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＜１．背景＞ 

 TLR (Toll-like receptor)は自然免疫系に属する受容体であり、病原体に共通する構造を認識し

て免疫応答を惹起する役割を担っている。ほ乳類のTLRは約１０種類のファミリーから構成されて

おり、主に細胞表面で脂質やタンパク質を認識するグループと、細胞内で核酸を認識するグループ

とに分類することができる。このうち後者のグループはウイルスや細菌に由来する核酸を認識する

が、核酸の構造は病原体と宿主との間で類似性が高いことから、宿主由来の核酸をも内因性のリガ

ンドとして認識することが知られている。こうした内因性リガンドに対する過剰な応答は自己免疫

疾患などの要因となるため、核酸認識系TLRの応答は適切に制御されなくてはならない(1, 2)。 

 我々はこれまでに、核酸認識系TLRの応答

制御機構としてUnc93B1 (Unc93 homolog 

B1)がTLR7 (RNAなどを認識)とTLR9 (DNAを

認識)の応答性を相反的に制御することを

明らかにした (3)。この機能はUnc93B1のN

末端側に依存的なものであり、34番目のア

スパラギン酸 (D34)を中心とした部位が重

要である。アスパラギン酸をアラニンに置

換した変異体 (D34A変異体)はTLR7の応答

性が亢進し、TLR9の応答性が減弱したこと

から、Unc93B1は定常時においてTLR9優位な

応答性を保ちつつ、TLR7の過剰な応答を抑

制していることが示唆された。 

 さらに、Unc93B1をコードする遺伝子に

D34A変異を持つマウス (D34Aマウス)を作

製し、生体内におけるTLR7/TLR9応答制御の

意義を検討したところ、D34Aマウスは肝炎、

脾腫、血小板減少、糸球体腎炎、骨髄増殖

性異常などを自然発症し、１年以内に半数以

上が死亡した。このことから、Unc93B1によ

るTLR7/TLR9バランスの制御は生体の恒常性

維持に必須の機能であることが明らかとなった (図１）(4)。こうした知見をふまえ、本研究では

以下の点について検討を行った。 

 １．TLR7の過剰な応答を基盤として多彩な表現型を誘発する調節因子の探索 

 ２．核酸認識系TLRの応答制御に関わる新規分子の探索と解析 

すなわち、核酸認識系機構の応答制御に関して、分子および生体のレベルから解明を進めていくこ

とを目的として研究を進めた。前者についてはD34Aマウスの表現型について系統間での差を検討し、

後者についてはshRNAライブラリとレポーターアッセイによる探索を行った。 

 

＜２．方法＞ 

2-1. 各種遺伝子背景を持つD34Aマウスの作製：D34Aマウスは当初129系統のES細胞で作製された

ものであり、これをB6 (C57BL/6)系統およびBALB/c系統に戻し交配した。戻し交配の回数は最低で

８回、主なデータは１２回以上行ったものを示した。１２回の戻し交配を終えた時点でMITマーカ

ーを用い、各遺伝子領域が戻し交配を行った系統由来のものに置換されていることを確認した（理

研BRCにて実施）。 

図１：TLR7/TLR9 バランスの破綻は致死的な炎症

を誘導する 



2-2. D34Aマウスの表現型確認：各系統のD34Aマウスは尾静脈から採血して血球計算を行い、白血

球、赤血球、血小板などの値を測定した。また、解剖を行って臓器を摘出後、ホルマリン固定して

薄切し、H&E（ヘマトキシリン&エオシン）染色して組織学的解析を行った。 

2-3. NF-κBレポーター領域下流でGFPを発現する細胞の作製：Ba/F3細胞にpNF-κB-GFP遺伝子（ハ

イグロマイシン耐性遺伝子付き、Stratagene社）をエレクトロポレーションによって導入し、ハイ

グロマイシンを含む培地で培養して選択を行った。選択された細胞をTLR2リガンド（Pam3CYSK4）

によって刺激し、FACS Ariaを用いてGFPが発現した細胞をソーティングすることでNF-κB-GFPの安

定発現株を得た。得られたBaF/NF-κB-GFP細胞にマウスTLR7遺伝子、マウスTLR9遺伝子、マウス

Cathepsin L遺伝子を導入し、TLR7およびTLR9のリガンドに応答してGPFを発現する細胞を作製した。

なお、これらの遺伝子を導入する際にはpMXベクターとPlat-Eパッケージング細胞によるレンチウ

イルス法を用いた。 

2-5. shRNAライブラリの作製と導入：shRNAライブラリ

用 ベ ク タ ー と し て Cellecta Pooled Bar-Coded 

Lentiviral shRNA Librariesを用いた。このライブラリ

を pMD2.Gベクターおよび psPAX2ベクターと同時に

Lenti-X HEK293T細胞に導入し、VSV-Gエンベロープを持

つレンチウイルスを作製した。このレンチウイルスを

「2-4」で作製した細胞に感染させ、72時間後にTLR7リガ

ンド (Gardiquimod）で刺激をした。その後、FACS Aria

によってGFPが強く誘導された細胞をソーティングした。 

2-6. ノックダウンされた遺伝子の同定：「2-5」で選択

された細胞からゲノムDNAを抽出し、shRNAベクターの配

列に特異的なプライマーを用いてPCRを行った。増幅され

た領域を再度ベクターに導入して単離し、シーケンシン

グを行ってshRNAがプライミングする配列を決定した。こ

の配列をBlastN (NCBI)で検索し、該当する候補遺伝子

を同定した。 

 

