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研究成果の概要：自己免疫疾患、特に全身性エリテマトーデス（SLE）の病態における抗HMGB1

抗体の役割を明らかにする目的で、血清中の抗HMGB1抗体のエピトープの解析を行い、その特

徴と疾患活動性との関連を調べた。SLEにおいて抗 HMGB1抗体が高頻度に検出され、抗HMGB1

抗体とSLEDAIとの相関を認めた。エピトープ解析では抗HMGB1抗体は親水性で機能的な領域で

あるboxAおよびjoiner領域を主に認識した。また、joiner領域中の配列AKGKPDに様々な病

原微生物の蛋白と分子相同性を認めた。一方、HMGB1分子はSLEや筋炎、成人Still病などの

自己免疫疾患や顕微鏡的多発血管炎（MPA）、Wegener肉芽腫（WG）の患者血清で上昇を認め、

HMGB1が自己免疫の病態に関与していることが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 High Mobility Group (HMG) 蛋白質は真核
細胞に遍く存在する非ヒストン核蛋白質で
あり、HMGファミリーを形成する一連の蛋白
質である。HMGファミリーには HMG1/HMG2、
HMG14/HMG17、HMGI/HMGY/HMGICの３つのメン
バーが知られてきたが、これらは新しい命名
法 に よ り 、 そ れ ぞ れ HMGB 蛋 白 質
（HMGB1/HMGB2）、HMGN蛋白質（HMGN1/HMGN2）、
HMGA蛋白質（HMGA1a/HMGA1b/HMGA2）と呼ば
れるようになった。このうち主成分である
HMGB1/HMGB2は分子内にHMG boxを2つ有す

るという共通点があり、HMGB1とHMGB2の間
には約80％のホモロジーがある。HMGB1およ
びHMGB2は転写制御やリンパ球の抗原受容体
遺伝子の組み換え、核内受容体のDNA結合促
進などに関与し、各々の種間のホモロジーは
約 99％と高度に保存される重要な蛋白質で
ある。国外ではHMGB1およびHMGB2の各々の
ノックアウトマウスが作製され、HMGB1ノッ
クアウトマウスは低血糖により生後２4時間
以内に全例死亡したが（Nat Genet 22:276, 
1999）、HMGB2のノックアウトマウスでは雄
の不妊が認められたのみであった。 
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一方、1998年にHMGB1がTNF-αなどの刺
激によりマクロファージから分泌され、敗血
症性ショックのメディエーターとして機能
することが報告された（Science 285:248, 
1998）。また、細胞の壊死に伴い受動的に細
胞外に放出されるHMGB1も可溶性HMGB1とし
て機能する。このような可溶性HMGB1が中枢
神経、肺、消化器、関節など全身の諸臓器の
炎症性病態に関連することが次々と明らか
にされてきた（総説：Trends Immunol 26: 381, 
2005）。元来、核蛋白質としてのみ知られて
いたHMGB1が可溶性蛋白として全身に炎症性
障害作用を発揮することから、HMGB1を
"nuclear weapon"（核兵器）として解析する
研究者もいる（Nat Rev 5:331,2005）。しか
し、細胞壊死に際しHMGB1とともに放出され
るHMGB2に関しては報告がない。 
 申 請 者 ら は 抗 好 中 球 細 胞 質 抗 体
（anti-neutrophil cytoplasmic antibody; 
ANCA）の対応抗原のひとつとして HMGB1と
HMGB2を同定し、ウシHMGB1/HMGB2混合物を
用いたELISAにて、種々の自己免疫疾患にお
ける抗HMGB1/HMGB2抗体の臨床的意義を解析
してきた（Clin Exp Immunol 105:120, 1996; 
同 107:135, 1997; 同 111:402, 1998; J 
Rheumatol 25:703, 1998; Gut 44:867, 1999）。
その過程で、ヒト潰瘍性大腸炎患者血清中の
抗 HMGB1/HMGB2抗体の中に、精製したHMGB1
とHMGB2を用いたウエスタンブロッティング
でリンパ球由来のHMGB1とは結合したが好中
球由来のHMGB1とは結合しない抗体の存在を
見出していた。これと同じ現象が、マウスに
ブタHMGB1を免疫して得られたモノクローナ
ル抗体（FBH7）でも認められた。リコンビナ
ント蛋白質断片および random peptide 
libraryを用いたマッピングにより、FBH7の
エピトープはHMGB1 Box Aのアミノ酸52-56
で構成される三次元構造にマップされた（ J 
Biochem 136:155, 2004）。さらに、好中球由
来HMGB1では翻訳後修飾のためにこの立体構
造に変化が生じて FBH7との結合が出来ない
状態になっていることが明らかとなった（未
発表データ）。このようなHMGB1エピトープ
の解析システムの充実に伴い患者血清中の
自己抗体、さらには健常者で検出される自己
抗体のエピトープマッピングが極めて容易
となった。 
 一方、申請者らはHMGB1のT細胞エピトー
プの解析も進めてきた。HLA-A2.1のトランス
フェクタント（T2変異細胞）を用い、コンピ
ュータ解析で HLA-A2.1結合モチーフを有す
る部位（アミノ酸残基12-20、および、128-136
の 9-mer）の実際の HLA-A2.1結合活性を
T2-binding assayにて解析した。その結果、
アミノ酸残基12-20の9-mer（KMSSYAFFV）に
強い結合活性を認め、その親和性は既知の
HIVエピトープ p17-WT（SLYNTVATL）とほぼ
同等であった。この結果はCD8陽性T細胞の
エピトープの可能性を示す部位であり、 CD4
陽性T細胞のエピトープについても同様の解
析が期待できた。一方、可溶性HMGB1の簡便

