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研究成果の概要（和文）：Damage-associated molecular pattern である High mobility group 

box-1(HMGB1) は、虚血脳神経細胞や脳外傷局所の神経細胞核から細胞質を経て細胞外へ放出さ

れた。放出された HMGB1 は、血管内皮細胞、周皮細胞に働き、収縮性反応を誘導して脳血管透

過性を亢進させた。HMGB1 由来ペプチドに、低血圧誘導その他の活性を見出した。抗 HMGB1 単

クローン抗体は脳外傷時の脳血管透過性亢進と炎症反応を抑制した。 

 

研究成果の概要（英文）：A representative damage-associated molecular pattern, high 

mobility group box-1(HMGB1), was released from neuronal nuclei to extracellular space 

via cytosol after ischemia or traumatic brain injury.  The released HMGB1 induced 

contractile response in vascular endothelial cells and pericytes leading to the increased 

permeability of BBB. Among HMGB1-derived peptides, some had plural activities.  

Anti-HMGB1 monoclonal antibody inhibited the BBB permeability and inflammatory responses 

induced by traumatic brain injury. 
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１．研究開始当初の背景 

High mobility group box-1(HMGB1) は、中

大脳動脈閉塞によって誘導した虚血脳におい

て神経細胞から細胞外へ放出され、血管透過

性の亢進、メタロプロテアーゼの活性化、ミ

クログリアの活性化などの起炎性の反応を駆

動する。一方、抗HMGB1単クローン抗体の投与

は、これら炎症性反応を抑制し脳梗塞巣を縮
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小するだけでなく、協調運動などの神経症状

