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Immunomodulation is one of fundamental functions for the protection of living organisms including human, 

and the understanding of the active structural motifs and their functions is fundamental for development of the 
application in the medical science. We thus developed the chemical synthetic methods of various natural 
immunemodulators from microbes and also from human. The immune receptor agonists include the ligands of 
Nod1/Nod2, CD1d and TLR2. Based on the newly developed chemical methods, we established molecular library 
of the immunomodulants, and used these compounds for the comprehensive analysis of structure-activity 
relationships for the further understanding of our environments. The synthesized compounds include inositol 
phospholipids from a Protozoa (Entoamoeba histolytica), and from human, for analyzing as CD1d ligands. We 
demonstrated the detailed structure-activity relationships of unique inositol phospholipids from E. histolytica in NKT 
cell activation, and also for the phospholipids s from human. The comprehensive synthesis for the bacterial cell wall 
peptidoglycan fragment library was also established. We then revealed that unique modification at PGN in 
Mycobacteria weakened the immunoactivation via human Nod1/Nod2. We also successfully developed the synthetic 
methods for introduction additional functions to the immunestimulatory compounds to regulate their activity, and also 
for the functional analysis including live-cell fluorescence imaging. 
 
研究目的 

免疫機構の制御は、癌や感染症、アレルギー疾患

等を含む多くの疾患の理解と治療に繋がることから

その解明・展開が期待されている。本研究において

は、申請者の確立してきた種々の自然免疫受容体リ

ガンドの合成・機能解析による知見と合成分子ライ

ブラリを基盤とし、自然免疫—獲得免疫の連携を担う

複合糖質・脂質の化学合成法開発と機能解析さらに

は新規複合型分子創製を目指した。そのため、新規

構造を持つ自然免疫受容体リガンドを探索、解析、

合成するとともに、樹状細胞等に存在しＴ細胞の分

化・活性化を制御する CD1 ファミリータンパク質に

ついて、特に CD1d の天然リガンド化合物を中心に、

合成と解析を行った。また、上記の合成分子群を利

用するとともに申請者らが見出した自然免疫リガン

ドの相乗作用を利用し、感染症や癌等の疾患治療の

基盤となる免疫機能調節可能な複合型分子創製を目

指し、複合化分子に分子プローブとしての機能を付

加することにより免疫活性化機構の詳細な解析を可

能とする分子を開発した。以上の手法を用い、免疫

制御機構の理解とともに免疫機構の制御を可能とす

る分子の発見・創製を目指し研究を進めることとし

た。 
 

研究経過 

自然免疫−獲得免疫機構を制御する外因性・内因性

分子についてその構造と合成および機能について解

明するため、下記の項目について相互に連携しなが

ら研究を進めた。すなわち、免疫調節活性を持つ腸

内粘膜免疫系における細菌由来化合物の解析、外因

性あるいは内因性の免疫調節作用を持つ化合物の化

学合成と分子プローブを用いた機能解析、獲得免疫



の制御と連携機構解明を目指した複合型分子の創製

を行い、複合型分子の合成と細胞内移行に関わる解

析を行った。以上の研究により、免疫機構の制御を

可能とする分子の発見・創製、および得られた分子

を用いた活性化機構解明を目指した。 
まず、種々の微生物およびヒト由来の免疫調節作

用を持つ複合糖質・脂質の合成を行い、得られた合

成化合物を用いた機能解析を目指し、下記の化合物

群についての研究を行った。 
１）CD1d リガンド：細胞表層の CD1d-リガンド複

合体の認識により活性化され T 細胞の分化の制御

（Th1 or Th2）に寄与している NKT 細胞の活性化機

構の解析のため、自然界に存在する種々の CD1d の

リガンドの探索、合成、機能解析を行った。まず、

CD1d の外因性リガンドとして最近見出された原虫

（赤痢アメーバ Entoamoeba histolytica）由来のイノ

