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研究成果の概要（和文）：細胞外ヒストンは敗血症などの重症炎症において血管内皮細胞傷害を引き起こす事が
示されてきた。本研究ではヒストン処理後ヒト臍帯静脈内皮細胞から細胞外小胞（EVs）が放出されることを見
いだした。炎症時TNFaが内皮細胞からEVsを放出する事が知られているためTNF由来EVsとヒストン由来EVsの膜タ
ンパク質成分の違いをプロテオーム解析で比較した。同定した膜タンパク質がヒストンによる内皮傷害の評価に
有用なマーカーとなることを示した。また電子顕微鏡観察ではEVsは細胞膜の周辺に形成されており免疫電顕で
細胞膜上のヒストン凝集体を観察した。このEVsは他の内皮細胞に対して細胞毒性を発揮する事も明らかにし
た。

研究成果の概要（英文）：Extracellular histones have been shown to induce endotoxicity to the 
vascular endothelial cells in severe inflammation such as sepsis. In this study, we found that 
extracellular vesicles (EVs) were released from human umbilical vein endothelial cells after histone
 addition. Since TNFα is known to release EVs from endothelial cells during inflammation, we 
compared the membrane protein of TNFα-derived and histone-derived EVs by proteomics analysis. We 
showed that the identified membrane proteins were useful markers for the evaluation of 
histone-induced endothelial injury. We also showed that EVs were formed around the plasma membrane 
by the electron microscopy, and histone aggregates on the plasma membrane by the immunoelectron 
microscopy. In addition, this EVs propagates the cytotoxicity to other endothelial cells.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
好中球細胞外トラップ(NETs)やNETs由来の細胞外ヒストンによる血管内皮細胞の傷害は、敗血症などの重傷炎症
からCOVID-19に至るまで多様な疾患の病因に関与している。しかしながら、血管内皮細胞傷害の予測に血中ヒス
トンを対象とした報告は限られる。我々の結果はヒストンによる細胞機能障害の標的を明らかにし、細胞外ベジ
クル上のヒストンと膜タンパク質のフローサイトメトリーによる検出が、ヒストンによる内皮傷害の評価に有用
なマーカーとなることを示唆するものである。血中ヒストンを内皮細胞傷害の予測因子として診断に応用できれ
ば敗血症などの重症炎症の予防及び判定に有用であり医学的・社会的意義は高い。

※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。



１．研究開始当初の背景 
病原性微生物の感染後に誘導される好中球の特異的な細胞死(NETosis)により放出される
NETs (Neutrophil Extracellular Traps)には強力な抗菌作用を持つ細胞外ヒストンが含ま
れる①。この細胞外ヒストンの過剰な量が血管内皮細胞を傷害し、重症炎症である敗血症の
原因であることが近年明らかになってきた②。敗血症は年間約 2000−3000 万の人が発生し、
重症敗血症の 25-40％という死亡率は心筋梗塞（3-10％）や脳卒中（9％）より高い③。適切
な診断後の早期治療は死亡率を１−２割に抑制できる事がわかっているため、敗血症におい
て予防及び判定に有用な方法の開発は患者の命を救う最善の方法の一つである④。細胞外ヒ
ストンの定量をおこなうことにより敗血症の予測・診断に利用しようとする試みがこれま
で報告されているが、ヒストンの血小板活性化による凝集能、自己免疫による抗体の産生に
より病態、炎症との相関はかならずしも良好ではない⑤-⑧。 
 
２．研究の目的 
我々は細胞外ヒストンが血管内皮細胞(HUVECs)へ作用すると無数の細胞外ベジクル(EVs)
が放出される様子を顕微鏡下で観察しており、プレリミナリーな解析で EVs にヒストンが
含まれることを示唆するデータを得ていた。そこで、EVs が血管内皮細胞傷害の予測に有用
である可能性を秘めていると推測した。 
本研究では EVs 中の細胞外ヒストンを定量評価できる適切な解析法を検証し、早期敗血症
診断の有効な方法を開発することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞外ヒストンの細胞傷害作用の解析 
血管内皮細胞(HUVECs)を無血清培地および細胞外ヒストンまたは TNFαを含む無血清培地
でインキュベーションし、ヨウ化プロピジウム（PI）の取り込みをフローサイトメトリーに
より細胞傷害を定量評価する。また、その細胞培養上清を 10,000 g で回収されるペレット
を細胞外ベジクル(EVs)とし、そのプロテオーム解析をおこなう。細胞外ヒストン依存の EVs
に含まれるタンパク質、特に膜タンパク質の同定を試みる。また、HUVECs の形態の観察を
光学顕微鏡、および電子顕微鏡で観察する。 

