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研究成果の概要（和文）： 
 
 MyD88は、Toll 様受容体及び IL-1/IL-18シグナルを細胞内で中継する重要なアダプター分子であ
る。本研究では、MyD88のタンパク立体構造解析及びタンパク間相互作用の検討を通じて、自然免疫
系及び特に IL-18 シグナルを制御しうる分子の作成を目的とした研究を進めた。本研究期間中に、
TIR ドメイン分子同士の相互作用の計測に有効な手法を確立し、MyD88 と結合するとされる TIR ドメイ
ン含有分子群の直接結合の特異性を決定した。またアミノ酸残基レベルで相互作用様式を決定した。
MyD88 に相互作用する薬剤をスクリーニングするためのツールとして、1H-15N HSQC 2 次元スペクト
ルの情報を、BMRB データベース(No. 11078)に登録した。MyD88 ドミナントネガティブ変異分子(DN)
に細胞内タンパク導入ドメイン(PTD)を付加したPTD-MyD88-DNの構築を行った。今後、ヘテロTIRド
メイン複合体構造の決定、及び MyD88 を標的とした薬剤の開発を進める予定である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
MyD88 is the important adaptor molecule in the Toll like receptors and IL-1/18 
signaling pathways. In this study, we tried to create the molecule, which regulate 
these immune signaling response, based on the results of our decided protein structure 
of MyD88 and protein interaction studies. In the duration of this research aid, we could 
develop the several methods of direct protein-protein interaction studies with the TIR 
domain containing molecules. Furthermore, we created the new molecule, protein 
transduction domain containing dominant negative formed MyD88 (PTD-MyD88-DN). 
We will continue the drug development that assumed MyD88 a target. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 アレルギー・中枢神経異常を含む自己免疫疾
患などの発症には遺伝的素因・環境要因が絡
み合っている。これら疾患群のうち難治のものは
種々の細胞やサイトカインの複雑な相互作用に
よって引き起こされているため、効果的な治療手
段を提供するためには、発症メカニズムを分子
生物学的に解明する必要がある。 
 近年、免疫調節の鍵を握る分子のひとつとし
てIL-18が注目されている。IL-18はインターフェ
ロン (IFN)-γを誘導する物質(Interferon γ
-inducing factor: IGIF)として発見され、当初、免
疫担当細胞であるヘルパーT細胞のTh1/Th2
バランスをTh1に誘導すると考えられてきた。し
かしその後、IL-4やIL-13の誘導を介してアレル
ギーに関係が深いTh2へも誘導することも報告
され、その役割はより広範囲にわたることが明ら
かになった。このようにIL-18は条件の違いで二
律背反の反応を促進するような挙動をみせるた
め(Cytokine and Growth Factor Reviews 12, 
53-72 (2001))、IL-18の分子メカニズムを解明す
ることは免疫機能の調節機構の解明のために
非常に重要である。実際にIL-18の関与する疾
患は、関節リウマチやクローン病等の慢性炎症
性疾患（以上はTh1系異常疾患）、気管支喘息
やアトピー性皮膚炎（以上、Th2系異常疾患）な
ど多岐に亘ることが報告されており、その制御が
新たなアレルギー疾患の治療につながる可能
性がある(International Immunology 18, 847-855 
(2006))。 
 当研究室ですでに明らかにしているように
IL-18 のタンパク立体構造は、IL-1βと非常に
相同性が高く (Nat Struct Biol 10, 966-71 
(2003))、またその細胞内シグナル伝達経路も受
容体以降のコンポーネントは共通であり、共に
NF-κBを活性化し炎症性サイトカイン等を誘導
するとされている。また IL-18 は、受容体との相
互作用の段階で拮抗的に IL18 結合タンパク
(BP)によってその作用が阻害されることが知られ
ている。さらに、この IL-18 シグナルの伝達経路
のほとんどは、自然免疫を惹起するための病原
体構成成分特異的認識受容体である Toll 様受
容体（Toll like receptor：TLR）とオーバーラップ
している。TLRはその細胞内ドメインに炎症性サ
イトカインである IL-1 受容体ファミリー（IL-18 も
共 通 ） と 共 通 の ド メ イ ン を も つ ＝ Toll 
Interleukin-1R homology domain (TIR ドメイン)。
TLR の細胞内シグナル伝達経路は、全ての
TLR ファミリーと IL-1R ファミリーが共通の細胞
内アダプター分子 MyD88 を介して、IRAK を活
性化→TRAF6 をリン酸化→IKK 複合体のリン酸
化→IκBを分解し核内転写活性因子NFκBを
活性化した結果、種々の炎症性サイトカインを
産生すると考えられている。興味深い事に、
MyD88を欠損させた細胞はTh2型に分化し、ア

