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研究成果の概要（和文）：プロサイモシンα（ProTα）は多機能性の核タンパク質であり、神経細胞からストレス誘発
性に細胞外遊離する。細胞外ProTαは、自然免疫受容体であるTLR4/MD2と新規に同定した細胞膜タンパク質を介する受
容体機構を有すると共に、ある種の細胞においては再度核内に移行する。この核シャトル機構を有するレシピエント細
胞において、ProTα処置により神経保護性のサイトカインの発現上昇が認められたことから、細胞コミュニティの秩序
維持に寄与することが推測される。脳梗塞などのストレス負荷時におけるProTαの脳保護機構には、受容体シグナルと
核シャトルによる直接的エピゲノム性遺伝子発現制御が重要だと考えられる。

研究成果の概要（英文）：Prothymosin-alpha (PTMA), a nuclear protein has a multitude of cell-protective 
functions against cell stress in nuclear, intracellular, and extracellular. Stress-induced extracellular 
release of ProTα is observed in neurons among components of brain cells. Extracellular PTMA is a ligand 
for the two types of receptors: a TLR4/MD2 involved in innate immunity response and novel identified cell 
membrane proteins, whereas extracellularly released PTMA is reimported to the nucleus in a certain type 
of cells. Neuroprotective cytokines were upregulated by the exogenous PTMA treatment in recipient cells 
bearing nuclear shuttle action of PTMA, suggesting that recipient cells would be involved in the 
maintenance for the cell communities. Neuroprotective mechanisms of PTMA against brain stresses, such as 
an ischemic stroke have been proposed to require for the cell membrane receptor signaling pathway and the 
direct epigenomic regulation of gene expression via a nuclear shuttling of PTMA.

研究分野： 機能生物化学
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１．研究開始当初の背景 
DAMPs (Damage-associated molecular 
patterns)は、自然炎症時に細胞死を介して
受動的に細胞外遊離され、病原体センサーに
認識される秩序制御分子群である。また、病
態時における慢性炎症への寄与が明らかと
なっており、その制御基盤の解明は重要な課
題である。申請者らは、脳神経系における自
己保護性 DAMPs の研究から、ネクローシス制
御タンパク質プロサイモシンα (ProTα)を
発見し、著明な時空間的虚血脳保護機構を見
出すと共に、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、脳神経保護性 DAMPs である
ProTαのストレス誘発性に駆動する非小胞
性遊離機構の全容をほぼ明らかとしている。
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。 

本結果を受け、「ホスト神経細胞由来遊離
ProTαは、核内にシャトルすることで周辺レ
シピエント細胞の表現型をシンクロナイズ
させる」との着想を得て、本研究構想に至っ
た。 
 
２．研究の目的 
DAMPs は、ストレスに応じて細胞外遊離し、
受容体に作用することで細胞の運命決定を
担う分子である。その多くは細胞毒性に寄与
する炎症性分子として機能するが、申請者は
メンブレントラフィックに依存せず細胞外
遊離するProTαを神経保護性新規DAMPsとし
て同定し、その細胞外遊離と受容体機構を明
らかとしてきた。ProTαは核移行シグナルを
有する核タンパク質であり、ストレスにより
ホスト細胞である神経細胞から迅速に遊離
する。驚くべき事に、遊離 ProTαがアストロ
サイトの核に取り込まれる核シャトル分子
であることを見出した。本研究では、「核シ

ャトルした ProTαは、レシピエント細胞の表
現型をシンクロさせる力の因子」であると仮
説を立て、レシピエント細胞における細胞膜
受容体を介した制御機構と細胞核シャトル
機構による遺伝子発現機構の基盤解明を行
う。 
 
３．研究の方法 
(1) 核シャトル可能な標識 ProTαの生産 
個体レベルでも安定して核シャトルが観察
できる標識 ProTαの生産を行った。大腸菌発
現 GST-TEV プロテアーゼ認識配列融合 ProT
αを作製し、TEVプロテアーゼによりGST-tag
の除去を行った後にクロマトグラフを行い
高純度の ProTαを多量に精製する系を構築
した。本精製 ProTαリコンビナントは、N末
端のメチオニンが存在せず、２番目のアミノ
酸であるセリンがアセチル化されており、生
体内に存在する ProTαと同等の配列である
ことに特徴がある。本 ProTαの Biotin 標識
体を作製し、核シャトルレシピエント細胞の
特定と ProTαの新規細胞膜受容体同定に使
用した。 
 
