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1. 背景  

 

1.1. TLR について 

Toll-like receptors (TLRs) は，自然免疫においてウイルスや細菌の構成成分を認識

し，炎症性サイトカインや I 型インターフェロン産生のシグナルを伝達するパターン認

識受容体である 1–3。ヒトでは TLR1—TLR10 が同定されており，それぞれ異なる分子パ

ターンを認識し，免疫応答を活性化させる (図 1)。TLR1，TLR2，TLR4，TLR5，TLR6

は細胞膜上に発現しており，TLR2/1 と TLR2/6 はヘテロ二量体を形成してリポタンパ

ク質を 4–6，TLR4 は myeloid differential factor 2 (MD-2) とともにリポ多糖 

(lipopolysaccharide; LPS) を 7,8，TLR5は細菌由来のフラジェリンを認識する 9。TLR3，

TLR7 ， TLR8 ， TLR9 は細胞内小胞体に発現しており， TLR3 は二本鎖 

(double-stranded; ds) RNA を 10，TLR7 と TLR8 は一本鎖 (single-stranded; ss) RNA

を 11–13，TLR9 は ssDNA の非メチル化シトシン-リン酸-グアニン (CpG) 配列を認識す

る 14,15。 

 

 

図 1. TLR のリガンドとその活性化経路 
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1.2. TLR 分子のドメイン構成および活性化機構 

I 型膜貫通タンパク質の TLR は，N 末端側にリガンド認識を担う細胞外の LRR 

(leucine-rich repeat) ドメイン，膜貫通領域，C末端側にシグナル伝達に関わる細胞内

の TIR (Toll/interleukin-1 receptor homology) ドメインを持つ 2。LRR は，高度に保

存された LxxLxLxxN モチーフを含む 20—30 残基のアミノ酸配列の単位の繰り返しで

構成される。細胞外ドメインを構成する LRR 単位の個数は TLR によって異なってお

り，N 末端および C 末端のキャップ構造に挟まれた 20—26 個の LRR 単位からなる。 

TLR は一般的に，リガンド非結合状態では不活性化型の単量体で存在し，リガンド

の結合に伴い活性化型の二量体を形成し，TIR ドメイン同士が近接して下流のアダプタ

ー分子をリクルートすることでシグナルを伝達すると考えられている 16–20 (図 2)。TLR

のシグナル伝達は，アダプター分子として myeloid differentiation primary response 

88 (MyD88) を介する経路と，TIR-domain-containing adaptor inducing interferon 

(IFN)-β (TRIF) を介する経路に大別される 3,21 (図 1)。いずれのアダプター分子も TIR

ドメインを持ち，TLR の TIR ドメイン同士と相互作用してシグナルを伝達する 22。

TLR3を除くすべてのTLRはMyD88依存的経路によりnuclear factor-κB (NF-κB) を

活性化し，tumor necrosis factor (TNF)-α や interleukin (IL)-6，IL-12 などの炎症性

サイトカインの産生を誘導して炎症反応を引き起こす 23,24。TLR3 は TRIF 依存的経路

のみを活性化し，TLR4はMyD88とTRIFの両方の経路を活性化することができる 25,26。

TRIF 依存的経路においては interferon regulatory factor (IRF) 3 が活性化され，I 型イ

ンターフェロンである interferon (IFN)-βの産生を誘導して抗ウイルス応答を誘起する

27–29。また，TLR7，TLR8，TLR9 は MyD88 依存的経路による NF-κB の活性化に加

えて IRF7 も活性化することができ，これを介して IFN-α の産生を誘導する 23,24。 

X 線結晶構造解析により，これまでに TLR1—TLR9 および TLR13 の細胞外ドメイン

のリガンド複合体の構造が解明されている。活性化型の TLR はいずれも C 末端同士で

向かい合った m 字型の二量体を形成し，リガンドが 2 つのプロトマーから同時に認識

されることで TLR の二量体化に寄与する (図 3)。 

 

図 2. TLR の活性化機構 
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図 3. リガンド結合型 TLR の二量体構造 

TLR2/TLR1/トリアシルリポペプチド (PDB ID: 2Z7X)16，TLR2/TLR6/ ジアシルリポペ

プチド (PDB ID: 3A79)17，TLR3/dsRNA (PDB ID: 3CIY)18，TLR4/MD-2/LPS (PDB ID: 

3FXI)19，TLR5/フラジェリン (PDB ID: 3V47)20，TLR7/モノヌクレオシド/ssRNA (PDB ID: 

5GMF)30，TLR8/モノヌクレオシド/ssRNA (PDB ID: 4R07)31，TLR9/CpG DNA (PDB ID: 

3WPC)32，TLR13/ssRNA (PDB ID: 4Z0C)33の立体構造。各 TLR の二量体のそれぞれのプ

ロトマーを緑色および水色で，MD-2 (TLR4/MD-2/LPS 複合体) とフラジェリン (TLR5/

フラジェリン複合体) のそれぞれのプロトマーを灰色および紫色で示した。その他のリガン

ドは球体で示し，炭素原子を黄色，酸素原子を赤色，窒素原子を青色で示した。  
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1.3. TLR7 サブファミリーについて 

TLR7，TLR8，TLR9 はいずれもエンドソームに局在し，一本鎖の核酸を認識する

TLR7 サブファミリーに分類される 34。TLR7 サブファミリーのメンバーは高いアミノ

酸配列相同性をもち (ヒト由来の各 TLR のアミノ酸配列一致度は TLR7/TLR8: 42%; 

TLR7/TLR9: 35%; TLR8/TLR9: 33%)，細胞外ドメインはいずれも 26 個の LRR 単位で

構成されている。LRR14 と LRR15 の間には他の TLR にみられない Z-loop とよばれる

40—50 残基の長いループ領域が存在し，生化学的，構造学的な研究から，この Z-loop

の切断がTLR7サブファミリーの活性化に必要であることが明らかにされている 32,35–39。

TLR7 と TLR8 は ssRNA を 11–13，TLR9 は ssDNA の非メチル化 CpG 配列を認識する

14,15。TLR7 と TLR9 は主に形質細胞様樹状細胞 (plasmacytoid dendritic cells, pDC) 

や B 細胞に発現し，TLR8 は主に単球，樹状細胞，マクロファージ，骨髄系樹状細胞に

発現している 40–42。 

TLR7 と TLR9 は，MyD88 を介した NF-κB 依存的経路による炎症性サイトカイン

の産生に加えて，IRF7 依存的経路による I 型インターフェロンの産生も誘導する。同

じアダプター分子を介した異なる遺伝子の発現は，TLR7/9 が発現している細胞種によ

って決定づけられる。B細胞に発現する TLR7/9 が活性化すると最終的に炎症性サイト

カインの産生が誘導され，pDC に発現する TLR7/9 は最終的に I 型インターフェロン

の産生を誘導する 23,24(図 4)。MyD88 は，B 細胞においては IL-1R-associated kinase 

(IRAK)-4 をリクルートし 43，IRAK-1 と IRAK-2 のリン酸化，TNF receptor-associated 

factor (TRAF) 6 の活性化を経て 44，TGF-β activated kinase (TAK) 1 の活性化がおこ

る。TAK1 から下流はさらに 2 つのシグナル伝達経路に分かれ，一方では NF-κB 転写

因子の核移行が起こる。もう一方では mitogen-activated protein kinase (MAPK) カス

ケ ー ド を 活 性 化 し ， p38 ， c-jun N-terminal kinase (JNK) ， extracellular 

signal-regulated kinase (ERK) 1/2 のリン酸化を経て最終的に activator protein 

(AP)-1 転写因子が活性化される。これら転写因子の活性化は，TNFα，IL-6，IL-12 な

どの炎症性サイトカインの遺伝子の転写を誘導する。pDC においては，MyD88 が

IRAK4，TRAF6，TRAF3，IRAK1，IKKα，IRF7 と相互作用し 45,46，IRAK-1 と IKKα

が IRF7 をリン酸化し，IRF7 の核移行が起こる。IRF7 の活性化は，I 型インターフェ

ロンの産生を誘導する 24 (図 4)。 

核酸は生体中の多くの細胞に普遍的に存在するため，TLR7 サブファミリーが自己の

核酸を誤って認識することは，自己免疫疾患の原因になりうる。TLR7，TLR8，TLR9

の発現はエンドソームなどの細胞内小器官に限局されるため，通常は自己の核酸の認識

を回避している。しかし，全身性エリテマトーデスの患者においては，ヌクレオプロテ

イン-RNA 複合体あるいはクロマチン-DNA複合体に対する自己抗体が存在し，これら

が免疫複合体を形成して細胞膜上に存在する Fcγ レセプターを介して取り込まれるこ

とで，TLR7/8 あるいは TLR9 により認識されると考えられる 47–49。 
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図 4. TLR9 の活性化経路 

TLR9 の活性化により誘導されるシグナル伝達経路。炎症性サイトカイン産生は左に示し

た経路，I 型インターフェロン産生は右に示した経路によって誘起される 21,50。 

 

 

1.4. TLR9 を活性化させる DNA 配列 

TLR9はssDNAの中に存在する非メチル化シトシン-リン酸-グアニン (CpG) モチー

フを認識する 14,15。CpG モチーフは細菌由来の DNA において高い頻度で存在するが，

脊椎動物のゲノム DNA 中での頻度はその約 1/4 であり，さらに約 70%がメチル化され

ていることが知られている。これに対して，細菌の DNA 中の CpG モチーフのメチル

化レベルは非常に低い 51,52。このため，TLR9 は非メチル化 CpG モチーフによって自

己と非自己を識別していると考えられる。TLR9 の免疫賦活活性は CpG モチーフの近

接配列によっても影響され，一般的に RRCGYY (R; プリン塩基，Y; ピリミジン塩基) 

が活性化に必要とされるコンセンサス配列と言われている 53。 

TLR9 を活性化させる DNA は，その DNA の二次構造と活性化する経路によって 3

つの class (class A，class B，class C) に分けられている (図 5)。class A CpG DNA は，

5’および 3’末端にヌクレアーゼ耐性をもつとされる phosphorothioate (PS) 骨格の
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poly-G モチーフをもち，中央部分は phosphodiester (PO) 骨格の CpG モチーフを含ん

だパリンドローム配列で構成される 54。class A CpG DNA は，pDC において TLR9 依

存的な IFN-α の産生を非常に強く誘導する一方で，NF-κB 経路による炎症性サイトカ

インの産生は低い。また，末端の poly-G モチーフは細胞への取り込み効率に寄与する

ことが報告されている 54,55。class B CpG DNA は，1 つあるいはそれ以上の CpG モチ

ーフをもち，すべての塩基が PS 骨格で構成されている 56。class A CpG DNA とは対照

的に，IFN-αの産生は低いが，非常に強いB細胞の刺激活性を示す 57。class C CpG DNA

は class A および class B CpG DNA のキメラ DNA であり，DNAの構造と免疫刺激活

性は class A および class B CpG DNA の特徴を併せ持っている 58,59。class A および

class C の CpG DNA は DNA 分子内あるいは分子間で二本鎖を形成していると考えら

れる。DNA の二次構造の違いによってエンドサイトーシスのルートが異なることが示

されており，このため class A および class C CpG DNA は pDC において I 型インター

フェロン産生を誘導すると考えられる 60–62。 

 

 

 

図 5. class A，B，C CpG DNA の代表的な配列と二次構造 

PO 骨格を大文字，PS 骨格を小文字，CpG モチーフを赤字で表記した。二重鎖を形成し

ている塩基対を灰色で示した。https://www.invivogen.com/cpg-odns-classes を参考に作図

した。 

 

 

  

https://www.invivogen.com/cpg-odns-classes
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1.5. TLR9 の立体構造 

これまでの TLR9 に関する X 線結晶構造解析の研究の結果から，主に以下の構造が

明らかになっている 32。 

①リガンド非結合型 TLR9； 

不活性化型単量体 (図 6A) 

②アゴニスト DNA 結合型 TLR9； 

TLR9: CpG DNA (DNA1668_12mer) = 2:2 の活性化型二量体 (図 6B) 

③アンタゴニスト DNA結合型 TLR9； 

TLR9: アンタゴニスト DNA (iDNA4084，iDNA_super など) = 1:1 の不活性化

型単量体 (図 6C) 

細胞中で全長の TLR9 を発現させた実験において，TLR9 が不活性な二量体を形成し

ていることを示唆する結果が報告されていたが 63，①のリガンド非結合型の構造解析の

結果，TLR9 細胞外ドメインは結晶中では単量体で存在していた。②のアゴニスト DNA

結合型の構造において， TLR9 は二量体を形成し， 2 分子の CpG DNA 

(DNA1668_12mer; CATGACGTTAAT) が TLR9 の各プロトマーの等価な位置に結合

し，2:2 複合体を形成していた。CpG DNA は一方の TLR9 プロトマーと他方の TLR9

プロトマー (TLR9*と表記する。以下では，TLR9*に属する残基や LRR などを，アス

タリスクを付して表記する) から同時に認識されることで，TLR9 の二量体化に寄与し

ていた。③のアンタゴニスト結合型の構造では，TLR9 とアンタゴニスト DNA は 1:1

の複合体を形成しており，TLR9 分子は単量体で存在していた。アンタゴニスト DNA

はステムループ構造を形成しており，TLR9 のリング構造の内側に結合し，主にリン酸

とリボース骨格を介して LRR2—LRR11 と相互作用していた。アンタゴニスト DNA 結

合部位は CpG DNA 結合部位と一部重複しており，これにより TLR9 への CpG DNA

の結合を阻害していると考えられた。 

TLR9と同じサブファミリーに属するTLR7とTLR8の活性化型二量体の構造が明ら

かにされており，TLR 二量体の構造は TLR9 とよく類似していた (図 3)。一方で，リ

ガンド結合部位は全く異なる。TLR7 と TLR8 には 2 箇所のリガンド結合部位が存在し

30,31，一つ目は 1st site と呼ばれ，低分子アゴニストやモノヌクレオシド (TLR7; グア

ノシン，TLR8; ウリジン) が結合する。1st site は TLR7 および TLR8 の二量体界面の

完全に同じ位置に存在し，この部位へのリガンドの結合により，活性化型二量体形成が

引き起こされる。二つ目の結合部位の 2nd site は TLR7 と TLR8 のいずれにおいても

ssRNA が結合するが，結合する位置は両者で異なっている。TLR7 においては Z-loop

と LRR1-LRR4 に挟まれた位置に，TLR8 においては Z-loop と LRR9-LRR13 に挟まれ

た位置にそれぞれ結合する。 
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図 6. TLR9 の結晶構造 

リガンド非結合型 (A，PDB ID: 3WPB)，CpG DNA 結合型 (B，PDB ID: 3WPC)，アン

タゴニスト DNA 結合型 (C，PDB ID: 3WPD) ウマ TLR9 の構造 32。左には正面図，右に

は側面図を示した。リガンド非結合型の構造は，Z-loop より N 末端側 (LRR1—LRR14) を

緑色，Z-loop を紫色，Z-loop より C 末端側 (LRR15—LRR26) を橙色で示した。 
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1.6. TLR9 の第二の DNA 結合部位について 

TLR9活性化型二量体の構造として，これまでに CpG DNAであるDNA1668_12mer

との 2:2 複合体の構造が解明されている 32(図 6)。しかし，CpG DNA を介した TLR9

の二量体形成は，ゲル濾過クロマトグラフィーによる結合実験においては観察されず，

超遠心分析のようなタンパク質と DNAともに高濃度の条件下において観察され，その

解離定数は約 20 µM と見積もられた。このことから，CpG DNA による TLR9 二量体

形成能は非常に弱いと考えられ，実際の TLR9 の活性化には CpG DNA 以外に他の因

子が介在している可能性が示唆された。 

Jerala らは，20—30 塩基の長さで，CpG モチーフに加えて 5’末端側の配列が TCG あ

るいは TCC である DNA は，そうでない DNA と比較してヒト TLR9 を効率的に活性

化することを明らかにした 64。これは，DNA の 5’末端の配列が TLR9 の活性化におい

て重要な役割を果たしていることを示唆している。これに加えて，5’末端に TCG モチ

ーフをもつ短い ssDNAがCpG DNAによるTLR9の活性化を増強することが示されて

いる 65。これらの報告から，TLR9にはCpGモチーフの結合部位とは異なる第二のDNA

結合部位が存在することが推測された。 

これに関連して，他の TLR7 サブファミリーのメンバーである TLR7 と TLR8 は，

ssRNA とモノヌクレオシドという 2 つの異なるリガンドが同時に結合することで二量

体形成能が増強されることが明らかにされている 30,31。TLR7サブファミリーの機能的，

構造的類似性から，TLR9 もまた第二の DNA 結合部位をもつことが予想される。しか

しながら，第二の DNA の結合部位およびその役割は明らかになっていない。 

 

