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研究成果の概要（和文）：　我々は、脳梗塞周囲において炎症誘発物質（HMGB1）と皮質拡延性抑制（CSD）が互
いに増幅し合い、脳梗塞を進行させると仮定したが、急性期脳梗塞モデルにおいてこれらの因子に明らかな相関
は認めなかった。また、脳梗塞作成後にHMGB1抗体を投与したが、CSD発生数は減少しなかった。
　これらの結果から、脳梗塞発症後急性期（6時間以内）においては、HMGB1がCSD発生数を増加させ、梗塞巣を
増大させるというメカニズムは存在しないと考えた。今後は、炎症反応が著明となる脳梗塞亜急性期（発症後数
日程度）にターゲットを絞り、HMGB1とCSDの関連を解明すべく新たな実験系を検討する予定である。

研究成果の概要（英文）： The Purpose of this study is to survey the relationship between high 
mobility group box 1 (HMGB1) and cortical spreading depression (CSD), and to develop a new treatment
 method for cerebral infarction. 
 We supposed that HMGB1 and CSD amplified each other and would make the injured lesion expanded 
progressively. But, in Mouse focal ischemia model, there was no relationship between these two 
factors and the administration of HMGB1 antibody did not suppress CSD occurrence.
 Our conclusion is that HMGB1 will not boost CSD occurrence at least in acute phase in cerebral 
infarction model. We may have to check the mechanism again in sub-acute phase after cerebral 
infarction, in which the inflammatory response is more severe. 

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 
急激な高齢化が進む日本において、脳梗

塞患者は年々増加しつつある。梗塞巣拡大防
止を目的とした線溶剤静注療法や血管内治療
による血行再建術の普及により、死因別死亡
原因では年々その割合が減少しているもの
の、要介護原因疾患の第１位であり、医療経
済的観点からも、革新的な脳梗塞増大予防法
の開発が望まれている 1)。このような背景か
ら、多くの研究者が血行動態・免疫応答・炎
症反応など、さまざまな側面から脳梗塞二次
性増悪のメカニズムを研究し、治療介入の可
能性を模索してきた。 
近年、虚血や外傷などの脳損傷が生じる

と、その周辺領域にHigh mobility group 
box 1（以下HMGB1）と呼ばれる核内DNA
結合タンパク質が放出され、虚血巣増大や浮
腫増悪を誘発することが明らかになってきた
2)。HMGB1は通常神経細胞の核内に存在し
ているが、壊死細胞から細胞外に放出され、
炎症性サイトカインとして働くことがわかっ
ている。HMGB1以外にも、損傷脳周囲には
ペルオキシレドキシンなどのダメージ関連分
子パターン（Damage-associated molecular 
patterns：DAMPs）と呼ばれる炎症反応惹
起物質が放出されることも確認されており
3)、これらの物質が脳梗塞の増悪因子となっ
ている。 

HMGB1などの炎症誘発物質とは別に、
本研究代表者である中村らは皮質拡延性抑制
（cortical spreading depression：以下
CSD）と呼ばれる脱分極波が脳虚血巣周辺部
で自然発生し、これが脳梗塞二次性増悪の一
因となっていることを明らかにしてきた 4)。
CSDは従来の画像検査では検知し得ない現
象であるが、減圧開頭術を要した脳梗塞患者
に脳表電極を留置することにより、虚血巣周
囲変領域において頻繁に発生することが確認
されている 5)。ちなみに、虚血巣の増大機序
としては、CSD伝播に伴う一過性脳血流低
下と、再分極のためのエネルギー需要増加に
より、エネルギー需給バランスの悪化が考え
られている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
このように、HMGB1核外放出と CSD伝

播はいずれも損傷脳周囲に発生し、前者は過

剰な炎症反応、後者はエネルギー需給バラン
スの悪化、という異なるメカニズムで二次性
増悪の原因となっているが、最近の研究によ
り、CSD自体がHMGB1をはじめとした炎
症誘発物質の核外放出を惹起している可能性
が示唆されてきた 6)。その機序として、カス
パーゼ１活性などが挙げられているが、いま
だ不明な点も多い。 
いずれにせよ、脳梗塞二次性増悪因子と

して、別ルートで進められてきた２つの研究
が、ここにきて密に関わっている可能性がで
てきたことになる。本研究では、その関連を
明らかにし、治療介入の可能性を模索するこ
とを目的とした。 
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２．研究の目的 

 
これまでの研究結果から推察すると、損

傷脳周囲に発生する CSDがHMGB1核外放
出を助長し、それにより炎症反応カスケード
が動き出すというストーリーが存在している



のかもしれない。もしくは、HMGB1をはじ
めとした各種炎症反応性物質が CSDを誘発
しているのかもしれない。 
これを踏まえ、本研究では以下の２点を

解明することを主な目的とした。 
 

１）虚血巣周辺部で核外放出されたHMGB1
と CSD伝播数の関連を明らかにする。 
 
２）HMGB1抗体投与後に起こる CSD発生
数の変化（CSD発生数は減るのか？） 
 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）LSFを用いたマウス脳表血流の連続
モニタリング 
脳表血流を連続モニタリングするため

に、２次元レーザー血流計（LSF）として
OMEGAZONE OZ-1（オメガウェーブ株式
会社製）を用いた。なお、LSFの測定原理
は、均一波長光を脳表に照射する際に発生す
る模様（スペックルパターン）を解析するこ
とで、各ピクセル内の粒子（主に血球）の動
きを数値化するというものである。この方法
を用いることで、観察エリアの脳血流を毎秒
１〜数フレーム程度の時間解像度でリアルタ
イムモニタリングすることが可能となる。 
マウスの場合、頭蓋骨が非常に薄く、レ