な測定系を樹立して、致死的な多臓器不全患
者の血中HMGB1レベルの上昇を報告した（日
救急医会誌 14:723, 2003）。この測定法を用
いた種々の状態のヒト血清の解析から、生理
的ならびに病的な可溶性HMGB1レベルの変動
が観察された（未発表データ）。このように、
生体にとって harmfulな核由来の蛋白質
HMGB1分子には何らかの制御機構が存在する
ことが推定される。そのひとつは、可溶性
HMGB1蛋白質の体内からの迅速なクリアラン
スであるが、これまで、その意義および機序
には注意が向けられず、また、HMGB1に対す
る防御的自己抗体（自然抗体）に関する研究
は進んでいない。従って、体液中の可溶性
HMGB1蛋白質の生理的変動および病的変動の
解析、健常者および患者において検出される
自己抗体、および、その抗体産生を制御する
抗原特異的Ｔ細胞の解析、さらに、それら相
互作用や免疫応答の制御機構を明らかにす
ることが求められてきている。また、 HMGB1
と 80%のホモロジーをもつHMGB2の可溶性分
子についても未解明のまま残された問題で
ある。 
 
２．研究の目的 
 High Mobility Group (HMG) 蛋 白 質
HMGB1/HMGB2は真核細胞に遍く存在する非ヒ
ストン核蛋白質であるが、HMGB1は可溶性蛋
白として全身に炎症性障害作用を発揮する
ことが知られている。しかしその制御機構は
未解明である。本研究では、体液中の可溶性
HMGB1蛋白質の病的変動を詳細に解析すると
共に、患者において検出される抗HMGB1抗体
およびHMGB1特異的Ｔ細胞のエピトープを解
析して、それら相互作用やHMGB1免疫応答の
制御機構の一端を明らかにする。具体的には、
HMGB１に対する病的自己抗体のエピトープ
の同定、ならびに、可溶性HMGB1測定系を用
いた体液での病的変動を解析し、抗体変動と
抗原（HMGB1）変動および各病態の相互関係
を詳細に調べる。 
 