レルギー疾患の発症に関与するとの報告や、い
くつかの TLRは、その遺伝子多型がアレルギー
疾患の発症と関連するとの報告も相次いでいる。
また、このシグナル伝達系の異常による免疫不
全例の報告も散見される(IRAK-4 欠損症、
NEMO 異常症等)。 
 近年リガンド-受容体の組み合わせに対応し、
細胞内では MyD88 とそれ以外の異なるアダプ
ター分子(TIRAP、TRAM、TRIF)の組み合わせ
により、異なるシグナル伝達経路が活性化され、
最終的に異なる遺伝子発現を誘導することがあ
きらかになりつつある。また、新しい概念としては
TIR-TIR ドメイン間の相互作用様式自体の構造
学的な相違によって、そのシグナルの分岐が決
まるのではないかという報告もある(J Biol Chem 
278, 41443-51 (2003))。   
 現在の創薬科学において、新規薬剤の開発
には構造生物学的な検討が必須になりつつあ
るが、この分野においては 2000 年に TLR1、2
の細胞内 TIR ドメインの結晶構造が Liang Tong
らによってはじめて明らかにされている(Nature 
408, 111-5 (2000))。また彼らによって 2004 年
IL-1RAcPの細胞内TIRドメインのホモ二量体結
晶構造が解明されている(J Biol Chem 279, 
31664-70 (2004))。しかし、これまでアダプター
分子の TIR ドメインの構造及び、受容体アダプ
ター分子の複合体構造は決定されておらず、
我々は最近アダプター分子MyD88 の溶液構造
決定を世界に先駆けて行った(PDB code 2z5v、
Ohnishi et al. PNAS, 2009)。一方、巨大分子の
相互作用シミュレーション方法の発展により、
様々な組み合わせの TIR ドメイン複合体構造の
予測がなされているが (J Biol Chem 280, 
26152-9 (2005)、Proc Natl Acad Sci U S A 103, 
10961-6 (2006)、J Biol Chem 281, 30132-42 
(2006)、PLoS ONE 8, e788 (2007))、実際の受容
体-アダプターTIR 分子のヘテロ複合体構造は
決定されていないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
 
	 本研究では、免疫学上重要とされるサイトカイ
ン IL-18 のシグナル伝達系を対象とした構造及
び機能解析を通じて、アレルギー・免疫異常疾
患に対する効果的な治療法開発への道を開くこ
とを目指す。また IL-18 によって活性化される細
胞内シグナル伝達経路にある因子の殆どは、自
然免疫を司るToll like receptor(TLR)のシグナル
伝達を担っているため、その異常は両シグナル
経路の破綻に起因する免疫不全やアレルギー
疾患等を引き起こすとされる。本研究課題では
TLRシグナル系も視野に入れ、両者間のクロスト
ークの分子機構を含めた包括的な理解も目指
す。具体的にはNMRによる溶液タンパク立体構
造の決定を完了したMyD88と、MyD88と相互作
用する受容体及びアダプター分子群の相互作



 

 

用の詳細をNMR法または結晶化蛋白のX線解
析によって構造生物学的に明らかにすることで、
IL-1/IL-18/TLR シグナルの流れを遮断・調節
するような薬剤候補物質を、構造情報を基に論
理的にデザイン・探索し、将来的には臨床医療
へのフィードバックを視野に入れアレルギー・炎
症性疾患の効果的な治療法を提供することを目
指すものである。 
 