1.7. マウス TLR9 について 

TLR9 を活性化するコンセンサス配列は RRCGYY であると言われているが，活性化

に適した配列が種によって異なることが以前より指摘されていた。すなわち，マウスに

おいては GACGTT53,66あるいは AACGTT 67である一方で，ヒト，ウマ，ウシを含めた

その他脊椎動物においては GTCGTT である 68,69。また Jerala らのグループにより，ヒ

トおよびマウス由来の TLR9 を活性化させる最小の DNA 配列の系統的研究が行われ，

ヒト TLR9 の活性化のためには CpG モチーフに加えて 5’末端に TCG モチーフをもつ

ことが必須であることが示された (例; minH75 DNA: TCGT7CGT12, 24塩基)64。一方，

マウス TLR9 では 5’末端に TCC モチーフをもつ CpG DNA (例; minM80 DNA: 

TCCT3CGT15, 23 塩基) でより効率的に活性化されるが，5’末端をすべて T に置き換え

た CpG DNA (T4-6CGT12-21, 23—29 塩基) においても活性化に大きな影響はなかったこ

とから，このモチーフは必須ではないことが示唆された 70。 

マウスは実験動物として臨床研究にも用いられており，マウスにおける研究結果をそ

の他の種へと適用するためには，この種特異性を考慮に入れなければならない。しかし，

これまでマウス TLR9 に関してはリガンド非結合型の構造は解明されているものの 32，
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アゴニスト DNA による活性化型二量体の構造は未知であり，マウス TLR9 に特異的な

活性化機構が存在するかどうかについては不明であった。 

 

1.8. 本研究の目的 

これまでの研究によって，CpG DNA を介した TLR9 の活性化機構が明らかになって

いたが，CpG DNA 単独での TLR9 の二量体化は非常に弱く 32，CpG モチーフ以外に

第二の DNA 結合部位が存在している可能性が示唆された 64,65,70。しかし第二の DNA

結合部位に結合する DNA の配列や活性化機構は明らかになっていなかった。本研究で

は，TLR9 の第二の DNA 結合部位を特定し，その DNA 結合様式を明らかにするため

に，TLR9 と 2 種類の DNA との結晶構造解析に取り組んだ。この目的に基づいて行っ

た研究について，2.1 節，3.1 節，4.1 節でそれぞれ方法，結果，考察を記した。この内

容は，Ohto and Ishida et al. Immunity, 2018 に記載した。 

また，マウス TLR9 の活性化においては，以前より CpG モチーフを含むコンセンサ

ス配列が他の種と異なることが知られていた。これに加えて最近，ヒト TLR9 の活性化

には CpG DNA の 5’末端の TCG モチーフが必須であるのに対して，マウス TLR9 は単

一の CpG モチーフで十分な活性を示すことが報告された 64,70。マウスのモデル動物と

しての汎用性にも関わらず，マウス TLR9 がヒトとは異なる配列特異性を示す要因につ

いては不明だった。本研究では，TLR9 の活性化における種間差を理解するために，マ

ウス TLR9 の活性化型二量体の構造解析に取り組んだ。この目的に基づいて行った研究

について，2.2 節，3.2 節，4.2 節でそれぞれ方法，結果，考察を記した。この内容は，

Ishida et al. FEBS lett., 2018 に記載した。 

本論文では，既に明らかになっているCpGモチーフ結合部位に結合するDNAをCpG 

DNA，TLR9 の第二の結合部位に結合する DNA を 5’-TCG DNA と表記する。ただし，

後述する結合実験の結果により，TLR9 の第二の DNA 結合部位には 5’末端から 2 番目

がシトシンである DNA が結合することが明らかになったため，3.1.4 項以降は 5’-xCx 

DNA と表記する。 
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2. 材料および方法 

 

2.1. 2 種類の DNA による TLR9 の活性化機構 

 

2.1.1. TLR9 発現用ベクターの作製 

TLR9 の発現系は，先行研究によって確立されたプロトコルを用いた 32。以下では，

そのプロトコルを示す。 

タンパク質の発現には，Drosophila Expression System (Thermo Fisher Scientific) 

の pMT/BiP/V5-His Bベクター中の制限酵素サイトNcoIからAgeIまでの配列を，NcoI

－TLR9 細胞外ドメイン全長遺伝子－EcoRI－トロンビン認識配列遺伝子－protein A

タグ遺伝子－AgeI で置換したプラスミド DNA を用いた (図 7)。TLR9 細胞外ドメイ

ン全長遺伝子は，ウマ (残基番号 26-817)，ウシ (残基番号 25-815)，マウス (残基番号

26-818) 由来の遺伝子を，Drosophila melanogaster 用にコドンを最適化して合成した 

(GeneScript に依頼)。この遺伝子を発現させると，RSPW (BglII および NcoI 由来の配

列)－TLR9－EF (EcoRI由来の配列)－LVPRGS (トロンビン認識配列)－proteinA タグ

となることが予想される。 

 

 

図 7. TLR9 発現ベクターの模式図 

TLR9 発現用ベクターの模式図。pMT/BiP/V5-His B ベクター中の制限酵素サイト Nco I

から Age I までの配列を，Nco I－TLR9 細胞外ドメイン全長遺伝子－Eco RI－トロンビン

認識配列遺伝子－protein A タグ遺伝子－Age I で置換したプラスミド DNA32を用いた。 
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図 8. TLR9 のアミノ酸配列アライメント 

ヒト，ウマ，ウシ，ラット，マウス由来の TLR9 の細胞外ドメインのアミノ酸配列アラ

イメントを LRR 単位ごとに表示した。配列アライメントは Clustal Omega software 

(EMBL-European Bioinformatics Institute) を使用した。アミノ酸残基の色は類似度を示

しており，赤が最も類似度が高く，次いで緑，青，黒の順に類似度が低い。黄色は N 型糖

鎖結合可能部位を示している。  
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2.1.2. TLR9 安定発現株の作製 

 先行研究に従って Schneider 2 (S2) 細胞を用いてTLR9の安定発現株を作製した 32。

以下では，そのプロトコルを示す。TLR9 ベクターおよび pCoHygro ベクター 

(Drosophila Expression System に同梱) を大腸菌にトランスフォーメーションし，

PureYield Plasmid Miniprep System (Promega) を用いて DNA を精製した。24 ウェ

ルプレートに 0.5×106 cellsのDrosophila S2 細胞 (Thermo Fisher Scientific) を播種

して底面に接着させた。精製した TLR9 ベクター2 µgと pCoHygro ベクター80 ngを，

3 µL の Cellfectin II Reagent (Thermo Fisher Scientific) を用いてプロトコルに従っ

てトランスフェクション溶液を調製し，先の細胞の上清を除去してトランスフェクショ

ン溶液を静かに滴下した。4時間後，上清を除去し，1%  Penicillin-Streptomycin Mixed 

Solution (nacalai tesque) を加えた Sf-900II SFM (Thermo Fisher Scientific) 培地を

1 mL/ウェルで添加した。翌日，細胞を 300 µg/mL Hygromycin B Solution (50 mg/mL, 

nacalai tesque), 1% Penicillin-Streptomycin Mixed Solution を加えた Sf-900II SFM

培地を用いて植え継ぎ，hygromycin による選択を開始した。約 3 週間薬剤選択培養を

行い，hygromycin 存在下で増殖することを確認してから，細胞を 6 ウェルプレートに

植え継いだ。細胞を十分に増殖させた後，三角フラスコに植え継ぎ 27℃にて浮遊培養

を開始した。以後，300 µg/mL Hygromycin B solution, 10 µg/mL Gentamicin Sulfate 

Solution (10 mg/mL, nacalai tesque), 0.1% Fugnizone Antimycotic, Liquid (Thermo 

Fisher Scientific), 1% Penicillin-Streptomycin Mixed Solution を加えた Sf-900II 

SFM 培地を用いて細胞を継代培養した。これを安定発現株とする。 

 

2.1.3. 性状解析用サンプル (糖鎖非短縮) の調製 

等温滴定カロリメトリー (isothermal titration calorimetry; ITC) やゲル濾過クロ

マトグラフィーなどを用いた性状解析を行うために，性状解析用のウマ，ウシ，マウス

由来の TLR9 (糖鎖非短縮) を調製した。安定発現株を用いた大量培養，精製は以前の

方法に従った 32。以下では，その手法を示す。 

培養には，0.5% Penicillin-Streptomycin Mixed Solution, 20 mM L-Glutamine 

Stock Solution (nacalai tesque)を加えた Express Five SFM (Thermo Fisher 

Scientific) 培地 を使用して 110 rpm で旋回培養し，細胞密度が 1.0—2.0×106 cells/mL

程度になった時点で終濃度 0.5 mM となるように CuSO4を加えて誘導を開始し，約一

週間旋回培養を行って各 TLR9 を分泌発現させた。 

培養液を遠心分離して上清を回収し，IgG Sepharose 6 Fast Flow (GE Healthcare) 

に吸着させた。PBS でカラムの洗浄を行った後，0.1 M Glycine-HCl pH 3.5, 0.15 M 

NaCl で 溶 出 さ せ た 。 溶 出 液 に 直 ち に 1/20 (v/v) の 1 M tris 

(hydroxymethyl)-aminomethane (Tris)-HCl pH 8.0 を加えて中性にした。溶出液を

Amicon Ultra-100 (Merck millipore) を用いた限外濾過により 10 mL 程度まで濃縮後，
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15,000 rpm，4℃，10 分間遠心を行って沈殿を除去し，上清を HiLoad Superdex 200 

26/60 prep grade (CV=320 mL, GE Healthcare) ゲル濾過カラムにアプライした。バ

ッファーは 10 mM Tris-HCl pH7.5, 0.15 M NaCl を用い，流速 2 mL/min で行った。

280 nm の吸光度 (Absorbance at 280 nm; A280) を測定することでタンパク質の溶出

をモニターし，TLR9 分子量相当のピークの画分 (約 151 ml—175 ml) を分取した。ウ

マおよびウシ由来の TLR9 については，タンパク質 1 mg に対して V8 プロテアーゼ 

(Wako) を 40 µg 添加し，室温で 55—60 時間静置して protein A タグおよび Z-loop を切

断した。マウス由来の TLR9 については，タンパク質 1 mg に対して V8 プロテアーゼ

を 10 µg 添加し，室温で一晩静置して protein A タグおよび Z-loop を切断した。V8 プ

ロテアーゼによる切断後，15,000 rpm，4℃，10 分間遠心を行って沈殿を除去し，上

清を陽イオン交換クロマトグラフィー用 A バッファー (10 mM 2-(N-morpholino) 

ethanesulfonic acid (MES)-NaOH pH 6.0) を用いて 6 倍に希釈し，HiTrap SP (CV=5 

mL, GE Healthcare) 陽イオン交換カラムにアプライした。A バッファー (10 mM 

MES-NaOH pH 6.0)，Bバッファー (10 mM MES-NaOH pH 5.0, 2 M NaCl) を用い，

25 mL の 5% B バッファーでカラムを洗浄後，100 mL で B バッファーを 5%から 30%

までグラジエントをかけ，TLR9 を溶出させた。TLR9 の画分を回収し，Amicon 

Ultra-50 を用いてバッファーを 10 mM MES-NaOH pH5.5, 0.15 M NaCl に置換し，

10—20 mg/mL に濃縮した。各段階におけるサンプルの状態は SDS-PAGE により確認

した。 

本項の結果は，図 9，図 11，図 32 および 3.1.1 項，3.2.1 項に記した。 

 

2.1.4. 結晶化用サンプル (糖鎖短縮) の調製 

ウマおよびウシ TLR9 には，それぞれ 13 箇所と 11 箇所の N 型糖鎖結合可能部位が

存在する (図 8)。糖鎖は結晶化の障害となるため，結晶化用のウマおよびウシ TLR9

サンプル (糖鎖短縮) を得る目的で，誘導と同時に糖鎖生合成経路の阻害剤であるキフ

ネンシン (Cayman Chemical) を添加し，糖鎖切断酵素 EndoHf感受性の糖鎖を付加さ

せた。大量培養は2.1.3項の方法に従った 32。誘導時にキフネンシンを終濃度 1.8 µg/mL，

CuSO4を終濃度 0.6 mM となるよう添加した。IgG アフィニティークロマトグラフィ

ーによる精製までは，2.1.3 項の性状解析用サンプルと同様に行った。溶出液を Amicon 

Ultra-100 を用いた限外濾過により 10 mL 程度まで濃縮後，1/10 (v/v) 1 M 酢酸バッフ

ァー pH 5.0 を添加し，1 mg のタンパク質に対し Endo Hf (NEB) 1,000 U を加え，室

温で一晩静置し，糖鎖の短縮を行った。その後のゲル濾過カラムクロマトグラフィー，

V8 プロテアーゼ処理，陽イオン交換カラムクロマトグラフィーによる精製は，2.1.3 項

の方法に従った。TLR9 の含まれる画分を回収し，Amicon Ultra-50 を用いてバッファ

ーを 10 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.15 M NaCl に置換し，5—15 mg/mL に濃縮した。 

本項の結果は，図 10 および 3.1.1 項に記した。 



21 

 

 

2.1.5. マウス TLR9 の 5’-TCG DNA 結合部位変異体の調製 

5’-TCG DNA の認識に関わる残基の重要性を調べるために，マウス TLR9 の 5’-TCG 

DNA 結合部位変異体を作製した。2.1.1 項で作製したマウス TLR9 野生型の

pMT/BiP/V5-His B 発現ベクターを鋳型として，PCR 反応により変異を導入した。計 4

個の 5’-TCG DNA 結合部位変異体のマウス TLR9 (F375A, F402A, D535A, Y537A) を

作製した。変異導入に使用したプライマーは表  1 にまとめた。PCR 酵素には

PrimeSTAR MAX DNA polymerase (TaKaRa) を使用し，添付の取扱説明書に従って

変異導入のための PCR 反応を行った。作製したマウス TLR9 の 5’-TCG DNA 結合部位

変異体ベクターは，シークエンス解析により目的位置に変異が入っていることを確認し

た (Fasmac に依頼)。 

 

表 1. マウス TLR9 の 5’-TCG DNA 結合部位変異体を作製するためのプライマー 

 forward reverse 

F375A TGGCATTGCTTTTCGCTCCCTGAATAAG GCGAAAAGCAATGCCATTCATGTTCAG 

F402A ATGAACGCTATCAATCAGGCCCAGCTG ATTGATAGCGTTCATCTGCAGATGCAG 

D535A AAGCTGGCTCTGTACCATTGGAAGTCG GTACAGAGCCAGCTTATTGTGGCTCAG 

Y537A GACCTGGCTCATTGGAAGTCGTTCAGT CCAATGAGCCAGGTCCAGCTTATTGTG 

 

作製した発現用のベクターを用いて，2.1.2 項に従って安定発現株を作製し，大量培

養を行い，性状解析用のサンプルを調製した。2.1.3 項に示した性状解析用サンプルの

調製方法に従って IgGアフィニティークロマトグラフィーを行い，サンプルを濃縮後，

V8 プロテアーゼで protein A タグと Z-loop の切断を行った (タンパク質 1 mg に対し

て 10 µg 添加，室温一晩静置)。15,000 rpm，4℃，10 分間遠心を行って沈殿を除去し，

上清を Superdex 200 Increase 10/300 (CV=24 mL, GE Healthcare) ゲル濾過カラム

で精製を行った。バッファーは 10 mM MES-NaOH pH5.5, 0.15 M NaCl を用いた。

TLR9 の含まれる画分を回収し，Amicon Ultra-50 を用いて 5—20 mg/mL に濃縮した。

また，これらの 5’-TCG DNA 結合部位変異体に加えて，コントロールとして CpG DNA

結合部位変異体であるマウス TLR9 W96A 変異体 32についても同様に性状解析用のサ

ンプルを調製した。 

 