 

＜３．結果＞ 

3-1. 各系統間におけるD34Aマウスの表現型 

 B6系統およびBALB/c系統のD34Aマウスから骨髄を採取して樹状細胞に分化誘導後、各種TLRリガ

ンドで刺激したところ、どちらの系統においてもTLR7の応答性が亢進し、TLR9の応答性が減弱して

いた（図２）。このことからUnc93B1のD34A変異

によるTLR7/TLR9応答バランス制御の破綻には系

統差のないことが示されたが、表現型は以下に記

すとおり各系統によって異なるものであった。 

 B6系統のD34Aマウスは129系統と同様に、肝炎

や脾腫などを自然発症して１年以内に半数以上

が死亡した（図３）。また、４ヶ月齢においてほ

ぼ全ての個体に血小板減少が見られたほか、B細

胞やT細胞の活性化などが見られた。これらの点

においては、129系統の表現型と類似している。 

 一方、BALB/c系統のD34Aマウスでは、１年経っ

た時点では自然死する個体がほとんど見られな

かった（図４）。また、４ヶ月齢における血小板

図２：各系統の D34Aマウスにおける

TLR の応答性 

図３：B6-D34A マウスの表現型 図４：BALB/c-D34A マウスの表現型 



減少も起こらず、B6のように各種細胞の増殖・活性化も見られなかった。これらのことから、

TLR7/TLR9バランス制御の破綻によるTLR7の過剰な応答と各種表現型の間には、系統依存的な調節

因子の存在が示唆された。 

 

3-2. TLR7の応答抑制に関わる新規分子の探索 

 Unc93B1のN末端側に位置する細胞質ドメインは

disorder regionと呼ばれる可塑性に富んだ部位である

と推測されており、他の様々な分子と相互作用を持つ

と考えられる。D34はdisorder region内に位置してお

り、アラニン置換した場合には近隣のdisorder score

が減少することから、D34A変異体は未知のTLR7抑制分子

と結合できなくなるためにTLR7の応答性が亢進するので

はないかとの仮説を立てた。 

 そこで、Unc93B1のdisorder regionと相互作用を持ち、TLR7の応答性を制御する未知の分子を同

定するために、shRNAライブラリによる網羅的なノックダウンを行った。まず、TLR7の刺激に応じ

てGFPを発現する細胞を用意し、shRNAライブラリを導入したのち、低濃度のTLR7リガンドで刺激を

行った。この濃度においてGFPが強く発現する細胞をFACS Ariaでソーティングし、限界希釈によっ

て細胞を単離した。なお、shRNAライブラリ用ベクターにはRFPをコードする領域が含まれているた

め、RFPとGFPを共発現する細胞を選択した（図５、赤枠のゲート）。この細胞からゲノムDNAを抽

出し、シーケンシングによってノックダウンされた遺伝子を決定した。これらの遺伝子については

ターゲット配列をベクターに再度クローニングし、Ba/F-NF-κB-GFP細胞に導入してTLR7の応答性

を亢進させるか確認した。その結果、Gタンパク共役型受容体、サイトカインレセプター、small 

GTP-binding proteinなど７種類の遺伝子がTLR7の応答を抑制する候補遺伝子として同定された。 

 

＜４．考察と展望＞ 

 系統依存的な表現型に関わる調節因子を探索する

際には、連鎖解析などが用いられる。概要を説明する

と、表現型が異なる系統同士を交配させてF1世代を作

製し、F1世代を親世代の系統に戻し交配してN2世代を

得る。このN2世代について各個体のDNAマッピングと

表現型解析を行い、そのデータを統合して調節因子を

探るというものである。本研究においても連鎖解析を

開始したが、多くのマウスと長い時間を要するために

調節因子の同定には至っていない。先行データとして

親世代、F1世代、N2世代における末梢血中血小板数

(104/μl)を測定したところ、BALB/c系統への戻し交

配による血小板数の増加、B6系統への戻し交配による

血小板数の減少が見られたことから、連鎖解析によっ

て調節因子を同定できる可能性が期待される（図６）。 

 また、shRNAライブラリによる探索系については期

待を上回る効果があったものの、今回使用したモジュ

ールに含まれるターゲット遺伝子は5000程度であるた

め、他のモジュールを使用してゲノムワイドにスクリーニングすることが望まれる。今回同定され

た候補遺伝子については、ノックアウトマウスの解析やTLRとの相互作用などを検討することによ

り、TLRの応答制御に関わる機能を解明していくことが必要であると考えている。 
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図５：shRNA ライブラリを導入した

細胞のソーディング 

図６：連鎖解析のパイロットデータ 