シトールリン脂質(EhPIa, EhPIb) [1]および糖鎖含有

構造について、合成手法開発を行いその全合成達成

に成功した。また、開発した合成手法を用い、ヒト

型イノシトールリン脂質についても合成に成功した。

その他のセラミド型を含むその他の天然型リガンド

の合成手法開発についても行った。以上で合成した

化合物については、IL-2, IL-4, INF-γ等のサイトカイ

ン誘導活性測定を行い、免疫調節活性についての構

造活性相関結果を得た。種々の化合物において Th1
および Th2 の分化バランスに関わるサイトカイン誘

導を観測することに成功した。 

２）Nod1 および Nod2 リガンド：自然免疫受容体

Nod1 および Nod2 のリガンドである細菌細胞壁成分

ペプチドグリカン(PGN) [2]の効率的合成法開発とフ

ラグメント・ライブラリ、アレイ構築および認識タ

ンパク質解析について進め、結核菌特有の修飾基を

持つ PGN フラグメント分子群の合成を達成した。結

核菌特有の修飾基を持つ化合物群については、ヒト

型 Nod1 および Nod2 の活性化能を解析し、修飾基の

導入によるNod1およびNod2を介した免疫活性化能

の解析を行った。また、PGN の化学合成効率化のた

め、これまで課題が多く報告例の少ない糖ペプチド

の固相合成法の開発・展開を行った [3]。こうした

種々の合成法で得られた PGN フラグメント・ライブ

ラリを用い、様々な認識タンパク質との結合解析を

行うための一つの手法として、炭素基板を用いたア

レイ化と解析法の開発を行った。アレイ化について

は、Lys 含有型 PGN フラグメントの集積化と結合タ

ンパク質解析についての結果を得る事に成功してお

り、相互作用等への展開も視野に入れ解析を行った。 
また一方、自然免疫受容体リガンドを複合化し、

他の機能性基を導入するための手法検討を、これま

で開発した合成手法 [4,5]を基に行った。本手法によ

り、イメージングのための機能性基の導入を行うと

 
Fig. 1. Structures of EhPIa and EhPIb from 
Entoamoeba histolytica. 
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Fig. 2. (A) Schematic structure of M. Tuberculosis 
peptidoglycan. (B) Chemically synthesized M. Tuberculosis 
peptidoglycan fragments. 

 
 



ともに、他の免疫調節成因子の導入を可能とするこ

ととした。特に本研究では、TLR2 リガンドである

リポペプチドを骨格構造として、親水性および疎水

性の蛍光基を導入し、活性を保持した複合型構造の

分子プローブ創製に成功した。また、得られた蛍光

標識リガンドを用いることにより、細胞における

TLR2 の発現の有無により、リガンドの細胞内への

移行あるいは細胞内での集積における挙動の差異を

初めて生細胞でのイメージングにより観測すること

に成功した。 
 

考察 

本研究では、種々の微生物およびヒト由来の免疫

調節作用を持つ複合糖質・脂質について、主として

CD1d、Nod1/Nod2 および、TLR2、TLR4 リガンドに

ついての天然型分子の解析、合成手法開発と、合成

化合物を用いた機能解析を行うとともに、複合型分

子を利用した解析への展開を行った。 
CD1d リガンドについては、これまであまり多く

の詳細な解析例が示されていないイノシトールリン

脂質型の構造について、網羅的合成を可能とする化

学合成法の開発に成功し、原虫型およびヒト型のイ

ノシトールリン脂質の全合成を行った。得られた化

合物を用い、特に脂質部位の違いと活性への影響の

解析を行い、新しい知見を得ることに成功した。ヒ

ト型のイノシトールリン脂質においても弱いながら

も NKT 細胞活性化に関わる事を示唆する結果を得

るとともにジアシルグリセロール部位の立体構造が

活性の有無に影響することを初めて明らかとした。 
Nod1 および Nod2 リガンドである PGN 部分構造

については、糖鎖部位の合成法改良を進めるととも

に修飾基導入および標識化・複合化を指向した中間

体構築を行った。特異な修飾が多い結核菌型の PGN
フラグメント・ライブラリを網羅的に構築し、修飾

基の存在によりヒト型 Nod1／Nod2 を介した免疫活

性化が低下する傾向を明らかにした。一般的な Lys
含有型 PGN フラグメントのアレイ化と結合タンパ

ク質解析についても行い、PGRP-S との相互作用解

析に成功したほか、他のタンパク質の解析にも展開

した。 
TLR2 リガンドであるリポペプチドについては、

主として他の活性基あるいは標識基等の機能性基を

複合化するための骨格構造として Pam2CSK4 あるい

は Pam3CSK4 を用いた研究を進めた。機能性基を導

入するための手法開発を行うとともに、親水性およ

び棒状の疎水性の蛍光基を導入し活性を保持した複

合型構造の分子プローブ創製に成功した。得られた

TLR2 活性である蛍光標識リガンドを用い、ヒト細

胞株を用い TLR2 発現が無い場合に比較し TLR2 発

現が有る場合に、リガンドの細胞内への移行および

細胞内での集積が促進される様子を、生細胞でのイ

メージングにより初めて示すことに成功した。 
本研究により、種々の複合脂質および複合糖質型

の免疫調節性・化合物ライブラリを得るとともに、

標識化・複合化の手法開発に成功し、免疫活性化機

構解明に展開しており、特に種々の天然型の自然免

疫-獲得免疫の連携に関わるリガンド分子の機能を

明らかにすることに成功した。今後、より詳細な機

能解析へ発展させる予定である。 
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