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研究成果の概要（和文）：本研究ではエンドトキシンショックからマウスを救命する低親和性抗-ヒストンH1モノクロ
ーナル抗体（C93-3）について、ヒストンH1以外の抗原を同定し、作用機序を解明することを目的とした。C93-3はα-a
ctinin 1、α-actinin 4、nucleolin、hnRNP U、DNAを抗原として認識する多反応性抗体だった。市販の抗-DNAモノク
ローナル抗体をエンドトキシンショックモデルに投与した結果、生存率の向上が認められた。この結果から、C93-3は
細胞外DNAを捕捉することで炎症反応を抑制する可能性が示唆された。細胞外DNAの捕捉は重症敗血症の治療において有
効な手段となる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：Anti-histone H1 monoclonal antibody (mAb) C93-3 has a low-affinity for histone H1 
and rescues mice from lethal endotoxin shock. The purposes of this study were to identify other antigens 
of C93-3 and investigate its mechanism. We found that C93-3 is polyreactive and binds to α-actinin 1, 
α-actinin 4, nucleolin, hnRNP U and DNA. Administration of commercial anti-DNA mAb to mice underwent 
endotoxin shock improved survival rate. This result suggests that C93-3 suppresses inflammation by 
capturing extracellular DNA. Therefore, capturing extracellular DNA may be a potential treatment against 
severe sepsis.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
全世界で年間3150万人が敗血症を発症し、

重症化した 1940 万人のうち 530 万人が死亡
するという報告がある。世界的に患者数、死
亡者数が多いにもかかわらず、敗血症の根本
的治療に有効な治療薬は存在しない。敗血症
の症状が複雑であることが治療薬開発の妨
げとなっているのである。現在の治療は、抗
菌薬の投与、輸液、血液浄化といった補助的
な治療を組み合わせて行われている。有効な
治療薬の誕生が世界的に熱望されている。 
我々は、抗-ヒストン H1 ポリクローナル抗

体が臓器移植モデル動物において急性拒絶
反応を抑制することや、樹状細胞の活性化を
抑制することなど、免疫応答を抑制する能力
を有することを報告してきた。この抗-ヒス
トン H1 ポリクローナル抗体の作用機序を詳
細に解析するために、我々はいくつかの抗-
ヒストンH1モノクローナル抗体を作製した。
このうちC93-3と名付けられたモノクローナ
ル抗体は、ヒストン H1 への親和性が他のモ
ノクローナルと比べると低く、残念ながら抗
-ヒストンH1ポリクローナル抗体で認められ
たような能力が認められなかった。しかし、
全く予想外なことに、C93-3 はエンドトキシ
ンショックからマウスを救命したのである。
生理食塩水投与群の生存率が 20%だったのに
対し、C93-3 投与群の生存率は 70%だった（図
1）。ヒストン H1 に高い親和性を示すモノク
ローナル抗体についても同様の実験を行っ
たが、救命効果は認められなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この結果から、C93-3 はマウスの体内でヒ

ストン H1 とは異なるタンパク質を抗原とし
て認識する可能性が考えられた。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、エンドトキシンショックから
マウスを救命する低親和性抗-ヒストンH1モ
ノクローナル抗体C93-3の作用機序を明らか
にし、治療薬開発のために必要な基礎的デー
タを得ることを目的とした。 

研究期間内に、以下の研究項目に取り組ん
だ。 
（1） C93-3 が認識する抗原の同定。 
（2） C93-3 の作用細胞や作用機序の推定お
よび検証。 
 
 
３．研究の方法 
（1）C93-3 が認識する抗原の同定  
①エンドトキシンショックマウスの血漿を
用いた抗原同定 
 Balb/c マウス（雄、7週齢）に、大腸菌
O127:B8 のリポ多糖（LPS）を 20 mg/kg 投与
した。投与前（0 hr）、投与後 2、8、16 時間
に血液を採取し、血漿を調製した。血漿 0.5 µl
を SDS-ポリアクリルアミド電気泳動
（SDS-PAGE）で分離した。ニトロセルロース
メンブレンにタンパク質をブロットし、ビオ
チン標識したC93-3を用いてウェスタンブロ
ッティングを行った。コントロールとして、
ビオチン標識したマウス IgG1 アイソタイプ
コントロール抗体を用いた。 
 
②Balb/c マウス脾細胞のタンパク質画分を
用いた抗原同定 
 Balb/c マウス（雄、5-9 週齢）から脾細胞
を調製した。RIPA バッファーで脾細胞を溶解
し、遠心分離後、上清を細胞ライセートとし
た。また、Plasma Membrane Protein 
Extraction Kit （BioVision）を用いて、サ
イトゾル、膜タンパク質、細胞膜タンパク質
を調製した。調製したタンパク質画分を等電
点電気泳動と SDS-PAGE による二次元電気泳
動で分離した。C93-3 を用いてウェスタンブ
ロッティングを行った。コントロールとして、
マウス IgG1 アイソタイプコントロール抗体
を用いた。 
 
