
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】　ウイルス由来二重鎖ＲＮＡ及びエンドトキシンによる免疫賦活に関わるインタ
ーフェロン誘導シグナル伝達活性を有するタンパク質、その遺伝子、及びそれらの利用方
法を提供すること。
【解決手段】　ウイルス由来二重鎖ＲＮＡ及びエンドトキシンによる免疫賦活に関わるイ
ンターフェロン誘導シグナル伝達活性を有するタンパク質をコードするＤＮＡ、及び該Ｄ
ＮＡによって発現されるインターフェロン誘導シグナル伝達活性を有するタンパク質から
なる。また、本発明は、該ＤＮＡ及びタンパク質の変異体ＤＮＡ及び変異体タンパク質、
本発明のタンパク質と特異的に結合する抗体、本発明の遺伝子を染色体上で欠損させた非
ヒト動物、及び該抗体や非ヒト動物及び本発明の遺伝子プローブを用いた細胞の免疫賦活
機能の判定及びインターフェロン誘導シグナル伝達活性物質のスクリーニング方法、から
なる。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン
誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ２ 】
イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 が 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン β の 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性
で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る
タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ３ 】
配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 又 は そ の 相 補 的 配 列 並 び に こ れ ら の 配 列 の 一 部 ま
た は 全 部 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ４ 】
配 列 表 の 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 又 は そ の 相 補 的 配 列 並 び に こ れ ら の 配 列 の 一 部 ま
た は 全 部 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ５ 】
請 求 項 ３ 又 は ４ 記 載 の 遺 伝 子 を 構 成 す る Ｄ Ｎ Ａ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 。
【 請 求 項 ６ 】
イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ）
の タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 。
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸
が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ
ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質
【 請 求 項 ７ 】
イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ）
の タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 。
（ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質
（ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸
が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ
ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質
【 請 求 項 ８ 】
ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン
誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ９ 】
イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 が 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン β の 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性
で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 記 載 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る
タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ０ 】
配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 又 は ９ 記
載 の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ １ 】
配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失
、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝
達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ２ 】
配 列 表 の 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 又 は ９ 記
載 の タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ３ 】
配 列 表 の 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失
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、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝
達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 １ ４ 】
請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 、 発 現 用 ベ ク タ ー に 組 込 ん だ こ と を 特 徴 と す る イ
ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 発 現 組 換 え ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ５ 】
請 求 項 １ ４ 記 載 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 発 現 組 換 え
ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 へ 導 入 し た こ と を 特 徴 と す る 形 質 転 換 細 胞 。
【 請 求 項 １ ６ 】
請 求 項 ８ ～ １ ３ の い ず れ か 記 載 の タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ６ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン
誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 機 能 が 染 色 体 上 で 欠 損 し た
こ と を 特 徴 と す る 非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 １ ９ 】
非 ヒ ト 動 物 が 、 マ ウ ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ８ 記 載 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ
グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 機 能 が 染 色 体 上 で 欠 損 し た こ と を
特 徴 と す る 非 ヒ ト 動 物 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン
誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 機 能 が 染 色 体 上 で 欠 損 し た
細 胞 に 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 導 入 す る こ と を 特 徴 と す る イ ン タ ー フ ェ
ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 の 調 製 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 又 は そ の 部 分 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 、 ウ イ ル ス
由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ
ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
請 求 項 ２ １ 記 載 の 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ を 用 い て 遺 伝 子 を 検 出 し 、 判 定 す る こ と を 特 徴 と
す る 細 胞 の ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 機 能 の 判 定 方 法
。
【 請 求 項 ２ ３ 】
請 求 項 １ ６ 又 は １ ７ 記 載 の 抗 体 を 用 い て 、 細 胞 の ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト
キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク
質 の 発 現 状 態 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 、 細 胞 の ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド
ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 機 能 の 判 定 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
請 求 項 １ ８ 記 載 の ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る
イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 機 能 が 染
色 体 上 で 欠 損 し た 非 ヒ ト 動 物 に 、 被 検 物 質 を 投 与 し 、 該 非 ヒ ト 動 物 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘
導 活 性 を 測 定 ・ 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る 、 細 胞 の ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド
ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 物 質 の ス ク リ ー
ニ ン グ 方 法 。
                                                                        
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン
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タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 、 そ の 遺 伝 子 、 及 び そ の 利 用 に 関
す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 生 体 は 、 常 に 微 生 物 の 侵 入 等 の 危 機 に 曝 さ れ て い る 。 こ の よ う な 危 機 に 対 す る 生 体 防 御
は 、 自 然 免 疫 と 獲 得 免 疫 の 協 調 作 用 に よ り 確 立 さ れ る 。 自 然 免 疫 を 担 当 す る マ ク ロ フ ァ ー
ジ 、 樹 状 細 胞 な ど の 抗 原 提 示 細 胞 は 、 Toll-like receptor（ Ｔ Ｌ Ｒ ） と 呼 ば れ る 一 群 の 膜
タ ン パ ク 質 を 介 し て 、 病 原 体 を 認 識 す る 。 こ の 認 識 に よ り 活 性 化 さ れ た 抗 原 提 示 細 胞 は 、
Ｉ Ｌ － １ ２ 、 Ｔ Ｎ Ｆ な ど の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン を 産 生 す る と 同 時 に 、 Ｃ Ｄ ４ ０ な ど の 補 助
機 能 分 子 の 発 現 を 増 強 す る 。 補 助 機 能 分 子 の 発 現 は 、 抗 原 提 示 細 胞 と 協 同 し て 、 獲 得 免 疫
を 担 当 す る Ｔ 細 胞 の 増 殖 を 誘 導 す る 。 ま た 、 Ｉ Ｌ － １ ２ は 、 ナ イ ー ブ Ｔ 細 胞 や イ ン タ ー フ
ェ ロ ン （ Ｉ Ｆ Ｎ ） を 産 生 す る １ 型 ヘ ル パ ー Ｔ （ Ｔ ｈ １ ） 細 胞 へ と 分 化 誘 導 し 、 細 胞 性 免 疫
を 確 立 さ せ る 。 し た が っ て 、 Ｔ Ｌ Ｒ を 介 し た シ グ ナ ル は 、 獲 得 免 疫 を 量 的 、 質 的 、 双 方 の
面 か ら 制 御 し て い る こ と に な る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 Ｔ Ｌ Ｒ は 、 病 原 体 の よ う な 微 生 物 の 特 有 の 成 分 を 認 識 す る レ セ プ タ ー で あ る が 、 Ｔ Ｌ Ｒ
に は 多 く の フ ァ ミ リ ー が あ る こ と が 確 認 さ れ て い る 。 即 ち 、 Ｔ Ｌ Ｒ レ セ プ タ ー フ ァ ミ リ ー
は 、 微 生 物 の 構 成 成 分 の そ れ ぞ れ 特 定 の 構 造 を 認 識 す る こ と に よ り 微 生 物 の 侵 入 を 認 識 し
、 本 来 の 免 疫 活 性 を 引 き 起 こ す （ Annu Rev Immunol. 20, 197, 2002； Nat. Immunol 2, 6
75, 2001； Nat. Rev. Immunol. 1, 135, 2001） 。 Ｔ Ｌ Ｒ レ セ プ タ ー フ ァ ミ リ ー の う ち 、
Ｔ Ｌ Ｒ ４ は グ ラ ム 陰 性 菌 由 来 の リ ポ 多 糖 （ Ｌ Ｐ Ｓ ） の レ セ プ タ ー と し て 機 能 し て い る 。 Ｔ
Ｌ Ｒ ２ は 、 グ ラ ム 陽 性 菌 由 来 の ペ プ チ ド グ リ カ ン 及 び 様 々 な 菌 由 来 の リ ポ タ ン パ ク 質 と の
応 答 に 必 須 で あ る 。 Ｔ Ｌ Ｒ １ と Ｔ Ｌ Ｒ ６ は ト リ ア シ ル 化 さ れ た マ イ ク ロ プ ラ ズ マ の リ ポ タ
ン パ ク 質 を そ れ ぞ れ Ｔ Ｌ Ｒ ２ と ヘ テ ロ 二 量 体 を 形 成 す る こ と に よ っ て 認 識 し て い る （ J. I
mmunol. 169, 10, 2002） 。 Ｔ Ｌ Ｒ ５ は フ ラ ジ ェ リ ン （ flagellin） を 認 識 す る 。 Ｔ Ｌ Ｒ ３
と Ｔ Ｌ Ｒ ９ は そ れ ぞ れ 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ と Ｃ ｐ Ｇ Ｄ Ｎ Ａ （ 微 生 物 Ｄ Ｎ Ａ ） の レ セ プ タ ー で あ る
。 Ｔ Ｌ Ｒ ７ は 抗 ウ イ ル ス 化 合 物 の 応 答 に 関 与 し て い る （ Nat. Immunol. 3, 196, 2002） 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 Ｔ Ｌ Ｒ フ ァ ミ リ ー は 、 Ｉ Ｌ － １ レ セ プ タ ー （ Ｉ Ｌ － １ Ｒ ） フ ァ ミ リ ー （ Nat. Immunol 2
, 675, 2001） と 相 同 性 の あ る 細 胞 外 の ロ イ シ ン リ ッ チ リ ピ ー ト （ leucine-rich repeat：
Ｌ Ｒ Ｒ ） 領 域 と Ｉ Ｌ － １ Ｒ の 細 胞 質 内 領 域 と 相 同 性 の 高 い 領 域 （ Ｔ Ｉ Ｒ 領 域 ） と を 含 ん で
い る 。 Ｉ Ｌ － １ Ｒ に 類 似 し 、 Ｔ Ｌ Ｒ は Ｉ Ｒ Ａ Ｋ を Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ ア ダ プ タ ー 経 由 で 誘 導 さ れ 、
Ｔ Ｒ Ｆ ６ そ し て 最 終 的 に は Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 活 性 を 誘 導 す る 。 即 ち 、 Ｔ Ｌ Ｒ フ ァ ミ リ ー は 、 上
記 Ｉ Ｌ － １ Ｒ と 同 様 に ア ダ プ タ ー タ ン パ ク 質 で あ る Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ を 介 し 、 Ｉ Ｌ － １ Ｒ 結 合 キ
ナ ー ゼ （ Ｉ Ｒ Ａ Ｋ ） を リ ク ル ー ト し 、 Ｔ Ｒ Ａ Ｆ ６ を 活 性 化 し 、 下 流 の Ｎ Ｆ － κ Ｂ を 活 性 化
す る こ と が 知 ら れ て い る （ J. Exp. Med. 187, 2097-2101, 1998、 Mol. Cell 2, 253-258,
 1998、 Immunity 11, 115-122, 1999） 。 Ｔ Ｌ Ｒ を 介 し た 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 産 生 は Ｍ
ｙ Ｄ ８ ８ 分 化 細 胞 に お い て は 完 全 に 遮 断 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 し か し な が ら 、 近 年 の 研 究 に よ れ ば そ れ ぞ れ の Ｔ Ｌ Ｒ を 通 る シ グ ナ ル 経 路 が そ れ ぞ れ 異
な り 、 従 っ て 異 な る 生 体 反 応 を 生 じ る こ と が 示 さ れ て い る （ Nat. Immunol 2, 675, 2001
） 。 事 実 、 Ｔ Ｌ Ｒ ４ シ グ ナ ル は 、 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 依 存 経 路 と 非 依 存 的 経 路 の 両 方 を 含 ん で い る
。 前 者 は サ イ ト カ イ ン の 産 生 に 必 須 で あ り 、 後 者 は Ｉ Ｒ Ｆ － ３ の 活 性 化 と 、 そ の 後 の イ ン
タ ー フ ェ ロ ン β （ interferon-beta： Ｉ Ｆ Ｎ － β ） 及 び Ｉ Ｆ Ｎ － 誘 導 （ inducible） 遺 伝 子
（ J. Immunol. 167, 5887, 2001、 Nat. Immunol. 3, 392, 2002、 Essential role for TI
RAP in activation of the signaling cascade shared by TLR2 and TLR4. Nature in pr
ess. 2002） の 誘 導 に 関 与 し て い る 。 更 に 、 Ｍ ｙ Ｄ － ８ ８ 非 依 存 的 経 路 は 樹 状 細 胞 （ Ｄ Ｃ
ｓ ） を 機 能 的 に 成 熟 さ せ て い る （ J. Immunol. 166, 5688, 2001） 。 Ｍ ｙ Ｄ － ８ ８ 非 依 存
的 経 路 は Ｔ Ｌ Ｒ ３ シ グ ナ ル で も 観 察 さ れ て い る （ Nature 413, 732, 2001） 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
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　 近 年 、 Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ ／ Ｍ ａ ｌ が Ｔ Ｉ Ｒ 領 域 に 隠 れ て い る 二 番 目 の ア ダ プ タ ー 分 子 と し て 発
見 さ れ た （ Nat. Immunol. 2, 835, 2001、 Nature 413, 78, 2001） 。 イ ン ビ ト ロ で の 研 究
に お い て は 、 Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ ／ Ｍ ａ ｌ が Ｍ ｙ Ｄ － ８ ８ 非 依 存 的 経 路 で の Ｌ Ｐ Ｓ 誘 導 に よ る 活 性
化 に 関 与 し て い る こ と を 示 唆 し て い る （ Nat. Immunol. 2, 835, 2001） 。 し か し な が ら 、
Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ 欠 損 マ ウ ス に お け る 研 究 で Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ が Ｔ Ｌ Ｒ ２ と Ｔ Ｌ Ｒ ４ 経 由 の Ｍ ｙ Ｄ － ８
８ 非 依 存 的 シ グ ナ ル 経 路 内 で ア ダ プ タ ー と し て 機 能 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た （ Esse
ntial role for TIRAP in activation of the signaling cascade shared by TLR2 and T
LR4. Nature in press, 2002） 。 こ れ ら の 研 究 は 、 Ｔ Ｉ Ｒ を 含 む い く つ か の ア ダ プ タ ー 分