2.1.6. ITC 

ITC を用いて TLR9 と各 DNA の結合親和性を測定した。装置は MicroCal iTC200 

(Malvern) を用い，最初に 0.4 µL の滴定を 1 回行った後，2 µL の滴定を 18 回行い，

DNA 結合の際に出入りした熱量を測定した。滴定の間隔は 120 秒とし，バッファーは

10 mM MES-NaOH pH 5.5, 0.15 M NaCl を用いて，298 K で測定を行った。CpG DNA
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および 5’-TCG DNA は超純水で 2 mM に溶解したものを用いた (すべて PO 骨格，

eurofin に合成を依頼)。 

TLR9 と CpG DNA 単独あるいは 5’-TCG DNA 単独との結合については，10 µM の

TLR9 に対して 100 µM の CpG DNA あるいは 5’-TCG DNA を滴定した。TLR9 に対

する CpG DNA と 5’-TCG DNA の協調的な結合については，10 µM の TLR9 と等モル

量の CpG DNA の混合液に対して，100 µM の 5’-TCG DNA を滴定した。 

測定データは OriginLab software (Malvern) を用いて解析を行い，1 サイト結合モ

デルを用いたカーブフィッティングによって結合解離定数 (dissociation constant: Kd) 

を算出した。有意な熱の出入りが観測されなかったものについては，解離定数を算出し

なかった。 

本項の結果は，3.1.1 項，3.1.4 項，3.1.10 項および図 12，図 13，図 15，図 25，表 

6，表 8 に記した。 

 

2.1.7. ゲル濾過クロマトグラフィー 

TLR9 の会合状態および DNA の結合を調べることを目的として，ゲル濾過クロマト

グラフィーを行った。 

図 14 の結果については，カラムは Superdex 200 Increase 10/300 (CV = 24 mL, GE 

Healthcare) を用いた。バッファーは 10 mM MES-NaOH pH 5.5, 0.15 M NaCl を用

い，流速は 1 mL/minで行った。TLR9は 1 µMとし，2 µMの CpG DNAと 5’-TCG DNA

を混合した (モル比 2 倍)。サンプルはそれぞれ 200 µL をアプライし，A280と A260を検

出した。いずれの DNA も，2.1.6 項と同じものを用いた。 

本項の結果は，3.1.3 項および図 14 に記した。 

 

図 16 の結果については，カラムは Superdex 200 Increase 5/150 (CV = 3 mL, GE 

Healthcare) を用いた。バッファーは 25 mM MES-NaOH pH 5.5, 0.25 M NaCl を用

い，流速は 0.5 mL/min で行った。TLR9 は 2 µM とし，等モル量の CpG DNA と 5’-TCG 

DNA を混合した。サンプルはそれぞれ 50 µL をアプライし，A280を検出した。 

本項の結果は，3.1.5 項および図 16 に記した。 

 

図 31 の結果については，カラムは Superdex 200 Increase 10/300 (CV = 24 mL) を

用いた。バッファーは 10 mM MES-NaOH pH 5.5, 0.15 M NaCl を用い，流速は 1 

mL/min で行った。TLR9 および CpG DNA の濃度を 125 nM に固定して，各配列の

5’-TCG DNAをさまざまな濃度 (31—250 nM) で混合した。サンプルはそれぞれ 200 µL

をアプライし，A280を検出した。また，5’-TCG DNA の濃度に対する TLR9 の二量体

の面積をプロットした。 

本項の結果は，3.1.13 項および図 31 に記した。 
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2.1.8. 結晶化 

結晶化実験はシッティングドロップ蒸気拡散法により，293 K で行った。結晶化ドロ

ップはタンパク質溶液と等量のリザーバー溶液を 0.5—1.0 µL ずつ混合することによっ

て作製した。結晶化の条件は表 2 に記した。結晶化用プレートは CrystalClear ‘P’ strips 

with platforms (Hampton research) を用いた。 

 

2.1.9. X 線結晶構造解析 

CpG DNA/5’-xCxDNA結合型ウマTLR9の結晶 (3種) の回折強度データセット収集

は SPring-8 BL41XU (兵庫) で行い，検出器は PILATUS3 6M (DECTRIS) を使用し

た。CpG DNA/5’-xCxDNA 結合型ウシ TLR9 の結晶の回折強度データセット収集は

PF-AR NE3A (茨城) で行い，検出器は PILATUS 2M (DECTRIS) を使用した。 

結晶は表 2に示した不凍液に浸漬後，CryoLoop (Hampton Research) を用いてマウ

ントし，窒素ガスによるクライオストリーム条件下 (100 K) で急速凍結し，波長 1.0000 

Å の X 線を照射してデータセットを収集した。測定はいずれも 1 個の結晶を用いて行

った。ウマ TLR9 の結晶については，振動角を 0.5°/frame とし，露光時間 0.5 秒で 360

枚のデータを収集した。ウシ TLR9 の結晶については，振動角を 0.5°/frame とし，露

光時間 1.5 秒で 360 枚のデータを収集した。 

回折強度データセットはHKL200071あるいはXDS72により回折データから指数付け

と積分処理を行った。結晶構造の位相は，DNA1668_12mer 結合型複合体結晶の構造 

(PDB ID: 3WPC および 3WPE) をモデル構造として用い，Molrep プログラム 73によ

る分子置換法により初期位相を決定した。COOT74によるモデリングと REFMAC プロ

グラム 75を用いた構造精密化を R 因子が十分に下がるまで繰り返し，最終的なモデル

構造を得た。リガンド分子，糖鎖，水分子は構造精密化の後の段階で構造に加えた。ま

た，全反射のうち 5%を cross validation に用いて Rfree因子を算出した。本論文中で用

いた構造の図は，CueMol (http://www.cuemol.org/；図  26 以外) または PyMOL 

(https://pymol.org/；図 26) を用いて描画した。 

本項の結果は，3.1.6—3.1.9 項，3.1.11 項および表 7，図 18—図 24，図 26に記した。 

  

http://www.cuemol.org/
https://pymol.org/
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表 2. 結晶化条件と不凍液の組成 

  ウマ TLR9 

AGGCGTTTTT 

5’-xCx1: TCGCAC 

ウマ TLR9 

AGGCGTTTTT 

5’-xCx2: GCGCAC 

ウマ TLR9 

AGGCGTTTTT 

5’-xCx3: CCGCAC 

ウシ TLR9 

AGGCGTTTTT 

5’-xCx4: TCGTTT 

Protein solution 2.6 mg/mL ウマ TLR9 

8 mM Tris-HCl pH7.5 

0.40 M NaCl 

72 µM CpG1 DNA 

145 µM xCx1 DNA 

 

6.5 mg/mL ウマ TLR9 

9 mM Tris-HCl pH 7.5 

0.44 M NaCl 

77 μM CpG1 DNA 

154 μM xCx2 DNA 

6.5 mg/mL ウマ TLR9 

9 mM Tris-HCl pH 7.5 

0.44 M NaCl 

77 μM CpG1 DNA 

154 μM xCx3 DNA 

 

4.3 mg/mL ウシ TLR9 

9 mM Tris-HCl pH 7.5 

0.44 M NaCl 

77 μM CpG1 DNA 

154 μM xCx4 DNA 

 

Reservoir solution 2% (w/v) PEG 10000 

20 mM Mg-acetate 

20 mM Mes-NaOH pH6.5 

 

4-6% (w/v) PEG 4000 

4-6% (v/v) 2-propanol 

0.2 M NaCl 

0.1 M citrate-NaoH pH 5.6 

 

4-6% (w/v) PEG 4000 

4-6% (v/v) 2-propanol 

0.2 M NaCl 

0.1 M citrate-NaOH pH 5.6 

10% (w/v) PEG 4000 

0.5 M NaCl 

0.1 M Mes-NaOH pH 6.5 

 

Cryoprotectant solution 2% (w/v) PEG 10000 

20 mM Mg-acetate 

0.3 M NaCl 

20 mM Mes-NaOH pH6.5 

20% (v/v) ethylene glycol 

5% (w/v) PEG 4000 

5% (v/v) 2-propanol 

0.3 M NaCl 

0.1 M citrate-NaOH pH 5.6 

25% (v/v) ethylene glycol 

 

5% (w/v) PEG 4000 

5% (v/v) 2-propanol 

0.3 M NaCl 

0.1 M citrate-NaOH pH 5.6 

25% (v/v) ethylene glycol 

10% (w/v) PEG 4000 

0.5 M NaCl 

0.1 M Mes-NaOH pH 6.5 

20% (v/v) glycerol 

 

2.1.10. NF-κB レポーターアッセイ 

本項および 2.1.11項—2.1.13項に示した実験を東京大学医科学研究所 三宅健介教授，

柴田琢磨博士，佐藤亮太博士らに依頼した。以下の実験は三宅らによるものである。 

HEK293T 細胞を用いた TLR9 のレポーターアッセイを行った。HEK293T 細胞は

10% FBS，Penicillin-Streptomycin-Glutamine (Thermo Fisher Scientific)，50 µM 

2-Mercaptoethanol (nacalai tesque) を添加した RPMI1640 培地 (Thermo Fisher 

Scientific) を用いて，5%二酸化炭素存在下で 37℃において培養した。 

野生型のマウス TLR9 の cDNA を導入した pMX-puro-IRES-ratCD2 ベクター，野生

型のマウス Unc93B1 の cDNA を導入した pMX-puro ベクター，pNL3.2.NF-κB-RE 

[NlucP/NF-κB-RE/Hygro] ベ ク タ ー を ， Polyethylenimine ‘Max’ MW40,000 

(Polysciences) を用いて HEK293T 細胞に共トランスフェクションした。30 分間イン

キュベート後，コラーゲンコートした 384 ウェルの平底プレート (Corning) に細胞を

播種し，6 時間培養後に各種 DNA により刺激した。Nano-Glo Luciferase assay system 

(Promega) を用いて，刺激した細胞の Nanoluc 活性を測定した。化学発光の相対発光

量は GloMax 96 Microplate Luminometer (Promega) で測定した。CpG DNA 単独の

刺激によるデータと各データを比較したときの統計学的有意性は， two-tailed 

Student’s t検定により決定し，p値が 0.05以下のものを有意差があるとした (*p<0.05; 

**p<0.01; ***p<0.005)。DNA はすべて PS 骨格のものを用いた (Fasmac に合成を依

頼)。 

本項の結果は 3.1.12 項および図 27，図 28，図 29，図 30 に示した。 
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2.1.11. BM-MCs および BM-pDC の調製 

骨髄由来マクロファージ (bone marrow-derived macrophages, BM-MCs) および骨

髄由来形質細胞様樹状細胞  (bone marrow-derived plasmacytoid dendritic cells, 

BM-pDC) の誘導には，野生型および Tlr9-/-のオスのマウスの脛骨および大腿骨より得

た骨髄細胞 (bone marrow, BM) を用いた。野生型のマウスは C57BL/6 マウス (日本

エスエルシー株式会社) を，Tlr9-/-マウス 14は大阪大学の審良静男教授より譲渡を受け

たものを用いた。BD Pharm Lyse lysing buffer (BD Biosciences) を用いて BM から赤

血球を除去した。得られた BM は BM-MCs および BM-pDC の誘導に用いた。 

BM-MCs の誘導は，7×106 個の BM をポリスチレン 94 mm ディッシュ (Greiner 

Bio-One) に播種し，10 mL の 10% FBS，Penicillin-Streptomycin-Glutamine，50 µM 

2-Mercaptoethanol，100 ng/mL M-CSF (murine macrophage colony-stimulating 

factor, PeproTech Inc.) を添加した RPMI1640 培地で 6 日間培養することにより行っ

た。BM-pDC の誘導は，2.5×107個の BM を細胞培養用 10 cm ディッシュに播種し，

10 mLの 10% FBS，Penicillin-Streptomycin-Glutamine，50 µM 2-Mercaptoethanol，

100 ng/mL Flt3L (murine fms-like tyrosine kinase-3 ligand, PeproTech Inc.) を添加

した RPMI1640 培地で 7 日間培養することにより行った。Flt3L 処理した細胞は抗マ

ウス CD11c 抗体 (clone: N418) と抗マウス B220 抗体 (clone: RA3-6B2) ポリクロー

ナル抗体 (TONBO bioscience) で染色し，最終的に CD11c 陽性かつ B220 陽性の細胞

を FACS Aria フローサイトメーター (BD Biosciences) によりソーティングし，

BM-pDC として実験に用いた。 

 

2.1.12. ELISA 

1×105 個/mL の BM-MCs を 96 ウェル平底プレート (BD Falcon) で培養し，各種

DNA により 16—20 時間刺激した。上清中のマウス IL-12p40 の濃度を Ready-Set-Go! 

ELISA kits (eBioscience) により測定した。いずれの DNA も，2.1.10 項と同じものを

用いた。 

本項の結果は，3.1.12 項および図 28 に示した。 

5×104個/mL の BM-pDCs を 96 ウェル丸底プレート (BD Falcon) で培養し，各種

DNAにより16—20時間刺激後，上清中のマウス IFN-αの濃度を IFN-α ELISA Kit (PBL 

Assay Science) により測定した。CpG DNA 単独の刺激によるデータと各データを比

較したときの統計学的有意性は，two-tailed Student’s t 検定により決定し，p 値が 0.05

以下のものを有意差があるとした  (*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.005)。DNA1585 

(ggGGTCAACGTTGAgggggg，二重鎖を形成している部分を下線で示した) は，小文

字で示した部分は PS 骨格，大文字で示した部分は PO 骨格のものを用いた (Fasmac

に合成を依頼)。 

本項の結果は，3.1.12 項および図 30 に示した。 
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2.1.13. ウエスタンブロッティング 

12 ウェル 平底プレート (Thermo Scientific) に播種した 1×106個の BM-MCs を，

15 分間あるいは 30 分間，各種 DNAにより刺激した。CpG DNA (AGGCGTTTTT) お

よ び 5’-xCx DNA (TCGCCC) は 2.1.10 項 と 同 じも のを 用い ， DNA1668 

(TCCATGACGTTCCTGATGCT，20 塩基) は，すべて PS 骨格のものを用いた。PBS

で洗浄後，BM-MCs を 50 mM Tris-HCl pH7.5, 10%グリセロール, 1% SDS により可

溶化した。室温で 10 分間インキュベート後，SDS-PAGE で分離し，ウエスタンブロッ

ティングを行った。一次抗体に用いたモノクローナル抗体 (monoclonal antibody, 

mAb) は CanGetSignals Solution 1 (TOYOBO) で希釈し使用した。抗 phospho p65 

mAb (clone: 93H1)，抗 phospho JNK mAb (clone: 81E11)，抗 phospho Erk1/2 mAb 

(clone: D13.14.4E)，抗 phospho p38 mAb (clone: D3F9) は Cell Signaling Technology

より購入した。二次抗体には，ヤギ抗マウス IgG-HRP (Santa Cruz) および proA-HRP 

(GE Healthcare) を CanGetSignals Solution 2 (TOYOBO) で希釈して使用した。 

本項の結果は，3.1.12 項および図 29 に記した。 

 

 

2.2. マウス TLR9 活性化型二量体の構造解析 

 

2.2.1. 結晶化用マウス TLR9 サンプル (糖鎖結合部位変異) の調製 

マウス由来の TLR9 には 13 箇所の N 型糖鎖結合可能部位がある (図 8)。マウス

TLR9 は EndoHfによる糖鎖の短縮により沈殿を生じ精製が困難であったため，糖鎖結

合可能部位のアミノ酸に変異を導入することで糖鎖修飾を阻害した。表 3 にまとめた

プライマーを使用して，4 箇所の糖鎖結合可能部位 (N325Q, N495Q, N514Q, N670Q) 

