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研究成果の概要（和文）：High Mobility Group Box 1（HMGB1）は，炎症刺激時に細胞外へと分泌される。以
前，我々は分泌HMGB1が炎症の増悪に関わるだけでなく，創傷治癒の初期炎症において重要であると報告してい
るが，メカニズムは不明である。本研究では，抜歯窩の幹細胞と遺伝子発現量を検討した。その結果，抗HMGB1
抗体群の炎症性サイトカイン，幹細胞のマーカーおよび遊走に関連する遺伝子発現は減少していた。また，M1マ
クロファージを減少させ，CCL2およびCCR2の遺伝子発現量も減少させた。今回の研究では，MGB1がM1マクロファ
ージの分極およびCCL2産生を促進することが今回の研究で明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：HMGB1 is released from a variety of cells into the extracellular milieu in 
response to inflammatory stimuli. We reported that secreted HMGB1 is involved in wound healing after
 tooth extraction, however, we still do not know the detailed mechanism. In this study, we examined 
that gene expression levels and MSC localization around tooth extraction sockets. The gene 
expressions related to inflammation, MSC recruitment, MSC markers, bone regeneration were increased 
after murine tooth extraction, and there were decreased in the anti-HMGB1 antibody administration. 
The localization of Nanog positive cells was low in anti-HMGB1 antibody administration group 
compared to the control group. Anti-HMGB1 administration decreased the ration of M1 macrophages and 
it also decreased CCL2 and CCR2 gene expression. These results suggested that HMGB1 promotes M1 
macrophage polarization and CCL2 production and then may cause MSC recruitment during wound healing 
after tooth extraction. 

研究分野： 歯周治療系歯学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HMGB1は，敗血症や脳疾患などに対して抗HMGB1抗体を投与する臨床研究も盛んに行われている。近年では組織修
復にも関与することが報告されてきた。我々はこれまでに抜歯窩の治癒過程においてHMGB1を阻害すると，治癒
遅延を起こすことを明らかとした。本研究はそれをさらに発展させ，抜歯後に分泌されたHMGB1はマクロファー
ジのM1への分極を促し，さらにCCL2の産生を介して幹細胞の遊走に関わることが明らかとなった。
高齢者や免疫が低下した患者は治癒が遅延することが報告されている。今後このような免疫低下した患者に対し
て，HMGB1を投与する新たな再生療法へとつながる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

非ヒストン DNA 結合蛋白質である HMGB1（High Mobility Group Box 1）は，核内において転
写の調整に関わる。しかし，炎症刺激時に細胞外へと分泌されるユニークな一面を有する。分泌
された HMGB1 は炎症メディエータとして炎症の増悪，遷延化に関与することが知られている。
従って HMGB1 の機能を抑制することにより炎症の改善が期待できると考えられている。申請
者らは HMGB1 の機能を抑制するため抗 HMGB1 抗体をマウスに投与し，その効果を検討して
きた。抗 HMGB1 抗体投与マウスでは歯周炎の遷延化が抑制された（Yoshihara-Hirata C, et al., 
Infect Immun, 2018）。その一方で，抗 HMGB1 抗体投与マウスの抜歯を行うと治癒が遅延した。
抗体投与群の抜歯窩では HMGB1 の分泌が減少し，それに伴い好中球，マクロファージの遊走が
減少した。血管新生，新生骨量も有意に低下した（Aoyagi H, et al., J Cell Biochem. 2018）。このこ
とから，分泌 HMGB1 は炎症の増悪に関わるだけでなく，創傷治癒の初期炎症において重要な働
きをすることが考えられる。しかし，分泌 HMGB1 がどのようなメカニズムで創傷治癒に関与す
るのか，その詳細なメカニズムについては依然不明な点が多い。 

２．研究の目的 

本研究の目的は，HMGB1 が抜歯窩創傷治癒にどのような影響を及ぼしているのか詳細を検討
することである。具体的には，マクロファージの分極，幹細胞への影響などを分子生物学的，組
織学的に検討することである。 

３．研究の方法 

本研究では実験初期の段階で下記の計画を立てた。 

（１） 骨折モデルマウス作成し，リコンビナントHMGB1タンパクおよびコントロールとして
PBSを徐放性ゲルに浸透後骨折部に埋入する。その治癒過程を組織学的に比較検討する。 

（２） HMGB1が，骨折治癒過程にどのように関与しているか，そのメカニズムを解明するため
に，網羅的遺伝子解析および遊走細胞の機能解析を行う。 

実際に骨折モデルを作成し，分子イメージング解析，μCT解析を行ったが，個体差のばらつき
が大きく再現性が得られなかった。そこで，本研究室で再現性が得られていた抜歯モデルに修正
し，下記の実験を行った。 

