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研究成果の概要（和文）：mTOC（セラストラマイシン結合タンパク質）は亜鉛フィンガーを含む約2000アミノ酸
で構成されるタンパク質であり、哺乳動物細胞に広く発現している。培養細胞を用いた実験から、低分子化合物
セラストラマイシンの抗炎症作用は、セラストラマイシンのmTOCへの結合によって引き起こされると考えられて
いる。そこで本研究では、mTOCの生理機能を解析することを目指し、mTOCおよびその関連因子について生化学的
に調べた。研究結果から、mTOCの結合因子であるMTR4およびC1Dに関する知見を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：mTOC (Celastramycin binding protein) is a zinc finger protein composed of 
-2000 amino acids. It is widely expressed mammalian cells, but its biological functions remained 
unknown. Our previous experiments revealed that anti-inflammatory effects driven by Celastramycin 
were due to its binding to mTOC. In this study, to elucidate molecular mechanisms of mTOC, mTOC and 
its associating factors including MTR4 and C1D were investigated to find out new information 
regarding with them.

研究分野：生物化学

キーワード： C1D　MTR4　亜鉛フィンガータンパク質

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、セラストラマイシン結合タンパク質とその関連タンパク質であるMTR４やC1Dの細胞内における機能
に関する新たな知見を得ることができた。これらの基礎的知見は、炎症における細胞内のタンパク質ータンパク
質相互作用の変化を解析を行う上で有用な情報となる。将来的な細胞内の炎症ネットワーク解析に役立つと考え
られる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
セラストラマイシンは、東北大学・薬学部・倉田祥一郎教授の研究グループによって見出された

