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研究成果の概要（和文）： 
核タンパク質プロサイモシン-α (ProTα) は、ネクローシスとアポトーシスを阻害する多機能性

を有する内因性分子である。我々は、ProTα が虚血性ストレスに応じて非小胞性に神経細胞と

アストロサイトから遊離し、ネクローシスを抑制する保護分子であることを明らかとしてきた。

最近、遊離した ProTα が再度核内に移行する事象を見出した。本研究では、細胞外遊離から核

内再移行過程における ProTα 結合タンパク質群を網羅的に同定し、タンパク質間相互作用解析

を行った。最終的に、細胞外遊離に関与するタンパク質群と核内における結合タンパク質群、

新規の細胞膜受容体を新規に同定することに成功した。加えて、細胞外遊離過程を含めたProTα
の自己保護機構のシミュレーションを行い、実験研究と同様の結果を得ることができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 

The nuclear protein prothymosin-α (ProTα), which possesses multi-function is an intrinsic inhibitor 
of necrosis and apoptosis. We have already revealed that ProTα is released from neurons and astrocytes 
on ischemic stress through non-vesicular manner and exerts a unique form of neuroprotection through an 
anti-necrotic mechanism. Previously, we found out that released ProTα once again makes the transition 
to the nucleus in some cells. In this study, we comprehensively identified the ProTα-binding proteins in 
process of extracellular release and re-nuclear localization of ProTα, and performed protein-protein 
interaction analysis in in vitro and cell-based assay.  Finally, we succeeded the identification of 
non-vesicular release involved proteins, ProTα-binding proteins in the nucleus and novel cell membrane 
receptor. In addition, we simulated variation of machineries involved in self-defensive role of ProTα by 
use of Cell Illustrator software, and obtained the similar result of experimental work. 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞においてタンパク質の存在場は、シグ
ナル配列や分子間相互作用によって制御さ
れており、細胞内情報伝達に応じて機能・局
在が変化して細胞応答をみせる。申請者は、
ストレス負荷時における細胞コミュニティ
の秩序維持機構の研究から細胞ストレスや
細胞死に応じて細胞外に遊離するタンパク
質 群 ： DAMPs (Damage-associated 
Molecular Patterns) に着目している。
DAMPs は、自然免疫、炎症を含めた様々な
病態に関与することが知られており、他の細
胞外リガンドと同様にそのセンサー分子で
ある細胞膜受容体を介した情報伝達機構が
重要であることは周知の事実である。 
 申請者らは、脳神経系において、神経細胞
のネクローシスからアポトーシスへの細胞
死モードスイッチ機構、特にネクローシス抑
制機構に関心を持ち、虚血性の培養神経細胞
上清からネクローシス抑制タンパク質プロ
サイモシンα (ProTα) を発見した。既に著明
な時空間的虚血保護機構を見出しており、
ProTαが脳コミュニティを維持する責任分子
であるという視点を得るに至った。さらには
ProTαのストレス誘発性の非小胞性遊離機構
の全容をほぼ明らかとしている（下図参照：
投稿準備中）。ProTα はその遊離機構から、神
経保護性の新規 DAMPs と言える。ProTαは
種々の生物において高度に保存された核タ
ンパク質であり、核、細胞質、細胞外と存在
場において多様な活性を有している。重要な
点は、細胞外 ProTαが細胞核内に再移行する
という知見を得たことにある。申請者は、「特
定の核タンパク質群は核間をシャトルし、細
胞コミュニティを時空間的に制御する」との
着想を得て本研究構想に至った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 本申請研究の着想を得るきっかけとなっ
た脳神経系自己保護責任分子 ProTαの特徴と
して、分泌小胞を介さない非小胞性遊離機構
による細胞外活性が挙げられる。興味深い点
は、非小胞性遊離分子の多くが細胞膜受容体
への作用機構とは異なるエンドサイトーシ
スを介さずに細胞内に取り込まれ機能する