（１） マウス抜歯モデルの抜歯窩での経時的遺伝子変化を定量PCR法で確認する。 

（２） 両群の抜歯窩の免疫染色を行い幹細胞の局在を確認する。またフローサイトメトリー法
にて幹細胞の割合を測定する。 

（３） コントロール群（コントロール抗体投与群）および実験群（抗HMGB1抗体投与群）を作
成し，抜歯を行う。それぞれのマウスの抜歯窩での経時的遺伝子変化を定量PCR法で確
認する。 

４．研究成果 

マウス抜歯窩組織の定量 PCR
の結果，炎症性サイトカイン（IL-
1β，CXCL2）は抜歯後 1 日，幹細
胞遊走に関わる遺伝子（CCL2，
TGF-β）は抜歯後 3，5 日，幹細
胞マーカー遺伝子は抜歯後 7 日
目，再生に関わる遺伝子は抜歯後
5，7日目に発現があがることが明
らかとなった。従って，抜歯直後
に炎症が生じ，その後幹細胞を遊
走するためのケモカイン産生，幹
細胞の遊走，組織の修復へとつながることが示唆された。 

 

 

 



 次にコントロール群および抗 HMGB1 抗
体投与群の抜歯窩において幹細胞（Nanog 陽
性細胞）の局在を免疫染色法で確認した。その
結果，コントロール群では幹細胞が抜歯窩に
多く局在したのに対して，抗 HMGB1 抗体投
与群ではその局在は明らかに減少していた。
また，抜歯窩の組織を用いてフローサイトメ
トリーを行った結果，コントロール群と比較
して抗 HMGB1 抗体投与群では，幹細胞マー
カー陽性細胞の割合が有意に減少していた。
このことは，HMGB1 の機能を阻害すること
により，幹細胞の遊走数が減少することを示
している。 

次にコントロール群および抗 HMGB1 抗
体投与群の抜歯窩の遺伝子発現の違いを定
量 PCR で確認した。その結果，抗 HMGB1
抗体投与群では幹細胞マーカー（Oct-4，
Nanog），骨マーカ―（RUNX2），血管新生
（CD44）に関わる遺伝子発現量が減少して
いた。これらの中でも幹細胞の遊走に関わる
ケモカインである CCL2 の遺伝子発現が，
抗 HMGB1 抗体投与によって減少している
ことに注目した。 

仮説：HMGB1 がマクロファージに CCL2 の発現を促し，幹細胞の遊走を促進する 

そこで次の実験計画を立てた。 

（１） HMGB1はマクロファージの分極（M1/M2）に関与する 

（２） M1マクロファージはCCL2の産生し，幹細胞の遊走を促す。 

フローサイトメトリーの結果，抗 HMGB1 投与
により M1 マクロファージの割合は減少した。
次に定量 PCR 法にて CCL2 および CCR2 の発
現量を測定した。その結果，抗 HMGB1 投与に
より双方の発現量が有意に減少することが明ら
かとなった。また免疫染色の結果からの，抗
HMGB1 投与により CCL2 陽性細胞の割合は減
少していることがわかった。 

これまでの結果をまとめると，抜歯窩周囲組織
から HMGB1 が分泌され，初期炎症が生じるが，
その際局在するマクロファージは M1 マクロファ
ージが主体であることが予想された。M1 マクロ
ファージは CCL2 を発現し，幹細胞の遊走を促進
することが明らかとなった。 

HMGB1 は炎症メディエータとして機能
するが，抜歯後の初期炎症においては治癒
を促進するために重要な役割を果たす。そ
の際に HMGB1 が M1 マクロファージの分
極および CCL2 産生を促進することが今回
の研究で明らかとなった。しかし，炎症が
持続すると，治癒不全が起こる。CCL2 は
M1 マクロファージを M2 に分極させ，炎症
を軽減することも報告されている（Zhuang Z, et al., J DENT RES, 2019）。従って，HMGB1 が
マクロファージの M1 分極を促したのち，M1 マクロファージから産生される CCL2 は幹細胞遊
走のみならず，M2 マクロファージへの分極を促す，いわば“炎症のブレーキ”になっている
可能性がある。今後我々は，抜歯が治癒過程において CCL2 が M2 マクロファージへの分極を
促進し，炎症が減少しているのかを引き続き検討する予定である。 
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