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研究の概要 自然免疫における液性パターン認識受容体であるペントラキシン３（PTX3）と、 
RNAプロセッシングに関わるWTAP(Wilms’ Tumor-1 associating protein)は複数の分子と相互 

作用をしている。PTX3 はヒストンと凝集反応を起こして、血管内皮細胞を守る。WTAP は核 

スペックルに MALAT-1 や複数の蛋白質と局在し、オルタナティブスプライシングに関わる。 

分子間相互作用を、抗体や MD シミュレーション等により解析し、分子認識機構を解明する。 

研 究 分 野：複合領域 

キ ー ワ ー ド：生物分子化学 

１．研究開始当初の背景 
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，転写調節におけるタンパク
質複合体の同定と細胞機能における役割の
解明を行ってきた。WTAP が mRNA の安定
性を通して細胞周期を調節していることを
報告し、多数の相互作用分子を同定した。ま
た、同手法を PTX3 に応用し、敗血症患者血
中から複合体を調べ、新規に NETs
（Neutrophil Extracellular Traps）構成タン
パク質群を同定し報告した。 
 
２．研究の目的 
 PTX3 と WTAP の二つの分子について、複
合体タンパク質あるいは RNA との相互作用
を解析し、分子認識のメカニズムについて解
明する。特に、PTX3 とヒストンとの相互作
用が凝集反応であることを見出しており、反
応機構を分子レベルで解析する手法を見出
す。WTAP については、蛋白質および RNA
との相互作用について解析し、敗血症やがん
など難治性疾患の新しい治療薬の開発につ
なげることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 PTX3 とヒストンについて、反応部位の同
定を行い、相互作用を構造解析およびコンピ
ュータシミュレーションにより動的な解析
を試みる。WTAP についても相互作用する分
子について、認識抗体の作製や構造解析およ
びコンピュータシミュレーションにより解
析を行う。 
 

４．これまでの成果 
１）PTX3 の分子認識機構と自然免疫 
血管内皮細胞保護作用について 
敗血症血清から同定したNETs蛋白質のう

ち、ヒストンは細胞外に放出されて血管内皮
細胞を障害し、多臓器不全の原因となること
が報告されたことから、PTX3 とヒストンの
関連について、ヒト臍帯静脈内皮細胞
（HUVEC）および敗血症モデルマウスを用
いて検討を行った。結果、PTX3 は in vitro
でヒストンの HUVEC 障害活性を中和し、in 
vivo で敗血症モデルマウスおよびヒストン
投与マウスの死亡率を著しく低下させるこ
とがわかった。マウスモデルでは、PTX3 の
投与により、血管内皮細胞の変性が抑制され、
微細膿瘍の改善が見られ、炎症が抑えられて
いた。ヒストンとの相互作用を分子レベルで
解析したところ、強い凝集反応を起こしてい
ることが判明した。また、同じペントラキシ
ンファミリーの CRP は反応が弱く、PTX3
の N 端半分の領域に活性が強いことがわか
った。これらの
結果から、PTX3
は敗血症の新規
治療薬となると
考えられ、サイ
エンスシグナリ
ング誌に報告す
るとともにプレスリリースを行った（図１）。 
ヒストンとの相互作用について 

PTX3 は特にヒストン H3 および H4 と
Ca++存在下で強く凝集を起こすことがわか
った。凝集には、ペントラキシンドメインの
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ない PTX3 の N
端半分で十分で
あ り 、 ま た
HUVEC 障害保
護活性と一致す
ることがわかっ
た。ヒストン H3
に対する抗体で、
HUVEC 障害活
性を阻害するも
のを取得したが、
PTX3 との凝集反応は阻害しなかった。これ
に対して、PTX3 の抗体について、結合を阻
害する可能性のある抗体がみつかった。
PTX3 の N 端は天然変性部位であり、構造決
定が難しく、またシミュレーションも困難で
ある。そこで、これまでに開発した抗体ホモ
ロジーモデリング法と抗原抗体反応シミュ
レーションを用いて、エピトープ部位の反応
過程を解析している（図２）。 
 

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 と相互作用する分子の解析同定 

WTAP および同定された複合体蛋白質に
対するモノクローナル抗体を多数作製して、
細胞周期に対する役割を解析し、non-coding 
RNA の MALAT-1 と核スペックルに局在し
てオルタナティブスプライシングに関与し
ていることを JBC（2013年）に報告した。 

JBC にｍ6アデノシン RNA メチル化酵素と
の結合も報告したが、すぐ後にｍRNA の安
定性への関与が Nature（X Wang et al, 2014)
に報告された。 
また、WTAP が関与するオルタナティブス

プライシングターゲット遺伝子についても、
複数個を同定し、WTAP4 複合体と相互作用す
るマイクロ RNA も多数同定しており、これ
らの結果を現在論文投稿準備中である。 
WTAP 阻害剤の探索 
精製時の多量体形成などから、構造解析に

よるパターン認識解析に困難が予想された
ため、まず大腸菌の部分長精製物等を用いて、
相互作用解析により、阻害剤をスクリーニン
グすることとした。既存薬剤を付着させたプ
レートにて SPR を用いて結合をみたところ、
数個の化合物がヒットし、その中から可能性
の高い候補を選び、さらに合成や市販のライ
ブラリーから候補をひろった。その結果、数
個の化合物がマイクロモルオーダーの結合
定数を示したため、これらのヒット化合物に
ついて、細胞での効果をスプライシングおよ
び細胞周期を指標として評価を行っている。 
 

５．今後の計画 
１）PTX3 の分子認識機構と自然免疫 
 PTX3 関連の疾患について、複合体探索を
行うとともに、ヒストンとの凝集反応につい
て、さらに相互作用部位を絞り込み、MD シ
ミュレーションを行い、反応面の解析を行う。
ヒストン抗体の取得、抗体による反応解析法
の開発も引き続き行い、低分子化合物による、
細胞外ヒストン傷害の阻害剤のスクリーニ
ング法を開発する。 
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 

結合アッセイでヒット化合物を取得して
いる阻害剤の探索に集中して、タンパクレベ
ル、細胞レベルでのアッセイ系のたちあげを
行う。有効な阻害剤について、結合阻害のサ
イトを特定し、相手分子との結合様式の解析
を行う。 
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