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博士論文要旨 

所属 

（主指導教員） 
分子免疫制御研究室（河合 太郎 教授） 

氏名 村瀬 本弥 提出 平成 30年 1月 22日 

題名 
Toll-Like Receptorsを介した自然免疫応答における 

V型 ATPaseサブユニットの役割 

【背景と目的】 

マクロファージや樹状細胞といった自然免疫細胞は、Toll-like receptor（TLR）フ

ァミリーなどのパターン認識受容体（Pattern-recognition receptors: PRRs）を介して病
原体成分を認識し、抗ウイルス作用をもつⅠ型インターフェロン（IFN）やインター

ロイキン-6（IL-6）などの炎症性サイトカインの産生を誘導する。興味深いことに、
近年エンドソーム内腔の pH酸性環境を Bafilomycin A1や Chloroquineなどの阻害剤

により中性化すると、病原体由来の核酸を認識するエンドソーム局在型の TLR3、
TLR7 および TLR9 の自然免疫応答が減弱することが明らかとなった。しかしなが

ら、これらの薬剤は細胞増殖抑制を有することや現在解明されている知見では説明
不可能な作用機序のもと自然免疫応答に関与することが示唆されている。また、自

然免疫細胞のエンドソーム内 pH環境の中性化によるエンドソーム局在型 TLR以外
の PRRsの動態を示した報告はない。そこで本研究および当研究室の先行研究では、

エンドソーム内 pH 制御の根幹を担う V 型 ATPase プロトンポンプの ATP6V0D2 又
は ATP6V1B2サブユニットの欠損 RAW264.7 細胞（マウス系マクロファージ癌細胞

株、以下 V0D2 KOおよび V1B2 KO）を CRISPR/Cas9システムにより樹立し、これ
ら欠損細胞株の自然免疫応答を詳細に解析することで、本来エンドソーム内 pH 環

境が自然免疫応答に及ぼす影響を紐解くことを目的とした。 

 

【結果と考察】 

樹立した V0D2 KO細胞および V1B2 KO細胞の各欠損遺伝子の発現量の低下を

RT-qPCR により確認し、エンドソーム内 pH 指示薬であるアクリジンオレンジ染
色実験により、これら欠損細胞株は野生型細胞と比較してエンドソーム内 pHが中

性側に移行していることを確認した。次に V0D2 KOおよび V1B2 KO細胞に病原
体成分を模倣した合成リガンド（リポ多糖（LPS）、MALP-2、Poly(I:C)、R837、

ODN1668、Immuno stimulatory DNAなど）で刺激を行い、抗ウイルス作用を有
するⅠ型 IFN や炎症性サイトカインの発現量を RT-qPCRおよび ELISA 法にて測

定した。その結果、従来考えられていた通り、エンドソーム内に局在する TLR3、
TLR7、TLR9 の合成リガンド（それぞれ Poly(I:C)、R837、ODN1668）の刺激に

より、これらサイトカイン量は野生型細胞と比べて顕著に減少することが確認され
た。一方、興味深いことに細胞膜上に発現する TLR4の合成リガンドである LPSで

処理すると、炎症性サイトカインの発現が亢進し、逆にⅠ型 IFNの発現が減弱する
ことが明らかとなった。先行研究では、エンドソーム局在型の TLRはエンドソーム

pH環境化（pH6.0~6.5）で作用するプロテアーゼにより N末端領域の切断修飾を受
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けることが自然免疫応答の誘導に重要であることが示されており、V0D2 KO およ
び V1B2 KO細胞はこの機能低下が生じていると考えられる。また、TLR4の特性と

して細胞膜上で LPS 刺激が加わると、転写因子 NF-κB を介した炎症応答が誘導さ
れるのと同時に TLR4 がエンドソームへと輸送され、転写因子 IRF3 を介したⅠ型

IFNの産生が誘導される。V0D2 KO細胞において、LPS刺激後のこれら転写因子の
活性化の指標となるリン酸化量をウェスタンブロットにて測定した結果、野生型細

胞と比較して NF-κB の p65 サブユニットのリン酸化量が増加し、逆に IRF3 のリン
酸化量が減少することが分かった。さらに、LPS刺激前後における細胞膜上の TLR4

の発現量を蛍光標識した抗 TLR4 抗体を用いて染色し、FACS 解析にて TLR4 のエ
ンドソームへの輸送が正常に行われているか否かを検証した。その結果、野生型細

胞は LPS 刺激により速やかに TLR4 の内在化が誘導されたのに対し、V0D2 KO 細
胞は、TLR4 が一部細胞表面上に残り続けることが観察された。また、これら一連

の表現型は V型 ATPase の阻害剤である Bafilomycin A1処理を施した RAW264.7細
胞および正常細胞であるマウス骨髄由来マクロファージや樹状細胞においても同

様に誘導された。 

次にエンドソーム内 pH 環境が TLR4 の内在化にどのように寄与しているかを明

らかにするため、LPSの細胞内取り込み量を指標とした FACS解析および NF-κBプ
ロモーター活性を指標としたルシフェラーゼアッセイを用いてその制御因子の探

索を試みた結果、候補遺伝子として ARF6 を同定した。ARF6 は細胞内小胞輸送を
担う ARF ファミリーに属し、主に細胞膜-エンドソーム間の輸送に貢献することが

示されている。本研究より、ARF6 強発現細胞はコントロール（空プラスミド強発
現時）および ARF6機能欠損変異体（ARF6 T27N）の強発現時と比較して LPSの細

胞内取り込み量が亢進されるが、Bafilomycin A1処理や ATP6V0D2遺伝子のノック
ダウンに伴い、その取り込み量が抑えられることが分かった。また、本研究の結合

実験より ARF6 は Bafilomycin A1 の標的阻害部位と考えられている V 型 ATPase の
ATP6V0Cサブユニットとの共免疫沈降が認められたことから、ARF6と V型 ATPase

複合体の相互作用が示唆された。さらに ARF6の自然免疫応答における役割を理解
するため、CRISPR/Cas9 システムを用いて ARF6 欠損細胞株（以下 ARF6 KO）を

樹立し、LPS 刺激前後における細胞膜上の TLR4 の発現量を蛍光標識した抗 TLR4

抗体を用いた FACS解析を行った。その結果、ARF6 KO細胞は TLR4の内在化は起

こらず、細胞膜上の TLR4の発現が強く維持されることが明らかとなった。また、
ARF6 KO 細胞において TLR4 依存的な自然免疫応答に異常が生じることも明らか

となり、ARF6 はエンドソーム内 pH 環境を介した TLR4 の内在化の制御に関与す
る重要な因子であることが示唆された。 

一般に TLR4の内在化は細胞膜上で継続的に LPSを認識し、過剰な炎症応答が誘
導されるのを防ぐ一種の免疫寛容である「エンドトキシン・トレランス（LPSトレ

ランス）」として定義付けられている。本研究において、V0D2 KO細胞や Bafilomycin 

A1 処理を施したマウス骨髄由来マクロファージに 2 度の LPS 刺激を施してエンド

トキシン・トレランスを誘導したが、野生型細胞と比較してこの免疫寛容が正常に
作用せず、炎症性サイトカインの産生能が依然保持されることも明らかとなった。

以上のことから、本研究で得られた成果は自然免疫制御機構の一翼の解明に繋がる
とともに自己免疫疾患に対する新たな理解に貢献する可能性を有している。 
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第 1 章 序論 

1.1 自然免疫を介した病原体感染に対する生体防御 

 自然免疫は病原体の感染初期に作用する生体防御機構として知られている。

マクロファージや樹状細胞といった自然免疫系細胞に病原体の生体内への侵入

が察知されると、種々の炎症性サイトカインや抗ウイルス性作用を有するⅠ型

インターフェロン（IFN）の産生が誘導される。これらのサイトカインは病原体

の増殖抑制や炎症反応の惹起に貢献する上、T 細胞や B 細胞が司る病原体特異

的獲得免疫の成立において重要な役割を果たす。こうした応答は、自然免疫系細

胞や非免疫細胞にも発現が確認されているパターン認識受容体（Pattern-

recognition receptors: PRRs）を介した病原体の認識により誘導される。現在、PRRs

として Toll-like receptor（TLR）ファミリー、RIG-I-like receptor（RLR）ファミリ

ー、細胞内 DNAセンサー群などが同定されている[1]。これらの PRRsは病原体

間で幅広く保存された構成成分である病原体関連分子パターン（Pathogen-

associated molecular patterns: PAMPs）の認識を介して下流のシグナル伝達経路を

活性化し、自然免疫応答を誘導する。このように、自然免疫は侵入する種々の病

原体に対応した第一線の生体防御機構として機能することで病原体感染の成立

を防いでいる。 

 

1.2 Toll-like receptor（TLR）ファミリーの機能 

1.2.1 TLRファミリーの構造とリガンドの認識 

 TLRファミリーは 1回膜貫通型タンパク質であり、細胞外に PAMPsの認識部

位であるロイシンリッチリピートを、細胞内に下流へとシグナル伝達を行うた

めのインターロイキン 1（IL-1）受容体の細胞内領域と相同性を持つ TIR（Toll/IL-

1R）ドメインを有する[2]。TLR はヒトにおいて 10 種類（TLR1~10）、マウスに

おいて 12種類（TLR1~9、11~13）同定されており、各々が異なる PAMPsを認識

する（図 1.1）。TLRにリガンドが結合すると、ホモ二量体あるいは別の TLRと

ヘテロ二量体（TLR1/2および TLR2/6）を形成し、TIRドメインを介して下流の

シグナル分子と結合する。TLR1、TLR2、TLR4、TLR5、TLR6は細胞膜上でグラ

ム陽性菌細胞壁成分のリポタイコ酸やリポタンパク質、グラム陰性菌細胞壁成

分のリポ多糖（Lipopolysaccharide: LPS）および鞭毛構成タンパク質のフラジェ

リンを認識し、主に細菌感染に対する炎症応答を惹起する[3]。対照的に TLR3、

TLR7、TLR9はエンドソーム等の細胞内小器官に局在し、細菌およびウイルス由

来の核酸を認識する。TLR3は二本鎖 RNA、TLR7は一本鎖 RNA、TLR9は DNA

の非メチル化 CpG（CGが連続した配列）モチーフをリガンドとして認識するこ

とで自然免疫応答を誘導する[4]。これらのエンドソーム局在型 TLRは自然免疫
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系細胞や一部の繊維芽細胞などの貪食作用を有する細胞で選択的に発現してい

ることから、病原体に感染した細胞をファゴサイトーシスした後、エンドソーム

へと移行した病原体由来の核酸成分を認識する際に重要であると考えられてい

る。 

 

図 1.1 TLRファミリーが認識する PAMPs 

TLR1、TLR2、TLR4、TLR5、TLR6は細菌の構成成分（リポタンパク質やリポ多糖、

鞭毛構成成分のフラジェリンなど）を認識し、TLR3、TLR7、TLR9 は主に細菌やウイ

ルスの核酸成分（一本鎖または二本鎖 RNA および DNA の非メチル化 CpG 配列など）

を認識する。 

 

1.2.2 TLRファミリーを介したシグナル伝達経路 

TLRにリガンドが結合すると、二量体を形成後、TIRドメインを有するMyD88

（Myeloid differentiation primary response gene 88）、TRIF（TIR-domain-containing 

adapter- inducing interferon-β）、TIRAP（TIR domain containing adaptor protein）およ

び TRAM（TRIF-related adaptor molecule）といった細胞内アダプター分子を動員

してシグナル伝達が開始される（図 1.2）[5]。これらのアダプター分子は細胞膜

を構成するリン脂質との結合ドメインを有することで細胞膜上に局在を留め

TLRとの相互作用が可能となる上、PAMPsの種類に応じて選択的に各々の TLR

に動員され、適切な自然免疫応答が惹起されることが知られている[6,7]。例えば、

TLR1、TLR2、TLR4、TLR5、TLR6は主に IL（Interleukin）-6 や IL-12、TNF（Tumor 

necrosis factor）-α などの炎症性サイトカインの産生を誘導して細菌感染を抑制
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するが、その産生には MyD88 や TIRAP を介した IKK（IκB kinase）複合体

（IKKα/IKKβ/NEMO（NF-κB essential modulator））の活性化が必要である。通常、

転写因子 NF-κB（Nuclear factor-kappa B）は IκB（Inhibitor of NF-κB kinase）と結

合した不活性状態をとるが、活性化した IKK 複合体が IκB をリン酸化すること

でNF-κBから遊離し、ユビキチン-プロテアソーム系により分解される。その後、

NF-κB も同様にリン酸化を受けることで核への移行が促され、炎症性サイトカ

イン遺伝子の転写誘導が促進される。興味深いことに、マクロファージや樹状細

胞といった自然免疫系細胞において TLR4 はこの MyD88-TIRAP 依存経路以外

に一部の TLR4 が細胞膜からエンドソームなどの細胞内小器官へと輸送され、

別のアダプター分子である TRIF および TRAM を介した自然免疫応答が惹起さ

れることが知られている[8]。TLR2においても同様の機構が活性化単球などの免

疫細胞において確認されているものの、自然免疫の中核を担うマクロファージ

や樹状細胞においては TRIF-TRAM経路は作用しないことが示唆されている[9]。

これらのシグナル応答では、TLR4によって動員された TRIF-TRAMにより、IKK

複合体を介した NF-κBの活性化を惹起するものの、TBK1（TANK-binding kinase 

1）/IKKi複合体の活性化の経路をより促進し、転写因子 IRF3（Interferon regulatory 

factor 3）のリン酸化を誘導する。リン酸化を受けた IRF3は二量体となって細胞

質から核へと移行し、Ⅰ型 IFN 遺伝子の転写を誘導する。したがって、自然免

疫系細胞において TLR4 は 4 種類の細胞内アダプター分子と相互作用する唯一

の TLRメンバーとして知られている。 

一方、エンドソームに局在する核酸認識型 TLRである TLR3、TLR7、TLR9は、

特にウイルス感染に対抗するため、Ⅰ型 IFN の産生を強く誘導すると考えられ

ている。TLR3 は TRIF を介して TBK1/IKKi 複合体を活性化し、IRF3 のリン酸

化を誘導することでⅠ型 IFN の産生を惹起する。TLR7 および TLR9 は MyD88

を介して IRF7の活性化を導き、最終的にⅠ型 IFNの産生を誘導する[2]。この経

路は主にウイルス感染時に多量のⅠ型 IFN の産生を誘導することが知られてい

る形質細胞様樹状細胞と呼ばれる樹状細胞サブセットにおいて選択的に機能し

ている。IRF7 は IRAK1（IL-1 receptor-associated kinase 1）や IKKαといったキナ

ーゼによりリン酸化を受けた後、核内へと移行して IFNαなどのⅠ型 IFNの転写

を誘導する。さらに、これらの核酸認識型 TLRにおいても IKK複合体の活性化

を誘導し、転写因子 NF-κB を介した炎症性サイトカイン遺伝子の転写を促進す

ることが可能であるが、その誘導性はⅠ型 IFN の転写誘導能と比較して減弱す

ることが知られている[5]。 
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図 1.2 TLRファミリーのシグナル伝達経路 

TLRファミリーはリガンド認識後、アダプター分子であるMyD88、TRIF、TIRAP お

よび TRAMを介して下流のシグナル伝達経路を惹起する。最終的に NF-κBや IRFファ

ミリー（主に IRF3と IRF7）がリン酸化を受け、核移行されることで転写因子としての

機能を有し、炎症性サイトカインやⅠ型 IFNの産生が誘導される。 

 

1.2.3 TLRファミリーの細胞内小胞輸送 

 小胞体において合成された TLR は、リガンド刺激が加わることでゴルジ体を

経由して各々が機能する細胞内小器官へと選択的に輸送される（図 1.3）。一般

に、細菌成分を認識する TLR（TLR1、TLR2、TLR4、TLR5、TLR6）は細胞膜へ

と輸送されるのに対し、病原体の核酸成分を認識する核酸認識型 TLR（TLR3、

TLR7、TLR9）は、エンドソームなどの細胞内小器官へと輸送される[10,11]。こ

うした TLRの適切な輸送後の局在がそれら機能に必要不可欠であり、TLRファ
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ミリーの細胞内小胞輸送は様々な分子群により密接に制御されている。例えば、

12回膜貫通型タンパク質である UNC93B1（Unc-93 Homolog B1）の機能欠損型

変異やノックアウトマウスにおいて、核酸認識型 TLR の輸送が正常に行われず

小胞体に留まることが明らかとなっている[12,13]。これらの知見によると、核酸

認識型TLRがUNC93B1を介して、コートタンパク質COP（Coat protein complex）

Ⅱを動員することで小胞体からゴルジ体へと輸送されることが示されている。

また TLR3 を除く TLR ファミリーは、熱ショックタンパク質である PRAT4A

（Protein Associated with TLR4）や gp96（Heat shock protein 90kDa beta member 1

（HSP90B1）とも呼称される）の結合がその輸送に必要不可欠であること、核酸

認識型 TLR はゴルジ体-エンドソーム間の輸送にコートタンパク質である AP

（Adaptor protein complex）ファミリーと複合体を形成して輸送されることが報

告されている[14-17]。TLR7と TLR9はそれぞれ APファミリーに属する AP4お

よび AP2 と特異的に相互作用することで輸送が亢進され、AP2 の機能欠損型変

異により TLR9 が誤って細胞膜へと輸送されると、自己免疫疾患の発症に関与

することが報告されている[18,19]。加えて近年、TLR7と TLR9の輸送制御因子

として新たに IRAP（insulin-responsive aminopeptidase）が同定され、この IRAP欠

損マウスにおいて病原体感染時の生存率が著しく低下することが明らかとなっ

ている[20]。一方、細菌成分を認識する TLR を小胞体から細胞膜へと輸送する

過程を特異的に制御する機構は未解明な部分も多いものの、TLR4 においては

COPⅡのアダプター分子として同定されている TMED7（Transmembrane emp24 

protein transport domain containing 7）や主に小胞輸送の繋留に関与する低分子

GTPaseである Rabファミリーの一種の Rab10がその役割を担うことが示唆され

ている[21,22]。さらに、細胞膜へと輸送された TLR4 がリガンドである LPS と

結合すると、クラスリン-AP2依存的なエンドサイトーシスが開始される[23]。こ

の輸送過程は、TLR4 のリガンド認識を補助するために不可欠な LBP（LPS 

binding protein）や CD14（Cluster of differentiation 14）、MD2（Myeloid differentiation 

factor 2）の機能低下ならびにクラスリンまたは AP2のノックダウンにおいて、

著しく阻害されることが報告されている[23-25]。CD14はリガンド認識に寄与す

る機能以外にも、下流の PLC（Phosphoinositide-specific phospholipase C）-γ2-Syk

（Spleen tyrosine kinase）のシグナル伝達経路の活性化を介して TLR4 のエンド

サイトーシスを促進し、TRIF-TRAM 依存的なⅠ型 IFN の産生を誘導する[26]。

また、TLR4は HRS（Hepatocyte-growth-factor-regulated tyrosine-kinase substrate）

を介してモノユビキチン化されることでエンドソームへの輸送が促進され、逆

に E3ユビキチンリガーゼである Triad3A（Triad domain-containing protein 3A）に

ポリユビキチン化されると、プロテアソーム系で分解されることが報告されて

いる[27,28]。これら TLR4の内在化の制御機構以外に近年の先行研究から細胞膜
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-エンドソーム間の輸送を制御する因子として p120-catenin および ARF6（ADP-

ribosylation factor 6）が同定されている[29,30]。p120-cateninはエンドサイトーシ

スを負に制御することで知られる RhoA（Ras homolog gene family member A）の

活性化を抑制することにより、細胞膜-エンドソーム間の TLR4 の輸送を促進す

る。細胞内小胞輸送に密接に関与する ARFファミリーに属する ARF6 はエンド

サイトーシスの開始を促す低分子 GTPase であり、ARF6 の機能を阻害すること

で、TLR4を介した TRIF-TRAM依存的なⅠ型 IFNの産生が顕著に抑制されるこ

とが報告されている。また、低分子 GTPase である Rab ファミリーに分類され

る Rab7b および Rab11a においても TLR4 の細胞内小胞輸送に寄与して TRIF-

TRAM依存的なシグナル応答を制御することが知られている[31,32]。 

 

