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研究成果の概要（和文）：High mobility group box 1 (HMGB1)には2つの核移行シグナル（NLS1およびNLS2）が存在し
、その中のセリン残基のリン酸化はHMGB1の核から細胞質への移行と分泌に関わると考えられている。本研究で、これ
らセリンの脱リン酸化を行うホスファターゼとしてPP2Aに着目した検討を行ったところ、PP2AはNLS1中の複数のリン酸
化セリンの脱リン酸化に関わることが示唆された。次に、NLS1内部のリン酸化を行うキナーゼを探索したところ、プロ
テインキナーゼC（PKC）がHMGB1の核から細胞質への移行に関わるSer46をリン酸化することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Phosphorylation of high mobility group box 1 (HMGB1) is involved in the 
subcellular translocation of the protein and subsequent secretion. Phosphorylation of serine residues in 
the two nuclear localization signals (NLS1 and NLS2) promotes nucleocytoplasmic relocation of HMGB1. In 
this study, it was suggested that protein phosphatase 2A (PP2A) correlates in the nucleocytoplasmic 
shuttling of HMGB1 through dephosphorylation of specific phosphoserines within NLS1. Next, kinases that 
phosphorylate serine residues within NLS1 were predicted, and an in vitro kinase assay was performed. 
Among the predicted kinases, protein kinase C phosphorylated Ser46 of HMGB1-derived peptides, and a 
mutagenesis experiment implied that the phosphorylation could induce translocation of HMGB1 to the 
cytosol.

研究分野： 生化学
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１．研究開始当初の背景 
本研究で対象とした High mobility 

group box-1 (HMGB1)と呼ばれる非ヒストン
性核内タンパク質は、1999 年に炎症性サイ
トカイン様の機能が報告されて以来、炎症
メディエータとして再定義されている。
HMGB1 は細胞がネクロージスをおこすこと
によって核内から放出されるほか、単球や
マクロファージ、樹状細胞などの自然免疫
細胞が、リポ多糖、腫瘍壊死因子、インタ
ーフェロン-γ などの刺激を受けると、核
内から細胞質へと移行した後に細胞外に能
動的に分泌される系が知られている。 
炎症後期で血中に放出された HMGB1 は単

球、マクロファージ、樹状細胞、好中球等
の自然免疫細胞の Toll 様受容体や終末糖
化産物受容体（RAGE）にパラクライン・オ
ートクライン様に作用し、NF-κB等を介し
て炎症性サイトカインの産生を亢進する。
このサイトカイン増幅イベントは炎症の拡
大・転移を促進して致死となるほか、硬化
した動脈のアテローム巣の泡沫細胞や血管
平滑筋細胞は多くのHMGB1とRAGEを共発現
しており、炎症の悪性ループが形成されて
いると考えられる（図 1）。 
 

 
 
図 1：単球,およびマクロファージからの
HMGB1 の分泌とこれらが炎症を増幅する機
構の模式図. 
 
 
ここ数年の研究で、自然免疫細胞におい

て核内の HMGB1 が刺激に応答して細胞質へ
移行し、その後細胞外へと放出される一連
の移動には、HMGB1 の翻訳後修飾が関与し
ていることが明らかとなりつつあり、HMGB1
の核外へのリロケーションおよびこれに続
く細胞外への分泌が翻訳後修飾によってど
のように制御されるかという点について解
明が試みられている。この翻訳後修飾には
リン酸化、アセチル化、メチル化の３つが
あり、アセチル化とメチル化に関しては修
飾に関与する因子は完全に特定されていな
いものの、修飾を受ける部位に関しては概
ね明らかとなっている。一方、リン酸化に
よる調節では、修飾を受けるアミノ酸残基
に加え、リン酸化を行うキナーゼおよび脱
リン酸化を行うホスファターゼは完全に明
らかとなっていない。2006 年に Youn らの

グループにより HMGB1 内のセリン残基のリ
ン酸化が分泌に関与することが示唆され
（Youn et al., J. Immunol., 177, 7889 
(2006)）、また、2009 年には同グループに
よって、プロテインキナーゼ C（PKC）が
HMGB1 を直接的にリン酸化することが報告
されるにとどまる（Oh et al, J. Immunol., 
182, 5800 (2009)）。 
核内タンパク質の HMGB1 に炎症メディエ

ータとしての機能が報告された当初は、こ
れがどのように炎症に関わるかという点に
興味がもたれてきたが、最近では放出され
た HMGB1 をいかにコントロール、あるいは
中和するかという点についての研究も盛ん
に行われるようになっており、臨床に近い
分野では、中和抗体の開発や、これらを用
いた対処療法に関する報告数の増加が著し
い。一方で、HMGB1 の分泌機構の解明は、
HMGB1 の生理的機能に迫るものであり、よ
り根本的な治療を目指すうえでも HMGB1 の
分泌に関する基礎的知見の蓄積が対処療法
の確立と並行して求められる。 
 
