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研究成果の概要（和文）：細胞外ヒストンは、抗微生物作用や真核細胞に対する細胞毒性物質であることが報じ
られている。本研究では、ヒストンH3に着目し、その抗菌スペクトラムや種々の動物細胞に対する毒性、ならび
にそれらの作用機序の検証、及び活性を発揮する分子内領域の特定を行った。その結果、ヒストンH3は広くグラ
ム陰性菌・陽性菌、真菌、動物培養細胞に対しその細胞膜破壊を起こし、抗菌性や細胞毒性を発揮すること、及
びその作用に関わるヒストンH3分子の領域は異なることを明らにした。また、低濃度の細胞外ヒストンには細胞
膜透過能も報じられていることから、本研究ではヒストンH2Bの細胞膜透過に必要な配列の探索を行い、領域を
特定した。

研究成果の概要（英文）：Recent reports have demonstrated the existence of extracellular histones. 
Extracellular histones have been shown to explicitly display antimicrobial properties and are known 
to be the major mediators of death during sepsis. In this study, we investigated  antimicrobial and 
cytotoxic effects and the mode of action of histone H3 on various bacterial, fungal, and mammalian 
cells and identified functional region(s) within histone H3. The following results were obtained: 
(1) histone H3 exhibits growth-inhibitory effects against gram-negative and -positive bacteria and 
fungi through cell membrane destruction; (2) histone H3 exhibits strong cytotoxic effects on normal,
 immortal, and tumor cell lines through cell membrane destruction, but a lower cell density is 
required for immortal and tumor cells than for normal cells; (3) antimicrobial and cytotoxic 
functions are derived from different regions within histone H3.  

研究分野：分子生理学

キーワード： ヒストン　生体防御ペプチド　細胞膜透過ペプチド　細胞毒性　抗微生物活性　リュウキュウアカガエ
ル

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
 ヒストンは細胞核内においてヌクレオソ
ームを形成し、遺伝子の発現制御に深く関わ
るタンパク質として広く認識されているが、
実際には細胞外にも存在し、抗微生物作用や
細胞毒性、細胞膜透過性などを発揮している。
本研究開始時にはすでに、特に細胞毒性につ
いて、多くの文献が発表され、活発な研究が
行われていた。しかし、ヒストンは核内タン
パク質としてあまりに有名であるため、核外
ヒストンの存在やその機能についての一般
的な認知度は低かった。本研究では、細胞毒
性に比して情報が極めて少ない、抗微生物作
用にまず着目した。実際、5 種類のヒストン
サブタイプの個々について、どのような抗微
生物スペクトラムが存在するのか、また作用
機序がどうなっているかは明確ではなく、デ
ータ量も十分ではなかった。また、細胞毒性
についても、抗微生物作用と同様、サブタイ
プ個々での知見は少ないまま、すべてのサブ
タイプが同じ機能や作用機序をもつかのよ
うに扱われていた。そこで本研究では、抗微
生物作用に関する報告が最も少なく、かつ細
胞毒性の研究が活発に行われているヒスト
ン H3 に着目した。また、ヒストン H2B は
大腸菌細胞膜を透過することにより抗菌性
を発揮することが代表者らによって報告さ
れていたが、膜透過に必要な配列は不明のま
まであった。 
 
２．研究の目的 
⑴ヒストン H3の抗微生物スペクトラムの測
定：ヒストン H3の抗微生物活性は代表者ら
が世界で初めて報じたが、そのとき対象とし
た菌は大腸菌と黄色ブドウ球菌のみであっ
た。その後も抗微生物スペクトラムや作用機
序に関する論文がどこからも発表されてい
ないことから、複数種類の病原性グラム陰性
菌、グラム陽性菌、および真菌を対象に、そ
の増殖抑制作用を検証するとともに、細胞の
形態的な観察による作用機序の解析を行う
ことを目的とした。 
 
⑵ヒストン H3の細胞毒性の測定：ヒストン
H3 は細胞毒性を有し、過剰投与は敗血症を
引き起こすことが報じられているが、細胞に
対する直接的な作用についてはあまり検証
されていない。そこで、正常細胞、不死化細
胞、がん化細胞を対象に、その毒性を検証す
るとともに、細胞の形態的な観察による作用
機序の解析を行うことを目的とした。 
 
⑶ヒストン H3の活性領域の特定：ヒストン
H3 の抗微生物活性および細胞毒性がその分
子内配列のどの領域に由来するのかを検証
し、特定することを目的とした。 
 
⑷ヒストン H2B の細胞膜透過に必要な配列
の検証：低濃度のヒストンには細胞膜透過能
が報告されている。代表者はヒストン H2B

が大腸菌細胞膜を傷つけることなく透過し、
細胞内で菌の核酸と結合することで増殖を
抑制することを報告している。以上のことか
ら、本研究ではヒストン H2B が細胞膜透過
を行うために必要な配列を特定することを
目的とした。 
 
