
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６５３

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

血清アミロイドA3の分子機構と新規細胞内情報伝達タンパク質mTOC

Serum amyloid A3 and intracellular signaling protein mTOC

２０３０２２４２研究者番号：

富田　毅（Tomita, Takeshi）

東京女子医科大学・医学部・助教

研究期間：

２６４４００６３

平成 年 月 日現在２９   ４ ２７

円     4,000,000

研究成果の概要（和文）：ヒトSAA3はマウスSAA3とはC末端側のアミノ酸配列が大きく異なっている。この部位
と特異的に認識する抗体を作成し、ヒト培養細胞の培養に用いた培地からのSAA3の検出を行った。さらにヒト
SAA3のリコンビナントタンパク質を作成し、培養細胞への刺激または取り込みの実験を行い、これらの結果をま
とめて学術論文上に発表した。一方セラストラマイシン結合タンパク質(mTOC)の解析では、亜鉛フィンガータン
パク質(ZFC3H1)がmTOCであることを明らかにした論文を発表した。さらにmTOC結合タンパク質の検索を行い、
MTR4などの核タンパク質がmTOCと共免疫沈降されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In this study, structure and functions of human serum amyloid A3 (SAA3) were
 studied. Although DNA sequence of human SAA3 is very similar to that of mouse SAA3, human SAA3 C 
terminal amino acid sequence is quite different due to single nucleotide insertion in human SAA3 
gene. Human SAA3 specific antibodies were produced by using the C terminus peptide as an antigen. 
Then, the antibodies were utilized to detect SAA3 contained in culture media. These data were 
published in an open access journal. The researcher also reported basic analysis of Celastramycin A 
binding protein (mTOC), known as ZFC3H1. Further analysis of mTOC binding protein was executed to 
find out that some nuclear proteins including MTR4 were assigned to be mTOC binding factors.

研究分野：細胞生物化学

キーワード： 血清アミロイド　セラストラマイシン
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１．研究開始当初の背景 
血清アミロイド A（SAA）は血清中に含まれ
る分子量 10kDaのタンパク質である。SAAの
4つのアイソフォームの内 SAA1, 2, 4は肝臓
で合成され、高密度リポプロテイン（HDL）
の構成成分として機能する。一方、SAA3 は
脂肪細胞や肺上皮細胞などで、TNFα などの
炎症性サイトカイン刺激に応じて合成され
るものであり、HDLには含まれない。マウス
を用いた先行研究から、マウスががん組織に
より影響を受けている状態（担癌状態）にお
いて SAA3が重要な役割を果たしていること
が示されている。具体的には、がん組織（腫
瘍原発巣）では腫瘍細胞の引き起こす炎症反
応がさかんであり、TNFα、TGF-βなどのサ
イトカインシグナルが絶え間なく放出され
ている。血流に乗り、肺へと到達したこれ
らのタンパク質は、肺血管内皮細胞や肺上
皮細胞を刺激し、S100A8 や SAA3 の発現
上昇を引き起こす。これらのタンパク質に
はケモカイン用の生理機能があり、血流を循
環するがん細胞や免疫担当細胞の肺組織へ
の生着を誘導する。すなわち、SAA3 はがん
細胞の遠隔臓器への転移を起こりやすくさ
せている要因の一つであると考えられる。
（SAA3 による転移前土壌形成）担がんモデ
ルマウスの実験では、SAA3 中和抗体投与に
より、血中の SAA3の生理活性を抑制するこ
とが可能であり、がん転移を抑制することに
成功している。 
 さらに引き続いて行われた先行研究では、
SAA3 はバクテリア由来エンドトキシンセン
サー受容体である TLR4/MD-2 の内因性リガ
ンドとして作用することが示されている。
TLR4 は自然免疫の中心的存在であり、外来
性異物に特異的な分子構造を認識して、体内
の免疫反応を惹起することから、パターン認
識受容体とも呼ばれており、近年まで、内因
性の分子がリガンドとして機能するとは考
えられていなかった。そのため TLR4/MD-2
複合体がどのような分子メカニズムで SAA3
を認識するのかといった点は、基礎的な生物
化学から創薬・医学までの幅広い研究分野か
ら興味を持たれている。この問題に取り組む
ために、まず SAA3そのものについて研究す
る必要性が認められた。 
一方セラストラマイシンは、東北大学・薬
学部・倉田祥一郎教授により見出されたベン
ゾイルピロール型低分子有機化合物である。
ショジョウバエ幼虫個体培養系を用いた、抗
菌ペプチド産生抑制スクリーニングによっ
て約 2万のライブラリーから得られた、「日
本発」の化合物である。いくつかのヒト・マ
ウス由来培養細胞において、セラストラマイ
シンは IL8・SAA3などの炎症性サイトカイン
の発現上昇を抑制した。このことはセラスト
ラマイシンが何らかの細胞内シグナリング
をブロックすることにより、炎症性サイトカ
インの発現抑制を引き起こしていると予想
され、セラストラマイシン結合タンパク質が