 

(2) 細胞外ベジクルに含まれる膜タンパク質の解析 
細胞外ヒストンを HUVECs へ投与後、プロテオーム解析で同定した膜タンパク質の検討を
HUVEC の免疫蛍光染色、分画したサンプルを用いたウエスタンブロット、および、フローサ
イトメトリーによりの局在を検証する。 

 

(3) 細胞外ベジクルに含まれるヒストン及び膜タンパク質の解析 
細胞外ヒストンを HUVECs へ投与後、HUVEC の免疫染色、および免疫電験、分画したサンプ
ルを用いたウエスタンブロット、および、フローサイトメトリーにより細胞外ヒストンの局
在を検証する。また、細胞外ヒストンを HUVECs へ投与後に培養上清を 10,000 g で回収し
たペレットを抗ヒストン抗体および、膜タンパク質に対する抗体を用いフローサイトメト
リーで検出できるかを検証する。 

 

(4) 細胞外ベジクルの細胞傷害性の評価 
細胞外ヒストンをHUVECsへ投与後の培養上清を10,000 gで回収したペレットを再懸濁し、
HUVECs へ投与する。量依存的な細胞外ベジクルの細胞傷害性を解析する。 
 
(5) 敗血症モデルマウスの血漿の解析 
日本医科大学動物委員会の承認のもと、敗血症モデルマウスとして盲腸結紮穿刺（CLP）モ
デルを作成し、血漿を 2000 g で遠心し、乏血小板血漿(PPP)調整後さらに 10,000 g で回収
されるペレットの評価を抗ヒストン抗体で検証する。 
 
 
４．研究成果 
(1) 細胞外ヒストンの細胞傷害作用の解析 
細胞外ヒストンおよび TNFαを HUVECs へ作用させると、60 分、240 分後ヒストンにより
HUVECs が収縮を伴う形態変化が誘導された。一方、60 分、240 分の作用では TNFαによる形
態変化は示されなかった（図１）。また PI の取り込みによる細胞傷害はヒストンにより示さ
れたが TNFαでは示されなかった（図２）。プロテオーム解析の結果、細胞外ヒストン投与
後の EVs にはヒストンを同定したが、TNFα投与後の EVs にはヒストンは同定されなかった。
このことからヒストン刺激後の EVs 特異的にヒストンが含まれていることが推察された。
また、細胞外ヒストン投与後の EVs にいくつかの膜タンパク質が含まれていることを確認



した（膜タンパク質 A, 膜タンパク質 B、未発表につき非公開）。電子顕微鏡による観察結
果、60 分、180 分および 240 分で細胞膜、および細胞膜直下にベジクルの存在が確認され
た。（未発表につきデータ非公開） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 細胞外ベジクルに含まれる膜タンパク質の解析 
HUVECs における膜タンパク質 A の局在を免疫蛍光染色で検討した結果、細胞外ヒストン投
与後に局在の変化が示された（図３）。細胞外ヒストン投与前後の HUVECs を分画後のウエス
タンブロット、およびフローサイトメトリーによる解析で膜タンパク質 Aの量を解析した。
その結果ヒストン投与により膜タンパク質 Aが有意に低下することが示された（図４）。膜
タンパク質 Aはヒストン投与後に細胞外ベジクルに含まれ放出されることが推察された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
(3) 細胞外ベジクルに含まれるヒストン及び膜タンパク質の解析 
HUVECs への細胞外ヒストンの投与後の細胞外ヒ
ストンの局在を検証した。抗ヒストンH3抗体（ク
ローン ZZZZ 未発表につき非公開）を用いフロー
サイトメトリー（図５）、および分画後のウエス
タンブロットの結果、細胞膜上にヒストンが局
在することが示唆された。加えて抗ヒストン H3
抗体を用い免疫電顕で局在を検討した結果、細
胞外ヒストンが細胞膜上へ蓄積される結果が示
された。蛍光免疫染色の結果とも比較し、細胞外
ヒストンは細胞膜へ蓄積することでHUVECsへ傷
害を与え、細胞外ベジクルへ含まれて細胞から
放出されることが推察された。 
細胞外ヒストンを投与後に培養上清を 10,000 g
で回収したペレット（EVs とみなす）を再懸濁し、
抗ヒストン抗体および、膜タンパク質 A に対す
る抗体を用いフローサイトメトリーで解析し
た。Isotype IgG と比較し、抗ヒストン H3 抗体
（クローン ZZZZ）および膜タンパク質 A に対す

