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1   はじめに 
自然免疫は微生物やウイルスの感染に対する生体

の初期防御反応であり微生物の構成成分は主に

Toll-like receptor (TLRs)などの受容体により認識され、

様々な免疫応答を引き起こす。 
TLR8（および TLR7）は、ウイルス由来の一本鎖

RNA を認識する受容体であり、炎症、抗ウイルス応

答を引き起こす。また、TLR7/8 は、合成低分子化

合物によっても活性化されることが知られており、

これらの TLR7/8 を活性化または阻害する化合物は、

抗ウイルス薬、がん、アレルギーに対する治療薬と

して働くことが期待されている。これまで、TLR7/8
がどのようにして RNA またはこれらの低分子化合

物により活性化され細胞内へ情報を伝えるのかにつ

いての詳細な機構は不明であった。我々は昨年度、

リガンド非結合型 TLR8 と合成低分子リガンド結合

型 TLR8 の結晶構造を分解能 2.0～2.7 Å で明らかに

し、TLR8 による低分子化合物の認識機構とシグナ

ル伝達機構を明らかにした（参考文献１）。本年度

は、TLR8 の本来のリガンドである RNA の認識機構

を結晶構造から明らかにすることを目指した。また、

TLR7 および TLR9 についても結晶構造解析を進め

た。 
 

2   実験 
ヒト TLR8 細胞外ドメイン全長の C 末端にプロテ

イン A タグを付け、キフネンシン存在下でショウジ

ョウバエ S2 細胞を用いて分泌発現を行った。培養

上清から IgG アフィニティー精製、ゲル濾過クロマ

トグラフィー、イオン交換カラムクロマトグラフィ

ーにより精製を行った。また、付加された糖鎖は糖

鎖切断酵素 endo Hf により短鎖化した。精製サンプ

ルと TLR8 を活性化するとの報告のある一本鎖 RNA
を混合して蒸気拡散平衡法で結晶化を行い

TLR8/RNA 複合体の結晶を得た。また、TLR8 とモ

ノヌクレオシド複合体の結晶も得た。さらに、

TLR8 の細胞外ドメインに存在する Z-loop と呼ばれ

る長い挿入ループの構造学的機能を明らかにするた

めに、Z-loop を切れないように変異を入れた Z-loop
変異体についても同様に発現、精製、結晶化を行っ

た。TLR7 および TLR9 に関しても、TLR8 と同様に

発現、精製を行い結晶化した。 

 3   結果および考察 
TLR8 は発現させた時点でロイシンリッチリピー

ト（LRR）14 と LRR 15 の間の長い挿入ループ（Z-
loop）の部分で切断されていた（参考文献１）。
TLR8 の単量体構造では、Z-loop で切断を受けてい
るにも関わらず、N 末端側と C 末端側が会合した一
連の馬蹄形の LRR 構造を保持していた。TLR8 の Z-
loop を切れなくした変異体（Z-loop 変異体）の構造
解析を行ったところ、TLR8（Z-loop 変異体）は結晶
中でモノマーとして存在していた。ゲル濾過クロマ
トグラフィーにおいても TLR8（Z-loop 変異体）は
モノマーとして溶出した。また、未切断の Z-loop は、
TLR8 が本来形成する２量体界面側に存在していた。
つまり、TLR8 の未切断の Z-loop は TLR8 の 2 量体
形成を阻害していることが示唆された。これは、
TLR7, TLR8, TLR9 いずれも Z-loop を有しており、
Z-loop の切断が機能発現に重要であるとの複数の報
告と対応している。 

TLR8 の細胞外ドメインと一本鎖 RNA のとの共
結晶化を行い、構造決定に成功した。いずれの
RNA 複合体構造もすでに報告した低分子リガンド複
合体の２量体構造と類似しており、細胞外メインの
C 末端側が向かい合う形の活性化型の２量体を形成
していた。意外なことに、RNA 複合体構造中で 20-
mer の一本鎖 RNA の電子密度は確認できなかった。
その代わりに RNA の分解産物と思われる電子密度
が確認された。また、TLR8 とモノヌクレオシドと
の複合体の構造解析を行い、モノヌクレオシドが活
性化型の２量体構造を誘起することを確認した。 
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