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研究成果の概要（和文）： 

 サトカインとその細胞受容体の複合体として腫瘍壊死因子 TNFα-TNFR2 複合体の X線結晶構
造解析を行い、TNFR1 と TNFR2 の相互作用様式の違いに基づき、両受容体特異的阻害剤設計の
可能性を示すとともに細胞内へのシグナル伝達が TNFα-TNFR2 複合体の重合を通して行われて
いるという提案を行った。TNFR ファミリーと自然免疫に関わる Toll 様レセプターファミリー
の両方からのシグナルを伝達する働きをもつ TRAF6 の細胞内シグナル伝達機構に関しては、
TRAF6BP 単独の X線結晶構造解析の結果、TRAF6BP は、2量体をとること、さらに 2量体の接触
面について推定できた。さらに、ジスルフィド結合できない変異型タンパク質を調製、結晶化
したところ、TRAF6BP は 2 量体が 3 量体を形成する可能性が示唆された。これと以前に報告さ
れた TRAF6C の単量体構造を用いて、3量体モデルを作成、これと Traf6BP の 6 量体がうまく複
合体を作れるサイズと結合領域を持つ可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：  
 Tumor necrosis factor (TNF) is a well-known inflammatory cytokine that is implicated 
in several autoimmune diseases such as rheumatoid arthritis. Here we show the first 
crystal structure of the TNF-TNFR2 complex. Structural differences between TNFR1 and 
TNFR2 are analyzed and discussed. This data will be key to the future development of 
low-toxic TNFR1 selective therapies. In addition, we also reveal the formation of a TNFR2 
supra-complex on the cell surface. Aggregation of these receptors may contribute to the 
currently unidentified mechanism of TNFR superfamily signal initiation. 
Tumor necrosis factor receptor-associated factor 6 (TRAF6) transduces signals from 

members of the Toll/interleukin-1 (IL-1) receptor and TNFR families. Here we show that 
the first crystal structure of the TRAF6 binding protein. The TRAF6 binding protein forms 
a dimer.    
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１． 研究開始当初の背景 
 
生命現象の解明や創薬の標的としても注

目されるサイトカインの働きを細胞外レセ
プターとの結合様式に始まり、細胞内でのシ
グナルの伝達機構を原子レベルで解明し、生
命現象の本質を物理と化学の言葉で理解す
ること、並び創薬へ応用することは大変意義
深い。我々は、腫瘍壊死因子 TNF レセプター
ファミリーと自然免疫に関わるToll様レセプ
ターファミリーの両方からのシグナルを伝
達する働きをもつ TRAF6 のシグナル伝達機
構に特に注目した。 
 
２． 研究の目的 
 
 本研究では腫瘍壊死因子 TNF レセプター
（TNFR）ファミリーと自然免疫に関わる Toll
様レセプターファミリーの両方からのシグ
ナルを伝達する働きをもつ TRAF6 のシグナ
ル伝達機構に特に注目した。そのため、細胞
外の TNF と TNFR2、並びに細胞内の TRAF6
とその結合タンパク質 TRAF6BP 複合体の X
線結晶構造解析を行う。さらに、TRAF6BP
の構造解析例がないので、TRAF6BP 単独で
の X 線結晶構造解析も行う。明らかになった
立体構造に基づき推定した細胞内でのシグ
ナルの伝達機構を物理化学的、生化学的、分
子生物学的手法を駆使して実証する。以上を
目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
タンパク質の X 線結晶構造解析の成否は、

タンパク質の調製、結晶化がうまく行くか否
かによる。最近の例では、タンパク質の全長
のみならず、変異型やドメインに分けて調製、
結晶化することで構造解析の成功例も多い。
本研究ではヒト TNF はリジン欠損型を用い、
TNFR2 は細胞外ドメインを調製し、複合体の
結晶化を行った。マウス TRAF6 については、
Coiled-coil の一部を含む C 末の TRAFC
（TRAF6C；341～516 番目）を、TRAF6BP につ
いては全長のものを選んだ。それぞれ、それ
までの実験で、大腸菌中での発現、上清移行
を確認したものである。本研究では、本研究
を開始する前にそれぞれ、確立した大量調製
法を基に、さらに立体構造的な純度を指標に
種々改良を加えた。TRAF6BP については His
タグの切断を行い、生体内試料と同一試料を
調製、複合体についてはこれまでの pH８より
７や９の方が複合体を形成し易いことを見
出した。それらの試料を用いた結晶化では、
TRAF6BP 単独については幾つかの条件で結晶