に変異を導入した。2.1.1 項で作製したマウス TLR9 野生型の pMT/BiP/V5-His B 発現

ベクターを鋳型として，2.1.5 項と同様に変異体を作製した。変異を 1 箇所導入したベ

クターを鋳型にして 2 箇所目の変異を導入し，最終的に 4 箇所の変異を導入したベクタ

ーを作製した。作製したマウス TLR9 糖鎖結合部位変異体の発現用のベクターを用いて，

2.1.2 項に従って安定発現株を作製し，2.1.3 項に従って性状解析用のサンプル調製を行

った 32。 

 

表 3. マウス TLR9 の N 型糖鎖結合部位変異体を作製するためのプライマー 

 forward reverse 

N325Q AGCATCCAGCACACGAATGCCTTTCAG CGTGTGCTGGATGCTCTCGTACAGGAA 

N495Q TTCGTGCAGCTGTCGCGCCTGCAGTGC CGACAGCTGCACGAACATCTCGGGCTT 

N514Q GCCGTGCAGGGCTCGCAGTTTCTGCCG CGAGCCCTGCACGGCCTGGGCAATACT 

N670Q TTCTTTCAGTGGACCAGCCTGTCCTTC GGTCCACTGAAAGAAGCTCAGATAGTT 
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2.2.2. マウス TLR9 CpG DNA 結合部位変異体の作製 

マウス TLR9 における CpG DNA 認識に関わる残基の二量体化への寄与を確認する

ために，性状解析用および NF-κB レポーターアッセイ用の CpG DNA 結合部位変異体

をそれぞれ作製した。 

2.1.1 項で作製した野生型マウス TLR9 の細胞外ドメインを導入した

pMT/BiP/V5-His B ベクターを鋳型として，PCR 反応により変異を導入し，計 3 個の

CpG DNA 結合部位変異体 (I643A，A667A，I643A/S667A) を作製した。変異導入に

使用したプライマーは表 4 にまとめた。変異体の作製は 2.1.5 項と同様に行った。作製

したマウスTLR9のCpG DNA結合部位変異体ベクターを用いて 2.1.2項に従って安定

発現株を作製し，2.1.5 項に示したマウス TLR9 5’-TCG DNA 結合部位変異体の性状解

析用のサンプルと同様に調製した。 

 

表 4. マウス TLR9 の CpG DNA 結合部位変異体を作製するためのプライマー 

 forward reverse 

I643A CTGCATGCTCTGCGCCCACAGAACCTG GCGCAGAGCATGCAGATTGTTCTGGGA 

S667A TATCTGGCTTTCTTTAATTGGACCAGC AAAGAAAGCCAGATAGTTGTCGCGCAG 

 

HEK293T細胞でのNF-κBレポーターアッセイ (2.2.6項参照) のために，CpG DNA

結合部位の残基を該当するヒト TLR9 の残基に置換した変異体を作製した。2.1.10 項で

用いた野生型のマウスTLR9の cDNAを導入したpMX-puro-IRES-ratCD2ベクターを

鋳型として，PCR 反応により変異を導入した。計 5 個の CpG DNA 結合部位変異体 

(L106M，S109P，I643T，S667A，I643T/S667A) を作製した。変異導入に使用した

プライマーは表 5 にまとめた。変異体の作製は 2.1.5 項および前段と同様に行った。 

 

表 5. NF-κB レポーターアッセイ用のマウス TLR9 の CpG DNA 結合部位変異体を作製す

るためのプライマー 

 forward reverse 

L106M AGCCCCATGCACTTCTCTTGCCACATG GAAGTGCATGGGGCTAAGGCCAGTGGG 

S109P CACTTCCCTTGCCACATGACCATTGAG GTGGCAAGGGAAGTGCAGGGGGCTAAG 

I643T CTGCATACTCTCCGGCCCCAGAACCTT CCGGAGAGTATGCAGGTTATTTTGAGA 

S667A TACCTAGCTTTCTTTAACTGGACCAGT AAAGAAAGCTAGGTAGTTGTCTCGGAG 
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2.2.3. ゲル濾過クロマトグラフィー 

2.2.2 項で作製したマウス TLR9 の CpG DNA 結合部位変異体の DNA 結合能を調べ

るため，ゲル濾過クロマトグラフィーを行った。 

カラムは Superdex 200 Increase 10/300 (CV = 24 mL) を用いた。バッファーは 10 

mM MES-NaOH pH 5.5, 0.15 M NaCl を用い，流速は 1 mL/min で行った。CpG DNA

および 5’-TCG DNA にはそれぞれ AGGCGTTTTT 配列および TCGCCC 配列の DNA

を用いた。マウス TLR9 は 1 µM とし，2 µM の CpG DNA と 5’-TCG DNA を混合した 

(モル比 2 倍)。サンプルはそれぞれ 200 µL をアプライし，A280を検出した。いずれの

DNA も 2.1.6 項と同じものを用いた。 

本項の結果は，3.2.5 項および図 40 に記した。 

 

2.2.4. 結晶化 

マウス TLR9 の活性化型二量体の構造を明らかにするために，CpG DNA および

5’-TCG DNA との共結晶化を行った。マウス TLR9 は 2.2.1 項に従って調製した結晶化

用サンプルを用いて，6 mg/mL マウス TLR9 と 66 µM CpG DNA (AGGCGTTTTT) と

66 µM 5’-xCx DNA (TCGCCA) を混合し，結晶化サンプルとした。バッファーは 10 mM 

Tris-HCl pH7.5, 0.5 M NaCl を用いた。 

リザーバー溶液として 20% (w/v) polyethylene glycol (PEG) 4000 (Hampton 

Research), 0.15 M Ammonium sulfate (nacalai tesque), 0.1 M HEPES-NaOH pH 7.0 

(Hampton Research) を用い，結晶化サンプル:リザーバー溶液 = 0.2 µL:0.2 µL で混合

し，シッティングドロップ蒸気拡散法で 293 K 下で結晶化を行った。結晶化プレート

は Intelli-Plate 96-2 shallow well (Hampton Research) を用いた。 

 

2.2.5. X 線結晶構造解析 

CpG DNA/5’-xCxDNA 結合型マウス TLR9 の結晶の回折強度データセット収集は，

SPring-8 BL41XU (兵庫) で行った。検出器は PILATUS3 6M (DECTRIS) を使用した。 

結晶は不凍液  (20% (w/v) PEG 4000, 0.15 M ammonium sulfate, 0.1 M 

HEPES-NaOH pH 7.0, 0.35 M NaCl, 20% (v/v) ethyleneglycol (nacalai tesque)) に浸

漬後，CryoLoop を用いて液体窒素で急速凍結後，窒素ガスによるクライオストリーム

条件下 (100 K) で波長 1.0000 Å の X 線を照射してデータセットを収集した。測定は 1

個の結晶を使用し，振動角を 0.25°/frame とし，露光時間 0.25 秒で 1440 枚のデータを

収集した。 

回折強度データセットはXDS72により回折データから指数付けと積分処理を行った。

リガンド非結合型マウス TLR9 の結晶構造 (PDB ID: 3WPF)32 をモデル構造として用

い，Molrep プログラム 73による分子置換法により初期位相を決定した。COOT74によ

るモデリングと REFMAC プログラム 75を用いた構造精密化を R 因子が十分に下がる
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まで繰り返し，最終的なモデル構造を得た。リガンド分子，糖鎖，水分子は構造精密化

の後の段階で構造に加えた。また，全反射のうち 5%を cross validation に用いて Rfree

因子を算出した。本論文中で用いた構造の図は，CueMol (http://www.cuemol.org/；図 

38，図 39 以外) または PyMOL (https://pymol.org/；図 38，図 39) を用いて描画した。 

本項の結果は，3.2.1—3.2.4 項および表 9，図 34—図 39 に記した。 

 

2.2.6. NF-κB レポーターアッセイ 

2.2.2 項において作製したマウス TLR9 の CpG DNA 結合部位変異体を用いて，

HEK293T 細胞を用いたレポーターアッセイを行った。 

2.1.10 項に記載した pNL3.2.NF-κB-RE [NlucP/NF-κB-RE/Hygro] ベクターの代わ

りに pELAM1-luc reporterベクターを用い，その他の手法は 2.1.10 項と同様に行った。

TLR9 の刺激は，TCGT3CGT15配列 70の DNA により行った。 

野生型のマウス TLR9 のデータと各変異体のデータを比較したときの統計学的有意

性は，two-tailed Student’s t 検定により決定し，p 値が 0.05 以下のものを有意差があ

るとした (*p<0.05)。 

本項の結果は，3.2.6 項および図 41 に記した。 

 

2.2.7. X 線小角散乱 

CpG DNA 単独でのマウス TLR9 の活性化型二量体の構造情報を得るために，X 線小

角散乱法による解析を行った。測定する分子の単分散度を向上させるために，ゲル濾過

カラムから溶出する分離したサンプル画分に X 線を照射する SEC-SAXS 法 

(Size-exclusion chromatography coupled with small-angle X-ray scattering) で測定

を行った。SEC-SAXS データ測定は PF BL10C (茨城) において行った。 

56 µM の TLR9 に対して 84 µM の各種 DNA (モル比 1.5 倍) を混合し，全量 200 µL

に調製した。カラムは Superdex 200 Increase 10/300 GL (CV = 24 mL) を用い，バッ

ファーは 10 mM MES-NaOH pH5.5, 0.15 M NaCl を用いた。SAXS データ測定中は流

速 0.025 mL/min とし，ゲル濾過クロマトグラフィーの溶出液に対して 293 K 条件下で

波長 1.000 Åの X 線を照射し，SAXS 測定を行った。検出器は PILATUS 2M (Dectris) 

を使用し，サンプルと検出器間の距離は 2.0 m に設定した。各 SAXS データは，SAngler

プログラム 76を用いて，円周平均化，バックグラウンド差し引き，データ平均化を行い，

q (q=4πsinθ/λ, 2θ は散乱角を，λ は波長を表す) の関数として一次元散乱データ I(q)を

得た。 

本項の結果は，3.2.7 項および図 42 に記した。  

http://www.cuemol.org/
https://pymol.org/
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3. 結果 

 

3.1. 2 種類の DNA による TLR9 の活性化機構 

 

3.1.1. TLR9 サンプルの調製 

2.1.2 項および 2.1.4 項に従い，各種 TLR9 の性状解析用および結晶化用サンプルの

精製を行った。代表的な例として，ウマ TLR9 の精製結果を図 9，図 10に示した。ウ

シおよびマウス TLR9 においても基本的に同様の結果だったため，ウマ TLR9 の精製

結果のみを示す。 

培養上清を回収し，IgG アフィニティークロマトグラフィー精製後，溶出液を濃縮し

た。結晶化用サンプルのみ Endo Hf処理を行い，ゲル濾過クロマトグラフィー後，TLR9

単量体のピークを回収した。得られた画分を V8 プロテアーゼ処理し，protein A タグ

と Z-loop の切断を行った。その後陽イオン交換クロマトグラフィーを行い，ウマ TLR9

では，性状解析用と結晶化用のいずれにおいても培養液 1 L から 0.6 mg の精製タンパ

ク質が得られた。またウシ TLR9 では，性状解析用と結晶化用のいずれも培養液 1 L か

ら 3.4 mg，マウス TLR9 の性状解析用サンプルは培養液 1 L から 0.9 mg の精製タン

パク質が得られた。各種 TLR9 の最終精製サンプルの SDS-PAGE の結果を図 11 に示

した。 

また，TLR9 の 5’-TCG DNA との結合に重要な残基を調べるために，マウス TLR9

の 5’-TCG DNA 結合部位変異体を精製した。精製方法は 2.1.3 項に従い，性状解析用サ

ンプルと同様に行った。マウス TLR9 5’-TCG DNA 結合部位変異体として F375A，

F402A，D535A，Y537A 変異体を調製した結果，それぞれ培養液 1 Lから 0.7 mg，4.7 

mg，2.2 mg，4.3 mg の精製タンパク質が得られた。 
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図 9. 性状解析用ウマ TLR9 の精製過程 

性状解析用ウマ TLR9 の精製過程の各チャートおよび対応する SDS-PAGE。(A) IgG ア

フィニティークロマトグラフィー溶出液のゲル濾過クロマトグラフィー。(B) V8 プロテア

ーゼ処理後サンプルの陽イオン交換クロマトグラフィー。 
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図 10. 結晶化用ウマ TLR9 の精製過程 

結晶化用ウマ TLR9 の精製過程の各チャートおよび対応する SDS-PAGE。(A) EndoHf

処理サンプルのゲル濾過クロマトグラフィー。(B) V8 プロテアーゼ処理サンプルの陽イオ

ン交換クロマトグラフィー。 
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図 11. TLR9 精製サンプルの SDS-PAGE 

各種 TLR9 精製サンプルの SDS-PAGE。(A) 性状解析用ウマ TLR9 (糖鎖非短縮)，結晶

化用ウマ TLR9 (糖鎖短縮)，性状解析用ウシ TLR9 (糖鎖非短縮)，結晶化用ウシ TLR9 (糖

鎖短縮)，性状解析用マウス TLR9 (糖鎖非短縮)。(B) 性状解析用マウス TLR9 5’-TCG DNA

結合部位変異体 4 種 (糖鎖非短縮)。 
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3.1.2. 各 DNAと TLR9 の結合親和性 

2.1.6 項に従い，性状解析用 TLR9 に対する CpG DNA および 5’-TCG DNA の結合親

和性を，ITC を用いて測定した (図 12)。 

まず CpG DNA として使用する DNA の配列を決定するために，10 塩基の

AGGCGTTTTT，AGACGTTTTT，AGTCGTTTTT の 3 種類の CpG DNA を用いて，

ITC を行った。ウマ，ウシ，マウス TLR9 に対する 3 種類の CpG DNA の Kdを比較し

たところ，AGACGTTTTT 配列の CpG DNA において最も強い結合が確認された (ウ

マ，ウシ，マウス TLR9 においてそれぞれ Kd = 50 nM，140 nM，14 nM)。しかし，

DNA の希釈熱 (図 12，中央列のパネル，7 滴定目以降に観測される熱量) が他の CpG 

DNA と比較して大きかったため，AGACGTTTTT は除外し，これ以外で最も結合の強

かった AGGCGTTTTT (ウマ，ウシ，マウス TLR9 においてそれぞれ Kd = 97 nM，320 

nM，21 nM) を CpG DNA として選択し，以降の実験に用いることにした。 

 

 

図 12. ITC による TLR9 と CpG DNA との結合 

ウマ (上段)，ウシ(中段)，マウス (下段) 由来の TLR9 に対して，異なる配列の 3 種類の

CpG DNA  AGGCGTTTTT (左列)，AGACGTTTTT (中央列)，AGTCGTTTTT (右列) を

滴定した結果。算出された Kd値は図中に示した (表 6 参照)。  
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5’-TCG DNA として，6 塩基の TCGCCC 配列の DNA を用いた。5’-TCG DNA を

TLR9 に対して滴定したところ，いずれの TLR9 においても熱の出入りが観測されなか

ったため，5’-TCG DNA は単独では TLR9 に結合しないと判断した (図 13，中央列の

パネル)。 

CpG DNA と 5’-TCG DNA の TLR9 に対する協調効果を ITC により確認した。CpG 

DNA共存下の TLR9に対して 5’-TCG DNAを滴定した結果，解離定数はそれぞれKd = 

21 nM，44 nM，7.2 nM と求められ，非常に強い結合が確認された (図 13，右列のパ

ネル)。 

 

 

図 13. ITC による TLR9 と各 DNA との結合 

CpG DNA単独 (左列)，5’-TCG DNA単独 (中央列)，CpG DNA存在下で 5’-TCG DNA (右

列) をウマ (上段)，ウシ(中段)，マウス (下段) 由来の TLR9 に滴定した結果。算出された

Kd値は図中に示した (表 6 参照)。 
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3.1.3. 2 種類の DNA による TLR9 の二量体化 