ーザー光を遮ることがないため、開頭を行う
ことなく脳表血流を可視化することができ
る。（以下に LSF画像を提示する。青い領域
は硬膜上に置いた綿花であり、この部分では
綿花に遮られて脳表血流が計測できていな
い。） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（２）KCl 塗布による CSD誘発 
マウスは C57BL/6J,雄,8週齢（日本クレ

アから入手）を使用した。セボフルラン吸入
麻酔下に腹臥位とし、直腸温 37度前後に保
った。頭皮の正中切開を行った後、右前頭部
にドリルで 2mm程度の穿頭を行い、硬膜を
露出させた。ここに KCl（1mol/l）を含ませ
た綿花をのせることで CSDを誘発した。
CSDの発生は、LSFで脳血流の変化を可視
化することで検知した。 
 
（３）HMGB1塗布による CSD誘発 

KClの代わりにHMGB1精製タンパク
（10μg/ml）を含ませた綿花を用いること
で、CSD誘発を試みた。 
 
（４）マウス脳梗塞モデル（中大脳動脈閉塞
モデル：MCAo） 
マウスは C57BL/6J,雄,8週齢（日本クレ

アから入手）を使用した。セボフルラン吸入
麻酔下に腹臥位とし、直腸温 37度前後に保
った。右側頭部頭皮を切開し、一部側頭筋を
除去した後、Doppler血流計で側頭骨に接す
るように固定した。次に、体位を仰臥位にし
て頚部を正中切開した。顕微鏡下に総頚動
脈、内頚動脈、外頚動脈を露出して、総頚動
脈近位部を結紮した。その後、総頚動脈上壁
を切開してシリコン糸を内頚動脈に向けて挿
入し、中大脳動脈を閉塞させた。血管の閉塞
は Dopplerの血流が 10〜30%程度まで低下
することで確定した。1時間後にシリコン糸
は抜去し、再度腹臥位とし、LSFで脳表血
流変化を観察し、CSDを検知した。 

 
（５）抗HMGB1抗体免疫染色法 
脳梗塞モデルマウスは中大脳動脈閉塞後

4時間後に 4% PFAで灌流固定し脳を摘出し
凍結切片を作成した。凍結切片に対して
HMGB1は Goat anti rabbit IgGを用いて赤
色に蛍光染色を行い、GFAPはDonkey anti 
mouse IgGを用いて緑色に蛍光染色を行っ
た。細胞核は DAPIを用いて蛍光染色を行っ
た。 
 
（６）抗HMGB1抗体投与 
脳梗塞モデルに対し、抗HMGB1抗体

（20μg/100ml、0.1ml）を尾静脈から投与
し、その後 1時間 LSFで観察した。 
 
 
 
４．研究成果 
 
（１）正常脳組織での CSD誘発数 
（個体数, 1時間あたりの CSD発生数:mean
±SD） 
 
・KCl塗布群（n=2, CSD=6.0±2.8） 
・HMGB1塗布群（n=3, CSD=0.0±0.0） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



この結果から、HMGB1のみでは CSDを
誘発できないことが明らかになった。 
 
（２）脳梗塞周辺領域での CSD自然発生 
 
・脳梗塞群（n= 3, CSD=4.9±0.9） 
 
	 脳梗塞周辺領域において、CSDが自然発
生していることが確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）脳梗塞周辺領域でのHMGB1核外放
出の有無 
 
マウス脳梗塞モデルにおいて、虚血巣周

辺領域にHMGB1核外放出が起こっている
ことが確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
HMGB1(赤)は細胞核（青）から核外放出さ
れている。 
 
 
（４）脳梗塞周辺領域へのHMGB1塗布 
 
・HMGB1塗布群（n=4, CSD=2.5±1.0） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
虚血巣周辺部（ペナンブラ）にHMGB1抗
原を塗布したが、CSD発生数の増加は認め

られず、HMGB1抗原が CSD発生を増加さ
せることはなかった。 
 
 
（５）脳梗塞モデルに対する抗HMGB1抗
体投与による CSD発生数の変化 
 
・抗HMGB1抗体投与群（n=2, CSD=2.5±
2.1） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
脳梗塞作成後、抗HMGB1抗体投与を尾静
脈投与し、CSD発生数をカウントしたとこ
ろ、CSD発生数に変化は認められなかっ
た。 
 
 
（６）研究結果のまとめと総括 
 
平成 27年度は、マウスの脳表血流量をレ

ーザースペックル血流計（以下 LSF）で可
視化する実験系を作製し、CSD伝播に伴い
発生する一過性の脳血流変化を検知すること
で、CSD発生を観察することとした。 
平成 28年度は、正常脳組織および虚血巣

辺縁領域(ペナンブラ)に種々の濃度の
HMGB1抗原を塗布し、CSD発生数がどの
ように変化するか観察した。３時間の観察時
間では CSD発生数に変化を認めなかったた
め、観察時間を延長することとした。観察時
間延長後もHMGB1抗原投与による CSD発
生数の増加は認められず、少なくとも
HMGB1抗原脳表塗布が CSDを発生させる
ことはないと結論付けた。 
平成 29年度は、抗HMGB1抗体を尾静

脈投与し、虚血巣辺縁領域における CSDを
観察したが、我々の仮説に反して CSDは減
少しなかった。これらの結果から、少なくと
も脳梗塞発症後超急性期（数時間以内）にお
いては、核外放出されたHMGB1が CSD発
生数を増加させ、梗塞巣を増悪させるという
メカニズムは存在しない可能性が示唆され
た。 
今後、脳梗塞亜急性期（発症後数日程

度）にターゲットを絞り、HMGB1と CSD
の関連を解明すべく新たな実験系を検討する
予定である。 
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