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研究成果の概要（和文）：マウス網膜虚血モデルにおいて神経保護蛋白質プロサイモシンα(ProTa)の抗神経炎症機能
を明らかにした。ProTaの前投与による網膜虚血障害の抑制機構を組織化学、電気生理学的、遺伝子解析により明らか
にした。その仕組みには、ミクログリア上のTLR4の活性化とその下流にあるTRIF- IRF3経路誘導が関連し、MyD88-NFκ
B経路が関連しないことを明らかにした。同等の活性を有する非ペプチド性の低分子化合物を探索するため、IRF3応答
遺伝子に制御される分泌型アルカリホスファターゼ;遺伝子発現を利用したHEK293細胞レポーターアッセイ系を確立し
た。

研究成果の概要（英文）：Prothymosin alpha; (ProTa) is a robustness protein, which inhibits brain ischemia 
(injury) -induced neuronal and vascular damages. Using retinal ischemia model in mice, we found that 
preconditioning treatment with ProTa blocks microglia-mediated neuroinflammation in experiments using 
histological, electrophysiological and expressed gene analyses. We also clarified the underlying 
mechanisms through an activation of TLR4-mediated TRIF-IRF3 pathway, but not of MyD88-NFkB pathway. 
Furthermore, in order to search for small compounds possessing similar beneficial compounds, we 
successfully developed TLR4-mediated IRF3-responsive reporter assay system based on secretary 
alkaline-phosphatase activity in HEK293 cells.

研究分野： DAMPsと神経免疫薬理学

キーワード： DAMPs　生理活性物質　受容体　スクリーニング

  ２版
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1. 研究開始当初の背景 

1977 年に免疫活性を有する生理活性ペプチ

ド Thymosin alpha-1 が 胸 腺 抽 出 液 の

Thymosin Fraction V に含まれる事が報告さ

れた。1984 年には、この同じ画分にこの

Thymosin alpha-1を N末端に持つ前駆体とし

て Prothymosin alpha (ProTa)が同定された

が、ProTa は前駆体ではなく独自の免疫関連

生理活性蛋白質としての役割を有すること

が報告されるようになってきた。この研究の

潮流とは別に植田らはラット大脳皮質神経

細胞の初代培養上清から神経保護を示す蛋

白質として ProTaを発見した（Ueda et al., 

J Cell Biol. 2007）。その作用はユニーク

で神経ネクローシスを抑制するものであっ

た。明らかにしてきた情報伝達機構には G 蛋

白質を介したグルコーストランスポーター

の細胞膜への移行によるネクローシス抑制

が含まれていたが、その分子同定は未解決で

あった。ところが、Mosoian らが HIV 感染ス

トレスに伴い ProTαが細胞外遊離し TLR4 を

介して HIV 複製を抑制することを報告した

（Proc Natl Acad Sci U S A. 2010）ことを

受け、この仕組みが神経系においても成立し

うるかどうかの検証が求められていた。 

 

２．研究の目的 

本研究計画では、ProTa が TLR4 に対する機

能性を有するリガンドであるという可能性

の検証を分子レベルで検証することが目的

である。もし、TLR4 を介するシグナル伝達

が有為な生理作用、特に神経保護作用に直結

するのであれば同様な活性を有する化合物

をスクリーニングする、あるいはそのアッセ

イ系の確立もさらなる目的となる。 

 

３．研究の方法 

3-1 QCM (Quartz Crystal Microbalance)法

および Biacore T200 による表面プラズモン

共鳴法 

リコンビナント ProTa と TLR4-MD2 の蛋白質

間相互作用検証に用いる。 

3-2分子動力学的解析 

TLR4-MD2 の結晶構造を参考に GROMACS

を用い分子動力学的解析を行い、TLR4 受容

体と ProTa間の相互作用を 10 nsごとのシミ

ュレーション解析から、結合様式を推定した。 

3-3 免疫染色 

網膜虚血では非特異的な HE 染色を用い、詳

細な細胞種を求める場合は、それぞれの抗体

を用いて、細胞種ごとに細胞死を評価した。

この中にはミクログリア染色のためには

Iba1 を用いた。網膜電位図暗視野条件下の組

織像を観察した。 

3-4 SEAP アッセイ 

市販のキットを用いて遺伝子発現調節機能

の評価に用いた。 

 