３．研究の方法 
(1)自己抗体のエピトープ解析： これまで
に選定された各疾患の高抗体価血清を用い
てエピトープマッピングを行なう。具体的に
はヒトHMGB1全分子の７種類のpeptide断片
を用いてウエスタンブロッティングによる
マッピングをする。自己免疫疾患における抗
HMGB1抗体のエピトープについて、種々の患
者病態とエピトープとの関連性、経時的に保
存された患者血清におけるエピトープの変
動について解析を行なう。 
(2) 可溶性HMGB1の生理的変動解析： 可溶
性HMGB1定量システムを用いて、ヒト血液そ
の他の体液におけるHMGB1の動態を詳細に解
析する。対象として (a)健常人の血清、(b)
各種炎症性疾患患者の血清、体液（髄液、胸
水、腹水）におけるHMGB1の動態を詳細に解
析する。これにより、体液中のHMGB1の病的



 

 

変動を明らかにするとともに、記録されてい
る病態との関連性を解析する。 
 
４．研究成果 
(1) 自己抗体のエピトープ解析：抗 HMGB1/2
測定 ELISAキット(MBL)によるスクリーニン
グの結果、自己免疫疾患患者180名中 57名
(31.6%)で抗 HMGB1/2抗体が陽性であった。
陽性者はSLEで51%、PM/DMで36%と多く認め
られた。さらに、ブタの胸腺よりHMGB1を精
製し、抗HMGB1抗体をELISA法により測定し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１SLEとPM/DM患者における抗HMGB1抗体
価の上昇 
 
 
 健常者の平均＋2SD以上を陽性とした。抗
HMGB1/2抗体陽性の血清57名中、抗HMGB1抗
体は31名(54.4%)で陽性であった。抗HMGB1/2
抗体陽性の SLE患者血清の 58.3%、PM/DM患
者血清の 50%で抗 HMGB1抗体が陽性で、健常
者では全て陰性であった（図１）。SLEおよび
筋炎の血清で、健常者に比較し有意に抗体価
および陽性率が高いという結果が得られた。 
 次にSLE患者での抗HMGB1抗体とSLEの疾
患活動性との相関を SLEDAIを用いて検討し
た。抗HMGB1抗体陽性群と陰性群でのSLEDAI
の比較を行ったところ、陽性群では中央値が
15、陰性群では6と、抗HMGB1抗体陽性群で
有意に SLEDAIが高く、疾患活動性が高いと
いう結果が得られ、抗HMGB1抗体の存在がSLE
の疾患活動性と関連している可能性が示唆
された。 
 抗HMGB1抗体と検査値の比較を行ったとこ
ろ、抗HMGB1抗体陽性群と陰性群の血小板値
の中央値がそれぞれ16万および24万と、抗
HMGB1抗体陽性群で有意に血小板数が少ない
という結果が得られた(P<0.05)。 

 また3例のSLE患者の抗HMGB1 抗体価を治
療経過とともに追跡したところ、エンドキサ
ンパルス療法およびステロイド治療により
SLEDAIの低下とともに抗HMGB1抗体価の低下
がみられ、抗HMGB1抗体がSLE患者の臨床経
過における病勢と関連していることが示唆
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２HMGB1のドメインペプチド 
 