 

図 1.3 TLRファミリーの細胞内小胞輸送 

 TLRファミリーは小胞体内で様々な輸送タンパク質（UNC93B1、PRAT4、gp96など）

と結合し、COPⅡや APファミリーなどのコートタンパク質を動員して輸送される。最

終的に TLR1、TLR2、TLR4、TLR5、TLR6は細胞膜に輸送されるのに対し TLR3、TLR7、

TLR9はエンドソームへと輸送され、自然免疫応答が活性化する。さらに、TLR4に関し

ては細胞膜でリガンド認識後、AP ファミリーを介してエンドソームへと輸送されるこ

とも明らかとなっている。 

 

1.3 RLRファミリーおよび細胞内 DNAセンサーの機能 

前述した TLR ファミリーはどれも細胞膜やエンドソームなどの細胞内オルガ

ネラに局在を有していることから細胞質内に侵入した病原体を察知するには、
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TLR ファミリー以外の PRRs の機能が重要である（図 1.4）。RLR ファミリーは

細胞質に局在を示し、細胞質内に侵入した外来遊離 RNAを検知し、Ⅰ型 IFNを

産生することで抗ウイルス応答を惹起する細胞内 RNA センサーである[33]。

RLR ファミリーの RIG-I（Retinoic acid-inducible gene-I）と MDA5（Melanoma 

differentiation-associated protein 5）が RNA を認識するとアダプター分子である

IPS-1（Interferon-beta promoter stimulator 1）と会合し、TBK1-IKKiや IKK複合体

の活性化を誘導する。これらのキナーゼは IRF3 や NF-κB のリン酸化を促進し、

最終的にⅠ型 IFNや炎症性サイトカインの産生を誘導する。さらに、細胞内 DNA

センサー群も細胞質に局在を示し、細胞質内に遊離した外来 DNAを認識する細

胞内 PRRs である[34]。細胞内 DNA センサー群の中でも、cGAS（Cyclic GMP-

AMP synthase）欠損マウスにおいて DNAウイルス感染に対する抵抗性が著しく

失われることから、cGASが細胞内 DNAセンサーとして中心的な役割を担うと 

 

 

図 1.4 RLRファミリーおよび細胞内 DNAセンサー（cGAS）のシグナル伝達経路 

 RLR ファミリーや cGAS などの細胞内 PRRs が主に病原体由来の核酸成分を認識す

ると、IRF3や NF-κBを活性化し、Ⅰ型 IFNや炎症性サイトカインの産生が誘導される。 
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考えられている[35]。cGAS は細胞質内で遊離 DNA を認識した後、GTP と ATP

から cGAMP（Cyclic GMP-AMP）を生成する。cGAMPはアダプター分子である

STING（Stimulator of interferon genes）と結合することでその活性化を導き、TBK1-

IKKi や IKK 複合体の活性化を誘導する。これらのキナーゼにより同様に IRF3

や NF-κB のリン酸化が促進され、Ⅰ型 IFN や炎症性サイトカインの産生が誘導

される。その後、各々の PRRsのシグナル伝達により産生されたⅠ型 IFNおよび

炎症性サイトカインは自身の細胞あるいは隣接する細胞上の該当する受容体へ

と結合し、抗ウイルス応答や炎症応答が活性化される[36,37]。 

 

1.4 エンドソーム内 pH環境と疾患および自然免疫との関与 

小胞体や細胞質内は pH7.2程度の中性を示すのに対し、ゴルジ体、エンドソー

ムおよびリソソーム内部は恒常的に酸性環境下（それぞれ pH4.5~6.5 の範囲内）

で維持されている[38,39]。この酸性環境は酸性オルガネラ内に存在する酵素の至

適 pH条件を満たし、ユビキチン化タンパク質や病原体などの細胞外物質の分解

反応の誘導ならびにタンパク質の翻訳後修飾といった多種多様な細胞内生体反

応を果たすための重要な場として機能する[30]。そのため、酸性オルガネラであ

るエンドソームやリソソーム環境の恒常性は多くの分子により密接に制御され

ている。現在、細胞内小胞の pH 制御因子として V 型 ATPase、Na+/H+交換輸送

体（NHE）ファミリー、Cl-チャネル（ClC）ファミリーなどが同定されている[40-

42]。V型 ATPase（Vacuolar-type H+-ATPase）は酸性オルガネラの pH制御の根幹

を担うプロトンポンプとして機能し、ATP の加水分解エネルギーを利用して細

胞外のプロトンを小胞内へと輸送する。ClCファミリーは小胞内にクロライドを

取り込むことで、V型 ATPaseによる正電位の蓄積を解消し、小胞内の正負電荷

のイオンバランスを調節する。一方、NHE ファミリーは小胞内のプロトンと細

胞質のポタシウムを交換輸送することで内部の過剰な酸性化を抑制している。

先行研究より、これら酸性オルガネラの制御を司る分子の破綻は重篤な疾患の

発症に起因することが明らかとなっている。例えば、ヒトにおいて V型 ATPase

の機能欠損型の変異に伴い、ゴルジ体の糖鎖修飾や輸送障害を介したⅡ型皮膚

弛緩症の発症に関与することやエンドソームおよびリソソームの酸性化阻害に

より破骨細胞の機能不全が誘発され、骨吸収障害に基づくびまん性骨硬化性病

変の大理石病の発症に繋がることが知られている[43,44]。また、ClC5 の異常に

より近位尿細管機能不全を特徴とする尿細管性障害であるデント病、ClC7 の異

常においても破骨細胞の機能不全が生じ、大理石病を発症することが明らかと

なっている[45,46]。これらの疾患に加え、オルガネラ内腔の酸性化はエンドソー

ムやリソソームの加水分解酵素を有するオートファジーにおいても密接に関与

することが酸性オルガネラの酸性化阻害剤を用いた研究から明らかとなってい
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る[47]。一方、エンドソームやリソソーム内腔の酸性化障害に伴う正の側面とし

ては、ウイルス感染に対して宿主の抵抗性が増加するという知見が近年の複数

の研究より報告されてきている。これらの研究では、酸性化阻害剤である

Chloroquine やそのホモログ化合物の処理を細胞に施すことでエボラウイルスや

デングウイルス、ヒト免疫不全ウイルス、C型肝炎ウイルスなどの多くのウイル

スが利用する宿主由来のエンドソーム内 pH 環境下で作用するプロテアーゼの

機能が低下し、これらウイルスの侵入や複製段階が抑えられることが分かって

いる[48]。 

自然免疫の研究においては、ゴルジ体からエンドソームに輸送された核酸認

識型 TLR である TLR3、TLR7 および TLR9 は、エンドソーム pH 環境化で作用

するカテプシンファミリーやアスパラギンエンドペプチダーゼといったプロテ

アーゼにより N 末端領域の切断修飾を受けることでリガンドを認識可能な成熟

型に変化することが知られている（図 1.5）[49-52]。この局在と成熟化は細胞内

の自己核酸に対して自然免疫応答を誘導しないための制御機構の一つとして考

えられている。一旦、エンドソーム内へと輸送されこれら TLRが成熟化すると、

前述したシグナル伝達経路のもと自然免疫応答を誘導することが可能となるが、

放射線や紫外線照射などを介した細胞死による内在性因子の放出や核酸分解酵

素（DNaseⅠ、DNaseⅡ、TREX1（Three prime repair exonuclease 1）など）の機能

低下に伴って自己核酸を誤認識する危険性が上昇し、全身性エリテマトーデス

や多発性関節炎などの重篤な自己免疫疾患の発症に起因することが示唆されて

いる[53-57]。先行研究では、アミノ酸輸送体である Slc15a4（Solute carrier family 

15 member 4）ノックアウトマウスにおいて、緩衝作用を有するヒスチジンがエ

ンドソーム内腔に蓄積することでエンドソーム内 pH の中性化と下流のシグナ

ル分子の動員異常が生じ、核酸認識型 TLR のシグナル応答が減弱することが示

唆されている[58]。また、エンドソーム内 pH 内腔の酸性化阻害剤である

Bafilomycin A1や Chloroquine薬剤処理を施した細胞では、核酸認識型 TLR依存

的な自然免疫応答が減弱することも明らかとなっている[59]。しかしながら、こ

れら薬剤は細胞死の誘導や細胞増殖抑制を有することや、抗マラリア感染作用

ならびに自己免疫疾患の一種である全身性エリテマトーデスの中心的薬剤とし

て機能することなど、現在解明されている知見以外の作用機序のもと自然免疫

応答の調節に影響を与えることも示唆されている[60-62]。 

そこで本研究では、エンドソーム内 pH環境が自然免疫応答へ及ぼす影響を

詳細に解析することを目的とし、エンドソームなどの酸性オルガネラの内部酸

性化に中心的な役割を果たす V型 ATPaseに着目した。V型 ATPase は 14のサ

ブユニットから成る超分子複合体であり、ATP結合部位（V1ドメイン：A~H

サブユニット）と膜に組み込まれているプロトン通過部位（V0ドメイン：a、
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c、c’、c’’、d、eサブユニット）から構成される[63,64]。このプロトンの輸送機

構は主に 2段階に分類される（図 1.5）。まず、V1ドメインの Aサブユニット

および Bサブユニットに ATPが結合することで軸の役割を担う Dサブユニッ

トが回転する。その後、V0ドメインのプロトンを含む膜内 c、c’および c’’サブ

ユニットがそれぞれ回転することで小胞内にプロトンが輸送される。V型

ATPaseは普遍的に発現し生体内の恒常性の維持に寄与するが、V1ドメインの

B、C、E、Gサブユニットおよび V0ドメインの a、dサブユニットはアイソフ 

 

 

図 1.5 V型 ATPase によるエンドソーム pH制御と核酸認識型 TLRの成熟化 

ATP駆動型ポンプである V型 ATPaseはエンドソーム内にプロトンを輸送することで

内腔の酸性化を促す。V 型 ATPase は 14 のサブユニットから構成され、エンドソーム

などの細胞内オルガネラの膜に組み込まれている V0ドメイン（a、c、c’、c’’、d、eサブ

ユニット）と ATP 結合部位を持つ V1ドメイン（A~Hサブユニット）を有する。この酸

性 pH 環境で作用するプロテアーゼにより TLR3、TLR7、TLR9 は N 末端領域の切断修

飾を受け、成熟型となる。 

 

ォームを有し、組織や細胞に応じてアイソフォームの発現パターンが異なり選

択性を有していることが知られている[64]。V 型 ATPase のサブユニットの一つ

である ATP6V0D2 ドメインは V1 ドメインと V0 ドメインの接合に不可欠な役割
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を担っており樹状細胞、破骨細胞などの免疫系の細胞に加え、腎臓、副睾丸など

の組織で選択的に発現していることが知られている[65,66]。また、先行研究より

ATP6V0D2ノックアウトマウスにおいて細胞内エンドソームの pHの中性化なら

びに破骨細胞の機能障害に伴う大理石病の表現型を有することが明らかとなっ

ている[65,67]。さらに、ATP6V1B2、および ATP6V0A3の欠損マウスにおいても

胎生致死にはならず、エンドソーム内 pHの酸性化が阻害されることが報告され

ている[68-70]。これらのことから、当研究室の先行研究より、CRISPR/Cas9シス

テムを用いて V 型 ATPase ATP6V0D2 又は ATP6V1B2 サブユニットの欠損

RAW264.7 細胞株（マウス系マクロファージ癌細胞株、以下 V0D2 KO および

V1B2 KO）が樹立され、これら細胞株を用いた自然免疫応答に関する解析から

以下の 3つの研究成果が得られてきた[NAIST バイオサイエンス研究科 2016年

度 箱崎理花 修士論文]。 

 

(1) V型 ATPase 欠損細胞の樹立とエンドソーム内 pHの解析 

CRISPR/Cas9システムにより、V0D2 KO細胞はエキソン 2配列の開始コドン

近辺に 8 塩基/10 塩基の欠失、V1B2 KO 細胞はエキソン 1 配列の開始コドン近

辺に 23 塩基/23 塩基の欠失のフレームシフト変異が挿入された欠損細胞株が樹

立された（参考図 1）。この V0D2 KO細胞および V1B2 KO細胞のエンドソーム

内 pHを調べるため、pH指示薬であるアクリジンオレンジの染色実験を行った。

エンドソーム酸性 pH 下で発する 620 nmのアクリジンオレンジの蛍光強度を共

焦点顕微鏡観察または FACS 解析にて測定した結果、これら欠損細胞株はその

蛍光量が野生型細胞と比較して減弱する傾向にあることが分かった（参考図 2）。

同様の実験系で、野生型細胞に V 型 ATPase の阻害剤である Bafilomycin A1投与

を施すと、エンドソーム内のアクリジンオレンジの蛍光強度が減少することも

確認された（参考図 2）。 

 

(2) V型 ATPase 欠損細胞による核酸認識型 TLR 依存的な抗ウイルス応答 

V0D2 KO および V1B2 KO 細胞を用いて、核酸認識型 TLR である TLR3、

TLR7および TLR9の合成リガンドである Poly(I:C)、R837および ODN1668の刺

激をそれぞれ施し、抗ウイルス作用を有するⅠ型 IFNの一つである Ifnb1の転写

量を RT-qPCR にて測定した。その結果、これら合成リガンドの刺激において各

欠損細胞における Ifnb1の転写量は野生型細胞と比較して有意に減少することが

分かった（参考図 3A）。また Ifnb1 の転写因子である IRF3 のリン酸化量をウェ

スタンブロットにより検出した結果、Poly(I:C)による TLR3刺激誘導後の野生型

細胞では IRF3 のリン酸化量が刺激時間依存的に著しく促進されるのに対し、

V0D2 KOおよび V1B2 KO細胞では野生型細胞と比較して IRF3のリン酸化が抑
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えられることが分かった（参考図 3B）。 

 

(3) V型 ATPase 欠損細胞による TLR4依存的な自然免疫応答 

V0D2 KO および V1B2 KO 細胞に TLR4 の合成リガンドである LPS 刺激を施

し、炎症性サイトカインである Il6 と Ifnb1 の転写量を RT-qPCR にて測定した。

その結果、V0D2 KOおよび V1B2 KO細胞の Il6の転写量は野生型細胞と比較し

て顕著に増加するのに対し、Ifnb1 の転写量は減弱することが分かった（参考図

4A）。また、LPS 刺激後の IL-6 タンパク質量を ELISA 法にて測定した結果も同

様に各欠損細胞で野生型細胞と比べて増加することが分かった（参考図 4B）。次

に、IL-6 などの炎症性サイトカイン上流のシグナル伝達経路を解析するため、

LPS 刺激前後における炎症性サイトカインの転写因子である NF-κB の p65 サブ

ユニットのリン酸化量をウェスタンブロットにより検出した。その結果、V0D2 

KO 細胞において NF-κB p65 のリン酸化量が野生型細胞と比べて強く誘導され

ることが明らかとなった（参考図 4C）。 

 

本研究では、これらの先行研究を踏まえ、自然免疫応答制御におけるエンドソ

ーム内 pH 環境の役割についての理解を目指した。特に先行研究（3）に関する

知見の報告例はこれまでにないことから、エンドソーム内 pH環境と TLR4依存

的な自然免疫応答に着目し、その作用機序の解明を本論文の最終的な目的とし

た。次に、これまでに知られている TLR4のシグナル調節機構や自己免疫疾患と

の関与について述べる。 

 

1.5 TLR4 依存的なシグナル調節制御機構と自己免疫疾患 

 TLR4 はこれまでに関節リウマチや全身性エリテマトーデスなどの様々な自

己免疫疾患の発症や病態に寄与することが明らかとされてきており、新規創薬

の標的分子として注目されている[71]。当初 TLR4 は LPSなどの病原体成分を認

識する受容体として同定されたが、その後の研究から TLR4 は PAMPs のみなら

ず自己由来の内在性因子もリガンドとして認識することで、自然免疫応答を惹

起することが分かってきた[72]。したがって、TLR4 が寄与する自己免疫疾患は

PAMPs の相互作用に加え、自己由来成分の認識を介したシグナル伝達誘導も関

わってくる。例えば、関節を構成する滑膜の肥大と関節部の慢性的な炎症を伴い

発症する関節リウマチ患者において、患部の TLR4 の発現量の顕著な亢進に加

え内因性 TLR4リガンドである HMGB1（High Mobility Group Box 1）やテネイシ

ン C の血中濃度の増加が観察されている[73-75]。また、関節リウマチ患者に高

頻度で確認されるシトルリン化フィブロネクチンは親和性の高いリガンドとな

り、TLR4 の活性化を増進させるとの報告もある[76]。さらに、敗血症（＝全身
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性炎症反応症候群）や腎臓、肺、心臓など各種臓器における慢性的な炎症を伴う

全身性エリテマトーデス発症患者において、HMGB1などの内在性リガンドの血

中濃度の上昇が認められ、これら複数の病態の進行を抗 HMGB1 中和抗体の投

与で緩和されることが知られている[75]。よって、TLR4 を介したシグナル伝達

の破綻は様々な炎症性疾患の発症と関連している。先行研究より TLR4 依存的

なシグナル伝達応答を負に調節する制御因子として、TLR4やその下流のシグナ

ル分子の分解を促す SOCS（Suppressor of cytokine signaling）-1、TRIAD3A、

TRIM30α（Tripartite motif-containing protein 30α）などの K48型の E3ユビキチン

リガーゼに加え、miR-146a、miR-155、miR223 などの炎症応答を抑制する miRNA

が TLR4刺激依存的に増加することが明らかとなっている[28,77-79]。また、TLR4

の K63 型ユビキチン化によるシグナル伝達応答を阻害する脱ユビキチン化酵素

である A20（tumor necrosis factor alpha-induced protein 3, TNFAIP3とも呼称され

る）、CYLD（Cylindromatosis）、DUBA（Deubiquitynating enzyme A）なども同定

されており、これら分子の制御機構の破綻は過剰な炎症応答を誘導してしまう

引き金となることがノックアウトマウスを用いた実験から明らかとされている

[80-82]。 

 次に TLR4 と PAMPs との相互作用により誘導される疾患としては、敗血症が

広く知られている[71]。細菌感染が全身に波及すると、細菌細胞壁成分の LPSに

よる TLR4 を介した過剰な炎症応答を誘導し、生体に死をもたらす敗血症ショ

ックへと陥る。この TLR4依存的なサイトカインストーム（＝炎症性サイトカイ

ンの大過剰細胞外放出）を防ぐ免疫抑制機構の一つとして近年、「エンドトキシ

ン・トレランス（＝LPS トレランス）」という概念が提唱されている[83,84]。エ

ンドトキシン・トレランスは LPS などのエンドトキシン刺激により活性化した

マクロファージや樹状細胞などの自然免疫細胞が再度エンドトキシン刺激にさ

らされると、炎症性サイトカインの産生が抑制され、かつ抗炎症性サイトカイン

の産生が亢進する現象である。実際に、低濃度 LPS を前投与したマウスに致死

量の LPS を投与しても、致死に至らないことが知られている[83,84]。このトレ

ランス時に TLR4 のエンドサイトーシスが促進されることで MyD88-TIRAP 依

存経路が選択的に阻害され、対照的に TRIF-TRAM 依存経路が活性化すること

が見出されている[85,86]。強い炎症応答を誘発するMyD88-TIRAP依存経路が抑

えられ、TRIF-TRAM依存経路が主体となり誘導されるサイトカイン産生は、前

述したⅠ型 IFNに加え、抗炎症性サイトカインの産生も含まれる。したがって、

LPS 刺激後の TLR4 の内在化に続く TRIF-TRAM 依存経路の活性化がエンドトキ

シン・トレランスにおける抑制機構の一つであると考えられている（図 1.5）。 

 以上のことからエンドソーム内 pH環境と TLR4を介した自然免疫応答の関係

性を詳細に解明することは、学術的意義に留まらず、上述したような自己免疫疾
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患の新たな発症機構の解明や治療法の開発に繋がる可能性を秘めている。そこ

