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研究成果の概要（和文）： 

 High mobility group box-1（HMGB1）は、組織障害に由来する炎症惹起物質として、今大き
な注目を集めている。研究者は、これまで取り組んできた脳虚血や脳血管攣縮に対する抗 HMGB1
抗体の治療効果に大きなヒントを得て、現在治療法のない交通事故や転落事故後の脳外傷に対
する抗体治療の応用について検討した。 
 その結果、ラットの脳外傷後に局所の神経細胞の核から細胞外へと HMGB1 が放出されること、
HMGB1 の活性を抗 HMGB1 抗体の投与で中和すると、血管－脳関門の破綻が抑制され、脳浮腫を
著明に抑制できることを実験的に証明した。抗 HMGB1 抗体による脳外傷治療は有望である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
High mobility group box-1（HMGB1）has been paid much attention as an important 

damage-associated molecular pattern. I established anti-HMGB1 antibody therapy for 
ischemic brain injury and brain vasospasm. In the present study, I examined whether 
anti-HMGB1 antibody therapy may exert beneficial effects on traumatic brain injury in 
rats. The results showed that HMGB1 in neurons at injured site was translocated and 
released into extracellular space. The administration of anti-HMGB1 antibody inhibited 
the disruption of blood-brain barrier and resulting brain edema. Anti-HMGB1 antibody 
therapy will be beneficial for the treatment of traumatic brain injury.  
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１．研究開始当初の背景 

脳外傷は、各種事故を最大の原因とし、脳

外科臨床あるいは救急医療において頻繁に

遭遇する疾患病態である。しかし、脳外傷に

よって生じる脳浮腫と随伴する神経障害に

対しエビデンスのある有効な治療法は、現在

存在しない。申請者は、これまで脳虚血とそ

の後に発生する脳梗塞の研究に従事し、ラッ

トモデルで脳虚血急性期には、脳神経細胞か

ら Damage-associated Molecular Patterns

の一つである新規サイトカイン HMGB1 が細

胞外に放出され、血液-脳関門（BBB）の破綻

を惹起することを見出している。この時、自

家作製した中和活性を有する抗 HMGB1 単ク

ローン抗体を治療薬として投与すると、脳梗

塞巣のサイズを著明に縮小し、運動麻痺の神



経症状を劇的に改善することを報告した

（Liu et al, FASEB J, 2007）。これらの知

見は、脳虚血時に神経細胞から放出される

HMGB1 が、BBB 破綻を介し脳内炎症を促進し

ていることを強く示唆している。さらに、ウ

サギのクモ膜下出血後脳血管攣縮モデルで、

抗 HMGB1 抗体治療が血管攣縮を著明に防止

できることを示した。これらの脳血管疾患に

対する治療法の開発は、特許としても成立さ

せた（特許第3876325号,PCT/JP2006/ 320346, 

WO2007/049468,脳梗塞抑制剤,西堀正洋他；

特許第 3882090 号, PCT/JP2006/320346, WO 

2007/049468,脳血管攣縮抑制剤,西堀正洋

他）。その後、アテローム動脈硬化症炎症巣

における HMGB1 の単球浸潤と血管内皮細胞

活性化に果たす役割と、抗 HMGB1 抗体の治療

効果を合わせて示した（Kanellakis et al, 

ATVB,in press; 特願 2009-223472）。これら

の特許群は（独）科学技術振興機構より高い

評価を受け、戦略的支援の対象として認定

（G010-0040）された。さらに、（社）発明協

会からは、脳梗塞の新規抗体治療法の発明に

対し、平成 21 年度 21 世紀発明奨励賞が与え

られた。このように、炎症反応制御のための

適切な標的分子の発見と、動物モデルでの抗

体薬の薬効評価という申請者らの手法は、極

めて有効に働いてきた。 
脳虚血時と脳外傷時に生じる BBB の変化

は、電子顕微鏡観察による形態観察レベルで
きわめて類似していることがわかってきた。
そこで、申請者はラットの液体パーカッショ
ン脳外傷モデルを使ってパイロット的に神
経細胞 HMGB1 の動態を観察したところ、脳虚
血時と酷似するトランスロケーションパタ
ーンを得た。 

