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研究成果の概要（和文）：血漿高ヒスチジン糖タンパク（HRG）の炎症病態における肝HRG遺伝子発現、及び、血
漿HRGタンパクの抗炎症作用の解析をおこなった。複数種の慢性・急性炎症モデルを用いて肝遺伝子発現を網羅
的に解析したところ、HRG遺伝子の発現変動と相関・逆相関する核内タンパク遺伝子を計14種同定した。これら
候補遺伝子には、HRGの遺伝子発現を制御する因子が含まれる可能性が高い。また、敗血症モデルの血漿を用い
たプロテオーム解析によって、HRGと結合親和性をもつ血漿タンパクを計3種同定した。これら同定タンパクは、
すべて炎症病態に関与する因子であり、その炎症応答機序はHRGによって制御される可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Histidine-rich glycoprotein (HRG) is a plasma glycoprotein and secreted from
 liver. HRG has the multifunctional protective properties against the inflammatory progression, 
whereas little is known about the regulatory mechanisms of HRG production. In this study, we 
indicated that the gene expression of HRG was increased in both of spontaneously hypertensive (SHRSP
 rats) and streptozotocin-induced hyperglycemia (STZ rats) as chronic inflammatory models. The 
enhanced HRG expression in SHRSP rats was markedly reduced by sepsis-induced condition as acute 
inflammatory model. In addition, the sepsis condition-specific plasma proteins, which were recovered
 in HRG purification process from the sepsis-induced SHRSP rat plasma, were identified as 
HRG-associated protein. These proteins are known to be involved in inflammation pathology. These 
results suggest that HRG is regulated actively to protect against inflammatory impairments in 
various pathological conditions.

研究分野：薬理学　生理学　分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、急性炎症病態でみられる恒常性の破綻と障害が、慢性炎症病態ではHRGの中和抑制作用によって緩徐
に進行するという病態仮説を提唱しており、炎症病態の学術的解明に対する新しい知見となる可能性がある。ま
た、HRGは、敗血症のような急性炎症への補充療法に著効を示しており、新規バイオ医薬品として期待される。
肝HRG遺伝子の発現制御機構や血漿HRGタンパクの動態を解析することは、HRG創薬開発のための前臨床研究とし
て重要である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

敗血症は、細菌感染症による生体侵襲を伴った非
特異的な全身性自然免疫炎症応答であり、全身性炎症
反応症候群(SIRS, systemic inflammatory response 
syndrome)の一つに分類される(図 1)。敗血症は、病原
体由来因子である病原体関連分子パターン(PAMPs, 
pathogen-associated molecular patterns)や自己組織
由来因子である傷害関連分子パターン (DAMPs, 
damage-associated molecular patterns)による刺激が
炎症性サイトカインを過剰産生させ、さらに、活性化
好中球の組織浸潤、凝血系の亢進による微小血栓形成、
ストレス障害によるアポトーシス誘導など様々な病態
が進行し、臓器障害や臓器灌流低下を生じさせる。敗血症が重篤化に至る機序には不明な点も
多く、現在、臨床的に有効な敗血症の治療法は確立していない。敗血症患者の死亡率は治療を
おこなっても 15％以上と高く、重症化した敗血症は高率で播種性血管内凝固症候群(DIC, 
disseminated intravascular coagulation)や多臓器不全、循環性ショックなどを併発し、その
死亡率は 40％を超える。 

核内タンパクの HMGB1（high mobility group box protein 1）は、敗血症の致死性メディ
エーターであり、自然免疫を活性化する DAMPsの代表因子である。これまでに我々の研究室は、
HMGB1 に対する結合因子として血漿高ヒスチジン糖タンパク（histidine-rich glycoprotein, 
HRG）を同定し、HRGが HMGB1の血管新生作用を抑制することを報告した（Eur J Pharmacol.2009）。
さらに、敗血症モデルマウスは、血漿 HRG量の著しい低下が致死の一因となっており、精製 HRG
の補充療法が、臓器不全に進展する微小血栓形成や血管内皮細胞障害などの致死性病態を改善
することを報告した（EBio Medicine.2016）。これらの知見から、自然免疫活性に起因する血管
内皮細胞障害や血液凝固・線溶系活性において、HRG は全身性炎症病態の進行を抑制的に制御
する主要因子であると考えられる。一方で、HRG の主要産生臓器である肝における HRG 遺伝子
の発現制御機構や炎症病態における血中 HRGタンパクの動態については、未解明な点が多い。 
 
２．研究の目的 

全身性炎症反応が末梢臓器障害を引き起こす分子機序の解明を目的とし、HRG 遺伝子の肝
における発現制御機構、及び、HRG タンパクが炎症病態の進行を抑制する分子機序の解析をお
こなう。 
 
３．研究の方法 
（１）肝 HRG 遺伝子発現を制御する因子の探索。（図 2） 
  肝 HRG 遺伝子の発現を制御する転写調節因子を同
定するために、下記実験群から肝 total RNAを抽出し、
DNA マイクロアレイを用いた候補遺伝子の網羅的探索
をおこなった。条件が異なる複数の実験モデルにおい
て、共通して HRG 遺伝子と相関・逆相関の発現変動を
する遺伝子を同定することで、より精度の高い候補遺
伝子の絞込みをおこなう。また、転写調節因子・核タ
ンパクに対象を限定することで、さらに候補遺伝子を
選別する。 

(a) 健常 WKYラット（(b)(c)の対照群） 
(b) 高血圧発症 SHRSP ラット（慢性炎症モデル） 
(c) 盲腸結紮穿刺(CLP)敗血症処置 SHRSP ラット（急性炎症モデル） 
(d) 健常 Wister ラット（(e)の対照群） 
(e) ストレプトゾトシン投与高血糖ラット（慢性炎症モデル） 

