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研究成果の概要（和文）：アダプター分子MyD88を標的とし、Toll-Interleukin-1受容体(TIR)ドメインの結合特異性を
応用して、TLR及びIL-1ファミリーシグナルを調節する薬剤候補物質を開発することを目的としている。MyD88の優性阻
害変異型(DN)にProtein transduction domain (PTD)を融合したPTD-MyD88-DNを大腸菌タンパク発現系で発現精製し、T
LRシグナル伝達への影響を検討した。さらに蛋白の安定性を高めるためC203S-C280S(CS)変異を導入した。PTD-MyD88-D
N-CSタンパクには、リガンド非依存性にNF-κB活性の上昇効果が認められた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed the development of the molecule, which modulates the Toll-
Interleukin-1 receptor (TIR) signaling using the binding specificity of TIR domain of MyD88. The dominant 
negative form (DN) of MyD88 fused with protein transduction domain (PTD) was purified with E. Coli protein
 expression system. In order to stabilize this protein, two cysteine amino acids of MyD88, C203 and C280, 
were mutated to serine (CS). PTD-MyD88-DN-CS protein caused the ligand-independent increase of transcripti
onal activity of NF-kappaB. 
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１．研究開始当初の背景 
 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）とサイトカイ
ン IL-1/18/33 ファミリーの細胞内シグナル
伝達経路は、大きくオーバーラップしており、
ほぼ全ての 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 シリーズを活性化→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NF-κB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。我々は、現在までに MyD88 の
Toll-Interleukin-1 受容体(TIR)ドメインの
蛋白立体構造を溶液 NMR 法により決定し、リ
ポポリサッカライド(LPS)を認識するTLR4シ
グナルの下流で、MyD88 様アダプター分子
Mal/TIRAP との動的相互作用様式を決定して
いる(Ohnishi et al. PNAS 2009)。興味深い
ことに、ヒトの MyD88 の遺伝子異常により、
原発性免疫不全症の 1 カテゴリーであり
IRAK4 欠損症に代表される自然免疫不全症を
きたすことが最近報告されている(Bernuth 
et al. Science 2008)。つまり逆の考え方を
すると MyD88 の機能を抑制することで、免疫
抑制を引き起こすことができることになる。 
 TIR ドメインの機能解析の過程で、MyD88
の TIR ドメインには種々の TIRドメインタン
パク群に対して、結合特異性があることが明
らかになった。すなわち、MyD88 は TLR1 や
TLR4 とは直接相互作用せず、TLR2、Mal、TRAM
とは直接相互作用可能である。従って、それ
ぞれのTIRドメインの相互作用についてヘテ
ロ複合体解析を含む詳細なタンパク間相互
作用を解析することにより、標的となるシグ
ナル伝達経路の制御が可能になると考えら
れる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、Toll 様受容体(TLR)シグナル
伝達経路上の中心的なアダプター分子 MyD88
を標的とし、MyD88 と相互作用する受容体群
及 び ア ダ プ タ ー 分 子 群 の
Toll-Interleukin-1 受容体(TIR)ドメインと
の直接相互作用を詳細に解析し、IL-1 ファミ
リー/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開発することを目的と
している。 

 
３．研究の方法 
 細胞内タンパクであるMyD88の優性阻害変
異型(DN)を細胞内に外部から浸透させるた
めのドメイン(Protein transduction domain, 
PTD)を融合したPTD-MyD88-DNを大腸菌タン
パク発現系で発現精製し、それによるTLRシ
グナル伝達への影響を検討する。 
 
４．研究成果 
 PTD-MyD88-DN の精製に成功したが、大腸菌
由来のエンドトキシンの夾雑があり、このタ
ンパクの機能評価が困難であった。そこで、
機能評価の検討方法として以下の対策を行
った。1. TLR1 及び TLR2、NF-κB reporter 
gene 遺伝子が安定発現した細胞株を新たに
導入した。2. MyD88-TIR タンパクが非還元環
境ではドメイン構造の表面露出したシステ
インを介してS=S結合により多量体を形成し
てしまうことが判明したため、システインを
セリンに置換した C203S-C280S(CS)変異体を
構築した。MyD88-DN は非還元環境では凝集す
るが、MyD88-DN-CS は非還元環境でも単量体
で存在することが確認できた。一方で、
MyD88-DN-CS は遺伝子レベルでの発現では、
Pam3CSK4 による TLR1/2 シグナル経路の活性
化を有意に抑制するが、PTD-MyD88-DN-CS タ
ンパクを添加したところ、リガンド非依存性
に NF-κB活性の上昇が認められた。 
 
考察: 本研究で開発したPTD-MyD88-DN-CSは、
NF-κB 転写活性を亢進させる機能を有して
いた。pcDNA3.1+により細胞内に発現させた
タンパクと、PTD により導入したタンパクで
は細胞内の局在に差異が生じ、結果として炎
症応答への機能修飾様式が異なるものと推
測される。 
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