で本研究では免疫寛容機構の一つであるエンドトキシン・トレランスにも焦点

を当て、エンドソーム内 pH環境が自然免疫応答に及ぼす影響について解析を行

った。 

 

   

図 1.5 TLR4を介したシグナル応答の抑制機構 

 TLR4がリガンドを認識し炎症応答を誘導後、炎症性サイトカインの慢性的な産生

を防ぐため、即座に抑制機構が作用する。抑制方法としては、TLR4のエンドソームの

内在化に伴うリガンドの認識阻害やシグナル分子の分解に必要な制御因子の活性化な

らびに産生されている炎症性サイトカインの分解など様々であり、これらの免疫寛容

が正常に作用することで、自己免疫疾患の防止へと繋がる。 
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第 2 章 材料と方法 

2.1 使用した実験材料 

マウス 

マウス（C57BL/6J）は日本クレアより購入後、奈良先端科学技術大学院大学の

動物実験施設 SPF（Specific-pathogen-free）2 を使用し飼育管理した。動物実験を

行う際は、「動物の愛護及び管理に関する法律」、「実験動物の飼養及び保管並び

に苦痛の軽減に関する基準」、「研究機関等における動物実験等の実施に関する

基本指針」を遵守するとともに、奈良先端科学技術大学院大学の動物実験委員会

が定める規程・指針を遵守しながら本計画を実施した。 

 

培養細胞 

本実験で使用した培養細胞株を以下に示す。 

□ マウス由来マクロファージ癌細胞株である RAW264.7細胞 

□ ヒト胎児由来腎癌細胞株である HEK293および HEK293T 細胞 

□ TLR4発現ヒト胎児由来腎癌細胞株である HEK293細胞 

□ レトロウイルスパッケージ細胞である Platinum-E（Plat-E）細胞 

□ マウス骨髄細胞よりM-CSFで分化誘導したマクロファージ（BM-M） 

□ マウス骨髄細胞より GM-CSFで分化誘導した樹状細胞（BM-DC） 

RAW264.7細胞、HEK293細胞、HEK293T細胞および TLR4発現 HEK293細胞

は、10%ウシ胎児血清（FBS、Life Technologies）含有 Dulbecco’s modified eagle’s 

medium（DMEM 培地、Nacalai）にて、37℃、5% CO2 存在下のもと培養を行っ

た。Plat-E細胞は 100 μM 2-mercaptoethanol（Nacalai）、1 μg/mLピューロマイシ

ン（Invivogen）、10 μg/mL Blasticidin（Invivogen）および 10% FBSを含んだ DMEM

培地で使用時まで 37℃、5% CO2存在下のもと培養を行った。BM-Mおよび BM-

DC 細胞はマウスの大腿骨および脛骨より採取した骨髄細胞を 10 ng/mL M-CSF

（Proteo Tech）又は 10 ng/mL GM-CSF（Proteo Tech）、100 μM 2-mercaptoethanol、

100 units/mLペニシリン・100 μg/mLストレプトマイシン（Nacalai）および 10% 

FBS を含んだ Roswell Park Memorial Institute medium（RPMI 培地、Nacalai）で

37℃、5% CO2条件下のもと 6~8日間分化誘導を行った。 

 

菌株 

 プラスミド構築時の形質転換に大腸菌（Escherichia coli DH5α株、Toyobo）を

使用した。形質転換大腸菌は LB液体培地および LB平板培地（Nacalai）で 37℃

条件下のもと培養を行った。 
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プラスミド 

発現プラスミドの構築のため、pFlag-CMV-2（Sigma）および pcDNA3.1-Myc

（Santa Cruz Biotechnology）を使用した。ルシフェラーゼレポーターアッセイに

は、当研究室で保持している pGL3-IFN-β-Luc、pGL3-NF-κB-Luc、pSV40-Lucお

よび pTK-Lucを使用した。また CRISPR/Cas9 システムには、大阪大学微生物病

研究所・附属遺伝情報実験センターより供与いただいた Guide RNA（gRNA）と

Cas9 をコードする pX330 プラスミドとレポータープラスミドとして EGFP を発

現する pCAG-EGxxFPプラスミドをそれぞれ使用した[87]。CRISPR/Cas9システ

ムで樹立した細胞株の変異位置を特定するため、TOPO vector（Life Technologies）

を使用した。また、樹立した欠損細胞の欠損遺伝子の発現を回復させるため、

pMXs-IRES-puro レトロウイルスプラスミド（CELL BIOLABS, INC.）に CMVプ

ロモーターおよび Flag タグをマルチクローニングサイトの上流に組み込んで改

変させた pMRX-Flag-puro を使用した。 

 

プライマー  

 NCBI よりマウス由来の各遺伝子配列に基づきオープンリーディングフレーム

を含む領域を増幅可能なプライマーを設計した。RT-qPCR用プライマーに関して

は、先行論文で使用された配列情報または GenScript Real-time PCR Primer Design

ツール（https://www.genscript.com/tools/real-time-pcr-tagman-primer-design-tool）を用

いてプライマーを設計した。また、pX330 に組み込む gRNA 用プライマーは

CHOPCHOP（https://chopchop.rc.fas.harvard.edu/）を用いて設計した。これらプライ

マーのオリゴ合成は Greiner bio-oneまたは Eurofins Genomicsに受諾した。設計し

たプライマーの塩基配列を表 2.1-2.9に示す。 

 

 

表 2.1 CRISPR/Cas9 システムで使用したプラスミド構築用プライマー 

Gene Forward primer配列 (5'-3') 制限酵素 Reverse primer 配列 (5'-3') 制限酵素 

V型 ATPase V0D2-pX330 caccgaaaattcatctccagacca BbsⅠ aaactggtctggagatgaattttc BbsⅠ 

V型 ATPase V1B2-pX330 caccgaactgcccgtgcccaccgg BbsⅠ aaacccggtgggcacgggcagttc BbsⅠ 

ARF6-pX330 caccgcggatcctcatgctgggcc BbsⅠ aaacggcccagcatgaggatccgc BbsⅠ 

V型 ATPase V0D2-pEGxxFP gctaggattcatgcttgagactgcagagctgtac BamHⅠ gctagaattcctcaaactcaagaatggg EcoRⅠ 

V型 ATPase V1B2-pEGxxFP aaaggatccatggcgttgcgagcgatgcggggaatcg BamHⅠ aaagaattcagcctggcgacagatctgagctgcaatc EcoRⅠ 

ARF6-pEGxxFP aaactgcagggcccctgctcccctagccg PstⅠ aaagaattcgcacataccagttcctgtcccg EcoRⅠ 
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表 2.2 CRISPR/Cas9 標的配列を含む DNA断片増幅用プライマー 

Gene Forward primer 配列 (5'-3') Reverse primer 配列 (5'-3') 

V型 ATPase V0D2 ctgtctctcagttgactccagatc ctctatgtattcaaaattacagacc 

V型 ATPase V1B2  tctgccgcagcttcgaagcgcgcatg gtgagagcacaagccaagggcttggtgg 

ARF6 aggcttgaggggacccgggacacctgaatg tgataatgcggtgcagctcctggcggg 

 

 

表 2.3 各欠損細胞株のシークエンス解析用プライマー 

Gene Forward primer 配列 (5'-3') Reverse primer 配列 (5'-3') 

M13-TOPO-Seq gtaaaacgacggccag － 

 

 

表 2.4 本研究で使用した各発現プラスミドの構築用プライマー 

Gene Forward primer 配列 (5'-3') 制限酵素 Reverse primer配列 (5'-3') 制限酵素 

Flag-V型 ATPase V0D2 atgcaagcttatgcttgagactgcagagctgtac HindⅢ atgcgaattctaaaattggaatgtagctgttgattttag EcoRⅠ 

Flag-V型 ATPase V0C aaggaattcaatggctgacatcaagaacaaccccgaa EcoRⅠ atcgtcgacctactttgtggagaggattagggccac SalⅠ 

Flag-ARF1 aaaggaattcaatggggaatatctttgcaaacctcttc EcoRⅠ aaaggtcgactcacttctggttccggagctgattagac SalⅠ 

Flag-ARF2 aaaggaattcaatggggaatgtctttgaaaagctgttta EcoRⅠ aaaggtcgactcacttctggtttttgagctggttggag SalⅠ 

Flag-ARF3 aaaggaattcaatgggcaatatctttgggaaccttctg EcoRⅠ aaaggtcgactcacttcttgtttttgagctgattggc SalⅠ 

Flag-ARF4 atgcaagcttatgggcctcaccatctcctctctcttctc HindⅢ atgcgaattcttaacgttttgaaagttcatttgacagcc EcoRⅠ 

Flag-ARF5 atgcaagcttatgggcctcacggtgtccgcgctcttttc HindⅢ atgcgaattcctagcgctttgacagctcgtgggacagcc EcoRⅠ 

Flag-ARF6 atgcaagcttatggggaaggtgctatccaagatcttcg HindⅢ atgcgaattcttaggatttgtagttagaggttaaccatg EcoRⅠ 

Myc-ARF6 aaggaattcatggggaaggtgctatccaagatcttcg EcoRⅠ aacctcgagttaggatttgtagttagaggttaacc XhoⅠ 

 

 

表 2.5 各発現プラスミドのシークエンス解析用プライマー 

Gene Forward primer 配列 (5'-3') Reverse primer 配列 (5'-3') 

pFlag-CMV-2-seq aatgtcgtaataaccccgccccgttgacgc tattaggacaaggctggtgggcac 

pcDNA3.1-Myc-seq cggtgggaggtctatataagc gcaactagaaggcaca 

 

 

表 2.6 ARF6変異体（ARF6 T27N）発現プラスミドの構築用プライマー  

Gene Forward primer 配列 (5'-3') Reverse primer 配列 (5'-3') 

ARF6 T27N mutant gcagccggcaagaacacgatcctgtac gtacaggatcgtgttcttgccggctgc 
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表 2.7 Real-time RT-PCR 用プライマー 

Gene Forward primer 配列 (5'-3') Reverse primer 配列 (5'-3') 

mV型 ATPase V0D2 tcagatctcttcaaggctgtgctg gtgccaaatgagttcagagtgatg 

hV型 ATPase V0D2 cttgagtttgaggccgacag tgccgaaggttggatagagg 

mV型 ATPase V1B2 cgaactgtttatgagactttggacatt ggtgctgagggattctcttc 

mIFN-β atggtggtccgagcagagat ccaccactcattctgaggca 

mIL-6 gtagctatggtactccagaagac acgatgatgcacttgcagaa 

mIL-12p40 agaccctgcccattgaactg gaagctggtgctgtagttctcatatt 

mTNFα cacagaaagcatgatccgcgacgt cggcagagaggaggttgactttct 

mARF6 gccatcatcctcatcttcgc gctgcacataccagttcctg 

m18S rRNA gtaacccgttgaaccccatt ccatccaatcggtagtagcg 

hGAPDH aatcccatcaccatcttcca tggactccacgacgtactca 

 

表 2.8 V型 ATPase ATP6V0D2 発現レトロウイルスプラスミドの構築用プライマー 

Gene Forward primer 配列 (5'-3') 制限酵素 Reverse primer 配列 (5'-3') 制限酵素 

pMRX-FLAG-V型 ATPase V0D2-puro tgacgacaagggatccatgcttgagactgcagagctg EcoRⅠ cggccgctccgaattcttataaaattggaatgtagctg BamHⅠ 

 

表 2.9 レトロウイルスプラスミドのシークエンス用プライマー 

Gene Forward primer 配列 (5'-3') Reverse primer 配列 (5'-3') 

pMRX-Flag-puro-seq caccgccctcaaagtagacggcatc gacaaacgcacaccggccttattc 

 

2.2 CRISPR/Cas9システムによる V型 ATPaseおよび ARF6欠損細胞株の樹立 

 当研究室の先行研究より作製した V型 ATPase ATP6V0D2および ATP6V1B2欠

損細胞の樹立は以下に示した方法で行われた。また、本研究では新たに ARF6欠

損細胞株の樹立を先行研究と同様に行った。 

 

V型 ATPase および ARF6を標的とする pX330 プラスミドの作製 

CRISPR/Cas9 システムは Cas9 ヌクレアーゼと gRNA の複合体が PAM 配列

（NGG配列）を認識して結合し、その上流の gRNAと相補的な配列を切断する

機構である。この切断後の修復時に一定の確率でフレームシフト変異が挿入さ

れることを利用して V 型 ATPase および ARF6 の欠損細胞株を樹立した。まず、

V型 ATPaseを構成する ATP6V0D2サブユニットや ATP6V1B2サブユニット、さ

らには ARF6の開始コドン近辺に存在する PAM配列上流 20 bpを gRNA配列と

してそれぞれ選択した。この 20 bpを含む Forwardプライマーおよび Reverseプ

ライマーを相補的に設計し（表 2.1）、これらプライマーと 10×T4 Kination Buffer

（New England Biolabs）および 10 units/μL T4 PNK（New England Biolabs）を加え
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て滅菌水で全量 10 μL に調製してアニーリング反応を行った。アニーリング反

応条件は、95℃を 5分間、プライマーTm値+3℃を 30分間、プライマーTm値を

30分間、プライマーTm値-3℃を 30分間行った後、氷上でインキュベートした。

なお、アニーリング後の N 末端および C 末端は BbsⅠの粘着末端になるように

プライマーを設計した（表 2.1）。その後、アニーリング産物は以下に示したクロ

ーニング操作を用いて制限酵素 BbsⅠ（Thermo）で処理した pX330 へライゲー

ションを行った。 

 

pCAG-EGxxFP プラスミドの作製 

 CRISPR/Cas9 システムにより切断を受けた細胞を単離するためのレポーター

プラスミドを構築した。EGFP 遺伝子の中流に 2 連続のリピート配列を有する

EGFP 発現プラスミド pCAG-EGxxFP（x がリピート配列）を使用し、このリピ

ート配列間に標的配列を含む約 600 bpの V 型 ATPase ATP6V0D2、ATP6V1B2お

よび ARF6 の DNA断片をそれぞれ挿入した。まず、リピート配列内に EcoRⅠ、

BamHⅠおよび PstⅠサイトがあることから、これらの制限酵素（TOYOBO）で

pCAG-EGxxFP を処理した。次に表 2.1 に示した制限酵素配列を付加したプライ

マーで約 600 bp の V 型 ATPase ATP6V0D2、ATP6V1B2 および ARF6 の DNA 断

片を PCR 増幅した。PCR 反応組成はマウス由来 cDNA を鋳型として KOD

（TOYOBO）のプロトコルに従い作製し、50 μLに調製した。PCR反応条件は、

1サイクル目は 95℃を 5分間とし、その後、95℃を 30秒間、50-60℃を 30秒間、

68℃を 1 分間の反応を 40 サイクル行った。得られた PCR 産物を EcoRⅠおよび

BamHⅠ消化し、以下に示したクローニング操作で pCAG-EGxxFPプラスミドへ

組み込んだ。 

 

FACS Sorting による 1細胞由来 EGFP 陽性細胞の取得 

 構築した pX330 プラスミドと pCAG-EGxxFP プラスミドを RAW264.7 細胞へ

トランスフェクションした。RAW264.7 細胞は 1.0×107 cells/100 mL に調製し、

Neon Transfection System（Life Technologies）に従って、これらプラスミドをエレ

クトロポレーションで導入した。トランスフェクション 2 日後、培地を除去し

て PBS（Nacalai）で洗浄し、200 μL の FACS Buffer [1% BSA（Nacalai）、2 mM 

EDTA（Nacalai）含有 PBS] で懸濁し、FACS Aria（BD Bioscience）で図 2.1の作

用機序のもとゲノム編集が機能したと考えられる EGFP 陽性細胞の割合を測定

した。その後、FACS Aria の Cell Sorting システムを利用して EGFP陽性細胞を

96 wellプレートにシングルナイズした。 
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図 2.1 CRISPR/Cas9 システムを駆使した各欠損細胞株の樹立 

Cas9タンパク質および gRNA複合体がPAM配列を認識して結合し、その上流の gRNA

と相補的な配列を切断する。この切断後の修復時に変異が挿入される。Cas9/ gRNA 複

合体により切断修飾を受けると EGFP を発光するレポータープラスミドを用いること

により、EGFP 蛍光の消長を指標として、ゲノム上の標的遺伝子配列に変異の挿入が見

られる細胞を選定することが可能となる[87]。 

 

ゲノム配列の変異位置の決定 

FACS ソーティングにより単離した RAW264.7 細胞を 24 well プレートの細胞

密度が 70-80 %になるまで培養を行った。その後、この細胞の一部を回収し、50 

mM NaOH（Wako）を加えて 95℃で 1時間インキュベートした後、1 M Tris-HCl

（pH 8.0, Nacalai）で中和することで、ゲノム DNAの懸濁液を得た。このゲノム

DNAを鋳型とし、標的配列を含む DNA断片増幅用プライマー（表 2.2）を用い

て Ex Taq HS（TaKaRa）で PCRを行った。PCR反応組成は、Ex Taq HSのプロト

コルに従い、全量 50 μLに調製した。PCR反応条件は、1サイクル目は 98℃を 5

分間とし、その後 98℃を 30秒間、55℃を 30 秒間、72℃を 1分間の反応を 40サ

イクル行った。PCR産物を電気泳動後、標的バンドをゲル精製して得た DNA断

片を TOPO vector にライゲーションし、以下と同様のクローニング操作でプラス

ミドを構築して、表 2.3に示したプライマーを用いてシークエンス解析を行うこ

とで変異位置を決定した。 
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電気泳動およびゲル精製 

電気泳動緩衝液として 1×TAE緩衝液（Nacalai）を使用した。DNAの染色のた

めに 1/10000 倍容のミドリグリーン（日本ジェネティクス）を含む 0.8%アガロ

ースゲルに 6×Loading buffer（TOYOBO）を加えた PCR産物を注入し、100 Vで

電気泳動を行った。泳動後、UVを照射し、DNAバンドを確認した。目的の DNA

断片をゲルから切り出し、illustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification kit

（GE Healthcare）に従って、ゲル精製を行った。ゲル精製後の産物濃度を分光蛍

光高度計 Nano drop（Thermo）で測定し、以下の実験に使用した。 

 