 
（２）炎症病態に関与する血漿 HRG 結合タンパクの探索。（図 3） 
  CLP 敗血症ラットを作製し、血漿 HRG が減少する
前の初期病態で血液を採取し、Ni-NTAアフィニティク
ロマトグラフィーによって血漿 HRG タンパクを精製し
た。精製過程（カラムの洗浄、溶出）において HRG タ
ンパクと共に回収される夾雑タンパクの中で、CLP 敗
血症群に特異的に検出されるタンパクは、血漿 HRG と
結合親和性をもつ炎症関連分子である可能性が高い。
このタンパクを質量解析によって同定することで、新
規 DAMPs 候補の探索をおこなう。CLP 敗血症モデルに
は、HRGタンパクの回収効率を上げるために、血漿 HRG
を高産生している SHRSP ラットを用いる。(図 2) 
 



４．研究成果 
脳卒中易発性高血圧自然発症ラット（SHRSP ラット）は、高血圧を自然発症する慢性炎症

モデルである。WKY 対照ラットと SHRSP 高血圧ラットの HRG 産生量を比べると、おそらくは高
血圧病態に起因して、血漿 HRGタンパク量・肝 HRG 遺伝子発現量の双方が強く増加していた。
また、他の慢性炎症モデルとして、ストレプトゾトシン誘導性高血糖ラット（STZ ラット）を
作製した。STZ ラットにおいても、肝 HRG産生量は増加していた。次に、SHRSP高血圧ラットに
CLP敗血症処置をすると、重篤な急性炎症によって肝 HRG産生量は減少した。 
  これらの実験モデルから肝を採取し、DNA マイクロアレイ解析をおこなった。CLP-SHRSP
実験モデルにおいて、WKYラットに対して SHRSP 高血圧ラットで発現量が増加し、かつ、SHRSP
高血圧ラットに対してCLP敗血症-SHRSPラットで発現量が減少した遺伝子は、469個存在した。
その内、核タンパクは 69個含まれていた。一方、STZ 実験モデルにおいて、健常ラットに対し
て STZ 高血糖ラットで発現量が増加する遺伝子は、
9512 個存在した。その内、核タンパクは 2280 個含ま
れていた。さらに、2 つの実験モデルを同時に満たす
遺伝子（HRG 遺伝子と発現変動が相関する遺伝子）を
検索すると、144 個に絞込むことができた。この中に
核タンパクは 30個存在し、機能的アノテーションによ
って転写調節因子として働く遺伝子を 10 個同定した。
同様の検索手法で、HRG 遺伝子の発現変動と逆相関す
る転写調節因子を 4個同定した。（図 4） 

これらの 14 個の遺伝子は、どれも生活習慣病やガ
ンなど少なからず炎症病態に関連した因子だった。今
後、これら転写調節因子の中から、HRG 遺伝子発現に
関与する因子をさらに探索する予定である。また、本
実験において、肝 HRG 産生量は、高血圧や高血糖など
の慢性炎症病態で増加していた。本来、血漿 HRG タン
パクは、生理的に制御可能な穏やかな炎症症状におい
て、抗炎症作用の役割を担うために産生量を増加させ
ている可能性が示唆された。敗血症のような重篤な急
性炎症病態では、肝実質細胞そのものが致死的状態に
なることで HRG 産生量が低下し、さらに病状が悪化し
ている可能性が考えられた。（図 5） 
 
  次に、CLP敗血症-SHRSP ラットと対照 SHRSP 高血圧ラットの血漿から HRG タンパクの精製
をおこない、精製過程で回収される夾雑タンパクを SDS-PAGEによって単離した。敗血症の有無
によって回収タンパク量が増減する 7種の血漿因子を、質量解析を用いて同定した。次いで、
これらのタンパクと HRG の結合親和性を分子間相互作用解析装置 Biacore システム（GE ヘルス
ケア）を用いて解析することで、敗血症（急性炎症）によって HRG タンパクとの結合が増加す
る血漿因子を 3 個、減少する血漿因子を 1 個同定した（図 6）。これらの血漿因子の 1つは、既
に HRGとの結合が報告されているフィブリノーゲンであった。新たに同定した 3種の HRG 結合
血漿因子（#1～#3）は、どれも炎症病態によって血中量が増加する既知の炎症関連血漿因子で
あった。今後、同定した血漿因子の機能が、HRG 結合によってどのような影響をうけるか解析
していく予定である。 
  HRG結合血漿因子#1は、病態因子 X のクリアランスを亢進させることで、特定の炎症病態
に対して保護的に作用することが知られている。HRG は、血漿因子#1 だけでなく、病態因子 X
とも結合親和性を示した。この三者間結合の様相が、健常・慢性炎症・急性炎症の条件下にお
いてどのように変化しているか解析することで、血漿因子#1の機能に対する HRG の役割が明ら
かになる可能性がある。 

HRG結合血漿因子#2 は、凝血系の活性化に伴っ
て血中量が増加するセリンプロテアーゼである。血
漿因子#2の HRG結合親和性は、対照 SHRSP高血圧（慢
性炎症）で強く、CLP 敗血症-SHRSP（急性炎症）で
減弱していた。今後、HRG と血漿因子#2 の結合性が
炎症病態の重篤度によって変化する機序、HRG と血
漿因子#2 の結合による両者の生物活性の変化につ
いて解析する。 

HRG結合血漿因子#3は、HDLの構成成分であり、
アテローム性動脈硬化などの血管病態に対して保護
的に作用することが知られている。 
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