低分子有機化合物である。この化合物はショウジョウバエ幼虫個体培養系を用いたスクリーニ

ングから得られている。ショウジョウバエには自然免疫系が存在し、菌体成分による刺激を受け

た場合、抗菌ペプチドを産生する。セラストラマイシンは細胞毒性を示さない濃度でこの抗菌ペ

プチド産生を抑制する。分子レベルで見た場合、ショウジョウバエに存在する免疫機構は、哺乳

動物のものと類似した機構を持っていることから、ヒトにもセラストラマイシンが免疫反応を

制御するシステムが存在することが予想された。このことはすなわち、セラストラマイシンが何

らかの医薬の出発材料となる可能性があると考えられる。そこでセラストラマイシンが結合す

るタンパク質がヒトにも存在するかどうかを、プロテインアレイを用いたスクリーニングによ

り調べた。スクリーニングの結果、亜鉛フィンガータンパク質 ZFC3H1 がセラストラマイシン結

合タンパク質であることが判明した。研究開始当初 ZFC3H1 はその遺伝子名がデータベース上に

登録されているだけであり、本格的な解析はなされていなかった。培養細胞と siRNA を用いた解

析から、ZFC3H1 は TNF 刺激による炎症性サイトカイン IL8 の発現調節に関わっていることが明

らかとなった。すなわち、ZFC3H1 を siRNA でノックダウンした細胞では、TNF 刺激による IL8 の

発現上昇が抑制されていた。一方 2016 年に発表された論文によると、ZFC3H1 は核エクソソーム

結合タンパク質である MTR4 と結合し、細胞内の RNA 分解において重要な役割を果たしているこ

とが報告されている。さらに非ヒストンクロマチンタンパク質である C1D とも相互作用がある

ことが見出されている。実際、HeLa 細胞抽出液から mTOC 抗体を用いて mTOC の免疫沈降を行っ

たところ、その産物中に C1D の存在が認められた。またマウス肺転移系モデルでの研究からその

生理的重要性が見出されたタンパク質 SAA3 は TNF などの炎症性刺激により顕著に発現が上昇す

る。マウス肺上皮細胞における SAA3 の発現上昇のパターンは IL6 などの炎症性サイトカインの

それと類似しており、培養細胞を用いて行った予備検討では、mTOC のノックダウンが SAA3 の発

現を抑制した。したがって、mTOC は SAA3 の発現制御にも関わっていると考えられる。そこで、

mTOC および関連タンパク質の構造と機能を生化学的に解析する研究を計画するに至った。 

 
２．研究の目的 
上述のとおり、本研究の目的は mTOC および関連タンパク質の構造と機能を明らかにすることで

ある。mTOC は約 2000 アミノ酸からなる巨大タンパク質である。ポリペプチド鎖中には、コイル

ドコイルドメイン、亜鉛フィンガードメイン、TPR ドメインなど変化の富んだドメインが局在し

ているほか、14 か所の部位でリン酸化が起こりうることがプロテオミクス研究により明らかに

されている。これらの各ドメインについての生化学的な機能は全く不明である。また既知の mTOC

と結合タンパク質のうち、もっともよく解析がなされているのは MTR4 である。そこで、mTOC と

MTR4 の結合を支配する要因および、その生理的意義について調べる。さらに MTR4 結合タンパク

質である C1D とも mTOC は相互作用する可能性がある。私たちの先行研究により、mTOC をノック

ダウンした HeLa 細胞では IL8 の発現が顕著に抑制されていた。C1D が UV 照射後にクロマチン画

分から核マトリックス中へ出てくることが分かっており、そこで mTOC との何らかの相互作用が

期待される。そのため UV照射による C1D のふるまいについても研究対象とした。SAA3 について

は遺伝子レベルでの知見は充実しており、むしろタンパク質レベルでの挙動について不明な点

が多い。そのため、SAA3 についてタンパク質の溶液中での構造情報を得ることを目指した。 

 
 
 
 



 
 
 
 
３．研究の方法 
mTOC および関連タンパク質のリコンビナントタンパク質およびアミノ酸部位特異的変異体を作

成し、タンパク質―タンパク質間相互作用を解析した。さらにこれらの発現プラスミドや siRNA

や shRNA を培養細胞にトランスフェクションし、細胞の機能に影響を及ぼすかどうかを調べた。 

 
 
４．研究成果 

(1)．mTOC と MTR4 の相互作用 1－MTR4 部分体作成実験 

MTR4 の全長および部分体を動物細胞における過剰発現系を用いて調製し、これと同じく動物細

胞の過剰発現系を用いて調製した mTOC との結合について、MTR4 に付加したタグを用いたプルダ

ウンアッセイにより評価した。まず全長 MTR4 を用いた場合、mTOC によって MTR4 がプルダウン

されることが確認できた。一方 MTR4 全長（1042 アミノ酸）の部分体（D1：1－308、D2：308－

556、D3：556－878、D4：878－1042）の 4 つを作成し、mTOC との共免疫沈降により相互作用の

有無を判定したが、いずれの部分体も mTOC によってプルダウンされなかった。さらに D1＋D2 お

よび D2＋D3、D3＋D4 でも同様の実験を行ったがやはりこれらの部分体は mTOC によってプルダ

ウンされなかった。D1＋D2＋D3でもD2＋D3＋D4でも同様にmTOCによるプルダウン実験を行い、

これらの部分体が mTOC によりプルダウンされなかった。したがって MTR4 と mTOC との相互作用

には、MTR4 が全体構造を保持していなければならないと考えられる。 

 

