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研究成果の概要（和文）：本研究では、膿疱性乾癬の病因分子であるIL-36及びIL-36Raのそれぞれ受容体α鎖
(IL-36R)との複合体構造決定、及び構造情報を元にした臨床応用への展開を目的とした。研究の結果、構造解析
に必要な各種リコンビナント蛋白の精製方法を確立した。精製したカイコ由来IL-36RはIL-36Raと複合体形成可
能であることが証明された。さらに、IL-36受容体拮抗分子欠損症(DITRA)の疑義患者から同定されたIL36RN遺伝
子上の意義不明遺伝子バリアント(VUS)のin vitro機能解析系の開発を行った。新たな研究計画の元、引き続き
構造解析に挑戦する予定である。

研究成果の概要（英文）：Interleukin-36, which is associated with the self-defense system in dermis, 
is one of a molecule of IL-1 family. Recently, it was reported that generalized pustular psoriasis 
was caused by loss-of-functional mutation of IL36RN gene coding IL-36-receptor antagonist (IL-36Ra).
 In this study, we aimed a determination of the complex protein structure of IL-36 or IL-36Ra and 
IL-36-receptor α chain (IL-36R). Additionally, we tried to use the structural information for the 
clinical application. As the results, we established a purification method of recombinant proteins 
(IL-36, IL-36Ra and IL-36R). An IL-36R protein produced by the silkworm expression system could bind
 an IL-36Ra. Furthermore, we established an in vitro assay system to evaluate the variants of IL36RN
 whether is pathogenic or not. The protein structure determination will be continued in the next new
 research project.  

研究分野：小児科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
IL-36受容体を標的とした抗体製剤の開発が進んでおり、IL-36が膿疱性乾癬の治療標的分子として有望であるこ
とは明らかである。蛋白立体構造の解明は、構造基盤による創薬につながる情報となりうる。また、患者遺伝子
解析から様々なIL36RN遺伝子変異が同定されることを経験するが、既知遺伝子変異の場合、疾患関連性の判定は
容易であるが、ときに新規のバリアントに遭遇することがある。その場合、なんらかのin vitro実験を行う必要
があるため、一般臨床医には診断に至るまでの過程のハードルが著しく高くなってしまう。そこで詳細な構造情
報があれば、病因変異かどうかの判定に利用することができる点でも有用である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 自己炎症性疾患は 1999 年に Kastner DL らが提唱した疾患概念で、主に自然免疫系の分子の
制御異常により発症する慢性炎症性疾患であり、高力価の自己抗体や自己反応性 T 細胞を有し
ないものと定義されている(McDermott MF, Cell 1999)。その臨床像は周期性発熱あるいは持続
性発熱、関節炎、皮疹、消化器症状等のリウマチ性疾患に類似した症状を呈するものが多い。1997
年に家族性地中海熱、1999 年に TNF 受容体関連周期性症候群(TRAPS)、2001 年に Cryopyrin 関連
周期性発熱症候群(CAPS)の責任遺伝子が明らかにされ、その後次世代シークエンサーによる全
Exome 解析の時代となり、近年では次々と新たな自己炎症性疾患の責任遺伝子が明らかとなって
きている。その状況の中で、2011 年には炎症性サイトカインであるインターロイキン(IL)-1 フ
ァミリー分子のひとつ IL-36 の内因性アンタゴニスト分子をコードする IL36RN 遺伝子の欠損に
より汎発性膿疱性乾癬(Deficiency of interleukin thirty-six receptor antagonist; DITRA)
を引き起こすことが報告された(Marrakchi S, N Engl J Med 2011)。DITRA を含め汎発性膿疱性
乾癬に対して様々な治療的試みが為されているが、難治性疾患でしばしば治療に難渋するため、
新規の画期的治療薬の開発が期待されている。 
 