子 が Ｔ Ｌ Ｒ を 介 し た シ グ ナ ル 経 路 に 関 与 し 、 こ れ ら の ア ダ プ タ ー の 異 な る 使 用 が Ｔ Ｌ Ｒ シ
グ ナ ル の 特 異 性 を も た ら し 、 さ ら に Ｍ ｙ Ｄ － ８ ８ 非 依 存 的 経 路 が Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ 以 外 の 分 子 に
よ っ て 介 さ れ て い る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 一 方 、 細 菌 感 染 を 防 御 す る 機 構 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 及 び そ の 遺 伝 子 に 関 す る 開 示 と し
て は 、 Ｔ Ｌ Ｒ ４ 分 子 を 介 し た Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 化 の 増 加 に 関 与 す る 性 質 を 有 す る タ ン パ ク 質
及 び 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ 特 開 ２ ０ ０ ０ － ２ ６ ２ ２ ９ ０ 号 公 報 ） 、 及 び 、 細
菌 感 染 に よ る 過 剰 な Ｌ Ｐ Ｓ 応 答 を 抑 制 す る フ ィ ー ド バ ッ ク 機 構 に 関 与 し て い る こ と が 示 唆
さ れ る 、 Ｔ Ｌ Ｒ ４ 遺 伝 子 か ら 選 択 的 に ス プ ラ イ シ ン グ の 結 果 生 ず る ｍ Ｒ Ｎ Ａ の コ ー ド す る
タ ン パ ク 質 及 び 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 （ 特 開 ２ ０ ０ ２ － １ ７ ６ ９ ８ ６ 号 公 報 ）
な ど が 開 示 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 上 記 の よ う に 、 Ｔ Ｌ Ｒ を 介 し た シ グ ナ ル 経 路 に 関
与 す る タ ン パ ク 質 や 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に つ い て は 、 そ の 全 容 は 明 ら か に な
っ て い な い 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ０ － ２ ６ ２ ２ ９ ０ 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 ２ ０ ０ ２ － １ ７ ６ ９ ８ ６ 号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 J. Immunol. 167, 5887, 2001
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Nat. Immunol. 3, 392, 2002
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Nat. Immunol. 2, 835, 2001
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Nature 413, 78, 2001
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 課 題 は 、 ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ
る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 、 そ の 遺 伝 子 、 及 び そ れ ら
の 利 用 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 Ｔ Ｌ Ｒ （ Toll-like receptor） フ ァ ミ リ ー が 病 原 体 の 構 成 成 分 の 認 識 に
必 須 の 役 割 を 演 じ る 受 容 体 で あ る こ と を 、 遺 伝 子 欠 損 マ ウ ス を 作 製 す る こ と に よ り 示 し て
き た 。 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ は 、 Ｔ Ｌ Ｒ フ ァ ミ リ ー の 細 胞 質 内 領 域 と 相 同 性 の 高 い Ｔ Ｉ Ｒ ド メ イ ン を
も つ ア ダ プ タ ー で あ る が 、 遺 伝 子 欠 損 マ ウ ス の 解 析 か ら 、 全 て の Ｔ Ｌ Ｒ フ ァ ミ リ ー を 介 し
た 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 産 生 誘 導 の シ グ ナ ル 伝 達 に 必 須 で あ る こ と を 示 し た 。 し か し な が
ら 、 リ ポ 多 糖 を 認 識 す る Ｔ Ｌ Ｒ ４ を 介 し た シ グ ナ ル の 場 合 に は 、 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 欠 損 マ ウ ス で
も 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 反 応 は 認 め な い に も 関 わ ら ず 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 性 遺 伝 子 の
発 現 を 誘 導 し た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 更 に 、 Ｔ Ｌ Ｒ ４ に 特 異 的 に 結 合 す る 分 子 と し て Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ が 同 定 さ れ た が 、 遺 伝 子 欠 損
マ ウ ス の 解 析 か ら 、 Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ が Ｔ Ｌ Ｒ ４ だ け で な く Ｔ Ｌ Ｒ ２ を 介 し た 炎 症 性 サ イ ト カ イ
ン の 産 生 に も 必 須 で あ る こ と を 示 し た 。 Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ 欠 損 マ ウ ス で も 、 Ｔ Ｌ Ｒ ４ を 介 し た イ
ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 性 遺 伝 子 の 発 現 は 誘 導 さ れ る こ と か ら 、 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 、 Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ に 依
存 し な い シ グ ナ ル の 存 在 が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ １ １ 】
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　 ウ イ ル ス 由 来 の 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ を 認 識 す る Ｔ Ｌ Ｒ ３ を 介 し た シ グ ナ ル で も 、 イ ン タ ー フ ェ
ロ ン 誘 導 性 遺 伝 子 の 発 現 が 誘 導 さ れ る こ と か ら 、 Ｔ Ｌ Ｒ ４ を 介 し た Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 、 Ｔ Ｉ Ｒ Ａ
Ｐ 非 依 存 性 の シ グ ナ ル と Ｔ Ｌ Ｒ ３ を 介 し た シ グ ナ ル に は 共 通 の 分 子 の 関 与 が 示 唆 さ れ た 。
そ こ で 、 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 及 び Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ と 同 様 に Ｔ Ｉ Ｒ ド メ イ ン を 有 す る 分 子 を 検 索 し た 結 果
、 Ｔ Ｉ Ｒ ド メ イ ン を 有 す る 遺 伝 子 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ （ TIR domain containing adaptor inducing i
nterferon-beta） を 見 い 出 し た 。 こ の 遺 伝 子 は ヒ ト で は コ ー デ ィ ン グ 領 域 （ coding regio
n） が ２ ， １ ３ ６ ｂ ｐ で 、 ７ １ ２ の ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 。 マ ウ ス で は 、 ２ ， １ ９ ９ ｂ ｐ
で 、 ７ ３ ３ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド し て い る 。 ヒ ト 、 マ ウ ス と も に 、 Ｔ Ｉ Ｒ ド メ イ ン が タ ン パ ク
質 の 中 央 部 分 に 存 在 し て い る （ 図 ２ ） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ２ ９ ３ 細 胞 （ human embryonic kidney cell） に 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン β （ IFN-beta） の
遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー 下 に ル シ フ ェ ラ ー ゼ （ luciferase） を 組 み 込 ん だ プ ラ ス ミ ド （ plasmi
d） と と も に 導 入 し て 、 こ の 遺 伝 子 を 発 現 さ せ る と ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 化 を 増 強 し た 。 こ
の 結 果 は 、 該 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 が 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン β の 発 現 に 関 与
し て い る こ と を 示 し て い る 。 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 、 Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ を 発 現 さ せ て も イ ン タ ー フ ェ ロ ン β
遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー は 活 性 化 さ れ な い こ と か ら 、 Ｔ Ｉ Ｒ ド メ イ ン を 有 す る タ ン パ ク 質 の
な か で も 、 該 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 が イ ン タ ー フ ェ ロ ン の 誘 導 シ グ ナ ル に
特 異 的 に 関 与 し て い る こ と を 示 し て い た 。 Ｔ Ｉ Ｒ ド メ イ ン だ け に し た 本 遺 伝 子 に よ り コ ー
ド さ れ る タ ン パ ク 質 の 変 異 タ ン パ ク 質 で は 、 本 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 全 長
の 導 入 に よ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン β の 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー の 活 性 化 を ブ ロ ッ ク す る ド ミ ナ ン
ト ネ ガ テ ィ ブ （ dominant negative： 抑 制 ） 効 果 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ２ ９ ３ 細 胞 に ヒ ト Ｔ Ｌ Ｒ ３ （ human TLR3） を 発 現 さ せ た 細 胞 で は 、 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 刺 激 で
イ ン タ ー フ ェ ロ ン β の 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー が 活 性 化 さ れ る 。 こ の こ と は 、 Ｔ Ｌ Ｒ ３ を 介 し
た シ グ ナ ル が イ ン タ ー フ ェ ロ ン β の 誘 導 に 関 わ っ て い る こ と を 示 唆 し て い る 。 こ れ に 、 本
遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ （ 抑 制 ） 型 、 該 タ ン パ ク 質
－ Ｔ Ｉ Ｒ を 導 入 す る と 、 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 刺 激 に よ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン β の 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ
ー の 活 性 化 を ブ ロ ッ ク し た 。 こ の ブ ロ ッ ク は Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 、 Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ の Ｔ Ｉ Ｒ ド メ イ ン で
は 誘 導 で き な い こ と か ら 、 本 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 が Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 、 Ｔ Ｉ Ｒ
Ａ Ｐ 非 依 存 性 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 の シ グ ナ ル に 関 与 し て い る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 知 見 に 基 づ い て 完 成 さ れ た も の で あ る 。 即 ち 、 本 発 明 は 、 ウ イ ル ス 由 来
二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル
伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ 、 及 び 該 Ｄ Ｎ Ａ に よ っ て 発 現 さ れ る イ ン
タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 か ら な る 。 該 Ｄ Ｎ Ａ は 、 配 列 表 の
配 列 番 号 １ 及 び 配 列 番 号 ３ に 、 及 び 、 該 タ ン パ ク 質 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ 及 び 配 列 番 号
４ に 示 さ れ る 。 ま た 、 本 発 明 は 該 Ｄ Ｎ Ａ 及 び タ ン パ ク 質 の 変 異 体 Ｄ Ｎ Ａ 及 び 変 異 体 タ ン パ
ク 質 を 含 む 。 更 に 、 本 発 明 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 、 本 発 明 の 遺
伝 子 を 染 色 体 上 で 欠 損 さ せ た 非 ヒ ト 動 物 、 及 び 該 抗 体 や 非 ヒ ト 動 物 及 び 本 発 明 の 遺 伝 子 プ
ロ ー ブ を 用 い た 細 胞 の 免 疫 賦 活 機 能 の 判 定 及 び イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 物
質 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 、 等 を 含 む も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 具 体 的 に は 本 発 明 は 、 ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に
関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ （
請 求 項 １ ） や 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 が 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン β の 誘 導 シ
グ ナ ル 伝 達 活 性 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 記 載 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝
達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ （ 請 求 項 ２ ） や 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ に 示
さ れ る 塩 基 配 列 又 は そ の 相 補 的 配 列 並 び に こ れ ら の 配 列 の 一 部 ま た は 全 部 を 含 む こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ （ 請 求 項 ３ ） や 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ る 塩
基 配 列 又 は そ の 相 補 的 配 列 並 び に こ れ ら の 配 列 の 一 部 ま た は 全 部 を 含 む こ と を 特 徴 と す る
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請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ （ 請 求 項 ４ ） や 、 請 求 項 ３ 又 は ４ 記 載 の 遺 伝 子 を 構 成 す る Ｄ
Ｎ Ａ と ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２
記 載 の Ｄ Ｎ Ａ （ 請 求 項 ５ ） や 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク
質 が 、 以 下 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載
の Ｄ Ｎ Ａ 、 即 ち 、 （ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質
、 又 は 、 （ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の
ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ イ ン タ ー フ ェ ロ ン
誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 （ 請 求 項 ６ ） や 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ
ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 が 、 以 下 の （ ａ ） 又 は （ ｂ ） の タ ン パ ク 質 で あ る こ と を 特
徴 と す る 請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 、 即 ち 、 （ ａ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ
ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質 、 又 は 、 （ ｂ ） 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列
に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら
な り 、 か つ イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 （ 請 求 項 ７ ） や 、
ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン
誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 （ 請 求 項 ８ ） や 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ
ル 伝 達 活 性 が 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン β の 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求
項 ８ 記 載 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 （ 請 求 項 ９ ） や 、
配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 又 は ９ 記
載 の タ ン パ ク 質 （ 請 求 項 １ ０ ） や 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て
、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か
つ イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 （ 請 求 項 １ １ ） や 、 配 列 表
の 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ８ 又 は ９ 記 載 の タ
ン パ ク 質 （ 請 求 項 １ ２ ） や 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若
し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な り 、 か つ イ ン
タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 （ 請 求 項 １ ３ ） か ら な る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ま た 本 発 明 は 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 、 発 現 用 ベ ク タ ー に 組 込 ん だ こ
