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研究成果の概要（和文）：筋萎縮性側索硬化症脊髄前角細胞での14-3-3白eta isoform発現を確認し、リン酸化
TDP43との共局在も確認した。リン酸化TDP-43の細胞質移行と前角神経細胞死関与にeta isoformの関連を指摘。
脳梗塞急性期虚血コア周辺神経細胞でのHMGB1の細胞質での局在を確認。新規脳梗塞治療法に寄与できる。対照
例29例、アルツハイマー病例84例、パ－キンソン病例8例、DLB例25例の血液中HMGB1濃度をELISA法で測定。順
に、5.4, 6.6, 10.7, 8.1ng/mlで有意に増加。オートファジ－関連物質Beclin1の頸動脈病変での発現を確認し
オートファジ－の関与を指摘した。

研究成果の概要（英文）：14-3-3 eta isoform was located in the anterior horn cells of spinal cord of 
amyotrophic lateral sclerosis. Co-localization with phosphorylated TDP43 was also confirmed. We 
pointed out the involvement of 14-3-3 protein eta isoform in the process involving phosphorylated 
TDP - 43 from the nucleus to the cytoplasm and involved in anterior horn cell death. We confirmed 
the cytoplasmic localization of HMGB1 in neurons around the ischemic core in the acute phase of 
cerebral infarction. It can contribute as a translational Research of a novel cerebral infarction 
therapy. Blood HMGB1 concentrations in blood of 29 control subjects, 84 cases of Alzheimer's 
disease, 8 cases of Parkinson's disease and 25 cases of dementia of Lewy bodies were measured by 
ELISA method( 5.4, 6.6, 10.7, 8.1 ng / ml). We confirmed localization of autophagy - related protein
 Beclin 1 in carotid arteriosclerotic lesions and pointed out the involvement of autophagy in 
arteriosclerosis.

研究分野： 老年神経科学
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１． 研究開始当初の背景 
神経細胞死を制御しうる標的物質として
14-3-3 蛋白、High Mobility Group Box 
(HMGB)1 蛋白、Beclin1 蛋白に着目した。 
14-3-3 蛋白は分子シャペロンとして、転写因
子活性，アポトーシス，細胞周期調節などに
重要である。HMGB1 は、DNA 安定化、転
写の制御を行うが、「炎症の転移」作用も有
する。それぞれに、アルツハイマ－病(AD)・
パ－キンソン病(PD)・レビ－小体型認知症
(DLB)・孤発性筋萎縮性側索硬化症（ALS）・
脊髄小脳変性症・脳梗塞・動脈硬化・神経シ
ナプス新生・脳腫瘍に対する治療応用が模索
されている。Beclin 1 はオートファジ－必須
の蛋白質で、14-3-3 蛋白が結合するとオ－ト
ファジ－は抑制され、HMGB1 との結合で活
性化する。この２物質利用でオ－トファジ－
制御可能と仮説を立てた。神経細胞死を制御
しうる標的物質において、欠落している課題
が各病態での血中 HMGB1 濃度測定と、３蛋
白（14-3-3、HMGB1、Beclin1）の共局在に
ついての解析である。 
 
２．研究の目的 
(1) 健常対照例およびアルツハイマー病(AD)、
パ－キンソン病(PD)、レビ－小体型認知症
(DLB)例の血中の HMGB1 濃度を ELISA 法
にて測定し、健常者との差異、疾患間での差
異、を明らかにする。そして、これらの病態
における炎症の関与と神経細胞死の関連を
追及する。 
 
(2) ALS の神経細胞に蓄積し封入体を形成す
るリン酸化 TDP43 を標的とした治療法開発
の基礎的検討として、14-3-3 蛋白の関与を確
認するために、免疫組織化学的検討を行う 
 
(3) 脳血管障害へのHMGB1の関与が多数報
告されているが、脳梗塞例、脳出血例、くも
膜下出血例の病理組織標本での HMGB1 の
詳細な局在を示した報告はない。治療法開発
の為に必須の研究と考え行った。 
 
(4) Beclin 1 に 14-3-3 蛋白が結合するとオ
－トファジ－は抑制され、HMGB1 と結合
すると活性化するが、それらの共局在を示
した報告はない。治療法開発の為に必須の
研究と考え、頸動脈硬化病変を用いて行っ
た。 
 
(5)脳梗塞超急性期の脳血管内治療としての
血栓回収による再開通療法時に回収した新
鮮血栓の組織標本を作製し、その血栓が心原
性血栓かアテロ－ム硬化巣由来の血栓かを
鑑別する。さらにその血栓での 14-3-3 蛋白各
isoform・HMGB・Beclin-1 の分布を免疫組
織化学を用い明らかにする。さらに、その共
局在を蛍光免疫多重染色を用い検討する。 
 