⑸両生類皮膚生体防御ペプチドの探索：本研
究の原点は、両生類の皮膚から多機能性生体
防御ペプチド（抗菌ペプチド）の単離の過程
でヒストン H2B を抗菌物質として得たこと
である。したがって、両生類生体防御ペプチ
ドを用いた研究は、各種作用のアッセイ系の
確立などにおいて、常に本研究に先行してい
る。これまで確立した手法を維持し発展させ、
ヒストンの研究に応用するため、本研究では
リュウキュウアカガエル皮膚から生体防御
ペプチドの cDNAクローニングを行い、新規
性の高いペプチドについて抗菌活性と細胞
毒性の解析を行うことも目的とした。 
 
３．研究の方法 
⑴抗微生物活性の測定：被検体として大腸菌、
緑嚢菌、腸炎菌、アエロゲネス菌（以上グラ
ム陰性菌）、黄色ブドウ球菌、ミュータンス
菌、セレウス菌（以上グラム陽性菌）、カン
ジダ菌（真菌）を使用し、通常の微量液体希
釈法により測定した。 
 
⑵細胞毒性の測定：被検体として COS7（アフ
リカミドリザル腎由来不死化細胞）、HepG2
（ヒト肝癌由来細胞）、CPAE（ウシ肺動脈血
管内皮細胞）、HUVEC（正常ヒト臍帯静脈内皮
細胞）、HAEC（ヒト動脈内皮細胞由来）を使
用し、通常のMTTアッセイ法により測定した。 
 
⑶細胞の形態観察：ヒストン H3 処理後数時
間の微生物細胞ならびに哺乳類培養細胞を
固定し、走査型電子顕微鏡で細胞の形態を観
察した。 
 
⑷ヒストン H3 の活性領域の特定：ヒトヒス
トン H3 のアミノ酸配列に基づき、異なる 4
種類のペプチドを合成し、上記⑴〜⑶に準じ
た方法で活性の有無や作用機序を検証した。 
 
⑸ヒストン H2B の細胞膜透過部位の検証：一
般的な細胞膜透過ペプチドのもつ配列の特
徴に合致する領域をヒストンH2Bのアミノ酸
配列から抽出した。その配列に応じた蛍光標
識ペプチドを合成して、COS7、HepG2、HUVEC、
LAH1（カエル皮膚由来）などの各種脊椎動物
培養細胞に作用させ、その局在を蛍光顕微鏡
で観察した。 
 
⑹リュウキュウアカガエル皮膚生体防御ペ
プチドの cDNA クローニングと活性測定：リ
ュウキュウアカガエル皮膚 Total RNA を鋳型
に、生体防御ペプチド前駆体タンパク質遺伝
子に特異性の高いプライマーを用いた



RT-PCR 法によりその cDNA を増幅した。塩基
配列を解析し、新規性の高い配列をもつペプ
チドを合成して、上記⑴〜⑶に準じて各種活
性の測定を行なった。 
 
４．研究成果 
⑴ヒストン H3 の抗微生物活性：３－⑴及び
⑶に示したすべての細菌ならびに真菌に対
し、有効濃度には違いはあるもの、増殖抑制
効果が検出され、その作用は細胞破壊である
ことが走査型電子顕微鏡観察により明らか
になった。 
 
⑵ヒストン H3 の細胞毒性：３－⑵及び⑶に
示したすべての細胞株に対し、細胞毒性が検
出され、その作用は細胞破壊であることが走
査型電子顕微鏡観察により明らかになった。
また、被検体として細胞を使用する際、不死
化細胞・腫瘍細胞の場合は、細胞密度を正常
細胞の半分程度に設定しないとMTTアッセイ
では毒性が検出できないことが示された。 
 
⑶ヒストン H3 の活性領域の特定：ヒストン
H3の全長をN末端側からほぼ同数のアミノ酸
残基数となるように４分割したペプチドを
合成し、それぞれについて３－⑴〜⑶に示し
た方法で活性の測定を行なった。その結果、
抗微生物活性を示す領域と細胞毒性を示す
領域は異なることを明らかにした。 
 
⑷ヒストンH2Bの細胞膜透過性：ヒストンH2B
の N末端側寄りの配列に即して合成した複数
種類のペプチドから、３－⑷に示したいずれ
の細胞に対しても膜透過を行うものを得た。
膜透過の効率はペプチドならびに細胞によ
って差異があることが示された。 
 
⑸リュウキュウアカガエル生体防御ペプチ
ドの探索：３－⑸に示した方法により 12 種
類の生体防御ペプチド前駆体 cDNA をクロー
ン化した。このうち配列の新規性が最も高く、
計 算 上 の 等 電 点 が 最 も 高 か っ た
Brevinin-1ULfとUlmin-1ULaの２種類につい
て合成ペプチドを作製し、抗微生物活性と細
胞毒性を検出した。両ペプチドにおいては各
活性に差異があることが示された。 
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