2.1.7 項に従い，ゲル濾過クロマトグラフィーを用いて，性状解析用のウマ，ウシ，

マウス由来の TLR9に対する各DNAの結合能およびDNA結合に伴う TLR9の二量体

化を調べた。 

いずれの種の TLR9 も，DNA 非存在下においては単量体と思われる位置に溶出して

いた (図 14)。CpG DNA (AGGCGTTTTT) 存在下においては，ウマおよびウシ TLR9

は単量体とほぼ同じ位置に溶出していたが，A260と A280の比 (A260/A280) が DNA 非存

在下ではそれぞれ 0.63 および 0.67 であったのに対し，CpG DNA 存在下では 0.91 と

0.84 まで上昇したことから，TLR9 に CpG DNA が結合していると判断した。マウス

TLR9 はウマおよびウシ TLR9 と異なり，CpG DNA 単独でも二量体を形成していた。

5’-TCG DNA (TCGCCC) 存在下においては，いずれの TLR9もDNA非存在下の TLR9

とほぼ同じ位置に溶出し，A260/A280 の値もほとんど変わらなかったことから，5’-TCG 

DNA は単独では TLR9 に結合しないと判断した。しかし，CpG DNA と 5’-TCG DNA

が同時に存在するとき，TLR9 のメインピークは 12 分付近にシフトし，CpG DNA 単

独の場合と比較して A260/A280の値が上昇した (ウマ，ウシ，マウス TLR9 においてそ

れぞれ TLR9+CpG DNA: 0.91，0.84，1.04，TLR9+CpG DNA+5’-TCG DNA: 1.06，

1.10，1.09)。このことから，CpG DNA と 5’-TCG DNA が同時に TLR9 に結合し，二

量体化を促進したと考えられた。マウス TLR9 は，CpG DNA 単独でも，CpG DNA と

5’-TCG DNA の共存下においても二量体を形成していたが，CpG DNA 単独の場合と比

較して A260/A280 の値が上昇していたため (マウス TLR9+CpG DNA: 1.04，マウス

TLR9+CpG DNA+5’-TCG DNA: 1.09)，CpG DNA と 5’-TCG DNA が同時にマウス

TLR9 に結合していると考えられた。 

  



37 

 

 

 

図 14. ゲル濾過クロマトグラフィーによる TLR9 と各 DNA との結合 

TLR9 のみ (黒)，CpG DNA 共存下 (橙)，5’-TCG DNA 共存下 (緑)，CpG DNA および

5’-TCG DNA 共存下 (青) のウマ (上段)，ウシ(中段)，マウス (下段) 由来の TLR9 のゲル

濾過クロマトグラフィーの結果。ピーク上の数値は，対応する色のクロマトグラムの

A260/A280を表記している。 
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3.1.4. 5’-TCG DNA の配列特異性 (ITC) 

2.1.6 項に従い，ITC により 5’-TCG DNA の配列特異性を調べた。5’-TCG DNA 

(TCGCCC) の 5’末端側の 3 つの塩基を置換した DNA を用い，CpG DNA 

(AGGCGTTTTT) 存在下での TLR9 との結合を ITC により確認した (図 15，表 6)。

測定には性状解析用の TLR9 を用いた。 

まず，1 番目の塩基のチミジンを置換した 5’-TCG DNA を用いて測定を行った。そ

の結果，アデニンに置換した 5’-TCG DNA (ACGCCC) においては，若干の結合親和性

の低下が見られた。しかし，シトシンおよびグアニンへの置換 (CCGCCC，GCGCCC) 

は結合親和性にほとんど影響を与えなかった。次に，2 番目の塩基のシトシンを置換し

た 5’-TCG DNA を用いて測定を行った。2 番目の塩基のシトシンは，他のいずれの塩

基に置換した場合も ITC において熱の出入りが観測されなかったため，TLR9 に対す

る結合が著しく低下したと判断した。3 番目の塩基のグアニンは，他のいずれの塩基に

置換した場合も元の 5’-TCG DNA の Kdとほとんど変わりがなかったことから，3 番目

の塩基の置換は TLR9 との結合に影響がないと考えられた。 

5’-TCG DNA の 2 番目の位置のシトシン塩基が重要であることを確かめるために，

さらに配列を変化させた 5’-TCG DNA を用いて，ITC による測定を行った。5’-TCG 

DNA の 2 番目のシトシンと 3 番目のグアニンを反転させた場合 (TGCCCC)，また

5’-TCG DNA の 5’末端にリン酸基あるいは塩基を付加した場合  (p-TCGCCC，

TTCGCCC) は熱の出入りが観測されず，TLR9 との結合が著しく低下していると考え

られた。一方で，5’-TCG DNA の 3’末端にリン酸基を付加した場合は (TCGCCC-p)，

結合親和性に影響が見られなかった。以上の結果は，CpG DNA 存在下の TLR9 に対し

て，5’末端から 2 番目の位置の塩基がシトシンである DNA が結合することを強く示唆

している。このため，TLR9 の第二の DNA 結合部位の配列特異性は 5’-xCx であると結

論付けた。今後本論文では，TLR9 の第二の DNA 結合部位に結合する DNA を 5’-xCx 

DNA と表記する。 

CpG DNAであるDNA1668_12mer (CATGACGTTAAT) はTLR9に強く結合するが 

(Kd = 20 nM)，CpG モチーフのシトシンとグアニンを逆転させると結合が著しく低下

することが分かっている (CATGAGCTTAAT, Kd = 570 nM)32。そこで，本研究におい

てもCpG DNAのCpGモチーフを反転させたDNAを用いて (AGGGCTTTTT)，TLR9

との共存下で 5’-xCx DNA を滴定したところ，熱の出入りが観測されなかった。これは，

CpGモチーフの反転により，CpG DNAがTLR9に結合しなくなり，TLR9のCpG DNA

結合部位が占有されなかったため，5’-xCx DNAも TLR9 に結合できなかったものと考

えられる。また，TLR9の認識配列は非メチル化CpGモチーフであり，DNA1668_12mer

の CpG モチーフのシトシン塩基をメチル化すると結合親和性が減弱することが分かっ

ている (CATGAC(met)GTTAAT, Kd = 50 nM)32。そこで，5’-xCx DNA のシトシンの

メチル化が TLR9 との結合に影響を及ぼすかどうかを調べるために，5’-xCx DNA の 2
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番目のシトシンをメチル化し (TC(met)GCCC)，CpG DNA 存在下の TLR9 に対して滴

定を行った。その結果，2 番目のシトシンのメチル化によって，いずれの種においても

大幅な結合の減弱が確認された。 

 

 

図 15. ITC による 5’-TCG DNA の配列特異性 

CpG DNA 存在下のウマ (上段)，ウシ(中段)，マウス (下段) 由来の TLR9 に，5’-TCG DNA

の配列置換体を滴定した結果。算出された Kd値は図中に示した (表 6 参照)。  
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表 6. ITC による TLR9 と各 DNA との Kd値 

Titrant Cell 

Kd (nM) 

ウマ TLR9 ウシ TLR9 マウス TLR9 

AGGCGTTTTT TLR9 97 320 21 

AGACGTTTTT TLR9 50 140 14 

AGTCGTTTTT TLR9 210 1100 262 

TCGCCC TLR9 ND ND ND 

TCGCCC TLR9 + AGGCGTTTTT 21 44 7.2 

ACGCCC TLR9 + AGGCGTTTTT 352 330 210 

CCGCCC TLR9 + AGGCGTTTTT 20 32 120 

GCGCCC TLR9 + AGGCGTTTTT 34 45 12 

TAGCCC TLR9 + AGGCGTTTTT ND ND ND 

TTGCCC TLR9 + AGGCGTTTTT ND ND ND 

TGGCCC TLR9 + AGGCGTTTTT ND ND ND 

TCACCC TLR9 + AGGCGTTTTT 39 160 11 

TCTCCC TLR9 + AGGCGTTTTT 19 5.1 6.4 

TCCCCC TLR9 + AGGCGTTTTT 40 15 12 

TGCCCC TLR9 + AGGCGTTTTT ND ND ND 

TC(met)GCCC TLR9 + AGGCGTTTTT 1900 89 400 

TCGCCC TLR9 + AGGGCTTTTT ND ND ND 

p-TCGCCC TLR9 + AGGCGTTTTT ND ND ND 

TCGCCC-p TLR9 + AGGCGTTTTT 12 17 6.9 

TTCGCCC TLR9 + AGGCGTTTTT ND ND ND 

図 12，図 13，図 15 の ITC により算出された Kd値を示した。それぞれの結果は，1

回の測定で得られた結果を示している。ND: Not determined. 
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3.1.5. 5’-xCx DNA の配列特異性 (ゲル濾過クロマトグラフィー) 

2.1.7 項に従い，5’-xCx DNA (TCGCCC) の 5’末端側の 3 つの塩基の置換が，CpG 

DNA (AGGCGTTTTT) 共存下での TLR9 の二量体化に及ぼす影響を，ゲル濾過クロマ

トグラフィーにより確認した。測定には性状解析用の TLR9 を用いた。 

その結果，1 番目と 3 番目の塩基を置換した 5’-xCx DNA は，元の配列の 5’-xCx DNA 

と同様に，CpG DNA 存在下で TLR9 ピークの高分子量側へのシフトが観察され，二量

体化を促進していると考えられた。2 番目の塩基を置換した 5’-xCx DNA は，DNA 非

存在下の TLR9 と同じ位置に溶出しており，TLR9 に結合していないと考えられた。さ

らに，5’-xCx DNAの 2番目のシトシンと 3番目のグアニンを反転すると (TGCCCC)，

二量体化は観察されなかったことから，結合していないと考えられた。また，5’末端か

ら 2 番目の位置のシトシンをメチル化した場合  (TC(met)GCCC)，元の配列の

TCGCCC と比較して二量体成分が減少したことから，結合が減弱したと考えられた。

3.1.4 項と本項の結果から，CpG DNA 存在下の TLR9 に対する 5’-xCx DNA の結合親

和性の強さと，TLR9 の二量体形成能は連動するものだということが分かった。ただし，

マウス TLR9 は CpG DNA 単独でも二量体化を引き起こすため，5’-xCx DNA による

TLR9 の二量体化と TLR9 に対する結合親和性を連動させて考えることはできない。 

3.1.4 項および本項の ITC とゲル濾過クロマトグラフィーの結果をまとめると，5’末

端から 2 番目の位置に非メチル化シトシン塩基をもつ DNA が，CpG DNA 共存下で

TLR9 に強固に結合し，TLR9 の二量体化を促進するということが明らかになった。 
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図 16. ゲル濾過クロマトグラフィーによる 5’-xCx DNA の配列特異性 

各種 DNA とウマ (上段)，ウシ(中段)，マウス (下段) 由来の TLR9 のゲル濾過クロマト

グラフィーの結果。対照として，すべてのパネルにTLR9のみ (黒)，CpG DNA共存下 (橙)，

CpG DNA および 5’-xCx DNA 共存下 (灰色) のクロマトグラムを示した。5’-xCx DNA の

1番目の塩基の置換 (2段目)，2番目の塩基の置換 (3段目)，3番目の塩基の置換 (4段目)，

2 番目のシトシンをメチル化したものおよび C2-G3 を逆転させたもの (5 段目) のデータ

を示した。  
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3.1.6. 結晶化と構造決定 

2.1.8 項に従い，ウマおよびウシ由来の結晶化用 TLR9 を使用し，CpG DNA 

(AGGCGTTTTT) と 5’-xCx DNA との共結晶化を行った。ITC とゲル濾過クロマトグ

ラフィーによる結合実験の結果，5’-xCx DNA の 1 番目と 3 番目はいずれの塩基の場合

も TLR9 と結合したため (図 15，図 16，表 6)，それぞれを他の塩基に置換した数種

類の 5’-xCx DNA を用いて結晶化スクリーニングを行った。また，4—6 番目の配列は

TLR9 との結合に寄与しないと考えられたため，結晶化の成功率を上げる目的で，4—6

塩基目をさまざまな配列に変化させた 10 種類以上の 5’-xCx DNA を用いて結晶化スク

リーニングを行った。その結果，下記の 4 つの複合体の構造解析に成功した。 

(1) CpG DNA/5’-xCx1 DNA (TCGCAC) 結合型ウマ TLR9 (PDB: 5Y3J，図 17) 

(2) CpG DNA/5’-xCx2 DNA (GCGCAC) 結合型ウマ TLR9 (PDB: 5Y3K) 

(3) CpG DNA/5’-xCx3 DNA (CCGCAC) 結合型ウマ TLR9 (PDB: 5Y3L) 

(4) CpG DNA/5’-xCx4 DNA (TCGTTT) 結合型ウシ TLR9 (PDB: 5Y3M) 

それぞれの結晶化条件と結晶学的統計値を表 2 および表 7 に示した。いずれも基本

的に同じ構造だったため  (図  18)，本論文では主に (1) CpG DNA/5’-xCx DNA 

(TCGCAC) 結合型ウマ TLR9 (PDB: 5Y3J) の構造について記述する。 

いずれの結晶構造中でも単位胞中に TLR9 と CpG DNA と 5’-xCx DNA が 2 分子ず

つ観察され，TLR9 は C 末端同士で向かい合った m 字型の二量体を形成していた (図 

19)。CpG DNA と 5’-xCx DNA の 2 つの DNA の電子密度は別々の位置に明確に確認

できた  (図  20)。リガンド非結合型 TLR9 (PDB ID: 3WPB) および CpG DNA 

(DNA1668_12mer; CATGACGTTAAT) 結合型 TLR9 (PDB ID: 3WPC) と重ね合わせ

ると，root mean squere deviation (R.M.S.D.) はそれぞれ0.8 Åおよび0.4 Åだった (図 

21)。TLR9 の二量体の構造は，CpG DNA 結合型の 2:2 複合体の構造とよく一致してい

た。CpG DNAのCpGモチーフ部分はTLR9のN末端側に存在する溝に結合しており，

2:2 複合体において報告された結合部位と同じ位置に結合していた。一方で，5’-xCx 

DNA は TLR9 分子の上部の新規の結合部位に結合していた (図 19，図 21)。 

 

 

図 17. CpG DNA/5’-xCx DNA 結合型ウマ TLR9 の結晶の写真 

CpG DNA/5’-xCx DNA 結合型ウマ TLR9 の結晶の写真。CpG DNA として

AGGCGTTTTT 配列，5’-xCx DNA として TCGCAC 配列の DNA を用いた。 
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表 7. CpG DNA/5’-xCx DNA 結合型 TLR9 構造の回折強度データセット収集および構

造精密化の統計値 a 

a 括弧の中は，最外殻における値を示す。 

b I を強度とし，Rsym (I) = Σ|I-<I>|/ΣI とした。 

c FoおよびFcはそれぞれ実測および計算構造因子振幅であり，R=Σ|Fo-Fc|/ΣFoとした。 

d 全反射の 5%を用いて計算した R値が Rfreeであり，これらの反射は精密化には用いな

かった。 

  

 

ウマ TLR9 

AGGCGTTTTT 

5’-xCx1: TCGCAC 

ウマ TLR9 

AGGCGTTTTT 

5’-xCx2: GCGCAC 

ウマ TLR9 

AGGCGTTTTT 

5’-xCx3: CCGCAC 

ウシ TLR9 

AGGCGTTTTT 

5’-xCx4: TCGTTT 

Data Collection 
 

   

Beamline SPring-8 BL41XU SPring-8 BL41XU SPring-8 BL41XU PF-AR NE3A 

Wavelength (Å) 1.0000 1.0000 1.0000 1.0000 

Space group C2 C2 C2 P21 

Unit cell parameters 
 

   

  a (Å) 109.5 106.9 108.0 88.2 

  b (Å) 125.2 126.5 125.6 68.7 

  c (Å) 139.3 140.7 138.7 153.5 

  β (°) 94.8 98.5 94.7 100.6 

Resolution range (Å) 49.4–1.81 47.1–2.7 48.8–2.6 49.0–2.5 

Completeness (%) 98.9 (99.1) 98.9 (99.4) 98.6 (98.6) 99.9 (100.0) 

Redundancy 3.5 (3.6) 3.5 (3.6) 3.5 (3.5) 5.1 (5.3) 

