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緒緒  言言  

 
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）など
の病原体センサーによって認識され様々な免疫応答を引き起こす。TLR は、微生物の構成成分を認識し自然免疫を  

活性化する一回膜貫通型の受容体であり、自然免疫において中心的な役割を果たしている。TLRは、ヒトではTLR1～
TLR10 の 10 種類が存在する（図 1）。細胞外ドメインはロイシンリッチリピート（LRR）で構成されており、      

それぞれの TLR は異なる病原体由来のリガンドを認識する。細胞内には TIR ドメインが存在し、下流へのシグナル 

伝達を担うと考えられている。TLR は、様々な疾患に関わり、それらの治療薬のターゲットとされている。ゆえに、 

そのリガンド認識・活性化・シグナル伝達機構を正しく理解することが必要である。 
研究代表者らおよび他のグループの研究により、TLR1～TLR9 に関して、特異的にリガンドを認識する機構、   

細胞外ドメインが二量体化する機構およびそれを通して2分子のTLRの細胞外ドメインのC末端側が接近することが
明らかになった［1］。しかし、これまでの研究のほとんどは細胞外ドメインだけを対象にしたものであり、依然として
大きな疑問が残されている。「細胞外から細胞内へどのように情報が伝達されるか？」「何が最終的なシグナルの質と量

を規定しているのか？」TLR の細胞外ドメインと細胞内の TIR ドメインは一本の膜貫通領域によって連結され、   

それらの間の協働性がシグナル伝達に重要な役割を果たすことが想像されるが、それに関しての直接的な実験データは

皆無である。TLRの活性化機構の全貌を理解するためには、TLR全長の脂質二重膜上での挙動とその構造を解析する
必要がある。 
本研究課題では、全長の TLR受容体を用いて細胞外ドメインと細胞内ドメインの協働性を構造生物学的に明らかに
し、真の意味でのリガンド認識とシグナル伝達機構を明らかにすることを目的とした。具体的には、脂質二重膜上での

TLR全長のリガンド結合に伴う二量体化、2分子の膜貫通領域間の間および特定のリン脂質との間の相互作用、細胞内
の TIR ドメイン間および下流にシグナルを伝達するアダプター分子との間の相互作用を構造生物学的な観点から  

明らかにすることを目的とした。 

 

図1．Toll様受容体（TLR） 
ヒトでリガンドが明らかにされているTLR1～TLR9について模式的に示した。TLR1、TLR2、TLR4、
TLR5、TLR6が細胞表面に局在するのに対して、TLR3、TLR7、TLR8、TLR9はエンドソームに
局在する。 
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方方  法法  

 
11．． TTLLRR全全長長のの調調製製  
本研究課題では、全長の TLR受容体を用いて細胞外ドメインと細胞内ドメインの協働性を構造生物学的に明らかに
し、真の意味でのリガンド認識とシグナル伝達機構を明らかにすることを目的とした。具体的には、膜上での TLR   

全長のリガンド結合に伴う二量体化、2 分子の膜貫通領域間の間および特定のリン脂質との間の相互作用、細胞内の
TIR ドメイン間および下流にシグナルを伝達するアダプター分子との間の相互作用を構造生物学的な観点から   

明らかにすることを目的とした。 
上記の目的を達成するため、TLR 全長の構造を脂質二重膜環境中で調べる必要があった。本研究課題では、     

リン脂質とその周りを取り囲む膜足場タンパク質（Membrane scaffold protein，MSP）から構成されるナノディスク
（ND）中に TLR 全長を組み込んでその構造を調べるという手法を採用した。ナノディスクは生体の細胞膜に近い  

膜環境を再現しており、目的タンパク質を組み込んだ後は界面活性剤を必要とせず、溶液中での安定性、単分散性、  

均一性に優れている。また、ナノディスクを構成するリン脂質の組成を任意に調製することが可能であるため、特定の

リン脂質との間の相互作用を調べる、また脂質修飾を受けたアダプター分子との間の相互作用を調べることも    

可能である。 
本研究では、脂質二重膜環境を人工的に再現した ND に TLR 全長を再構成した試料（TLR-ND）を調製し、     

クライオ電子顕微鏡による単粒子解析を行うことを目指した（図 2）。これまでの研究により、ヒト（h）由来の TLR 
全長の中で発現が良好である hTLR3 に関して、構造解析のために十分な収量の精製試料の調製が可能となっていた。
そこで、本研究では、TLR3 全長に関して重点的に研究を進めた。hTLR3 全長を昆虫細胞 S2 細胞にて発現させ、   

界面活性剤による可溶化、抗 FLAG 抗体樹脂によるアフィニティー精製、ゲルろ過カラム精製を経て高純度の可溶化
TLR3全長の試料を得た。 

 

 

図2．NDに再構成したTLR全長の構造解析 
界面活性剤で可溶化したTLR全長試料をナノディスクに再構成し、ナノディスク上でリガンド結合
や下流のアダプター因子との相互作用を観察する。 

 
22．．NNDDへへのの再再構構成成条条件件のの検検討討  
まず、精製したhTLR3全長試料をNDへ再構成する条件の検討を行った。まず1つのNDに対して単量体のhTLR3
全長の再構成を目指して、NDを構成する膜足場タンパク質MSPの発現領域、NDの脂質組成、hTLR3濃度などを 

