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研究成果の概要： 

わが国では、脳血管障害は死因上位を占め、有効な治療法開発が望まれて久しい現状である。

申請者らは、起炎性の新規活性物質 HMGB1 に注目し、特異的抗 HMGB1 単クローン抗体の治療法を

開発した。ラット中大脳動脈 2時間閉塞再灌流の脳梗塞モデルを用いて、単クローン抗体の治療

効果及びメカニズムを検討した。その結果、抗 HMGB1 単クローン抗体の末梢投与は脳梗塞巣を縮

小し、運動麻痺症状を改善し、脳浮腫の進行を止めることが示唆された。虚血側の特定の視床下

部領域、特にストレス応答に関連する脳部位で、HMGB1 が発現誘導されていることが分かった。

これらの知見は、虚血再灌流の脳障害に対する、抗 HMGB1 単クローン抗体の有効性を強く示唆す

る。 
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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、その内約 60 ％は脳梗塞によるものであ

る。一旦脳梗塞を発症すると壊死した脳組織

の機能が損なわれるため、たとえ生命を取り

留めた場合でも運動麻痺、感覚障害、言語障 

害あるいは認知障害など重大な後遺症を残

す場合が多い。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、脳梗塞の急性期治療薬とし

て、組換え体 t-PA やラジカルスカベンジャ

ーのエダラボンが臨床応用されているが、有

効治療時間帯の制限や虚血再灌流障害ある

いは副作用等の問題があり、真に有効な治療

法開発が望まれて久しい。 

HMGB1 はヒトの単球を刺激して ICAM-1 の発

現を増加させた。単クローン抗体を添加する

と、抗体濃度依存性に増加を抑制した。 

  

２．研究の目的  

申請者らは、脳梗塞巣が起炎性応答の関

与によって、初期の限局性コアから相対的

虚血部に向かって拡大形成されることに注

目し、この梗塞巣拡大過程を標的とする創

薬を開始した。まず、起炎性の新規活性物

質 HMGB1 と関連タンパクファミリ-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 時間閉塞再灌流モデルにおいて病巣指向

性があり、それ自身で梗塞抑制に極めて有

効に働く抗 HMGB1 単クローン抗体を見出し

た。 

 

 

 

(2) 脳梗塞巣体積及び運動機能の評価 

①虚血再還流後 24 時間あるいは 48 時間に

脳を取り出す。視交差と乳頭体尾端との間

で脳を２ｍｍの厚さにスライスし、TTC 染

色をし、脳梗塞巣の体積を測った。 

②運動機能はロタロッドテストにより評価

を行った。回転のスピードにより運動機能

を 3 段階に分けた。手術の３日前、動物に

学習をさせて、再還流後 6 時間、12 時間、

24時間各時間でテストを行い、同時に点数

をつけて片麻痺症状を評価した。 

 

３．研究の方法 

ウィスター系雄性ラットを用いて、吸入

麻酔下にシリコンコーティングした 4.0 ナ

イロン糸の塞栓子を内頚動脈に挿入し、中

大脳動脈起始部を２時間閉塞した後、再灌

流した。再灌流直後、６時間後に抗 HMGB1

抗体または対照抗体を投与し（200 ㎍

/kg/iv）治療効果を比較検討した。 

(3)HE 染色及び HMGB1 の免疫染色による組

織学的評価 

(4)血管透過性、MMP 活性、ミクログリア活

性化の変化 

虚血再還流 3時間後、血管透過性をエバン

スブル－漏出を指標として抗HMGB1単クロ

ーン抗体の効果を評価した。Gelatin 

zymography 法により、虚血側と非虚血側の

マトリックス分解酵素(MMP-9, MMP-2)を検

出した。 

(1)1 種類の単クローン抗体の特性の検討 

抗 HMGB1 単クローン抗体(#10-22)は、HMGB1

抗原ペプチッド配列の 41 のところに結合

していることが分かった。 (5) サイトカイン誘導の情報 

虚血再還流６時間後、大脳皮質と線条体に

ついて非虚血側、ペナンブラ、梗塞巣から

一定面積を打ち抜きによりサンプリング

した。総 RNA を抽出し、Real-time PCR で、



(3)血管透過性、MMP 活性、ミクログリア活性

の抑制 

７種類の炎症因子の発現量をβ-actin を

対照として定量化した。 

４．研究成果 抗 HMGB1 抗体投与により、血管透過性の亢

進及び MMP-9 の活性を著しく抑制した。 (1) 脳梗塞病巣の体積の縮小 

TTC 染色で脳梗塞病巣の体積が対照群と比

較した。抗 HMGB1 抗体の投与によって再灌

流 24時間後 90%, 48 時間後 70%の抑制を示

した。 
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(2)運動機能と片麻痺症状の回復効果 

マトリックス分解酵素MMPの活性 抗 HMGB1 抗体投与群は、運動機能及び片麻痺

の改善が認められた。  

 

 

 

 

  

ミクログリアの活性化 ロタロッド運動機能テスト 

(4)サイトカイン誘導の抑制  

抗 HMGB1 抗体投与群は、炎症性サイト

カインTNF-α及びiNOSの誘導を抑制した

ことを確認できた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



脳虚血後の神経細胞障害から細胞死に至

る過程には、細胞内カルシウム濃度の上昇、

興奮性神経伝達物質の放出、アシドーシス、

フリーラジカル等、様々な因子が報告されて

いる。我々の結果により、虚血性脳細胞機能

障害の進行に対して、HMGB1 が深く関与して

いることを確認できた。壊死した細胞核から

放出された HMGB1 は、単球、好中球を活性化

して、炎症を引き起こす。炎症反応によって、

血管内皮細胞の障害から、血液―脳関門の透

過性の増加、脳浮腫の発生と促進にいたる一

連の生体反応において、HMGB1 は、重大な働

きをする。抗 HMGB1 抗体の中和作用で、ミク

ログリア、MMPs, TNF-α, iNOS 等炎症因子の

活性化を抑制することにより、早期の虚血障

害の進行が抑えられたことを示唆した。 

本研究は、脳梗塞病態形成において極めて

重要な働きをする標的分子を見出したこと

を意味しており、抗 HMGB1 単クローン抗体自

身が非常に優れた抗体医薬となり得る可能

性を強く示唆している。 

本研究は、新規性の高い有効な脳梗塞治療

法として特許第3876325号という成果を取得

し、脳梗塞に対する抗 HMGB1 単クローン抗体

の治療効果ついては FASEB Journal に

『 Anti-high mobility group box 1 

monoclonal antibody ameliorates brain 

infarction induced by transient ischemia 

in rats.』として報告した。 
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