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研究成果の概要（和文）：私たちは、川崎病モデルマウスを用いた研究で、damage associated molecular 
patterns (DAMPs) の中心的役割を担うHigh mobility group box-1 (HMGB1) が、マクロファージや冠動脈組織
のNLRP3/Caspase1を活性化し、冠動脈病変形成に関与するIL-1βやTNF-αの発現を誘導することを明らかにし
た。さらに標準的な治療である免疫グロブリンに抗HMGB1抗体を投与すると、これらの発現が低下し冠動脈組織
障害が軽減することを見出した。HMGB1を枢軸とした免疫応答制御は、川崎病冠動脈病変を減少させる新規治療
薬として有望と考えた。

研究成果の概要（英文）：In a mouse model of Kawasaki disease, we found that high mobility group 
box-1 (HMGB1), which plays a significant role in damage associated molecular patterns (DAMPs), is a 
key regulator of NLRP3/Caspase 1 inflammasome pathway and induces the expression of IL-1β and TNF-
α, which are associated with coronary artery lesion formation. Furthermore, we found that addition 
of anti-HMGB1 antibody to standard therapy with intravenous immunoglobulin reduced mRNA expression 
of IL-1β and TNF-α and protein expression of NLRP3/Caspase1 in coronary artery lesions. These 
results suggest that immunomodulation with anti-HMGB1 antibody may be a new therapeutic approach to 
reduce coronary artery lesions in Kawasaki disease.

研究分野：小児循環器学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
川崎病治療における抗HMGB1抗体投与は、NLRP3/Caspase1シグナルの抑制および冠動脈病変形成に関与するIL-1
βの発現を抑制した。宿主自然免疫応答の制御は、川崎病冠動脈病変を抑える重要な役割を担っていると確信し
た。本研究は、HMGB1を枢軸とした宿主自然免疫応答制御による新たな川崎病の治療戦略を確立し、臨床応用へ
展開する基礎的な研究である。小児後天性心疾患の最大の原因である川崎病冠動脈病変の形成を抑え、遠隔期に
おける臓器障害や急性冠症候群・動脈硬化を抑えることができれば、長期予後を見据えた新たな治療戦略として
期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
川崎病冠動脈病変は、小児の後天性心疾患の最大の原因である。免疫グロブリン大量療法（IVIG）
や重症例でのステロイド初期併用療法でその頻度は減少しているが、2.6～2.8%に心後遺症がみ
られる。また虚血性心疾患が疑われた若年成人において、急性冠症候群の約 5%に川崎病罹患歴
があることが示された（Daniels LB et al. Circulation 2012）。川崎病は遠隔期まで内皮障害が続く
と考えられており、私たちは長期的な予後改善を見据えた治療を考えていかなければならない。
申請者らは川崎病患者血清刺激した冠動脈内皮細胞（Human Coronary Artery Endothelial Cells：
HCAECs）を評価したところ、内皮細胞はネクローシス優位の細胞死を起こし、Damage associated 
molecular patterns (DAMPs) の中心的役割を担う High mobility group box-1 (HMGB-1) が多量に
放出され、炎症が遷延し冠動脈病変発症に関与している可能性を示した（Ueno K et al. Scientific 
Reports 2017）。これらの成果をもとに、川崎病における HMGB-1シグナル伝達経路に着目した。 
 
２．研究の目的 
川崎病における HMGB-1 シグナルの活性化が冠動脈病変発症に関与していることを示し、
HMGB-1を標的とした分子標的治療が冠動脈病変の発症を抑制することを示す。 
 
３．研究の方法 
本研究では LCWE（Lactobacillus casei wall cell extract）川崎病モデルマウス（Schulte DJ et al. J 
Immunol 2009、Arditi M. Int Kawasaki Disease Symp 2015）を用い、臨床応用に展開する基盤とな
る研究を行った。リン酸緩衝生理食塩水 (PBS) 腹腔内投与群をコントロール群とし、川崎病モ
デルマウスは、Lactobacillus casei cell wall extract (LCWE) を腹腔内投与し作成した。川崎病モデ
ルマウス群は、無治療群 (PBS投与群)、免疫グロブリン (IG) 投与群、免疫グロブリン＋抗
HMGB1抗体 (IG+aHMGB1) 投与群の3群を作成し、マウス心臓切片の病理組織、心臓組織中の
サイトカインmRNAおよびNLRP3蛋白発現量を解析した。研究期間内には以下の実験を行っ
た。 

 
(1) HMGB1を用いた冠動脈内皮細胞の刺激 
Recombinant human HMGB1で刺激したTHP-1細胞 (マクロファージ) を用い、ヒト冠動脈内皮細
胞 (HCAEC) 上で24時間共培養し、濃度勾配による冠動脈組織中の NLRP3、IL-1βの発現量を確
認する。 
(2) 川崎病モデルマウスにおける抗HMGB-1抗体投与の効果（冠動脈病変発症の抑制効果） 
組織学的評価は HE染色、CD68染色、αSMA染色、Elastica van Gieson（EVG）染色、HMGB1
染色を行った。冠動脈組織の炎症評価はスコアリング方法を用いた半定量的な解析で行った。コ
ントロール群、各薬物治療群の効果について評価した。 
(3) 川崎病モデルマウスにおける HMGB-1シグナル関連因子の測定 
安楽死後のマウスから冠動脈を含む心臓組織（上部 1/3）を採取し、細胞溶解物から蛋白質を抽



