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研究成果の概要（和文）：　敗血症において、ヒストンが大量に血液中に放出されることにより血管内皮細胞が
破壊されることが、多臓器不全の一因となっていることが知られている。
　ヒストン誘導性細胞死に関与する遺伝子の同定を行うため、Gene-trap法を用いてヒストン誘導性細胞死に関
与する遺伝子の同定を行ったが、耐性クローンは得られなかった。ヒストン細胞死に関わる分子の半減期が長
く、十分に細胞内から消失していなかった可能性がある。ヒストンは多くの細胞に細胞死を引き起こすことか
ら、分子標的薬との融合により、抗がん剤としての効果が期待できる。

研究成果の概要（英文）：Circulating histones are major mediators of sepsis and cytotoxic to vascular
 endothelium. For analyzing cytotoxic mechanism of histones, we constructed a haploid genetic screen
 system using HAP1 cells. Infection efficiency of gene-trap vector to HAP1 cells was 32%, it 
revealed that high frequency integration was occurred in gene structures. We treated gene-trapped 
HAP1 cells with histones, surviving cells were treated with histones again.
We could not find a mediator gene of histone toxicity, but histones have possibilities medical 
targets for sepsis.

研究分野： 分子細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
敗血症により全身で炎症が起こる際、通常

は細胞内の核にあるヒストンが大量に血中に
放出され、血管内皮細胞を傷害して血管透過
性が増加し多臓器不全に至る経路が明らかと
なってきた。さらに、マウスおよびサルを用
いた敗血症モデルで、リポ多糖や細菌感染に
よる炎症が、ヒストン抗体を投与することに
より緩和されることから、血中のヒストンが
細胞毒性を持つことは明らかであるが、そ 
の細胞障害機構は全く解明されていない。 

さらに我々は、検討したすべての細胞株に
おいて培地にヒストンを加えるだけで、細胞
死が誘導されるが、ヒストン抗体の投与によ
り細胞死が抑えられること、マウスにヒスト
ンを投与すると、肺の炎症によりわずか15 分
で致死となることを確認した。ヒストン誘導
性細胞死は、アポトーシスおよびネクロトー
シス阻害剤の影響を受けないこと、細胞死に
伴い、他の細胞死には見られない特徴的な顆
粒が細胞質に現れることから、未知の細胞死
メカニズムと考えている。 
 
２．研究の目的 
「細胞外ヒストン」が細胞死を誘導する機

構の解明を目的とし、以下の研究を行った。
1)Gene-trap 法を用いてヒストン誘導性細胞
死に関与する遺伝子の同定を行う。2)ヒスト
ン誘導性細胞死の実行遺伝子が、細胞内でど
のような機構により細胞死を引き起こすか、
解明する。 
プログラムされた細胞死は、アポトーシス研

究に始まり、ネクロトーシスやピロトーシス、
オートファジー等が知られており、それぞれの
細胞死において、共通の機構、さらに代償的に
働く機構等、明らかとなってきている。本研究
は、細胞死研究において、全く新しい細胞死メ
カニズムを追加することにより、細胞死の理解
をより深めることができると考えている。 
 
３．研究の方法 

Gene-trap ベクターpGT-En2をPlat-E 細胞
にpCMV-VSV-G と共にリポフェクション法に
より導入することにより、HAP1 細胞に感染可
能な組換えレトロウイルスを生産させた。感
染効率を検討するため、pMX-GFP を用いた組
換えウイルス粒子の調製も行った。DNA 導入1
日後、培地の交換を行い。さらに1日後に
Plat-E 細胞培養上清を回収し、ウイルス粒子 
をPuRetro レンチウイルス＆レトロウイルス
精製キットを用いて、精製・濃縮した。ウイ
ルス粒子はHAP1 細胞へ感染させ、GFP 陽性と
なる細胞の割合を測定することにより、濃縮
効率の確認を行った。HAP1 細胞への感染は、
遠沈管内において細胞とウイルス粒子を混合
し、700×g で遠心することにより
spin-infection を行った。感染効率の確認は、
GFP陽性細胞を計測することにより行った。 
 
 

４．研究成果 
HAP1細胞に組換えウイルスを感染させた後、

FACSにより感染効率の確認を行った。
Gene-trap ベクターは、染色体にランダムに
挿入されるが、ベクター内部にGFP のプロモ
ーター配列が含まれていないため、染色体中
の遺伝子内に挿入され、さらに、その遺伝子
のプロモーターで転写されたときにのみ、GFP 
陽性となる(と同時に正常な遺伝子構造は破
壊される)。感染細胞の約32％がGFP 陽 

性となっており、高頻度でベクターが遺伝子
内に挿入され、GFP 陽性となっていることか
ら、高頻度でGFPが遺伝子内に挿入されている
ことが確認できた。ヒストンによる細胞死誘
導を行った後、生存細胞に対し再度ヒストン
刺激を行い、ヒストン耐性となっているか確
認した。 
 今回、耐性クローンは得られなかったが、
原因として、ヒストン細胞死に関わる蛋白質
の半減期が長く、24時間では十分に細胞内か
ら消失せず、ヒストン感受性となっていた可
能性がある。今後は、ウイルス感染後に数日
培養を続け、FACSによりGFP陽性細胞を濃縮後、
ヒストン処理を行いたいと考えている。 
敗血症管理は、術中麻酔管理だけでなく術

前・術後を通した周術期管理の重要な要素で
ある。細胞外ヒストンは、NETs(neutrophil 
extracellular traps)として貪食細胞による
貪食促進に関わることや、血小板血栓の形成



に関わっていることが知られているが、ヒス
トンの細胞障害メカニズムに関する知見は報
告されていない。本研究は、予後不良な敗血
症の病態解析や新たな治療標的の提供につなが
るものと考えられ、社会的貢献は非常に大きい
と考えられる。 
 「細胞外ヒストン」は、多くの培養細胞株に
おいて細胞死を引き起こすことから、将来的に
は分子標的薬とのカップリングにより、抗がん
剤としての効果が期待されている。正常細胞へ
の影響を最小限に留め、かつ、がん細胞への効
果を最大限に発揮させるためにも、「細胞外ヒス
トン」による細胞死メカニズムの解明が必要と
考えられる。 
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