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要旨 

背景・目的 

ウイルス感染を予防するためのワクチン開発を成功させる重要な要素の一つとして、免疫原性を高める

アジュバントが挙げられる。COVID-19 から得られた知見の一つとして、一本鎖 RNA センサーである

TLR7のウイルス感染症における重要性の発見が挙げられる。TLR7機能欠損症では SARS-Co-V2によ

る肺炎の重篤化が引き起こされ[1]、TLR7リガンドが効率的に抗 SARS-Co-V2応答を誘導することも示

されている[2] [3]。これらの知見は、TLR7をターゲットとしたアジュバント開発の可能性を示唆する。

しかし、TLR7 の過剰応答では強い炎症応答の誘導に伴って自己免疫疾患や自己炎症性疾患を発症する

ことが問題である[4] [5]。申請者はこれまでに、TLR7リガンドが ssRNAそのものではなく、その分解

産物であるグアノシンアナログと短い一本鎖 RNA (オリゴリボヌクレオチド) の両者であることを報告

してきた[6]。また同知見を基に、リソソームにおいてヌクレオシドのトランスポーターとして機能する

Slc29a3 が TLR7 応答の抑制に寄与することを見出だした。Slc29a3 欠損マウスでは、グアノシンアナ

ログがマクロファージのリソソームに過剰蓄積することで TLR7 が恒常活性化する。しかしながら、誘

導される免疫応答は古典的な炎症性サイトカイン（IL-6, TNF-α 等）の産生を伴わない細胞増殖が主で

あり、我々はこの核酸ストレスに伴う非炎症性の TLR7 応答を「TLR7 ストレス応答」と名付けて報告

してきた[7]。TLR7 リガンドを用いたアジュバント開発を可能とするには、TLR7 の活性化が生体内に

おいて誘導する免疫応答を十分に理解し、TLR7 リガンドを生体に対して用いることで生じ得る副作用

を出来る限り減らす工夫が必要不可欠である。そこで本研究では、TLR7 の過剰応答が誘発する病態の

リソソームにおいて一本鎖 RNAを認識する Toll like receptor 7 (TLR7) は、炎症応答の誘導を介して

ウイルス感染時の生体防御に寄与する。また、TLR7 の活性化にはアジュバントとしての有効性も期待

されている。一方、TLR7の過剰活性化は自己免疫疾患の原因にもなることから、TLR7応答の正確な理

解は必要不可欠である。本研究では、TLR7過剰応答が引き起こす病態の解明に加えて、非炎症性のTLR7

応答である「TLR7ストレス応答」の意義を解析した。Slc29a3欠損マウスでは、マクロファージのリソ

ソーム内にグアノシンアナログが蓄積することで TLR7 ストレス応答が起こり、顎下腺が選択的に障害

された。同応答ではマクロファージのケモカイン産生に伴うリンパ球の浸潤や獲得免疫応答の亢進によ

り、唾液産生を担う腺房細胞が選択的に脱落することでドライマウスが発症していた。同病態はヒトの

IgG4関連疾患患者の顎下腺炎に類似しており、TLR7ストレス応答は自己免疫性顎下腺炎において根幹

的な発症分子機序である可能性が明らかになった。以上の結果は、TLR7 応答による副作用を理解する

上で有用な知見であると共に、非炎症性に獲得免疫応答を誘導可能な TLR7 ストレス応答の理解は安全

なアジュバント開発につながると期待される。 
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解明を目指すと共に、炎症応答を伴わない「TLR7ストレス応答」が引き起こす免疫応答がワクチネーシ

