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研究成果の概要（和文）：蛋白質相互作用により、生体防御に関わるパターン認識受容体PTX3と、RNAプロセッ
シングに関与するWTAPについて、それぞれヒストンまたは相互作用タンパク質との認識部位を同定し、作用薬開
発への候補を得た。また、PTX3とヒストンの凝集反応について、凝集しやすい部位を特定して生化学的、計算科
学的解析を行い、候補パターンを得た。他に、ヒストンによる内皮細胞障害の際に放出されるベジクルを見出
し、特異抗体による検出法を開発した。WTAPの複合体を同定し、オルタナティブスプライシングに関わること、
またそのターゲット遺伝子を同定した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have analyzed the interaction pattern between PTX3 and 
histone, and obtained candidate molecules for regulating histone cytotoxicity in sepsis. Also we 
have detected direct interacting protein of WTAP and revealed the relation to alternative splicing 
of several target genes. We have obtained a candidate molecule which inhibits the interaction of 
WTAP and associating proteins. This should be a drug candidate as a RNA processing regulator in 
various biological phenomena. We identified a candidate peptide of aggregation prone part of PTX3 
and interaction part in histone H3. Also we found the micro-particle release from histone damaged 
endothelial cells and developed specific antibodies to detect the identified marker proteins on the 
particle.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
ゲノム解析やプロテオミクス解析が進み，

エピジェネティックな発現調節やRNAのプロ
セッシングおよび翻訳後修飾等によるタン
パク質の相互作用解析の重要性が認識され
るようになった。我々は，高親和性抗体によ
る高感度ターゲテドプロテオミクス法を開
発し，先に見出していた RNA プロセッシング
に関わる WTAP(Wilms’tumor 1-associating 
protein）の血管内皮細胞における内在性タ
ンパク質複合体を同定し，また敗血症患者の
血漿から PTX3 複合体を同定して，がんや敗
血症に対する新規の治療標的を見出した。こ
れらの結果を基に、新たな医薬開発にブレー
クスルーをもたらすには、タンパク質間相互
作用において，分子認識機構の解明が重要で
あることが示唆された。  
(1)PTX3 の分子認識機構と自然免疫 
PTX3 は急性炎症における自然免疫の液性

のパターン認識受容体であり、外来性病原菌
由来タンパク質、補体系タンパク質，マトリ
ックスタンパク質など多種類のタンパク質
を認識し結合することが知られている。我々
は、敗血症患者血中に、ヒストンをはじめと
する NETs(好中球細胞外トラップ)タンパク
質との複合体を見出し、NETｓの中で、新た
な生体防御機構を担っている可能性を提唱
し た （ Daigo, Hamakubo, Front.Immunol. 
2012）。次に我々は、急性臓器障害の原因と
みられている細胞外ヒストンによる、血管内
皮細胞障害に注目した。その結果、PTX3 投与
はヒストンの血管内皮細胞障害を抑制した。
さらに、PTX3 の腹腔内投与は敗血症モデルマ
ウスの生存率を改善することから，新規治療
薬の可能性が示唆された。PTX3 とヒストンと
の相互作用を調べた結果，凝集反応であるこ
とが判明した（特許出願済）。ヒストンは、
NETｓのみならず、障害された組織細胞から
も大量に放出され、血管内皮細胞障害、血小
板の活性化による微小血栓形成から急性臓
器障害の原因となると考えられることから、
PTX3 投与は組織障害を保護し，これまで治療
法のない敗血症などの治療薬となると考え
られ，詳細な分子メカニズムの解明が重要で
ある。 
(2)RNA プロセッシングと細胞周期および細
胞分化とのかかわり 
 我々は，先行研究で WTAP が血管内皮細胞
(HUVEC)や Hela 細胞などの細胞周期を G2/M
期で制御することを見出し，プロテオミクス
解 析 に よ り ， Vililizer, BCLF1/THRAP3, 
CBLL1, RBM15, KIAA0105 などからなる WTAP
複合体を同定した。さらに、局在解析や相互
作用の細胞増殖や代謝など細胞機能におけ
る役割の解析を行ってきた。WTAP はショウジ
ョウバエの性決定因子 sxl(Sex-lethal)と複
合体を作る fl2d のヒトホモログとして同定
されたが、機能はわかっていない。我々は
mRNA 安定性の制御により細胞周期制御を担
っていることを報告している（Horiuchi, 

PNAS,2006）。 
２．研究の目的 
本研究は、これらのタンパク質間の相互作

用におけるパターン認識の分子機構につい
て解析し，RNA スプライシングや生体防御に
おける役割を解明することを目指す。本研究
は、タンパク質相互作用あるいは RNA 構造に
おけるパターン認識の動的な分子機構につ
いて解析する手法を開発し，細胞増殖や生体
防御における役割を解明してがんや敗血症
など、難治性疾患に対して新規治療薬の開発
への道を拓くことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
タンパク質は相互作用によってコンフォ

メーションが変化し、シグナルの伝達や活性
化などの機能が発揮される。相互作用面のホ
ットスポットを同定し反応機構を解析する
ことにより、タンパク質相互作用を制御する
新しい概念の創薬につなげることができる。
本研究では、PTX3 とヒストンについて、凝集
反応ホットスポットの同定と相互作用様式
を生化学的解析およびコンピュータシミュ
レーションを用いて反応の動的な解析を試
みる。両タンパク質の部分ペプチドを作製し
て、ホットスポットを策定するとともに、シ
ミュレーションの負荷の軽減を図る。複合体
を認識する抗体を作製して相互作用コンフ
ォメーションを固定化することにより、反応
機構の解析に用いるとともに、フラグメント
ベースのスクリーニングへの応用を試みる。 
また、WTAP については、ショウジョウバエ