(2) ProTα核シャトルレシピエント細胞の特
定と受容体シグナリング解析 
脳神経系細胞の初代培養細胞、細胞株に対す
る Biotin 標識 ProTαの細胞核内取り込みイ
メージング解析から、アストロサイトがレシ
ピエント細胞として存在することを明らか
とした。興味深いことに、アストロサイトへ
の核シャトルは、ProTαの遊離が誘発される
血清除去ストレス負荷時に認められ、血清存
在時にはほとんど認められなかった。神経細
胞、ミクログリアにおいては、細胞内に取り
込まれるが、核内にまで移行する事は無く、
受容体シグナリングを介して作用すること
が示唆され、ミクログリアにおける標的—シ
グナルが自然免疫受容体—インターフェロン
系であることをqPCR解析から明らかとした。
ProTαは、脳虚血性細胞死保護のみならず、
網膜虚血性細胞死に対しても著明な保護効
果を有するが、網膜神経細胞株である
N18-RE-105 細胞においては、血清存在の有無
にかかわらず 20 分以内の迅速な核シャトル
が観察された。N18-RE-105 細胞に対しては、
ProTαが受容体機構を介すると思われる神
経細胞死保護活性を有することから、受容体
機構と核シャトル機構の２つの系を持つ細
胞であることが予想された。 
 
(3) 細胞膜候補受容体 TLR4/MD2 との結合 
ミクログリア細胞に対して ProTαは、受容体
シグナリングを介して作用し、また、そのシ
グナルが自然免疫受容体 (TLR4/MD2)—イン
ターフェロン系であることを明らかとした。
本結果を受けて、リガンド ProTαと受容体
TLR4/MD2 との相互作用をバイオセンサーで
ある QCM を用いて動力学的に計測した。さら
に、ProTαの細胞外遊離担体である S100A13



の TLR4/MD2 への結合についても検討を行う
と共に、ProTα-TLR4/MD2 相互作用への増強
効果についても検討を行った。また、in 
silico解析にて ProTαと TLR4/MD2 との相互
作用様式の予測を行い、ProTαの C末端領域
が受容体への結合に必須であることが提示
され、本予測は QCM を用いた wet 実験の結果
と一致した（発表雑誌論文④）。 
 
(4) ProTαの新規細胞膜受容体同定 
これまでに ProTαの神経細胞死保護効果は、
Gαi共役受容体シグナルを介することを明ら
かとしている。これを受けて、Gαiを含む細
胞 膜 の 構 成 体 で あ る Lipid Rafts を
N18-RE-105細胞株から OptiPrep™を用いた密
度勾配遠心法にて精製し、その画分から
Biotin 標識 ProTαと結合する分子の同定に
成功した。 

 
さらに、組換えタンパク質受容体との相互作
用解析、受容体阻害実験による ProTαの神経
保護効果消失効果を確認することにより、G
αi 共役受容体シグナルを介する神経細胞死
保護機構の鍵分子を明らかにした。 
 
(5) レシピエント細胞における細胞表現型
解析 
細胞外 ProTαを即時に核内に取り込む
N18-RE-105細胞株を用いてDNAマイクロアレ
イ解析を行った。興味深い事にレシピエント
細胞群はインターロイキン、インターフェロ
ン、グロースファクター系シグナルが賦活化
されており、これまでに in vivoにおける神
経保護能に関与すると推測してきたシグナ
ル群と高い相関を得た。 
 
