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研究成果の概要（和文）：免疫応答制御機構を構造生物学的に解明するため、IL－23とIL－27について、受容体との複
合体の認識機構の解明を目指して、IL－23受容体，IL-27およびIL－27受容体の発現系の構築および精製を行った。IL-
12Rb1の調製法を確立して、IL－23と結合することを確認した。現在、複合体の結晶化を試みているところである。IL
－27およびWSX－１についても調製法を確立し、結合することを確認した。

研究成果の概要（英文）：Both of interleukin (IL) -27 and IL-23 are heterodimeric cytokines belong to 
IL-12 family. IL-27 consists of two subunits, p28 and Epstein-Barr virus-induced gene 3 (EBI3), binds two 
receptors, specific WSX-1 and gp130, a common receptor subunit shared by IL-6 family. IL-27 promotes the 
differentiation of type 1 T helper (Th1) cells from naive helper T cell cells. IL-27 was expressed on 
mammalian cells, then purified. Purified IL-27 was able to bind to specific receptor WSX-1.
IL-23 receptors consist of two subunits, specific IL-23R and IL-12Rβ1 which shares with IL-12. IL-12Rβ1 
was expressed on insect cells. The purified IL-12Rβ1 was mixed with IL-23, then purified as complexes 
with gel chromatography. Crystallization trials of the complex have been carried out. IL-23R expression 
trials was carried out using E. coli, insect cells and mammalian cells. We obtained IL-23R only using 
mammalian cells with very low yield. IL-23R might need to coexpress with the ligand and IL-12Rβ1.

研究分野：構造生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
 T 細胞の活性化には，MHC/TCR の結合の
結果起こる抗原特異的なシグナルと
B7/CD28 の結合の結果起こる抗原非特異的
シグナルの 2 つが必要である．我々は MHC
と TCRの結合の増強に関わる LFA-3（PNAS, 
1999）と CD48 (JBC, 2006)の構造を明
らかにした．また，Virus 由来ペプチドと
クラス 2 MHC の複合体の構造解析を行い，
自己免疫疾患様の症状を発症する機構を解
明した(Nature Immunol., 2002)．後者
のシグナルに関しては，B7-1（Immunity, 
2000）， B7-1/CTLA-4 複合体 (Nature, 
2001)，CTLA-4 (JBC,  in press)の構
造解析を行った．更にこれらの T細胞と抗原
提示細胞間の分子の認識機構について総説
にまとめた(Nature Immunol., 2003)．
免疫が同種抗原の 2 度目の侵入に対して効
率的に応答する為に T 細胞が記憶して備え
る．この記憶 T細胞の誘導において重要な働
きをするインターロイキン(IL)-15 と特異
的な受容体 IL-15Rの複合体の構造解析を
行い，これらの分子の認識機構を解明した
（Nature Immunol., 2007）． 
これらの免疫応答が適正に誘導されるには，
抗原の種類に応じて T 細胞が適したサブセ
ットに分化する必要がある．T細胞は，CD8
陽性 T 細胞である細胞傷害性 T 細胞と CD4
陽性 T細胞であるヘルパーT（Th）細胞に大
別される．Th 細胞は，産生するサイトカイ
ンの種類により，１型（Th1）と２型（Th2）
に分類され，各々細胞性免疫または液性免疫
に関わる．ナイーブ Th(Th0)細胞に IL-27
が作用すると Th1 細胞を誘導することが知
られている．近年になり，Th1 および Th2
への分化を抑制して，更に IL-23が存在す
る環境下で Th0 細胞を培養すると，炎症性
サイトカイン IL-17を産生する Th17細胞
に分化することが報告された(Harrington, 
2005; Park, 2005)．しかしながら，T
細胞分化に関わるこれらのサイトカインと
受容体の認識機構に関しては，構造生物学的
な知見が得られていない．そこで，これらの
免疫タンパク質と受容体の複合体の構造解
析を行い，T細胞制御機構を構造生物学的に
解明することを思い立った． 
 
２．研究の目的 
 
Chen等はサイトカイン受容体WSX-1を発見
して，WSX-1 が Th1 細胞分化に関わること
を明らかにした(Chen, 2000)．WSX-1のリ
ガンドである IL-27は p28と EBI3の２つ
のサブユニットからなるヘテロ二量体とし
て存在し(Pflanz, 2002)，IL-27 受容体
は WSX-1と gp130から構成される．IL-27
は活性化された抗原提示細胞から分泌され，
Th0細胞上の WSX-1と gp130と結合するこ
とにより，Th0細胞内にシグナルを伝達して