と を 特 徴 と す る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 発 現 組 換 え ベ
ク タ ー （ 請 求 項 １ ４ ） や 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有
す る タ ン パ ク 質 発 現 組 換 え ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 へ 導 入 し た こ と を 特 徴 と す る 形 質 転 換 細 胞
（ 請 求 項 １ ５ ） や 、 請 求 項 ８ ～ １ ３ の い ず れ か 記 載 の タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体
（ 請 求 項 １ ６ ） や 、 抗 体 が モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ６ 記 載 の
抗 体 （ 請 求 項 １ ７ ） や 、 ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に
関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 機
能 が 染 色 体 上 で 欠 損 し た こ と を 特 徴 と す る 非 ヒ ト 動 物 （ 請 求 項 １ ８ ） や 、 非 ヒ ト 動 物 が 、
マ ウ ス で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ ８ 記 載 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性
を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 機 能 が 染 色 体 上 で 欠 損 し た こ と を 特 徴 と す る 非 ヒ
ト 動 物 （ 請 求 項 １ ９ ） や 、 ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活
に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子
機 能 が 染 色 体 上 で 欠 損 し た 細 胞 に 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ を 導 入 す る こ と
を 特 徴 と す る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞
の 調 製 方 法 （ 請 求 項 ２ ０ ） か ら な る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 さ ら に 本 発 明 は 、 請 求 項 １ ～ ７ の い ず れ か 記 載 の Ｄ Ｎ Ａ 又 は そ の 部 分 か ら な る こ と を 特
徴 と す る 、 ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン タ
ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ
（ 請 求 項 ２ １ ） や 、 請 求 項 ２ １ 記 載 の 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ を 用 い て 遺 伝 子 を 検 出 し 、 判
定 す る こ と を 特 徴 と す る 細 胞 の ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫
賦 活 機 能 の 判 定 方 法 （ 請 求 項 ２ ２ ） や 、 請 求 項 １ ６ 又 は １ ７ 記 載 の 抗 体 を 用 い て 、 細 胞 の
ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン
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誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 の 発 現 状 態 を 検 出 す る こ と を 特 徴 と す る 、 細 胞
の ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 機 能 の 判 定 方 法 （ 請 求 項
２ ３ ） や 、 請 求 項 １ ８ 記 載 の ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦
活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝
子 機 能 が 染 色 体 上 で 欠 損 し た 非 ヒ ト 動 物 に 、 被 検 物 質 を 投 与 し 、 該 非 ヒ ト 動 物 の イ ン タ ー
フ ェ ロ ン 誘 導 活 性 を 測 定 ・ 評 価 す る こ と を 特 徴 と す る 、 細 胞 の ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ
及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 物 質
の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 （ 請 求 項 ２ ４ ） か ら な る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 に よ り 、 生 物 の 微 生 物 の 侵 入 に 対 す る 生 体 防 御 機 構 に 関 与 す る 、 ウ イ ル ス 由 来 二
重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝
達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 、 及 び 該 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 取 得 し 、 同 定 し た こ
と に よ り 、 本 発 明 が 、 ウ イ ル ス 感 染 に よ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 の 分 子 機 構 の 解 明 に 大 き
く 貢 献 で き る こ と の み な ら ず 、 該 ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ に よ る 免 疫 賦 活 機 構 に 関 わ る
疾 病 の 診 断 や 該 疾 病 を 治 療 す る 治 療 薬 の 創 出 に 有 力 な 手 段 を 提 供 す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 は 、 ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン
タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 か ら な る 。 該
遺 伝 子 は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 又 は 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 又 は そ の 相 補 的 配 列 並
び に こ れ ら の 配 列 の 一 部 ま た は 全 部 を 含 む Ｄ Ｎ Ａ か ら な る 。 本 発 明 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘
導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 と し て は 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン β の 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 が 挙 げ ら れ る
。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 次 の (ａ )又 は (ｂ )の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ ；
(ａ )配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る タ ン パ ク 質
(ｂ )配 列 番 号 ２ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 、 置
換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 、 ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ
シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質
、 か ら な る 変 異 遺 伝 子 を 含 む 。 該 変 異 遺 伝 子 を 取 得 す る に は 、 本 発 明 の 配 列 表 の 遺 伝 子 配
列 情 報 に よ り 、 適 宜 公 知 の 遺 伝 子 工 学 の 手 法 に よ り 変 異 さ せ て 、 取 得 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 更 に 、 本 発 明 は 本 発 明 の 遺 伝 子 （ 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 又 は 配 列 番 号 ３ の Ｄ Ｎ Ａ ） と ス ト
リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ し 、 か つ ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ に よ る 免 疫 賦
活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ
Ａ 、 す な わ ち 、 イ ン タ ク ト な 遺 伝 子 の 変 異 体 を 含 む 。 該 遺 伝 子 を 取 得 す る に は 、 例 え ば 、
配 列 表 の 配 列 番 号 １ 又 は 配 列 番 号 ３ に 示 さ れ る 塩 基 配 列 か ら Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 作 製 し 、 該
Ｄ Ｎ Ａ プ ロ ー ブ を 用 い て 、 Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー に 対 し て ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で ハ イ
ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン し 、 か つ 機 械 受 容 チ ャ ネ ル 機 能 を 有 す る も の を 選 択 し て 、 取 得 す る こ
と が で き る 。 該 Ｄ Ｎ Ａ を 取 得 す る た め の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の 条 件 と し て は 、 例 え ば
、 ４ ２ ℃ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及 び １ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０ ． １ ％ の Ｓ Ｄ Ｓ を 含 む 緩 衝 液
に よ る ４ ２ ℃ で の 洗 浄 処 理 を 挙 げ る こ と が で き 、 ６ ５ ℃ で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 及
び ０ ． １ × Ｓ Ｓ Ｃ ， ０ ． １ ％ の Ｓ Ｄ Ｓ を 含 む 緩 衝 液 に よ る ６ ５ ℃ で の 洗 浄 処 理 を よ り 好 ま
し く 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 発 明 の 、 ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン
タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 と し て は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ 又
は 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る 、 ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ に よ る 免 疫 賦
活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 や 、 配 列 表 の 配 列
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番 号 ２ 又 は 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 若 し く は 数 個 の ア ミ ノ 酸 が 欠
失 、 置 換 若 し く は 付 加 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ に よ る 免 疫
賦 活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 の 機 能 を 有 す る
変 異 体 タ ン パ ク 質 を 具 体 的 に 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は 、 そ れ を コ ー ド
す る 本 発 明 の 遺 伝 子 を 用 い て 遺 伝 子 工 学 的 に 、 或 い は 本 発 明 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 情 報 に 基 づ き 、
そ の 配 列 を 組 換 え て 公 知 の 方 法 に よ り 調 製 す る こ と が で き る 。 本 発 明 で 取 得 し た 配 列 表 の
配 列 番 号 ２ 又 は 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 か ら な る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ
ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 は 、 い ず れ も 、 Ｔ Ｉ Ｒ ド メ イ ン が タ ン パ ク 質 の 中 央 部 分 に
存 在 し て い る 。 本 発 明 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 と し て は 、 イ ン タ ー フ ェ
ロ ン β の 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 発 明 の ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン タ
ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 は 、 本 発 明 の 遺 伝 子 を 用 い て 、 遺 伝
子 工 学 的 に 公 知 の 方 法 に よ り 、 製 造 す る こ と が で き る 。 即 ち 、 本 発 明 の 遺 伝 子 を 、 本 発 明
の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る た め の 発 現 ベ ク
タ ー に 組 込 み 、 該 組 換 え ベ ク タ ー を 宿 主 細 胞 へ 導 入 し 、 形 質 転 換 さ せ て 、 該 細 胞 を 培 養 す
る こ と に よ り 、 遺 伝 子 を 発 現 さ せ て 、 本 発 明 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を
有 す る タ ン パ ク 質 を 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 上 記 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 工 学 的 製 造 に 用 い る 発 現 系 と し て は 、 該 本 発 明 の タ ン
パ ク 質 を 宿 主 細 胞 内 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 発 現 系 で あ れ ば ど の よ う な も の で も よ く 、
染 色 体 、 エ ピ ソ ー ム 及 び ウ イ ル ス に 由 来 す る 発 現 系 、 例 え ば 、 細 菌 プ ラ ス ミ ド 由 来 、 酵 母
プ ラ ス ミ ド 由 来 、 Ｓ Ｖ ４ ０ の よ う な パ ポ バ ウ イ ル ス 、 ワ ク シ ニ ア ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル
ス 、 鶏 痘 ウ イ ル ス 、 仮 性 狂 犬 病 ウ イ ル ス 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 由 来 の ベ ク タ ー 、 バ ク テ リ オ フ
ァ ー ジ 由 来 、 ト ラ ン ス ポ ゾ ン 由 来 及 び こ れ ら の 組 合 せ に 由 来 す る ベ ク タ ー 、 例 え ば 、 コ ス
ミ ド や フ ァ ー ジ ミ ド の よ う な プ ラ ス ミ ド と バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ の 遺 伝 的 要 素 に 由 来 す る も
の を 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ ら 発 現 系 は 、 発 現 を 起 こ さ せ る だ け で な く 、 発 現 を 調 節 す
る 制 御 配 列 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま た 、 上 記 本 発 明 の タ ン パ ク 質 の 遺 伝 子 工 学 的 製 造 に 用 い る 、 宿 主 細 胞 と し て は 、 大 腸
菌 、 ス ト レ プ ト ミ セ ス 、 枯 草 菌 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス 等 の 細 菌 原 核
細 胞 や 、 酵 母 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 等 の 真 菌 細 胞 や 、 ド ロ ソ フ ィ ラ Ｓ ２ 、 ス ポ ド プ テ ラ Ｓ ｆ ９
等 の 昆 虫 細 胞 や 、 Ｌ 細 胞 、 Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 Ｃ Ｏ Ｓ 細 胞 、 Ｈ ｅ Ｌ ａ 細 胞 、 Ｃ １ ２ ７ 細 胞 、 Ｂ Ａ
Ｌ Ｂ ／ ｃ ３ Ｔ ３ 細 胞 （ ジ ヒ ド ロ 葉 酸 レ ダ ク タ ー ゼ や チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ な ど を 欠 損 し た 変 異
株 を 含 む ） 、 Ｂ Ｈ Ｋ ２ １ 細 胞 、 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 細 胞 、 Ｂ ｏ ｗ ｅ ｓ メ ラ ノ ー マ 細 胞 、 卵 母 細 胞
等 の 動 植 物 細 胞 な ど 、 公 知 の 宿 主 細 胞 の 中 か ら 選 択 し て 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発
明 の 遺 伝 子 の 宿 主 細 胞 へ の 導 入 は 、 公 知 の 標 準 的 な 実 験 室 マ ニ ュ ア ル に 記 載 さ れ る 方 法 等
を 用 い て 実 施 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の タ ン パ ク 質 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 含 む 。 該 抗 体 と し て は 、 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 等 を 具 体 的 に 挙 げ る こ と が で き る 。 こ れ ら は 上 記
本 発 明 の ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ に よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ
ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 抗 原 と し て 用 い て 常 法 に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。 そ
の 中 で も モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が そ の 特 異 性 の 点 で は よ り 好 ま し い 。 か か る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 等 の 抗 体 を 用 い て 、 細 胞 の ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫
賦 活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 の 発 現 状 態 を 検
出 す る こ と に よ り 、 細 胞 の ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ に よ る 免 疫 賦 活 機 能 を 判 定 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 上 記 の よ う な 抗 体 を 用 い た タ ン パ ク 質 の 検 出 に 際 し て 用 い る 、 検 出 手 段 と し て は 、 適 宜
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公 知 の 手 段 を 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 等 に 、 例 え ば 、
Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ （ フ ル オ レ セ イ ン イ ソ シ ア ネ ー ト ） 又 は テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン イ ソ シ ア ネ ー ト
等 の 蛍 光 物 質 や 、 1 2 5 Ｉ 、 3 2 Ｐ 、 3 5 Ｓ 又 は 3 Ｈ 等 の ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ や 、 ア ル カ リ ホ ス フ
ァ タ ー ゼ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 又 は フ ィ コ エ リ ト リ ン 等 の 酵 素 で 標
識 し た も の や 、 グ リ ー ン 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Ｇ Ｆ Ｐ ） 等 の 蛍 光 発 光 タ ン パ ク 質 な ど を 融 合 さ
せ た 融 合 タ ン パ ク 質 を 用 い る こ と に よ っ て 、 抗 体 の 反 応 を 検 出 し 、 タ ン パ ク 質 の 発 現 を 検
知 す る こ と が で き る 。 ま た 免 疫 学 的 測 定 方 法 と し て は 、 Ｒ Ｉ Ａ 法 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 、 蛍 光 抗
体 法 、 プ ラ ー ク 法 、 ス ポ ッ ト 法 、 血 球 凝 集 反 応 法 、 オ ク タ ロ ニ ー 法 等 の 方 法 を 用 い る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 発 明 は 、 更 に 、 染 色 体 上 で 本 発 明 の ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に
よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る 遺 伝 子 機 能 を 欠 損 さ せ 、 該 遺 伝 子 機 能 の 欠 損 し た ノ ッ ク ア ウ ト 非 ヒ ト 動 物 を 含 む 。
該 非 ヒ ト 動 物 を 作 製 す る に は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ 又 は 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配
列 に お い て 、 そ の 一 部 の ア ミ ノ 酸 を 他 の ア ミ ノ 酸 に 変 換 し た ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 遺
伝 子 を 導 入 す る こ と に よ り 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る 遺 伝 子 機 能 を 欠 損 さ せ て 行 う こ と が で き る 。 ま た 、 動 物 遺 伝 子 の 、 配 列 表 の 配 列 番 号
２ 又 は 配 列 番 号 ４ に 示 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 そ の 一 部 の ア ミ ノ 酸 配 列 に 相 当 す る
部 分 を 欠 失 さ せ 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子
機 能 を 欠 損 さ せ て 行 う こ と が で き る 。 本 発 明 に お け る 非 ヒ ト 動 物 と し て は 、 ト リ 、 ウ サ ギ
、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 等 の 非 ヒ ト 動 物 を 具 体 的 に 挙 げ る こ と が で き る が 、 実 験 用 と し て 用 い る
目 的 か ら は 、 マ ウ ス が 特 に 好 ま し い 。 本 発 明 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 タ
ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 機 能 を 欠 損 し た 非 ヒ ト 動 物 の 作 製 に 際 し て 、 遺 伝 子 を 導 入 す
る 方 法 と し て は 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー の 構 築 等 公 知 の 適 宜 の 方 法 を 用 い る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関
わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 機 能
が 染 色 体 上 で 欠 損 し た 細 胞 に 、 本 発 明 の 遺 伝 子 （ Ｄ Ｎ Ａ ） を 導 入 す る こ と に よ っ て 細 胞 機
能 を 修 復 し 、 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞
を 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 の 遺 伝 子 （ Ｄ Ｎ Ａ ） 又 は そ の 部 分 か ら な る Ｄ Ｎ Ａ 配 列 を ウ イ ル ス 由 来 二 重
鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達
活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 検 出 用 プ ロ ー ブ と し て 用 い て 、 遺 伝 子 を 検 出
し 、 検 体 中 の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と 配 列 表 の 配 列 番 号 １ 又 は 配 列 番 号 ３ の Ｄ Ｎ Ａ 配 列 と を 比 較 す る
こ と に よ っ て 、 判 定 す る こ と に よ り 、 ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ
る 免 疫 賦 活 機 能 の 判 定 を 行 う こ と が で き る 。 該 判 定 に よ り 、 ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ に
よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 の 機 能
又 は 発 現 に 関 連 す る 疾 病 を 診 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ま た 、 前 記 の よ う に 、 本 発 明 の 抗 体 は 、 細 胞 の ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト
キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク
質 の 発 現 状 態 の 検 出 に 用 い て 、 細 胞 の ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ
る 免 疫 賦 活 機 能 の 判 定 に 用 い る こ と が で き る 。 該 判 定 に よ り 、 ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ
及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有
す る タ ン パ ク 質 の 機 能 又 は 発 現 に 関 連 す る 疾 病 を 診 断 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 の イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝
子 検 出 用 プ ロ ー ブ や 本 発 明 の 抗 体 は 、 ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ
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る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 の 機 能 又
は 発 現 に 関 連 す る 疾 病 の 診 断 用 の キ ッ ト と し て 製 品 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 は 、 本 発 明 の ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関
わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 機 能
が 染 色 体 上 で 欠 損 し た 非 ヒ ト 動 物 を 用 い て 、 ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ
ン に よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ
を 行 う こ と が で き る 。 該 イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 物 質 の ス ク リ ー ニ ン グ に
は 、 被 検 物 質 を 非 ヒ ト 動 物 に 投 与 し 、 該 非 ヒ ト 動 物 の 、 例 え ば イ ン タ ー フ ェ ロ ン β の よ う
な イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 活 性 を 測 定 ・ 評 価 す る こ と に よ り 行 う こ と が で き る 。 該 イ ン タ ー
フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 物 質 は 、 ウ イ ル ス 由 来 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ 及 び エ ン ド ト キ シ ン に
よ る 免 疫 賦 活 に 関 わ る イ ン タ ー フ ェ ロ ン 誘 導 シ グ ナ ル 伝 達 活 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 の 機 能
又 は 発 現 に 関 連 す る 疾 病 の 治 療 に 用 い る こ と が で き る 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を よ り 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 の 技 術 的 範 囲 は こ れ ら の
例 示 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 こ の 実 施 例 で は 、 Ｔ Ｌ Ｒ を 経 た シ グ ナ ル 伝 達 経 路 を 更 に 明 ら か に す る た め に 、 Ｍ ｙ Ｄ ８
８ と Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ 以 外 の Ｔ Ｉ Ｒ 領 域 を 含 む ア ダ プ タ ー 分 子 を 検 索 し 、 デ ー タ ベ ー ス に よ る ス
ク リ ー ニ ン グ に よ り Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ （ イ ン タ ー フ ェ ロ ン － β （ interferon-beta） を 誘 導 す る Ｔ
Ｉ Ｒ 領 域 を 含 む ア ダ プ タ ー ） と 名 づ け た 新 規 の ア ダ プ タ ー 分 子 を 同 定 し た 。 こ の 実 験 に よ
り 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ が Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 或 い は Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ で は な く 、 Ｉ Ｆ Ｎ － β の プ ロ モ ー タ ー 及 び Ｔ
Ｒ Ｉ Ｆ の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ （ 抑 制 ） 型 を 優 位 的 に 活 性 化 し 、 ポ リ （ Ｉ ： Ｃ ） に 介 さ れ
た Ｔ Ｌ Ｒ ３ 反 応 を 阻 害 す る こ と か ら 、 こ の 新 規 ア ダ プ タ ー が Ｔ Ｌ Ｒ ３ シ グ ナ ル に お け る 特
異 的 な 役 割 を も つ こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
［ 遺 伝 子 の 同 定 と 機 能 の 解 明 ］
　 材 料 と 方 法
（ 免 疫 沈 降 と 免 疫 ブ ロ ッ ト ）
　 ２ ９ ３ 細 胞 に 、 発 現 ベ ク タ ー に 表 示 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 挿 入 し た プ ラ ス ミ ド を ト ラ ン ス
フ ェ ク シ ョ ン し 、 一 過 性 発 現 さ せ た 。 細 胞 を ０ ． １ ５ ％ Ｎ Ｐ － ４ ０ 、 ２ ０ ｍ Ｍ 　 ト リ ス －
Ｈ Ｃ Ｌ （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） 、 １ ５ ０ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル
、 １ ０ ｍ Ｍ 　 β － グ リ セ ロ リ ン 酸 塩 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ 3 Ｖ Ｏ 4 、 及 び プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 （ 混
合 物 ： Roche Diagnostics社 製 ） を 含 む 溶 菌 バ ッ フ ァ ー 中 で 溶 解 し た 。 細 胞 溶 解 液 を Prote
in G-sepharose（ Amersham社 製 ） で 前 精 製 を １ 時 間 行 い 、 次 に ２ μ ｇ の 抗 Ｆ ｌ ａ ｇ  Ｍ ２
抗 体 （ Sigma社 製 ） 、 ２ μ ｇ の 抗 Ｍ ｙ ｃ  Ｐ Ｌ １ ４ 抗 体 （ Ｍ Ｂ Ｌ 社 製 ） も し く は １ μ ｇ の 抗
ヒ ト Ｉ Ｒ Ｆ － ３ 抗 体 （ SantaCruz社 製 ） 及 び Protein G-sepharose（ Amersham社 製 ） で ２ 時
間 免 疫 沈 降 し た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 免 疫 沈 降 物 を 、 溶 解 液 中 で 洗 浄 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー に 溶 解 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ
Ｇ Ｅ で 分 離 し 、 ポ リ フ ッ 化 ビ ニ リ デ ン 膜 （ BIO-RAD社 製 ） に 移 し た 。 Ｆ ｌ ａ ｇ が タ グ さ れ
た （ Flag-tagged） タ ン パ ク 質 や Ｍ ｙ ｃ が タ グ さ れ た （ Myc-tagged） タ ン パ ク 質 は Ｈ Ｒ Ｐ
標 識 抗 Ｆ ｌ ａ ｇ  Ｍ ２ 抗 体 も し く は Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 Ｍ ｙ ｃ  ９ Ｅ １ ０ 抗 体 （ SantaCruz社 製 ）
と そ れ ぞ れ 反 応 さ せ た 。 内 因 性 の Ｉ Ｒ Ｆ － ３ は 抗 ヒ ト Ｉ Ｒ Ｆ － ３ 抗 体 と Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 ウ サ
ギ Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 （ Amersham社 製 ） と 反 応 さ せ 、 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ た バ ン ド を Ｅ Ｃ Ｌ シ ス
テ ム に よ っ て 検 出 し た （ PerkinElmer Life Sciences社 製 ） 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
［ 実 験 結 果 と 考 察 ］
（ Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の 同 定 ）
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　 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ と 、 Ｔ Ｉ Ｒ 領 域 の Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ 以 外 の 分 子 が Ｔ Ｌ Ｒ を 介 し た シ グ ナ ル 経 路 に 関
与 し て い る と 予 測 し 、 Ｔ Ｉ Ｒ ド メ イ ン を 有 す る 配 列 を expressed sequence tag（ Ｅ Ｓ Ｔ ）
デ ー タ ベ ー ス 上 で 検 索 し 、 新 規 の ヒ ト ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン （ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： Ｂ Ｃ ０ ０
９ ８ ６ ０ 、 配 列 番 号 １ ） を 同 定 し 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ と 命 名 し た 。 こ の 遺 伝 子 は Ｎ Ｃ Ｂ Ｉ に 登 録 さ
れ て い る Ｔ Ｉ Ｒ 領 域 （ ｓ ｍ ａ ｒ ｔ ０ ０ ２ ５ ５ 　 Ｔ Ｉ Ｒ ） と 非 常 に 類 似 し て い た （ 図 １ ａ ）
。 こ の 断 片 を プ ロ ー ブ と し て 、 こ の 遺 伝 子 の 完 全 長 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 同 定 し た 。 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ （ ２
９ ６ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド ） と Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ ／ Ｍ ａ ｌ （ ２ ３ ５ ア ミ ノ 酸 ） と 比 較 す る と 、 こ の 遺
伝 子 に は ２ １ ３ ６ ｂ ｐ の 長 い オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム が あ り 、 ７ １ ２ ア ミ ノ 酸 （ 配
列 番 号 ２ ） を コ ー ド し て い た （ 図 １ ｂ ） 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 こ の ヒ ト Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ ア ミ ノ 酸 配 列 が コ ー ド さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ は 未 知 の 機 能 の マ ウ ス Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ク ロ ー ン （ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： Ｘ Ｍ １ １ ０ ２ ４ ４ 、 配 列 番 号 ３ ） と ５ ５ ％ の
相 同 性 を 示 し た 。 こ の 遺 伝 子 産 物 を Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 、 即 ち Ｉ Ｆ Ｎ － β を 誘 導 す る ア ダ プ タ ー を 含
む Ｔ Ｉ Ｒ 領 域 と し た （ 図 ２ ） 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の Ｔ Ｉ Ｒ 領 域 は 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ タ ン パ ク 質 の Ｃ 末 端 側 に 存 在 し た 。 ま た 、 Ｔ Ｌ Ｒ 中
に 保 存 さ れ Ｔ Ｌ Ｒ を 介 し た シ グ ナ ル の 活 性 に 必 須 な プ ロ リ ン 残 基 が み ら れ た （ 図 １ ａ ） （
Science 282, 2085, 1998； J. Immunol. 162, 374, 1999； Nature 401, 811, 1999） 。 Ｔ
Ｒ Ｉ Ｆ の 発 現 を 、 ヒ ト の 組 織 か ら 抽 出 し た 全 Ｒ Ｎ Ａ を 用 い て ノ ー ザ ン ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ
ョ ン に よ り 解 析 し た 。 プ ロ ー ブ と し て 、 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ  ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ６ ７ ８ ～ １ ４ ８ １ 番 目
の ｃ Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を 、 ［ 3 2 Ｐ ］ － ｄ Ｃ Ｔ Ｐ で メ ガ プ ラ イ ム Ｄ Ｎ Ａ ラ ベ リ ン グ キ ッ ト （ Amersh
am社 製 ） を 用 い て ラ ベ ル し 、 human MTN blot（ Clontech社 製 ） の ExpressHyb solution（ C
lontech社 製 ） １ ０ ｍ ｌ で ６ ５ ℃ 、 １ ２ 時 間 ハ イ ブ リ ダ イ ズ を 行 っ た 後 、 ２ × Ｓ Ｓ Ｃ 、 ０
． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ で ６ ５ ℃ で ３ ０ 分 、 ０ ． １ ％ Ｓ Ｄ Ｓ を 含 む ０ ． ２ × Ｓ Ｓ Ｃ で ６ ５ ℃ 、 ３ ０ 分
洗 浄 し 、 BioMax MSフ ィ ル ム （ KODAK社 製 ） で 現 像 を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 脳 、 肺 、 心 臓 、 肝
臓 、 脾 臓 、 腎 臓 、 骨 格 筋 等 多 く の 組 織 で 観 察 さ れ 、 特 に 肝 臓 で 高 発 現 し て い た （ 図 １ ｃ ）
。
【 ０ ０ ４ １ 】
（ Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ に よ る Ｉ Ｆ Ｎ － β プ ロ モ ー タ ー と Ｎ Ｆ － κ Ｂ 誘 導 活 性 ）
　 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 及 び Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ の 強 制 発 現 が 、 ２ ９ ３ 細 胞 に お い て Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 活 性 を 誘 導
す る こ と を 、 ヒ ト Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ 遺 伝 子 の Ｎ Ｆ － κ Ｂ 応 答 性 プ ロ モ ー タ ー （ 配 列 番 号 ５ ） の
ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 測 定 す る こ と に よ り 解 析 し た 。 （ 図 ３ ａ 、 左 ） 。 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の 発 現 は
Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 或 い は Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ を 介 す る 誘 導 と 比 較 し て 低 水 準 で は あ る が 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 活
性 化 を 誘 導 し た 。 Ｌ Ｐ Ｓ （ Ｔ Ｌ Ｒ ４ リ ガ ン ド ） 及 び 二 重 鎖 Ｒ Ｎ Ａ （ ｄ ｓ Ｒ Ｎ Ａ ） （ Ｔ Ｌ Ｒ
３ リ ガ ン ド ） は 、 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 非 依 存 的 に Ｉ Ｆ Ｎ － β の 発 現 を 誘 導 し た （ Nat. Immunol. 3,
 392, 2002、 J. Immunol. 162, 374, 2002、 Nature 413, 732, 2001） 。 次 に マ ウ ス Ｉ Ｆ
Ｎ － β プ ロ モ ー タ ー （ 配 列 番 号 ６ ） 活 性 を ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 用 い て 観 察
し た （ 図 ３ ａ 、 右 ） 。 レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド と 共 に 誘 導 さ れ た Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 或 い は Ｔ Ｉ Ｒ Ａ
Ｐ の 発 現 が 誘 導 さ れ た と き は 、 プ ロ モ ー タ ー 活 性 は 観 察 さ れ な か っ た 。 し か し な が ら 、 Ｔ
Ｒ Ｉ Ｆ の 発 現 は 、 Ｉ Ｆ Ｎ － β の プ ロ モ ー タ ー 活 性 を 劇 的 に 誘 導 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ タ ン パ ク 質 内 の プ ロ モ ー タ ー の 活 性 に 必 須 な 領 域 を 同 定 す る た め に 、 末 端 欠 損
型 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ を 数 種 類 作 製 し た 。 Ｔ Ｉ Ｒ 領 域 及 び Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の Ｎ 末 端 側 半 分 （ １ ～ ５ ４ １ 番 目
の ア ミ ノ 酸 ） を 含 む も の を △ Ｃ 、 Ｔ Ｉ Ｒ 領 域 及 び Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の Ｃ 末 端 側 半 分 （ ３ ８ ０ 番 目 ～
Ｃ 末 端 終 点 ま で の ア ミ ノ 酸 ） 含 む も の を △ Ｎ 、 及 び Ｔ Ｉ Ｒ 領 域 で の み 構 成 さ れ て い る も の
を △ Ｎ △ Ｃ と し た （ 図 ３ ｂ ） 。 ２ ９ ３ 細 胞 に Ｎ Ｆ － κ Ｂ 応 答 性 ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー
を 共 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン さ せ る と 、 △ Ｃ 或 い は △ Ｎ の 一 方 が 全 長 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ を 介 す る 誘 導
と 比 較 し て 活 性 が 減 少 し て い る も の の 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 を 誘 導 し た （ 図 ３ ｃ 、 左 ） 。
Ｉ Ｆ Ｎ － β プ ロ モ ー タ ー 由 来 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子 の 場 合 、 △ Ｃ は 全 長 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ に よ る 誘
導 と 同 程 度 の プ ロ モ ー タ ー 活 性 が 認 め ら れ た が 、 △ Ｎ で は 認 め ら れ な か っ た （ 図 ３ ｃ 、 右
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） 。 △ Ｎ △ Ｃ に お い て は 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ レ ポ ー タ ー プ ロ モ ー タ ー の 活 性 は 認 め ら れ な か
っ た 。 こ れ ら の 結 果 に よ り 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の 明 確 な 領 域 が 次 に 挙 げ る ２ 種 類 の プ ロ モ ー タ ー の
活 性 化 の 原 因 と な る こ と 、 即 ち 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の Ｎ 末 端 の 一 部 分 は Ｉ Ｆ Ｎ － β プ ロ モ ー タ ー 活
性 に 必 須 で あ り 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の Ｎ 末 端 と Ｃ 末 端 双 方 の 一 部 分 は Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 活 性 化 に 関 与 し
て い る 、 と い う こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
（ Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 抑 制 型 の Ｔ Ｌ Ｒ 経 由 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 へ の 影 響 ）
　 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 及 び Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ の 場 合 と 同 様 に 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の Ｔ Ｉ Ｒ 領 域 （ △ Ｎ △ Ｃ ） の 発 現
は ド ミ ナ ン ト 阻 害 因 子 （ dominant inhibitor） と し て 作 用 し た 。 全 長 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ が 誘 導 し た
Ｎ Ｆ － κ Ｂ 及 び Ｉ Ｆ Ｎ － β プ ロ モ ー タ ー の 活 性 化 は Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ △ Ｎ △ Ｃ の 発 現 に よ り 顕 著 に
抑 制 さ れ た （ 図 ４ ａ ） 。 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ △ Ｎ △ Ｃ を 用 い て 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ が Ｔ Ｌ Ｒ 依 存 性 シ グ ナ ル 伝
達 経 路 で あ る か ど う か を 解 析 し た 。 ２ ９ ３ 細 胞 に お け る Ｔ Ｌ Ｒ ４ ／ Ｍ Ｄ － ２ の 発 現 は 、 こ
の 細 胞 が Ｌ Ｐ Ｓ に 応 答 し て Ｎ Ｆ － κ Ｂ レ ポ ー タ ー を 活 性 化 す る こ と を 可 能 に し た 。 Ｔ Ｒ Ｉ
Ｆ △ Ｎ △ Ｃ の 共 発 現 は 、 Ｔ Ｌ Ｒ ４ － に 依 存 し た Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 活 性 化 を 阻 害 （ inhibit） し
た （ 図 ４ ｂ ） 。 さ ら に 、 Ｔ Ｌ Ｒ － ２ 及 び Ｔ Ｌ Ｒ － ７ に 依 存 し た Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 活 性 化 は 、 Ｔ
Ｒ Ｉ Ｆ △ Ｎ △ Ｃ の 発 現 に よ り 抑 制 （ prohibit） さ れ た （ 図 ４ ｃ 、 ｄ ） 。 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 及 び Ｔ
Ｉ Ｒ Ａ Ｐ の 強 制 発 現 は 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ の リ ガ ン ド 非 依 存 的 な 活 性 化 を も た ら し た 。 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ
△ Ｎ △ Ｃ の 共 発 現 は 、 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 及 び Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ を 介 し た Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 活 性 化 を 顕 著 に 阻
害 し た （ 図 ４ ｅ 、 ｆ ） 。 こ れ ら の 結 果 に よ り 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ が Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 及 び Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ の 下
流 で 多 く の Ｔ Ｌ Ｒ 仲 介 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に 関 与 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 他 の Ｔ Ｌ Ｒ メ ン バ ー と 比 較 し て 、 Ｔ Ｌ Ｒ ３ は 、 Ｉ Ｌ － １ ２ 及 び Ｔ Ｎ F－ ａ （ Biochem. Bi
ophys. Res. Commun. 293, 1364, 2002） の よ う な 他 の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン よ り も さ ら に
優 性 に Ｉ Ｆ Ｎ － β を 誘 導 す る 独 自 の シ グ ナ ル 経 路 を 介 し て い る 。 安 定 し て Ｔ Ｌ Ｒ ３ を 発 現
し て い る ２ ９ ３ 細 胞 に 、 １ ０ ０ ｎ ｇ の レ ポ ー タ ー プ ラ ス ミ ド を lipofectamine 2000（ Invi
trogen社 製 ） を 用 い て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 ２ ４ 時 間 後 に ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ポ リ （ Ｉ
： Ｃ ） で ８ 時 間 刺 激 す る と 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 及 び Ｉ Ｆ Ｎ － β プ ロ モ ー タ ー の 両 方 が 活 性 化 さ れ
た （ 図 ４ ｅ 、 ｆ ） 。 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 及 び Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ の 抑 制 型 の 共 発 現 は 、 Ｉ Ｆ Ｎ － β プ ロ モ ー
タ ー 及 び Ｎ Ｆ － κ Ｂ 応 答 性 Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ プ ロ モ ー タ ー の 活 性 を ポ リ （ Ｉ ： Ｃ ） 依 存 的 に 阻
害 し な か っ た こ と か ら 、 Ｔ Ｌ Ｒ － ３ シ グ ナ ル は 主 に Ｍ ｙ Ｄ － ８ ８ 非 依 存 的 経 路 で 構 成 さ れ
て い る こ と を 示 し て い る （ 図 ４ ｅ 、 ｆ ） 。 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の 強 制 発 現 は Ｉ Ｆ Ｎ － β プ ロ モ ー タ ー
を 優 位 的 に 活 性 化 し た こ と か ら 、 我 々 は Ｔ Ｌ Ｒ ３ シ グ ナ ル に お け る Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の 役 割 に 焦 点
を 当 て た 。 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 及 び Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ の 抑 制 型 に 対 す る 明 確 な 対 照 と し て 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ △ Ｎ
△ Ｃ は Ｔ Ｌ Ｒ ３ を 安 定 し て 発 現 す る ２ ９ ３ 細 胞 に お い て 、 両 プ ロ モ ー タ ー の ポ リ （ Ｉ ： Ｃ
） 依 存 的 な 活 性 を 阻 害 し た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ が Ｔ Ｌ Ｒ ３ シ グ ナ ル の Ｍ ｙ Ｄ ８ ８
非 依 存 的 活 性 化 に 関 与 し て い る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
（ Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ に よ る Ｔ Ｌ Ｒ ３ 及 び Ｉ Ｒ Ｆ － ３ の 認 識 ）
　 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ が 、 Ｔ Ｌ Ｒ ３ 或 い は Ｔ Ｌ Ｒ ２ を 認 識 す る か ど う か を 解 析 し た 。 ヒ ト 腎 細 胞 ２ ９
３ 細 胞 に ７ μ ｇ の Ｆ ｌ ａ ｇ － Ｔ Ｌ Ｒ ２ （ Ｆ ｌ ａ ｇ が タ グ さ れ た Ｔ Ｌ Ｒ ２ ： Flag-tagged TL
R2） 若 し く は Ｆ ｌ ａ ｇ － Ｔ Ｌ Ｒ ３ （ Ｆ ｌ ａ ｇ が タ グ さ れ た Ｔ Ｌ Ｒ ３ ： Flag-tagged TLR3）
と 、 ３ μ ｇ の Ｍ ｙ ｃ － Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ （ Ｍ ｙ ｃ が タ グ さ れ た Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ ： Myc-tagged TRIF） を ト
ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し 、 一 過 性 発 現 さ せ た 。 ｍ ｏ ｃ ｋ （ 対 照 ） 群 に お い て は 、 空 の ベ ク タ
ー を １ ０ μ ｇ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た も の を 用 い た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン の ３ ６ 時 間
後 、 細 胞 を ０ ． １ ５ ％ Ｎ Ｐ － ４ ０ 、 ２ ０ ｍ Ｍ 　 Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｈ Ｃ ｌ （ ｐ Ｈ ７ ． ５ ） 、 １ ５ ０
ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 、 １ ０ ％ グ リ セ ロ ー ル 、 １ ０ ｍ Ｍ 　 β － グ リ セ ロ リ ン
酸 塩 、 １ ｍ Ｍ 　 Ｎ ａ 3 Ｖ Ｏ 4 、 及 び プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 （ 混 合 物 は Roche Diagnostics社 製
） を 含 む 溶 菌 バ ッ フ ァ ー 中 で 溶 解 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 細 胞 溶 解 液 を Protein G-sepharose（ Amersham社 製 ） を 用 い て 前 精 製 を １ 時 間 行 い 、 次
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に ２ μ ｇ の 抗 Ｆ ｌ ａ ｇ  Ｍ ２ 抗 体 （ anti-Flag M2 antibody： Sigma社 製 ） 、 ２ μ ｇ の 抗 Ｍ
ｙ ｃ  Ｐ Ｌ １ ４ 抗 体 （ anti-Myc PL14 antibody： Ｍ Ｂ Ｌ 社 製 ） も し く は １ μ ｇ の 抗 ヒ ト Ｉ
Ｒ Ｆ － ３ 抗 体 （ anti-human IRF-3 antibody:SantaCruz社 製 ） 及 び Protein G-sepharose（
Amersham社 製 ） で ２ 時 間 免 疫 沈 降 を 行 っ た （ 図 ５ ａ ） 。 免 疫 沈 降 物 を 、 溶 解 バ ッ フ ァ ー で
洗 浄 し た 後 、 Ｓ Ｄ Ｓ サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー に 溶 解 し 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ り 分 子 量 別 に 分
離 し 、 ポ リ フ ッ 化 ビ ニ リ デ ン （ Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ ） 膜 （ BIO-RAD社 製 ） に 移 し た 。 Flag-Taggedタ ン
パ ク 質 及 び Myc-Taggedタ ン パ ク 質 は 、 そ れ ぞ れ Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 Ｆ ｌ ａ ｇ  Ｍ ２ 抗 体 も し く は
Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 Ｍ ｙ ｃ  ９ Ｅ １ ０ 抗 体 （ SantaCruz社 製 ） と そ れ ぞ れ 反 応 さ せ た 。 内 因 性 の Ｉ
Ｒ Ｆ － ３ は 抗 ヒ ト Ｉ Ｒ Ｆ － ３ 抗 体 及 び Ｈ Ｒ Ｐ 標 識 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 （ Amersham社 製 ） と
反 応 さ せ 、 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ た バ ン ド を Ｅ Ｃ Ｌ シ ス テ ム （ PerkinElmer Life Science
s社 製 ） に よ り 検 出 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 既 に 報 告 し た と お り 、 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 及 び Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ の Ｔ Ｉ Ｒ 領 域 は Ｔ Ｌ Ｒ と の 相 互 作 用 に
必 須 で あ る 。 そ こ で 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の Ｔ Ｉ Ｒ 領 域 （ △ Ｎ △ Ｃ ） が Ｔ Ｌ Ｒ ３ を 認 識 す る か ど う か
を 解 析 し た 。 Ｆ ｌ ａ ｇ － Ｔ Ｌ Ｒ ３ を 安 定 的 に 発 現 さ せ た ２ ９ ３ 細 胞 に 、 空 の ベ ク タ ー 若 し
く は Ｍ ｙ ｃ － Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ （ △ Ｎ △ Ｃ ） 発 現 ベ ク タ ー （ １ ０ μ ｇ ） を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し
、 一 過 性 発 現 さ せ た 。 Ｍ ｙ ｃ － Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ △ Ｎ △ Ｃ を Ｆ ｌ ａ ｇ － Ｔ Ｌ Ｒ ３ で 免 疫 沈 降 し た 後
、 上 記 と 同 様 の 方 法 に よ り 免 疫 ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 そ の 結 果 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ が Ｔ Ｉ Ｒ 領 域 を 介
し て Ｔ Ｌ Ｒ ３ を 認 識 す る （ 図 ５ ｂ ） こ と か ら 、 ポ リ （ Ｉ ： Ｃ ） ． ポ リ （ Ｉ ： Ｃ ） に 応 答 し
て Ｉ Ｆ Ｎ － β の 誘 導 を 介 し 、 Ｌ Ｐ Ｓ に よ る 刺 激 が Ｉ Ｒ Ｆ － ３ を 活 性 化 す る こ と を 示 唆 さ れ