ライゲーションおよび形質転換 

制限酵素消化した pX330および pCAG-EGxxFPを illustraTM GFXTM PCR DNA 

and Gel Band Purification kit で精製し、上記で作製した DNA断片をそれぞれライ

ゲーションした。ライゲーション反応は、反応液全量の 1/2倍容の 2×Ligation Mix

（日本 Gene）、50 ng の pX330 または pCAG-EGxxFP、ベクターのモル数の約 5

倍量に相当する各 DNA断片を混合し、16℃にて 1時間反応させた。その後、氷

上で融解させた 30 μLの E.coli DH5α株のコンピテントセル懸濁液をライゲーシ

ョン反応液へ加えて穏やかに撹拌した。次に 42℃のヒートブロックで 1 分間加

温した後、500 μLの LB液体培地を加えて穏やかに混合し、37℃で 30分間イン

キュベートした。この培養液を 100 μg/mLアンピシリン（Nacalai）含有 LB平板

培地に塗付し、37℃で一晩培養を行った。 

 

プラスミド抽出およびシークエンス解析 

コロニーを形成した形質転換大腸菌を 100 μg/mL アンピシリン含有 LB培地 2 

mL に接種し、37℃で一晩振とう培養を行った。培養液の 1.5 mLを遠心分離し、

上清を除去した後、プラスミド抽出および精製は Fast Gene Plasmid Mini Kit（日

本ジェネティクス）に従って行った。精製したプラスミドの濃度を分光蛍光高度

計 Nano drop で測定し、その 100-200 ng をシークエンス反応の鋳型として用い

た。シークエンス反応は BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（ABi）に従

って調製し、得られた塩基配列は、日本 DNA データバンクの相同性検索ソフト

BLAST（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）で既知遺伝子と比較することで、

目的のプラスミドが構築されていることを確かめた。また GENETYX Ver.12

（GENETYX）を用いてマルチプルアラインメント解析を行うことにより、ゲノ

ム編集による変異位置を特定した。なお、高濃度の発現プラスミドが必要な際は、

目的プラスミドを含む形質転換大腸菌を再度 50 mL の 100 μg/mL アンピシリン

含有 LB液体培地に接種し、37℃で一晩振とう培養後、Nucleo Bond Xtra Midi kit

（TaKaRa）に従ってプラスミドを抽出した。 
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2.3 発現プラスミドの構築 

V型 ATPase ATP6V0D2、各 ARFファミリーの発現プラスミドの作製 

NCBIよりマウス由来の各遺伝子の塩基配列情報を入手し、開始コドンから終

止コドンまでが増幅されるプライマーをそれぞれ設計した（なお、開始コドン上

流および終止コドン下流に表 2.4 に示した制限酵素認識配列が付加されるよう

にプライマーは設計している）。これらプライマーを用いてマウス由来 cDNAを

鋳型として上記に示した KOD（TOYOBO）のプロトコルに従って PCR を行っ

た。PCR 産物を電気泳動およびゲル精製した後、あらかじめ該当する制限酵素

で消化した pFlagCMV-2 又は pcDNA3.1-Myc プラスミドにライゲーションを行

った。その後、上記方法 2.2 に示した操作でプラスミドを精製し、pFlag-CMV-2

又は pcDNA3.1-Myc プラスミド上のマルチクローニングサイト近辺の配列（表

2.5）を用いて、シークエンス解析を行った。また、本研究で使用した ARLファ

ミリーの発現プラスミドは pcDNA3.1-Myc プラスミドに組み込まれた当研究室

で既に保持しているものを使用した。 

 

ARF6 変異発現プラスミドの作製 

ARF6 の 27 番目のトレオニン残基をアスパラギン残基に置換した機能欠損型

変異プラスミド pFlag-CMV-2-ARF6 T27Nの構築を行った（図 2.2）。まず、標的

部位が目的のアミノ酸残基に置換するように変異を加えた Forward プライマー

および Reverseプライマーを設計した（表 2.6）。PCR反応はこれら設計したプラ

イマーに加え、上記で作製した ARF6の発現プラスミドおよび表 2.4の ARF6発

現プラスミド用プライマーを使用して行った。野生型の ARF6 発現プラスミド

を鋳型とし、HindⅢ付加した開始コドンを含む Forward プライマーと変異

Reverse プライマーペア、EcoRⅠ付加した終止コドンを含む Reverse プライマー

と変異 Forward プライマーペアでそれぞれ PCR を行った。PCR 産物を電気泳動

後ゲル精製して、2組のプライマーペアで増幅された 2種類のDNA断片を得た。

次に、この 2種類の DNA断片の混合溶液を鋳型として、HindⅢ付加した開始コ

ドンを含むForwardプライマーおよびEcoRⅠ付加した終止コドンを含むReverse

プライマーのペアで再度 PCR を行うことで全長鎖の標的部位が目的のアミノ酸

残基へと置換した DNA 断片を得た。PCR 反応組成、反応条件および PCR 後の

実験操作については上記の方法と同様に行った。 
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図 2.2 ARF6 T27Nの DNA断片の PCR増幅の手順 

野生型の ARF6 発現プラスミドを鋳型とし、HindⅢ付加した開始コドンを含む

Forward プライマーと変異 Reverse プライマーペア、EcoRⅠ付加した終止コドンを含む

Reverseプライマーと変異 Forwardプライマーペアで 1回目の PCR を行った。次に、増

幅した 2種類の DNA断片の混合溶液を鋳型として、HindⅢ付加した開始コドンを含む

Forwardプライマーおよび EcoRⅠ付加した終止コドンを含む Reverseプライマーで 2回

目の PCRを行い、目的部位がアスパラギン残基に置換した ARF6 T27Nの DNA断片を

得た。 

 

2.4 V型 ATPase 阻害剤 Bafilomycin A1 の投与 

RAW264.7 細胞や BM-M、TLR4 発現 HEK293 細胞を 6 well プレート又は 24 

well プレートに細胞密度が 50-70%になるように前培養した。この細胞上清に V

型 ATPaseの阻害剤である Bafilomycin A1 を 10-100 nMの濃度で投与し、30分間

インキュベートした。反応後、Bafilomycin A1 含有培地を除去して新しい培地に

交換し、各実験系に適用した。 

 

2.5 PRRs リガンド刺激によるサイトカイン量の測定 

PRRs 合成リガンドの投与 

RAW264.7 細胞および BM-M に各 PRRs 合成リガンドを表 2.10 に示した濃度

で培養上清に添加し、6 時間または 24 時間反応させることで、自然免疫応答を

誘導した。なお、 Immuno stimulatory DNA（ ISD、配列：5’-TACAGATCTAC 

TAGTGATCTATGACTGATCTGTACATGATCTACA-3’）のオリゴ合成はGreiner bio-

oneに受諾し、それ以外の合成リガンドはいずれも Invivogenより購入した。また、

RLRsや細胞内DNAセンサーに細胞内刺激を施す際はトランスフェクション試薬

である Lipofectamine 2000（Life Technologies）を用いた。 

各合成リガンドで自然免疫応答を誘導後、Ⅰ型 IFNの一つである Ifnb1および
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炎症性サイトカインである Il6、Il12p40、Tnfa の転写量は RNA を抽出して RT-

qPCR で定量し、細胞上清中の IL-6 タンパク質量は ELISA 法にて測定した。ま

た、CRISPR/Cas9 システムにより欠損させた遺伝子および siRNA によりノック

ダウンさせた遺伝子の転写量についても RT-qPCR にて解析した。以下に RT-

qPCRおよび ELISA法の詳細な実験方法を記す。 

 

表 2.10 各 PRRs の合成リガンドと刺激濃度 

受容体 合成リガンド試薬 刺激濃度 

TLR2 グラム陽性菌細胞壁成分：MALP-2 100 ng/mL 

TLR3 合成二本鎖 RNAアナログ：Poly(I:C) 100 μg/mL 

TLR4 グラム陰性菌細胞壁成分：リポ多糖（LPS） 10-1000 ng/mL 

TLR7 合成化学物質：R837（別名：Imiquimod） 5 μg/mL 

TLR9 合成 CpG DNA：ODN1668 1 μM 

RLRs（RIG-I およびMDA5） Poly(I:C) + Lipofectamine 2000 どちらも等量の 1-4 μg 

細胞内 DNAセンサー 合成 DNA：ISD + Lipofectamine 2000 どちらも等量の 1-4 μg 

 

RNA 抽出と cDNA合成 

 各合成リガンドで刺激後、細胞を PBSで洗浄し、RNA抽出試薬である TRIzol 

Reagent（Life Technologies）を 500 μL 加えて回収した。そのサンプルに対して

100 μLのクロロホルムを加えてボルテックス後、遠心分離（13,000 rpm、4℃、

15 min）を行い、上部水相を新しいエッペンチューブに移した。このクロロホル

ム抽出操作を再度繰り返した後、250 μL のイソプロパノール（Nacalai）を加え

て、遠心分離（13,000 rpm、4℃、20 min）した。上清を除去後、RNAペレット

を 70%エタノール（Nacalai）で洗浄し、遠心分離（13,000 rpm、4℃、10 min）を

行い、上清を除去して 70%エタノールが完全になくなるまで乾燥させた。乾燥

RNAペレットを 10 μLの RNase-free滅菌水（Nacalai）で溶解し、分光蛍光高度

計 Nano dropで RNA濃度を測定した。 

上記で精製した RNA 溶液の約 500 ng を逆転写用キットである ReverTraAce

（TOYOBO）を使用して、cDNAを合成した。cDNA反応溶液組成は、ReverTraAce

のプロトコルに従い、全量 10 μLに調製した。逆転写反応条件は、1サイクル目

は 30℃を 10分間とし、その後は 42℃を 1時間、99℃を 5分間の条件で行った。 

 

RT-qPCR による各サイトカイン転写量の測定 

 RT-qPCRは Power SYBR Green PCR Master Mix（Life Technologies）を使用し、

Light Cycler 96（Roche）で測定した。反応溶液組成は、Power SYBR Green PCR 

Master Mixのプロトコルに従い、滅菌水を加えて 20 μLに調製した。使用したプ
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ライマーを表 2.7 に示す。RT-qPCR 反応条件は、1 サイクル目は 95℃を 10 分間

とし、その後 95℃を 10秒間、60℃を 1分間の反応を 45サイクル行った。なお、

内部標準として 18S rRNA と GAPDH 遺伝子を用いて補正し、⊿⊿Ct 法により

サイトカイン発現量を相対的に評価した。 

 

ELISA 法によるサイトカイン量の測定 

 各合成リガンド反応後、培養上清中の IL-6、TNFα および IL-12p40 のタンパ

ク質量を mouse DuoSet ELISA Development Kit（R&D）を用いて測定した。まず、

Capture抗体含有 PBSを 96 well ELISAプレートに 50 μL/well滴下し、一晩反応

させた。翌日、ELISA Wash Buffer [0.05% Tween20を含む PBS] で洗浄後、1% BSA

含有 PBS を 200 μL/well で加えて 1 時間ブロッキングを行った。ELISA Wash 

Buffer で洗浄後、各サンプル上清およびスタンダードとして 2000 pg/mL の各ス

タンダード溶液を 2 倍毎で段階希釈した 8 つの検量線用コントロールサンプル

をそれぞれ 50 μL/well滴下し、2時間反応させた。その後、ELISA Wash Buffer で

洗浄を行い、Detection抗体および 1% BSA含有 PBSを 50 μL/wellで加えて 2時

間反応させた。ELISA Wash Buffer で洗浄後、Streptavidin-HRP および 1% BSA含

有 PBSを 20分間反応させた。ELISA Wash Buffer で洗浄し、ELISA POD Substrate 

TMB kit（Nacalai）中の Staining 溶液および Substrate 溶液の等量混合溶液を 50 

μL/well ずつ加えて発光させ、コントロールサンプルの発光度合を目安として、

その反応を 25 μL の 1 M H2SO4（Nacalai）で止めた。iMARKマイクロプレート

リーダー（Bio-Rad）を用いて 450 nmの吸光度を測定し、検量線を指標として各

サンプル上清に含まれる IL-6 タンパク質量を算出した。一方、各合成リガンド

反応後の培養上清中に含まれる IFN-β タンパク質量の測定は LumiKineTM mIFN-

β（Invivogen）の方法に従って行った。 

 

2.6 ルシフェラーゼレポーターアッセイ 

IFN-βおよびNF-κBプロモーター活性をDual-Luciferase Reporter assay（Promega）

により解析した。レポータープラスミドとして、IFN-β 又は NF-κB プロモータ

ー下流にホタルルシフェラーゼ遺伝子を含む pGL3-IFN-β-Luc と pGL3-NF-κB-

Luc プラスミド、さらに内部標準として恒常的にプロモーター活性を示す SV40

又は TK プロモーター下流にウミシイタケルシフェラーゼ遺伝子を含む pSV40-

Luc と pTK-Lucプラスミドを使用した。RAW264.7細胞又は TLR4発現 HEK293

細胞を細胞密度 50-70%になるように 24 wellプレートに前培養した。翌日、1 well

あたり 100 ng の pGL3-IFN-β-Luc又は pGL3-NF-κB-Luc、10 ngの pSV40-Luc又

は pTK-Luc、250 ngの各発現プラスミドを混合し、OptiMEM（Life Technologies）

を加えて 50 μLに調製した。このプラスミド溶液に用いたプラスミド濃度の 3-4
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倍濃度のポリエチレンイミン（Polysciences, Inc.）を含む 50 μLの OptiMEMを混

合し、15分間静置した。その後、細胞培養上清にこの混合液を滴下し、6時間後

培地を交換して一晩培養を行った。翌日、表 2.10 の濃度で各合成リガンドの刺

激を行い、6時間インキュベートした。その後、DMEM培地を除去し、100 μLの

5×Passive Lysis Buffer（Promega）を加えて細胞を溶解した。この細胞溶解液を 96 

wellプレートに 10 μLずつ分注し、各wellあたり 50 μLのLuciferase Assay Reagent 

II（Promega）、50 μLの Stop&Glo Reagent（Promega）の順に反応させ、ホタルお

よびウミシイタケルシフェラーゼの活性をMulti-mode plate reader TriStar LB942

（Berthold）で検出した。ウミシイタケルシフェラーゼの活性を内部標準として、

サンプルごとの遺伝子導入効率の違いを補正し、IFN-β および NF-κB のプロモ

ーター活性を算出した。 

 

2.7 PRRs リガンド刺激によるシグナル伝達経路の活性化 

PRRs 合成リガンドの投与 

 RAW264.7細胞を細胞密度 50-70%になるように前培養した。翌日、Poly(I:C)又

は ISDを 0、1、3時間、LPSを 0、0.5、1時間又は 0、15、30分間のタイムコー

スで刺激した。なお、各合成リガンドの濃度は上記操作 2.5と同様の条件で行っ

た。その後、細胞を PBS で洗浄し、細胞溶解液である RIPA buffer [0.5% DOC

（Nacalai）、1% NP-40（Nacalai）、150 mM NaCl（Nacalai）、0.1% SDS（Nacalai）、

50 mM Tris-HCl（pH8.0）] を 200 μL加えることで細胞からタンパク質を抽出し

た。回収した各サンプルのタンパク質濃度は Pierce BCA protein assay kit（Thermo）

のプロトコルに従い、BCA法により定量した。 

 

SDS-PAGE 

 各タンパク質抽出サンプルは SDS sample buffer [0.125 M Tris-HCl、4% SDS、

20% Glycerol（Nacalai）、0.01% BPB（Nacalai）、0.2 M DTT（Nacalai）] で調製し、

95℃で 5 分間、熱処理を行った。その後、5-20% SDS ポリアクリルアミドゲル

（アトー株式会社）および電気泳動緩衝液である SDS-PAGE Running buffer [0.25 

M Tris、1% SDS、192 M Glycine（Nacalai）] を用いて 20 mA、80分間の条件で

電気泳動を行った。 

 

ウェスタンブロット 

SDS-PAGE により分離したタンパク質を PVDFメンブレン（Bio-Rad）および

Transfer buffer [25 mM Tris、20% Methanol（Nacalai）、192 mM Glycine] を用いて

200 mA、60 分間の条件で転写を行った。転写後、メンブレンを 5%スキムミル

ク（Nacalai）に室温で 1 時間インキュベートすることで、ブロッキングを行っ
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た。ブロッキング後、TBST buffer [0.5 M Tris、1.38 M NaCl、0.027 M KCl（Nacalai）、

0.05 % tween20（Nacalai）] で洗浄し、5%ウシ血清アルブミン（BSA）含有 TBST 

buffer で希釈した各種一次抗体を 4℃で一晩反応させた。再度 TBST で洗浄後、

5%スキムミルク含有 TBST buffer で希釈した二次抗体を加えて室温で 30分間イ

ンキュベートした。その後、TBST buffer で洗浄し、メンブレンを発光試薬 Western 

Lightning Plus-ECL（PerkinElmer）の Enhanced Luminol Reagent および Oxidizing 

Reagent の等量混合溶液で反応させ、Image Quant LAS-4000（GE Healthcare）で

蛍光を検出した。なお、ARF6 KO細胞のタンパク質レベルでの標的遺伝子の発

現解析、下記操作 2.9のレスキュー実験における標的遺伝子の発現解析および下

記操作 2.12の共免疫沈降についてもウェスタンブロットにて評価した。従って、

これら実験も合わせて使用した一次抗体と二次抗体の希釈倍率を以下に示す。 

 

一次抗体 

・Rabbit anti-IRF3 monoclonal antibody（Cell signaling）、1/1000倍 

・Rabbit anti-Phospho-IRF3 monoclonal antibody（Cell signaling）、1/1000倍 

・Rabbit anti-NF-κB p65 monoclonal antibody（Cell signaling）、1/1000倍 

・Rabbit anti-Phospho- NF-κB p65 monoclonal antibody（Cell signaling）、1/1000倍 

・Mouse anti-ARF6 monoclonal antibody（Santa Cruz Biotechnology）、1/500倍 

・Goat anti-β-Actin polyclonal antibody（Santa Cruz Biotechnology）、1/1000倍 

・Rabbit anti-Flag monoclonal antibody（Sigma）、1/1000倍 

・Rabbit anti-Myc monoclonal antibody（Sigma）、1/1000倍 

 

二次抗体 

・Rabbit HRP標識 anti-IgG monoclonal antibody（Sigma）、1/10000倍 

・Mouse HRP標識 anti-IgG monoclonal antibody（Sigma）、1/10000倍 

・Goat HRP標識 anti-IgG monoclonal antibody（Sigma）、1/10000倍 

 

2.8 siRNAを用いたノックダウン解析 

 1.0×107 cells/100 mLに調製した BM-DCまたは TLR4発現HEK293細胞に 3 μM

のスクランブル siRNA、mAtp6v0d2 siRNA：5’-AUUAUCUGCCACUCUCUUCA 

UCUGC-3’、hATP6V0D2：5’- CAGAUCUCUUUAAUGCCAUUCUGAU -3’（いず

れも Life Technologies）をそれぞれ混合後、Neon Transfection Systemの方法に従

ってエレクトロポレーションを行った。siRNA を導入して 2 日後、本操作で示

した方法を用いて、RT-qPCR によるサイトカイン量の測定、LPS の細胞内取り

込み量の評価および細胞膜上の TLR4の発現量の FACS解析を行った。 
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2.9 レトロウイルスプラスミドを用いた V0D2 KO細胞のレスキュー実験 

