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研究成果の概要（和文）：生体は始終生体内外からの侵襲に曝されているが, それらを巧みに処理・対応するこ
とで生体の恒常性を維持している。このうち生体内からは内部で生じた壊死細胞由来, あるいは障害を受けた組
織由来の分子群であるDAMPsと呼ばれる。特にDAMPsは細胞がネクローシスだけでなくネクロプトーシスなどの多
様な細胞死のシグナルを受けて受動的あるいは能動的に分泌する細胞の『ダイイング・メッセージ』とも呼ば
れ、主に炎症性の細胞応答を誘導することが明らかとなっている。本研究ではスクリーニングにより同定された
新規のDAMPsタンパク質の分泌経路と機能解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Although the body is exposed to internal and external invasions throughout 
its life, it maintains its homeostasis by skillfully responding to these invasions. In particular, 
Damage Associated Molecular Patterns (DAMPs), which are molecules derived from internally generated 
necrotic cells or from damaged tissues, are also called cellular "dying messages" that cells 
passively or actively secrete in response to various cell death signals, such as necroptosis as well
 as necrosis, and have been shown to induce mainly inflammatory cellular responses. In this study, I
 analyzed the secretory pathway and function of novel DAMPs proteins identified by screening.

研究分野： 生化学、分子生物学

キーワード： DAMPs　炎症

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
従来のDAMPsのスクリーニングでは主に疾患モデルマウスやヒト検体の血清・血漿を用いた質量分析を主体とし
たプロテオミクス解析が主流であった。しかし本研究に先立って実施したスクリーニングは①細胞障害性の刺激
に対して細胞内より分泌し、②免疫系細胞へ結合することで炎症を惹起するというDAMPsタンパク質の２つの特
性を考慮した『世界初のDAMPsの機能的スクリーニング』である。このスクリーニングで同定されて因子に関し
て解析を行った本研究ではこれまでの解析では見落とされてきたDAMPsの同定とその分泌抑制剤の同定に成し
た。これら成果はDAMPsをターゲットとした治療法の開発に繋がる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
生体は始終生体内外からの侵襲に曝されているが, それらを巧みに処理・対応することで生体