た （ J. Biol. Chem. 274, 35535, 1999、 FEBS Lett. 517, 251, 2001） 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 さ ら に 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ が 、 内 因 性 の Ｉ Ｒ Ｆ － ３ を 認 識 す る か ど う か を 解 析 し た 。 ２ ９ ３ 細 胞
に ５ μ ｇ の Ｆ ｌ ａ ｇ － Ｇ Ｓ Ｔ も し く は Ｆ ｌ ａ ｇ － Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 発 現 ベ ク タ ー を ト ラ ン ス フ ェ ク
シ ョ ン し 、 一 過 性 発 現 さ せ た 。 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ２ ４ 時 間 後 に 細 胞 を 溶 解 し 、 全 細 胞
溶 解 物 を 抗 Ｆ ｌ ａ ｇ 抗 体 、 若 し く は 抗 ヒ ト Ｉ Ｒ Ｆ － ３ 抗 体 と 共 に 免 疫 沈 降 し た 後 、 抗 Ｆ ｌ
ａ ｇ 抗 体 を 用 い て 、 上 記 と 同 様 の 方 法 に よ り 免 疫 ブ ロ ッ ト を 行 っ た 。 ま た 、 内 因 性 Ｉ Ｒ Ｆ
－ ３ を 検 出 す る た め に 、 全 細 胞 溶 解 物 （ whole cell lysate： Ｗ Ｃ Ｌ ） を 抗 Ｉ Ｒ Ｆ － ３ 抗
体 を 用 い て 免 疫 ブ ロ ッ ト し た 。 そ の 結 果 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ が Ｉ Ｒ Ｆ － ３ に 認 識 さ れ る こ と か ら 、
Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ が Ｉ Ｒ Ｆ － ３ と 相 互 作 用 す る こ と が 示 唆 さ れ た （ 図 ５ ｃ ） 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
［ 考 察 ］
　 本 実 験 に お い て 、 Ｔ Ｉ Ｒ 領 域 を 含 む 新 規 ア ダ プ タ ー 分 子 を 同 定 し て Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ と 命 名 し 、
解 析 を 行 っ た 。 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の 過 剰 発 現 は 、 Ｅ Ｌ Ａ Ｍ － １ 遺 伝 子 の Ｎ Ｆ － κ Ｂ 応 答 性 プ ロ モ ー
タ ー と 同 様 、 Ｉ Ｆ Ｎ － β 遺 伝 子 の プ ロ モ ー タ ー を 活 性 化 し た 。 既 に 公 知 で あ る ア ダ プ タ ー
分 子 で あ る Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ や Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ と は 異 な り 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ は Ｎ Ｆ － κ Ｂ 応 答 性 プ ロ モ ー タ
ー と 比 較 し て Ｉ Ｆ Ｎ － β プ ロ モ ー タ ー を 優 位 的 に 活 性 化 さ せ た 。 注 目 す べ き 点 は 、 Ｔ Ｒ Ｉ
Ｆ の 抑 制 型 は 、 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 或 い は Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ で は な く 、 完 全 に Ｔ Ｌ Ｒ ３ を 介 し た シ グ ナ ル
を 阻 害 し た こ と で あ る 。 こ の こ と は 、 Ｔ Ｌ Ｒ ３ シ グ ナ ル に お け る Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の 特 異 的 な 役 割
を 示 し て い る 。 さ ら に 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の 抑 制 型 は 、 Ｔ Ｌ Ｒ ２ 、 Ｔ Ｌ Ｒ ４ 、 或 い は Ｔ Ｌ Ｒ ７ を 介
し た Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 を 阻 害 す る こ と か ら 、 他 の Ｔ Ｌ Ｒ シ グ ナ ル 経 路 に お い て 何 ら か の 役 割
が 存 在 す る こ と が 示 唆 さ れ る 。 そ れ ぞ れ の Ｔ Ｌ Ｒ 応 答 に お け る Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の 機 能 的 役 割 が ノ
ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 発 生 の 過 程 で 観 察 さ れ た と し て も 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ が 優 位 的 に Ｉ Ｆ Ｎ － β プ
ロ モ ー タ ー を 活 性 化 さ せ 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ が Ｉ Ｒ Ｆ － ３ と 認 識 す る と い う こ と は 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ が Ｔ
Ｌ Ｒ ３ シ グ ナ ル の Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 非 依 存 的 経 路 に お い て Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ が 関 与 し て い る こ と を 示 し て
い る 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 Toll-like receptor（ Ｔ Ｌ Ｒ ） の 刺 激 は 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 産 出 を 導 く 共 通 の Ｍ ｙ
Ｄ ８ ８ 依 存 経 路 、 及 び Ｉ Ｆ Ｎ － β の 生 成 を 導 き 、 Ｔ Ｌ Ｒ ３ 及 び Ｔ Ｌ Ｒ ４ シ グ ナ ル に 独 特 の
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Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 非 依 存 経 路 の 活 性 化 を 誘 因 す る 。 本 実 施 例 で 、 本 発 明 者 は 、 Ｔ Ｉ Ｒ ド メ イ ン を
含 む ア ダ プ タ ー 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 破 壊 し 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 欠 損 マ ウ ス を 作 製 し て
、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の Ｔ Ｌ Ｒ を 経 た シ グ ナ ル 伝 達 経 路 に お け る 役 割 に つ い て 更 に 明 ら か に し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 す な わ ち 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 欠 損 マ ウ ス に は 、 Ｔ Ｌ Ｒ ３ 及 び Ｔ Ｌ Ｒ ４ を 介 し た Ｉ Ｆ Ｎ － β の 発 現
及 び Ｉ Ｒ Ｆ － ３ の 活 性 化 に 欠 陥 が あ っ た 。 更 に 、 Ｔ Ｌ Ｒ ４ を 介 し た 、 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン
の 産 出 が 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 欠 損 マ ク ロ フ ァ ー ジ で 、 消 失 し て い た 。 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 及 び Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の 両
方 が 欠 損 し た マ ウ ス で は 、 Ｔ Ｌ Ｒ ４ 刺 激 に 応 答 し た Ｎ Ｆ － κ Ｂ の 活 性 化 が 完 全 に 喪 失 し て
い た 。 こ れ ら の 結 果 は 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ が 、 Ｔ Ｌ Ｒ ３ 及 び Ｔ Ｌ Ｒ ４ を 介 し た シ グ ナ ル 経 路 に 必 須
で あ る こ と を 立 証 し た 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
［ Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 欠 損 マ ウ ス の 作 製 と 機 能 の 解 明 ］
材 料 と 方 法
（ Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 欠 損 マ ウ ス の 作 製 ）
　 Ｅ Ｓ 細 胞 （ Ｅ １ ４ ． １ ） の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら 、 Ｐ Ｃ Ｒ 法 で 、 Takara LA TaqTM（ TaKaRa
社 製 ） を 使 用 し て 、 Trif遺 伝 子 を 単 離 し た 。 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 　 Ｏ Ｒ Ｆ 全 体 を コ ー ド す る ２ ． １ Ｋ
ｂ 断 片 を ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 カ セ ッ ト （ ｎ ｅ ｏ ） で 置 換 し て 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ
ー を 構 築 し た 。 負 の 選 択 の た め に 、 Ｐ Ｇ Ｋ プ ロ モ ー タ ー に よ り 促 進 さ れ た 単 純 ヘ ル ペ ス ウ
イ ル ス チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ を 、 ゲ ノ ム 断 片 に 挿 入 し た （ 図 １ ａ ） 。 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー
を Ｅ Ｓ 細 胞 に 挿 入 し た 後 、 Ｇ ４ １ ８ 及 び gancyclovir二 重 耐 性 コ ロ ニ ー を 選 択 し 、 Ｐ Ｃ Ｒ
法 及 び サ ザ ン ブ ロ ッ ト 法 で ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 相 同 的 な 組 替 え 体 を Ｃ ５ ７ Ｂ Ｌ ／ ６ メ ス
の マ ウ ス に 注 入 し 、 ヘ テ ロ Ｆ １ 子 を イ ン タ ー ク ロ ス し て 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 欠 損 マ ウ ス を 作 製 し た
。 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 欠 損 マ ウ ス と そ れ ら を イ ン タ ー ク ロ ス し た 野 生 型 の 同 腹 子 と を 実 験 に 使 用 し た
。
【 ０ ０ ５ ３ 】
（ 抗 体 ）
　 Ｒ － ４ ８ ４ は 株 式 会 社 ジ ャ パ ン エ ナ ジ ー 、 医 薬 バ イ オ 研 究 所 か ら 提 供 さ れ た 。 Ｃ ｐ Ｇ オ
リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド を 、 文 献 記 載 に 準 じ て 調 製 し た 。 サ ル モ ネ ラ 内 毒 素 Ｒ ｅ ５ ９ ５
か ら の Ｌ Ｐ Ｓ を 、 フ ェ ノ ー ル ク ロ ロ フ ォ ル ム 石 油 エ ー テ ル 抽 出 過 程 に よ り 調 製 し た 。 S.au
reus（ 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 ） か ら の Ｐ Ｇ Ｎ 及 び ポ リ （ Ｉ ： Ｃ ） は 、 そ れ ぞ れ Fluka社 及 び Amers
ham社 か ら 購 入 し た 。 抗 phosphoＪ Ｎ Ｋ 抗 体 及 び 抗 Ｅ Ｒ Ｋ １ ／ ２ 抗 体 は 、 Cell Signaling社
よ り 購 入 し た 。 抗 Ｊ Ｎ Ｋ １ 抗 体 は 、 Santa Cruz社 か ら 購 入 し た 。 免 疫 沈 降 又 は 免 疫 ブ ロ ッ
ト 用 に 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ マ ウ ス の ア ミ ノ 酸 ６ ７ ２ ～ ６ ８ ４ 又 は ７ １ ８ ～ ７ ３ ２ に 対 す る ポ リ ク ロ
ナ ー ル 抗 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 抗 体 を 、 そ れ ぞ れ 産 出 し た 。 Ｉ Ｆ Ｒ － ３ マ ウ ス の ア ミ ノ 酸 １ ３ １ ～ １ ４
４ に 対 す る ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗 Ｉ Ｒ Ｆ ３ 抗 体 を 産 出 し た 。 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 分 析 を 行 っ た 抗 Ｉ ｇ Ｍ 抗
体 は 、 Jackson ImmunoResearch Laboratoryか ら 購 入 し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
（ 電 気 泳 動 度 シ フ ト 法 ）
　 胎 児 の 繊 維 芽 細 胞 及 び 肺 繊 維 芽 細 胞 （ １ × １ ０ 6 ） を 、 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｌ Ｐ Ｓ 、 ５ ０
μ ｇ ／ ｍ ｌ の ポ リ （ Ｉ ： Ｃ ） 及 び １ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ Ｔ Ｎ Ｆ － α で 、 示 さ れ た 時 間 刺 激 し た 。
細 胞 か ら 核 抽 出 物 を 精 製 し 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 　 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 部 位 用 の 特 異 の プ ロ ー ブ と イ ン キ ュ
ベ ー ト し 、 電 気 泳 動 し 、 文 献 記 載 に 準 じ て 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ で 視 覚 化 し た （ Immuni
ty 9:143,1998） 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
（ 炎 症 誘 発 性 サ イ ト カ イ ン 濃 度 の 測 定 ）
　 ９ ６ well plateで 、 Ｐ Ｇ Ｎ 、 Ｌ Ｐ Ｓ 、 Ｒ － ８ ４ ８ 又 は Ｃ ｐ Ｇ 　 Ｄ Ｎ Ａ の 示 さ れ た 濃 度 で
、 チ オ グ リ コ ー ル 酸 が 誘 出 し た 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 培 養 し た （ well毎 に ５ × １ ０ 4 細 胞
） 。 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ が 産 出 し た Ｔ Ｎ Ｆ － α 、 Ｉ Ｌ － ６ 、 Ｉ Ｌ － １ ２ ｐ ４ ０ を 、 製 造 者
の 指 示 に 従 っ て 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ で 測 定 し た （ Genzyme社 製 ） 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
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（ Ｂ 細 胞 増 殖 分 析 ）
　 ９ ６ well plateで 、 ポ リ （ Ｉ ： Ｃ ） 、 Ｌ Ｐ Ｓ 、 Ｒ － ８ ４ ８ 又 は Ｃ ｐ Ｇ 　 Ｄ Ｎ Ａ の 示 さ れ
た 濃 度 で 、 ２ ４ 時 間 脾 細 胞 （ １ × １ ０ 5 ） を 培 養 し た 。 １ マ イ ク ロ キ ュ リ ー の ［ 3 Ｈ ］ チ ミ
ジ ン を 、 後 半 の １ ２ 時 間 パ ル ス し 、 次 に ［ 3 Ｈ ］ 摂 取 量 を 、 β シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 器 （ P
ackard社 製 ） で 測 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
（ フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 ）
　 ２ ０ ０ 万 の 脾 細 胞 を 、 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ポ リ （ Ｉ ： Ｃ ） 、 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｌ Ｐ Ｓ 又 は
１ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 抗 Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 で 培 養 し た 。 ３ ６ 時 間 の 培 養 後 、 細 胞 を 収 集 し 、 Ｐ Ｅ 共 役
抗 Ｂ ２ ２ ０ 抗 体 及 び ビ オ チ ン 共 役 抗 Ｃ Ｄ ６ ９ 抗 体 、 抗 Ｃ Ｄ ８ ６ 抗 体 、 抗 Ｉ － Ａ ｂ 抗 体 、 そ
の 後 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン Ｆ Ｉ Ｔ Ｃ で 染 色 し た 。 染 色 し た 細 胞 は CellQuest software（ Bect
on Dickison 社 製 ） を 使 用 し て 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 　 Caliburで 分 析 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
（ ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 分 析 ）
　 肺 繊 維 芽 細 胞 （ １ × １ ０ 6 ） を 、 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｌ Ｐ Ｓ で 、 示 さ れ た 時 間 刺 激 し た 。
次 に 、 １ ． ０ ％ 　 Nonidet-P 40、 １ ５ ０ ｍ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ２ ０ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｃ ｌ （ ｐ
Ｈ ７ ． ５ ） 、 １ ｍ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 及 び プ ロ テ ア ー ゼ 抑 制 カ ク テ ル （ Roche社 製 ） を 含 む 溶 解
緩 衝 液 内 で 、 細 胞 を 溶 解 し た 。 細 胞 溶 解 物 を 、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 法 （ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド
ゲ ル 電 気 泳 動 ） で 分 解 し 、 Ｐ Ｖ Ｄ Ｆ 細 胞 膜 （ BioRad社 製 ） 上 に 移 動 し た 。 細 胞 膜 は 、 抗 ph
osphoＪ Ｎ Ｋ 抗 体 又 は 抗 Ｊ Ｎ Ｋ １ 抗 体 で ブ ロ ッ ト し 、 強 化 さ れ た 化 学 発 光 シ ス テ ム に よ り
視 覚 化 し た （ NEN Life Science Product社 製 ） 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
（ 肺 繊 維 芽 細 胞 の 調 整 ）
　 マ ウ ス の 肺 を 切 除 し 、 Ｐ Ｂ Ｓ 内 で 洗 浄 し 、 小 さ く 切 断 し 、 攪 拌 し 、 ３ ０ 分 間 ３ ７ ℃ で 酵
素 消 化 し た 。 消 化 緩 衝 液 （ １ ０ ｍ ｌ ／ 肺 ） は 、 ４ ０ ０ ｎ Ｍ の Ｅ Ｄ Ｔ Ａ を 含 む ０ ． ２ ５ ％ の
ト リ プ シ ン 溶 液 で あ る 。 生 じ た 細 胞 懸 濁 液 に 、 冷 え た 完 全 Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ 培 地 を 加 え た 。 遠 心 分
離 （ １ １ ０ ０ ｒ ｐ ｍ 、 ５ 分 間 ） し た 後 、 ペ レ ッ ト を 完 全 培 地 に 再 び 懸 濁 し 、 そ の 後 皿 で 培
養 し た 。 切 除 か ら １ ０ 日 で 、 肺 繊 維 芽 細 胞 を 各 実 験 に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
（ Native－ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 ： 非 還 元 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 ）
　 肺 繊 維 芽 細 胞 （ １ × １ ０ 6 ） 及 び 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ （ ５ × １ ０ 6 ） を 、 そ れ ぞ れ ５ ０ μ
ｇ ／ ｍ ｌ の ポ リ （ Ｉ ： Ｃ ） 及 び １ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｌ Ｐ Ｓ で 、 示 さ れ た 期 間 刺 激 し 、 そ の 後 溶
解 し た 。 native－ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ サ ン プ ル 緩 衝 液 内 の 細 胞 溶 解 物 （ ６ ２ ． ５ ｍ Ｍ の Ｔ ｒ ｉ ｓ － Ｃ
