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研究成果の概要（和文）：HMGB1は、壊死細胞核から細胞外へ放出されるサイトカイン分子である。我々は、
HMGB1を標的とする抗体医薬を発想し、脳出血、硬膜下出血動物モデルを用いて、抗HMGB1抗体の劇的な脳出血後
遅発性脳損傷及び脳血管攣縮の抑制作用を明らかにした。HMGB1の放出によって、脳出血誘発性の二次炎症反応
に関連することが確認された。硬膜下出血における血管壁の平滑筋細胞から放出されたHMGB1 の働きで血管の収
縮を誘導する受容体の発現量が上昇することを示した。抗HMGB1抗体はBBB構造・機能の保護を中心として多数の
炎症応答反応を抑制することで、出血性脳卒中の脳障害の進行を止め、脳を保護したことを解明した。

研究成果の概要（英文）：High mobility group box1(HMGB1) originally identified as an architectural 
nuclear protein exhibits an inflammatory cytokine-like activity in the extracellular space. We 
showed that treatment with anti-HMGB1 monoclonal antibody (mAb) remarkably ameliorated delayed 
cerebral vasospasm and brain injury induced by cerebral hemorrhage　in rats, even when the mAb was 
administered after cerebral hemorrhage. Our results indicated that anti-HMGB1 mAb efficiently 
inhibited the development of delayed brain injury brain through the block HMGB1 translocation and 
protection of blood-brain barrier (BBB) structure in the cerebral hemorrhage region.

研究分野： 薬理学関連、臨床薬理学、創薬研究
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、出血性脳障害のメカニズムに、障害によって細胞内から放出されるタンパク質HMGB1が関与するこ
とを明らかにした。更に、出血性脳障害の早期における抗HMGB1抗体の優れた治療効果が確認された。出血性脳
卒中は死亡率が高く、後遺症も重篤です。特にくも膜下出血を引き起こす遅発性血管攣縮が重大な後遺症の原因
となることが多い。これまで、脳内出血による神経、血管障害を抑制する薬物は開発されておらず、抗HMGB1抗
体による治療法は実用化に向けた研究が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
脳血管障害は日本人の死因の第３位を占め、寝たきり要介護の 1番の原因である。脳出血は

一旦発症すると約 1/3 の方は重い後遺症が残り、1/3 の方が亡くなる。その結果、患者 ・ 家
族の日常生活回復や社会復帰に要する負担は膨大なものとなり、社会的損失も極めて大きいも
のがある。現在、脳内及び硬膜下出血の急性期治療法として、血腫除去の外科手術が実施され
るが、随伴する脳浮腫に対するエビデンスを伴う薬物治療法はない。脳損傷が炎症反応の関与
によって、初期の限局性コアから相対的範囲に向かって拡大形成されることに注目し、この炎
症応答過程を標的とする創薬を開始した。まず、起炎性の活性物質 High mobility group 
box1(HMGB1)と関連タンパクファミリーに注目し、それらに対する特異的単クローン抗体を作製
した。その結果、ラット中大脳動脈 2 時間閉塞・再灌流の脳梗塞モデル及び脳外傷モデルにお
いて、臨床治療状況を模倣した脳損傷後の末梢静脈内投与法で、極めて有効に働く抗体を見出
した。脳卒中は、 虚血性と出血性に大別できるが本研究では出血性脳損傷（脳内及び硬膜下出
血）動物モデルを用いて、出血性脳卒中に対する抗 HMGB1 単クローン抗体の評価を行い、汎用
性治療薬としての可能性を検討した。 
 
２． 研究の目的  
損傷組織また壊死に向かっている細胞から放出される分子は炎症反応の誘導に関与するダメ

ージ関連分子パターン(damage-associated molecular patterns DAMPs)と呼ばれる。HMGB1 は
代表的な DAMPs の一つである。出血性脳卒中は，予後不良となる率の極めて高い疾患であり，
病理・病態形成に関わる組織・細胞・分子レベルでの機序の解明とともに，真に有効な脳卒中
の治療薬が望ましい。近年、HMGB1 は敗血症、急性肺障害、リウマチ等炎症性病態の誘導、進
行と関連があることが明らかにされている。さらに脳卒中における HMGB1 の病理学的役割が注
目される。健常成人と比較し、虚血性脳卒中患者の血清中 HMGB1 は高レベルであることも報告
された。これまでの研究結果より、神経細胞から放出される細胞核内タンパク質 HMGB1 が、血
液脳関門の破綻と炎症性サイトカイン産生の誘導に働くことを明らかにしました。また、HMGB1 
の働きを中和する抗 HMGB1 抗体は、HMGB1 の放出を抑制するとともに抗炎症作用を発揮し、そ
の結果、神経細胞死と麻痺症状を抑えることがわかった。HMGB1 は出血性と虚血性脳卒中にお
ける共通点がある重要な因子として働くことが考えたことから出血性脳卒中の動物モデルを用
いて、抗 HMGB1 単クローン抗体の治療効果の評価及びメカニズムの解析目的とした。 
 