ウイルス用発現プラスミドの構築 

 実験操作 2.3と同様のアッセイ系で表 2.8に示した制限酵素認識配列を付加し

たプライマーを用いて V 型 ATPase ATP6V0D2 サブユニットの全長鎖を PCR 増

幅および精製を行った。次に該当する制限酵素で PCR 遺伝子断片および鋳型と

なる pMRX-Flag-puro プラスミドを消化後、ライゲーション反応を行い、上記に

記載したクローニング操作のもと pMRX-Flag-ATP6V0D2-puroプラスミドの構築

を試みた。なお、標的遺伝子配列の挿入の有無は pMRX-Flag-puro プラスミド上

のマルチクローニングサイト近辺の配列（表 2.9）を用いて、シークエンス解析

にて確かめた。 

 

pMRX-Flag-ATP6V0D2-puro 含有レトロウイルスの作成と細胞感染 

レトロウイルスパッケージ細胞である Plat-E 細胞を 4×106 cells/10 cm dish で

前培養し、細胞が接着後、6 μgの pMRX-Flag-ATP6V0D2-puro プラスミドと 1 μg

の pVSV-G（Addgene）の混合溶液と等倍量の Lipofectamine 2000 を 15分間反応

させ、トランスフェクションを行った。翌日新しい培地に交換し、36 時間イン

キュベートしてウイルスを産生させた後、その細胞上清を回収することで

pMRX-Flag-ATP6V0D2-puro プラスミドを取り込んだレトロウイルスを得た。そ

の後、あらかじめ 5×105 cells/10 cm dish で前培養しておいた RAW264.7 細胞

（V0D2 KO）にレトロウイルス液を 0.22 μM フィルターを通して添加すること

で感染させた。感染開始から 16 時間後、レトロウイルス液を除去して 4 μg/mL

ピューロマイシン含有DMEM培地を用いて抗生物質による薬剤セレクションを

行った。なお、pMRX-Flag-ATP6V0D2-puro プラスミド上にはピューロマイシン

耐性遺伝子が発現しているため、標的プラスミドを有したレトロウイルス感染

細胞はこの環境下でも生存する。この選別過程を経て生き残った細胞に対して、

上記操作で示した方法で RT-qPCR およびウェスタンブロットにて V 型 ATPase 

ATP6V0D2遺伝子の発現量を解析し、その発現が回復した細胞株を本研究のレス

キュー実験に使用した。 

 

2.10 FACS 解析による細胞膜上 TLR4の発現量の測定 

RAW264.7 細胞、BM-M および BM-DC を 24 well プレートに細胞密度が 50-

70%になるように前培養した。翌日、実験条件に応じて Bafilomycin A1前処理を

行った後に LPS を 0、1、3、6時間のタイムコースで刺激を行った。LPS刺激後、

培地を除去し、FACS Buffer で洗浄した後、100 μL の FACS Buffer に懸濁した。

次に免疫染色のため、0.5 μLの抗 CD16/CD32 抗体（BD Bioscience）を加え、氷

上で 30 分間静置し、Fc 受容体のブロッキングを行った。その後、PE 標識マウ
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ス由来抗 TLR4 抗体（BD Bioscience）を 0.5 μL 加え、氷上で 30 分間静置した。

なお、BM-Mと BM-DCにおいては骨髄系細胞やリンパ球などの複数種の免疫細

胞が混合しているため、PE 標識マウス由来抗 TLR4 抗体と同時に各細胞のマー

カー遺伝子の抗体を反応させることで FACS ゲートによりマクロファージと樹

状細胞を分画して解析できるようにした。BM-M は FITC 標識マウス由来抗

CD11b 抗体（BioLegend）および Percp/Cy5.5 標識マウス由来抗 F4/80 抗体

（BioLegend）をそれぞれ 0.5 μL 加えて免疫染色を行うことにより、CD11b・ 

F4/80両陽性マクロファージ系細胞を FACSゲートにより分画して解析を行った。

一方、BM-DC は FITC 標識マウス由来抗 CD11b 抗体（BioLegend）および APC

標識マウス由来抗 CD11c抗体（BioLegend）をそれぞれ 0.5 μL加えて免疫染色を

行うことにより、CD11b・ CD11c 両陽性樹状細胞を FACS ゲートにより分画し

て解析を行った。これら抗体で染色後、FACS Buffer で 3回洗浄を行い、再度 300 

μLのFACS Bufferに懸濁したものをサンプルとし、FACS Accuri C6（BD Bioscience）

を用いて細胞膜上の TLR4の発現量の解析を行った。 

 

2.11 蛍光標識された合成リガンドの細胞内取り込み量の解析 

 RAW264.7 細胞および TLR4 発現 HEK293 細胞または野生型 HEK293 細胞を

24 wellプレートに細胞密度が 50-70%になるように前培養した。翌日、RAW264.7

細胞に 0.5 μg/ml の Rhodamine標識 Poly(I:C)（Invivogen）又は 5 ng/ml の Alexa488

標識 LPS（Thermo）を 1時間反応させた。また、TLR4発現 HEK293細胞は上記

2.6の方法による発現プラスミドの導入あるいは上記 2.8の方法による siRNAの

導入後、実験条件に応じて Bafilomycin A1前処理を施し、5 ng/ml の Alexa488標

識 LPS を 1 時間反応させた。これら刺激後の培地を除去した後に FACS Buffer

で 3 回洗浄し、300 μL の FACS Buffer に懸濁した。調製したサンプルは FACS 

Accuri C6（BD Bioscience）を用いて合成リガンドの細胞内取り込み量を評価し

た。 

 

2.12 V型 ATPase サブユニットと ARF6の共免疫沈降 

10 cm dish に HEK293T 細胞を細胞密度 50-70%程度になるように前培養を行

い、Lipofectamine 2000を用いて Flagタグを付加した V 型 ATPaseサブユニット

（ATP6V0D2又は ATP6V0C）の発現プラスミドおよびMycタグを付加した ARF6

発現プラスミドを細胞へ導入した（プラスミド：Lipofectamine 2000＝1:2の割合

でそれぞれ混合）。24時間後、プレートに接着した細胞をピペッティングにより

剥離させた細胞懸濁液を 15 mLファルコンチューブへと移し、遠心分離（2,000 

rpm、4℃、5 min）を行った。細胞を PBS で洗浄後、細胞溶解液である HOMO 

buffer [ 150 mM NaCl、5 mM EDTA、25 mM Tris-HCl pH 8.0、0.2% Triton-X ] を
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300 μL添加し、細胞を完全に溶解させるため超音波で粉砕して遠心分離（7,500 

rpm、4℃、15 min）を行った。以上の過程で得られた細胞上清の 200 μLを別の

1.5 mL エッペンドルフチューブへと移し、50% Myc ビーズ（Santa Cruz 

Biotechnology）を 20 μL添加して 4℃で一晩ローテーターを用いて撹拌した。翌

日、PBSでMyc ビーズを 3回洗浄し、上記で記載した方法で SDS-PAGEおよび

ウェスタンブロットを行った。なお本操作に一次抗体として抗ラビット抗 Flag

モノクローナル抗体および抗ラビット抗 Myc モノクローナル抗体を使用し、

HRP標識抗ラビット抗 IgGモノクローナル抗体を二次抗体として使用した。 

 

2.13 エンドトキシン・トレランスの誘導 

 RAW264.7細胞および BM-M を 6 wellプレートに細胞密度が 50-70%になるよ

うに前培養した。翌日、これら細胞に 10 ng/mL の濃度で LPS刺激を行い、18時

間反応させた。その後、培地を除去し、PBS で 5 回洗浄して一回目に投与した

LPS を可能な限り除去した後、100 ng/mL の濃度で 2 回目の LPS 刺激を 6 時間

行った。このタイムコースで 2 度に渡る LPS 刺激を施すことで、エンドトキシ

ン・トレランスを誘導させ、上記に示したアッセイ系により、RT-qPCR および

ELISA法によるサイトカイン量や NF-κB p65 のリン酸化量の測定を行った。 

 

2.14 統計処理 

実験成績は、mean±SD で表した。2 群間の比較は、Student の umpaired t 検定

を使用し、3 群間以上の比較は one-way ANOVAまたは two-way ANOVA多重比

較検定後、Tukey検定を用いた。P < 0.05の場合を有意差有りと判定した。 
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第 3 章 結果 

3.1 各 V 型 ATPase 欠損細胞株は欠損標的遺伝子の ATP6V0D2 又は ATP6V1B2

の発現量が低下する 

 当研究室の先行研究において、CRISPR/Cas9 システムを用いて V 型 ATPase 

ATP6V0D2サブユニット又は ATP6V1B2サブユニットを欠損する V0D2 KOおよ

び V1B2 KO RAW264.7細胞の樹立に成功している（参考図 1）。また、エンドソ

ーム pH指示薬であるアクリジンオレンジ染色実験から、これら欠損細胞株のエ

ンドソーム内腔の酸性化が阻害されていることも明らかとなっている（参考図

2）。しかしながら、V0D2 KO および V1B2 KO 細胞のそれぞれの欠損させた遺

伝子の発現量の具体的な解析はなされていないことから、本研究ではまず、V型

ATPase ATP6V0D2および ATP6V1B2遺伝子の発現量を RT-qPCRにて測定した。

その結果、これら欠損細胞株は野生型細胞株と比較してそれぞれの欠損遺伝子

の発現量が顕著に減少していることが分かった（図 3.1）。以上のことから、標的

遺伝子の機能が低下した細胞株が樹立されたと考えられる。 

 

 

図 3.1 V型 ATPase 欠損細胞株の各欠損遺伝子の発現解析 

V 型 ATPase 欠損細胞株の各欠損遺伝子（Atp6v0d2 および Atp6v1b2）の mRNA 量を

RT-qPCRにより測定した（n = 3、mean±SD、*: t-test p < 0.05）。 

 

3.2 V型 ATPase 欠損細胞は核酸認識型 TLR（TLR3、TLR7、TLR9）を介した

自然免疫応答が減弱する 

核酸認識型 TLR はエンドソーム内 pH 環境化（pH6.0~6.5）で作用するカテプ

シンファミリーやアスパラギンエンドペプチダーゼといったプロテアーゼによ

り N 末端領域の切断修飾を受けることで成熟化し、下流にシグナルが誘導可能

となる[49-52]。そこで、当研究室の先行研究では、V0D2 KOおよび V1B2 KO細
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胞を用いて、核酸認識型 TLR（TLR3、TLR7 および TLR9）を介した自然免疫応

答についてⅠ型 IFNの一つである Ifnb1の転写量を指標に解析が行われた。その

結果、従来考えられてきた通り、各欠損細胞株は野生型細胞株と比べ、Ifnb1 転

写量の減弱が認められた（参考図 3A）。また、先行研究および本研究より Ifnb1

の転写因子である IRF3のリン酸化量をウェスタンブロットにより検出したとこ

ろ、Poly(I:C)による TLR3 刺激誘導後の野生型細胞では IRF3 のリン酸化量が刺

激時間依存的に著しく促進されるのに対し、V0D2 KO細胞では野生型細胞と比

較して IRF3 のリン酸化が抑えられることが明らかとなった（参考図 3B, 図

3.2A）。これらを踏まえ、本研究ではまず IFN-β および炎症性サイトカインにも

視野を広げ、ELISA法を用いて V0D2 KO細胞におけるこれらタンパク質産生量

の解析を試みた。その結果、TLR3、TLR7、TLR9 の合成リガンド（それぞれ

Poly(I:C)、R837、ODN1668）の刺激により、IFN-βおよび TNFαのタンパク質産

生量は野生型細胞と比べて有意に減少することが確認された（図 3.2B）。さらに、

炎症性サイトカイン遺伝子転写を調節する転写因子 NF-κB の活性化をルシフェ

ラーゼレポーターアッセイにより評価した。NF-κB 遺伝子プロモーター下で制

御されるルシフェラーゼレポータープラスミドをV0D2 KO細胞および野生型細

胞に導入し、各核酸認識型 TLR の合成リガンドで刺激後のルシフェラーゼ量を

検出したところ、V0D2 KO細胞は野生型細胞と比較してプロモーター活性の減

弱が認められた（図 3.3C）。これらのことから、V型 ATPaseの機能低下に伴い、

Ⅰ型 IFNや炎症性サイトカインの産生が抑制されることが明らかとなった。 

次に Ifnb1遺伝子プロモーター下で制御されるルシフェラーゼレポータープラ

スミドと共にV型ATPase ATP6V0D2発現プラスミドをV0D2 KO細胞に導入し、

ルシフェラーゼの発現を定量することで、レスキュー実験を試みた。その結果、

V0D2 KO 細胞において Poly(I:C)による TLR3 刺激誘導後の Ifnb1 プロモーター

活性は野生型細胞と比べて有意に低下するものの、V0D2 KO細胞に V 型 ATPase 

ATP6V0D2 発現プラスミドを導入することで、Ifnb1 プロモーター活性の低下が

抑制されることが分かった（図 3.2D）。したがって、欠損させた V 型 ATPase 

ATP6V0D2の機能を戻すことで、核酸認識型 TLR依存的な Ifnb1の誘導能が回復

すると考えられた。また、エンドソーム内腔酸性化阻害剤である Bafilomycin A1

処理においても同様の結果が得られるか検討を行った。Bafilomycin A1処理後の

野生型細胞に Poly(I:C)、R837およびODN1668の刺激をそれぞれ施したところ、

Ifnb1の転写量は Bafilomycin A1未処理の細胞株と比べ、有意に減少することが

RT-qPCRを用いた解析により明らかとなった（図 3.2E）。加えて、正常細胞であ

るマウス骨髄由来マクロファージ（BM-M）においても Poly(I:C)刺激後の Ifnb1

の転写活性量が Bafilomycin A1投与により同様に抑えられることが分かった（図

3.2F）。以上のことから、エンドソーム内 pH 環境が核酸認識型 TLR 依存的な抗
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ウイルス応答ならびに炎症応答に重要な役割を担うことが示唆された。 

 

 

 

図 3.2 V型 ATPase 欠損細胞株の核酸認識型 TLR 依存的な自然免疫応答 

A：野生型 RAW264.7細胞および V0D2 KO細胞に TLR3リガンドである Poly(I:C)を 0、

1、3時間で刺激し、IRF3のリン酸化量をウェスタンブロットにより検出した。 

B：野生型 RAW264.7細胞と V0D2 KO細胞に TLR3、TLR7、TLR9リガンド（Poly(I:C)、

R837、ODN1668）を 6時間刺激後、細胞上清中の IFN-βおよび TNFαのタンパク質量を

ELISA法により測定した（n = 3、mean±SD、*: t-test p < 0.05）。 

C：野生型 RAW264.7細胞および V0D2 KO細胞に NF-κB遺伝子プロモーター下で制御

されるルシフェラーゼレポータープラスミドを導入し、6時間の TLR3、TLR7、TLR9リ

ガンド（Poly(I:C)、R837、ODN1668）刺激前後におけるルシフェラーゼの発現量を測定

した（n = 3、mean±SD、*: t-test p < 0.05）。 

D：野生型 RAW264.7細胞および V0D2 KO細胞に Ifnb1遺伝子プロモーター下で制御さ

れるルシフェラーゼレポータープラスミドとともに V型 ATPase ATP6V0D2発現プラス

ミドを導入し、6時間の Poly(I:C)刺激前後におけるルシフェラーゼの発現量を測定した

（n = 3、mean±SD、**: one-way ANOVAおよび Tukey test p < 0.05）。 

E, F：野生型（E）RAW264.7細胞、（F）BM-Mおよび Bafilomycin A1投与を施した各々

の細胞に TLR3、TLR7、TLR9リガンド（Poly(I:C)、R837、ODN1668）で刺激をそれぞ
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れ施し、6 時間反応後、Ifnb1 の mRNA 量を RT-qPCR により測定した（n = 3、mean±

SD、**: one-way ANOVAおよび Tukey test p < 0.05）。 

 

3.3エンドソーム内 pH環境は細胞内 PRRs（RLR ファミリーおよび細胞内 DNA

センサー）を介した自然免疫応答に影響を及ぼさない 

 細胞内 PRRsである RLRファミリーや細胞内 DNAセンサーを介した自然免疫

応答にエンドソーム内 pH環境が関与するかを調べるため、V0D2 KOおよびV1B2 

KO 細胞に Poly(I:C)又は合成 DNA である ISD を細胞内にトランスフェクション

刺激し、Ifnb1 と炎症性サイトカインの一種である Il6 の発現量を RT-qPCR にて

測定した。なお、Poly(I:C)は細胞外から刺激を施すと TLR3リガンドとして作用

する一方、トランスフェクション試薬を用いて細胞内に導入すると、RLR ファ

ミリーのリガンドとして作用することが知られている[88]。細胞内にこれらリガ

ンド刺激を施した結果、野生型細胞と V0D2 KO 細胞間で Ifnb1 と Il6 の発現量

に変化は認められなかった（図 3.3A）。また、同様のリガンド刺激後の IL-6タン

パク質量を ELISA 法にて測定したが、この場合も変化は認められなかった（図

3.3B）。さらに Bafilomycin A1処理を施した細胞においても RLRファミリー刺激

依存的な Ifnb1および Il6の発現量に変化は確認されなかった（図 3.3C）。次にシ

グナル伝達経路の活性化を解析するため、Poly(I:C)又は ISD トランスフェクシ

ョン刺激後の IRF3 のリン酸化量を測定したが、野生型細胞と V0D2 KO 細胞間

で変化は認められなかった（図 3.3D, E）。これらのことから、エンドソーム内 pH

環境は細胞内 PRRs 依存的な自然免疫応答には影響を及ぼさないと考えられる。 
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図 3.3 V型 ATPase 欠損細胞株の細胞内 PRRs を介した自然免疫応答 

A：野生型 RAW264.7 細胞と V0D2 KO 細胞に Poly(I:C)および ISD を細胞内にそれぞれ

6時間刺激後、Ifnb1および Il6の mRNA量を RT-qPCRにより測定した（n = 3、mean±

SD）。 

B：野生型 RAW264.7 細胞と V0D2 KO 細胞に Poly(I:C)および ISD を細胞内にそれぞれ

0、6、24時間で刺激を施した後、上清中の IL-6タンパク質量を ELISA法により測定し

た（n = 3、mean±SD）。 

C：野生型 RAW264.7細胞および Bafilomycin A1 投与を施した細胞に Poly(I:C)を細胞内

に刺激して 6 時間反応後、Ifnb1 と Il6 の mRNA 量を RT-qPCR により測定した（n = 3、

mean±SD）。 

D, E：野生型 RAW264.7細胞および V0D2 KO細胞に（D）Poly(I:C)および（E）ISDを

細胞内にそれぞれ 0、1、3 時間で刺激し、IRF3 のリン酸化量をウェスタンブロットに

より検出した。 
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3.4 V型 ATPase 欠損細胞は TLR4依存的な炎症性サイトカインの産生は亢進す