ｌ 、 ｐ Ｈ ６ ． ８ 、 １ ５ ％ の グ リ セ ロ ー ル 及 び １ ％ の デ オ キ シ コ ラ ー テ ） を 、 native－ Ｐ Ａ
Ｇ Ｅ で 単 離 し 、 そ の 後 文 献 記 載 に 準 じ て 、 抗 Ｉ Ｒ Ｆ － ３ 抗 体 で 免 疫 ブ ロ ッ ト し た （ Int. I
mmunol. 14, 783, 2002） 。
【 ０ ０ ６ １ 】
［ 実 験 結 果 と 考 察 ］
　 Toll-like receptor（ Ｔ Ｌ Ｒ ） は 、 微 生 物 の 構 成 成 分 の 特 異 な パ タ ー ン を 認 識 し 、 Ｍ ｙ
Ｄ ８ ８ 、 Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ 及 び Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 等 の Ｔ ｏ ｌ ｌ ／ Ｉ Ｌ － １ レ セ プ タ ー （ Ｔ Ｉ Ｒ ） ド メ イ ン
を 有 す る ア ダ プ タ ー を 経 由 し た 、 シ グ ナ ル 伝 達 経 路 の 活 性 化 を 通 じ て 、 自 然 免 疫 反 応 を 誘
発 す る （ Annu. Rev. Immunol. 20:197,2002; Annu. Rev. Immunol. 21:335,2003） 。 Ｍ ｙ
Ｄ ８ ８ は 、 全 て の Ｔ Ｌ Ｒ に 共 通 の ア ダ プ タ ー で あ る が 、 Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ は Ｔ Ｌ Ｒ ２ 及 び Ｔ Ｌ Ｒ
４ を 介 し た シ グ ナ ル 経 路 に 特 異 的 に 関 与 し て い る （ Nat. Immunol. 2, 675, 2001、 Nature
 420, 324, 2002、 Nature 420, 329, 2002） 。 共 通 の Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 依 存 経 路 に 加 え て 、 Ｔ Ｌ
Ｒ ３ 及 び Ｔ Ｌ Ｒ ４ は 、 Ｉ Ｒ Ｆ － ３ の 活 性 化 と Ｉ Ｆ Ｎ ― β の 誘 導 を 導 く Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 非 依 存 経
路 を 使 用 し て い る （ J. Immunol. 167, 5887, 2001、 Int. Immunol. 14, 1225, 2002、 Imm
unity 17, 251, 2002） 。 Ｉ Ｆ Ｎ － β を 誘 導 す る Ｔ Ｉ Ｒ ド メ イ ン を 有 す る ア ダ プ タ ー （ Ｔ
Ｒ Ｉ Ｆ ） が 、 Ｉ Ｆ Ｎ － β プ ロ モ ー タ ー を 活 性 化 し 、 Ｔ Ｌ Ｒ ３ と 関 連 す る 、 Ｔ Ｉ Ｒ ド メ イ ン
を 有 す る 、 第 ３ の ア ダ プ タ ー で あ る と 同 定 し た （ J. Immunol. 169, 6668, 2002、 Nat. Im
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munol. 4, 161, 2003） 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の 生 理 学 的 な 役 割 を 評 価 す る た め に 、 本 発 明 者 は 、 胚 性 幹 （ Ｅ Ｓ ） 細 胞 内 の 相
同 組 換 え を 行 っ て 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ が 欠 損 し た マ ウ ス を 作 製 し た 。 マ ウ ス Trif遺 伝 子 は 、 １ つ の
エ ク ソ ン で 構 成 さ れ て い る 。 本 発 明 者 は 、 １ つ の エ ク ソ ン 全 体 を ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子
（ ｎ ｅ ｏ ） で 置 換 し た 、 タ ー ゲ テ ィ ン グ ベ ク タ ー を 構 築 し た （ 図 ６ Ａ ） 。 正 し く タ ー ゲ ッ
ト さ れ た Ｅ Ｓ 細 胞 ク ロ ー ン を 使 用 し て 、 突 然 変 異 対 立 遺 伝 子 を 有 す る マ ウ ス を 作 製 し た （
図 ６ Ｂ ） 。 Trif遺 伝 子 を 破 壊 し た ホ モ 接 合 体 の 突 然 変 異 マ ウ ス は 、 想 定 さ れ た メ ン デ ル 比
で 出 生 し 、 健 康 に 発 育 し た 。 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 は 、 突 然 変 異 マ ウ ス の 腹 腔 マ ク ロ フ ァ
ー ジ が 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 　 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 発 現 し な い こ と を 示 唆 し た （ 図 ６ Ｃ ） 。 肺 繊 維 芽 細 胞 の 免
疫 ブ ロ ッ ト 分 析 に よ り 、 Trif遺 伝 子 を 破 壊 す る と 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ タ ン パ ク 質 の 発 現 が 消 失 す る
こ と を 確 認 し た （ 図 ６ Ｄ ） 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 初 期 の イ ン ビ ト ロ の 研 究 は 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ が 、 Ｔ Ｌ Ｒ ３ を 介 し た Ｉ Ｆ Ｎ － β の 誘 導 に 関 与 し
て い る こ と を 示 唆 し て い た （ J. Immunol. 169:6668,2002; Nat. Immunol. 4:161,2003）
。 し た が っ て 、 本 発 明 者 は 、 ま ず 、 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ に お い て ポ リ （ Ｉ ： Ｃ ） 刺 激 で 誘
導 さ れ る Ｉ Ｆ Ｎ － β 及 び Ｒ Ａ Ｎ Ｔ Ｅ Ｓ 、 Ｉ Ｐ － １ ０ 、 及 び Ｍ Ｃ Ｐ － １ な ど の 幾 つ か の Ｉ Ｆ
Ｎ 誘 導 性 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 分 析 し た （ 図 ７ Ａ ） 。 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ - / - マ ウ ス の マ ク ロ フ ァ ー ジ
で は 、 ポ リ （ Ｉ ： Ｃ ） に 応 答 し た Ｉ Ｆ Ｎ － β 及 び Ｉ Ｆ Ｎ 誘 導 性 遺 伝 子 の 発 現 が 欠 陥 を 示 し
た 。 こ れ は 、 Ｔ Ｌ Ｒ ３ - / - マ ウ ス で 見 ら れ た 結 果 と 一 致 し た （ Nature 413, 732, 2001） 。
更 に 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ - / - マ ウ ス の 脾 細 胞 は 、 ポ リ （ Ｉ ： Ｃ ） に 応 答 し た 、 増 殖 に 著 し い 欠 陥 を
示 し た 。 し か し 、 Ｔ Ｌ Ｒ ９ リ ガ ン ド Ｃ ｐ Ｇ 　 Ｄ Ｎ Ａ に は 正 常 に 応 答 し た （ 図 ７ Ｂ ） 。 Ｔ Ｒ
Ｉ Ｆ - / - Ｂ 細 胞 は 、 ポ リ （ Ｉ ： Ｃ ） 誘 導 性 の 、 Ｃ Ｄ ６ ９ 、 Ｃ Ｄ ８ ６ 及 び Ｍ Ｈ Ｃ ク ラ ス IIの
細 胞 表 面 上 の 発 現 の 増 加 に 著 し い 欠 陥 が あ っ た が 、 抗 Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 誘 導 性 で は 障 害 は な か っ
た （ 図 ７ Ｃ ） 。 し た が っ て 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ - / - マ ウ ス 及 び Ｔ Ｌ Ｒ ３ - / - マ ウ ス は 、 ポ リ （ Ｉ :Ｃ
） に 対 す る 応 答 に 欠 陥 が あ り 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ が 、 Ｔ Ｌ Ｒ ３ を 介 し た シ グ ナ ル 経 路 に 必 須 で あ る
こ と を 示 唆 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 Ｔ Ｌ Ｒ ３ リ ガ ン ド に 加 え て 、 Ｔ Ｌ Ｒ ４ リ ガ ン ド Ｌ Ｐ Ｓ が 、 Ｉ Ｆ Ｎ － β 及 び Ｉ Ｆ Ｎ 誘 導 性
遺 伝 子 の 発 現 を Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 非 依 存 性 に 誘 導 す る こ と を 示 し た （ J. Immunol. 167, 5887, 2
001、 Int. Immunol. 14, 1225, 2002、 Immunity 17, 251, 2002） 。 本 発 明 者 ら は 、 胎 児
の 繊 維 芽 細 胞 に お け る Ｌ Ｐ Ｓ 刺 激 で 誘 導 さ れ る Ｒ Ａ Ｎ Ｔ Ｅ Ｓ 、 Ｉ Ｐ － １ ０ 及 び Ｍ Ｃ Ｐ － １
な ど の Ｉ Ｆ Ｎ 誘 導 性 遺 伝 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ を 分 析 し た （ 図 ８ Ａ ） 。 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ - / - 細 胞 で は 、 Ｌ
Ｐ Ｓ が 誘 導 す る Ｉ Ｆ Ｎ 誘 導 性 遺 伝 子 の 発 現 は 著 し く 減 少 し た 。 し た が っ て 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ - / -

マ ウ ス は 、 Ｌ Ｐ Ｓ に 対 す る Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 非 依 存 的 応 答 に 欠 陥 が あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 次 に 、 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 依 存 性 で 誘 導 さ れ る 、 幾 つ か の Ｔ Ｌ Ｒ リ ガ ン ド に 応 答 し た 、 炎 症 性 サ
イ ト カ イ ン の 産 出 を 分 析 し た （ 図 ８ Ｂ ） 。 野 生 型 及 び Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ - / - の マ ク ロ フ ァ ー ジ は 、
両 方 と も 、 Ｔ Ｌ Ｒ ２ リ ガ ン ド ベ プ チ ド グ リ カ ン 、 Ｔ Ｌ Ｒ ７ リ ガ ン ド Ｒ － ８ ４ ８ 及 び Ｔ Ｌ Ｒ
９ リ ガ ン ド Ｃ ｐ Ｇ 　 Ｄ Ｎ Ａ に 応 答 し て 、 同 程 度 の レ ベ ル の Ｉ Ｌ － １ ２ ｐ ４ ０ を 生 成 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 し か し 、 Ｌ Ｐ Ｓ が 誘 導 す る Ｔ Ｎ Ｆ － α 、 Ｉ Ｌ － ６ 、 及 び Ｉ Ｌ － １ ２ ｐ ４ ０ の 生 成 は 、 Ｔ
Ｒ Ｉ Ｆ - / - マ ク ロ フ ァ ー ジ で は 、 消 失 し た （ 図 ８ Ｂ 、 Ｃ ） 。 さ ら に 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ - / - マ ウ ス の
脾 細 胞 は 、 Ｒ － ８ ４ ８ に 応 答 し て 、 通 常 通 り 増 殖 す る に も か か わ ら ず 、 Ｌ Ｐ Ｓ に 応 答 し た
増 殖 で は 著 し い 欠 陥 を 示 し た （ 図 ８ Ｄ ） 。 さ ら に 、 Ｌ Ｐ Ｓ が 誘 導 す る Ｃ Ｄ ６ ９ 及 び Ｃ Ｄ ８
９ 発 現 の 増 加 は 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ - / - Ｂ 細 胞 で は 、 抗 Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 が 誘 導 す る 発 現 が 通 常 通 り で あ
っ た に も か か わ ら ず 、 著 し く 減 少 し た （ 図 ８ Ｅ ） 。 し た が っ て 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ - / - マ ウ ス は 、
Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 依 存 経 路 及 び Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 非 依 存 経 路 が 介 す る Ｌ Ｐ Ｓ に 対 す る 応 答 に 欠 陥 を 示 し
た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
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　 Ｔ Ｌ Ｒ ３ 及 び Ｔ Ｌ Ｒ ４ を 通 る Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 非 依 存 経 路 で は 、 Ｉ Ｒ Ｆ － ３ 転 写 遺 伝 子 が 活 性
化 さ れ て い る と 報 告 さ れ て い た （ J. Immunol. 167, 5887, 2001、 Int. Immunol. 14, 122
5, 2002、 Immunity 17, 251, 2002） 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 確 か に 、 native-Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 分 析 （ 非 還 元 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 ） は 、 野 生 型
の 肺 繊 維 芽 細 胞 及 び 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ で そ れ ぞ れ 、 ポ リ （ Ｉ ： Ｃ ） 及 び Ｌ Ｐ Ｓ 誘 導 性 の
、 Ｉ Ｒ Ｆ － ３ 二 量 体 が 形 成 さ れ た こ と を 示 し た （ 図 ９ Ａ 、 Ｂ ） 。 し か し 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ - / - 細
胞 で は 、 ポ リ （ Ｉ ： Ｃ ） 又 は Ｌ Ｐ Ｓ 誘 導 性 の Ｉ Ｒ Ｆ － ３ の 二 量 体 は 形 成 さ れ な か っ た 。 こ
の 観 察 結 果 は 、 Ｔ Ｌ Ｒ ３ 及 び Ｔ Ｌ Ｒ ４ シ グ ナ リ ン グ に お け る Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 非 依 存 経 路 の 活 性
化 に 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ が 必 須 で あ る こ と を 示 し て い る 。 Ｉ Ｒ Ｆ － ３ に 加 え て 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ は 、 野
生 型 の 肺 繊 維 芽 細 胞 で 、 ポ リ （ Ｉ ： Ｃ ） に 応 答 し て 、 活 性 化 し た （ 図 ９ Ｃ ） 。 Ｔ Ｌ Ｒ ３ - /

- 及 び Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ - / - 細 胞 で 、 ポ リ （ Ｉ ： Ｃ ） 誘 導 性 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 化 は 著 し く 低 下 し 、 Ｔ Ｌ
Ｒ ３ が 介 す る シ グ ナ ル 経 路 で 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ が 重 要 な 役 割 を 持 つ こ と を 示 唆 し た 。 そ れ と は 対
照 的 に 、 Ｌ Ｐ Ｓ 刺 激 は 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ - / - 胎 児 繊 維 芽 細 胞 で も 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 及 び Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー
ゼ Ｊ Ｎ Ｋ の ほ ぼ 通 常 通 り の 活 性 化 を 導 い た （ 図 ９ Ｄ ） 。 Ｔ Ｌ Ｒ ４ シ グ ナ リ ン グ で は 、 Ｍ ｙ
Ｄ ８ ８ 依 存 経 路 は 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 及 び Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ の 初 期 相 （ early phase)の 活 性 化 を 導
く が 、 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 非 依 存 経 路 は 、 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ - / - 細 胞 内 の 遅 延 し た Ｎ Ｆ ― κ Ｂ 及 び Ｍ Ａ Ｐ
キ ナ ー ゼ 活 性 化 で 立 証 さ れ て い る よ う に 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 及 び Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ の 、 遅 延 相 （ la
te phase） の 活 性 化 を 導 く （ J. Immunol. 167, 5887, 2001、 Immunity 11, 115, 1999）
。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 そ こ で 、 本 発 明 者 は 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 依 存 性 の 遅 延 し た Ｎ Ｆ － κ Ｂ 及 び Ｊ Ｎ Ｋ 活 性 化 の 欠 陥 が
、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ - / - マ ウ ス の Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 依 存 性 の 早 期 活 性 化 に よ り 遮 蔽 さ れ て い る と 仮 定 し 、
Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 及 び Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ の 両 方 が 欠 損 し た マ ウ ス を 作 製 し た 。 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ ／ Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ ダ ブ
ル ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 胎 児 繊 維 芽 細 胞 で は 、 Ｌ Ｐ Ｓ が 誘 導 す る Ｎ Ｆ － κ Ｂ 及 び Ｊ Ｎ Ｋ の
活 性 化 が 完 全 に 消 失 し て い た （ 図 ９ Ｅ ） 。 更 に 、 例 え ば Ｉ Ｐ － １ ０ 、 Ｍ Ｃ Ｐ － １ 及 び Ｒ Ａ
Ｎ Ｔ Ｅ Ｓ な ど の Ｉ Ｆ Ｎ 誘 導 性 遺 伝 子 の Ｌ Ｐ Ｓ に よ る 誘 導 は 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ ／ Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ ダ ブ ル
ノ ッ ク ア ウ ト 細 胞 で は 全 く 観 察 さ れ な か っ た （ 図 ９ Ｆ ） 。 こ れ ら の 観 察 結 果 は 、 Ｔ Ｌ Ｒ ４
が 介 す る Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 非 依 存 性 経 路 の 活 性 化 に 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ が 必 須 で あ る こ と を 明 確 に 示 し た
。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 者 は 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ - / - マ ウ ス の 分 析 で 明 ら か に な っ た Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の 生 理 学 的 機 能 を 報
告 す る 。 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ - / - マ ウ ス は 、 Ｔ Ｌ Ｒ ３ 及 び Ｔ Ｌ Ｒ ４ リ ガ ン ド が 誘 導 す る Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 非
依 存 性 の 応 答 に お い て 、 著 し い 欠 陥 が あ っ た 。 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ - / - マ ウ ス で は 、 す べ て の ポ リ （
Ｉ ： Ｃ ） 誘 導 性 応 答 が 消 失 し て い た の で 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ は 、 Ｔ Ｌ Ｒ ３ シ グ ナ ル 経 路 で は 、 Ｔ Ｌ
Ｒ ３ シ グ ナ リ ン グ に 必 須 の ア ダ プ タ ー で あ る 。 Ｔ Ｌ Ｒ ４ 刺 激 で は 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ - / - マ ウ ス は
通 常 の Ｌ Ｐ Ｓ 誘 導 性 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 依 存 性 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 及 び Ｍ Ａ Ｐ キ ナ ー ゼ 活 性 化 を 示 し た に も