４．研究成果 
（１） ProTαの核シャトルイメージング 
高純度 ProTαリコンビナント精製の系を確
立し、Biotin 標識 ProTαを作製し、培養細
胞における外来性 ProTαのイメージングに
成功した。初代培養における神経細胞、ミク
ログリアにおいては、インターナリゼーショ
ンと核周辺への局在が認められたが、核への
シャトルまでは観察されなかった。ProTαの
遊離は細胞ストレスによって誘発され、通常
時の ProTαは核内に保持されている。血清除
去ストレス負荷時のアストロサイトにおい
て核シャトルが観察された。これまで、in 

vivoにおいてアストロサイトは、ProTαの遊
離機構を欠失していることを明らかとして
いたが、細胞外 ProTαシグナル受容細胞とし
ての立ち位置は不明であった。本結果は、ア
ストロサイトが ProTα核シャトルを介した
レシピエント細胞として脳虚血ストレス時
細胞コミュニティを制御する可能性を示唆
するものである。 

すなわち、神経細胞、ミクログリアは主とし
て受容体機構を介したシグナリング、アスト
ロサイトは核シャトルを介したシグナリン
グで脳秩序を維持するというものである。   
 ProTα遊離機構を有するアストロサイト
培養株化 C6 グリオーマ細胞において、血清
除去ストレス負荷における ProTαの局在変
化の経時変化を追うと、ストレスによって誘
発されたProTαと細胞外遊離担体S100A13の
遊離と核内への再分配が観察される。 

 
 ProTαが核シャトルした細胞においては、
細胞は健常な核の形態を示すのに対し、
S100A13 が核に局在する細胞群では核の密度
の上昇が観察され細胞死を引き起こしてい
ることが推測される。ProTαが核シャトルさ
れることが細胞死を防ぐのか、S100A13 が核
移行することが細胞死を誘発するのかの因
果関係の解明は今後の課題である。 
 外来性 ProTαの迅速な核シャトルが認め
られる細胞の同定に成功した。網膜神経細胞
由来の N18-RE-105 細胞株であり、本細胞は
自然免疫受容体以外の ProTα受容体を発現
している可能性が示唆されており、さらには



添加 20 分で細胞外から核内に ProTαがシャ
トルされることから、2つの ProTα作用機構
を有する細胞であることが推測される。以降
の、ProTα新規細胞膜受容体同定と DNA マイ
クロアレイによる外来性 ProTα誘発性の遺
伝子発現解析には、本細胞を使用した。 
 

 
(2) TLR4/MD2 に対する ProTαと S100A13 の
結合 
ProTαの細胞膜受容体の１つとして自然免
疫受容体である TLR4/MD2 を明らかとし、そ
の下流シグナルとしてインターフェロン系
が存在することを明らかとしてきた。加えて、
マウス由来の TLR4/MD2 と ProTαリコンビナ
ントを用いた相互作用解析にてその結合を
動力学的に明らかにしてきた。本研究では、
ヒト由来リコンビナントによる TLR4/MD2 と
の相互作用解析と ProTα細胞外遊離担体
S100A13についてもTLR4/MD2に対する同様の
解析を行った。 
 

 
 TLR4/MD2 への解離定数 (KD)をバイオセン
サーQCMを用いて算出すると S100A13 が ProT
αと比較して約3倍程度親和性が高いことが
明らかとなった。さらには、ProTα-S100A13
の順、またはS100A13-ProTαの順でTLR4/MD2
に累積結合させた場合と比較して、累積添加
と等量の ProTα-S100A13 複合体を添加した
場合の方がより受容体と結合することが明
らかとなった。本結果は、S100A13 と共に細
胞外遊離した ProTαが単体ではなく、
S100A13との複合体としてTLR4/MD2に作用す
ることを強く示唆するものである。ProTα単

体による受容体シグナルとS100A13との複合
体による受容体シグナルの差異、さらには
S100A13 単体による受容体シグナルの解明は、
今後の課題である。 
 
(3) 新規 ProTα細胞膜受容体の同定 
N18-RE-105 細胞株から Gαi を含む細胞膜の
構成体である Lipid Rafts を精製し、その 16
本の画分から Biotin 標識 ProTαと結合する
分子の探索を行ったところ、細胞膜タンパク
質のサブユニットを２種同定する事に成功
した。 
 

