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研究成果の概要（和文）：敗血症では種々の細胞死が誘導され、逸脱した障害関連分子パターン(DAMPs)が、さらに炎
症反応を活性化することが知られている。そこでまずDAMPsの挙動を臨床例で測定した。その結果、histoneやnucleoso
me, HMGB1の血中レベルは死亡例では高値であり、重症度評価に有用であることが明らかになった。続いてDAMPsの傷害
性を検討したところ、histone H3およびH4に強い傷害性がみられることが明らかになった。さらにhistone傷害を緩和
する物質について検討をおこなった。その結果、アルブミンや活性化プロテインC、ペントラキシン3には抗ヒストン効
果がみられることが確認された。

研究成果の概要（英文）：It is known that various types of cell-death is induced in sepsis. 
Damage-associated molecular patterns from the dead cell is know to activate further inflammation. In the 
first study, we measured circulating levels of DAMPs in the sepsis patient. The result shows that the 
levels of histones, nucleosome and HMGB-1 increases significantly in non-survivors. Thus, we think these 
DAMPs are useful as bio-markers for severity of sepsis. In the second study, we examined the toxicity of 
DAMPs to the vascular endothelial cells. The results showed that histone H3 and H4 showed the strong 
toxicity. In the third study, we examined the protective effects of physiological serum proteins. As a 
result, significant protective effects of either albumin, activated protein C or pentraxin 3 to the 
histone H3 were revealed.

研究分野： 救急医学
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１．研究開始当初の背景 

敗血症では病原体自体、あるいは産生された

毒素により、また宿主の炎症反応によって、

様々な細胞死が誘導される。このうちネクロ

ーシス(oncosis)は炎症を増強する細胞死で

あり、アポトーシスは炎症を活性化しない、

もしくは沈静化する細胞死であると考えら

れている。たとえば好中球を高濃度の

lipopolysaccharide (LPS)で刺激すると短時

間の間にネクローシスによる細胞死をきた

す。Time-lapse による観察を行なうと、細胞

形態は風船が膨らむように膨大する現象が

みられるが、これは細胞膜の破断にともなう

容積の増大を反映している。この際、本来は

分葉状である核も球状に膨大し、クロマチン

が処理されない状態で遺残していることが

確認できる。これに対し、比較的少量の LPS

で好中球を刺激すると、はじめに核の処理が

行なわれて消失し、続いて細胞質が小胞状に

分裂するアポトーシスで死亡する様子が観

察される。この細胞死は 24 時間程度かかる

プログラムされた能動的な細胞死であり、ネ

クローシスが 5時間程度で見られる、受動的

な細胞死であることとは対照的である。ネク

ローシスは炎症を増幅する核が細胞死完了

の時点で処理されていない点が最大の特徴

であり、これによって核内から炎症を増幅さ

せる damage-associated molecular patterns 

(DAMPs)が逸脱して炎症反応を増幅させるこ

とになる。DAMPs は Toll-like receptor をは

じ め と す る 特 異 的 受 容 体 、 pattern 

recognizing receptors (PRRs)との結合を介

して炎症反応の活性化をきたす。実際の感染

症ではネクローシスとアポトーシスはどち

らかだけがみられるわけではなく、両者は混

在して存在し、刺激が強いほどネクローシス

の割合が増えることになる。またこれらの細

胞死スタイルはそれぞれ独立したものでは

なく、アポトーシスは途中からネクローシス

に移行することもあり、また一つの細胞でア

ポトーシスとネクローシスが混在する状況

もしばしば観察される。ネクローシスは障害

が高度である際にみられる、回避不能な死で

あり、その際に細胞外に逸脱する核内物質は

炎症や免疫反応において重要な働きをして

いると考えられ、それらの変動を解析するこ

とによって病態解析や重症度評価に役立て

ることが可能ではないかと考えた。 

 