るが、抗ウイルス応答は減弱する 

次に、エンドソーム内 pH 環境が細胞膜上に局在する TLR ファミリーに与え

る影響について着目した。当研究室の先行研究において、V0D2 KOおよび V1B2 

KO 細胞は LPS 刺激により、Il6 の転写量は野生型細胞と比較して顕著に増加す

るのに対し、Ifnb1 の転写量は減弱することが明らかとなった（参考図 4A, B）。

また、V0D2 KO細胞では LPS刺激後の NF-κB p65サブユニットのリン酸化量が

野生型細胞と比べて減少することが分かった（参考図 4C）。そこで本研究では、

V0D2 KO 細胞を用いて IL-6以外の炎症性サイトカインの産生量ならびに TLR4

と同じく細胞膜上で発現する TLR2 を介した自然免疫応答にも着目し、解析を

行った。V0D2 KO細胞に LPSおよび TLR2の合成リガンドであるMALP-2刺激

をそれぞれ施し、各炎症性サイトカイン（IL-6、IL-12p40、TNFα）のタンパク質

量を ELISA法にて測定した結果、V0D2 KO 細胞における TLR4刺激後の各炎症

性サイトカインの産生量が野生型細胞と比べて有意に亢進するのに対し、TLR2

刺激時は両細胞間に変化は認められなかった（図 3.4A）。さらに、同様の方法で

IFN-βのタンパク質量を測定した結果、V0D2 KO細胞の TLR4を介した IFN-βの

産生量が低下する一方、TLR2 依存的な IFN-β の産生量は V0D2 KO 細胞と野生

型細胞で変化は確認されなかった（図 3.4A）。以上の先行研究および本研究で得

られた知見より、以降の実験では TLR4とエンドソーム pH環境に関する解析を

中心的に行うこととした。 

まず、LPS刺激後における IRF3のリン酸化量をウェスタンブロットにより検

出したところ、V0D2 KO 細胞で野生型細胞と比べて IRF3 のリン酸化量が減少

することを確かめた（図 3.4B）。次に、NF-κB レポータープラスミドとともに V

型 ATPase ATP6V0D2 発現プラスミドを V0D2 KO 細胞に導入し、ルシフェラー

ゼの発現を定量した。その結果、V0D2 KO細胞において LPS刺激誘導後の NF-

κB プロモーター活性は野生型細胞と比較して上昇するものの、その欠損細胞に

V型 ATPase ATP6V0D2発現プラスミドを導入して機能を回復させることで、NF-

κB プロモーター活性は野生型細胞と同程度まで低下することが分かった（図

3.4C）。さらに、V0D2 KO細胞にレトロウイルスベクターを用いて FLAGタグを

付加したATP6V0D2遺伝子を導入することによってもレスキュー実験を行った。

その結果、レトロウイルス感染後の V0D2 KO 細胞は ATP6V0D2遺伝子の発現が

誘導されていることがウェスタンブロットおよび RT-qPCR を用いた発現解析か

ら分かり、その発現の回復に応じて LPS刺激後の Il6および Ifnb1の転写量の表

現型が野生型細胞へと近づくことが明らかとなった（図 3.4D, E）。したがって、

V 型 ATPase ATP6V0D2 が TLR4 依存的な自然免疫応答を制御する上で重要な役

割を担うことが示唆された。 
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図 3.4 V型 ATPase 欠損細胞株の TLR4依存的な自然免疫応答 

A：野生型 RAW264.7 細胞と V0D2 KO 細胞に TLR2 リガンドである MALP-2 または

TLR4 リガンドである LPS で刺激後、上清中の IL-12p40、TNFα、IFN-β および IL-6 タ

ンパク質量を ELISA法により測定した（n = 3、mean±SD、*: t-test p < 0.05）。 

B：野生型 RAW264.7細胞および V0D2 KO細胞に LPS を 0、0.5、1時間で刺激し、IRF3

のリン酸化量をウェスタンブロットにより検出した。 

C：野生型 RAW264.7細胞および V0D2 KO細胞に NF-κBプロモーター下で制御される
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ルシフェラーゼレポータープラスミドと実験条件に応じて V型 ATPase ATP6V0D2発現

プラスミドを導入し、6時間の LPS刺激前後におけるルシフェラーゼの発現量を測定し

た（n = 3、mean±SD、**: one-way ANOVAおよび Tukey test p < 0.05）。 

D：野生型 RAW264.7細胞、V0D2 KO細胞および FLAG標識した V型 ATPase ATP6V0D2

発現プラスミドを導入した V0D2 KO細胞の標的遺伝子の発現量を FLAG抗体によるウ

ェスタンブロットにて検出した。 

E：野生型 RAW264.7細胞、V0D2 KO細胞および FLAG標識した V型 ATPase ATP6V0D2

発現プラスミドを導入したV0D2 KO細胞にLPSを刺激して 6時間反応させ、Atp6v0d2、

Il6および Ifnb1の mRNA量を RT-qPCR により測定した（n = 3、mean±SD、**: one-way 

ANOVAおよび Tukey test p < 0.05）。 

F：野生型 RAW264.7細胞および Bafilomycin A1 投与を施した同細胞に LPSを刺激して

6時間反応後、Il6と Ifnb1の mRNA量を RT-qPCRにより測定した（n = 3、mean±SD、

**: one-way ANOVAおよび Tukey test p < 0.05）。 

G：BM-M および Bafilomycin A1 投与を施した同細胞に LPS を刺激して 6時間反応後、

Il6、Il12p40、Tnfaおよび Ifnb1の mRNA量を RT-qPCR により測定した（n = 3、mean±

SD、**: one-way ANOVAおよび Tukey test p < 0.05）。 

H：V型 ATPase ATP6V0D2遺伝子を siRNAによりノックダウンした BM-DC（V0D2 KD）

およびスクランブル siRNA を導入した同細胞に LPS 刺激を 6 時間施した後、Il6、Tnfa

および Ifnb1 の mRNA 量を RT-qPCR により測定した（n = 3、mean±SD、*: t-test p < 

0.05）。 

 

次に、Bafilomycin A1処理においても同様の結果が得られるかどうかの検討を

行った。Bafilomycin A1処理を施した野生型 RAW264.7細胞に LPS刺激を施し、

Il6と Ifnb1の転写量を RT-qPCRにて測定した結果、Il6の転写量は増加し、逆に

Ifnb1の転写量は減少することが分かった（図 3.4F）。 

次に、正常細胞である BM-Mとマウス骨髄由来樹状細胞（BM-DC）を使用し、

同様の現象が誘導されるかを検討した。Bafilomycin A1 処理を施した BM-M に

LPS 刺激を行い、炎症性サイトカインである Il6、Il12p40 および Tnfa の転写量

を測定した結果、これら遺伝子の転写量は Bafilomycin A1 処理前と比較して有

意に増加するのに対し、Ifnb1の転写量は抑制されることが分かった（図 3.4G）。

さらに、ATP6V0D2遺伝子を siRNAによりノックダウンしたBM-DC（V0D2 KD）

においてもコントロール（スクランブル siRNA導入時）と比較して LPS刺激後

の Il6 および Tnfa の転写量は亢進する一方、Ifnb1 の転写量は減弱することが明

らかとなり、正常マクロファージや樹状細胞の場合でも同様の表現型を有する

と考えられた（図 3.4H）。以上のことから、V 型 ATPase を介したエンドソーム

内 pH 環境は核酸認識型 TLR のみならず TLR4 依存的な自然免疫応答の制御に
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も重要な役割を担うことが示唆された。 

 

3.5 V型 ATPase 欠損細胞は TLR4のエンドサイトーシスに異常が生じ、LPS の

細胞内取り込み量が減少する 

 V0D2 KOおよび V1B2 KO細胞において、TLR4依存的な炎症性サイトカイン

の転写量が増強し、対照的に Ifnb1 の転写量が抑制されたことを受け、TLR4 の

エンドサイトーシスにエンドソーム pH 環境が何らかの重要な制御機構を有し

ている可能性が考えられた。つまり、これらの欠損細胞株は TLR4の内在化が抑

制された結果、細胞膜上の TLR4依存的な炎症応答を誘導するMyD88-TIRAP経

路が活性化されたのに対し、エンドソーム TLR4 依存的な抗ウイルス応答を誘

導する TRIF-TRAM経路が減退したという仮説を立てた。そこで、LPS刺激前後

における細胞膜上の TLR4 の発現量を蛍光標識した抗 TLR4 抗体を用いて染色

し、FACS解析にて解析を行った。その結果、LPS未刺激条件では、V0D2 KO細

胞と野生型細胞で同程度の TLR4 が細胞膜上に発現していた（図 3.5A, B）。ま

た、野生型細胞に LPS 刺激を施すと、今回測定した全てのタイムコースで未刺

激条件と比較して細胞膜上の TLR4の発現が減退し、LPS刺激依存的に TLR4の

内在化が誘導された（図 3.5A, B）。しかしながら、V0D2 KO細胞では、LPS未

刺激条件と比べると細胞膜上の TLR4の発現は減少するものの、一部の TLR4が

細胞膜上に留まることが示唆された（図 3.5A, B）。さらに Bafilomycin A1処理を

行った野生型細胞においても同様に細胞膜上 TLR4 の発現が LPS 刺激後に

Bafilomycin A1未処理の野生型細胞のように減退せず、部分的に TLR4が細胞膜

上に留まることが分かった（図 3.5A, B）。また、正常細胞である BM-M および

BM-DCにおいても同様の表現型が得られるかどうかの解析を試みた。BM-Mは

M-CSF でマクロファージに分化誘導しているものの、その細胞中にはなお骨髄

系細胞やリンパ球などの複数種の免疫細胞が混在しているため、マクロファー

ジ細胞表面マーカーである CD11b および F4/80 蛍光抗体を反応させてゲートし

た CD11b・F4/80 両陽性細胞において同様のアッセイ系を適用後、TLR4 の細胞

動態を評価した。その結果、Bafilomycin A1処理後の BM-Mは Bafilomycin A1未

処理時と比較して LPS 刺激後の細胞膜上 TLR4 の発現量が高い傾向にあること

が分かった（図 3.5C）。さらに、BM-DC は V 型 ATPase ATP6V0D2遺伝子を標的

とした siRNA を導入してノックダウンを施した後に樹状細胞表面マーカーであ

る CD11bおよび CD11c蛍光抗体を用いて解析を行った。その結果、V型 ATPase 

ATP6V0D2 がノックダウンされた CD11b・CD11c 両陽性細胞は LPS 刺激を施し

てもコントロール（スクランブル siRNA 導入時）で観察される細胞膜上 TLR4

の発現量の減少は認められず、TLR4の細胞膜上の発現が保持されていることが

分かった（図 3.5D）。 
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次に、野生型および V0D2 KO 細胞に蛍光標識した LPS で刺激することで、

TLR4 の細胞内へのリガンド取り込み量を FACS 解析にて評価した。その結果、

V0D2 KO細胞は野生型細胞と比べて LPSの細胞内取り込み量が低下することが

確認された（図 3.5E）。なお、蛍光標識した Poly(I:C)の取り込み実験も同様に行

ったが、野生型細胞と V0D2 KO 細胞間に変化は認められなかった（図 3.5F）。

これらのことから、V 型 ATPase の機能低下から生じるエンドソーム内 pH の酸

性化阻害により、LPS刺激後の TLR4の内在化に異常をきたし、TLR4依存的な

サイトカイン産生に影響を与えると考えられた。 

  

  

 

図 3.5 V型 ATPase 欠損細胞株による TLR4の内在化 

A, B：野生型 RAW264.7 細胞と Bafilomycin A1 刺激を施した同細胞、さらに V0D2 KO

細胞に LPSを 0、1、3、6時間で刺激後、PE標識抗 TLR4抗体で染色して FACS 解析を

行った。（A）細胞膜上 TLR4の蛍光強度をヒストグラムで表し、（B）その陽性細胞の割

合をグラフ化した（n = 3、mean±SD、**: one-way ANOVAおよび Tukey test p < 0.05）。 
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C：BM-Mと Bafilomycin A1刺激を施した同細胞に LPS を 0、1時間で刺激後、PE標識

抗 TLR4抗体で染色して FACS 解析を行った。細胞膜上 TLR4の蛍光強度をヒストグラ

ムで表し、その陽性細胞の割合をグラフ化した（n = 3、mean±SD、*: t-test p < 0.05）。 

D：V 型 ATPase ATP6V0D2 遺伝子を siRNA によりノックダウンした BM-DC およびス

クランブル siRNA を導入した同細胞に LPS を 0、1 時間で刺激後、PE 標識抗 TLR4 抗

体で染色して FACS 解析を行った。細胞膜上 TLR4 の蛍光強度をヒストグラムで表し、

その陽性細胞の割合をグラフ化した（n = 3、mean±SD、**: two-way ANOVAおよび Tukey 

test p < 0.05）。 

E, F：野生型 RAW264.7 細胞と V0D2 KO 細胞に（E）Alexa488 標識 LPS および（F）

Rhodamine標識 Poly(I:C)をそれぞれ投与して 1 時間反応させ、FACS 解析にて各蛍光量

をヒストグラムで示した。また、陽性細胞の割合をグラフ化した（n = 3、mean±SD、

*: t-test p < 0.05）。 

 

3.6 ARF6はエンドソーム内酸性pH環境に関与してTLR4の内在化およびTLR4

依存的な自然免疫応答を制御する 

3.6.1 ARF6により NF-κBプロモーターの活性化が制御される 

 次にエンドソーム内 pH環境が TLR4の内在化にどのように寄与しているかを

明らかにするため、その制御因子の候補分子として細胞内小胞輸送制御に関わ

る低分子 GTPase である ARF ファミリーに着目した。マウスにおいて、ARF フ

ァミリーは 6 種類の ARF メンバーおよび類似した機能を有する約 20 種類の

ARL（ARF-like）メンバーから構成され、近年 ARFファミリーが TLR4や TLR9

の細胞動態や下流のアダプター分子の動員、RLRsを介したシグナル応答制御に

も重要な制御因子として機能することが明らかとなってきている[30,89-92]。こ

れらのことから、自然免疫応答ならびに細胞内小胞輸送に密接に関与すると予

想される ARFファミリーの発現プラスミドを構築後、NF-κBレポータープラス

ミドとともに TLR4 発現 HEK293 細胞に導入し、LPS 刺激前後におけるルシフ

ェラーゼの発現量を定量した。その結果、LPS 刺激後の NF-κB プロモーター活

性は ARF6 過剰発現時に減少し、ARL13A および ARL13B 過剰発現時に上昇す

ることを見出し、TLR4を介した自然免疫応答にこれら分子は何らかの関与があ

ることが示唆された（図 3.6A）。特に ARF6 は先行研究より、TLR4 のエンドサ

イトーシスの制御に貢献することが報告されているのに加え、V型 ATPaseと相

互作用するという報告があること、さらに Bafilomycin A1処理を施した ARF6お

よび TLR4発現 HEK293細胞の LPS刺激後の NF-κBプロモーターの減少が抑え

られたことから（図 3.6B）、ARF6 を標的候補分子として位置付けた[30,93]。次

に ARF6の機能欠損型の変異として知られる ARF6 T27N（27番目のトレオニン

をアスパラギンに置換した変異体[94]）を TLR4発現 HEK293細胞に導入し、同
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様にルシフェラーゼアッセイを行った。その結果、変異体 ARF6 T27N過剰発現

時の LPS刺激後の NF-κBプロモーター活性はコントロール（空プラスミドの発

現時）と比べて有意な差は認められなかった（図 3.6C）。このことから、ARF6の

機能が TLR4依存的な自然免疫応答の制御に重要であることが示唆された。 

 

   

 

図 3.6 ARF6過剰発現時の NF-κBプロモーター活性能 

A：TLR4発現 HEK293細胞に NF-κBプロモーター下で制御されるルシフェラーゼレポ

ータープラスミドとともに各 ARF ファミリー発現プラスミドを導入し、6 時間の LPS

刺激前後におけるルシフェラーゼの発現量を測定した（n = 3、mean±SD、*:t-test p < 

0.05）。 

B：TLR4発現 HEK293細胞と Bafilomycin A1刺激を施した同細胞に NF-κBプロモータ

ー下で制御されるルシフェラーゼレポータープラスミドとともに ARF6 発現プラスミ

ドを導入し、6 時間の LPS 刺激前後におけるルシフェラーゼの発現量を測定した（n = 

3、mean±SD、*:t-test p < 0.05）。 

C：TLR4 発現 HEK293 細胞に NF-κBプロモーター下で制御されるルシフェラーゼレポ

ータープラスミドと野生型 ARF6 または変異型 ARF6 T27N 発現プラスミドを導入し、

6時間の LPS刺激前後におけるルシフェラーゼの発現量を測定した（n = 3、mean±SD、

**: one-way ANOVAおよび Tukey test p < 0.05）。 
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3.6.2 ARF6 は V 型 ATPaseと相互作用し、TLR4リガンドである LPSの細胞内取

り込み能を制御する 

 ARF6 が TLR4 を介したシグナル応答に関与することが示唆されたことから、

次に TLR4リガンドの LPSの細胞内取り込み量を測定することで ARF6が TLR4

の細胞動態に影響を与えるかの解析を試みた。この解析にあたり、まず TLR4依

存的に LPS が細胞内へと取り込まれるかどうかを調べるため、HEK293 細胞を

用いて検討を行った。HEK293細胞は TLR4 を発現しておらず、その為 TLR4を

安定的に発現するように遺伝子改変させた HEK293 細胞株を用いた。まず、こ

れら細胞（HEK293 及び TLR4-HEK293）に蛍光標識した LPS を投与して FACS

解析にて LPS の蛍光量を評価した。その結果、TLR4-HEK293 細胞において

HEK293 細胞と比べて顕著に LPS 由来の蛍光量が増加していることが認められ

たことから、TLR4 を介して LPS が細胞内へと取り込まれることが明らかとな

った（図 3.7A）。LPS が TLR4 依存的に細胞内に取り込まれることから、TLR4

の細胞内動態と ARF ファミリーの関与を明確にするため、各 ARF ファミリー

を TLR4-HEK293 細胞に一過的に発現させ、LPS の細胞内取り込み量を評価し

た。その結果、ARF6発現細胞で LPSの細胞内取り込み量が増加する傾向が観察

されたものの、他の ARF ファミリー（ARF1~5）では変化は認められなかった

（図 3.7B）。次に野生型および変異型 ARF6T27Nを発現させた TLR4-HEK293細

胞における LPS の細胞内取り込み能を測定することで TLR4 の内在化に ARF6

の機能が重要であるかどうかを FACS解析にて確かめた。その結果、野生型ARF6

発現細胞では、コントロール（空プラスミドの発現時）および機能欠損型 ARF6 

T27N 発現細胞と比べて LPS の細胞内取り込み量が増加する傾向が観察された

（図 3.7C）。興味深いことに、Bafilomycin A1処理を施すことにより、野生型 ARF6

発現細胞の LPSの細胞内取り込み量も抑えられた（図 3.7C）。加えて、ARF6と

V 型 ATPase ATP6V0D2 との関与を明らかにするため、ATP6V0D2 を標的とした

siRNA（V0D2 siRNA）を設計し、ARF6を発現させた TLR4-HEK293細胞に導入

することで ATP6V0D2ノックダウン細胞株を樹立した（図 3.7D）。このノックダ

ウン細胞株に同様に LPSの細胞内取り込み能を評価した結果、コントロール（ス

クランブル siRNA導入時）と比較して LPSの細胞内取り込み量が有意に減少す

ることが確認された（図 3.7E）。 

 次に、ARF6 と V 型 ATPaseが相互作用するかを調べるため、HEK293T 細胞に

Myc タグを付加した ARF6 および FLAG タグを付加した各 V 型 ATPase サブユ

ニットを導入し、そのライセートを抗Myc 抗体ビーズにより免疫沈降を行った。

免疫沈降後のサンプルを各標識タグの抗体にてウェスタンブロットを試みた結

果、ARF6 と ATP6V0D2 サブユニットとの共免疫沈降は確認されなかったもの

の、Bafilomycin A1 の標的阻害部位と考えられている ATP6V0C サブユニットと



49 

 

の共免疫沈降が認められた（図 3.7F）。以上のことから、ARF6 は TLR4 の内在

化に寄与していることが示唆され、その制御に V 型 ATPaseによるエンドソーム

内酸性 pH環境が重要である可能性が考えられる。 

 

  

 

