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研究成果の概要（和文）：本研究は自然免疫において重要な役割を果たしているヒトＴＯＬＬ様受容体９（TLR9)の非
メチル化一本鎖DNA(CpG ODN)の認識部位を同定することを目的とした。TLR9のリガンド分子は、免疫活性剤として機能
することから、その利用価値は高い。しかしながらTLR9のリガンド認識については明らかではなかった。本研究ではホ
モロジーモデリングからリガンド結合部位を予測し、変異体TLR9を作成してリガンド部結合部位の同定を試みたところ
H505, H530, Y554から構成されるプラスに荷電したクラスターがTLR9におけるリガンド結合部位として重要な役割を果
たしていることが示した。

研究成果の概要（英文）：Unmethylated cytosine-guanine (CpG) motif-containing oligodeoxynucleotides (ODNs) 
had been enormously studied for its adjuvant-potential to stimulate innate immune response via interaction
 with the pattern-recognition receptor Toll-like receptor 9 (TLR9). Activation of TLR9 by CpG ODN induces 
a signal transduction cascade that plays a pivotal role in first-line immune defense in the human body. Th
e three-dimensional structure of TLR9 has not yet been reported, and the ligand-binding mechanism of TLR9 
is still poorly understood; therefore, the mechanism of human TLR9 (hTLR9) ligand binding needs to be eluc
idated. In this study, we showed that H505, H530, and Y554 were vicinal-oriented and formed positively cha
rged clusters with which negatively charged ODN could interact.
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１．研究開始当初の背景 
トール様受容体 9（Toll like receptor 9: 

TLR9)は自然免疫獲得に関与する受容体の 1
つであり、エンドソーム内に局在し、細菌、
ウイルス由来の非メチル化 DNA を認識し、自
然免疫系を活性化させる。TLR9 がリガンド分
子を認識することで、B 細胞においては炎症
性サイトカインを誘導し炎症反応を形成す
る 。 一 方 で 、 形 質 細 胞 様 樹 状 細 胞 
(plasmacytoid dendritic cell, pDC)におい
ては I型 IFN を誘導する。I 型 IFN は，樹
状細胞の成熟，CD8+T 細胞の活性化を誘導す
る。TLR9 は細菌由来 DNA のほかに人工的なリ
ガンド分子である非メチル化CpGモチーフを
有するオリゴデオキシヌクレオチド（CpG ODN）
を認識することが知られており、CpG ODN を
添加した場合も免疫が活性化される。この機
能により、CpG ODN は感染症，癌，アレルギ
ー治療などでの臨床応用が期待されている。 

CpG ODNは体内に存在するヌクレアーゼに
より容易に分解される。そのため、分解を防
ぐためにヌクレオチド間のあるリン酸基を
ホスホロチオエート化した ODN（S化 ODN）が
広く基礎研究ならびに臨床研究に用いられ
ている。しかしながら、S 化 ODN は非特異的
に蛋白質に吸着し、また非特異的蛋白質吸着
に起因する副作用・生体毒性を細胞内で示す。
そのことから、医療応用においては応用の限
界が指摘されている。また、S 化 ODN は非特
異的に TLR9 にも結合していると考えられ、S
化 ODN を用いた TLR9 と CpG ODN の相互作用
解明においては、生体内で起こっている CpG 
ODNとTLR9との相互作用を正確に再現した結
果は得られず、いまだ TLR9 のリガンド認識
については不明な点が多い。 

 
２．研究の目的 

TLR9 とリガンド分子の一本鎖 DNA との相
互作用について解明することは、新たな免疫
活性化分子の構築には不可欠である。すなわ
ち、構造情報を基にした TLR9 のリガンド開
発を行うためには、まずヒト TLR9 のリガン
ド結合部位を同定し、TLR9 と一本鎖 DNA との
相互作用を解明する必要がある。 

本研究では、ヒト TLR9 のリガンド結合部
位を in silicoで予測し、蛋白質工学的手法
を用いて変異体を作成し、変異体のリガンド
認識を細胞を用いて評価することにより、ヒ
ト TLR9 のリガンド結合部位を明らかとする
ことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト TLR9 の立体構造予測 

既 に 立 体 構 造 が 報 告 さ れ て い る
TLR1/2/3/4 の構造とアミノ酸配列の情報を
基に、タンパク質ホモロジーモデリングソフ
ト Modellar を用いてホモロジーモデリング
によりヒト TLR9 の立体構造予測を行った。
特に、二本鎖 RNA を認識する TLR3 の二本鎖
RNA 結合部位に着目し、I-TASSER program を

用いて TLR9 での結合部位を予測した。 
 
(2) TLR9 変異体の構築 

立体構造予測の結果をもとに、CpG ODN 結
合部位として予測されたアミノ酸をアラニ
ンに置換した変異体を Quick change PCR 法
により作成した。また、N 末端の配列を欠如
した変異体については、インバース PCR 法に
より構築した。構築した TLR9 変異体の構造
遺伝子は、動物細胞においてタンパク質発現
に使われる発現ベクター(pUNO vector, 
Invivogen 社)に導入した。 
 
(3) TLR9 変異体の動物細胞内での評価 

ヒト胎児腎細胞株HEK293XL/null細胞にそ
れぞれの TLR9 変異体構造遺伝子を含む TLR9
発現用ベクターならびに Luciferase の構造
遺伝子の上流に ELAM プロモーターを、さら
にその上流に NFκB 結合配列を付加したプ
ラスミドをトランスフェクションした。これ
らのプラスミドが導入された細胞は、TLR9 が
リガンド分子に結合し、構造変化が起こるこ
とで、アダプタータンパク質の Myd88 が TLR9
と結合し、最終的には NF-κB の活性化に至
る。活性化された NF-κB は NFκB 結合配列
に結合することで、ELAM プロモーター下流
の Luciferase が発現するため、細胞内の
Lucifferase 活性を測定することで、TLR9 の
DNA 結合（TLR9 の活性化）を調べることがで
きる。 

具体的には、トランスフェクション 1日後
の細胞に CpG-ODN を終濃度 0.5 uM となるよ
うに添加し、2 日間インキュベートしたのち
細胞を回収し、細胞破砕液を作成し、細胞破
砕 液 の Luciferese 活 性 を Dual-Glo™ 
Luciferase Assay System（プロメガ社）を
用いて測定した。 

また、ウェスタンブロッティングにより、
細胞内のTLR9変異体の発現の確認を行った。 

 
 
４．研究成果 

ヒトTLR9の立体構造予測TLR9について
は、マウス由来の LTR9 については多くの報
告があるが、ヒト TLR9 についての報告は少
なく、特に DNA 認識機構についての報告がほ
とんどない。マウス TLR9 とヒト TLR9 はアミ
ノ酸配列の相同性が 80%以上と非常に高いが、
TLR9 が認識する配列が異なることから分子
機能は同一ではないと考えられる。マウス
TLR9 については、リガンド結合領域であるロ
イシンリッチリピート（LRR）ドメインのプ
ロテアーゼによる切断が起き、切断された
TLR9 がエンド/ライソソームで DNA 認識なら
びにシグナル伝達機能を示すと報告されて
いる。本研究では、ホモロジーモデリングに
より予想された一本鎖DNA結合部位のアミノ
酸残基をアラニンに置換した TLR9 変異体を
多数作成し、非メチル化 CpG モチーフを有す
る合成オリゴデオキシリボヌクレオチド
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