を改善した。 

２．研究の目的 

本研究では、これまでに抗HMGB 1 抗体を用

いて明らかにされたHMGB 1を標的とする脳虚

血と脳血管透過性亢進治療法の有効性の知見

に基づき、HMGB 1とHMGB 1由来ペプチドの脳

血管透過性亢進の作用機序を明らかにする。

さらに、HMGB 1由来ペプチドの新規活性を合

成ペプチドを用いて探索する。抗HMGB 1抗体

の医薬としての適応を拡大する目的で、脳血

管透過性亢進をきたす脳外傷に対する有効性

を評価する。 

３．研究の方法 

（１）ラット脳血管内皮細胞、アストログリ

ア細胞、ペリサイトの共培養からなる人工血

液脳関門（人工BBB）培養系を用いて、組み換

え体ヒトHMGB 1のBBBに対する作用の解析 

（２）HMGB1の内部配列に対応する15アミノ酸

残基長ペプチドのRAGE受容体アッセイにおけ

る活性評価 

（３）脳外傷時の HMGB1 動態と脳血管透過性

亢進に対する抗 HMGB1 抗体投与効果の評価 

４．研究成果 

抗体医薬の有効性から脳梗塞治療の標的

分子として同定した HMGB1の内部配列に対応

する 15 アミノ酸残基長のペプチドを HMGB1

の全長にわたって人工合成した。一方、HMGB1

とその受容体候補の一つであるReceptor for 

Advanced Glycation Endproduct(RAGE)の細

胞外ドメイン(sRAGE)を組み換え体蛋白とし

て発現・精製し、マイクロタイタープレート

内で受容体・リガンド結合実験系を構築した。

HMGB1 をマイクロタイタープレート上に固相

化し、液相にヒスチジンタグ付 sRAGE を添加

し、一定時間インキュベートした後、フリー

の RAGE を洗浄で除き、結合した sRAGE を

NiNTA-HRP で検出して定量化した。さらに、

RAGE の他のリガンドの一つである、Advanced 

Glycation Endproduct  (AGE-2,AGE-3) と

sRAGE の結合実験系を確立した。この 2 つの

結合実験系を用いて 40 種類の合成ペプチド

の結合に対する影響を検討したところ、3 種

類のペプチドに興味深い活性が見出された。

その一つは、AGE-2/3-sRAGE 結合を著明に阻

害する活性を有するペプチド 1であった。こ

のペプチド 1を 5mg/kg, i.v.の用量で、ラッ

ト中大脳動脈閉塞 2時間後、再灌流時に投与

すると、通常脳梗塞形成がまだ生じない再灌

流後 6時間の時点で、すでにかなりの体積の

梗塞巣が完成することがわかった。動脈血圧

の測定で、このペプチドの静脈内投与の直後

から、約 1時間にわたる血圧低下効果が観察

された。また、対照ペプチドとして合成した

鏡面配列のペプチドにおいても、同様の持続

性の低血圧誘導と著明な脳梗塞の増悪が明

らかとなった。これらの結果は、その受容体

関連機構についてはさらに検討が必要であ

るが、両ペプチドによる動脈血圧低下が、局

所血流のさらなる低下を招き、その結果とし

て数時間後に生じる脳壊死を加速したもの

と推察された。 

HMGB1 由来のぺプチドの性質をさらに明ら

かにするために、HMGB1 の受容体の一つであ

る Receptor for advanced glycation 

endproduct (RAGE) と、もう一つ別のリガン

ドであるAdvanced glycation endproduct (ウ

シ血清アルブミンの最終糖化産物)の試験管

内結合実験系を構築し、それに対する HMGB1

由来のぺプチドの効果について検討した。そ

の結果、AGE-可用性 RAGE 結合を促進する２

つのペプチドと AGE-可用性 RAGE 結合を阻害

する一つのペプチドを同定した。個々のペプ

チドの作用は、AGE1,AGE2, AGE3, AGE4, AGE5 

いずれのリガンドを用いた場合も共通して

いた。AGE-可用性 RAGE 結合を阻害したペプ

チドは、低血圧状態を惹起し、中大脳動脈閉



 

 

塞・再灌流によるラット脳梗塞を増悪したペ

プチドと一致した。 

HMGB1 の脳血管透過性亢進作用を in vitro

で検討するモデルとして、ラット脳血管内皮

細胞、アストログリア細胞、ペリサイトの共

培養系からなる人工血液脳関門（人工 BBB）

培養系を導入した。この in vitro 血液―脳

関門培養系(BBB)を用いて、血管透過性に対

するHMGB1の効果を検討した。本試験管内BBB

系は、孔径 0.4 ミクロン、厚さ 10 ミクロン

のポリエステル人工膜によって上室と下室

に隔てられており、ポリエステル膜上に血管

内皮細胞が単層培養され、ポリエステル膜を

隔てて周皮細胞が反対側に接着する。さらに

下室の底面にアストログリア細胞が単層培

養されている。この in vitro BBB 実験系に

おいて、下室に昆虫細胞 Sf9 を使って作製し

た LPS-free のヒスタグ付きヒト組換え体

HMGB1 を、1 あるいは 10 ・g/ml 添加し、

上下室間の電気抵抗の変化とエバンスブル

ー標識ウシ血清アルブミンの漏出を測定し

たところ、組換え体 HMGB1 は、濃度依存的に

血管透過性を亢進させ、電気抵抗を低下させ

ることが明らかとなった。HMGB1 の C 末端配

列を認識する単クローン抗体を予め組換え

体 HMGB1とともにプレインキュベーションし

ておくと、HMGB1 の血管透過性亢進作用なら

びに電気抵抗減弱作用は抑制された。このと

き、それぞれの細胞層の構造変化を F-actin

のファロイジン染色で観察したところ、血管

内皮細胞と周皮細胞に収縮性の変化が認め

られ、細胞間隙の形成が生じていた。一方、

底面のアストログリアをエバンスブルーに

よる蛍光染色で観察したところ、アストログ

リアには著明な形態変化は認められなかっ

た。以上の結果から、in vivo で観察された

HMGB1 による脳血管の透過性亢進は、HMGB1

が脳血管内皮細胞と周皮細胞に直接作用し

た結果であることが強く示唆された。 

 虚血と同様に脳血管の透過性を亢進させ

る病態として、Fluid percussion による脳外

傷モデルを作製した。受傷部の神経脱落、局

所脳浮腫、血液―脳関門の構造的破綻が生じ

ていることを、それぞれ Nissl 染色、エバン

スブルー漏出測定、透過電子顕微鏡観察で確

認した。受傷後、6、12 時間後に脳を固定し、

HMGB1 トランスロケーションについて共焦点

レーザー顕微鏡を用いた免疫組織化学的染

色法で観察をおこなった。受傷部位では、衝

撃を受けた方向に一致して神経細胞内の

HMGB1 が消失していた。これらの神経細胞内

では、MAP-2 免疫陽性構造も低下していた。

それに対し、アストログリア細胞とミクログ

リア細胞の核内 HMGB1は受傷部位でもよく保

持されていた。抗 HMGB1 単クローン抗体ある

いは対照抗体(anti-KLH, IgG2a)を、1mg/kg

経静脈的に脳外傷受傷直後と６時間後の２

回投与し、脳血管透過性亢進に対する効果を

アルブミン（エバンスブルー）漏出の抑制効

果で評価した。その結果、抗 HMGB1 抗体はエ

バンスブルーの漏出を８５％抑制した。以上

の結果から、抗 HMGB1 抗体は脳外傷急性期の

脳血管透過性亢進も極めて有効に抑制でき

る治療薬であることがわかった。 
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