検討した。また、1つのNDに対して、リガンド（dsRNA）を介して二量体化させたhTLR3全長を再構成することを
目指して、ND の脂質組成、リガンドの修飾、hTLR3 間のクロスリンクなどを検討した。再構成後の試料は、SDS-
PAGE、ゲルろ過クロマトグラフィー、および電子顕微鏡により評価した。また電子顕微鏡 Talos Arctica および   

Titan Kriosで収集したデータを用いて単粒子解析を行った。 
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結結  果果  

  

11．．単単量量体体ののhhTTLLRR33全全長長ののNNDDへへのの再再構構成成  
単量体の hTLR3 全長を ND に再構成する条件を検討した。膜足場タンパク質 MSP1D1 の両親媒性ヘリックス   

欠損体 MSP1D1ΔH5H6 で調製した ND（直径約 7 nm）には、従来の ND（MSP1D1、直径約 10 nm）に比べ      

単量体hTLR3が効率的に再構成されることを示唆する結果を得た（図3）。さらに、再構成後の試料のネガティブ染色
電顕観察により、1つのNDに1分子のhTLR3全長が再構成されていることが明らかになった（図4）。 

 

図3．単量体TLR3全長のNDへの再構成 
単量体TLR3全長をNDに再構成した後、抗FLAG抗体樹脂で精製したもののSDS-PAGE。 
MSPΔH5H6を用いた場合に、MSPのバンドが濃いことが分かる。 

 

 

図4．単量体TLR3全長-ND再構成試料のネガティブ染色電顕像 
黄色で囲んだ粒子において、TLRの細胞外ドメインの特徴的なリング型構造が確認できる。 

 
22．．二二量量体体ののhhTTLLRR33全全長長ののNNDDへへのの再再構構成成  
リガンド（dsRNA）を介して二量体化させた hTLR3 全長を ND に再構成する条件を検討した。研究開始当初は   

ほとんどの TLR3全長とNDの複合体が凝集したものとして得られていた。そこで脂質組成やリガンドの条件の検討
を行ったところ、DMPC：DMPG＝1：1 の脂質組成をもつ ND（MSP1D1）を用いると収量が最も多く、凝集体の  

割合が減少していた（図5）。また、再構成後の試料の電顕観察で凝集体が多く見られたため、二量体hTLR3間の会合
を制限する目的でリガンドの修飾を検討した。その結果、一部の塩基対を 2’-O-Me化した dsRNAを用いることで、
凝集体の割合が減少し、クライオ電顕において分散したhTLR3分子の観察が可能となった（図6，7）。 
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図5．二量体TLR3全長をNDへ再構成する際の脂質組成の検討 
dsRNAを介して二量体化させたTLR3全長をNDに再構成する際の脂質組成の影響を検討した。
再構成後のゲルろ過クロマトグラフィーの結果を示す。Asolectin および DMPC の ND に比べ、
DMPC＋DMPGのNDの場合凝集体が少ないことが分かる。 
 

 

図6．二量体TLR3全長をNDへ再構成する際のリガンドの検討 
dsRNAを介して二量体化させたTLR3全長をNDに再構成する際のリガンドについて検討した。
再構成後のゲルろ過クロマトグラフィーの結果を示す。未修飾の dsRNA に比べ、修飾 dsRNA   

では低分子両側に溶出しており、高次の会合が抑制されていることが分かる。 
 

 

図7．二量体TLR3全長-dsRNA-ND試料のクライオ電子顕微鏡画像 
Titan Kriosで撮影した画像。粒子が比較的分散していた。ナノディスクの側面の特徴的な像が確認
できる。 

 
33．．NNDDにに再再構構成成ししたたhhTTLLRR33全全長長ととddssRRNNAA複複合合体体ののククラライイオオ電電子子顕顕微微鏡鏡構構造造解解析析  
クライオ電顕構造解析により、ND（MSP1D1）に再構成した二量体 hTLR3 と dsRNA の複合体について、     

クライオ電子顕微鏡 Titan Krios を用いて約 4,000 枚の電子顕微鏡画像を取得した。プログラム Relion により構造  

解析を行い、最終的に分解能 3.3 Åの三次元密度マップを取得した（図 8）。細胞外ドメインの二量体構造は明瞭に   

密度が確認された。一方で、TLR の膜貫通領域を含むナノディスクの部分については密度が非常に弱かった。また、
TLRの細胞内の TIRドメインについては全く密度が確認できなかった。細胞外ドメインの二量体構造および dsRNA
の認識の様子は既報の結晶構造［2］とよく一致していた。 
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図8．二量体TLR3全長-dsRNA-NDのクライオ電子顕微鏡による三次元密度マップ 
クライオ電子顕微鏡による三次元密度マップを灰色で示す。TLR3 の細胞外ドメインと dsRNA の
複合体の結晶構造をリボン図で重ね合わせた。 

 
考考  察察  

 
本研究により、単量体および二量体 hTLR3 全長を ND に再構成する方法が確立された。これまでに TLR 全長の  

構造解析例はなかったが、種々の条件検討の結果、二量体hTLR3を脂質二重膜上に再構成した試料の構造解析に成功
した。今回の構造解析の結果では、柔軟性の高い膜貫通領域と細胞内領域の密度を十分に観測できなかった。     

今後、更なる試料調製法の検討によりこれらの領域を解像し、脂質二重膜を隔てたhTLR3全長のシグナル伝達機構の
解明を目指す。 
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