ホモログの fl2d がオルタナティブスプライ
シングによって、sxl などの性決定遺伝子を
制御していることから、複合体形成と細胞周
期調節のメカニズムを、タンパク質科学的解
析とゲノム解析、siRNA などによるスプライ
シング解析を手掛かりとする。WTAP も PTX3
と同様、凝集しやすく精製が困難である。フ
ラグメント化するとともに、複合体形成に重
要な結合部位を同定し、相互作用のアッセイ
系の立ち上げを図る。WTAP が関与する RNA プ
ロセッシングのターゲットを同定し、アッセ
イ系を構築することにより、上記相互作用の
阻害剤をスクリーニングする系を立ち上げ
る。これらの結果より、タンパク質相互作用
の分子認識にかかわるパターンの抽出を試
みる。 
 
４．研究成果 
(1)PTX3 の分子認識機構と自然免疫 
ヒストンによるHUVEC障害に対する保護作

用は PTX3 の N端半分で十分であること、CRP
や SAPなどのペントラキシンよりも強いこと、
アモルファスな凝集体を形成する凝集反応
であること、PTX3 投与は敗血症モデルだけで
はなく、ヒストン静注の実験系でも極めて有
効で生存率を高めること、炎症反応を抑え、
血管内皮細胞を保護する効果があることを
論文発表した（Daigo, Science Signaling, 



2014）。PTX3 の N 端(200a.a.)の中で、50 ア
ミノ酸からなる数種のペプチドを作製し、ヒ
ストンによるHUVEC障害保護効果をみたとこ
ろ、最も N端に近いペプチドが最も効果が高
いことを見出した（特許登録）。ヒストン H3
の部分ペプチドを数種類作製し、HUVEC 障害
活性を測定したところ、酸性部位を含む部位
に障害活性が強いことを見出した。また、抗
PTX3 抗体の中から、ヒストンとの凝集反応を
阻害するクローンを選出し、エピトープとし
て 20 アミノ酸部位を特定した。この部位は
構造をとらない天然変性部位と予測される。
アミノ酸変異を入れ、構造予測を行い、ヒス
トンとの凝集反応をDLSにて測定したところ、
予測と関連の近い凝集性が見られた。ある種
の構造パターンが凝集反応のホットスポッ
トである可能性が示唆される。構造予測の一
部と、凝集反応が生体防御の方法としてむし
ろ積極的に使われている可能性について、レ
ビューした（Daigo, Front Immunol. 2016）。
ペプチドフラグメントに関する凝集反応解
析、ヒストンの細胞障害に関わる部位同定と
解析に関しては、一部を免疫学会および、生
化学会に発表し、論文投稿準備中である。ま
た、PTX3 と炎症とのかかわりが想定されるこ
とから、川崎病の患者血液について調べたと
ころ、重症度と PTX3 血中濃度との関連性が
高いことが判明した。豊富な数の臨床検体が
集められなかったが、治療選択に関わる重要
な所見と考えられ、血管炎国際学会で発表し、
口演および論文集収録に選ばれた（学会発表
として記載。Kitoh T.2017）。 

(2)RNA プロセッシングと細胞周期および
細胞分化とのかかわり 
WTAPのN端とC端を認識する抗体を作製し、

磁気ビーズによるプロテオミクスによりタ
ンパク質複合体を調べ、複合体として機能し
ている主要なタンパク質群（VIRILIZER, 
CBLL1, KIAA0853, RBM15, BCLAF1, 
THRAP3,Mettl3/14 等）および生理機能上重要
と考えられる SR タンパク質、hnRNP、
METTL3,METTL14 を同定した。これらの複合体
タンパク質のうち，siRNA によりスペックル
構 造 への局 在 に関与 す るタン パ ク 質
（BCLAF1/THRAP3）および non-coding RNA の
MALAT1 との結合はスプライシングの場であ
る核スペックル構造への局在に必要である
ことを示した。CBLL1 は Ring finger 部位を
欠失すると、複合体を形成しないことを見出
した。オルタナティブスプライシングのター
ゲットとして WTAP 自身を報告した。以上に
より、WTAP および m6A 修飾がオルタナティブ
スプライシング・オルタナティブポリアデニ
レーションに関与していると考え報告した
（Horiuchi, JBC, 2013）。ゲノムワイドにオ
ルタナティブスプライシングターゲットを
調べ、ヒストン修飾酵素を同定した。スプラ
イシングバリアントの比率により、酵素活性
を調節し，細胞周期の調節を行っている可能
性が示唆された。また、血管内皮細胞（HUVEC）

を用いて RNAseq を行い、スプライシングの
解析を行い、オルタナティブスプライシング
ターゲット候補遺伝子を同定した。 
WTAP の発現精製を行い、部分長タンパク質

で結合候補薬剤を見出した。その類似化合物
の中から結合定数がμモル程度のものを取
得し、上記ターゲット遺伝子についてのオル
タナティブスプライシング、タンパク質間相
互作用への効果を検討中である。 
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