図１ ヒストンおよび TNFαを
60 分、240 分間 HUVECs へ作用し
た光学顕微鏡像 (スケールバ
ー: 50 um) 
 

図２ ヒストンおよび TNFαを 240 分間
HUVECsへ作用後のPIの取込みをフローサ
イトメトリーで評価(Mean fluorescence 
intensity:平均蛍光強度、*P<0.05, One-
way ANOVA followed by post hoc Tukey’s test 
for multiple analysis) 
 

図３ 膜タンパク質 Aの抗体を用い、膜タ
ンパク質Aに対する蛍光染色をおこなった
（スケールバー: 10 um） 

図４ 膜タンパク質 Aを分画後に膜タ
ンパク質 Aに対する抗体を用いウェス
タンブロットをおこなった 

図５ 細胞外ヒストン（Histone H3）
および TNFαを HUVECs へ作用させた。
その後、抗ヒストン H3 抗体（クロー
ン ZZZZ）を用い、細胞膜上のヒストン
との反応をフローサイトメトリーで
解 析 し た 。（ Mean fluorescence 
intensity:平均蛍光強度、*P<0.05, 
One-way ANOVA followed by post hoc 
Tukey’s test for multiple analysis) 



る抗体とEVs上のヒストンおよび膜タンパク質Aに対する平均蛍光強度(Mean fluorescence 
intensity)は有意に高く、抗体を用いてフローサイトメトリーでヒストンを検出できるこ
とが示された。（未発表につきデータ非公開） 
 
 
(4) 細胞外ベジクルの細胞傷害性の評価 
再懸濁した EVs の量を変化させ HUVECs へ投与し、PI の取込みをフローサイトメトリーによ
り検討した。その結果容量依存的に HUVECs への細胞傷害性が有意に増加することが明らか
になった。（未発表につきデータ非公開） 
 
 
(5) 敗血症モデルマウスの血漿の解析 
敗血症モデルマウスとして CLP モデルを作成した。CLP モデルは２４時間後に体重が 15％
減少し、Sham に比べて有意に減少していた。血漿成分をフローサイトメトリーで評価した
結果、Forward Scatter (FSC)で小さい領域で CLP モデルでは粒子が増加する傾向が得られ
た。血漿から乏血小板血漿(PPP)調整後さらに 10,000 g で回収されるペレットの評価を抗
ヒストン抗体で検証した結果、抗ヒストン H3 抗体（クローン ZZZZ）と反応性を示した（図
６）。④で示した in vitro の結果が in vivo でも示されることが示唆された。 
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図６ (a)Sham および CLP モデルマウ
スの体重の減少率(*p<0.05 student t-
test)、(b) Sham および CLP モデルマウ
スの血漿をフローサイトメトリーで
解析した粒子の分布（ドットプロッ
ト、横軸：Forward Scatter (FSC)、縦
軸：Side Scatter (SSC)）、CLP モデル
で増加した粒子(336から1149)の箇所
をゲートして赤色で示した(c) CLP モ
デルマウスの乏血小板血漿(PPP)調整
後さらに 10,000 g で回収後のペレッ
トをIsotype IgGおよび抗ヒストンH3
抗体（クローン ZZZZ）と反応させた（ヒ
ストグラム、横軸：蛍光強度(Yellow)、
縦軸：カウント(Count)） 
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