 
２．研究の目的 
脳外傷は、各種事故を最大の原因とし、救

急医療あるいは脳外科臨床において頻繁に
遭遇する疾患病態である。しかし、脳外傷に
よって生じる脳浮腫と随伴する神経障害に
対しエビデンスのある有効な治療法は、現在
存在しない。申請者は、脳虚血時の血液―脳
関門（BBB）の構造破壊（アストログリア細
胞の終足腫脹と、基底膜からの解離）と脳外
傷後のそれとが形態的にきわめて類似して
いることに着目した。すでに脳虚血急性期に
は、脳神経細胞から Damage-associated  
Molecular Patternsの一つである新規サイト
カイン HMGB1 が細胞外に放出され、BBB の破
綻を惹起することを見出している。本研究で
は、１）脳外傷時に HMGB1 が同様の動態を示
すかどうか、２）血清 HMGB1 がヒト脳外傷の
マーカーとして有効かどうか、３）抗 HMGB1

抗体が脳外傷治療に有効かどうかを検討す
る。 
 

３．研究の方法 
ラットの液体パーカッション脳外傷モデ

ルを用いて、脳外傷における HMGB1 動態と抗
HMGB1 単クローン抗体の治療効果を評価する。
個々のラットに対する衝撃の強さは、個体ご
とにモニター後、無作為割付し、さらに対照
群と抗体治療群は評価者がブラインド評価
となるよう計画する。まず、受傷局所とその
周辺領域における神経性 HMGB1 の動態を共
焦点レーザー顕微鏡観察で明らかにする。脳
血管透過性の評価はアルブミン漏出定量で
実施する。脳挫傷に伴う神経症状の評価は、
ロータロッド法、シリンダー法、スコアリン
グ法を併用して行なう。BBB の構造変化は、
透過型電子顕微鏡観察で評価する。その他、
局所の神経細胞死数、ミクログリア、アスト
ログリアの活性化をそれぞれマーカーを用
いて定量化する。ラットモデルおよび脳外傷
患者血中に逸脱する HMGB1 を定量し、脳傷害
の程度と血中レベルの上昇の相関関係を解
析する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
上の写真に示したのは、脳虚血時の BBB 透

過性亢進とその時の毛細血管微細構造変化
の電子顕微鏡像である。この BBB 構造変化が
遊離された HMGB1によってもたらされること
を、in vitro BBB システムを利用すること
で、証明した。抗 HMGB1抗体の投与によって、
BBB の構造変化と透過性亢進が、著明に抑制
された（Liu et al, FASEB J, 2007）（写真
右）。本研究における脳外傷モデルでも同様
の BBB構造破綻が生じることが強く予想され
る。 
 
(1)Wister 系雄性ラットを用いて、パーカッ
ションインジュリー装置で麻酔下に脳打撃
傷害を作製する。衝撃の強さは、圧トランス
デューサーでモニタリングする。急性期に中
等度の麻痺症状を呈する条件を決定する。受
傷直後とさらに6時間後に抗HMGB1抗体を投
与する。対照動物には、抗 Keyhole limpet 
hemocyanin 抗体を投与する。投与用量は、



脳梗塞で著効を示した 200μg/rat (約 800 
μg/kg) を標準用量としてスタートし、さら
にその 2/3 あるいは 1/3 量でも試みる。実験
のデザインとして、モデル作製（大学院生、
大熊佑）、抗体投与（劉克約助教）と神経症
状評価（実験補助者）をそれぞれ別の人が担
当するようブラインド化し、先入観が入らな
い設計とする。 
 
(2)神経学的評価は、受傷後経時的に麻痺症
状シリンダー法およびロータロッド法で運
動麻痺症状を定量する。   
 
(3)受傷後、脳標本を組織学的検討用（大熊
佑院生担当）に作成する。受傷後の時間とし
て、6、12、24 および 72 時間後の変化を経
時的に検討する。ペントバルビタールナトリ
ウムによる深麻酔科下に、経心臓的にホルマ
リン灌流で脳を固定し、パラフィン包埋切片
を作製する。脳の薄切切片をヘマトキシリン
ーエオジン染色あるいは、HMGB1,GFAP, 
MAP2,Iba1 などの多重染色を施す。抗体効果
は、神経細胞数、壊死領域の面積、海馬の遅
発性細胞死、グリオーシス、ミクログリア細
胞活性化等を指標として評価する。 
 
