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研究成果の概要（和文）：敗血症の治療には、Damage-Associated Molecular Patterns（DAMPs）の機能抑制が
必須である。代表的な分子・ヒストンは細胞外では、炎症性サイトカインとして振る舞う。これから免れるに
は、DAMPsの放出を抑制することである。よって、フェノールポリマー法とユビキチンリガーゼ・シノビオリン
を用いてDAMPsの細胞質内での分解に挑戦した。ヒストンとシノビオリンと両方結合可能なキメラフェノールポ
リマーを見出した。なお、一部のヒストンはシノビオリンと直接結合し、ユビキチン化の可能性を示した。した
がって、細胞傷害時のヒストンの封じ込めの可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Treatment of sepsis requires the essential inhibition of Damage-Associated 
Molecular Patterns (DAMPs). Representative molecules such as histones behave as inflammatory 
cytokines in the extracellular environment. To avoid this, it is necessary to suppress the release 
of DAMPs. Therefore, we attempted to degrade DAMPs intracellularly using the phenol polymer method 
and the ubiquitin ligase, Synoviolin. We identified a chimeric phenol polymer capable of binding to 
both histones and Synoviolin. Additionally, some histones were found to directly bind to Synoviolin,
 indicating the possibility of ubiquitination. Thus, the potential for containment of histones 
during cellular damage was suggested.

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
敗血症は世界のどこかで3秒に1人が亡くなる疾患である。敗血症の定義改定により、DAMPsが注目された。間接
的な細胞外での制御は困難であることが示唆され、本研究の目的「細胞内での直接的なDAMPsの封じ込めの開
発・確立」は敗血症の死亡率を下げることとなり、非常に意義がある。本申請では、それぞれの分野が一義的に
追求してきた課題、すなわち、医学者は敗血症の新規治療法の開発、化学者は化学合成（フェノールポリマー技
術）、獣医・生物学者は細胞内シグナル伝達（ユビキチンリガーゼ・シノビオリン）の解明の融合であり、非常
に意義がある。 

※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 
臓器傷害、すなわち細胞傷害による Damage-Associated Molecular Patterns（DAMPs 、ダンプス）の漏
出は急性、慢性に関係なく病態の亢進を引き起こす。代表的な分子にヒストン、High mobility group box 
(HMGB)-１、ヌクレオフォスミン（NPM）１がある。全て核内タンパク質であり、細胞内で最も多いタンパク
質群である。細胞外では、炎症性サイトカインとして振る舞う（Thromb J. 2019、DAMPs and Alarmins 国
際学会 （2019））。現在、DAMPs の制御には、受容体のアンタゴニストや分子標的薬が用いられている
が、治療の予後に影響しなかった。よって、DAMPs を細胞外に移動する前に直接的かつ細胞内での制
御が必須と示唆された。 
 
２．研究の目的 
敗血症の治療の進展には、細胞の活性化・細胞死に伴い、細胞
の核から細胞質へ移動し、その後細胞外へ放出する分子の機
能抑制が必須である。これらを DAMPs という。具体的な分子にヒ
ストン H2A、H2B、H3、H4 などがある。これらは細胞外では、炎
症性サイトカイン産生能（H2A、H2B）、血栓誘導や生体を致死
（H3、H4）に向かわせる。生体致死から免れるためには、これら
DAMPs が細胞質内に留まっているうちに分解し、細胞外への放
出を抑制することが最も有効な方法である。しかしながら、細胞
質内での DAMPs の分解は、未だ試みられていない。 
  よって、本研究の目的は、新規の方法、プロテインノックダウ
ン法（proteolysis targeting chimera、PROTAC）と改良型分子イン
プリンティング、すなわちフェノールポリマー法の両方を用いて
DAMPs・ヒストン分子の細胞質内での分解に挑戦することである
（図 1）。 
 