(2)．C1D の機能解析 

C1D は MTR4 の N 端領域に結合することが構造生物学的に明らかとなっている。したがって、HeLa

細胞抽出液から mTOC を免疫沈降させるとその産物中に C1D を確認することができるが、これは

MTR4 を介した相互作用である可能性がある。C1D は非ヒストンクロマチンタンパク質であるが、

コリプレッサーとしての機能のほか、DNA－PK や XPB など DNA 修復に関わるタンパク質と相互作

用することが報告されており、多彩な機能を持つタンパク質である。ヒトの培養細胞（LU99、HeLa、

786-O、HT1080）に siRNA をトランスフェクションし C1D をノックダウンさせた状態でＵＶ照射

を行い、1 週間-2 週間後に増殖してきた細胞の数を比較すると、LU99 と 786-O では C1D のノッ

クダウンによる効果が見られたが、HeLa と HT1080 では見られなかった。当初これは C1D が XPB

との相互作用により DNA 修復系に影響を及ぼしているからと考えられた。しかし、その後に行っ

た免疫染色像解析や過酸化水素存在下での MTT アッセイの結果、C1D のノックダウンにより、細

胞が酸化ストレスによるダメージをより受けやすくなっているためであると解釈された。さら

に遺伝子発現を調べると、C1D のノックダウンにより LU99 細胞では C1D はストレス応答因子で

ある DDIT3 の発現上昇に関与していること、および 786-O 細胞では C1D は DNA 修復タンパク質

である APEX1 の発現上昇に機能していることが明らかとなった。これらの研究から、C1D の機能

は細胞種によって大きく異なっていることが判明した。 

 

 

 

 

 



(3)．mTOC と MTR4 の相互作用 2－mTOC 部分体作成実験 

mTOC の部分体を大腸菌の発現系を用いて精製し、全長 MTR4 によりプルダウンされ

るかどうかを調べた。実験の詳細については、学術論文を作成中であるためここで

記述することは控えるが、この実験結果から mTOC のどの部分が MTR4 と相互作用し

うるかについて明らかにすることができた。この実験で使用した一連の mTOC 発現コ

ンストラクトをヒト培養細胞にトランスフェクトし、mTOC で免疫沈降を行った。結

果の一例を図 1に示す。一番上の mTOC（230kDa）、IgG(55kDa, 25kDa)以外にも複数

のバンドが観測された。 

 

(4).SAA3 の溶液構造 

マウス SAA3 は GST との融合タンパク質として大腸菌での発

現系からグルタチオンビーズを用いて精製した。グルタチオ

ンビーズで精製したGST－SAA3は電気泳動上単一のバンドを

与える程度の純度であった。（多量に泳動すれば、夾雑物と思

われるバンドが観測される）この標品を Prescission 

protease で処理し、GST と SAA3 を分離した。蛍光相関分光

(FCS)解析のために SAA3 に蛍光ラベルを導入する必要があり、いくつかの方法が試された。具体

的には、①SAA3の N端にCCPGCCの 6アミノ酸を組み込んだ形でタンパク質試料を調製し、FlAsH-

EDT2 を導入する、②SAA3 の N端にシステインを組み込んだ形でタンパク質試料を調製し、Alexa 

488 C5 Maleimide によるラベル化を行う、③精製 SAA3 を直接 FITC-I でラベル化する、④精製

SAA3 を直接 Alexa 488 NHS Ester でラベル化する、の 4つを試みた。（GST－SAA3 タンパク質試

料の調製とラベル化の予備実験は東京女子医科大学にて行われたが、FCS 測定のための試料作成

や FCS 測定の実際は、共同研究先の東北大学多元物質科学研究所・高橋聡研究室の協力によって

行われたことを明記しておく。）ラベル化の効率、ラベル化の量比（1 分子につき１個の蛍光色

素の導入）、やラベル化後の遊離色素の除去、が測定に影響を与える重要な要素である。これら

の要素を指標として、上記の方法を検討したところ、④の方法が最も良い結果を与えることが判

明した。④の方法でラベル化した試料をゲルろ過で解析したところ、その分子量は 4量体に相当

するものであることが分かった。この試料を用いて FCS 測定を行ったが、測定中にデータが変化

していくため安定した結果が得られなかった。これは SAA3 の 4 量体同士が測定中に会合してお

り、その割合が変化しているためと考えられている。 

 
 
 
 
 

図 1．mTOC を 293T
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