４．研究成果 

生物物理学的手法による ProTa作用点候補と

しての TLR4 受容体の可能性検証 

リコンビナント ProTaと TLR4-MD-2との間の

蛋白質間相互作用について QCM (Quartz 

Crystal Microbalance)法により検証を行っ

た。LPS を 50 g/ml ずつ順次添加しΔ

frequency 低下が飽和に達した段階で 50 

g/ml を添加した時にさらなる低下が認めら

れ、またその逆も得られたことから LPS と

ProTa ともに同一の蛋白質に対する相互作用

を示すが、厳密には異なる作用部位における

結合が予測された。そこで、報告されている

TLR4 の結晶構造にもとづくデータをもとに

GROMACS というソフトウエアを用いて分子動

力学的解析を行った時にも同様な結合様式

の予測がなされた。 



 

 

 

しかしながら、表面プラズモン共鳴法を評価

する BiacoreT200における ProTaと TLR4-MD2

間の相互作用を試みたが、有為な結合は観察

されず、その結合強度は必ずしも強力で無い

か、その反応条件のさらなる改善が必要であ

るかのいずれかであると結論した。 

 

神経生物学的手法による ProTa作用点候補と

しての TLR4 受容体の可能性検証 

当初 ProTaの硝子体内への投与はマウス網膜

虚血モデルにおいて虚血後 24 時間に適用し

た際に著明な保護効果を示すことを明らか

にしてきたが(Fujita et al., Cell Death and 

Diff.16: 349-358, 2009)、TLR4 遺伝子欠損

マウスにおいて、その保護作用は影響を受け

なかった。しかし、自然免疫の可能性を検証

するために ProTaの網膜虚血の 2日前投与を

行った時、虚血後 1 週間で評価した HE 染色

による組織化学的網膜構造と暗順応下での

網膜電位図において 50％程度の抑制効果を

示す事を発見した  (Halder et al., J 

Neurochem. 135:1161-1177, 2015)。 

 

この効果は TLR4 の中和抗体前投与により完

全に消失した。同様の結果は TLR4 遺伝子欠

損マウスにおいても観察された。 

 

この様な保護的効果を調べるために TLR4 下

流シグナルに関連する代表的な細胞障害性

遺伝子発現への虚血 2日前 ProTa の影響を虚

血後 24 時間後検体から解析した時、TNF, 

IL-1, IL-6, COX-2, MCP-1 のいずれの遺伝

子の虚血誘発性発現上昇をも有意に抑制し

た。これに対し、細胞保護的な遺伝子を解析

した時、無処置では IL-1RN, IFIT１, RANTES, 

SOCS1, SOCS3, Ship1 の発現は非常に低いレ

ベルであったが、ProTa の前投与はいずれも

数十倍以上上昇する事が確認された。興味あ

る事に LPSについても概ね同様な遺伝子発現

上昇が観察されたことである。また ProTaの

前投与による細胞保護性遺伝子発現の上昇

のうち IL-1RN と IFIT1 遺伝子に関しては

TLR4 抗体処置により有意に抑制されること

が確認された。こうした遺伝子発現変化は

TLR4 の下流のうちでも MyD88-NFB のシグナ

ルでは無く、TRIF-IRF3 のシグナル経路を選

択的に駆動させる特異的な機構を含んでい

ることが示唆された。実際、網膜虚血に対す

る ProTa の前投与(Preconditioning)による

HE 染色による組織化学的ならびに網膜電位

図における機能的保護活性は MyD88遺伝子欠

損マウスでは影響を受けず、TRIF 遺伝子欠損

マウスにおいて完全に遮断された。こうした

TTRIF 選択性の preconditioning による保護

活性は LPSでも観察された。 

 一方、この網膜虚血モデルにおいて ProTa

は単独でミクログリアに対し弱い活性化を

示す一方、ProTa の preconditioning は虚血

誘発性の強力なミクログリア活性化を顕著

に抑制するが、この効果は TLR4 の中和抗体

LPS/TLR4-MD2 ProTa/TLR4-MD2 



 

 

により遮断された。 

 

こうした事実から以下の様な機構が示唆さ

れた。すなわち、ProTa の preconditioning

は網膜に存在する神経免疫細胞ミクログリ

アの TLR4 を介して細胞保護的なシグナル、

すなわち TRIP-IRF3システムを選択的に活性

化し、次に来る虚血誘発性のミクログリア活

性化を抑制し保護的な役割を果たす、という

メカニズムである。ただし、ProTa は虚血後

投与した場合網膜保護はより顕著で有り、そ

の場合の TLR4の関与は限定的である。 

 ProTa による、より注目すべき神経保護作

用は網膜虚血モデルにおいて観察された。こ

の効果は過去にラット一過性中大脳動脈梗

塞/tMCAO モデルとマウス一過性両側総頸動

脈閉塞モデル予備的研究として報告してい

るが（Fujita and Ueda, Cell Death Diff. 14: 

