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研究成果の概要（和文）：全世界で敗血症の罹患率は増え続けている。敗血症の定義が「生命を脅かす臓器障
害」と改定された。この改定にはDAMPsの重要性が示唆される。DAMPsとは臓器障害の細胞から放出され、死へと
導く分子である。最近、ヒストンが新規DAMPsと示された。ヒストンH3、H4が細胞傷害、血小板凝集を惹起する
からである。しかしながら、ヒストンH2A、H2BがDAMPsとして証明されていない。本研究では、マクロファージ
様RAW264.7細胞を用いて、ヒストンH2AとH2BがERK1/2を介してTNF-αの産生を誘導することを確認した。

研究成果の概要（英文）：Recently, histone H3 and H4, are released into the extracellular space 
during sepsis and act as major mediators of death of an organism and induce platelet activation, 
suggesting that the extracellular histones may be damage-associated molecular patterns (DAMPs). 
However, histone H2A and H2B still remain unclear. In this study, the results showed that both 
histone H2A and H2B significantly induced the release of TNF-α in RAW264.7 cells. Histone H2A and 
H2B activated ERK1/2, p38MAPK and JNK, respectively. Furthermore, U0126, the inhibitor of ERK1/2 
activation, significantly inhibited TNF-α induction by histone H2A and H2B in RAW264.7 cells, but 
not p38MAPK inhibitor SB203580 and JNK inhibitor SP600125. Therefore, our findings suggest that in 
the extracellular milieu, the role of Histone H2A and H2B might induce TNF-α via ERK1/2 activation 
in the tissue-damaged diseases such as sepsis and rheumatoid arthritis.

研究分野： 救急医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
敗血症の定義が「生命を脅かす臓器障害」と改定された。これはDAMPsの重要性が示唆される。DAMPsとは臓器障
害の細胞から放出され、個体死へと導く分子である。最近、ヒストンが新規DAMPsと示された。ヒストンH3、H4
が細胞傷害、血小板凝集を惹起するからである。本研究成果では、ヒストンH2A、H2BがDAMPsとして証明され
た。すなわち、ヒストンのDAMPsとしての機能が解明された。よって、ヒストンにはそれぞれ役割があることが
示唆され、新規の治療法の確立につながると確信した。

※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 

先進国、発展途上国に関わらず敗血症患者は世界で 2500 万人/年、その内 800 万人が死亡している。

これは世界のどこかで 3 秒に 1 人が敗血症により死亡している計算になる。したがって、敗血症治療の

確立は急務である。 

  2016 年、敗血症の定義が「生命を脅かす臓器障害」と改められた。この改変は、臓器（細胞）障害よ

り漏出するタンパク質群、すなわち Damage-Associated Molecular Patterns （DAMPｓ）が生命を脅かす

ことからである（J Leukoc Biol. 2009 86、PLoS One. 2013）。DAMPs の中でも注目されているのが細胞内

に最も多いヒストンである。 

  1999 年・サイエンス誌に、DAMPs は核内タンパク質の High Mobility Group Box-1 (HMGB1)が敗血

症患者で病態の進展に伴い血清で検出された。次に、2009 年、エズモンらは、細胞の中で最も多いヒ

ストン（H2A、H2B、H3、H4）の H3、H4 が 1 時間以内で個体死を誘導する。研究代表者らは、ヒストンの

H3、H4 の封じ込めを播種性血管内凝固症候群（DIC）の治療薬であるトロンボモジュリン（商品名リコモ

ジュリン）で証明した（PLoS One. 2013）。このように、DAMPs は細胞障害時に細胞外へ放出され、単独

で致死を誘導する最も恐ろしい分子群である。これらの背景により敗血症の定義が改められたと考える。

したがって、DAMPs・ヒストンの全容解明、つまり分子の同定、封じ込めは敗血症の新規治療の確立に

必須である。 

 

２．研究の目的 

最近、クロマチンの構成要素のヒストン H3 と H4 は、細胞障害時に細胞外へ放出される。ヒストン H3 と

H4 は細胞死の主要なメディエーターとして働く。さらに、ヒストン H3 と H4 は血小板活性化と血管内皮

細胞の細胞死を誘導する。よって、細胞外ヒストン H3 と H4 はダメージ関連分子パターン（DAMPs：

Damage-associated Molecular Patterns）である。しかしながら、DAMPs としての他のコアヒストンモノマー、

すなわち H2A と H2B の役割については、未だ解明されていない。よって本研究では、ヒストン H2A と

H2B が DAMPs であることを確認するために、マクロファージ様 RAW264.7細胞において、ヒストン H2A

と H2B が炎症性サイトカインの腫瘍壊死因子（TNF：Tumor Necrosis Factor)-αを誘導するかを検証し

た。また、そのシグナル伝達の解明も検証した。 

 

３．研究の方法 

ヒストン（H1、H2A、H2B、H3、H4）刺激による TNF-α放出実験 

RAW264.7細胞を 24well dish に 5×105cell/well 播種した。ヒストン（H1、H2A、H2B、H3、H4）の最終濃

度が 300 nM になるようにそれぞれ添加した。16 時間後に培地を回収し、ELISA 法にて TNF-αの放

出量を測定した。 

 

H2A、H2B 刺激による TNF-α放出実験 

RAW264.7細胞を 24well dish に 5×105cell/well 播種した。H2A、H2B の最終濃度が 0、100、300、500 

(nM)になるようにそれぞれ添加した。16 時間後に培地を回収し、ELISA 法にて TNF-αの放出量を測

定した。 

 

 

 



 

 

SB20358、U0126、LY294002、SP600125 と H2B 刺激による TNF-α放出実験 

RAW264.7細胞を 24well dish に 5×105cell/well 播種した。SB20358、U0126、LY294002、SP600125 の

各最終濃度が 1µM になるように添加した。2 時間後、H2A、H2B 300nM で刺激を 16 時間行った。TNF-

αの放出量は ELISA法にて測定した。 

 

SB20358、U0126、LY294002、SP600125 と H2B 刺激による細胞生存数の検出実験 

RAW264.7細胞を 24well dish に 5×105cell/well 播種した。SB20358、U0126、LY294002、SP600125 の

各最終濃度が 1µM になるように添加した。2 時間後、H2B 300nM で刺激を 16 時間行った。細胞生存

数はWST-8 により測定した。 

 

４．研究成果 

RAW264.7 細胞において、ヒストン H2A と H2B は、TNF-αの放出を有意に誘導した。しかしながら、ヒ

ストン H3 と H4 では TNF-αの放出は見られなかった。ヒストン H2A と H2B は ERK1/2（Extracellular 

signal – related kinase 1/2）、p38MAPK、JNK （Jun N-terminal kinase）をそれぞれ活性化した。さらに、

RAW264.7 細胞において、ヒストン H2A と H2B による TNF-αの誘導は、ERK1/2 活性化阻害剤の

U0126 により有意に抑制された。しかしながら、SB203580 （p38MAPK 阻害剤）と SP600125（JNK 阻害

剤）では見られなかった。さらに、細胞生存数の検出実験より、コントロール（無刺激）と比較して、全く細

胞死には影響しなかった。よって、ヒストン H2A と H2B は、ERK1/2 を介して TNF-αを誘導し、DAMPs

であると証明した。本研究より、急性（敗血症）・慢性疾患（慢性関節リウマチなど）による組織の損傷によ

って細胞外に放出されたヒストン群（H3、H4、H2A、H2B）は、それぞれ役割があることが示唆された。 
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