図 3.7 ARF6過剰発現時の LPS取り込み能と V型 ATPase との相互作用 

A：TLR4 発現 HEK293 細胞と TLR4 が発現していない通常の HEK293 細胞に Alexa488

標識された LPS を 1 時間反応させ、その蛍光量を FACS 解析にて評価した。LPS を取

り込んだ細胞の蛍光強度をヒストグラムで表し、その陽性細胞の割合をグラフ化した（n 

= 3、mean±SD、**: two-way ANOVAおよび Tukey test p < 0.05）。 

B：TLR4発現 HEK293細胞に各 ARFファミリー（ARF1~6）発現プラスミドを導入後、

Alexa488 標識された LPS を 1 時間反応させ、その蛍光量を FACS 解析にて評価した。

LPS を取り込んだ細胞の蛍光強度をヒストグラムで表し、その陽性細胞の割合をグラフ

化した（n = 3、mean±SD、**: one-way ANOVA および Tukey test p < 0.05）。 

C：TLR4 発現 HEK293 細胞と Bafilomycin A1 刺激を施した同細胞に野生型 ARF6 また

は変異型 ARF6 T27N発現プラスミドを導入後、Alexa488標識された LPSを 1時間反応
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させ、その蛍光量を FACS解析にて評価した。LPSを取り込んだ細胞の蛍光強度をヒス

トグラムで表し、その陽性細胞の割合をグラフ化した（n = 3、mean±SD、**: two-way 

ANOVAおよび Tukey test p < 0.05）。 

D：ATP6V0D2遺伝子を siRNAによりノックダウンした TLR4発現 HEK293細胞および

スクランブル siRNA を導入した同細胞における ATP6V0D2 の mRNA 量を RT-qPCR に

より測定した（n = 3、mean±SD、*:t-test p < 0.05）。 

E：ATP6V0D2 遺伝子を siRNAによりノックダウンした TLR4 発現 HEK293 細胞および

スクランブル siRNA を導入した同細胞に Alexa488 標識された LPS を 1 時間反応させ、

その蛍光量を FACS 解析にて評価した。LPSを取り込んだ細胞の蛍光強度をヒストグラ

ムで表し、その陽性細胞の割合をグラフ化した（n = 3、mean±SD、**: two-way ANOVA

および Tukey test p < 0.05）。 

F：HEK293T 細胞にMycタグ標識した ARF6および FLAGタグ標識した各 V型 ATPase

サブユニット（ATP6V0Cおよび ATP6V0D2）を導入 24時間後、そのライセートを抗Myc

抗体ビーズによりプルダウンアッセイを行った。プルダウンアッセイ前後（前：Input、

後：IPでそれぞれ表記）のサンプルを各標識タグの抗体（IB）にてウェスタンブロット

を行った。 

 

3.7 ARF6 欠損細胞は TLR4 の内在化が抑制され、TLR4 を介した自然免疫応答

が抑制される 

 CRISPR/Cas9システムを用いて、ARF6の機能が欠損した RAW264.7細胞の樹

立を行った。本実験で使用したプラスミドは、Cas9 ヌクレアーゼおよび gRNA

をコードする pX330 プラスミドと pCAG-EGxxFP プラスミドの 2 種類である

[87]。pX330プラスミドがコードする gRNA領域に任意の 20 bpの配列を挿入す

ることで、標的遺伝子配列特異的にゲノム編集を行うことができる。本実験では

ARF6 のエキソン 2 の開始コドン近辺が標的配列となるように gRNA を設計し

た。一方の pCAG-EGxxFPは、CRISPR/Cas9システムが機能する細胞を見分ける

ためのレポータープラスミドである。pCAG-EGxxFP 中の EGFP配列内に 2連続

のリピート配列（xがリピート配列）が組み込まれており、このリピート配列間

にマルチクローニングサイトを有する。したがって、gRNA の標的部位を含んだ

600 bp 程度の ARF6 遺伝子配列を挿入した pCAG-EGxxFP プラスミドを構築し

た。以上の過程で構築したプラスミドを同時に細胞内へトランスフェクション

すると、Cas9-gRNA複合体の働きでゲノム上の標的配列に加え、pCAG-EGxxFP

上の標的配列上にも結合し、二本鎖切断が生じる。その際に切断された pCAG-

EGxxFP はリピート配列を利用して相同組換え修復が起こり、EGFP 蛍光が発現

できるようになる。また、ゲノム上の標的配列も切断され、その修復時に一定の

割合でフレームシフト変異の挿入が生じる。これら一連の機構のもと EGFP が
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発現し、ゲノム編集が機能した細胞を特定できる。 

 

 

 

図 3.8 ARF6欠損細胞株の樹立 

A：CRISPR/Cas9 システムにより樹立した ARF6 KO 細胞の欠損配列部位の塩基配列を

示した。 

B, C：野生型 RAW264.7細胞および ARF6 KO細胞の ARF6の（B）転写量と（C）タン

パク質量を RT-qPCRおよびウェスタンブロットにてそれぞれ解析した（n = 3、mean±

SD、*: t-test p < 0.05）。 

 

以上のゲノム編集技術を利用して、新たに ARF6 のエキソン 2 配列の開始コ

ドン近辺に 2 bpの欠失と 5 bpの欠失が挿入されたフレームシフト変異を有する

ARF6欠損細胞株（以下 ARF6 KO）を樹立した（図 3.8A）。なお、ARF6 KO細

胞の ARF6 の発現量が低下していることを RT-qPCR およびウェスタンブロット

にて確認した（図 3.8B, C）。この樹立した ARF6 KO細胞に LPS刺激を行い、細

胞膜上の TLR4の発現量を蛍光標識した抗 TLR4抗体を用いて染色し、FACS解

析にて TLR4の内在化が正常に行われているか否かを評価した。その結果、ARF6 

KO 細胞は LPS 未刺激条件で野生型細胞と比較して高いレベルで細胞膜上に

TLR4が発現していることが分かった（図 3.9A, B）。さらに、LPS刺激を施して

も野生型細胞のように TLR4の内在化は起こらず、細胞膜上の TLR4の発現が維

持されることが確認された（図 3.9A, B）。次に TLR4の内在化の異常が TLR4を

介した自然免疫応答に影響を与えるか否かを解析するため、LPS 刺激による
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Ifnb1 および Il6 の転写量を RT-qPCR にて測定した。その結果、興味深いことに

ARF6 KO細胞はこれらサイトカインの転写量が野生型細胞と比較して顕著に低

下していた（図 3.9C）。また、MALP-2刺激時には、Ifnb1の転写量に変化は認め

られなかったものの、Il6の転写量は野生型細胞と比べて減弱した（図 3.9C）。さ

らに、ARF6 KO細胞の LPS刺激前後における IRF3および NF-κB p65のリン酸

化量をウェスタンブロットにて調べた結果、野生型細胞と比べてこれらリン酸

化量が減少することが分かった（図 3.9D, E）。以上のことから ARF6は TLR4の

エンドサイトーシスの誘導に必要不可欠な分子であり、その機能が損なわれる

と TLR４ならびに TLR2 を介するサイトカイン産生が減少することが示唆され

た。 

 

 
 

図 3.9 ARF6欠損細胞株による TLR4の内在化と自然免疫応答 

A, B：野生型 RAW264.7細胞と ARF6 KO細胞に LPS を 0、1、3、6時間で刺激後、PE

標識抗 TLR4抗体で染色して FACS解析を行った。（A）細胞膜上 TLR4の蛍光強度をヒ
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ストグラムで表し、（B）その陽性細胞の割合をグラフ化した（n = 3、mean±SD、*: t-

test p < 0.05）。 

C：野生型 RAW264.7細胞と V0D2 KO細胞にMALP-2または LPS で刺激 6時間後、Il6

および Ifnb1 の mRNA 量を RT-qPCR により測定した（n = 3、mean±SD、*: t-test p < 

0.05）。 

D：野生型 RAW264.7細胞および ARF6 KO細胞に LPS を 0、0.5、1時間で刺激し、IRF3

のリン酸化量をウェスタンブロットにより検出した。 

E：野生型 RAW264.7細胞および ARF6 KO細胞に LPS を 0、15、30分間で刺激し、NF-

κB p65のリン酸化量をウェスタンブロットにより検出した。 

 

3.8 V型 ATPase 欠損細胞はエンドトキシン・トレランスに異常が生じる 

エンドトキシン・トレランスの誘導には TLR4のエンドサイトーシスが重要で

あることが知られていることから、V 型 ATPase 欠損細胞のエンドトキシン・ト

レランスに関して解析を行った。まず、野生型細胞、V0D2 KOおよび V1B2 KO

細胞に 1 回又は 2 回に渡る LPS 刺激を行い、炎症性サイトカインの転写量とタ

ンパク質量を RT-qPCR と ELISA法にてそれぞれ測定した。その結果、V0D2 KO

細胞と野生型細胞ともに 2回目の LPS刺激時では 1回目の LPS刺激時と比べて

IL-6、IL-12p40、TNFα の転写量ならびにタンパク質量が顕著に減少しているこ

とが分かった（図 3.10A, B, C）。しかしながら、それと同時に V0D2 KO細胞は

2 度目の LPS 刺激時の炎症性サイトカインの産生能が減少するものの、野生型

細胞と比較してその産生能が依然保持されることが明らかとなった（図 3.10A, 

B, C）。さらに、V0D2 KO 細胞と野生型細胞に 2 度の LPS 刺激を行い、NF-κB 

p65のリン酸化量を測定したところ、そのリン酸化量は V0D2 KO細胞で野生型

細胞と比較して増加する傾向にあることが分かった（図 3.10D）。同様に

Bafilomycin A1 処理を施した野生型の RAW264.7 細胞および正常細胞の BM-M

においても、Bafilomycin A1処理を行わずにエンドトキシン・トレランスを誘導

した時と比べ、Il6、Il12p40 および Tnfa の転写誘導能と IL-6 タンパク質の産生

能が保持されることが RT-qPCRおよび ELISA法にて明らかとなった（図 3.10E, 

F, G）。これらのことから、V型ATPaseのサブユニットの欠損あるいはBafilomycin 

A1投与により、エンドトキシン・トレランスに異常が生じると考えられる。 
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図 3.10 V型 ATPase 欠損細胞株のエンドトキシン・トレランス 

A, B, C：野生型 RAW264.7細胞と V0D2 KO細胞または V1B2 KO細胞に LPS の前処理

（Pre LPS）を 18 時間行った後に PBS で洗浄し、再度 6 時間の LPS 刺激を施すことで

エンドトキシン・トレランスを誘導した。この反応条件の下、（A, B）Il6、Il12p40、Tnfa

の転写量を RT-qPCRにて測定し、（C）IL-6、IL-12p40、TNFαのタンパク質量を ELISA

法にて測定した（n = 3、mean±SD、*:t-test p < 0.05）。 

D：野生型 RAW264.7 細胞と V0D2 KO 細胞に LPS の前処理（Pre LPS）を 18 時間行っ

た後に PBSで洗浄し、NF-κB p65のリン酸化量をウェスタンブロットにて測定した。 

E： RAW264.7細胞と Bafilomycin A1処理を施した同細胞に 18時間の LPSの前処理と

6時間の LPS刺激を施し、Il6、Il12p40、Tnfaの転写量を RT-qPCR にて測定した（n = 3、
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mean±SD、*:t-test p < 0.05）。 

F, G：BM-Mと Bafilomycin A1処理を施した同細胞に 18時間の LPS の前処理と 6時間

の LPS刺激を施した。この反応条件の下、（F）Il6、Il12p40、Tnfaの転写量を RT-qPCR

にて測定し、（G）IL-6のタンパク質量を ELISA法にて測定した（n = 3、mean±SD、

*:t-test p < 0.05）。 
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第 4 章 考察 

4.1 V型 ATPase 欠損細胞株の樹立とエンドソーム内 pH 環境 

 V型 ATPaseは酸性オルガネラの内腔酸性化に中心的な役割を果たすプロトン

ポンプである。このプロトンポンプは 14のサブユニットから構成され、当研究

室の先行研究より V型 ATPase ATP6V0D2および ATP6V1B2サブユニットを欠損

させると、エンドソーム内の恒常性が破綻し、本来 pH6.0~6.5で酸性に維持され

ている pHが上昇することが分かった。しかしながら、これらサブユニットの欠

損は、V型 ATPase阻害剤 Bafilomycin A1で処理した場合のようなエンドソーム

内 pHの大幅な上昇には及ばなかった（参考図 2）。そこで V 型 ATPase ATP6V0D2

および ATP6V1B2 サブユニット以外の Bafilomycin A1 の阻害部位として知られ

る ATP6V0C サブユニットの欠損細胞株の樹立を先行研究で検討されているが、

FACSソーティングによる単離は成功したものの、その後細胞が増殖しなかった

ため、ATP6V0C サブユニットの欠損細胞株は得られていない[NAIST バイオサ

イエンス研究科 2016 年度 箱崎理花 修士論文]。この結果は、V 型 ATPase 

ATP6V0C 遺伝子のノックダウンで細胞内ストレスに過敏となり細胞死が誘導さ

れることや CRISPR/Cas9 による細胞性致死遺伝子スクリーニングにより V 型

ATPase ATP6V0Cの欠損は細胞死を誘導する先行研究と一致している[95-97]。し

たがって、ATP6V0C サブユニットは V 型 ATPase の構造的あるいは機能的に特

に重要であることが示唆され、その遺伝子の欠損は V 型 ATPase ATP6V0D2およ

び ATP6V1B2 サブユニットの欠損よりもエンドソーム内 pH に大きな影響を及

ぼす可能性があると考えられる。これらのことから、本研究および先行研究では

Bafilomycin A1 投与による V 型 ATPase への強い機能阻害に加え、V 型 ATPase 

ATP6V0D2または ATP6V1B2サブユニットの欠損に伴うエンドソーム内 pH制御

の比較的弱い阻害に関しても自然免疫応答に及ぼす影響を評価したと考えられ

る。 

V型 ATPase ATP6V0D2ノックアウトマウスを用いた先行研究において、生存

率に影響を及ぼさないものの、破骨細胞の骨吸収の異常に伴う骨硬化症が確認

されている[65,67,98]。通常、破骨細胞はエンドソームやリソソーム pH環境下で

作用するカテプシンやアスパラギンエンドペプチダーゼなどのプロテアーゼの

働きにより、骨の吸収が担われるが、このノックアウトマウスはエンドソームや

リソソーム内腔の中性化も起因して、本来の機能が低度に阻害されると考えら

れている。破骨細胞の骨吸収の機能低下により発症する大理石病は重篤な場合、

生存率の低下に繋がることも報告されている[99,100]。したがって、本研究のよ

うな比較的弱い阻害であってもエンドソーム内酸性 pH 環境下で誘導されるプ

ロテアーゼの働きなどの制御機構に影響を及ぼすことが示唆される。 
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4.2 V型 ATPase 欠損細胞株による核酸認識型 TLR依存的な自然免疫応答 

 当研究室の先行研究より、V0D2 KO細胞およびV1B2 KO細胞をTLR3、TLR7、

TLR9 リガンドでそれぞれ刺激すると、野生型細胞と比較して Ifnb1 の転写量や

IRF3のリン酸化量が減弱していることが明らかとなった（参考図 3, 図 3.2）。こ

れらの結果は、V型 ATPaseの阻害剤である Bafilomycin A1投与による本研究の

結果と一致するものであった（図 3.2）。また、V0D2 KO細胞に ATP6V0D2遺伝

子を発現させると、核酸認識型 TLRの機能が回復したことを受け、V型 ATPase

によるエンドソーム内 pH 環境の制御が核酸認識型 TLR を介した自然免疫応答

の活性化に重要な役割を果たすことが示唆された（図 3.2）。この核酸認識型 TLR

の機能が損なわれる要因として、核酸認識型 TLR の翻訳後修飾の阻害が第一に

挙げられる[49-52]。つまり、核酸認識型 TLR は、エンドソーム内の酸性環境下

で機能するプロテアーゼにより、N 末端領域の切断修飾を受けて成熟化するこ

とから、エンドソーム内 pHの恒常性が破綻しているこれら欠損細胞では、プロ

テアーゼによる切断修飾が正常に作用しない結果、核酸認識型 TLR を介したシ

グナル伝達系の減弱が生じたと考えられる（図 4.1）。また、先行研究より

Bafilomycin A1投与後の形質細胞様樹状細胞などの自然免疫細胞において TLR7

リガンドである R837のエンドソームへの取り込みが Bafilomycin A1未投与の細 

 

図 4.1 V型 ATPase 欠損細胞による核酸認識型 TLRを介した自然免疫応答 

 V 型 ATPase 欠損細胞はエンドソーム内 pH の酸性化環境が破綻していることからプ

ロテアーゼによる核酸認識型 TLR の切断修飾が正常に作用せず、その結果、これら分

子を介したシグナル伝達系の減弱が生じたと考えられる。核酸認識型 TLR の局在やリ

ガンド成分のエンドソームへの取り込みにおいては V型 ATPase欠損細胞において正常

に機能すると考察される。 
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胞と比較して抑えられるものの、TLR9 リガンドである ODN1668 の取り込みは

正常に維持されることが報告されている[101]。本研究においても、V0D2 KO 細

胞や Bafilomycin A1投与に伴い TLR4リガンドである LPSの取り込みが抑制され

たことから（図 3.5, 3.7）、第二の要因として各リガンドの取り込み能の減弱も考

慮する必要がある。そこで、TLR3リガンドのローダミン蛍光標識されたPoly(I:C)

を野生型細胞および V0D2 KO細胞に投与したところ、その取り込み量に変化は

認められなかった（図 3.5）。したがって、TLR7においては両方の阻害機構が作

用すると考えられるが、TLR3および TLR9においてはエンドソーム内のプロテ

アーゼによる切断修飾がより重要であることが示唆される。これらのことから、

今後は樹立した各欠損細胞において核酸認識型 TLR が切断修飾を受けるか否か

を切断領域のアミノ酸構造を特異的に認識可能な抗体を用いて評価していく必

要がある。 

 

4.3 V型 ATPase 欠損細胞株による TLR4依存的な自然免疫応答 

興味深いことに、V型 ATPase欠損細胞株や Bafilomycin A1で処理した細胞に

おいて TLR4リガンドである LPS刺激を施すと、野生型細胞と比べて Il6や Tnfa

などの炎症性サイトカインの発現量が上昇するのに対し、Ifnb1 の発現量が低下

することが確認された（参考図 4, 図 3.4）。一般に、LPS刺激が加わると、MyD88-

TIRAP 依存的な炎症性サイトカインの発現が誘導されると同時にクラスリン-

AP2依存的なエンドサイトーシスが開始される[23]。エンドソームへと移行した

TLR4 は TRIF-TRAM 依存的にⅠ型 IFN や IFN 誘導性遺伝子の発現を惹起する

ことが知られている[8]。本実験の結果から、野生型細胞は LPS刺激により TLR4

の内在化が引き起こされたが、V0D2 KO細胞や Bafilomycin A1投与を施した細胞

においては、その内在化に異常をきたし、TLR4が一部細胞表面上に残り続ける

ことが観察された（図 3.5）。これまでの先行研究においても TLR4のエンドサイ

トーシスの制御因子として知られる CD14、p120-catenin および ARF6 などの機

能が損なわれると TLR4 の内在化が強く抑制されることが明らかとなっている

[26,29,30,102]。同時にこれら分子の機能障害に伴い、本研究と同様にTRIF-TRAM

依存的に誘導される IRF3 を介したシグナル伝達応答が減弱し、逆に MyD88-

TIRAP 依存的に誘導される NF-κB を介した炎症性サイトカインの発現が上昇す

ることも見出されている。以上のことから、エンドソーム内 pH 環境は TLR4 の

内在化を制御する因子の一つだと考えられ、TLR4 の MyD88-TIRAP 依存的なシ

グナル伝達経路と TRIF-TRAM 依存的なシグナル伝達経路のバランスを調節する

上で重要な役割を果たしていることが示唆される。 

近年 TLR4 と同様に TLR2 においてもリガンドを認識後、細胞膜からエンドソ

ームへと輸送されることや TRIF-TRAM 依存的なシグナル応答の活性化を介し
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てウイルス免疫に貢献するという知見が得られてきている[103]。しかしながら、

