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研究成果の概要（和文）：Interleukin-18(IL-18)は炎症性サイトカインとして知られ生体防御因

子として働く一方、自己炎症性疾患の悪化にも関与が指摘されている。IL-18 関連疾患の病態

解明，治療薬開発を目的としリガンドレセプター複合体の構造解析を目指して研究を行った。 

 大腸菌発現系、バキュロ−昆虫細胞発現系を用いてリガンドとレセプター蛋白を発現させ、リ

ガンド/レセプター複合体として精製した。レセプター蛋白について精製方法を改善したところ

リガンドレセプター複合体としての蛋白結晶から回折像を得ることができた。セレノメチオニ

ン含有蛋白複合体での解析を現在進めている。 

 

研究成果の概要（英文）：Interleukin-18 (IL-18), found as interferon-γ inducing 
factor, plays a critical role in innate and acquired immune response against 
microbes. IL-18 would also contribute to the pathogenesis of inflammatory 
diseases. To elucidate the pathogenesis and structure of IL-18 ligand-receptor 
complex, we have expressed recombinant IL-18Rα and IL-18Rβ with baculo-Insect 
cell systems and crystallized it as IL-18/IL18Rα/IL-18Rβ heterotrimeric 
complex and obtained X-ray diffraction data from the crystal.  
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１． 研究開始当初の背景 
炎症性サイトカインであるインターロイキ
ン 18 (IL-18)は IL-1 ファミリーに属し、
IL-1の受容体と同様に受容体α鎖（Rα）と
受容体β鎖（Rβ）の 2種類の受容体が存在
する。炎症応答により活性化された IL-18が、
IL-18Rαに結合し、さらに IL-18Rβと複合体

を形成することで、細胞内へとシグナルが伝
達され炎症反応が誘導される。IL-18表面に
はレセプターとの結合に必要な３つのサイ
トがあり、site1、site2が IL-18Rαと結合
し、IL-18の反体側に存在する site3が
IL-18Rβと結合すると報告されているが、リ
ガンドレセプター複合体の結合様式、分子構
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造等は未だ不明である。 
このシグナル伝達の異常は自己免疫・アレル
ギー疾患等の一つの要因とされており、
IL-18 によるシグナルを制御することで
IL-18 が要因となる疾患群(クローン病、関節
リウマチ、アトピー性皮膚炎等)の治療に応
用できる可能性がある。すでに先行薬剤とし
て国内で認可されたサイトカインを標的と
した生物学的製剤には TNF-αデコイ受容体
(レミケード)や IL-6受容体抗体(アクテム
ラ)が存在し、関節リウマチ等で有効性が評
価されてきているが，同様に IL-18 阻害薬も
炎症抑制作用を持つ事が予測され、有益性が
期待されている。IL-18の阻害により自己炎
症性疾患の治療法確立が期待できる。 
IL-18 シグナル伝達の分子生物学的基礎デー
タを得ること、それを標的とした新規治療薬
の開発が望まれる。 
 
２．研究の目的 
IL-18 の阻害剤の開発を最終目的とする。現
時点においてリガンドレセプター複合体
（IL-18/IL-18Rα/IL-18Rβ）は結合様式，
分子構造は未知であり、分子生物学的にも興
味が持たれる。これを明らかにするとともに
その分子構造を基に IL-18阻害剤の開発を目
指す。また副産物として大量培養精製にて得
られたレセプター細胞外ドメインを生物学
的製剤として IL-18シグナル抑制薬に用いる
ことが可能か検討を行う。アレルギー、関節
リウマチ、炎症性腸疾患等の自己免疫疾患を
対象として治療薬開発を試みる。 
 