Rsym (I)
b
 0.072 (0.697) 0.077 (0.790) 0.072 (0.836) 0.216 (0.973) 

Average I/σ(I) 8.6 (1.7) 12.0 (1.7) 13.1 (1.8) 8.0 (1.9) 

Refinement 
 

   

Resolution (Å) 1.81 2.7 2.6 2.5 

No. of reflections used 159,206 47,705 53,074 59,852 

Model 

TLR9×2 

CpG1 DNA×2 

xCx1 DNA×2 

TLR9×2 

CpG1 DNA×2 

xCx2 DNA×2 

TLR9×2 

CpG1 DNA×2 

xCx3 DNA×2 

TLR9×2 

CpG1 DNA×2 

xCx4 DNA×2 

Average B-factor (Å
2
) 26.3 62.0 60.3 31.3 

R (%)
c
 17.8 20.7 21.1 21.3 

Rfree (%)
d
 20.6 25.3 26.8 25.1 

Rms deviations 
 

   

  Bond length (Å) 0.014 0.010 0.011 0.012 

  Bond angles (°) 1.68 1.56 1.62 1.74 
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図 18. CpG DNA/5’-xCx DNA 結合型 TLR9 の構造比較 

(A) CpG DNA/5’-xCx DNA1—3 結合型ウマ TLR9 と，CpG DNA/5’-xCx DNA4 結合型ウ

シ TLR9 の構造の正面図。TLR9 の二量体を形成するプロトマーをそれぞれ緑 (TLR9) と

青 (TLR9*) で，CpG DNA を灰色，5’-xCx DNA をマゼンタで示した。(B) (A) に示した 4

つの構造の重ね合わせ。  
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図 19. CpG DNA 結合型，CpG DNA/5’-xCx DNA 結合型 TLR9 の全体構造 

CpG DNA/5’-xCx DNA 結合型 TLR9 (上，PDB ID: 5Y3J)，CpG DNA (DNA1668_12mer) 

結合型 TLR9 (下，3WPC)32の二量体構造の，正面図 (左) および側面図 (右)。TLR9 の二

量体を形成するプロトマーをそれぞれ緑 (TLR9) と青 (TLR9*) で，CpG DNA を灰色，

5’-xCx DNA をマゼンタで示した。 
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図 20. CpG DNA と 5’-xCx DNA  

(A) CpG DNAと5’-xCx DNAの電子密度を2Fo-Fcマップで，1.5σで表示した。 (B) TLR9

の二量体を構成するプロトマーをリボン図および半透明の表面図で表示した。(C)，(D) 

5’-xCx DNA および CpG DNA の電子密度。 
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図 21. TLR9 のプロトマーの比較 

CpG DNA/5’-xCx DNA 結合型 TLR9 (青，PDB ID: 5Y3J)，リガンド非結合型 TLR9 (灰

色，PDB ID: 3WPB)32，CpG DNA 結合型 TLR9 (緑，PDB ID: 3WPC)32のプロトマーの重

ね合わせ。CpG DNA を灰色で，5’-xCx DNA をマゼンタの半透明の球体で示した。 

 

 

 

3.1.7. CpG DNA の認識 

結晶化に用いた CpG DNA の配列のうち，2 番目のグアニンから 6 番目のチミジンま

で (AGGCGTTTTT) が TLR9 の 6 塩基のコンセンサス配列に相当しており，主にこの

部分が TLR9 の 2 つのプロトマーから認識されていた (図 22)。C4，G5，T7 の 3 つの

塩基部分は TLR9 の一方のプロトマーの LRRNT，LRR1，LRR2 で構成される N 末端

側の溝に入り込んで特徴的な相互作用を形成し，G2，G3 は Phe108 の側鎖と三層のス

タッキング相互作用を形成していた。また，T6 は Trp47 の側鎖とスタッキング相互作

用していた。TLR9 のもう一方のプロトマーからは，主にリン酸とリボース骨格が認識

されていた。 

これらの特徴的なCpG DNAの結合様式は，既報のCpG DNA (DNA1668_12mer) 結

合型 TLR9 の構造 (PDB ID: 3WPC) と共通していた 32。 
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図 22. CpG DNA/5’-xCx DNA 結合型 TLR9 の CpG DNA 結合部位 

(A) CpG DNA/5’-xCx DNA 結合型 TLR9 の正面図。(B) CpG DNA 結合部位の拡大図。(C) 

CpG モチーフを含む 6 塩基のコンセンサス配列の認識の拡大図。(B) および (C) における

水素結合は黒色の破線で示した。 
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3.1.8. 5’-xCx DNA の認識 

5’-xCx DNA の 5’末端側から 3 塩基 (T1，C2，G3) は TLR9 と相互作用していた (図 

23)。 

5’末端側から 1 番目の T1 塩基は LRR18*と LRR19*に存在する二量体界面側に突き

出したループ構造の上に存在しており，Asn567*に結合したN型糖鎖 (LRR18*)，LRR8

のループ領域，Tyr345 (LRR11) および Phe375 (LRR12) の側鎖が形成する空間に入

り込んでいた (図 23C)。この部位では，塩基部分を収納する空間には余裕があり，ま

た TLR9 との相互作用も少なかった。このことから，ITC での親和性の結果と一致し

て，5’-xCx DNA の 1 番目の位置では様々な塩基を許容できると考えられる。T1 の 5’

末端の OH 基は Tyr345 (LRR11) と水素結合を形成し，さらに周囲を Asp259，His260，

Gly563*，Arg590*に囲まれているため，5’末端側にさらに塩基を追加することは難し

いと推測された。これは，5’-xCx DNAの 5’末端への塩基やリン酸基の付加によって結

合親和性が著しく減弱する結果と一貫していた (図 15，表 6)。 

5’末端側から 2番目の C2塩基は TLR9の 2つのプロトマーが LRR11—13と LRR17*

—18*の間で形成する界面の間に位置し，2 つのプロトマーと複数の相互作用を形成して

いた (図 23D)。シトシンの N3 および N4 原子は Asp534* (LRR17*) の側鎖と良好な

配置で水素結合を形成していた。また，N4 原子は Gly565* (LRR18*) の主鎖の O 原子

とも水素結合を形成していた。これに加えて，C2 の塩基部分は Phe402 (LRR13) およ

び Tyr536* (LRR17*) の側鎖に挟まれるようにスタッキング相互作用していた。3.1.4

項において，5’-xCx DNAの 2番目のシトシンをメチル化したもの (TC(met)GCCC) は，

CpG DNA 存在下の TLR9 に対する結合親和性が大幅に減弱していた (図 15，表 6)。

シトシン塩基の 5 位の炭素原子にメチル基が付加されると，Gly565*のカルボニル基お

よび T1 のリボースと衝突すると予想され (図 23D)，これが原因で親和性が低下した

と考えられる。また，T1 と C2 間のリン酸基 (P1—2) は Lys348 (LRR11) の主鎖の NH2

基および Tyr536* (LRR17*) の側鎖の OH 基と，P2—3 のリン酸基は Ser350 (LRR11) 

と水素結合を形成しており，二量体形成に寄与していた (図 23D)。 

5’末端側から 3番目のG3塩基は TLR9の一方のプロトマーとのみ相互作用していた 

(図 23E)。G3 の塩基部分は LRR11 の突き出した表面に位置し，Ala352 の主鎖の N 原

子および Arg377の側鎖と水素結合を形成していた。5’-xCx DNAの残りの 3 塩基 (C4, 

A5, C6) は TLR9 の二量体分子の上方に突き出しており，TLR9 の二量体化には寄与し

ていなかった (図 23E)。 

以上の結果をまとめると，5’末端側から 1 番目の T1 塩基と 3 番目の G3 塩基が比較

的ゆるく認識されていたのに対して，2 番目の C2 塩基は構造中で緊密に認識されてい

た。これは ITC とゲル濾過クロマトグラフィーの結果とよく一致するものであった。 
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図 23. CpG DNA/5’-xCx DNA 結合型 TLR9 の 5’-xCx DNA 結合部位 

(A) CpG DNA/5’-xCx DNA 結合型 TLR9 の正面図。(B) 5’-xCx DNA 結合部位の拡大図。

(C)—(E) 1，2，3—5 塩基目の認識の拡大図。水素結合を黒色の破線で示した。 
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3.1.9. 1 番目の塩基が異なる 5’-xCx DNA との複合体の構造比較 

ウマ TLR9 において，1 番目の塩基が異なる 3 種類の 5’-xCx DNA (TCGCAC，

GCGCAC，CCGCAC) との複合体の構造解析に成功した。 

1 番目の塩基はピリミジン塩基 (チミン，シトシン) あるいはプリン塩基 (グアニン) 

で塩基部分の大きさに違いがあるにも関わらず，いずれの場合においても同じ位置を占

めていた (図 24)。また，5’末端の OH 基と Tyr345 との水素結合も維持されていた。

ITC による結合親和性の結果によると，5’-xCx DNA の 1 番目の位置にはアデニン塩基

を好まない傾向がみられたが，ゲル濾過クロマトグラフィーによる結合実験においては

いずれの塩基も同様に TLR9 の二量体化が確認されていた (図 15，図 16，表 6)。本

項の結果は，1 番目の塩基を収納するスペースにはさまざまな塩基を許容できることを

構造からも示している。 

 

 

図 24. 5’-xCx DNA の 1 塩基目の結合部位の拡大図 

CpG DNA/TCGCAC 結合型 (左，PDB ID: 5Y3J)，CpG DNA/GCGCAC 結合型 (中央，

PDB ID: 5Y3K)，CpG DNA/CCGCAC 結合型 (右，PDB ID: 5Y3L) TLR9 の構造の，5’-xCx 

DNA の 1 塩基目の結合部位の拡大図。水素結合を黒色の破線で示した。 
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3.1.10. 5’-xCx DNA 認識に関わる残基の重要性 

構造解析によって明らかになったTLR9と5’-xCx DNAの相互作用に関わる残基の重

要性を確かめるために，2.1.5 項に従って，マウス TLR9 の 5’-xCx DNA 結合部位変異

体 (F375A，F402A，D535A，Y537A) を作製し，2.1.6 項に従い，ITC により CpG DNA

存在下での 5’-xCx DNAとの結合を確認した。 

コントロールとして用いた CpG DNA 結合部位変異体の W96A においては，CpG 

DNA 単独との結合親和性は減弱したが，CpG DNA 存在下での 5’-xCx DNA との結合

には影響がなかった。対照的に，作製したすべての 5’-xCx DNA 結合部位変異体は，

CpG DNA との結合には影響がなかった一方で，CpG DNA 存在下での 5’-xCx DNA と

の結合親和性は顕著に低下した。これらの結果は，5’-xCx DNA の認識に直接関与する

残基が TLR9 との相互作用に重要であること，また TLR9 が 2 種類の DNA を 2 つの異

なる部位で認識していることを示している。 

 

 

図 25. マウス TLR9 の 5’-xCx DNA 結合部位変異体の ITC 

マウス TLR9 の CpG DNA 単独 (左列)，5’-xCx DNA 単独 (中央列)，CpG DNA 存在下

で5’-TCG DNA (右列) をマウスTLR9の5’-xCx DNA結合部位変異体に滴定した結果。CpG 

DNA 結合部位変異体の W96A はコントロールとして用いた。算出された Kd値は図中に示

した。  
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表 8. マウス TLR9 の 5’-xCx DNA 結合部位変異体の ITC 

Cell 
Titrant 

Kd 

(nM) Protein DNA 

マウス TLR9 (wild type) - AGGCGTTTTT 21 

 - TCGCCC ND 

 AGGCGTTTTT TCGCCC 7.2 

マウス TLR9 (W96A) - AGGCGTTTTT 529 

 - TCGCCC ND 

 AGGCGTTTTT TCGCCC 29 

マウス TLR9 (F375A) - AGGCGTTTTT 46 

 - TCGCCC ND 

 AGGCGTTTTT TCGCCC 458 

マウス TLR9 (F402A) - AGGCGTTTTT 22 

 - TCGCCC ND 

 AGGCGTTTTT TCGCCC 227 

マウス TLR9 (D535A) - AGGCGTTTTT 62 

 - TCGCCC ND 

 AGGCGTTTTT TCGCCC 2600 

マウス TLR9 (Y537A) - AGGCGTTTTT 31 

 - TCGCCC ND 

 AGGCGTTTTT TCGCCC 1300 

図 25 の ITC により算出された Kd値を示した。それぞれの結果は，1 回の測定で得

られた結果を示している。ND: Not determined. 
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3.1.11. TLR7 サブファミリーとの構造比較 

CpG DNA/5’-xCx DNA 結合型 TLR9 の構造において，5’-xCx DNA はリング型の

TLR9 分子の上部に位置していた。これはグアノシン/ssRNA (UUU) 結合型 TLR7 お

よびウリジン/ssRNA (UG) 結合型 TLR8 におけるヌクレオシド結合部位と同じ位置だ

った (図 26)。これら 3 種類の構造を重ね合わせたとき，5’-xCx DNA の 5’末端から 2

番目のシトシンは，TLR7 におけるグアノシン，TLR8 におけるウリジンと完全に重な

る位置に存在していた。 

シトシン塩基とグアノシンおよびウリジンに共通する相互作用として，Phe 残基によ

るスタッキング相互作用と，Asp 残基と塩基部分の N 原子との水素結合という，2 種類

の相互作用が観察された (図 26)。3.1.10 項に示した 5’-xCx DNA 結合部位変異体の

ITC においても，マウス TLR9 の F402A および D535A の変異体は 5’-xCx DNA との

結合が著しく低下していたことから (図 25，表 8)，この相互作用がリガンド認識にお

いて特に重要だと考えられる。 

 

 

図 26. TLR7 サブファミリーのモノヌクレオシド結合部位との比較 

CpG DNA/5’-xCx DNA 結合型 TLR9 (左)，グアノシン/ssRNA 結合型 TLR7 (中央，PDB 

ID: 5GMH)，ウリジン/ssRNA 結合型 TLR8 (右，PDB ID: 4R07) の構造。上段に二量体構

造を，下段に TLR7 および TLR8 におけるモノヌクレオシド結合部位の拡大図を示した。

水素結合を黒色の破線で示した。 

 

  



56 

 

3.1.12. 2 種類の DNA による TLR9 の活性化 

CpG DNA と 5’-xCx DNA の結合が，細胞中における TLR9 の活性化においても重要

かどうかを確認するために，各種細胞における TLR9 の活性を測定した。本実験は，東

京大学医科学研究所の三宅教授，柴田博士，佐藤博士らによるものである。 

2.1.10項に従って，マウスTLR9を発現させたHEK293T細胞に対して2種類のDNA 

(CpG DNA: AGGCGTTTTT，5’-xCx DNA の 5’末端側の 3 つの塩基の配列置換体) に

よる共刺激を行い，TLR9 の活性化を NF-κB レポーターアッセイにより確認した。そ

の結果，CpG DNA 単独で刺激した細胞においては弱い活性化が観察されたが，CpG 

DNA と 5’末端から 2 塩基目にシトシンをもつ 5’-xCx DNA とで共刺激した細胞におい

ては，CpG DNA 単独での刺激と比較して，活性化の増強効果が観察された (図 27)。

また，2番目の塩基がシトシン以外の 5’-xCx DNAでは，活性化の増強効果は弱かった。

5’-xCx DNA 配列置換体の活性化の傾向は，ITC の結果と概ね一致していた。CpG DNA

の CpG モチーフを逆転させた DNA (AGGGCTTTTT) は単独での刺激においても，ま

たいずれの 5’-xCx DNA 配列置換体との共刺激においても，活性化は確認できなかった。 

 

 

図 27. HEK293T 細胞における NF-κB レポーターアッセイ (三宅らによる) 

マウス TLR9およびマウスUnc93B1を発現させたHEK293T細胞を 1 µMのCpG DNA

と 1 µM の 5’-xCx DNA の配列置換体で刺激したときの NF-κB 活性を示した。 
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次に，各種細胞に発現している TLR9 においても，CpG DNA と 5’-xCx DNA による

