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研究成果の概要（和文）：自然免疫受容体のTLR全長に関して構造生物学的研究を進めた。TLR3全長をナノディ
スクに再構成した試料についてクライオ電子顕微鏡構造解析に成功した。細胞外ドメインの密度は明瞭に観察さ
れたが、膜貫通領域および細胞内のTIRドメインは解像されなかった。核酸認識TLRの局在を制御するUNC93B1と
TLR3およびTLR7の複合体の構造解析に成功し、UNC93B1による核酸認識TLRの局在制御機構の構造基盤を明らかに
した。

研究成果の概要（英文）：Structural biology of the full-length of innate immune receptor TLR was 
investigated. Cryo-EM structural analysis of full-length TLR3 reconstituted into nanodisc was 
successfully performed. The density of extracellular domain of TLR3 was clearly observed, but 
transmembrane regions and intracellular TIR domains were poorly resolved. The structures of 
TLR3-UNC93B1 and TLR7-UNC93B1 were successfully determined, revealing the structural basis of the 
regulation mechanism of nucleic acid-sensing TLR localization by UNC93B1.

研究分野： 構造生命科学

キーワード： 自然免疫　TLR受容体　クライオ電子顕微鏡　タンパク質　構造解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
種々の病気の治療薬開発のターゲットであるTLR受容体に関して構造生物学的な研究を進めた。TLR全長の活性化
機構の全貌はいまだ明らかになっておらず、本研究は今後の研究の基盤となることが期待される。一部のTLRの
細胞内局在を制御するUNC93B1とTLRの複合体の構造解析に成功し、TLRの細胞内局在を制御する薬剤開発の構造
基盤を明らかにした。

※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 

自然免疫は微生物の感染に対する生体の初期防御反応である。生体に侵入した細菌やウイルス
の構成成分は Toll-like receptors (TLRs)を代表とする病原体センサー受容体によって認識され
様々な免疫応答を引き起こす。TLR は，一回膜貫通型の受容体であり，自然免疫において中心
的な役割を果たしている。TLR は，ヒトでは TLR1～TLR10 の 10 種類が存在する。細胞外ド
メインはロイシンリッチリピート（LRR）で構成されており，それぞれの TLR は異なる病原体
由来のリガンドを認識する。細胞内には TIR ドメインが存在し，下流へのシグナル伝達を担う
と考えられている。TLR は，様々な疾患に関わり，それらの治療薬のターゲットとされている。
そのため、TLR によるリガンド認識・活性化・シグナル伝達機構を正しく理解することが必要
である。 

研究代表者らおよび他のグループの研究により，TLR1～TLR9 に関して，特異的にリガンドを
認識する機構，細胞外ドメインが二量体化する機構およびそれを通して 2 分子の TLR の細胞外
ドメインの C 末端側が接近することが明らかになってきた。しかし，これまでの研究のほとん
どは細胞外ドメインだけを対象にしたものであり，「細胞外から細胞内へどのように情報が伝達
されるか？」という大きな疑問が残されている。TLR の細胞外ドメインと細胞内の TIR ドメイ
ンは一本の膜貫通領域によって連結され，それらの間の協働性がシグナル伝達に重要な役割を
果たすことが想像されるが，それに関しての直接的な実験データは皆無である。TLR の活性化
機構の全貌を理解するためには，TLR 全長の脂質二重膜上での挙動とその構造を解析する必要
がある。 

 

２．研究の目的 

本研究では，全長の TLR 受容体を用いて細胞外ドメインと細胞内ドメインの協働性を構造生物
学的に明らかにし，そのリガンド認識とシグナル伝達機構を明らかにすることを目的とした。具
体的には，脂質二重膜上での TLR 全長のリガンド結合に伴う二量体化，2 分子の膜貫通領域間
の間および特定のリン脂質との間の相互作用，細胞内の TIR ドメイン間および下流にシグナル
を伝達するアダプター分子との間の相互作用を構造生物学的な観点から明らかにすることを目
的とした。また，核酸認識 TLR の細胞内局在を制御する UNC93B1 に着目し，UNC93B1 によ
る TLR の細胞内局在の制御機構を構造生物学的に明らかにすることも目指した。 

 

３．研究の方法 

構造解析対象のタンパク質はショウジョウバエ由来 S2 細胞または哺乳動物細胞 expi293 細胞を
用いて発現後、膜タンパク質の場合は界面活性剤による可溶化を経て、高純度に精製した。TLR
全長の構造解析の際には、リン脂質とその周りを取り囲む膜足場タンパク質（Membrane scaffold 
protein, MSP）から構成されるナノディスク（ND）中に TLR 全長を組み込んだ試料も調製した。
構造解析にはクライオ電子顕微鏡を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）TLR 全長の構造解析 
脂質二重膜環境を人工的に再現した ND に TLR 全長を再構成した試料 (TLR-ND)を調製し、クラ
イオ電子顕微鏡による単粒子解析を行うことを目指した。これまでの先行研究により、ヒト (h) 
由来の TLR 全長の中で発現が良好である hTLR3 に関して、構造解析のために十分な収量の精製
試料の調製が可能となっていた。そこで、本研究では、TLR3 全長に関して重点的に研究を進め
た。hTLR3 全長を昆虫細胞 S2 細胞にて発現させ、界面活性剤による可溶化、抗 FLAG 抗体樹脂に
よるアフィニティー精製、ゲルろ過カラム精製を経て高純度の可溶化 TLR3 全長の試料を得た。 