Th1細胞への分化を誘導する．gp130は多く
のサイトカインの受容体として共有されて
おり，単独および IL-6との複合体の構造が
解析された．しかしながら，IL-27 および
WSX-1の構造は未知であり，これらの分子認
識機構も明らかにされていない．そこで Th1
細胞の分化機構を構造生物学的に解明する
ため，IL-27，WSX-1，IL-27/WSX-1 複合
体および IL-27/WSX-1/gp130 複合体の構
造解析を計画した． 
また，近年になり明らかにされた Th17細
胞は，TGF-と IL-6により分化が誘導され
る．分化直後の Th17細胞は，炎症性サイト
カイン IL-17 と炎症抑制サイトカイン
IL-10の両分子を発現している．この Th17
細胞にIL-23が作用するとIL-10の発現が
抑制され，Th17細胞が炎症を誘導すること
により様々な炎症性自己免疫疾患を誘導す
ることが分かった．抗 IL-23抗体を用いて
IL-23 と受容体の結合を阻害すると Th17
細胞の増殖が阻害され，実験的自己免疫性脳
脊髄炎などの自己免疫疾患の発症が抑制さ
れる．このことから自己免疫疾患の創薬のタ
ーゲットとして IL-23は注目されている．
IL-23は p19と IL-12の p40サブユニッ
トがジスルフィド結合したヘテロ二量体の
サイトカインである(Oppmann, 2000)．
IL-23受容体は，特異的なIL-23RとIL-12
と共有される IL-12R1 から構成されてい
る．修飾糖を切除した IL-23の構造は 2つ
のグループから報告され(Beyer, 2008; 
Lupardus, 2008)，また我々は糖修飾を受
けた IL-23の構造を明らかにした．IL-23R
および IL-12R1 の構造は未知であり，
IL-23 とこれらの受容体の認識機構も明ら
かにされていない．そこで Th17細胞におい
て重要なはたらきをする IL-23 と受容体の
認識機構およびシグナル伝達機構を構造生
物学的に解明するため，IL-23R，IL-12R1，
IL-23/IL-23R 複 合 体 ，
IL-23/IL-23R/IL-12R1 複合体の構造
解析を計画した． 
上記の様に Th1細胞の分化に関わる IL-27，
Th17 細胞の制御において重要なはたらきを
する IL-23，更にこれらの受容体との認識機
構およびシグナル伝達複合体の形成機構を
構造生物学的に解明することが，本研究の目
的である． 
 
 
３．研究の方法 
 
 IL-23/受容体複合体と IL-27/受容体複
合体の結晶構造を明らかにして，T 細胞分化
機構を構造生物学的に解明することが本研
究の目的である．IL-23の特異的受容体であ
る IL-23Rを大腸菌・昆虫細胞・動物細胞な
どを用いて発現系を構築し、精製を行う。精
製した IL−23Rを単独で結晶化するとともに、
調製法が既知の IL−23 との複合体として精



製を行い、複合体の結晶化・構造解析を行う。
IL-12R1についても同様に発現・精製・構
造解析を行いながら， IL-23/IL-12R1複
合体の結晶の調製を行う．さらに、
IL-23/IL-23R/IL-12R1 複合体の精製・
結晶化構造解析を行う。 
 また，IL-27 とその特異的受容体である
WSX-1の発現・精製・結晶化・構造解析を行
う．IL-27/WSX-1 複合体および IL-27/ 
WSX-1/gp130 複合体の結晶構造解析を行い，
T細胞分化機構を構造生物学的に解明する 
 
４．研究成果 
 
（１） IL−27 は p28 と EBI3 からなるヘテロ
二量体であるが、ジスルフィド結合を介さな
い二量体であるため不安定であり、精製中に
分離していた。そのため、p28 と EBI3 をリン
カーでつないだ一本鎖(s)IL−27 のコンスト
ラクトを作成して、動物細胞を用いて一過的
に発現させる系を構築した。精製を行い少量
の sIL-27 を得た。精製した sIL−27 と WSX−1 
D1-D2 が結合することを確認した。しかしな
がら、発現量が低いため安定発現株を構築す
ることにした。現在、安定発現株の構築中で
ある。 
 gp130はD1-D3の構造がIL-6との複合体と
して明らかにされている。その報告に従って
昆虫細胞を用いた発現系の構築を行った。ま
た、この領域には 7ヶ所の糖修飾部位がある
5 ヶ所は報告に従って修飾受けない様に変異
を加えた。このコンストラクトを昆虫細胞を
用いて発現させ、精製を行った。この試料は
sIL-27/WSX−1 D1-D2複合体とは結合しなかっ
た。そこで糖修飾を受けた野生型(wt)を調製
したが、sIL-27/WSX−1 D1-D2 複合体と結合し
なかった。 
 特異的受容体である WSX−1 は、D1−D2 を大
腸菌で発現させて巻き戻しを行った後、精製
を行う系を確立していた。この WSX−1 D1-D2
は sIL−27 と結合することを確認した。しか
しながら、gp130 D1-D3 の野生型(wt)および
糖修飾を欠損した試料の両方とも結合しな
かった。そこで、WSX−1 D1-D3 を調製して、
sIL-27 および gp130 D1-D3 と結合することを
確認することにした。現在、WSX−1 D1-D3 の
調製しているところである。 
 
（２） IL−23 は構造既知であり、IL−23 受
容体は、特異的な IL−23R と IL−12 と共有の
IL−12Rβ1 からなる。IL−12 Rβ1 の D1−D2 を
昆虫細胞を用いて発現させ、精製する方法を
確立した。この精製 IL−12Rβ1 D1-D2 が IL−
23 と結合することを確認した。現在、複合体
結晶の調製を試みているところである。 
 精製した IL−23R D2-D3 は IL−23 と結合し
なかったため、IL−23R D1-D3 の調製を行うこ
とにした。まず、IL−23R D1-D3 を大腸菌で発
現させたが上手く発現しなかった。そこで昆
虫細胞を用いた発現を試みたが、これも上手

くいかなった。そこで動物細胞を用いた発現
を試みたところ少量のタンパク質を得た。し
かしながら、発現量が少なかったため IL−23R 
D1-D3 を IL−23 および IL−12 Rβ1と共発現さ
せることを計画した。現在、これらの三者の
共発現系の安定発現株の構築を進めている
ところである。 
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