SAA3 の発現制御に関わっていると考えられ
た。そこで、セラストラマイシン結合タンパ
ク質を同定し、その生化学的性質・生理機能
の詳細を明らかにする研究を行うことを着
想した。 
 
２．研究の目的 
ヒト SAA3のキャラクタリゼーションを行い、
その基本的性質を明らかにする。セラストラ
マイシン結合タンパク質を同定し、その生化
学的性質を明らかにするための基本的な解
析を行う。 
 
３．研究の方法 
ヒト SAA3抗体（ウサギ由来のポリクローナ
ル抗体およびマウス由来のモノクローナル
抗体）を用いた ELISAを作成し、培養細胞抽
出液または培養上清におけるヒト SAA3を定
量した。セラストラマイシン結合タンパク質
のスクリーニングはリコンビナントタンパ
ク質をスライドグラス上にコートしたプロ
テインチップを用いて行った。 
 
４．研究成果 
ヒト SAA3 の転写産物の配列解析を行い、
LU99 細胞等のいくつかのヒト由来細胞株に
おいては、SAA3 は SAA2 との融合遺伝子の
形で発現していることが明らかとなった。
（下図 1．参照） 

培養上清を用いた、免疫沈降―ELISA法によ
るヒト SAA3 の検出実験では、T47D 細胞培
養上清 1L あたり 200pg という極めて微量の
標的タンパク質を検出することができた。さ
らにリコンビナント SAA3または SAA3ペプ
チドタンパク質を用いた研究を行い、SAA3
と酸化 LDL受容体との結合定数を求めた。論
文投稿時に、レフェリーから SAA3 と CD36
との結合についても検討することを求めら
れたため、SAA3 と CD36 との結合実験を培
養細胞および表面共鳴プラズモン(SPR)を用
いて行った。これらの実験結果から、SAA3
は CD36にも結合することが明らかとなった。 
一方セラストラマイシン結合タンパク質の
スクリーニングでは、ビオチンラベルを施し
たセラストラマイシンをプロテインチップ
上に適用させたのちにビオチンの検出を行
い、結合タンパク質の候補因子を抜き出した。 
（図 2参照） 
さらにこれらの因子を siRNA で個別にノッ
クダウンさせたものに関してセラストラマ
イシンによるTNF-IL8シグナリング阻害率を

図 1．SAA2SAA3融合遺伝子の構造。ヒト
SAA2 はエクソン 1－4 で構成されるが、
融合遺伝子では SAA2のエクソン 3（緑の
ボックス）が SAA3のエクソン 1（赤のボ
ックス）と結合している。SAA2エクソン
3とSAA3エクソン1は130kb離れている。 



実験的に求めた。この阻害率を指標として候
補因子のさらなる絞込みを行い、最終的に
ZFC3H1 がセラストラマイシンに結合するこ
とと、セラストラマイシンにより TNF依存的
な IL8発現調節を行っていることが明らかに
された。そこで、ZFC3H1 をセラストラマイ
シン結合タンパク質 (mTOC = Target of 
Celastramycin)と呼ぶこととし、その機能につ
いて詳細に検討した。 

 
mTOC は約 2000 アミノ酸からなる大型タン
パク質であり、中心に亜鉛フィンガードメイ
ンを一つ含む。アミノ酸配列には直接的にこ
のタンパク質の生理機能を想定させるよう
な特徴的なものは見られない。またこれまで
にこのタンパク質に焦点を当てた論文も報
告されていない。（2016年 11月に RNA分解
の調節因子であることが報告された）ポリペ
プチド中にはいくつかのドメイン構造を持
って存在し、N端と C端ではその様相が全く
異なることから、mTOCは複数の生理機能を
持っているタンパク質であると想定してい
る。siRNAを用いて mTOCをノックダウンし
た細胞株の解析では、細胞質における NF-kB
のリン酸化や核移行は mTOC ノックダウン
により影響を受けなかった。RNAポリメラー
ゼの ChIP アッセイの結果から、mTOC ノッ
クダウンでは RNA ポリメラーゼの転写開始
地点へのリクルートが減少していることが
明らかとなった。このことから、mTOCは転
写因子に働きかけることにより、間接的に転
写の制御を行っていると考えられる。 
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図 2.ビオチン化したセラ
ストラマイシンをハイブ
リダイズさせたプロテイ
ンチップ。蛍光ラベルを結
合させたアビジンをさら
にハイブリダイズさせる
ことにより標識セラスト
ラマイシンの検出を行っ
ている。 
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