２．研究の目的 
本来であれば核内に存在する HMGB1 が、

どのようにして分泌されるのか？その機構
の解明は、HMGB1 が関わる疾患の根本を理
解する上で重要であり、HMGB1 の核内外の
移動と分泌のスイッチングの全容解明は、
HMGB1 研究のパラダイムシフトにつながる
ものと期待される。リン酸化はタンパク質
の主要な翻訳後修飾であるが、HMGB1 のリ
ン酸化に関わる因子はほぼ未解明である。
HMGB1 の分泌に関わるリン酸化には複数の
キナーゼが関与する可能性が考えられるに
もかかわらず、この点に関する検討が少な
いことが、解明を遅らせている原因の一つ
と考えられる。HMGB1 は A box、B box、お
よび C末端の acidic tail の３つのドメイ
ンから形成され、A box内部、B boxとacidic 
tail の間にはそれぞれ核移行シグナル
（NLS1 と NLS2）の存在が推定されている
（図 2上）。 
本研究での詳細な検討に先立ち、これま

でにプロテインホスファターゼ 2A（PP2A）
選択的な阻害剤でマウスマクロファージ細
胞株 RAW264.7 を処理することによって
HMGB1 が核→細胞質→細胞外へと移動する
ことを確認した。この一連の観察から、
HMGB1 の核移行シグナル内のセリン残基の
うち、PP2A による脱リン酸化をうけるもの
は、リン酸化を介した HMGB1 の核内外への
リロケーションや分泌を制御するスイッチ
として機能するという作業仮説を立て、こ
の検証のための検討を行った。また、当該
セリン残基のリン酸化に関わるキナーゼの
探索を併せて検討した（図 2下）。 



 
 
図２：（上）HMGB1 の一次構造マップと核移
行シグナル（NLS）のアミノ酸配列. （下） 
HMGB1の細胞内外の移動はNLS1のリン酸化
で制御されていると考えられる.  
 
 
３．研究の方法 
（１）HMGB1 は核移行シグナル内の特定の
リン酸化セリンはプロテインホスファター
ゼ 2A（PP2A）による脱リン酸化を受け、核
への局在が亢進するものと考えられる。こ
の検証のために緑色蛍光タンパク質（GFP）
を融合した HMGB1（GFP-HMGB1）を RAW264.7
中に発現し、PP2A 選択的阻害剤で処理した
際の細胞内局在の変化を、蛍光顕微鏡を用
いて追跡した。なお、HMGB1 には 2 つの核
移行シグナルが存在すると考えられるため、
これらのうちどちらが PP2A の影響を受け
るのかという点についても併せて検討を行
った。 
（２）抗 HMGB1 抗体と抗リン酸化抗体を用
いた共免疫沈降および Proximity Ligation 
Assay （PLA）によって PP2A 阻害時の HMGB1
のリン酸化状態を評価するとともに、共免
疫沈降実験によって PP2A が核内で HMGB1
と直接相互作用しているかどうかを検討し
た。 
（３）HMGB1 に対する PP2A の脱リン酸化活
性及びその特異性の評価のため、ヒト
HMGB1 中の 11 個のセリン残基に対して、in 
vitro ホスファターゼアッセイを行った。
具体的には当該セリンを中心とした前後の
配列からなるリン酸化ペプチドを化学合成
し、リコンビナント PP2A の触媒サブユニッ
トを作用させた際の遊離リン酸基をマラカ
イトグリーン・モリブデートアッセイによ
り定量した。 
（４）ホスファターゼは一般的に、細胞内
の阻害タンパク質によりその活性が制御さ
れることが知られているため、PP2A の阻害
タンパク質は HMGB1 の分泌を引き起こすも
のと考えられた。そこで PP2A の代表的な阻
害タンパク質として知られる CIP2A の強発
現が GFP-HMGB1 の細胞質への移行や分泌に
与える影響を評価し、HMGB1 の放出に PP2A

の活性がタンパク質レベルで関与している
かという点について検討した。 
（５）HMGB1 の分泌は、HMGB1 のリン酸化を
行うキナーゼによっても調節されると考え
られるため、自然免疫細胞内で HMGB1 と直
接的に結合するキナーゼの探索を行った。
エンドトキシンで刺激した RAW264.7 のラ
イセートを抗体アレイで解析し、数百種類
のシグナル伝達関連タンパク質の中から炎
症時に HMGB1 と結合するタンパク質を探索
した。また、この方法によりキナーゼを同
定できなかった場合、リン酸化モチーフを
もとにしたキナーゼの推定を行った。 
 