という点にある（下図参照）。特に、核シャ
トルタンパク質の細胞外遊離と核内再取り
込み機構を小胞性、非小胞性の両面から解明
することは、その機構の獲得進化、生体膜を
有する細胞の進化として捉え直すことがで
き、新たな研究分野の創造も期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は、新規リガンド作用機構として
「核タンパク質がストレス応答により細胞
外に放出され、周囲の細胞核に伝播する」と
想定し、「特定の核タンパク質群は核間をシ
ャトルし、細胞コミュニティを時空間的に制
御する」との仮説の検証と証明を行うことを
目的とした。 
 
（１）細胞核間シャトルタンパク質の同定と
相互作用分子群の同定を機能プロテオミク
スにて行い、非小胞性遊離機構と細胞核内シ
ャトル機構の全容を解明する。 
 
（２）核シャトルタンパク質の機能発現・制
御機構の分子基盤を明らかとする。特に、分
子間相互作用による機能制御機構をドメイ
ンレベルで解明する。 
 
（３）システム生物学の手法により、核シャ
トルタンパク質の情報伝達機構のモデル化
とシミュレーションを行う。特に、ProTα の
非小胞性遊離機構についてシミュレーショ
ンし、実験研究の結果と比較を行う。 
 
 
３．研究の方法 
本研究「細胞核間シャトル蛋白質群の同定と

分類—リガンド作用機構のパラダイムシフト

—」は、遊離の主径路であるタンパク質間相

互作用を機能プロテオミクスとバイオイメ

ージングを駆使したストラテジーで解明を

行った。 

 
（１）細胞外 ProTαの再核移行過程における
結合タンパク質群の同定 
機能プロテオミクスの手法を用いて、細胞膜、



細胞質、核内における結合タンパク質群を網
羅的に同定した（下図方法参照）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）ProTα候補細胞膜受容体と ProTα 相互
作用解析 
（１）研究にて ProTα の細胞膜候補受容体−
１の同定に成功した。近年、報告された候補
受容体−２と共に相互作用解析をバイオセン
サー：QCM、並びに BIACORE にて動力学的
に解析し、ProTα の結合ドメインを決定した。 
 
（３）ProTα細胞外遊離担体分子 S100A13 結
合タンパク質の新規同定と非小胞性遊離機
構関与解明 
StreptagII-S100A13 安定発現株化細胞を用い
て、Ca2+依存的に結合する分子を同定した。
in vitroにおけるタンパク質間相互作用解析と
細胞レベルにおける相互作用をin situ PLAを
用いて解析した（下図参照）。また、ProTαの
非小胞性遊離機構の関与を解明した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）ProTαの非小胞性遊離機構のパスウェ
イシミュレーション 

細胞内外で自己保護能を有する ProTαの多機
能性発動をシミュレーションソフト：Cell 
Illustrator を用いてモデル構築を行い、実験研
究との相関について検討した。 
 
 
４．研究成果 
（１）ProTαの核シャトル過程における結合
タンパク質の網羅的同定 
細胞外 ProTαが核内にシャトルされるまでに
形 成 さ れ る タ ン パ ク 質 複 合 体 群 を
MALDI-TOF-MS を用いて網羅的に同定した。
細胞膜、細胞質、核内において数十個の分子
を同定し、核内分子としては 12 種を同定し
た。興味深い点は、通常核内で ProTαが結合
しているヒストンにシャトル後再度結合す
るという点である。核に伝播した核シャトル
蛋白質が、直接的な力の因子として核のリプ
ログラミングを行い、細胞コミュニティをシ
ンクロナイズさせる」という視点は、斬新性
を有すると考える。今後、エピジェネティク
ス解析を含めて解析する予定である。加えて、
細胞膜候補受容体−１を同定にも成功した。 
 