の恒常性を維持している。このうち生体外からの侵襲は微生物由来の分子群である Pathogen 

Associated Molecular Patterns(PAMPs), 生体内からは内部で生じた壊死細胞由来, あるいは

障害を受けた組織由来の分子群である Damage Associated Molecular Patterns(DAMPs)と呼ば

れる。特に DAMPs は細胞がネクローシスした時だけでなくアポトーシス、ネクロプトーシス、

パイロプトーシスと言った多様な細胞死のシグナルを受けて受動的あるいは能動的に分泌する

細胞の『ダイイング・メッセージ』とも呼ばれ、主に炎症性の細胞応答を誘導することが明らか

となっている。DAMPs として最も研究が盛んである HMGB1 は本来は核内において遺伝子発

現に関与している転写調節タンパク質であるが、LPS などの刺激により小胞体・ゴルジ体を介

さない未知の分泌経路で細胞外へ能動的な分泌を受ける（図 1）。これまでの知見では細胞外に

分泌された HMGB1 は炎症増悪因子として単独、あるいは同じく刺激依存的に分泌された炎症

性サイトカインなどと結合し、各種免疫系細胞を活性化し、炎症応答を惹起することが明らかと

なっている。以上のことから HMGB1 を始めとする DAMPs タンパク質は治療ターゲット・病

態マーカーとして注目され、これまでに Heat shock protein、S100 protein、IL1a などが同定

されてきた。しかしながら細胞が細胞死

シグナルを受けた後の DAMPs の分泌

経路の活性化機構や実際に炎症増悪を

引き起こす詳細な分子機構やその他機

能については明らかになっておらず、

DAMPs をターゲットとした基盤研究

や臨床的応用にはいまだ課題が多数残

されている。 
 
 
２．研究の目的 

DAMPs タンパク質は分泌過程、あるいは炎症惹起の際には未知なタンパク質を含むタンパク

質複合体を形成していることが示唆されており、複数の未知の DAMPs タンパク質の存在が示

唆されている。そこで本研究では新規の DAMPs タンパク質の同定およびその分泌経路と機能

解析を行うことで、細胞死シグナルにおける各種 DAMPs 因子の『ダイイング・メッセージ』と

しての生理的意義を明らかにするべく研究を進めた。 
 
３．研究の方法 
本研究においては未知の DAMPs の機能を明らかにすること、そしてその分泌経路と機能解

析を行うことで、細胞死シグナルにおける各種 DAMPs 因子の『ダイイング・メッセージ』とし

ての生理的意義を明らかにするべく研究を進めた。この目的のために本研究では１）新規

DAMPs タンパク質の同定、２）候補因子の分泌と細胞死シグナルと関係性に関する解析、３）

候補因子の分泌後の生理的機能解析、４）創薬ターゲットとしての候補因子の評価の４つのステ

ップについて段階的に研究を進めた。すでに本研究に先立って実施したスクリーニングにより

13 コのタンパク質が新規の DAMPs タンパク質候補因子として同定されており、これら因子に

着目して生化学的、分子生物学的解析を進めた。 
 

図１.DAMPs タンパク質の分泌 



４．研究成果 
 本研究に先立ち実施したクリーニング

により同定した新規 DAMPs タンパク

質候補の 13 因子について内在性タンパ

ク質の分泌解析を行い、Raw264.7 細胞

を使用した解析から RNA 結合タンパク

質である HNRNPK と SRSF2 の 2 因子

についてウエスタンブロット法により

Puromysin 刺激によるアポトーシス的

刺激下ではなく、LPSや酸化ストレスな

どの非アポトーシス的刺激下における

内在性タンパク質の細胞外の分泌を確認することができた （図２）。またこれらタンパク質の精

製タンパク質を調製して Raw264.7 細胞やマウス骨髄由来マクロファージ細胞に添加したとこ

ろ、それぞれが TNF や IL6 などのサイトカインを誘導し炎症を惹起することが明らかとなっ

た。 

さらに新規 DAMPs タンパク質の分泌と病態の関係性を明らかにするために敗血症モデルマ

ウス（LPS ショックモデル）、関節炎モデルマウスを作成し、sELISA 法で各タンパク質の血中

量を測定した。その結果、HNRNPK が各モデルで血中量が有意に増加していることが明らかと

なった。（図３, 各 N＝5） 

 

以上の解析から HNRNPK が新規の DAMPs タンパク質として炎症増悪因子として働く可能

性が示唆された。そこで HNRNPK の分泌機構の詳細を明らかにするために、まず分泌タンパ

ク質を簡便かつ安価に測定する方法の開発を行った。分泌タンパク質の測定法として一般的な

ELISA は煩雑かつ高価であるため、研究者は分泌タンパク質解析手法としてルシフェラーゼ解

析手法を応用することとした。特に Promega 社が開発したスプリット型 Nanoluc である HiBiT

タグは 11 アミノ酸の付加により目的タンパク質の発光定量を可能とした「極小」の発光タグで

あり、ゲノム編集による各遺伝子へのタグ付け（タギング）の際にも一般的に利用されているル

シフェラーゼ遺伝子群と比較してゲノムに挿入しやすい特性がある。我々はその特性を利用し

て Raw264.7 細胞を用いて新規の DAMPs タンパク質候補因子に対して HiBiT タグ・ノックイ

ン細胞の作製をシステマティックに進め、LPS 依存的な新規 DAMP タンパク質候補因子の分泌

を 10 分程度で簡便にモニタリングできることを確認した（図４, N=5, bar, means ±S.D. , *; p

図 2.新規 DAMPs タンパク質の分泌 

図 3.炎症モデルマウスにおける血中 HNRNPK 量 



＜0.05）。そこで新規 DAMP タンパク質候補因子の分泌機構の解明を目的としてこの HiBiT を

用いた分泌タンパク質解析と 1200種の既知の化合物が含まれるケミカルライブラリー（Sigma）

を用いて DAMPs タンパク質の分泌を阻害する薬剤のケミカルスクリーニングを実施した（図

5）。スクリーニングの結果、HNRNPK の分泌を抑制する化合物として細胞内 Ca イオンを低下

させる化合物を複数同定することに成功した。また興味深いことに DAMPs タンパク質の中で

も最も研究が盛んな HMGB1 でも同様なスクリーニングを行った結果、同様の化合物が分泌抑

制剤として同定された。これら化合物が MT アッセイの結果から細胞生存自体への影響が認め

られなかったことから、DAMPs タンパク質は細胞内 Ca イオン濃度の上昇を起点として、共通

の機構で分泌されている可能性が示唆された。今後はこれら DAMPs タンパク質抑制剤の臨床

応用に並行して、この共通の分泌機構に関して詳細な解析を進めていく。 
 
 
 
 
 

図 4.HiBiT システムによる 

培養液中の HNRNPK 量 

図 5. HNRNPK 分泌制御薬剤の 

スクリーニング 
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