２．研究の目的 
 Structure-Based Drug Design は、タンパク立体構造を元に新規薬剤を創出するよく知られた
手法である。IL-1 ファミリー分子のタンパク立体構造については、IL-1、IL-18 については我々
が明らかにした構造を含め(Tsutsumi N, Nat Commun. 2014)、受容体との詳細な複合体構造情
報が明らかとなっているが、IL-36 ファミリー分子については受容体との相互作用構造情報は未
解明である。そこで、本研究では、IL-36、IL-36 受容体拮抗分子(IL-36Ra)及びその受容体(α
鎖: IL-36R、β鎖: IL-1RAcP)の複合体構造決定と構造情報に基づく新規抗 IL-36 薬の設計を主
目的とした。一方で、我々は汎発性膿疱性乾癬を含む皮膚自己炎症性疾患患者の遺伝子解析研究
を行っているが、最近日本人の汎発性膿疱性乾癬患者の遺伝的素因分析と治療効果判定に関す
る検討を行い報告している(Ohnishi H, Eur J Dermatol. in press)。その際に、様々な IL36RN
遺伝子変異が同定されることを経験しているが、それが既知遺伝子変異の場合、疾患関連性の判
定は容易であるが、ときに新規のバリアントに遭遇することがある。その場合、なんらかの in 
vitro 実験を行う必要があるため、一般臨床医には診断に至ることが困難な状況にある。そこで
詳細な構造情報があれば、病因変異かどうかの判定に利用することができる。さらに構造情報か
ら病原性を予測し、それを裏付けるための in vitro 実験系の構築についても本研究の目的に含
めた。 
 
３．研究の方法 
① リコンビナントタンパク群(IL-36α、IL-36Ra、IL-36R、IL-1RAcP)の効率のよい発現精製系
を構築する。具体的には大腸菌発現系(pGEX-BL21(DE3)系)を用いて IL-36α、IL-36Ra の発現・
精製を行う。昆虫細胞発現系(pFastBac1-SF9 あるいはカイコ)を用いて IL-36R 細胞外ドメイン
(ECD)、IL-1RAcP-ECD の発現・精製を行う。 
② IL-36α、IL-36R、IL-1RAcP のそれぞれ精製タンパクを混合し、液体クロマトグラフィーで
複合体形成を確認し、高純度精製を行う。 
③ IL-36Ra、IL-36R のそれぞれ精製タンパクを混合し、液体クロマトグラフィーで複合体形成
を確認し、高純度精製を行う。 
④ ②及び③で得られた複合体タンパクについて、それぞれ結晶化スクリーニング実験を行うこ
とで、効率的な結晶化条件の探索を行う。 
⑤ pcDNA3.1+に IL-36R 全長遺伝子を組み込んだ発現プラスミドを構築し、HEK293 細胞を利用し
た IL-36 シグナル伝達実験系を構築する。 
⑥ 汎発性膿疱性乾癬患者から同定された遺伝子変異 Thr123Met 及び変異 A を導入した IL-36Ra
蛋白を精製する。 
⑦ ⑥で精製した IL-36Ra を使用して⑤の実験系で機能を確認する。 
 
４．研究成果 
① タンパク立体構造解析に用いるタンパク群(IL-36α、IL-36Ra、IL-36R-ECD、IL-1RAcP-ECD)
の試料の高純度精製法の確立に成功した。 
② タンパク複合体形成実験により IL-36αと IL-36R-ECD、IL-36Ra と IL-36R-ECD の組み合わせ
でそれぞれ複合体タンパクの作成を行った。構造解析に向けたタンパク結晶については現在作
成中である。 
③ 汎発性膿疱性乾癬患者で見出された Thr123Met と変異 Aについてそれぞれ IL-36Ra タンパク
を作成した。 
④ IL-36 シグナル伝達系の機能解析を目的とした cell-based assay system を構築した。
HEK293T 細胞に pcDNA3.1+_IL-36R を transfect し、大腸菌発現系で精製した IL-36αを添加す



ることで転写因子 NF-κBの活性化が Luciferase reporter gene assay で検出できることを確
認した。さらに IL-36Ra を添加することで用量依存的に IL-36α刺激による NF-κB 活性上昇が
抑制できることを確認した。これにより IL-36Ra 変異体の病的意義を確認する in vitro 実験系
が確立された。 
⑤ ③で作成した IL-36Ra 変異体タンパクについて④の実験法で確認したところ、機能減損型変
異であることが証明された。 
⑥ ④と同様の実験系を DITRA の類縁疾患である(Deficiency of interleukin-1 receptor 
antagonist; DIRA)についても構築した。すなわち HEK293T 細胞に IL-1βを添加することで上昇
する NF-κB の活性化を IL-1Ra が抑制できるかどうか確認を行った。この実験系によりトルコ
の症例で見出された R29X 変異体は、残存活性を有する機能減損型変異であることが証明された。 
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