２．研究の目的 

敗血症はいったん重症化すると極めて治療

が困難になるために、発症時点から重症度を

正しくモニタリングすることが重要である。

現在敗血症の重症度評価に用いられている

バイオマーカーには、CRP やプロカルシトニ

ン、プレセプシンやインターロイキン 6など

があるが、これらの有用性については未だ議

論のあるところである。すなわち、どれをと

っても信頼にたるマーカーといえるものは

存在しない状況である。その理由として考え

られるのは、これらはいずれも侵襲に対する

宿主の生体反応を反映するものであり、侵襲

の程度や障害程度を直接的に評価するもの

ではないことが考えられる。そこで今回、敗

血症症例から得られた血液サンプルにおい

て経時的に変化する血中タンパク質をプロ

テオーム解析によって網羅的に測定し、重症

度マーカーとしての有用性や病態解析に利

用できる可能性のあるタンパク質を探索す

ることを目的とした。 

重症病態で変動するタンパク質は、マーカー

として有用であるだけではなく、それ自体が

病態形成にかかわっている可能性が考えら

れる。よってそのようなタンパク質の病態形

成における意義を検討するため、第二段階で

は in vitro、あるいは in vivoモデルにおい

てターゲットとしたタンパク質の傷害性を

検討した。さらに今回の研究では、このよう

な機序で生じる障害を緩和する治療の検討

まで行なうことを目的とした。 

 



３．研究の方法 

1) 臨床例における検討 

ICU に入室して集中治療を要した重症敗血症

30 症例において、敗血症発症当日(Day 0), 

Day1, Day3, Day7 に採血を行ない、得られた

血清サンプルをもちいてプロテオーム解析

を行なった。まず、アルブミン・グロブリン

除去処理を行なった後に酵素分解(in-gel 

digestion)を行い、その後に二次元電気泳動

を実施して炎症早期、ピーク期、抑制期の各

時相で発現が増強、もしくは減弱するタンパ

ク質のプロテオームマッピングを行ない、臨

床的評価との関連を検討した。以上の手技に

より発現タンパク質の経時的な増減からバ

イオマーカーとしての有用性が期待できる

タンパク質についてスポットブロッティン

グ後にハイスループット法によって質量分

析を実施し、同定を行なった。 

2) 培養細胞における検討 

予備実験として培養血管内皮細胞をヒスト

ンで刺激し、細胞障害性の検討を行った。そ

の結果、ヒストン傷害により内皮細胞ではア

ポトーシスやオートファジーが誘導され、高

濃度ではネクローシスもみられることが確

認された。 

そこでこの培養系おいてヒストン傷害を緩

和する各種の血漿タンパク質の有用性を検

討した。培養液中にアルブミン、活性化プロ

テイン C、ペントラキシン 3 を加え、その後

にヒストン H3 を投与して、各種タンパク質

の障害緩和効果を検討した。 

さらに薬剤として未分画ヘパリン、低分子量

ヘパリン、アルガトロバンの治療効果を上記

と同様の方法で検討した。 

3) 敗血症モデルにおける抗ヒストン治療の

効果 

ラットにヒストンを投与して作成した敗血

症モデルに未分画ヘパリン、低分子量ヘパリ

ン、アルガトロバンを投与し、臓器障害指標

および生存率を検討した。 

 

４．研究成果 

敗血症症例における血清中のタンパク質発

現をプロテオミクスによって解析すると、挙

動が 2倍以上のものだけに限っても、ゆうに

50 種類以上のタンパク質量が増加している

ことが明らかになった。そして質量分析によ

ってそれぞれのタンパク質の同定を行なう

と、変化率が特に大きいタンパク質は以下の

4 つのカテゴリーに分類可能であった。1)急

性相タンパク質：CRP やトランスサイレチン

などのタンパク質合成が誘導されものと推

測された。2)凝固系タンパク質：凝固機能の

亢進は自然免疫系において重要な役割を担

っていると考えられており、実際にプロトロ

ンビンや von Willebrand factor などの血中

レベルが増加していることが確認された。3)

