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研究成果の概要（和文）：自然免疫受容体のTLR7、TLR8、TLR9およびNOD2に関して構造生物学的研究を進めた。
TLR7およびTLR8については、ssRNAとの複合体の結晶構造を、TLR9に関してはCpG DNAとの複合体の結晶構造を明
らかにし、これらのTLR受容体が核酸をリガンドとして活性化する機構を明らかにした。NOD2に関しては、不活
性化型のADP結合型の結晶構造を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We conducted structural studies on the innate immune receptors, TLR7, TLR8, 
TLR9, and NOD2. We determined the crystal structures of TLR7 and TLR8 in complex with ssRNA, and 
also determined the crystal structure of TLR9 in complex with CpG DNA, which revealed the activation
 mechanism of these nucleic acid recognizing TLRs. Moreover, we determined the crystal structure of 
an ADP-bound inactivated form of NOD2.

研究分野：構造生物学

キーワード： 構造生物学　結晶構造解析
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１．研究開始当初の背景 
自然免疫は微生物の感染に対する生体の初
期防御反応である。微生物の構成成分は
Toll-like receptors (TLRs) ， NOD-like 
receptors (NLRs) ， RIG-I-like receptors 
(RLRs)などの病原体センサーである受容体
によって認識され様々な免疫応答を引き起
こす。これら受容体は，様々な病気の治療薬
のターゲットとして注目されている。 
 
２．研究の目的 
自然免疫は微生物の感染に対する生体の初
期防御反応である。微生物の構成成分は
Toll-like receptors (TLRs) ， NOD-like 
receptors (NLRs) ， RIG-I-like receptors 
(RLRs)などの病原体センサーである受容体
によって認識されることで様々な免疫応答
を引き起こす。これら受容体は，様々な病気
の治療薬のターゲットとして注目されてい
る。本課題では，病原体センサーによるリガ
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
目的として，主に以下の２つのグループに焦
点を当てて研究を進めた。 
１．Toll-like receptor (TLRs) （エンドトキ
シンショック，抗ウイルス薬，ワクチン） 
２．NOD-like receptor (NLRs) （クローン
病，アレルギー） 
 
（TLRについて） ウイルスや細菌由来など
の病原体の構成成分は主に細胞膜上および
エンドソームに存在する TLR によって認識
され，最終的に炎症応答，抗ウイルス応答，
獲得免疫の活性化などを誘導する。病原体由
来の核酸は細胞内のエンドソームに存在す
る TLR3 (dsRNA), TLR7 (ssRNA), TLR8 
(ssRNA), TLR9 (非メチル化 CpG DNA)によ
って認識される。TLR7/8は RNAの他にも，
イミダゾキノリン系低分子化合物により活
性化されることが報告されている。これら核
酸認識 TLRsを通した免疫応答は，抗ウイル
ス薬やそのアジュバント活性を利用したイ
ンフルエンザワクチンなどの開発につなが
るものと期待される。 
 
（NLRについて） NLRsは，細胞内で働く
自然免疫系の病原体センサー蛋白質である
（ヒトでは 23種類が報告）。いずれも特徴的
なマルチドメイン構造を共通に有している。
N末端側のエフェクタードメイン（CARD），
中央のヌクレオチド結合ドメイン(NOD)，そ
して C 末端側のリガンド結合と制御を担う
とされている LRR ドメインの 3 つのドメイ
ンから構成されている。NOD1，NOD2は細
菌由来のペプチドグリカンを認識するとさ
れている。NOD1，NOD2などの遺伝子多型
による機能不全が，クローン病などの自己免
疫疾患と関係していることで注目を集めて
いるが，構造生物学的な解析は全く進んでい
なかった。 

 
３．研究の方法 
結晶化に供する蛋白質の調製については，
TLR 受容体に関しては、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。NLR 受容体
に関してはバキュロウイルス発現系を用い
る。 
 