(6) 最終的に 14-3-3蛋白各 isoform、HMGB1、
Becrin1 の多岐にわたる作用機構（アポト－
シス、オ－トファジ－、神経新生への関与）
の全体像を反映する局在を確認し、各病態ご
との治療応用への指針（①AD でのアポト－
シス・炎症抑制・シナプス新生新生促進、②
脳梗塞急性期治療での抗 HMGB1 抗体療法
の適応濃度、③頸動脈硬化でのオ－トファジ
－制御至適濃度など）につながる研究を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)健常対照例 29例、AD例 84 例、PD例 8例、
DLB例 25例の血液中HMGB1濃度をELISA法で
測定する。 
 
(2)抗 14-3-3 蛋白各 isoform 抗体（合計 8抗
体）・抗 HMGB1 抗体・抗 Beclin-1 抗体を一次 
抗体とし、ALS 例、脳梗塞例、頚動脈内膜剥
離組織、脳血管などの病理組織標本を用い免
疫組織化学的検討を行う。蛍光 2重染色にて
共局在の詳細な検討を行う。 
 
４．研究成果 
(1)健常対照例 29例、AD例 84 例、PD例 8例、
DLB例 25例の血液中HMGB1濃度をELISA法で
測定した結果は、健常対照例 5.4 ng/ml, AD
例 6.6 ng/ml, PD 例 10.7 ng/ml, DLB 例
8.1ng/ml であった。PD例が最も高値で、次
いでDLB例、AD例、健常対照例の順であった。
AD例でも健常対症例よりはHMGB1血中濃度が
高値であり AD 脳内での炎症反応を反映して
いる可能性がある。PDと DLB は両者を併せて
レビ－小体病と分類される。AD 例よりこの
PD 例と DLB 例（レビ－小体病例）が HMGB1 血
中濃度がより高値である事は、今回我々が初
めて指摘した。血中 HMGB1 濃度はレビ－小体
病と最も関連する可能性がある。レビ－小体
はαシヌクレインが主要構成成分である。レ
ビ－小体病では脳内だけでなく全身の末梢
神経終末にもαシヌクレインが蓄積する。炎
症や酸化ストレスが関与していると報告さ
れており、大脳以外の広範囲は障害分布が血
中HMGB1濃度高値に関与している可能性があ
る。現在論文作成中。 
 
(2)神経細胞死と 14-3-3 蛋白の関連で、正常
対照例と 10 例の ALS の脊髄前角細胞での
14-3-3 白 eta isoform 発現をヒト剖検脳で確
認した。正常対照例の脊髄前角細胞では微細
顆粒状のわずかな局在のみを認めた。ALS の
前角細胞の細胞質では斑状に局在していた。
孤発性ALSの脊髄前角細胞死に重要と考えら
れているリン酸化 TDP43 と、eta isoform の
共局在も確認した。その共局在の特徴として
は、細胞質の斑状構造物では共局在していた
が、孤発性 ALS の病理的特長であるリン酸化
TDP-43 陽性封入体では 14-3-3eta isoform は
共局在していなかった。つまり凝集したリン
酸化 TDP43 とは eta isofoem は共局在しない
ことになる。凝集する前段階のリン酸化



TDP-43 が核より細胞質に移行し前角神経細
胞死に関与する課程に 14-3-3 蛋白 eta 
isoform の関与する可能性を指摘した。Brain 
Research に掲載。 
 
(3)脳梗塞急性期の虚血コア周辺の神経細胞
で、10 例中 3例に HMGB1 の細胞質での局在を
確認した。この３例の発症より剖検までの期
間は、4,11,29 日であった。陳旧性脳梗塞例
では空洞化周囲の脳実質内 CD68 陽性細胞の
一部に HMGB1 の局在を認めた。脳出血急性期
例の血腫周辺でHMGB1陽性細胞を多く認めた。
くも膜下出血例では血腫周囲の脳実質に
HMGB1 の局在は認めなかった。血腫に埋没し
ている脳血管壁内の細胞でのHMGB1の局在を
確認した。抗 HMGB1 中和抗体による脳梗塞治
療の可能性が指摘されている。今回の結果に
より、その投与時期を慎重に考慮する必要性
を指摘した。新規脳梗塞治療法の橋渡し研究
として寄与できる。脳梗塞慢性期でも HMGB1
の局在を認めることより炎症が継続してい
る可能性があり、血管性認知症との関連が示
唆された。くも膜下出血後の血管攣縮に
HMGB1 の関与が指摘されているがそれを支持
する所見を認めた。Histology and  
Histopathology に掲載。 
  
(4)オートファジ－関連物質である Beclin1
の頸動脈硬化病変での発現を確認し、マクロ
ファ－ジと形質転化した血管平滑筋細胞に
局在していることを確認した。Beclin1 と
14-3-3 蛋白、Beclin1 と HMGB1 の共局在を確
認した。現在論文作成中。 
 
(5)血管内治療にて回収した血栓の組織固定
が困難であったため、ろ紙を用いた組織固定
手技を確立した。脂肪組織含有アテロ－ム血
栓性動脈硬化巣血栓と、含まれていない心原
性塞栓とを判定した。14-3-3 蛋白、HMGB1、
Beclin-1 で免疫組織化学分析し少数例で
HMGB1 陽性所見を認めた。血栓形成に HMGB1
の関与が示唆された。現在論文作成中。 
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