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研究成果の概要（和文）：ヌクレオフォスミンは、リボソーム生合成、中心体複製、細胞周期、アポトーシス、分化、
などの機能を有した核タンパク質である。最近、ヌクレオフォスミンがエンドトキシン刺激により細胞外へ放出され、
そして、サイトカイン産生を惹起する。したがって、ヌクレオフォスミンは生体危険信号因子（アラーミン）として示
唆されている。しかしながら、ヌクレオフォスミンのアラーミンとしての機能は未解決な部分が多い。よって、本研究
はヌクレオフォスミンのファゴサイトーシス能を検討した。その結果、ヌクレオフォスミンは濃度依存的にRAW264.7細
胞のファゴサイトーシス能を誘導し、ヌクレオフォスミンはアラーミンの可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Nucleophosmin is a major nucleolar multifunctional protein involved in ribosome bi
ogenesis, centrosome duplication, cell cycle progression, apoptosis, and cell differentiation. Alarmins ar
e endogenous molecules released from activated cells and/or dying cells, which activate the immune system 
and cause severe damage to cells and tissue organs. Recently, the nucleophosmin is released from endotoxin
-stimulated RAW264.7 cells and induces cytokines, suggesting that nucleophosmin might be an alarmin. Howev
er, nucleophosmin as a alarmin remains unclear. In this study, we found that the nucleophosmin-stimulated 
RAW264.7 cells significantly enhanced phagocytosis with flowcytometry. Furthermore, the nuclephosmin enhan
ced phagocytosis in in a dose-dependent fashion. Our findings suggest that nucleophosmin may be an alarmin
.
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１．研究開始当初の背景 
（１）生体危険信号因子とは 
生体危険信号因子（アラーミン）とは、

1.内在性分子、2.迅速な細胞外への放出、

3.恒常性の機能維持、4.免疫の活性化（自

然免疫の誘導と獲得免疫の活性化）を有し

ている分子集団である。最も有名な分子は

核内タンパクのHigh	 Mobility	 Group	 Box-1	 

(HMGB1)である。HMGB1 は、細胞内では生命

の維持に必須な転写などに関与している。

最近、HMGB1 が細胞外へ放出され、細胞外

での働きは、細胞膜上の受容体、すなわち、

Receptor	 for	 Advanced	 Glycation	 

Endoproducts （ RAGE ） 、 Toll-like	 

receptor-4 を介して免疫の活性化を誘導

している。	 

したがって、アラーミンは、遺伝子レベ

ルでの発現を介さず、瞬時に生体の危険を

察知し応答する分子である。	 

	 

（２）ヌクレオフォスミン	 

HMGB１は、興味深いことにヘパリンと結

合する。よって、溶液中の HMGB１の回収に

はヘパリン-カラムを用いる（J	 Clin	 

Invest,2005,Arterioscler	 Thromb	 Vasc	 

Biol.2008）。最近、核小体中の細胞周期

に必須な分子、ヌクレオフォスミンがアラ

ーミンの可能性が示唆さ れ て い る。マ

クロファージ細胞株(RAW264.7 細胞)に細

菌の細胞膜由来の内毒素であるエンドト

キシンを添加し、その後その培養上清中に

ヘパリン結合タンパクを確認した。その中

にヌクレオフォスミンを同定した。さらに、

ラットの腹膜炎の腹水中にもNPMを検出し

た。また、RAW264.7 細胞に NPM を添加する

と炎症性サイトカインの腫瘍壊死因子

（TNF-α）、インターロイキン-6（IL-6）

の産生を惹起した。しかしながら、アラー

ミンとしてのNPMの機能解析は極めて乏し

い。したがって、本研究は、「ヌクレオフ

ォスミンはアラーミンか？」をねらいとす

る。 
 
２．研究の目的 
我々は、世界に先駆けて核タンパクのヌク
レオフォスミンが外来異物の侵入、そして、
それに伴う炎症を察知し、生体に知らせる
「生体危険信号因子（アラーミン）」を示唆
する発表をした（平成２０年、救急医学会
iPos 奨励賞受賞）。ヌクレオフォスミンは、
本来、細胞内では核の中心体に存在し細胞
周期に必須である。一度、生体侵襲により
ヌクレオフォスミンが、細胞外へ放出され
ると、サイトカイン産生を惹起する。アラ
ーミンで最も有名な HMGB1 は、遊走能のみ
でサイトカイン産生能は、他の分子との結
合によると言われている。故に、ヌクレオ

フォスミンは、全くタイプの違うアラーミ
ンである。しかし、ヌクレオフォスミンの
アラーミンとしての機能及び、ヌクレオフ
ォスミンの受容体に関する報告は全く皆無
である。従って、本研究の目的は、アラー
ミンとしてのヌクレオフォスミンの解析、
すなわち、貪食作用などを行うことである。	 

 
３．研究の方法 
（１）細胞	 
マウスマクロファージ由来のRAW264.7細胞	 
	 
（２）刺激方法	 
RAW264.7	 細胞を 6well	 plates に 5×
105cells/well 播種した。ヌクレオフォスミ
ンも同時に 10μL 添加した。ヌクレオフォ
スミンの濃度は10μg/mLと 1μg/mLとして
行なった。ヌクレオフォスミン刺激した
RAW264.7 細胞に IgG-FITC 試薬を 50μ
L/well 添加し、刺激を 12 時間行なった。刺
激した細胞を速やかに回収した。	 
	 
（３）検出方法	 
フローサイトメトリー(メルク社)を用いて
RAW264.7 細胞の貪食作用（IgG-FITC の取り
込み）を検出した。	 
	 
（４）有意差検定	 
有意差検定は、ボンフェローニ法を用いて
解析した。 
	 
４．研究成果	 
RAW264.7 細胞を用いた実験結果より、ヌク
レオフォスミンが貪食作用を亢進している
ことを証明した。アラーミンとしてのヌク
レオフォスミンの機能の解析を行なうこと
は、様々な疾患の治療につながることが期
待できる。特に敗血症に関しては，HMGB1
と同様に新規治療法になりうる可能性を示
唆した。	 
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