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研究成果の概要（和文）：トロンボモジュリン（TM）は、凝固線溶系の中心的な分子である。TM

は血管内皮細胞だけでなく他の細胞にも発現している。TM は凝固線溶系以外にも機能を有して

いることが示唆される。実際、TM は新規炎症性メディエーターHigh Mobility Group Box-1

（HMGB1）をトロンビンと複合体を形成し、HMGB1 の抗炎症作用が見出されている。したがって、

本研究では TM の新規機能および結合タンパク質の探索を目的とする。その結果、TM は核内タ

ンパク質のヒストン H3 と結合する可能性を見出した。 

  

研究成果の概要（英文）：Thrombomodulin (TM) is an endothelial cell surface membrane protein 
and contains a large extracellular region that harbors a thrombin-binding site. TM is 
also expressed in other tissues, suggesting that it is thought to perform various 
functions. Indeed, TM, which is bound to thrombin, plays an important role in the 
attenuation of the inflammatory response in settings such as High mobility group box-1 
protein (HMGB1) degradation. The aims of present study are whether the novel TM-binding 
protein exists. This study demonstrates that TM might bind to HistonH3.  
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１．研究開始当初の背景 
トロンボモジュリン（TM）は、凝固線溶系

での中心的な分子である。具体的には、トロ
ンビンと結合することによりトロンビンの
凝固活性を線溶系へとベクトルを 180度変換
させ凝固カスケードの終息へと導いていく。 
 最近、TM は、血管外（上皮細胞、ケラチノ

サイト、滑膜細胞等）においても存在が確認
され、凝固線溶系の機能とは別な新規機能が
期待されている。実際、炎症の場において、
TMのN末側のC型レクチン様ドメインが抗炎
症活性を示している。しかし、その現象は、
細胞内の出来事にすぎず、直接的な証明はな
されていない。 
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 申請者らは、TM が‘死のメディエーター’、
最近では、炎症の引き金と慢性化に関与して
いる High Mobility Group Box-1 (HMGB1）の
直接的な機能抑制を証明し、唯一、生体内で
HMGB1 の活性を抑制、HMGB1 タンパクを分解
する分子として報告した (Arterioscler 
Thromb Vasc Biol, 2008;10;1825)。 
 したがって、TM は、パターン認識受容体
（pattern recognition receptor(PRP)）の
可能性が強く示唆される。ゆえに、TM には、
未知の機能と未知のタンパクや非タンパク
との結合が考えられる。 
 
２．研究の目的 

本研究では、細胞内タンパク質、特に核内
タンパク質（ヒストン群）について TM と結
合するかに注目した。TM と結合するタンパク
を同定しさらなる未知の機能を探索し、新規
の TM（プラットフォーム分子として）の機能
の解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）ゲル内結合アッセイ 
 ゲル内結合アッセイの原理：試験管内にて
2 種類のタンパク質を混合し、native アクリ
ルアミドゲルを用い電気泳動を行うと結合
したタンパク質は本来のタンパク質の移動
度とは異なる（図 1）。 

リコンビナント TM（1μg/mL）４μL とリ
コンビナントヒストン H3（1μg/mL）6μL を
混合し、10 分間室温にて静置する。 
 

 

（２）native アクリルアミドゲル電気泳動 
 リコンビナント TM：ヒストン H3 

リコンビナント TM、ヒストン H3−リコンビ
ナント TM 混合液、リコンビナントヒストン
H3 の順で 10%−native アクリルアミドゲルに
添加し 20mA 定電流にして泳動する。 
（３）ウェスタンブロッティング 

① 泳動後、native アクリルアミドゲル
を 界 面 活 性 剤 の SDS を 含 む
Tris-glycine 緩衝液に１０分室温
にて振盪する。 

② 200mA、50V にてセミドライ法にて転
写を行う。 

③ ポンソー試薬にて転写を確認し、5%
スキムミルク、1%牛アルブミンを
用いてブロッキングを室温にて 1
時間振盪する。 

④ 一次抗体に TM を用い、４℃にて一
晩振盪する。 

⑤ washing buffer で洗浄後、一次抗体
に対する horseradish peroxidase
（HRP）を標識した二次抗体を添加
し、室温にて１時間振盪する。 

⑥ washing buffer で洗浄後、HRP の基
質 TMB 試薬を添加し、それぞれの
タンパク質の検出を行う。 

   
４．研究成果 

本研究において、リコンビナント TM とリ
コンビナントヒストン H3が native アクリル
アミドゲル内で電気泳動を行った後、ウェス
タンブロッティング法（一次抗体：anti-TM 
antibody）によって結合することを見出した
（図２）。 

 
図２に示すように、H3＋TM のレーンは、TM

単独のレーンと比較して、検出が弱まってい
ることが確認された（黒矢印）。さらに、TM
単独のレーンでは見られないバンドが確認
された（赤矢印）。 
 したがって、TM とヒストン H3 は結合する
ことが示唆された。 
 native アクリルアミドゲル内結合法の他
に Biacore（ビアコア）を用いたが再現性が
得られなかった。よって、さらに他の方法を
用いて確認する必要がある。 
 ヒストンタンパク質は代表的な塩基性タ
ンパク質である。native アクリルアミドゲル
電気泳動は、SDS アクリルアミドゲル電気泳
動の分子量の違いによる移動度とは違い、タ
ンパク質が本来保持している電荷に依存し
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ているところが非常に大きい。したがって、
塩基性タンパク質は非常に泳動速度が遅い
ので、blue-native アクリルアミドゲル電気
泳動法を用いることでこの移動度を解消で
きるかもしれない。 
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