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研究成果の概要（和文）： 
本申請課題において、核酸認識 TLR 受容体（TLR7, TLR8, TLR9）についての蛋白質調製、
結晶化、構造解析を進めた。TLR8 に関しては、リガンド非結合状態と低分子リガンドと
の複合体の状態での構造解析に成功した。TLR7 と TLR9 に関しては、結晶化可能な量の
蛋白質を得ることに成功し、複数の状態での結晶を得ている。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We conducted the protein preparation, crystallization, and crystal structural analyses 
on the nucleic acid sensing TLR receptor (TLR7, TLR8, TLR9). We succeeded the 
structural determination of the unliganded and liganded forms of TLR8. We obtained 
the sufficient amount of purified TLR7 and TLR9 for crystallization and obtained the 
crystal in several forms. 
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１．研究開始当初の背景 
自然免疫は微生物やウイルスの感染に対す
る生体の初期防御反応であり，微生物の構
成成分は主に Toll-like receptor (TLRs)など
の受容体により認識され、様々な免疫応答
を引き起こす。研究開始時には、核酸を認
識する TLR 受容体（TLR3, TLR7, TLR8, 
TLR9）の構造は唯一 TLR3 だけが明らかに
されていた。 
 
２．研究の目的 
本申請課題では，細胞内に存在して，細菌
やウイルス由来の核酸の認識に関与する
TLR 受容体（TLR7, TLR8, TLR9）に焦点を
当て，そのリガンド認識機構やシグナル伝
達機構を主にＸ線結晶構造解析により明ら

かにすることを目的とする。これら受容体
は抗ウイルス薬やワクチンのターゲットと
なることが期待されており，本研究はその
構造基盤を与えるものと考えられる。 
 
３．研究の方法 
結晶化に供する蛋白質の調製については，
ショウジョウバエ由来の S2 細胞発現系を
採用し，発現と精製方法を確立する。蛋白
質に付加される糖鎖の取り扱いについては，
糖鎖生合成阻害剤存在下で培養し，EndoH
感受性の糖鎖を付加後，切断して結晶化す
る。精製蛋白質が得られたら単独での結晶
化と並行して，リガンドとの複合体につい
ても結晶化条件の探索を行う。結晶が得ら
れたら放射光を用いて高分解能の回折デー
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タを収集し，既存の構造解析手法を駆使し
て迅速に構造決定を行う。 
 
４．研究成果 
（１）TLR7, TLR8, TLR9 に関して、結晶化
可能な量の精製蛋白質を得ることに成功し
た。得られた試料を用いて、種々の条件で
結晶化を進めた。TLR7, TLR8, TLR9 いずれ
についても結晶が得られている。 
 
（２） TLR8 の結晶に関して、まず
TLR8/R848 複合体結晶を用いて、重原子同
型置換法により位相を決定し、構造決定を
行った。次に、それを用いて、リガンド非
結合状態、低分子リガンド CL095、CL075
との複合体の構造を分子置換法により決定
した。最終的に、リガンド非結合状態 TLR8
を分解能 2.3 Å で、低分子リガンドとの複
合体の TLR8 を分解能 2.0～2.7 Å で構造精
密化を行った。 

TLR8 は発現させた時点でロイシンリッ
チリピート（LRR）14 と LRR 15 の間の長
い挿入ループ（Z-loop）の部分で切断され
ていた。しかし、その N 末端側と C 末端側
は精製の過程で解離することはなかった。
TLR8 の単量体構造では、Z-loop で切断を
受けているにも関わらず、N 末端側と C 末
端側が会合した一連の馬蹄形の LRR 構造
を保持していた（図１）。TLR8 の N 末端と
C 末端は直接相互作用しており、リング状
構造を形成していた。切断を受けた Z-loop
の後半部分は TLR8 の N 末端側のリングの
内側に収納されていた。 

ゲル濾過クロマトグラフィーおよびＸ線
小角散乱の結果より、TLR8 はリガンド非
結合状態、リガンド結合状態、ともに 2 量
体で存在することが明らかになった。また、
Ｘ線小角散乱の結果より、リガンド依存的
に構造変化することが分かった。これに対
応して、結晶構造では、リガンド非結合状
態、リガンド結合状態、ともに 2 量体であ
った(図２)。いずれも 2 分子の C 末端同士
が近接したm字型の 2量体を形成していた。
C 末端同士の距離はリガンド非結合状態が
約 50 Å であるのに対して、リガンド結合状
態では約 30 Å と接近していた。リガンドは

2 量体中の、2 回軸で関係づけられる 2 ヶ所
に結合していた。計５種類の結晶を用いて
リガンド複合体構造を解析したところ、い
ずれの構造もよく一致したことから、リガ
ンド結合型の 2 量体構造が結晶のパッキン
グによるものではないことが分かった。 

 
 
低分子リガンドのCL097, CL075, R848い

ずれの電子密度も明瞭に観測することがで
きた。いずれのリガンドもベンゼン環部分
がTLR8のPhe405とスタッキング相互作用
を形成していた(図３)。リガンドのアミジ
ノ基の部分はTLR8のAsp543と水素結合を
形成していた。また、各リガンドが有する
炭素鎖の部分は TLR8 のリガンド結合部に
形成された小さな疎水ポケットにはまり込
んでいた。 

 
TLR8 は、リガンドが結合することでそ

の 2 量体が再構成されることが明らかにな
った(図４)。リガンド非結合状態では、2
量体界面は 1,290 Å2であるのに対して、リ
ガンド結合状態では 2,150 Å2と顕著に増大
していた。リガンドが結合することでより
安定な 2 量体へと構造変化して、それに伴
い、2 分子のC末端同士が近接する。さらに、
細胞内のシグナル伝達ドメインであるTIR

図１．TLR8 の単量体構造 

図 2．TLR8 の 2 量体構造 

図３．TLR8 によるリガンド認識 



 

 

ドメインが近接しシグナルが伝わることが
予想される。 
上記の 2 量体の再構成によるシグナル伝

達機構は、これまで考えられてきたリガン
ド依存的にTLRが2量体化するという機構
とは異なるものである。この機構は TLR8
に特異的なのか、それとも、TLR7, TLR8, 
TLR9 のサブファミリーに共通しているこ
となのか、今後の研究で明らかにしていく
予定である。 

 

 

 
（３）TLR8 と一本鎖 RNA との複合体に関
しても結晶が得られており、低分子リガン
ドとの類似点、相違などを明らかにする予
定である。また、TLR7 と TLR9 に関して
も、複数の条件で結晶が得られており、
TLR7によるRNAや低分子リガンドの認識
機構、TLR9 による DNA の認識機構、TLR7, 
TLR8, TLR9 サブファミリー間での構造と
機能との関連などを明らかにしていく予定
である。 
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