補体系タンパク質群。補体は病原体処理にお

いて必須のタンパク質であり、その増加は合

目的的な反応と考えられた。そして第 4のタ

ンパク質群として、これまで炎症時の挙動が

あまり確認されていなかったヒストンをは

じめとする核内タンパク質の血中レベルが

増加することが確認された。  

具体的には、敗血症症例において発症から経

時的に DAMPs を測定すると、病態の変化にリ

ンクして変動することが明らかとなった。図

1は平均 SAPS スコアが 40 以上の敗血症症例

30名におけるDAMPsの変動を示したものであ

るが、従来からバイオマーカーとして測定さ

れている IL-6 やプロカルシトニンなどの生

体反応を反映するマーカー類は重症病態が

持続しているにもかかわらず、1-3 日以内に

みられるピークを過ぎると、その後は低下す

るという挙動を示した。これに対して、ヒス

トンやヌクレオソーム、HMGB1 などの死細胞

から逸脱する DAMPs は上昇が持続的であり、

重症度の改善がみられなければ一週間程度

は高値のままで推移する。しかも生存例と死

亡例の間で推移を比較すると、SAPS 高値が持



続する死亡例では DAMPs も高値が持続し、こ

のような推移から重症例の鑑別に従来のマ

ーカーより有用であることが期待された。 

0

.04

.08

.12

.16

hi
st
on

e 
H3

 ( 
AU

 )


▲

▲

▲
▲

Day 0 Day 1 Day 3 Day 7

nu
cl
eo

so
m
e（
 A
U
 （


*

▲: non-survive, ●: survive

 

図 1 重症敗血症における血中ヒストンレベ

ルの変動 

 

プロテオームでスクリーニングされたヒス

トンは、本来核内で DNA を効率よく収納する

ために機能している核タンパク質であり、H1, 

H2A, H2B, H3, H4 の 5 種類が亜型として存在

する。そして、このうち H3, H4 には特に強

力な傷害性がみられることが知られている。

たとえばマウスにヒストンを投与すると、用

量依存性に死亡率が増加する。そして剖検で

は、肺を中心に出血や血栓形成、そして浮腫

性変化などの敗血症でみられる組織障害と

同様の所見が観察される。このようにヒスト

ンは細胞外に逸脱すると、強力な組織障害作

用を発揮するため、生体はこれに拮抗するた

めの手段を備えている。代表的なものはアル

ブミンや活性化プロテインCなどの血漿中に

存在する生理的なタンパク質であり、最近注

目されているものにペントラキシン3がある。

ペントラキシンファミリーに属する CRP は、

炎症の際の急性相タンパクとしても知られ

ており、CRP の機能としてヒストン障害緩和

作用がみられることは興味深い。これまでに

生理的な抗凝固物質である活性化プロテイ

ンCによるヒストン障害緩和効果を有するこ

とを報告しているが、しかし敗血症において

は活性化プロテインC量が著しく減少するこ

とが知られており、その効果は限られたもの

になると想定される。今回、これらのタンパ

ク質を培養液中に加えて、それぞれのヒスト

ン傷害緩和効果を確認することができ、治療

への応用が期待された。 

一方、生理的物質以外の治療薬としては、ヘ

パリンやヘパリン類にヒストンの障害緩和

作用がみられることが確認された。 

 

 

図 2 ヘパリンによる細胞死抑制効果の比較 

 

このような効果はヒストンを投与して作成

した動物モデルにおいても確認することが

可能であった。すなわち、臓器障害の程度や

死亡率については、未分画ヘパリンや低分子

ヘパリン投与によって改善がみられ、同様の

効果はアルガトロバンでは確認できなかっ

たことから、これらの効果は抗凝固効果によ

るものではなく、抗ヘパリン効果によるもの

であることが推測された。 

そしてそのメカニズムとしては、ヒストンは

DNA と結合するために強い陽性荷電を帯びて

いるが、ヘパリンはその構造に陰性荷電した

硫酸基を多数含んでいるため、ヒストンと結

合することにより、これを凝集して傷害性を

緩和しているものと考えられた。 

以上の結果より、敗血症においては細胞死

によって逸脱する、ヒストンをはじめとす

る DAMPs 類が病態形成に深く関与してお

ることが明らかとなった。そして血中を循

環するヒストンは内皮細胞傷害を介して臓

器微小循環障害を誘発し、重症化に寄与し

ている。またヒストンによる傷害を緩和す



るために血漿タンパク質が機能するものの、

重症化とともにその機能は低下するため、

積極的な治療介入が必要になると考えられ

た。 
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