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研究成果の概要（和文）：T細胞は抗原の刺激に応じて抗原に適したサブセットに分化すること

により，適正な免疫応答を誘導する．T 細胞分化・制御に関わる IL-23 および IL-27 とこれら

の受容体の認識機構の解明を構造生物学的に行うため，IL-23，IL-27 およびこれらの受容体を

大腸菌または HEK293T 細胞を用いて発現させた後，精製・結晶化を行った．IL-23 については，

X 線を用いた解説実験を行い，その結晶構造を解析した． 

 
研究成果の概要（英文）：According to antigen signal, T cell differentiates into a suitable 
T cell subset, and produces immune response against the antigen. Cytokines IL-23 and IL-27 
involve such kind of T cell differentiation and regulation. To understand molecular 
recognitions of IL-23/IL-23R and IL-27/WSX-1, we established expression system of IL-23, 
IL-23R, IL-27 and WSX-1, then purified these proteins. We have succeeded to crystallize 
and solve the crystal structure of glycosylated form of human IL-23. 
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１．研究開始当初の背景 
 生体防御機構である免疫応答が適正に誘
導されるには，抗原の種類に応じて T細胞が
分化する必要がある．T 細胞は，CD8 陽性 T
細胞である細胞傷害性 T細胞と CD4 陽性 T細
胞であるヘルパーT（Th）細胞に大別される．
Th 細胞は，産生するサイトカインの種類によ
り，１型（Th1）と２型（Th2）に分類され，
各々細胞性免疫または液性免疫に関わる．ナ
イーブ Th(Th0)細胞に IL-27 が作用すると
Th1 細胞を誘導することが知られている．ま

た近年になり，Th1 および Th2 への分化を抑
制した環境に IL-23 を加えて Th0 細胞を培養
すると，炎症性サイトカイン IL-17 を産生す
る T(Th17)細胞に直接分化することが報告さ
れたそこで，T 細胞の分化誘導機構を構造生
物学的に解明することを思い立った． 
 
２．研究の目的 
IL-23 は，炎症性サイトカイン IL-17 を産

生するT (Th17)細胞の成熟や増殖において
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重要なはたらきをする．抗 IL-23 抗体を用

いて IL-23 と受容体の結合を阻害すると

Th17 細胞の増殖を阻害し，実験的自己免疫

性脳脊髄炎などの自己免疫疾患の発症を

抑制する．このことから自己免疫疾患の創

薬のターゲットとしてIL-23は注目されて

いる．IL-23 は p19 と IL-12 の p40 サブユ

ニットがジスルフィド結合したヘテロ二

量体のサイトカインである．IL-23 受容体

は，特異的な IL-23R と IL-12 と共有され

るIL-12Rβ1から構成されている．IL-23，

IL-23RおよびIL-12Rβ1の構造は未知であ

り，これらの認識機構も明らかにされてい

ない．Th17 細胞において重要なはたらきを

するIL-23とその受容体の認識機構および

シグナル伝達複合体形成機構を解明する

ため，IL-23，IL-23R，IL-12Rβ1，IL-23/ 

IL-23R 複合体，IL-23/IL-23R/IL-12Rβ1

複合体の構造解析を計画した． 

また，IL-27 は，Th1 細胞分化の初期にお

いて重要なはたらきをする．IL-27 は，p28

と EBI3 の２つのサブユニットからなるヘ

テロ二量体である． IL-27 受容体は，WSX-1

と gp130 から構成されている．gp130 は多

くのサイトカインの受容体として共有さ

れており，単独および IL-6 との複合体の

構造が解析された．しかしながら，IL-27

および WSX-1 の構造は未知であり，これら

の分子認識機構も明らかにされていない．

Th1 細胞の分化機構を構造生物学的に解明

するため，IL-27，WSX-1，IL-27/WSX-1 複

合体およびIL-27/WSX-1/gp130複合体の構

造解析を計画した． 

上記の様にTh1細胞の分化に関わるIL-27，
Th17 細胞において重要なはたらきをする
IL-23 とこれらの受容体の認識機構およびシ
グナル伝達複合体の形成機構を構造生物学
的に解明することが，本研究の目的である． 
 
３．研究の方法 
IL-23，IL-27，IL-23R および WSX-1 のクロー
ニングを行った．IL-23，IL-27 および IL-23R
については HEK293T 細胞を用いて，WSX-1 に
ついては大腸菌を用いて発現させた後，精製
を行った．これらの蛋白質の結晶化条件の検
索を行い，IL-23 の結晶，および WSX-1 の微
結晶を得た．WSX-1 については，結晶化条件
の精密化を進めている．IL-23 については糖
修飾を受けた状態で結晶化に成功した．この

結晶を用いてつくば市の放射光実験施設
PFAR のビームライン NW12A に於いて 2.6Å分
解能までのデータを収集して，構造解析を行
った． 
 
４．研究成果 
IL-23，IL-27，IL-23R および WSX-1 のクロー
ニングに成功した．その後，IL-23，IL-27 お
よび IL-23R については HEK293T 細胞を用い
た発現系の構築を行った後，精製を行った．
また，WSX-1 については大腸菌を用いた発現
系の構築に成功して，大量培養を行った後，
リフォールディングにより可溶化して，精製
を行った．その結果，WSX-1 については微結
晶を得ることに成功した．また，IL-23 につ
いては糖修飾型の試料について構造解析可
能な大きさの結晶を得ることに成功した(図
１)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１．IL-23 の結晶 
 
 
得られた結晶を用いてつくば市にある高

エネルギー加速器研究機構・放射光実験施設
PFARのビームラインNW12Aに於いてデータ収
集を行った．その後，回折強度データ処理プ
ログラム HKL2000でデータ処理およびスケー
リングを行った．得られたデータの統計値は，
2.6Å分解能までで Rmerge が 6.8%であった
(表１)． 
 
 

表１． データ処理の統計値 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 得られたデータを用いて糖鎖を切除した
IL-23 の構造を用いて分子置換法により構造
解析を行った(図２)． その結果，p28 サブユ
ニット(紫)と p40サブユニット(青)の相互作
用の様式が詳細に分かった． 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２．ヒト IL-23 の構造 
 
 
また，得られた構造と糖鎖をもたない形状の
IL-23(緑)と endo H を用いて末端の N-アセチ
ル グ ル コ サ ミ ン だ け を 残 し た 形 状 の
IL-23(ピンク)の構造比較を行ったところ，
糖の付加の程度に応じてドメイン１の相対
的な位置がシフトすることが分かった(図
３)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．IL-23 p40 サブユニットの構造比較．
糖修飾を受けた IL-23(青)，糖鎖を１残基だ
けもつ IL-23(ピンク)，変異をいれて糖鎖を
除去した IL-23(緑)． 
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