③RAW264.7 のタンパク質画分を用いた抗原
同定 
 マウスマクロファージ様細胞株 RAW264.7
から前述の②と同様に、タンパク質画分を調
製し、C93-3 を用いてウェスタンブロッティ
ングを行った。 
 
上記①～③において、C93-3 が特異的に反

応したスポットを質量分析し、得られた質量
スペクトルをクエリーとしてデータベース
検索を行い、タンパク質を同定した。  
 
④C93-3 と DNA の結合を調査 
 DNA coating solution（Thermo Scientific）
を用いて、終濃度 5 µg/mlのサケ 1本鎖（ss）

 



DNA、2 本鎖（ds）DNA を 96 ウェルプレート
にコーティングした。C93-3 の希釈系列をウ
ェルに加えた。Enzyme-linked immunosolvent 
assay（ELISA）法を用いて、固相化した DNA
に対する C93-3 の結合を測定した。 
 
（2）C93-3 の作用細胞や作用機序の推定およ
び検証 
①nucleolin が関与する作用機序の検証 
＜腹腔マクロファージ細胞表面へのC93-3の
結合を調査＞ 
 Balb/c マウス（雄、5-9 週齢）から腹腔細
胞を調製し、60 mm ディッシュで 1時間培養
した。浮遊細胞を洗い流し、接着した細胞を
腹腔マクロファージとした。腹腔マクロファ
ージを C93-3 および 7-AAD で染色した。フロ
ーサイトメトリーを用いて、生きているマク
ロファージ（7-AAD 陰性細胞）をゲーティン
グし、表面に結合した C93-3 を測定した。 
 
＜腹腔マクロファージ細胞表面nucleolinに
対する C93-3 の結合を調査＞ 
 腹腔マクロファージの細胞膜タンパク質
を、Cell Surface Protein Isolation Kit
（Thermo Scientific）を用いて調製した。
細胞膜タンパク質を SDS-PAGE し、C93-3、抗
-nucleolin 抗体でウェスタンブロッティン
グを行った。両抗体のシグナルを比較した。 
 
＜LPS による腹腔マクロファージの活性化を
C93-3 が抑制するか調査＞ 
 腹腔マクロファージ（1×105 cells/ウェ
ル）を 96 ウェルプレートに加えた。終濃度
10 µg/mlの C93-3、マウス IgG1 アイソタイ
プコントロール抗体を加え、30 分間培養した。
終濃度 10 ng/ml の LPS を加え、4時間培養し
た。培養上清を回収し、マクロファージの活
性化に伴って産生される炎症性サイトカイ
ン TNF-α、IL-6 の濃度を測定した。 
 
②細胞外 DNA が関与する作用機序の検証 
＜抗-DNA 抗体の救命効果の調査＞ 
 固相化した ssDNA および dsDNA に対する反
応が、C93-3 と同程度である市販の抗-DNA 抗
体を選定した。Balb/c マウス（雄、7週齢）
に、選定した抗-DNA モノクローナル抗体（サ
ブクラス IgG2b）、またはマウス IgG2b アイソ
タイプコントロール抗体を 8 mg/kg 投与した。
30 分後、LPS を 10 mg/kg 投与してエンドト
キシンショックを誘導した。LPS 投与から 6
時間後に、再度抗-DNA モノクローナル抗体、
マウス IgG2b を 8 mg/kg 投与し、72 時間まで
マウスの生存時間を記録した。 

＜細胞外ヌクレオソームによる好中球の活
性化＞ 
Balb/c マウス（雄、7週齢）から骨髄細胞

を採取し、密度勾配遠心法によって好中球を
調製した（Ly6G+、CD11b+細胞の割合は>80%）。
好中球（1×105 cells/ウェル）を 96 ウェル
プレートに加えた。HeLa 細胞由来モノヌクレ
オソーム（EpiCypher）を終濃度5、10、20 µg/ml
となるよう加え、一晩培養した。培養上清を
回収し、好中球の活性化に伴って産生される
ケモカイン MIP-2 の濃度を測定した。 
 
 
４．研究成果 
（1）C93-3 が認識する抗原の同定  
エンドトキシンショックマウスから経時

的に採取した血漿、マウス脾細胞およびマウ
スマクロファージ様細胞株 RAW264.7 のタン
パク質画分を電気泳動で分離し、ウェスタン
ブロッティングを用いてC93-3の抗原を調査
した。 
①エンドトキシンショックマウスの血漿を
用いた抗原同定 
 コントロールと比較して、C93-3 特異的な
シグナルは認められなかった。血漿中には、
この方法で検出可能なC93-3の抗原は認めら
れなかった。 
 
②Balb/c マウス脾細胞のタンパク質画分を
用いた抗原同定 
 C93-3 は細胞ライセートおよびサイトゾル
において、約 120 kDa（pI 5-6.5）、約 100 kDa
（pI 5-6.5）のスポット群と反応した（図2）。
質量分析の結果、それぞれ heterogeneous 
nuclear ribonucleoprotein U（hnRNP U）と
nucleolin であると同定された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