次に dsRNA を介して二量体化させた hTLR3 全長を ND に再構成する条件を検討した。研究開始
当初はほとんどの TLR3 全長と ND の複合体が凝集したものとして得られていた。そこで脂質組
成やリガンドの条件の検討を行ったところ、DMPC:DMPG = 1:1 の脂質組成をもつ ND (MSP1D1) を
用いると収量が最も多く、凝集体の割合が減少していた。また、再構成後の試料の電子顕微鏡観
察で凝集体が多く見られたため、二量体 hTLR3 間の会合を制限する目的でリガンドの修飾を検
討した。その結果、一部の塩基対を 2’-O-Me 化した dsRNA を用いることで、凝集体の割合が減
少し、クライオ電子顕微鏡において分散した hTLR3 分子の観察が可能となった。 

クライオ電顕構造解析により、ND (MSP1D1) に再構成した二量体 hTLR3 と dsRNA の複合体に
ついて、東京大学医学系研究科設置のクライオ電子顕微鏡 Titan Krios を用いて約 4000 枚の電
子顕微鏡画像を取得した。プログラム Relion により構造解析を行い、最終的に分解能 3.3Åの
三次元密度マップを取得した。細胞外ドメインの二量体構造は明瞭に密度が確認された。一方で、
TLR の膜貫通領域を含むナノディスクの部分については密度が非常に弱かった。また、TLR の細
胞内の TIR ドメインについては全く密度が確認できなかった。細胞外ドメインの二量体構造お
よび dsRNA の認識の様子は既報の結晶構造とよく一致していた。 



図１．ナノディスクに再構成した TLR3 全長の活性化型二量体のクライオ電子顕微鏡密度マップ 
 
本研究により、単量体および二量体 hTLR3 全長を ND に再構成する方法が確立された。これま

でに TLR 全長の構造解析例はなかったが、種々の条件検討の結果、二量体 hTLR3を脂質二重膜上
に再構成した試料の構造解析に成功した。今回の構造解析の結果では、柔軟性の高い膜貫通領域
と細胞内領域の密度を十分に観測できなかった。今後、更なる試料調製法の検討によりこれらの
領域を解像し、脂質二重膜を隔てた hTLR3 全長のシグナル伝達機構の解明を目指す。 

 

（２）TLR 全長-UNC93B1 複合体の構造解析 

核酸認識 TLR3, TLR7, TLR8, TLR9 は自己由来の核酸への誤った反応を避けるために、エンドソ

ームなどの細胞内小器官に局在する必要がある。UNC93B1 は 12 回膜貫通型のタンパク質でこの

核酸認識 TLR のエンドソームへの移行に必須であることが示されている。UNC93B1 による核酸認

識 TLR の細胞内局在の制御を構造科学的に明らかにするために、TLR-UNC93B1 複合体の構造解析

に着手した。核酸認識 TLRのうち、TLR3 および TLR7と UNC93B1 の複合体を expi293 細胞で共発

現させ、可溶化後高純度精製した。得られた TLR3-UNC93B1 および TLR7-UNC93B1 複合体試料に関

してクライオ電子顕微鏡 Titan Krios を用いてそれぞれ約 4,000 枚および約 9,000 枚の画像を

取得し解析を進め、最終的に分解能 3.3Åおよび 4.2Åの三次元密度マップを得ることに成功し

た 。

 
図２．TLR3-UNC93B1 複合体（左）および TLR7-UNC93B1 複合体（右）の構造 

 

 構造解析の結果、TLR3 と Unc93b1 は 1:1 の複合体を形成していた。密度マップにおいて、TLR3

の細胞外の LRR ドメインと膜貫通ヘリックスの密度はよく解像していたが、細胞内の TIR ドメ

インの密度は観察できず、TIR ドメインは一定の配向を取っていないことが示唆された。UNC93B1

の 12 本の膜貫通ヘリックスの密度は明瞭に確認された。TLR3 と UNC93B1 は主に TM 領域、内腔

側の膜近傍領域、TLR3 の LRR ドメインの C 末端側の３つの領域で相互作用していた。相互作用

に関与する残基の変異体で TLR3 と UNC93B1 の結合が減弱することを確認した。TLR7 は、UNC93B1

と 2:2 の複合体を形成していた。2:2 複合体中で、TLR7 と UNC93B1 の間の相互作用の様式は TLR3

と共通しており、LRR 部分での TLR7 同士の相互作用が確認された。TLR3 および TLR7 と UNC93B1

の結合領域の配列を他の TLR と比較することで、核酸認識 TLR が特異的に UNC93B1 と結合する

構造的特徴に関して考察した。得られた TLR3 または TLR7 と UNC93B1 複合体をすでに構造解析

されているリガンドによって誘導された活性化型の TLR の細胞外ドメインの二量体に重ね合わ

せると二分子の UNC93B1 同士が衝突することから、これらの TLR が活性化する際には UNC93B1 が

TLR から解離するか大きなコンフォメーション変化が生じることが示唆された。 
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