４．研究成果 
（１）マウスマクロファージ株 RAW264.7
を PP2A の低分子量選択的阻害剤である
endothall により処理したところ、HMGB1
の細胞外への分泌が認められた観察から、
PP2A はマクロファージ核内から細胞質へ
の HMGB1 のリロケーションと細胞外への分
泌の抑制に関わると考え、まず、HMGB1 の
細胞内局在における PP2A の酵素活性の影
響について検討を行った。RAW264.7 細胞中
の内在性 PP2A の発現を確認した後、
GFP-HMGB1 を RAW264.7 中に強発現させ、
PP2Aendothall にて処理を行ったところ、
GFP-HMGB1 の核から細胞質への移行が認め
られた。 
（２）RAW264.7 細胞中には、PP2A 同様に内
在性の HMGB1 の発現が認められたため、
PP2AとHMGB1間の相互作用を共免疫沈降実
験にて検討したところ、両タンパク質間の
相互作用が認められた。次に、PP2A の阻害
により、HMGB1 のリン酸化状態の変化を検
討した。免疫沈降した HMGB1 を、抗リン酸
化セリン抗体を用いてイムノブロットした
ところ、endothall 処理による HMGB1 のリ
ン酸化の亢進が認められた。これと併せて、
抗 HMGB1 抗体と抗リン酸化抗体を用いた
PLA により、endothall 処理した RAW264.7
核内での HMGB1 のリン酸化の亢進を確認し
た。 
（３）ヒト HMGB1 中のすべてのセリン残基
（11 か所）について、in vitroホスファタ
ーゼアッセイによる PP2A の脱リン酸化特
性の評価を行った。その結果、RAW264.7 ラ
イセートにより、HMGB1のNLS1中のSer35、
Ser39 および Ser42 の有意な脱リン酸化が
認められ、また、endothall 存在下ではこ
の脱リン酸化が抑制された。このことから、
RAW264.7 中の PP2A がこれらのセリン残基
に対し選択的な脱リン酸化をおこなうこと
が示唆された。NLS1 中の Ser35、Ser39 お
よび Ser42 のリン酸化が HMGB1 の核外への
リロケーションに関わっているかを、
GFP-HMGB1 の変異体を用いて解析した。上
記のセリン残基を全てアラニンに置換した
変異体の細胞内局在を観察すると、PP2A の
阻害に対しても変異体は影響を受けず核内



にとどまった。これに併せ、HMGB1 中の核
移行シグナルである NLS1 と NLS2 はそれぞ
れ独立して機能し、NLS1 においては当該シ
グナル配列中の Ser46 のリン酸化も HMGB1
の細胞質への移行に関与することを示唆す
る結果を得た。 
（４）PP2A の阻害タンパク質の発現・活性
化、及び PP2A の発現量の低下は HMGB1 の分
泌を引き起こすものと考えられたため、
PP2A の阻害タンパク質として知られる
CIP2A の強発現による PP2A の阻害が HMGB1
の細胞質への移行に影響を与えるかどうか
を評価した。CIP2A と HMGB1 を細胞内に共
発現させたところ、HMGB1 の核から細胞質
への移行が認められ、PP2A の阻害が HMGB1
の分泌を亢進する上記の結果を支持した。 
（５）LPS 処理前および処理後の RAW264.7
のライセートを抗体アレイで解析し、HMGB1
に直接的に結合するキナーゼの探索を行っ
た。しかしこの検討では HMGB1 に結合する
キナーゼの同定には至らなかった。そこで、
PP2A に脱リン酸化を受ける可能性が高い
Ser35、Ser39、Ser42 に加え、リン酸化が
HMGB1 の細胞質移行への関与が示唆された
Ser46 について、モチーフ検索よりこれら
のリン酸化に関わるキナーゼを推定したと
ころ、グリコーゲンシンターゼキナーゼ-3
（GSK-3）、カゼインキナーゼ 2（CK2）、プ
ロテインキナーゼ C（PKC）の 3種類が当該
セリン残基のリン酸化に関わるキナーゼの
候補として推定された。そこで、当該領域
の HMGB1 由来のペプチドにこれらのキナー
ゼを作用させ、質量分析計を用いてリン酸
化特性を解析した。その結果、PKC が Ser46
のリン酸化に関わることが示唆された。こ
の Ser46 のグルタミン酸置換体（リン酸化
セリンミミック）は、GFP 融合タンパク質
を用いた蛍光顕微鏡観察において、HMGB1
の細胞質へのリロケーションを誘導した。
これまでに PKC が HMGB1 のリン酸化に関わ
ることが報告されているが、リン酸化を受
けるセリン残基は詳細には特定されておら
ず、本研究によって Ser46 がその有力な候
補となりうることが示唆された。 
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