③RAW264.7 のタンパク質画分を用いた抗原 
同定 
 C93-3 は膜タンパク質および細胞膜タン 
パク質において、約 100 kDa（pI 5）のスポ
ットと反応した（図 3）。質量分析の結果、 
α-actinin 1、そのアイソフォームである 
α-actinin 4 であると同定された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
α-actinin 1 および 4、nucleolin、hnRNP 

U のアミノ酸配列には相同性が認められなか
った。C93-3 は構造の異なる複数の抗原に結
合する多反応性を示した。 
 

④C93-3 と DNA の結合を調査 
抗-DNA 抗体は自己免疫疾患の病態マーカ

ーとして有名であり、その中にはα-actinin
等の全く構造の異なる物質を抗原として認
識する多反応性抗体の存在が知られている。
そこで、C93-3 が DNA を抗原として認識する
かどうか調査した。その結果、C93-3 は ssDNA
および dsDNA を抗原として認識した（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
この結果から、C93-3 は多反応性を示す抗

-DNA 抗体のような抗体であることが示唆さ
れた。  

（2）C93-3 の作用細胞や作用機序の推定およ
び検証 
①nucleolin が関与する作用機序の検証 
ncleolinはRNAのプロセシングに関与する

タンパク質である。近年、マクロファージの
細胞表面上に存在し、LPS によるマクロファ
ージの活性化に関与することが報告された。
C93-3 がマクロファージ細胞表面の
nucleolin を認識することで、LPS による活
性化を抑制する可能性が考えられた。この可
能性を検証した。 
 腹腔マクロファージを C93-3 と 7-AAD で染
色し、フローサイトメトリーで測定した。そ
の結果、C93-3 は生きているマクロファージ
の細胞表面に結合することを確認した。 
 マクロファージ細胞表面タンパク質を
C93-3と抗-nucleolin抗体でウェスタンブロ
ッティングし、シグナルを比較した。その結
果、C93-3 で認められた複数のシグナルのう
ち、100 kDa のシグナルが抗-nucleolin 抗体
のシグナルと一致した。このことから、C93-3
は nucleolinを介してマクロファージ表面に
結合することが示唆された。 
 C93-3 存在下において、LPS でマクロファ
ージを刺激し、培養上清中の TNF-α、IL-6
濃度を測定した。その結果、C93-3は TNF-α、
IL-6 の産生を抑制しなかった（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらの結果から、C93-3 は nucleolin を

介してマクロファージ表面に結合するが、
LPS による活性化を抑制しないことが示唆さ
れた。 

 

 

 



②細胞外 DNA が関与する作用機序の検証 
＜抗-DNA 抗体の救命効果の調査＞ 
 DNA は Toll-like 受容体のリガンドとして
働き、炎症反応を誘導することが知られてい
る。加えて、血液中の細胞外 DNA の濃度が敗
血症の重症度と相関することが報告がされ
ている。C93-3 は細胞外 DNA を捕捉すること
で、炎症反応を抑制する可能性が考えられた。
この可能性を検証した。 
 抗-DNA 抗体をエンドトキシンショックモ
デルマウスに投与し、救命効果を評価した。
その結果、72 時間後の生存率は、抗-DNA 抗
体投与群で 60%、コントロール抗体投与群で
20%だった。抗-DNA 抗体はエンドトキシンシ
ョックからマウスを救命した。この結果から、
C93-3 は細胞外 DNA を捕捉することで炎症反
応を抑制し、エンドトキシンショックからマ
ウスを救命する可能性が示唆された。 
 
＜細胞外ヌクレオソームによる好中球の活
性化を C93-3 が抑制するか調査＞ 
 ヌクレオソームはヒストンタンパク質と
DNA からなる。血中のヌクレオソーム濃度が
敗血症の重症度と相関し、細胞外のヌクレオ
ソームが好中球を活性化することが報告さ
れている。また、敗血症において過度の好中
球の活性化は組織傷害をもたらす。これらの
報告から、C93-3 が細胞外ヌクレオソームを
捕捉することで、好中球の活性化を抑制し、
付随する炎症反応を抑制する可能性が考え
られた。この可能性を検証した。 
 まず、既報の通り、ヌクレオソームによる
好中球の活性化が再現されるかどうか調査
した。マウス骨髄細胞から調製した好中球に
終濃度 5、10、20 µg/mlの HeLa 細胞由来モ
ノヌクレオソームを加えて培養し、培養上清
中のケモカイン MIP-2 の濃度を測定した。そ
の結果、ヌクレオソームは MIP-2 の産生を誘
導しなかった。つまり、ヌクレオソームは好
中球を活性化しなかった。既報の再現性を確
認できなかったため、C93-3 の評価には至ら
なかった。 
 
 本研究において、C93-3 は多反応性を示す
抗-DNA 抗体のような抗体であり、細胞外 DNA
を捕捉することで炎症反応を抑制する可能
性が示唆された。細胞外 DNA の捕捉は、重症
敗血症の治療に有効な手段となる可能性が
ある。 
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