３．研究の方法 
 
1） 大腸菌発現系を用いたシノビオリンの単離（参考｜EMBO J 

2018） 
BL21株に pGEX6p に挿入したシノビオリンをトランスフェクション後、クローンの発現を確認した。 
次に、IPTG を用いて、GST シノビオリンを発現させ、Turbo3C（ナカライテスク社）にてシノビオリン
のみを回収した。回収後は、10％SDS-PAGE とウェスタンブロッティング法（1 次抗体に抗ヒトシノビ
オリンウサギ抗体）にてシノビオリンの発現を確認した。 
 

2） ヒストン特異的なフェノールポリマーの単離 
BrCN 活性化 Sepharose（Cytiva社）に Histones（Sigma社）
を固定化し、フェノールポリマーを添加した。添加後は、の
0.02M KCｌ‐HCｌ buffer （pH2）にて溶出した。ｐH７に溶
出液を調整した。 
 

3） ファーウェスタン法 
タンパク質の相互作用を検証するために、ファーウェスタン
法を用いた。プローブには、ヒストン H2A、H2B、H3、H4、
そしてシノビオリンをそれぞれ用いた。 
 

4） ユビキチン化アッセイ法 
ヒストンを基質として、シノビオリンがユビキチン化を誘導す
るかを確認した。具体的には、シノビオリン、HA‐ユビキチ
ン、ATP を添加し、37℃、2 時間静置。その後、15％SDS-
PAGEにて泳動後、ヒストン抗体または HA抗体を用いてヒ
ストンがユビキチン化されているかを検証した。 

 
 

  



 
４．研究成果 
■フェノールポリマーによるライブラリーからのシノビオリンとヒストン群のリガンド探索 
 
1） シノビオリンの単離（参考｜EMBO J 2018） 

大腸菌の発現系（GST タグ）を用いて単離・分離を行った。 
 
2） フェノールポリマー化合物の同定（図 2） 

フェノール類をペルオキシダーゼに反応（フェノールポリマーライブラリーの作製）させた（図 2 A）。
次に、ヒストンタンパク質を BrCN 活性化 Sepharose（Cytiva 社）カラムに固定した。その後、フェノ
ールポリマーライブラリーを加え、特異的なフェノールポリマーを単離した（図 2 B）。 

 
■ファーウェスタン法によるヒストンとシノビオリンとの結合の検証 
 
1） シノビオリンをプローブとして、ヒストン（H2A、H2B、H3、H4、全て NEB 社）との結合を検証した。こ

の時、①シノビオリンプローブのみ、②シノビオリンプローブとフェノールポリマーライブラリー、③シ
ノビオリンプローブとヒストン特異的フェノールポリマーの 3 種類の実験を行った。その結果、①で
は、シノビオリンとヒストンすべてに結合が見られた。①と③との結合力を Image J にて定量を行うと、
H2A、H3 ともに有意な差を持って抑制されていた。すなわち、ヒストン特異的なポリフェノールポリ
マーの存在が示唆された。②、③では、H4 のみが消失した。よって、シノビオリンとヒストンとの直接
の結合が示唆された。 

 
2） ヒストンをプローブとして、シノビオリンとの結合を検証した。この時、①ヒストンプローブのみ、②ヒス

トンプローブとフェノールポリマーライブラリー、③ヒストンプローブとヒストン特異的フェノールポリマ
ーの 3 種類の実験を行った。その結果、①では、ヒストン全てとシノビオリンに結合が見られた。し
かしながら、①と②、③とのそれぞれの比較において、統計的な有意な差は認められなかった。 

 
■シノビオリンによるヒストンタンパク質のユビキチン化の検証 
 
ユビキチンアッセイの結果、ヒストン H2A のみがシノビオリンにより、ユビキチン化された。よってサイトカ

インの発現を誘導するヒストン H2A の封じ込めの可能性が示唆された。ヒストン H2B、H3、H4 は、シノ

ビオリンによりユビキチン化されなかったためキメラ化合物を作製してシノビオリンのユビキチン化の可能

性を示す必要がある。 
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