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研究成果の概要（和文）： 

自然免疫は生体に備わった防御機構で、病原体（細菌、ウィルスなど）が、細胞膜上の Toll
様受容体（以下 TLR:Toll-Like Receptor）によって認識されることによって始まる。これ
によって TLR が活性化されると、その細胞内領域にアダプター分子 MyD88 等が集積し、
シグナル伝達複合体が形成される。本研究ではアダプター間の相互作用を解析したほか、
TLR と共通の細胞内シグナル伝達経路を持つインターロイキン(IL)-18 の受容体活性化機
構について解明した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The innate immune system is the self-defense system of higher eukaryotic organisms. 
The response of the system begins upon a recognition of pathogens such as bacteria 
and viruses by Toll-like Receptor(TLR) on the plasma membrane of immune cells. Once 
TLRs are activated by this recognition step, various cytosolic adaptor proteins such as 
MyD88 interact with the cytosolic region of TLRs to make a signal transduction 
complex. In this study, the interaction between adaptor proteins were studied. In 
addition, the receptor activation mechanism by Interlekin-18, the intracellular signal 
transduction pathway of which is shared with TLRs, were investigated.  
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１．研究開始当初の背景 

脊椎動物には、生まれたときから備わって
いる自然免疫系と、様々な抗原にさらされる
ことによって獲得されていく獲得免疫系が
あり、両者が協調して働くことにより、堅牢
な生体防御機構が維持される。自然免疫系に

おける病原体認識は、まず TLR によって行
われる。10 種類以上の TLR が知られている
が、各々特定の病原体由来の分子（グラム陰
性菌細胞壁の LPS(Lipopolysaccharide)やウ
ィルス由来 RNA、マイコプラズマ由来リポ
タンパク等）を認識する。例えば、TLR4 は
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LPS に応答する TLR で、LPS が結合すると、
その「シグナル」は種々のアダプターと呼ば
れる蛋白質群(後述)に仲介され、リン酸化カ
スケードを経て、最終的には炎症性サイトカ
インの発現を支配する転写因子 NF-κB の活
性化を引き起こす。 

上記アダプター分子とは、MyD88、Mal、
TRIF、TRAM などのことで、TLR 直下に集
積して複合体を形成する。この「シグナル開
始複合体」の形成に中心的な役割を果たすの
が、TLR の細胞内領域とアダプター分子に共
通して保存されている TIR （ Toll-IL-1 

Receptor）ドメインと呼ばれる蛋白質相互作
用モジュールである。TIR は TIR 同士で会合
し、「開始複合体」形成の核となると考えら
れている。「開始複合体」の構造・性質によ
って、下流へのシグナル伝達が調節されるた
め、その詳細な多量体化機構は極めて重要で
ある。しかし、相互作用機構や、多量体化の
詳細については分かっていなかった。 

インターロイキン(IL)-1βや IL-18 もまた
TLR と共通の細胞内伝達経路を使うことが
知られ、MyD88 を始めとするアダプター蛋
白質や IRAKが開始複合体を形成する。IL-18

受容体の細胞外領域はイムノグロブリン様
ドメインであり、TLR とは異なるが（TLR

の細胞外は LRR(Leucine Rich Repeat)）、そ
の細胞内領域は TLR と同じく TIR ドメイン
を有している。この TIR を介して MyD88 と
相互作用する。 

 

２．研究の目的 

（１）TLR、IL-1、IL-18 のシグナル伝達経
路に関与する様々な蛋白質の立体構造解析
を行いその作動原理を分子論的に理解する。
構造解析のためには、NMR 及び X 線結晶構
造解析法を用いる。また、各種生化学実験も
合わせて行う。 

（２）上記シグナル伝達系のアダプターにつ
いて、相互作用を解析する。これらのタンパ
ク質はいずれも TIR ドメインを含む。TIR の
相互作用・多量体化がアダプターの会合の直
接の原因であることから、これら TIR 間の相
互作用を調べる。 

 

３．研究の方法 

（１）アダプター分子 MyD88 と
TRAM(TRIF-related adaptor molecule)と
MyD88 の TIR ドメイン同士の相互作用を、GST
プルダウン法を用いて調べる。点変異体を利
用して、相互作用する領域を特定する。 
（２）細胞を使った NF-κB のレポーターア
ッセイの系を構築し、各種 TIR の野生型及び
変異型を発現させて、Dominant Negative 効
果を調べる。 
（３）IL-18 と受容体α複合体の構造解析の
ために、IL-18 は大腸菌を用いて、IL-18 受

容体α（以下、IL-18Rαとする）の細胞外ド
メインは昆虫細胞 Sf9 を用いて発現させ、そ
れぞれ精製した。これら試料を混合しゲル濾
過を行うことによって複合体試料を得た。こ
のようにして調製した IL-18/IL-18Rα複合
体を結晶化スクリーニングに供した。得られ
た結晶の回折実験には放射光施設を利用し
た。 
 
４．研究成果 
（１）精製タンパク質レベルで MyD88-TIR と
TRAM-TIR の間に直接相互作用があることを
見いだした。さらに、点変異実験から、
MyD88-TIR の、TRAM と相互作用する領域を特
定した。また、レポーターアッセイより、
MyD88-TRAM の相互作用は、IL-18 に対する細
胞応答に関与することが示唆された。 
 
これまでの知見では、TRAM は MyD88 非依存的
な TLR4シグナル伝達経路において、TRIF(TIR 
domain-containing adaptor inducing 
IFN-β)と相互作用するとされている。本研
究の成果より、TRAM が IL-18 シグナルにも関
与することがわかった。 
 
（２）IL-18 と IL-18Rαの複合体を調製し、
蒸気拡散法(ハンギングドロップ)を用い、9
㎎/mL の蛋白質溶液、リザーバーバッファー、
界面活性剤溶液（LysoFos Choline 10）を
1:1:0.5(μL)で混合し20℃、3日間静置で150 
μm x 500 μm 程度
の柱状結晶を得た。
放 射 光 実 験 施 設
（ Spring-8 の
BL44XU）にて X 線回
折実験を行ったとこ
ろ、解析可能なデー
タを得ることができ
た。このデータに基
づき、既に公開され
て い る
IL-18/IL-18BP の結
晶構造をテンプレー
トとして分子置換法
を行い、立体構造を
決定することができ
た（図１）。 
 
（３）IL-18 と IL-18Rαの相互作用に関して
は、過去に、IL-18 の各種誘導体を用いて相
互作用実験や活性試験が行われており、
IL-18の相互作用面が推測されている（Kato Z. 
et al., Nat Struc Biol, vol. 10, 
996(2003) ）。今回得られた IL-18/IL-18Rα
複合体の構造に見られる分子界面は、この相
互作用実験の結果と一致していた。 
 

 

図１. IL-18（青）と

IL-18Rα（ピンク）

複合体の結晶構造 



（４）今回得られた構造を、IL-18 の類縁体
である IL-1βとその受容体の複合体の結晶
構造（PDB code:3O4O）と比較すると、IL-18
の結合様式は、IL-1βのそれとよく似ていた。
しかしながら、IL-18Rαに付加した糖鎖と
IL-18 が近位に存在しており、糖鎖が相互作
用に影響している可能性が示唆された。これ
は、既報の IL-1βと受容体の複合体構造には
見られない特徴である。 
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