ョンに寄与し得るのかを検証した。 

方法 

本研究では、Slc29a3欠損マウスや TLR7ノックインマウスを活用し、生体内で起こる TLR7の過剰活

性化が引き起こす免疫応答および疾患の解析を行った。また同マウスより得られた知見を患者サンプル

と比較し、得られた知見のヒトにおける有用性を検証した。本研究は、所属機関の動物実験委員会、遺

伝子組換え生物等安全委員会、および倫理委員会の承認を得た後に実施された。 

1. マウスの使用：Tlr7 などの遺伝子欠損マウスを Slc29a3 欠損マウスと交配して得られた複数遺伝子

欠損マウスを使用した。また、ヒト SLE より見付かった TLR7 変異のノックインマウス（VarM マウ

ス）を作製した。 

2. 組織学的解析: マウスおよびヒトの顎下腺組織における H&E 染色、および抗 Aqp5 抗体等を用いた

免疫組織化学（IHC）や蛍光免疫染色を行った。 

3. オミクス解析: 顎下腺や顎下腺マクロファージの Bulk RNA-seq、および顎下腺に浸潤した免疫細胞

のシングルセルRNA-seq（scRNA-seq）により遺伝子発現プロファイルを解析した。 

4. ヌクレオシドの定量: LC-MS/MSにより顎下腺組織内のヌクレオシド量を定量した。 

5. フローサイトメトリー : 組織内の免疫細胞はスペクトル型セルアナライザーを用いて検証した。 

6 ヒト検体の解析 : IgG4-RD患者の顎下腺組織および健康対照者の小唾液腺を用いて解析を行った。 

結果 

① TLR7の過剰応答が誘発する病態の解明 

1. マクロファージにおいて TLR7応答が亢進する Slc29a3欠損マウスの諸臓器を解析した結果、雌雄に

関わらず、3 ヵ月齢までに全個体に顎下腺炎が生じた。同マウスの顎下腺は野生型と比較して重量が有

意に減少すると共に唾液分泌量が顕著に低下しており、ドライマウスを発症していた。 

2. SLE患者より見出された TLR7のV826M変異を導入したVarMマウスを作出して解析したところ、 

同マウスでは SLE 患者において認められた糸球体腎炎に加えて十

二指腸炎といった特徴的な病態が再現され（図 1)、Slc29a3 と同様

にマクロファージの蓄積も認められた。また、V826M変異を有する

TLR7は様々な既知TLR7リガンドに対する応答性が亢進していた。

特に認識する一本鎖 RNA の配列スペクトラムが顕著に拡大してお

り、生体内 RNA を認識し易くなることが病態の発症に寄与する可

能性が示唆された。 

② TLR7ストレス応答が誘導する免疫応答の解析 

1. Slc29a3 欠損マウスの顎下腺では、唾液産生を担う Aqp5 陽性の

腺房細胞および介在導管細胞が TLR7 依存的に著明に減少してい

た。一方で、他の導管細胞や筋上皮細胞は維持されており、TLR7依

存的に選択的な組織破壊が起こることでドライマウスが誘発されていた。また Bulk RNAseq の結果か

ら得られた特徴として、炎症性サイトカインや I型 IFNの産生上昇は非常に微量であった。 
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2. 顎下腺の RNAseq および scRNAseq の

結果から、Slc29a3 欠損マウスの顎下腺で

はマクロファージに加えてT細胞やB細胞

の顕著な浸潤とリンパ濾胞形成が認められ

（図 2）、これらは TLR7依存的であった。 

3. Slc29a3欠損マウスにおいてB細胞およ

びT細胞を欠損させて病態を検証したとこ

ろ、T 細胞を欠損した際にドライマウスが

顕著に改善することが判明した。顎下腺では、B 細胞とマクロファージのみが Tlr7 を発現することか

ら、マクロファージによる T細胞の直接的な活性化がドライマウスを誘発すると考えられる。 

4. Slc29a3欠損マウスの脾臓では細胞増殖を特徴とする TLR7ストレス応答が認められたが、顎下腺で

はCXCL9やCCL5といったリンパ球を誘引するケモカインが TLR7依存的に産生されていた。また、

顎下腺マクロファージでは抗原提示の誘導に必須となる分子群が TLR7依存的に発現上昇していた。 

5. ドライマウスが主徴とするヒト疾患として IgG4 関連疾患が考えられることから、Slc29a3 欠損マウ

スと IgG4関連疾患患者の顎下腺を比較した。Slc29a3欠損マウスと同様に、IgG4関連疾患の顎下腺で

はAQP5の発現低下、およびCXCL9やCCL5などケモカインの高発現が確認された。 

③ TLR7ストレス応答の誘導に関わる分子メカニズムの解明 

1. Slc29a3欠損マウスの脾臓における増殖を特徴とする TLR7ストレス応答の誘導には、ITAMアダプ

ター分子として知られるDAP10や FcRγといった 1回膜貫通型のアダプター分子が関与していた[7]。

そこで in vitroの系において TLR7依存的細胞増殖を誘導し得るDAP10/FcRγ会合分子を複数同定し、

それらを Slc29a3 欠損マウスにおいて欠損させる実験を行った。しかしながら、細胞増殖に必須の制御

分子は未だ発見できておらず、TLR7依存的な細胞増殖には複数分子が関与すると考えられる。 

2. 顎下腺マクロファージにおける抗原提示を特徴とする TLR7 ストレス応答の誘導に関与する分子メ

カニズムとして、エンドリソソームに分布する新規分子を見出した。Slc29a3 欠損マウスにおける同分

子の欠損により、TLR7依存的なサイトカイン産生は影響を受けなかった。一方、TLR7依存的な抗原提

示は完全に消失し、顎下腺炎は全く発症しなかった。現在、この新規分子によるマクロファージにおけ

る TLR7制御メカニズムを更に解析中である。 

考察 

本研究から、TLR7の過剰応答がヒトにおいて SLEを誘導すること、および顎下腺炎の発症に関わるこ

とを明らかにすることが出来た。TLR7と SLEの関連は以前にも報告されているが[4]、我々は新規に見

出した TLR7変異体の解析を通じて、TLR7の 1アミノ酸変異がリガンドに対する応答性の亢進を誘導

するのみならず、リガンドのスペクトラムを変化させることを新たに見出した。その結果として、普段

は認識されない生体内 RNA に対する応答が亢進し、SLE が発症すると考えられる。また、Slc29a3 欠

損に起因するリソソームのグアノシンアナログの蓄積は、顎下腺マクロファージの TLR7 活性化を誘導

することでケモカイン産生や抗原提示を特徴とする新たな「TLR7ストレス応答」を誘導し、ドライマウ

スを引き起こすことを見出した。これらは未報告の TLR7 による新規病態発症メカニズムである。興味

深いことに、マクロファージが誘導する TLR7 ストレス応答は臓器間で異なり、脾臓では細胞増殖が主

徴であるのに対して、顎下腺では獲得免疫応答の誘導を介した組織破壊が進行することが明らかとなっ

た。以上の結果は、TLR7 を標的とした治療戦略が、SLE のみならず IgG4 関連疾患などの自己免疫性
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顎下腺炎に対する有効な介入手段となり得ることを示唆している。また、TLR7 が炎症を伴わずに獲得

免疫を誘導する「TLR7ストレス応答」の存在が明らかになったことから、同機構の詳細な分子基盤が更

に解明されることで、より副作用の少ない次世代アジュバントの開発が可能になると期待される。 
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