の再現性は得られるようになったが、初めは
構造解析可能な大きさではなかった。その原
因に C 末部の分解が少し起こることが示唆
されたので、タグの位置を C 末側に変更した
ところ、構造解析可能な結晶が得られた。放
射光研究施設（SPring-8 や PF）で X 線回折
データを収集し、TRAF6BP の類似と思われ
るタンパク質の構造を用い、分子置換法で構
造の解析を目指したが、成功しなった。そこ
で、SeMet 化 TRAF6BP を調製、SPring-8
の BL44XU において、SeMet 化結晶のデー
タ収集を行い、単多波長異常分散法で構造解
析し、REFMAC を用いて精密化構造を得た。
TRAF6C-TRAF6BP 複合体の結晶化は今回
構造解析に成功した TRAF6BP を用いて蒸
気平衡法と自由界面拡散法で複合体形成に
有利だと見出した pH6,7 や 9 で、最低 1000
条件でスクリーニングを試みたが、構造解析
可能な結晶は現在のところ得られていない。
そこで、明らかにした TRAF6BP 単独構造と
すでに報告されている TRAF6C の構造
（Nature, 2002）から複合体モデルを作成し
た。 
  
４．研究成果 
 
 １）サトカインとその細胞受容体の複合体
として腫瘍壊死因子 TNFα-TNFR2 複合体
の X 線結晶構造解析（図１）から、TNFR1 

 
図１、TNFα（桃色）３量体と TNFR2 

  （緑色）３量体からなる複合体の構造 
 
 
と TNFR2 の相互作用様式の違いに基づき、
両受容体特異的阻害剤設計の可能性を示す
とともに細胞内へのシグナル伝達が TNFα
-TNFR2複合体の重合を通して行われている
という提案を行った（図２）。 



 
 
 

 
図 2、TNFα-TNFR2 複合体の重合モデル 
 
２）TNFR ファミリーと自然免疫に関わる

Toll 様レセプターファミリーの両方からのシ
グナルを伝達する働きをもつ TRAF6 のシグ
ナル伝達機構に関しては、TRAF6BP 単独の
X 線結晶構造解析の結果、TRAF6BP は、2
量体をとること、さらに 2 量体の接触面につ
いて推定できた。本結晶構造中では、
TRAF6BP の 2 量体通しが、ジスルフィド結
合を介した多量体構造を形成していた。しか
し、本タンパク質は細胞中では還元的環境で
ある細胞質に存在しているので、ジスルフィ
ド結合を介した多量体構造は結晶化による
アーティファクトと思われた。そこで、ジス
ルフィド結合に関わっていたCysをSerに変
異した変異型タンパク質を調製、結晶化し、
X 線 結 晶 構 造 解 析 を 行 っ た と こ ろ 、
TRAF6BP は 2 量体がさらに 3 量体を形成す
る可能性が示唆された。これと以前に報告さ
れた TRAF6C の単量体構造（Nature, 2002）
を用いて、3 量体モデルを作成したところ、
これとTRAF6BPの 6量体がうまく複合体を
作れるサイズと結合領域を持つ可能性が示
唆された。 
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〔その他〕 
報道関係 
TNF と TNFR2 複合体の X 線結晶構造解析の成
果が、平成 22 年 12 月 27 日(月)に日刊薬業の
10 面と日経産業新聞の 10 面に掲載された。 
 
ホームページ 
http://www.pharm.kumamoto-u.ac.jp/Labs/sb/
index.html 
 
アウトリーチ活動 
平成 23 年度熊本大学女子中高校生の理系進
路選択支援事業 平成 23 年 10 月 22 日(熊本
大学医学部保健学科) 
「立体構造の美しいタンパク質に魅せられて」約
20 名の女子中高校生にタンパク質の立体構造
決定に関する話をした。参加者の 9 割が、理系
科目の勉強は将来の自分にとって必要と思うや
理系のイメージ好感度がアップした、8 割が科学
技術に関係する職業に就きたいと思う等のアン
ケートの結果を得た。 
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