３．研究の方法 
①ラットの脳内及び硬膜下出血モデルを作製した 
脳実質出血好発部位である線条体へコラゲナーゼを微量投与することにより脳実質出血モデル
を作成した。ラット頭蓋骨に小穴を開け、硬膜下に 27G 針を挿入し，動脈より採取した。 0.3ml 
の自家血を 3分間かけて 注入し、硬膜下出血モデルを作成した。両者とも X 線 CT 装置で血
腫を確認し、一定の神経症状を呈する個体を選別し、抗 HMGB1 単クローン抗体の治療効果を評
価した。 
  
②出血性脳卒中後、生体内における HMGB1 の変化を測定した 
ELISA 法を用いて、HMGB1 の血液中レベルを確認し、損傷部位の脳組織中 HMGB1 の含量測定に
は Western blotting 法を用いた。 
 
③出血性脳卒中における HMGB1 の脳内局在を確認した 
特異抗体による免疫組織化学的検出で、出血、非出血部位、ペナンブラ領域における HMGB1 と
関連因子の発現とその時間的変化について情報を得た。 
 
④HMGB1 と出血性脳卒中遅発血管攣縮の関連性を検討した 
HMGB1 の検出は特異的抗 HMGB１抗体を使用した。血管平滑筋細胞、アストログリア、ミクログ
リア細胞のマーカーとして SMA、GFAP、Iba1 を用いて二重蛍光染色した。 
 
４．研究成果 
（１）脳内出血 24 時間後 HMGB1 の血中濃度は明らかに上昇した。一方、損傷部位の脳組織中
HMGB1 の含量が低下した(図 1)。すなわち、脳内出血後、HMGB1 は損傷組織から血中へ移行する
ことを確認できた。これらの知見から脳卒中後には脳損傷による HMGB1 の放出という共通点が
あることが示唆された。このような HMGB1 の移行は抗 HMGB1 単クローン抗体の投与で有意に止
められた（図１）。 
 



 
（２）HMGB1 の免疫染色は mouse anti-HMGB1 抗体または rabbit anti-HMGB1 抗体を使用した。
免疫染色の結果より、健常ラット脳における HMGB1 は神経細胞の核内に拡散的に局在している
が、脳血腫の周囲領域で、神経細胞の核内に局在している HMGB1 は細胞外へ移行した。脳血腫
の周囲領域において神経傷害因子と言われる活性化ミクログリアの細胞数の増加が確認された。
このような高発現量の活性化ミクログリアが抗 HMGB1 単クローン抗体の投与で減少した。抗
HMGB1 単クローン抗体の投与は脳出血後の炎症反応を著明に抑制した。（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
硬膜下出血の場合は、血管の収縮とともに拡張能を持つ血管壁における平滑筋細胞から HMGB1
が細胞外へ放出する像が見られた(図３)。細胞外へ移行した HMGB1 の働きで血管の収縮を誘導
する受容体の発現量が上昇することを確認できた。細胞外へ移行した HMGB1 は遅発血管攣縮に
繋がる要素として働くことが考えられる(図４)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）細胞外へ移行した HMGB1 の働きで血液―脳関門の破綻、脳浮腫の進行、遅発血管収縮の
促進、これら一連の増悪が確認できた。抗 HMGB1 単クローン抗体を投与することによってこれ
らの変化はほぼ 100％抑制された。HMGB1 は、出血性脳卒中における初期の炎症メディエータと
して重要な役割を果たすことが考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
遅発血管攣縮に対する抗 HMGB１単クローン抗体の有効治療時間帯の検討で、発症後３時間まで
治療が有効であることがわかった。以上の結果より、抗 HMGB1 単クローン抗体投与は、HMGB1 の
放出を抑制するとともに抗炎症作用を発揮し、その結果、BBB の構造と機能維持に働き、脳内
炎症及び遅発血管収縮を抑制するによって出血性脳卒中の進行を止めれた。抗 HMGB1 抗体治療
法は脳卒中の三つのタイプの急性期の優れた治療法となる可能性が示された。 
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