３．研究の方法 
 IL-18の発現精製は大腸菌により、また
IL-18Rα、IL-18Rβはバキュロ昆虫細胞発現
系を用いた精製方法を確立している。また
IL-18、IL-18 レセプター蛋白を複合体として
発現精製し、結晶化スクリーニングにて結晶
化条件を特定している。またセレノメチオニ
ン含有蛋白も同様に発現、精製、結晶化を行
ったが、セレノメチオニン含有 IL-18蛋白は
複合体とすると結晶化しにくい性質を持っ
ていたため結晶化に向けて、蛋白発現条件の
調整、レセプター蛋白の発現コンストラクト
改変、糖鎖除去、精製方法について検討を加
えた。その結果複合体を結晶化させることが
でき、X線回折実験が行えた。 
 回折像の分解能は構造解析を行うには不
十分であったが、サイズの大きな結晶が得ら
れており、今後さらに結晶化条件の精密化を
進める方針である。 
 今後は得られた分子構造を基に阻害剤の
開発に向けモデルマウスでの動物実験を経
て臨床応用へつなげる計画である。 
 
具体的に本研究期間では以下項目について

研究を行った。実験方法を示す。 
○蛋白発現条件検討 
○結晶化条件スクリーニング 
○ 糖鎖切断酵素による糖鎖処理、変異導入
による糖鎖除去 

○クロマトフォーカシングによる蛋白精製 
 方法の条件検討 
○レセプター蛋白のセレノメチオニン導入 
○回折実験 
○レセプター蛋白の IL-18活性阻害作用 
 の検討。 
 
結晶化スクリーニングにおいては大量の蛋
白が必要となる。蛋白を効率よく大量に得る
ため培養条件について扁平フラスコのサイ
ズ変更、培地溶液量、震盪回数の条件を検討
した。 
 
 通常の発現蛋白においては解析に十分な
蛋白結晶が得られていたことから、本期間は
セレノメチオニン導入 IL-18蛋白による複合
体を作成し結晶化スクリーニングを試みた。 
 結晶化スクリーニングは蛋白溶液を約
10mg/ml へ濃縮し、HEPES 5mM, NaCl 10mM, 
pH7.0 bufferに透析を行ってサンプルとした。
sitting drop 法により結晶化を行った。蛋白
溶液、結晶化用 bufferの分注には結晶化装
置(mosquito)を用い約 200μlのサンプル溶
液と 200μの結晶化 bufferを混合し、分注後
は 20℃恒温槽に静置し、実体顕微鏡により定
期的に結晶形成の観察を行った。結晶化用
buffer は pHを 7.0〜8.0、crystal screen 添
加剤キット、PEG濃度は 16〜20％で変えた物
を用いた。 
 セレノメチオニン導入後の蛋白では微結
晶が得られるものの解析に十分な結晶が得
にくく、デタージェントの添加、結晶化用 pH
調整、恒温槽温度の条件を変え結晶化条件の
精密化を行った。 
 
 バキュロ昆虫細胞発現系で得られたレセ
プター蛋白には糖鎖の付加がなされている
が、結晶化には蛋白の不均一性を改善するた
め糖鎖の除去が望ましい。細菌の
Flavobacterium meningsepticum genom DNA
よりクローニングしたリコンビナント
GST-PNGaseF、GST-EndoF1、GST-EndoF3を大
腸菌を用いて発現・精製しレセプター蛋白の
糖鎖処理を行った。糖鎖処理後は酵素を除去
するため GSH樹脂を通過させ、ゲル濾過にて
目的蛋白のみを精製した。 
 
 発現された蛋白は等電点電気泳動にて泳動
すると複数のバンドが確認された。そこで蛋
白の不均一性を改善する目的でイオン交換
精製の後、クロマトフォーカシングによりレ
セプター蛋白を精製した。GE ヘルスケア



monoP カラムに蛋白を吸着させた後、pH9.0

に調整した polybuffer94 にて溶出した。蛋白
は数個のピークに分離され、それぞれのピー
ク毎に蛋白を回収し、結晶化スクリーニング
に用いた。 
 
結晶構造解析のためには位相を決定する必
要があり、セレノメチオニン導入蛋白が必要
である。IL-18については大腸菌発現系にて
通常のプロトコルにて導入を行った。レセプ
ターについてはバキュロ昆虫細胞発現系で
セレノメチオニン導入を試みた。 
バキュロ昆虫細胞発現系ではメチオニンフ
リー培地にて昆虫細胞を培養し、２回のセレ
ノメチオニン（終濃度 100μg/ml）添加を行
い１回目を 16時間、２回目を 48〜72 時間で
変更し、se-Met導入蛋白発現が最大となる条
件を検討した。 
 