1839-1842, 2007）、本研究ではマウス tMCAO

を用いて、ProTa の虚血後静脈内(i.v.)投与

を試みた。神経保護には虚血開始後 2時間が

最大保護効果を示すことが明らかとなり、前

例において 2 週間以上の生存が得られ、

clinical scoreにおいても顕著な保護効果が

観察された。V8プロテアーゼにより ProTa を

処置した時にはこの効果は完全に消失した

ので、蛋白質性の活性によるものである事が

確認された。 

 

 

 

この様に強力な効果が観察されていること

から、神経保護以外の機構の存在を想定し、

トマトレクチンによる血管染色を行ったと

ころ、tMCAO により顕著な染色像の低下が観

察され、その効果は ProTa投与により抑制さ

れた。この手法における tMCAO 誘発性染色低

下は梗塞による血流低下と血管破綻による

トマトレクチンの漏出が考えられたので、

tMCAO 後 1 日における IgG 染色を実施したと

ころ､血管から脳への顕著な IgG 漏出が観察

され、ProTa による保護が観察された。 

 

 

この血管脆弱性は 1日後における Evans Blue

漏出実験においても観察された。 

 

 

こうした事実から ProTaは虚血性の神経細胞

保護のみならず血管保護活性を有すること

が明らかになった。 

 臨床への応用を考えたところ、この虚血性

血管脆弱性保護は、脳梗塞治療に用いられる

血栓溶解剤 tPAを遅く適用した場合に生ずる

易脳出血性が標的と考えられた。そこで tPA

との併用を予備実験として検討したところ

ミクログリアに対する効果が重要な役割を

果たすことが明らかになった。こうした事実

 
 

 



 

 

は網膜虚血での TLR4 を介するメカニズムと

密接に関係あるものとして今後の大きな研

究課題を見いだすことに成功した。 

 

ProTa 模倣ペプチドの発見 

虚血を中心とした神経保護作用を臨床応用

するには蛋白質のままでは、コスト面や易抗

体形成、エンドトキシン混入など様々な面で

不都合が予測できるために、小ペプチド化を

試みた。既に 30 アミノ酸(P30)、ならびに 9

アミノ酸(P9)からなるペプチドに細胞死抑

制や脳虚血障がい保護効果が認められるこ

とは報告してきたが (Sebok et al., J 

Neurochem 125: 713-723, 2013; Peptides 43: 

68-75, 2013)、本計画では P9 前後のアミノ

酸を活用しより小さなペプチド NEVDEE (P6)

を見出した。 

 

 

さらにはアミノ酸を一部変更することで、

NEVDQE (P6Q)を見出し、このペプチドは全身

投与でも網膜虚血による組織ならびに機能

障害を抑制する作用を有することを見出し

た。網膜内の各細胞層（細胞種）に対する保

護作用を解析する中で、P6Q にも ProTa と同

様な虚血誘発性ミクログリア活性化抑制効

果をみいだしていることから、今後同様な受

容体機構の関与が期待される。 

 

 

TLR4 受容体を介する生理活性物質のスクリ

ーニング系の確立 

先の研究成績から ProTaは一つの作用点とし

て TLR4に作用し、しかも MyD88-NFB 経路で

はなく、TRIF-IRF3 経路回すると思われるた

めに、低分子非ペプチド化合物の探索のため

には両者合わせてのアッセイ系の確立が求

まられる。そこで 384wellハイスループット

スクリーニング(HTS)系に利用できるレポー

ター遺伝子評価系を創薬等プラットフォー

ム事業長崎創薬研究拠点の支援を受けて確

立した。TLR4 を発現する HEK293 細胞にさら

に NFB応答遺伝子あるいは IRF3応答遺伝子

に分泌型アルカリフォスファターゼ(SEAP)

遺伝子を結合させた細胞をそれぞれ調製し

た。評価は培養上清中の SEAP に基質を反応

させて得られるルシフェラーゼ活性を用い

た。NFB 応答遺伝子を発現する系ではコント

ロールでは 500 unitにも満たない SEAP活性

であったが、LPS を 0.01 から 10 g/ml の範

囲で作用させたとき、3,000 から 14,000 unit

に至る明確なシグナルが観察された。これに

対し、IRF 応答遺伝子経路を評価するアッセ

イ系では基礎値は 20 unitに満たなかったが、

代表的な蛋白質 IFNの 250 ng/mlを添加する

と 500 unit 以上のシグナルが観察された。

いずれのアッセイ系において Z’値は 0.5 以

上であり、HTS系の確立に成功した。 
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