４．研究成果 
 
（TLR8 受容体） 
TLR8 受容体に関しては、TLR8 の細胞外ドメ
インとssRNAとの複合体の結晶構造解析に成
功した。驚くべきことに TLR8 は合成低分子
リガンドやウリジンなどの低分子が結合す
る第一結合部位とssRNAが結合する第二結合
部位が存在した。第二結合部位には UG のジ
ヌクレオチドが結合していた。両者にリガン
ドが結合することで効率的に活性化される
ことが明らかになった。 
 
Z-loop 切断の意義に関して構造生物学的観
点から研究を進めた。TLR7-9 ファミリーには
共通してZ-loopと呼ばれる挿入配列がLRR14
と LRR15 の間に存在して、その切断が活性化
に重要であることが示されていた。我々はこ
の Z-loop が切断されていない状態の TLR8 の
結晶構造を明らかにした。これまで Z-loop
が切断された TLR8 は不活性化型の 2 量体を
形成することが明らかになっていたが、
Z-loop の未切断体は、溶液中及び結晶中で単
量体として存在していた。また、結晶構造解
析の結果、未切断の Z-loop は TLR8 の活性化
型 2量体形成の 2量体界面側に存在すること
が明らかとなった。つまり、未切断の Z-loop
が 2 量体形成を阻害していた。 
 
（TLR7 受容体） 
TLR7の細胞外ドメインとssRNAおよびグアノ
シンまたは合成低分子リガンドとの複合体
の結晶構造解析に成功した。TLR8 と同様に
TLR7には2か所のリガンド結合部位が存在し、
第一結合部位は TLR8 と共通しており、合成
低分子リガンドやグアノシンを結合するこ
とが明らかとなった。一方で、ssRNA 結合部
位である第二結合部位は TLR8 とは異なる部
位に存在し、UUU のトリヌクレオチドを認識
していた。TLR8 と同様に第二結合部位に
ssRNA が結合することで第一結合部位への低
分子リガンドの結合の親和性が上昇するこ
とを見出した。 



 
（TLR9 受容体） 
TLR9の細胞外ドメインとCpGモチーフを含む
ssDNA の複合体の結晶構造を明らかにした。
TLR9 は、CpG DNA と結合することで 2:2 の複
合体を形成し、TLR7、TLR8 と共通した活性化
型2量体構造を形成することが明らかになっ
た。CpG モチーフの塩基部分は 2 量体の一方
の分子のN末端側部分に存在する溝に結合し、
TLR9 と複数の特異的に相互作用を形成して
いた。また、CpG モチーフのリン酸骨格部分
は他方の分子のC末端側と相互作用していた。
これらの CpG DNA と 2 分子の TLR9 との相互
作用の結果、TLR9 の 2量体化が誘導されるこ
とを明らかにした。 
 
（NOD2 受容体） 
細菌の細胞壁の構成成分である村ミルジペ
プチドを認識するとされている NOD2 受容体
に関して、N 末端側のドメイン（CARD）を欠
損させた NOD2 不活性化型（ADP 結合型）の結
晶構造を明らかにした。構造解析の結果、ADP
は NOD2 のドメイン間の相互作用を媒介する
ように結合しており、類似タンパク質との構
造比較から、NOD2 は不活性化型のコンフォメ
ーションであると結論づけた。また、リガン
ド認識に関連するとされているLRRドメイン
の凹面にポケットが存在していた。このポケ
ットの構成残基の変異体実験から、このポケ
ットがムラミルジペプチドの認識に関与し
ていることが示唆された。NOD2 の恒常活性化
型の変異がブラウ症候群や若年性サルコイ
ドーシスの原因となることが確認されてお
り、これらの変異残基は不活性化型 NOD2 の
ドメイン間の相互作用界面に集中しており、
変異導入で不活性化型 NOD2 の構造を不安定
化し、NOD2 の恒常活性化を引き起こすともの
考えられた。一方で、クローン病や潰瘍性大
腸炎に関連があると報告される変異の一部
は NOD2 の機能欠損型の変異体であることが
分かっており、これらの変異残基は NOD2 全
体に分布していた。 
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