す

るが、 CD14 とTLR2 を発現させた HEK293 細胞でも DF-e による NF- 心の活性化が同

じ濃度範囲のポリミキシンBで抑制された (Fig. 9B) ことから、DF-e にはLPS とは異な

るポリミキシン B 感受性の物質を含み、それが CDl 4/TLR4/MD-2 依存性の機構 と

CD14/TLR2 依存性の機構の両方を介してNF-KB を活性化する可能性も考えられた。

DF-e は LPS 低応答性 C3H/HeJ マウスの骨髄マクロファージ由来の 1-13.35 細胞でも

NF-KB を活性化した (Fig. 7)。この細胞系はtlr4 遺伝子の変異により LPS に十分に応答

しないので、 TLR4 を介した活性化の可能性は低い。また、この活性化はポリミキシン

Bによる影響を受けなかった (Fig. 9C) 。CD14 とTLR2 を発現させている HEK293 細胞

ではポリミキシン Bにより活性化が抑制されるので、 1-13.35 細胞における活性はTLR2

依存性のものでもないと言える。HEK293 細胞での検討により 、TLR2 とTLR4 以外の

TLRs はDF-e の活性に関与しなかったこと、また、HEK293 細胞は遺伝子導入 をしなけ

れば、 DF-e に応答しなかったことから、1-13.35 細胞で見られた活性化はTLR を介さな
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いマクロファージ特異的なものであるかもしれない。最近では TLR以外のパター ン認

識受容体も自然免疫の活性化に関与する ことが明 らかになってきており (Kawai and 

Akira, 2010) 、1-13.35 細胞で見られた活性はこれらの受容体を利用しているのかも知れ

なし、0

DF-e に含まれている I-13.35 細胞を活性化する物質と、 CDl 4/TLR4/MD-2 または

CD14 /TLR2 を介して活性化する物質は上述のようにポリ ミキシン B感受性の点で異な

る物質であると言える。 しかし、いずれの活性化物質も分子量が 1,000 kDa 以下の物質

を保持するゲル濾過担体には保持されなかったことから、これらの物質は分子量 1,000

kDa 以上のものであるか、もしくは、 LPS と同様に水溶液中で凝集体やミセルを形成す

ることにより見かけ上の分子量が大きくなった物質である と考えられる。また、熱およ

び lipase に耐性であったこともこれらの活性化物質に共通する特徴であった。 さらに、

DF-e をproteinase-K で処理 (600U/m l、37℃、 18 時間）してもマ ウスマクロファージ細

胞における NF-KB の活性化能に影響を与えなかった（データは示していない）こ とか

ら、これらの活性化物質はタンパク質ではないと考えられる。これらの活性物質の同定

は今後の問題である。

アレルギーの成立には抗原提示細胞によるアレルゲンの提示だけではなく、自然免疫

が活性化される必要もあることが明らかになってきている。TLR は日然免疫の活性化に

中心的な役割を果た しており、 本研究では、 コナヒョ ウヒダニが CD14/TLR4/MD-2 依
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存性の機構と CD14 /TLR2 依存性の機構を介して自然免疫を活「生化することを明らかに

した。さらには TLR 以外の系を介して自然免疫を活性化する物質もコナヒョウヒダニ

に含まれていることも解明し、これらによる 自然免疫の活性化がコナヒョウヒダニによ

るアレルギーの誘導に関わっているものと思われる。今後、これらの物質が同定される

ことにより、ダニアレルギーの克服への道が開かれることが期待される。
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【総括】

コナヒョウヒダニによる 自然免疫の活性化を NF-KB の活性化を指標に検討した。 コ

ナヒョ ウヒ ダニ虫体抽 出物にはほとんど活性が見られず、排泄物抽出物には LPSに匹

敵する活性が見られた。 この活性には CDl 4/TLR4 /MD- 2を介する系、 CD14 /TLR2 を介

する系、および、TLR 以外のマクロファージ特異的と思われる系を介する系が関与して

いた。 CDl 4/TLR4 /MD- 2またはCD14 /TLR2 を介して活性化する物質と1-13.35 細胞を活

性化する物質でポリミキシン B感受性の点で異なっていたが、これらの活 性物質はい

ずれも見かけ上の分子量が非常に大きく 、熱およびlipa se耐性である共通的な特徴があ

ることを明らかにした。
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