か か わ ら ず 、 Ｌ Ｐ Ｓ 誘 導 性 の 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン の 産 出 に は 欠 陥 が あ っ た 。 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 及
び Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ は 、 Ｔ Ｌ Ｒ ４ シ グ ナ ル 経 路 に お い て 、 重 要 な 役 割 を 持 つ こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 者 の 観 察 結 果 は 、 恐 ら く Ｔ Ｌ Ｒ ４ と こ れ ら ３ つ （ 又 は そ れ 以 上 ） の Ｔ Ｉ Ｒ ド メ イ
ン を 有 す る ア ダ プ タ ー と の 大 き な 複 合 体 の 形 成 を 通 じ て 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ が 、 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 依 存 経
路 に も 関 与 し て い る こ と を 示 唆 し た 。 Ｉ Ｆ Ｎ － β プ ロ モ ー タ ー の 活 性 化 に は Ｎ 末 端 部 分 だ
け が 関 与 し て い た が 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 活 性 化 は 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の Ｎ 末 端 及 び Ｃ 末 端 部 分 の 両 方 が 誘
導 さ れ る こ と を 示 さ れ た （ J. Immunol. 169, 6668, 2002） 。 し た が っ て 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の Ｃ
末 端 部 分 は 、 Ｔ Ｌ Ｒ ４ シ グ ナ リ ン グ の Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 依 存 経 路 に お い て 必 要 と な る 可 能 性 が あ
る 。 本 発 明 者 は 、 ウ イ ル ス 感 染 に 重 要 な 役 割 を 持 つ と 想 定 さ れ る 、 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 非 依 存 経 路
を 調 節 す る 必 須 の ア ダ プ タ ー を 同 定 し た 。 ウ イ ル ス 感 染 へ の Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の 関 与 に 関 す る 、 Ｔ
Ｒ Ｉ Ｆ - / - マ ウ ス の 細 か な 分 析 は 、 Ｔ Ｌ Ｒ と ウ イ ル ス 認 識 と の 関 係 に 新 た な 見 識 を 提 供 す
る 。
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【 ０ ０ ７ ２ 】
［ 実 施 例 ２ に お け る 図 面 の 解 説 ］
図 ６ は 、 突 然 変 異 Trif遺 伝 子 の 標 的 欠 損 に つ い て 示 す 図 で あ る 。
（ Ａ ） Trif遺 伝 子 、 タ ー ゲ ッ テ ィ ン グ ベ ク タ ー 、 及 び 予 測 し た 欠 損 遺 伝 子 の 構 造 。 塗 り つ
ぶ し た ボ ッ ク ス は 、 コ ー ド し た エ ク ソ ン を 示 す 。 制 限 酵 素 ： H、 Hinc II。
（ Ｂ ） ヘ テ ロ 接 合 体 を イ ン タ ー ク ロ ス し て 出 生 し た 子 の サ ザ ン ブ ロ ッ ト に よ る 分 析 。 ゲ ノ
ム Ｄ Ｎ Ａ を 、 マ ウ ス 尾 部 か ら 抽 出 し 、 Hinc IIで 消 化 し 、 電 気 泳 動 し 、 ａ で 示 し た ラ ジ オ
ラ ベ ル し た プ ロ ー ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 サ ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 し た と こ ろ 、 野 生 型 （ ＋
／ ＋ ） で は 、 単 一 の ３ ． ８ ｋ ｂ バ ン ド を 、 ホ モ 接 合 体 （ － ／ － ） で は 、 ６ ． １ ｋ ｂ バ ン ド
を 、 又 、 ヘ テ ロ 接 合 型 （ ＋ ／ － ） で は 両 方 を 生 じ た 。
（ Ｃ ） 胎 児 繊 維 芽 細 胞 の ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 。 胎 児 の 繊 維 芽 細 胞 か ら 抽 出 し た 全 Ｒ Ｎ Ａ
（ １ ０ μ ｇ ） を 電 気 泳 動 し 、 ナ イ ロ ン 細 胞 膜 に 移 動 し 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 断 片 を プ ロ ー ブ と し て 、
ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 同 じ 細 胞 膜 を 、 β － ア ク チ ン プ ロ ー ブ で 再 度 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。
（ Ｄ ） Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の 内 因 性 発 現 。 胎 児 の 繊 維 芽 細 胞 か ら 調 製 し た 細 胞 溶 解 物 を 、 抗 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ
抗 体 で 、 免 疫 沈 殿 し た 。 次 に 、 免 疫 沈 澱 物 を 別 の 抗 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 抗 体 で 、 免 疫 ブ ロ ッ ト し た 。
タ ン パ ク 質 発 現 を 調 べ る た め に 、 Ｅ Ｒ Ｋ １ ／ ２ に 対 す る 抗 体 で 、 同 じ 溶 解 物 に ブ ロ ッ ト し
た 。
図 ７ は 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 欠 損 細 胞 内 の ポ リ （ Ｉ ： Ｃ ） 応 答 の 欠 陥 に つ い て 示 す 図 で あ る 。
（ Ａ ） 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 、 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ポ リ （ Ｉ ： Ｃ ） で 、 示 さ れ た 時 間 刺 激 し
た 。 全 Ｒ Ｎ Ａ （ ５ μ ｇ ） を 抽 出 し 、 Ｉ Ｆ Ｎ － β 、 Ｉ Ｐ － １ ０ 、 Ｒ Ａ Ｎ Ｔ Ｅ Ｓ 及 び Ｍ Ｃ Ｐ －
１ の 発 現 を 調 べ る た め に 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 っ た 。 同 じ 細 胞 膜 を 、 β － ア ク チ ン
プ ロ ー ブ で 再 度 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。
（ Ｂ ） ポ リ （ Ｉ ： Ｃ ） 又 は Ｃ ｐ Ｇ 　 Ｄ Ｎ Ａ で 刺 激 し た 脾 細 胞 の 増 殖 。 ポ リ （ Ｉ ： Ｃ ） 又 は
Ｃ ｐ Ｇ 　 Ｄ Ｎ Ａ の 示 さ れ た 濃 度 で 、 脾 細 胞 を ２ ４ 時 間 培 養 し た 。 ［ 3 Ｈ ］ チ ミ ジ ン （ １ μ
Ｃ ｉ ） を 後 半 の １ ２ 時 間 パ ル ス し た 。 ［ 3 Ｈ ］ チ ミ ジ ン 取 り 込 み を 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン 計
数 器 （ Packard社 製 ） で 測 定 し た 。
（ Ｃ ） 脾 臓 Ｂ ２ ２ ０ ＋ 細 胞 を 、 ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ポ リ （ Ｉ ： Ｃ ） 又 は １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 抗
Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 と 共 に 培 養 し た 。 ３ ６ 時 間 の 培 養 後 、 細 胞 を 収 集 し 、 ビ オ チ ン 共 役 抗 Ｃ Ｄ ６ ９
抗 体 若 し く は 抗 Ｃ Ｄ ８ ６ 抗 体 で 、 又 は 抗 Ｉ － Ａ b 抗 体 に 続 い て ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン Ｐ Ｅ で
染 色 し た 。 Cell Quest softwareを 使 用 し て 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ  Caliburで 染 色 し た 細 胞 を 分 析 し
た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 図 ８ は 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 欠 損 細 胞 内 の Ｌ Ｐ Ｓ に 対 す る 応 答 の 欠 陥 に つ い て 示 す 図 で あ る 。
（ Ａ ） 胎 児 の 繊 維 芽 細 胞 を 、 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｌ Ｐ Ｓ で 、 示 さ れ た 時 間 刺 激 し た 。 全 Ｒ Ｎ
Ａ （ １ ０ μ ｇ ） を 抽 出 し 、 Ｉ Ｐ － １ ０ 、 Ｒ Ａ Ｎ Ｔ Ｅ Ｓ 及 び Ｍ Ｃ Ｐ － １ の 発 現 を 調 べ る た め
に 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 分 析 を 行 っ た 。 同 じ 組 織 膜 を β － ア ク チ ン プ ロ ー ブ で 再 度 ハ イ ブ リ
ダ イ ズ し た 。
（ Ｂ ） Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 欠 損 マ ウ ス 又 は 野 生 型 の マ ウ ス か ら の 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 、 刺 激 し な い
状 態 に し た か 、 又 は １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ペ プ チ ド グ リ カ ン （ Ｐ Ｇ Ｎ ） 、 １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の
Ｌ Ｐ Ｓ 、 １ ０ ０ ｎ Ｍ の Ｒ － ８ ４ ８ 、 ３ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｉ Ｆ Ｎ -γ の 存 在 下 の １ μ Ｍ の Ｃ ｐ
Ｇ 　 Ｄ Ｎ Ａ で 刺 激 し た 。 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ る Ｉ Ｌ － １ ２ ｐ ４ ０ 分 析 の た め に 、 ２ ４ 時 間 後 に
、 上 澄 み を 収 集 し た 。 表 示 値 は 、 平 均 値 ± 標 準 偏 差 の ３ 倍 で あ る 。
（ Ｃ ） 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 、 ３ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｉ Ｆ Ｎ － γ の 存 在 下 、 示 さ れ た Ｌ Ｐ Ｓ 濃
度 で 、 ２ ４ 時 間 刺 激 し 、 上 澄 み に Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ を 行 い 、 Ｔ Ｎ Ｆ － α 、 Ｉ Ｌ － ６ 及 び Ｉ Ｌ － １
２ ｐ ４ ０ を 測 定 し た 。 表 示 値 は 、 平 均 値 ± 標 準 偏 差 の ３ 倍 で あ る 。
（ Ｄ ） Ｌ Ｐ Ｓ 又 は Ｃ ｐ Ｇ 　 Ｄ Ｎ Ａ で 刺 激 し た 脾 細 胞 の 増 殖 。 脾 細 胞 を 、 Ｌ Ｐ Ｓ 又 は Ｃ ｐ Ｇ
　 Ｄ Ｎ Ａ の 示 さ れ た 濃 度 で 、 ２ ４ 時 間 培 養 し た 。 ［ 3 Ｈ ］ チ ミ ジ ン （ １ μ Ｃ ｉ ） を 後 半 の
１ ２ 時 間 パ ル ス し た 。 ［ 3 Ｈ ］ チ ミ ジ ン 取 り 込 み を 、 シ ン チ レ ー シ ョ ン 計 数 器 （ Packard社
製 ） で 測 定 し た 。
（ Ｅ ） 脾 細 胞 Ｂ ２ ２ ０ ＋ を 、 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｌ Ｐ Ｓ 又 は １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の 抗 Ｉ ｇ Ｍ 抗 体
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で 培 養 し た 。 ３ ６ 時 間 培 養 し た 時 点 で 、 細 胞 を 収 穫 し 、 ビ オ チ ン 共 役 抗 Ｃ Ｄ ６ ９ 抗 体 又 は
Ｃ Ｄ ８ ６ 抗 体 で 染 色 し 、 続 い て ス ト レ プ タ ビ ジ ン Ｐ Ｅ で 染 色 し た 。 Cell Quest software
を 使 用 し て 、 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ  Caliburで 、 染 色 し た 細 胞 を 分 析 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 図 ９ は 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 欠 損 及 び Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ ／ Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ ダ ブ ル ノ ッ ク ア ウ ト 細 胞 に お け る シ グ
ナ ル カ ス ケ ー ド の 活 性 化 （ Ａ 及 び Ｂ ） に つ い て 示 す 図 で あ る 。
肺 繊 維 芽 細 胞 （ Ａ ） 又 は 腹 腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ （ Ｂ ） を 、 （ Ａ ） ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の ポ リ （ Ｉ
： Ｃ ） 又 は （ Ｂ ） １ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｌ Ｐ Ｓ で 、 示 さ れ た 時 間 刺 激 し た 。 細 胞 可 溶 物 を 調 製 し
、 native-PAGEを 行 っ た 。 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 に よ り 、 Ｉ Ｒ Ｆ － ３ の 単 量 体 （ 矢 印 ） 又
は 、 二 量 体 （ 矢 頭 ） を 検 出 し た 。
（ Ｃ 及 び Ｄ ） （ Ｃ ） ５ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ ポ リ （ Ｉ ： Ｃ ） 及 び （ Ｄ ） １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｌ Ｐ Ｓ で
、 繊 維 芽 細 胞 を 、 示 さ れ た 時 間 刺 激 し た 。 核 抽 出 物 を 調 製 し 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 特 異 プ ロ ー ブ を
使 用 し て 、 Ｅ Ｍ Ｓ Ａ で 、 Ｎ Ｆ － κ Ｂ 　 Ｄ Ｎ Ａ 結 合 活 性 化 を 測 定 し た 。 矢 印 及 び 米 印 は 、 誘
導 さ れ た Ｎ Ｆ － κ Ｂ 複 合 体 及 び 非 特 異 バ ン ド を 、 そ れ ぞ れ 示 し て い る （ 上 パ ネ ル ） 。 細 胞
抽 出 物 に 対 す る 抗 phosphoＪ Ｎ Ｋ 特 異 抗 体 を 使 用 し て 、 Ｌ Ｐ Ｓ 刺 激 細 胞 の Ｊ Ｎ Ｋ 活 性 化 を
、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 で 、 測 定 し た （ 下 パ ネ ル ） 。 （ Ｆ ） 野 生 型 及 び Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ ／ Ｍ ｙ Ｄ
８ ８ Ｄ Ｋ Ｏ マ ウ ス の 胎 児 の 繊 維 芽 細 胞 を 、 １ ０ μ ｇ ／ ｍ ｌ の Ｌ Ｐ Ｓ で 、 示 さ れ た 時 間 刺 激
し た 。 全 Ｒ Ｎ Ａ （ １ ０ μ ｇ ） を 抽 出 し 、 Ｉ Ｐ － １ ０ 、 Ｒ Ａ Ｎ Ｔ Ｅ Ｓ 及 び Ｍ Ｃ Ｐ － １ の 発 現
を 調 べ る た め に 、 ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト 法 で 分 析 し た 。 同 じ 細 胞 膜 を β ― ア ク チ ン プ ロ ー ブ で
、 再 度 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ５ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 同 定 し た ヒ ト Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ （ ｈ Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ ） を 示 す 図 で あ る 。
ａ は 、 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の ア ミ ノ 酸 配 列 と 、 既 知 で あ る ｓ ｍ ａ ｒ ｔ ０ ０ ２ ５ ５ 　 Ｔ Ｉ Ｒ の ア ミ
ノ 酸 配 列 と の 比 較 を 、 ｂ は 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 、 Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ 、 及 び Ｔ Ｉ Ｒ Ａ Ｐ ／ Ｍ ａ ｌ の 構 造 模 式
図 を 、 ｃ は 、 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ  ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 組 織 分 布 を そ れ ぞ れ 示 す 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 ヒ ト Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ と マ ウ ス Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較
し た こ と を 示 す 図 で あ る 。 枠 で 囲 っ た 配 列 は Ｔ Ｉ Ｒ ド メ イ ン を 示 す 。
【 図 ３ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ が 、 Ｉ Ｎ Ｆ － β プ ロ モ ー タ ー 及 び Ｎ Ｆ － κ Ｂ
の 活 性 を 誘 導 す る こ と を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の 抑 制 型 が 、 Ｔ Ｌ Ｒ 経 由 の シ グ ナ ル 伝 達 経 路
の 活 性 化 を 阻 害 す る こ と を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ の Ｔ Ｉ Ｒ 領 域 が 、 Ｔ Ｌ Ｒ ３ 及 び Ｉ Ｒ Ｆ － ３ を
認 識 す る こ と を 示 す 図 で あ る 。 な お 、 図 中 の Ｉ Ｐ は 、 免 疫 沈 降 に 用 い た 抗 体 を 、 Ｉ Ｂ は 、
免 疫 ブ ロ ッ ト に 用 い た 抗 体 を そ れ ぞ れ 示 す 。
【 図 ６ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 突 然 変 異 Trif遺 伝 子 の 標 的 欠 損 に つ い て 示 す 図 で あ る
。
【 図 ７ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 欠 損 細 胞 内 の ポ リ （ Ｉ ： Ｃ ） 応 答 の 欠 陥 に つ
い て 示 す 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 欠 損 細 胞 内 の Ｌ Ｐ Ｓ に 対 す る 応 答 の 欠 陥 に つ
い て 示 す 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 本 発 明 の 実 施 例 に お い て 、 Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ 欠 損 及 び Ｔ Ｒ Ｉ Ｆ ／ Ｍ ｙ Ｄ ８ ８ ダ ブ ル ノ ッ ク
ア ウ ト 細 胞 に お け る シ グ ナ ル カ ス ケ ー ド の 活 性 化 に つ い て 示 す 図 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】
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摘要(译)

解决的问题：提供一种具有干扰素诱导的信号转导活性的蛋白质，其涉及病毒衍生的双链RNA和内毒素的免疫刺激，其基因以及使
用它们的方法。 SOLUTION：DNA包含病毒衍生的双链RNA和编码具有内毒素免疫刺激作用的具有干扰素诱导的信号转导活性的
蛋白质，以及具有该DNA表达的具有干扰素诱导的信号转导活性的蛋白质的DNA。 此外，本发明是DNA和蛋白质的突变体DNA和
突变体蛋白质，与本发明的蛋白质特异性结合的抗体，在染色体上缺失了本发明的基因的非人类动物，以及抗体， 它包括使用非人
类动物和本发明的基因探针确定细胞的免疫刺激功能的方法，以及筛选干扰素诱导的信号转导活性物质的方法。 [选择图]无
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