活性化の増強がみられるかを確認した。2.1.11 項に従って得たマウス BM-MCs を用い

て，2 種類の DNA で刺激したときの炎症性サイトカイン (IL-12p40) 産生量を，2.1.12

項に従って ELISA で定量した。その結果，HEK293T 細胞における NF-κB レポータ

ーアッセイで得られた結果と同様の傾向が観察された (図 28)。野生型マウスから得た

BM-MCs において，CpG DNA 単独の刺激では IL-12p40 の産生はわずかに確認された

が，5’末端から 2 塩基目にシトシンをもつ DNA との共刺激においては，IL-12p40 の産

生量が顕著に上昇した。一方で Tlr9-/-マウスから得た BM-MCs においてはまったく

IL-12p40 の産生が検出できなかったことから，CpG DNA と 5’-xCx DNA が TLR9 依

存的にサイトカイン産生を誘導していると考えられた。 

 

 

図 28. BM-MCs におけるサイトカイン産生量 (三宅らによる) 

野生型マウス (Tlr+/+) およびTlr-/-マウスから得たBM-MCsを用いて，1 µMのCpG DNA

と 2.5，5，10，20 µMの 5’-xCx DNA配列置換体で刺激したときの IL20p40産生量をELISA

で検出した。 
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さらに，BM-MCs において TLR9 の活性化によって MAPK と NF-κBのシグナル伝

達が誘導されるかどうかを確かめるために，2.1.13 項に従って，下流分子のリン酸化 

(図 4 参照) をウエスタンブロッティングにより検出した。その結果，CpG DNA と

5’-xCx DNA の共刺激により MAPK 経路の下流分子である Erk1/2，JNK1/2，p38 お

よび NF-κB 経路の下流分子である p65 のリン酸化が誘導されることが分かった (図 

29)。これらの結果は，CpG DNA と 5’-xCx DNA の刺激によって TLR9 依存的なシグ

ナル伝達が誘導されていることを示している。 

 

 

図 29. ウエスタンブロッティングによる下流分子のリン酸化の検出  (三宅らによる) 

野生型マウス (Tlr+/+) および Tlr-/-マウスから得た BM-MCs を用いて，CpG DNA と

5’-xCx DNA (TCGCCC) で刺激したときの下流分子のリン酸化をウエスタンブロッティン

グにより検出した。DNA1668 (TCCATGACGTTCCTGATGCT) は CpG と 5’-xCx の 2 つ

のモチーフをもつポジティブコントロール DNA として用いた。 
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2.1.12 項に従って，BM-pDC を用いて 2 種類の DNA による刺激を行った。pDCs

に発現するTLR7あるいはTLR9は，活性化により IFN-αを強力に誘導する。BM-pDCs

において，CpG DNA と 5’-xCx DNA による TLR9 依存的な IFN-α の産生量は，

DNA1585 での刺激に匹敵する IFN-α の産生量だった (図 30)。DNA1585 は class A 

CpG DNAに分類され，IFN-α 産生を強力に誘導することが知られている。 

本項に示した結果は，CpG DNA と 5’-xCx DNA による相乗的な刺激が，さまざまな

免疫細胞に発現する TLR9 の活性化に十分であることを示している。 

 

 

図 30. BM-pDC におけるインターフェロン産生量  (三宅らによる) 

野生型マウス (Tlr+/+) および Tlr-/-マウスから得た BM-pDC を用いて，CpG DNA と

5’-xCx DNAの配列置換体で刺激したときの IFN-α産生量をELISAで検出した。DNA1585 

(ggGGTCAACGTTGAgggggg，PS 骨格を小文字，PO 骨格を大文字，二重鎖を形成して

いる部分を下線で示した) は pDCにおける TLR9活性化のポジティブコントロールDNA

として，PolyU は TLR7 活性化のポジティブコントロール RNA として用いた。 
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3.1.13. 5’-xCx DNA の 1 番目の塩基の配列特異性 

3.1.4 項に示した ITC による結合実験においては，5’末端から 1 番目の塩基にはアデ

ニンは好まれないものの，それ以外の塩基への置換はほとんど結合親和性に影響を与え

なかった (図 15，表 6)。また構造解析の結果からも，1 番目の塩基の選択性に寄与す

る相互作用は見出せなかった (図 23，図 24)。一方で，3.1.12 項に示した細胞を用い

た活性測定では，5’末端から 1 番目の塩基はチミジンで特に活性化の増強効果が高く，

アデニン，シトシン，グアニンでは低いことが複数の実験において示された(図 27，図 

28，図 30)。この結果の不整合を生み出す要因の一つに，TLR9 と各 DNA の濃度の違

いが挙げられる。ITC やゲル濾過クロマトグラフィーでの結合実験における TLR9 と

DNA の濃度は，生体内での濃度よりも高いと予想され，そのため TLR9 と各 DNA の

結合は飽和に達していると考えられる。そこで，1 番目の塩基を置換した 5’-xCx DNA

を低濃度でゲル濾過クロマトグラフィーに用い，それぞれの 5’-xCx DNA の結合の強さ

を TLR9 の二量体化の効率から見積もった。 

2.1.7 項に従い，TLR9 と CpG DNA (AGGCGTTTTT) の濃度を固定し，5’-xCx DNA

の濃度を段階的に希釈し，ゲル濾過クロマトグラフィーを行った。その結果，5’-xCx 

DNA の 5’末端の配列は，5’-ACG，5’-GCG，5’-CCG よりも，5’-TCG の DNA において

明らかに二量体化の効率が高いことが分かった。5’-TCG DNA による TLR9 の二量体

のピークの面積は，他の配列の DNA では二量体化が飽和していない DNA 濃度におい

ても飽和に達していた (図 31，5’-xCx 濃度が 187.5 nM のとき)。この結果は，すべて

の 5’-xCx DNA は TLR9 の二量体化を引き起こすが，その中でも 5’-TCx DNA がより

TLR9 の二量体化を強く誘導することを実証している。この結果は，細胞中における

TLR9 の活性化において観察された結果と一致していた。 
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図 31. 5’-xCx DNA の濃度依存的な TLR9 の二量体形成 

(A) ウマ TLR9 (左) およびマウス TLR9 (右) と，CpG DNA の濃度を 125 nM とし，1

番目の塩基が異なる 5’-xCx DNA を終濃度 0, 31.3, 62.5, 93.8, 125.0, 187.5, 250.0 nM にな

るように混合し，200 µM をインジェクションした。(B) 二量体のピーク面積 (縦軸) と

5’-xCx DNA の濃度 (横軸) をプロットした。 
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3.2. マウス TLR9 の活性化型二量体の構造解析 

 

3.2.1. マウス TLR9 サンプルの調製 

2.2.1 項に従って作製した結晶化用マウス TLR9 糖鎖結合変異体サンプルの精製を行

った。マウス TLR9 は糖鎖結合部位にあらかじめ変異を導入したコンストラクトを発現

させているため，Endo Hfによる糖鎖の短縮は行わずに，2.1.3 項に示した性状解析用

サンプルの調製方法と同様の手順で精製を行った。また，性状解析用のマウス TLR9 

CpG DNA 結合部位変異体のサンプルは 2.1.5 項と同様に精製を行った。精製サンプル

の SDS-PAGE の結果を図 32 に示した。結晶化用のマウス TLR9 は，培養液 1 L から

0.2 mgの精製タンパク質が得られた。CpG DNA結合部位変異体マウス TLR9の I643T，

S667A，I643T/S667A は培養液 1 Lからそれぞれ 1.0 mg，0.5 mg，0.3 mg の精製タン

パク質が得られた。 

 

 

図 32. マウス TLR9 精製サンプルの SDS-PAGE 

結晶化用マウス TLR9 糖鎖結合部位変異体，性状解析用マウス TLR9 (I643T)，性状解析

用マウス TLR9 (S667A)，性状解析用マウス TLR9 (I643T/S667A) の精製サンプルの

SDS-PAGE。 
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3.2.2. 結晶化と構造決定 

マウス TLR9 の活性化型二量体の構造を明らかにするために，2.2.4 項に従って N 型

糖鎖結合部位変異体マウス TLR9 と CpG DNA (AGGCGTTTTT) と 5’-xCx DNA との

共結晶化を行った。結晶化の成功率を上げる目的で，マウス TLR9 の N 型糖鎖結合部

位変異体には，変異数と導入箇所の異なる数種類の変異体を用い，5’-xCx DNA には，

基本となる配列 (TCGCCC) の 4—6塩基目をさまざまな配列に変化させた 10種類以上

の DNAを用いて結晶化を行った。その結果，マウス TLR9 として 4 箇所の糖鎖結合部

位変異体 (N325Q/N495Q/N514Q/N670Q) を用いたときに良好な回折を与える結晶が

得られ，CpG DNA および 5’-xCx DNA として TCGCCA 配列との複合体の結晶構造解

析に成功した。2.2.5 項に従って構造解析を行い，分解能 2.3 Å で構造決定した (図 33，

表 9)。 

その結果，マウス TLR9 においても単位胞中に TLR9 と CpG DNA と 5’-xCx DNA

が 2 分子ずつ観察され，2:2:2 複合体を形成していた。TLR9 分子は C 末端同士で向か

い合ったm字型を構成していた (図 34)。TLR9の二量体の構造，CpG DNA結合部位，

5’-xCx DNA 結合部位は， CpG DNA/5’-xCx DNA 結合型ウマ TLR9 の構造とよく一致

していた (図 34)。 

5’-xCx DNA は，6 塩基のうち 5’末端から 4 番目の塩基までの電子密度が確認された

が (図 35)，残りの部分の電子密度は観察されなかった。CpG DNA/5’-xCx DNA 結合

型ウマ TLR9 (PDB ID: 5Y3J)32 の構造と重ね合わせると，5’-xCx DNA は 5’末端から 3

番目の塩基まではよく一致したが，4 番目の塩基の位置は大きく動いていたことから 

(図 34C)，3.1.8 項での 5’-xCx DNA の 5’末端から 4 番目以降は TLR9 から認識されて

いないという観察結果とよく一致していた (3.1.8 項，図 23E 参照)。 

 

 

 

図 33. CpG DNA/5’-xCx DNA 結合型マウス TLR9 の結晶の写真 

CpG DNA/5’-xCx DNA 結合型マウス TLR9 の結晶の写真。CpG DNA として

AGGCGTTTTT 配列，5’-xCx DNA として TCGCCA 配列の DNA を用いた。 
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表 9. CpG DNA/5’-xCx DNA 結合型マウス TLR9 構造の回折強度データセット収集および

構造精密化の統計値 a 

 

マウス TLR9/AGGCGTTTTT/TCGCCA 

Data Collection 
 

Beamline SPring-8 BL41XU 

Wavelength (Å) 1.0000 

Space group P212121 

Unit cell parameters 
 

a (Å) 114.3 

b (Å) 128.1 

c (Å) 156.8 

Resolution range (Å) 49.61–2.30 (2.34-2.30) 

Completeness (%) 99.8 (97.2) 

Redundancy 11.3 (10.8) 

Rmerge 0.178 (1.710) 

Rmeas 0.186 (1.795) 

CC1/2 0.997 (0.574) 

Average I/σ(I) 11.4 (1.5) 

Refinement 
 

Resolution (Å) 2.30 

No. of reflections used 97,358 

Model 

TLR9×2 

CpG DNA×2 

5’-xCx DNA×2 

Average B-factor (Å
2
) 41.0 

R (%)
c
 19.1 

Rfree (%)
d
 23.8 

Rms deviations 
 

Bond length (Å) 0.012 

Bond angles (°) 1.59 

a 括弧の中は，最外殻における値を示す。 

b I を強度とし，Rmerge (I) = Σ|I-<I>|/ΣI とした。 

c FoおよびFcはそれぞれ実測および計算構造因子振幅であり，R=Σ|Fo-Fc|/ΣFoとした。 

d 全反射の 5%を用いて計算した R値が Rfreeであり，これらの反射は精密化には用いな

かった。 
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図 34. マウスおよびウマ TLR9 の構造の比較 

(A) マウス TLR9 (左) およびウマ TLR9 (右) の CpG DNA/5’-xCx DNA 結合型二量

体の全体構造の正面図。(B) CpG DNA 結合部位の重ね合わせ。(C) 5’-xCx DNA 結合部

位の重ね合わせ。  
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図 35. マウス TLR9 の構造における各 DNA の電子密度 

CpG DNA/5’-xCx DNA 結合型マウス TLR9 構造における 5’-xCx DNA の電子密度。

2Fo-Fc マップを 1.5 σ で表示した。 

 

 

 

図 36. CpG DNA のコンセンサス配列の認識 

マウスおよびウマ TLR9 における，CpG モチーフを含む 6 塩基のコンセンサス配列 

(RRCGYY) の認識。マウス TLR9と結合するCpG DNAをそれぞれ黄色と緑で，ウマ TLR9

と結合する CpG DNA をそれぞれ水色と灰色で示した。CpG DNA の認識に関わる残基の

側鎖のうち，同じアミノ酸については黒字で示し，異なるアミノ酸についてはそれぞれの

分子の色で示した。  
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3.2.3. マウス TLR9 の CpG DNA 結合部位 

マウス TLR9 における CpG DNA と直接相互作用している残基のほとんどはウマ

TLR9 と共通していたが (図 36)，マウス TLR9 とウマ TLR9 の間で異なる残基による

相互作用が観察された (図 37，マウス TLR9: Leu106，Ser109，Ile643*，Ser667*; ウ

マ TLR9: Met106，Pro109，Thr642*，Ala666*)。この中で Ile643*は嵩高い疎水性の

側鎖をもっており，CpG DNA の CpG モチーフのリボース骨格部分と広く接触すると

ともに，Leu106 と Phe668*を介して LRR2，LRR21*，LRR22*間での相互作用に寄

与していた。このうち Leu106 と Ile643 はマウス特異的であり，二量体化の促進に寄

与していると考えられる。さらに，マウス TLR9 における Ser667*の側鎖の OH 基は

CpG モチーフのリン酸基と直接水素結合を形成していた。この水素結合は CpG 

DNA/5’-xCx DNA 結合型ウマ TLR9 構造においては観察されない相互作用だった。 

 

 

 

図 37. CpG DNA 結合部位近傍のループ領域の比較 

マウス TLR9 (左) およびウマ TLR9 (右) の CpG DNA/5’-xCx DNA 結合型構造における

タンパク質間相互作用の比較。相互作用に寄与する残基を半透明の球体で示した。水素結

合を黒色の破線で示した。 
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3.2.4. マウス TLR9 のタンパク質間相互作用 

CpG DNA を介した相互作用に加えて，TLR9 の 2 つのプロトマー間で形成されるタ

ンパク質間相互作用も，マウス TLR9 特異的な二量体形成に関わっていると考えられた。

マウス TLR9 とウマ TLR9 の構造の二量体界面を比較すると，主鎖のコンフォメーシ

ョンは基本的に一致しているが (図 38A)，マウス TLR9 に特異的な水素結合が観察さ

れた。具体的には，Pro105-Arg645* (ウマでは Leu644*)，His107-Gln647* (ウマでは

Cys646*)，Gly792-Lys739* (ウマでは Arg738*) において，マウス TLR9 特異的なタ

ンパク質間相互作用が観察された  (図  38B，図  38C，図  39)。一方で，

Arg262-Gln612*-Glu616* (マウスでは Pro262，Arg613*，Glu617*)，His505-Gln557*，

Ala736-Gln797* (マウスでは Ile737，Gln798*) において，ウマ TLR9 特異的なタンパ

ク質間相互作用が観察された。 

 

 

 

図 38. CpG DNA 結合部位近傍のタンパク質間相互作用の比較 

 (A) CpG DNA/5’-xCx DNA 結合型マウス TLR9 とウマ TLR9 (PDB ID: 5Y3J) の Cα の

トレース図を重ね合わせた構造。(B) マウス TLR9 (左) およびウマ TLR9 (右) における 

CpG DNA 結合部位の拡大図。それぞれの TLR9 をリボン図で，水素結合を黒色の破線で

示した。(C) タンパク質間で形成される水素結合のスキーム図。 
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図 39. タンパク質間相互作用の比較 

