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［２］研究経過 
［研究目的］ 
TLR 刺激後に産生されるサイトカイン輸送の制御機

構の解明 
 ウイルスや細菌などの外来性抗原に対する生体の

防御システムである免疫機構は、前感作なしに反応

する自然免疫と、リンパ球を主体とする抗原特異的

な応答を行う獲得免疫の２つ大別される。この自然

免疫と獲得免疫の橋渡しをする免疫細胞が、抗原を

貪食し、T細胞に抗原を提示する樹状細胞 (dendritic 
cell: DC)である。この DC には、抗原提示を行う通

常型と呼ばれるDCとplasmacytoid DC (pDC)の２分

画が存在している。pDCは、ウイルスや細菌に多く

含まれる非メチル化CpG-DNA配列を認識する受容

体Toll-lie receptor (TLR) 9や一本鎖RNAを認識する

TLR7 を高発現し、細胞内に取り込まれたリガンド

をすぐに分解せず、TLRと共にエンドソーム内に長

く留まらせることで I 型 IFN (Interferon)を大量に産

生するという特徴を有している。これまで申請者は、

免疫制御受容体 Paired immunoglobulin-like receptor 
(PIR)-Bが、TLR刺激後のpDCの I型 IFN産生を制

御することを明らかにしている。この研究過程で、

PIR-B欠損pDCと野生型pDCにおいてDNAマイク

ロアレイを行い、siRNAノックダウン実験によるス

クリーニングを行った。その結果、Sortilinのノック

ダウンにより、TLR9 リガンドである CpG-DNA 刺

激後に、I型IFN分泌が低下することを見いだした。

Sortilinは、神経系に高発現し、神経成長因子や受容

体などの蛋白質の細胞外への輸送を制御する膜型蛋

白質として知られている。これらのことから、Sortilin
はTLR刺激後のサイトカイン輸送・分泌に関与して

いると考えられる。これまでTLR刺激後のサイトカ

イン産生に至るシグナル伝達機構について詳細な解

析がなされている。しかしながら、TLR刺激後のサ

イトカインの輸送制御については不明な点が多く残

されている。そこで本研究では、SortilinによるTLR
刺激後のサイトカインの輸送制御機構を明らかにす

ることを目的とする。 
［研究活動状況］ 
 遺伝子導入研究分野から導入した遺伝子欠損マウ

スを用いて実験を行った。研究費はすべて物件費と

して使用した。主として研究に必要な抗体費用およ

び加齢医学研究所の共通機器利用料および動物飼育

費として使用した。尚、旅費は計上しなかった。 
 
［３］研究経過 
（３－１）研究成果 
 本共同研究では分与を受けた各種遺伝子欠損マウ

スを交配・維持すると共に、骨髄より誘導したpDC
および従来型DC 及び、腹腔より採取したマクロフ

ァージを用い、Sortilinの生理作用について検討を行

った。 
１）Sortilinと相互作用するサイトカイン分子の探索 
 これまで代表者らは pDC において、Soritlin の発

現低下に伴って I型 IFN の細胞外への分泌が抑制さ

れることを見出している。そこでSortilinの I型 IFN
産生との関わりを調べるため、Sortilinと IFN-αが直

接相互作用するかを検討した。表面プラズモン共鳴

によるタンパク質間相互作用解析 (Biacore)を行っ

たところ、Sortilinの組換タンパク質と IFN-α組換タ

ンパク質との相互作用が確認された。次に細胞内で

の相互作用を確認するため、蛍光遺伝子を組み込ん

だSortilin及び IFN-αを細胞に発現させ、共焦点レー

ザー顕微鏡での観察を行ったところ、両者が共局在

していることが確認された（図１）。これらの結果よ

り、Sortilin はに細胞内で I 型 IFN と相互作用をし、

細胞外へ輸送するキャリアとして機能することが示

唆された。次に、Sortilinが IFN-αに加えて他のサイ

トカインの輸送に関与するかを検討するため、

Biacore を用いて行った。IL-1βとの結合は認められ

なかったが、IFN-γ、IL-6、IL-10、IL-12 及び IL-17
との相互作用が認められた（表１）。Sortilin は様々

なサイトカインの細胞外への輸送を担うサイトカイ

ンキャリア分子として機能することが明らかになっ

た。 
２）Soritlinの発現制御機構の解析 



 

 

 

 

Soritlin のノックダウンによりサイトカイン産生が

低下することから、Sortilinの発現制御機構について

検討を行った。その結果、TLR刺激に依存して発現

が抑制されることが判明した TLR 下流での転写後

制御による Soritlin の発現制御機構の存在が示唆さ

れた。Sortilin mRNAの3’UTR領域においてはC-rich 
domain が存在していることから，代表的な Poly-C
結合タンパク質であり、様々な分子の翻訳および翻

訳後調節に関与するPCBP1に注目した。RNA 免疫

沈降を行ったところ、PCBP1にSortilinの3’UTR配

列が結合することが判明した。PCBP1は、細胞内で

亜鉛(Zinc)のセンサーとして働いていることが判明

している。TLR刺激はZincシグナルを導入すること

から、ZincをキレートすることでSortilin RNA発現

に影響を与えるかどうか検討したところ、CpG刺激

後にSotrilinのmRNAが上昇していた（図２）。これ

らの結果から、PCBPはTLR刺激後に流入するZinc
を感知し、Sortilinの発現を抑制することでサイトカ

イン分泌の制御行っていることが明らかになった。 
 
図1：SortilinとIFN−αの共結合解析 
 

    
 
表１： Sortilinとサイトカインとの親和性 
 

     

 
 
 
 

図３：亜鉛キレートによるSortilin mRNAの発現 
 
 

    
 
 
（３－２）波及効果と発展性など 
 Sortilinの機能解析を通して、新規のサイトカイン

分泌機構の解明へと繋がることが期待される。また、

Sortilin とサイトカインの相互作用に関する知見は、

自己免疫疾患など過剰なサイトカイン産生が起因す

る疾患の新たな治療薬の開発に寄与することも期待

される。本研究は Scientific reports 誌に掲載された。 
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