このシグナル応答は骨髄細胞中の CD11b陽性 CD11c 陰性 Ly6C 陽性単球で選択

的に制御されているとの報告もあり、マクロファージや CD11c をマーカータン

パク質とする樹状細胞においては、TRIF-TRAM依存的なシグナル応答は関与し

ないことが示唆されている[9]。本研究でも V型 ATPaseを介したエンドソーム pH

環境と TLR2依存的なシグナル応答について解析を行ったが、V0D2 KO細胞と野

生型細胞の間に変化は認められなかった（図 3.4）。以上のことから、本実験系で

使用した細胞株においては V 型 ATPase の異常が生じ、エンドソーム内腔の酸性

化が抑えられても TLR2 を介した自然免疫応答には影響を与えないことが示唆さ

れた。 

本研究ではさらにエンドソーム内 pH環境が TLR4の内在化にどのように寄与

するかを明らかにするため、ARFファミリーに着目した（図 3.6）。近年、ARFフ

ァミリーに属する ARL5B および ARL16 がそれぞれ RLR ファミリーの MDA5

や RIG-I に結合し、シグナル伝達応答を負に制御することを当研究室と別の研

究グループが報告したことに加え、上述したように ARF6 が TLR4のエンドサイ

トーシスを制御する重要な因子であることが明らかとされている[30,91,92,104]。

また、細胞内小胞輸送を担う ARF1 およびコートタンパク質である COPⅠがエ

ンドソーム膜へ結合するのにエンドソーム内の酸性化が必要であるとの報告も

ある[105]。これらの知見から ARFファミリーに焦点を当て、本研究で NF-κBプ

ロモーター活性を指標としたスクリーニングおよび LPS の細胞内取り込み量の

解析を行った結果、ARF6 をエンドソーム内 pH 環境と TLR4 の内在化を繋ぐ候

補分子として同定した（図 3.6, 3.7）。ARF6の欠損細胞や機能欠損型変異体の過

剰発現により、従来考えられていた通り TLR4 の内在化や LPS の取り込み能、

サイトカイン産生に異常が生じることが分かった（図 3.7, 3.9）。また、Bafilomycin 

A1処理や V型 ATPase ATP6V0D2のノックダウンを施すことによって、ARF6発

現細胞で LPS の細胞内取り込み量が抑制されることが示唆された（図 3.7）。先

行研究より、エンドソーム内腔の pH 依存的に ARF6 とその GDP/GTP 交換因子

である ARNO（ARF nucleotide binding site opener、Cytohesin-2とも呼称される）

が V 型 ATPase の ATP6V0C サブユニットおよび ATP6V0A2 サブユニットにそれ

ぞれ結合し、クラスリン-AP2 依存的なエンドサイトーシスを誘導することが明

らかとなっている[93]。また、RILP（Rab-interacting lysosomal protein）は V 型

ATPase の ATP6V1G1 サブユニットと相互作用することで、エンドソーム膜に局

在を有し、Rabファミリーとの相互作用を介して細胞内小胞輸送を制御すること

も知られている[106]。つまり、V 型 ATPase は酸性オルガネラの pH 恒常性維持

以外にエンドサイトーシス関連分子の反応の足場としての機能を有すると考え

られる（図 4.2）。本研究においては、ARF6 と V 型 ATPase ATP6V0D2 との相互
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作用は確認できなかったものの、従来考えられている通り ARF6 と Bafilomycin 

A1の阻害部位として知られる V 型 ATPase ATP6V0Cサブユニットの相互作用を

共免疫沈降法により明らかにした（図 3.7）。これらのことから、ATP6V0D2又は

ATP6V1B2 サブユニットの欠損や Bafilomycin A1 の相互作用に伴う V 型 ATPase

の立体構造の変化が TLR4 のエンドサイトーシスの異常に起因する可能性が示

唆される。したがって、今後更なる作用機序の解明のため、V型 ATPase欠損細

胞や Bafilomycin A1投与に伴い、これら V型 ATPaseとエンドサイトーシス関連

分子間の相互作用に影響を与えるか否かをより詳細に共免疫沈降法により評価

する必要がある。 

 

4.4 ARF6 欠損細胞株による TLR4依存的な自然免疫応答 

 本研究の ARF6 欠損細胞株を用いた自然免疫応答の解析から、LPS 刺激時の

IRF3を介した Ifnb1の転写量が減弱していることが明らかとなった（図 3.9）。こ

の結果は ARF6欠損細胞株の TLR4のエンドサイトーシスが抑制されたため、エ

ンドソーム TLR4 を介した TRIF-TRAM 依存的な抗ウイルス応答が抑えられた

と考えられる。しかしながら、ARF6欠損細胞株は V 型 ATPase欠損細胞株と同

様に細胞膜上の TLR4 の発現が亢進しているにもかかわらず、MyD88-TIRAP 依

存的な NF-κBを介した Il6の転写量が減弱した（図 3.9）。また、この炎症性サイ

トカインの減弱は TLR2を介したMyD88-TIRAP依存的な自然免疫応答において

も同様に観察されたことから、ARF6欠損細胞株による炎症応答を抑制する何ら

かの重要な負の制御機構の存在が示唆された（図 3.9）。先行研究より、ARF6は

細胞内小胞輸送の機能の他にホスファチジルイノシトール 4-リン酸 5-キナーゼ

（PI(4P)-5キナーゼ）のアロステリック活性化因子として作用し、ホスファチジ

ルイノシトール 4,5-ビスリン酸（PI(4,5)P2）の産生に関与することが報告されて

いる[107,108]。産生された PI(4,5)P2は細胞膜成分となり、TLR4および TLR2の

アダプター分子である TIRAP を細胞膜上に集積させることが知られている[6]。

これらのことから、TIRAPの N末端の脂質結合部位が欠損した変異体や ARF6を

GTP 活性型から GDP 不活性型へと移行させる GAP 活性を有する AIP1 の強発

現細胞において MyD88-TIRAP 依存的な自然免疫応答が著しく減弱することが

示されている[6,104]。したがって、ARF6の欠損により PI(4,5)P2の産生が阻害さ

れた結果、TIRAP の細胞膜上への集積が抑制され TLR4 および TLR2 との相互

作用が妨げられたため、MyD88-TIRAP依存的な下流のシグナル応答の減弱が生

じたと考えられる（図 4.2）。 
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図 4.2 V型 ATPase および ARF6による TLR4 依存的な自然免疫応答の予想図 

 V 型 ATPase は ARF6 と相互作用してリガンド認識後、TLR4 を細胞膜からエンドソ

ームへと輸送する。この輸送過程は、ARF6が同様に V型 ATPaseと相互作用する ARNO

により GDP/GTP 交換反応（GEF活性）を受けることで活性化すると考えられる。また、

ARF6 は TLR4 などの下流のアダプター分子である TIRAP の動員に必要不可欠な

PI(4,5)P2の産生にも関与することで TLR4を介したシグナル応答の制御に寄与すること

が考察される。 

 

4.5 V型 ATPase 欠損細胞株によるエンドトキシン・トレランス 

 LPS などのエンドトキシン刺激により活性化した単球やマクロファージ、樹

状細胞などの自然免疫細胞が再度エンドトキシン刺激にさらされると、炎症性

サイトカインの産生が抑制されることが知られている[83,84]。この現象は一般に

「エンドトキシン・トレランス」として認知されており、過剰な炎症応答を抑え

て炎症性疾患を防ぐ一種の免疫寛容として定義付けられている。そこで本研究

ではこの免疫寛容機構に着目し、樹立した V 型 ATPase 欠損細胞に 2 度の LPS

刺激を施してエンドトキシン・トレランスを誘導したが、野生型細胞と比較して

正常に作用せず、炎症性サイトカインの産生能が保持されることが分かった（図

3.10）。また、Bafilomycin A1で処理した細胞においても同様の現象が確認された

（図 3.10）。先行研究より、エンドトキシン・トレランスを誘導するための重要
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な機構として TLR4のエンドサイトーシスが第一に挙げられる[85,86]。TLR4の

エンドソームへの内在化により、細胞膜上の TLR4 の局在を減退させることで、

MyD88-TIRAP依存的なシグナル経路を選択的に阻害され、逆に TRIF-TRAM依

存的なシグナル経路が惹起される。その結果、MyD88-TIRAP依存的な強い炎症

性サイトカインの産生が抑えられ、かつ TRIF-TRAM 依存経路を介した抗炎症

性サイトカイン（IL-10、TGFβなど）の産生や負の制御因子（IL-1RA、IRAK-M、

hyaluronic acid、prostaglandin E2など）の発現が誘導されるという複数の抑制機

構が存在する[83,84]。これらのことから、V型ATPase欠損細胞および Bafilomycin 

A1 投与を施した細胞では、TLR4 のエンドサイトーシスの異常に伴い、エンド

トキシン・トレランスが障害されていると考えられる。しかしながら、樹立した

V型 ATPase欠損細胞ではエンドトキシン・トレランスが部分的に障害されてお

り、他の抑制機構が存在していることが示唆される。近年の研究からエンドトキ

シン・トレランスは TLR4 の内在化以外にも様々な誘導機構のもと制御される

ことが明らかとなってきている。例えば、NF-κBファミリーは p65、p50、c-Rel、

RelB および p52 で構成されるが、一般に炎症応答時は p65 と p50 のヘテロ二量

体や RelBと p50のヘテロ二量体が中心となって炎症性サイトカインの転写が誘

導される[109]。しかしながら、トレランス時は炎症性サイトカインの転写活性

を持たない p50 ホモダイマーの形成が促進され、NF-κB プロモーター領域に優

先的に結合することで、炎症応答を抑制することが報告されている[110]。また、

RelBは、G9aヒストンメチル基転移酵素と相互作用することによりヒストン H3

のメチル化を誘導し、TNFα や IL-1βといった炎症性サイトカインのプロモータ

ー活性を負に制御するフィードバック機構を有している[111,112]。さらにエンド

トキシン・トレランス時に miRNAの発現量が上昇し、炎症性サイトカインの産

生が抑制されることが知られている[79,113]。特に miR-146aについて詳細に解析

されており、PRRs下流のシグナル伝達分子である IRAK1や TRAF6（TNF receptor 

associated factor 6）、TNFαの転写レベルを負に制御する[114,115]。miR-9、miR-21

および Let-7 ファミリーにおいても NF-κB のシグナル応答を抑制する作用を有

することが報告されている上、miR-125b や miR-221 は TNFα の転写を阻害する

ことが明らかとなっている[116-120]。したがって、これらの抑制機構が働き、樹

立した V 型 ATPase 欠損細胞や Bafilomycin A1 投与を施した細胞で、1 度目の

LPS 刺激時と比べて 2 度目の LPS 刺激時に炎症性サイトカインの産生量の減少

が見られたと考えられる。 

 

4.6 今後の展望 

 当研究室の先行研究で示されたアクリジンオレンジ染色の結果より、V 型

ATPase 欠損細胞においてエンドソーム内 pH 制御機構に異常をきたすことは確
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認されたものの、核酸認識型 TLR の N末端領域の切断修飾が阻害されているか

は不明である。そこで、その修飾を受けたかどうかを切断領域のアミノ酸構造を

特異的に認識する抗体を用いて評価していく。また、正確なエンドソーム内 pH

の測定ができていないため、今後定量的な検討が必要である。さらに、本研究で

はエンドソーム内 pH 環境と TLR4 の内在化を結びつける候補遺伝子として

ARF6を同定した。しかしながら、従来考えられている通りに ARF6やその制御

因子が V 型 ATPaseと相互作用し、エンドソーム内酸性 pH下でエンドサイトー

シスが誘導されるかどうかは今のところ不明である。したがって、TLR4-HEK293

細胞に各遺伝子を過剰発現させ、Bafilomycin A1処理の有無に伴い、これら分子

間の結合親和性が変化するかを共免疫沈降法を用いて詳細に解析していく。ま

た、TLR4 のエンドサイトーシスの誘導制御機構は、エンドソーム内酸性 pH 環

境というよりはエンドサイトーシス関連分子を引き寄せるためにV型ATPaseが

エンドソーム膜に存在することが重要であるという見方もできる。そこで、V型

ATPase 以外のエンドソーム pH制御因子である ClC ファミリーや NHEファミリ

ーにも着目し、CRISPR/Cas9 システムを用いて欠損細胞を樹立後、サイトカイン

産生や TLR4 の内在化を指標に自然免疫応答における機能を明らかにしていく。

また、これら本研究の異常が生体内においても同様に誘導されるか否かを確かめ

るため、将来的には CRISPR/Cas9システムを用いて V型 ATPase ATP6V0D2又は

ATP6V1B2 遺伝子のノックアウトマウスの樹立を目指す。樹立したノックアウト

マウスに LPS腹腔内投与による敗血症モデルの適用や他の PRRs リガンドの投与

を施し、生存率や投与部位に流入する免疫細胞の動態ならびに血中サイトカイン

量を測定する。さらに、ノックアウトマウスから取り出した細胞（樹状細胞、腹

腔マクロファージ、肺や胎児の繊維芽細胞など）における各 PRRs リガンド刺激

後のサイトカイン産生やシグナル伝達分子の活性化（リン酸化、ユビキチン化な

ど）を解析することにより、生体内でのエンドソーム内 pH 環境が自然免疫応答

に及ぼす影響を紐解いていく。 

自然免疫細胞における V型 ATPaseの機能低下やエンドソーム内 pH環境の変

化により、TLR4依存的なサイトカイン産生の異常やエンドトキシン・トレラン

スに支障をきたすといった知見は今までに報告されていない。炎症応答は病原

体の感染防御を果たす一方、その継続的な過剰誘導は慢性的な炎症を誘発し、関

節リウマチや脳脊髄炎、敗血症といった自己免疫疾患発症の原因となる[121,122]。

この異常な炎症応答の原因として、本研究のようなエンドソーム内 pH環境の恒

常性の破綻がそれを引き起こしている可能性が考えられる。ヒトにおいて V 型

ATPase ATP6V0A3 サブユニットの先天的な機能欠損型の遺伝子変異の存在が知

られており、この患者は酸性オルガネラの中性化によって生じる破骨細胞の機

能異常を伴う大理石病様の疾患を発症することが報告されている[70,123]。大理
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石病の発症機構に RANKL（Receptor activator of NF-κB ligand）シグナル伝達を介

した NF-κB の活性化が寄与することから、この疾患要因の一側面に本研究で得

られた知見が関与している可能性も考えられる[124]。したがって、今後は V 型

ATPase ATP6V0A3 サブユニットを対象とした TLR4 依存的な自然免疫応答の解

析を行っていくとともに、本研究で樹立した V 型 ATPase サブユニット欠損

RAW264.7 細胞株を RANKL タンパク質存在下で培養することにより破骨細胞

へと分化させて同様に実験を行っていきたいと考えている。これら解析で得ら

れた知見は学術的意義に留まらず、大理石病などの V 型 ATPaseの異常を起因と

した疾患に対する新たな診断の道を模索するための一助となる可能性を有して

いると考察される。 

さらに、エンドソーム内 pH環境の崩壊は破骨細胞の機能異常によって生じる

大理石病以外にもエンドサイトーシスの異常により発症するデント病や遠位尿

細管アシドーシスなどの多くの疾患を誘発することが報告されている[45,125-

127]。また、結核菌のようなマイコバクテリウムは宿主に貪食された際に自身の

生存のため V 型 ATPase やホスファチジルイノシトール 3-リン酸（PI(3)P）、活

性化 Rab7などの発現を低下させることで、ファゴソーム内の酸性化抑制やリソ

ソームとの融合を阻害していることが明らかとなっている[128,129]。このような

細菌感染時に TLR4 が細胞膜上に留まり続けることに伴って NF-κB を介した強

い炎症応答が誘発され、結果的に宿主の生体防御反応に貢献する可能性が考え

られる。したがって、以上で示したような自然免疫制御機構および疾患の発症メ

カニズムの理解に繋げるためにも、V型 ATPaseの機能や構造ならびにエンドソ

ーム内 pH環境の変化が TLR4の動態にどのような影響を及ぼすかについて、更

なる作用機序の解明と個体レベルでの研究が必要である。 
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参考図 

 

参考図 1 V型 ATPase 欠損細胞株の欠損配列部位 

CRISPR/Cas9 システムにより樹立した V0D2 KO および V1B2 KO 細胞の欠損配列部

位の塩基配列を示した[NAIST バイオサイエンス研究科 2016 年度 箱崎理花 修士論

文]。 

 

 

 

参考図 2 V型 ATPase 欠損細胞株のアクリジンオレンジ染色 

野生型細胞と V 型 ATPase 欠損細胞株のエンドソーム内 pH をアクリジンオレンジ染

色により評価した。アクリジンオレンジは pH感受性を持つ蛍光試薬であり、小胞内の



78 

 

pHが酸性時は 480 nmで励起することにより 620 nmの蛍光波長が検出されるが、pHの

値が中性へ移行するにつれて 620 nmの蛍光波長が減弱する。また、アクリジンオレン

ジは核内の二本鎖 DNAと結合して 500 nmで励起することにより 520 nmの蛍光波長を

発する。アクリジンオレンジを 5 μg/mLで PBSに溶解し、5分間染色後、共焦点蛍光顕

微鏡下で 620 nm（赤）および 520 nm（緑）の蛍光波長を検出した。加えて野生型細胞

に V型 ATPase阻害剤 Bafilomycin A1 を投与し、5 分間インキュベート後、アクリジン

オレンジ染色を行った。さらに、FACS 解析にてエンドソーム内 620 nm 蛍光波長に対

する核内 520 nm蛍光波長（620 nm / 520 nm蛍光比率）をヒストグラムで表示した[NAIST 

バイオサイエンス研究科 2016年度 箱崎理花 修士論文]。 

 

 

 

 

参考図 3 V型 ATPase 欠損細胞株の核酸認識型 TLR依存的な抗ウイルス応答 

A：野生型細胞と V 型 ATPase 欠損細胞株に TLR3、TLR7、TLR9 リガンド（Poly(I:C)、

R837、ODN1668）で刺激をそれぞれ施し、6時間反応後、Ifnb1の mRNA量を RT-qPCR

により測定した（n = 3、mean±SD、*: t-test p < 0.05）。 

B：野生型細胞と V 型 ATPase 欠損細胞株に TLR3 リガンドである Poly(I:C)を 0、1、3

時間で刺激し、IRF3のリン酸化量をウェスタンブロットにより検出した[NAIST バイオ

サイエンス研究科 2016年度 箱崎理花 修士論文]。 
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参考図 4 V型 ATPase 欠損細胞株の TLR4 依存的な自然免疫応答 

A：野生型細胞と V型 ATPase欠損細胞株に TLR4リガンド（LPS）で刺激 6時間後、Il6

および Ifnb1 の mRNA 量を RT-qPCR により測定した（n = 3、mean±SD、*: t-test p < 

0.05）。 

B：野生型細胞と V 型 ATPase 欠損細胞株に LPS を 0、6、24 時間で刺激後、上清中の

IL-6タンパク質量を ELISA法により測定した（n = 3、mean±SD、*: t-test p < 0.05）。 

C：野生型細胞と V型 ATPase欠損細胞株に LPSを 0、15、30分間で刺激し、NF-κB p65

のリン酸化量をウェスタンブロットにより検出した[NAIST バイオサイエンス研究科 

2016年度 箱崎理花 修士論文]。 
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