（２）ProTα候補細胞膜受容体と ProTα 相互
作用解析 
細胞膜候補受容体−１と ProTα との相互作用
を BIACORE にて動力学解析を行った（下図
参照）。現在、本受容体の下流シグナルの詳
細と ProTα の神経保護効果の解析を遂行中で
ある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
近年、報告された候補受容体−２と ProTα の
相互作用をバイオセンサー：Quartz Crystal 
Microbalance (QCM)を用いて動力学的に解析
し、ProTα の結合ドメインの決定にも成功し
た。さらに、本結合ペプチドのみで、候補受
容体−２に結合することを Thermal Shift Assay 
(TSA)にて確認した（次項図参照）。本受容体
についても、下流シグナルの詳細と ProTα の
神経保護効果の解析を遂行中である。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）ProTα細胞外遊離担体分子 S100A13 結
合タンパク質の新規同定と非小胞性遊離機
構関与解明 
S100A13 とCa2+依存的に結合、または結合増
加する分子を３つ同定することに成功した。
既に、in vitroにおける動力学的解析、細胞レ
ベルにおける相互作用解析は終了している。
さらに、同定された分子と相互作用するタン
パク質もProTαの非小胞性遊離機構に関与す
ることを見出している（投稿準備中）。本研
究にて核タンパク質ProTαのストレス誘発性
細胞外遊離機構の全容解明に成功した。 
 
（４）ProTαの非小胞性遊離機構のパスウェ
イシミュレーション 
ProTαの細胞内外において自己保護能を発動
する主要なロバストネス機構（下図参照）を
シミュレーションすることを目的とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
実験研究より、以下の事象が判明しており、
既に報告している。① ProTαは、ネクローシ
ス時には細胞外に遊離しネクローシス保護
機構を駆動する。② アポトーシス時には、
カスパーゼ -3 により細胞外遊離に必須の
S100A13結合領域が切断される為に遊離は起
こらない。細胞内に留まった切断型 ProTαは、
細胞質においてアポトソーム形成阻害の自
己保護能を駆動する。③ 酸化ストレス時に
は、Keap1-Nrf2 システムを駆動し、抗酸化ス
トレス遺伝子群の発現を誘導する。これらの
機構について、ストレス種に応じた ProTαシ

ステム駆動モデルを Cell Illustrator を用いて
構築した（下図参照）。 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
細胞内外のそれぞれの分子量変動について
検討したところ、実験研究と同一の結果を得
ることが出来た。ネクローシスストレスによ
る ProTα の遊離は、S100A13 との複合体形成
を機に開始された（下図参照）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、アポトーシスストレス時における
ProTα の代表的自己保護機構：アポトソーム
形成阻害と Keap1-Nrf2 システム駆動につい
てシミュレーションした（下図参照）。上記
の保護システムは、カスパーゼ-3 により切断
された切断型 ProTα (tProTα)が使用され量が
減少するのに応じて駆動された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



最後に、1 細胞レベルにおける ProTαの細胞
死モードスイッチ機構についてシミュレー
ションを試みた（下図参照）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
短時間スケールでは、ネクローシスストレス
により細胞外に PorTαが遊離し始めると同時
に ProTαのオートクライン作用によりカスパ
ーゼ-3 の活性化が始まり、遅れてアポトソー
ムの形成も始まる。長時間スケールでシミュ
レーションするとカスパーゼ-3 により細胞
内に tProTα形成が始まるが、単体の切断型
ProTαは存在すると同時に消費され急激な量
的変動は生じなかった。重要な点は、切断型
ProTαの存在と同時にアポトソーム形成に抑
制がかかり、アポトソーム量を長時間一定レ
ベルで抑制する傾向が確認できたことであ
る。本結果は、細胞外 ProTαがネクローシス
をコントロール可能なアポトーシスに変換
するという実験研究で観察された事象をシ
ミュレーションできた可能性を有する。本結
果は単一細胞オートクラインモデルによる
シミュレーションであるため、今後、細胞間
コミュニティを形成した状態でのシミュレ
ーションを行う予定である。 
 
ProTαは細胞運命決定分子として位置づけら
れる為、今後、遊離-細胞内取り込み-核内移
行、細胞膜受容体シグナリングを含めたロバ
ストネス機構の全容解明が期待される。 
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