出した。得られた蛋白抽出物を用いて HMGB-1シグナル関連蛋白（PI3K/AKT/mTOR、MAPK/ERK 
1/2、NF-kB p65、NLRP3/Caspase1）をWestern blotting法で測定した。組織中のサイトカイン・ケ
モカインについては、IL-1β/TNF-α/IL-6,/IL-10/RANTES/VEGF-A/E-selectin などを rt-PCR で評価
した。これらの HMGB-1シグナル関連蛋白 
(4) 川崎病モデルマウスにおけるサイトカインの発現 
day 28 安楽死前の川崎病モデルマウス頸静脈から血液 0.1-0.3ml を採取し、HMGB-1、TNF-α、
IL-6、IL-1β、VEGFなどサイトカイン・ケモカインをマルチプレックスサスペンションアレイで
測定した。 
 
４．研究成果 
(1) HMGB1を用いた冠動脈内皮細胞の刺激 
HMGB1 で刺激した THP-1細胞を 24 時間冠動脈内皮細胞上で
刺激したところ、濃度依存性に組織中のNLRP3、IL-1βのmRNA
発現が上昇した (図 1)。 
 
 
 
 
 
 

図 1 冠動脈 NLRP3/IL-1β 
 

(2) 川崎病モデルマウスにおける抗HMGB-1抗体投与の効果（冠動脈病変発症の抑制効果） 
LCWE投与による川崎病モデルマウス冠状動脈の組織学的変化を調べた。HE染色の組織画像
では、PBSを投与したコントロール群のマウスはいずれも組織学的変化を起こしていないが、
LCWEを投与したマウスは冠動脈周囲に炎症細胞の浸潤が認められた。川崎病モデルマウスで
は、無治療群（PBS）で最も強い炎症細胞の浸潤がみられ、IG投与群および IG+抗 HMGB1抗
体投与群で炎症細胞の浸潤が抑制されていた。 
 

（HE染色） 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
マウス心臓切片（全体画像） x400 

（CD68染色） 
CD68染色の組織画像では、LCWE投与マウスの無治療群（PBS）で最も強いマクロファージの
浸潤がみられ、IG投与群および IG+抗 HMGB1抗体投与群で有意にマクロファージの浸潤が抑
制されていた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

マウス心臓切片（全体画像） x400 
 
 



（EVG染色） 
Elastica van Gieson染色（EVG）染色画像では、LCWE投与マウスの無治療群で外弾性板の断裂
が認められたが、IG投与群および IG＋HMGB1抗体投与群では内弾性板の断裂は認められなか
った。 
 
川崎病モデルマウス無治療群で外弾性板の断裂がみ
られ、外膜周辺のコラーゲン線維が不規則に観察さ
れた。 
 
IG群および IG＋aHMGB1群では、内・外弾性板、外
膜周囲のコラーゲン線維は構築が保たれていた。 
 
 
 
 
 

マウス心臓切片（全体画像） x400 
 
（αSMA染色） 
αSMA染色画像では、LCWE投与マウスの無治療群で血管平滑筋細胞が主体の αSMA陽性細胞

が増殖し内膜が肥厚しているのが確認された。IG投与群および IG＋HMGB1抗体投与群では内

膜の肥厚は認められなかった。 
 
 
 
川崎病モデルマウス無治療群で血管平滑筋細胞の
増生（  ）が確認された。 
 
 
 
 
 
 

マウス心臓切片（全体画像） x400 
 
（HMGB1染色） 
HMGB1染色画像では、LCWE投与マウスの無治療群で HMGB1蛋白が濃染された。IG投与群
および IG＋HMGB1抗体投与群で HMGB1蛋白の発現は抑制された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

マウス心臓切片（全体画像） x400 
 
(3) 川崎病モデルマウスにおける HMGB-1シグナル関連因子の測定 
川崎病モデルマウス無治療群で、コントロール群と比較し、IL-1β、TNF-α、IL-6や VEGF-A、E-
selectin、RANTESの心臓組織内 mRNAの発現量が増加していた。これらの炎症性サイトカイン、
ケモカインの発現量は、川崎病モデルマウス IG群で低下し、IG+aHMGB1群でさらに低下した。 
 



 
NLRP3/Casp1の発現 
川崎病モデルマウスでは無治療群と比較し、IG 群、IG+aHMGB1 群で発現量が低下し、さらに
IG+aHMGB1群では IG群より有意に低下することが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) 川崎病モデルマウスにおけるサイトカインの発現 
マルチプレックスサスペンションアレイは期間内に測定することができなかった。 
 
 
 
川崎病モデルマウスを用いた本研究では、川崎病の治療として確立されている免疫グロブリン
療法を行うことで冠動脈組織所見、炎症スコア、心臓組織内の炎症性サイトカインの発現は抑制
されることが示されたが、免疫グロブリンに抗 HMGB1抗体を投与することで、これらの発現が
さらに抑制されることが分かった。川崎病では、標準的治療である免疫グロブリン持続静注療法
に加えて抗 HMGB1抗体を投与することで、冠動脈病変発症を抑制する可能性が示された。 
現在、各実験の再現性を確認し、期限内に終えることのできなかった実験を進めている。 
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