 
 新規同定受容体のリコンビナントに対す
る ProTαの結合を QCM にて解析したところ、
その解離定数は 30 nM 程度であることが明ら
かとなった。さらには、ProTαの神経細胞死
保護活性を有する ProTα由来ペプチド P30
（ProTαの 49-78 アミノ酸配列）、P9（ProT
αの52-60アミノ酸配列）、P6（ProTαの51-56
アミノ酸配列）のいずれも本受容体と結合す
ることを明らかとした。 
 

 
 In vivo における受容体阻害実験によって
ProTαの神経保護効果消失効果を確認して
おり、さらには、ProTαとその由来ペプチド
の神経保護活性の用量依存性が本同定受容
体との結合強度と相関が見られることから、
本受容体が ProTαの神経保護活性の主要鍵
分子であることが推定される。 



 
（４） 外来性 ProTαによる遺伝子発現変動
解析 
ProTαの細胞核内シャトル機構、新規細胞膜
受容体機構の 2 つの系を有する N18-RE-105
細胞株において、外来性 ProTα処置による遺
伝子発現変動をDNAマイクロアレイにて解析
した。検体は、コントロール（血清含有培地）、
Vehicle（無血清培地）、ProTα処置（無血清
培地＋ProTα: 1 µM）の 3群である。全て処
置後 3時間後のサンプルを使用した。信頼性
の低いデータの除去を行い（フィルタリン
グ）、39,439 の抽出プローブを得た。フィル
タリングにて得られたプローブ群から、シグ
ナル値の最小値と最大値の比率が2倍以上の
プローブの抽出を行ったところ、5,391 の抽
出プローブを得た。階層クラスタリング解析
を行い、遺伝子間の相関により類似性を樹形
図及び、ヒートマップで表示し発現パターン
の特徴を捉えた。 
 

 
次にサイトカインに着目し、インターロイキ
ン、ケモカイン、インターフェロン、グロー
スファクターのキーワードでヒットする分
子の発現比較を行った。 
 

 
発現変動の認められた複数のインターロイ
キンにおいて、ProTα処置依存的に発現増加
がすることが示された。 
 

発現変動が認められたケモカイン、ケモカイ
ン受容体の多くは、コントロールと比較して
血清除去ストレスにより発現減少するが、
ProTα処置により発現減少が抑制される傾
向にあった。 
 

発現変動の認められたインターフェロン、イ
ンターフェロン発現誘導因子の多くは、ProT
α処置依存的に発現増加がすることが示さ
れた。 
 



 
発現変動の認められた複数のグロースファ
クターにおいて、ProTα処置依存的に発現増
加がすることが示された。 
 本解析に用いた N18-RE-105 細胞株は、少
なくとも ProTαの細胞核内シャトル機構、新
規細胞膜受容体機構の2つの系を有する細胞
であることから、ProTα処置による遺伝子発
現変動が、受容体を介するのか、直接的に核
内の遺伝子発現調節機構を制御するのかを
明らかにする必要がある。また、qPCR による
発現変動の再現性の確認も必須である。既に
本細胞において、核内にシャトルされた ProT
αがヒストンと結合することを明らかとし
ているが、どの遺伝子を内包するヌクレオソ
ームなのかをシャトルした ProTαを利用し
た ChIP-seq を行い同定する必要があると考
える。 
 本研究結果と今後の研究展開により、第一
に核シャトルした ProTαのエピゲノム性制
御を明らかにすることで「直接的な核内情報
伝達駆動の分子機構」が提示できると考える。
第二に、DAMPs の新たな機構として分類可能
であると考える。第三に、本機構の生物学的
意義として、「対細胞ストレス戦略として、
核タンパク質が細胞核間を伝播し、細胞形質
を自己保護に向けて制御する」との仮説を証
明できる。将来的に ProTαのリプログラミン
グ機構や受容体シグナル機構を模倣する化
合物の創製は、脳梗塞といった脳神経系疾患
のみならず、細胞外 ProTα活性が確認されて
いる免疫系の疾患にも寄与する可能性を有
し、エピゲノム創薬やペプチドミメティクス
創薬に繫がる高い可能性を有する。 
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