 次に抗HMGB1抗体のエピトープを調べるた
めに、pTrcHisA-プラスミドを大腸菌株JM109
にトランスフェクトし、図２のように７種類
のHMGB1ドメインpeptideを精製し、患者血
清と7種類のpeptideとの反応をELISAおよ
びWestern Blot法で解析した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
図３SLE患者血清中の抗HMGB1抗体の 
   エピトープ解析 
 Western Blot法の結果の例を図３に示す。
2人の SLE患者血清は、血清量が少なく、調
べることができなかったので、抗HMGB1抗体
陽性血清14人の血清のうち12人の血清でエ
ピトープの解析を行った。ELISAと Western 
Blotの結果はほぼ一致していた。Western 
Blotには 2メルカプトエタノール処理をし、
立体構造を破壊したpeptideを用いている為
に、SLE患者血清の抗体はlinear epitopeを
認識すると推測された。個々の血清の抗体中
のエピトープの特異性は競合法で確認した。
SLE患者血清において、抗HMGB1抗体に複数
のエピトープが存在し、特に、12例中8例で
boxAを認識し、boxAを認識する血清が多く
認められた。また、SLEではboxBを認識せず
に BJを認識する血清が多く、このことより
joiner領域にもエピトープが存在すること
が示唆された。 
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 そこで、joiner領域がSLE血清に特異的な
エピトープかを明らかにするため、joiner領
域を含むpeptide J (aa165-184) を合成し、
SLEおよび PM/DM患者血清との反応をELISA
およびDot Blot法で解析した。まずpeptide
Ｊとの結合の特異性は競合阻害試験により
確認した。 
 12例中9例のSLE血清がpeptideＪと反応
したのに対し、7例中1例しかPM/DMでは反
応せず、筋炎に比較して SLEで、peptide J
を認識する血清が有意に多く認められた(P
＜0.01)。健常者では全てで陰性であった。
DotBlotでも同様の結果が得られた。抗
peptideＪ抗体と SLE患者の疾患活動性や臨
床症状との相関は認めなかったが、今後症例
数を増やた更なる検討を要する。 
 さらに peptideＪと、病原微生物の蛋白と
の相同性を調べたところ（Swiss Prot bank）、
joiner領域中のAKGKPDという配列と、様々
な病原微生物の蛋白の一部との相同性が認
められ、感染を契機に分子相同性より HMGB1
に対する交差反応が生じ、自己免疫反応がひ
きおこされる可能性が示唆された。 
(2) 可溶性HMGB1の生理的変動解析：可溶性
HMGB1定量システムを用いて、ヒト血液その
他の体液におけるHMGB1の動態を詳細に解析
した。健常者血清での HMGB1濃度は 3.69±
6.00ng/ml (m±２SD)であった。 
 各種自己免疫疾患患者血清での HMGB１濃
度を表１に示す。 
 
表１各疾患における血清HMGB1濃度      
 疾患 (n)     HMGB１(ng/ml)   P*       
               m±２SD              
関節リウマチ(88)  9.5±36.5    <0.01          
筋炎(PM/DM) (63)    6.6±15.2    <0.05 
SLE         (94)    7.2±18.8     <0.01 
MCTD        (17)    6.1±10.4     N.S. 
Behçet病    (15)    8.6±25.6     N.S. 
強皮症      (15)   10.7±28.9     N.S. 
成人Still病(15)   12.9±25.2     <0.05 
MPA         (43)   11.7±24.4     <0.01 
Wegener肉芽腫(19)  3.2±17.8     <0.01 
AGA         (9)     8.6±25.6     N.S. 
高安動脈炎 (10)     7.6±15.4     N.S.  
MCTD：混合性結合組織病 
MPA：顕微鏡的多発血管炎 
AGA：アレルギー性肉芽種性血管炎 
*健常人コントロールとの比較 
N.S.: not significant 
 
 
 関節リウマチ(RA)におけるHMGB1はこれま
で多くの報告があり、滑膜炎症において
HMGB1が関与していることが報告されている。
これまでの報告と同様に関節リウマチ患者
血清において健常者に比べ HMGB1は有意に