 得られたセレノメチオニン含有蛋白結晶
で筑波 PFビームライン BL−17 にて回折実験
を行った。結晶を液体窒素ガスで冷却しなが
らエックス線を照射し回折像を撮影した。 
 
 蛋白結晶化の副産物として得られたレセ
プター蛋白での IL-18 抑制作用を測定した。
HEK293細胞に NFκB反応性のルシフェラーゼ
レポーターgeneと IL-18Rβをトランスフェ
クトした。24 時間後に IL-18 と濃度を変えた
IL-18Rαまたは IL-18Rβを添加し 6時間後の
蛍光を測定した。 

 
４．研究成果 
まとめ：本研究期間で se-MetIL-18/IL-18R
α/IL-18Rβ複合体を精製し、結晶化スクリ
ーニングにより結晶化条件を特定した。 
 通常の蛋白で得られた結晶の回折実験で
は 3.5Åの回折像を得ることに成功し、セレ
ノメチオニン含有蛋白においても、4Å程の
回折像まで得ることができた。 

 解析に十分な回折像が得られるよう引き
続きセレノメチオニン含有蛋白において結
晶化と回折実験を進めている。 

 本研究期間では構造解析には至っていな
いがセレノメチオニン含有蛋白結晶での回
折実験を近く予定しており、構造解析が可能
となると考えている。 

 本研究期間では構造解析に向けて大きく
進むことができ、シグナル伝達メカニズムの
解明、阻害剤開発に向けて有意義な成果を得
られたと考えている。 

 

本研究期間内での各実験の結果 

 蛋白発現は sf9 昆虫細胞を用いた。扁平フ
ラスコのサイズを 250ml、１L、4L で比較し
た。1L サイズ 60rpm での発現で安定的に結
晶化に十分な収量を得られた。 

 通常の蛋白での結晶が得られた条件近く
の pH、温度、沈殿剤濃度でセレノメチオニ
ン導入蛋白の結晶化条件検討を行った。また
デタージェント等の添加剤の条件も追加し
て行ったところ約 30×30×300μm の針状
の結晶が得られ回折実験に用いることがで
きた。 

 

 

 

 

 

 

 糖鎖除去用に３種類の糖鎖切断酵素を
作成し糖鎖の切断を試みた。GST-PNGaseF、
を加えると糖鎖が切断されて分子量の低下
が確認された。しかし GSH 樹脂、ゲル濾過
を行って酵素を除去したところ沈殿を形成
したため結晶化スクリーニングには用いる
ことができなかった。他酵素も同様であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 クロマトフォーカシングでは最終精製収
量は大幅に減少したが、等電点泳動で不均一
性の改善を認めた。結晶性が向上し、約 4Å
の分解能を得ることができた。（図：上から
イオン交換精製。イオン交換精製での３つの
各ピーク毎にクロマトフォーカシング） 
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下図；monoP 精製各ピークの IEF 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 昆虫細胞はメチオニンフリー培地で培養
を開始し、ウイルス感染後の 16 時間後と 48

時間後にセレノメチオニンを添加した条件
で最大であった。通常の発現時に比べ収量は
1/2 に低下していたが精製も可能であった。 

 放射光施設において通常蛋白での複合体
結晶、セレノメチオニン含有複合体結晶への
照射を行いそれぞれ 3.5Å、4.0 Åの分解能
を得た。回折像を基に分子置換法による解析
を試みたが、解析には至っていない。 

 

 HEK293細胞の IL-18刺激に対してレセプ
ター蛋白を添加し、NFκB から誘導されるル
シフェラーゼ発現量を測定した。IL-18Rα、
IL-18Rβともに IL-18 に対して 32 倍量を添
加しても阻害活性はほとんど確認されなか
った。同時に 32 倍を混合すると僅かに活性
が抑制されたがこの結果からはレセプター
を蛋白製剤として用いるためにはさらに工
夫を要すると考えられた。 
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