CpG DNA/5’-xCx DNA 結合型マウス TLR9 (上) およびウマ TLR9 (下，PDB ID: 5Y3J) 

の構造。TLR9 二量体を中央で二分したときの右半分における TLR9 (LRRNR，LRR1—

LRR16，LRRCT) および TLR9* (LRR17—LRR26) を半透明の表面図で示した。タンパク

質間相互作用に関わる残基で，マウス TLR9 とウマ TLR9 の間で保存されている残基を黄

色で，保存されていない残基を赤色で示した。 
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3.2.5. 2 種類の DNA によるマウス TLR9 変異体の二量体化 

3.2.3項で示した，マウスTLR9とCpG DNAとの種特異的な相互作用における Ile643

と Ser667の寄与を確かめるために，2.2.2 項に従って，マウス TLR9 の Ile643 および

Ser667 を該当するヒトの残基に置換した変異体を作製した。得られたマウス TLR9 の

CpG DNA 結合部位変異体を用いて，ゲル濾過クロマトグラフィーにより二量体形成能

を調べた。その結果，Ser667 の変異は CpG DNA 単独での二量体化に影響を及ぼさな

かったものの，Ile643および Ile643/Ser667変異体マウス TLR9においては，CpG DNA

単独での TLR9 の二量体の割合が減少した (図 40)。また，Ile643/Ser667 変異体にお

いては，CpG DNA と 5’-xCx DNA共存下での TLR9 の二量体化も減弱していた。 

 

 

図 40. CpG DNA 結合部位変異体のゲル濾過クロマトグラフィー 

TLR9 のみ (黒)，CpG DNA 共存下 (赤)，5'-xCx DNA 共存下 (緑)，CpG DNA および

5'-xCx DNA 共存下 (青) のマウス TLR9 変異体のゲル濾過クロマトグラフィーの結果。 
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3.2.6. マウス TLR9 変異体の活性測定 

3.2.3 項で示したマウス TLR9 に特異的な CpG DNA 結合部位の残基が，細胞中での

活性においても重要かどうかを確認するために，HEK293T 細胞における TLR9 の活性

を測定した。本実験は，東京大学医科学研究所の三宅教授，柴田博士らによるものであ

る。 

2.2.2 項で作製したマウス TLR9 の CpG DNA 結合部位変異体を使用し，NF-κB レポ

ーターアッセイを行ったところ，I643T と I643T/S667A の変異は野生型と比較して細

胞活性が低下していた (図 41)。一方，S667A 単独の変異はマウス TLR9 の活性化にほ

とんど影響がなかった。これらの結果は，3.2.5 項でのゲル濾過クロマトグラフィーに

よる結合実験の結果と一致していた。 

注目すべきことに，L106M 変異体においても I643T 変異体と同程度の細胞活性の低

下が見られた。Leu106 はマウス TLR9 において Ile643*と疎水性相互作用を形成して

いる。L106M および I643T 変異体においては，この疎水性相互作用が減弱したことに

より活性が低下したと考えられる。これらの結果は，Leu106 と Ile643 が CpG DNA

による二量体化と活性化に重要であることを示唆している。 

 

 

図 41. CpG DNA 結合部位変異体の NF-κB レポーターアッセイ (三宅らによる) 

マウス TLR9 の野生型および CpG DNA 結合部位変異体とマウス Unc93B1 を発現させ

た HEK293T 細胞を TCGTTTCGTTTTTTTTTTTTTTT 配列の DNA70で刺激したときの

NF-κB 活性を示した。 
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3.2.7. マウス TLR9 の溶液構造 

マウス TLR9 と CpG DNA の 2:2 複合体の結晶構造は得られなかったため，構造情

報を得るために，2.2.7 項に従って，SEC-SAXS 解析を行った。SAXS 測定前のゲル濾

過クロマトグラフィーにおいて，CpG DNA 共存下のマウス TLR9 と CpG DNA/5’-xCx 

DNA共存下のマウス TLR9 は同じ位置に溶出し，溶液散乱曲線を重ね合わせたところ，

よく一致していた (図 42)。これは両者の構造が似ていることを示している。一方で，

CpG DNA共存下のウマTLR9とCpG DNA/5’-xCx DNA共存下のウマTLR9は，SAXS

測定前のゲル濾過クロマトグラフィーにおいてそれぞれ単量体と二量体と思われる位

置に溶出し，溶液散乱曲線も異なるパターンを示していたことから，ウマ TLR9 が CpG 

DNA と 5’-xCx DNA の共存下でのみ二量体化するというゲル濾過解析の結果 (図 14) 

を反映していた。これらの結果は，CpG DNA 単独で誘導されるマウス TLR9 の二量体

と，CpG DNA と 5’-xCx DNA の共存下で誘導されるマウス TLR9 の二量体の構造が似

ていることを示唆しており，CpG DNA/5’-xCx DNA 結合型マウス TLR の構造学的特

徴は，CpG DNA 結合型マウス TLR9 においても共通するものと考えられる。 

 

 

図 42. SAXS 解析 

TLR9 のみ (黒色)，CpG DNA 共存下 (赤)，CpG DNA および 5'-xCx DNA 共存下 (青)

のマウス TLR9 (上) およびウマ TLR9 (下) の散乱曲線。  
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4. 考察 

 

4.1. 2 種類の DNA による TLR9 の活性化機構 

 

4.1.1. TLR9 の活性化に必要な配列 

本研究により，TLR9 は CpG DNA と 5’-xCx DNA の 2 つの DNA 結合部位をもつこ

とが明らかになった。まずCpG DNAが 1つのTLR9分子に結合し，その後 5’-xCx DNA

が結合することで TLR9 の二量体化を促進することが分かった (図 43)。 

最近 Jerala らのグループにより，ヒトおよびマウス由来の TLR9 を活性化させる最

小のDNA配列の系統的研究が行われ，ヒトTLR9の最小の配列がTCGT6-10CGT9-19 (21

—35 塩基) であり，5’末端の TCG 配列が活性化に重要であることが示された 64。彼らは

また，既知の CpG DNA 結合部位とは異なる第二の DNA結合部位が存在することを予

想し，TLR9 における TLR7 および TLR8 の低分子化合物結合部位に相当する残基の変

異体解析を行い，その結果，ヒト TLR9 における Tyr345，Phe375，Arg377，Phe402，

Asp534，Tyr536，Gly560 が第二の DNA の認識に関わる残基であると予想している

77。これらの残基は，本研究において 5’-xCx DNA の認識に重要であることが示されて

おり，本研究の結果と一貫していた。以前の研究において，5’-xCx モチーフをもたない

DNA1668_12mer (CATGACGTTCCT) を単独で用いたときには，ウマ TLR9 とウシ

TLR9 の 二 量 体 形 成 お よ び 活 性 化 は 弱 い 一 方 で ， 全 長 の DNA1668 

(TCCATGACGTTCCTGATGCT) は TLR9 を十分に活性することが分かっている 32。

これは全長のDNA1668がCpGモチーフと 5’-xCxモチーフの両方のモチーフをもつた

めだと考えられる。 

ヒト TLR9 の活性化に最適化した配列には (minH75: TCGT7CGT12) 2 つの CpG モ

チーフが存在しているため，Jerala らは，5’末端の最初の CpG モチーフ (本論文で

5’-xCx モチーフとしているもの) が CpG 結合部位に結合し，2 番目の CpG モチーフが

5’-xCx 結合部位に結合して 2:2 の複合体を形成すると予想していた 77。しかし今回の結

果から，5’-xCx DNA 結合部位には 5’末端の TCG モチーフだけが結合し，2 番目の CpG

モチーフは結合できないことが明らかとなり，結合部位はこの予想の反対であることを

強く示唆していた。5’-xCx DNA の 5’末端の OH 基は Tyr345と水素結合を形成してお

り，5’-xCx DNA結合部位の底面はTLR9二量体の2つのプロトマー間でTLR9のLRR8

のループ領域およびLRR10—12の凹面とTLR9*のLRR18-19*のループ領域の相互作用

により閉じられているため (図 20，図 23B，C)，2 つのプロトマー間に DNA が通る

間隙が存在しない。実際，5’-xCx DNAの 5’末端へのリン酸基の付加により結合親和性

が著しく低下した (図 15，表 6)。従って，我々の構造において 2 つの DNA は二量体

界面で隔てられており，単一の DNA が 2 つの結合部位に結合するためには 2 つのモチ

ーフ間に少なくとも 10 塩基以上のスペースが必要であると考えられた。ヒト TLR9 の



74 

 

活性化に最適化した配列 (minH75: TCGT7CGT12) においては，2 つのモチーフの間が

10 塩基以下であり，この配列の場合には別々の DNA 断片により 2:2:2 の複合体を形成

しているモデルが妥当と考えられる。しかし，2 つのモチーフ間の長さによっては，1

つの DNA 分子中の 2 つのモチーフが 2 つの結合部位に同時に結合し，2:2 の複合体を

形成することができると考えられる (図 43)。また Jerala らは，5’-TCG モチーフをも

つ短いssDNAがCpG DNAと協調的にTLR9の活性を増強することも報告している 65。

この報告は本研究における TLR9 の活性化モデルとも一貫するものである。 

 

 

図 43. TLR9 活性化機構のモデル図 

(A) CpG モチーフは TLR9 に結合し，弱い活性化を引き起こす。(B) 5’-xCx DNA は単独

ではTLR9に結合しないが，TLR9のCpGモチーフ結合部位が占有されているとき結合し，

活性化を引き起こす。(C) CpG モチーフと 5’-xCx モチーフを含む DNA は，CpGモチーフ

と 5’-xCx モチーフの間の長さが 10 塩基未満の場合は左のような 2:2:2 複合体を形成し，10

塩基以上あるものは左の 2:2:2複合体と右の 2:2複合体の 2種類の結合様式をとる可能性が

ある。 

 

 

4.1.2. CpG DNA の class との関連 

TLR9 の活性化における 5’-xCx モチーフの必要性は，TLR9 が DNA の分解産物を認

識していることを強く示唆している。実際，Chan らは DNase II による DNA の分解

が TLR9 による class A CpG DNA の認識に重要であること，DNase II により生じた 5’

末端に TCG 配列をもつ class A CpG DNA の断片が，骨髄由来樹状細胞における TLR9

のシグナル伝達を効率的に誘導することを示している 61。 

class A CpG DNA は I 型インターフェロンを，class B CpG DNA は炎症性サイトカ
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インを優位に誘導するが，これらは DNAの二次構造によってエンドサイトーシスのル

ートが異なるためと考えられる 60–62。class A CpG DNA は pDC で I 型インターフェロ

ンの産生を，class B CpG DNA は B 細胞で炎症性サイトカインの産生を誘導する。本

研究に使用した DNA はパリンドローム配列を持たず，二重鎖などの二次構造をとって

いないと考えられることから，class B CpG DNA に分類される。3.1.12 項において，

BM-pDCs を CpG DNA と 5’-xCx DNA により共刺激したところ，class A CpG DNA

である DNA1585 と同程度の IFN-α の産生が見られた (図 30)。これは，異なる細胞種

においても，CpG と 5’-xCx の 2 つのモチーフが TLR9 の活性化に重要であることを示

している。DNase には，中性条件ではたらく DNase I および III，酸性条件ではたらく

DNase II の 3 つのファミリーが存在し，それぞれ循環系，細胞質，リソソームに局在

している。DNase I は分解産物に 5’リン酸末端を持つ断片を生じることが知られている

が，DNase II は 3’リン酸末端を持つ断片を生じる 78。これは本研究において，TLR9

の 5’-xCx DNA結合サイトが 5’ヒドロキシ末端のDNAを認識しているという結果とも

一貫していた。 

 

4.1.3. TLR7 サブファミリーに共通した活性化機構 

本研究により，一本鎖の核酸を認識する TLR7，TLR8，TLR9 が，2 種類のリガンド

により協調的に二量体を形成するという活性化機構を共通してもつことが明らかにな

った。TLR7 と TLR8 におけるモノヌクレオシドと TLR9 における 5’-xCx DNA は，い

ずれもこれら受容体の LRR 構造の中央部分に結合していた。5’-xCx DNA の 2 番目の

シトシン塩基は TLR9 との結合に重要であり，TLR7 におけるグアノシンおよび TLR8

におけるウリジンと同じ位置を占有していた。また，TLR7 サブファミリー間で保存さ

れた Phe 残基とのスタッキング相互作用と Asp 残基との水素結合による認識も共通し

ている (ウマ TLR9 における Phe402 および Asp534*)。これらのリガンドは 2 つのプ

ロトマーから同時に認識されているため，TLR の二量体化に直接貢献していると考え

られる。しかしながら，もう一方の結合部位である TLR7 および TLR8 における ssRNA

結合部位と，TLR9 における CpG DNA 結合部位は，結合位置も二量体化における役割

も異なっていた。CpG DNA は単独でも TLR9 の二量体化を弱いながらも誘起するが，

TLR7 や TLR8 への ssRNA の結合は二量体化を引き起こさない。すなわち，TLR9 に

おいて CpG DNA はアゴニストであり，TLR7 および TLR8 における ssRNA は，グア

ノシンあるいはウリジンの結合のエンハンサーであると考えられる。 

 

 

4.2. マウス TLR9 の活性化型二量体の構造解析 

以前より，CpG モチーフを含む 6 塩基のコンセンサス配列に種特異性があることが

知られていた (マウス TLR9 においては GACGTT53,66あるいは AACGTT 67，その他の
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脊椎動物の TLR9 では GTCGTT68,69)。また，ヒト TLR9 の活性化には CpG モチーフ

に加えて 5’末端の TCG モチーフが必要とされる一方で，マウス TLR9 は単一の CpG

モチーフでも十分に活性化することが報告された 64,70。マウスは実験動物として臨床研

究においても広く用いられていることから，ヒトとマウスの間での反応性の違いを明ら

かにすることは，TLR9 を標的とする薬剤の開発において重要な意味をもつと考えられ

る。しかしながら，CpG DNA によるマウス TLR9 活性化型の構造が得られていなかっ

たために，CpG DNA による TLR9 活性化の種特異性は明らかになっていなかった。 

本研究において，我々はマウス TLR9 と CpG DNA および 5’-xCx DNA との複合体

の活性化型二量体の結晶構造を決定し，CpG DNA と 5’-xCx DNA の認識機構がウマ，

ウシ，マウス TLR9 の間で高度に保存されていることを明らかにした。マウス TLR9

の活性化型二量体の構造解析の結果，CpG DNA 結合部位はマウスとウマの間で高度に

一致しており，CpG モチーフを含む 6 塩基のコンセンサス配列が，マウスとその他の

種で異なる要因となるような構造的な違いは認められなかった (図 36)。一方で，マウ

ス TLR9の CpG DNA単独での活性化に寄与すると考えられる違いが明らかになった。

実際，マウスに特異的な残基である Ile643 に変異を導入することで，CpG DNA によ

るマウス TLR9 の二量体化が阻害された。これに加えて，レポーターアッセイにより，

マウス特異的な残基である Leu106 と Ile643 がマウス TLR9 の活性化において重要で

あることが明らかになった。アミノ酸配列比較によると，これら 2 つの残基は Murinae 

(ネズミ亜科) に特異的であった (図 8)。また，CpG DNA を介する相互作用に加えて，

ウマおよびマウス TLR9 の二量体界面では，それぞれ異なる残基によってタンパク質間

相互作用が形成されていた。構造中のこれらの局所的な違いが，全体構造の類似性にも

関わらず，マウス TLR9 が他種の TLR9 よりも CpG DNA によって二量体化を引き起

こしやすい要因になっている可能性が考えられる。 

本研究により，異なる種間での二量体形成機構における相違点が明らかになった一方

で，CpG と 5’-xCx という 2 種類のモチーフをもつ DNAが同時に TLR9 に結合するこ

とで二量体化が促進されるという基本的な活性化機構は共通していることが明らかに

なった。これらの知見は TLR9 の活性を制御する薬剤の開発と臨床研究において重要な

情報を提供し，TLR9 を標的とする薬剤の開発に貢献すると考えられる。 
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