３．研究の方法 
 
1. TLRやIL-18Rを含むIL-1R familyは、各受容
体に対応するリガンド刺激によってMyD88を途
中に含むほぼ共通のシグナル伝達経路を介し
て、最終的にNF-kBを活性化し、その機能を発
現させる。HEK293系統の細胞にMyD88とTIR 
domain containing receptor 群 を発現させ 、
NF-kBの活性をLuciferase reporter assayで検
出する。これらにDominant negative inhibitor作
用を有するMyD88 TIRドメインあるいはMyD88 
TIRドメイン変異体をtransfectし、そのNF-kB活
性の抑制機能を比較することで、各リガンド-受
容体ごとのMyD88側の機能的残基をスクリーニ
ング的に決定する。 
2. MyD88と相互作用する分子群のうちIL-18R
α/β鎖、TLR4等、TIR含有アダプター分子群
の各TIRドメインの大量精製の条件検討を行う。
精製されたTIRドメインタンパク群の相互作用を
NMRやプルダウン法等で検討する。 
3. TIRAP-TIRタンパクの結晶化条件のスクリー
ニングを行い、構造解析を進める。 
4. MyD88-TIRドメイン構造及び1.で得られた機
能的残基情報に基づいた機能的低分子の候補
を選定する。 
5. 2.で得られたTIRドメイン結合特異性情報と精
製条件から、MyD88とTIRAPの組み合わせ等の
ヘテロTIRドメインタンパク複合体構造解析に向
けたタンパク精製条件の検討及び、結晶化条件
のスクリーニングを行う。 
	 
４．研究成果	 
	 
1. MyD88-TIR ドメインは、TIRAP-TIR ドメインと
直接相互作用するが、TLR4-TIR ドメインとは直
接相互作用しないことが判明した(Ohnishi	 et	 
al.	 PNAS2009)。また、TLR1、TLR2 は Mal-TIR
と結合するが、TLR1 は MyD88 と結合せず、
TLR2 のみ MyD88 と結合する。MyD88-TIR ドメ
インとTIRAP-TIRドメインの相互作用は、GSTプ
ルダウン法及び溶液 NMR 法にて検出可能であ
る(Ohnishi	 et	 al.	 PNAS2009)。 
2. TLR1/TLR2 シグナル及び TLR4 シグナル下
流で MyD88 の機能性残基は、TIR ドメイン構造
上のBB loop とαEの 2箇所に限局している。一
方、IL-18 シグナル下流では、上記 2 箇所以外
にαC’も重要である。 
3. IL-18 受容体 Rα及び Rβ鎖の細胞内 TIR ド

メインは、アダプター分子 TRAM-TIR ドメインと
結合し、TRAM-TIR ドメインは、MyD88-TIR ドメ
インと結合した。 
4. TIRAP-TIR ドメインの結晶化スクリーニングを
進めている。TIRAP-TIR は溶液中で自己多量
体化する性質があるためか、現在のところ結晶
化には至っていない。自己多量体化の抑制を目
的とし、複数のアミノ酸置換体を構築した。 
5. MyD88-TIR ドメインの溶液構造解析の過程
で得られる1H-15N HSQC 2次元スペクトルの情
報をリファインし、BMRB データベース(No. 
11078)に登録した。このデータを利用して、
MyD88-TIR に直接相互作用する分子のスクリ
ーニングが可能となった (Ohnishi	 et 	 a l.	 
Biomol	 NMR	 Assign	 2010)。 
6. 有力な薬剤候補分子として MyD88 シグナル
阻害作用を有するとされるMyD88-BB loop ミミッ
クペプチドとMyD88-TIR との直接相互作用を検
討するための国際共同研究が開始された。本研
究には5. のデータを活用して溶液NMR法で検
討予定である。 
7. MyD88 を介するシグナル抑制作用が期待で
きるMyD88 ドミナントネガティブ変異分子(DN)に
細胞内タンパク導入ドメイン(PTD)を付加した
PTD-MyD88-DN の構築を行った。本タンパクを
用いて、in vitroの実験系でLPS/TLR4シグナル
を抑制することができることを確認した。 
8. 1.の情報を元に、ヘテロ TIR ドメイン複合体タ
ンパクの精製条件の検討を進めている。 
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