増加していた（p＜0.01）。 
 筋炎(PM/DM)やSLE患者での血清HMGB1の増
加が認められた。疾患活動性と血清HMGB１の
相関を SLEDAIを用いて検討した結果では
r=0.327とやや相関関係を認めた。 
 筋炎患者の筋生検の組織で炎症部位に
HMGB1の発現が亢進している報告があり、そ
の病態にHMGB1が関与していることが示唆さ
れている。 
 また、これまで HMGB1とDNAは複合体を形
成し、この複合体がTLR9とreceptors for 
advanced glycation end products (RAGE)の
結合を引きおこすことが報告されている。さ
らにSLEにおいてHMGB1はDNAを含む免疫複
合体の中に存在し、この免疫複合体により自
己反応性B細胞の活性化が生じ、またDNAを
含む免疫複合体がHMGB１の受容体である
RAGE依存性にI型IFN遺伝子の誘導刺激に作
用することが報告され、SLEの病態にHMGB1
は重要な関与をしている（Nature Immunology 
8:487,2007）。さらにSLE患者の皮膚病変部
でHMGB1の発現が亢進しているとの報告もあ
る。また先に解析したようにSLEでは抗HMGB1
抗体が存在しており,血清中ではHMGB1はこ
の抗体やDNAと複合体を形成している可能性
がある。ELISAの結果をWestern Blot法で確
認することが必要である。 
 成人Still病でも有意に（p＜0.05）HMGB1
の増加を認めた。成人Still病はサイトカイ
ンストームを起こす病態で知られており、
HMGB1もその病態に関与していることが示唆
された。強皮症では腎クリーゼを起こした症
例で高値であった。Behçet病患者ではHMGB1
の有意な増加は認めなかったが症例数が少
なく、さらなる検討を要する。 
 各種血管炎患者血清でのHMGB1濃度は顕微
鏡的多発血管炎（MPA）患者血清や Wegener
肉芽腫患者血清での HMGB1の増加を認めた。 
また経過を追えたMPAの一症例では治療後に
血清HMGB1レベルの低下を認めた。MPA 患者
において疾患活動性と血清 HMGB１の相関を
Birmingham Vasculitis Activity Score 
(BVAS)を用いて検討した結果ではr=0.546と
強い相関関係を認めた。 
 アレルギー性肉芽腫性血管炎の患者血清
でHMGB1の増加の報告があるが、今回の検討
では有意な増加は認めなかった。HMGB1分子
は血管の炎症性疾患である動脈硬化や血管
新生への関与や血管内皮細胞の炎症への関
与が報告されている。血管炎患者血清におい
て認められた HMGB１の増加が血管炎の病態
にどう関与しているのかが、今後の検討課題
である。 
 最後に体液（胸水、腹水、髄液）中のHMGB1
についての検討を行った。検討した症例数が
少ないため症例の経過と HMGB１の測定結果
を表2にまとめて提示する。 
 



 

 

表２ 体液中のHMGB1濃度         
症例 疾患  性 年齢  体液 HMGB1(ng/ml)  
1    MCTD   F 41     胸水  20.93 
2    SSc    M 67     胸水    27.09 
3    RA     F 56     胸水    39.81 
4    RA     M 78     胸水   感度以下 
5    SLE    F 73     腹水  12.40 
6 SLE,SSc  F 55     髄液   0.83 
7  SLE     F 35     髄液     9.22 
                     血清    22.35 
8   SLE     M 29     髄液   感度以下 
9   SLE     F 22     髄液    17.41 
10  SLE     F 44     髄液   感度以下 
11  MCTD    F 19     髄液     2.89 
12  BD      F 22     髄液   感度以下     
 BD：Behçet病 
 SSc：強皮症 
 
 胸水、腹水でのHMGB1の上昇は数例で認め
られた。しかし活動性胸膜炎でも胸水中の
HMGB1の上昇は血清に比べ、それほど高度で
はなかった。症例8、10は臨床的にCNSルー
プスと診断され、特に症例8は髄液 IL-6の
上昇を認めたがHMGB1の上昇は認められなか
った。また症例 12は神経ベーチェットの患
者で髄液IL-6の上昇を認めたが、HMGB1の上
昇は認められなかった。これらは少数例での
検討のため、さらに症例を重ねる必要がある。 
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