(4) 受傷後、エバンスブルーを経静脈投与し、
脳血管透過性を測定する（下写真）。静注後
３時間後に、深麻酔下に心臓より生理食塩水
を灌流し、血中色素を除去する。虚血側と非
虚血側に脳を分離し、脳組織を処理する。脳
ホモジネートからエバンスブルーを酸抽出
し、定量する。脳湿重量当りの色素量を算出
し、抗体による治療効果を評価する。 
 
(5)脳外傷後のHMGB1動態の全容を明らかに
する。電子顕微鏡標本を作製し、外傷後の
BBB 形態変化をアストロサイトのエンドフ
ィート腫脹、基底膜からの遊離、内皮細胞
タイトジャンクションの解離に注目し評価
する。抗体効果を BBB の形態維持の観点で
評価する。 
 
(6)脳外傷モデルラットから経時的に採血
し、血漿中 HMGB1 を Elisa を用いて測定す
る。脳傷害に用いる衝撃の強度と血漿中
HMGB1 の上昇の程度について相関の有無を
解析する。 
 
(7)下の写真に示すように、脳虚血により血
管透過性が亢進した脳部位では、脳実質内
に漏出したアルブミンをエバンスブルーの
蛍光によって観察することができることに
申請者は気付いた。実際、その蛍光がアル
ブミンに移動を示していることは、抗アル
ブミン特異抗体による二重染色で確認した
（下マージ写真）。非常に驚いたことに、漏

出したアルブミンの大部分は、虚血部位の
神経細胞に取り込まれていた。同様のアル
ブミン動態を脳外傷局所で監察し、抗体投
与効果を評価する。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(8)抗HMGB1の有効治療時間帯を決定するた
めに、受傷後の治療開始時間を、直後、3
時間後、6時間後とし、血管透過性の亢進を
指標に結果を評価する。 
 
４．研究成果 
申請者は、中大脳動脈の 2時間閉塞・再灌

流によって生じるラット脳梗塞に対し、代表
的組織損傷由来警告信号分子である High 
Mobility Group Box-1 (HMGB1) を標的とす
る抗体医薬が極めて優れた効果を示すこと
をすでに明らかにしてきた。抗体の作用機序
解析と内因性 HMGB1 の作用解析の結果、虚血
障害によって神経細胞の核から放出される
HMGB1 が、脳組織に特有の血液―脳関門（BBB）
血管構造に働き、BBB の機能ならびに構造破
綻につながることを実験的に証明してきた。
上記の知見から、脳虚血と同様の BBB 破綻を
来たす可能性のある疾患病態として脳外傷
時の脳浮腫を考え、本研究に取り組んだ。ま
ず、Wister 系雄性ラットを用いて、パーカ
ッションインジュリー装置で麻酔下に脳打
撃傷害を作製した。受傷圧を 2.2-2.6 Atm と
することで、中等度の神経障害モデルを作製
した。受傷部位の HMGB1動態を観察した結果、
受傷直後から神経細胞内特異的にトランス
ロケーションが生じていた。受傷直後とさら
に 6時間後に抗 HMGB1 抗体を尾静脈から投与
した。受傷 6時間後に脳血管透過性をエバン
スブルー色素の脳内漏出で評価したところ
著明な抑制が観察された。抗体の効果は 0.33 
mg/kg、0.66 mg/kg、1 mg/kg と用量依存的
であり、治療有効時間帯は受傷後 3時間と推
定された。ヘマトキシリン・エオジン染色で
打撃局所を観察すると、対照動物では 24 時
間後に細胞死に陥った神経が多数観察され
たのに対し、抗 HMGB1 抗体治療群では、神経
細胞死が著明に抑制されていた。以上の知見
から、脳外傷後の脳浮腫はこれまで考えられ
てきた以上に生物学的生体反応の性質を持
っており、その反応を担う因子として HMGB1
が極めて重要であることが明らかになると
共に、抗 HMGB1 抗体治療が有望な治療法とな



りうることが示された。 
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権利者：岡山大学 
種類：特許 
番号：特願 2012-129232 号 
出願年月日：2012 年 6 月 6日 
国内外の別：国内 
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名称：B細胞悪性リンパ腫治療薬 
発明者：西堀正洋 外6名 
権利者：岡山大学、医療法人創和会 
種類：特許 
番号：特許第5224325号 
取得年月日：2013年3月22日 
国内外の別：国内 
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